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OZET

BAZI ENGINARLARIN (Cynara scolymus L.) in vitro COGALTIMI,
KALLUS VE HUCRE SUSPANSiYON KULTURLERI YARDIMIYLA
ELISITOR KULLANIMININ SEKONDER METABOLIT iCERIKLERI
UZERINE ETKIiSININ TESPIiTI

Tugce OZSAN
Doktora Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Aralik 2019; 224 sayfa

Enginar (Cynara scolymus L.) Asteraceae familyasina ait olup, diinyada cok
genis bir alanda yetistiriciligi yapilmaktadir. Sahip oldugu biyoaktif bilesenler
sayesinde Onemini giin gectikgce arttirmakta olup, fonksiyonel gida olarak kabul
gormektedir. Enginarda doku kiiltiiri ¢alismalart pek ¢ok avantaj sunmaktadir. Ancak
bu agsamada en 6nemli problem in vitro koklenmedir. Bu problemi asabilmek amaciyla
bu tez calismasi kapsaminda, Bayrampasa ve Sakiz enginarlar1 ile Olympus F; cesidi
degerlendirmeye alinmistir. Bu ti¢ ¢esitte basarili bir mikrogogaltim siirecini takiben in
vitro koklenme etkinliginin arttirilmasi amaciyla protokol gelistirilmeye g¢alisilmugtir.
Calismanin sonucunda in vitro ¢ogaltim ve in vitro koklenme agisindan gesitlerin besi
ortamlarina verdikleri tepkilerde farkliliklar oldugu ortaya koyulmustur.

Bu tez calismasi kapsaminda enginarda in vitro kallus olusumuna yonelik
arastirmalar yapilmistir. Enginarda in vitro kallus olusumunu takiben ¢esitler bazinda en
etkili kallus olusum besi ortamlar1 belirlenmis ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri
olusturulmustur. Bununla birlikte son yillarda oldukga ilgi ¢ekici bir konu olan elisitor
uygulamalarina yonelik bir arastirma da yapilmistir. Bu amagcla iki farkli elisitor (metil
jasmonat ve kitosan), licer farkli konsantrasyonda ve iicer farkli siirede uygulanmstir.
Cesitler arasi tepkiler degerlendirildiginde Olympus F; ¢esidinin lilkemiz gesitleri olan
Bayrampasa ve Sakiz kadar 1yi tepki vermedigi tespit edilmistir. Bayrampasa ve Sakiz
icin hiicre siispansiyon kiiltiirii etkinlikleri degerli bulunmustur.

Yenilebilir kisminin (baslar) fenolik bilesiklerce zengin oldugu iyi bilinmektedir.
Bunun yanisira, yapraklari bitki artig1 veya atik madde olarak degerlendirilmekte ve
ayrica bircok polifenol igermektedir. Son yillarda, enginar yapraklarinin kullanimi
Ozellikle farmasotik alanda artmis ve bir¢ok bitkisel ilacin aktif maddesi olmustur.
Yaprak morfolojik farkliliklarina dayanarak sekonder metabolitlerin igeriginde bir
degisiklik olup olmadigini ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan bu c¢alismada, Bayrampasa,
Sakiz ve Olympus F; ¢esitlerinin yapraklarindaki fenolik bilesikleri ve flavonoidleri ve
farkl1 yaprak yaglarma gore degisimleri belirlenmistir. Enginar yapraklart i¢ ve dis
olarak konumlarina gore aylik olarak, 7 ay boyunca (Ekim — Nisan) toplanmis ve
enginar yapragi numuneleri kurutulup 6giitiildiikten sonra % 80 metanolik ekstraksiyon
¢oziiciisii kullanilarak ekstraksiyon yapilmis ve sonra HPLC-DAD'de kantitatif olarak
analiz edilmistir. Calismanin bulgular, cesitler ile i¢ ve dis yaprak pozisyonlari
arasinda, ayrica farkli aylar arasinda biyoaktif bilesenlerin igerigi agisindan farkliliklar



oldugunu ortaya koymustur. Cesitler arasinda Sakiz enginarinin, yaprak pozisyonlari
degerlendirildiginde ise i¢ yapraklarin biyoaktif bilesenler agisindan 6n plana ¢iktigi ve
Mart aymin da oldukg¢a iimitvar sayilabilecegi bulunmustur. Bu tez c¢alismasinin
sonuglarina dayanarak, enginar yapraginin zengin polifenolik profilinin nutrasétik ve
farmakolojik uygulamalarda kullanimi i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Enginar, Elisitor, Hiicre siispansiyon kiiltiirii, In vitro
koklenme, Kallus kiiltiirii, Kitosan, Mikrogogaltim, Metil jasmonat, Sekonder
metabolitler
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Prof. Dr. Ece TURHAN
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ABSTRACT

IN VITRO PROPAGATION OF SOME ARTICHOKES (Cynara scolymus L.
AND EFFECTS OF SOME ELUCIDIERS ON SECONDARY METABOLITIES
VIA CALLUS AND CELL SUSPENSION CULTURES

Tugce OZSAN
PhD Thesis in Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
December 2019; 224 pages

Artichoke (Cynara scolymus L.) belongs to Asteraceae family and is cultivated
in a wide area in the world. Thanks to its bioactive components, its importance
increases day by day and is accepted as functional food. Artichoke tissue culture studies
offer many advantages. However, the most important problem in tissue culture studies
is in vitro rooting. In order to overcome rooting problem, two artichoke cultivars,
Bayrampasa and Sakiz, which are valuable for our country, and Olympus Fi, were
evaluated within the scope of this thesis. Following successful micropropagation
process in these cultivars, a protocol has been tried to be developed in order to increase
in vitro rooting efficiency. As a result of the study, micropropagation and in vitro
rooting showed based on the cultivars and the nutrient media.

In this thesis, in vitro callus formation of artichokes was investigated, too.
Following the in vitro callus formation in artichoke, the most effective callus growth
media were determined and cell suspension cultures were established. A research on
elicitor applications has also been conducted. For the purpose, two different elicitors
(methyl jasmonate and chitosan) were applied in three different concentrations and three
different periods. When the reactions between the cultivars were evaluated, it was found
that Olympus F; did not react as well as Bayrampasa and Sakiz. Cell suspension culture
activities were found to be valuable for Bayrampasa and Sakiz.

It is well known that the edible portion (heads) is rich in phenolic compounds.
On the other hand, the leaves are considered to be plant waste or waste material and also
contain many polyphenols. In recent years, the use of artichoke leaves has increased
particularly in the pharmaceutical field and has been the active ingredient of many
herbal medicines. In this study, it was aimed to evaluate the phenolic compounds and
flavonoids in leaves of Bayrampasa, Sakiz and Olympus F; cultivars and their changes
according to different leaf ages. To serve this purpose, artichoke leaves were collected
on a monthly, internal and external basis during 7 months (October - April), and after
artichoke leaf samples were dried and grounded, they were extracted using 80%
methanolic extraction solvent and then quantitatively analyzed by HPLC-DAD.

The findings of the study showed that there were differences between cultivars,
inner and outer leaf positions, as well as the content of bioactive components between
different months. Among the cultivars, Sakiz was found to be prominent in terms of
bioactive constituents when the leaf positions were evaluated, and March was quite



hopeful. Based on the results of this thesis, it is thought that the rich polyphenolic
profile of artichoke leaves may be useful for use in nutraceutical and pharmacological
applications.

KEYWORDS: Artichoke, Callus culture, Cell suspension culture, Chitosan, Elicitor, In
vitro rooting, Micropropagation, Methyl jasmonate, Secondary metabolites

COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS
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ONSOZ

Tez calismamin basindan sonuna kadar degerli destegini her zaman hissettiren,
beni cesaretlendiren, kendisine ne zaman danigsam bana kiymetli zamanini ayirip
sabirla, giiler ylizlinii ve samimiyetini esirgemeden elinden gelenden fazlasini sunan,
gelecekteki akademik hayatimda da bana her anlamda verdigi degerli bilgilerden
faydalanacagimi disiindiigiim saygideger danisman hocam Sayin Prof. Dr. A. Naci
ONUS’a tesekkiirii bir borg biliyor, siikranlarimi sayg1 ve sevgiyle sunuyorum.

Tez Izleme Komitesinde yer alan, degerli bilimsel katkilariyla ¢alismamin her
asamasinda destegini esirgemeyen saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Kenan
TURGUT a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yine Tez Izleme Komitesinde yer alan, her zaman kiymetli yardim ve
destekleriyle katki saglayan saygideger hocam Saymn Prof. Dr. Ersin POLAT’a
ictenlikle tesekkiir ederim.

Tez Savunma Jiirisinde yer almayi hi¢ diisiinmeden kabul eden, ¢cok degerli
bilimsel katkilariyla desteklerini esirgemeyen, canayakinligi ve samimiyetini derinden
hissettiren ¢ok kiymetli saygideger hocam Saym Prof. Dr. §. Sebnem
ELLIALTIOGLU na siikranlarimi sunuyorum.

Yine Tez Savunma Jiirisinde yer almay1 igtenlikle kabul eden, kiymetli vaktini
ayirarak ¢ok degerli fikirlerini esirgemeyen, ¢ok kiymetli saygideger hocam Sayin Prof.
Dr. Ece TURHAN a tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez galigmamin in vitro ¢alismalarimi yiiriitmem igin kapilarimi hig¢ diistinmeden
ardina kadar acarak desteklerini hicbir zaman esirgemeyen cok degerli bilim insam
Sayin Prof. Dr. Narin UNAL’a ve tiim Giiney Agripark firmasi ¢alisanlara en igten
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calismamin diger bir asamasi olan sekonder metabolitler konusundaki
analizlerimi yiiriitmemde hicbir zaman destegini unutmamin miimkiin olmadigi, ¢ok
degerli tecriibelerini ve yardimlarini esirgemeyen kiymetli arkadasim Ogr. Gor. Timur
TONGUR’a tesekkiir ederim.

Tez calismamin istatistiksel analizlerinin yiiriitiilmesinde destegini esirgemeyen
cok degerli arkadasim Ogr. Gér. Dr. Ebru KAYA BASAR’a ve calismakta oldugu
Akdeniz Universitesi Istatistik Danismanlik Uygulama ve Arastrma Merkezi'ne
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez ¢alismam boyunca arazi c¢alismalarimda hi¢bir zaman yardimlarinm
esirgemeyen degerli arkadasim Burak AKTURK’e, Bahge Bitkileri Boliimii lisansiistii
ve lisans 6grencilerimizle birlikte tiim ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi tez ¢alismam sirasinda da sonsuz anlayisla,
manevi desteklerini her zaman iizerimde hissettiren ¢ok kiymetli annem Duygu OZSAN
ve babam Giirkan OZSAN’a minnet borcumun tek bir satirla ifade edilemeyecegini
bilsem de, en derin tesekkiirlerimi sunuyorum.



Son olarak, bu kiymetli meslegi segmemde ig¢ten ice en Onemli nedenlerin
basinda gelen, hayatta olmasalar da her zaman benimle bir olduklarini hissettigim ¢ok
sevgili dedelerim Antalya Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii kurucu miidiirlerinden
Ziraat Yiiksek Miihendisi Bilal OZSAN ve Zirai Donatim Kurumu Antalya Bélge eski
miidiirlerinden Ziraat Yiiksek Miihendisi Nurettin GIRGIN’e ithaf ediyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
mg  : miligram
g : gram
kg : kilogram
L : litre
mL  : mililitre

uL s mikrolitre

% : ylizde
°C : santigrat derece
M : molarite

uM - mikromolar

ppm : milyonda bir

ha : hektar

m . metre

m?>  : metrekare

cm : santimetre
cm?  : santimetrekare

mm  : milimetre

nm  :nanometre

rpm : dakikadaki devir sayisi
A - dalga boyu (lamda)

MQ  :megaohm



Kisaltmalar

IBA
IAA
NAA
BA
BAP
DAD
GA;
Kin
2,4-D
TDZ
PBZ
2iP
NaCl
HCI
HPLC :
MeJa
UPOV :
MS

SH

Indol Biitirik Asit

: Indol Asetik Asit

- Naftalen Asetik Asit

: Benziladenin

: Benzilaminopiirin

: Diyot Dizi Dedektor

: Giberillik Asit

: Kinetin

: 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit
: Tidiazuron

: Paklobutrazol

: N°-(2-1zopentenil)adenine
: Sodyum kloriir

: Hidroklorik Asit

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

: Metil Jasmonat

Uluslararasi Yeni Bitki Cesitlerinin Korunmasi Birligi

: Murashige ve Skoog besi ortami

: Schenk ve Hildebrandt besi ortami
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GIRiS T. OZSAN

1. GIRIS

Atasi deve dikeni oldugu bilinen ve Asteraceae familyasinin 6nemli bir iiyesi
olan enginarin anavatani basta Akdeniz iilkeleri olmak {izere Giiney Avrupa ve Kuzey
Bati Afrika oldugu kabul edilmekte, dahil oldugu ‘Cynara’ cinsinin orijini de buzul
cagina dayanmaktadir. Bu devirde yabani enginar, ‘cardoon’, Akdeniz havzasinin
giineyinden Sahra’ya kadar dagilim gosterirken, buzul ¢aginin sonunda Akdeniz’in
dogu ve bati kisimlarina da yayilmis olup (Ciancolini 2012), bugiin diinyada
yetistiriciligi olduk¢a yaygindir.

Enginar taze, konserve ya da dondurulmus olarak farkli tiiketimlere imkan
tantyan bir sebzedir. Olgunlasmamis cigeklerinin (baslar, tomurcuklar ya da kapitula)
igteki brakte yapraklar1 ve gicek tablasi ‘receptacle’ (“kalbi”) enginar bitkisinin yenilen
kisimlarin1 (Abu-Reidah vd. 2013), basin dis kismindaki brakte yapraklar, yapraklar ve
govde ise endiistriyel ikincil iiriin olarak degerlendirilmekte olup enginar bitkisinin
yenilmeyen kismini olusturmaktadir (Ruiz-Aceituno vd. 2016). Enginar saglik agisindan
cok kiymetli bir sebze olup, %88-90 su iceren 100 g taze enginarin yaklasik 10 g
karbonhidrat, 3 g protein ve 0,3 g yag icermesinin yani sira vitamin ve minerallerce de
zengin oldugu bilinmektedir (Mural vd. 2000; Ekbig 2005).

Enginar, ekonomik 6nemi her gegen giin artan sebzeler arasinda yer almakta ve
diinyada ve iilkemizde yetistiriciligi yayginlasmaktadir. 2017 yili diinyadaki enginar
tiretimine bakilacak olursa 1505,328 tona ulastigi goriilmektedir. Diinyadaki enginar
iiretiminde biiyiik pay sahibi iilkelerin baginda italya (387.803 ton), ispanya (223.150
ton) ve Misir (185.695 ton) gelirken, tilkemiz bu siralamada 38,431 ton enginar tiretimi
ile 11. sirada yer almaktadir (Sekil 1.1, Cizelge 1.1). Ulkemizde son 10 yildaki enginar
tiretim degerlerinde ise dalgalanmalar s6z konusuyken, 2015 yilindan bu yana artig
oldugu goriilmektedir (Sekil 1.2).

Ulkelerin Enginar Uretim Degerleri (Ton)

387.803
400.000 -/8
350.000 -
300.000 -
250.000 | =210

g i 185.695
ﬁ 200.000 45068
150.000 - 108.560
100.000 4 G 41.940
50.000 1 | ; 17.797
2 2 NS A G D & > DN
SRRSO L R A e & & F L8
F & : » AN 3
& S
al o
>
& &
&
had

Sekil 1.1. Enginarin iilkeler bazinda diinyadaki iiretim degerleri (ton) (FAO 2017)
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Cizelge 1.1. Diinya enginar iiretimi (FAO 2017)

Ulkeler Uretim Degeri (ton) Ekili Alan (ha)
Italya 387.803 40.482
Ispanya 223.50 16.403
Misir 185.695 10.159
Peru 145.068 8.646
Arjantin 108.683 4.472
Cezayir 108.560 5.532
Cin 87.968 11.803
Fas 45.457 2.923
ABD 42.456 2.914
Fransa 41.940 7.544
Tiirkiye 38.431 2.994
Tunus 32.000 3.687
fran 17.797 911

Sili 11.117 1.464
Diinya 1505.328 122.390

Tiirkiye'de Yillara Gore Enginar Uretim Degerleri (ton)
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de yillara gore enginar iiretim degerleri (ton) (FAO 2017)

Ulkemizde 6nemli

iki enginar c¢esidi

mevut olup,

bunlar Sakiz ve

Bayrampasa’dir. Sakiz enginar c¢esidi erkenci, Bayrampasa ise gecci 0Ozellik
gostermektedir. Taze tiiketime yonelik olarak yetistirilen ¢esidimiz Sakiz iken, biiyiik
tablasindan otiiri daha ¢ok sanayiye yonelik kullanim alanina sahip olan ise
Bayrampasa’dir (Abak 1987).

Heterozigot yap: ve protandri gosteren enginarda agilimlar gézlenmektedir ve
generatif olarak lretim olduk¢a smirli kalmakta ve genellikle tohumla iiretim tercih
edilmemektedir. Enginar, geleneksel olarak vegetatif yontemlerle ¢ogaltilmakta olup,
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vegetatif olarak liretimde ise baslica 4 farkli yontem kullanilmaktadir: rizom, ovoli (yar1
dormant dip siirgiinleri), dip siirglinleri ve bu materyallerden elde edilen kokli
bitkiciklerle tiretim. Genel olarak tercih edilen tiretim sekli dip siirgilinleri ile yapilan
olmasmin yani sira, bu baslangic materyallerinin saglikli olmamasi, hastalik ve
zararlhilarla bulasik olmasi durumunda {iretilen materyalde de aymi problemle
karsilagilacaktir. Boylesi durumlarda klasik yetistiricilige alternatif olarak kullanilma
potansiyeline sahip olan bir diger yontem tavsiye edilmekte olup, bu alternatif ise in
vitro ¢ogaltimdir.

Enginar, in vitro tekniklerle olduk¢a kolay kiiltiire alinmaktadir. Ancak
mikrogogaltim asamasini takiben elde edilen bitkiciklerin in vitro kosullarda
koklendirilmesi ve kokli bitkiciklerin gelistirilmesinde zorluklarla karsilasilmaktadir.
Enginar bitkisi in vitro kok olusumu bakimindan inatci bitkiler arasinda yer almakta
olup, bu problemin asilmasina yonelik olarak giiniimiize kadar birgok ydntem
denenmistir. Bu yontemler arasinda besi ortamina aktif komiir ve siklodekstrin gibi
cesitli destekleyicilerin eklenmesinin yani sira (Bigot ve Foury 1984; Brutti vd. 2000),
farkl1 bitki biiyiime diizenleyicilerinin ¢esitli oran ve kombinasyonlarda kullanilmasini
iceren (Harbaoui vd. 1982; Marras vd. 1985; Draoui vd. 1993; lapichino 1996;
Morzadec ve Hourtmant 1997; Bedini vd. 2012; Lopez-Pérez ve Martinez 2015; Ercan
2016) birtakim c¢alismalar yapilmistir. Bununla birlikte enginar bitkisinin in vitro
koklenme oraninin genotiplere gore de farklilik gosterdigi yapilan g¢aligmalarda
bildirilmis olup (Benoit ve Ducreux 1981; Morzadec ve Hourmant 1997; Lopez-Pérez
ve Martinez 2015), bu konu enginarin in vitro g¢ogaltiminda heniiz tam olarak
asilamamis bir problem olarak goriilmektedir.

Son yillarda insanlarin fonksiyonel gidalara olan artan ilgisi karsisinda enginar
bitkisi de payin1 almis, enginarlardan elde edilen ekstraktlar ve kapsiiller oldukca fazla
ilgi gormeye baslamistir. Roma zamanindan beri insan sagligi agisindan 6nemi bilinen
enginar, hepatoprotektif, antikarsinojenik, antioksidatif, antibakteriyel, antikolesterol
gibi birtakim giiclii etkilere sahiptir (Adzet vd. 1987; Schiitz vd. 2004; Ciancolini vd.
2013; Ruiz-Aceituno vd. 2016; Lattanzio vd. 2019). Karacigerin korunmasina ve
yenilenmesine yardimei olarak iglevini yerine getirmesini tesvik eden enginar (Pandino
vd. 2011a), bu sebeple karaciger dostu olarak bilinmektedir. Buna bagli olarak hepatit
hastaliklarina yakalanma riskini de azaltmaktadir. Bunun yani sira enginar, igerdigi
luteolin maddesinden &tiirii kolesterol biyosentezini azaltmaya yardimci olur (Ruiz-
Aceituno vd. 2016), kotii kolesterolii diisiiriirken iyi kolesterolii de yiikselterek kalbi
korumaktadir. Enginarin saglikla iliskili diger olumlu fonksiyonlar1 ise, kanin
temizlenmesine katki saglayarak damar sertlesmesini 6nlemek, bobreklerin islevlerini
diizglin yerine getirmesini saglamak, romatizma ve seker hastaliklarina karsi da
savasmasinin yani sira sindirim sisteminde de olumlu etkileri gozlenmekte olup mide ve
bagirsaklarin temizlenmesine olumlu katkilar yapmaktadir. Besleyicilik bakimindan
sebze ve meyveler arasindaki yeri yadsinamaz olan enginarin (Ekbi¢ 2005), saglik i¢in
yaptig1 bu kadar olumlu katkinin altinda yatan asil nedenin diisiik miktarda yag, yiiksek
miktarda mineral, C vitamini, lif, iniilin ve biyoaktif bilesenlerin kaynagi olmasiyla
iliskilendirilmektedir (Pandino vd. 2010b, 2011a).

Enginar bitkisi bilindigi lizere ¢ok yillik bir bitki olup, bu bitkinin yenilen
kisimlarin1 baglar1 (i¢ brakteleri ve kalbi) ve ¢i¢ek tablasi olusturmaktadir. Bununla
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birlikte baslardaki dis brakte yapraklari, yapraklar1 ve govdesi ise yenilmeyen kisimlar
olarak degerlendirilmektedir. Diger iilkelerde oldugu gibi ¢esitlerin 6zellikleri tiikketim
aligkanliklarima gore degismekle birlikte bu durum {lkemizde goriilmekte, farkl
tiiketim aligkanliklarina uygun iki 6nemli ¢esidimiz (Sakiz ve Bayrampasa) mevcuttur.
Genel olarak bir enginar bitkisinin yenilen kisimlarinin tiim bitkideki orani, genotip ve
hasat zamani farkliligima gore degismekle birlikte yaklagik olarak %35-55 oldugu
bilinmektedir (Abu-Reidah vd. 2013). Baslarin biiyiikliikleri ve agirliklar1 da yine
genotip ve hasat zamanina gore degisiklik gostermekte olup, 150 — 600 g arasindadir.
Bir enginar basinin sahip oldugu kisimlarin kendi i¢indeki oranina bakilacak oldugunda
ise reseptaklin %10-18, i¢ brakteler ve bunlarin reseptakl ile birlestigi bas kisimlarinin
yaklagik %40 oldugu bilinmektedir (Pandino vd. 2011a). Enginar bitkisinin gévde ve
yapraklar1 gida dis1 olarak deger gormekte olup genellikle degerli biyoaktif bilesenlerin
elde edilmesi amaciyla faydalanilmaktadir (Ruiz-Aceituno vd. 2016).

1990’11 yillarin basindan itibaren insan beslenmesinde enginarlarin da igerisinde
yer aldig1 sebzelerin 6nemi tasimis olduklar1 vitaminler, mineral maddeler ve sekonder
metabolitlerin kesfedilmesinden sonra giderek artis gostermistir. Sebzelerin giinliik
yasamimizin idame ettirilmesindeki 6nemi yadsinamaz olup, bitkilerden elde edilen
tibbi degerleri olduk¢a yliksek olan bitkisel biyoaktif bilesenlerin iiretim katsayisi
cogunlukla diisiik seviyede kalmakta ve bitkilerin gelisim siireglerine bagli olarak
degismektedir. Bu noktada, baslangic materyalleri olarak hastalik ve virlisten ari,
saglikli bitki materyalleri kullanilarak in vitro tekniklerin duruma dahil edilmesi
sayesinde iretim katsayist ve dolayisiyla bitkisel biyoaktif bilesen miktarlarinin da
arttirilabilecegi distiniilmektedir. In vitro yontemler ile ¢ogaltilan enginar bitkilerinde
bu degerli biyofarmasdtiklerin miktarlarinda ne gibi degisiklikler oldugunun tespit
edilmesi, artmasma yonelik arastirmalara hiz verilmesi, giinimiiz kosullarinda
fonksiyonel gidalara olan artan ilgiyi tatmin edici sonuglar eldesinde 6nemli olacaktir.

Sekonder metabolitler oldukca degerli biyoaktif bilesenler olup, bunlar
genellikle dogada c¢ok az miktarlarda olusum gostermekte ya da bitkilerin yasam
dongitilerinin belirli evrelerinde ortaya ¢ikmaktadirlar. Diger bir¢ok bitkide oldugu gibi
enginarda da var olan mineral maddelerin yani sira degerli biyoaktif bilesenler birtakim
faktorler tarafindan etkilenmektedir (Pandino vd. 2010a, b). Bitkinin sahip oldugu bu
degerli biyoaktif kompozisyonda meydana gelebilecek degisikliklerde, birtakim
cevresel faktorlerin (toprak ve iklim yapisi), lokasyonun, bitkinin yetistirildigi mevsim
gibi etkenlerin yani sira genotip ve buna bagl olarak cesitli bitki kisimlariin (kok,
yaprak, brakte vb.) rol oynadig1 diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda oncelikli olarak in vitro tekniklerden meristem kiiltiiri
teknigi kullanilarak hastalik, zararli ve viriisten ari, saglikli baslangic materyallerinin
elde edilmesi amaclanmistir. Elde edilen bu baslangi¢ materyalleri kullanilarak, en
uygun besi ortami ve hormon konsantrasyonlariyla etkin bir in vitro rejenerasyon
eldesine galisilmistir.

Bu calismada, iilkemizde ekonomik degeri yiiksek olan Sakiz ve Bayrampasa
cesitleri ile Olympus F; hibrit enginar ¢esidinin in vitro sekonder metabolit igeriklerinin
tespiti, eldesi ve karsilastirilmasi tlizerinde durulmustur. Bunun yani sira in vitro
yontemler kullanilarak kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri olusturulmustur. Ayrica
hiicre slispansiyon kiiltiirleri esnasinda sekonder metabolitler tespit edilmeye calisilmas,



GIRiS T. OZSAN

yine hiicre siispansiyon kiiltiirleri esnasinda ¢esitli elisitorler yardimiyla bu sekonder
metabolitlerin  arttirllmasina yonelik denemeler yapilarak elde edilen veriler
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Enginarin Sistematikteki Yeri ve Tarihgesi

Giliniimiize kadar yapilmis olan bilimsel aragtirmalar incelendiginde, bazi
aragtirmacilar enginarin ilk kiiltiire alinma tarihini milattan 6nceki yillara, bazilari ise
milattan sonraki yillara uzandigini belirtmistir (Montelucci 1962; Foury 1989;
Ciancolini 2012). Enginarin ilk olarak kiiltiire alindig1 yer Sicilya olarak kayitlara
geemis olup, diinyaya buradan yayildigi diistiniilmektedir (Pignone ve Sonnante 2004).
Enginarda modern yontemler kullanilarak yetistiriciliginin yapilmasi ve bu degerli
bitkide 1slah yoOntemlerinin gelistirilmesi nispeten daha sonra baslamis olmasina
ragmen, bir¢ok arastiricinin da belirttigi iizere liretimi milattan sonra 15. Yiizyilda
baslamistir (Bianco 1990; Ciancolini 2012). Bu zamanlarda Sicilya’dan Floransa’ya
getirilmis, burada kiiltiire alinmis ve sonra Araplar tarafindan bugiin yetistiriciliinin
yapildig1 bolgelere yayilim gostermistir (Seniz ve Erdogan 2011; Ciancolini 2012).
Tiirkiye’nin enginarla ilk tanigsmasi 1940°lh yillara dayanmakta olup, enginar
yetistiriciligi Sakiz adasindan getirilen enginarlar ile baslamistir (Kiitahyali 1971; Ekbig
2005).

‘Cynara scolymus’ kelimelerinin kokeni incelendiginde Yunancadan tiiretildigi,
‘cynara = kinara’ Kkelimesinin Yunancadaki karsilhigmin ‘dikenli’; ‘scolymus’
kelimesinin ise ‘sivri sekil’ anlamina geldigi bildirilmistir (Bianco 1990; Ciancolini
2012). Diinya genelinde farkli isimlerle bilinen bu bitki, iilkemizde ‘enginar’, Kibris’ta
‘angynara’, Arnavutluk’ta ‘anginare’ gibi benzer kelimelerle adlandirilirken, italya’da
‘carciofo’, Ispanya’da ‘alcachofa’ olarak bilinmektedir (Ekbi¢ 2005; Ciancolini 2012).

Birgok aragtirmacinin belirttigi tizere Cynara cinsi iki farkli grubu igermektedir.
Birinci grubu kiiltiir ve yabani enginar1 da igine alan C. cardunculus olustururken,
birinci gruba gore daha heterojen olan ikinci grup ise dikenli genis yapraklar1 ve baslari
olan yedi yabani tiirden olusmaktadir (Wiklund 1992, Rottenberg ve Zohary 1996,
Pignone ve Sonnante 2009, Ciancolini 2012). Giiniimiizde Pignone ve Sonnante
(2009)’nin de belirttigi tizere, C. syriaca Boiss, C. auranitica, C. cyrenaica, C.
cornigera, C. baetica, C. algarbiensis Cosson, C. humilis L. gibi yabani enginarlarin
hala varlik gosterdigi bilinmektedir (Ciancolini 2012). Yine Pignone ve Sonnante
(2009)’nin de belirttigi iizere bahsi gecen yabani enginarlarin tiirler arasindaki genetik
farkliligin asil sebebi oldugudur. Yabani enginarlarin ti¢ farkli botanik formu mevcuttur
(Migliori 1995; Ekbi¢ 2005; de Falco vd. 2015);

» Kiiltiire alinmig yabani enginar olarak bilinen - Cynara cardunculus L. var.
altilis D.C.

» Kiiltiir enginari olan, ‘globe’ enginar olarak da bilinen - Cynara cardunculus L.
Cynara scolymus L.

> Yabani enginar olarak tanimlanan ve ‘cardoon’ olarak bilinen - Cynara
cardunculus L. var. silvestris Lam.’dir.

Kiiltiir enginart olarak bilinen Cynara scolymus L. Asteraceae familyasinin

onemli bir iiyesi olup, 2n = 2x = 34 kromozoma sahip diploit dikotiledon bitkilerdir
(Cizelge 2.1) (Bianco 1990; Pignone ve Sonnante 2009; Ciancolini 2012).
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Cizelge 2.1. Enginarin bilimsel siniflandirmadaki yeri

Enginarin Bilimsel Siniflandirilmast*
Alem Plantae - Bitkiler

Sube Magnoliophyta - Cigekli bitkiler
Sinif Magnoliopsida - Dikotiledonlar

Alt Stuf Asteridae

Takim Asterales

Familya Asteraceae
Cins Cynara L.
Tiir Cynara scolymus L.
*(USDA - Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi web sitesinden alinmistir)

2.2. Enginarin Botanik Ozellikleri

Cok wyillik, otsu bir bitki olan enginar, morfolojik bakimdan iki kisimda
incelenmekte olup, toprak tistii aksami (siirgiin, yapraklar ve ¢igekler) tek yilliktir ve 1
m kadar boylanip, 1 m? alan kaplayabilmektedir. Rozet seklinde olan yapraklari ¢eside
bagli olarak farkli yapilarda (dilimli ya da dilimsiz) olabilmekte, bu yapraklarin
birlestigi noktada biiylime ucu bulunmakta ve uygun hava sicakliginda (13-17°C) cicek
sap1 olusmaktadir. Olusan bu ¢icek sapinin en ucunda bir tane ana bas, nispeten daha alt
kisimlarinda ise yan baslar olusmaktadir (Macit ve Salk 1970; Ekbi¢ 2005). Diger kismi
ise toprak alt1 aksami olarak ifade edilmekte, toprak {istii aksaminin aksine bitkinin bu
kisimlari ¢ok yillik olup, rizom ve koklerden olusur. Uyur gozleri ihtiva eden rizomlara
uyandirma sulamasi yapilarak siirmeleri tesvik edilir ve her y1l yeni siirgiinlerin (toprak
iistli aksamin) meydana gelmesi saglanir (Sekil 2.1) (Alp 2008).

s
brakteler

\} / ince tiiyler

ovary

Sekil 2.1. Enginar bitkisinin bas ve ¢igek yapisi

Enginarin yenilen kismi olgunlagsmamis ¢icek toplulugudur. Bu yapi, etli bir
cicek tablasi ve cesitli katmanlardaki brakte yapraklardan meydana gelir ve ‘bas’ olarak
ifade edilir. Baslarin sekilleri daha once de ifade edildigi iizere farkli yapilarda
olabildigi gibi, bu baslarda rengi yesilden mora kadar degisiklik gosteren 800-1200 adet
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cicek toplulugu mevcuttur. Bu cicekler erselik yapidadir ve olusumlart dis kisimdan
merkeze dogrudur. Enginar bitkisinde protandri s6z konusu olup, tozlanma boceklerle
gerceklesmektedir (Ekbi¢ 2005; Ciancolini 2012). Eliptik sekilli enginar tohumlar1 aken
olarak ifade edilmekte, renkleri gri-kahverengi, agirliklar1 ise 30-70 mg arasinda
degisiklik gostermektedir (Sekil 2.2) (Ciancolini 2012).

- g )

Sekil 2.2. Enginar tohumu (akenler)

Diinyadaki en kapsaml1 enginar gen havuzuna sahip iilke Italya olup, Portis vd.
(2005) tarafindan bildirildigi iizere enginarlarin siniflandirilmalar1 genellikle baglarinin
morfolojik yapilar1 ve hasat zamanlar1 dikkate alinarak yapilmaktadir. Hasat zaman
farkliliklarina gore erkenci ve gegci cesitler olarak ifade edilen enginarlar buna gore
bahar donemlerinde (sonbahar ve ilkbahar, erkenci cesitler) veya ilkbahar — yaz
doneminde (gecci gesitler) gruplandirilmaktadir (de Falco vd. 2015). Bunun yan1 sira
enginar baglarinin irilik ve sekillerine gore birbirlerinden farkliliklar gostermekte (Abak
1987), sahip oldugu morfoloji dikkate alindiginda ise dort farkli grup karsimiza
cikmaktadir (Ekbig¢ 2005; de Falco vd. 2015). Bunlar;

1. Spinosi grubu: Hem yapraklari hem de baslar1 dikenli olan grup,

2. Violetti grubu: Mor renkli baslar olusturmakla birlikte bir dnceki gruba gore
dikenlilik seviyesi daha az olan ve hasat zamani ilkbaharin erken donemlerine
denk diisen grup,

3. Romaneshi grubu: Dikensiz, iri ve yuvarlak baslar meydana getiren ve hasat
zamani ilkbaharin ge¢ doneminde olan grup,

4. Catenesi grubu: Dikensiz, kiigiik ve uzun baslar meydana getiren, hasat zamani
sonbaharin ge¢ donemlerinden ilkbahara kadar uzayabilen grup.

Enginarin botanik ag¢idan bu denli varyasyon gostermesi yiiksek oranda
heterozigosite gostermesiyle iliskilendirilmektedir (Pandino vd. 2010a).

2.3. Enginarin Cogaltilmasi

Enginar hem generatif hem de vegetatif yontemlerle ¢ogaltilabilmekle birlikte,
heterozigot yap1 gostermesinden otiirli daha c¢ok tercih edilen ¢ogaltim sekli vegetatif
cogaltim olarak karsimiza cikmaktadir. Enginarda generatif cogaltma yontemleri
genellikle F; hibrit cesitlerin gelistirilmesi amaciyla uygulanmaktadir. Verim ve kalite
acisindan daha {istiin Ozelliklere sahip olmalari, birtakim hastalik ve zararlhilarin
taginmasina iligskin problemlerin 6niine gegilmesinde bir alternatif sunmalari, ¢ogaltim
hizinin arttirilmasii saglamalar1 gibi birtakim avantajlara sahip olmasinin yani sira bu
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yontemle iiretimde agilimlar goriilmekte ve ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Foury ve
Martin 1974; Macua vd. 2000; Ekbig 2005).

Gliniimiizde iiretim amaciyla agirlikli olarak vegetatif cogaltimin kullanildigt
bilinmektedir. Cogaltma materyalleri olarak rizom, yar1 dormant dip siirgiinleri (ovoli),
halk arasinda ‘pi¢’ olarak da bilinen dip siirgiinlerinden yararlanilmaktadir (Ozzambak
ve Yoltas 1988; Eser vd. 2006; Alp 2008). Baslangi¢ materyali rizom olan ¢ogaltim
yonteminin uygulanmast i¢in, rizomlarin elde edilebilmesi amaciyla mevcut
plantasyonlar bozulmali ve bu sekilde baslangic materyalleri elde edilmelidir. Bu
nedenle bu ¢ogaltim yontemi pek fazla tercih edilmemektedir (Rossi ve De Paoli 1992;
Alp 2008). Genellikle kullanilan vegetatif ¢ogaltim yonteminin iilkeden iilkeye
degisiklik gosterdigi, Amerika, Fransa ve Misir’da yapilan enginar {retiminde
rizomlarm (Ryder vd. 1983), Italya’da ovolilerin, Ispanya ve Fransa’da yapilan
geleneksel tiretimde ise koklii dip siirgiinlerinin tercih edildigi rapor edilmistir (Rossi ve
De Paoli 1992; Eser vd. 2006; Alp 2008). Ulkemizde ise enginar bitkilerinden bahar
donemlerinde (ilkbahar ve sonbahar) alinan dip siirgiinleri ile yapilan ¢ogaltma teknigi
yaygin olarak uygulanmaktadir (Abak 1987; Ekbi¢ 2005). Bu yontemin yani sira yari
dormant bitki materyalleri de ¢ogaltimda kullanilmakta ancak ¢ogaltim hiz1 ve katsayisi
bakimindan tatminkar sonuglar vermedigi igin diger yonteme gore daha az tercih
edilmektedir (Ugur 2005).

2.4. In vitro Cogaltma Calismalari

Geleneksel olarak uygulanan vegetatif tiretimle birlikte bir¢ok arastirmacinin da
belirttigi tizere birtakim gligliiklerin de s6z konusu oldugu bilinmektedir. Bunlar
arasinda cogaltma amaciyla kullanilan ana materyal araciligiyla bazi hastalik ve
zararlilarin taginmasi, yetistirme donemi siiresince ¢ogaltma katsayisinin diisiik olmasi
ve bu durumun dolayl olarak genetik ve agronomik gelisimi engellemesi, ayni ana
bitkiden alinmasina ragmen siirglinler arasinda fizyolojik farkliliklarin goriilmesi
sayilabilir (Ancora 1986; Morzadec ve Hourmant 1997; Bekheet vd. 2014). Bu noktada
geleneksel ¢ogaltim metotlarina alternatif yontemlerin kullanimi 6n plana ¢ikmakta
olup, bunlarin basinda ise in vitro teknikler gelmektedir.

Babaoglu vd. (2001) “bitki doku kiiltiirii” ifadesini; tamamen steril kosullar
altinda, tiim bir bitkinin, bitkilerden alinan ¢esitli dokularin veya apikal meristem, kok
vb. organlarin ya da hiicrelerin, hazirlanan yapay besi ortamlarinda kiiltiire alinarak bu
bitki kisimlarindan yeni doku, bitki ya da metabolitler gibi bitkisel iiriinlerin elde
edilmesi olarak tanimlamislardir.

Bitki doku kiiltiirii teknikleri arasinda ‘mikrogogaltim’ yontemi bir¢ok bitkide
uygulanmakta ve basarili sonuglar elde edilebilmektedir (Sekil 2.3). Bitkilerin sahip
olduklart gizli gilic ‘totipotensi’ yetenegi sayesinde, in vitro kosullar altinda kiiltiire
alman tohum, siirgiin, kok, govde, kallus, hiicre ya da embriyo gibi herhangi bir
kismindan ¢ok sayida birbirinin aynist olan yeni bitkilerin hizli bir sekilde elde edilmesi
‘mikrogogaltim’ tekniginin tanimi kapsamindadir (Mansuroglu ve Giirel 2001).
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Sekil 2.3. Mikrogogaltim tekniginin farkli bitki materyali ve metotlarda kullanimina
iligskin diyagram (Lindsey ve Jones 1989; Endress 1994’ten uyarlanmigstir)

Bu mikrogogaltim teknigin kullanilmaya baslamasi bitki doku kiiltiirliniin
tarihsel kronolojisinde ilk siralarda yer almis, bu teknik botanik¢i Haberlandt tarafindan
ilk kez 1902 yilinda uygulanmistir. Saglikli bitkilerin klonal ¢cogaltimina imkan taniyan
mikrogogaltim teknigi yetistiricilik ve genetik agidan birtakim avantajlara sahiptir.
Bunlar;

a. Hastalik ve zararlilardan ari, saglikli bitki materyalinin elde edilmesine yardimci
olur,

b. Kitlesel tiretimde;

= (Cogaltimi yapilan bitkilerde hem fenotipik hem de genotipik acidan
homojenite s6z konusudur,

»  Uretim hizlidrr,

* (ogaltima verdigi tepki zor olan bitkiler daha kolay iiretilebilir,

= [slah g¢aligmalar1 sonucunda elde edilen iistiin genotiplerin daha hizli
iiretilmesi saglanabilir,

= Kisith materyalle ¢ogaltim yapilabilir,

C. Cogaltim esnasinda karsilasilan somaklonal varyasyondan &tiirii  yeni
genotiplerin elde edilmesi s6z konusudur (Mansuroglu ve Giirel 2001).
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Bir¢ok bitki doku kiiltiirii tekniginde oldugu gibi, basarili bir mikrogogaltim
teknigi uygulanirken de birtakim asamalardan geg¢ilmekte ve bunlari bes basamakta
toplamak miimkiin olmaktadir (Debergh ve Read 1993; Mansuroglu ve Giirel 2001). Bu
asamalar;

1. Hazirhik asamasi: Basarili bir mikrogogaltim yapilabilmesi i¢in baslangig
materyalinin genotipi, saglik durumu, fizyolojik durumlarini etkileyen beslenme,
151k, sicaklik gibi yetistirilme kosullarinin uygunlugu 6nemlidir.

2. Kiiltiir baslangic asamasi: Bu asamada da bircok faktoriin etkisi s6z konusu
olup, bunlar;
= Uygun eksplantin se¢imi,
=  Eksplantlarin sterilizasyonu,
= Uygun baslangi¢ ortaminin belirlenmesi,
= Kiiltiir odasinin uygun fiziksel ¢evreye (sicaklik, 151tk ve nem) sahip
olmasidir.

3. Siirgiin ¢ogaltim asamasi: Bu asamada farkli besi ortamlar1 kullanilabilecegi
gibi, baslangi¢c ortami olarak uygun goriilen besi ortami da kullanilabilmektedir.
Cogaltma amaciyla kullanilacak olan tiir ya da ¢eside bagl olarak kallus
olusumu, adventif tomurcuk olusumu ya da yaprak koltuklarinda bulunan
aksiller tomurcuk olusumu ile stirgiin ¢ogaltimi saglanabilmektedir.

4. Siirgiin gelisimi ve bunu takiben koklendirme asamasi: Bir 6nceki asamada elde
edilen siirglinler belirli bir yapiya ulastiktan sonra koklenmelerini saglamak
amaciyla farkli kompozisyonlarda bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren besi
ortamlarina aktarilir.

5. Aklimatizasyon (dis kosullara alistirma) asamasi: In vitro kosullarda ¢ogaltilan
bitkiciklerin ex vitro kosullara aktarilmasi oldukga kritik bir asamadir. Kontrollii
kosullardaki (steril ortam, diisiik 151k yogunlugu, yiiksek nem igerigi, ihtiyag
duyulan tiim besin elementlerinin mevcut oldugu) bitkiciklerin dis kosullara
(steril olmayan, yiiksek 151k yogunlugu, diisiik nem) aktarilmalarii takip eden
birkag giin in vitro bitkicikler i¢in olduk¢a hayati énem tasimakta olup, bu
nedenle bu siirecte yiiksek nemde tutulmalar1 gerekmektedir.

Mikrogogaltim teknigi uygulanirken birtakim problemlerle
karsilagilabilmektedir. Bu problemlerin basinda vitrifikasyon (camsilagsma) gelmektedir.
Siirglin sayisini arttirmak amaciyla belirli bir siire alt kiiltiir yapilmakta, bu siire bitki
tiirli ya da c¢esidine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Optimum alt kiiltiir sayis1
asildiginda ya da besi ortami kompozisyonundan (bitki biiylime diizenleyicileri
arasindaki denge, mineral maddeler, seker miktar1 ve agar) kaynakl olarak karsilasilan
fizyolojik bir sorun olarak goriilmektedir (Hempel 1985; Mansuroglu ve Giirel 2001).
Mikrocogaltimda karsilagilan bir diger problem ise eksplantlarin kiiltiire alinmalar
esnasinda kesim ylizeylerinden besi ortamlarina niifuz eden fenolik bilesiklerdir. Bu
durumda besi ortamlarinda kararmalar meydana gelmekte, toksik etki yaratarak
eksplantlarin gelisimini engellemektedir. In vitro teknikler uygulanirken genel bir
problem olarak karsimiza c¢ikan kontaminasyon olayr mikrogogaltimda da gelismeyi
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oldukca sinirlandirict bir durum olup eksplantlarin yiizeylerindeki mikroorganizmalar
kontaminasyona neden olmaktadir.

Kontaminasyonun sebepleri arasinda ¢alisma ortamimin steril kosullara
uygunlugu ve calisan kisinin ¢alisma titizliginin yani sira temel olarak dis kosullarda
yetistirilen bitkilerin hastalik ve zararli ile bulasik olup olmama durumu etkendir. In
vitro kiiltiirlerde en basta dikkat edilmesi gereken husus hastalik ve zararlilardan ari,
temiz ve saglikli bitki materyali ile kiiltiire baglanmas1 gerektigidir. Dogal ortamindan
toplanan bitkisel materyallere farkli dozlarda ¢esitli dezenfektan maddelerin
uygulandig1 ylizey sterilizasyonu islemi, etkili bir sekilde yapildiginda bu problem bir
noktaya kadar ortadan kaldirilabilmektedir. Bununla birlikte bitkisel materyalden
kaynakli i¢sel mikroorganizmalarin varliginda ya da kiiltiiriin ilerleyen zamanlarinda da
kontaminasyonlar ortaya c¢ikabilmektedir. Mikroorganizmalarin vegetatif yollarla
tagindig1 bilinen bir gergek, bu sebeple mikrogogaltim teknigi uygulanirken alt kiilttirler
stiresince elde edilen bitkiciklerin tiimiiniin hastalik ve zararlilardan ari, saglikli
bitkicikler oldugunu ileri siirmek pek miimkiin olmamaktadir (George 1993). Bu
problemin {iistesinden gelebilmek amaciyla birtakim yontemler gelistirilmis, ‘meristem
kiiltlirii’ ve stirgiin ucu kiiltiirii’ teknikleri de bu amaca hizmet eden 6zel in vitro kiltiir
teknikleridir.

Hi¢ siiphesiz bitkilerin farkli hiicrelerinde mevcut olan virlis konsantrasyonu
farklilik gostermektedir. Viriisle bulasik olma bakimindan en temiz bitkisel materyaller
meristematik hiicrelerin yogun bulundugu bitkilerin meristem dokularidir. Meristem
kiiltiiriinin as1l kullanim amaci viriisten ari, saglikli ¢ogaltim materyali elde etmek
olmasinin yam sira bu 6zel teknik mikrogogaltim, germplazm muhafazasi, uluslararasi
bitki materyali transferi gibi pek ¢ok amagla da kullanilmaktadir (George 1993; Biiriin
2001).

Calismada kullanilan eksplantin biiytikliigiine gére uygulanan yontemin ismi
degismekte, ‘meristem kiiltiirii’ terimi 0,2 — 1,0 mm uzunlugundaki apikal meristemin
(bununla birlikte 1-2 yaprak primordiyasint da igerebilir) kiiltire alinmasmi ifade
ederken; ‘siirgiin ucu kiltiri® terimi ise 1,0 mm’den biiyliik (genellikle 5-10 mm
biiyiikliigiinde) eksplantlar kullanildigin1 gdstermektedir (George 1993; Biiriin 2001,
George 2008). Birgok in vitro kiiltiir tekniginde oldugu gibi, basarili bir meristem
kiiltiirii tekniginin yapilabilmesi i¢in de birtakim kosullar s6z konusudur (Biiriin 2001).
Bunlar;

o Bitkisel materyale iliskin 6zellikler

- Kullanilacak olan eksplantin biiyiikliigii: Calismanin amacina uygun olacak
sekilde eksplantin biiyiikliigiiniin belirlenmesi 6nemlidir. Viriisten ari bitki
elde edilmek isteniyorsa olduk¢a kiiciik eksplantlarin  kullanilmasi
onerilirken, eger amag¢ mikrogogaltim ise nispeten daha biiyiik bitki parcalari
kullanilabilmektedir.

- Ana bitki materyalinin fizyolojik durumu: Ana bitki materyallerinin aktif
bliylime donemlerinde alinan eksplantlarla baglatilan kiiltiirlerden elde edilen
basar1 orani daha fazla olmaktadir.

- Mevsim: Eksplantlarin alinacagi mevsim, meristem Kkiiltiiriinde basariy1
etkilemektedir.
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- Cesit: Farkli genotipler, meristem kiiltiirtine (kosullar ayni olsa bile) farkli
tepkiler verebilmektedirler.

e Besi ortami kompozisyonuna iliskin dzellikler
- Mineral tuz farklilig: (farkli temel besi ortamlarinin kullanimi)
- Sekerler (farkli karbon kaynaklarinin ¢esitli dozlarda kullanimi)
- Agar
- Bitki biiyiime diizenleyicileri (calisilacak olan bitki tiliriine ve kiiltiiriin hangi
sathasinda olduguna gore degisiklik gosteren tip ve konsantrasyonlarda bitki
biliylime diizenleyicilerinin kullanimi)

e Kiiltiiriin fiziksel kosullarina iliskin 6zellikler
- Isik yogunlugu
- Sicaklik
- Fotoperiyot

In vitro yontemler, geleneksel iretimde Kkarsilagilan sorunlarin asilmasinda
biiyiik dl¢iide yardimct olmakta, genis 6l¢ekli cogaltim amaciyla kullanilabilecek hizls,
giivenilir ve gercekei alternatif yontemler olarak goriilmektedir (Rey vd. 2013;
Campanelli vd. 2014). In vitro yontemler arasinda mikrogogaltim teknigi enginarda ilk
olarak De Leo ve Greco (1973) tarafindan gelistirilmistir. Uygulanan mikrogogaltim
tekniginin ardindan, in vitro kosullarda koklenmesi diger bitkilere nazaran biraz daha
zor olan enginarda, g¢esitli arastirmacilar bir¢ok calisma yiiriitmiistiir. Uygulanan bu
teknikler geleneksel yontemlerle cogaltima giiclii bir alternatif olarak karsimiza
cikmakta, glinlimiize kadar pek ¢ok ¢aligmada yer bulmustur.

Lauzer ve Vieth (1990), enginar tohumlarini in vitro kosullarda ¢imlendirdikten
sonra elde ettikleri bitkicikleri baslangic materyali olarak kullandiklar1 ¢alismada etkili
bir mikrogogaltim saglamaya ¢aligmislardir. Bitki biiylime diizenleyicilerinden BAP 1n
farkli dozlarimi besi ortamina ekleyen arastirmacilar bununla birlikte 0,5 mg L™ NAA
kullanarak en ideal cogaltma oranimni elde etmislerdir. Etkili bir mikrogogaltimin
ardindan 1 mg L™ NAA igeren koklenme ortamlarmna alnan stirglinlerin 2 ay gibi bir
stirenin ardindan neredeyse %65’inin koklendigi saptanmis olup, toprak kosullarina
alindiklarinda koklenen bitkiciklerin adaptasyonunun daha kolay oldugu bildirilmistir.

Akincet (1990), enginarda in vitro ¢ogaltma {izerine yaptig1 ¢alismada meristem
kiiltiirti teknigini kullanmistir. Calismada in vitro siirgiin gelisimi, in vitro kardeslenme
ve in vitro koklenme asamalarinda gesitli dozlarda NAA ve kinetin kullanarak etkileri
gozlemlenmistir. Calismadan elde edilen bulgular incelendiginde siirglin gelisimi
asamasinda 0 mg L™ NAA, kardeslenme asamasinda 1 mg L™ kinetin ve koklenme
asamasinda 0,5 mg L™" NAA konsantrasyonlarmin ideal bulundugu bildirilmistir.

Yal¢in (1992), Sakiz enginar ¢esidinde in vitro koklenme problemini agmak
amaciyla yiiriittiigii calismada, iki asamali 6n deney uygulamstir. Ik 6n deneyde %> MS
besi ortamina farkli konsantrasyonlarda (0,5, 2 ve 4 mg L) NAA, 4 g L™ aktif karbon
ile birlikte 100 mg L™ riboflavin eklenmis, ikinci n deneyde ise 0,5, 1 ve 2 mg L™
NAA konsantrasyonlari ile birlikte 4 g L™ aktif karbon kullanilmistir. Ana deneyde ise
besi ortamina gesitli konsantrasyonlarda (0, 1, 2,5 ve 5mg L™) IBA ve NAAile4 g L™
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aktif karbon ilave edilmistir. Calismadan elde edilen bulgular degerlendirildiginde en
ideal koklenme oranlar1 2,5 mg L™ IBA (%56.3) ve 1 mg L™ NAA (%53.8) varliginda
elde edilmistir. Calismada kullanilan aktif karbonun in vitro kéklenmeye olan etkisi ise
oksin konsantrasyonuna gore degisiklik gostermis, aktif karbon varliginda kok sayist
azalirken kok uzunluklarinda artis gézlemlenmistir.

Giilen (1992), Sakiz enginar ¢esidinde in vitro ¢ogaltimm ardindan in vitro
koklendirmeyi arttirmak amaciyla bir ¢alisma yapmustir. Calismada, 5 farkli agar
konsantrasyonu uygulamasi (0, 4, 8, 12 ve 16 g L'l), 3 farkli karbonhidrat uygulamasi
(%3 sakkaroz, %3 mannitol ve kontrol) ile kiltiir kabindaki atmosfer oransal nemini
azaltmaya yonelik uygulamalar yapmis, bu uygulamalarin yaprak gelisimi iizerine
etkilerini arastirmistir. Calismadan elde edilen bulgular, yiiksek agar konsantrasyonu ile
birlikte kiiltiir kabindaki atmosfer oransal neminin azaltilmasinin olumlu etki
gosterdigini, normal yaprak sayisi/bitki, yaprak alani, kuru madde igeriginde artis ve
stomalarda da hareketlilik gézlemlendigini bildirmistir. Elde edilen bulgulara gore ise
12 g L™ agar konsantrasyonunun in vitro kok gelisimi igin ideal oldugu, koklendirme
asamasinin son 5 giinlinde kiiltiir kaplarinin kapaklarinin yerine filtre kagitlar
kullaniminin da kéklendirmeye olumlu etki sagladigi bildirilmistir.

Iapichino (1996), enginar bitkisinin toprak altinda gelisen organlarindan (ovoli)
in vitro kiltiir tekniklerini kullanarak ¢ogaltma yapmayir amaglamistir. Bu amaca
ulagmak i¢in farkli biiytime diizenleyicilerini (BA ve NAA) farkli konsantrasyonlarda
(BA i¢in 0,5, 1 ve 2 mg L‘l; NAA igin 0, 0,1 ve 0,2 mg L'l) besi ortamina ekleyerek
etkinliklerini degerlendirmistir. Calismanin sonucunda siirgiin olusumunu tesvik etmesi
bakimindan en etkili besi ortami kombinasyonunun 0 mg L™ NAA + 1 mg L BA
oldugunu tespit eden arastirmaci, bu siirgiinlerin koklenmeleri icin ¥4 MS + 2,0 mg L™
IAA besi ortam1 kombinasyonuna aktarmig ve 5 hafta gibi bir siirede siirgiinlerin
%60’n1n kdklenmesini saglamigtir.

Morzadec ve Hourmant (1997), in vitro kosullarda enginar bitkiciklerinin
cogaltimimi takiben in vitro koklenmeleri {izerine arastirma yiriitmiislerdir. Caligmada
oksinin hakim oldugu (2,68 uM NAA) koklenme besi ortaminda, 3 farkh
konsantrasyonda GAsz; (2,9, 14,4, 28,8 uM) eklenmesinin bitki materyallerinin
koklenmelerini arttirma potansiyeli lizerine denemelerini kurmuslardir. Caligmadan elde
edilen verilere bakildiginda yiiksek oranda (28,8 uM) GAj kullanimmin &nemli bir
farklilhik yaratmadigi, bununla birlikte 14,4 uM GA3 kullanildiginda %92,3 oraninda
kok gelisimi saglandigi bildirilmistir. Ayrica 2,9 uM GAj ilave edilen besi ortaminda
koklenme yiizdesinin %80,5 oldugu tespit edilirken, 6zellikle yiliksek kdklenme oranlari
elde edilen bu iki GA3 konsantrasyonlarinin bulundugu besi ortamlarinda olusan kok
sayilarinda da artis saglandigi rapor edilmistir.

Brutti vd. (2000), erkenci enginar ¢esidinde in vitro gogaltim {izerine yaptlklarl
calismada, baslangi¢ materyali olarak kullandiklari siirgiin pargalarmi 10 mg L™ 2ip, 2
mg L Kkinetin, 0,5 mg LT NAA iceren modifiye edilmis MS besi ortaminda kiiltiire
almislardir. Cogaltilan siirgiinlere 3 mg L™ NAA ile birlikte siklodektrin uygulamasi
yapilmis ve calismanin sonucunda bu uygulamanin koklenme yiizdesi {izerine pozitif
etkisini oldukca fazla gordiiklerini ifade etmislerdir.
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Fortunato vd. (2005), enginar bitkisinde yaptiklar1 ¢aligmada, 2 yasindaki ana
bitki materyalinden aldiklar1 eksplantlar1 kullanarak bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Belirli
buiytikliikteki siirgiin uglarin1 baslangi¢c materyali olarak kullanan arastirmacilar, bu bitki
pargalarini MS makro elementleriyle NN mikro elementleri ve ¢esitli oranlarda farkli
bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren (1 mg L™ 2ip, 1 mg L™ IAA, 0,025 mg L™ GA3)
besi ortaminda kiiltiire almislardir. 3 hafta siiresinde bu besi ortaminda gelisen
stirgiinlerin ¢ogaltilmas1 amaciyla, kiiltiir baglangicindan 3 hafta sonra 0,05 mg L' BAP
iceren besi ortamina alinmis ve 3 kez alt kiiltiir islemi yapilmistir. Ardindan ¢ogaltilan
bu siirgiinler in vitro koéklenmelerinin saglanmasi igin 2, 5 ya da 10 mg L gibi farkl
konsantrasyonlarda farkli oksinler (IAA, NAA, IBA) iceren besi ortamlarina transfer
edilmistir. Calismada bir de mikoriza uygulamasinin kdklenme tizerine olasi etkileri de
degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢alismadan elde edilen bulgulara gore, in vitro koklenme
besi ortaminda 10 mg L™ IAA bulunmasinin en 1yi sonuglar1 verdigini, bununla birlikte
mikoriza uygulamasina tabi tutulan siirglinlerin uygulama yapilmayanlara gére daha
basarili aklimatizasyon asamasi1 gegirdigi belirtilmistir.

Elia vd. (2007), enginarda in vitro ¢ogaltim tizerine ylrittiikleri ¢alismada,
uyguladiklart iki farkli yiizey sterilizasyonu protokoliiniin etkileriyle birlikte
mikrogogaltim etkinligini arastirmiglardir. In vitro ¢ogaltmanin baslangi¢c asamasinda ve
¢ogaltim asamasinda farkli diizeylerde hormon konsantrasyonlari igceren besi ortamlari
kullanilmistir. Calismanin sonucunda elde ettikleri verilere dayanarak arastirmacilar,
GA; varliginda bile yiiksek konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicilerinin
kullaniminin gerekli olmadigini bildirmislerdir.

Pacifici vd. (2007), enginarda mikrogogaltma esnasinda birtakim faktorlerin
(besi ortami bilesenleri, kiiltiir kaplarinda havalanma durumu) mikrogogaltim
tizerindeki olasi etkilerini inceledikleri bir ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Caligmada besi
ortam1 olarak MS temel besi ortami kompozisyonunu tercih eden arastirmacilar, hem
tam giiclii hem de yar1 giiclii MS besi ortamini1 denemislerdir. Bu besi ortamlarinin her
ikisinde de 0,03 mg L™ BA + 0,05 mg L™ GA; ekleyerek mikrogogaltim etkinligini
degerlendirmislerdir. Bunun sonucunda yari giicli MS besi ortammin daha uygun
oldugunu bildiren arastirmacilar, mikrogogaltimin ardindan koklenme durumuna
bakmiglardir. Koklenme asamasinda ise siirgiin eksplantlarina 48 saat 6n uygulama
yapilmis olup bu amagla 20 mg L™ IAA ile 20 mg L™ NAA birlikte kullamlmustir. 48
saat siiren 40 mg L oksin uygulamasmin ardindan eksplantlar bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen tam gili¢lii ve yart giiclii MS besi ortamlarina alinmistir. Bu
siire zarfinda kiltiirler havalandirmast olan ve olmayan Kkiiltiir kaplarinda tutularak,
kiiltiir  kaplarindaki havalandirma durumunun olas1 etkileri degerlendirilmistir.
Calismanin sonucunda arastirmacilarin bildirdigi iizere, her iki besi ortami i¢in de
gecerli olarak, havalandirmasi daha az olan kiiltiir kaplarindaki bitkiciklerde kok
sayilar1 fazla tespit edilirken, havalandirmanin nispeten daha fazla oldugu kiiltir
kaplarinda ise olusan kdklerin uzunluklar1 daha fazladir. Tiim bunlarin sonucunda ise
arastirmacilar, koklenen bitkiciklerin dis kosullara alistirilmas1 agsamasinda besi ortami
ile birlikte fiziksel ¢evre kosullarinin da oldukga etkili oldugu goriistindedirler.

Alp vd. (2010), enginar bitkisinde yaptiklar1 c¢aligmada, in vitro kosullarda

kiiltiire alinan siirgiinleri farkli sterilizasyon uygulamalarina tabi tutarak in vitro gelisen
saglikli bitki oranim1 arttirmaya c¢alismiglardir. Calismadan elde edilen bulgular
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degerlendirildiginde yiizey sterilizasyonu esnasinda fungusit eklenmesinin yanisira, in
vitro kiiltiirde kullamlan besi ortamina eklenen 100 mg L™ konsantrasyonunda giimiis
nitratin da saglikli gelisen siirgiin sayisinda artis sagladigi bildirilmistir.

Cavallaro vd. (2010), meristem Kkiiltlirii teknigini kullanarak farkli enginar
cesitlerinde in vitro ¢cogaltim ¢alismasi yiiriitmislerdir. Calismada genotip etkisinin yant
sira cesitli besi ortamu jellestirici ajanlarin (gesitli agarlar, agaroz ve gelrite) olasi
farkliliklar1 da ortaya koyulmaya calisilmistir. Calismanin sonucunda arastirmacilar,
kullandiklar1 farkli jel yapici maddelerin enginarda mikrogogaltim etkinligini
etkiledigini, tek bir eksplanttan elde edilen siirgiin sayilarinda farkliliklar gortildigiini
bildirmislerdir.

El Boullani vd. (2012), Fas’a 6zgii bir enginar aksesyonunun in vitro ¢ogaltim
potansiyelini arttirmaya yonelik ¢alisma yiiriitmiislerdir. Enginar tohumlar1 6nce yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmus, ardindan in vitro ¢imlendirilmeleri saglanmistir.
Cimlenmeyi takip eden ayda, buradan elde edilen bitki parcalari in vitro ¢ogaltim
amaciyla baslangic materyali olarak kullanilmistir. Baslangicta MS besi ortaminin
makro ve mikro elementleri ile Gamborg B5 besi ortamimin vitaminleri 1 mg L™ IBA +
0,1 mg L GA; eklenerek hazirlanan besi ortami kombinasyonunda kiiltiire alinan bitki
parcalari, cogaltimm devamliligi amaciyla daha sonra yine ayni temel besi ortami
kombinasyonunda fakat bu sefer 1 mg L™ kinetin + 0,1 mg L* NAA iceren
kombinasyonda ¢ogaltilmistir. Bahsi gegen cogaltma besi ortaminda (1 mg L™ kinetin +
0,1 mg L™ NAA) iyi bir rejernerasyon etkinligi yakaladiklarimi belirten arastirmacilar,
151k yogunluguyla birlikte eksplant dikim sikligin1 da azalttiklarini ve bunun sonucunda
cogaltim katsayisinda da artig sagladiklarini rapor etmislerdir.

Bedini vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, italya’da yetistirilen dort farkli gesidin in
Vvitro cogaltimi {izerine ¢alismislardir. Enginar bitkilerine ait eksplantlar 6ncelikle
baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmis daha sonra ¢ogaltma ortamina oradan da koklenme
ortamina transfer edilmistir. Baslangi¢ ortami i¢in nitrat konsantrasyonu % oraninda
azaltilmis MS ortami ile birlikte 0,8 mg L™ BA + 0,2 mg L™ IBA bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonunu kullanmuslardir. Ardindan bitkicikler 0,03 mg L™ BA +
0,05 mg L™ GA; iceren cogaltma ortamina almmustir.  Bitkicikler koklenmeleri
amaciyla once, 2 oraninda azaltilmis nitrat konsantrasyonu igeren MS ortami + 0,5 mg
L™ IAA + 1 mg L™ PBZ besi ortaminda 2 hafta bekletilmistir. Koklenmenin ikinci
asamasinda ise MS + 2 mg L™ g-siklodekstrin + 2 mg L™ NAA igeren ortamda yaklasik
dort hafta bekletilmistir. Calismanin sonucunda enginarda mikrogogaltim asamasinin
basarili bir sekilde yiiriitiildiigli ancak in vitro koklenmenin hala ¢oziilmesi gereken bir
problem oldugu belirtilmistir.

El-Zeiny vd. (2013), enginarda in vitro ¢ogaltimin ticari 6l¢ekte yapilabilirligini
degerlendirmek amaciyla ¢alisma yapmuslardir. iki asamali olarak galigsmalarini yiiriiten
arastirmacilar, ilk asamada enginarin mikrogogaltimi i¢in 2-5 cm boyutundaki
stirgiinleri kiiltiire almislar ardindan ikinci asamada ise gelisen siirgiinlerin in vitro kok
olusumunu arastirmiglardir.  Calisma  esnasinda  mikrogogaltim icin  farkl
konsantrasyonlarda (2,5 mg L™ ile 10 mg L™ arasinda degisen miktarlarda) BA ve
kinetin kullanilmis olup, yliksek konsantrasyonlarin siirglin sayis1 bakimindan daha
etkili oldugu, bununla birlikte yine yiiksek konsantrasyonlarin kallus olugumunu da
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tetikledigi bildirilmistir. Ayrica alt kiiltiir sayilar1 ile siirgiin olusturulma potansiyeli
arasinda da iligki bulunmustur. Alt kiiltiir sayis1 belirli bir siireye kadar arttiginda olusan
siirglin sayisinda artig yasanirken, siirgiin uzunlugunda azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. In vitro koklenme asamasii etkileyen faktorler arasinda bitki biiyiime
diizenleyicileri ve konsantrasyonlarinin yani sira koklenme besi ortaminda aktif komiir
bulunup bulunmamasi da yer almaktadir. Calismadan elde edilen veriler 1s18inda IAA
ile IBA’in koklenme iizerine etkileri karsilastirildiginda olusan kok sayis1 ve
uzunlugunun IBA bulunan ortamlarda daha iyi oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde
aktif komiir ihtiva eden besi ortamlarinda da kok olusumlari olumlu etkilenmistir.

Bekheet vd. (2014), Green Globe enginar gesidinde etkili ve giivenilir bir in
vitro ¢ogaltim teknigi gelistirmeye calismiglardir. Calismada baslangi¢c materyali olarak
in vitro kosullarda ¢imlendirdikleri siirgiinlerden aldiklar1 kotiledonlar1 kullanan
arastirmacilar, bu bitki parcaciklarini MS + 2 mg L™ BA igeren besi ortaminda kiiltiire
alarak ¢ogaltimini saglamislardir. Arastirmacilar ¢alismanin bir diger kisminda ise yine
in vitro gelistirdikleri bitkiciklerden aldiklar1 yaprak, petiol ve goévde pargalarini da
farkli bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarini igeren besi ortamlarinda
kiiltiire alarak kallus elde etmeyi amaglamislardir. Kallus olusumuna verdikleri tepki
bakimindan yaprak eksplantinin {istlinliigli oldugunu, en iyi kallus elde edilen besi
ortami kombinasyonunun ise MS + 5 mg L™ kinetin + 0,5 mg L™ IAA oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte bu besi ortamma 3 mg L™ oraminda ilave edilen
pikloram, kallus gelisimi ve agirlig1 agisindan en ideal sonucu vermistir. Caligmanin
ilerleyen asamalarinda ise, elde ettikleri kalluslardan indirekt organ olusumunda en
etkili besi ortami birlesimi MS + 2 mg L™ kinetin + 2 mg L™ NAA oldugu ifade
edilirken, direkt organ olusumunda MS + 1 mg L™ BA + 2 mg L™ NAA besi ortami
iceriginin stlin oldugu tespit edilmistir. BA ile kinetinin besi ortamlarinda
bulunmalarinin in vitro olusan siirgiinlerin birtakim 6zellikleri (uzun/kisa siirgiin veya
coklu siirglin olusumu) iizerine etkilerinin farklilik gosterdigi de ¢alismada saptanan
etkiler kapsamindadir.

Campanelli vd. (2014), enginarda mikrogogaltim teknigiyle mikoriza
uygulamasinin birlikte kullanilmasinin etkinligi iizerine bir ¢alisma yapmislardir.
Baslangic materyali olarak kullandiklar1 5-6 mm uzunlugundaki siirgiin uclarinin
gerekli ylizey sterilizasyonlari tamamlandiktan sonra basarili bir in vitro gogaltim
uygulamasi yapilmistir. In vitro kosullarda gelisen bitkicikler belirli birtakim 6zelliklere
(4-5 cm uzunlugunda birkag kokii ve 4-6 yapragi olan 6-8 cm uzunlugunda bitkicikler)
sahip olduktan sonra dis kosullara aktarilmistir. Dis kosullara alinan bu bitkiciklere
fungus uygulamas1 yapilarak degerlendirmeler yapilmistir. Calismanin sonucunda ise
bitkiciklere fungus uygulanmasinin pozitif etkiler yarattig1 goriisiinii bildirmislerdir.

Lopez-Pérez ve Martinez (2015), in vitro ¢ogaltimlart yapilan enginar
bitkiciklerinin koklenme potansiyellerini arttirmaya yonelik bir ¢aligma yiirtitmuslerdir.
Oncelikle 3 farkli cesitte, farkli konsantrasyonlarda (0, 1,4, 4,2, 7, 14, 28, 42 uM)
kinetin kullaniminin in vitro siirgiin gelisimini ve mikrogogaltim agisindan etkilerini
degerlendirmislerdir. Buna gore 1,4 uM gibi diisik bir konsantrasyonda kinetin
kullanildiginda etkili sonuclar elde ettiklerini bildirmislerdir. Calismanin bir sonraki
asamasinda ise koklenmenin arttirllmasi amaciyla 3 farkli uygulama yliriiten
arastirmacilar, ilk uygulamada 6 mg L™ NAA ya da 6 mg L™ IBA ekledikleri koklenme
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ortaminda 5 giin boyunca siirgiinleri karanlik kosullarda bekletmistir. Ikinci
uygulamada, bahsi gegen bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarina daldirilip
cikarilan siirgiinler dis kosullara aktarilmis, fotoperiyot kosullarinda 20 giin boyunca
bekletilmistir. Ugilincii uygulamada ise ¢ift asamali bir protokol izleyen arastirmacilar,
once diger uygulamalardaki gibi siirgiinleri ayni bitki biiyiime diizenleyicileri ve
oranlarina sahip besi ortaminda kiiltiire alarak burada 5 giin boyunca fotoperiyot
kosullarinda tutmus, ardindan MS-0 besi ortaminda 15 giin boyunca ayni kosullarda
kiiltiirin  devamliligin1 saglamistir. Calismadan elde ettikleri verilere bakildiginda,
koklenme yiizdelerinin ¢esitlere gore farklilik gostermekle birlikte %73,3 ile %93,3
arasinda degistigini, yapilan koklenme uygulamalari arasinda ise 6 mg L™ IBA eklenen
besi ortamlarinda 5 giin karanlikta bekletmenin cesitlerin koklenme potansiyellerini
arttirdigi  sdylenebilir. Arastirmacilar, bu c¢alismada tespit ettikleri diisiik kinetin
konsantrasyonun ve karanlik kosullarin olumlu etkilerinin in vitro kéklenme igin kritik
oldugunu, bu sekilde elde edilen kokli bitkiciklerin dis kosullarda hayatta kalma
sanslarinin da yiiksek oldugunu (%75-83) rapor etmislerdir.

Ercan (2016), iilkemize 06zgii gesitler olan Sakiz ve Bayrampasa enginar
cesitlerinin in vitro ¢ogaltimlarini takiben koklenme yiizdelerinin arttirilmasina yonelik
calismistir. Ana bitki materyali olarak 4 yasindaki bitkiler kullanilirken,
mikrogogaltimin ardindan farkli bitki biiylime diizenleyicileri ile desteklenen besi
ortam1 kombinasyonlarinda koklenme potansiyelleri degerlendirilmistir. Bu amagla
koklenme tiizerine IBA ve NAA etkilerini gormek i¢in 0, 0,1, 0,4, 0,8, 1 mg Lt
konsantrasyonlari, GA3 etkisini belirlemek i¢in 0, 1, 5, 10 mg Lt konsantrasyonlar1
eklenmistir. Bununla birlikte koklenme ortaminda 1 g L aktif komiir olup olmamastyla
koklenmeye verilen tepki ve yine farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2,5, 5 mg L™
jasmonik asit putresin eklenen besi ortamlarinda kok olusum durumu da
degerlendirilmeye alinmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore Sakiz ve
Bayrampasa cesitlerinin koklenme potansiyellerinin farklilik gosterdigi, Sakiz ¢esidinde
koklenme oranmin %63,35, Bayrampasa g¢esidinde ise %36,60 oldugu belirtilmistir.
Aragtirmaciya gore calismadan elde edilen bu koklenme oranlari en iyileri olup, bu
kéklenme yiizdeleri 5 mg L™ GA;z ile 1 mg L™ aktif kémiir besi ortaminda birlikte
kullanildiginda elde edilmistir.

El Boullani vd. (2017), enginarda mikrogogaltim iizerine yiiriittiikleri caligmada
farkli eksplant boyutlarinin ve bunlarin besi ortamlarina dikim sikliklarinin olasi etkileri
{izerine arastirma yapmuslardir. In vitro ¢ogaltma besi ortami 1 mg L™ kinetin ve 1 mg
LI NAA kombinasyonundan olusurken, kiiltiir ortamlarina farkli sayilarda (3, 4, 6 ve 7
stirgiin) dikilmistir. Bununla birlikte ¢aligmada degerlendirmeye alinan siirgiinler de
farkli boyutlardadir (<1 ¢cm, 1-1,5 cm, 1,5-2 cm, >2cm). Calismadan elde edilen verilere
bakildiginda, enginar siirgiinlerinin in vitro ¢ogaltimi i¢in en uygun siirgiin boyutu 1-1,5
cm (%100 siirglin olusumu), bir kiiltiir kabinda bulunmas1 en ideal siirglin yogunlugu
ise 4 eksplant olarak saptanmustir.

Pandino vd. (2017a), in vitro tekniklerin uygulanmasiyla hastaliklarin elimine
edilmesinden bitki gelisimine ve biyoaktif bilesenlerin iiretimine kadar genis bir
yelpazede ticari boyutta gelismeler saglandigini ifade eden arastirmacilar, biyoaktif
bilesenlerce zengin enginar bitkisinde bir c¢alisma yiirlitmislerdir. Calismada
mikrogogaltim teknikleri uygulanan ve uygulanmayan (klasik yetistiricilik yapilan)
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enginar bitkiciklerine mikoriza uygulamasinin etkileri degerlendirilmistir. In vitro
cogaltilan bitkiciklere mikoriza uygulanmasinin ardindan yapilan aznalizler sonucunda,
bu bitkiciklerin digerlerine kiyasla daha yiiksek biyoaktif bilesen (6zellikle kafeoilkinik
asitler) icerigi sergiledigi tespit edilmistir.

2.5. Kallus - Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii ve Elisitor Uygulamalarina Yonelik
Cahismalar

Bahsedilen meristem ve siirgiin ucu Kkiiltiirleri genellikle organize olmus ve
farklilagmis hiicre kiiltiirleri olarak ifade edilmektedir. Diger bir kiiltiir sekli ise organize
olmamis ve farklilagmamis hiicrelerin kiiltiiriidiir. Bu kiiltiirlerin baslica uygulamalari
‘kallus’ ve ‘hiicre siispansiyon’ kiiltiirleridir.

Kallus, boliinme yetenegi devam eden eksplantlarin donor bitkilerden alinarak
aseptik kosullar altinda birtakim uyaricilarin  (bitki biiyiime diizenleyicileri,
mikroorganizma ya da cesitli stresler) varliginda kiiltiire alinmasi sonucunda olusan
morfolojik olarak diizensiz ya da farklilasmamis dokular olarak agiklanmaktadir
(S6kmen ve Giirel 2001; George 2008).

In vitro kiltiire alinan c¢esitli bitki parcalar1 potansiyel olarak kallus iiretme
yetenegine sahip olup, bazi dokularin bu potansiyelleri daha yiiksektir. In vitro kiiltiire
alinacak olan bitki kisimlarmin bitkideki konumlar1 ve fizyolojik durumlari nemli
goriilmekte, genellikle geng¢ bitki dokularinin daha fazla meristematik hiicreye sahip
olmasindan 6tiirii etkili bir kallus kiiltiiriiniin baglatilmasinda gii¢lii bir potansiyele sahip
oldugu bilinmektedir (Endress 1994; George 2008). Bununla birlikte biyoaktif
bilesenlerin iiretimine de imkan taniyan kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
baslatmak amaciyla kullanilan eksplantlarin alindigi bitki kisimlar1 da 6nem
tagsimaktadir. Hedef biyoaktif bilesenin yogun oldugu bitki kisimlart kullanilarak in
vitro kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi, kiiltiir siiresince elde edilen
potansiyel biyoaktif bilesen i¢in avantaj saglayacaktir (Sokmen ve Giirel 2001).

Bitkilere ait organize olmamis dokular yukarida bahsedildigi gibi ‘kallus’ olarak
gelistirilebilirken, ‘hiicre siispansiyon kiiltiirii’ tekniginde ise bu kalluslarin (‘friable’ =
ufalanabilir/dagilabilir 6zellikteki kalluslar) sivi ortamlarda dagilmalari, homojen hale
gelmeleri saglanabilir (Sekil 2.4). Hiicre siispansiyon kiiltiirii tekniginde, kallus
tekniginde oldugu gibi c¢esitli bitki parcalar1 baslangic materyali olarak
kullanilabilmektedir. Ancak baslangic materyali olarak kalluslarin kullanilmasi,
organize olmamis bu dokular daha 6nceden in vitro kosullara adaptasyon sagladigindan
dolay1 avantajli oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 2.4. Kallus ve hiicre slispansiyon kiiltiirii asamalarinin sematik gosterimi (George
2008’den uyarlanmustir)

Kallus kiiltiirleri baslatildiginda, kullanilan eksplanttan elde edilen ilk kallus
‘primer kallus’ olarak ifade edilmektedir. Ardindan primer kallus dokusundan ‘sekonder
kalluslar’ elde edilebilmektedir. Hem kallus hem de siispansiyon kiiltiirleri, uzun yillar
alt kiiltire alinarak siirdiiriilebilme potansiyellerine sahiptir. Kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde morfolojik ve genetik agidan birdrnek hiicrelerin elde
edilmesinin yan1 sira buna bagl olarak kiiltiirler arasinda homojenlik saglamak oldukc¢a
onemlidir. Ancak alt kiiltiirlerin sayisindaki artisa bagli olarak elde edilen homojenite
risk altina girmektedir (S6kmen ve Giirel 2001; George 2008).

In vitro kiiltiir tekniklerin ¢ogunda oldugu gibi bu iki 6zel teknik kullanilarak
basarili bir slire¢ gecirilmek isteniyorsa birtakim faktorler g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Kiiltiirlerde elde edilmek istenen farklilasma, organogenez ya da
degerli biyoaktif bilesenlerin iiretimini tesvik etmek ya da istenilen yone yoneltmek
amaciyla cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda
uygulanabilmektedir. Bu noktada 6zellikle oksin ve sitokinin arasindaki denge oldukc¢a
onemlidir. Belirlenen bu denge ile kalluslardan kok ya da siirgiin gibi belirli bitki
organlarinin olusumu tesvik edilebilmektedir. Olusan bu organlarda biriken sekonder
metabolit miktarlarinda ise ¢ogu zaman farkliliklar goriilmekte, kimi zaman organ
olusumu ile birlikte sekonder metabolit miktar1 artarken, kimi zaman da azalmaktadir.
Bu noktada hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri kallus kiiltiirlerine goére daha avantajh
sistemler olarak goriilmektedir. Bu avantajlar arasinda; hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
bliylimenin daha hizli olmasi ve dolayisiyla kiitle verimliligi arttig1 icin hiicre
verimliliginde de artis saglanmasi, morfolojik agidan daha homojen hiicrelerin elde
edilmesi ve dolayisiyla varyasyon riskinin ortadan kalkmasi, arzu edilen 6zelliklerdeki
hiicre hatlarinin secimine imkan tanimasi sayilabilir. Dolayisiyla bu kadar ¢ok pozitif
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yonii olan bu teknik, degerli biyoaktif bilesenlerin iiretiminde diger tekniklere nazaran
daha 6n plana ¢ikmaktadir (S6kmen ve Giirel 2001).

Degerli biyoaktif bilesenler dogal olarak bitkilerde mevcut olmakla birlikte
hiicre slispansiyon kiiltiirii teknigi kullanilarak da tiretimleri s6z konusudur. Giiniimiizde
sekonder metabolitlerin hizli ve etkin bir sekilde liretimi daha ¢ok kallus ve hiicre
kiiltiirleri yontemleriyle saglanmaktadir. Buradaki en énemli problem, hedef biyoaktif
bilesenin miktarmin birtakim faktorlerden etkilenmesi ve istenilen seviyede
tiretilememesidir. Diger in vitro kiiltiir tekniklerinde oldugu gibi sekonder metabolit
iiretiminde de calisilan bitkinin tiirii ve ¢esidi olduk¢a Onemlidir. Bunun yani sira
bitkisel kosullar (dondr hiicre ve doku ile sekonder metabolit iligkisi), besi ortaminin
kosullar1 (karbon, azot ve fosfor kaynagi, bitki biiylime diizenleyicileri, besi ortami
kompozisyonu, pH, osmotik basing), kiiltiir ortaminin digindaki 1s1k, sicaklik ve
havalandirma gibi birtakim fiziksel ¢evre kosullar1 da sekonder metabolit iiretimini
etkilemektedir. Bahsi gecen bu faktorlere ek olarak in vitro siispansiyon kiiltiirlerinde
genel anlamda verimi (hem bitki doku ve hiicrelerinin biiylimesinin, hem de hedef
biyoaktif bilesenin iiretiminin arttirilmasini) saglamak amaciyla birtakim uygulamalar
gelistirilmistir. Onciiller, elisitorler, tutuklama, senkronize Kkiiltiirler ve iki asamali
kiiltiirler bu uygulamalar arasinda yer almis ve son yillarda en dikkat ¢eken uygulama
elisitorler olmustur.

Bitkilerin, herhangi bir saldirt ile karsi karsiya kaldiklarinda kendi savunma
mekanizmalarini devreye sokabilmeleri amaciyla, salgiladiklari fitoaleksinlerin® ve bu
bilesiklerin salgilanmasindan sorumlu enzimlerin sentezini saglamakla yiikiimlii
genlerin tetiklenmesi gerekmektedir. ‘Elisitor’, bitkilerin saldiriya ugramaya yakin
olduklarin1 bildiren sinyaller ya da bitki hiicrelerine ¢ok az miktarlarda bile dahil
olduklarinda  biyoaktif bilesenlerin  {iretimini  tetikleyen = maddeler olarak
tanimlanmaktadir (Namdeo 2007; Wink 2009). ‘Elisitasyon’ ise tiim bu siirece verilen
isimdir.

Elisitorlerin siniflandirilmas: farkli sekillerde olmakla birlikte; dogalarina gore
siiflandirildiklarinda  abiyotik  ve  biyotik  elisitorler,  orijinlerine  gore
simniflandirildiklarinda ise eksojen ve endojen elisitorler olarak gruplandirilmaktadir
(Sekil 2.5 ve Sekil 2.6) (Namdeo 2007).

! Fitoaleksinler (phytoalexins): Admi Yunanca’da ‘phyton’ = bitki ve ‘alexis’ = savunma kelimelerinin
birlesiminden alan fitoaleksinler, aslinda bitkilerin sekonder metabolizmasinda antibiyotik olarak etkili olan diisiik
molekiil agirligina sahip bilesikler olup, bitkilerin herhangi bir patojenik organizma ile temas ettiginde kendilerini
savunma amactyla meydana getirdikleri bilesiklerdir.
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Sekil 2.5. Elisitorlerin dogalarina gore siniflandirilmast  (Namdeo 2007’den
uyarlanmistir)
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Sekil 2.6. Elisitorlerin orijinlerine gore smiflandirilmast (Namdeo 2007°den
uyarlanmistir)

Elisitorler, hedef biyoaktif bilesenin birikimini etkilerken, farkli parametrelerden
etkilenmektedirler. Kullanilan elisitoriin konsantrasyonu, elisitére maruz kalma siiresi,
elisitor uygulanacak olan kiiltiiriin yasi, besi ortam1 kompozisyonu gibi faktorler, arzu
edilen sekonder metabolit miktarinda farkliliklar yaratabilmektedir (Namdeo 2007).

Kisaca 6zetlemek gerekirse, in vitro kosullarda farkli bitki kisimlarnin gesitli

besi ortami kombinasyonlarinda ve farkli stres faktorleri altinda kiiltiire alinmalari
sonucunda diizensiz bir morfolojik yapiya sahip dokular meydana gelmekte ve bu
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dokular kallus olarak adlandirilmaktadir. Kat1 besi ortamlarinda elde edilen kalluslar
stvi besi  ortamlarinda  kiiltiire  alindiklarinda  ise  siispansiyon  kiiltiirleri
baslatilabilmektedir. Bu iki in vitro teknik, in vitro bitki rejenerasyonunda indirekt yolla
duruma dahil olurken, bu teknikler ayn1 zamanda bitkilerde dogal olarak var olan ancak
oldukca az miktarlarda birikim gosteren degerli sekonder metabolitlerin iiretimi
acisindan da onemli bir potansiyele sahiptir. Ayrica yine bu tekniklerin uygulanmasi
esnasinda elisitorler adi verilen birtakim farkli 6zelliklerdeki uyaricilarin da kiiltiirlere
dahil edilmesi sonucunda, arzu edilen sekonder metabolitin {iretim miktarinda
degisiklikler yaratilabilmektedir. Bu teknikler kullanilarak yapilan ¢alismalar gecmisten
giinimiize kadar enginar ve diger birgok tibbi ve aromatik bitkide uygulanmakta olup,
ziraat, gida, farmakoloji gibi temel alanlarda 6nemini her gegen giin arttirmaktadir.

Ordas vd. (1990), enginarda in vitro rejenerasyon amaciyla yaptiklari ¢alismada,
oldukca genc¢ asamada topladiklar1 braketlerden siirgiin rejenerasyonu saglamislar ve
ardindan kallus olusumuna yonelik bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkh
kombinasyonlarin1 denemislerdir. Arastirmacilarin belirttigi lizere en basarili kallus
olusum ortaminin sahip oldugu bitki biiyiime diizenleyicileri 5 mg L™* NAA + 2 mg L™
BAP kombinasyonu olmustur. Kiiltiir ortaminda yaklasik 5 hafta sonra meydana gelen
siirglinlerin uzamasini1 saglamak amaciyla farkli bir kombinasyonda bitki biiylime
diizenleyicilerini (0,5 mg L IBA + 0,5 mg Lt BAP) igceren besi ortamina transfer
edilmis ve burada basar1 yakalanmustir.

Ordas vd. (1991), enginarda hiicre siispansiyon kiiltiirii teknigini uygulayarak
protoplast izolasyonu iizerine ¢alismislardir. Arastirmacilar protoplast verimini birgok
faktoriin etkiledigini belirtmislerdir. Yine hiicre duvari rejenerasyonu ve hiicre
boliinmesinin de birtakim faktorlere bagli oldugu goriisiindedirler. Bu faktorler arasinda
hiicrenin yas1, enzim kompozisyonu ve kiiltiir yogunlugu bulunmaktadir. Arastirmacilar
ilk hiicre boliinmesini kiiltliriin 4-6. giiniinden sonra gozlemlemisler ve hiicreleri kati
ortama aktardiklarinda yesil kalluslar elde etmislerdir. Elde ettikleri bu kalluslardan
globular yapida olusumlar gézlemlediklerini bildiren arastirmacilar bu olusumlardan
daha ileri bir gelisme kaydedemediklerini bildirmislerdir.

Rijhwani ve Shanks (1998), 6zellikle antikanser Ozellik gosteren alkaloitlere
sahip Catharanthus roseus bitkisinde in vitro sagak kok kiiltiirleri baslatarak, bu
kiiltiirlere eklenecek olan elisitorlerle bu 6nemli alkaloitlerin iiretimlerinin arttirilma
potansiyeli lizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Elisitér olarak pektinaz ve jasmonik asit
kullanan arastirmacilar, bu elisitorleri farkli konsantrasyonlarda uygulamiglardir. Daha
sonra uygulama konsantrasyonlart ve elisitasyona maruz kalma siirelerini
degerlendirmislerdir. Calismadan elde ettikleri bulgulara gore, jasmonik asidin oldukca
etkili bir elisitor oldugu ve degerlendirilmeye alinan alkaloitlerin miktarlarinda oldukga
iyi artiglar sagladigi bildirilirken, bazi alkaloitlerin miktarindaki artisin jasmonik asit
konsantrasyonuyla paralel sekilde oldugu rapor edilmistir.

Zhang vd. (2002), yapmis olduklar1 calismada Vitis vinifera siispansiyon
kiltiirlerinde biyoaktif bilesen sentezini arttirmayr amaglamiglardir. Calismada
jasmonik asit ya da 15181mn, silispansiyon kiiltlirlinde tetikleyebilecegi olas1 etkileri
degerlendiren arastirmacilar, 20 uM jasmonik asit eklenen kiiltiir ortamlarinda kiiltiiriin
7. giiniinde kontrole kiyasla 8,5 kat antosiyanin artig1 tespit etmislerdir. Isi8in etkisini
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degerlendirdiklerinde ise en fazla etkiyi kiiltlirtin 10. giiniinde 6,8 kat antosiyanin artisi
olarak belirlemislerdir. Bununla birlikte jasmonik asit ile 1s18in birlikte kombine
edilerek kullanilmasi soncunda asma hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 7. giiniinde yine
kontrol ortami ile Kkarsilastirildiginda 13,9 kat daha fazla antosiyanin olusumu
belirlediklerini rapor etmislerdir.

Giirel vd. (2002), seker pancari 1slah hatlarindan kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirleri eldesi, ardindan bu hiicre siispansiyon kiiltiirii kokenli kalluslardan bitki
rejenerasyonu iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Bu amagla BAP ve 2,4-D biiyiime
diizenleyicilerinin farkli oranlarin1 denemislerdir. Belirli araliklarla (0, 3, 5, 7, 9, 11, 13
ve 15 giin) slspansiyon Kkiiltiirlerindeki hiicrelerin biiylime oranlarin1 inceleyen
aragtirmacilar, baslangicta gerceklesen gelismenin yavas oldugunu fakat 15. giinde
oldukca yiiksek oranda biyokiitle birikimi olustugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar
ayrica kullandiklar1 bitki biiyiime diizenleyicileri oranlarindaki artisa paralel olarak
hiicre boliinmesinde de artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Ustiin vd. (2004), in vitro kosullarda ii¢c farkli biber genotipine ait bitkilerden
aldiklart hipokotil eksplantlarini hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde baslangic materyali
olarak kullandiklar1 calismada, ¢esitli uyaricilarin kapsidiol birikimi iizerine etkilerini
aragtirmiglardir. Calismada maya ekstrakti, seliilaz, jasmonik asit, hidrojen peroksit ve
salisilik asidin etkileri degerlendirilmistir. Kapsidiol birikimi elisitdr uygulamalarindan
24 saat ve 48 saat sonra belirlenmis, en fazla kapsidiol miktari seliilaz ve A. alternata
elisitorleri ile muamele edilen kiiltiirlerde tespit edilmistir.

Sanchez-Sampedro vd. (2005), Silybum marianum bitkisinin hiicre kiiltlirlerinde
maya ekstrakti, kitin ve kitosanin silimarin {iretimi iizerine olan etkisini arastirdiklart
caligmada, sadece maya ekstraktinin etkisini tespit etmislerdir. Bunun yani sira metil
jasmonatin varliginda silimarin birikiminin olumlu yonde etkilendigi de bildirilmistir.

Trajtemberg vd. (2006), yabani enginar bitkisinde yiirtittiikleri ¢aligmada sinarin
ve klorogenik asit gibi Onemli biyoaktif bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesini
amaclamislardir. Geng yabani enginar yapraklarin1 eksplant olarak kullanmay: tercih
eden arastirmacilar, bu eksplantlar1 4,4 uM BA + 16,1 uM NAA igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alarak kallus elde etmislerdir. Elde ettikleri kalluslarin ve yabani
enginar yapraklarimin kuru agirliklar1 belirlenmistir. Gerekli analizlerin sonucunda
yaprak eksplantlarinin ve kalluslarin antioksidan aktivitelerinin kiiltiiriin 3. giiniine
kadar benzer sonuglar sergiledigini, bununla birlikte kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde
kallus ekstraktinin antioksidan kapasitesinin yaprak eksplantinkinden daha az oldugu
belirlenmistir.

Cimino vd. (2006), Asteraceae familyasinda yer alan deve dikeni (Silybum
marianum L. Gaertn.) bitkisinde kallus kiiltiirlerinin olusturulmasini amaglamislardir.
Calismada Gamborg B5 temel besi ortamina 0,05 mg L? BA + 0,5 mg L 2,4-D
ekleyen arastirmacilar, deve dikeninin kallus kiiltiirleri i¢in bu oksin:sitokinin
dengesinin oldukga timitvar oldugu kanisindadirlar.

Uslu Kiran vd. (2007), Verticillium dahliae fungusuna dayanikli ve duyarl
patlican genotiplerini kullanarak, in vitro kallus kiiltiirlerinde ii¢ farkl1 konsantrasyonda,
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24, 48 ve 72 saat siirelerince elisitor uygulamasi yapmislardir. Solavetivon birikimi ile
V. dahliae fungusuna dayaniklilik arasindaki iliskiyi ortaya koymayi amaglayan
arastirmacilar, 2 ml elisitor uygulamasinin 72 saat sonra yapilan dlgiimlerinde ve yabani
patlican tlirliniin kallus dokularinda solavetivon birikiminin daha fazla oldugunu
bildirmislerdir.

Vazquez-Flota vd. (2009), Catharanthus roseus bitkisinde bazi in vitro
tekniklerden ve elisitorlerden yararlanarak alkaloit birikiminin = saglanmasini
hedeflemislerdir. Hiicre silispansiyon kiiltiirii teknigi, sacak kok teknigi ve koksiiz
stirgtinlerin kiiltiire alinmasi yoluyla yiiriitiilen bu ¢alismada degerlendirilen alkaloit
miktarlart ile elde edildigi kiiltiirler arasinda farkliliklar gozlemlenmistir. Metil
jasmonat ve etilenin genel anlamda olumlu etkilerini gozlemlediklerini, ancak salisilik
asidin herhangi bir etkisinin goriilmedigini bildirmislerdir.

Wiktorowska vd. (2010), hiicre silispansiyon kiiltiirii teknigini kullanarak
Calendula officinalis bitkisinde oleanolik asit birikimi ve hiicre biliyiimesini
arastirmislardir. Calismada farkli elisitorler, farkli dozlarda ve siirelerde hiicre
kiiltiirlerine uygulanmistir. Farkli dozlarda hiicre kiiltiirlerine eklenen elisitdrlerin olasi
etkilerini gézlemlemek amaciyla 4 giin boyunca her 24 saatte bir yaptiklar1 gézlem ve
analizlerle en uygun elisitoriin en uygun dozu ve uygulama zamanini saptamayi
amaglamislardir. Arastirmacilar, elisitorlerin etkilerinin birbirlerinden farkli oldugunu,
etki dozlarinin ve uygulama zamanlarinin da farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir.
Oleanolik asit birikimi bakimindan uyguladiklar: elisitorler incelendiginde jasmonik
asidin en etkilisi oldugunu tespit etmislerdir. Aragtirmacilar, 100 uM jasmonik asidin
uygulamadan 72 saat sonra, 50 mg L™ kitosanin 48 saat sonra, 200 mg L™ maya
ekstraktinin 96 saat sonra ve 2 mg L™ pektinin ise 48 saat sonra en etkili sonuglar
verdigini bildirmislerdir. Bununla birlikte uygulanan elisitdrlerin hiicre biiylimesini az
da olsa engelledigini rapor etmislerdir.

Donnez vd. (2011), asma hiicre kiiltiirlerinde elisitér kullanimiyla 6nemli
biyoaktif bilesenlerden olan resveratrol ve viniferinlerin liretimi iizerine ¢alismiglardir.
Elisitér uygulamalar1 amaciyla metil jasmonati tercih eden arastirmacilar, kiiltiirtin 5.
giininden sonra kiiltiir ortamlarima 0,2, 0,4 ve 1 uM konsantrasyonlarinda metil
jasmonat eklemislerdir. Resveratrol iiretiminde optimum metil jasmonat konsantrasyonu
belirlemek amaciyla, kiltiirleri 10 giin boyunca gozlemlemislerdir. Arastirmacilar
caligmadan elde ettikleri bulgular1 degerlendirdiklerinde 0,2 puM metil jasmonat
kullanimiyla en yiiksek resveratrol verimini (150 mg L'l) elde ettiklerini belirtmislerdir.

Coste vd. (2011), Hypericum hirsutum ve H. maculatum bitkilerinin siirglin
kiiltiirleriyle ilgili bir ¢aligma yiriitmiislerdir. Arastirmacilar, bu bitkilerin in vitro
biliylimelerinin yant sira, elisitér kullaniminin bitkide mevcut olan biyoaktif bilesenlerin
birikimini degerlendirmislerdir. Farkli bitki biiyliime diizenleyicilerin (BA, kinetin, 2iP,
TDZ ve NAA) kullanildig1 bu ¢alismada, elisitor olarak jasmonik asit ve salisilik asidin
etkileri aragtirilmistir. Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde, besi ortamlarina BA
ve kinetin eklendiginde her iki tlirde de ilgili biyoaktif bilesenlerde artig goriiliirken,
TDZ’nin tam tersi etki ettigi ve bu bilesenlerin miktarlarinda azalmaya yol agtig1 tespit
edilmistir. Bunun yani sira calismada kullandiklari elisitorleri karsilastirdiklarinda,
salisilik asidin ilgili biyoaktif bilesen birikiminde jasmonik asitten daha etkili oldugunu
bildirmislerdir.
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Menin vd. (2012), enginar bitkisinde kallus tiretimi amaciyla yiiriittiikleri
caligsmada, li¢ farkli genotiple ¢aligmislardir. Eksplant olarak enginar yapraklarindan
yararlanan arastirmacilar, elde ettikleri kallus etkinliginin oldukca iyi (%100) oldugunu
ve bu etkinligi 7 giin gibi kisa bir siirede elde ettiklerini bildirmislerdir. Kallus
eldesinden sonra Agrobacterium tumefaciens’e ait bir irktan yararlanarak yaprak
eksplantlarinda genetik transformasyon saglamislar, GUS gen markirini kullanmiglardir.
Agrobacterium tumefaciens ile transformasyona ugrattiklar1 yaprak parcalarindan elde
ettikleri kalluslarin histokimyasal analizleri sonucunda %30’unun GUS aktivitesine
olumlu tepki verdigi bildirilmistir.

Krzyzanowska vd. (2012), Lamiaceae familyasinda yer alan nane bitkisinin
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde jasmonik asit ve metil jasmonat ile elisitasyonun, diger
bitkilerde oldugu gibi nanede de yaygin bir sekilde bulunan rosmarinik asit birikimi
izerine olan etkilerini degerlendirmislerdir. Bununla birlikte elisitrlerin hiicre gelisimi
lizerine olan etkilerine de bakilmistir. Bu amacla her iki elisitor i¢in ti¢ farkl
konsantrasyon dozu (50, 100 ve 200 uM) kullanilmig ve kiiltiir baglangicindan 7 giin
sonra kiiltiir ortamlarina eklenmistir.  Elisitérlerin  ve dozlarimin  etkilerini
degerlendirmek amaciyla 0, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat slire araliklariyla hiicreler
toplanmis, yas ve kuru agirliklar1 belirlenmis ve gerekli kromatografik analizler
yapilmistir. Bunun sonucunda arastirmacilar, elisitér uygulanmayan kiiltiirlerle
karsilastirdiklarinda sirasiyla kiiltiirlere ilave edilen 100 pM metil jasmonatin 24 saat
sonra, 200 uM jasmonik asidin ise 48 saat sonra toplanmasiyla rosmarinik asit birikimi
bakimindan en iyi sonuglart aldiklarini belirtmislerdir. Bununla birlikte, jasmonik asit
ve metil jasmonat uygulamalarinin sonucunda hiicrelerin biyokiitlelerinde azalmalar
oldugu da rapor edilmistir.

Giri vd. (2012), nadir bulunan sifali bir bitki olan Himalaya orkidesinde kallus
stispansiyon kiiltiirlerini olugturmayi, bu kiiltiirlerden bu degerli bitkinin sahip oldugu
biyoaktif bilesenlerin iretimini amaglayan bir caligma ylrlitmislerdir. In vitro
kosullarda kiiltiire aldiklar1 tohumlardan elde ettikleri kalluslari, kiitle artis1 amaciyla
ayda bir alt kiiltiire almis ve sivi besi ortamina adapte edilmistir. Ardindan farkl
konsantrasyonlarda benziladenin (0 — 3 uM) ve metil jasmonat (10 — 1000 uM) eklenen
besi ortamlarinda gozlemler yapilmis, kallus gelisimiyle birlikte biyoaktif bilesenler ve
antioksidan kapasiteleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismadan elde edilen verilere gore
arastirmacilar, I pM benziladenin bulunan besi ortaminda en ideal kallus biiylimesinin
goriildiigiinii, fenolik bilesiklerin miktariyla antioksidan kapasitesinin ise benziladeninin
farkl1 konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik gosterdigini ve ideal benziladenin
konsantrasyonunun 3 uM oldugunu belirtmislerdir.

Ruta vd. (2013), enginar braktelerini baslangi¢ materyali olarak kullanarak
kallus olusumuna ve sekonder metabolit birikimine yonelik yaptiklari ¢alismada, 3
farkli bitki bliyiime diizenleyicisini (NAA, BAP, GAj3) ¢esitli konsantrasyonlarda besi
ortamina ilave etmislerdir. Eksplantlarin gerekli yiizey sterilizasyonlarinin ardindan,
belirtilen bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin  bulundugu besi
ortamlarinda kiiltire alinmistir. Kallus olusumunu tetiklemek amaciyla oksin
kullaniminin 6nemini vurgulayan arastirmacilar, diisiik konsantrasyonlarda birlikte
kullanilan bu bitki biiyiime diizenleyicileriyle birlikte karanlik ortam kosullarinda
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kiltiire aliman eksplantlarin kallus olusturma potansiyellerinin olduk¢a iyi oldugunu
belirtmislerdir.

Menin vd. (2013), enginarda in vitro tekniklerden vyararlanarak kallus
kiiltiirlerini olusturmuslar, ardindan kafeoilkinik asitlerin iiretimini arastirmislardir.
Kallus kiiltiirlerini olusturmak ve devam ettirmek amaciyla birgok faktoriin etkisini
(bitki biiyiime diizenleyicileri, 151k rejimi ve genotip farklihigl) degerlendirdikleri
calismada, 100'den fazla besi ortami kombinasyonu denemislerdir. Kallus kiiltiiriinii
olusturabilmek amaciyla meristem kiiltiirinden elde ettikleri bitkiciklerin yaprak
eksplantlarin1 baslangi¢ materyali olarak kullanan arastirmacilar, kiiltlir baglangicindan
7 giin sonra etkili bir kallus protokolii belirlediklerini ifade etmislerdir. Calismadan elde
ettikleri verilere dayanarak, tipki in Vvivo enginar yapraklarinda oldugu gibi kallus
kiltiirlerinin  HPLC analizleri sonucunda ortaya c¢ikan en yiiksek fenolik asit
miktarlarinin mono- ve di- kafeoilkinik asitler oldugunu rapor etmislerdir. Bu sonuglara
ek olarak, di-kafeoilkinik asit miktarin in vivo enginar yapraklarindakine kiyasla in
vitro kallus kiiltiirlerinde daha fazla oldugu (5 kata kadar), elisitor olarak UV-C'nin
etkisinin 1ise biyoaktif bilesenlerin miktarinda daha da artis saglayabilecegini
bildirmislerdir.

Ali vd. (2013), Asteraceae familyasindaki sifali bitkilerden biri olan Artemisia
absinthium L. (pelin otu) bitkisinin yapraklarindan kallus siispansiyon kiiltiirlerini
baslatarak degerli biyoaktif bilesenlerinin iiretimini amaglamiglardir. Kallus elde etmek
amactyla farkli bitki biliylime diizenleyicilerini kullanan arastirmacilar, biyokiitlede
meydana gelen artisla birlikte olusan sekonder metabolitlerin miktarlarini
degerlendirmislerdir. Kallus kiiltiiriiniin ardindan hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
olusturmuslar ve Kkiiltiirin biiyiime kinetigiyle birlikte yine sekonder metabolit
miktarlarini tespit etmiglerdir. HPLC yardimiyla yapilan analizlerin sonucunda ise hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin sahip oldugu sekonder metabolit miktarlarinin ve antioksidan
kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu ve dolayisiyla degerli sekonder metabolitlerin
tiretim potansiyellerinin hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde daha ytliksek oldugunu rapor
etmislerdir.

Lim vd. (2013), elisitorler yardimiyla hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde
Lamiaceae familyasinda yer alan Orthosiphon stamineus bitkisinde mevcut olan fenolik
bilesiklerle birlikte antioksidan kapasitelerindeki degisimi iizerine ¢alismislardir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan maya ekstrakti, siikroz, NaCl, kitosan ve kazein
hidrolizatin hiicre slispansiyon kiiltiiriindeki etkilerinin degerlendirildigi bu ¢aligmada,
150 mg L™ kitosan ilave edilen besi ortaminda bulunan O. stamineus bitkisine ait hiicre
siispansiyonunun fenolik bilesen igeriginde ve antioksidan aktivitesinde artiglar
goriildiigii  bildirilmistir. Yine aym1 ¢alismada ana bitki materyalinin, in vitro
bitkiciklerin, elisitor uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin fenolik bilesen igerikleri
ile antioksidan aktiviteleri karsilastirmali olarak degerlendirilmis olup, elisitasyon
stirecinden gecen hiicrelerin digerlerine kiyasla olduk¢a olumlu sonuglar verdigi rapor
edilmistir.

Bekheet vd. (2014), karaciger hastaliklarina 1yi geldigi bilinen enginar ve deve

dikeni bitkilerinin kallus kiiltiirlerine yonelik bir ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Kallus elde
etmek amaciyla yaprak eksplantlarindan yararlanan arastirmacilar, besi ortamlarina
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farkli dozlarda (1, 2, 3 ve 4 mg L'l) ekledikleri pikloram maddesinin yani sira yine
farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 75 ve 100 uM) ekledikleri salisilik asit ve jasmonik
asidin kallus gelisimi iizerinde etkilerini degerlendirmislerdir. Calismadan elde edilen
bulgulara gére, kiltiir ortamlarina 3 mg L™ pikloram, 75 pM salisilik asit ve 50 uM
jasmonik asit eklenmesi her iki bitki tiiriinden elde edilen kalluslarin biiylime degerleri
icin ideal bulunmustur. Arastirmacilar ayrica antioksidan aktivitesi bakimindan
enginarin deve dikenine kiyasla daha giiclii potansiyele sahip oldugunu da
belirtmislerdir.

Joshaghani vd. (2014), enginarda kallus kiiltiirlerini olusturmak amaciyla
yaptiklar1  ¢alismada, belirledikleri  bitki  biiyiime diizenleyicisinin  farkhi
konsantrasyonlarinin, birtakim besi ortamlarinin ve farkli eksplant tiplerinin kallus
eldesinde olas1 etkilerini degerlendirmeyi hedeflemislerdir. Ug farkl1 besi ortami (MS,
B5 ve SH) ile birlikte bu besi ortamlarina ilave ettikleri farkli konsantrasyonlardaki 2,4-
D (0, 0,5, 0,75, 1 mg L'l) bitki biiylime diizenleyicisinin etkisini degerlendirdikleri bu
calismada kok, yaprak ve petiol eksplantlari kullanilmigtir. Calismadan elde ettikleri
bulgulara dayanarak bitki biiylime diizenleyicisi eklenmeyen besi ortaminda kallus
gelisimi saptamadiklarini, 1 mg L™ 2,4-D ilave edilen kiiltiir ortaminda ise en iyi kallus
olusumunu goézlemlediklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte arastirmacilar, kallus
olusumunda hem kullanilan eksplant tipinin hem de besi ortaminin énemini vurgulamig
olup, yaprak eksplant1 ve B5 besi ortaminin digerlerine kiyasla daha iyi tepki verdigini
rapor etmislerdir.

Cetin ve Goktiirk Baydar (2014), li¢ farkli iiziim ¢esidi kullanarak yaptiklari
calismada, kallus hiicre silispansiyon kiiltlirlerinde farkli elisitorlerin etkilerini
aragtirmiglardir. Farkli dozlarda uyguladiklari kadmiyum siilfat, metil jasmonat ve
siikrozun  olast etkilerinin yan1 sira, floresan radyasyonunun etkisini de
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, fenolik bilesikler, antosiyanin ve flavanol icerikleri
bakimindan ¢esitler bazinda uygulanan elisitorler ile dozlar1 dikkate alindiginda 6nemli
farkliliklar tespit etmis olup, fenolik bilesiklerin iiretiminin arttirilmasina yonelik olarak
denedikleri elisitorlerin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Ahmed ve Baig (2014), ‘Babchi’ olarak da bilinen 6nemli bir tibbi bitki olan
Psoralea corylifolia L. bitkisinin yaprak eksplantlarini kullanarak kallus kiiltiirleri
olusturmaya yonelik bir ¢alisma yiiritmiislerdir. Calismada ¢esitli fungal ve maya
eksraktlar1 ile degisik konsantrasyonlarda hazirlanan kitosan kullanilarak psoralen
maddesinde meydana gelecek olan degisimler gozlemlenmistir. Arastirmacilar hiicre
kiiltiirlerini 16 giin boyunca siirdiirmiisler ve ¢alismanin sonucunda 16 saat 151k 8 saat
karanlik periyot altinda psoralen maddesinin sentezinde artis oldugu tespit etmislerdir.
Psoralen miktarindaki artist en fazla tetikleyen elisitor A. niger oldugunu belirten
aragtirmacilar, bu uygulama ile kontrole kiyasla 9 kat artis sagladiklarini rapor
etmiglerdir. Caligmada degerlendirilmeye alman diger elisitorlerin ilgili biyoaktif
maddenin birikimine etkisini de gézlemleyen arastirmacilar, bu elisitorlerin de kontrole
kiyasla 4 — 7 kat arasinda psoralen birikimini etkiledigini tespit etmislerdir.

Tanoori vd. (2015), enginar kallus kiiltiirlerinde metil jasmonat ve salisilik asit

kullaniminin farmakolojik 0©zelliklerine olas1 etkilerini gdzlemlemek amaciyla bir
calisma yiiriitmislerdir. Bu amagla in vitro kosullarda ¢imlendirdikleri tohumlardan
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gelisen bitkiciklerden aldiklar petiolleri eksplant olarak degerlendiren arastirmacilar, 2
mg L? BA ve 5 mg L™ NAA ilave edilen MS besi ortaminda kallus olusturmak
amaciyla kiltiire almislardir. Bu besi ortami kombinasyonunda gelistirilen kalluslarin
fenolik bilesen ve flavonoid igeriklerinin miktarca arttirmaya yonelik olarak metil
jasmonat ve salisilik asidin farkli konsantrasyonlarmmi (0, 25, 50, 100 ve 200 uM)
elisitor olarak denemislerdir. Calismadan elde ettikleri bulgular 1s1g1nda arastirmacilar,
salisilik asidin kullanilan farkli konsantrasyonlarmin enginar kallus ekstraklarinda en
yiiksek fenolik bilesen iceriginin ve antioksidan aktivitesinin elde edilmesini tegvik
ettigini ifade etmislerdir.

Hariprasath vd. (2015), Asteraceae familyasinda yer alan, ‘melek kanatlar1’
olarak da bilinen Senecio candicans DC endemik bitkisinin biyoaktif bilesenlerini ve
antioksidan kapasitesini, farkli metotlar kullanarak ortaya koymayr amaglamistir. Bu
bitkinin in vivo yapraklariin ve in vitro elde edilen kalluslarinin antioksidan aktiviteleri
degerlendirildiginde, in vivo yapraklarin daha gii¢lii antioksidan kapasitesine sahip
olmakla birlikte, antioksidan kapasiteleriyle biyoaktif bilesen igeriklerinin birbirine
benzer degerler gosterdigini belirtmislerdir.

Siva vd. (2015), dikkate deger bircok farmasotik ozellikler sergiledigi bilinen
Psoralea corylifolia L. tibbi bitkisinde elisitor kullaniminin psoralen iiretimindeki
etkilerini degerlendirdikleri bir ¢alisma yapmislardir. Elisitor olarak jasmonik asidin 5
farkli konsantrasyonunun (50, 100, 150, 200, 250 uM L'l) denemeye alindig1 bu
calismada, genel olarak yapraklarinda ve koklerindeki psoralen miktarinda artis
yasandigin1 gozlemlemislerdir. Psoralen birikimini arttirmasi bakimindan jasmonik
asidin uygun konsantrasyonu olarak ise 150 uM L™ belirlenmistir.

Perassolo vd. (2016), Rubiaceae familyasinda yer alan 2 tiirde hiicre
siispansiyon  kiltiirleri  yoluyla, degerli sekonder metabolitlerden biri olan
antrakinonlarin iiretimine yonelik calismislardir. Calismada 2 farkli elisitorii (metil
jasmonat ve siklodekstrin) farkli dozlarda kullanarak bunlarin sekonder metabolit
iretimindeki etkilesimlerini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar c¢aligmadan elde
ettikleri bulgulara dayanarak Rubiaceae familyasinda yer alan bu degerli bitkilerin
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde basar1 sagladiklarini, metil jasmonat ile siklodekstrinin
birlikte kullanilmasiyla da antrakinonlarin tiretiminde artis yarattiklarini bildirmislerdir.

Veraplakorn (2016), sagliga yararli birgok ozellige sahip sifali bir bitki olan
Lantana camara L. (aga¢ minesi) bitkisinin in vitro potansiyeline yonelik bir ¢aligma
yirtitmistiir. Calismada etkili bir siirglin gogaltimi, kok ve kallus olusumu ig¢in in vitro
teknikler kullanilmistir. Arastirmact MS besi ortamina ilave ettigi biiylime
diizenleyicilerden benziladeninin siirgiin olusumunda, yine MS besi ortamina eklenen
IBA’in in vitro kok olusumunda etkili oldugunu belirtirken, kallus olusumunda ise
farkl1 konsantrasyonlarda NAA ve BA kombinasyonunun daha etkin oldugunu
bildirmistir.

Manivannan vd. (2016), degerli sekonder metabolitlere sahip 6nemli bir bitki
olan Scrophularia kakudensis iizerine yaptiklar1 g¢alismada, bitkinin yapraklarini
baslangic materyali olarak kullanarak kallus hiicre kiiltiirlerini baglatmislardir. Temel
besi ortam1 olarak MS, bitki biiyiime diizenleyicileri olarak ise 3 mg L™ BAile 2 mg L™
2,4-D kullaniminin yani sira arastirmacilar, birtakim elisitérlerden (metil jasmonat,
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salisilik asit, sodyum nitroprusit) de yararlanmislardir. Calismanin sonucunda bu tibbi
bitki i¢in kallus siispansiyon kiiltiirii kullaniminin uygun oldugunu, yiiksek oranlarda
metil jasmonat kullanimiyla da antioksidan kapasitesinin arttirilabilecegi yoniinde goriis
bildirmislerdir.

Schmidt-Duran vd. (2016), tropikal dag bogiirtleninin in vitro kosullarda kallus
olusumu ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerine dair bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Degerli
biyoaktif bilesenleri igermesinden o6tiirli bir¢ok agidan insan sagligi i¢in oldukga yararl
oldugu bilinen bogiirtlenin yaprak pargalarindan kallus eldesi amaciyla 2,4-D’nin ¢esitli
konsantrasyonlar1 kiiltiir ortamina eklenmistir. Calismada kontrol besi ortami dahil 7
farkli konsantrasyon (0, 0,5, 1, 1,5 2, 2,5, 3 mg L'l) denenmis olup, bu
konsantrasyonlar arasinda 1,5 mg L™ 2,4-D en ideal bulunmustur. En biiylik kallusun
elde edildigi bu 2,4-D konsantrasyonu ile kallus kiiltiiriiniin ardindan hiicre slispansiyon
kiiltiirlerine gecen arastirmacilar, elde ettikleri bulgular1 farkli biyoteknolojik
yontemlere de adapte edilebilecegi kanisindadirlar.

Zaragoza-Martinez vd. (2016), sahip oldugu onemli biyoaktif bilesenlerden
otirti biyodizel tiretimi ve tip alaninda kullanim potansiyeline sahip olan Jatropha
curcas bitkisinde hiicre siispansiyon kiiltlirlerini baslatmislar ve elisitdr uygulamasi
yapmiglardir. Elisitor olarak jasmonik asidin farkli konsantrasyonlarini degerlendiren
aragtirmacilar, kiiltiir baslangicindan sonra 12. giinde en iyi biyokiitle birikimini elde
ettiklerini, 7. giinde kiiltiir ortamina ekledikleri 200 uM jasmonik asidin ise triterpen
birikimini tegvik ettigini bildirmislerdir. Bununla birlikte calismada degerlendirmeye
aldiklar1 ¢esitli biyoaktif bilesenlerin (betulin, betulinik asit, lupeol) jasmonik asit
elisitasyonundan farkli siirelerde ve farkli konsantrasyonlarda etkilendiklerini ortaya
koymuslardir.

Salem vd. (2017), enginarin yapraklarini eksplant olarak kullandiklari ¢alismada
temel biyoaktif bilesenlerin analizini yaparak enginarin saghg iyilestirici 6zelliklerini
ortaya koymaya calismislardir. Farkli metotlar uygulayarak antioksidan ve
antiinflamatuar aktivitesini belirlemeye c¢alisan arastirmacilar, calismada denemeye
aldiklar1 tiim metotlarda enginar yapraklarinin yiiksek fenolik bilesen miktari, flavonoid
ve taninlere sahip olmakla birlikte kuvvetli antioksidan ozellikler gosterdigini
bildirmislerdir.

Enginar bitkisinin saglig: iyilestirici birtakim 6zellikler gostermesinin ardinda
yatan sebeplerden birinin sahip oldugu biyoaktif bilesenler oldugunu belirten Pandino
vd. (2017a), bu biyoaktif bilesenlerin eldesinde in vitro siispansiyon kiiltiirlerinin olast
etkilerini aragtirmislardir. Antosiyanin iireten ve iiretmeyen olarak iki farkli siispansiyon
kiiltiirli baglatan arastirmacilar, toplam polifenol miktari, toplam antosiyanin igerigi ve
antioksidan Ozelliklerini  belirlemeyi amaglamistir. Belirledikleri parametereleri
degerlendirmek amaciyla 25 giin kiiltiirleri devam ettirmisler ve 25. giinde kiiltiirleri
degerlendirdiklerinde en 1iyi polifenol birikiminin bu giinde oldugunu tespit etmislerdir.
Calismadan elde ettikleri bulgulara dayanarak, antosiyanin iireten hiicre
siispansiyonlarinda antosiyanin iiretmeyen hiicre siispansiyon kiiltiiriine ve kalluslara
kiyasla daha fazla biyoaktif bilesen birikimini saptadiklarini bildirmislerdir. Dolayisiyla
arastirmacilar, enginar hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin  endiistriyel  Olgekte
kullanilabilme potansiyelinin olduk¢a yiiksek oldugunu savunmaktadirlar.
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Anjum vd. (2017), keten bitkisinde Linum usitatissimum L. in vitro tekniklerin
yardimiyla farmakolojik acidan 6nemli biyoaktif bilesenlerin iiretiminin saglanmasini
arastirmislardir. Ozellikle bu bitkinin sahip oldugu degerli biyoaktif bilesenlerden olan
lignanlarin  {iretimini  arttirmayr  hedefleyen arastirmacilar, c¢alismada c¢esitli
konsantrasyonlarda (0,5 — 5 mg L) bitki biiyiime diizenleyicilerinin (NAA, TDZ, BA)
keten kallus kiiltiiriinde etkilerini degerlendirmislerdir. Dogal ortamindan topladiklar
keten tohumlar1 in vitro kosullarda sterilizasyonu sagladiktan sonra g¢imlendirilmis,
ardindan bu bitkiciklerden alinan gdévde ve yapraklar eksplant olarak kullanilmistir.
Govde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin antioksidan aktiviteleri,
biyokiitle birikimleri, fenolik bilesenler ve flavonoidlerin tiretimi karsilagtirmali olarak
degerlendirildiginde, yapraklardan elde edilen kalluslarda biyokiitle ve antioksidan
aktiviteleri daha tstlin bulunurken, gévdeden elde edilen kalluslarda ise fenolikler ve
flavonoidler daha iistiin bulunmustur. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin keten bitkisi
kalluslarindan lignanlarin tiretimindeki etkinlikleri degerlendirilmeye alindiginda ise her
iki eksplant i¢in de 1 mg L™ konsantrasyonunda kullanilan NAA digerlerine nazaran
daha etkili bulunmustur.

El-Bahr vd. (2018), enginar bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada, enginarin kallus
kiiltiirlerini olusturmuslar ve ardindan farkli konsantrasyonlarda elisitor olarak etefon
kullanmiglardir. Arastirmacilar, olusturduklar1 kallus kiiltiirlerine 45, 90 ve 180 uL Lt
etefon eklemis ve bu elisitoriin etkilerini farkli zamanlarda (6, 9, 12, 15, 18 ve 21 giin)
hasat ettikleri hiicrelerin analizini yaparak gézlemlemislerdir. Elisitorle muamele edilen
kalluslarin biiyiimeleri incelendiginde genel anlamda artig goriilmiistiir. Bununla birlikte
kallus agirlign bakimindan degerlendirildiginde, elisitér konsantrasyonunun artisiyla
kallus agirhiginda azalma tespit etmislerdir. Calismadan elde ettikleri diger bulgulara
bakildiginda, en yiiksek fenolik bilesen miktar ile en kuvvetli antioksidan ve antiviral
ozelliklerin  goriildiigli elisitor konsantrasyonu ve siliresinin farkli  oldugunu
saptamislardir. Buna gore 90 uL L™ konsantrasyonunda kullanilan etefonun oldugu
kiiltiirler 12. giinde hasat edildiginde en yiiksek fenolik bilesen oranini verirken, 180 pLL
L? etefon ile muamele edilen kiltirler 15. glinde hasat edildiginde en kuvvetli
antioksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir. Bunun yani sira en iyi antiviral 6zellikleri
gosteren kiiltiirler, 45 ve 90 pL L™ etefon ile muamele edilenler olmustur. Enginarin
onemli biyoaktif bilesenlerinden biri olan sinarin igerigini de degerlendiren
arastirmacilar, elisitor ile muamele gormemis kiiltiirlerde 12. giine kadar bu degerli
biyoaktif bileseni tespit ederlerken, etefon ilave edilen kiiltiirlerde ise calismada
degerlendirmeye alinan son giine kadar (21. giin) sinarine rastladiklarini bildirmislerdir.

Lattanzio vd. (2018), enginarda kallus ve hiicre kiiltiirii tekniklerini ¢aligmis
olup, bu kiiltiirlerdeki sekonder metabolitlerin ve prolinin durumunu arastirmistir. Bu
amacla kiiltiir ortamlarinda besinsel stres yaratan arastirmacilar, hem sekonder
metabolitler hem de prolin birikiminin bu durumdan olumsuz etkilendigini bildirmistir.

Fadda vd. (2018), Asteraceae familyasinin oldukga degerli bir liyesi olan enginar
bitkisinde yaptiklar1 bu c¢alismada, farkli giin uzunluklarinin (15 ve 17 saat) enginarin
sahip oldugu birtakim biyoaktif bilesen miktarlarinda degisim saglayip saglamadigini
belirlemeyi amaclamislardir. Bitkinin yenilen kisimlarindan elde edilen uygulama
verilerine gore, gilin siirelerinin uzamasiyla i¢ braketlerdeki fenolik bilesenlerin
miktarlarinda azalma saptanmis olup, reseptakldaki degisimler ¢ok ciddi olmadigi igin
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fazla dikkate alinmamuistir. Benzer sonuglar flavonoidler ve antioksidanlar i¢in de
bulunmustur. Arastirmacilar normal giin uzunlugu sartlarinin, uzatilmis giin
uzunluklarma kiyasla daha uygun oldugu sonucuna vardiklarini bildirmislerdir.

Farhan vd. (2018), enginar yapraklarinda ve kalluslarinda bulunan biyoaktif
bilesenlerine iliskin yaptiklar1 calismada, yaprak eksplantlarini ¢imlenen enginar
tohumlarindan temin etmislerdir. Kallus olusumu i¢in farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerinin (NAA, BA) farkli konsantrasyonlar1 eklenmistir. Calismada sekonder
metabolitlerin belirlenmesine iliskin yapilan analizler HPLC ile yiiritilmiistiir. MS
temel besi ortamna eklenen 5 mg L™ NAA + 2 mg L™ BA kombinasyonunda kiiltiire
alman yaprak eksplantlarinda kalluslarin elde edildigi, 3 mg L NAA + 1 mg L BA
kombinasyonunda da kallus elde edilebildigini ve bu kalluslarin kirilgan yapida
oldugunu rapor etmislerdirr HPLC analizi sonucunda arastirmacilar, yaprak
ekstraktlarindan ve kallus ekstraktlarindan farkli miktarlarda farkli sekonder
metabolitlerin baskin ¢iktigini ifade etmislerdir.

Ferri vd. (2018), biber bitkisinin 6nemli biyoaktif bilesenlerinin {iretimini
saglamak amaciyla in vitro tekniklerden yararlanarak ¢alisma yiriitmiislerdir. Hiicre
stispansiyon kiiltiiri teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada kapsaisinoidlerin ve fenolik
bilesiklerin etkin bir sekilde iiretimi amaciyla cesitli yontemler denenmis olup, bu
yontemler arasinda elisitorler, dnciiller ve ara tirlinler kullanilmasi gelmektedir. Elisitor
olarak metil jasmonat ve kitosan, ara iirlin olarak ise vanilin, fenilalanin ve valin tercih
edilmistir. Basta kapsaisinoid olmak iizere fenolik bilesenler, flavonoid miktar1 ve
antioksidan kapasitesindeki degisimlerin ortaya koyulmasinin hedeflendigi bu
calismadan elde edilen veriler gostermistir ki, 10 uM metil jasmonat ile birlikte 100 uM
fenilalanin ve 100 uM valin kombinasyonunda en yiiksek seviyede kapsaisinoid elde
edilmistir.

Aghdasi vd. (2018), deniz {iziimii ya da efedra olarak da bilinen Ephedra major
Host bitkisinde etkili bir kallus protokolii olusturduktan sonra tibbi ag¢idan Onemli
etkilere sahip bir alkaloit olan efedrin sentezinin arttirilmasina yonelik bir ¢aligma
yiiriitmislerdir. Caligmada efedrin iiretiminde MS ve B5 temel besi ortamlari arasindaki
olas1 farklarin ortaya koyulmasi ile birlikte farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin (2,4-
D, kinetin ve NAA) efedrin tretimi iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir. Bitki bliylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinin denendigi
bu c¢alismada arastirmacilar ¢alistiklar1 bitkide kallus iiretiminin baslatilmasi igin en
etkili besi ortami kombinasyonunun MS + 1 ya da 2 mg L™ NAA + 0,5 mg L™ kinetin
oldugunu ifade ederlerken, B5 + 2 mg L* 24-D + 05 mg L™ kinetin
kombinasyonundan ise %100 kallus olusumu elde ettiklerini bildirmislerdir. Calismadan
elde ettikleri veriler 1513inda MS ile BS5 temel besi ortamlar1 arasinda kallus olusumu
bakimindan belirgin farkliliklar tespit edemediklerini rapor eden arastirmacilar, efedrin
iretimi i¢in en ideal bitki biiylime diizenleyicisi ve oraninin 0,5 mg L' 2,4-D oldugu
kanisina varmisglardir.

Khan vd. (2018), Fagonia indica sifali bitkisinde yaptiklari ¢aligmada, hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde elisitdr kullanimi ile bitki biiylime diizenleyicileri ve 15181n
hiicre biiytimesiyle birlikte biyoaktif bilesenlerindeki  potansiyel etkilerini
aragtirmiglardir. Bu amagla ¢alismada farkli biiylime diizenleyicilerinin (BA, IBA, 2.,4-
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D, TDZ) farkli konsantrasyonlarinm (0,5, 1, 1,5 mg L'l) kullanan arastirmacilar, elisitor
olarak ise metil jasmonat ve fenil asetik asidin etkilerini degerlendirmislerdir. Bunun
yani sira 15181n da etkisini gozlemleyen aragtirmacilar, kiiltiirleri 3 farkli 151k rejimine
(devaml1 151k kosullarinda, fotoperiyot kosullarinda, devamli karanlik kosullarda) maruz
birakmiglardir. Calismadan elde edilen bulgulara bakildiginda, kat1 besi ortaminda tiim
151k rejimleri altinda tutulan kiiltlirlerde biyokiitle birikimi bakimindan ¢alismada
kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin elisitorlerden daha etkili sonuglar verdigini
sOylemek miimkiindiir. Stvi1 kiiltlirlerin bulgular1 degerlendirildiginde ise, dikkate deger
bir biyokiitle artis1 olmadig1 goriilmiistiir. Elisitor uygulamasiin etkileri ise biyoaktif
bilesen igeriklerinin degerlendirilmesiyle ortaya ¢ikmis olup, siirekli karanlik kosullar
altindaki hiicrelere uygulanan 0,5 mg L metil jasmonatin biyoaktif bilesen icerigini ve
antioksidan 6zelliklerini maksimum seviyeye getirdigi tespit edilmistir.

Ahmadi-Sakha vd. (2018), endemik bir bitki tiirii olan Scrophularia striata
Boiss. bitkisinde hiicre siispansiyon kiiltiirii tekniginden yararlanarak biyoaktif
bilesenlerinin durumunu arastirmislardir. Bu amacla arastirmacilar hiicre siispansiyon
kiiltiirlerini hem erlenmayerleri hem de biyoreaktorleri kullanarak baglatmiglardir.
Biyoaktif bilesenlerin miktarlarim1 HPLC yoluyla analiz etmislerdir. Arastirmacilarin
calismadan elde ettikleri bulgulara gore biyoaktif bilesenlerin miktar1 biyoreaktorlerde
daha fazla ¢ikmistir. Biyoaktif bilesenlerin kiiltiirlerde birikme oranlar1 da birbirlerinden
farklilik gdstermis, bazilar1 sadece biyoreaktdr sisteminde birikirken bazilari her iki
sistemde de birikme gostermistir. Bununla birlikte kiiltiirlerden elde edilen biyoaktif
bilesenlerin miktarlar1 ile biiylime periyotlar1 arasinda da olumlu bir iliski oldugu
bildirilmistir.

Jiao vd. (2018), ¢ivit otu olarak bilinen Isatis tinctoria L. bitkisinde sagak kok
kiiltiirli teknigini kullanarak bir caligma yiiriitmiislerdir. Aragtirmacilar bu bitkinin sahip
oldugu biyoaktif bilesenlerin tiretimini arttirmay1 hedeflemisler ve bu amagla kitosan ile
elisitasyon yonteminden yararlanmislardir. Farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200
ve 400 mg L'l) stv1 kiiltiire ilave eden arastirmacilar, ideal kitosan uygulama siiresini
tespit etmek amaciyla farkli zamanlarda (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 60, 72 ve 96 saat)
hiicreleri toplamislardir. Buna gre en uygun konsantrasyonu 150 mg L™ ve en uygun
uygulama zamanini ise 36 saat olarak belirlemislerdir. Belirtilen konsantrasyon ve
stirede toplanan hiicrelerin biyoaktif bilesenlerinin elisitasyon uygulanmayan hiicrelerin
sahip oldugundan daha fazla oldugunu saptamislardir.

El-Mekkawy vd. (2018), tibbi bitki olarak degerlendirilen Ecballium elaterium
bitkisinden in vitro kosullarda elde edilen kalluslarda bulunan kukurbitasinlerin tiretimi
tizerine bitki biiylime diizenleyicileriyle birlikte elisitor kullaniminin  etkisini
arastirmiglardir. Kallus kiiltiirlerini  olusturduktan sonra siispansiyon kiiltiirlerini
baslatan arastirmacilar, farkli abiyotik ve biyotik elisitorleri (kitosan, asetik asit, sitrik
asit, salisilik asit ve mannitol) farkli konsantrasyonlarda siispansiyon Kkiiltiiriine ilave
etmisler, farkli siirelerdeki etkilerini degerlendirmislerdir. Calismadan elde ettikleri
bulgulara gore, 1 g L kitosanin bulundugu sivi kiiltiirde kukurbitasin E, %20
mannitoliin bulundugu siv1 kiiltiirde ise kukurbitasin I en yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmustur.

Pourjabar vd. (2018), Asteraceae familyasinin 6nemli bir {iyesi olan, deve dikeni
olarak bilinen Silybum marianum L. bitkisinde hiicre siispansiyon kiltiirii teknigini
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kullanarak bir ¢alisma yiiritmiiglerdir. Arastirmacilarin ¢alismadaki asil hedefi, saglk
acisindan birtakim Onemli Ozellikler sergileyen silimarin maddesinin birikiminin
saglanmast olmustur. Bu amagla 100 uM metil jasmonat ve %0,1 maya ekstrakti hiicre
kiiltiirlerine ilave edilmis, 48 saat sonra hiicreler kiiltiirlerden alinarak uygulanan
elisitorlerin etkileri degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore,
uygulanan elisitor konsantrasyonlari1 ve siiresi silimarin birikiminde oldukga fazla artis
saglamistir.

Ali vd. (2018), Zingiber officinale Rosc. olarak da bilinen zencefilde, hem kallus
kiiltiirleri olusturmus ve bu Kkiiltiirleri birtakim elisitérlerle muamele ettikten sonra
biyoaktif bilesenlerinin ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesini hedeflemisler hem de
rizomlarinin sahip oldugu biyoktif bilesenleri belirleyerek karsilastirmali olarak
degerlendirmeye almislardir.  Ekstraksiyonlar1 yapilan rizomlar ve kalluslar
karsilagtirildiginda, kalluslarin oldukga diisiik antioksidan aktivite gosterdigini tespit
etmiglerdir. Elde edilen kalluslar1 farkli konsantrasyonlarda maya ekstrakti ve salisilik
asit gibi birtakim elisitorlerle bulusturduklarinda ise daha yiiksek fenolik bilesen icerigi
ve daha gili¢lii antioksidan aktivite performansi sergilediklerini ifade etmislerdir.
Ozellikle 100 mg L maya ekstrakti ya da 50 mg L™ salisilik asit uygulanan
kiiltiirlerden elde edilen kalluslarin sekonder metabolitler bakimindan performanslar
degerlendirildiginde, endiistriyel 6l¢ekte bu bitkinin kullanim sansinin daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir.

Liu vd. (2018), gardenya bitkisinde yaptiklari ¢alismada hiicre siispansiyon
kiiltiirti tekniginden yararlanarak elisitor uygulamasiyla klorogenik asit ve tiirevlerinin
miktarlarinda artis saglamay1 amacglamiglardir. Calismada elisitér olarak metil jasmonat
ve salisilik asit farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 200, 400 uM metil jasmonat; 10, 25,
50, 100 uM salisilik asit) kallus ortamlarina eklenmistir. Kiiltiir ortamlarina eklenen
elisitorlerin optimum etkinlik siirelerinin tespiti i¢in elisitor uygulanan kiltiirler 1, 2 ve
3 giin sonra hasat edilerek analizleri yapilmistir. Calismadan elde ettikleri verilere gore
arastirmacilar, elisitorleri kiyasladiklarinda metil jasmonatin daha istiin oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte uygulama dozlar1 bakimindan degerlendirdiklerinde
200 uM metil jasmonatin ideal oldugu, bu uygulama dozunun kullanildig: kiiltiirlerden
alman orneklerde yiliksek miktarlarda klorogenik asit ve tiirevlerinin elde edilmesinin
yani sira yiiksek antioksidan kapasitesinin de sergilendigi ifade edilmistir.

Mendoza vd. (2018), siis bitkisi olarak bilinen Thevetia peruviana bitkisinde
hiicre siispansiyon kiiltiirlerini baglatarak bu bitkinin sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin
elisitor uygulamalariyla arttirilmasina yonelik c¢alismislardir. Elisitor olarak metil
jasmonat ve salisilik asit kullanan arastirmacilar, bu iki elisitoriin hem bireysel hem de
kombinasyonlarinin etkilerini degerlendirmislerdir. Calismada, farkli
konsantrasyonlarda (metil jasmonat 0, 1, 3, 5 uM; salisilik asit ise 0, 100, 300, 600 uM)
kullanilan elisitorler icin optimum elisitdr konsantrasyonlarinin belirlenmesinin yani
sira kiiltiire ilave edilen elisitorlerle muamele edilen hiicreler i¢in en uygun uygulama
siirelerinin (24 saat ve 96 saat) tespit edilmesi de amaclanmistir. Calismadan elde
ettikleri verilere dayanarak arastirmacilar en yiiksek fenolik bilesen ve flavonoid igerigi
ile en giiclii antioksidan aktivitesini 3 uM metil jasmonat ilave edilen kiiltiirlerden elde
ettiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte 3 pM metil jasmonat ile 300 uM salisilik
asidin birlikte ilave edilmesi ya da 300 puM salisilik asidin kiiltiirlere tek bagina
eklenmesi ile de olumlu sonuglar alindig1 belirtilmistir.
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Reis vd. (2018) yapmus olduklar1 bir ¢alismada, izoflavonlarca zengin oldugu
bilinen cayir tiggiiliiniin hiicre kiiltiirlerinde igeriklerinin belirlenmesine yonelik bir
calisma yiirtitmiislerdir. Bu amagla hem in vitro olarak hem de iki farkli sezonda yabani
olarak topladiklar1 bitki materyallerini kullanmiglardir. MS besi ortamlarini
kullandiklar1 ¢alismalarinda bitki biiylime diizenleyicilerinden NAA ve Kinetini
uyguladiklar1 besi ortam kombinasyonlarinda en yiiksek oranda kirillgan kallus elde
ettiklerini belirten arastirmacilar, bu kalluslarin analizlerini kiiltiirin 60. giinlinden sonra
yapmiglardir.  Analizler igin ultra performans sivi kromatografisini (UPLC)
kullanmisglardir. Calismanin sonucunda elde ettikleri sonuglara dayanarak arastirmacilar,
elisitor kullanilmamasina ragmen in vitro bitkilerden elde ettikleri igeriklerin yabani
bitkilerden daha yiiksek ya da esit oldugunu, bu nedenle ticari amagla kullanima
uygunlugunu ortaya koymuslardir.

Abbas vd. (2018), Afrika ke¢iboynuzu olarak bilinen Parkia biglobosa (Jacq.)
tohumlarinin ¢imlenme ve fide olusumunu arttirmaya yonelik olarak en iyi ekim 6ncesi
uygulamanin belirlenmesi, ardindan kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilarak
uzun soluklu devam ettirilmesine yonelik bir ¢aligma yiiriitmiiglerdir. En iyi kallus
olusumu igin MS + 1 mg L™ 2,4- D’nin ideal oldugunu, ayrica MS ortamma 50 mg L™
sitrik  asit eklenmesinin kalluslarin  kararmalarin1  azaltmada etkili oldugunu
bildirmislerdir. 18 giin boyunca devam ettirdikleri kiiltiir siiresinin 9. giiniinde
maksimum yasama oranina sahip olduklarini ancak 12. giinde her bir mL’de yasayan
hiicrelerin konsantrasyonlariin en yiiksek seviyeye ulagtigini, kiiltiir stiresinin sonunda
ise oldukga diistiigiinii belirtmislerdir.

Mejia-Espejel vd. (2018), Asteraceae familyasindaki ¢ok yillik bir ¢ali olarak
bilinen Stevia rebaudiana Bertoni’de bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Son yillarda oldukga
artan bir ilgiye sahip olan bu bitki steviosidler olarak bilinen glikositlere sahip olup,
arastirmacilar biyoteknolojik yontemlerle bu bilesiklerin arttirilmasina yonelik bir
calisma yiritmislerdir. Calismadaki amag, S. rebaudiana’nin kalluslarinda bulunan
steviosidlerin sentezinde elisitorlerin etkisini belirlemektir. Salisilik asit, metil jasmonat,
151¢a maruz birakma, inkiibasyon sicakligi, antioksidanlar ve biiyiime diizenleyicilerin
stevia kalluslarindan elde edilecek olan steviosidlerin {iretimi iizerine etkilerini
belirlemeyi amaglayan arastirmacilarin hipotezleri, bu elisitdrlerden en az bir tanesinin
istenilen bilesigi arttiracagi yoniindedir. Arastirmacilar yaprak eksplantlarini kiiltiire
alarak kallus elde etmeye ¢alismislardir. Besi ortamina ilave ettikleri 10 ve 100 uM
oranlarinda salisilik asit ve metil jasmonat, 200 mg L sitrik asit, 100 mg L™ askorbik
asit ile 1,5 mg Lt 2,4-D ve 1,5 mg L BAP igeren besi ortamlarini kullanmislardir.
Calismada kimizi, mavi ya da beyaz 151k altinda, 25 ya da 28 °C’de kalluslar elde
edilmistir. Calismadan elde ettikleri sonuglar degerlendirildiginde 28 °C ya da 100 uM
salisilik asit ile birlikte kullanilan ortamlarda kiiltiire alinan kalluslarda, sera
kosullarinda yetistirilen bitkilerin yapraklarindakine nazaran 9,8 kat daha fazla steviosid
tiretimi gerceklestigini bildirmiglerdir. Bununla birlikte ¢aligmada uygulanan 10 uM
salisilik asit konsantrasyonunun rebaudiosid A {iretimini oldukca arttirdigi goriilmiistiir.
Ayrica, yine ¢alismada denemeye alinan uygulamalardan 100 uM salisilik asit ve 28 °C
ile kombinasyonu ile birlikte antioksidanlarla ve biiyiime diizenleyicilerin birlikte
kullanim1 sonucunda steviol birikimi de goriilmiistiir. Arastirmacilar, elde ettikleri
bulgulara dayanarak salisilik asit, disaridan uygulanan belirli antioksidanlar, bitki
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biliylime diizenleyicileri ile sicaklik uygulamalarinin bu bitkideki mevcut steviosidlerin
birikimini tesvik edebilecegini bildirmislerdir.

Sarmadi vd. (2018) porsuk agaci olarak bilinen Taxus baccata’nin kallus
kiiltiirlerinde elisitor kullanarak taksan iiretimini degerlendirmislerdir. Elisitér olarak
salisilik asit ve gesitli glikoz seviyelerini kullanan arastirmacilar, ayrica bu elisitorlerin
bliylime ve biyokimyasal Ozellikler iizerine olan etkilerini de aragtirmislardir.
Arastirmacilar ¢aligmada once 5 pM salisilik asit ile 6n islem uygulamis, ardindan ii¢
aylik kalluslar1, % 0, 0,5, 1, 2 ve 3 oranlarinda glikoz i¢ceren B5 ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Bu uygulamalardan elde ettikleri bulgular1 sadece glikoz eklenmis BS5
ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslar ile karsilastirmislardir. Calismada kiiltiirtin 21.
giiniinde kalluslardaki degisimleri degerlendirmeye almislardir. Bunun sonucunda
yiiksek glikoz konsantrasyonlu besi ortamlarinda, kallus taze agirligi (g), kuru agirlig
(g) ve hiicre canliliginda (%) O©nemli derecede diisiis oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar bu diisiisiin sebebi olarak, glikoz uygulamasiyla birlikte hidrojen peroksit
(H202) ve malondialdehit (MDA) igeriginde artis oldugunu ve yine bu uygulamayla
birlikte oksidatif strese maruz kaldigini rapor etmislerdir. Daha diisiik H,O; igerigi ve
oksidatif stresi, salisilik asit uygulanan orneklerdeki artan antioksidan enzim aktivitesi
ile iligskilendiren arastirmacilar, bu durumun daha az membran zararlanmasi ve kontrolle
karsilastirildiginda glikoz uygulamasi altinda gelisen biiylime ve hiicre canliliginin
sonucu olarak gormektedirler. Calismada glikoz uygulamasiyla birlikte salisilik asit 6n
uygulamasi fenilalanin ammonialiaz (PAL) ve polifenol oksidaz (PPO) aktivitelerini
azaltmakta, dolasiyla fenolik bilesiklerin {iretimi ve oksidasyonu azaltilmaktadir.
Fenolik bilesiklerdeki ve oksidasyondaki azalma ise yiiksek canlilik oran1 ve dokularda
daha az kararma ile iliskilendirilmektedir. Calismadan elde edilen bulgulara
bakildiginda salisilik asit 6n uygulamasi ile birlikte uygulanan %2 konsantrasyonundaki
glikozun, kalluslarda taksol ve toplam taksan iiretiminin arttirilmasina yonelik 6nemli
uygulamalar olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Ghimire vd. (2019), Asteraceae familyasinin énemli bir iiyesi olan Aster scaber
Thunb bitkisinin sagak kok kiiltiirii yontemini kullanarak biyokiitlesinde ve fenolik
bilesenlerinde artig saglamay1 hedeflemislerdir. Bu amagcla ¢alismalarinda elisitor olarak
farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat (50, 100, 200 uM) ve maya ekstrakt1 (50, 100,
200 mg L) kullanmislardir. Biyokiitledeki artis bakimindan 100 mg L maya
ekstraktinin etkili oldugunu belirten arastirmacilar, 100 uM metil jasmonat ve 100 mg
L™ maya ekstrakti kullanimiyla toplam fenolik bilesikler ve flavonidlerin miktarlarinda
artts oldugunu bildirmislerdir. Elisitor uygulamalar1 sonucunda fenolik bilesiklerde
goriilen artig, bitkinin sahip oldugu diger anti-aktivitelerinde de (antimikrobiyal,
antikanser, antioksidan gibi) artis saglamistir. Arastirmacilar ayrica, maya ekstraktina
nazaran metil jasmonatin A. scaber bitkisinin fenolik bilesiklerinin -elisitasyonu
amactyla kullaniminin daha etkili oldugunu da rapor etmislerdir.

Roy ve Bharadvaja (2019), Plumbago zeylanica L. bitkisinde mevcut olan,
birtakim Onemli biyolojik aktivite oOzellikleri (antikanser, antibakteriyel ve
antiinflamatuar) sergileyen plumbagin maddesinin iiretimini arttirmayr amaglamislardir.
Bitkinin koklerinde bulunan bu maddenin iiretimi i¢in Oncelikle kok siispansiyon
kiiltiirlerini baglatmiglardir. Ardindan bu maddenin iiretimini arttirmak amaciyla biyotik
ve abiyotik elisitorlerden yararlanan arastirmacilar farkli konsantrasyonlarda
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uyguladiklar1 bu elisitorlerin etkinliklerini degerlendirmislerdir. Buna gore abiyotik
elisitorlerden maya ekstraktim 150 mg L™ konsantrasyonunda kullandiklarinda, ilgili
maddenin miktarinda 3 kat artis sagladiklarini bildirmislerdir.

Alsoufi vd. (2019), Calendula officinalis’te yaptiklar1 ¢aligmada, in vitro sagak
kok kiiltiirti teknigini kullanarak jasmonik asit ve kitosanin bu bitkinin sahip oldugu
triterpenoidlerin iiretimini ve birikimini nasil etkiledigini ortaya koymaya ¢aligsmislardir.
Aragtirmacilar yaptiklar1 bu calismada, jasmonik asidin oldukca etkili oldugunu
bildirmislerdir. Jasmonik asit sacak kok dokularinda mevcut olan oleanolik asit
saponinleri gibi bazi sekonder bilesiklerin birikimini arttirdigi gibi (20 Kkat)
salgilanmasii da tesvik ettigini (113 kat) bildiren aragtirmacilar, 6te yandan sterol
biyosentezinin ve birikiminin yaklasik %60 oraninda jasmonik asit tarafindan
engellendigini de rapor etmislerdir. Kitosan etkisinin ise jasmonik asidinkine gore daha
az oldugunu, ancak hem oleanolik asit saponinlerinin hem de sterollerin birikimini
tegvik ettigini bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak, calismada uyguladiklar1 iki biyotik
elisitorlin bu bitkinin metabolizmasi tizerindeki olas1 etkilerinin birbirinden farklilik
gosterdigini ortaya koymuslardir.

Kazmi vd. (2019), Asteraceae familyasinin 6nemli bir iiyesi olan ve dogal
tatlandirict bitki olarak kullanilan Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin in vitro adventif
kok olusumunu ve sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin iiretimini amaglamislardir.
Arastirmacilar, farkl elisitorlerin (metil jasmonat, fenil asetik asit, melatonin), farkl
uygulama dozlariin (0,5 mg LY 1 mgL? 2mg L™ ve farkh uygulama periyotlarinin
(15, 30 ve 45 dakika) etkilerini degerlendirmislerdir. Her bir elisitoriin etkisini ayr1 ayri
degerlendirdiklerinde elde ettikleri bulgular; 0,5 mg L™ metil jasmonata 45 dakika, 1
mg L™ fenil asetik aside 15 dakika ve 2 mg L™ melatonine 15 dakika siirelerle daldirilan
eksplantlarda en yiiksek adventif kok eldesi seklinde olmustur. Ayrica, calismada
uygulanan elisitorler kiyaslandiginda metil jasmonatin, bu bitkinin biyoaktif bilesen
miktarlarinda daha fazla artis sagladig bildirilmistir.

Krishnan vd. (2019), Apiaceae familyasinda yer alan ve igerdigi cesitli biyoaktif
bilesenlerden otiirii sifali bitki olarak degerlendirilen Centella asiatica bitkisinde
stirgiin, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerine yonelik bir calisma yapmuslardir.
Calismada farklt konsantrasyonlarda kullanilan metil jasmonatin elisitér olarak
kullanilma potansiyelini degerlendirmislerdir. Baslatilan farkli kiiltiirlerde farklh
seviyelerde tepkiler alindigin1 belirten arastirmacilar, ilgili biyoaktif bilesen miktarinda
kallus, siirgiin ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde elisitasyona maruz birakilmayan
kiltlirlere kiyasla sirasiyla 69 kat, 39 kat ve 1,9 kat artis sagladiklarini rapor etmislerdir.
Bu nedenle metil jasmonatin olduk¢a 6nemli bir elisitér oldugu kanisindadirlar.

Faizal ve Sari (2019), Endonezya’ya 0zgii sifali bir bitki olan Talinum
paniculatum Gaertn. bitkisinde bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Caligmada, bitkinin adventif
koklerini kullanarak in vitro kiiltiirler olusturmuslardir. Bu degerli bitkinin koklerinde
mevcut olan saponin maddesinin {iretiminin arttirilmasini hedefleyen aragtirmacilar, bu
amagla in vitro kiiltiirlere farkli konsantrasyonlarda elisitér olarak metil jasmonat ve
salisilik asit (0, 0,05, 0,1, ve 0,2 uM) eklemislerdir. Adventif kokler, uygulamanin 5.,
10. ve 15. giinlerinde elisitorlerle muamele edilen kiiltiirlerden toplanmis ve saponin
miktarlarindaki degisikliklerin tespiti amaciyla analiz edilmistir. Calismanin sonucunda
arastirmacilar, elisitor uygulamasinin kok gelisiminde olumsuz etkilerini gézlemlerken,
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saponin miktarinda artis sagladigini saptamislardir. Buna gore, iki elisitor arasinda
etkileri bakimindan ¢ok fazla farklilik olmamakla birlikte, her iki elisitor de 0,2 uM
konsantrasyonunda uygulanip, uygulamanin 15. giiniinde koklerin durumu
degerlendirildiginde saponin miktarlarinda 1,5 kat (metil jasmonat) ve 1,3 kat (salisilik
asit) artig gorildiigii bildirilmistir.

Acikgdz vd. (2019), Asteraceae familyasinda yer alan sifali bitki olarak deger
goren Tirkiye’ye 6zgli endemik bir tiir olan Achillea gypsicola bitkisinde in vitro
siispansiyon kiiltiirii teknigini kullanarak bir ¢alisma yapmislardir. Calismada elisitor
kullaniminin bu degerli bitkinin sahip oldugu biyoaktif bilesenlerinin miktarlar1 tizerine
olast etkileri arastinlmigtir. Kiiltiir ortamlarma 0, 10, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda ilave edilen elisitorler (metil jasmonat ve salisilik asit) etkinlikleri
bakimindan degerlendirildiklerinde, dozlar arttik¢a biyoaktif bilesenlerin birikiminde
de artis sagladiklar1 goriilmiistiir.

2.6. Sekonder Metabolitlere Yonelik Calismalar

Bitkiler, primer ve sekonder metabolitler olarak tanimlanan organik bilesikleri
biiyiik dl¢lide sentezlemektedirler. Primer metabolitler bitkilerin yagamsal dongiilerinde
gerceklesen fotosentez, solunum, bilylime ve gelisme gibi birtakim énemli olaylarda rol
oynarlar. Sekonder metabolitler ise bitkilerin temel yasamsal olaylarinda olmazsa
olmazlardan degillerdir fakat ‘yasam kalitesinin arttirilmasi’ bakimindan gerekli olarak
goriilmektedirler. Bu organik molekiiller, birtakim mikroorganizmalar ve herbivorlarin
saldirilar1 karsisinda bitkilerin kendilerini savunmalarin1  saglamalarina yardimci
olurlarken, cesitli stres kosullarina direng gostermelerinde de etkilidirler. Bununla
birlikte, beslenme diizeninin  sekonder  metabolitlerce  zengin  besinlerle
zenginlestirilmesiyle diyabet, kanser, kalp hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin riskini
azaltilmasinin yani sira yasam kalitesinde de artig sagladigi rapor edilmistir (Pandino
vd. 2011a).

Hayvanlarin ¢ogu ¢evreden gelen birtakim predator saldirisi ile karsilagtiklarinda
fiziksel olarak ka¢gma ya da ugma gibi tepkilerle saldiriya karsilik verebilmekte ya da
bagisiklik sistemleri buna katki saglamaktadir. Bitkilerde ise hayvanlarinkine benzer bir
kacts durumu goriilmese de, yaralandiklarinda ya da hastalandiklarinda kendi
parcalarin1 degistirebilme, rejenerasyon yetenegi sergilemektedirler. Bununla birlikte
baz1 bitkilerin gelistirdikleri dikenler, genellikle zehirli kimyasallar1 barindiran salgi
bezleri ve tliyler, odunsu ¢ok yillik bitkilerde goriilen sert kabuk olusumu gibi bazi
mekanik ve morfolojik koruma 6zellikleri kendilerini savunmaya ¢aligtiklarini gosteren
ozelliklerdir (Wink 2009). Daha onceleri ise yaramaz artik iirlinler olarak tanimlanan
sekonder metabolitler, O6zellikle son yillarda bitkilerin kendilerini bakterilere,
funguslara, herbivorlara ve viriislere karsi savunmalarinda olduk¢a ©nemli roller
iistlenen {iriinler olarak kabul gérmektedir (Wink 2009).

Bununla birlikte bu degerli bilesiklerin bazilar1 tozlanma ve dollenmeye
yardimci olacak sekilde ve bitki tohumlarinin yayilmasini saglamak amaciyla sinyal
molekiilleri olarak gorev almaktadir. Baz1 durumlarda bir sekonder metabolit ayn1 anda
birden fazla gorev lstlenebilmekte, bir yandan tozlanma-dollenmeye yardimci olan
bocek ya da arilart kendine g¢ekerken bir yandan da insektisidal ve antimikrobiyal
olabilmektedir. Dolayisiyla tozlama-dollemeyi saglayan aract bdocekler bitkiye
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kondugunda, cicedi yemeden bitkiden aldigi nektarla odiillendirilmis olmaktadir.
Bununla birlikte sekonder metabolitlerin bazilart zehirli nitrojenin ve depolanan bazi
bilesiklerin taginmasini saglamak ya da ultraviyole 1silarindan bitkiyi korumak gibi
birtakim fonksiyonlar da sergilemektedir (Wink 2009).

Giiniimiizde tanimlanan sekonder metabolitlerin 100,000 gibi bir sayiya ulastigi
bilinmektedir. Sekonder metabolitler temelde azot igeren ve igcermeyen grup olarak
siniflandirilmaktadir (Wink 2009). Bitkilerdeki sekonder metabolitler bir¢ok kiigiik
bilesenin birlegsmesi ve farkli biyokimyasal yollardan ge¢mesiyle, tiirden tiire, bitkiden
bitkiye ve hatta organdan organa degisen bilesikler olarak karsimiza g¢ikmakta, 6zel
biyosentetik enzimlerle bitkilerin farkli kisimlarinda (doku ve organ) sentezlenmektedir
(Facchini ve De Luca, 2008; Murata vd. 2008; Wink 2009).

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler biyosentetik orijinlerine gore 3 temel
grupta incelenmektedir (Crozier vd. 2006);

l. Flavonoidler ve polifenolik bilesikler,
Il.  Terpenoidler,
I1. Azot i¢eren alkaloidler ile siilfiir igeren bilesenler.

En az bir tane aromatik halka ve bir ya da birden fazla hidroksil grubu barindiran
fenolik bilesikler, bitkiler aleminde oldukga fazla bulunmakta, 8000’den fazla fenolik
yap1 gosterdigi bilinmektedir (Strack 1997; Crozier vd. 2006). Fenolik bilesikler
polifenollerden tiiremekte, farkli say1 ve yapida aromatik halka bilesenlerini ve taninleri
icermekte, sahip oldugu karbon atomlarina gore siniflandirilmaktadir. Bununla birlikte
fenolik bilesikler temel olarak iki grupta toplanmaktadir;

l. Flavonoidler
Il. Flavonoid olmayanlar.

Flavonoidler, polifenolik bilesenler, bitkiler aleminde en ¢ok rastlanan
fenoliklerdir (Harborne 1993; Crozier vd. 2006). Cok ¢esitli ve énemli roller iistlenen
flavonoidler bitkilerin farkli yerlerinde (yaprak epidermisinde, meyvelerin dis
kabugunda) varlik gostermektedirler. Bitkilerin UV 1sinlarindan korunmasi, renklenme
siireci, nitrojen baglayict nodiillerin uyarilmasimin yani sira hastaliklara dayaniklilik
saglanmas1 gibi bitkinin yasadig: cesitli siireclerde islev gormektedir (Koes vd. 1994;
Pierpoint 2000; Crozier vd. 2006). Flavonoidler kendi i¢inde alt siniflara ayrilmaktadir;

Flavonlar

Flavonoller

Flavan-3-oller

Izoflavonlar

Flavanonlar

Antosiyanidinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Crozier vd. 2006).

AN N NN

Flavonoid olmayan sekonder metabolitler grubuna baktigimizda ise
hidroksibenzoatlar olarak da bilinen fenolik asitlerin yer aldigi goriilmektedir. En gok
bilinen hidroksisinamatlardan olan p-kumarik asit, kafeik asit ve ferulik asit de
flavonoid olmayan sekonder metabolitler sinifinda yer almaktadir. Bu grupta yer alan ve
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ozellikle sebze ve meyvelerde yaygin bir sekilde bulunan bilesenler arasinda kafeik
asidin kinik asit konjugatlar1 da (3-, 4-, 5-O-kafeoilkinik asit) bulunmaktadir. Stilbenler
ayn1 zamanda fitoaleksinler olarak bilinmektedir ve bir¢ok bitkide yiiksek miktarlarda
bulunan bu bilesikler yine flavonoid olmayan sekonderler grubunda yer almaktadir.

Aslinda sekonder metabolitler, sentezlendigi organizmanin saghigr ve dis
kosullara uyum saglamasi, biiyiime ve gelisme esnasinda olusabilecek farkliliklarin
onlenmesi bakimindan olduk¢a dnemli olup, bu degerli metabolitlerin bazilar1 birtakim
farmakolojik amaglarla uyusmazlik gostermektedir. Bu durum, aslinda binlerce yildir
bilinmekte ve ¢ok ¢esitli amaglar icin (boya, tat, koku, uyarici, haliisinojen, insektisit,
omurgalt hayvan ve insan zehiri, terapdtik ajan) hizmet etmekte olan sekonder
metabolitlerin bir¢ok biyoteknolojik uygulama i¢in ilgi ¢ekici olmasini saglamaktadir
(Sekil 2.7) (Wink 2009). Bitkiler geleneksel olarak agik arazilerde ya da ortiialtinda
yetistirilmekte, arzu edilen bilesenlerin ekstraksiyonlar1 da bu bitkilerden elde
edilmektedir (Sekil 2.8). Bircok tiirde ise yeni gesitlerin gelistirilmesi, gelistirilen bu
bitkilerin arttirilmis verim ve kaliteye sahip olmasi 6nem arz etmektedir. Bu baglamda
in vitro tekniklerin (mikrogogaltma, hiicre ve organ kiiltiirleri) devreye girmesi oldukga
onemli goriilmektedir.

Ozellikler
Fungusidal
Antiviral
insektisidal
Herbisidal )

Biyopestisitler .

izole edilen
uiriinlerin
ekstraktlar:

' Ogzelliklerin_bazlary
= Agn kesici
Anti-inflamatuar

Sekil 2.7. Sekonder metabolitlerin biyoteknolojide kullanimi (Wink 2009°dan
uyarlanmistir) 2

2 Anti-inflamatuar: iltihap sokiicii, yangi &nleyici; Kardiyotonik: Kalp kuvvetlendirici; Vazokonstriktér: Damar
biiziicii; Vazodilatér: Damar genisletici; Ekspektoran: Balgam soktiiriicii; Diiiretik: Idrar soktiiriicii; Piirgatif:
Bagirsak temizleyici; Miyorezoliitif: Kas gevsetici; Spazmolitik: Spazm 6nleyici
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Sekil 2.8. Sekonder metabolit iiretim stratejileri (Wink 2009°dan uyarlanmistir)

Insanlar, saglikli bir yasam idame ettirebilmek icin giindelik yasamlaria
tahillarin yani sira mutlaka taze sebzeleri ve meyveleri dahil etmelidirler. Taze meyve,
sebzelerle birlikte tahillarin ve zeytinyagmin Akdeniz beslenme stilindeki yeri
yadsinamazdir. Bu beslenme big¢imi sayesinde Akdeniz insanlar1 vitaminlerle
minerallerin yani sira mikro besinleri (polifenolleri lifler vb.) de olduk¢a fazla miktarda
almaktadirlar (Visioli vd. 2005; Pandino vd. 2011a). Bu baglamda sebzeler arasinda
ekonomik agidan da 6nemli bir iiye olan enginar, ¢esitli sekillerde tiliketilebildigi gibi
(ham, haslanmis, kizartilmis) insan sagligi agisindan da oldukga yararhidir (Pandino vd.
2011a). Enginarin sagliga yararliligi sahip oldugu zengin biyofarmasétik igeriginden
kaynaklanmakta olup, ¢ok eski zamanlardan beri gerek gida amaciyla gerekse tedavi
edici amacla kullanilmasinin altinda yatan baglica nedenin bu oldugu disiiniilmektedir
(Mulinacci vd. 2004; Jun vd. 2007; Ciancolini vd. 2013; Pandino vd. 2013a). Diger
sebzelerle toplam polifenol igerigi bakimindan karsilagtirildiginda olduk¢a iyi bir
konumdadir (Abu-Reidah vd. 2013). Bir¢ok terapdtik etkiye sahip olan enginarin
icerdigi baslica biyoaktif bilesenler arasinda bir¢ok fenolik asit (kafeoilkinik asitler ile
flavonoidler), seskiterpen laktonlari ile iniilin yer almaktadir (Lattanzio vd. 2019).
Lattanzio vd. (2019)’nin bildirdigi lizere, enginar yapraklarinda bulunan temel biyoaktif
bilesenlerin basinda gelen sinarin maddesinin kesfi 1954 yilinda Panizzi ve onun
arastirma grubu tarafindan gerceklestirilmis olup, enginarin sahip oldugu degerli
biyoaktif bilesenlerin aciga c¢ikarilmasi bu yillarda baslamistir. Enginarda bulunan
baslica sekonder metabolitler ise su sekildedir (Lattanzio vd. 2019) (Sekil 2.9);

» Fenolikler
+« Mono- ve dikafeoilkinik asitler
o 1-O-kafeoilkinik asit
¢ Sinarin (1,3-O-dikafeoilkinik asit),
¢ Klorogenik asit (3-O-kafeoilkinik asit; 5-O-kafeoilkinik asit),
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¢ Kriptoklorogenik asit (4-O-kafeoilkinik asit),

¢ Neoklorogenik asit (5-O-kafeoilkinik asit),
e Kafeik asit,

e 1,4-O-dikafeoilkinik asit,

¢ 1,5-O-dikafeoilkinik asit,

e 3,4-O-dikafeoilkinik asit,

e 3,5-O-dikafeoilkinik asit

++ Flavonoidler

= Flavonlar

Apigenin

Apigenin 7-O-glukosit
Apigenin 7-O-glukuronit
Apigenin 7-O-rutinosit
Luteolin

Luteolin 7-O-glukosit
Luteolin 7-O-glukuronit
Luteolin 7-O-rutinosit

= Antosiyanidinler

Siyanidin
Peonidin
Delfinidin

= Flavanonlar

Naringenin
Narirutin (Naringenin 7-O-rutinosit)
Hesperetin

» Seskiterpen laktonlari

[ ]
» Iniilin

Sinaropikrin
Grosheimin

Polifenoller, sekonder bilesiklerin 6nemli bir kismini olusturmakta olup, stres
faktorlerine karsi koruyucu gorev iistlenmesinin yani sira biiylime ve gelismede de etkin
rol oynamaktadir (Pandino vd. 2011a). Birgok yenilebilir bitki, sagligi iyilestirici
birtakim 6zellikler sergilemekte, bunlar igerdikleri fitokimyasallar ile iligkilendirilmekte
ve bu bitkiler fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir (Segasothy ve Phillips
1999). Enginarin, bu kadar degerli biyoaktif bilesenlerin temel kaynagi konumunda
olmasi, onun olduk¢a giiclii bir fonksiyonel gida olarak taninmasina biiyiik katki

saglamaktadir.
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Sekil 2.9. Enginarda bulunan bazi biyoaktif bilesenlerin kimyasal yapilari
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Sekonder metabolitler genellikle bitkilerin yasamsal dongiilerinde farkl
siireglerde olusmakta, az miktarlarda birikmekte ve olusumlart ¢ok cesitli faktorler
(mevsim, genotip, farkli bitki kisimlar1) tarafindan etkilenmektedir. Enginar, diger
sebzelerle de karsilastirildiginda hem yenilen hem de yenilmeyen kisimlarinda ¢ok
zengin bir biyoaktif bilesen madeni barindirmakta, sagligi iyilestirici Ozellikler
gostermekte, bu Ozelliginden otiirii de ¢ok eski zamanlardan beri gerek gida olarak
tilketilmekte gerekse tedavi amagh kullanilmaktadir. Enginarin sahip oldugu zengin
sekonder metabolit kompozisyonu bir¢cok arastirmact igin arastirma konusu olmus,
glinlimiizde insanlarin fonksiyonel gidalara yoneliminin artmasiyla da bu alandaki
calismalar hiz kazanmustir.

Schiitz vd.’nin 2004 yilinda yapmis olduklar1 g¢alismada, enginarin belirli
kisimlarinin fenolik bilesenlerinin analizine yonelik bir arastirma yiiriitmis olup, bir
metot gelistirmislerdir. Arastirmacilar calismada bitki materyali olarak enginar
baslarini, posasini ve suyunu degerlendirmeye almislardir. Monokafeoilkinik asitler
klorogenik asit olarak ve dikafeoilkinik asitler sinarin olarak hesaplanmistir. Ayrica
apigenin, apigenin 7-O-glukosit; luteolin tiirevleri, luteolin 7-O-glukosit ve naringenin
7-O-glukosit ise narirutin olarak hesaplanmistir. Sunulan tiim veriler standart sapmaya
gore anlamlandirilmis ve bagimsiz 4 deney (n=4) olarak yiiriitiilmistiir. Fenolik
bilesiklerin fraksiyonlanmasi i¢in en iyi sonuglar, % 10 sulu metanol (fraksiyon I) ve saf
metanol (fraksiyon I1) ile ard arda yikama ile elde edilmistir. Bu ¢alisma ile enginarda
bulunan 22 tane temel bilesenden, 11 tane kafeoilkinik asit ve 8 tane flavonoid tespit
edildigi bildirilmistir. Kalibrasyonlar1 yapilarak her bir bilesenin miktar: belirlenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglara bakildiginda ise belirlenen temel flavonoidin apigenin
7-O-glukuronit oldugu bildirilmistir. Calismada degerlendirilen bitki kisimlarinda,
ozellikle baslarinda ve posasinda, en ¢ok bulunan hidroksisinamik asidin 1,5-O-
dikafeoilkinik asit oldugu tespit edilirken, enginar suyunda ise baskin olan bilesigin 1,3-
O-dikafeoilkinik asit (sinarin) oldugu belirlenmistir. Dogal antioksidanlarin ve
fonksiyonel gidalarin 6nem kazandigi giiniimiizde arastirmacilar, enginar posasinda
tespit edilen yaklasik 12 g kg” toplam fenolik igeriginin umut verici bir kaynak
oldugunu ortaya koymuslardir.

Mulinacci vd. (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada, HPLC/DAD ve HPLC/MS
tekniklerini  kullanarak enginar yapraklarinda bulunan sinnamik asitlerin ve
flavonoidlerin belirlenmesini hedeflemislerdir. Bu amagla calismalarinda enginarin
yaprak ekstraktlarini ve iki farkli laboratuvar yaprak ekstraktini degerlendirmeye
almiglardir. Caligmada degerlendirmeye aldiklar1 bitkisel materyallerden elde ettikleri
sonuglart karsilagtirmali olarak inceleyen arastirmacilar, ticari ekstraktlarin ¢ogunda
benzer sonuclara ulagmislardir. Bununla birlikte bu ekstraktlarin sahip oldugu nitel ve
nicel 6zelliklerin digerlerine nazaran 5-6 kat daha fazla oldugunu da bildirmislerdir.

Zhu vd. (2005) yaptiklar1 calismada, enginar yapraklari, baslar1 ve gévdelerinin
kloroform, etanol ve etil asetat ekstraktlarinin  antifungal aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda, kullanilan bitki materyalleri arasinda en
aktif olanin yaprak ekstraktlar1 ve fungal enfeksiyonlar1 6nlemede en etkilisinin etanol
ekstraksiyonlari oldugu tespit edilmistir.
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Friatianni vd. (2007) Italya’ya 6zgii 5 tane enginar ¢esidi ve 1 tane kiiltiire alinan
yabani enginar aksesyonunun yapraklarindaki ve basmin farkli kisimlarindaki
polifenollerin analizine yoOnelik bir calisma yiiriitmislerdir. Bolgeye 0zgii standart
yetistirme kosullaria gore yetistiriciligini yaptiklart ¢esitlere ait en az 3 farkli bitkiden
bitkisel materyal 6rnegi toplamislardir. Daha sonra bu bitki materyalleri belirli kisimlara
ayrilarak analizleri gergeklestirilmistir. Calismada bazi hidroksisinamik asitlerin ve
flavonoidlerin (apigenin ve luteolin) miktarlarini arastirmiglardir. Analizlerin sonucunda
baslarin, yapraklara nazaran daha fazla polifenol miktarma sahip oldugu tespit
edilmistir. Farkli bitki kisimlarinin degisen miktarlarda biyoaktif bilesenleri i¢erdigini,
bu miktarlarin g¢esitlere gore de degistigini belirten aragtirmacilar, yaprak, dis ve orta
braktelerin polifenol igeriklerinin diger kisimlardakine kiyasla diisiik kaldigini rapor
etmislerdir. Yapraklarin igermis oldugu biyoaktif bilesen miktari1 da arastiran
arastirmacilar, daha once yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglardan farkli olarak
yapraklardaki biyoaktif bilesen miktarinin oldukga diisiik oldugunu tespit etmislerdir.
Diger calismalardakinden farkli bir sonug elde edilmesinin ise ¢alismada kullandiklari
yaprak yasiyla alakali oldugunu, kendilerinin olduk¢a gen¢ yapraklar kullandiklari
seklinde agiklamiglardir. Calismadan elde edilen veriler 1s18inda arastirmacilar,
enginarin hem yenilen hem de yenilmeyen kisimlarinin iyi bir biyoaktif bilesen kaynagi
oldugu ve bu degerli bitkiden elde edilecek olan ekstraktlarin fitofarmasoétik
uygulamalara potansiyel bir alternatif olusturdugu goriisiindedirler.

Sharaf-Eldin vd. (2007) yapmus olduklari ¢alismada, enginarin sinarin ve
klorogenik asit gibi fenolik bilesenleri yiiksek oranda igermesiyle iligkili olarak 6nemli
bir besinsel icerige sahip oldugunu ve bu fenoliklerin bircok hastalik {izerinde etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Arastiricilar enginarin yenilen ve yenilmeyen kisimlarinda
bulunan baz1 sekonder metabolitlerin verimi {izerine GAz’in etkisinin olup olmadigini
aragtirmiglardir. Bitkilerin dikimini takip eden 1, 1,5 ve 2. aylarda 60 ppm dozunda GA3;
uygulamasi yapan aragtirmacilar, 1 ay sonra uyguladiklari GAj’in yapraklardaki
klorogenik asit miktarinda artis sagladigini, bununla birlikte sinarin miktarinda ise
herhangi bir degisiklige neden olmadigni tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayni
zamanda GAj; uygulamasiyla ¢igeklenme zamaninin kisaldigini, 3-5 kez hasat edilen
cicek baslarindaki sinarin igeriginin GAj uygulamasi yapilmayanlara kiyasla daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismanin sonucunda elde ettikleri bulgulara
dayanarak aragtirmacilar, GAz uygulama zamani ile ¢iceklenme zamani arasinda iliski
oldugunu, bu uygulama ile bazi sekonder metabolit miktarlarinda degisiklikler
saglanabildigi goriisiinde olduklarini belirtmislerdir.

Orlovskaya vd. (2007) enginardaki amino asit ve mineral kompozisyonun ortaya
koyulmasini amaglayan bir ¢alisma yapmislardir. Arastirmacilar enginar yapraklarinda
toplam 15 adet amino asit saptamis, bunlarin dokuzunun (valin, treonin, methionin,
1zolOsin, 10sin, lisin, fenilalanin, histidin ve arjinin) temel amino asitler oldugunu
belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda enginarin sahip oldugu temel igerikteki
temel amino asit igerigi payimin %4,71 oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar ayni
zamanda yapraklarda bulunan makro ve mikro element kompozisyonunu belirlemis
olup, toplamda 21 element saptamislardir. Bu elementlerden 5 tanesi sodyum,
potasyum, kalsiyum, magnezyum ve fosfor gibi makro elementlerken, diger 16 tanesi
ise bakir, ¢inko, giimiis, molibden, lityum, kursun, kobalt, nikel, titanyum, vanadyum,
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krom, demir, bor, aliiminyum, silisyum ve manganez gibi mikro elementler oldugu
bildirilmistir.

Falleh vd. (2008) yiiriittiikleri bir ¢alismada Cynara cardunculus L. bitkisinde
biyoaktif bilesenlerin tespiti ve antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesini
amaclamiglardir. Farkli bitki kisimlarmi  degerlendirmeye alan arastirmacilar,
calismanin sonucunda yaprak ve tohumlarin biyoaktif bilesen miktarlarinin benzer
oldugunu, ¢iceklerdekiyle kiyaslandiginda ise daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte enginarin antibakteriyel 6zelligini de degerlendiren arastirmacilar,
yabani enginar yapraklarinin bazi patojen bakterilerin (Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli) biiyiimesini engelledigini saptamiglardir.

Lombardo vd. (2009), enginardaki farkli kisimlarin farkli biyoaktif bilesen
miktart igerdigini ve bu durumun birtakim biyotik ve abiyotik faktorlere bagl oldugunu
bildirmislerdir. Biyoaktif bilesen kompozisyonunun biyolojik, teknik ve ¢evresel
faktorlerden etkilendigini savunan arastirmacilar, yaptiklari bu c¢alismada genotip,
bitkisel materyal, mevsim ve yetistiricilik farkliliklarinin biyoaktif bilesen igeriginde
meydana getirdigi farkliliklar iizerine g¢alismislardir. Calismanin sonucunda ise bu
degerli biyoaktif bilesen igerigindeki degisimlerin biiyiilk oranda genotipe bagl
oldugunu belirten arastirmacilar, farkli bitki kisimlarinda (¢igek sap1 ve reseptakl)
bilesen madde birikimin fazla oldugunu bildirmislerdir. Buna ilaveten, igerigin mevsim
kosullarindan da etkilendigini, yetistirme sezonunun ikinci yili siiresince bilesen
miktarinda azalmalar saptandigi rapor edilmistir. Ayrica dikim siklig1 ile bilesen miktari
arasindaki iliskiyi de inceleyen arastirmacilar, 1 m? bitki yogunlugu yerine 1,8 m?
oldugunda bilesen miktarinda da artis goriildiiglinii bildirmislerdir.

Pandino vd. (2010a), Akdeniz iilkelerinin beslenme tarzinin bir pargasi olan
enginar baslarinda mevcut olan baz1 temel sekonder metabolitleri arastirmayi
amaglamislardir. Denemeye aldiklar1 tiim orneklerde apigenin tiirevler: istiinliik
gostermis ve miktar olarak en yiiksek yabani enginar formunda ortaya koyulmustur.
Kafeoilkinik asitler ve luteolin tiirevleri sadece ‘scolymus’ tiiriinde gézlemlenmis olup
¢eside gore degismekle birlikte miktar olarak en fazla tespit edilen bilesikler flavonlar
olmustur. Onceki ¢aligmalarin aksine kafeoilkinik asitler degil apigenin ve tiirevleri en
baskin bilesen olarak tespit edilmistir. Diger ¢alismalardakinden farkli bir sonug elde
edilmesini genotip farkliligi ya da baslarin farkli olgunluk asamalarinda olmasiyla
aciklayan aragtirmacilar, yabani enginarin baslarina ait fenolik profilin ilk kez bu
caligsma ile ortaya koyuldugunu belirtmislerdir. Bilesen analizleri ile elde ettikleri profil
yardimiyla ‘scolymus’ tiirii enginarin diger tiirlerden ayrimini saglayan arastiricilar, bu
caligmanin yabani ve kiiltiir enginar formlar1 arasindaki farkliliklart ortaya koymada yol
gosterici olabilecek bir ‘fenolik parmakizi’ gorevi listlenebilecegi goriistindedirler.

Lombardo vd. (2010) kiiltiir enginarinin Akdeniz Bolgesinde eski zamanlardan
beri dogal olarak yetisen bir bitki oldugunu ve bu bitkinin yenilebilir kisminin (baslarin)
sifa verici Ozelliklerinin kaynagi olan polifenollerce zengin oldugunu belirtmektedir.
Arastirmacilar bu calismada farkli biyolojik ve morfolojik profile sahip 9 farkli enginar
genotipinde calismislardir. Gerekli 6l¢iim, tartim ve analizlerin ardindan, farkli fenolik
maddelerin bitkilerin farkli kisimlarinda birikmekte oldugunu ve bu durumun yine
genotipe gore de farklilik gosterdigini saptamislardir. Arastirmacilar ayrica iklim
kosullarinin biyoaktif bilesen profilinin degismesinde etkili oldugunu ve bu hususta
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hasat zamaninin da dikkate deger bir faktor oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismanin
sonucunda arastirmacilar, enginarin yenilebilir kistmlarinin yani sira ikincil iiriin olarak
degerlendirilen yenilmeyen kisimlarinin da zengin biyoaktif bilesen igerigine sahip
oldugunu, bu durumun geleneksel uygulamalara potansiyel bir alternatif sunabilecegi
gorlsiinde olduklarini ifade etmislerdir.

Salata ve Gruszecki 2010 yilinda yapmis olduklari bir calismada, enginar
bitkilerindeki toplam polifenolik bilesenlerin tespit edilmesini amaglamislardir.
Aragstiricilar yaptiklari ¢alismanin sonucunda enginar bitkilerinin farkli kisimlarindaki
polifenolik bilesenlerin igeriginde Onemli farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir.
Caligmadan elde ettikleri bulgulara gore yapraklarda ve olgunlasmamis tomurcuklarda
biriken fenolik madde miktarlar1 bitkinin farkli gelisme donemlerinde yiiksek bulunmus
olup, yapraklarda %3,167 (vegetatif gelisme siiresince), olgunlasmamis tomurcuklarda
ise %3,730 (generatif gelisme siiresince) fenolik asit birikimi en fazla olmustur.
Klorogenik asit ve sinarin asil fenolik bilesenler olarak tespit edilen bu g¢alismada,
polifenoliklerin miktarlarinda bitki yasina bagli olarak degisim goriildiigii belirtilmistir.
Buna gore, bitki yasmin artmasiyla fenolik madde miktarinda azalma meydana
geldigini, ¢igeklenme baslangicindaki heniiz olgunlasmamis enginar baslarinin sahip
oldugu polifenol miktarinin olgunlagsmis baglarin sahip oldugu miktardan daha yiiksek
oldugu rapor etmislerdir. Bunun yani sira, farkli bliylime devrelerinde birikim gdsteren
fenolik maddelerin de farkli oldugunu belirten arastirmacilar, vegetatif biiylime
asamasinda bitki yapraklarinda kafeik asidin, generatif biiyiime asamasinda ise bitki
tomurcuklarinda ferulik asidin diger fenoliklere nazaran daha fazla birikim gdsterdigini
de belirtmislerdir.

Pandino vd. (2011a) yaptiklart ¢alismada, icerdigi yiiksek hidroksisinamik asit
ve flavon seviyelerinden oOtiirli enginarin Roma zamanindan beri geleneksel tipta
kullanildigini belirtmislerdir. Calismanin amaci ise mevcut olan bu polifenollerin basin
farkli kisimlarinda nasil bir dagilim gosterdiginin tespitidir. Calismada bu amaca
yonelik olarak 6 farkli enginar ¢esidi kullanilmis olup, polifenol miktarlarinin tespitine
yonelik vyiiriitiilen analiz HPLC-DAD-MS/MS yoluyla yapilmistir. Calismanin
sonucunda elde edilen verilere bakildiginda igteki braktelerden distakine ya da geng
braktelerden yaslilara dogru, hidroksisinamik asitlerde biliyiilk oranda bir azalma
goriilmesi sasirtict olmustur. Lignifikasyon (odunlagma) siirecinde oldukc¢a 6nemli rol
oynadig1 bilinen hidroksisinamik asit miktarinda tespit edilen azalmanin sebebi olarak,
lignin biyosentezinde bu bilesenlerin Onciiller olarak kullanildiklarindan kaynaklandigi
belirtilmistir. Biyotik ve abiyotik stres kosullarinda lignince zengin olan dis brakteler i¢
brakteleri koruyarak, bastaki i¢ kisimlarin fiziksel dayanikliligini muhafaza edilmesine
yardimc1 olmaktadir. Hem g¢esitlerin hem de farkli bitki kisimlarinin sahip oldugu
polifenol profilinin birbirinden farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada
degerlendirilmeye alinan gesitlerin baglarinin dis braktelerinde diisiik fenolik profil (443
mg kg™ kuru madde) tespit edilirken, bitkinin yenilen kistmlarinim sahip oldugu fenolik
profilin ise kismen daha yiiksek (1473 mg kg'1 kuru madde) oldugu bildirilmistir.

Pandino vd. (2011b), kiiltir ve yabani enginar formlarindaki 10 genotip
kullanarak yaptiklar1 bir calismada, bu genotiplerin polifenolik profilini ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda, nitel ve nicel profilleri
belirlenen bilesenler flavonlar ve kafeoilkinik asitler olmus ve analizi yapilan tim C.
cardunculus genotiplerinin yaprak ve ¢icek sapi arasinda degisiklik gostermislerdir.
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Cicek govdesinde kafeoilkinik asitler bol miktarda bulunurken, yapraklarda bulunan
temel bilesenler; enginarda luteolin tiirevleri, yabani ve kiiltiire alinan enginarda ise
apigenin tlirevleri olmustur. Bu sonuclar, belirli bitki kisimlarinda belirli fenolik
bilesenlerin biriktigini gdstermektedir.

Lombardo vd. (2012) 17 enginar ¢esidinden aldiklar ¢igek sapi, reseptakl, i¢ ve
dis brakteler gibi farkli bitki parcalarindaki mevcut polifenol igerigi ve antioksidan
aktiviteleri iizerine bir ¢alisma ylriitmiislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda kis ve bahar
aylarinda yapilan hasadin bitki kisimlarinin sahip oldugu toplam polifenol iceriginde
olast etkilerini degerlendirmeyi amaglamislardir. Calismanin sonucunda elde ettikleri
verilere dayanarak arastirmacilar, enginarin farkli kisimlarinin polifenol profilinin
birbirinden farklilik gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica bu farkliliklarin ¢esit bazinda
da dikkat cektigini bildirmislerdir. Enginarin ¢igek sap1 ve reseptaklinin kafeoilkinik
asitler ve apigenin tiirevlerince zengin oldugunu belirten arastirmacilar, her bir ¢esidin
kendine 6zgii bir sekilde belirli kisimlarinda belirli polifenollerin birikiminin sz
konusu oldugunu rapor etmislerdir. Caligmadan elde ettikleri bu bulgularin, insan
sagligini iyilestirici Ozelliklerini 6n plana ¢ikartarak, enginardan elde edilecek olan
ekstraktlarin ¢eside bagl olarak polifenol profili ve antioksidan aktivitelerine gore 6zel
1islah programlar1 diizenlenmesine imkan saglayacagi goriisiindedirler. Bunun yani sira
arastiricilar, enginarin polifenol profili iizerine hasat zamanin da etkili oldugunu,
sicaklik ve fotoperiyot gibi birtakim ¢evresel faktorlerin polifenol profilini
diizenlemesinde oldukca etkili oldugunu ve bu konuya gereken Onemin verilmesi
gerektigini vurgulamislardir.

Pandino vd. (2012) yiiriittiikleri bir calismada 6zellikle Italya’da 6nemli bir yer
tutan enginarin hem baslarinin morfolojisi hem de polifenol profilini ele almigslardir.
Calismada Italya’ya ozgii bir yerel gesit olan ‘Spinoso di Palermo’ ve 6 klon
kullanilmis, atik madde olarak dikkate alinan dig brakteler de degerlendirilip polifenol
profilleri ortaya koyulmustur. Calismada kullanilan 3 klondan elde edilen polifenol
iceriklerine dair verilerle ‘Spinoso di Palermo’ yerel ¢esidinin gelistirilebilecegini 6ne
siiren aragtiricilar, klonal seleksiyon yapilmasinin mevcut yerel cesitleri gelistirmek icin
pozitif bir strateji oldugunu belirtmektedirler.

Ciancolini vd. (2013) 17 Italyan genotipi ile yiiriittiikleri bir caligmada,
genotiplerin farmasotik olarak aktif bilesenlerinin ekstraksiyonlar1 i¢in biyokiitle
dretimini  degerlendirmeyi ve bu amaca yonelik olarak genotip secimini
gerceklestirmeyi amaglamislardir. Biyokiitle degerlendirmesini yiirlitmek amaciyla
agro-morfolojik agidan tanimlanan bes UPOV tanimlayicisindan (bitki boyu, yan
slirgiin sayisi, ¢igek sap1 capi, tam gelisen ilk yaprak uzunlugu ve yaprak lob sayisi)
yararlanmislardir. Bununla birlikte biyokiitle iiretim tanimlayicisi olarak kullanilan 6
farkli tanimlayiciy1 da (yan siirgiin sayisi, tam olusan ilk yaprak eni, asil ¢igek sapindaki
yaprak sayisi, kuru yaprak sayisi, bitki capr ve bitki kuru agirhigi) kullanmislardir.
Biyokimyasal olarak fenolik bilesik igeriklerini belirlemek amaciyla da HPLC analizleri
yapmislardir. Elde ettikleri verilere gore genotipler bazinda hem morfolojik hem de
biyokimyasal 6zellikler bakimindan énemli farkliliklar oldugunu ortaya koymuslardir.
HPLC analizleri sonucunda ise temel fenolik bilesiklerin klorogenik asit ve 1,5-O-
dikafeoilkinik asit oldugunu belirtmislerdir.
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Pandino vd. (2013a) yaptiklar1 bir ¢alismada dogal gidalarin ve farmasoétiklerin
giin gectikgce artan bir ilgiye sahip oldugunu belirtmiglerdir. Buna yonelik olarak
enginarin aslinda atik madde olarak goriilen yapraklarinin ve ¢igeklenme kisimlarinin
nitel ve nicel olarak karakterizasyonunu ele alan bu ¢alismay: yiirtitmiislerdir. Sicilya’ya
Ozgii 2 farkli yerel cesitten elde edilen klonlar1 kullandiklar1 ¢alismada yapraklarin
yiilksek miktarda flavonlari, ¢igek sapmin ise kafeoilkinik asitleri i¢erdigini tespit
etmiglerdir. Hem yapraklarda hem de cigek sapindaki baskin kafeoilkinik asitler 5-O-
kafeoilkinik ve 1,5-O-dikafeoilkinik iken, baskin luteolinlerin luteolin 7-O-rutinosit ve
luteolin 7-O-glukosit oldugunu bildirmislerdir.

Pandino vd. (2013b) yapmis olduklar1 bir c¢alismada birtakim faktorlerin
(genotip, yetistirme ortami ve hasat sonrasi siliregler) enginarin polifenol profiline
etkilerini ortaya koymayi amaglamislardir. Calismada Kasim — Nisan aylar1 arasinda
bitkisel materyaller toplanmis olup, gilines isinlarinin ve hava sicakliginin polifenol
icerigi lzerine olasi etkilerinin saptanmasi amaglanmigtir. Calismadan elde ettikleri
verilere gore, hasat zamanindaki farkliliklarin bitkinin cesitli kisimlarinin polifenol
profilini nitel ve nicel anlamda etkiledigini tespit etmislerdir. Arastirmacilara gore
enginar bitkisinin polifenol profili hava sicakligi ve giines 1sinlart ile oldukca iliskili
bulunmustur. Subat ayinda diisilk hava sicakligr ile giines 1ginlarinin birlikte etkileri,
yaprak, cicek sapt ve braktelerde mevcut polifenol igeriginde artis olarak tespit
edilmistir. Ancak, giines 1sinlar1 reseptaklin sahip oldugu polifenol profilini diger bitki
kisimlarina nazaran daha fazla etkilemis ve Nisan ayinda tespit edilen kuru madde
miktarinin 9,46 g kg™’e kadar ulastig bildirilmistir.

Abu-Reidah vd. (2013) DAD-ESI-QTOF-MS ile desteklenen HPLC metodunu
kullanarak enginar kalbindeki fenolik bilesenleri karakterize etmeyi amaglamiglardir.
Arastirmacilar bu ¢caligmada 61 bileseni tanimlamakla birlikte 34 yeni fenolik bilesen ve
izomerlerini ilk kez karakterize ettiklerini rapor etmiglerdir. Tanimladiklar1 fenolik
bilesenler baslica 3 hidroksibenzoik asit, 17 hidroksisinamik asit, 4 lignan, 7 flavone, 2
flavonol ve 1 fenol tiirevi bilesen olmustur. Bunun yani sira arastirmacilar daha 6nce
tanimlanan fenoliklerin 28 izomerini de saptadiklarini belirtmislerdir. Calismadan elde
ettikleri bulgular 15181Inda arastirmacilar, enginar ekstraktlarinin fonksiyonel bir
biyoaktif gida olarak dikkate alinabilecegini, ayrica antioksidan bilesenlerinin de
timitvar bir kaynak olarak goriilebilecegini gostermistir.

El Senousy vd. (2014), ti¢ farkli enginar ¢esidi kullanarak yiiriittiikleri ¢alismada
enginara ait bitki materyallerini, gelisme siirecinin 4 farkli asama ve pozisyonunda
toplamiglar ve analizlerini UHPLC-MS yoluyla yapmuslardir. Arastirmacilar, bu ii¢
cesit arasinda kafeik asit ve flavonoidler bakimindan net bir ayrim ortaya koymuslardir.
Bununla birlikte arastirmacilar, ortaya koyduklar1 bu farkliklarin bitki yas1 dikkate
alinmaksizin, farkli pozisyonlarda hasat edilen yapraklarda belirlediklerini
bildirmiglerdir. Elde ettikleri sonuglara gore arastirmacilar, tst konumlu enginar
yapraklarinin sahip oldugu kafeoilkinik asit miktarinin, alt konumlu yapraklara kiyasla
daha 1yi bir biyoaktif bilesen kaynagi olarak dikkate alinabilecegi sonucuna
varmiglardir.

Ramos vd. 2014 yilinda Cynara cardunculus L. var. altilis (DC) ftizerinde bir

caligma yiirlitmislerdir. Bitkilerin g¢esitli morfolojik parcalarinin icerdigi degerli
biyoaktif bilesenlerini ortaya koymay: hedefledikleri bu ¢alismada metanol:su:asetik
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asit (49,5:49,5:1) ile ekstraksiyon uygulayarak UHPLC ile analizlerini yapmislardir.
Arastirmacilar ¢alismada 28 fenolik bilesen tanimlamislardir. Bu bilesenler arasinda
eriyodisitol hekzosit bilesenenin C. cardunculus L. bitkisinde ilk kez tanimlandigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte yabani enginarin bileseni olarak 6 farkli bilesik
tamimlanmistir. Bunlar arasinda 1,4-O-dikafeoilkinik asit, naringenin 7-O-glukosit,
naringenin rutinosit, naringenin, luteolin asetil-hekzosit ve apigenin asetil-hekzosit yer
almaktadir. Arastirmacilar elde ettikleri bulgular1 degerlendirdiklerinde farkli bitki
kisimlarinda belirli bilesenlerin istiinliik gosterdigini tespit ederlerken, en yiiksek
hidroksisinamik asit i¢eriginin govdenin dis kisminda, en yiliksek flavonoid igeriginin
ise baslarda bulundugunu ifade etmislerdir. Bunun yani sira bas ve gdvdenin diger
kisimlarinda da oldukga yiiksek hidroksisinamik asit igerigi tespit ettiklerini bildiren
aragtirmacilar, yapraklarin ise flavonoidlerce zengin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
yiiksek antioksidan aktivite gostermesiyle yine baslarin 6n plana ¢iktigi ifade edilmis
olup, antioksidan fenolik bilesiklerinin kaynag1 olarak yabani enginarin ¢ok 6nemli bir
potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir.

Sihem vd. (2015), Tunus’a 6zgii 2 enginar ¢esidinin farkli kisimlarinin biyoaktif
bilesenlerini tespit etmek ve antioksidan aktivitelerini ortaya koymak amaciyla bir
calisma yapmuglardir. Antioksidan testlerini farkli yontemler (ABTS ve DPPH)
kullanarak degerlendiren arastiricilar, cesitler ve farkli bitki kisimlar1 arasinda fenolik
bilesenler bakimindan farkliliklar bulmuslardir. Yiiksek miktarda tespit edilen bilesen
3,5-O-dikafeoilkinik asit olurken, brakte ve ¢iceklenme kisimlarinin toplam kafeoilkinik
asitlerce zengin, yapraklarinsa 6nemli bir luteolin kaynagi oldugunu ifade etmislerdir.
Bunun yanmi sira ¢esitlere ait bitki ekstraktlarinin yiiksek antioksidan aktivite
potansiyeline sahip oldugu da belirtilmistir. Cesitlerin farkli bitki kisimlarinin
antioksidan aktiviteleri degerlendirildiginde ise braktelerin oldukca giiglii toplam
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar ¢alismadan elde
ettikleri sonuglar1 genel anlamda degerlendirdiklerinde ise enginar yapraklarinda tespit
edilen antioksidan aktivitenin, brakte ve ¢igeklenme kisimlarindakinden daha fazla
oldugunu ifade etmislerdir. Sonu¢ olarak arastiricilar, enginar bitkisinin atik olarak
kabul goren kisimlarmin giliglii bir antioksidan bilesen kaynagi olabilecegi
goriisiindedirler.

Wahba vd. (2016) yabani enginar lizerine yiiriittiikleri ¢aligmada, bu bitkinin
tibbi bitki olarak kullanilma potansiyelinin olduk¢a yliksek oldugunu, bununla birlikte
bu degerli bitkinin hem tarim hem de kimyasal kompozisyonunun arastirilmasi gerektigi
iizerinde durmuslardir. Bu amacla 2 y1l boyunca yetistirdikleri yabani enginar bitkilerini
kullandiklar1 bu ¢aligmada, hasat sayisinin bitki bilylimesi ve aktif bilesenleri iizerine ne
gibi etkiler yaptig1 arastirilmistir. Bitkilerin dikimini takiben belirli haftalarda hasatlar
gerceklestirilmis olup, hasat edilen yapraklarin taze ve kuru agirliklart Sl¢tilmiistiir.
Karbonhidrat, flavonoid, polifenol ve klorogenik asit igerikleri gibi aktif bilesenleri
belirlenmistir. Calismanin sonucunda arastirmacilar, hasat sayisinin artmasiyla (3
hasada kadar) degerlendirmeye alinan parametrelerdeki degerlerin arttigini tespit
etmiglerdir. Yapilan bu caligma, yapraklarin hasat ya da kesim sayisinin artisi ile
verimde artis saglandigina dair 6nceki caligmalar (Mauromicale ve lerna 2000; Salata
ve Buczkowska 2007; Matthes ve Honermeier 2007) ile uyum i¢inde olmustur. Bunun
yani sira hasat/kesim sayisi, zaman1 ya da yapraklarin bitki lizerindeki pozisyonu ile
yapraklarda bulunan temel bilesenlerden olan kafeoilkinik asitler ve flavonoidler gibi
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polifenolik bilesiklerin konsantrasyonlarinda artigin iliskili oldugu da diger ¢alismalar1
(Constantinescu vd. 1967; Netien ve Roulier 1967; Hammouda vd. 1993; Matthes ve
Honermeier 2007; Salata ve Buczkowska 2007; Honermeier ve Gottmann 2010)
destekler niteliktedir.

Ruiz-Aceituno vd. (2016) enginarin dis braktelerinde bulunan inositoller ve
iniilin gibi 6nemli biyoaktif karbonhidratlarin etkili bir ekstraksiyonu i¢in 2 farkli
ekstraksiyon metodunu (mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon — MAE ve basingli sivi
ekstraksiyon — PLE) kullanarak bir ¢alisma yapmuislardir. Bahsi gegen bu iki metodu
karsilastirdiklarinda inositol konsantrasyonunu MAE metodu kullanildiginda; iniilin
konsantrasyonu bakimindan ise PLE metodu kullanildiginda daha yiiksek oldugunu
tespit etmislerdir. Her iki metodun da 6zellikle endiistriyel yan iirlinlerden bu degerli
biyoaktif karbonhidratlarm es zamanli elde edilmesine uygun oldugunu belirten
arastiricilar, bu tekniklerin belirtilen amagclar i¢in ilk kez kullanildigin1 vurgulamislardir.

Spinu vd. (2017), insan saghigi icin tibbi ve aromatik bitkilerin O6nemini
vurguladiklar1 ¢alismada, bitkisel materyal olarak Cynara scolymus L. bitkilerini
se¢mislerdir. Bu degerli bitkilerden elde edilecek olan ekstraktlarin sentetik ilaglara bir
alternatif olacagi goriisiinii savunan arastirmacilar, calismalarinda HPLC yontemi ile
analizlerini yiriitmislerdir. Enginarin sahip oldugu klorogenik asitler, toplam
polifenoller ve flavonoid igeriklerini belirleyerek, potansiyel antioksidan aktivitelerini
ortaya koyan arastirmacilar yaptiklar1 bu ¢alisma ile enginarin flavonlarca ve fenolik
bilesenlerce oOzellikle de klorogenik asitce zengin oldugunu bir kez daha ortaya
koymuslardir.

Kollia vd. (2017) yilinda yapmis olduklar1 bir calismada bitkisel materyal olarak
yabani enginar ve kiiltiir enginarint kullanarak bu bitkilerin ¢esitli kisimlarinin fenolik
iceriklerini ve antioksidan kapasitelerini karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir. Bu
amacla iki farkli ekstraksiyon teknigi (ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ve klasik
ekstraksiyon teknigi) kullanmiglardir. Arastirmacilar g¢alismanin sonunda, yabani
enginar baslarina ait ekstraktlarda kiiltiir enginarina kiyasla daha yiiksek oranda toplam
fenol icerigi tespit ettiklerini ve gii¢lii aktioksidan aktivitesi saptadiklarini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, ultrason destekli teknigin biyoaktif bilesen tespitinde
ve antioksidan potansiyelinin ortaya konmasinda daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Son yillarda mevsimsel degisikliklerin diinya genelinde iretimi etkiledigini
belirten Wahba vd. (2017), yaptiklar1 calismada yetistirme sezonu siiresince enginarin
sahip oldugu flavonoid, polifenol, kafeoilkinik asitler gibi tibbi agidan onemli aktif
bilesenlerin ve kimyasal kompozisyonundaki degisimlerle vegetatif bliylime iizerindeki
etkilerini degerlendirmislerdir. Calismada kullanacaklar1 bitki materyallerini Subat
ayindan Haziran ayma kadar aylik olarak toplamislardir. Arastiricilarin ¢calismadan elde
ettikleri sonuca gore Subat ayindan Haziran ayina kadar gegen siire igerisinde bitki yasi
arttik¢a, fizyolojik faktorlerde (bitki boyu, yaprak sayisi) ve yaprak biyokiitlesinde (yas
ve kuru agirlik) artig goriilmiistiir. Ancak bu artiglarin Mayis ayindan sonra 6nemli bir
seviyeye ulastigin1 belirten arastiricilar, karbonhidrat, flavonoid ve polifenol
degerlerinin yasla birlikte Mayis ayinda maksimum degere ulastigini, bununla birlikte
kafeik asit, vanilik asit ve klorogenik asidin ise Nisan ay1 siiresince en yiiksek degerlere
ulastigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmanimn agik alan yetistiriciligi calismalar1 Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi deneme parsellerinde, doku kiiltiirii ¢alismalar1 Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii ve Giliney Agripark firmast doku kiiltiirii
laboratuvarinda, HPLC analizleri ise Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii Laboratuvarinda, 2017 — 2019 yillar1 arasinda yiirtitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Arastirmada enginarin (Cynara scolymus L.) ti¢ farkli ¢esidi kullanilmistir.
Bunlar Sakiz, Bayrampasa ve Olympus F; gesitleridir. Hem doku kiiltlirii ¢alismalari
i¢in baslangi¢ materyalleri hem de HPLC analizleri igin yararlanilan bitkisel materyaller
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi deneme parsellerinden toplanmustir. Arastirmada
kullanilan enginar ¢esitlerinin 6zelliklerine iligkin bilgiler asagida kisaca sunulmustur:

Sakaz: Cok erkenci bir cesit olarak bilinen Sakiz, Ege bolgesinde zellikle izmir,
Cesme, Karaburun, Urla, Ildir taraflarinda yetistirilmekle birlikte Akdeniz bolgesinde de
yetistiriciligi yapilmaktadir. Baslar siki ve orta irilikte olup, ¢igek tablasi fazla biiyiik
degildir. Genellikle taze tiiketime uygundur. Brakte yapraklar ile birlikte ¢igek tablasi
yenir. Tipik 6zelligi ise yapraklarinin lobsuz, yani diiz olusudur.

Bayrampasa: Gegei bir gesittir. Bu 6zelliginden 6tiirii taze tiiketimden ¢ok
konservelik olarak tiiketime uygundur. Marmara bdlgesinin Istanbul ve Bursa

taraflarinda yetistiriciligi yaygindir. Baslar oldukca iri, basik; cigek tablasi biiyiiktiir.
Tipik 6zelligi ise yapraklari girintili ¢ikintilidir.

Olympus F;: Taze tiiketime uygun olan bu g¢esit, orta erkenci oOzellik
gostermektedir. Baslar iri, yuvarlak ve yesil renkte olup, dis braktelerde hafif mor renk
olusumu goriilebilmektedir.

3.2. Metot
3.2.1. Acik alan calismalar:

3.2.1.1. Arazinin dikime hazirlanmasi, materyallerin temini ve dikimi

Calismanin baslangicinda arazi dikime hazir hale getirilmis (Sekil 3.1),
arastirmanin saglikli yiiriitiilmesi amaciyla toprak analizi de yapilmistir (Cizelge 3.1).

Sekil 3.1. Arazinin dikime hazirlanmasi
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Cizelge 3.1. Toprak analizi sonuglari

pH 7,34 Fe (ppm) 7,72

EC (uS/cm) 469,1 Mn (ppm) 28,04

Kireg (%) 42,90 Cu (ppm) 1,36

Organik madde (%) 5,93 Zn (ppm) 3,52

K (ppm) 681,43 Kum (%) 31,44

Na (ppm) 56,18 Kil (%) 46,56

Ca (ppm) 5465,16 Silt (%) 22,00

Mg (ppm) 432,70 Biinye C

2017 — 2019 yillan1 arasindaki aylik minimum, maksimum ve ortalama sicaklik
degerlerine ait veriler Antalya Meteoroloji Bolge Miidiirliigii’'nden temin edilmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Bitkilerin yetistirildigi alana iliskin meteorolojik veriler

Ayhk Maksimum Ayhk Minimum Aylik Ortalama
Sicaklik Degerleri Sicaklik Degerleri Sicaklik Degerleri
0 (°C) (0
Aylar/Yillar | 2017 | 2018 | 2019 | 2017 | 2018 | 2019 | 2017 | 2018 | 2019
Ocak 14,58 | 18,61 | 14,24 | 7,09 |9,79 |8,10 |10,20 | 13,21 | 10,58
Subat 16,61 | 19,37 | 16,98 | 9,46 |11,72 | 9,78 |12,51 | 14,82 | 12,90
Mart 18,61 | 19,64 | 18,78 | 11,59 | 12,82 | 10,85 | 15,02 | 16,09 | 14,74
Nisan 21,48 | 23,99 | 20,52 | 14,59 | 16,06 | 13,53 | 17,71 | 19,61 | 16,59
Mayis 23,71 | 27,05 | 25,04 | 18,05 | 19,93 | 18,44 | 21,34 | 23,26 | 21,50
Haziran 30,98 | 28,59 | 29,65 | 22,93 | 22,39 | 22,82 | 26,34 | 25,50 | 26,01
Temmuz 34,99 | 33,59 | 33,65 | 27,03 | 25,78 | 25,51 | 30,51 | 29,22 | 28,76
Agustos 32,04 | 32,35 26,30 | 26,05 29,03 | 29,05
Eyliil 30,28 | 31,96 23,57 | 24,38 26,9 | 27,53
Ekim 26,73 | 27,20 18,77 | 18,95 22,15 | 22,61
Kasim 21,49 | 22,92 13,69 | 14,90 16,85 | 18,14
Arahk 18,71 | 16,89 11,70 | 9,53 14,42 | 12,86

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi’'ne ait deneme alanlarinda plantasyon
kurmak amaciyla cesitli yerlerden (Antalya — Aksu, Gazipasa; izmir — Ildir, Karaburun,
Urla, Cesme; Adana) baslangic materyalleri temin edilmistir. Toplanan bu materyaller
deneme parsellerine dikilmeden oOnce hazirlanan torf:perlit (1:1) har¢ karisimina
alinarak kok gelisimleri kuvvetlendirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hazirliklar; a. Torf : perlit (1:1) karisiminin hazirlanmasi; b. Dip siirgiinlerin
alinmas; C. Dip siirgiinii; d. ve e. Sakiz gesidine ait dip siirglinler ve bunlarin hazirlanan
har¢ karisimlarina dikilmesi; f. ve g. Bayrampasa cesidine ait dip siirgiinler ve bunlarin
har¢ karisimina dikilmesi; h. Olympus F; ¢esidine ait dip siirgiinlerin goriiniimd; i.
Sakiz, Bayrampasa ve Olympus F; cesitlerine ait dip siirgiinlerin koklendirme
ortamlarindaki goriiniimi; j. ve K. Dip siirgiinlerin harglar1 i¢eren polipropilen tiiplere
dikimi

Bu islemleri takiben 2017 yili Mart ayinda materyallerin dikimi yapilmis, ayni
senenin Eyliil ay1 basinda uyandirma suyu verilmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).
Bitkisel materyallerin saglikli gelisimlerini siirdiirebilmek amaciyla kiiltiirel islemler
diizenli bir sekilde uygulanmustir (Eser vd. 2006). ilerleyen siirecte siirgiinler (pigler)
alinarak yeni dikim yerlerine dikilmis, plantasyon genisletilmeye ¢alisilmistir.
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Sekil 3.3. a. Dikime hazir, koklenen bir bitki; b. Koklenen bitkilerin topraga dikilmesi;
¢. Dikimden sonra arazinin gériiniimii

Sekil 3.4. Araziye dikildikten 1 ay sonra bitkilerin gériiniimleri, a. ve b. Bayrampasa
cesidine ait bitkiler; c. Sakiz ¢esidine ait bitkiler; d. ve e. Olympus F; gesidine ait
bitkiler
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Sekil 3.5. Araziye dikildikten 2 ay sonra bitki gelisimleri, a. Bayrampasa; b. Sakiz; c.
Olympus F;

3.2.1.2. Morfolojik gozlemler

Yetistirilen bitkilerin morfolojik olarak gelisimlerini gézlemlemek amaciyla
birtakim parametreler belirlenmis (Ekbi¢ 2005), bu parametreler su sekildedir:

Yapraklarin sekilleri (biitiin, pargali, ¢ok parcali)

Yapraklardaki klorofil miktari (SPAD degeri)

Yaprak genisligi ve uzunlugu (cm)

Bas sekli (silindirik, hafif basik yuvarlak, oval, yuvarlak oval, yuvarlak)

Bas sikilig1 (sik1 basli, sik1 olmayan bagli)

Braktelerin rengi / antosiyan olusumu (antosiyanli, az antosiyanli, antosiyansiz)
Brakte ucunun sekli (diiz, girintili)

Dikenlilik (dikenli, dikensiz)

AN VAN N N N NN

3.2.1.3. Bitkilerden yaprak érneklerinin toplanmasi

Enginarin polifenollerce olduk¢a zengin oldugu bilinmektedir. Arastirmada
kullanilan ¢esitlerin HPLC (Yiiksek performansl sivi kromatografisi) yontemi ile tespit
edilecek olan polifenol igerikleri igin yaprak ornekleri toplanmigtir. Calismada
degerlendirmeye alinan cesitlere ait arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerden i¢ ve dis
olarak iki farkli pozisyondan, en az 3 farkli bitkiden, 2018 Ekim — 2019 Nisan aylar1
arasinda 10’ar yaprak toplanmistir. Arazi kosullarindan toplanan bu yapraklar hemen
laboratuvara getirilerek tartilmis, elde edilen degerler “yaprak taze agirlig1” olarak ifade
edilmistir. Taze agirliklar1 Olgiilen yapraklar, onceden sicakligr 65 °C’ye ayarlanmig
etlivlerde sabit agirliklarina ulagincaya kadar, yaklasik 4 giin siiresince bekletilmistir.
Bu siirenin sonunda yaprak orneklerinin agirliklart tekrar tartilmis, bu degerler de
“yaprak kuru agirlig1” olarak ifade edilmistir. Bunun yani sira hem i¢ hem de dis
yapraklara ait “kuru agirlik ylizdeleri” de tespit edilmistir. Bu amagla asagidaki
esitlikten faydalanilmistir:

Yaprak orneginin kuru agirlig
Kuru Agirlik (%) = P . % - ug ig, ®) x 100
Yaprak orneginin taze agirligi (g)
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3.2.2. Invitro ¢alismalar

3.2.2.1. Invitro calismalar icin genel laboratuvar hazirhg

Arastirmada farkli asamalarda farkli kiiltiir kaplar1 kullanilmistir. Meristem
kiltliriiniin baglangicinda cam deney tiipleri kullanilirken, bunu takiben alt kiiltiir
asamalarinda ve in vitro koklendirme galismalarinda 660 mL’lik plastik kapakli
otoklavlanabilen cam kavanozlar kullanilmistir. Kallus kiiltiirii calismalarinda 60 ve 90
mm steril plastik petrilerden yararlamlmigtir. Irilesen kalluslar icin Magenta kutular:
kullanilmistir. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri ise 100 ve 250 mL’lik erlenlenlerle
yiirtitiilmiistir.

Genel olarak in vitro ¢alismalarin steril bir sekilde yiiriitiilmesi amaciyla tim
cam malzemeler, pens ve bistiiriler, filtre kagitlari, sterilizasyonda kullanilan distile saf
sular otoklav sterilizasyonuna (1,2 kg cm™ basing ve 121 °C sicaklikta 20 dakika) tabi
tutulmustur. Calisma esnasinda pens ve bistiirilerin steril hallerinin muhafazasi
amactyla ‘glass bead’ olarak da bilinen boncuklu sterilizator aleti kullanilmistir. Zaman
zaman da daha eski ve bilinen bir yontem olan alkol + alev islemi gerceklestirilmistir.

Calismaya baslamadan 6nce caligma ortami olan steril kabinlerin steril hale
getirilmesi i¢in %70 (v/v) etil alkol hazirlanarak temizlenmis, UV 15181 da agilarak bir
siire bekletilmistir. Ardindan ¢alismada kullanilacak olan tiim malzemeler hazirlanan bu
alkol soliisyonu ile muamele edildikten sonra steril kabine alinmistir.

3.2.2.2. Mikrog¢ogaltim calismasi

Arastirmanin  mikrogogaltim c¢alismalarint yiiriitiirken kullanilan temel besi
ortami ve bitki biiyime diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonlar1 farklilik
gostermistir. Baslangigcta birtakim besi ortami ve bitki biliylime diizenleyicisi
kombinasyonlar1 denemeye alinmig, daha sonra en ideal tepkiyi ortaya koyma
potansiyeli olanlarla ¢alismalara devam edilmistir. Genel anlamda mikrogogaltim
amaciyla Murashige ve Skoog (MS) temel besi ortami kullanilmistir (Cizelge 3.3). Tim
besi ortamlarinda ortak olan diger bilesenler ise karbonhidrat kaynag: olarak 30,0 g L™
siikroz ve besi ortamlarini yar1 kat1 hale getirmek i¢in 6,0 g Lt agardir. Hazirlanan besi
ortamlarinin pH degerleri 5,7 — 5,8 arasinda sabitlenmis, 1,2 kg cm basing ve 121 °C
sicaklikta 20 dakika otoklav sterilizasyonu yapilmistir.

Cizelge 3.3. Besi ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan Murashige ve Skoog (1962)
ve Gamborg vd. (1968) temel besi ortamlarinin igerikleri

Besi Ortam igerigi Murashige & Gamborg B5

Skoog (mg L™) (mg L™
Makro Elementler
KNO; 1900,00 2500,00
NH4sNO; 1650,00 -
CaCl, 332,02 113,23
MgSQO, 180,54 121,56
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Cizelge 3.3.’lin devami

KH,PO, 170,00 -
NaH,PO4 - 130,44
(NH4)2SO, - 134,00
FeS0,4.7H,0 27,8 27,80
Mikro Elementler

MnS0O4.H,0 16,90 10,00
HsBOs 6,20 3,00
ZnS0,4.7H,0 8,60 2,00
Kl 0,83 0,75
Na,Mo00,.2H,0 0,25 0,25
CuS04.5H,0 0,025 0,025
CoCl,.6H,0O 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,70 36,70
Organik Bilesikler

myo-inositol 100,00 100,00
Tiamin-HCI 0,10 10,00
Nikotinik asit 0,50 1,00
Pridoksin-HCI 0,50 1,00
Glisin 2,00

Calismada mikrocogaltimi optimum diizeyde saglamak amaciyla temel besi
ortami olarak MS ile hazirlanan 2 farkli besi ortam1 kombinasyonu denemeye alinmistir
(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Calismanin mikrogogaltim asamasinda kullanilan besi ortami
kombinasyonlar1

In vitro Cogaltma Ortam Kompozisyonlar:
1 |[3%MS+0,05mgL"BAP +0,005mgL™" IBA +30gL" siikroz
2 | %MS+0,25mgL"BAP +0,025mg L™ IBA + 30 g L™ siikroz

Mikrogogaltim caligmasi i¢in baslangi¢c materyali olarak belirli zamanlarda
meristemler alinmistir. 2017 y1li Mart ayinda deneme parsellerine ana bitki materyalleri
dikilmis olup, 2017 yili Haziran ayinda bu bitki materyallerinin arasindan iyi gelismis
olanlarindan ilk eksplantlar alinmistir. Bu tarihte alinan {i¢ c¢eside ait meristem
eksplantlarinin in vitro gelisme durumlart birbirlerinden farkli olmustur. Bayrampasa
cesidine ait meristemlerin alt kiiltiirlerinde iyi gelismeler gbzlemlenip aylik periyotlar
bazinda alt kiiltiirleme islemine devam edilirken, Sakiz ve Olympus F; ¢esitlerine ait
meristemlerin gelismelerinde vitrifikasyonlar ve anormal gelismeler gézlemlenmistir.
Haziran ay1 igerisinde deneme parsellerinde sulama durdurulup, bitkiler dinlenme
donemine ge¢irilmis ve ardindan Eyliil ay1 igerisinde uyandirma sulamasi ile
gelismelerine devam etmeleri saglanmistir. Bu aydan itibaren kendilerini toparlamaya
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baslayan Sakiz ve Olympus F; gesidine ait bitkilerden 2018 Subat ay1 basinda tekrar
meristemler alinarak, mikrogogaltim asamalar1 tekrarlanmistir.

Calismada kullanilacak olan eksplantlar deneme parsellerinden toplanmis,
laboratuvar ortamina getirilmistir. Agik araziden toplanan bu ana materyaller 6ncelikle
akan musluk suyu altinda bir siire tutularak toprak vs. pargalari temizlenmistir.
Ardindan ana bitki materyalleri belirli bir biiyiikliige kadar kiigiiltiilmiis ve hazirlanan
anti-bakteriyel sabun soliisyonunda (95 mL saf su + 5 mL anti-bakteriyel sabun) 10
dakika bekletilmis, ardindan akan musluk suyunda arindirilmiglardir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Araziden toplanan bitkilerin doku kiiltiirii caligmalarina hazirlik asamasi, a.
Sakiz; b. Bayrampasa; c. Olympus F;

On armdirma asamasindan sonra bitki materyalleri laminar akish steril kabin
igerisine alinarak, sterilizasyonlarina burada devam edilmistir. Ilk olarak steril distile saf
sudan gegirilen materyaller, ardindan %70’lik (v/v) etil alkol soliisyonunda 10-15
saniye bekletilmis ve tekrar steril distile saf sudan gegirilmistir. Bu islemin ardindan
materyallere iki agsamali sterilizasyon islemi uygulanmig olup, ilk asamada %30’luk
(V/v) (%4,5 aktif madde) sodyum hipoklorit soliisyonunda 20 dakika bekletilmistir. Bu
stirenin ardindan steril distile saf su ile 4 kez yikanan materyaller, belirli bir biiytikliige
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kadar ikinci kez kiiciiltiilmiistiir. Ardindan sterilizasyonun ikinci asamasina gecilmis
olup, yine %30’luk (v/v) hazirlanan ticari ¢amasir suyu soliisyonunda bu sefer 10
dakika bekletilmistir. Ardindan 4 defa steril distile saf sudan gecirilen bitki materyalleri
kesime ve besi ortamlarina dikime hazir hale getirilmistir (Sekil 3.7).

Bayrampasa

9k

Sekil 3.7. Bitkisel materyallerin sterilizasyon asamasi, a. ve b. 1. Sterilizasyon 6ncesi
ve sonrast; C., d. ve e. 2. Sterilizasyon asamasi sonrasi (C. Sakiz, d. Bayrampasa, e.
Olympus F,)

Calismada mikrocogaltimin baglatilmas1 amaciyla meristem kiiltiirii tekniginden
yararlanilmigtir. Sterilizasyonlar1 tamamlanan eksplantlar yaklasik 0,5 — 1,0 cm olacak
sekilde kesilerek besi ortamlarina dikime hazir hale getirilmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.9,
Sekil 3.10).

Sekil 3.8. Bayrampasa bitkisine ait meristemlerin ana materyalden ayrilmasi ve kiiltiire
alinmas1 asamalar1 (bar = 1 cm)
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Sekil 3.9. Sakiz cesidine ait meristemlerin ana materyalden ayrilmas: ve besi ortami
igeren tiiplerde kiiltiire alinmasi (bar = 1 cm)

Sekil 3.10. Olympus F; bitkisine ait meristemlerin ana materyalden ayrilma asamasi
(bar =1 cm)

Aragtirmanin mikrocogaltim c¢alismalar1 esnasinda kiiltiire alinan baslangi¢
materyallerinin gelisimlerini takiben, 30 giin siire gibi belirli araliklarla taze besi
ortamlarina aktarmalari (alt kiiltlir) yapilmistir. Calismada her bir ¢esit i¢in alt kiiltiirler
stiresince her bir kavanoza yeni olusan siirgiinlerden 5-6 tane kiiltiire alinmis, 4 hafta
sonra yeni olusan siirgiin sayilar1 hesaplanmis ve cogaltma katsayisi olarak ifade
edilmistir. Alt kiiltiir siireclerinde ¢ogaltilan bitkiciklerde gozlemler yapilarak
mikrocogaltim orani, eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisi, siirgiin bagina diisen
ortalama yaprak sayisi, kiltiire alinan kavanozlar basina enfeksiyon, gelismeyen ve
yaslt bitki oranlar1 c¢ogaltim katsayilar1 c¢esitler bazinda karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir.
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3.2.2.3. Invitro koklenme ¢alismalari

In vitro calismalarda mikrogogaltim asamasini takiben koksiiz bitkiciklerin
koklendirilip dis kosullara alistirilmasi olduk¢a 6nemli bir kism1 olusturmaktadir. Doku
kiiltiirti kosullarinda gogaltimlar yapilan bitkiciklerin yine ayni kosullarda koklendirilip
dis kosullara adaptasyonu saglanmaya calisilmistir. In vitro kosullarda g¢ogaltilan
bitkiciklerin koklendirilmesi amaciyla yar1 giicli MS temel besi ortam1 (2 MS) ile
birtakim bitki biiylime diizenleyicileri kullanilarak olusturulan besi ortami
kombinasyonlari denenmistir. Bu besi ortamlarinin igerikleri Cizelge 3.5 ve Cizelge
3.6’da sunulmustur.

Cizelge 3.5. In vitro koklenme amaciyla hazirlanan ‘Z’ kodlu besi ortami
kombinasyonlar1

g(l;gal:n In vitro Kéklenme Besi Ortami Kompozisyonu
21 15MS +2 mg L NAA + 1 mg L™ B1 vit. + 100 mg L™ myo-inositol +

10 mg L™ nikotinik asit

Z2 1MS +2 mg L NAA

Z3 5MS +2 mg LT NAA +5mg L™ GA;

Z4 MS + 3 mg L NAA

Z5 MS +3 mg L NAA +5mg L™ GA;

76 15MS +2 mg L NAA + 1 g L™ aktif komiir

Z7 15MS +2 mg L NAA + 2 g L™ aktif komiir

Z8 MS + 10 mg L IAA+5mg L™ GA;

Z9 5MS + 10 mg LT NAA +5mg L™ GA; + 1 g L™ aktif komiir
Z10 15MS + 10 mg L™ IBA

Z11 MS +10mg L™ IBA+5mg L™ GAs + 1 g L™ aktif komiir
712 5MS + 10 mg L™ IBA + 1 g L™ aktif komiir

713 MS + 10 mg L™ IBA + 0,3 mg L™ B6 vit.

Z14 2MS (kontrol)

Cizelge 3.6. In vitro koklenme amaciyla hazirlanan ‘K’ kodlu besi ortami
kombinasyonlar1

Ortam
Kodu

K1 15MS + 10 mg L™ IAA

K2 MS + 10 mg L 1AA + 1 g L™ aktif komiir
K3 1MS +10 mg L™ 1AA + 2 g L™ aktif komiir
K4 15MS + 6 mg L IBA

In vitro Koklenme Besi Ortanm Kompozisyonu
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Cizelge 3.6.’nin devami

K5 15MS + 6 mg L IBA + 1 g L™ aktif komiir

K6 15MS + 6 mg L IBA + 2 g L™ aktif komiir

K7 5MS + 5 mg L GAz + 0,5 mg L™ NAA

K8 5MS + 5 mg L GAz + 0,5 mg L™ NAA + 1 g L™ aktif komiir
K9 5MS + 5 mg L GAz + 0,5 mg L™ NAA + 2 g L™ aktif komiir
K10 2MS

Calismada mikrogogaltim uygulamalarimin 4. alt kiiltiirinden itibaren
bitkiciklerin saglikli ve diizenli gelisme gosterdigi, ¢ogaltim katsayilarinin da in vitro
koklenme c¢aligmalarina yetecek diizeyde oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle in vitro
koklenme caligmalart i¢in hazirlanan besi ortamlarina alinan bitkicikler bu seviyedeki
bitkicikler olmustur.

Hem mikrogogaltim amaciyla kullanilan besi ortaminda koklenen bitkicikler,
hem de in vitro koklenmenin gelistirilmesi amaciyla hazirlanmis olan besi ortami
kombinasyonlarindan elde edilen koklii bitkiciklerin dis kosullara alistirilmalart
gerceklestirilmistir. Birtakim gozlemler yapildiktan sonra koklii bitkicikler in vitro
kosullardan alinmis ve torfiperlit (1:1) karistm harcint igeren plastik viyollere
aktarilmigtir. In vitro kosullardan aktarilan bu bitkicikler sera kosullarinda 30 — 40 giin
bekletilmistir. In vitro kosullara oldukg¢a kontrollii oldugundan dolayi, seraya getirilen
bitkicikler ilk 10 gilin boyunca polietilen bir 6rtii altinda muhafaza edilmistir. Bu siirenin
ardindan polietilen ortii glin gectikce yavas yavas kaldirilmigtir. Sera kosullarindaki
bitkicikler sisleme sistemiyle giinde 2 kez sulanmistir. Belirtilen siirenin sonunda
bitkiciklerin durumlar1 kontrol edilmis, gerekli gozlemler vyapilarak sonuglar
kaydedilmistir. Aklimatizasyon asamasinin ardindan gelismesi 1yi olan bitkicikler arazi
kosullarina aktarilarak gelismelerine burada devam etmeleri saglanmastir.

3.2.2.4. Kallus ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirii ¢caliymalar1 ve elisitor uygulamalar
asamasi

Arastirmanin  bir diger asamasinda kallus kiiltlirlerinin  olusturulmasi
hedeflenmistir. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi1 amaciyla bagslangigta yaprak, yaprak
ana damarn gibi farkli eksplantlar kullanilmistir. Calismanin da ana hedefi olan sinarin
maddesinin yaprak ana damart degil de yapraklarda daha fazla miktarda oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle hedef sekonder metabolite ulasmak i¢in kallus kiltiirii
caligmalarina yaprak eksplantlar1 iizerine yogunlasarak devam edilmistir.

Calismada, kallus Kkiiltiirlerini  baglatmak amaciyla c¢esitli besi ortami
kombinasyonlar1 denenmistir. Bu ortam kombinasyonlarinda temel besi ortami olarak
MS ve Gamborg B5’ten yararlanilmistir. Arastirmada denemeye alinan besi ortami
kombinasyonlari arasinda karigikligi 6nlemek adina farkli kodlandirmalar yapilmis olup
(E, C, N, D, X, B ve T), ortamlarin igerikleri asagidaki ¢izelgelerde sunulmustur
(Cizelge 3.7 — Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.7. ‘E’ kodlu kallus besi ortami igerigi

Temel Besi Besi Ortamm Kompozisyonu
Ortam Ortam — MS

Kodu QLY NAA1 BAP_1 Siikr_(l)z
(mgL”) | (mgL™) | (gL7)

El 4,4 2,0 5,0 30,0

E2 4,4 0,5 5,0 30,0

E3 4,4 5,0 0,5 30,0

E4 4,4 1,0 1,0 30,0

E5 4,4 0 0 30,0

Cizelge 3.8. ‘C’ kodlu kallus besi ortami igerigi

Temel Besi Besi Ortamn Kompozisyonu
Sl Ortami — %
Kodu MS (g L) IBA_1 BAP_1 Siikr_(l)z
(mgL™) | (mgL™) (gLY)
Co0 3,3 0,005 0,05 30,0
C1 3,3 0,010 0,10 30,0
C2 3,3 0,015 0,15 30,0
C3 3,3 0,020 0,20 30,0
C4 o3 0,025 0,25 30,0
C5 33 0,050 0,50 30,0
C6 33 0,125 1,25 30,0
C7 33 0,250 2,50 30,0
C8 33 0,125 1,25 30,0
C9 33 0,125 1,25 60,0
C10 3,3 0,125 1,25 20,0

Cizelge 3.9. ‘N’ kodlu kallus besi ortam1 igerigi

Ortam ngzlmeie_sl Besi Ortami Kompozisyonu
Kodu Gamborg B5 NAA Glutamin | Aktif Komiir
QL™ (mg L™ (gL (gLY
NO 3,2 - - -
N1 3.2 10,0 - ;
N2 3,2 10,0 1.0 ;
N3 3,2 10,0 _ 10
N4 3,2 10,0 1.0 10
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Cizelge 3.10. ‘D’ kodlu kallus besi ortami igerigi
Ortam TS;Y;SILIIIS;(E_SI Besi Ortami Kompozisyonu
Kodu Gamborg B5 2,4-D Glutamin | Aktif Komiir
@L™h (mgL™ | @LY QL™
DO 3,2 - - -
D1 3,2 10,0 - -
D2 3,2 10,0 1,0 -
D3 3,2 10,0 - 1,0
D4 3,2 10,0 1,0 1,0
Cizelge 3.11. ‘X’ kodlu kallus besi ortam1 igerigi
ng‘;?l Besi Ortami Kompozisyonu
?gtam Ortami | Kin | 24-D | NAA | BAP | GA; | IAA | IBA | ..
o1 "Ms | (mg | (mg | (mg | (mg | (mg | (mg | (mg | Sikre?
X ; ; ; ; : : : Lt
@LY | LY | LY | LY [ Ly | Ly | LY | LY (gL
X1 4.4 0,05 3,0 - - - 30,0
X2 4.4 0,05 3,0 - - - 50,0
X3 4,4 0,1 2,0 - - - 30,0
X4 4.4 0,1 2,0 - - - 50,0
X5 4,4 0,5 2,0 - - - 30,0
X6 4,4 0,5 3,0 - - - 30,0
X7 4.4 0,5 2,0 - - - 50,0
X8 4.4 0,5 3,0 - - - 50,0
X9 4,4 0,5 2,0 - - 1,0 - 30,0
X10 4.4 0,5 0,5 - - - 30,0
X11 4,4 1,0 1,0 - - - 30,0
X12 4.4 1,0 3,0 - - - 30,0
X13 4,4 1,0 - 1,0 - - 30,0
X14 4.4 1,0 - 3,0 - - 30,0
X15 4.4 - 0,5 - 0,5 - 30,0
X16 4.4 - 1,0 - 0,5 - 30,0
X17 4.4 - 0,5 - 0,5 - 50,0
X18 4.4 - 1,0 - 0,5 - 50,0
X19 4,4 - 2,0 - 0,5 - 30,0
X20 4,4 - 3,0 - 0,5 - 30,0
X21 4,4 - - 0,2 0,2 1,0 - 30,0
X22 4.4 - - 2,0 0,5 0,5 0,5 - 30,0
X23 4,4 - - 3,0 0,5 0,5 - - 30,0
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Cizelge 3.11.°in devami1
X24 4,4 - - 3,0 0,5 - - - 30,0
X25 4.4 - - 1,0 1,0 - - - 30,0
X26 4.4 - - 1,0 1,0 0,5 - - 30,0
X27 4,4 - - 2,0 1,0 - - - 30,0
X28 4.4 - - 3,0 1,0 - - - 30,0
X29 4.4 - - 2,0 2,0 - - - 30,0
X30 4.4 - - 2,0 2,0 - - - 50,0
X31 4.4 - - 3,0 2,0 - - - 30,0
X32 4.4 - - - 0,5 - - 0,5 30,0
X33 4,4 - - - - - - - 30,0
Cizelge 3.12. ‘B’ kodlu kallus besi ortami icerigi
Temel Besi Ortamu Kompozisyonu
Ortam Besi
Kodu | Orfami| BAP | 24-D | NAA | Kin | Glutamin | Siikroz
(gBL5_1) (mgL™) | (mgL™) | (mgL™) | (mgL™) | @L") | @LY
Bl 3,2 0,1 1,0 - - - 30,0
B2 3,2 0,5 5,0 - - = 30,0
B3 3,2 1,0 1,0 - - - 30,0
B4 3,2 2,0 2,0 - - - 30,0
B5 3,2 5,0 5,0 - - - 30,0
B6 3,2 0,1 1,0 - - 1,0 30,0
B7 3,2 - 6,0 - 0,5 - 30,0
B8 3,2 1,0 - 7,0 - - 30,0
B9 3,2 0,5 - 5,0 - - 30,0
B10 3,2 5,0 - 5,0 - - 30,0
B11l 3,2 - - - - - 30,0
Cizelge 3.13. ‘T’ kodlu kallus besi ortami igerigi
Temel Besi Ortamn Kompozisyonu
Ortam Besi
Kodu | Ortami— | BAP NAA Kin 2,4-D | Siikroz
B5 (g LY | (MgL™) | (mgL™) | (mgL™)|(mgL™)| (gL
T1 3,2 0,1 0,5 - - 30,0
T2 3,2 0,1 1,0 - - 30,0
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Cizelge 3.13.’in devami

T3 3,2 0,1 2,0 - - 30,0
T4 3,2 0,5 0,5 - - 30,0
T5 3,2 0,5 1,0 - - 30,0
T6 3,2 0,5 2,0 - - 30,0
T7 3,2 1,0 1,0 - - 30,0
T8 3,2 1,0 2,0 - - 30,0
T9 3,2 2,0 2,0 - - 30,0
T10 3,2 - - 0,1 0,5 30,0
T11 3,2 - - 0,1 1,0 30,0
T12 3,2 - - 0,1 2,0 30,0
T13 3,2 - - 0,5 0,5 30,0
T14 3,2 - - 0,5 1,0 30,0
T15 3,2 - - 0,5 2,0 30,0
T16 3,2 - - 1,0 1,0 30,0
T17 3,2 - - 1,0 2,0 30,0
T18 3,2 - - 2,0 2,0 30,0
T19 3,2 - - - - 30,0

Calismada kullanilan eksplantlar, acik alanda yetistirilen bitkilerden temin
edilmistir. Yeni ¢ikan, taze ve i¢ kistmda bulunan yapraklarin toplanmasina dzellikle
dikkat edilmistir. Toplanan gen¢ yapraklar laboratuvara getirilmis, oncelikle akan su
altinda her tiirlii kirden arindirilmistir. Ardindan 15 dakika gibi bir siire antibakteriyel
sabun (95 mL su + 5 mL aktibakteriyel sabun) ile yikanmustir. Sterilizasyon amaciyla
durulanan yapraklar steril kabine alinmis, %20 oraninda ticari sodyum hipoklorit (%4,5
aktif madde) igeren soliisyonda 10 dakika bekletilmistir. Bu islemi takiben her biri 3’er
dakika olmak tizere 3 kez durulama suyundan gegirilen yapraklar kiiltiire alinmaya hazir
hale gelmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Yaprak eksplantlarinin sterilizasyonu ve kallus eldesi i¢in kiiltiire alinmasi
Steril kabin icerisinde dezenfeksiyon islemleri tamamlanan yaprak eksplantlari

0,5 — 1,0 cm biiyiikliigiinde parcalara ayrilmistir. Bu sekilde dikime hazir hale getirilen
eksplantlar, hazirlanan besi ortamlarina dikilmistir. Sadece ‘T’ kodlu kallus ortamlar1 60
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mm biiyiikliigiindeki steril plastik petrilere hazirlanmis olup, diger tiim kallus ortamlari
icin 90 mm biiyiikliigiindeki steril plastik petriler kullanilmistir. Bu sebeple, ‘T’ kodlu
kallus ortam kombinasyonlarinin bulundugu petrilere 10 par¢a yaprak eksplanti
dikilirken, diger tiim kallus ortamlariin bulundugu petri kaplarina 20’ser parga yaprak
eksplant: dikilmistir. Her bir besi ortami igin 3 petri kullanilmistir. Calismada kiiltiire
alinan yaprak eksplantlarinin bir kismi in vivo yetistirilen bitkilerden toplanmis olup, bu
eksplantlarin kiiltiire alindigr denemeler 3 tekerriirlii olarak yiiritilmistiir. Bununla
birlikte ¢alismanin bir kisminda ise in vitro gogaltilip koklendirilen ve dis kosullara
adaptasyonlar1 saglanan bitkilerden de yaprak ornekleri toplanmis, bunlar da besi
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. In vitro yaprak eksplantlarini igeren kallus ¢aligsmalari
ise 2 tekerriirlii olarak ylriitiilmistiir.

Kiiltiire alinan eksplantlar, 24+2°C sicaklik, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
fotoperiyot ve 3000 liikks 151k siddetine sahip iklim odalarina alinmistir. Arzu edilen
sekonder bilesiklerin arttirllmasi amaclanan bu calismada, bunu saglamak amaciyla
kiltiirler tim alt kiltiirleri siiresince karanlik kosullar altinda muhafaza edilmistir
(Pandino vd. 2017a; EI-Bahr vd. 2018).

Kiiltire alinan eksplantlardan yaklasitk 20 giin sonra kallus olusumlar
gozlemlenmeye baslamistir. Elde edilen kalluslar belirli araliklarla (yaklasik 30 giin) alt
kiiltiire alinmistir. Kalluslarin alt kiiltiir islemi 3 alt kiiltiir siiresince devam ettirilmistir.
Bu siire zarfinda gozlemler yapilarak asagidaki parametreler incelenmistir;

v Gelisme gosteren yaprak eksplanti sayisi,

v Eksplantlarda meydana gelen kalluslarin agirhig,
v Olusan kalluslarin rengi,

v Olusan kalluslarin dokulari.

Caligmada incelenen ilk parametre kiiltiire alian yapraklarda meydana gelen
gelisimlerin - gézlemlenmesi olmustur. Gelisen yaprak oram1 asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmustir.

Gelisen yaprak eksplanti sayisi

. o) —
Gelisen Yaprak Orani (%) Kiltiire alinan toplam yaprak x 100

eksplanti sayisi

Kallus kiiltiirlerinin baslamasini takiben olusan kalluslarin oncelikle tartimlari
yapilmis, ardindan taze besi ortamlarina aktarilmistir. Yeni besi ortamlarina aktarilan bu
kalluslarin stereo mikroskop ve goriintiileme sistemi yardimiyla goriintiileri alinmigtir.

Calismada yaprak gelisim oranimi takiben kallus olusum oranlari hesaplanmis
olup, asagidaki esitlikten yararlanilmistir.

Kallus olusturan eksplant sayisi
Kallus Olusum Orani (%) = . x 100
Gelisen yaprak eksplanti sayisi
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Son alt kiiltiir isleminin ardindan kallus kiiltiirlerine en 1yi tepkiyi veren besi
ortamlart tespit edilmeye calisilmig ve yaprak eksplantlarindan elde edilen tatminkar
miktarlardaki kalluslarin siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasi amaciyla belirlenen bu
besi ortamlarinin sivi versiyonlart hazirlanarak burada kiiltiire alinmigtir. Meydana
gelen kalluslar tartilmis, 30 mL/100 mL ya da 50 mL/250 mL (besi ortami/erlen) olacak
sekilde hazirlanmistir. Boylece kalluslardan hiicre siispansiyonlar1 baglatilmistir. Orbital
calkalayict 130 rpm hizina ayarlanmis olup, hazirlanan bu kallus + besi ortami
bilesiminin siispansiyon haline gelmesi i¢in bu calkalayicilar {izerine yerlestirilmistir.
Kiiltiirlerin daha sonraki inkiibasyonlar1 i¢in kiiltiir kosullar1 24+2°C sicaklik ve siirekli
karanlik olarak ayarlanmistir. Stispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasini takiben siirekli
gozlemler yapilmis olup, kiiltlirlerin besi ortamlar1 12 giinde bir yenilenmek suretiyle,
filtre edilerek alt kiiltiir islemleri gerceklestirilmistir. Bu siire¢ iki alt kiiltiir siiresince
devam ettirilerek kalluslarin sivi besi ortamlarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Her alt
kiiltiir sonunda filtre isleminin ardindan hiicrelerin yas agirliklar1 hesaplanarak hiicre
biliylimesinin belirlenmesi amaclanmistir. Bunun yam sira alt kiiltiirler siiresince sivi
besi ortaminda meydana gelen pH degisimleri de kaydedilmistir.

Arastirmanin bir diger basamaginda, enginarin fonksiyonel gida olarak degerinin
artirtlmasina yonelik olarak bazi sekonder metabolitlerin igeriginin artmasi iizerine
biyotik ve abiyotik olmak iizere iki farkli elisitoriin etkisi arastirilmistir. Bu amacla
kullanilacak olan elisitorler kitosan ve metil jasmonat olarak belirlenmis olup, bunlar
kiiltiirlere farkli zamanlarda ve farkli konsantrasyonlarda eklenmistir. Caligmada her iki
elisitorden tiger farkli konsantrasyonda eklenmis (Krzyzanowska vd. 2012; Lim vd.
2013; Ahmed vd. 2014; Tanoori vd. 2015; Jiao vd. 2018; Liu vd. 2018) elisitorler igin
kullanilan dozlar ve uygulama siireleri su sekildedir:

Elisitorler ve uygulama dozlart;

v Kitosan: 200, 400 ve 800 mg L™,
v Metil Jasmonat: 50, 100 ve 200 uM

Kiiltiirlere uygulama siireleri:

v 24,
v 48,
v’ 72 saat

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin son alt kiiltiiriinden sonra hiicrelerde meydana
gelen taze agirlik artis veya azaliglar tespit edilmis, besi ortamindaki azalma oranlari
belirlenmis ve pH degisim diizeyleri dl¢iilmiistiir. Belirtilen bu gbzlemler arasindan taze
agirlik degisimleri, ¢aligmanin bir sonraki asamasi olan elisitor uygulamalarina yon
vermis olup, tespit edilen en yiiksek taze agirligin elde edildigi besi ortami belirlenerek
bu ortam elisitor uygulamasinda besi ortami olarak degerlendirilmeye alinmistir.
Elisitér uygulamalart 30 mL/100 mL (besi ortami/erlen) olacak sekilde olusturulmus
olup, her bir besi ortamini igeren erlene, ortam igerigi toplamda 30 mL olacak sekilde
eklenmis ve 0,7 g kallus tartilip eklenerek hazirlanmistir. Yukarida belirtilen dozlarda
uygulanmasi planlanan elisitorlerin hazirlanmasi esnasinda;
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v’ Kitosan i¢in 0,1 M’lik HCI ¢ozeltisinde stok soliisyonu hazirlanarak steril
kabin igerisinde filtre sterilizasyonu yapilmig ve besi ortamlarna ilave
edilmistir.

v" Metil jasmonat i¢in ise saf su ile stok soliisyonu hazirlanmis olup, yine
steril kabinde filtre sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra besi ortamlarina
ilavesi yapilmistir.

Bahsi gecen dozlardaki elisitorlerin sivi besi ortamlarina ilavesi hiicre
siispansiyon kiiltiiriiniin 2. alt kiiltiirinden sonra gergeklestirilmistir. Her bir
uygulamanin kontrol grubu i¢in ise, uygulanan elisitér dozu kadar %50 (v/v) etil alkol
soliisyonu kullanilmistir. Kiiltiirlerin inkiibasyonlar1 hizt 130 rpm’e ayarlanan orbital
calkalayicida, 2442°C sicaklik ve siirekli karanlik kiiltiir kosullar1  altinda
stirdiiriilmiistiir. Uygulamay1 takip eden 24 saat, 48 saat ve 72. saatlerin sonunda
kiiltiirler filtre yontemi ile siiziilerek, hiicrelerin taze agirliklari, ortam miktarlar1 ve
pH’lar1 tespit edilerek degisimler gozlemlenmistir. Ardindan HPLC yontemi
kullanilarak analizler yapilmis olup, arzu edilen sekonder metabolit miktarlari {izerine
elisitor uygulamalarmin olast etkilerinin (elisitor tipi, uygulama konsantrasyonu ve
uygulama zamani) tespit edilmesi amaglanmistir.

3.2.3. Sekonder metabolitlerin tespitine yonelik calismalar — HPLC (Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi) analizleri

3.2.3.1. HPLC analizleri i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

Calismada degerlendirilmeye alinan ¢esitlerden 7 ay boyunca (2018 Ekim —
2019 Nisan aylar1 arasinda) 2 farkli kissmdan (i¢ ve dis yapraklar) en az 5’er adet
yaprak ornekleri toplanmistir. Toplanan yapraklarin yas agirliklart belirlendikten sonra,
65 °C’de 4 giin boyunca bekletilerek sabit agirliga ulasmalar1 saglanmis ve kuru
agirliklart hesaplanmistir. Kuruyan yaprak ornekleri gesitler, i¢ ve dis yapraklar bazinda
ayri ayrt Ogitiilmiis, etiketlendirmeleri yapildiktan sonra hava gecirmeyen Kkilitli
posetlere aktarilmis ve analizleri yapilana kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

Kurutulup 6giitiilmiis olan bu yaprak 6rneklerinin sekonder metabolit analizleri
icin her bir ornekten 1+0,01 g tartilarak 15 mL’lik falkon tiiplere aktarilmigtir.
Orneklerin iizerine 10 mL %80’lik metanol (metanol:su = 80:20) ilave edilmistir. Bu
ornekler bir siire vortekslendikten sonra 24 saat 250 rpm devir hizindaki ¢alkalayicida
bekletilmistir. Bu siirenin ardindan 4000 rpm devirde 15 dakika santrifiijlenen
orneklerden 1 mL alinip, 2 mL kapasiteli viyallere alinarak cihaza enjekte edilmistir
(Pandino vd. 2010a).

Calismanin bir diger asamasinda in vitro kiiltiirlerden elde edilen kalluslarin ve
ardindan olusturulan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin igerdigi sekonder metabolitlerin
tespit edilmesi de yine HPLC analizleri ile gergeklestirilmistir. Bu amagcla kiiltiirlerden
elde edilen kalluslar 1sis1 onceden 65 °C’ye ayarlanmis etiivlerde 24 saat boyunca
bekletilmis, ardindan ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen kallus ornekleri 0,5+0,01 g olarak
tartilarak 15 mL’lik falkon tiiplere aktarildiktan sonra iizerlerine 5 mL %80’lik metanol

(metanol:su = 80:20) eklenmistir. Bu asamadan sonraki islemlerin sirasi yukarida
aciklandigi sekilde devam etmistir.
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Hiicre silispansiyon kiiltiirlerinin (hem elisitor uygulamasi yapilan hem de elisitor
uygulanmayan ornekler) igerdigi sekonder metabolit igeriklerinin tespitinde ise yine
yukarida agiklanan asamalardan sonra cihaza enjekte edilmesiyle gergeklestirilmistir.

3.2.3.2. HPLC analizleri icin kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan yiiksek safliktaki metanol, asetonitril, asetik asetik
Isolab’dan temin edilmistir. Toz formda satin alinmig sekonder metabolitler olan 3-O-
kafeoilkinik asit (> %98) (Toronto Research Chemicals), 4-O-kafeoilkinik asit (%99)
(Cayman Chemical), 5-O-kafeoilkinik asit (%99) (Cayman Chemical), 1,3-O-
dikafeoilkinik asit (%99) (Cayman Chemical), 1,5-O-dikafeoilkinik asit (%99) (Toronto
Research Chemicals), kafeik asit (> %98) (Sigma-Aldrich), p-kumarik asit (> %99)
(Sigma-Aldrich), ferulik asit (%99) (J&K Scientific), narirutin (%99) (Cayman
Chemical), luteolin (%99) (Cayman Chemical), luteolin 7-O-glukuronit (%87)
(Harbison Walker International), apigenin (%99) (Cayman Chemical), apigenin 7-O-
glukuronit (%99) (Cayman Chemical) kullanilmistir.

Mobil faz ve ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan 18.2 MQ ultra saf
su Millipore Direct-Q 3 System saf su cihazindan saglanmustir.

3.2.3.3. Cahsmada kullanilan cihazlar

Calismada sekonder metabolitlerin kantitatif analizleri Chem Station yazilimi ile
kontrol edilen Hewlett Packard 1100 serisi ¢ift gradiyent pompali, oto 6rnekleyicili,
diyot dizi detektore (DAD) sahip yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) cihazinda
gerceklestirilmistir. Kimyasal bilesenlerin kromatografik ayirimi Zorbax Eclipse XDB-
Ci8 (46 mm ID x 250 mm, 5 pm partikiil biytkligi) analitik kolonda
gerceklestirilmistir. Koruyucu kolon olarak da Eclipse XDB-C18 (4,6 mm ID x 12,5
mm, 5 um partikiil buiyiikliigii) kullanilmigtir.

Orneklerin ekstraksiyonunda Heidolph Unimax 1010 calkalayicili inkiibatér,
santrifiij islemlerinde MSE Mistral santrifiij cihaz1 kullanilmistir.

3.2.3.4. Sekonder metabolitlerin standart ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon egrilerinin
hazirlanmasi

Fenolik bilesenlerin stok ¢ozeltileri 0,01 mg hassasiyet ile tartilmis standartlarin
saf metanolde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir. Metanolde hazirlanmis ¢6zeltiler daha uzun
raf Omriine sahip oldugu ici hem de ekstraktlar metanolik ¢ozeltide hazirlandigi i¢in su
yerine tercih edilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -18 °C’de saklanmistir. Fenolik
bilesenlerin stok c¢ozeltilerden farkli oranlarda seyreltmeler yapilarak kantitatif
belirleme i¢in gerekli kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Tez g¢alismasinda fenolik
bilesenlerin kalibrasyon egrileri 5, 10, 25, 50, 100 ve 250 mg kg'l’hk
konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte edilmistir.

3.2.3.5. Sekonder metabolitlerin HPLC-DAD ile belirlenmesi

Enginar ekstraktlarindaki bazi sekonder metabolitler, sivi kromatografisi cihazi
ile tayin edilmistir. Bunun i¢in Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde
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bulunan HP 1100 HPLC-DAD cihaz1 kullanilmistir. DAD detektorde Slgtimler 3 ayri
dalga boyunda ayn1 anda yapilmistir. Olgiimler icin literatiir taramasindan sonra 310
nm, 330 nm, 280 nm dalga boylar1 tercih edilmistir. Her bir enjeksiyon, bir sonraki
enjeksiyona hazirlanma siiresi dahil 70 dakika stirmiistiir. Kolon firin sicaklig1 28 °C,
enjeksiyon hacmi de 20 uL olarak belirlenmistir. HPLC’de analizler i¢in mobil fazlar
olarak % 5 asetik asit iceren su (mobil faz A) ile asetonitril (mobil faz B) kullanilmistr.
Kullanilan akis metodu Cizelge 3.14’te verilmistir.

Cizelge 3.14. HPLC mobil faz akis programi

Siire (dakika) | % Mobil Faz A | % Mobil Faz B
0 85 15
40 85 15
45 50 50
55 0 100
60 0 100
65 85 15

Incelenen sekonder metabolitler, kullanilan akis metodu ile cihaza tek tek
enjekte edilmis ve alikonma zamanlar1 tespit edilmistir. Ardindan sekonder
metabolitlerin maksimum absorbansi verdigi dalga boylari (Amax) belirlenmistir (Cizelge
3.15). Farkli konsantrasyonda enjekte edilmis sekonder metabolitlerin standartlari
kullanilarak belirlenen dalga boylarinda kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Hazirlanan
kalibrasyon egrisi ile ekstraktlardaki bilesenlerin kantitatif degerlendirilmesi miimkiin
kilmmustir (Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Sekil 3.14).

Cizelge 3.15. Fenolik bilesenlerin alikonma zamanlar1 ve maksimum aborbans verdigi
dalga boylar1

Bilesen Alikonma Zamani

Numarasi Sekonder Metabolit (dakika) Amax (NM)
1 3-0O-kafeoilkinik asit 6,78 330
2 4-O-kafeoilkinik asit 9,31 330
3 5-O-kafeoilkinik asit 10,65 330
4 1,3-O-dikafeoilkinik asit 13,18 330
5 p-kumarik asit 26,17 330
6 1,5-O-dikafeoilkinik asit 38,82 330
7 Narirutin 40,82 330
8 Kafeik asit 15,46 330
9 Luteolin 7-O-glukuronit 29,85 330
10 Ferulik asit 32,26 280
11 Apigenin 7-O-glukuronit 49,92 330
12 Luteolin 54,20 330
13 Apigenin 55,42 330
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Sekil 3.12. 50 ppm MIX1 standart karisiminin 330 nm’de alinmig spektrumu. (1) 3-O-
kafeoilkinik asit, (2) 4-O-kafeoilkinik asit, (3) 5-O-kafeoilkinik asit, (4) 1,3-O-
dikafeoilkinik asit, (5) p-kumarik asit, (6) 1,5-O-dikafeoilkinik asit

—

0

Sekil 3.13. 50 ppm MIX1 standart karigiminin 280 nm’de alinmig spektrumu. (1)
Narirutin
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Sekil 3.14. 50 ppm MIX2 standart karigiminin 330 nm’de alinmis spektrumu. (1) Kafeik
asit, (2) luteolin 7-O-glukuronit, (3) ferulik asit, (4) apigenin 7-O-glukuronit, (5)
luteolin, (6) apigenin

3.2.4. istatistiksel analiz

Sekonder metabolit parametrelerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistikler
olarak ortalama ve standart sapma degerleri kullanilmistir. Normallik varsayimi
Shapiro Wilk Testi ile kontrol edilmistir. Normallik varsayimi saglanmadigi icin
parametre degerlerine logaritmik transformasyon (doniisiim) uygulanmigtir. Yorumlama
kolayligr saglamak icin tablolarda verilerin transformasyon yapilmamis degerleri
sunulmustur. Cesit ve ay etkilerini gormek i¢in iki yonli ANOVA yontemi
kullanilmigtir. Anlamli  ¢ikan durumlarda ikili karsilastirmalar DuncanTesti ile
yapilmistir. Analizler SAS 9.4 programi ile yapilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Acik Alan Calismalarima Ait Bulgular

Agik alanda yetistiriciligi yapilan, c¢alismada degerlendirmeye alinan

Bayrampasa, Sakiz ve Olympus F; gesitlerinin morfolojik yapilarii gézlemlemek
amactyla birtakim parametreler belirlenmis olup, yapilan gozlemler sonucunda elde
edilen bulgular Cizelge 4.1’de sunulmustur. Calismada degerlendirilmeye alinan
enginar ¢esitlerinin morfolojik yapilarma bakildiginda farkliliklar gézlemlenmistir.
Buna gore Sakiz ¢esidinin yaprak yapisi diiz, Bayrampasa ve Olympus F; ¢esitlerinin
ise parcalidir. I¢ ve dis yapraklarin genisligi ve uzunlugu Sakiz ve Bayrampasa
¢esidinde benzer biiyiikliiklerde tespit edilirken, Olympus F; ¢esidinin bu iki geside
nazaran daha biiyiik yapraklara sahip oldugu soylenebilir. Cesitlerin bas 6zellikleri
degerlendirildiginde, Bayrampasa ve Sakiz cesitlerinin hem i¢ hem de dis brakte
renklerinde degisiklik olmadig1 ve yesil rengin hakim oldugu goriilmistiir. Olympus F;
cesidinde ise dis braktelerin yesil renkli oldugu, i¢ kisimlarda ise antosiyanin
birikimiyle alakali oldugu diisiiniilen mor renk olusumu gozlemlenmistir. Bayrampasa
ve Olympus F; ¢esitlerinin meydana getirdigi baslar Sakiz ¢esidine gore daha biyiiktiir.
Baslar, Sakiz ve Olympus F; ¢esidinde Bayrampasa ¢esidine kiyasla daha sik1 yapilidir.
Braktelerin uglari ve dikenlilik durumlarma bakildiginda ise Bayrampasa ve Sakiz
cesitlerinin brakte uglart girintili yapida ve dikensiz olusumlar gosterirken, Olympus F;
¢esidinde ise brakte ucu diiz ve dikenlidir.

Cizelge 4.1. Cesitlere ait morfolojik gozlem degerlendirmesi

Parametreler Cesitler
Bayrampasa Sakiz Olympus F;
Yaprak sekli Parcali Diiz Parcal1
I¢c yaprak genisligi (cm) 21 24 39
Dis yaprak genisligi (cm) 33 22 67
i¢ yaprak uzunlugu (cm) 35 47 61
Dis yaprak uzunlugu (cm) 92 88 105
: . Yesil, i¢ braktelerde
Brakte rengi (antosiyanin Yesil Yesil ? ant((;)siyanin
olusumu)
olusumu var
Bas sekli y]al\igﬁlgi( Kug:;;;l(l)lvale Biiyiik, ovale yakin
Bas sikihi1 Hafif siki Siki Sik1
Elrif:‘zlj‘;ir‘i‘ﬁ;‘ﬂ?;“‘ Girintili Girintili Diiz
Dikenlilik Dikensiz Dikensiz Dikenli

Calismada 2018 ve 2019 yillarn ilkbahar aylarinda olmak tiizere 2 kez
yapraklarda mevcut olan klorofil miktarlarinin tespitine yonelik olarak SPAD degerleri
(SPAD - 502plus Konica Minolta) belirlenmistir. Bu amagla sabah saatlerinde (08:00 —
10:00) her bir ¢eside ait 10’ar adet i¢ ve dis yaprakta 3 defa okuma yapilmistir (Sekil
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4.1). SPAD olgim degerlerine iliskin ortalama degerlere ait grafik Sekil 4.2°de
sunulmustur.

Sekil 4.1. Arazi kosullarinda SPAD degerinin dl¢iimii

Caligmada degerlendirmeye alinan cesitlerin 2018 yili ilkbahar aylarindaki
SPAD degerlerine bakildiginda, Bayrampasa ve Olympus F; c¢esitlerinin ig
yapraklarmm SPAD degerlerinin dis yapraklarininkine oranla daha fazla oldugu tespit
edilirken, Sakiz i¢in tam tersi s6z konusudur. 2019 yili ilkbahar aylarindaki degerlere
bakildiginda Olympus F; ve Sakiz gesitleri ayni g¢izgilerini korurken, Bayrampasa
cesidinde ise dis yapraklarin degerlerinin i¢ yapraklarin degerlerine gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir. SPAD kelime anlami olarak, “toprak bitki analiz gelisimi”
olarak ifade edilmektedir. Bitkilerin yapraklarinin yesil rengi ya da igerdigi klorofil
miktarinin belirlenmesini saglayan bu deger, aslinda dolayli olarak yapraklarin icerdigi
azot miktariin da ifade edilmesine yardimci olmaktadir. Yapraklarin SPAD
degerlerinin nispeten yiiksek olmasi, 6zellikle azot bakimindan bitki beslenmesinin iyi
durumda olmasiyla iligskilendirilmektedir (Campanelli vd. 2014). Bu g¢aligmanin
sonuclar1 degerlendirildiginde, en yiiksek SPAD degeri 6l¢limiiniin Sakiz ¢esidinin dig
yapraklarinda 2018 yili ilkbahar aylarinda tespit edildigi, dolayisiyla en yiiksek klorofil
miktarinin Sakiz ¢esidinin dis yapraklarinda oldugu soylenebilir. Bitkilerin yine 2018
yilt SPAD degerlerine bakildiginda, bu degeri Sakiz ¢esidinin i¢ yapraklarinin takip
ettigi gortilmektedir. 2019 yili degerlerine bakildiginda ise Olympus F; ¢esidinin ig
yapraklarinin 6n plana ¢iktigi, bunu ise Sakiz ¢esidinin dis yapraklarmin takip ettigi
belirlenmistir (Sekil 4.2).
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SPAD Degerleri

45,68 44,06

39,91
3344 | 3383

24,63

0 1 - - T - 1
2018 flkbahar - 2018 flkbahar - 2019 flkbahar - 2019 Tlkbahar -
I¢ yaprak Dis yaprak Ic¢ yaprak Dis yaprak

 Bayrampasa u Sakiz u Olympus F1

Sekil 4.2. Degerlendirilmeye alinan gesitlere ait i¢ ve dis yapraklarin SPAD degerleri

Sekil 4.3’te de goriildiigii lizere aylar bazinda incelendiginde en yiiksek yaprak
taze agirlik degerlerinin genel olarak Olympus F; ¢esidinin dis yapraklarindan elde
edildigi goriilmektedir. Bunu birkag istisna disinda (Bayrampasa ¢esidi dis yapraklar —
2018 Ekim ve 2018 Kasim) Olympus F; ¢esidinin i¢ yapraklari takip etmektedir. Bu
durum, daha Once arazi kosullarinda yapilan gesitlerin morfolojik yapilarma iligkin
gozlemlerde de belirtilen yapraklarin 6l¢iim degerleriyle uyum i¢inde olup, beklenen bir
sonug¢ olmustur. Degerlendirmeye alinan aylarda yapraklarin taze agirliklar1 bakimindan
en disik Ol¢im degerleri ise 2019 yili Nisan ay1 harig, Sakiz c¢esidinin i¢
yapraklarindan elde edilmistir. 2019 yili Nisan ayindaki en diisiik degerin ise
Bayrampasa ¢esidinin i¢ yapraklarindan elde edildigi sOylenebilir. Cesitlerin kuru
yaprak agirliklarina iliskin degerlerde de taze agirliklarina benzer bir egilim oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.4).
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180 -

160

Yaprak Taze Agirhgi (g)

2018 Ekim 2018 2018 2019 Ocak 2019 2019 Mart 2019
Kasim Arahk Subat Nisan
2018 Ekim 2018 Kasim | 2018 Arahk | 2019 Ocak 2019 Subat 2019 Mart 2019 Nisan
E Bayrampasa i¢ yaprak 33,73 49,15 35,34 29,29 26,94 63,09 28,72
# Bayrampasa dis yaprak 84,41 87,8 65,54 41,58 30,66 76,64 71,07
u Sakiz i¢ yaprak 28,69 38,15 27,98 20,6 25 22,35 48,96
® Sakiz dis yaprak 47,89 64,15 53,31 38,13 41,21 36,48 73,55
& Olympus F1 i¢ yaprak 80,55 85,29 64,48 70,93 71,83 121,64 87,15
i Olympus F1 dis yaprak 127,65 153,06 121,15 122,3 108,44 176,98 151,24
Aylar

Sekil 4.3. Arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerden toplanan yaprak orneklerine ait taze
yaprak agirliklari (g)

25 4

Yaprak Kuru Agirhg (g)

2018 Ekim 2018 2018 2019 Ocak 2019 2019 Mart 2019
Kasim Aralik Subat Nisan
2018 Ekim 2018 Kasim | 2018 Arahk | 2019 Ocak 2019 Subat 2019 Mart 2019 Nisan
@ Bayrampasa ic yaprak 2,96 4,32 3,1 2,53 2,36 3,07 2,32
@ Bayrampasa dis yaprak 7.86 8,17 6,1 3,87 2,85 527 6,61
 Sakiz i¢ yaprak 3,16 4,21 3,09 2,27 2,75 247 5,41
® Sakiz dis yaprak 521 6,98 58 4,14 4,48 3,96 8
@ Olympus F1 i¢ yaprak 8,39 8,89 6,72 7,39 7,48 12,68 9,08
i Olympus F1 dis yaprak 17,08 20,48 16,21 16,36 14,45 23,68 20,24
Aylar

Sekil 4.4. Arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerden toplanan yaprak orneklerine ait
kuru yaprak agirliklari (g)
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Cesitlerin toplanip kurutulan yapraklarina iliskin 2018 Ekim ile 2019 Nisan
aylar1 arasindaki kuru agirlik oranlart degerlendirildiginde, bu oranlarin belirtilen aylar
arasinda belirli bir diizeyde kaldig1 Sekil 4.4‘te goriilmektedir. Ancak Bayrampasa
cesidinin 2019 yili Mart ayinda toplanip kurutulan i¢ yapraklarindaki deger diisiisii
dikkat ¢ekmektedir. Aslinda degerlendirmeye alinan aylar arasinda 2019 yili Mart
aymdaki Bayrampasa ¢esidinin i¢ yapraklarinin taze agirligi deger olarak diger aylara
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup, en fazla su kaybin1 bu ayda yasamistir.
Diger iki ¢esitte ve Bayrampasa ¢esidinin diger aylardaki degerlerinde ise taze agirlikla
orantili bir sekilde agirlik kayiplari oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

16
- 14
S & a a a s & A
E 12
o
% 1 *— 2 $ + A * 4
)
- = =
- \ /
E \\ y /
= 6
£
g
- 4
2
0
2018 2018 2018 2019 2019 2019 2019
Ekim Kasim Arahk Ocak Subat Mart Nisan
=¢=Bayrampasa - dis yaprak 9,31 9,3 9,3 9,3 9,29 9,3 9,3
=@=Sakiz - dis yaprak 10,87 10,88 10,87 10,85 10,87 10,85 10,87
==Olympus F1 - dis yaprak 13,38 13,38 13,38 13,37 13,32 13,38 13,38
== Bayrampasa - i¢ yaprak 8,77 8,78 8,77 8,63 8,76 4,86 8,77
=se=Sakiz - i¢ yaprak 11,01 11,03 11,04 11,01 11 11,05 11,04
=@=0lympus F1 - ic yaprak 10,41 10,42 10,42 10,41 10,41 10,42 10,41
Aylar

Sekil 4.5. Calismada degerlendirilen gesitlerin yaprak kuru agirlik oranlari (%)

4.2. Invitro Calismalara Ait Bulgular

4.2.1. Mikrog¢ogaltim asamasi bulgular:

Mikrocogaltim amaciyla meristem kiiltiirii teknigi uygulanan aragtirmada iki
farkli besi ortam1 kombinasyonu denemeye alinmistir. Bu iki besi ortamu ile yliriitiilen
denemeler oncelikle Bayrampasa ¢esidinde uygulanmis olup, buradan elde edilen veriler
1s1ginda diger ¢esitlere de uygulanarak devam edilmistir. Mikrogogaltim asamasina
yonelik denemeler, ¢alismada kullanilan 2 numarali ¢ogaltma ortaminda (34 MS + 0,25
mg L™ BAP + 0,025 mg L™ IBA + 30 g L™ siikroz) 3. alt kiiltiire kadar siirdiiriilmiistiir.
Ancak bu alt kiiltiirden sonra elde edilen siirglin sayilar1 fazla olmasma ragmen,
bitkiciklerin istenilen giiclii yapiya ulasamadiklar1 belirlenmis olup bu besi ortaminin
kullanim1 birakilarak, denemelere 1 numarali besi ortami1 kombinasyonu (34 MS + 0,05
mg L BAP + 0,005 mg L™ IBA + 30 g L™ siikroz) ile devam edilmistir.
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Bitkilerin in vitro kosullara uyum saglamasi ve gelisimlerinin siirdiiriilebilmesi
birtakim faktorlere bagl olarak degisiklikler gosterebilmektedir. Bu faktorler arasinda
bitki biiylime diizenleyicilerinin tipi, konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 oldukca
onemli etkenler olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte, elde edilmesi beklenen in vitro
tepkiler genotipe, c¢eside hatta eksplantin tipine baglh olarak da farkliliklar
gosterebilmektedir (George 1993; Lopez-Pérez ve Martinez 2015). Enginarmn in vitro
cogaltimina yonelik olarak yapilan onceki caligmalarda genel olarak kullanilan temel
besi ortaminin MS oldugu bildirilmektedir (Lopez-Pérez ve Martinez 2015). Bununla
birlikte MS besi ortaminin modifiye edilerek kullanildigi ¢alismalar da mevcuttur. RosSi
ve De Paoli (1992) ile Brutti vd. (2000) enginarda in vitro ¢ogaltim iizerine yaptiklari
calismalarda, MS temel besi ortaminin makro element miktarlarin1 ya da NH4NO3 ve
KNO; Kkonsantrasyonlarini yariya indirerek c¢alismalarini yiiritmislerdir. Bu tez
calismasi kapsaminda da enginarin in vitro ¢ogaltimi amaciyla kullanilan temel besi
ortami olan MS, % oraninda kullanilmistir. Yine yapilan bir¢ok ¢alismada bitki biiyiime
diizenleyicileri gruplarindan oksinler ve sitokininler arasinda en ¢ok tercih edilenlerin
basinda kinetin, 2-izopenteniladenin (2iP), BAP (sitokinler); IAA ve NAA (oksinler)
geldigi bildirilmektedir (Lopez-Pérez ve Martinez 2015). Enginarda in vitro gogaltim
amaciyla BAP ve IBA’in 2’ser farkli konsantrasyonlarinin denemeye alindigi bu
caligmada etkili bir mikrogogaltim orani elde edildigi diisiiniilmekte olup, bu iki bitki
biiyiime diizenleyicisinin konsantrasyonlarinin mikrogogaltim etkinligini farklilastirdigi
belirlenmistir. In vitro ¢ogaltim amaciyla kullanilan besi ortamlarinin ikisinde de BAP
ve IBA kullanilmistir. Bununla birlikte besi ortaminin igerdigi BAP + IBA
konsantrasyonlariin 1/5 oraninda azaltilmasiyla bitkiciklerin daha giiglii ve bitkinin in
vivo gelisimine daha uygun bir yapida gelistigi gdzlemlenmistir. Onceki ¢aligmalarda da
benzer sonuglar sunulmus olup, bitki biliylime diizenleyicilerini  diislik
konsantrasyonlarda kullanmanin eksplantlarin kalitesine olumlu yonde etki ettigi,
bununla birlikte kullanilan konsantrasyonlardaki artigla bitkiciklerde birtakim
istenmeyen etkiler (kararma, vitrifikasyon gibi) gozlemlenmesine sebep oldugu
bildirilmistir (Ancora vd. 1981; Pecaut vd. 1983; Rossi ve De Paoli 1992; Castiglione
vd. 2007; Bedini vd. 2012). Bahsedilen olumsuz durumlari miimkiin oldugunca en aza
indirgemek adina bu calismada kullanilan hem temel besi ortaminin hem de bitki
biliyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 diisiik seviyelerde tutulmaya 6zen
gosterilmistir.

Calismadan elde edilen veriler 1sinda mikrogogaltim oranlar1 (Sekil 4.6),
eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayilar1 (Sekil 4.7), siirgiin basina diisen
ortalama yaprak sayilart (Sekil 4.8), kiiltiire alinan kavanozlar basina enfeksiyon
oranlart (Sekil 4.9), gelismeyen ve yash bitki oranlar1 (Sekil 4.10 ve 4.11) genotipler
bazinda karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen verilere bakildiginda kiiltiir baslangicinda mikrogogaltim oranlarinda
hizli artiglar goriilmemistir. Alt kiiltiir sayis1 arttikga stirgiinler in vitro kosullara alismis
ve mikrocogaltim oranlarinda artislar olmustur. Rey vd. (2013)’e gore, alt kiiltiir
isleminin ilk sathalarinda bitkiciklerde goriilen degisimler daha fazla olmakta, alt kiiltiir
stirecinin ilerlemesiyle siirglinlerin in vitro kosullara adaptasyonlar1 daha hizli
saglanmakta ve bitkiciklerde meydana gelen degisikliklerde de azalmalar
goriilmektedir. Bu durum bir¢ok arastirmaci tarafindan su sekilde agiklanmaktadir; dis
kosullardan in vitro kosullara alinan eksplantlar yeni bir ortama alindiklarindan otiirii
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baslangigta strese girmekte, kiiltiir siiresi ilerledik¢e ortama daha fazla uyum
saglamaktalar ve bunun sonucunda da meydana getirdikleri farkli yapilarin oranlarinda
da azalmalar olmaktadir (Phillips vd. 1994; Hirochika vd. 1996; Zucchi vd. 2002).
Calismada bazi cesitler, mikrogogaltim siirecinden digerlerine gore daha fazla
etkilenmistir. Bayrampasa maksimum mikrogogaltim oranina 10. alt kiiltiirde ulasirken,
Sakiz ve Olympus F; ise 6. alt kiiltiirde ulagsmiglardir (Sekil 4.6). Bayrampasa ¢esidi
maksimum mikrogogaltim oranina 10. alt kiiltiirde ulagmasina ragmen, bu deger
calismanin geneli degerlendirildiginde en yiiksek mikrocogaltim degeri olarak tespit
edilmistir. Calismada degerlendirilen ii¢ ¢esit i¢in besi ortamlari, kiiltiire alinan eksplant
sayilari, alt kiiltiirler arasindaki siireler gibi in vitro kosullarin ayni1 oldugu g6z 6niine
alindiginda, mikrocogaltim siirecinde gézlemlenen bu farkliliklarin ¢esit farkliligindan
kaynaklandig1 disiiniilmekte olup, Onceki c¢alismalarla uyum igindedir. Klasik
yetistiricilikte vegetatif tekniklerle ¢ogaltimi yapilan enginar bitkisinde, heterojenlik ya
da hastalik ve zararlilar gibi birtakim problemlerden 6tiirii elde edilen ¢cogaltim katsayisi
oldukga diisiik seviyede kalmaktadir (Foury 1976; El Boullani vd. 2012). Bu sebeple in
vitro tekniklerin adaptasyonu saglanarak enginarin in vitro c¢ogaltimmin yapilmasi,
saglikli bitkilerin elde edilmesi bakimindan hizli ve glivenilir teknikler olarak karsimiza
cikmaktadir.

2500
z 2000
=
v
-
z
= 1500
[==]
=
=
=
E 1000
=]
&3
=
£
= 500
=
0 [ A e - =T
v T > 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 2 1 # B
e=g==Bayrampasa 9 13 23 84 228 599 | 1371 1958 | 2093 2100 | 2102 | 347 120 55 22 0
il Sakiz 4 10 18 76 258 768 1538 | 036 | 899 | 768 | 1031 | 792 | 305 270 202 0
#=Olympus F1 5 5 6 22 79 | 225 | 680 432 | 335 | 438 | 253 | 157 @ 90 65 25 0
Alt Kiiltiir Sayisi
=4=Bayrampasa =@=Sakiz -4=0lympus F1

Sekil 4.6. Cesitlerin alt kiiltiir sayilarina gére mikrogogaltim oranlar1

Arastirmada, degerlendirmeye alinan cesitlerde meydana gelen siirgiinlerin alt
kiiltiirler bazinda degerlendirilmesi yapilmistir. Elde edilen bulgular 15181inda, eksplant
basina diisen en fazla siirgiiniin 5. alt kiiltiirde meydana geldigi, ¢esitlerin ise sirasiyla
Olympus F; (7,50 siirgiin/eksplant) ve Sakiz (7,31 siirgiin/eksplant) olduklari tespit
edilmistir (Sekil 4.7). In vitro ¢ogaltim ortamlarina farkli oranlarda kinetin ilavesi yapan
iki farkli ¢alismanin sonuglart incelendiginde, Lopez-Pérez ve Martinez (2015) eksplant
basia 4,8 siirgiin elde ettiklerini bildirirken, El Boullani vd. (2013) ise daha yiiksek
kinetin kullandiklar1 besi ortamlarindan eksplant bagina 7,56 siirgiin elde ettiklerini
rapor etmistir. Bu ¢aligmada ise in vitro ¢ogaltma besi ortaminda kinetin kullanilmamis
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olup, eksplant basina diisen en yliksek siirgiin sayisina (7,50 stirglin/eksplant) 10:1
oraninda kullamlan BAP + IBA (0,05 mg L™ + 0,005 mg L™) kombinasyonuyla
ulagilmistir. Neredeyse tiim in vitro teknikler i¢in gegerli olan genotip farkliliginin
giiclii etkisinden Gtiirli enginarin in vitro ¢ogaltimi1 amaciyla da genel bir mikrogogaltim
ortami prosediirii belirlemek zor olsa da, yapilan bu ¢alismada degerlendirilen ii¢ ¢esit
icin de kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin = ve
kombinasyonunun uygun oldugu belirlenmistir.

-

RIS

N,

h

{
aa )
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=N W R &R

Ortalama siirgiin sayisy/eksplant

0 0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 | 12 | 13 | 14
e=p==Bayrampasa| 1 |2,16|3,28|4,94|4,65|4,95/6,23|5,37 4,95 5,03 5,12 3,24|3,17 2,25|1,58
1
1

=il Sakiz 2,5 3 |4,47|5,26|7.31 6,32 | 6,15 5,68 6,04 | 4,48 | 4,65| 3,27 2,92 | 1,67
d==Olympus F1 1 2 4,4 |5,64| 7.5 6,8 5,83|7,12/6,95 4,43 4,13 4,09 | 3,82 (2,95
Alt Kiiltiir sayis1

ccc{j!r

=f$=Bayrampasa =ll=Sakiz ==Olympus F1

Sekil 4.7. Cesitlerin alt kiiltiir sayilarina gore ortalama siirgiin sayisi/eksplant

Cesitlerin ~ eksplantlarinda  olusan  yaprak  sayilarmin  ortalamalar
degerlendirildiginde, en fazla ortalamanin yine 5. alt kiiltirde Sakiz ¢esidinde (20,8
yaprak/eksplant) oldugu gorilmektedir (Sekil 4.8). Bununla birlikte Olympus F;
cesidinde eksplant basina diisen siirgiin sayisi en fazla 5. alt kiiltlirde tespit edilmesine
ragmen, eksplantlarda meydana gelen yaprak sayis1 bakimindan bu gesitte en ideal 9. alt
kilttir (14,17 yaprak/eksplant) oldugu belirlenmistir.
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e=g==Bayrampasa| 1 | 3,25 5,6 10,28 10,2 | 12,4 [11,66| 12 | 10,5 | 92 | 9,17 933 10,2 | 9,8 | 4,27 | 0
== Sakiz 1 16 | 11 |20,66| 16,2 | 20,8 | 13,6 | 14,8 | 10,2 | 9,8 13,56 16,88 10,25 7,9 | 6,3 0
d=Olympus F1 1 3.2 975 11,8 15 11,6 11 14 13,8 14,17 13,21 10,73 | 9,81 | 6,12 | 5,17 0

Alt kiiltiir sayis1

=$=DBayrampasa =l=Sakiz #=Olympus F1

Sekil 4.8. Cesitlerin alt kiiltiir sayilarina gore ortalama yaprak sayisi/eksplant
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Calismada c¢esitlerin mikrogogaltim asamalar1 esnasinda alt kiiltiirler bazinda
karsilastiklar1 enfeksiyon, gelismeyen bitki ve yasl bitki oranlar1 da degerlendirilmistir
(Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Her ii¢ parametre i¢in de Bayrampasa ¢esidinin en
yiiksek oranlara sahip oldugu, bu durumun en belirgin 11. alt kiiltirde gozlemlendigi
sOylenebilir. Cesitlerin mikrogogaltim oranlarinda alt Kkiiltiirler arasindaki iligki
degerlendirilecek olursa, Bayrampasa c¢esidinde 10. alt kiiltirden 11. alt kiiltiire
gecisteki yaklasik 6 kat oraninda ¢ogaltim kaybinin sebebini bu sekilde agiklamak
miimkiindiir. Bununla birlikte Sakiz ve Olympus F; ¢esitleri i¢in 6. alt kiiltiirden sonra
yasanan mikrogogaltim oranlarindaki azaliglarin sebebi enfeksiyonun yani sira gelisme
gostermeyen ve yaslanan bitkicik sayilarindaki artislardan da kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Mikrocogaltim teknigi sayesinde ¢ok sayida, tek tip ve en Onemlisi
saglikli gelisen bitkiler elde edilebilmekte, bdylece ticari boyutta iiretim
saglanabilmektedir (Moncousin 1981; Alp vd. 2010). Enginar bitkisi in vitro ¢ogaltim
acisindan problem yasanan bitkiler arasinda bulunmakta, 6zellikle toprakla temas
halinde olan baslangi¢ materyallerinin in vitro kosullara aktarilmasi esnasinda
enfeksiyon problemleriyle karsilasiimaktadir (Ancora 1986; Rossi ve de Paoli 1992;
Alp vd. 2010). Bitki parcalarinin in vitro kosullara alinmalar1 sirasinda sterilizasyon
islemlerinin ¢ok dikkatli bir sekilde uygulanmasiyla bu problemin oniine bir miktar
gecilebilmektedir. Ancak Kkiiltiir baslangicinda ortaya cikan enfeksiyon kaynaginin
genellikle gram-negatif bakteriler oldugu (Penalver vd. 1994), kiiltiiriin ilerleyen alt
kiiltiir agsamalarinda karsilasilan enfeksiyonlarin kaynaginin ise gram-pozitif bakteriler
oldugu bildirilmektedir (Leifert ve Cassells 2001; Alp vd. 2010). Bu calismada da alt
kiiltiir sayisinin belirli bir sayiya ulagsmasiyla gzlemlenen enfeksiyon artisi sebebiyle
alt kiltlir islemi belirli bir siire devam ettirilmis olup, 15. alt kiiltiirde bu isleme son
verilmistir.
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Sekil 4.9. Enfeksiyon goriilen bitkicik sayisi/kavanoz
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Sekil 4.10. Gelisme gostermeyen bitkicik sayisi/kavanoz
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Caligsma stiresince her bir ¢esit i¢cin daha once de belirtildigi tizere 15 alt kiiltiire
kadar ¢ogaltma asamas: slirdiiriilmiistiir. Cesitlerin alt kiiltiirler siiresince olusturduklari
yaprak, siirgiin ve kok yapilar1 gézlemlenmis olup asagida sekiller halinde sunulmustur.
Kiiltiir baglangicinda in vitro kosullara adaptasyon siireci yasayan eksplantlar, kiiltiiriin
ilerleyen safthalarinda daha saglikli bir goriiniim almistir. Bayrampasa cesidindeki
gelismeler incelendiginde, ozellikle 3. alt kiiltiirden sonra gerek yaprak rengi ve yapisi,
gerekse siirgiin sayisinda gelismeler gézlemlenmistir (Sekil 4.12 — Sekil 4.15).

Calismada mikrogogaltim ¢alismasi siiresince olusan siirglinlerin gelisme
durumlar1 g6z 6niinde bulundurularak kalite skorlamasi skalas1 hazirlanmistir (Cizelge
4.2). Alt kiltiirler boyunca yapilan gozlemler sonucunda ¢esitlerin aldigi degerler;
Bayrampasa ¢esidi i¢in 4 olurken, Sakiz ve Olympus F; gesitleri igin ise 3 degerinde
kaldig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Olusan siirglinlerin kalite skorlamasi

Kalite Skoru Kalite Skoru Aciklamasi
En Kotii 1 Olii bitki oran1 ¢ok yiiksek, Vitrifikasyon orani oldukga fazla
9 Yasli bitki orani1 yiiksek, yapraklar agirlikli olarak sari-yesil,
vitrifikasyon var
3 Yasli bitki orani az, vitrifikasyon oran1 az, eksplantlarda
biiyiime geriligi var
4 Yasli yaprak orani ¢ok az, yapraklar koyu yesil, siirgiin gelisimi
lyi
En iyi 5 Yasli yaprak neredeyse yok, yapraklar koyu yesil, siirgiin

gelisimi ¢ok kuvvetli

Sekil 4.12. Bayrampasa ¢esidine ait meristemlerin gelisimlerinin gézlemi (bar =1 cm)
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Sekil 4.14. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 3. alt kiiltiir gozlemi (bar =1 cm)
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Sekil 4.15. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 4. alt kiiltiir gozlemi (bar =1 cm)

Mikrogogaltim asamast devam ederken 6. alt kiiltiir ve daha sonraki alt
kiiltiirlerde ¢ogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda gelisen bitkiciklerde kok
olusumlar1 gozlemlenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18). In vitro kok gelistiren
bu bitkiciklerin, daha sonra aklimatizasyon asamasindan gecirilerek arazi kosullarinda
devamlilig1 saglanmaya ¢aligilmistir.

Sekil 4.16. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 6. alt kiiltiir gozlemi, ¢ogaltma besi
ortaminda olusan kokler isaretlenmistir (bar =1 cm)
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Sekil 4.17. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 8. alt kiiltiir gézlemi, ¢ogaltma besi
ortaminda olusan kokler isaretlenmistir (bar =1 cm)

Sekil 4.18. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 9. alt kiiltiir gézlemi, ¢ogaltma besi
ortaminda olusan kokler isaretlenmistir (bar =1 cm)
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Calismada Bayrampasa cesidinde mikrogogaltim asamasiin 10. alt kiiltiirden
sonraki alt Kkiiltirlerde bitkilerin ¢ogaltim oranlarinin azalmasinin yan1 sira,
olusturduklart siirgiin sayilarinda da azalmalar goriilmistir. Bununla birlikte bahsi
gecen alt kiiltlir sayisina kadar gelisen bitkiciklerin yapilar1 saglikli gelisirken, bu alt
kiiltiirden sonra istisnalar olmakla birlikte siirgiinlerin ¢ogunun ¢ok daha zayif gelisme
gosterdigi, renklerinde de acgik yesile dogru degisimler goriildiigi tespit edilmistir (Sekil
4.19).

= =

Sekil 4.19. Bayrampasa ¢esidine ait bitkiciklerin 11. alt kiiltiir gézlemi, ¢ogaltma besi
ortaminda olusan kokler isaretlenmistir (bar =1 cm)

Calismada degerlendirmeye alinan ii¢ ¢esit icin de mikrogogaltim ¢alismalarina
2017 yili Haziran ayinda baslanmistir. Ancak bu tarihte meristem kiiltlirli yapilan
Olympus F; bitkiciklerinin gelismeleri iyi olmamuis, siirgiinlerde anormal gelismelerle
birlikte camsilagma olayr on plan c¢ikmis, dolayisiyla daha ileri alt kiiltiirlere
gidilememistir (Sekil 4.20). Ayn1 durum Sakiz ¢esidinde de goriilmiistiir. Bu nedenle,
bu iki ¢esidin alt kiiltlirleri 2018 yil1 Subat ayinda tekrar baslatilmistir. Bu tarihte Sakiz
ve Olympus F; igin tekrar baslatilan meristem kiiltiirii ¢aligmasi, Bayrampasa
cesidindeki gibi 15. alt kiiltliire kadar devam ettirilmis ve gerekli gézlemler yapilmigtir
(Sekil 4.21 — Sekil 4.31).

Sakiz ve Olympus F; ¢esitlerindeki gelismeler incelendiginde, 5. alt kiiltiire
kadar her ikisinin siirgiin sayilarinda artiglar goriilmiis, bu artiglarin Sakiz ¢esidinde 8.
alt kiiltiire, Olympus F; ¢esidinde ise 7. alt kiiltiire kadar devam ettigi gézlemlenmistir.
Belirtilen alt kiiltiirlerden sonra siirgiin sayilarinda artis goriilen bu ¢esitlerin, 9. alt
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kiiltirden sonra gelistirdikleri siirglin sayilar1 da azalmistir. 9. alt kiiltiirde Sakiz
cesidinde olusan siirgiinlerin yaprak yapilarinda degisimler gozlemlenmistir (Sekil
4.27). Genel olarak Olympus F; ¢esidinin diger iki ¢eside kiyasla daha zayif siirgiinler,
daha agik renkli yapraklar meydana getirdigi belirlenmistir. Gozlemlerden elde edilen
bu sonuglar, in vitro ¢aligmalarin bilyiik ¢ogunlugunda oldugu gibi, enginar bitkisinin
mikrocogaltim caligsmasinda da genotip farkliliginin elde edilmesi hedeflenen sonuglara
dogrudan etki ettigini ve genotipe Ozgii prosediirlerin gelistirilmesi gerektigi
hususundaki 6nemi bir kez daha gostermistir.

Sekil 4.20. Olympus F; ¢esidine ait ilk baslatilan meristem kiiltiirleri ve bitkiciklerin
gelisme durumlari, a. ve b. Meristemlerin ilk kiltiiriine ait gorinimler; ¢ — g.
Meristemlerin kiiltiire alinmasindan 22 giin sonraki goériiniimleri; h — k. Meristem
kiltirinin 2. ayindan goriinimler; |. Kiiltirin 3. ayinda gelismesi iyi olmayan,
vitrifikasyon goriilen bitkicikler (bar =1 cm)

Sekil 4.21. Alt kiiltiiri yapilan cesitlere ait bitkiciklerin biiylime odasindaki genel
gortintimleri; a. Sakiz, b. Olympus F;
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Sekil 4.22. Meristemlerin kiiltiire alinmasini takip eden 20. giinde gelisme durumlar a.
Sakiz; b. Olympus F; (bar =1 cm)

R

FAR T Al:b"‘

Sekil 4.23. Meristemlerin kiiltiire alinmasindan 1 ay sonra gozlem fotograflari; a. Sakiz;
b. Olympus F; (bar =1 cm)

Sekil 4.24. Sakiz ¢esidine ait 2. alt kiiltiir asamasindan gozlem fotograflar1 (bar =1 cm)
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Sekil 4.25. Sakiz ¢esidinde 6. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gzlemi (bar = 1 cm)

Mikrogogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda daha 6nce Bayrampasa
cesidi icin de bahsedildigi gibi Sakiz ¢esidinde de in vitro kok gelisimleri
gbzlemlenmistir. Bayrampasa ¢esidinde ilk olarak 6. alt kiiltlirde gozlemlenen kok
gelisimleri, Sakiz ¢esidinde ise ilk olarak 7. alt kiiltiirde gozlemlenmistir (Sekil 4.26).
Olympus F; ¢esidinde de ¢ogaltma ortaminda kok olusumunda alt kiiltiir zamanlamasi
bakimindan Sakiz c¢esidindeki gibi benzer bir durum tespit edilmistir. Ancak diger iki
cesitte goriilen in vitro kok olusumuna kiyasla ¢ok daha az sayida in vitro kok gelistiren
bitkicik oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.26. Sakiz ¢esidinde 7. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gézlemi (bar = 1 cm)
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Sekil 4.27. Sakiz ¢esidinde 9. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gdzlemi (bar = 1 cm)

Sekil 4.28. Olympus F; ¢esidine ait 2. alt kiiltiir asamasindan gozlem fotograflar1 (bar
=1cm)

Sekil 4.29. Olympus F; gesidinde 3. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gézlemi (bar = 1
cm)
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Sekil 4.30. Olympus F; ¢esidinde 4. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gozlemi (bar = 1
cm)

Sekil 4.31. Olympus F; ¢esidinde 5. alt kiiltiir sonunda bitkiciklerin gézlemi (bar = 1
cm)
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4.2.2. Invitro koklenme ¢alismasina ait bulgular

Doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak yapilan in vitro iiretim bir¢ok avantaj
saglarken, enginarin in vitro ¢alismalarinda karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisi bu
bitkinin in vitro kosullarda koklenmesinin zorlugudur. Bu nedenle bu tez ¢alismasi
kapsaminda in vitro koklenmenin saglanmasi amaciyla bir protokol gelistirilmeye
calisilmigtir. Bu amagla, baslangictan itibaren 4 alt kiiltiir asamasini i¢eren basarili bir
mikrogogaltim siirecinin ardindan, gelismesi iyi olan siirgiinler iki farkli kodlandirma ile
hazirlanmis besi ortam1 kompozisyonlarinda koklendirilmek iizere kiiltiire alimustir. Ik
olarak denemeye alman ‘Z’ kodlu besi ortami kombinasyonlarinda arzu edilen
koklenme diizeyine erigilemediginden dolay1 farkli bir besi ortam1 kombinasyon grubu
hazirlama zorunlulugu dogmustur. Bu amagla ‘K’ kodlu besi ortami kombinasyonlari
hazirlanarak denemeye alinmig olup (Cizelge 3.6), elde edilen koklenme sonuglari
tatmin edici diizeyde oldugundan &tiirli caligmanin ilerleyen kisminda bu besi ortami
kombinasyonlariyla devam edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar asagida
cizelgeler, grafikler ve sekiller halinde sunulmustur (Cizelge 4.3 — Cizelge 4.5, Sekil
4.32 — Sekil 4.56).

Calismadan elde edilen verilere bakildiginda, in vitro kok olusumu amaciyla
degerlendirilen K kodlu koklenme ortamlarina ¢esitlerin verdikleri tepkilerde farkliliklar
goriilmektedir (Sekil 4.32). Buna gore Bayrampasa ve Olympus F; cesitlerine ait
bitkiciklerin en iyi kok olusumu sagladiklari besi ortamn K4 (2MS + 6 mg L™ IBA)
olurken, Sakiz cesidi icin K8 (4MS + 5 mg L™ GAs + 0,5 mg L™ NAA + 1 g L™ aktif
komiir) olmustur. Degerlendirmeye alinan {i¢ gesit arasinda in vitro kok olusum oranlari
incelendiginde, %97,77 kok olusum orani ile Olympus F; ¢esidinin diger ikisine kiyasla
(Bayrampasa %56,34 kok olusum orani, Sakiz %74,22 kok olusum orani) daha iistiin
oldugu goriilmektedir. Bu kok olusum degerlerinin kontrol ortamindaki (K10)
koklenme oranlarindan daha iyi oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Cizelge 4.3 — Cizelge
4.5).

In vitro tekniklerin enginar bitkisi igin elverisliligi bilinmekle birlikte,
mikrogogaltim agamasinin en zorlayict basamaklarindan birini in vitro kok olusumu ve
gelisimi  olusturmaktadir. Literatiirde bu konuya iliskin ¢esitli bitki biiylime
diizenleyicilerin ve bunlarin konsantrasyonlarimin kullanimi (Harbaoui vd. 1982; Marras
vd. 1985; Draoui vd. 1993; lapichino 1996; Morzadec ve Hourtmant 1997; Bedini vd.
2012; Lopez-Pérez ve Martinez 2015; Ercan 2016), siklodekstrin ve aktif komiir gibi
cesitli kimyasallarin besi ortamlarina uygun oranlarda eklenmesi (Bigot ve Foury 1984;
Brutti vd. 2000) gibi farkli uygulamalarin enginarda in vitro kok olusumunu
gelistirmesine yonelik c¢aligmalara rastlamak miimkiindiir. Bu konuya dair Onceki
calismalarin ve bu ¢aligmanin ortak sonucu olarak, enginarda in vitro kék olusumu ve
gelisiminin tam olarak istenilen diizeyde olmadig1 ve bu durumun sebeplerinden belki
de en 6nemlisinin ise genotip farklilig1 oldugu goriistidiir.

Calismada K4 ortamindaki 6 mg L™ IBA, iki gesitte (Olympus F1 %97,77 ve
Bayrampasa %56,34) kok olusumunda etkili bulunmustur. Ercan (2016), koklenme
amaciyla IBA kullaniminin enginarda olumsuz etki ettigini belirtmekle birlikte yaptigi
calismada, Sakiz ve Bayrampasa cesitlerinde in vitro kok olusumu fiizerine cesitli
konsantrasyonlarda kullandigi IBA arasindan 0,4 mg L™ konsantrasyonunun en etkili
sonuglart verdigini ve sirasiyla Sakiz ve Bayrampasa cesitlerinde %33 ve %16,6
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oranlarinda koklenme sagladigini bildirmistir. Bu ¢alismada daha yiiksek oranda (6 mg
L™ IBA kullanilmis olup, bahsedilen bu iki cesitte daha yiiksek seviyede kok olusumu
(Bayrampasa %56,34 ve Sakiz %56,33) elde edilmistir. Benzer sekilde Lopez-Pérez ve
Martinez (2015), besi ortamina 29,5 uM IBA ekledikleri ve 5 giin karanlik uygulamasi
yaptiklar1 ¢calismada, ¢esitlere gore degismekle birlikte %73,3 — %93,3 oranlar1 arasinda
kok olusumunu tesvik ettiklerini bildirmislerdir. Fortunato vd. (2005) enginarda in vitro
kok olusumunu tesvik etmek amaciyla yaptiklar1 calismada NAA, IAA ve IBA’in
etkilerini karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir. Bu ¢aligmada aragtirmacilar 10 mg
LY JAA kullammiyla %86 oraninda in vitro kok olusumu elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Bununla birlikte 6nceki c¢aligmalarda in vitro kok olusumu iizerine besi
ortamina IAA yerine IBA eklenmesinin kdk olusumu bakimindan daha olumlu sonuglar
ortaya koydugu, olusan koklerin say1 ve uzunluk bakimindan daha iyi durumda oldugu
bildirilmistir (Upadhyaya vd. 1985; El-Zeiny vd. 2013). Arastirmacilar, bitkiciklerin in
vitro koklenmelerini tesvik etmek amaciyla IBA kullaniminin daha fazla bitki tiiriinde
yaygin olmasi, cesitli konsantrasyon araliklarinda etki etme 6zelligi gostermesi ve Ote
yandan fitotoksiklik seviyesinin de daha az olmasi gibi sebeplerden Otiirii daha fazla
tercih edildigi goriisiindedirler (Hartmann ve Kester 1983; El-Zeiny vd. 2013).

Ote yandan literatiire bakildiginda enginarda in vitro kok olusumunda GAz’in
etkisinin ortaya koyuldugu arastirmalar da mevcuttur. Morzadec ve Hourmant (1997),
enginarda yaptiklar1 in vitro koklenme ¢alismasinda 2,68 uM L™ (0,5 mg L) NAA ile
birlikte iki farkli konsantrasyonda GAz; (2,9 pM L%, 144 puM L7) etkisini
gbzlemlemislerdir. Arastirmacilarin ¢alismadan elde ettikleri bulgulara bakildiginda
GA; konsantrasyonundaki degisimle birlikte koklenme oraninda da degisiklik goriilmdis,
29 uM L (1 mg L™ ve 14,4 uM L™ (5 mg L) konsantrasyonlarinda sirastyla %80,5
ve %92,3 koklenme oranlar1 elde edilmistir. Benzer sekilde Ercan (2016) Sakiz ve
Bayrampasa cesitlerine ait bitkiciklerin koklenmelerini tesvik etmek amaciyla besi
ortamlarina ilave ettigi 5 mg L™ GA; ile 1 g L™ aktif kémiiriin oldukca etkili sonuglar
verdigini, bu iki gesitte sirasiyla %63,35 ve %36,6 oranlarinda koklenme sagladigini
bildirmistir. Bu ¢alisma kapsaminda denemeye alinan koklenme ortamlarindan K8 (5
mg L™ GAs + 0,5 mg L™ NAA + 1 g L™ aktif komiir) de benzer igerige sahip olup,
cesitlere gore degismekle birlikte Bayrampasa’da %50, Sakiz’da %74,22 ve Olympus
F1’de %55 oranlarinda koklenme saglanmistir (Cizelge 4.3 — Cizelge 4.5).

Calismada koklenme amaciyla besi ortamlarina eklenen aktif komiir cesitlere ve
birlikte kullanildig1 bitki biiylime diizenleyicilerine gore farklilik gostermistir. Elde
edilen bulgular incelendiginde, Bayrampasa cesidi i¢in IAA ile birlikte 2 g L™ aktif
komiir kullanilmast daha etkili kok olusumu saglarken, IBA ve GA3z
+ NAA kombinasyonunda ise aktif komiir eklenmeyen ortamlardan digerlerine gore
daha olumlu sonuglar alinmistir. Sakiz ¢esidini inceledigimizde Bayrampasa ile benzer
sekilde IAA ve IBA konsantrasyonlarinda aktif komiiriin olmadigi ortamlar daha iyi
sonuglar verirken, GA; + NAA kombinasyonunda ise 1 g L™ aktif komiir etkili
bulunmustur. Olympus F; ¢esidinde ise aktif komiir kullanilmayan ortamlarin diger
ortamlara gore daha iyi kok gelisimi sagladig: tespit edilmistir. Aktif komiiriin besi
ortamlarina eklenmesiyle kok gelisimin tesvik edildigi bilinmekte olup, yapilan pek cok
arastirmada aktif komiiriin besi ortaminda yarattigi “karanlik etkisi” sayesinde bu
durumun gergeklestigi bir¢cok arastirmaci tarafindan ortaya koyulmustur (Klein ve Bopp
1971; Bigot ve Foury 1984; Lopez-Pérez ve Martinez 2015). Lopez-Pérez ve Martinez
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(2015), IBA etkisinin koklenme {izerine olan etkisi goriilmek isteniyorsa bu bitki
biiylime diizenleyicisinin karanlik uygulamasiyla birlikte kullanilmasi gerektigini
vurgulamistir. Bu galismada ise IBA kullanilan besi ortamlarinin aktif komiir igermeyen
kombinasyonlarinda daha olumlu sonuglar bulunmustur.

Mikrogogaltim calismas1 esnasinda gozlemlenen c¢esitlerin eksplant basina
yaprak olusum sayilar1 degerlendirildiginde Sakiz ¢esidinin diger iki ¢eside kiyasla daha
fazla yaprak olusturdugu belirlenmistir. Pacifici vd. (2007)’¢ gore mikrogogaltim
esnasinda bitkiciklerin olusturduklar1 yaprak sayis1 ne kadar fazla olursa, bu
bitkiciklerin dis kosullara alistirilmalar1 bir o kadar zorlasacaktir. Ciinkii olusan yaprak
sayisinin fazla olmasi durumunda bitkiciklerin su kaybinin da daha fazla olacagi goriisii
belirtilmistir. Sakiz ¢esidinin in vitro kosullar altinda daha fazla yaprak olusturdugu
gozlemlenen bu galisma kapsaminda, in vitro kok olusturan bitkiciklerin aklimatizasyon
asamalarindaki performanslar1 ¢esitler bazinda degerlendirildiginde, Sakiz ¢esidinin
diger iki c¢eside gore dis kosullara adaptasyonunun bir miktar asagi seviyede kaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.33). Genel olarak koklenme amaciyla kullanilan besi
ortamlarindaki bitkiciklerin aklimatizasyon asamasindaki durumlar
degerlendirildiginde, ¢esitlere gore degismekle birlikte %67,14 - %100 arasinda
aklimatizasyon oranlar1 tespit edilmistir. Bununla birlikte in vitro ¢ogaltma amaciyla
kullanilan besi ortaminda kok olusumu gosteren bitkiciklerin oranlari yine ¢eside bagl
olarak %180 - 9%6,47 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu bitkiciklerin
aklimatizasyon agsamasindaki oranlar1 %80’lerde seyrederken, yasayan bitkiciklerin
orani ise %7,56 - %10 civarinda kalmistir. Ote yandan yasayan bitkiciklerin bu
oranlarinin, koklenmeyi tesvik etmek amaciyla hazirlanan ortam kombinasyonlarinin
bir¢ogundan elde edilen bitkicik yasama oranlarindan daha iistiin oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.35). Cogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda yer alan 0,005 mg L™
IBA’nin bu duruma pozitif katki sagladig: diisiiniilmektedir.

Brutti vd. (2000), in vitro kok ya da siirgiin olusumlarinda anormallikler goriilen
ya da kallus olusumu gézlemlenen bitkiciklerin aklimatizasyon asamalarinda pek fazla
basar1 saglanamadigini rapor etmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda, kullanilan K4 ve K7
ortamlarinda kdklenmek iizere kiiltiire alinan bitkiciklerde oldukca fazla kallus gelisimi
gozlemlenmis, diger besi ortamlarinda ise yasayan bitki tespit edilemeyenlerde gelisme
bozukluklar1 goézlemlenmis olup, sonug¢larin Brutti vd. (2000) ile uyum icinde
bulundugu sdylenebilir.

Cizelge 4.3. Bayrampasa ¢esidi i¢in in vitro koklenme ¢alismasi sonuglari

Koklenme Ortamu | In vitro Kok Aklimatizasyon | Yasayan Bitki
Kodu Olusumu (%) (%) Orani (%)

K1 52,90 97,80 0

K2 46,42 100,00 512

K3 53,72 100,00 1,98

K4 56,34 94,03 0,70

K5 51,06 100,00 0

K6 49,48 100,00 0

K7 55,84 100,00 0
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Cizelge 4.3.’lin devami

K8 50,00 100,00 1,53

K9 51,74 100,00 2,70

K10 48,36 98,30 1,72

Cogaltma Ortamm | 5,35 81,14 8,86
Cizelge 4.4. Sakiz ¢esidi i¢in in vitro koklenme ¢alismasi sonuglari

Koklenme Ortam | In vitro Kok Aklimatizasyon | Yasayan Bitki

Kodu Olusumu (%) (%) Oram (%)

K1l 53,00 98,11 1,92

K2 54,41 91,89 0

K3 60,75 85,41 12,19

K4 56,33 70,00 10,71

K5 44,82 89,74 14,28

K6 54,54 72,22 7,69

K7 70,00 67,14 0

K8 74,22 75,00 0

K9 69,31 75,40 6,52

K10 52,54 74,19 4,34

Cogaltma Ortamm | 6,47 88,80 7,56
Cizelge 4.5. Olympus F; ¢esidi igin in vitro koklenme ¢alismasi sonuglari

Koklenme Ortamm | In vitro Kok Aklimatizasyon | Yasayan Bitki

Kodu Olusumu (%) (%) Oram (%)

K1 71,69 88,37 7,89

K2 50,00 100,00 15,00

K3 36,36 100,00 16,66

K4 97,77 95,45 14,28

K5 17,39 100,00 75,00

K6 30,30 100,00 10,00

K7 92,30 79,16 0

K8 55,00 100,00 18,18

K9 27,58 100,00 12,5

K10 56,41 100,00 22,72

Cogaltma Ortamm | 1,80 88,23 10,00
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Sekil 4.32. Cesitlerin in vitro kok olusum oranlari (%)

120
Q 100 -1J—‘A‘ ’_x_._‘_e__,,:_‘ D—— e
— F . .‘
g 80 i -
S 60
B
E 40
=
< 20
0
Ki K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 | K9 K10
=4=Bayrampasa| 97,8 100 100 94,03/ 100 100 | 100 100 | 100 | 98,3
=B=Sakiz 98,11 91,89 8541 70 89,74 7222 67,14 75 | 754 | 74,19
+#-Olympus F1 88,37 100 100 (9545 100 | 100 79,16 100 | 100 100

Koklenme ortam kodlar1 (K1 - K10)
=¢=Bayrampasa =l=Sakiz =4=Olympus F1

Sekil 4.33. Cesitlerin aklimatizasyon durumlari
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Sekil 4.34. Cesitlerin arazi kosullarinda yasama durumlari

Mikrocogaltma Ortaminda Koéklenen Bitkiciklerin
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In vitro Kok Aklimatizasyon Yasayan Bitki
Olusumu (%) (%) Orani (%)
E Bayrampasa 5,35 81,14 8.86
m Sakiz 6,47 88,8 7,56
E Olympus F1 1,8 88,23 10
E Bayrampasa ®Sakiz = Olympus F1

Sekil 4.35. In vitro ¢ogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda kok olusturan
bitkiciklerin degerlendirilmesi
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Calismada degerlendirilmeye alinan ii¢ ¢esit i¢in in vitro kok olusumuna iliskin
kalite skorlamasi skalasi hazirlanmis olup, olusan koklerin gézlemi bu skalaya gore
degerlendirilmistir (Cizelge 4.6). Hazirlanan kalite skorlamasina gére ¢esitlerin aldiklari
degerler; Bayrampasa g¢esidi agirlikli olarak 4 degerini alirken, Sakiz ve Olympus F;
cesitleri ise 3 degerini almiglardir.

Cizelge 4.6. In vitro olusan koklerin kalite skorlamasi

Kalite Skoru Kalite Skoru Aciklamasi
En Kotii 1 Hig kok olusumu yok
2 Olusan kokler <1 cm uzunlugunda olup, tek kok olusturanlar

Olugan kokler 1 — 5 cm uzunluk araliginda olup, 1-2 tane kok

3 ve az sacak kok olusturanlar
Olusan kokler 5 — 9 cm uzunluk araliginda olup, >2 tane kok ve
4 )
¢ok sacgak kok olusturanlar
En iyi 5 Olusan kokler >9 cm uzunluk araliginda olup, hem sayica fazla,

hem de yogun sacak kok olusturanlar

Sekil 4.36. K kodlu koklenme ortamlarinda Bayrampasa bitkiciklerinin kiiltiire
alinmasi; a. K1, b. K2, c. K3, d. K4, e. K5, f. K6, g. K7, h. K8, i. K9, j. K10 (bar = 1
cm)
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Sekil 4.37. K kodlu kdklenme ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa bitkiciklerinin 1
ay sonraki kavanozlardaki gozlemi; a. K1, b. K2, c. K3, d. K4, e. K5, f. K6, g. K7, h.
K8, i. K9, j. K10 (bar =1 cm)

Sekil 4.38. K kodlu kdklenme ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa bitkiciklerinin 1
ay sonraki gozlemi; a. K1, b. K2, c. K3, d. K5, e. K6, f. K7, g. K8, h. K9 (bar =1 cm)

Sekil 4.39. K kodlu koklenme ortamlarinda kiiltire alinan bazi Bayrampasa
bitkiciklerinin 2 ay sonraki gozlemi; a. K2, b. K3, c¢. K5, d. K4 (bar = 1 cm)
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Sekil 4.40. Bayrampasa bitkiciklerinin bazi K koklenme ortamlarina verdikleri
tepkilerin gozlemi; a. ve a’. K1, b. ve b’. K2, c. ve ¢’. K8, d. K10 (bar =1 cm)

Sekil 4.41. Cogaltma besi ortaminda kiiltire alinan Bayrampasa c¢esidine ait
bitkiciklerin koklenme durumlarina ait gozlem fotograflar1 (bar =1 cm)
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Sekil 4.43. Bayrampasa c¢esidine ait bitkiciklerin sera kosullarinda alistirmaya
alinmasina ait gozlem fotograflari
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Sekil 4.44. Baz1 K kodlu koklenme ortamlarinda koklenen bitkiciklerin aklimatizasyon
asamasina alinmasi; a. K1, b. K2, ¢. K3, d. K4 (bar =1 cm)
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N

Sekil 4.45. Baz1 K kodlu koklenme ortamlarinda kdklenen bitkiciklerin aklimatizasyon
asamasina alinmasi; a. K5, b. K6, ¢. K7, d. K8, e. K9, f. K10 (bar =1 cm)
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Sekil 4.46. Aklimatizasyon sonrasi (siireleri belirtilmistir) agik araziye dikime hazir
Bayrampasa bitkiciklerinden bir goriiniim; a. K8 (4 ay), b. Cogaltma ortam1 (3 ay), C.
K3 (3 ay), d. K4 (3 ay), e. K9 (3 ay), f. Cogaltma ortam1 (2 ay), g. ve j. K10 (2 ay), h.
Cogaltma ortamui (1 ay), i. K2 (2 ay), k. ve |. K3 (1 ay) (bar =1 cm)
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Sekil 4.47. K1 kodlu kdklenme ortaminda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait bitkiciklerin
koklenme durumlarinin gézlemi (bar = 1 cm)

Sekil 4.48. K2 kodlu kdklenme ortaminda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait bitkiciklerin
koklenme durumlarinin gézlemi (bar = 1 cm)
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Sekil 4.49. K7 kodlu koklenme ortamlarinda kiiltiire alinan Sakiz c¢esidine ait
bitkiciklerin koklenme durumlarinin gézlemi (bar = 1 cm)

Sekil 4.50. Cogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine
ait bitkiciklerin kdklenme durumlarinin gozlemi (bar = 1 cm)
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Sekil 4.51. Cogaltma amactyla kullanilan besi ortaminda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine
ait bitkiciklerin koklenme durumlarinin gézlemi (bar = 1 cm)

Sekil 4.52. Sakiz ¢esidine ait K kodlu koklenme ortamlarinda koklendirildikten sonra
aklimatizasyon amaciyla seraya alinan bitkiciklerden bir goriiniim; bitkiciklerin, a. 1 ay
sonra, b. 2 ay sonra gozlemi
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Sekil 4.53. K kodlu koklenme ortaminda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait
bitkiciklerin koklenme durumlarinin gozlemi; a. K3, b. K4, c. K6, d. K10 (bar = 1 cm)

Sekil 4.54. Cogaltma amaciyla kullanilan besi ortaminda kiiltiire alinan Olympus F;
cesidine ait bitkiciklerin koklenme durumlarinin gbézlemi (bar = 1 cm)
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Sekil 4.55. Bazi K kodlu kdklenme ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait
bitkiciklerin koklenme durumlarinin gézlemi, a. K1, b. K2, ¢. K3, d. K4, e. K5, f. K6,
g. K7, h. K8, i. K9, j. K10 (bar = 1 cm)

Sekil 4.56. Olympus F; ¢esidine ait K kodlu koklenme ortamlarinda koklendirildikten
sonra aklimatizasyon amaciyla seraya alinan bitkiciklerden bir goriiniim
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4.2.3. Kallus kiiltiirii calismasina ait bulgular

Calismada, kallus Kkiiltiirlerini  baslatmak amaciyla ¢esitli besi ortami
kombinasyonlari denenmistir. Arastirmanin baslarinda temel besi ortami olarak MS
kullanilmis olup, MS ile birlikte farkli bitki biiyime diizenleyicileri ve
konsantrasyonlar1 (‘E’, ‘C’, ‘D’, ‘N’ ve ‘X’ kodlu besi ortamlar1) denenmistir. Bu besi
ortam1 kombinasyonlarindan hem tatmin edici sonuclar elde edilemedigi (‘E’, ‘C’, ‘D’
ve ‘N’ kodlu ortamlar) (Sekil 4.57 ve Sekil 4.58) hem de arzu edilen eksplantlarda
(yapraklarda) degil, denemeye alinan diger eksplantta (yaprak ana damari) az miktarda
kallus elde edildiginden dolay1 (‘X’ kodlu ortamlar) (Sekil 4.59 ve Sekil 4.60), temel
besi ortaminin farklilagtirilmasi diisiiniilmiis ve Gamborg B5 kullanilarak besi ortami
kombinasyonlar1 (‘B’ ve ‘T’ kodlu besi ortamlar1) denenmeye devam edilmistir. Bu besi
ortamlarinda ise yaprak eksplantlarinda kallus eldesi saglandigindan 6tiirii calismalara
bu iki farkli kodlama altinda toplanan besi ortami kombinasyonlari ile devam edilmistir.

Sekil 4.57. D kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait yaprak
eksplantlarmin 1. alt kiiltiir sonunda gézlemi, a. D1, b. D2, c. D3, d. D4 (bar =1 cm)

Sekil 4.58. N kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait yaprak
eksplantlariin 1. alt kiiltiir sonunda gézlemi; a. N1, b. N2, ¢. N3, d. N4 (bar = 1 cm)
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Sekil 4.59. Sakiz ¢esidine ait yaprak ve yaprak ana damari eksplantlariin bazi1 X kodlu
farkl1 bitki biiyiime diizenleyicileri iceren besi ortamlarinda kallus elde edilmesi
amaciyla kiiltiire alinmasi, a. X4, b. X10, c. X11, d. X14, e. X15, f. X16 (a — f yaprak
eksplant1), g. X10, h. X11, i. X12, j. X13, k. X14, I. X15, m. X16 (g — m yaprak ana
damari eksplanti) (bar = 1 cm)
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Sekil 4.60. Sakiz ¢esidine ait yaprak ve yaprak ana damari eksplantlarinin baz1 X kodlu
farkli bitki biliyiime diizenleyicileri iceren besi ortamlarinda kallus elde edilmesi
amaciyla kiiltiire alinmasin1 takiben gosterdikleri gelismelerin gézlemi, a. X21, b. X23,
c. X27, d. X30, e. X32, (a — ¢ yaprak eksplant1), f. X21, g. X26, h. X27, i. X28, j. X29,
k. X30, I. X32, (f -1 yaprak ana damar1 eksplant1) (bar = 1 cm)

Calismada kallus elde etmek amaciyla in vivo geng enginar yapraklari,
hazirlanan ‘B’ kodlu besi ortamlarinda 3 tekerriirlii olarak kiiltiire alinmstir. Oncelikle
kiiltiire alman yaprak eksplantlar1 sismeye baslamis ardindan kallus olusumlari
gbzlemlenmistir. Caligsmanin kallus kiiltiirii agsamasindan elde edilen bulgular 1s181inda
besi ortamlarina ilave edilen bitki biliylime diizenleyicilerinin kallus olusumunda ve
stirdiiriilmesindeki roliinlin olduk¢a dnemli oldugu sdylenebilir. Buna gore elde edilen
veriler incelendiginde, ii¢ ¢esit arasinda hem alt kiiltiirler bazinda hem de besi ortamlari
arasinda, kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin gelisme durumlari bakimindan
farkliliklar oldugu goriilmektedir.

Kiiltire alinan yapraklarda Bayrampasa c¢esidinden elde edilen verilere
bakildiginda 1. alt kiiltiir sonunda gelisen yaprak oranlarinda dalgalanmalar goriildigi,
en iyl yaprak gelisimin ise B7 besi ortaminda oldugu sdylenebilir. Benzer sekilde 2. ve
3. alt kiiltiir sonlarinda da yine B7 ortaminin yaprak gelisimindeki etkisi siirerken, ilk iki
alt kiiltiir siiresince etkisi az olan B10 ortaminda kiiltiire alinan yapraklarda 3. alt
kiiltiirde yaprak gelisim oraninda artis gozlemlenmistir. Bu durumda Bayrampasa
cesidinin kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindaki gelisimde kontrol ortaminda etkili bir
gelismenin goriilmedigi, 6 mg L™ 2,4-D + 0,5 mg L™ kinetin (B7) kombinasyonu ile 5
mg L BAP + 5 mg L™ NAA (B10) etkili oldugu séylenebilir (Cizelge 4.7, Sekil 4.61a).
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Sakiz cesidinde de benzer durum goézlemlenmistir. Baz1 besi ortamlarinda alt kiiltiir
sayisi arttik¢a yaprak gelisim oranlarinda azalmalar goriilmekte olup, bu azalma oranlari
kimi ortamlarda az (B3, B4) kimi ortamlarda ise keskin bir sekilde (B5, B7, B9)
gerceklesmistir. Elde edilen veriler 15181inda yaprak eksplanti gelisim orani bakimindan
Bayrampasa ¢esidinde oldugu gibi kontrol ortami1 en etkisiz ortam olarak belirlenmistir.
En etkili besi ortamlart ise 1. alt kiiltiir sonunda 0,5 mg L™ BAP + 5 mg L™ NAA (B9),
2. alt kiiltiir sonunda 1 mg LY BAP +7 mg L1 NAA (B8) ve 3. alt kiiltiiriin sonunda ise
5mg L™ BAP + 5 mg L™ NAA (B10) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.61b).
Olympus F; ¢esidine baktigimizda ise, yaprak gelisim oranlarinda yine diger iki gesit
gibi alt kiiltlirler ve besi ortamlar1 arasinda dalgalanmalar goriilmektedir. 1. alt kiiltiir
sonunda kiiltiire alinan yapraklarda 0,1 mg L BAP + 1 mg L™ 2,4-D + 1 g L™ glutamin
(B6) ortami en etkili bulunurken, 2. alt kiiltirde 5 mg L™ BAP + 5 mg L™ NAA (B10),
3. alt kiiltiirde ise 2 mg L BAP + 2 mg L™ 2,4-D (B4) ve 05 mg L BAP + 5mg L™
NAA (B9) etkili olmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.61c).

Bayrampasa cesidinde alt kiiltiirler bazinda yaprak gelisim orami ile kallus
olusum orani arasindaki iligki incelendiginde 1. alt kiiltiir sonunda B6 ortaminda yaprak
gelisiminin diisiik oldugu ve yine ayni alt kiiltiiriin sonunda ayn1 besi ortaminda kallus
Olusum oraninin en diisiik oldugunun tespit edilmesi sasirtict bir sonug olmamustir.
Kallus olusum oranlarinda alt kiiltiirler bazinda ve ortamlar arasinda yine bir
dalgalanma s6z konusudur. En yiiksek kallus olusum orani bu alt kiiltiirde B9 (0,5 mg
L? BAP + 5,0 mg Lt NAA) ortaminda goriilmiistiir. Olusan kalluslar a¢ik kahverengi
renk ve yumusak tekstiirde olusum gdstermistir. 2. alt kiiltiirde B6 (0,1 mg L™ BAP +
1,0 mg L™ 2,4-D + 1,0 g L™ glutamin) besi ortaminda gelisen yaprak oraninin diger
ortamlara gore nispeten diisikk oldugu goriilmekle birlikte kallus olusum oranina
bakildiginda B3 (1,0 mg L™ BAP + 1,0 mg L™ 2,4-D) ortamu ile birlikte en yiiksek
kallus olusumu gozlemlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.62a). Bununla birlikte 2. alt
kiiltiirde olusan kalluslarin ortalama agirliklart incelendiginde en fazla agirliga sahip
kalluslarin B6 ortamindan geldigi sdylenebilir (Cizelge 4.7). 3. alt kiiltiir sonunda yine
bir farklilasma olmus, B7, B8 ve B10 ortamlarinda gelisen kallus oranlarinda artiglar
goriilmistlir. Bu ii¢ besi ortaminda gelisen kalluslarin oranlar1 ayni olmakla birlikte,
olusan kalluslarin agirliklart bakimindan incelendiginde B10 ortamindaki kalluslarin
agirliklar digerlerine gore oldukea yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.7, Sekil 4.63a, Sekil
4.64 — Sekil 4.66).

Sakiz cesidinde de kallus olusumu bakimindan alt kiiltiirler ve ortamlar bazinda
farkliliklar gozlemlenmis, 2. ve 3. alt kiiltiirlerin sonlarinda elde edilen degerler 1. alt
kiiltiir sonundan elde edilenlere kiyasla nispeten daha yliksek bulunmustur. Buna gore
en yiiksek degerler 2. ve 3. alt kiiltiir sonunda B10, 1. alt kiiltiir sonunda ise B3
ortaminda elde edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.62b). Elde edilen kalluslarin tekstiirleri
hafif sert olarak belirlenmis olup bu iki ortam arasinda farklilik goriilmezken,
renklerinde farkliliklar tespit edilmistir. Buna gore B3 ortaminda meydana gelen
kalluslar sarimsi, acik kahverengi 6zellik gosterirken, B10 ortaminda olusanlarin ise
krem rengi olduklart gézlemlenmistir. Olusan kalluslarin olusum oranlari ile agirliklari
besi ortamlar: ile alt kiiltiirler bazinda incelendiginde tutarli sonuglar elde edilmistir.
Buna gore, 1. alt kiiltiir sonunda B10, B3 ve B6 ortamlarinda, 2. alt kiiltiir sonunda B10
ortaminda ve 3. alt kiiltiiriin sonunda ise B6, B8 ve B10 ortamlarinda meydana gelen
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kalluslarin agirliklart digerlerine gére nispeten daha fazla olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.8, Sekil 4.63b, Sekil 4.67 — Sekil 4.69).

Olympus F; ¢esidinde elde edilen kallus oranlarina bakildiginda, yine ortamlar
ve alt Kkiiltiirler arasinda dalgalanmalar goriilmekle birlikte besi ortamlarinda
gozlemlenen yaprak gelisim oranlari ile tutarli etkilesimler oldugu tespit edilmistir.
Buna gore 1. alt kiiltiir sonunda B6 ve B10 ortamlarinda, 2. alt kiiltiir sonunda B1, B3,
B4, B9 ve B10 ortamlarinda, 3. alt kiiltiir sonunda ise B1, B3, B4 ve B9 ortamlarinda
yiikksek kallus olusum oranlar1 elde edilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.62c¢). Bununla
birlikte olusum gosteren kalluslarin agirliklart alt kiiltiirler ve besi ortamlar1 bazinda
incelendiginde, 1. alt kiiltiir sonunda kallus olusum oranlarinin en yiiksek bulundugu B6
ve B10 ortamlarinda degil, B9 ortaminda elde edilen kalluslarin agirlik bakimindan
daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Ayni sekilde 2. alt kiiltiirde de benzer bir kiyaslama
yapilabilmekle birlikte, B1, B3, B4, B10 ortamlarinda degil, B8 ve B9 ortamlarinda
olusan kalluslarin agirliklar1 daha fazla olmustur. 3. alt kiiltiirde ise olusum orani ile
agirlhik kiyaslamasi benzer dogrultuda gerceklesmis, B9 ortaminda meydana gelen
kallus agirliklar1 en iyi olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.63c, Sekil 4.70 —
Sekil 4.72).

117



8TT

BULGULAR VE TARTISMA

T. OZSAN

Cizelge 4.7. Bayrampasa ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri

= ioils Alt Ortam Kodu
7| Ml Kiiltiir
S| Parametreler | “g v | Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 | B10 | Bl
y . 1 69,44 | 66,11 | 72,50 | 64,44 | 38,75 | 37,33 | 76,66 | 48,88 | 68,61 | 40,27 | 32,77
elisen
yaprak orami | 2 33,33 | 5500 | 50,66 | 33,33 | 33,33 | 6,02 | 6333 | 47,44 | 3333 | 34,00 | 3333
%
(%) 3 12,77 | 59,04 | 19,54 | 20,85 | 2846 | 33,33 | 56,89 | 46,03 | 28,38 | 59,15 0
1 27,77 | 34,69 | 49,69 | 34,49 | 2573 0 28,20 | 10,77 | 63,66 | 27,33 0
Olusan
kallus orani 2 18,33 | 38,46 | 66,66 | 32,55 | 16,95 | 66,66 | 47,43 | 52,38 | 30,47 | 55,55 0
%
- (%) 3 33,33 | 4572 | 32,95 | 3333 | 32,98 | 3333 | 66,66 | 66,66 | 32,88 | 66,66 0
17,3
4 Olusan 1 003 | 002 | 007 | 004 | 002 0 005 | 005 | 006 | 0,05 0
= Kalluslarin 2 003 | 004 | 007 | 004 | 004 | 048 | 018 | 034 | 007 | 039 | 0
; ortalama
o agrhd(@) 3 009 | 011 | 009 | 005 | 015 | 055 | 024 | 035 | 011 | 1,29 0
=3 = S S = =) = =
Olusan kalluslarin £ 2 & g i 2 & 2 & o =z & =z < 8 £
rengi S| Fr | gf | Ex|Er oz | Fz|Ez|Er| ¢
g g g g N g g g
T 2 2 s ud =< 2 T =< s
Olusan kalluslarin 3 £ £2 2 2 Z £2 2 P 2
tekstiirii = T E T E £ = E T E = E £
T 2, 2, T T = 2, T = T
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Cizelge 4.8. Sakiz ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri
- flgili KQIL'[ﬁr Ortam Kodu
G| Parametreler | ‘o o | B1 | B2 | B3 | B4 | B5 | BS | B7 | B8 | B9 | B0 | BIL
4" 1 63,33 45,00 59,83 62,33 71,50 47,08 53,75 48,75 73,12 66,66 | 33,33
elisen
yaprak orani 2 47,68 23,33 67,22 64,04 76,95 63,47 50,00 83,63 67,77 59,47 | 33,33
%
(%) 3 27,77 0 44,92 53,33 35,00 61,10 13,33 75,67 35,71 82,50 0
ol 1 41,66 43,33 82,06 66,27 59,95 31,94 31,85 37,27 35,71 60,95 0
usan
kallus orani 2 87,16 58,33 80,00 77,85 95,37 73,75 21,38 73,71 92,70 | 100,00 0
%
(%) 3 33,33 0 75,00 66,66 33,33 71,66 12,50 87,50 66,66 | 100,00 0
< Olusan 1 0,03 0,02 0,07 0,05 0,04 0,06 0,03 0,03 0,04 0,09 0
=) Lalluslarm 1, 009 | 003 | 011 | 006 | 008 | 009 | 004 | 010 | 016 | 033 | O
71| ortalama
agirhg (g) 3 0,09 0 0,19 0,20 0,13 0,46 0,04 0,57 0,19 0,59 0
=L = L .= L - L= g = L = = — L =
22 2 2 s 2 S 2 S 2 I 2 2
Olusan kalluslarin i =g =g =3 2o g il 2 O s =
rengi EZ | EEZ | E2 | B2 | B2 | B2 | £% | £2 | B2 | ¢
S € S8 S8 g & 2 £ 2 & Vi g 2 g
24 o i i = o o a4 4 =
Olusan kalluslarin = % 3 3 3 3 3 3 = % = 2, 3
tekstiirii TE £ £ £ £ £ £ T E T E £
= T T T T I I 2 =4 T
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Cizelge 4.9. Olympus F; ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri

= flgili Alt Ortam Kodu
€| parametreler Kalgy
o Sayisi Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bil
a4 1 57,08 50,00 61,66 57,08 37,77 83,33 50,00 55,83 60,00 74,72 | 20,00
elisen
yaprak orani 2 63,33 55,00 46,66 51,05 50,83 37,50 16,66 30,12 16,90 70,00 0
%
(%) 3 53,21 0 57,51 66,66 33,33 26,14 0 21,05 66,66 33,33 0
ol 1 47,45 30,00 24,31 34,21 34,40 54,16 33,33 25,12 29,28 53,14 0
usan
Kkallus oram 2 66,08 46,66 66,01 66,66 33,33 33,33 16,66 33,33 66,66 62,96 0
%
(%) 3 64,70 0 66,66 66,66 33,33 33,33 0 33,33 66,66 29,62 0
7  Olusan 1 003 | 003 | 003 | 003 | 005 | 004 | 004 | 007 | 009 | 004 | ©
S
=Y kalluslarin 2 006 | 004 | 005 | 004 | 005 | 004 | 005 | 009 | 009 | 004 | O
; ortalama
6 agirhg (g) 3 0,09 0 0,06 0,04 0,09 0,05 0 0,10 0,11 0,08 0
55 S S E S =, = 5 25 25 x5,
Olusan kalluslarin : & o <82 =28 o 2 O < 8 %9 %5 5
IR v = < V & ~ IR, IR, IR,
Olusan kalluslarin 5 £ = —% % £ £ g g 5 5
tekstiirii € 3 £ E & A & £ € = =
T 2, T T T T T
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Gelisen Yaprak Oram (%)

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9
'B' Kodlu Besi Ortamlan

B10

B11

Gelisen Yaprak Oram (%)
da
=

B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9
'B' Kodlu Besi Ortamlar

B10

B11

Gelisen Yaprak Oram (%)
o
>

B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9
'B' Kodlu Besi Ortamlar:

B10

B11

[ =e=1. AltKiiltir =2 Alt Kiiltir _—3. Alt Kiiltiir

|

Sekil 4.61. Dis kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘B’ kodlu

besi ortamlarinda kiiltiire alinmasin
eksplantlarinin orani (%); a. Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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Sekil 4.62. D1s kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘B’ kodlu
besi ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda olusan kallus oran1 (%); a.
Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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- et
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=
@
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| =g==1. Alt Kiiltiir ==2. Alt Kiiltir “e=3, Alt Kidltiir |

Sekil 4.63. Dis kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘B’ kodlu
besi ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda olusan kalluslarin ortalama
agirliklar1 (g); a. Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;

123



BULGULAR VE TARTISMA T. OZSAN

Sekil 4.64. Bazi B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. B2 (1.0x), b. B3
(0.8x), b’. B3 (1.0x), c. B4 (0.8x), ¢’. B4 (1.0x), d. B5 (0.63x), d’. B5 (1.0x), d”’. B5
(1.25x), e. B8 (1.0x), f. B9 (0.8x), f». B9 (1.0x), g. B10 (0.8x), g’. B10 (1.0x) (x=
mikroskop biiylitme katsayisi) (bar = 1 cm)

Sekil 4.65. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (2. alt kiiltiir sonu); a. B3 (0.63x), b. B7
(1.0x), c. B9 (0.8x), ¢’. B9 (1.0x), ¢*’. B9 (1.5x) (x= mikroskop biiyilitme katsayis1) (bar
=1cm)

124



BULGULAR VE TARTISMA T. OZSAN

Sekil 4.66. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (3. alt kiiltir sonu); a. B1 (0.63x), a’. B1
(1.0x), b. B2 (0.63x), b’. B2 (0.8x), c. B3 (0.8x), d. B4 (1.0x), e. B5 (0.63x), f. B7
(1.0x), g. B9 (0.63x), h. B10 (0.63x) (x= mikroskop biiyiitme katsayisi) (bar =1 cm)
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Sekil 4.67. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait in vivo
yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. B3 (0.8x), a’. B3 (1.0x),
b. B4 (1.0x), c. B5 (1.5x), d. B6 (1.0x), e. B7 (1.5x), f. B8 (1.0x), . B8 (1.25x), g. B10
(0.63x), g’. B10 (1.25x) (x= mikroskop biiyiitme katsayisi) (bar =1 cm)
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Sekil 4.68. Bazi B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait in vivo
yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (2. alt kiiltiir sonu); a. B1(0.8x), b. B3 (0.8x), b’.
B3 (1.0x), c. B8 (0.8x), d. B9 (0.8x), d’. B9 (1.0x), e. B10 (0.8x), e’. B10 (1.0x) (x=
mikroskop biiylitme katsayis1) (bar = 1 cm)

Sekil 4.69. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait in vivo
yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (3. alt kiiltiir sonu); a. B3 (0.8x), b. B10 (1.0x)
(x= mikroskop biiyiitme katsayis1) (bar = 1 cm)
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Sekil 4.70. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. B1 (1.0x), b. B3
(1.0x), c. B4 (1.0x), ¢’. B4 (1.25x) (x= mikroskop biiyiitme katsayis1) (bar =1 cm)

Sekil 4.71. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (2. alt kiiltiir sonu); a. B1 (1.0x), b. B4
(1.0x), c. B5 (0.8x), ¢’. B5 (1.0x), d. B6 (1.0x), e. B8 (0.8x), f. B9 (0.8x), g. B10 (1.0x)
(x= mikroskop biiylitme katsayis1) (bar = 1 cm)

Sekil 4.72. B3 kodlu kallus ortaminda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait in vivo
yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (3. alt kiltir sonu); a. 0.8x, a’. 1.0x (Xx=
mikroskop biiyiitme katsayisi) (bar = 1 cm)
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Kallus elde edilmesi amaciyla yine ‘B’ kodlu besi ortamlar1 kullanilarak
yuriitiilen bir diger arastirma ise in vitro bitkilerden alinan yaprak eksplantlariyla
olmustur. Calismanin bir 6nceki basamagi olan in vitro ¢ogaltim ve in vitro koklenme
aragtirmalarin1 takiben, basarili bir in vitro c¢ogaltma siirecini gegirdikten sonra
aklimatizasyon asamasinda saglikli bir sekilde yasamlarin1 devam ettirebilen bitkicikler
acik alan kosullarina aktarilmiglardir. Ardindan acik alan kosullarinda yasamlarini
idame ettirebilen bitkiciklerden de tipki in vivo gelisen bitkilerden alindig1 gibi yaprak
ornekleri alinarak in vitro kosullarda kallus elde edilmesine yonelik ¢aligilmustir.

iki tekerriirlii gergeklestirilen bu ¢alismada, Bayrampasa ¢esidinde 1. ve 2. alt
kiiltiirler arasinda gelisen yaprak oranlari bakimindan dalgalanmalar gézlemlenmistir.
Buna gore 1. alt kiiltiirde en yiiksek yaprak gelisim oran1 B1 ortaminda, en kotii gelisim
oranlar1 ise B10 ve kontrol ortamlarinda goriilmiistiir. 2. alt kiiltiirde ise B3 ve B6
ortamlarinda en iyi gelismeler gozlemlenirken, yine B10 ve kontrol ortamlarinda en
olumsuz gelisimler goriilmiistiir (Cizelge 4.10, Sekil 4.73a).

Sakiz ve Olympus F; cesitlerinin yaprak gelisim degerleri incelendiginde ise
benzer sonuglar meydana geldigini sOylemek mimkiindiir. 1. alt kiiltiirlerde B10
ortamindan elde edilen verilerin en yiiksek oldugu belirlenirken, 2. alt kiiltiirde her iki
cesit icin de besi ortamlarindan olumlu sonuglar elde edilememistir (Cizelge 4.11,
Cizelge 4.12).

Cesitlerin kallus olusum degerleri incelendiginde, yine Bayrampasa cesidinde
digerlerine nazaran daha fazla hareketlenme oldugu géze carparken, Sakiz ve Olympus
F1 ¢esitlerinin ise hi¢ kallus olusturmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.10 — Cizelge
4.12). Bayrampasa ¢esidi i¢in 1. alt kiiltiirde en diisiik degerler B5, B10 ve kontrol
ortamlarinda tespit edilirken, diger ortamlarda elde edilen kallus oranlari ayni seviyede
seyretmistir. 2. alt kiiltiirde ise B7 ve B9 ortamlar1 6n plana ¢ikarken, en kotii tepki
veren ortamlar 1. alt kiltiirdekilerle ayn1 olmustur (Sekil 4.74, Sekil 4.76). Olusan
kalluslarin ortalama agirliklar1 degerlendirildiginde, B3 ortamindaki kalluslar en yiiksek
agirhiga sahipken, bunu B4 ve B9 ortamlari takip etmistir (Sekil 4.75).

Genel olarak in vivo yaprak eksplantlarinin ‘B’ ortamlarinda kiiltiire alinmasini
takiben incelenen parametreler bakimindan elde edilen bulgular 1. alt kiiltiir sonunda
her ii¢ gesit i¢in de en diisiik seviyelerde bulunmustur. Bu durumun, dis kosullardan
alinan yaprak eksplantlarinin in vitro kosullara aktarildiktan sonra belirli bir adaptasyon
siirecine ihtiya¢c duymalarindan kaynaklanabilecegi ongoriilmektedir. Belirli bir siire
sonunda in vitro ortam kosullarma uyum saglayan eksplantlarin, kiiltiiriin ilerleyen
zamanlarinda besi ortami kombinasyonlarinin da destegi ile istenilen tepkileri ortaya
koyabildigi disiiniilmektedir. Calismanin hem in vivo hem de in vitro yaprak
eksplantlarimin ~ kullanildigi  denemelerden elde edilen bulgulara bakildiginda
degerlendirilmeye alinan bu ii¢ ¢esidin kallus gelisimi bakimindan en ideal verdigi
tepkilerin genellikle ¢esitli ve nispeten yiiksek oranlarda kombinasyon olusturulan BAP
+ NAA ortamlarinda elde edildigi kanaatine varilmistir. Bu kombinasyonlar arasindan 5
mg L™ BAP + 5 mg L NAA (B10) ile 0,5 mg L™ BAP + 5 mg L™ NAA (B9) besi
ortamlarindan her {i¢ gesitten de olumlu sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.10. Bayrampasa ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri
-*% Tlgili Kfllttur Ortam Kodu
O | Parametreler | “cove | Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 | B11
Gelisen . 7833 | 59,16 | 46,66 | 46,66 | 50,00 | 40,83 | 4333 | 6333 | 42,50 | 3333 | 33,33
yapr?;);’ra“‘ 3 6066 | 3333 | 67.73 | 66,00 | 3333 | 6729 | 5583 | 3500 | 60,00 0 0
Olusan . 3333 | 3333 | 3333 | 3333 0 3333 | 3333 | 3333 | 3333 0 0
ka“'(‘(f/o‘;ra“‘ , 3333 | 3333 | 3904 | 5384 | O | 5891 | 7571 | 5454 | 7708 | 0 0
| Olugan . 013 | 009 | 017 | 003 0 013 | 015 | 009 | 015 0 0
g kalluslarin
5| ortalama 5 021 | 010 | 038 | 025 0 018 | 020 | 014 | 025 0 0
o agirhg (g)
>
= 5 5 5 5 5 5 5 5
Olusan kalluslarin ] o ] 2 O ] < 3 2 & 2 & o
rengi % % < % :__z < % < % < % :_-z
4 Y 4 Y X ~ X i
- - - - - - = =
Olusan kalluslarin ] P Z Z Z Z Z Z Z
tekstiiri g B B B g g g g
>~ >~ >~ > >~ >~ > >
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Cizelge 4.11. Sakiz ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri

- e Alt Ortam Kodu
% llgili Kiiltiir
G| Parametreler | g vq | B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 | Bl1
Gelisen 1 0 0 0 16,66 0 0 0 0 21,66 | 23,33 0
yaprak orani
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kallus oranm
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kalluslarin
ortalama 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
agirhg (g)

Olusan kalluslarin
rengi

Olusan kalluslarin
tekstiiri
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Cizelge 4.12. Olympus F; ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) B kodlu ortamlara ait kallus verileri
- flgili Alt Ortam Kodu
| parametreler Ruligy
o Sayisi Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11
Gelisen 1 0 0 0 0 16,66 0 0 0 16,66 | 25,00 0
yaprak oram
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kallus oram
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kalluslarin
ortalama 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
agirhg (g)
Olusan kalluslarin ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
rengi
Olusan kalluslarin i ) ) ) i i i ) i i i
tekstiirii
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Sekil 4.73. In vitro ¢ogaltilan enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘B’ kodlu besi
ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda gelisen yaprak eksplantlarinin
orani (%); a. Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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Sekil 4.74. Bayrampasa cesidinde in vitro cogaltilan enginar bitkilerinden alinan
yapraklarin ‘B’ kodlu besi ortamlarinda kiiltiire alinmasin1 takiben bu ortamlarda olusan
kallus oran1 (%)
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Sekil 4.75. Bayrampasa ¢esidinde in vitro ¢ogaltilan enginar bitkilerinden alinan
yapraklarin ‘B’ kodlu besi ortamlarinda kiiltiire alinmasin1 takiben bu ortamlarda olusan
kalluslarin ortalama agirliklari (g)
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Sekil 4.76. Baz1 B kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vitro yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. B1 (0.8x), b. B3
(0.63x), c. B6 (0.8x), d. B8 (0.8x), e. B9 (0.63x) (x= mikroskop biiylitme katsayis1) (bar
=1cm)

In vitro kosullarda kiiltiire alinan eksplantlarda kalluslarin olusturulmasi ve
rejenerasyonunda, ayrica sekonder metabolit olusumunda birgok faktor etkili
olmaktadir. Bu faktorler arasinda genotip, eksplant tipi, besi ortami kompozisyonu,
karbonhidrat kaynagi, bitki biiylime diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonu ile kiiltiir
kosullar1 6nemli rol oynamaktadir (Rueb vd. 1994; Shahsavari vd. 2010; Siatka 2019).

Farkli bitkiler tizerinde kallus elde edilmesine yonelik yapilan bir¢cok ¢alismada
bitki biiylime diizenleyicilerinin bulunmadig: besi ortamlarinda kallus elde edilemedigi
bildirilmis olup (Fiegert vd. 2000; Yasmin vd. 2003; Elaleem vd. 2009), bu ¢aligmada
da benzer sonuglar elde edilmistir. Yine daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada, in vitro
kosullarda kiiltiire alinan eksplantlardan kallus olusumunda ve bitki rejenerasyonunda
genotipe ve eksplant tipine bagli olarak besi ortamlarinin en ideal doz ve
kombinasyonda bitki biiylime diizenleyicileri ile desteklenmesi gerektigi bildirilmistir
(Lestari vd. 2019).

Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin bir¢ok ¢alismadan elde edilen bulgularla
uyum icinde oldugu soylenebilir. Ozellikle bitki bilyiime diizenleyicilerinin tek basina
kullanilmalar1 kallus olusumu bakimindan olumlu sonuglar dogurmamistir ve bu durum
diger bir¢ok calismada da benzer bulunmustur. Cesitli oranlarda oksin ve sitokininlerin
birlikte kullanilmasinin kallus olusumunu tesvik ettigi belirtilen caligsmalarda, 6zellikle
degisen oranlarda NAA ve BAP kullanimimin farkli bitkilerde etkili kallus eldesi
sagladigi bildirilmistir. Hesami ve Daneshvar (2018) yaptiklar1 ¢alismada 1,5 mg Lt
NAA + 0,15 mg L? BAP kombinasyonunda maksimum kallus olusumunu elde
ettiklerini bildirmislerdir. Wani vd. (2018) ise kallus elde edilmesi amaciyla yaprak
eksplantlarinin  1/1 oraninda NAA + BAP kombinasyonunda en iyi sonuglar
belirlediklerini ve %83,5 oraninda kallus olusumu elde ettiklerini bildirmislerdir.
Benzer sekilde bu calismada da ‘B’ kodlu besi ortamlar1 olarak hazirlanan grupta B9
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ortaminda NAA/BAP konsantrasyon iligkisi 10/1 oraninda olup (5 mg L NAA + 0,5
mg L™ BAP), 1/1 oraninda hazirlanan B10 ortamiyla (5 mg L™* NAA + 5 mg L™ BAP)
birlikte bu iki ortamin kallus olusumu bakimindan en iyi tepkiyi olusturdugu tespit
edilmisgtir.

Giinlimiize kadar arastirmacilar tarafindan kallus olusturulmasi ve bu kalluslarin
devamliliginin saglanmasi1 amaciyla oksin ve sitokininlerin 6énemini vurgulayan birgok
arastirma yapilmistir. Suryowinata (1996)’ya gore kallus olusumunu tesvik etmek
amaciyla oksinlerden yararlanilmaktadir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinden 2,4-D’nin
tek basina ya da sitokininlerle birlikte kullanilmasinin olduk¢a yaygin oldugu
bilinmektedir (Castillo vd. 1998). Hatta bir¢ok arastiricitya goére 2,4-D’nin hem
monokotiledon hem de dikotiledon bitkilerde kallus elde edilmesinde en etkili cevaplari
gosterdigi belirtilmistir (Ho ve Vasil 1983; Chee 1990; Elaleem vd. 2009).

Calismada kallus elde edilmesi amaciyla ‘B’ kodlu besi ortamlarinin yani sira
‘T kodlu besi ortami1 kombinasyonlari da denenmis olup, in vivo Yyaprak
eksplantlarindan elde edilen bulgular su sekildedir:

Her ii¢ ¢esit icin de kiiltlire alinan yaprak eksplantlarinin gelisim oranlari
incelendiginde hem alt kiiltlirler arasinda hem de besi ortamlar1 arasinda farkliliklar
oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.13 — Cizelge 4.15). Bayrampasa ¢esidindeki
gelismelere bakildiginda, 1. alt kiiltiirde T10 ortam, 2. ve 3. alt kiiltiirlerde T16 ortami
on plana ¢ikmaktadir (Sekil 4.77a). Sakiz ¢esidi i¢in, 1. alt kiiltiirde T16 ortami, 2. alt
kiiltiirde T14 ortam1 ve 3. alt kiiltiirde ise T7 ortami1 yaprak gelisimi bakimindan etkili
bulunmustur (Sekil 4.77b). Olympus F; ¢esidinde ise 1. alt kiiltiirde T12, 2. ve 3. alt
kiiltiirlerde T8 ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin gelisimleri daha iyi
bulunmustur (Sekil 4.77¢).

Kallus olusum orani bakimindan incelendiginde, Bayrampasa cesidinde 1. alt
kiiltiirde elde edilen kallus orani diger iki alt kiiltiirde elde edilenlerden daha az
seviyede kalmigtir. 2. alt kiiltiirde 6n plana ¢ikan besi ortamlar1 T7, T8, T10, T16, T17
ve T18 olarak belirlenirken, 3. alt kiiltiirde ise T7, T10, T16 ve T18 olmustur (Cizelge
4.13, Sekil 4.78a, Sekil 4.80). Sakiz ¢esidi i¢in 1. alt kiiltiirde en yiiksek kallus olusum
orani T6 ortaminda tespit edilirken, 2. alt kiiltiirde bu ortam T16 olarak belirlenmistir. 3.
alt kiilttirde ise kallus olusum orani bakimindan bir¢ok besi ortami 6n plana ¢ikmis olup
bunlar T7, T11, T13, T14 ve T16 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.78b,
Sekil 4.81). Olympus F; ¢esidinde ise 1. alt kiiltiirde olusan kalluslarin oran1 diger iki alt
kiiltlire nazaran daha alt seviyelerde seyretmis olup, en yiiksek kallus olusum orani
degerlerine 3. alt kiiltiirde ulasildig1 goriilmektedir. Buna gére T16 ve T18 ortamlar: 3.
alt kiiltiirde en etkili besi ortamlar1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.78c,
Sekil 4.82).

Kallus agirliklar1 bakimindan incelendiginde Bayrampasa ¢esidinde meydana
gelen kalluslardan agirlik bakimindan en ideal sonuglarin 2. ve 3. alt kiiltiirlerde T10
ortaminda elde edildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.79a). Sakiz ¢esidi i¢in ise
3. alt kiiltiirden elde edilen sonuglar diger alt kiiltiirlerden elde edilenlere gore daha
tatminkar bulunmus ve 6n plana ¢ikan besi ortamlar1 T7, T11, T13 ve T16 olmustur
(Cizelge 4.14, Sekil 4.79b). Benzer durum Olympus F; ¢esidi i¢in de s6z konusu olup,
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3. alt kiltirde T16 ve T18 ortamlar1 kallus agirligi bakimmdan en idealleri olarak
bulunmustur (Cizelge 4.15, Sekil 4.79c).

In vivo yaprak eksplantlar1 kullanilarak yapilan denemeler i¢in genel bir
degerlendirme yapildiginda nispeten diisiikk miktarlarda kullanilarak kombinasyon
olusturulan kinetin + 2,4-D kombinasyonlarinda her ii¢ gesit igin de kallus gelisimleri
daha arzu edilen diizeylerde tespit edilmistir. Ozellikle Bayrampasa i¢in 0,1 mg L™
kinetin + 0,5 mg L™ 2,4-D (T10), Sakiz i¢in 0,5 mg L™ kinetin + 0,5 mg L™ 2,4-D
(T13), Olympus F; i¢in 1 mg L™ kinetin + 1 mg L™ 2,4-D (T16) besi ortamu
kombinasyonlarinin 6n plana ¢iktig1 belirlenmistir. In vitro yaprak eksplantlarinin
kiiltire alimmas1 ile yapilan denemelerden elde edilen bulgulara g6z atildiginda
Bayrampasa ¢esidi i¢in yine kinetin + 2,4-D kombinasyonu etkili bulunurken, Sakiz ve
Olympus F; gesitleri i¢in BAP + NAA kombinasyonlarmmin 6n plana ¢iktigi
gorilmiistiir.
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Cizelge 4.13. Bayrampasa ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri

2 ilgili Kﬁ\llttur Ortam Kodu
G | Parametreler | o o T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 1500 | 1500 | 21,10 | 2333 | 2091 | 1666 | 40,00 | 2750 | 23,33
Gelisen
yaprak orani 33,33 0 33,33 | 31,57 0 0 34,31 | 3750 | 28,57
%
(%) 3 33,33 0 0 0 0 0 43,66 7,33 0
1 33,33 0 33,33 | 2456 | 24,05 | 3055 | 2643 | 30,30 | 23380
Olusan Kallus |, 33,33 0 29,16 | 29,62 0 0 66,66 | 66,66 | 33,33
orani (%)
3 33,33 0 0 0 0 0 66,66 | 33,33 0
<
g Olusan 1 0,03 0 0,05 0,04 0,05 0,03 0,06 0,04 0,04
=) kalluslarm 2 0,05 0 007 | 0,04 0 0 00 | 006 | 007
& ortalama
E agirhg (g) 3 0,06 0 0 0 0 0 0,11 0,12 0
e — — — — < = = —
= (=] =] (=] (=] > 2@ o @ (=)
Olusan kalluslarin 25 E ) 25 | 25 | 26 | 2x5¢€ ol ol 2 &
rengi <25 £25 | €85 | €25 | <25 | EZ E 2 <2

Olusan kalluslarin

tekstiirii

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Yumusak

Yumusak

Hafif
yumusak
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Cizelge 4.13."lin devami
s ilgili Kﬁ\llttur Ortam Kodu
< | Parametreler Sayist | 110 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19
1 52,22 | 33,33 | 31,66 | 50,00 | 40,00 | 50,00 | 3583 | 40,00 3500 | 8,33
Gelisen
yaprak orani 40,00 | 33,33 | 33,33 | 416 | 3333 | 3333 | 4313 | 3243 18,51 0
%
(%) 3 4333 | 3333 | 3333 | 666 0 33,33 | 50,00 | 33,33 20,00 0
1 33,33 | 2500 | 22,22 0 2222 | 6,66 | 31,94 | 29,05 24,63 0
Olusan kallus |, 66,66 | 3333 | 3333 | 3333 | 2222 | 666 | 6666 | 6666 | 66,66 | O
orani (%)
3 66,66 | 33,33 | 3333 | 3333 0 33,33 | 66,66 | 33,33 66,66 0
<
g Olusan 1 0,04 0,04 0,03 0 003 | 006 | 0,03 0,04 0,03 0
=) Kalluslarin 2 016 | 006 | 005 | 007 | 007 | 008 | 010 | 007 0,06 0
& ortalama
E agirhgi (g) 3 0,17 0,07 0,07 0,08 0 0,09 0,12 0,07 0,07 0
5 £ _ 25 = 5 = = £
Olusan kalluslarin 2 & 2 Z %5 2 & £ 2% | x55| 26€ g =
rengi 2e £.1 S 2e S ge | g | &gt £ &
o o < e g—_' < < o oz
Olusan kalluslarin % Z, % £ % g % % % %
tekstiirii E E £ TE e £ £ g E
> > > > I > > > >~
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Cizelge 4.14. Sakiz ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri

= ilgili Alt Ortam Kodu
z Kiiltiir
| Parametreler | ¢ o T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 38,33 55,83 42,22 59,11 60,83 55,27 65,00 52,16 49,16
Gelisen
yaprak orani 43,33 60,00 | 4222 60,00 30,00 18,33 58,33 46,66 29,74
%
(%) 3 33,33 0 8,33 12,34 9,52 3,03 52,38 0 0
1 34,28 33,65 31,94 55,55 59,39 66,66 49,86 59,59 48,57
Olusan kallus |, 3333 | 30,00 | 3333 | 3333 0 0 3333 | 3333 | 3333
orani (%)
3 33,33 0 33,33 33,33 0 33,33 66,66 0 0
Olusan 1 0,04 0,05 0,05 0,06 0,06 0,07 0,08 0,07 0,07
% kalluslarmn 2 0,04 0,05 0,07 0,07 0 0 0,08 0,07 0,07
D ortalama
agirhgi (g) 3 0,04 0 0 0,10 0 0,03 0,23 0 0
< 5, <5 5 < 5, <5 <5 5 =5, <5
Olusan kalluslarin g5 89 < & R R 25 s &5 &5
rengi E S £ 2 <2 £ 2 E 2 E2 2 g2 £z
2 2 & g 2 € 2 & Z & ¥ S 2 g
Olusan kalluslarin = z“, = E, = E, —‘;‘L —§ —§ = g, g g
v e © < © ©
tekstiiri T i T i T i E E E T i E E
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Cizelge 4.14."{in devami

N

o
723
-5

o

Sakiz

ilgili Kﬁ\llttur Ortam Kodu
Parametreler | ‘g0 " | T10 T11 | T12 | TI3 T14 Ti5 | T16 | T17 T18 T19
1 3875 | 4733 | 3416 | 4497 | 5633 | 5000 | 76.66 | 5616 | 66,66 | 3,33
Gelisen
yaprak oram 4946 | 5333 | 3500 | 6388 | 6900 | 2916 | 60,00 | 2561 | 5363 0
o
(%6) 3 0 1865 | 454 | 1506 | 2157 | 857 | 12.83 0 12.69 0
1 5723 | 4724 | 5505 | 3878 | 5555 | 21.66 | 2400 | 5483 | 55,04 0
Olusan kallus |, 16,66 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 0 56,66 | 3333 | 31.66 0
orani (%)
3 0 66,66 | 3333 | 6666 | 6666 | 3333 | 6666 0 33,33 0
Olusan 1 0,05 004 | 004 | 003 0,05 003 | 003 | 006 0,05 0
kalluslarm 2 0,07 006 | 004 | 0,04 0.06 0 011 | 006 0,07 0
ortalama
agirlig (g) 3 0 026 | 005 | 032 0,17 003 | 027 0 0,04 0
= 'S = 'S = 'S > = 'S = 'S = 'S
Olusan kalluslarin g5 89 R 2 & £ £ g9 &5 &5
rengi 3| £5 £3 | EE | B | B | £r| i3 | i:
2z S 2z S 2 S g8 2z S 2
ol e o e e T =< =< =
Olusan kalluslarin 3 3 3 = % 3 3 = 2’ = % = §”
tekstiirii £ £ £ EE 6= 6= $E £ E £ E
T T T =4 T T =4 =4 2
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Cizelge 4.15. Olympus F; ¢esidinde in vivo (dis kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri

Alt

- oils Ortam Kodu
= gili oo 8
& Kiiltiir
| Parametreler | ¢ o T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 26,66 26,66 33,88 40,66 50,00 38,33 45,00 55,55 58,33
Gelisen
yaprak orani 0 0 0 0 25,00 0 44,44 53,33 33,33
%
(%6) 3 0 0 0 0 16,66 0 43,33 50,00 33,33
1 0 0 33,33 0 0 0 33,33 33,33 29,16
Olusan kallus |, 0 0 0 0 5,55 0 5333 | 5833 | 3333
orani (%)
3 0 0 0 0 16,66 0 50,00 50,00 33,33
L(';, Olusan 1 0 0 0,10 0 0 0 0,03 0,04 0,03
o
=¥ kalluslarin 2 0 0 0 0 0,03 0 0,07 0,07 0,04
; ortalama
5 agirhg (g) 3 0 0 0 0 0,05 0 0,09 0,08 0,06
= 2 = 2 =
Olusan kalluslarin i i x O ) e o =2 =2
rengi k- E g | Ep | 2B
£ Vi N g g
i A 2 s
Olusan kalluslarin i i = % i = % = 2, 8 c
tekstiirii $E $E £ E b= &
2, 2, 2, T
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Cizelge 4.15.”in devami1
2 ilgili Kﬁ\llttur Ortam Kodu
& | Parametreler Sayist | 110 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19
1 50,00 56,00 65,00 57,77 | 38,00 | 40,00 4416 32,00 | 52,22 | 1233
Gelisen
yaprak oran 10,00 33,33 33,33 32,45 | 33,33 | 30,555 50,00 0 23,33 0
%
(%6) 3 6,66 33,33 33,33 26,92 8,33 33,33 42,85 0 40,00 0
1 33,33 33,33 26,66 33,33 8,33 33,33 33,33 33,33 | 13,33 0
Olusan kallus |, 555 | 3333 | 3333 | 370 | 833 | 3333 | 3333 0 33,33 0
orani (%)
3 16,66 33,33 33,33 50,00 | 33,33 | 33,33 66,66 0 66,66 0
L(';, Olusan 1 0,03 0,04 0,02 0,04 0,03 0,03 0,04 0,02 0,03 0
o
=¥ kalluslarin 2 0,05 0,05 0,03 004 | 003 | 004 0,05 0 0,04 0
; ortalama
5 agirhgi (g) 3 0,07 0,07 0,03 0,04 0,05 0,04 0,22 0 0,12 0
Y = = S 2 5, =5 = = =
Olusan kalluslarin 35 3 3 2 & 53 =3 3 o o
rengi E S 2 g g8 ES ES 2 2 g
by - by - X - -
Olusan kalluslarin 8 = % 8 = % = § = § £ = § £
oo oo = © et © © © [ © <5}
tekstiiri HCIE T ; E T ; T i T i n T i wn
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ey
<
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'T' Kodlu Besi Ortamlari

| =p=1. Alt Kiiltlir  =#=2, Alt Kiiltiir  ~%3. Alt Kiiltiir |

Sekil 4.77. D1s kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T” kodlu
besi ortamlarinda kiiltire alinmasmi takiben, bu ortamlarda gelisen yaprak
eksplantlarinin orani (%); a. Bayrampasa, b. Sakiz, ¢. Olympus F;
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Sekil 4.78. Dis kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T’ kodlu
besi ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda olusan kallus oran1 (%); a.
Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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Sekil 4.79. Dis kosullarda yetistirilen enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T’ kodlu
besi ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda olusan kalluslarin ortalama
agirliklar (g); a. Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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Sekil 4.80. Baz1 T kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. T3 (1.25x), b. T7
(0.8x), c. T8 (0.8x), d. T11 (0.63x), d’. T11 (0.8x), d*°. T11 (1.25x), e. T12 (1.0x), f.
T16 (1.0x), g. T17 (1.0x), h. T18 (1.0x) (x= mikroskop biiyiitme katsayisi) (bar = 1 cm)

Sekil 4.81. Baz1 T kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Sakiz ¢esidine ait in vivo
yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. T4 (1.0x), b. T5 (1.0x), c.
T9 (1.0x), d. T12 (1.0x), e. T17 (1.25x), f. T18 (1.0x) (x= mikroskop biiyiitme
katsayist) (bar = 1 cm)
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Sekil 4.82. Baz1 T kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Olympus F; ¢esidine ait in
vivo yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiltir sonu); a. T3 (0.8x), b. T8
(1.25x), c. T9 (1.0x), ¢’. T9 (1.25x), d. T10 (1.25x), e. T13 (0.8x), f. T18 (1.25x) (x=
mikroskop biiylitme katsayisi) (bar = 1 cm)

Nasil ki ‘B’ kodlu besi ortamlarinda hem in vivo hem de in vitro yapraklar
kiiltiire almip degerlendirildiyse, ayni durum ‘T’ kodlu besi ortamlari i¢in de
gerceklestirilmistir. Buna gore kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda gelisim oranlar
incelendiginde he li¢ cesitte de 1. alt kiiltiir degerleri 2. alt kiiltiir degerlerine oranla
daha yiiksek bulunmus olup, Bayrampasa ¢esidinde T5, Sakiz ¢esidinde T6 ve Olympus
F; gesidinde ise T4 ortamlar1 6n plana ¢ikmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.83). Kallus
olusumu bakimindan degerlendirildiginde Bayrampasa ¢esidi icin 1. alt kiiltiirde T2, T6,
T16 ve T17 besi ortamlari, 2. alt kiiltiirde ise T17 ortam1 6n plana ¢ikmaktadir (Cizelge
4.16, Sekil 4.84a, Sekil 4.86). Sakiz ¢esidinde 1. alt kiiltiirde yaprak olusumunun en
yiiksek oldugu T6 ortamiyla uyumlu sekilde kallus olusumu goriiliirken, 2. alt kiiltiirde
herhangi bir gelisme tespit edilememistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.84b). Olympus F;
cesidinde ise her iki alt Kkiiltir asamasinda herhangi bir kallus gelisimi
gozlemlenmemistir (Cizelge 4.18). Kallus agirliklart degerlendirilmeye alindiginda ise
Bayrampasa cesidinde 1. alt kiiltiir i¢in T2 ortami, 2. alt kiiltiir i¢in T14 ortamu etkili
bulunmustur (Cizelge 4.16, Sekil 4.85a). Sakiz ¢esidinde ise kallus olusum orani
bakimindan T6 ortamindan sonra 2. sirada gelen T4 ortaminda en iyi kallus agirlig1 elde
edildigi belirlenmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.85b). Olympus F; ¢esidinde ise gelisen
kallus olmadigi i¢in agirliklart tespit edilememistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.16. Bayrampasa ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri

- flgili KAlIt Ortam Kodu
@ ltiir
| Parametreler | oo | T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9
Gelisen 1 5555 | 61,11 | 61,66 | 41,11 | 7833 | 6444 | 4800 | 5222 | 53,33
yaprak oram
(%) 2 21,79 | 3245 | 1666 | 33,33 | 3166 | 2666 | 20,83 | 17,64 | 33,33
1 3076 | 6491 | 6333 | 6190 | 5916 | 64,16 | 27,08 | 33,33 | 28,57
Olusan kallus
0,
orant (%) 2 33,33 | 33,33 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333
[+
gy  Olusan 1 0,03 0,16 0,08 0,13 0,13 0,12 0,03 0,02 0,03
= Kkalluslarin
Fj ortalama 2 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,05 0,03 0,04
4 agirhg (g)
Olusan kalluslarin < 2 & 2 & 2 & % 3£ ol ol < 8 2 &
rengi g | 2 | %T | %% |ZzZgp | E:z | i | %E | z2
S ] ] S S = s =S ] g
X X X X < S X S x X X

Olusan kalluslarin
tekstiirii

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak

Yumusak

Yumusak

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak
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Cizelge 4.16.’nin devami
= ilgili KA]It Ortam Kodu
o ultir
< | Parametreler Sayist | 110 T11 T12 T13 | Ti4 T15 T16 T17 T18 T19
Gelisen 1 55,00 | 2333 | 2333 | 2555 | 32,66 | 4250 | 3555 | 3944 | 4583 | 16,66
yaprak orani
(%) 2 3333 | 3333 | 3333 | 579 | 46,15 | 5,98 3333 | 37,71 | 3333 0
1 22,22 | 3055 | 3333 | 3333 | 3333 | 4814 | 66,66 | 6666 | 33,33 0
Olusan kallus
(1)
orant (%) 2 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 3333 | 66,66 | 33,33 0
<
gy | Olusan 1 0,03 0,02 0,03 | 006 | 0,05 0,06 0,06 0,05 0,06 0
= kalluslarm
Fj ortalama 2 0,05 0,06 009 | 006 | 018 | 006 | 0,06 013 | 003 0
= agirhg (g)
>
/M =) > > > ) i) > i=) is)
Olusan kalluslarin < & 2 & 2 & 3 2 $ & & & o
rengi &8 &8 &8 3 &8 g g g g
=< =< = = =<
Olusan kalluslarin % % Z Z = § P = § = -§ = g,
tekstiiri : : = | E | £2 | E | EE | EP | fE
> > >~ >~ > > > = >
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Cizelge 4.17. Sakiz ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri
= flgili KAlIt Ortam Kodu
& ultiir
G | Parametreler | "o = T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Gelisen 1 6,66 6,66 8,33 20,00 10,00 26,66 10,00 10,00 13,33
yaprak orani
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan kallus 1 0 0 0 2,77 0 10,41 0 0 0
o
oram (%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0,19 0 0,04 0 0 0
N kalluslarin
o] ortalama 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N agirhg (g)

Olusan kalluslarin rengi

Krem, acik
kahverengi

Krem, acik
kahverengi

Olusan kalluslarin

tekstiirii

Hafif
yumusak

Hafif
yumusak
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Cizelge 4.17.’nin devami
- flgili KAiIt Ortam Kodu
o ultiir
< | Parametreler Sayin | 110 T11 T12 T13 | T4 T15 T16 T17 T18 T19
Gelisen 1 10,00 13,33 10,00 | 8733 | 10,00 | 13,33 | 11,66 | 13,33 | 16,66 3,33
yaprak orani
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan Kallus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o
orant (%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
< Kkalluslarm
c] orwlama 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o0 agirhg (g)

Olusan kalluslarin
rengi

Olusan kalluslarin
tekstiirii
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Cizelge 4.18. Olympus F; ¢esidinde in vitro (in vitro kosullardan alinan eksplantlarda) T kodlu ortamlara ait kallus verileri

s| g " Ortam Kodu
G| Parametreler | o G | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Gelisen 1 13,33 13,33 18,33 30,00 20,00 13,33 20,00 26,66 20,00
yaprak orani
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan kallus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o
orani (%) 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
fy  Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= kalluslarin
S| oralama 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
agirhg (g)
>
@)

Olusan kalluslarin
rengi

Olusan kalluslarin
tekstiirii
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Cizelge 4.18.in devami
= ilgili KAllt Ortam Kodu
24 ultir
< | Parametreler Sayist | 110 T11 T12 T3 | Ti4 T15 T16 T17 T18 T19
Gelisen 1 20,00 23,33 20,00 | 16,66 | 20,00 | 20,00 23,33 | 23,33 | 2333 6,66
yaprak orani
(%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olusan kallus ! 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o
orant (%) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ty Olusan 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 kalluslarin
o ortalama
; agirhis1 (2) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o

Olusan kalluslarin
rengi

Olusan kalluslarin
tekstiirii
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Sekil 4.83. In vitro ¢ogaltilan enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T’ kodlu besi
ortamlarinda kiiltiire alinmasini takiben, bu ortamlarda gelisen yaprak eksplantlarinin
orani (%); a. Bayrampasa, b. Sakiz, c. Olympus F;
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w E h
= = =

Olugan Kallus Oram (%)
[
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Sekil 4.84. In vitro ¢ogaltilan enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T’ kodlu besi
ortamlarinda kiiltiire alinmasin1 takiben, bu ortamlarda olusan kallus orani (%); a.
Bayrampasa, b. Sakiz

0,2
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2 01
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Olusan Kalluslarin Ortalama Agirhiklari
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[ =1 Ankinir  —m—2 Ankanir |

H

Sekil 4.85. In vitro ¢ogaltilan enginar bitkilerinden alinan yapraklarin ‘T’ kodlu besi
ortamlarinda kiiltiire alinmasin1 takiben, bu ortamlarda olusan kalluslarin ortalama
agirliklar (g); a. Bayrampasa, b. Sakiz
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Sekil 4.86. Baz1 T kodlu kallus ortamlarinda kiiltiire alinan Bayrampasa ¢esidine ait in
vitro yaprak eksplantlarinda kallus olusumu (1. alt kiiltiir sonu); a. T2 (0.8x), a’. T2
(2.0x), b. T3 (1.0x), c. T4 (2.0x), d. T5 (1.25x), e. T7 (0.8x), e’. T7 (1.0x), f. T13
(1.0x), g. T14 (0.8x), h. T15 (1.0x), i. T17 (1.0x) (x= mikroskop biiyiitme katsayisi)
(bar =1 cm)

4.2.4. Siispansiyon Kiiltiiriine ait bulgular

Siispansiyon kiiltiirleri olusturulurken, kallus elde edilen besi ortaminin agar
kullanilmaksizin sivi halleri hazirlanmis, elde edilen kalluslarin devamliligi bu sivi
kiltiirlerde saglanmistir (Sekil 4.87). Siispansiyon kiiltlirlerinin olusturulmasinda besi
ortamlart 100 mL erlenlere 30 mL ya da 250 mL erlenlere 50 mL olacak sekilde
eklenmistir. S1v1 besi ortamlarinin pH degerleri 5,8 olarak sabitlenmistir. Stispansiyon
kiiltiirtinde alt kiiltiirler 12 giin araliklarla gerceklestirilmis olup 2 alt kiiltiir
uygulanmistir. Alt kiiltiirlerin sonunda kallus taze agirligi, besi ortami miktart ve
pH’sindaki degisimler kaydedilmistir. Her iki alt kiiltiirde de 12. giinlin sonunda
stispansiyon kiiltiirtinde cogalan hiicreler 6nce siizilmiistiir. Siiziilen hiicreler tartilarak
agirliklart belirlenmis ve bu dlglim ‘taze agirlik’ olarak ifade edilmistir. Boylece besi
ortamlari ve ¢esitlere gére meydana gelen hiicre artiglar tespit edilmistir (Cizelge 4.19 —
Cizelge 4.21, Sekil 4.87 — Sekil 4.89). Cesitlere ait slispansiyon kiiltiirleri ‘B’ ve ‘T’
kodlu besi ortamlarinda elde edilen kalluslarin miktar bakimindan en ideal olanlar
secilerek baglatilmistir. Bu sebeple hangi besi ortamindan ne kadar kallus elde edildiyse
baslangi¢c miktar1 i¢in o miktar kullanilmistir. Bayrampasa ¢esidi i¢in en basarili kallus
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besi ortamlart T7, T10, T11, T12, T16 ve TI17 olarak belirlenmistir. ‘B’ kodlu
ortamlarda ise elde edilen kalluslar yeterli bulunmadigindan dolay1 siispansiyon
kiiltiirleri baslatilamamistir. Sakiz ¢esidi i¢in tespit edilen en basarili ‘T’ kodlu kallus
ortamlar1 T2, T8, T11, T12, T14, T16 olurken, ‘B’ kodlu besi ortamlarindan ise B10 6n
plana ¢ikmustir. Olympus F; ¢esidinde ise sadece T8 besi ortami kallus elde edilmesinde
etkili bulunmus ve bu ortamla siispansiyon kiiltiirii baslatilmistir.

Iki alt kiiltiiriin sonunda hiicrelerde tespit edilen en fazla taze artis saglayan besi
ortamlar1 ¢esitler bazinda belirlenmistir. Elde edilen bu bulgulara gore, hiicrelerde en
fazla artis tespit edilen besi ortami Bayrampasa cesidi icin 0,1 mg L™ kinetin + 0,5 mg
L™ 2,4-D igeren T10 ortami olurken, Sakiz ¢esidi i¢in 0,1 mg L™ kinetin + 2,0 mg L™
2,4-D igeren T12 ortami olmustur. Alt kiiltiirler sonunda siiziilerek elde edilen taze
agirliklarin degisimleri de takip edilmistir. Buna gére Bayrampasa ¢esidinde 30 mL T10
s1vl besi ortami bulunan 1. erlende baslangigta 5,70 g olan taze agirhik 1. alt kiiltiir
sonunda 2 katindan daha fazla artis yasamis ve 12,04 g agirliga ulasmistir. Bununla
birlikte 2. alt kiiltir sonunda bu agirlik 11,45 g’a diismiistiir. 2. erlende ise alt kiiltiirler
sonunda hiicre taze agirliklarinda hep artig goriilmiis, baslangicta 3,80 g olan agirhigin 1.
alt kiltir sonunda 7,82 g, 2. alt kiiltiir sonunda ise 13,93 g agirliga ulastigi
belirlenmistir. Sakiz gesidi i¢in T12 besi ortaminin etkili oldugu tespit edilmis ve bu
ortamda belirlenen parametreler dogrultusunda gozlemler yapilmistir. Buna gore T12
besi ortaminin bulundugu 1. erlende 1. alt kiiltiirde en fazla taze agirlik artis1 goriilmiis
ve 30,30 g agirliga ulagmistir. 2. alt kiiltiirde de 1. alt kiiltiirdeki kadar olmasa da yine
agirlik artig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte T12 ortaminin bulundugu 2. erlende ise 1. alt
kiiltiirde Olgiilen agirlik baslangigtaki agirlikla ayni bulunurken, 2. alt kiiltiirde azalma
goriilmiistiir. Olympus F; ¢esidinde T8 ortaminda alt kiiltiirler siiresince taze agirlik
degisimleri degerlendirildiginde, agirliklarin azalma egiliminde oldugu belirlenmistir.

Stispansiyon kiiltiirlerinin alt kiiltiirleri siiresince c¢esitler ve besi ortamlari
bazinda pH degerlerindeki degisimler gozlemlenmistir. Buna gore Bayrampasa
cesidinde degerlendirmeye alinan besi ortamlarinin pH degerleri 1. alt kiiltlir sonunda
azalma gostermistir. 2. alt kiiltiir sonunda incelendiginde ise T10 ortaminin 2. erleni ve
T12 ortami haricinde, pH degerlerinin baslangicta ve 1. alt kiiltlir sonunda tespit edilen
degerlerden daha yiiksek olduklar1 belirlenirken, bahsi gegen bu iki ortamin 2. alt kiiltiir
sonundaki pH degerlerinde yine bir diisiis goriilmiistiir. Sakiz ¢esidi i¢in kiiltlire alinan
“T” kodlu besi ortamlarindaki pH degerlerindeki degisimler degerlendirildiginde, 1. alt
kiiltlir sonunda T14 ve T16 besi ortamlarimin pH degerlerinde azalma goriiliirken,
degerlendirilmeye alinan diger ‘T’ kodlu besi ortamlarimin pH degerlerinde artis
saptanmistir. Sakiz ¢esidinde ‘B’ kodlu besi ortamlarindan B10 ortaminin siispansiyon
kiiltiiri olusturulmus olup, pH degisimleri bakimindan degerlendirildiginde 1. erlendeki
besi ortam1 pH’siin diistiigli, 2. erlendeki besi ortami pH’sinin ise artis gosterdigi tespit
edilmistir. Yine Sakiz ¢esidi i¢in 2. alt kiiltlir sonunda tiim besi ortamlarinin pH degisim
degerleri incelendiginde pH degerlerinin arttigi belirlenmistir. Olympus F; ¢esidini
degerlendirdigimizde iki alt kiiltiir sonunda besi ortaminin pH degerlerinin arttig1 tespit
edilmistir.

Aseptik ve kontrollii kosullar altinda vyiiriitilen doku kiiltiirii c¢aligmalari
kapsaminda kallus kiiltiirlerinin genotip, eksplant kaynagi, besi ortami kompozisyonu
ve kombinasyonu gibi bircok faktorden etkilendigi bilinmektedir. Kallus kiiltiirii ile
kiyaslandiginda hiicre siispansiyon kiiltiirleri daha uzun prosediirlere ihtiya¢ duymakla
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birlikte, genis 6lcekte iliretime imkan saglayan tek tip hiicrelerin iyi bir kaynagi olarak
diisiiniilmektedir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, kontrollii kosullarda kisa bir biiyiime
dongiisii ile farklilasmaya devam eder, boylece deneyler igerisinde ve deneyler arasinda
tekrarlanabilme sansini da arttirmis olur (Ngara vd. 2008; Abbas vd. 2018). Dolayisiyla,
in vitro kiltiir teknikleri kullanilarak hizli bir sekilde kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirleri olusturulabilir ve degerli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonuna da olanak
saglanabilir (Verpoorte vd. 2002; Abbas vd. 2018).

Birgok arastirmada arazi kosullarinda yetistirilen enginar bitkilerinin
yapraklarinda baskin olan kafeik asit tlirevleri arasinda 1,5-O-dikafeoilkinik asit ile
birlikte 5-O-kafeoilkinik asit oldugu bildirilmektedir (Pandino vd. 2013b, 2015).
Genotip farkliligi, yetistirme kosullart vb. bircok faktorle baglantili olarak, bazi
aragtirmalarda bazi sekonder metabolitler yiiksek miktarlarda tespit edilirken,
bazilarinda ise varligi bulunamamistir (Wang vd. 2003; Pandino vd. 2017b). Bununla
birlikte Pandino vd. (2017b) yaptiklar1 ¢alisma, enginarda hiicre stispansiyon kiiltiirleri
yoluyla fitokimyasallarin birikimine yonelik yapilan ilk g¢aligmalardan biri kabul
edilmekte ve dolayisiyla literatiirde karsilastirma yapilabilmesi sinirli kalmaktadir.
Pandino vd. (2017Db), enginarda yaptiklari siispansiyon kiiltiirii ¢alismasinin 5. giiniinde
en yiksek fenolik madde birikimi tespit ettiklerini ve kiiltiiriin 10. giiniinde bu miktarin
yaklasik %26 oraninda azalma gosterdigini bildirmislerdir. Bu durumun muhtemel
sebebi olarak da bu siirecte hiicrelerin hizli biiyiime fazinda olmalarin1 gostermislerdir.
Ote yandan aym arastirmacilar ceside bagl olarak degismekle birlikte, hiicre
stispansiyon kiiltirlerinden elde ettikleri toplam kafeoilkinik asit degerlerinin
yapraklardakinden daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. Benzer sekilde geng in vivo
enginar yapraklarmi degerlendiren Trajtemberg vd. (2006), kalluslarda bu
yapraklardakinden daha fazla toplam kafeik asit birikimi belirlediklerini rapor
etmiglerdir. Sifali bitkilerde yapilan benzer birkag ¢alismada da in vitro orneklerin
fenolik bilesenler bakimindan in vivo oOrneklere kiyasla daha tmitvar oldugu
bildirilmistir (Giri vd. 2012).

Sekil 4.87. Siispansiyon kiiltiirii
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Cizelge 4.19. Bayrampasa ¢esidinde hiicre siispansiyon kiiltiiri sonuglari

Bayrampasa siyon Bas 1. Alt Kiiltiir 2. Alt Kiiltiir
Ortam Kiiltiire _ 1. alt kiilti_ir 1 alt 1. alt 2. alt kiilti_ir 2 alt 2. alt
Besi miktari alinan Besi sonu besi ki:ﬂ tiir kiiltiir sonu besi ki:ll tiir kiiltiir
(mL)/ kallus | ortaminin ortami sonu besi ortami sonu besi
i iiloi Erlen grami pH’s1 miktari sonu taze ortaminin miktar sonu taze ortaminin
agirhk (g) R agirhk (g) R
(mL) (9) (mL) pH’s1 (mL) pH’s1
T7 30/100 2,12 5,8 25 3,25 5,69 23 3,21 7,02
T10 30/100 5,70 5,8 18 12,04 5,70 18 11,45 7,00
30/100 3,80 5,8 21 7,82 5,50 18 13,93 5,45
T11 30/100 6,20 5,8 23 8,23 5,54 20 11,32 7,33
T12 30/100 2,30 5,8 27 2,77 5,49 27 3,44 4,50
T16 30/100 8,0 5,8 27 8,57 5,73 27 4,01 7,07
T17 30/100 3,0 5,8 27 3,81 5,05 27 2,45 6,88
Hiicrelerin

yapisi

Krem, acik kahve - yumusak

Acik kahverengi, yumusak

Acik kahverengi, yumusak
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Bayrampasa Bayrampasa
30 70
= =
= 25 E 60 I\
en —
E_-D 20 § 50
? 40 N
s 15 = —_—
S = 30
< 10 E o Te—————
= =
E § 10
0 sii = 2 Sii =
USpansiyom |4 Ay Kiiltiir | 2. Alt Kiiltir USpanslyom |4 Ay Kiiltiir | 2. Alt Kiiltiir
) | baslangici | baslangici
(==T7 | 2,12 3,25 3,21 |==T7 | 30 25 23
'-I-T 10 | 9,5 19,86 25,38 '-I-'l' 10 | 60 39 36
—t=T11 6,2 8,23 11,32 —e=T11 | 30 23 20
—e=T12 2,3 2.97 3,44 —e=T12 30 27 27
,*qu 8 8,57 4,01 ‘—)K—T 16_ 30 27 27
-9=T17 3 3,81 2,45 —@=T17 30 27 27
Bayrampasa

Besi Ortaminin pH Degeri
© N & & ®

Sdspansiyon 1. Alt Kiiltiir 2. Alt Kiiltir
baslangici
17 5.8 5,69 7,02
=T10 5.8 5.6 6.22
=T11 5.8 5,54 7,33
aT12 5.8 5,49 45
aTi6 5.8 5,73 7,07
=T17 5.8 5,05 6.88

Sekil 4.88. Bayrampasa ¢esidine ait slispansiyon kiiltiirii bulgulari
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Cizelge 4.20. Sakiz ¢esidinde hiicre siispansiyon kiiltiirii sonuglar

(B10 ortam1)

(B10 ortam1)

ortami)

1. Alt Kiiltiir . Alt Kiiltiir
Ortam | Kiiltiire 1. alt 1 alt 1. alt 2. alt 2 alt 2. alt
Besi miktari alinan Besi kiiltiir sonu Kiil tiir sonu kiiltiir kiiltiir sonu kiil tiir kiiltiir sonu
(mL)/ kallus | ortaminin | besi ortam - sonu besi | besi ortami besi
Ortamlan R . taze agirhk . sonu taze
Erlen grami pH’s1 miktari ortaminin miktari y ortaminin
(mL) ) (mL) ©) pH’s1 mL) | 28rik@ | g
T2 30/100 8,5 5,8 28 8,60 6,49 27 7,40 6,78
T8 50/250 15 5,8 49 8,20 7,57 49 4,90 7,06
50/250 20 5,8 50 17,0 6,56 50 8,10 6,38
T11 50/250 20 5,8 41 21,31 6,34 41 9,36 7,56
30/100 10 5,8 33 9,88 5,93 33 11,67 7,54
T12 50/250 20 5,8 28 30,30 6,65 20 34,74 7,35
T12 30/100 10 5,8 29 10 5,92 25 6,94 7,22
T14 50/250 20 5,8 40 18,10 5,61 enfeksiyon
T16 50/250 20 5,8 50 20,35 5,47 23 15,49 7,11
30/100 10 5,8 30 9,62 5,43 26 7,44 7,01
B10 30/100 9 5,8 29 10,05 5,72 26 7,69 7,54
30/100 55 58 30 6,40 5,86 30 4,46 7,53
Krem, acik kahve — yumusak Krem, acik kahve — yumusak Krem, acik kahve — yumusak
Hiicrelerin (T ortamlarr) (T ortamlarr) (T ortamlarr)
yapisi Krem, acik kahverengi — hafif sert Krem, agik kahverengi — hafif sert Krem, agik kahverengi — hafif sert (B10
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Sekil 4.89. Sakiz ¢esidine ait slispansiyon kiiltiirii bulgular

Sakiz Sakiz
120
5 —
= £ 100 -— —= -
oo —
= £
);;o 8 80 _‘
< T 60 P~
8 = N \
% E 40 G %
= =3
3 5 20 _
Stspansiyon | o1 wiiliir | 2. Alt Kiiltir Sdspansiyon | oy g | 2. Alt Kiiltiir
) | baslangici | baslangici
(—=T2 | 8.5 8.6 7.4 |=—T2 | 30 28 27
--=-T8 | 35 25,2 13 —_=T8 | 100 929 929
=T 11 30 31,19 21,03 =T 11 80 74 74
—=T12 30 40,3 41,68 =T 12 80 57 45
|=¥e=T14| 20 18,1 0 [=¥=T14| 50 40 0
~9-T16 30 29,97 22,93 ~9-T16 80 80 49
Sakiz
s B
P
§n 7
S s
= 5
=
£ 4
g 3
S 2
E 1
0
Siispansiyon 1. Alt Kiiltiir 2. Alt Kiiltiir
baslangici
mT2 5,8 6,49 6,78
=TS8 5.8 7,06 6,72
=T11 5,8 6,13 7,55
mT12 5,8 6,28 7,28
=T14 5,8 5,61 0
=uT16 5,8 5,45 7,06
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Cizelge 4.21. Olympus F; ¢esidinde hiicre siispansiyon kiiltiirii sonuglari

Olympus F; Alt Kiiltiir . Alt Kiiltiir
Ortam Kiiltiire 1. alt kiiltiir 1 alt 1. alt 2. alt 2 alt 2. alt
miktari alinan Besi sonu besi 1o kiiltiir | Kiiltiir sonu | _ .. " kiiltiir
. kiiltiir 5 X kiiltiir sonu .
Besi Ortamm (mL)/ kallus | ortaminin ortami sonu besi | besi ortami o sonu besi
. . sonu taze . taze agirhk
Erlen grami pH’s1 miktari agirlik (g) ortaminin miktar @ ortaminin
(mL) Q) (mL) SR @) | s (mL) g pH’s1
T8 30/100 6,47 5,8 20 6,39 6,39 23 6,17 6,42
K;:‘Islil:n Krem, a¢ik kahve — hafif sert Kahverengi — hafif sert Kahverengi — hafif sert

Olympus

a0 -+

25 -+

20 4—

15

10 +—

S -+

0 -

Siispansiyon 1. Alt Kiiltiir 2. Alt Kiiltiir
baslangici
Stispansiyon 'y e e | 2. Alt Killtiir
baslangici

@ Ortam miktari (ml) 30 20 23
@ Hiicre taze agirhg (g) 6,47 6,39 6,17
|4Ortam pH's1 5.8 6,39 6,42

Sekil 4.90. Olympus F; ¢esidine ait siispansiyon kiiltiirii bulgulari
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4.2.4.1. Hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinde elisitor uygulamalarina iliskin bulgular

Calismanin siispansiyon kiltlirii asamasinda, 2. alt kiiltiirden sonra elisitor
uygulamasi yapilmistir. Bu amagla iki farkli elisitor (metil jasmonat ve kitosan) {iger
farkl1 konsantrasyonda ve Tlger farkli uygulama siliresinde denemeye alinmustir.
Baslangicta her bir uygulama i¢in 30 mL besi ortami i¢ceren 100 mL kapasiteli erlenlere
0,7 g kallus tartilarak eklenmistir. Uygulamanin ardindan hiicre slispansiyon kiiltiirleri
130 rpm devir hizi, karanlik ve 25+2 °C kosullarinda muhafaza edilmistir. Besi
ortamlarinda meydana gelen degisimler (hiicre agirligi, ortam hacmi, ortam pH’s1)
gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.22 — Cizelge 4.24’te sunulmustur.

Buna gore, Bayrampasa cesidine ait metil jasmonat uygulamalarinda kallus
agirliklarinda genel anlamda kayip tespit edilmis olup, en fazla degisim 200 uM Mela
24 saat uygulandiginda belirlenmistir. Bununla birlikte kallus agirhigindaki en az kayip
200 uM Mela 48 saat uygulamasinda tespit edilmistir. MeJa uygulamalarinda besi
ortamlarinin hacimlerinde c¢ok dikkat cekici bir degisim kaydedilmezken, pH
degerlerinde 24 saat MeJa uygulamasini takiben artis goriilmiistiir. Benzer durum 100
uM ve 200 uM 48 saat MelJa uygulamasinda da goriilmiistiir. Bununla birlikte
denemeye alinan tiim konsantrasyonlarda 72 saat MeJa uygulamalari ile 50 pM 48 saat
MelJa uygulamasindan sonra ise pH degerlerinin azaldigi kaydedilmistir (Sekil 4.90).

Sakiz ¢esidinde MelJa uygulamalar1 degerlendirildiginde, kallus agirliklarinda
Bayrampasa ¢esidinde oldugu kadar fazla bir kayip goériilmemistir. Bununla birlikte en
fazla kallus agirligi kayiplart kontrol ortamlarinda gozlemlenmistir. Besi ortami
hacimlerinde de Bayrampasa c¢esidine benzer sekilde c¢ok fazla degisim
kaydedilmemistir. Besi ortamlarinin MeJa uygulamasindan sonraki degisimleri
degerlendirildiginde ise 100 uM 72 saat MeJa uygulamasi hari¢ diger besi ortamlarinin
pH degerlerinde artiglar belirlenmistir (Sekil 4.91).

Kitosan uygulamasinin ardindan yapilan goézlemlerde elde edilen sonuglara
bakildiginda, genel olarak her iki cesitte de kallus agirliklarinda azalmalar ve pH
degerlerinde de disiisler goze ¢arpmaktadir (Sekil 4.92 ve Sekil 4.93).

Belirtilen elisitor siirelerini tamamladiktan sonra, slispansiyon kiiltiirleri 45 uM
por ¢ap1 olan siizgeclerden gecirilmis ve elde edilen hiicreler ayr1 ayr petri kaplarina
aktarilmistir. Ardindan, 6nceden 1s1s1 65 °C’ye ayarlanmis etiivlere yerlestirilmis, sabit
kuru agirliklarina ulasincaya kadar (yaklasik 24 saat) bekletilmistir. Kuruyan hiicreler
ogiitiilip HPLC analizleri i¢in hazirlanmistir. Yaprak ornekleri i¢in degerlendirilmeye
alman 13 sekonder metabolit, elisitor uygulamasindan elde edilen O6rneklerde
arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, belirlenen bu sekonder metabolitler, elisitor
uygulamasiin ardindan ¢ok iz miktarda tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarinin
aksine kallus kiiltiirlerine 200 uM MeJa uygulamasi yapan Tanoori vd. (2015), bu
uygulama dozu ile maksimum fenolik asit birikimi sagladiklarin1 ve elde ettikleri bu
oranin kontrol grubuna kiyasla 3,96 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Ayni1
arastirmacilar en yiiksek flavonoid birikimini ise 100 uM MelJa ile sagladiklarin1 rapor
etmislerdir. Matkowski (2008), metil jasmonat ve salisilik asit gibi elisitor uygulamalari
sayesinde in vitro kiiltiirlerde sekonder metabolitlerin birikimini uyarabildigi gibi, bu
bilesenlerin miktarlarinda artis da saglanabildigi goriisiindedir. Ahmad vd. (2019),
Linum usitatissimum L. (keten) bitkisinde hiicre kiiltiirlerine uyguladiklar1 farkli
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dozlarda kitosanin toplam fenolik madde birikimine olumlu etki ettigini, bununla
birlikte antioksidan aktivitesinde de 1,3 kat artis sagladiklarini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Ocimum basilicum L. (feslegen) bitkisinde yaptiklari ¢alismada Pandey vd.
(2019), MeJa uyguladiklart siispansiyon kiiltiirlerinde kontrol olarak degerlendirdikleri
in vivo yapraklara kiyasla degerlendirmeye aldiklar1 biyoaktif bilesenlerin miktarlarinda
sirasiyla yaklasik olarak 1,79 ile 3,25 kat artis sagladiklarini rapor etmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda da Mela ile kitosan elisitorleri farkli dozlarda
uygulanmis, fakat istenilen diizeyde bir gelisme gozlemlenememistir. Bunun sebebi
olarak farkli gesitlerin farkli etkiler sergileyebilecegi géz oniinde bulundurulmus olup,
uygulanan elisitérlerin niteliginin, uygulama dozlarinin ve uygulamaya maruz kalma
stirelerinin 6nemli etkenler oldugu, bununla birlikte siispansiyon kiiltlirii uygulanirken
alt kiiltiir sayisinin az olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, cilekte yapilan bir ¢alismada hiicre kiiltiirlerinde pektinaz tiiketiminin sebebi
olarak antosiyaninlerin ve diger metaolitlerin iiretimi olarak gosterilmistir. Bu durum
hiicre kiimelerinin olusumu ile sekonder metabolitler arasinda bir bag oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla hiicre biiyiikliigiiniin sekonder metabolit birikimini
diizenleyebilecegi gorilisli ortaya ¢ikmaktadir (Edahiro ve Seki 2006). Bu calismada
elisitor uygulamalari sonrasinda hiicre biiylikliikklerinde ve agirliklarinda kayiplar
oldugu goz oniine alinirsa, neden sekonder metabolit birikiminde istenilen seviyelere
ulagilamadigina dair bir agiklama daha getirilmis olacaktir.
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Cizelge 4.22. 24 saat elisitor uygulamasinin ardindan hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki degisimler

Elisitor Bayrampasa Sakiz
Uygulama Kalan besi 24 saatin Kalan besi 24 saatin sonunda
Kodlar: Taze agirhk (g) ortami hacmi sonunda besi Taze agirhk (g) | ortami hacmi besi ortaminin
(mL) ortaminin pH’s1 (mL) pH’s1
M1 0,18 29 5,90 0,32 30 5,94
= M2 0,25 30 6,44 0,61 30 6,10
S M3 0,05 30 6,84 0,50 30 5,94
= M4 0,33 29 5,53 0,25 30 4,62
= M5 0,32 30 5,68 0,28 30 5,39
M6 0,28 30 5,65 0,30 30 5,32
K1 0,19 29 3,72 0,37 24 3,21
K2 0,29 30 3,42 0,27 30 3,20
K3 0,41 28 3,55 0,62 30 3,47
K4 0,18 27 5,37 0,61 29 5,74
K5 0,24 27,5 4,76 0,73 28,5 5,94
K6 0,21 30 5,15 0,69 30 5,95
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Cizelge 4.23. 48 saat elisitor uygulamasinin ardindan hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki degisimler

e Bayrampasa ‘ Sakiz
Elisitor
Uygulama Kalan besi 48 saatin Kalan besi 48 saatin sonunda
Kodlar: Taze agirhk (g) ortami hacmi sonunda besi Taze agirhk (g) | ortamm hacmi besi ortaminin
(mL) ortaminin pH’s1 (mL) pH’s1
M7 0,22 30 5,53 0,38 26 6,83
= M8 0,23 30 6,20 0,42 27,5 6,84
= M9 0,44 30 6,90 0,46 30 6,94
= M10 0,12 30 5,10 0,28 30 6,58
& M1l 0,27 30 5,65 0,24 30 4,89
M12 0,22 30 5,85 0,32 30 5,33
K7 0,29 30 3,39 0,15 30 3,37
K8 0,29 30 3,50 0,49 30 3,24
K9 0,43 30 3,66 0,26 30 3,36
K10 0,28 27,5 4,77 0,23 27,5 6,30
K11 0,26 30 4,83 0,34 28 6,41
K12 0,39 30 4,84 0,27 30 5,10
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Cizelge 4.24. 72 saat elisitor uygulamasinin ardindan hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki degisimler

epne Bayrampasa ‘ Sakiz
Elisitor
Uygulama Kalan besi 72 saatin Kalan besi 72 saatin sonunda
Kodlar: Taze agirhk (g) ortami hacmi sonunda besi Taze agirhk (g) | ortamm hacmi besi ortaminin
(mL) ortaminin pH’s1 (mL) pH’s1
M13 0,18 30 4,25 0,47 26 6,78
= M14 0,23 30 4,22 0,16 30 4,87
S M15 0,25 30 4,24 0,23 28 6,74
= M16 0,20 30 4,86 0,12 30 4,88
& M17 0,23 30 4,91 0,10 30 4,90
M18 0,41 30 4,75 0,24 30 5,34
K13 0,26 30 3,28 0,23 30 3,24
K14 0,32 30 3,16 0,27 30 3,35
K15 0,15 30 3,30 0,36 30 3,24
K16 0,15 29 5,18 0,15 30 4,16
K17 0,48 30 5,30 0,37 27,5 4,24
K18 0,30 30 4,87 0,31 27,5 4,72
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Bayrampasa Bayrampasa
0,8 =
= £
8 071 =
e | g8
< 0,6 2
B oas :
s 04 E
= 03 £
2 o2/ £
3 ¢ =
=< 0,1 - g
0 | | /;
MeJa MeJa MeJa MeJa MeJa " MeJa N{eJa N{eJa
Uygulamasi | Uygul - Uygul si- | Uygul 2 Uygulamasi Uygulamasi - | Uygu - | Uygu -
| Baglangia | 24saat | 48saat 72 saat Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
—=50 uM 07 018 oz 018 S 20 = 2 =9
—8-100 pM 0,7 0,25 0,23 0,23 m100 1 30 30 30 20
=200 pM ' 0,7 005 044 0,25 N0 BT 20 30 30 S0
—>=Kontrol - 50 uM | 0,7 e on 0.2 = Kontrol - 50 pM 30 29 30 30
—=Kontrol - 100 pM 0,7 0,32 0,27 0,23 S Kontrol - 100iM 30 30 50 o0
~e-Kontrol-200pM 0,7 0,28 0,22 0,41 Sicontrol - 200 W =8 Cad 2 C..
Bayrampasa
E 7
£ 6
w 8§
=
s 4
=
£ 3
£ 2
2 i
2 0
MelJa MelJa MelJa MeJa
Uygulamasi Uygul - | Uygul - | Uygulamasi -
Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
50 pM 5,8 5,9 5,53 4,25
=100 pM 58 6,44 6,2 4,22
200 pM 5.8 6.84 6,9 4,24
& Kontrol - 50 pM 5,8 5,53 5,1 4,86
@ Kontrol - 100 pM 5,8 5,68 5,65 4,91
u Kontrol - 200 pM 5,8 5,65 5,85 4,75

Sekil 4.91. Bayrampasa ¢esidine ait Metil Jasmonat elisitorii uygulamasindan elde edilen bulgular
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Sakiz Sakiz
0.8 -y
@ 07 z
g 06 | £
B oo | -
S 04 ‘ H
e 9 5
% 0,2 | 1 9
=z 0,1 | ‘ S
0 MeJa MeJa MeJa MeJa - MeJa MeJa MeJa MeJa
Uygulamas1 = Uygul - Uygul - Uygul e Uygulamasi Uygulamas: - | Uygul - | Uygul -
Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat Basl = 24 saat 48 saat 72 saat
=50 pM ' 0,7 03 038 | 047 @50 pM il 30 20 26
—m=100 pM ' 0,7 061 0,42 046 |100 xM. 30 30 27,5 30
=200 pM 07 05 046 | 023 208 M 0 il 30 2y
—=Kontrol - 50 pM | 0,7 025 028 | o012 KRS B 30 30 30 30
—#=Kontrol - 100 uM | 0,7 028 024 | 0,1 @ Kontrol - 100 pM 30 30 30 30
'—e=Kontrol - 200 uM| 0.7 i 03 032 | 024 w Kontrol - 200 uM 30 30 30 30
Sakiz
(=)
==L 5
= 4
g 3
£ 2
2 1
2 0
MeJa MelJa MeJa MeJa
Uygulamasi Uygulamasi - | Uygulamasi - | Uygulamasi -
Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
50 pM 5,8 5,94 6,83 6,78
=100 pM 58 6,1 6,84 4,87
200 pM 5,8 5,94 6,94 6,74
& Kontrol - 50 pM 58 4,62 6,58 4,88
u Kontrol - 100 pM 5,8 5,39 4,89 4,9
w Kontrol - 200 pM 58 5,32 5,33 5,34

Sekil 4.92. Sakiz ¢esidine ait Metil Jasmonat elisitorii uygulamasindan elde edilen bulgular
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Bayrampasa Bayrampasa

_ 0,8 5

2 0,7 £

= 0.6 E

5 0,5 N E

< =

g 0.4 — £

< 03 g

= 0,2 £

2 0,1 %

0 Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan = Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan
Uygulamasi | Uygulamasi - | Uygulamasi - | Uygulamasi - Uygulamasi Uygulamasi - | Uygulamasi- | Uygulamasi -
Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat Baslangic1 24 saat 48 saat 72 saat
—0=200 mg/l 0,7 0,19 0,29 0,26 5200 mg/l 30 29 30 30
=#=400 mg/l 0,7 0,29 0,29 0,32 400 mg/l 30 30 30 30
=4=800 mg/l 0,7 0,41 0,43 0,15 800 mg/1 30 28 30 30
—=Kontrol - 200 mg/1 0,7 0,18 0,28 0,15 = Kontrel - 200 mg/1 30 27 27,5 29
—w=Kontrol - 400 mg/1 0,7 0,24 0,26 0,48 & Kontrol - 400 mg/l 30 275 30 30
~#=Kontrol - 800 mg/1 0,7 0,21 0,39 I 03 i Kontrol - 800 mg/l 30 30 30 30
Bayrampasa

¢L1

Besi Ortamimin pH Degeri
S =N W R O

Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan
Uygulamast Uygulamasi - | Uygulamasi - | Uygulamasi -

Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
5200 mg/l 5.8 3,72 3,39 3,28
=400 mg/l 5.8 3.42 3,5 3,16
i 800 mg/l 5,8 3,55 3,66 3.3
& Kontrol - 200 mg/1 5,8 5,37 4,77 5,18
& Kontrol - 400 mg/1 5.8 4,76 4,83 5.3
i Kontrol - 800 mg/1 5.8 5,15 4,84 4,87

Sekil 4.93. Bayrampasa ¢esidine ait Kitosan elisitorii uygulamasindan elde edilen bulgular
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Sakiz
8 0,8 =g
»80 0,7 §
T os E
; 05 =
£ 0.4 E
z 03 E
3 02 h
0,1 z
0 =2
Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan
Uygulamasi | Uygulamasi -  Uygulamasi -  Uygulamasi - Uygulamasi Uygulamasi - | Uygulamasi - | Uygulamasi -
Baslangic1 24 saat 48 saat 72 saat Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
=200 mg/l 0,7 0,37 0,15 0,23 =200 mg/l 30 24 30 30
~8-400 mg/l 0.7 0,27 0,49 0,27 =400 mg/l 30 30 30 30
—4=800 mg/1 ‘ 0,7 0,62 0,26 0,36 =800 mg/l 30 30 30 30
—=Kontrol - 200 mg/1 0,7 0,61 0,23 0,15 = Kontrol - 200 mg/l 30 29 27,5 30
Kontrol - 400 mg/l. 0,7 0,73 0,34 0,37 u Kontrol - 400 mg/l 30 28,5 28 27,5
o—Kontrol - 800 mg/l 0,7 0,69 0,27 0,31 u Kontrol - 800 mg/1 30 30 30 27,5
Sakiz
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=
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Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan
Uygulamasi Uygulamasi - | Uygulamasi - | Uygulamasi -
Baslangici 24 saat 48 saat 72 saat
200 mg/l 5,8 3,21 3,37 3,24
400 mg/l 5,8 3,2 3,24 3,35
800 mg/1 58 3,47 3,36 3,24
& Kontrol - 200 mg/1 5.8 5,74 6,3 4,16
w Kontrol - 400 mg/l 5,8 5,94 6,41 424
u Kontrol - 800 mg/1 5,8 5,95 5,1 4,72

Sekil 4.94. Sakiz ¢esidine ait Kitosan elisitorii uygulamasindan elde edilen bulgular
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4.2.5. Sekonder metabolitlerin tespitine yonelik bulgular

Calismada iki farkli pozisyonda (i¢ ve dis yapraklar), 7 ay boyunca hasat edilen
yaprak ornekleri kurutulup, ogiitiildiikten sonra sekonder metabolitlerinin igerigine
yonelik analizleri yapilana kadar hava almayan kilitli posetlerde, -18 °C’de muhafaza
edilmistir. Bunun yani sira hiicre siispansiyon Kkiiltlirlerinden elde edilen sivi ve kati
kisimlarin da sekonder metabolitler yoniinden analizleri yapilmistir. Analizler HPLC —
DAD cihaz1 yardimiyla yapilmistir. Calismada degerlendirmeye alinan sekonder
metabolitlerin tespitine yonelik yapilan igerik analizlerinin bulgularina yonelik sonuglar
asagida cizelgeler halinde sunulmustur.

Enginar, yiiksek besinsel degeri ve polifenol igerigi ile insan saghgi ve
beslenmesi acisindan 6nemli olmakla birlikte, son yillarda dogal antioksidanlara ve
fonksiyonel gidalara olan artan ilgi karsisinda dikkat ceken bitkiler arasinda yerini
almistir. Bitkilerin farkli organlarinin g¢esitli fenolik bilesenleri farkli oranlarda
icerebilecegi ve bu egilimin ise bitkilerin gelisim siireclerindeki fizyolojik farkliliklarin
biyokimyasal farkliliklara yol agabildiginden kaynakli oldugu diistiniilmektedir
(Lattanzio ve Van Sumere 1987; Pandino vd. 2011a). Bununla birlikte ¢esit farki
gozetmeksizin, tek bir polifenoliin bitkinin spesifik bir kisminda tercihen birikebilecegi
ve bu durumun nedeninin de o polifenoliin bitkide iistlendigi gorevle yakindan iligkili
oldugu bildirilmistir (Fratianni vd. 2007; Lombardo vd. 2009, 2010, 2012; Pandino vd.
2011a, 2011b). Yine bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirildigi tizere, bitkilerdeki
polifenol profilindeki farkliliklar genetik, hasat zamani, bitki kisimlarmin farkliligi,
cevresel faktorlerle birlikte yetistirme teknikleri, bununla birlikte biyotik ya da abiyotik
stres etmenlerinden kaynaklanabilecegi gibi farkli ekstraksiyon metotlarinin da bu
durumu etkilemektedir (Lombardo vd. 2010, 2012; Ciancolini vd. 2013). Bu sebeple bu
tez ¢alismasi kapsaminda, enginar yapraklarinin farmasotik basta olmak tizere bir¢ok
alanda kullanim potansiyelini ortaya koymak amaciyla en uygun yaprak hasat zamani
ile birlikte yaprak pozisyonunun gesitlere gore belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amaca
yonelik olarak ii¢ cesitten (Bayrampasa, Sakiz ve Olympus F;) EKim — Nisan aylari
arasinda iki farkli pozisyondan (i¢ ve dis) yaprak Ornekleri toplanmis ve enginardaki
onemli 13 bilesen secilerek degerlendirilmistir. Yapilan HPLC analizleri sonucunda
elde edilen fenolik igerik degerleri Cizelge 4.25 — Cizelge 4.46’da sunulmustur.

Arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerden alinan yaprak orneklerinin sekonder
metabolit iceriklerinin degerlendirilmesinin yani sira elisitdr uygulamasi yapilmis olan
siispansiyon kiiltiirleri de sekonder metabolit i¢erikleri bakimindan incelenmistir. Ancak
elisitor uygulamalarindan istenilen sonuglara ulasilamamis, belirlenen sekonder
metabolitlerin siispansiyon kiiltlirlerindeki varligin1 degerlendirmek amaciyla bu
kiiltiirlerden elde edilen materyallerde HPLC analizleri uygulanmistir. Olympus F;
cesidinin kallus ve silispansiyon Kkiiltiirlerinden elde edilen degerler oldukca diisiik
kaldig1 i¢in bu c¢esit degerlendirmeye alinamamis olup, Bayrampasa ve Sakiz
cesitlerinin kallus ve slispansiyon kiiltiirleri analize tabi tutulmustur. Elde edilen verilere
ait istatistiksel sonuglar Cizelge 4.51 — Cizelge 4.63’te sunuldugu gibidir.

Calismada, yaprak pozisyonlarina gore c¢esitlerin 3-O-kafeoilkinik asit
degerlerine bakildiginda, hem i¢ yapraklarda (8286 mg kg™) hem de dis yapraklardaki
(6866 mg kg) degerlerde Sakiz ¢esidinin Gstiinliigii goriilmektedir (Cizelge 4.25 ve
Cizelge 4.26). Bunu sirastyla Bayrampasa ve Olympus F; takip etmektedir. En disiik 3-
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O-kafeoilkinik asit degerlerinin ise i¢ yapraklarda Ekim (132,69 mg kg’l), dis
yapraklarda ise Kasim aylarda (147,74 mg kg™) toplanan Sakiz ¢esidine ait oldugu
belirlenmistir. Degerlendirilmeye alinan aylar kendi arasinda incelendiginde Mart
ayinda toplanan i¢ ve dis yapraklarin 3-O-kafeoilkinik asit degerlerinin diger aylara
gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte i¢ yapraklardan elde edilen 3-O-
kafeoilkinik asit degerinin (3088,60 mg kg™) dis yapraklara (2772,70 mg kg™) gore
daha fazla oldugu da belirlenmistir. Nouraei vd. (2018) stres kosullarinin belirledikleri
bilesenler iizerine etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, en fazla bulunan fenolik
asidin stres faktorii olmayan kosullarda 3-O-kafeoilkinikasit (klorogenik asit) oldugunu
ve 481 mg kg™ olarak tespit ettiklerini, stres kosullarinda ise bu miktarin 1198 mg kg™
degerine yiikseldigini bildirmislerdir. Goriildiigii gibi arastirmacilar stres kosullari
altinda klorogenik asit miktarinda artig sagladiklarini belirtmis olmalarina ragmen, bu
tez ¢alismasindan elde edilen klorogenik asit degerlerinin daha yiiksek bulunmustur.
Bununla birlikte Lombardo vd. (2010) Kklorogenik asidin enginarda asil olarak
bulundugu yerin reseptakl ve govde oldugunu belirtmislerdir. Klorogenik asit ince
bagirsakta ¢cok zayif bir sekilde emilen, bununla birlikte antioksidan ve antikarsinojenik
ozellikleri bakimindan dikkat ¢ekici olan (Gonthier vd. 2003; Fratianni vd. 2007) ve
enginarin beslenme ile alakali polifenollerine atfedilen biyolojik 6zelliklerinden
sorumlu biyoaktif bilesenlerin basinda gelmektedir (Rechner vd. 2002; Gonthier vd.
2003; Fratianni vd. 2007). Bu kadar degerli bir bilesigin enginarin sadece yenilen
kisimlarinda degil yenilmeyen kisimlarinda da bulunmasi, bu bitkinin farkli alanlara
yonelik kullanim potansiyelini arttig1 diisiiniillmektedir.
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Cizelge 4.25. Cesitlere gore i¢ yapraklarin 3-O-kafeoilkinik asit degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan
2018 Ekim 1654,81+17,20° 132,69+2,19° 345,00+5,06 710,83+737,38"
2018 Kasim 431,27+2,05’ 204,64+4,07° 399,12+1,35° 345,01+109,69°
2018 Arahk 1326,20+9,28" 261,56+2,40" 1419,53+6,40" 1002,43+575,41°
2019 Ocak 5569,99+3,34° 182,332,397 1074,54=17,81" 2275,62+2582,82°
2019 Subat 216,85+0,76" 5443,09+5,09° 1348,01+2,20" 2335,98+2459,34°
2019 Mart 318,98+0,65" 8286,17+21,58" 660,65+2,44" 3088,60+4028,93%
2019 Nisan 1200,61+3,46° 340,43+1,62" 229,33+1,57° 590,12+475,48°
Cesit Ortalamalari 1531,24+1792,52° 2121,56+3211,95° 782,31+475,60° 1478,37£2160,85
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.26. Cesitlere gore dis yapraklarin 3-O-kafeoilkinik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan

2018 Ekim

2920,45+40,36°

460,19+495,617

732,59+10,85°F

1371,08+1226,64°

2018 Kasim 283,42+3 45 147,74+3,91’ 207,80+1,687" 212,98+60,85°
2018 Aralik 581,66+5,895" 158,67+7,86" 229,63+3,15" 323,32+202,66"
2019 Ocak 1540,68+29,86°¢ 207,405+1,66™ 308,29+1,66 685,45+664,12°
2019 Subat 188,46+0,78™" 903,81+19,38“PF 483,44+1,085° 525,24+321,66°
2019 Mart 267,58+0,68°” 6866,82+24 99" 1183,70+7,97°P 2772,70+3197,66
2019 Nisan 357,29+1,097°" 323,91+0,97" 203,52+0,82M 294,90+72,35°

Cesit Ortalamalari

877,08+974,48P

1295,50+2377,84°

478,42+351,21°

883,67+1498,99

Aynu siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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4-O-kafeoilkinik asit degerleri incelendiginde benzer bir egilim oldugu
goriilmektedir. Cesit bazinda incelendiginde Sakiz ¢esidinin {istlin oldugu, en yiiksek 4-
O-kafeoilkinik asit degerlerinin Mart ayinda toplanan Sakiz ¢esidinin i¢ (1216,93 mg
kg™) ve dis yapraklarinda (972,03 mg kg™) elde edildigi belirlenmistir. Bununla birlikte
en diisiik 4-O-kafeoilkinik asit degerleri ise Ocak ayinda toplanan yine Sakiz ¢esidine
ait i¢ ve dis yapraklarda belirlenmistir. Mart ayinda toplanan i¢ ve dis yapraklardaki 4-
O-kafeoilkinik asit degerleri karsilastirildiginda ¢ok fazla fark olmamakla birlikte yine
dis yapraklara kiyasla i¢ yapraklarin istiin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.27 ve
Cizelge 4.28). Lombardo vd. (2010), yaptiklar1 ¢alismada 4-O-kafeoilkinik asit
miktarinin geside ve bitki kisimlarma gore farklilik gosterdigini ve 16 — 574 mg kg™
arasindaki degerlerde tespit edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar en yiiksek degerde
tespit ettikleri (574 mg kg™?) bu bilesigin ¢icek sapinda belirlediklerini ve ig
braketlerdekinden daha yiiksek bir deger oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da
benzer sekilde enginarin yenilmeyen kisminda bu bilesigin degerinin dikkate deger
oldugu diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan ¢esitlerin 5-O-kafeoilkinik asit degerleri incelendiginde
Sakiz gesidinin daha iyi sonuglar verdigini (i¢ yaprak 10924,21 mg kg™; dis yaprak
9614,81 mg kg') soylemek miimkiindiir. Degerlendirmeye alman aylar arasinda
inceleme yapildiginda Mart ayinin digerlerine gore daha {iistiin oldugu bulunurken, i¢
yapraklarin (3946,93 mg kg™) dis yapraklara (3796,80 mg kg™) oranla daha iyi sonug
verdigi tespit edilmistir. En diisiik 5-O-kafeoilkinik asit degerleri ise, Olympus F;
¢esidinin Nisan ayinda toplanan i¢ yapraklarinda, Sakiz c¢esidinin Aralik ayinda
toplanan dis yapraklarinda bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30).
Birgok arastirmaci 1,5-O-dikafeoilkinik asit ile birlikte 5-O-kafeoilkinik asidin,
genotipe gore farklilik gostermekle birlikte, enginarda en fazla varlik gdsteren bilesenler
oldugunu bildirmektedir (Schiitz vd. 2004; Romani vd. 2006; Coinu vd. 2007; Pandino
vd. 2011a; Sihem vd. 2015). Bu tez ¢alismasinda da benzer bulgular elde edilmis olup,
Scavo vd. (2019) calismasinda oldugu gibi metanol ekstraksiyonu sonucunda 5-O-
kafeoilkinik asit en fazla bulunan bilesen olarak tespit edilmistir. Sihem vd. (2015),
yapraklardaki kafeoilkinik asit miktarin1 genel olarak braketlerdekinden ve ¢igek
sapindakinden daha az bulduklarim1 fakat bunun diger calismalardan farkli bir sonug
oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, yapraklarda tespit ettikleri diisiik bilesen
miktarinin ~ sebebini  c¢alismalarinda gen¢  yapraklar1  kullanmalarina, diger
aragtirmacilarin  (Wang vd. 2003) ise daha olgun yapraklar1 analiz ettiklerine
dayandirmislardir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda farkli pozisyonlarda toplanan yapraklar
degerlendirilmis olup, degerlendirilen bu yaprak pozisyonlar1 bakimindan i¢ yapraklarin
dis yapraklara kiyasla daha gen¢ yapraklar oldugu varsayilirsa, bu calismanin
sonucunda geng¢ yapraklarin 5-O-kafeoilkinik asit igeriginin daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. Pandino vd. (2013a) enginar yapraklarinda fenolik bilesen miktarindaki
degisimleri inceledikleri calismalarinda, 5-O-kafeoilkinik asit degerini 4811 mg kg™
olarak belirlediklerini bildirmislerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin tetikledigi kanserlerin
geligsmelerini 6nlemek adina, saglik agisindan etkili islevleri olan dogal antioksidanlar
arasinda sayilan kafeoilkinik asitler, olduk¢a énemli bir potansiyele sahiptir (Fukumoto
ve Mazza 2000). Bunun yani sira bu bilesenlerin gidalarin raf dmiirleri {izerinde olumlu
katkilar1 bulunmakta, dolayisiyla bu degerli bilesenlerin gida sektdriiniin yani sira ilag
sektorli icin de 6zel bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir (Shahidi 1997; Holst
ve Williamson 2008; Pandino vd. 2013a).
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Cizelge 4.27. Cesitlere gore i¢ yapraklarin 4-O-kafeoilkinik asit degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan
2018 Ekim 277,60+4,29% 128,324+0,47™ 246,20+3,23° 217,37+70,43°
2018 Kasim 202,74+10,90" 188,97+3,78’ 434,85+10,06° 275,52+123,76°
2018 Arahk 231,7443,05" 170,37+2,06% 237,53+10,18°" 213,21+33,63°
2019 Ocak 860,85+8,60° 79,501,56° 264,43+1,107 401,59+365,24%
2019 Subat 87,92+1,34" 581,16+7,80° 198,52+7,83" 289,20+231,55°
2019 Mart 126,38+2,53M 1216,93+7,65" 125,57+1,49™ 489,62+563,38°
2019 Nisan 264,57+5,31" 133,97+0,62"- 122,84+0,86™ 173,79+70,53°
Cesit Ortalamalari 293,114+249,72° 357,03+398,44° 232,85+101,47° 294.33+275,69
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.28. Cesitlere gore dis yapraklarin 4-O-kafeoilkinik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalari
2018 Ekim 400,02+10,16° 67,75+6,09" 142,96+0,39°" 203,57+155,93°
2018 Kasim 179,38+4,50%°% 120,13+2,2057° 136,72+3,03°5" 145,41+27,46°
2018 Aralik 160,83+4,04°F 57,63+4.,85 101,26+8,217°" 106,57+46,56°
2019 Ocak 241,0443,23° 1,23+0,86" 87,18+3,97° 109,82+108,69°
2019 Subat 91,63+3,86° 143,98+2,34°%F 64,11+3,18" 99,90+36,37°
2019 Mart 79,72+1,1170 972,03+5,81% 158,57+1,18"F 403,44+441,84°
2019 Nisan 195,39+9,27%° 147,70+1,73°" 104,50+3,90¢" 149,19+40,919°
Cesit Ortalamalari 192,57+103,49° 215,78+324,36° 113,61432,49° 173,99+197,60

Aymni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.29. Cesitlere gore i¢ yapraklarin 5-O-kafeoilkinik asit degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan
2018 Ekim 2762,97+8,44° 63,95+2,15" 239,64+4,10 1022,19+1350,70°
2018 Kasim 424,26+12,03" 76,32+1,31M 75,23+2,68V 191,93+180,04
2018 Arahk 1869,06+6,29% 54,39+2,05° 2017,08+4,32° 1313,514977,56°
2019 Ocak 8271,30+9,21° 50,71+1,62° 1504,09+6,92° 3275,36+3924,04°
2019 Subat 65,66+3,60" 8200,97+3,59° 1947,02+8,21°F 3404,55+3809,37°
2019 Mart 127,36+1,37% 10924,21+34,71% 789,23+8.417 3946,93+5412,70°
2019 Nisan 17776,91+31,69" 81,33+0,70" 44,91+1,29° 634,38+885,26°
Cesit Ortalamalari 2185,36+2758,75" 2778,84+4516,01° 945,31+837,07° 1969,84+3114.,41
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.30. Cesitlere gore dis yapraklarin 5-O-kafeoilkinik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan
2018 Ekim 5060,85+11,29° 62,32+2,02° 1131,24+3,79" 2084,80+2354,28°
2018 Kasim 237,3646,40" 61,3042,40° 37,47+2,26° 112,04+97,70°
2018 Aralik 667,55+8,21° 35,8340,42° 102,48+0,96F 268,62+310,46°
2019 Ocak 2360,76+3,45° 80,15+1,44V 261,23+1,98" 900,71+1133,84°
2019 Subat 49,96+3,48" 1244,63+27,64F 635,11+5,74° 643,23+534,45°
2019 Mart 70,07+0,67" 9614,81+21,90" 1705,52+2,34° 3796,80+4565,58°
2019 Nisan 210,71+2,91° 106,17+0,63¥ 87,61+3,32" 134,83+59,39"

Cesit Ortalamalar:

1236,75+1798,82°

1600,74+3421,29°

565,81+612,52°

1134,43+2246,01

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Sinarin (1,3-O-dikafeoilkinik asit) degerlerine bakildiginda i¢ yaprak degerleri
bakimindan Sakiz ve Bayrampasa cesitleri Olympus F; c¢esidine gore istiinliik
gosterirken, dis yapraklara ait degerler incelendiginde Sakiz ¢esidi digerlerine gore daha
iistiin bulunmustur. Bununla birlikte en yiiksek 1,3-O-dikafeoilkinik asit degerleri Mart
ayinda toplanan Sakiz ¢esidine ait i¢ yapraklarda (644,72 mg kg'l), Mart ayinda
toplanan Sakiz cesidi dis yapraklari (475,66 mg kg™) ile Ekim aymda toplanan
Bayrampasa dis yapraklarinda (327,55 mg kg'l) tespit edilmistir. En diistik 1,3-O-
dikafeoilkinik asit degerlerinin ise Ekim aymda toplanan Olympus F; ¢esidinin ig
yapraklarinda ve Aralik ayinda toplanan Bayrampasa ¢esidinin dis yapraklarinda
bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.31 ve Cizelge 4.32). Lombardo vd. (2010)
caligmalarinda en yiiksek sinarin miktarin1t 90 mg kg'1 miktarinda ¢igek sapinda tespit
ettiklerini bildirmiglerdir. Bir diger ¢alismada ise Nouraei vd. (2018), stres olmayan
kosullarda 155 mg kg'1 olarak belirledikleri sinarin miktarinin, dereceli olarak arttirilan
stres kosullar1 altinda sinarin miktarinda da artis goriildiigiinii ve bilesenin 498 mg kg™
miktarina kadar ulastigini bildirmislerdir. Sinarin, enginarin karakteristik bir fenolik
bileseni olup, koleretik etkisiyle yani karacigerden salgilanan safranin hacmini arttirici
etki gostermesiyle bilinmektedir (Gebhardt 1996). Varligi ve miktar1 genotip, bitki
kisimlar1 vb. gibi bircok faktore gore degismekte olup, bir¢ok aragtirmaciya gore
enginarda en fazla bulunan dikafeoilkinik asit 1,3-O-dikafeoilkinik asit olarak da bilinen
sinarindir (Schiitz vd. 2006; Wang vd. 2003; El-Senousy vd. 2014). Bu calisma
kapsaminda yapilan analizler sonucu elde edilen bulgular 1s1ginda iilkemizin 6nemli
cesitlerinden Sakiz ¢esidinin gida olarak tiikketiminin yani sira, atik madde olarak kabul
goren yapraklarinin da sinarin potansiyeli ortaya konarak ilag endiistrisinde
kullaniminin da miimkiin olabilecegi goriilmiistiir.

Kafeik asit igerigi g¢esitler bazinda degerlendirildiginde, Bayrampasa cesidi i¢
yapraklar bakimindan daha iyi sonuglar verirken, Sakiz c¢esidi dis yapraklardaki
degerleriyle daha iistiin bulunmustur. Aylar kendi aralarinda degerlendirildiginde, i¢
yapraklarda Aralik ve Nisan aylar1 hari¢ degerlendirilmeye alinan diger aylar arasinda
istatistiksel anlamda 6nemli farkliliklar bulunmazken, dis yapraklarda ise Ekim ayimin
en ideal ay oldugu belirlenmistir. Ekim (85,73 mg kg™) ve Ocak (54,24 mg kg™)
aylarinda Bayrampasa cesidine ait i¢ yapraklar ile Subat (59,38 mg kg'l) ve Mart (82,57
mg kg™ aylarinda Sakiz ¢esidine ait i¢ yapraklarm diger aylara gore daha iyi sonuglar
verdigi gorilmiistiir. En diistik kafeik asit degerleri ise Nisan ay1 Olympus F; ¢esidi i¢
yapraklari ile Ocak ay1 Sakiz ¢esidi dis yapraklarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.33 ve
Cizelge 4.34). Nouraei vd. (2018) yaptiklart caligmada kafeik asit miktarinin stres
olmayan kosullarda 172 mg kg™ olarak tespit ettiklerini, stres kosullar1 altinda ise bu
miktarda da artis saglandigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.31. Cesitlere gore i¢ yapraklarin 1,3-O-dikafeoilkinik asit degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan

2018 Ekim 251,81+2,82° 20,45+0,505 0,69+0,76" 90,98+124,89"

2018 Kasim 36,24+1,02°F 20,19+1,18% 9,89+0,74" 22,11£11,90°

2018 Arahk 15,66+0,005" Belirlenemedi 14,62+0,595 10,09+7,83

2019 Ocak 185,16+2,298 0,86+0,671 2,96+0,59° 62,99+94,63°

2019 Subat 1,35+0,34°" 227,40+6,76° 34,18+2,81PF 87,64+109,29°

2019 Mart 15,81+1,02F° 644,72+4,87" 0,57+0,25" 220,36+328,77°

2019 Nisan 102,32+1,935¢ 63,17+0,59°P 2,90+0,50° 56,13+44,80°

Cesit Ortalamalari 86,91+93,73% 139,54+227,33% 9,40+11,66° 78,61+148.80

Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.32. Cesitlere gore dis yapraklarin 1,3-O-dikafeoilkinik asit degerleri

Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan

2018 Ekim 327,55+1,78" 28,60+1,08CPF 88,93+0,92° 148,36+141,40°

2018 Kasim 13,79+0,765 32,98+1,27°F 1,15+0,75° 15,97+14,35°

2018 Aralik 0,93+1,11° 18,50+0,59F 3,78+0,59" 7,73+8,45°

2019 Ocak 78,0242,37°¢ 87,31+1,87°¢ 1,05+0,60° 55,46+42 37"

2019 Subat 3,57+1,44" 56,41+0,33°°P 0,75+0,51° 20,24+28,05%

2019 Mart 32,39+0,68°F 475,66+5,65" 22.27+1,10°F 176,77+231,57°

2019 Nisan 31,52+0,34°F 66,15+1,105P 4,27+0,68" 33,98427,74°

Cesit Ortalamalari 69,68+112,07° 109,37+156,87° 17,46+31,15° 65,50+116,38

Aymni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.33. Cesitlere gore i¢ yapraklarin kafeik asit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan
2018 Ekim 85,73+0,74" 10,92+0,11°F 11,19+0,41°F 35,94438,56°
2018 Kasim 22,72+0,50° 23,44+0,64° 14,33+0,225P 20,16+4,54°
2018 Arahk 16,10+0,32°°° 0,85+0,17" 17,67+0,44°%P 11,54+8,31°
2019 Ocak 54,2442,16" 24,02+0,09° 5,57+0,49% 27,94+21,99°
2019 Subat 20,67+1,11°°P 59,38+1,32" 21,2142,17°¢ 33,75+19,88°
2019 Mart 9,38+0,35°PF 82,57+1,50" 25,33+0,35° 39,09+34,43%
2019 Nisan 20,71+0,38°P 9,01+0,05°F 0,36+0,41° 10,02+9,13°
Cesit Ortalamalari 32,79+26,27° 30,03+28,72° 13,66+8,42° 25,49+23,99
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.34. Cesitlere gore dis yapraklarin kafeik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamalan

2018 Ekim 100,03+0,52°° 16,17+0,52F" 62,01+0,23°5¢ 59,40+37,55°
2018 Kasim 14,43+0,14" 25,86+0,53°" 6,00+0,54" 15,43+8,92°
2018 Aralik 13,68+0,20"° 20,110,475 8,14+0,60°" 13,98+5,37°
2019 Ocak 40,52+0,24° 0,28+0,05’ 3,51+0,73' 14,77+20,00°
2019 Subat 14,52+0,64" 42,06+0,43°P 0,55+0,43’ 19,04+18,89°
2019 Mart 8,2240,29°" 133,071,227 20,97+0,195 54,08+61,44°
2019 Nisan 0,36+0,17 12,224+0,947° 12,19+1,77°¢ 8,26+6,18°
Cesit Ortalamalari 27,39+32,97° 35,68+43,05° 16,19+20,43° 26,42+33,62

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Sakiz ¢esidinin hem i¢ hem de dis yapraklar1 p-kumarik asit degeri bakimindan
incelendiginde Mart ayinda en yiliksek degerleri verdigi goriilmektedir. Bu ayda
toplanan Sakiz cesidi i¢ (1664,71 mg kg™) ve dis (1594,07 mg kg™) yapraklar birlikte
degerlendirildiginde ise yaprak pozisyonu bakimindan i¢ yapraklarin daha ideal oldugu
belirlenmistir. En diisiik p-kumarik asit degerlerinin ise Aralik ayinda toplanan Sakiz
cesidi i¢ yapraklarinda, Ocak ayinda toplanan Olympus F; ¢esidi dis yapraklarinda
tespit edilmistir (Cizelge 4.35 ve Cizelge 4.36). Nouraei vd. (2018) ise p-kumarik asit
degerini 145 mg kg’ olarak tespit ettikleri calismalarinda, bu bileseni sadece
yapraklarda belirlediklerini bildirmislerdir. Klorogenik aside benzer sekilde p-kumarik
asit de sagligi iyilestirme bakimmdan &nemli Ozelliklere sahiptir. Ozellikle,
antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle, son yillarda dikkate deger bir hidroksisinamik asit
olarak ortaya ¢ikmistir (Fratianni vd. 2007).

Cesitlerin sahip oldugu ferulik asit degerleri bakimindan degerlendirilen diger
sekonder bilesenlerin ¢ogunda oldugu gibi yine Sakiz ¢esidinin {stiin oldugu
belirlenmistir. Sakiz cesidi ferulik asit bakimindan daha iyi sonuglar vermekle birlikte,
i¢ yapraklar ile dis yapraklarinin ferulik asit igerikleri farkli aylarda farkli sonuclar
vermistir. Buna gore i¢ yapraklarda Mart ay1 degerleri 6n plana c¢ikarken, dis
yapraklarda ise Ocak ay1 degerleri nemli bulunmustur (Cizelge 4.37 ve Cizelge 4.38).
Bitki hiicre duvarinin biyolojik ve yapisal olarak énemli bir bileseni olan ferulik asit ve
bazi tiirevleri birtakim radikal zincir reaksiyonlarini durdurabilir, boylece UV
radyasyonuna kars1 koruma saglayabilir (Kroon vd. 1999; Brenelli de Paiva vd. 2013).
Bunun yami sira antimikrobiyal, antiinflamatuar, hepatoprotektif, ndroprotektif,
antikarsinojenik, antidiyabetik, antikolesterolemik, UV-koruyucu ve radyoprotektif
etkiler gosteren bilesenler oldugu yapilan bir¢ok ¢alismayla ortaya koyulmustur. Ferulik
asidin bahsedilen cesitli farmakolojik O6zelliklerinin ¢ogu ile serbest radikal zincir
reaksiyonlarini kirma kabiliyetleri arasinda siki iliski oldugu sdylenebilir (Brenelli de
Paiva vd. 2013). Yine, ferulik asit ile ilgili olarak, Lin vd. (2008), cildin ve sa¢in 1s1ktan
korunmasini arttirmak, erken ve dogal yaslanma ile savasmak i¢in piyasada bulunan
giinesten koruyucu kremlerde katki maddesi olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

1,5-O-dikafeoilkinik asit degerleri incelendiginde, Sakiz ¢esidinin Mart ayinda
toplanan hem i¢ (2197,48 mg kg'l) hem de dis yapraklarinda (2998,12 mg kg'l) daha
olumlu sonuglar verdigi belirlenmistir. Bahsi gecen ¢esit ve ayda i¢ ve dis yapraklar
arasindaki iligki degerlendirildiginde ise dis yapraklardan elde edilen degerin ig
yapraklara kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.39 ve Cizelge 4.40).
Birgok arastirmaciya gore enginarin sahip oldugu fenolikler bakimindan incelendiginde,
ceside gore degismekle birlikte 5-O-kafeoilkinik asidin yani sira 1,5-O-dikafeoilkinik
asidin baskin bilesen oldugu goriisii yaygindir (Hausler vd. 2002; Wang vd. 2003;
Schiitz vd. 2004; Romani vd. 2006; Pandino vd. 2010, 2013a).

Calismada degerlendirilmeye alinan bir diger sekonder metabolit narirutin olup,
degerler gesitler bazinda incelendiginde Sakiz ¢esidinin iistiin oldugu tespit edilmistir.
Yapraklarin toplandig1 aylara gore degerlendirildiginde ise yine Sakiz ¢esidi i¢in, i¢
yapraklar bakimindan Mart ay1 (1371,05 mg kg™), dis yapraklar bakimindan ise Nisan
ay1 (570,43 mg kg™*) daha iistiin bulunmustur (Cizelge 4.41 ve Cizelge 4.42). Lombardo
vd. (2010) yaptiklart ¢alismada genotipe bagli olarak enginarin farkli kisimlarinda
biriken fenolik bilesenlerin farkliligindan s6z etmisler ve narirutin bileseninin
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ciceklenme kisminda hig tespit edilemedigini, ancak bununla birlikte yapraklarda tespit
ettikleri 586 mg kg™ narirutin miktarinin en baskin flavonoid oldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4.35. Cesitlere gore i¢ yapraklarin p-kumarik asit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 288,27+0,76" 10,84+0,48" 22,49+0,33N 107,20:140,35°
2018 Kasim 53,16+1,32’ 20,50+0,92° 8,73+0,22° 27,46+20,60°

2018 Arahk 115,07+1,01° 7,710,367 30,10+0,06™ 50,96+50,65"

2019 Ocak 391,85+0,75° 29,92+0,72M 34,51+0,62F 152,09+185,728
2019 Subat 20,56+0,15° 605,19+0,26° 63,2440,72" 229.66+291,50°
2019 Mart 103,14+0,58" 1664,71+3,79" 142,86+0,77" 636,90+796,33°
2019 Nisan 499 86+1,20° 297,00+1,11F 32,67+0,62F 276,514209,53°
Cesit Ortalamalari 210,27+177,21° 376,55+586,34 47,80+43,25° 211,544371,50

Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.36. Cesitlere gore dis yapraklarin p-kumarik asit degerleri

Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 459,73+5,16° 10,34+0,06" 137,62+0,59° 202,56+:207,18°
2018 Kasim 86,35+0,42" 11,01+0,34"- 4,15+0,24M 33,84+40,79"

2018 Arahk 134,55+0,12° 3,40+0,12" 3,58+0,34" 47,17+67,67°

2019 Ocak 303,85+1,61° 36,62+0,33" 1,35+0,09° 113,94+147,94°
2019 Subat 15,59+0,33 230,49+0,53P 31,62+0,50’ 92,57+107,07°

2019 Mart 208,74+0,63F 1594,07+9,00" 234,55+0,50° 679,12+708,82°
2019 Nisan 158,96+1,117 311,72+0,84° 3,37+0,14" 158,01+137,90°
Cesit Ortalamalar: 195,39142,00° 313,95+555,11° 59,46+87,92° 189,60+342.,96

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.37. Cesitlere gore i¢ yapraklarin ferulik asit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 15,53+0,91 Belirlenemedi Belirlenemedi 15,53+0,91
2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2018 Arahk 5,71+0,22 Belirlenemedi 8,86+0,41 7,28+1,83
2019 Ocak 17,80+0,45 Belirlenemedi Belirlenemedi 17,80+0,45
2019 Subat Belirlenemedi 6,41+0,28 Belirlenemedi 6,41+0,28
2019 Mart Belirlenemedi 29,58+0,34 Belirlenemedi 29,58+0,34
2019 Nisan Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
Cesit Ortalamalari 13,01£5,76 17,99+13,38 8,86+0,41 13,98+8,66
Cizelge 4.38. Cesitlere gore dis yapraklarin ferulik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 34,62+0,62 Belirlenemedi 4,41+0,42 19,51+17.45
2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2018 Arahk Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2019 Ocak 0,43+0,15 55,94+0,48 Belirlenemedi 28,18+32.05
2019 Subat Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2019 Mart Belirlenemedi 22,30+0,60 Belirlenemedi 22.30+0,60
2019 Nisan Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
Cesit Ortalamalar: 17,52+19,74 39,12+19.42 4,41+0,42 23,54+21,47
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Cizelge 4.39. Cesitlere gore i¢ yapraklarin 1,5-O-dikafeoilkinik asit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 1517,33+1,68 Belirlenemedi 265,82+1,61 891,58+722,56
2018 Kasim 224,72+3,79 Belirlenemedi Belirlenemedi 224,72+3,79
2018 Arahk Belirlenemedi Belirlenemedi 1023,51+3,16 1023,51+3,16
2019 Ocak 1441,60+2,09 Belirlenemedi 251,95+1,78 846,77+686,84
2019 Subat Belirlenemedi 1126,86+3,79 378,62+1,80 752,74+432,00
2019 Mart 72,62+1,91 2197,48+20,30 Belirlenemedi 1135,05+1226,84
2019 Nisan 849,81+1,37 15,40+0,69 Belirlenemedi 432,60+481,75
Cesit Ortalamalar: 821,224+630,07 1113,244+975,95 479,98+339,56 780,48+677,14
Cizelge 4.40. Cesitlere gore dis yapraklarin 1,5-O-dikafeoilkinik asit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 2424,534+22,94 Belirlenemedi 842.26+3,23 1633,40+913,62
2018 Kasim 89,65+1,44 Belirlenemedi Belirlenemedi 89,65+1,44
2018 Arahk Belirlenemedi Belirlenemedi 30,57+1,54 30,57+1,54
2019 Ocak 220,73+1,73 117,90+1,80 Belirlenemedi 169,31+59,38
2019 Subat Belirlenemedi 138,67+1,14 65,77+0,75 102,22+42,09
2019 Mart 24,39+0,93 2998,12+5,84 63,75+1,20 1028,75+1525,57
2019 Nisan 61,00+0,92 Belirlenemedi 22,41+0.47 41,71£22,28
Cesit Ortalamalari 564,06+£983,06 1084,90+1482,00 204,95+336,38 546,13+971,73
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Cizelge 4.41. Cesitlere gore i¢ yapraklarin narirutin degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim Belirlenemedi 373,96+3,43 Belirlenemedi 373,96+3,43

2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2018 Arahk 770,76+3,97 Belirlenemedi Belirlenemedi 770,76+3,97

2019 Ocak Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2019 Subat 386,01+3,16 Belirlenemedi Belirlenemedi 386,01+3,16

2019 Mart Belirlenemedi 1371,05+5,52 282,98+7,57 827,02+628,22

2019 Nisan Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

Cesit Ortalamalar: 578,38+222,15 872,50+£575,68 282,98+7,57 636,95+425,38
Cizelge 4.42. Cesitlere gore dis yapraklarin narirutin degerleri

Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2018 Arahk 242.22+4,02 Belirlenemedi Belirlenemedi 242,22+4,02

2019 Ocak Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2019 Subat Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2019 Mart Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi

2019 Nisan Belirlenemedi 570,43+4,70 Belirlenemedi 570,43+4,70

Cesit Ortalamalar: 242,22+4,02 570,43+4,70 Belirlenemedi 406,32+189,52
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Luteolin degerleri bakimindan cesitler, aylar ve yaprak pozisyonlar1 arasinda
istatistiksel anlamda farkliliklar bulundugu tespit edilmistir. Buna gore i¢ yapraklar
degerlendirildiginde Bayrampasa ¢esidi diger ¢esitlere gére daha iyi sonug verdigi tespit
edilmis ancak gesit x ay interaksiyonu dikkate alindiginda ise Mart ayinda toplanan
Sakiz c¢esidi i¢ yapraklarinin (199,97 mg kg'l) daha iistiin degere sahip oldugu
belirlenmistir. Dis yapraklarin luteolin degerleri incelendiginde de yine Sakiz ¢esidinin
daha iyi sonuglar verdigi, en uygun ayimn ise Mart ay1 (200,68 mg kg’l) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.43 ve Cizelge 4.44). Yapraklarda ve baslarda tespit edilen en temel
flavonoidlerin basinda luteolin, apigenin ve bunlarin glikositleri geldigi bilinmektedir
(Lombardo vd. 2010; Pandino vd. 2011b; EI-Senousy vd. 2014). Pandino vd. (2013a)
luteolinin diger flavonoidlere kiyasla daha baskin bulundugu bildirilmistir. Nouraei vd.
(2018) yaptiklar1 galismada ise belirledikleri luteolin miktarinin diger bilesenlerle
karsilagtirildiginda az miktarda oldugunu (53 mg kg™), bununla birlikte apigenin
miktarindan (13 mg kg™) ise daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Luteolin 7-O-glukuronit degerleri incelendiginde, Mart ayinda toplanan Sakiz
cesidine ait hem i¢ (4009,02 mg kg™) hem de dis yapraklarda (3838,20 mg kg™) en iyi
degerlerin tespit edildigi goriilmiistiir. Sakiz ¢esidinin Mart ayinda toplanan i¢ ve dis
yapraklar1 arasindaki iligkiye bakilacak olursa, i¢ yaprak degerlerinin dig yapraklara
oranla daha yiiksek luteolin 7-O-glukuronit degerine sahip oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.45 ve Cizelge 4.46). Lombardo vd. (2010), denedikleri cesitler arasinda en
fazla luteolin 7-O-glukuronit miktarni reseptaklda tespit ettiklerini ve 1683 mg kg™
oldugunu bildirmislerdir. Scavo vd. (2019) ise kullaniklar1 c¢esitler arasinda
degerlendirme yaptiklarinda en fazla bulunan luteolin tiirevi bilesigin luteolin 7-O-
glukuronit (189,4 mg kg™) oldugunu bildirmislerdir.

Sakiz ¢esidi apigenin degerleri bakimindan da olumlu sonuglar géstermis olup,
en yiiksek degerler i¢ yapraklarda Nisan ayinda (2260,95 mg kg™), dis yapraklarda ise
Mart aymnda (1926,42 mg kg'l) belirlenmistir. Bununla birlikte en diisiik apigenin
degerleri Kasim ayinda toplanan Bayrampasa gesidi i¢ yapraklari ile Subat ayinda
toplanan Bayrampasa ¢esidi dis yapraklarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.47 ve Cizelge
4.48). Nouraei vd. (2018) yaptiklar1 calismada apigenin miktarin1 oldukga diisiik
seviyede (13 mg kg™) tespit ettiklerini, stres kosullar1 altinda ise bu degerin daha da
diistiigiinii bildirmislerdir.

Apignenin 7-O-glukuronit degerleri incelendiginde, i¢ yapraklarda en yiiksek
bilesen degeri Sakiz ¢esidinin Mart ayinda toplanan yapraklarinda (291,15 mg kg™)
tespit edilirken, dis yapraklarda ise Olympus F; ¢esidinin Nisan aymda toplanan
yapraklarmm (123,06 mg kg™) istin oldugu bulunmustur (Cizelge 4.49 ve Cizelge
4.50). Lombardo vd. (2010), degerlendirdikleri gesitlerin yapraklarindaki apigenin 7-O-
glukuronit miktarimin oldukgca diisitk kaldigini (82 mg kg™) bildirmislerdir. Normalde
kereviz, maydanoz ve bazi sifali bitkiler haricinde apigenin ve tiirevlerinin birikimi gida
olarak tiiketilen bitkilerde ¢ok fazla olmamaktadir (Pandino vd. 2011a). Pandino vd.
(2013a) yaptiklar1 calismada degerlendirmeye aldiklar1 genotipler arasinda flavonoid
miktarlart bakimindan farkliliklar gordiiklerini, apigenin ve bu bilesenin tiirevlerinin
yitksek miktarlarda birikim gosterdigi (1207 mg kg™) genotipin ise daha sonraki
caligmalarda apigenin donorii olarak kullanilabilecegini ve 1slah programlarinda bu
amagla degerlendirilebilecegini rapor etmislerdir.
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Cizelge 4.43. Cesitlere gore i¢ yapraklarin luteolin degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 111,65+2,02° 16,83+0,67" 42,47+1,94W 56,98+43,88°
2018 Kasim 49,75+0,38" 23,62+1,05° 60,72+0,15"- 44,70£17,05"
2018 Arahk 65,90+0,41°" 25,64+0,50" 48,03+0,93" 46,52+18,05°
2019 Ocak 93,87+1,37° 68,29+0,89"C 69,11+1,08" 77,09+13,03°
2019 Subat 54,05+0,48F 96,85+2,00° 62,86+0,76" 71,25+20,24°
2019 Mart 169,35+2,05° 199,97+2,24" 64,21+0,82° 144,514+63,70°
2019 Nisan 84,51+1,58F 108,05+1,14° 94,79+1,38° 95,78+10,62°
Cesit Ortalamalari 89,87+39,82° 77,03+62,84° 63,17+16,19° 76,69+44.27
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.44. Cesitlere gore dis yapraklarin luteolin degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 78,62+1,52° 16,49+0,56" 65,20+0,757° 53,43429.25"
2018 Kasim 77,57+2,36° 43,60+1,59" 94,36+1,41° 71,84+23,17°
2018 Aralik 71,84+0,67% 59,00+0,84" 72.20+0,82F 67,68+6,75°
2019 Ocak 70,90+2,33F 66,47+1,25" 42,61+0,84% 59,99+13,66°
2019 Subat 63,29+0,66° 55,99+1,99" 73,10+0,99F 64,12+7,75°
2019 Mart 96,28+0,67° 200,68+0,74" 71,97+0,73F 122,98+61,16°
2019 Nisan 49,40+1,22’ 121,20+2,07° 78,80+1,51° 83,13+32,30°
Cesit Ortalamalari 72,55+13,91° 80,49+59,25° 71,17+14,96° 74,74+35,54

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.45. Cesitlere gore i¢ yapraklarin luteolin 7-O-glukuronit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 EKim 341,43+2,04 4,02+0,92 1,28+0,74 115,58+174,95

2018 Kasim 42,45+2,04 1,66+0,56 1,16+0,94 15,09+21,22

2018 Aralik 201,25+1,18 2,85+1,19 359,94+2 .34 188,01+160,02

2019 Ocak 735,89+3,34 18,87£1,21 108,9342,45 287,90+349.35

2019 Subat 18,56+1,32 1474,93+28,17 191,97+2,51 561,82+711,64

2019 Mart 183,53+3,30 4009,02+14,23 486,64+2,01 1559,73+£1902,06
2019 Nisan 904,52+2.21 668,64+0,52 128,80+1,27 567,32+355,68
Cesit Ortalamalar: 346,80+330,66 882,85+1427,18 182,67+174,57 470,78+884,16

Cizelge 4.46. Cesitlere gore dis yapraklarin luteolin 7-O-glukuronit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 739,2942,10 1,61+1,21 260,33+2,22 333,74+334,76
2018 Kasim 109,00+2,81 6,88+0,48 9,54+1,51 41,80+52,08

2018 Arahk 247,83+1,63 40,73+1,99 38,07+2,05 108,87+107,65

2019 Ocak 577,8943,86 39,11+0,93 146,47+2,70 254,49+255,07
2019 Subat 14,46+1,80 513,10+£2,48 114,31+0,74 213,96+235,98

2019 Mart 384,34+2,97 3838,20+37,04 1047,13+3,64 1756,56+1639,53
2019 Nisan 306,25+1,81 625,80+2,10 476,78+2,97 469,61+143,02

Cesit Ortalamalar:

339,86+243,99

723,63+1343,08

298,94+351,27

454,15+£816,97
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Cizelge 4.47. Cesitlere gore i¢ yapraklarin apigenin degerleri
I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 285,18+5,79% 163,78+3,88™ 363,4242,36" 270,79+90,03"
2018 Kasim 115,87+3,75° 284,1146,08F 633,13+7,07° 344,37+236,02°
2018 Arahk 457,44+4,70° 147,94+3.56™" 346,65+13,80"™" 317,34+140,42°
2019 Ocak 651,28+5,06° 544,64+7,70" 297,1444,36X 497,68+162,56°
2019 Subat 131,63+4,24N° 355,03+£6,99™ 340,89+10,84" 275,85+112,05"
2019 Mart 151,60+4,58" 1673,35+19,91° 773,77+5,57° 866,24+684,37"
2019 Nisan 174,26+3,01" 2260,95+13,95% 331,88+6,74 922.36+1039,28°
Cesit Ortalamalari 281,044+194,55° 775,68+808,86° 440,98+177,77° 499.23+522.47

Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.48. Cesitlere gore dis yapraklarin apigenin degerleri

Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi

2018 Ekim 615,95+11,80" 225,36+6,18" 242 3441 34N 361,21£197,55"
2018 Kasim 584,66+7,60° 829,90+8,44° 419,5343,16' 611,36+184,76°
2018 Aralik 232,1342,54" 294,04+8,86" 272314217 266,16+£28,419
2019 Ocak 187,80+4,56° 1226,91+5,76¢ 355,50+9,87" 590,07+498,99°
2019 Subat 169,60+6,08" 777,11+15,27° 376,65+2,55 441,124276,33°
2019 Mart 772,04+6,31F 1926,42+12,11° 521,94+4 89" 1073,47+670,12°
2019 Nisan 588,92+3,39° 1441,34+21,60° 295,4243,41F 775,23+532,49°
Cesit Ortalamalari 450,15+236,53° 960,15+591,08° 354,81+92,53°¢ 588,37+451,20

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.49. Cesitlere gore i¢ yapraklarin apigenin 7-O-glukuronit degerleri

I¢ Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2018 Arahk Belirlenemedi Belirlenemedi 40,67+1,15 40,67+1,15
2019 Ocak 61,23+1,49 Belirlenemedi 81,44+2,17 71,34+11,76
2019 Subat Belirlenemedi 94,09+0,86 160,66+0,97 127,37+38,43
2019 Mart Belirlenemedi 291,15+2,32 41,06+1,03 166,10+144,39
2019 Nisan 191,07+1,53 Belirlenemedi 37,32+0,91 114,20+88,77
Cesit Ortalamalari 126,15+74,97 192,62+113,78 72,23+49,65 110,96+84,18
Cizelge 4.50. Cesitlere gore dis yapraklarin apigenin 7-O-glukuronit degerleri
Dis Yapraklar
Degerlendirilen Aylar Bayrampasa Sakiz Olympus F; Ay Ortalamasi
2018 Ekim 92,79+2,40 46,24+0,57 72,22+2,05 70,42+20,91
2018 Kasim Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi Belirlenemedi
2018 Arahk Belirlenemedi 34,45+0,70 28,40+0,91 31,43+3,55
2019 Ocak 17,82+0,51 Belirlenemedi 96,07+0,75 56,95+45,18
2019 Subat Belirlenemedi 61,70+0,57 Belirlenemedi 61,70+0,57
2019 Mart 49,56+2,08 43,74+1,04 77,82+1,08 57,04+16,34
2019 Nisan 79,72+0,74 Belirlenemedi 123,06+1,91 101,39+25,05
Cesit Ortalamalar: 59,97+30,97 46,53+10,48 79,51+32,81 63,35+29,75
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Cesitlerin arazide yetistirilen bitkilerinin i¢ ve dis yapraklarinin SPAD degerleri
daha once belirlenmistir. Buna gore 2019 yili ilkbahar aylarinda dis yapraklarda
sirasiyla Sakiz, Olympus F; ve Bayrampasa; i¢ yapraklarda ise yine ayni aylarda
sirastyla Olympus Fi, Sakiz ve Bayrampasa gesitlerinin degerleri yiiksek bulunmustur.
Degerlendirmeye alinan sekonder metabolitlerin genel olarak en yiiksek ciktigi aylar
ilkbahar aylar1 (6zellikle Mart ay1) olarak tespit edilmis olup, bu degerler ile SPAD
degerlerinin uyum igerisinde oldugu belirlenmistir.

Biyoaktif bilesenlerin bitkilerde oynadiklari roller farklidir (Pandino vd. 2011a).
Ozellikle bitki dokularinin epidermal hiicrelerinde biriken flavonoidler, bitkileri UV
1s181n1n fotooksidatif zararindan koruma gorevi tistlenmektedirler (Pinelli vd. 2007). UV
1s18inin 280-320 nm araligindaki B bileseni ¢ok zararli etkilere sebep olabilmektedir.
Bitkilerin giines 1sinlarina en fazla maruz kalan organlar1 yapraklar oldugundan, bitkiler,
kafeoilkinik asit biyosentezinde gorev alan enzimlerin yerine flavonoid biyosentezini
uyarict enzimleri tetiklemektedir (Brosché ve Strid 2003; Pandino vd. 2011b).
Dolayisiyla, bitkilerin dokularinda biriken flavonoidler adeta bir kalkan gorevi gorerek,
bitkilerin bu zararli radyasyondan korunmalarina yardimci olurlar (Pinelli vd. 2007).
Flavonoidlerin, o6zellikle luteolin ve apigeninin, sahip olduklar1 farmakolojik
aktivitelerin farklilik gosterdigi bilinmektedir. Saglikla alakali olarak antimikrobiyal
aktivitelerine ek olarak, luteolin son yillarda kolesterol sentezini ve safra salgilanmasini
onledigi i¢in dikkat ¢ekmeye baslamistir (Zhu vd. 2004; Kuki¢ vd. 2008; Pandino vd.
2013a). Apigenin ise bazi sebzelerde birikim gostermekte ve cesitli farmasotik
uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir (Pandino vd.
2013a).

Siispansiyon kiiltiirii ile alakali aragtirmanin bulgularina bakilacak olursa, her iki
cesit i¢in de silispansiyon kiiltiirli uygulamasinin ardindan siiziilen kisim ve arta kalan
hiicre kismi1 gesitlere ve alt kiiltiirlere dayanarak ayri1 ayr1 degerlendirilmistir (Cizelge
451 — Cizelge 4.63). Buna gore ¢esitlerin siispansiyon kiiltiirlerine ait sivi kisimlari
degerlendirilmeye alindiginda Bayrampasa ¢esidi i¢in 3-O-kafeoilkinik asit (15,66 mg
kg™') ve 4-O-kafeoilkinik asit (72,75 mg kg™*) degerleri en yiiksek T7 besi ortamu
kombinasyonunda (B5 + 1 mg L™ BAP + 1 mg L™ NAA) ve 2. alt kiiltirde tespit
edilmistir (Cizelge 4.51 ve Cizelge 4.52). Bununla birlikte 2. alt kiiltiirde ve T7 besi
ortamn kombinasyonunda tespit edilen bir diger bilesen ise ferulik asit (7,93 mg kg™)
olmustur. Sakiz gesidi degerlendirildiginde ise 3-O-kafeoilkinik asit (14,20 mg kg™ ) ve
4-O-kafeoilkinik asit (63,35 mg kg') degerlerinin en yiiksek T8 besi ortami
kombinasyonunda (B5 + 1 mg L BAP + 2 mg L NAA) elde edilmistir. Ayrica 3-O-
kafeoilkinik asit degeri en yiiksek 2. alt kiiltiirde, 4-O-kafeoilkinik asit degeri ise en
yiikksek 1. alt kiiltiirde tespit edilmistir. 5-O-kafeoilkinik asit degeri Sakiz cesidinde
tespit edilmis olu?, bu bilesenin en yiiksek degeri B10 besi ortami kombinasyonunda
(B5 + 5 mg L BAP + 5 mg L* NAA) 62,05 mg kg’ olarak belirlenmistir.
Degerlendirilmeye alinan bir diger bilesen ise kafeik asit olup, Sakiz ¢esidinde T8 besi
ortami kombinasyonunda (B5 + 1 mg L' BAP + 2 mg Lt NAA) ve 2. alt kiiltiirde en
yitksek degeri (6,59 mg kg™) elde edilmistir. Sakiz ¢esidinde ferulik asit degeri (9,31
mg kg™*) T2 besi ortami kombinasyonunda (B5 + 0,1 mg L™ BAP + 1 mg L™ NAA) 2.
alt kiiltiirde yliksek bulunmustur. Bu bilesenlerin disinda Sakiz ¢esidinde 41,23 mg kg'1
1,5-O-dikafeoilkinik asit (B10 besi ortam1 — 1. alt kiiltiir), luteolin 7-O-glukuronit (9,16
mg kg) ile iz miktarda (3,19 mg kg™*) apigenin tespit edilmistir.
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Cizelge 4.51. Bayrampasa ¢esidi slispansiyon kiiltiirii — s1v1 kisim 3-O-kafeoilkinik asit degerleri

1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Bayrampasa Besi Ortamlar Besi Ortamlari
T7 T11 T12 T16 T17 T7 T11 T12 T16 T17
3-O-kafeoilkinik asit 6,88b° | 0,006 | 0,00° | 000° | 559 | 1566° | 4,11 | 0,88 | 0,00° | 8,20°
Besi Ortamlar: _ A _ C _ D _ D _ B
T7=11,27 T11=2,05 T12=0,44 T16 =0,00 T17 =6,89

Ortalamalar
Alt Kiiltiir B A
Ortalamalar: 2,49 5,77

Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.52. Bayrampasa ¢esidi siispansiyon kiiltiirii — s1v1 kisim 4-O-kafeoilkinik asit degerleri

1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Bayrampasa Besi Ortamlar1 Besi Ortamlar
T7 T11 T12 T16 T17 T7 T11 T12 T16 T17
4-0O-kafeoilkinik asit 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 72,752 10,27¢ 0,00¢ 3,62d 36,14b
Besi Ortamlar: _ A _ c _ E _ D - B
T7=36,37 T11=5,13 T12 =0,00 T16=1,81 T17 = 18,07

Ortalamalar
Alt Kiiltiir B A
Ortalamalar 0,00 24,55

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 4.53. Sakiz cesidi siispansiyon kiiltiirii — s1v1 kisim 3-O-kafeoilkinik asit degerleri
1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Sakiz Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T2 T8 T11 T14 T16 B10 T2 T8 T11 T14 T16 B10

3-O-

kafeoilkinik 0,00¢ 8,57¢ 0,00°¢ 0,00°¢ 1,62f 11,57b 5,33° 14,20% 0,00° 4,78° 4,78° 6,31d

asit

g‘;st‘ Ortamlan T2=266°  T8=1139"  T11=000°  T14=23%°  T16=320°  B10=804°

Alt Kiiltiir Ort. 3,62° 5,90"
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.
Cizelge 4.54. Sakiz ¢esidi siispansiyon kiiltiirli — s1v1 kisim 4-O-kafeoilkinik asit degerleri

1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Sakiz Besi Ortamlan Besi Ortamlan
T2 T8 T11 T14 T16 B10 T2 T8 T11 T14 T16 B10

4-0O-

kafeoilkinik 0,00" | 6535* | 0,00" | 0,00" | 0,00" | 5505° | 43,56° | 37,54° | 33,46° | 0,00" | 30,80 | 17,78°

asit

gerst‘ Ortamlar: T2=21,78°  T8=5144"  T11=1673°  T14=000F  T16=1540F  B10=3642°

Alt Kiiltiir Ort. 20,06° 27,197

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 4.55. Sakiz ¢esidi siispansiyon kiiltiirii — s1vi kisim 5-O-kafeoilkinik asit degerleri

1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Sakiz Besi Ortamlari Besi Ortamlar
T2 T8 T11 T14 T16 B10 T2 TS T11 T14 T16 B10
5-O-
kafeoilkinik 2.37° | 0,00 | 000% | 000% | 000% | 62,05 | 2,71° | 1,18° | 0,00° | 0,009 | 0,009 | 0,00
asit
g‘;st‘ Ortamlar T2=254%  T8=059€  T11=000°  T14=000°  T16=000°  B10=31,02"
Alt Kiiltiir Ort. 10,73% 0,64°
Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.
Cizelge 4.56. Sakiz cesidi siispansiyon kiiltiirii — s1v1 kisim kafeik asit degerleri
1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Sakiz Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T2 T8 T11 T14 T16 B10 T2 TS T11 T14 T16 B10
Kafeik asit 0,00° | 3,20° | 0,00° | 3.21° | 000° | 000° | 355 | 659 | 0,00° | 0,00° | 000° | 0,00°
gist‘ Ortamlan T2=177®  T8=489"  T11=000°  T14=160°  T16=000°  B10=000°
Alt Kiiltiir Ort. 1,06° | 1,69"

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.57. Sakiz ¢esidi slispansiyon kiiltiirii — s1v1 kisim ferulik asit degerleri

86T

1.Alt Kiiltiir 2.Alt Kiiltiir
Sakiz Besi Ortamlan Besi Ortamlan
T2 T8 Ti11 T14 T16 B10 T2 T8 T11 T14 T16 B10
Ferulik asit 0,00° | 0,00° | 0,00° | 0,00° | 0,00° | 516° | 9,31* | 0,00° | 0,00° | 000° | 485 | 2,17¢
et Ortamlan T2=465"  T8=000°  T11=000°  T14=000°  T16=242°  B10=367°
Allt Kiiltiir Ort. 0,86° | 2,72"

Aynut siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu géstermektedir.
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Calismada ayrica siispansiyon kiiltiirlerinin s1vi kisimlar1 haricinde kat1 (hiicre)
kisimlart da sekonder metabolitler bakimindan degerlendirilmeye alinmistir. Buna gore
Bayrampasa ¢esidinde hem 3-O-kafeoilkinik asit hem de 5-O-kafeoilkinik asit degerleri
en yitksek T16 besi ortami kombinasyonunda (B5 + 1 mg L™ kinetin + 1 mg L™ 2,4-D)
sirastyla 227,39 mg kg™ ve 106,23 mg kg™ degerlerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.58).
Bu bilesenlerin haricinde 4-O-kafeoilkinik asit (107,93 mg kg™) ve 1,3-O-dikafeoilkinik
asit (5,95 mg kg™) bilesenleri T11 besi ortami kombinasyonunda (B5 + 0,1 mg L*
kinetin + 1 mg L™ 2,4-D) belirlenmistir. Sakiz cesidi degerlendirilmeye alindiginda ise
T2 besi ortam1 kombinasyonu 3-O-kafeoilkinik asit, 4-O-kafeoilkinik asit ve kafeik asit
bakimindan sirasiyla 171,10 mg kg, 138,23 mg kg™ ve 38,49 mg kg™ degerlerini
vermistir. Diger bilesenlerden 1,3-O-dikafeoilkinik asit B10 besi ortaminda 78,23 mg
kg degerinde tespit edilirken, ferulik asit ise T16 besi ortaminda 36,09 mg kg™
degerinde bulunmustur (Cizelge 4.59). Bu bilesenlerin haricinde 5-O-kafeoilkinik asit
ile luteolin 7-O-glukuronit bilesenleri de tespit edilmis olup, sirasiyla T2 besi ortaminda
12,98 mg kg ile T16 besi ortaminda 56,31 mg kg™ degerleri bulunmustur.

Stispansiyon  kiiltiirleri, c¢esitlerin 1yi tepki verdikleri besi ortami
kombinasyonlariyla devam ettirilmis olup, bu ortamlardan her iki ¢esit i¢cin de ortak
olanlar (T11 ve T16) hem silispansiyon sivisindaki hem de silispansiyondan alinan kati
(hiicre) kisimlar1 ayr sekilde degerlendirmeye alinmistir (Cizelge 4.60 — Cizelge 4.63).
Buna gore 3-O-kafeoilkinik asit ile 4-O-kafeoilkinik asit degerlerinin ¢esitler arasinda
istatistiksel bir farklilik yaratmadigi belirlenmistir. Siispansiyon kiiltlirlerinin sonunda
kat1 kisimlardan elde edilen degerler incelendiginde ise 3-O-kafeoilkinik asit ile 4-O-
kafeoilkinik asit degerleri bakimimndan Bayrampasa ¢esidinin Sakiz ¢esidine gore daha
istiin oldugu, bununla birlikte 3-O-kafeoilkinik asit i¢in T16, 4-O-kafeoilkinik asit i¢in
T11 ortaminin 6n plana ¢iktig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.58. Bayrampasa ¢esidi slispansiyon kiiltiirli — kat1 kisim degerleri

Sekonder Bayrampasa
Metabolitler Besi Ortamlar
T7 T11 T12 T16 T17
3-O-kafeoilkinik asit 4,14° 117,32° 1,56" 227,39" 20,09
5-O-kafeoilkinik asit | 0,00° 0,00° 2441 | 106,23" | 38,40°

Aynt siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.59. Sakiz ¢esidi slispansiyon kiiltiirii — kat1 kisim degerleri
Sekonder Sakiz
Metabolitler Besi Ortamlari

T2 T8 T11 T12 T16 B10
3-0-
kafeoilkinik 171,10" | 89,41% | 78,11 | 57,76° | 54,02° | 60,04°
asit
4-0-
kafeoilkinik 138,23" | 54,15° | 67,31 | 60,445 | 29,30° | 40,46°
asit
1,3-0O-
dikafeoilkinik | 30,12° 0,00° 0,00° 0,00° 52,258 | 78,23"
asit
Kafeik asit 38,49 0,00F 13,24° 0,00F 8,83" 21,748
Ferulik asit 12,39 | 19,228 0,00F 6,21° 36,09" 0,00F

Aynt siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.60. Bayrampasa ve Sakiz ¢esitlerinin siispansiyon kiiltiirii — siv1 kisim 3-O-
kafeoilkinik asit degerleri

Ortalamalan

Bayrampasa Sakiz
Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T11 T16 T11 T16
3-O-kafeoilkinik asit 2,05 0,00° 0,00° 3,20°
Besi Ortamlar T11=102" T16 = 1,60°

Cesit Ortalamalari

1,024

\ 1,60"

Aynt siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.61. Bayrampasa ve Sakiz ¢esitlerinin siispansiyon kiiltiirii — siv1 kisim 4-O-
kafeoilkinik asit degerleri

Bayrampasa Sakiz
Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T11 T16 T11 T16
4-0-kafeoilkinik asit 5,13? 1,812 16,732 15,40%
Besi Ortamlar: T11 =10,93" T16 = 8,60°
Ortalamalan
Cesit Ortalamalan 347" \ 16,06"

Ayni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.62. Bayrampasa ve Sakiz ¢esitlerinin siispansiyon kiiltiirti — kat1 kisim 3-O-
kafeoilkinik asit degerleri

Bayrampasa Sakiz
Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T11 T16 T11 T16
3-O-kafeoilkinik asit 117,32° 227,39° 78,11° 54,02°
Besi Ortamlan T11=97,72° T16 = 140,70
Ortalamalan
Cesit Ortalamalar: 172,35" ‘ 66,07°

Aymni siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.63. Bayrampasa ve Sakiz ¢esitlerinin slispansiyon kiiltiirii — kat1 kisim 4-O-
kafeoilkinik asit degerleri

Bayrampasa Sakiz
Besi Ortamlari Besi Ortamlari
T11 T16 T11 T16
4-O-kafeoilkinik asit 107,93° 0,00° 67,31° 29,30°
Besi Ogffplar T11=8762"  T16=1465°
Ortalamalan
Cesit Ortalamalar 53,96" \ 48,30°

Aynt siitun ve satirdaki farkli harfler, ortalama farkin P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir.

Toplanan yaprak oOrnekleri i¢in genel bir degerlendirme yapilacak olursa,
calismada degerlendirmeye alinan ii¢ ¢esit arasinda polifenol profili bakimindan
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Degerlendirmeye alinan bilesenler bakimindan Sakiz
cesidinin gerek fenolik asitler gerekse flavonoidler bakimindan Bayrampasa ve
Olympus F; ¢esitlerine kiyasla daha yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir.
Bircok arastirmaci gibi Lombardo vd. (2009) da bitkilerin sahip oldugu fenolik
bilesenlerin seviyesi ile genotip arasinda oldukga siki bir iliski oldugunu bildirmis olup,
bu ¢alismanin sonuglar1 6nceki ¢caligmalarla uyum igerisindedir. Aylar arasinda ise Mart
ayinin one ¢iktigr gorilmektedir. Pandino vd. (2013b) enginar yapraklarinin ve ¢igek
sapimnin atik materyaller olarak bilindigini ancak polifenol igerigi ve flavonoidler
bakimindan oldukc¢a zengin olmakla birlikte, bu bitki kisimlarinin toplanmasi i¢in en
uygun zamanlarin Subat — Nisan aylar1 arasinda oldugu bildirilmistir. Bu tez
caligmasiin bulgular1 da bu bakimdan bahsi gecen calismayi destekler niteliktedir.
Bunun yani sira istisnalar olmakla birlikte (kafeik asit, ferulik asit, 1,5-O-dikafeoilkinik
asit ve luteolin) genel olarak i¢ yapraklarin sahip oldugu bilesen igeriginin dis
yapraklarinkinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Birgok arastirmaci tarafindan farkl
bitki kisimlarinda farkli biyoaktif bilesenlerin birikim gosterdigi belirtilmis olup
(Lattanzio vd. 2009; Lombardo vd. 2012), spesifik 1slah programlari igin olasi

201



BULGULAR VE TARTISMA T. OZSAN

manipiilasyonlar1 6ngérmek amaciyla cesitlerin polifenol igeriklerinin oldukc¢a yon
gosterici olabilecegi diisiintilmektedir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen bulgulara dayanarak genel bir
degerlendirme yapilacak olursa, cesitlere ve besi ortamlarina gore biriken sekonder
metabolit ve miktar1 degisim gostermektedir. Bayrampasa cesidine ait siispansiyon
kiiltiirlerinin hem sivi hem de kati kisimlarinda belirlenen bilesenler 3-O-kafeoilkinik
asit ve 4-O-kafeoilkinik asit olmakla birlikte, bu bilesenlere ait degerlerin kati
materyallerde daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Bu duruma etki eden faktorler
incelendiginde besi ortami igeriklerindeki farkliliklar goze carpmakta olup, bu cesitte
kinetin + 2,4-D bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonunun BAP + NAA
kombinasyonundan daha etkili bulundugunu séylemek miimkiindiir. Buna ek olarak
ferulik asit BAP + NAA kombinasyonunda siispansiyonun sadece sivi kisminda
belirlenirken, 5-O-kafeoilkinik asit ve 1,3-O-dikafeoilkinik asit bilesenleri kinetin + 2,4-
D kombinasyonunda ve sadece kati kisimda tespit edilmistir. Besi ortamlarina eklenen
NAA sayesinde, kallus elde edilmesini tesvik etmesinin yani sira bu kalluslarin igerdigi
fenolik bilesenlerin miktarlarina da olduk¢a olumlu etki ettigi bir¢ok arastirmact
tarafindan bildirilmistir (Colgecen ve Toker 2008; Ercetin vd. 2012; Reis vd. 2018).
Bayrampasa ¢esidinin siispansiyon kiiltiiriinde, ¢alismanin genelinde degerlendirmeye
alman sekonder metabolitlerden sadece bahsedilen bilesenler belirlenmis olup, diger
bilesenlerin varlig1 tespit edilmemistir. Caligsmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde
edilen ekstraktlarin bilesimlerinde farkli sekonder metabolitlerin varligt ve bu
bilesenlerin farkli miktarlarda bulundugu goriilmiistiir. Bu durum Negrel ve Javelle
(1995)’e gore hiicre duvarina etki eden enzimler tarafindan iiretilen, ayni hiicre
hatlarinda bile c¢esitli metabolitlerin biyosentezini baslatan savunma tepkilerinden
kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte, hiicre kiiltiirlerinde bazi bilesiklerin iiretimi,
orijinlerinin farklilagmamis hiicreler olmasindan otiirli gerceklesmeyebilir goriisii
savunulmaktadir. Bu hiicrelerin spesifik metabolitlerden yoksun oldugu, dolayisiyla
dokuya 6zgii biyosenteze ihtiyag duydugu goriisii ortaya ¢ikmaktadir (Reis vd. 2018).

Tim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde arazi kosullarindan toplanan
yapraklarin sahip oldugu sekonder metabolit igeriklerinin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden elde edilenlerden daha yiliksek degerlerde bulundugu goriilmektedir. In
Vivo Ve in vitro biyoaktif bilesenlerinin degerlerinin karsilastirildigi ¢alismalarda da
benzer sonuclar elde edildigi goriilmiistiir (Umesh 2014; Farhan vd. 2018). Farhan vd.
(2018)’e gore yaprak oOrneklerinde in vitro kosullardakinden daha yiiksek degerlerde
biyoaktif bilesenlerin bulunmasinin nedeni olarak, bu degerli fitokimyasallarin
yapraklarin farkli bolgelerinde birikim gostermesiyle iliskili oldugu dngoriilmektedir.
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5. SONUCLAR

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinde yiiriitiilen bu
caligmada {ilkemizin 6nemli iki enginar ¢esidi olan Bayrampasa ve Sakiz ile birlikte
Olympus F; gesidinin sekonder metabolit i¢eriklerinin tespit edilmesi, in vitro ¢ogaltim
potansiyellerinin ortaya koyulmasi, kallus ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirii teknikleri
acisindan etkinliklerinin goriilmesi, elisitér uygulamalariyla sahip olduklar1 sekonder
metabolitlerin miktarlarinda meyadana gelebilecek degisikliklerin belirlenmesi ve
bahsedilen tiim bu iglemlerin gesitler bazinda karsilastirmali olarak degerlendirilmesi
amagclanmustir.

Calismanin bir basamaginda enginar ¢esitlerine dair in vitro ¢ogaltim etkinlikleri
degerlendirilmistir. Calismada besi ortami olarak kullanilan % MS + 0,05 mg L™ BAP +
0,005 mg L™ IBA + 30 g L™ siikroz kombinasyonu enginarda in vitro ¢ogaltim
bakimindan etkili bulunmustur. Buna gore Bayrampasa c¢esidinin mikrogogaltim
acisindan giizel tepkiler verdigi ortaya koyulmustur. Ayrica ortalama siirgiin/eksplant
sayisi, ortalama yaprak/eksplant sayisi, enfeksiyon olan bitkicik sayilari, yaslanan
bitkicik sayilar1 ve gelisme gostermeyen bitkicik sayilari da degerlendirmeye alinmistir.
Ortalama in vitro yaprak olusumu goz Oniine alindiginda 5. alt kiiltiirde 20,8
yaprak/eksplant olusumu ile Sakiz ¢esidinin 6n plana ¢iktig1 tespit edilmistir. Deneysel
sonuglar, genotip farkliliklarimin ve alt kiiltiir sayisinin in vitro ¢ogalma igin temel
faktorler oldugunu ortaya koymustur. Bu c¢alismanin olumlu bulgularinin enginar
mikrocogaltim arastirmalarina iliskin daha fazla calismaya 151k tutabilecegi
beklenmektedir.

Enginarda in vitro c¢ogaltim c¢alismalarinin ardindan, olduk¢a zorlayici
basamaklarindan biri oldugu bilinen in vitro kok olusumu ve gelisimine yonelik
arastirmalar yapilmistir. Bu asamada g¢esitli kok olusum besi ortamlar1 denemeye
alinmistir. Calismada degerlendirilen ¢esitlerin in vitro kdklenme ortamlarina verdikleri
tepkiler farkli olmustur. Buna gore Bayrampasa (%56,34) ve Olympus F; (%97,77)
cesitlerine ait bitkiciklerin en iyi kok olusumu sagladiklari besi ortami K4 (/2MS + 6 mg
L™ IBA), Sakiz (%74,22) gesidi i¢in K8 (4MS +5mg L GA; + 05 mg L NAA+1g
L™ aktif komiir) oldugu belirlenmistir. Bu besi ortamlar1 farklilastirilarak yapilacak olan
daha sonraki calismalarla enginarda in vitro koklenme {lizerine ¢eside Ozgii besi
ortamlarinin gelistirilmesinin basariy1 daha da arttiracag: diistintilmektedir.

Enginarda in vitro tekniklerden kallus olusumuna yonelik yapilan, tez
caligmasinin bir diger asamasinda birgok besi ortami kombinasyonu denemeye
alinmistir. Bu amagla yapilan ¢alismanin sonuglarina bakildiginda kallus olusumu ve
gelisimi agisindan olumlu sonuglar alinmistir. Diger in vitro ¢aligmalarda oldugu gibi bu
calismada da genotip farkliliginin 6nemi bir kez daha goriilmiistir.

Enginarda in vitro kallus olusumunu takiben, kalluslarin gelistirilmesi
saglanarak in vitro hiicre siispansiyon kiiltiirlerine yonelik ¢alisma da yiiriitilmistiir. Bu
amagcla ¢esitler bazinda en etkili kallus olusum besi ortamlar1 belirlenmis ve hiicre
siispansiyon Kkiiltiirleri olusturulmustur. Cesitler aras1 tepkiler degerlendirildiginde
Olympus F; c¢esidinin ililkemiz c¢esitleri olan Bayrampasa ve Sakiz kadar iyi tepki
vermedigi tespit edilmistir. Bayrampasa ve Sakiz icin hiicre silispansiyon kiiltiirii
etkinlikleri degerli bulunmustur. Buna gore Bayrampasa i¢in 0,1 mg L™ kinetin + 0,5
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mg Lt 24D iceren T10 ortamu etkili bulunurken, Sakiz i¢in 0,1 mg L kinetin + 2,0
mg L* 2,4-D iceren T12 ortammin olumlu etkisi tespit edilmistir. Daha sonra bu
noktada en etkili tepkileri verdigi tespit edilen bu besi ortamlarinda elisitor
uygulamalar1 yapilmistir. Bu amagla MeJa ve kitosan, iicer farkli konsantrasyon ve
uygulama siiresinde degerlendirmeye alinmistir. Elisitor uygulamalar1 sonunda hiicre
agirliklari, pH degisimleri gibi birtakim faktorler belirlenmis ve bu degerler
incelenmistir. Degerlendirilen bu parametrelerde elisitor uygulama dozu, elisitoriin
niteligi, kiiltiirlerin elisitére maruz kalma siireleri arasinda farkliliklar tespit edilmis ve
bu farkliliklara bagli oldugu diisiiniilen sonuglarin degerli oldugu bulunmustur. Daha
sonra yapilacak caligsmalara 1s1k tutacagi diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte kallus, hiicre siispansiyon ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
elisitor uygulamalarinin sekonder metabolitler acisindan da etkileri yapilan HPLC
analizleriyle tespit edilmeye calisilmistir. Elisitor uygulamalarindan fazla etkili sonuglar
elde edilmemekle birlikte, uygulama dozu, uygulama siiresi ya da elisitdriin niteliginin
farklilastirilmasi ile daha olumlu sonuglar alinabilecegi, bu bakimdan da ileride
yapilacak olan calismalarla enginarda bu sistemin gelistirilebilecegi ve 0Ozellikle
farmasoétik alaninda etkili degerlendirmeler yapilabilecegi diistiniilmektedir.

Enginar, saglik agisindan son derece degerli biyoaktif bilesenleri barindirmakla
birlikte son yillarda fonksiyonel gidalara olan artan ilgiyle birlikte 6nemini daha da
arttirdig1 goriilmektedir. Yapilan bu tez calismasinda bir baska degerlendirme ise bu
konuya yonelik olarak olmustur. Ulkemiz agisindan dnemli iki enginar gesidi olan
Bayrampasa ve Sakiz enginarlarinin igerdigi sekonder metabolitlerin ortaya
koyulmasinin yani sira Olympus F; ¢esidinin sahip oldugu sekonder metabolitleri de
tespit etmek ve kendi gesitlerimizi bu gesitle karsilastirmak amaglanmistir. Bu hedefe
yonelik olarak 7 ay boyunca (Ekim — Nisan), iki farkli yaprak pozisyonu (i¢ ve dis)
dikkate alimmistir. Buna gore oncelikle cesitler karsilastirildiginda Sakiz ¢esidinin
sekonder metabolit profili bakimindan Bayrampasa ve Olympus F; cesitlerine kiyasla
daha istiin oldugu belirlenmistir. Yine degerlendirmeye alinan aylar arasinda
karsilastirma yapildiginda Mart aymnin 6n plana ¢iktigr goriilmistiir. Bununla birlikte
sekonder metabolitlerin ¢ogunlugunun dis yapraklara kiyasla i¢ yapraklarda daha
yiliksek miktarlarda bulundugu da belirlenmistir. Calismada degerlendirilen sekonder
metabolit sayis1 13 olup, bu bilesenler arasinda 6n plana ¢ikanlar sirasiyla 5-O-
kafeoilkinik asit, 3-O-kafeoilkinik asit ve 1,5-O-dikafeoilkinik asit olmustur. Yapilan bu
degerlendirme sonucunda iilkemiz ¢esitlerinin  sekonder metabolitler agisindan
oneminin ortaya koyuldugu diisiiniilmekte, nutrasotik ve farmakolojik potansiyellerini
ortaya ¢ikarmak amaciyla ileride yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacagi
diistiniilmektedir. Sonuncu fakat son derece 6nemli oldugu diisiiniilen genel bir sonug
ise, enginar yapraklarmin fenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan oldukca degerli
oldugu ve atik bitki materyali olarak islem gérmemesinin gerektigi agik¢a goriilmiis
olmasidir.
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