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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SIYAH BANOTU (Hyoscyamus niger)’NA AIT KOK KULTURLERINDE
BRASSINOSTEROID (BR) VE METIL JASMONAT (MEJA)
UYGULAMALARININ TROPAN ALKALOIDLERI ILE FENOLIK
BILESIKLERIN BIRIKiMI UZERINE ETKILERI

iIknur ALBAYRAK

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR

Bu aragtirma siyah banotu bitkisine ait adventif koklere uygulanan 24-epibrasinolid
(24-eBL) ile Metil jasmonat (MeJA) uygulamalarinin kok gelisimi ile sekonder
metabolit birikimi {izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu
amagcla farkli konsantrasyondaki 24-eBL (0.5, 1 ve 2 mg/l), hem tek olarak hem de 1
mM MeJA ile yapmis oldugu ikili kombinasyonlar halinde in vitro kosullarda elde
edilmis adventif koklere 14 gilin siiresince uygulanmistir. Hasat sonrasinda
uygulamalara gore kokler, yas kok agirligi, kuru kok agirligi, kok biiytime indeksi ile
tropan alkaloidlerinden hiyosiyamin ve skopolamin ile fenolik madde igerikleri
bakimindan degerlendirilmislerdir.

Aragtirma sonucunda en yiiksek yas ve kuru kok agirligr ile kok biiylime indeksi
bakimindan 2 mg/l 24-eBL; skopolamin ve katesin birikimi i¢in 1 mM MeJA + 2 mg/1
24-eBL kombinasyonu; hyosiyamin ve epikatesin birikimi i¢in 1 mM MeJA + 1 mg/l
24-eBL kombinasyonu; toplam fenolik madde, gallik asit, vanilin, sinnamik asit,
rosmarinik asit, kafeik asit, klorogenik asit birikimi i¢cin de 1 mM MeJA en uygun
uygulamalar olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin
siyah banotu kok kiiltiirlerinde tropan alkaloidleri ile fenolik bilesiklerin iiretimini
artirmaya yonelik olarak basar ile kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hyoscyamus niger, adventif kok, brassinosteroid, metil
jasmonat, tropan alkaloidleri, fenolik bilesikler

2019, 69 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECTS OF BRASSINOSTEROID (BR) AND METHYL JASMONATE
(MEJA) APPLICATION OVER PHENOLIC ACCUMULATION
COMPOUNDS BY TROPANE ALKALOIDS IN ROOT CULTURES OF
BLACK HENBANE (Hyoscyamus niger)

[lknur ALBAYRAK

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR

In this study, it was carried out to determine the effect of 24-epibrassinolide (24-eBL)
and methyl jasmonate (MeJA) on the root growth and secondary metabolite
accumulation of adventitious roots in black henbane (Hyoscyamus niger). For this
purpose, different concentrations of 24-eBL (0.5, 1 and 2 mg/l) were applied to
adventitious roots obtained from leaf stems alone or the combination of 1 mM MelJA
for 14 days. After harvest, adventitious roots were evaluated for fresh root weight, dry
root weight, root growth index, contents of tropane alkaloids including hyoscyamine
and scopolamine and phenolics compounds.

As a result of this study, 2 mg/l 24 —eBL was the most suitable application providing
the highest root growth parameters while 1 mM MeJA + 2 mg/l 24-eBL combination
for scopolamine and catechin and 1 mM MeJA + 1 mg/l 24-eBL combination for
hyoscyamine and epicatechin were the optimum applications. On the other hand 1 mM
MeJA gave the maximum values for total phenolic, gallic acid, vanillin, cinnamic acid,
rosmaniric acid, caffeic acid, chlorogenic acid. Consequently, it was determined that
24-eBL and MeJA treatments can be used successfully in order to increase the
production of tropane alkaloids and phenolics compounds in adventitious roots of
black henbane.

Keywords: Hyoscyamus niger, adventitious root, brassinosteroid, methyl jasmonate,
tropane alkaloids, phenolic compounds

2019, 69 pages
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca ilag, baharat, boya, kozmetik, fitoterapi, aromaterapi gibi
degisik amagclarla yaygin bir bigimde kullanilmig olan tibbi bitkiler, giinlimiizde de
onemlerini ve kullanim alanlarini gelisen bilim ve teknoloji ile birlikte elde edilen
kazanimlardan da yararlanilarak, giin gegtik¢e artirmaya devam etmektedirler. Sahip
oldugu iklim cesitliligi ve cografi konum nedeniyle bir¢ok bitkinin anavatanm ve ilk
kiltire alindig1 yer olan iilkemiz, bu yoniiyle bir¢cok tibbi bitkiye de ev sahipligi
yapmaktadir.

Bu tibbi bitkilerden biri de patlicangiller (Solanaceae) familyasina ait siyah banotu
(Hyoscyamus niger)’dur. Siyah banotu, yiiksek farmakolojik aktiviteleri ve daha az
yan etkiye sahip olmalari nedeniyle birgok ilacin bilesiminde bulunan tropan
alkaloidlerince zengin, ekonomik dnemi yiiksek (Drager, 2002), tek veya iki yillik otsu
formda bir bitkidir (Cirak vd., 2004). Tropan alkaloidleri yatistirici, sakinlestirici, agr
kesici, Oksiiriik kesici, spazm ¢oziicii etkilerinden dolayr kulak ve goéz iltihabi,
romatizma, tilser tedavisi, oksliriik, hareket hastaligi, astim, kuduz, ates, bronsit, renal
kolik ve spazm gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Supria, 1998;
Pitta Alvarez vd., 2000; Harrison ve Bartels, 2006; Tytgat, 2007). Bu alkaloidlerin
kardiyovaskiiler koruyucu etkilerinin yani sira (Vallabi ve Elango, 2016), diinya
genelinde 340 milyon kisiyi etkileyen tibbi ve sosyal bir sorun olan depresyona karsi
antidepresan ozellikler tasidiklart da belirlenmistir (Patil, 2013). Siyah banotonda en
fazla bulunan tropan alkaloidleri hiyosiyamin ve skopolamindir. Kompleks kimyasal
yapilari, maliyet ve zaman faktorleri nedeniyle bu alkaloidlerin kimyasal sentezinin
son derece zor ve neredeyse imkansiz olmasi, bu bilesiklerin, bitkisel kaynaklardan
elde edilme zorunlulugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Oksman ve Hiltunen, 1996;
Ghorbanpour vd., 2013a). Siyah banotu daha ¢ok tropan alkaloidleriyle 6n plana
cikmakla birlikte, bitkinin ayrica flavonoidler, lignanlar, kumarinolignanlar,
saponinler, gliseridler, glikozitler gibi 6nemli fenolik bilesik gruplarini da icerdigi
ifade edilmektedir (Lunga vd., 2008; Bahmanzadegan vd., 2009). Fenolik bilesikler,
dogal antioksidan madde ozelligi gostererek, serbest radikallerin neden oldugu
reaksiyonlar1 inhibe etmeleri sonucunda kanser, kalp ve akciger hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklara kars1 koruyucu ve tedavi edici 6zellikleri bulunan son derece 6nemli bir

diger metabolit grubunu olusturmaktadir. Son yillarda alkaloid ve fenolik bilesikler



gibi degerli metabolitlerin kisa silirede, daha yliksek miktarlarda ve kontrollii
kosullarda elde edilmesine yonelik alternatif tekniklerin arayislari sonucunda, doku
kiltiirii teknikleri 6nemli potansiyele sahip bir teknikler biitiinii olarak biiyiik
popiilarite kazanmaya baslamistir (Hong vd., 2012). Nitekim bitki materyallerinin
mikroorganizmalar tarafindan istilasi, standart miktar ve kalitede metabolit elde
edilememesi, saf ve standardize bitki materyali kitlig1, mevsime baglilik gibi sorunlar,
dogadan toplama yoluyla metabolit iiretiminin en énemli problemleri olarak ortaya
ctkmaktadir (Raman vd., 2004). Bitkilerin dogadan toplanmasi ile yapilan iiretim
seklinin bir diger dezavantaji da 6zellikle kok kaynakli metabolitlere sahip bitkiler i¢in
zamanla yok olma tehlikesini de beraberinde getirmesidir. Biitiin bu olumsuzluklari
ortadan kaldirmada basari ile kullanilma potansiyeli bulunan in vitro sekonder
metabolit iretim teknikleri, bu nedenle glinlimiizde en 6nemli arastirma konularindan
biri haline gelmistir (Jones vd., 2009). In vitro sekonder metabolit {iretiminde dogada
uygulanmas1 miimkiin olmayan bir¢ok uygulamanin in vitro’da kolaylikla yapilarak
metabolit veriminin ¢ok daha yiiksek seviyelere ¢ikartilmast da miimkiin
olabilmektedir. Besin ortamlarinda ve Kkiiltiirel kosullarda yapilan degisiklikler,
biliylimeyi diizenleyici madde uygulamalari, biyosentez yolundaki onciil ya da ara
maddelerin ortamlara ilave edilmeleri sekonder metabolit iiretimini artirmak amaciyla
kullanilabilecek yontemler arasinda bulunmaktadir. Ayrica sekonder metabolit sentez
yollarindaki enzim ve genleri uyararak sekonder metabolit liretimini artiran elisitor
uygulamalar1 da in vitro kosullarda yapilan 6nemli uygulamalardan bir digerini
olusturmaktadir (Zhao vd., 2002). In vitro sekonder metabolit tiretiminde kallus ve
hiicre stispansiyon kiiltilirlerinin yanisira kok kiiltiirleri de hizli biiylime oranlar ve
stabil metabolit liretkenlikleri nedeniyle, 6zellikle kok kaynakli metabolitlerin elde
edilmesinde en ¢ok tercih edilen bir diger kiiltiir ¢esidini olugturmaktadir (Carvalho ve
Curtis, 1998). Nitekim kok kiiltiirlerinin tropan alkaloidleri elde edilmesinde
kullanilan en basarili yontem oldugu tespit edilmistir (Hashimoto vd., 1986).

Bu tez ¢aligmasi, siyah banotu bitkisine ait adventif koklere uygulanan steroid yapida
bir bitki biiylime diizenleyici olan brassinostreoidler (BR) ile elisitor olarak kullanilan
metil jasmonat (MeJA)’1n tekli ya da ikili kombinasyonlarmin kok gelisimi, koklerde
bulunan tropan alkaloidleri ile fenolik bilesiklerin miktarlar1 ilizerine olan etkilerini

incelemek amaciyla gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Siyah Banotunun Tarihgesi ve Yayllim Alanlar

Siyah banotunun tibbi bir bitki olarak kullanim1 ¢ok uzun bir gegmise dayanmaktadir
(Matsuda vd., 1991). Yiizyillardan beri bir ilag olarak kullanilan siyah banotu,
gecmiste de hekimler tarafindan degisik rahatsizlik durumlarinda kullanilmistir. Antik
Yunanlar siyah banotunun kahkahaya sebebiyet veren aci ve liziintiiyii yok eden
biiyiilii bir bitki olduguna inanmislardir. Norveg geleneginde ise kadinlar haliisinasyon
gormek i¢in siyah banotunun belirli kisimlarini karistirtp merhem olarak ciltlerine
uygulamislardir. Siyah banotu bazi cadilar tarafindan da ateste kogsmak ya da ugmak
icin kullanilmistir (Paulsen, 2010). Hindistan’da mide agrisi, agir oksiiriikk, manik
psikoz ve nevraljik agrilarin tedavisi i¢in kullanilmustir. 17. YY’da ise Amerika
Birlesik Devletleri’nde bir tibbi ve siis bitkisi olarak yetistirilmistir (Pokorny ve
Mangold, 2010). Giiniimiizde de sahip oldugu tropan alkaloidleri nedeniyle basta tip
olmak iizere bir¢ok alanda kullanilan ve 6nemini artirarak koruyan bir bitki olmaya

devam etmektedir.

Siyah banotu, Avrupa ve Kuzey Afrika'ya 6zgii bir bitkidir (Pokorny ve Mangold,
2010). Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Brezilya'nin hemen hemen tiim bolgelerine
dagilis gostermektedir (Emami, 2007). Yaklasik 40 kadar cinsi Orta ve Giiney
Amerika'da yayilis gostermektedir (Shukla ve Misra, 2001). Avrupa ve Kuzey Afrika
tizerinden Asya'ya kadar dagilis gésteren Hyoscyamus cinsinin, benzer 6zelliklere ve
igeriklere sahip yaklagik 11 tiirli bulunmaktadir. Kiregli toprakta ve 6zellikle denize
yakin yerlerde bu bitkiye rastlanabilmektedir. Iran'm kuzeyinde, Azerbaycan,
Oroomie, Tebriz, Astara, Ardabil, Arak, Tefris, Rudbar, Giirgan, Horasan’da ¢okca
bulunmaktadir (Emami, 2007). Ulkemizde ise Hyoscyamus cinsinin H. albus (Beyaz
banotu), H. aureus (Sar1 banotu), H. leptocalyx (Mardin banotu), H. niger (Siyah
banotu), H. pusillus (Ciice banotu) ve H. reticulatus (Mor banotu) olmak iizere 6 tiirii
bulunmakta olup (Baytop, 1999), Agri, Amasya, Ankara, Aydin, Bolu, Canakkale,
Erzurum, Eskisehir, Hakkari, Isparta, Istanbul, Kastamonu, Kirklareli, Kocaeli,
Kiitahya, Kahramanmaras, Mugla, Ordu, Sivas, Trabzon, Tunceli, Sanlurfa ve

Aksaray illerinde dogal olarak yetismektedir (Anonim, 2012).



2.2. Siyah Banotu Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Solanaceae familyas1 genel olarak 94 cins ve 2950 tiir igeren oldukea biiyiik bir bitki
ailesidir (Drager, 2004). Familya igerisinde ekonomik, tarimsal ve farmasotik agidan
onemli bitkiler bulunmaktadir (Wink, 2003). Bu bitkilerden biri de siyah banotudur
(Baydar, 2013). Bitki halk arasinda Deli bat bat, Gavur hashasi, Bengildek, Berg,
Benk, Dagdagan gibi isimlerle de anilmaktadir (Baytop, 1999).

Siyah banotu, Mayis—Eyliil donemlerinde sarimsi renkte ¢icekler acan, 30-80 cm
arasinda boylanabilen (Yigenoglu, 2007), tek veya iki yillik otsu formda bir bitkidir
(Sekil 2.1), (Cirak vd., 2004). Tek yillik bitkiler, iki yillik bitkilere gore daha kisa ve
daha zayif ¢igeklere sahiptir. Kokulu gicekler erselik olup, boceklerle tozlanmaktadir
(Melchers, 1939). 80 cm’ye kadar ulasabilen basit, dik veya dallanmis yapidaki
saplar1, yapiskan tiiylerle ortiiliidiir. Oval sekle sahip bitki yapraklarinin kenar
kisimlar1 oyuntuludur. Boyut olarak kisa ¢icek saplarma sahip olan bitkinin, ¢anak
yapraklari tlip seklinde ve lizerleri damarlidir. Huni seklinde olan tac yapraklar ise,
bes bolimlii olup c¢anak yapraklara benzer sekilde iizerleri damarlidir. Meyve
kapsiiliiniin igerisinde grimsi renkte yaklagik 500 kadar da tohum bulundurdugu

bilinmektedir (Chevallier, 1996).

Sekil 2.1. Siyah banotu bitkisi



2.3. Siyah Banotu Bitkisinde Bulunan Sekonder Metabolitler ve Kullanim

Alanlar

Siyah banotunun tibbi bir bitki olarak deger tasimasinin en 6nemli nedeni, basta
skopolamin ve hiyosiyamin olmak iizere i¢ermis oldugu tropan alkaloidlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu alkaloidler sirasiyla ornitin ve fenilalaninden kaynaklanan
tropan tiirevlerinin ve tropik asidin esterleridir. Tropan alkaloidleri siyah banotunda
kok, tohum ve yapraklarda bulumaktadir. Yapraklarda alkaloid miktar1 %0.04-0.14
arasinda degismektedir (Baydar, 2013). Tohumlarinda ise bu oran %0.5-0.6 arasinda
degismekte olup, ayn1 zamanda tohumlar %20 oraninda sabit yag da igermektedir
(Morishita, 1991). Alkaloidler 6nce bitkinin toprak alt1 organlarinda sentezlenmekte,

ardindan tist kisimlara tasinmaktadir (Hashimoto vd., 1991).

Tropan alkaloidleri, 8-azabisiklo [3.2.1] oktan ¢ekirdek igeren bir sekonder metabolit
grubudur. Solanaceae familyasinda bulunan tropan alkaloidlerinin birgogu asetik asit,
propanoik asit, izobiitirik asit, izovalerik asit, 2-metilbiitirik asit, tiglik asit, hidroksi-
fenilpropiyonik asit, tropik asit ve atropik asit gibi asitlerin ¢esitli hidroksipropanlarla
(a-tropanol, tropan-diol veya a-tropan-triol) esterlestirilmesinden meydana
gelmektedir. Tropan alkaloidlerin alkaloid kismi, bir pirolidin ile tek bir azot atomunu
ve iki karbon atomunu paylasan bir piperidin halkasi ile karakterize edilen iki halkali
bir yapidir. Bu yap1 tropan alkaloidlerin ortak yapisal elemani olup, Sekil 2.2’de
gosterilen bisiklik azabisiklo-oktan iskeletidir (Lounasmaa ve Tamminen, 1993).

topan alkaloidlerinin genis halka sistemi

et G
Hy— C—t HO —CHy—C
i
skopolamin hiyosiyamin

Sekil 2.2. Bisiklik azabisiklo-oktan iskeleti (Lounasmaa ve Tamminen, 1993)



Tropan alkaloidlerinin biyosentezi poliamin putresin olusturmak i¢in orjinin
dekarboksilaz (ODC) ya da arjinin dekarboksilaz (ADC) tarafindan ornitinin ve/veya
arjininin dekarboksilasyonu ile baglar. ODC ve ADC'nin faaliyetleri fizyolojik ve
gelisimsel kosullara bagli olup, ayr1 ayr1 diizenlenmistir. ODC aktivitesi esas olarak
aktif olarak biiyiiyen dokularda hiicre boliinmesini diizenlerken, ADC aktivitesi ise
sekonder metabolik islemler, hiicre uzantisi ve stres tepkileriyle iliskilidir. Putresin N-
metiltransferaz (PMT), tropan alkaloidlerinin biyosentezinde putresinin S-adenozil
metiyoninin (SAM) bagimli N-metilasyonu tarafindan ilk kararli adimi katalize eder.
Temel yap1 olarak tropan g¢ekirdegi igeren biitiin sekonder metabolitlerde, L-ornitin
aminoasiti biyosentez kokeni ortaktir. Bu bilesik Sekil 2.3’de gosterildigi tizere ¢esitli
biyosentezlerden sonra, higrine doniisiirek tropan alkaloidlerinin sentezini olusturur
(Simone, 2008).
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Sekil 2.3. L-ornitinden tropan alkaloidlerinin sentezi (Simone, 2008)

Siyah banotu bitkisin de bulunan tropan alkaloidleri, yiiksek farmakolojik aktiviteleri
ve daha az yan etkiye sahip olmalar1 nedeniyle bircok ilacin bilesiminde
bulunmaktadirlar  (Drager, 2002). Bu ikincil metabolitler antikolinerjik,
antispazmodik, hipnotik ve sedatif etkilerinden dolay1 tip alaninda 6nemli bir yere
sahiptirler (Supria, 1998; Pitta Alvarez vd., 2000; Harrison ve Bartels, 2006; Tytgat
vd., 2007).

Daha ¢ok skopolamin olarak bilinen hiyosin, ilk olarak 1881°’de Scopola
carniolica'dan izole edilmis ve daha sonra siyah banotunda da tanimlanmistir. Bitkiler
aleminde Datura tiirlerinde sik¢a bu alkaloide rastlanmaktadir. Skopolamin,

hiyosiyaminin epoksiti olup, 6P-hidroksihiyosiyamin iizerinden hiyosiyaminden



biyosentezlenmektedir (Hashimoto ve Yamada, 1987a). Skopolamin esas olarak
glukuronidasyon ve ester fonksiyonu hidroliziyle metabolize olmaktadir. Skopolamin,
tibbi {iriinlerde belirli bir endikasyon araliginda kullanilmaktadir. Ozellikle
spazmolitik etkisinden dolayr hareket hastaliginin 6nlenmesinde ve intestinal
bozukluklarin tedavisinde skopolaminin n-biitilskopokolamin bromiir tiirevi
kullanilmaktadir. Ayrica preanestetik ilaglarda sik¢a kullanilan bir bilesen
oldugundan, bu baglamda skopolaminin tiikriik ve bronsiyal sekresyonlarda azaltic1 ve
baz1 sakinlestirici etkileri de bulunmaktadir (Grynkiewicz ve Gadzikowska, 2008).
Ayrica depresif semptomlar {izerine yapilan bir c¢alismada konvansiyonel
farmakoterapilere gore daha giiglii ve hizli antidepresan etkiler gosterdigi de tespit

edilmistir (Drevets vd., 2013).

Siyah banotunda bulunan bir diger tropan alkaloidi olan hiyosiyamin ise atropinin
levo-izomeri olup, atropinle benzer &zellikte etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Ebadi, 2007). Hiyosiyaminin baslica etkisi, merkezi sinir sistemi tiizerinde
goriilmektedir. Bu etkisi ile parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica hiyosiyamin gastrointestinal (mide-bagirsak) bozukluk durumunda iylestirici
ozellik gostermektedir (Pitta Alvarez vd., 2000). Bahsedilen bu iki tropan alkaloidinin
diinya iizerindeki kullanimlar1 g6z oniine alindiginda, skopolamin hiyosiyamine gore

10 kat daha fazla talep gérmektedir (Sevon vd., 2001).

Siyah banotunda ana metabolit alkaloidler olsa da bu bitkinin ayrica flavonoidler,
lignanlar, kumarinolignanlar, saponinler, gliseridler, glikozitler ve fenolik bilesikler
gibi farkli sekonder metabolitleri de i¢erdikleri ifade edilmektedir (Lunga vd., 2008;
Bahmanzadegan vd., 2009). Bitkilerin ikincil metabolizma tiriinleri olarak ifade edilen
fenolik bilesikler, bitkilerde diger bilesiklere oranla oldukga yiliksek miktarlarda
bulunmaktadir (Kafkas, 2006). Bitkisel kokenli materyallerde bulunan fenolik
bilesiklerin “fenolik asitler” ve “flavonoidler” olmak tiizere iki grubu bulunmaktadir
(Cemeroglu vd., 2004). Gilinlimiizde c¢ok sayida fenolik madde belirlenmis olup,
bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu flavonoidler olusturmaktadir (Cam ve Hisil, 2003).
Flavonoidler bitkilerde glikozit ya da aglikon seklinde bulunurken bazi durumlarda da
her iki formda da bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin bitki ve insan yasaminda degisik
ve ¢ok sayida fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bunlar arasinda dogal antioksidan 6zelligi

gostermeleri, bitkiler acisindan tehlikeli olan serbest radikallerin neden oldugu



reaksiyonlar1 inhibe etmeleri sonucunda kanser, kalp ve akciger hastaliklar1 gibi ¢esitli
hastaliklarin meydana gelmesine engel olmalari, bocek ve hayvan saldirilarina karsi
bitkiyi korumalari, bitkilere enerji saglayarak gelisimlerini tesvik etmeleri, bakteri ve
fungus gibi bitki patojenlerine kars1 bitkinin savunma mekanizmasi aktiflestirilmesi ve
biyotik ve abiyotik streslere karsi dayanimda gorev almalar1 sayilabilmektedir. Ayrica
bitkilerin kendine 6zgii aroma ve kokularinin olusmasinda da etkili olmaktadirlar
(Oguz, 2008; Mammadov, 2014). Siyah banotu bitkisinde bulunan alkaloidlerin ve
fenolik bilesiklerin bu 6nemli 6zelliklerinden dolay1 yiiksek kalite ve miktarda

tiretilmeleri biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.4. Siyah Banotu Bitkisinde In Vitro Sekonder Metabolit Uretiminin Onemi

Bitkiler tarafindan ¢esitli fizyolojik mekanizmalar sonucunda sentezlenen, fotosentez
ya da solunum gibi bitki agisindan hayati 6nem tasiyan olaylarin ger¢eklesmesi i¢in
mutlak gerekli olmayan sekonder metabolitler (Bourgaud vd., 2001), bitkilerin
cevresel kosullara uyum saglamasi, ekosistemle iliskilerini diizenlemesi, streslere
kars1 dayanim kazanilmasi gibi bitkinin savunma ve korunma mekanizmasinda gérev
almaktadirlar (Mulabagal ve Tsay, 2004). Siyah banotu bitkisinin kok, govde ve
yapraklarinda basta skopolamin ve hiyosiymin olmak iizere bulunan tropan
alkaloidlerinin farmakolojik Ozellikleri bu metabolitlerin yliksek miktarda elde
edilmesi geregini ortaya c¢ikarmaktadir (Drager, 2002). Fakat bu alkaloidlerin bitki
blinyesindeki miktarlarinin son derece diisiik olmasi, bunlarin ekonomik énemlerinin
daha ¢ok artmasina neden olmustur. Karmagik kimyasal yapilar1 nedeniyle sentetik
olarak elde edilmelerinin zor ve ekonomik anlamda neredeyse imkansiz olmasi, bu
bilesiklerin, bitkilerden kisa siirede ve ¢ok miktarda iiretilmesi geregini ortaya
cikarmaktadir. Dogadan bitkilerin toplanarak farkli yontemlerle bu metabolitlerin elde
edildigi geleneksel iiretim sisteminde, bitkilerden mikroorganizmalar ya da olumsuz
¢evre kosullar1 nedeniyle standart miktar ve kalitede metabolit elde edilememesi, saf
ve standardize bitki materyali kitlig1, mevsime baglilik, cografi kisitlamalar gibi bir¢ok
dezavantaji bulunmaktadir (Raman vd., 2004). Bitkilerin dogadan toplanmasi ile
yapilan tiretim seklinin bir diger dezavantaji da 6zellikle kok kaynakli metabolitlere
sahip bitkilerin zamanla yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya gelmesidir. Bu nedenle
geleneksel yontemlere alternatif iiretim sekillerinin aragtirilmasi sonucunda kontrollii

kosullarda standart miktar ve kalitede metabolit veriminin elde edilmesini saglayan



doku kiiltiirii teknikleri biiylik popiilarite kazanmaya baslamistir (Jones vd., 2009).
Sekonder metabolitlerin bitki hiicre ve doku kiiltiirleri ile elde edilmesi geleneksel
yontemlerle kiyaslandiginda, mevsime bagli olmaksizin yapilabilmesi, kiiltiir
sartlariin istenilen sekilde ayarlanabilir olmasi, ¢ok kii¢iik doku parcalarinin
kullanilabilmesi, standart verim ve Kkalitede triin alinabilmesi gibi ¢ok yonli
avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica dogada yetisen bitkilere yapilmasi miimkiin
olmayan, ancak metabolit verimini artiran uygulamalarin yapilabilmesi de in vitro
sekonder metabolit iiretiminin bir diger olumlu yoniinii olusturmaktadir. Besin
ortamlarinda ve Kkiiltiirel kosullarda yapilan degisiklikler, biiyiimeyi diizenleyici
madde uygulamalari, biyosentez yolundaki Onciil ya da ara maddeler ile sinyal
molekiilleri olarak gorev yapan elisitorlerin ortamlara ilave edilmesi bu uygulamalara

ornek olarak verilebilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Elisitorler, bitki hiicre kiiltiirlerinde, sekonder metabolit sentez yollarini etkileyerek
metabolit liretimini artirmak ve ayni zamanda daha yogun konsantrasyonlarda tiretimi
daha kisa siirede saglamak amaciyla kullanilan bitkide c¢esitli uyarimlar saglayan
bilesenlerdir (Erkoyuncu vd., 2015). Elisitorler, sinyal transdiiksiyon basamaklarini
aktif hale getirerek, ikincil bilesiklerin biyosenteziyle iliskili genleri aktif hale
getirmekte ve genlerin ifadesi sonucunda sekonder metabolit sentezi artmaktadir
(Zhao vd., 2002). Elisitorler, bitkinin dogal savunma mekanizmasini harekete
gecirerek antimikrobiyal 6zellikteki bazi bilesiklerin ve etki-tepi etkilesimi sonucunda
olusan fitoaleksinlerin birikimini tesvik etmektedirler. Fitoaleksin sentezin
baslamasinda enzimler gorev almakta ve bu enzimlerin harekete ge¢mesini ise
elisitorler saglamaktadir. Fitoaleksin sentezi ve birikiminin baglamasini saglayan
elisitorler biyotik ve abiyotik olmak iizere 2 grup altinda toplanmaktadirlar. Bitkilerde
fitoaleksin sentezine neden olan biyotik elisitérler grubuna; polisakkaritler, proteinler,
glikoproteinler, bakteri, mantar, maya ve bitkisel kaynakli hiicre duvar1 parcalanma
tiriinleri; abiyotik elisitorlere ise UV, kuraklik, tuz, agir metal iyonlari, jasmonik asit,
MelJA, salisilik asit, hidrojen peroksit gibi olumsuz ¢evre kosullar1 ve baz1 maddeler
ornek olarak verilebilir (Sokmen ve Giirel, 2001; Matkowski, 2008).

Bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin indiiksiyonu i¢in etkili bir elisitor
oldugu bilinen MeJA, jasmonik asidin metil esteri olup, kokulu ugucu formda bir

bilesiktir. MeJA'nin ugucu niteligi, bitki hiicresel tepkilerinde, bitki-otobur



etkilesimlerinde ve bitki-bitki etkilesimlerinde rol alma yeteneginin kesfine yol
acmistir (Cheong ve Choi, 2003). Ayrica MeJA, ¢esitli gelisimsel siireglere aracilik
edebilen biyotik ve abiyotik streslere karsi savunma sistemine sahip canli bir hiicresel

diizenleyici olarak da tanimlanmaktadir.

Ugucu yapist ve biyolojik zarlardan yayillma yetenegi géz oniine alindiginda MeJA,
antioksidan sistemler de dahil olmak {izere bitki savunma cevaplarini diizenleyen, bitki
ici iletisimlere aracilik edebilen 6nemli bir bitki hormonu olarak kabul edilmektedir
(Reyes Diaz vd., 2016). MeJA, sadece belirli sekonder metabolitlere 6zgii olmayip,
icinde flavonoidler, guaianolidler, antrakinonlar ve alkaloid sinifina giren ¢ok genis
yelpazedeki bir¢gok metabolitler iizerinde de etkili olmaktadir (Mirjalili ve Linden,
1996).

Jasmonatlar, tohum ¢imlenmesi, kdk gelisimi, verimlilik, meyve olgunlagsmasi ve
yaslanma gibi gelisimsel siirecleri diizenlemelerinin yani sira patojen saldirilari,
tuzluluk, kuraklik, diistik sicaklik gibi degisik ¢evresel streslere karsi bitki savunma
mekanizmasinda gorev almaktadirlar (Creelman vd., 1997). Bitkiler herhangi bir stres
faktoriine maruz kaldiginda, sinyal molekiilii olarak kabul edilen jasmonatlar,
sekonder metabolit, savunma proteinleri, hiicre duvari olusumunu diizenleyen genler
gibi farkli genleri etkileyerek (Cheong vd., 2003), bitkinin savunma sistemini harekete
gecirirler. Ozellikle in vitro sekonder metabolit iiretiminde digsal MeJA uygulamalart
ile dokularda MeJA miktar artirilmakta, boylece artan MeJA da bitkinin savunma
sisteminin dnemli bir pargasi olan ve tip, gida, ziraat, kozmetik gibi ¢ok farkli alanlarda
biiyiikk kullanim olanaklar1 sunan sekonder metabolitlerin {iretimini artirmaktadir
(Fernandez Marin vd., 2014; Cocetta vd., 2015). Nitekim digsal MeJA
uygulamalarinin, farkli bitki tiirlerinde tropan alkaloidleri (Saenz Carbonell ve Loyola
Vargas, 1996), benzofenantridinler (Gundlach vd., 1993), vinka alkaloidleri (Aerts
vd., 1996), antrakinon (Ozdamar Bicer vd., 2017), fenolik bilesikler (Cetin ve Goktiirk
Baydar, 2016; Demirci, 2017) gibi ¢ok farkli metabolitin sentezini artirdigi

belirlenmistir.
Son yillarda sekonder metabolit {liretiminde kullanilan bir diger bitkisel hormon da
brassinosteroidlerdir. ilk kez Grove vd. (1979), tarafindan kolza (Brassica rapa)

bitkisinin polenlerinde kesfedilen brassinosteroid (BR)’ler, steroid yapidaki yeni nesil
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bitki hormonu olarak kabul edilmektedir (Bajguz ve Tretyn, 2003; Michelini vd.,
2004). Yiiksek yapili 27, ilkel yapili 3 bitki familyasinda bulunan BR’lerin (Bajguz ve
Tretyn, 2003), yaklasik olarak 60 ¢esit analogunun bulundugu; ancak bunlar arasinda
en yaygin olanlarin 24-epibrassinolid (24-eBL) ve 28 homobrassinolid (28-hBL)
oldugu belirlenmistir (Vardhini ve Anjum, 2015).

Kolestanin hidroksile edilmis tiirevleri olan BR’lerin yapisal ¢esitlilikleri, C17 yan
zincirine ek olarak A ve B halkasi iizerine farkli gruplarin gelmesinden ileri
gelmektedir. BR’ler, yan zincir uzunluguna gore, C27, C28 ve C29 seklinde farkli
smiflara ayrilmaktadirlar. Yapisinda C27, C28 ve C29 steroidlerini tasiyan BR’ler,
birbirine benzer yan zincir yapilarina sahip olup, genel olarak 5 a-kolestan iskeletini
tasimaktadir (Sakurai, 1999). C27 BR’leri, C24 pozisyonunda alkil grubu
bulundurmayip kolesterolden {iretilmektedir. C28 BR’leri, C24 pozisyonunda bir
metilen, a-metil veya B-C28 BR’leri, C24 pozisyonunda bir metilen, a-metil veya
metil gruplarina sahip olup 24- metilenekolesterol, kampesterol ya da 24-
epikampesteroldan tiirevlenebilmektedir. C29 BR’leri, C24°de etil veya a-etil grubuna
sahiptir ve isofukosterol veya sitosterolden tiirevlenmektedir. Ayrica, C24’de bir
metilen ve C25’de ilave bir metil grubu igeren C29 BR’leri, 25-metil-24-
metilenekolesterolden tiirevlenmektedir (Yokota, 1997). C28 BR’lerin ara bilesikleri,
bitkilerde en yaygin bulunan formlardir (Sakurai, 1999). Bitkilerin tiim kisimlarinda
biyosentezi  yapilabilen = BR’ler, polen, ¢igek  tomurcuklari, = meyveler,
tohumlar, vaskiiler kambiyum, yapraklar, siirglinler ve kokler gibi farkli bitki

kisimlarinda bulinmaktadirlar (Bajguz ve Tretyn, 2003).

BR'ler o6nciil olarak kampesterol (CR) iceren bitki sterollerini kullanarak
sentezlenmektedir (Fujioka ve Yokota, 2003) (Sekil 2.4). Brassinolid, BR'in en etken
formu olup sentezi kampesterolden birden fazla yol ile ger¢eklesmektedir. Yapilan
aragtirmalar, kampesterolden kastasterona erken ve ge¢ C-6 oksidasyon yolag:i olmak
tizere 2 tane iligkili paralel yolak oldugunu ortaya koymustur. Son adimlarda,
kastasteron B halkasinin laktonlagsmasiyla brassinolide doniistiiriilmektedir. BR
biyosentezindeki oksidasyon adimlarindaki bilesikler sitokrom P450 monooksigenaz
enzimleri araciligiyla sentezlenmektedir. C-22, C-23 hidroksilasyon ve C-6
oksidasyon reaksiyonlart BR biyosentezinde temel diizenleyici gorevindedirler (Divi

ve Krishna, 2009).
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Sekil 2.4. BR biyosentez asamalar1 (Divi ve Krishna, 2009)

Bitkilerde organa 6zel diizenlemede, BR biyosentez genlerinin ifadesi gdz oniinde
alindiginda BR6ox ve DWF4 genlerinin ifadelerinin maksimum seviyede siirgiin uclari
ile meyvede olusu, geng ve gelismekte olan organlarda BR’nin asir1 bir sekilde sentez
edildigini gostermektedir (Bajguz, 2007; Divi ve Krishna, 2009). Bunlarin yanisira BR

biyosentezinin hiicre i¢i yerlesimi heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

Bitkilerde pek ¢ok steroid tanimlanmasina karsin, sadece BR’lerin bitkiler aleminde
genis bir dagilima ve digsal olarak uygulandiklari zaman biiylimeyi tesvik edici
aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Mandava, 1988). Bitki fizyolojisinde
BR'lerin oynadigi onemli roller arasinda hiicre uzamasi ve farklilagmasi, polen
tipliniin  gelisimi, niikleik asit ve protein sentezini aktive etmeleri, bitkilerin
antioksidatif savunma sisteminin aktivasyonu ve fotosentezin diizenlenmesi ile
membran polarizasyonu yer almaktadir (Sasse, 2003; Yu vd., 2004; Xia vd., 2006;
Saini vd., 2015). Bunlarin yani sira BR’ler tohum ¢imlenmesi, senesens, absisyon ve
olgunlagma gibi gelisimsel olaylarda da gorev almaktadirlar (Mandava, 1988; Clause
ve Sasse, 1988). Yapilan ¢alismalarda BR'lerin dikotlarda epikotillerin, hipokotillerin
ve pedinkiillerin; monokotlarda ise koleoptillerin ve mezokotillerin uzamasini artirdigi
bildirilmistir (Mandava, 1988; Clouse, 1996).

Bitki gelisimine ek olarak BR’ler biyotik ve abiyotik stres altindaki bitkilerin
antioksidatif savunma sistemini aktif hale getirerek, hayatsal faaliyetlerin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol almaktadirlar (Krishna, 2003; Bajguz, 2009; Sharma vd.,

2015; Shahzad vd., 2018). Bu islevi BR'lerin, bitki savunmasinda rol oynayan genlerin
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ekspresyonunu etkileyerek gerceklestirdikleri bilinmektedir (Bari ve Jones, 2009).
Ayn1 zamanda BR’lerin biz insanlar i¢in dogal antibiyotik niteligindeki antioksidant
Ozellik gosteren sekonder metabolitlerin bitkilerdeki sentezini artirc1 yonde
etkilerininde oldugu yapilan caligmalarca tespit edilmistir. Sinirli sayidaki bu
calismalardan birinde Farooq vd. (2009), kuraklik stresi uygulamis olduklar celtik
bitkisine uygulamis olduklar1 24-eBL ve 28-hBL’nin bitkilerde yaprakta su tutma
kapasitesi ve CO; kullanimu ile antioksidan 6zellikteki ¢oziinebilir fenolik bilesikler
Ve antosiyanin igeriginin de arttigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte kuraklik stresi
altindaki ¢eltik bitkisinde digsal 24-eBL uygulamasinin, antosiyanin miktarini
(Frarooq vd., 2010), tuz stresi altindaki nane bitkilerinde ise ugucu yag ve fenolik

bilesik miktarlarini artirdigi (Coban ve Goktiirk Baydar, 2016) rapor edilmistir.

Ayrica BR’ler kanser hiicreleri iizerinde segici ve elemine edici 06zellik
gostermelerinden dolay1 herhangi bir yan etki riski gostermeksizin, bir¢ok kanser
hastaliginin tedavisinde basariyla kullanilabilmekte boylece tipta ve eczacilik alaninda
onemli bir yer almaktadirlar. BR’lerin tarimsal liretimde de etkili bir sekilde
kullanildiklar ve problem olarak goriilen pestisitlerin kalintilarin1 azaltici ya da yok
edici ozellik tasidiklar bilinmektedir (Khripach vd., 2000). Boylece iiretimde verim
ve kalitenin azalmasi sonucu ciddi sorunlara neden olan hastalik ve zararlilara kars1
kimi zaman kaginilmaz olan pestisit uygulamasinin en biiylik problemi olan kalintt
sorunu da bu sekilde hafifletilmis olmaktadir. Ozetleyecek olursak BR’ler toksik
ozellik gostermeyen pestisit kalintilarin1 azaltan c¢evre dostu gelecek i¢in umut

vaadeden bilesiklerdir.

2.5. Tropan Alkaloidlerince Zengin Bitki Tiirlerinde Sekonder Metabolit

Verimini Artirmak Amaciyla Yapilan Calismalar

Tropan alkaloidlerinin sentezini artirmak amaciyla in vitro kosullarda ve farklh
bitkilerde yapilmis olan digsal uygulamalara iliskin arastirmalar asagida kisaca

Ozetlenmistir:
Siyah banotunda ise tropan alkaloidlerinin miktarin1 artirmaya yonelik uygulamalarin
yapildigr in vitro calismalarin son derece kisitli oldugu goriilmektedir. Bu

calismalardan birinde Hashimoto ve Yamada (1987b) in vitro kosullarda tropan

13



alkaloid olusumunu artirmak amaciyla, siyah banotu siispansiyon kiiltiirlerini
kullanmiglardir. Arastirmada White besin ortaminin hiicre biiylimesini inhibe ederken,
hiyosiyamin igerigini arttirdig1 tespit edilmistir. Bu sonuglarin White ortamindaki
diisiik konsantrasyonlardaki azot ve fosfattan kaynaklandigi belirtilmistir. Fosfat
konsantrasyonu 0.2 mM'ye azaltilan ve oksin kullanilmayan modifiye LS ortaminda
%0.05 oraninda hiyosimamin elde edilmistir. Onciil maddelerin alkaloid olusumu
tizerindeki etkilerinin de incelendigi arastirmada, N-metilputresin, tropin, fenilalanin
ve tropik asit kullanilmistir. Ancak bu 6nciillerin tesvik edici etkisinin kullanilan 6nciil
maddeye, konsantrasyona ve uygulamanin yapildigi déneme gore onemli Olciide
degistigi tespit edilmistir. Arastirmada biiyiime diizenleyicilerden naftalin asetik asit
(NAA)’in ise hiicre biiylimesini desteklerken, hiyosiyamin olusumunu inhibe ettigi

bildirilmistir.

Datura stramonium bitkisine ait hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde tropan
alkaloidlerinin iiretimi arastirilmistir (Ballica vd., 1993). Bu amacgla elisitor ve ¢esitli
onciil maddeleri kullanilmistir. Biyotik bir uyaricit olan Phytophotora megasperma
uygulamasi sonucunda tropan alkaloid miktarinin kontrol bitkilerine kiyasla 5 kat
arttig1 tespit edilmistir. Diger yandan fenilalanin ve ornitinin kiiltlir ortamina ilavesinin
kontrole gore alkaloid miktarin1 5 kat, tropik asit miktarlarin1 ise 7 kat arttirdigi

sonucuna varilmistir.

Hyoscyamus muticus'un transforme edilmis kok kiiltiirleri biiyiime diizenleyici
icermeyen ortamlarda yetistirildiginde, genellikle yiiksek miktarlarda hiyosiyamin
tirettiginin belirlendigi arastirmada (Vanhala vd., 1998), ortamlara ilave edilen
biiyiime diizenleyicilerinin biiyiime, kok fenotipi ve tropan alkaloid birikimi {izerine
etkileri de incelenmistir. Sagak kok kiiltlirlerinin, 0.01 ile 5 pmol/l konsantrasyon
araliginda digsal oksin uygulamalarini tolere ettiginin belirlendigi arastirmada, kok
biiylimesinin indol asetik asit (IAA) ve naftalen asetik asit (NAA)'den 6nemli olcilide
etkilenmedigi; ancak alkaloid birikimini, oksin icermeyen ortamlardaki koklere
kiyasla iki katina ¢ikarttig: tespit edilmistir. Optimum [A A konsantrasyonlarinda (0.1-
1.0 pmol/l) maksimum hiyosiyamin miktar1 117 mg/l ve skopolamin igerigi de 0.2
mg/l olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan koklerde igsel oksin i¢eriginin maksimum
tropan alkaloid birikimi i¢in yeterli olmadigi sonucuna varilmigtir. Sitokinin

uygulamalarinin ise kok fenotipi ve biiyliime hizi ile alkaloid birikimini etkilemedigi;
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absisik asit (ABA) ve gibberellik asit (GAz) uygulamalarinin hiyosiyamin birikimini
siddetle inhibe ettigi tespit edilmistir. Ancak bu durumun ABA ve GAz uygulamalari
ile ortaya ¢ikan kok morfolojisindeki degisikliklerle iliskili olmadig1 belirtilmistir.

Zebatekis vd. (1999), Datura stramonium bitkisine ait kok kiiltiirlerinde tropan
alkaloidlerinin ~ birikimi  iizerine MeJA, maya ekstrakti elisitorleri ile
oligogalakturonidlerin etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda 0.1 uM MeJA
uygulamasinin, kontrol grubu koklerinde 12.16 umol/g olarak tespit edilen
hiyosiyamin miktarmi 22.14 pmol/g’a, 2.45 umol/g olan skopolamin miktarin1 6.14
umol/g’a, 1.19 umol/g olan littorin miktarini ise 3.70 pmol/g’a ¢ikartarak alkaloidlerin

birikimi {izerine en etkili uygulama oldugu belirlenmistir.

Datura inoxia bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde hiyosiyamin alkaloidinin birikimi
tizerine L-ornitin, L-arjinin, L-fenilalanin, DL-B-fenilasetik asit ve tropinon onciil
maddeleri ile tween 20 uygulamalarinin etkilerini inceleyen Boitel Conti vd. (2000),
BS5 temel besin ortamini kullanmislardir. Arastirmada Tween 20 kullanilmadiginda 0.5
mM konsantrasyonunda besin ortamina eklenen Onciil maddelerin hiyosiyamin
iretimini uyarmada etkisiz oldugu belirlenmistir. Ancak ortama Tween 20 ile birlikte
ilave edilen L-fenilalaninin alkaloid birikimini hem koklerde hem de ortamda artirdigi

tespit edilmistir.

Brugmansia candida bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde alkaloid tiretimini artirmak
amactyla ¢esitli biyotik ve abiyotik elisitorlerin etkisini inceleyen Pitta Alvarez vd.
(2000), salisilik asit (SA), glimiis nitrat (AgNO3), maya ekstrakti, kalsiyum kloriir
(CaClz), kadmiyum kloriir (CdCl2) uygulamalarinda bulunmuslardir. Bu
uygulamalardan SA’nin skopolamin ve hiyosiyamin birikimini sirasiyla 2 ile 12 kat
arasinda artirdiginin belirlendigi arastirmada, AgNO3’lin skopolamin miktarini 5,
hiyosiyamin miktarini ise 8 kat artirdig tespit edilmistir. AgNO3 ve SA’nin etilen
tizerindeki inhibe edici etkilerinin bu tepkilerden kismen sorumlu olabilecegi
diistiniilmiistiir. Maya ekstrakti, her iki alkaloidin hiicre i¢i igerigini yaklasik 3 kat,
Ozellikle de skopolamin tliretimini 7 kat arttirmistir. CaCly, alkaloid birikimi {izerinde
cok az etkiye neden olurken, CdCl; ise skopolomin ve hiyosiyamin iiretimini sirastyla
3 ve 24 kat artirdigi ancak biiyiimeyi onemli olgiide engelledigi saptanmustir.

Arastirma sonucunda Brugmansia candida sagak koklerinin, alkaloid iiretiminin
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artirtlmas1 bakimindan biyotik ve abiyotik elisitorlere karsi hassas oldugu tespit

edilmistir.

Yine Brugmansia candida bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde yapilan diger bir
calismada ise, tropan alkaloidlerinin birikimi ve salinimi iizerine 2.5 ve 25 pg/ml
jasmonik asit ile 25 ve 250 mM konsantrasyonlarindaki aliiminyum kloriir (AICI3)
elisitor olarak kullanilmistir. Arastirmada 19 giinliik sacak kok kiiltlirlerine 6nce 24 ve
48 saat boyunca jasmonik asit uygulamasi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda 24
saat boyunca 25 pg/ml jasmonik asit uygulamasinin hiyosiyamin salinimini yaklagik
olarak %1200 arttirdigi; diger yandan 48 saat boyunca 2.5 pg/ml konsantrasyonunda
uygulanan jasmonik asitin ise skopolamin birikiminde %30’luk bir artis meydana
getirdigi belirlenmistir. Diger bir elisitor olan AICI3’tin 25 mM ve 250 mM
konsantrasyonlarinda yapilan uygulamalarinda ise Brugmansia candida bitki
koklerindeki hiyosiyamin ve skopolamin birikimi sirastyla % 43 ve % 83 oraninda
artarken; 48 saat boyunca 250 mM konsantrasyonunda uygulanan AICl3
uygulamasinin ise ortamdaki skopolamin iiretimini yaklagik olarak %150 arttirdig

gbzlemlenmistir (Spollansky vd., 2000).

Agrobacterium rhizogenez araciligi ile kok olusumu uyarilan Atropa belladonna
bitkisinde SA uygulamasmin tropan alkaloidlerinin miktar1 {izerine etkilerinin
arastirildig ¢alismada (Lee vd., 2001), temel besin ortami olarak 2 MS besin ortami
kullanilmistir. 18 giinliikk kok kiiltiirlerinin bulundugu ortama 0.2 mM ve 2 mM
konsantrasyonlarinda ilave edilen SA uygulamasi sonrasinda kiiltiirler 1., 3. ve 7.
giinlerinde hasat edilmislerdir. 0.2 mM SA uygulamasinin koklerdeki toplam tropan
alkaloidlerinin igeriginde kontrol grubundaki koklere kiyasla herhangi bir degisime
neden olmadig1 saptanmistir. Diger yandan 2 mM SA uygulamasi sonucunda 1., 3. ve
7. giinlerinde yapilan analiz sonucunda, koklerdeki alkaloid igeriginin SA
uygulanmamis kontrol koklerine kiyasla sirastyla %35, %80 ve %90 oraninda azaldig1

tespit edilmistir.

Solanaceae familyasina ait diger bir bitki olan Scopolia parviflora’nin adventif kok
kiiltiirlerinde biyotik uyaricilarin hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerinin olusumu
tizerine etkilerini arastiran Jung vd. (2003) bitkiyi 2 tane gram pozitif ve 1 tane gram

negatif bakteri susu ile 3 giin boyunca kiiltiire almislardir. Elisitasyon uygulamalarinin
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12., 24. ve 48. saatlerinde alkaloid analizlerinin yapildig1 ¢alismada, 12 saat boyunca
gram pozitif suglarin uygulanmasi ile maksimum skopolamin {iretiminin ger¢eklestigi
Ozellikle S. aureus ile muamelenin ayni zaman periyodundaki kontrol koklerine
kiyasla skopolamin tiretiminde 2.8 kat artisa yol agtig1 belirlenmistir. Diger incelenen
bir alkaloid olan hiyosiyaminin ise S. aureus ve P. aeruginosa biyotik uyaricilarinin
etkisiyle kontrol koklerindeki miktarina kiyasla azaldig1 ve uygulamadan 48 saat sonra

ise hig tespit edilemedigi saptanmustir.

Hank vd. (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada %3 siikroz igeren 2 MS ortami {izerinde
yetistirdikleri Atropa belladonna in vitro kiiltiirlerini Agrobacterium rhizogenes
R1601 hatt1 ile enfekte ederek 2 ay igerisinde olusturulan sacak kokleri B5 besin
ortaminda alt kiiltlire almislardir. Sagak kdklerin biiylimesi ve kdklerde bulunan tropan
alkaloidlerinin birikimi {izerine magnezyum siilfat (MgSO4)’1n etkilerinin incelendigi
arastirmada, 0, 125, 250, 500, 1000 mg/l konsantrasyonlarda MgSO4 uygulamasi
yapilmistir. Yapilan uygulamalar sonucunda koklerdeki en fazla hiyosiyamin igerigi,
125 mg/L MgSOy igeren ortamda %0.8-0.9 iken maksimum skopolamin igerigi ise
1000 mg/l ve 125 mg/l MgSO4 uygulamasinda tespit edilerek sirasiyla %0.016-0.018
olarak belirlenmistir. Diger yandan en yiiksek sacak kok olusumu K9 klonunda 500
mg/l MgSOs ilave edilmis ortamda (yas agirlik: 4.18 g, kuru agirlik: 0.23 g) ve K8
klonunda da 125 mg/l MgSOs ilave edilmis ortamda (yas agirlik: 13.63 g, kuru agirlik:
0.73 g) elde edilmistir.

Scopolia parviflora bitkisine ait adventif koklerde hiyosiyamin ve skopolamin
alkaloidlerinin tiretimini artirmak amaciyla SA ve MeJA’nin etkilerini arastiran Kang
vd. (2004), BS besin ortaminda kiiltiire aldig1 adventif koklere 0.01, 0.1, 1.0 ve 2.0
mM konsantrasyonlarinda MeJA ve SA uygulamalar1 yaparak; 0.5., 12., 24., 48. ve
72. saatlerde hasat etmislerdir. HPLC ile yapilan analizler sonucunda 1.0 mM MeJA
uygulamasimin en yiiksek skopolamin (703.4 pM) ve hiyosiyamin (1690.2 uM)
birikimini sagladigini tespit etmislerdir. 72 saatlik 2.0 mM MeJA uygulamast ile kiiltiir
ortamina salman hiyosiyamin igeriginin kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda
%700’e ulastig1 belirlenmistir. Arastirmada kullanilan diger bir elisitor olan SA’in 1.0
mM konsantrasyonunda 24 saat boyunca uygulanmasmin koklerdeki skopolamin
icerigini maksimum degerlere ulastirdig, ardindan hizla diisiirdiigii belirlenirken 0.01

mM SA’in ise skopolamin tiretimini kontrol bitkilerine kiyasla %40 oraninda arttirdig1
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tespit edilmistir. Ayrica 12 saatlik SA uygulamasinda skopolaminin kiiltiir ortamina
saliiminin basladig1 ve 48 saat sonunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat arttirdig
goriilmiistiir. Sonug olarak MeJA ve SA’in putresin N-metilltransferaz (PMT) ve
hiyosiyamin 6f-hidroksilaz (H6H) anahtar enzimlerinin sentezini dogrudan veya
dolayli olarak diizenledigi ve buna bagli tropan alkaloidlerinin tiretimi ile kiiltiir

ortamina salinimini uyardig1 sonucuna varilmistir.

Zayed ve Wink (2004), yapmis olduklar1 ¢alismada Agrobacterium rhizogenez
transferi yapmis olduklari Solanaceae familyasina ait Brugmansia suaveolens bitki
koklerindeki alkaloid miktarini arttirmak amaciyla 10, 50, 100 ve 200 pM
konsantrasyonlarinda MeJA, kuersetin ve SA uygulamasi yapmislardir. Tropan
alkaloidlerinin miktar ve profilinin GLC-MS ile analiz edildigi arastirmada 18 farkli
alkaloide rastlanmistir. Arastiricilar kiiltiirlerin 200 uM MeJA ile muamelesi
durumunda alkaloid birikiminin stres uygulamas1 yapilmamis kontrol grubu bitkilerine
gore 25 kat artarak 1 mg/g agirliga ulastigini, kuersetin uygulamalar: ile alkaloid
liretiminin 24 saat i¢inde 10 kat artarak taze agirlik cinsinden 0.4 mg/g’a yiikselttigi
belirlenmistir. Alkaloidlerin verimi iizerine olumsuz etki gosteren 100 uM SA

uygulamasinin ise alkaloidlerin taze agirhigimi 1 pg/g’a diistirdiigii tespit edilmistir.

Datura metel L. bitkisinde farkli elisitorlerin tropan alkaloidlerinin birikimi {izerine
etkilerini aragtiran Ajungla vd. (2009), 1.2 uM IAA ilave edilmis B5 besin ortamini
kullanarak yaprak eksplantlarindan kok kiltiirleri olusturmuglardir. 6 hafta boyunca
kiiltirlere biyotik elisitér olarak Aspergillus niger, Alternetia sp., Fusarium
monoliferme ile maya ekstrakti ve abiyotik elisitor olarak da SA, AlCls, CaCl,, sodyum
kloriir (NaCl), sodyum siilfat (Na2SOs4) uygulamasi yapmislardir. Arastirma
sonucunda kontrol bitkilerindeki 1.39 mg/g hiyosiyamin ve 0.069 mg/g skopolamin
miktarlarinin, 500 uM SA uygulamasi ile sirasiyla 4.35 mg/g ve 0.28 mg/g ile en
yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir. Biyotik uyaricilar arasinda ise en yiiksek
alkaloid miktar1 0.75 g/l maya ekstrakti uygulamasi ile elde edildigi ve bu uygulama
ile hiyosiyaminin miktarinin 3.17 mg/g, skopolaminin miktarinin ise 0.16 mg/g olarak

gerceklestigi tespit edilmistir.
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Hyoscyamus muticus bitkisine ait kallus kiiltiirlerinde hiyosiyamin ve skopolamin
alkaloidlerinin birikimini artirmak amaciyla farkli karbon kaynaklari olarak glikoz (10,
100, 200 mM) ile sakkaroz (43, 86, 172 mM), onciil madde olarak tropik asit (0.25,
0.5 mM) ve elisitor olarak da maya ekstrakt1 (0.5, 1, 2 g/1) kullanilmistir. Arastirma
sonucunda en yiiksek alkaloid i¢eriginin 43 mM sakkaroz, 0.5 mM tropik asit ve 2 g/l
maya ekstraktindan elde edildigi tespit edilmistir (Ibrahim vd., 2009).

Pavlov vd. (2009), diploid ve tetraploid Datura stramonium L. sagak kok kiiltiirlerinde
nitrat (NOz-), potasyum fosfat (KH2PO4) ve sakkarozun hiyosiyamin biyosentezi
tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. NOz-, 31 ve 47 mM arasinda, sakkaroz 20 ile 40
g/l arasinda diploid bitkiler i¢in uygulanirken, 31 ve 47 mM arasinda NOs-, 0.50 ve
1.25 mM arasinda KH2PO4 ve 50-70 g/l sakkaroz tetraploid bitkilerin sagak kok
kiiltiirlerinde uygulanmistir. En yiiksek hiyosiyamin icerigi diploid bitkilerin sagak
koklerinde 1.10 g/l KNOg, 0.17 g/l KH2PO4 ve 40 g/l sakkaroz igeren ortamlardan elde
edilirken, tetrapolid bitkilerin sacak kok kiiltiirlerinde ise 1.10 g/l KNO3z, 0.17 g/l
KH2PO4 ve 50 g/l sakkaroz iceren ortamlarda tespit edilmistir.

Brugmansia candida sagak koklerinde skopolamin ve anizodamin miktarini artirmak
icin 1.5 I hacmindeki biyoreaktorleri kullanan Cardillo vd. (2010), biyoreaktorlerde
kiiltiire alman kok kiiltlirlerinin erlenmeyerler i¢inde yapilan kiiltlirlere kiyasla
biyokiitle ve alkaloid birikiminin daha ytliksek oldugunu belirlemislerdir. Arastirmada
ayrica anizodaminin baskin alkaloid oldugu ve biyoreaktor sisteminde anizodamin

miktarinin 10.05 mg/g’ye ulastig1 tespit edilmistir.

Datura metel L. bitkisine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde c¢esitli uyaricilarin
hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerinin birikimi {izerine etkileri Zimare ve
Malpathak (2011) tarafindan arastirilmistir. Arastiricilar bu amagla SA’y1 0.1, 0.25 ve
0.5 mM, maya ekstraktin1 100, 200 ve 400 mg/l konsantrasyonlarinda 24, 36 ve 48 saat
boyunca uygulamislardir. Yapilan analizler sonucunda en yliksek hiyosiyamin ve
skopolamin igeriginin 0.25 mM SA ile 36 saat boyunca muamele edilen kiiltlirlerde
goriildiigi belirlenmis ve bu degerler sirasiyla 0.254 mg/g ve 8.588 mg/g olarak
bulunmustur. Maya ekstraktinin 36 saat siireyle 200 mg/l oraninda uygulamasinin

alkaloidlerin miktar1 iizerine SA’ya benzer bir etki gosterdigi, bu uygulamada
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hiyosiyamin ve skopolamin miktarlarinin sirasiyla 0.224 mg/g ve 8.490 mg/g olarak

gerceklestigi tespit edilmistir.

Hyoscyamus muticus tiiriinde yapilan bir diger ¢alismada, kiiltiir ortam1 ve farkli
sakkaroz konsantrasyonlarinin sagak kok olusumu ve tropan alkaloidlerinin birikimi
tizerine etkileri incelenmistir. Arastirmada besin ortami olarak ayni biiylime
diizenleyicilerini iceren MS ile B5 besin ortamlarina 20, 30, 40, 50 ve 60 g/l olacak
sekilde farkli konsantrasyonlarda sakkaroz ilavesi yapilmistir. Diploid bitkiler i¢in en
yiiksek sacak kok olusumu 30 g/l sakkaroz ilave edilmis B5 ortaminda 19.40 g/l ve
MS ortaminda 17.32 g/l olarak bulunurken; tetraploid klonda ise en yliksek sagak kok
olusumu 40 g/l sakkaroz ilave edilmis B5 besin ortaminda 18.77 g/l ve 50 g/I sakkaroz
ilave edilmis MS besin ortaminda 17.26 g/l olarak 6l¢iilmiistiir. Alkaloid miktarlarina
bakildiginda ise maksimum alkaloid veriminin, 60 g/l sakkaroz ilave edilmis MS besin
ortaminda ve 40 g/l sakkaroz ilave edilmis B5 ortaminda ve tetraploid klonlarda
belirlenmis olup, skopolamin 13.87 mg/l ve hiyosiyamin 107.7 mg/l olarak tespit
edilmistir (Deghan vd., 2012).

Siyah banotu bitkisinde farkl: elisitorlerin hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerinin
miktarlarina olan etkilerinin incelendigi bir diger arastirmada (Aljibouri vd., 2012),
eksplant olarak yapraklardan elde edilen kalluslar kullanilmigtir. Sakkaroz, sodyum
kloriir, prolin ve BA uygulamalarinin yapildig1 arastirmada, tropan alkaloidlerinin
miktarlar1 HPLC ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda kontrol grubu kalluslarda
81.25 ppm olan hiyosiyamin miktarinin, 50 ve 100 mg/I prolin uygulamasu ile sirastyla
128.40 ppm ve 90.42 ppm ile maksimum degerlere ulastig1 tespit edilmistir. Diger
yandan kontrol bitkilerinde 56.93 ppm olan skopolamin miktarinin, 50 g/l sakkaroz
uygulamasinda 130.39 ppm’e 200 mg/l NaCl uygulamasi ile 151.97 ppm’e, 50 mg/I
prolin uygulamasi ile 174.00 ppm’e ve 100 mg/1 prolin uygulamasi ile de 141.84 ppm’e

ulastig1 belirlenmistir.

Hong vd. (2012), siyah banotu bitkisine ait kok kiiltiirlerinde tropan alkaloitleri olan
skopolamin ve hiyosiyamin {iretimi {izerine kazein hidrolizat, maya ekstrati, d-sorbitol
ve kitosan uygulamalarinin etkilerini incelemislerdir. 3 haftalik kok kiiltiirlerinden
elde edilen kok pargalarina kazein hidrolizat1 5.0 g/l olacak sekilde uygulanmis ve

kontrol grubu bitkilerindeki 16.36 mg/g olan hiyosiyamin miktar1, 11.07 mg/g ve
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35.06 mg/g olan skopolamin miktarini ise 25.08 mg/g olarak degistirmistir. Diger bir
elisitdr olan d-sorbitoliin 5.0 g/l uygulamasi ise kontrol grubundaki 16.42 mg/g olan
hiyosiyamin miktarmi 20.04 mg/g ‘a ve 16.38 mg/g olan skopolamin miktarini ise
22.75 mg/g’a ¢ikardigi belirlenmistir. Kitosanin alkaloid tiretimini baskiladigi, 0.5 g/l
konsantrasyonunda uygulanan maya ekstratinin ise kontrol grubundaki 10.36 mg/g
olan hiyosiyamin miktarini 13.26 mg/g’ a ve 18.98 mg/g olan skopolamin miktarini

30.40 mg/g’a yiikselttigi saptanmustir.

Siyah banotu bitkisi kok kiiltlirlerinde tropan alkaloidlerinin {iretimi ve riboflavin
atilimi iizerine kalsiyum, magnezyum ve demir iyonlarinin etkilerini arastiran
Pudersell vd. (2012), bitkiyi MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Yapilan analizler
sonucunda artan magnezyum ve kalsiyum iyon konsantrasyonlarinin kiiltiir ortaminda
skopolamin iiretimini arttirdigr belirlenirken, buna karsin magnezyumun hiyosiyamin

tiretkenligi lizerinde negatif bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

Yine siyah banotunda yapilan bir diger calismada materyal olarak in vitro bitkicikler
kullanilmis olup; bu bitkiciklere, Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens
bakteri suslar1 inokiile edilmistir. Bu bitkiciklere ayn1 zamanda %30, %60 ve %90
olacak sekilde 3 farkli dozda su stresi uygulayarak, bitkiciklerde antioksidant enzim
aktivitesi ve metabolit birikimlerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda,
Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens suslari ile inokiilasyonun su
stresinin bliylime iizerine meydana getirdigi olumsuz etkileri azalttig1 belirlenirken;
kok ve yaprakta dlciilen siiperoksit dismiitaz ve peroksidaz aktivitelerinin 3 farkli su
stresi altina her iki bakteri susu uygulanan bitkilerde arttig1 belirlenmistir.
Alkaloidlerin miktarmin da incelenmis oldugu ¢aligmada, toplam hiyosiyamin ve
skopolamin miktarinin en fazla %30’luk su stresi uygulanmis ve Pseudomonas putida
susu ile muamele edilmis bitkiciklerden elde edildigi ve kontrol grubunda 16.960 mg
olan toplam alkaloid miktariin bu kosullarda 25.711 mg’a ¢iktig1 tespit edilmistir
(Ghorbanpour vd., 2013a).

Besin ortamina ilave edilen biiyiime diizenleyici maddelerin siyah banotu bitkisinde
hiyosiyamin ve skopolamin birikimi {izerine etkilerinin incelendigi bir aragtirmada
(Ghorbanpour vd., 2013b), silirglin ucu Kkiiltiirlerine 0.5, 1 ve 2 mg/l
konsantrasyonlarinda oksin (IAA, 2.4 diklorofenoksi asetik asit IBA, NAA) ve
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sitokinin (kinetin, BA) uygulamalar1 yapilmistir. Alkaloid analizinin GS-MS
yontemiyle yapilmis oldugu arastirmada, 0.5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA
konsantrasyonlarinin koklerde en yiiksek hiyosiyamin (%0.2 KA) ve skopolamin (%
0.76 KA) miktarmin elde edilmesini saglayan uygulamalar oldugu belirlenirken;
siirglinlerde ise 1 mg/l BA ve 0.5 mg/l IBA konsantrasyonlarinda en yiiksek
hiyosiyamin (%0.394 KA) ve skopolamin (% 0.234 KA) miktarinin elde edildigini
tespit edilmistir. Ayrica maksimum toplam alkaloid veriminin de 0.5 mg/l NAA ile 1

mg/l BA igeren besin ortaminda 0.269 mg/1 ile elde edildigi saptanmustir.

Jaremicz vd. (2014), siyah banotu sacak kok kiiltiirlerini kabarcikli siitun biyoreaktorii
ve hibrid (kabarcik siitun/sprey) biyoreaktdrii olmak {izere 2 farkli biyoreaktor
sisteminde kiiltiire alarak alkaloid iiretimi acisindan degerlendirmislerdir. Hibrit
biyoreaktorde 0.67 mg/g ile en yiiksek anizodamin miktar1 elde edilirken, en yiliksek
skopolamin (5.3 mg/g), hiyosiyamin (1.6 mg/g kuru agirlik) ve kuskohidrin (26.5
mg/g) kabarcikli siitun biyoreaktoriinden elde edilmistir. Her iki biyoreaktor
sisteminde de benzer skopolamin (1 ve 0.98 mg/giin) ve kuskohidrin (5 ve 5.4 mg/giin)
miktarlart elde edilirken, anizodamin birikiminin hibrid biyoreaktérde 3.5 kat daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Elisitor olarak kullanilan MeJA hibrit biyoreaktorde
kiiltiire alinan koklerde skopolamin iiretimini %146 arttirirken; dimetil siilfoksit ise
skopolamin miktarin1 4, hiyosiyamin miktari1 5, anizodamin miktarmi 25 ve

kuskohidrin miktarini 28 kat artirdig1 saptanmustir.

Khater ve Elasthokhy (2015), yapmis olduklar1 calismada Hyoscyamus aureus
bitkisinde farkli biyiime diizenleyicilerinin kallus olusumu ve alkaloid birikimi
tizerine etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar in vitro ortamda ¢imlendirilen
tohumlardan alinan yaprak eksplantlarini i¢inde farkli konsantrasyonlarda 2,4-D,
NAA ve TAA igeren ortamlarda kiiltiire almislardir. Arastirma sonucunda maksimum
kallus agirligi 2 mg/l NAA ilave edilmis MS besin ortaminda 1.817 g olarak
belirlenirken 1 mg/l 2,4-D igeren besin ortaminda ise 1.141 g olarak bulunmustur.
Kalluslardaki alkaloid miktarlarina bakildiginda ise artan 2,4-D konsantrasyonlarinda
alkaloid miktarinin azaldigi;; NAA ve IAA’in artan konsantrasyonlarinda artis

gosterdigi tespit edilmistir.
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Agrobacterium rhizogenes tarafindan sagak kok olusumu uyarilan Datura metel
bitkisinde atropin miktarinin artirilmasi amaciyla 18 giinliik kiiltiirlere biyotik
(Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus) ve abiyotik (AgNO3 ve nanosilver) elisitér
uygulamasi yapilmistir. Arastirma sonucunda 12., 24. ve 48. saatlerinde kontrol
bitkilerinde sirastyla elde edilen atropin miktarlart %0.116, %0.119 ve %0.107 olarak
bulunurken, AgNOs uygulamasiyla bu degerlerin %0.032, %0.042 ve %0.053'e
diistigli tespit edilmistir. Bununla birlikte, nanosilver ile indiiklenen atropin igerigi 12,
24 ve 48 saatlik uygulama sonrasi kontrol grubuna kiyasla 1.147, 1.117 ve 2.42 kat
artmistir. Biyotik elisitorlerden B. cereus uygulanan sagak koklerdeki atropin seviyesi,
kontrol grubuna gore uygulamadan 24 ve 48 saat sonra sirasiyla %0.017 ve %0.037
oraninda azalma gostermistir. Son olarak ise S. aureus ile uygulamanin 12., 24. ve 48.
saatleri sonunda atropin seviyesinin sirastyla %0.095, %0.038 ve %0.056 degerleri ile

onemli dl¢tide diistiigii tespit edilmistir (Shakeran vd., 2015).

Datura stramonium bitkisinde SA ve asetil salisilik asit (ASA) elisitorlerinin bitkideki
hiyosiyamin alkaloidinin miktar1 iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada, MS besin
ortaminda yetistirilen 20 giinliik bitkilere 10* M SA ve ASA uygulanmustir. Yapilan
uygulamalar sonucunda diploid kontrol bitkilerindeki 4.406 mg/g hiyosiyamin
miktarinin, SA uygulamasi ile 7.697 mg/g’a, ASA uygulamas: ile de 6.330 mg/g’a
yiikseldigi saptanmistir. Tetraploid bitkilerde ise herhangi bir elisitdr uygulamasi
yapilmadiginda 9.075 mg/g olarak tespit edilen hiyosiyaminin, SA uygulamasi ile
12.315 mg/g’a, ASA uygulamasi ile 11.309 mg/g’a ulastig tespit edilmistir (Belabbasi
vd., 2016).

Hyoscyamus muticus bitkisine ait kallus kiiltiirlerinde kallus olusumu ve hiyosiyamin
alkaloidinin birikimi {izerine biyotik elisitor, onciil madde ve nanomateryal bir bilesik
olan lithovitin etkilerinin arastirildigi bir calismada, yapraklardan elde edilen
kalluslara 4 hafta boyunca 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 g/l maya ekstrakti, 0.2, 0.5, 0.75 ve 1
g/l lithovit ile 10, 50, 100 ve 200 g/I fenilalenin uygulamasi yapilmistir. Ortama ilave
edilen 200 mg/l fenilalenin Onciilii kontrol kalluslarinda 1.60 mg/g olarak ol¢iilen
hiyosiyamin igerigini 3.01 mg/g’a ¢ikartarak en yiiksek alkaloid iceriginin elde
edildigi uygulama olarak saptanmistir. Diger yandan en yiiksek kallus taze agirlig
0.75 g/l maya ekstrakti, en yiiksek kallus kuru agirliginin da 0.25 g/l lithovit
uygulamalarindan elde edildigi tespit edilmistir (Bosila vd., 2016).
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Hyoscyamus recilatus bitkisinin Agrobacterium rhizogenez ile uyarilan sagak
koklerinde kolkisin ve UV-B uygulamalarinin alkaloid miktarina olan etkilerini
inceleyen Zeynali vd. (2016), %0, 0.1, 0.3 ve 0.5 agirlik/hacim kolkisin ile 0, 3, 6 ve
9 dakika boyunca da UV-B uygulamasina tabi tutmuslardir. Kontrol koklerindeki %
0.18 olan hiyosiyamin igerigi, kolkisin uygulamalari sonucunda maksimum degere
ulasarak %0.58 olarak tespit edilmistir. Bitkinin bir diger 6nemli alkaloidi olan
skopolamin ise kontrol koklerinde %0.37 iken UV-B uygulamas1 sonucunda %0.68’e

cikarak maksimum degere ulagmistir.

Yine Hyoscyamus recilatus’ta yapilan bir diger ¢calismada, Agrobacterium rhizogenes
ile uyarilan sagak koklere alkaloid birikimini artirmak amaciyla demir oksit
partikiilleri uygulanmistir. Bu amagcla 0, 450, 900, 1800 ve 3600 mg/l demir oksit
partikiillerini uygulayarak 3 farkli zaman araliginda (24, 48 ve 72. saatler) alkaloid
miktarlarmi incelemislerdir. Sonu¢ olarak maksimum hiyosiyamin tiretimi 24 saat
boyunca 900 mg/l demir oksit partikiillerine maruz birakilan bitkilerde gozlenirken;
kontrol kiiltlirlerinde %8.69 olan hiyosiyamin igerigi bu uygulama sonucunda %
43.8’¢ cikarak yaklasik 5 kat arttigi tespit edilmistir. Diger bir alkaloid olan
skopolaminin kiiltiirlerdeki maksimum birikimi ise 48 saat boyunca 450 mg/1 ile demir
oksit partikiilleri uygulamasinda olusmus ve 9%20.3’lilkk bir artis gosterdigi
saptanmistir (Moharrami vd., 2017).

Yapilan ayrintili literatiir taramalar1 sonucunda Hyascyamus Cinsine giren higbir tiirde
sekonder metabolit {iretimi lizerine BR uygulamalarinin etkilerinin incelendigi bir
caligma bulunamamistir. Sunulan bu tezde bir BR analogu olan 24-eBL’nin hem tek
olarak hem de siyah banotunda tropan biyosentezini artirdig1 belirlenen MeJA (Zhang
vd., 2007; Jaremicz vd., 2014) ile yapmis oldugu ikili kombinasyonlarinin tropan

alkaloidleri ile fenolik madde birikimi iizerine olan etkileri incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda bitkisel materyal olarak Istanbul Zeytinburnu Belediyesi Tibbi ve
Aromatik Bitkiler Bahg¢esi Miidiirliigii’nden temin edilen siyah banotu (Hyoscyamus
niger)’na ait in vitro kosullarda yaprak saplarindan elde edilen adventif kokler

kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin sterilizasyonu ve besin ortamlarina aktarilmalari

Siyah banotu tohumlarinin ¢imlenme oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle, dormansiyi
kirmak ve ¢imlenme oranimi artirmak i¢in tohumlar besin ortamlarina aktarilmadan
once 48 saat siireyle 250 mg/l GAs ¢ozeltisinde bekletilmislerdir (Ghorbanpour vd.,
2013a). Sterilizasyon islemi Aljibouri vd. (2012)’nin kullandiklar1 yonteme gore
yapilmistir. Buna gore GAs ¢oOzeltisinden alinan tohumlar, steril saf su ile 4 kez
durulandiktan sonra 10 saniye siireyle %70’lik etanol i¢inde bekletilmislerdir. Daha
sonra igerisinde birkag damla Tween-20 bulunan %0.1 civa kloriir (HgCl2) ¢ozeltisi
ile 10 dakika boyunca sterilize edilmis ve sonrasinda her biri 5’er dakika olmak iizere

3 kez steril saf su ile yikanarak sterilizasyon islemi tamamlanmaistir.

Tohumlar sterilizasyondan sonra 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar iceren MS (Murashige
ve Skoog, 1962) besin ortaminda, 25°C sicaklik ve karanlik kosullarda kiiltiire
alimmuslardir (Aljibouri vd., 2012) (Sekil 3.1a). Besin ortamina aktarilmalarindan 15
giin sonra ¢imlenen bitkicikler (Sekil 3.1b), sicakligi 25°C, 1siklanma peryodu 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik olarak ayarlanmis kosullara taginarak 15 giin siireyle kiiltiire

alinmislardir.
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Sekil 3.1. Besin ortamlarina ekilmis tohumlar (a) ile ekimden 15 giin sonra ¢imlenmis
bitkicikler (b)

3.2.2 Kok olusumunun saglanmasi

Kok olusturmak amaciyla dort haftalik in vitro bitkilerden (Sekil 3.2) alinan 0.5-1 cm

uzunlugundaki yaprak sapi eksplantlari, i¢inde biiylime diizenleyici madde olarak 2
mg/l IBA’nin bulundugu 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar ilave edilmis MS ortaminda,
sicakligl 25 °C olan iklim odasinda ve karanlik kosullarda kiiltiire alinmislardir (Hong
vd., 2012) (Sekil 3.3a). Yaklasik 3 hafta sonra bu ortamlarda adventif kokler elde
edilmistir (Sekil 3.3b).

Sekil 3.2. Dort haftalik siyah banotu bitkileri
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Sekil 3.3. Besin ortamlarina dikilmis yaprak sap1 eksplantlari (a) ile bunlardan olusan
adventif kokler (b)

3.2.3. Koklerin ¢ogaltilmasi

Yaprak sap1 eksplantlarindan olusan adventif kokler, 0.5-1 cm uzunlugunda pargalara
ayrilarak icinde agar bulunmayan ayni bilesime sahip i¢inde 25 ml sivi MS besin
ortami bulunan 100 ml’lik erlenlere aktarilmiglardir (Sekil 3.4a). Sicakligi 25°C+1
olarak ayarlanmis karanlik kosullarin saglandigi iklim odalarinda 90 rpm ¢alkalama
hizinda kiiltiire alinan adventif kokler, 10 giin araliklarla yeterli miktarda kok elde
edilinceye kadar alt kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.4b).

Sekil 3.4. Siv1 ortamlarda kiiltiire alinan adventif kokler (a) ile sivi ortamda gogaan
adventif kokler (b)
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3.2.4. MeJA ve 24-eBL uygulamalarimin yapilmasi

Sivi ortamlarda ¢ogaltilan adventif kokler, daha sonra MeJA ve 24-eBL uygulamalari
yapilmak tizere streril kabin i¢erinde 0.5-1 cm uzunlugunda pargalara ayrilmiglardir.
Daha sonra analitik terazide yaklasik 1.5 g agirhiginda tartilarak, 2 mg/l IBA ve 30 g/l
sakkaroz igeren 30 ml’lik sivi MS besin ortamlarina aktarilmislardir. Kiiltiirler,
sicaklig1 25°C+1 olarak ayarlanmis karanlik kosullarin saglandig: inkiibatérde 90 rpm
calkalama hizinda 1 hafta siireyle kiiltiire alinmiglardir. Bu siire sonunda, 24-eBL
farkli konsantrasyonlarda hem tek hem de siyah banotu kok kiiltiirlerinde basarili
sonug verdigi tespit edilen 1 mM konsantrasyondaki MeJA (Jaremicz vd., 2014) ile
ikili kombinasyonlar halinde ortamlara ilave edilmislerdir (Cizelge 3.1). Hazirlanan
24-eBL ve MeJA belirtilen konsantrasyonlarda ortamlara ilave edilmeden dnce stok
¢ozeltileri filtre sterilizasyona tabi tutulmustur. Kontrol grubuna ise 24-eBL ve MeJA
icin kullanilan hacim kadar steril saf su ilave edilmistir. Kiiltiirler 25°C ve karanlik
kosullarda 90 rpm hizinda ¢alkalanarak 2 hafta boyunca kiiltiire alinmiglardir. Daha
sonra hasat edilen kokler, steril saf su ile yikanip kurutma kagidi ile sular1 alindiktan
sonra analizlerde kullanilmiglardir. Arastirma 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 4 erlen

olacak sekilde kurulmustur.

Cizelge 3.1. Aragtirmada yapilacak uygulamalar

Uygulama MeJA (mM)  24-eBL (mg/l)
1 0.0 0.0
2 0.0 0.5
3 0.0 1.0
4 0.0 2.0
5 1.0 0.0
6 1.0 0.5
7 1.0 1.0
8 1.0 2.0
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3.2.5. Koklerde yapilan incelemeler

3.2.5.1. Yas kok agirhgmn belirlenmesi

Hasattan sonra koklerin uygulama ve tekerriirler bazinda analitik terazide tartilmasiyla

g olarak bulunmustur.

3.2.5.2. Kuru kok agirhgmmin belirlenmesi

Koklerin 40°C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmalarinin ardindan analitik

terazide tartilmalar ile g olarak belirlenmistir.

3.2.5.3. Kok biiyiime indeksinin belirlenmesi

Koklerin biiylime indeksleri asagida verilen esitlikten yararlanilarak hesaplanmstir:
Kok biiylime indeksi=(hasattan sonraki yas kok agirligi-inokiile edilen yas kok
agirhigi)/inokiile edilen yas kok agirlig

3.2.6. Siyah banotu kioklerinde metabolit ekstraksiyonunun yapilmasi

Uygulamalarimin ardindan koklerde alkaloid ekstraksiyonu Jakabova vd. (2012)’nin
kullandiklar1 yonteme goére yapilmistir. Buna gore 40°C’de sabit agirhiga gelinceye
kadar kurutulan kokler, havan ve kolu kullanilarak toz haline getirilmislerdir. Toz
haline getirilen 200 mg 6rnek tlizerine 10 ml methanol:saf su (3:2) karigim1 eklenerek
30 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Daha sonra 15 dakika
boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edilen 6rneklerin siipernetant kisimlar1 ayr1 bir tiipte
toplanmustir. Bu sekilde ekstraksiyon islemi li¢ kez tekrarlanmig ve bir araya getirilen
stipernetant kisimlari rotary evaporatdrde ugurularak kuru ekstraktlar elde edilmistir.
Daha sonra iizerine 1.5 ml methanol ilave edilerek ¢ozdiiriilen ekstraktlar, 0.45 pm’lik
filtrelerden gegirildikten sonra analizlerde kullanilmiglardir. Fenolik madde analizleri
icin ekstraksiyon 200 mg kokiin, 3 kez %0.1 HCI igeren 10 ml metanol i¢ginde 30
dakika ultrasonik su banyosunda tutulmasi ve santrifiij edilmesi ile elde edilen
stipernetant kisimlarinin rotary evaporatorde ugurularak, kalintinin 1.5 ml metanolde

¢cOzdiirtilmesi ile yapilmistir. Ancak yapilan 6n denemeler sonucunda bu sekilde
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yapilan ekstraksiyonlarda hem tespit edilen fenolik bilesik sayis1 hem de pik
alanlarinin, tropan alkaloidleri i¢in yapilan ekstraktlarla kiyaslandiginda daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle fenolik bilesik analizleri de tropan alkaloidleri i¢in

yapilan ekstraksiyon kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.7. Tropan alkaloidlerinin HPLC ile belirlenmesi

Ekstraktlarda tropan alkaloidlerinden hiyasiyamin ve skopolamin miktarlarinin
belirlenmesi Shimadzu marka HPLC ile yapilmis olup, HPLC cihazina iliskin

parametrelerle kullanilan gradient program Cizelge 3.2 ve 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tropan alkaloidlerinin HPLC analizlerinde kullanilan bazi parametreler
Parametreler

Dedektor SPD-M20 A DAD

Pompa LC-20 AD

Gaz arindirict DGU-20A

Kolon firin1 CTO-10 AS vp

Kolon Agilent-C18 (250 mm x 4.6 mm) 5 um
Mobil faz A: Asetik asit-Ultra saf su (2:98) B: Metanol
Akis hizi 0.8 ml/dak

Kolon sicakligi 40 °C

Cizelge 3.3. Tropan alkaloidlerinin HPLC analizlerinde kullanilan gradient program

Zaman Mobil faz A Mobil faz B
(dakika) (%) (%)
0 100 0
12 88 12
13 80 20
33 72 28
48 70 30

Orneklerde hiyosiyamin ve skopolamin miktarlar1 bu bilesiklerin standartlarindan elde

edilen pik alanlarina goére mg/g KA olarak belirlenmistir.

3.2.8. Toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi

Orneklerdeki toplam fenolik madde miktarlar1 Folin Ciocalteu yontemi ile Singleton
ve Rossi (1965)’e gore yapilmistir. Spektrofotometrede okumalar 765 nm’de yapilmis

olup, standart olarak gallik asitin kullanildig1 kérveden yararlanilarak 6rneklerdeki

fenolik madde miktarlar1 gallik asit (GA) cinsinden mg/g olarak tespit edilmistir.
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3.2.9. Fenolik bilesiklerin HPLC ile belirlenmesi

Koklerde fenolik bilesiklerin HPLC ile belirlenmesinde Goktiirk Baydar vd.
(2011)’nin yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Shimadzu marka HPLC ile
yapilan fenolik bilesik analizlerinde kullanilan HPLC cihazina iligkin parametrelerle

gradient program Cizelge 3.4 ve 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde kullanilan bazi parametreler
Parametreler

Dedektor SPD-M20 A DAD

Pompa LC-20 AD

Gaz arindirict DGU-20A

Kolon firmi CTO-10 AS vp

Kolon Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 250 mm, 5 pm)
Mobil faz A: Asetik asit-Ultra saf su (2:98) B: Metanol

Akis hiza 0.8 ml/dak

Kolon sicaklig 40 °C

Cizelge 3.5. Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde kullanilan gradient program

Zaman (dakika) Mobil faz A (%) Mobil faz B (%)

0 (baslangic) 100 0
12 88 12
13 80 20
33 72 28
48 70 30
53 62 38
68 60 40
70 60 40
90 50 50
105 40 60
107 0 100
112 0 100
117 100 0

120 (bitis)

Orneklerde fenolik bilesiklerden gallik asit, katesin, klorogenik asit, kafeik asit,
epikatesin, vanilin, p-kumarik, o-kumarik, ferulik asit, rutin, sinnamik asit ve kuersetin
miktarlari, bu bilesiklerin standartlarindan elde edilen pik alanlarina gore pg/g KA

olarak belirlenmistir.

3.2.10. istatistik analizler

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 16.0 istatistik
programi kullanilarak yapilmis olup, uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan

Coklu Karsilastirma Testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Siyah banotu bitkisine ait yaprak saplarindan elde edilen adventif koklere farkli
konsantrasyonlarda uygulanan 24-eBL’nin, MeJA ile yapmis oldugu tekli ya da ikili
kombinasyonlarinin kok biiytimesi ile tropan alkaloidleri ve fenolik bilesiklerin
birikimi iizerine olan etkilerinin incelendigi arastirmada elde edilen sonuglar asagida

basliklar halinde sunulmustur.

4.1. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Yas Kok Agirhg Uzerine Etkileri

Arastirmada kok biiylime kriterleri icinde incelenen ilk kriter yas kok agirlig1 olup, bu
kriter bakimindan yapilan istatistiksel analizler sonucunda, 24-eBL ve MelA

uygulamalarina gore yas kok agirhiginin 6nemli derecede degistigi tespit edilmistir
(p<0.05). Elde edilen bulgular Sekil 4.1°de sunulmustur.

9.0 7.83a
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5 0 5.98 b
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& 50 421cd iy 2o e .63 od
§ 4,0 |315er [ 3.08e |
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Uygulamalar

Sekil 4.1. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin yas kok agirligr tizerine etkileri (a: 0.5
mg/l 24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM MelA; e: 0.5
mg/l 24-eBL+1 mM MeJA,; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; g: 2 mg/l 24-
eBL+1 mM MeJA)

*Farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(p<0.05).

Arastirmada en yiiksek yas kok agirhigr 7.83 g ile 2 mg/l 24-eBL’nin kullanildig1
uygulamada tespit edilmistir. Bu uygulamayr 2 mg/l 24-eBL + 1 mM MelA

kombinasyonu ile sadece 1 mg/l 24-eBL uygulamasinin takip ettigi ve bu
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uygulamalarda yas kok agirliginin sirasiyla 5.98 g ve 5.10 g olarak gergeklestigi
belirlenmistir. En diislik yas kok agirliklar: ise 3.08 ile | mM MeJA uygulamasi ve
3.15 g ile de kontrol grubunda saptanmistir. Sekil 4.1 incelendiginde, yas kok agirlig
tizerinde 24-eBL’nin olumlu bir etkisinin bulundugu ve bu olumlu etkinin
konsantrasyon artisi ile dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. MeJA’nin ise yas
kok agirligr bakimindan kontrol grubuna gére 6nemli bir farklilik yaratmadigi, ancak
24-eBL’nin 1 ve 2 mg/l konsantrasyonlari ile yaptiklar1 kombinasyonlarda yas kok

agirliginin kontrole gore 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir.
4.2. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Kuru Kok Agirhig Uzerine Etkileri
Kuru kok agirligi bakimindan yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kuru kok

agirliginin yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore 6nemli derecede degistigi
saptanmistir (p<0.05). Elde edilen veriler Sekil 4.2°de sunulmustur.

0,6
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Sekil 4.2. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin kuru kok agirligi tizerine etkileri (a: 0.5
mg/l 24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM MeJA,; e: 0.5
mg/l 24-eBL+1 mM MeJA,; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA,; g: 2 mg/l 24-
eBL+1 mM MelA)

*Farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(p<0.05).

Sekil 4.2 incelendiginde, en yliksek kuru kok agirligi 0.50 g ile 2 mg/l 24-eBL
uygulamasi yapilmis koklerden elde edilmistir. Bunu 2 mg/l 24-eBL ile 1 mM
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MeJA’nin birlikte uygulandiklari kdkler izlemis ve bu koklerde kuru kok agirlig 0.44
g olarak belirlenmistir. En diisiik kuru kok agirliklariin ise 0.27 g ve 0.30 g ile
sirastyla 1 mM MeJA uygulamasi yapilmis koklerle kontrol grubu koklerinden elde
edildigi tespit edilmistir. Arastirmada ayrica kuru kok agirligimin 24-eBL
konsantrasyonunun artisina paralel olarak artti§i, MeJA’nin ise tek olarak
kullanildiginda kuru kok agirhigr tizerinde kontrolle kiyaslandiginda onemli bir

farklilik yaratmadigi belirlenmistir.

4.3. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Kok Biiyiime Indeksi Uzerine Etkileri

Yapilan uygulamalarin bir diger kok biiytime kriteri olan kok biiylime indeksi tizerine
olan etkilerinin de incelendigi bu arastirmada, kok biiyiime indeksinin yapilan

uygulamalara gore 6nemli derecede degistigi tespit edilmis olup (p<0.05), elde edilen

bulgular Sekil 4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.3. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin kok biiylime indeksi iizerine etkileri (a:
0.5 mg/l 24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM MelA; e:
0.5 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; g: 2 mg/I
24-eBL+1 mM MelA)

*Farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir

(p<0.05).

En yiiksek kok biiyliime indeksinin, yas ve kuru kok agirliklarinda da oldugu gibi 3.88
ile 2 mg/l konsantrasyonunda uygulanan 24-eBL uygulamasindan elde edildigi
belirlenmigtir. En diisiik degerler ise 0.95 ve 0.10 ile sirasiyla 1 mM MeJA uygulamasi
ile kontrol grubu koklerden elde edilmistir. Kontrol grubu koklere kiyasla artan 24-
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eBL konsantrasyonlarinda kok biiyiimesinin arttig1 belirlenirken, sadece 1| mM MeJA
uygulamasinin hi¢bir uygulama yapilmayan kontrollere gére kok biiylimesi iizerinde
onemli bir etki gostermedigi tespit edilmistir. 24-eBLve MeJA’ nin birlikte yapildigi
uygulamalarda ise kok biliylime indeksinin 6zellikle artan 24-eBL’nin etkisi ile arttig1,
ancak 24-eBL + MeJA kombinasyonlarinda kok gelisiminin, sadece 24-eBL

uygulananlara gore daha diisiik seviyelerde kaldigi saptanmustir.
4.4. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Skopolamin Miktar1 Uzerine Etkileri
Siyah banotu bitkisine ait kiiltiirlerde yapilan 24-eBLve MeJA uygulamalarinin

skopolamin miktart lizerine etkilerinin de incelendigi bu arastirmada elde edilen veriler

Sekil 4.4°de sunulmustur.
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Sekil 4.4. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin skopolamin miktari tizerine etkileri (a: 0.5
mg/l 24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM MeJA; e: 0.5
mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA,; g: 2 mg/l 24-
eBL+1 mM MelA)

*Farkl1r harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(p<0.05).

Istatistiksel analizler sonucunda koklerdeki skopolamin birikiminin, yapilan 24-eBL
ve MeJA uygulamalarina gore dnemli derecede degistigi tespit edilmistir (p<0.05).
Buna gore yapilan biitiin uygulamalarin kontrol grubuna gore skopolomin miktarini
artirdigr belirlenmistir. En diisiik skopolomin birikiminin gergeklestigi kontrol grubu
koklerde 0.32 mg/g olan skopolamin miktarinin, 0.5, 1 ve 2 mg/l konsantrasyonunda

yapilan 24-eBL uygulanmakar ile sirasiyla 0.40, 0.53 ve 0.63 mg/g’a yiikseldigi
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saptanmistir. Sadece 1 mM MeJA uygulanan koklerdeki skopolamin miktarinin ise
0.45 mg/g oldugu goriilmiistiir. Arastirmada elde edilen bir diger sonug da 1 mM MeJA
ile birlikte uygulanan 24-eBL’nin konsantrasyonu artik¢a skopolamin iiretiminin de
arttigmin belirlenmesidir. Ozellikle 1 mM MeJA ile birlikte uygulanan 2 mg/l 24-
eBL’nin 2.57 mg/g degerle kontrole gore skopolamin birikimini 8 kattan daha fazla

artirdig tespit edilmistir.

4.5. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarmin Hiyosiyamin Miktar1 Uzerine Etkileri

Siyah banotu bitkisinde bulunan 6nemli tropan alkaloidlerinden biri de hiyosiyamin
olup, yapilan istatistiksel analizler sonucunda koklerdeki hiyosiyamin birikiminin

yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore onemli derecede degistigi tespit
edilmistir (p<0.05). Arastirmada elde edilen sonuglar Sekil 4.5°de sunulmustur.
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Sekil 4.5. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin hiyosiyamin iizerine etkileri (a: 0.5 mg/I
24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM MeJA; e: 0.5 mg/I
24-eBL+1 mM MelA; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; g: 2 mg/l 24-eBL+1
mM MeJA)

*Farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak Onemli derecede farklilik vardir
(p<0.05).

Sekil 4.5’de de goriildiigi gibi, hi¢cbir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu adventif
koklerde hiyosiyamin miktar1 0.24 mg/gile en diisiik seviyede bulunurken, biitiin 24-
eBL ve MeJA uygulamalarinin hiyosiyamin miktarini kontrole gore 6nemli derecede
artirdigr tespit edilmistir. Buna gére 1 mM MeJA uygulamasmin hiyosiyamin
miktarin1 0.40 mg/g’a, 0.5 mg/l 24-eBL’nin 0.31 mg/g’a, 1mg/l 24-eBL’nin 0.499
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mg/g’a ve 2 mg/g 24-eBL’nin ise 0.46 mg/g’a ¢ikardigi belirlenmistir. Yalnizca 1 ve
2 mg/g 24-eBL uygulamasi ile ImM MeJA’nin 2 mg/1 24-eBL ile birlikte kullanildigt
uygulamalar hiyosiyamin miktarini kontrole gore arttirmasina karsin, 0.46-0.499 mg/g
arasinda degisen degerleri ile bu ii¢ uygulama arasinda istatistiksel bir farkliligin
olmadig1 belirlenmistir. En yiiksek hiyosiyamin miktari ise ImM MeJA’nin 1 mg/1 24-
eBL ile birlikte kullanildig1 koklerden elde edilmis olup, bu uygulamanin hiyosiyamin
miktarin1 0.66 mg/g’a c¢ikartarak kontrole gore 2.75 kati bir artis sagladigi

belirlenmistir.

4.6. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Toplam Fenolik Madde Miktar1 Uzerine
Etkileri

Toplam fenolik madde miktar1 tizerine 24-eBLve MeJA uygulamalarinin etkilerinin
de incelendigi arastirmada, yapilan istatistiksel analiz sonucunda toplam fenolik

madde miktarinin yapilan uygulamalara gére dnemli derecede degistigi tespit edilmis

olup (p<0.05), elde edilen bulgular Sekil 4.6’de sunulmustur.
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Sekil 4.6. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin toplam fenolik madde miktar: iizerine
etkileri (a: 0.5 mg/l 24-eBL; b: 1 mg/l 24-eBL; c: 2 mg/l 24-eBL; d: 1 mM
MelA; e: 0.5 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MelA,
g: 2 mg/l 24-eBL+1 mM MeJA)

*Farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(p<0.05).

Arastirmada kontrol grubu koklerdeki toplam fenolik madde miktar: 5.91 mg/g olarak

tespit edilirken, yapilan biitiin uygulamalarin kontrole gore toplam fenolik madde
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miktarini dnemli 6lgiide artirdigr belirlenmistir. Arastirmada sadece 0.5, 1 ve 2 mg/1
24-eBL uygulamasinin yapildigi koklerdeki fenolik madde miktarlarinin kontrole gore
yiiksek olmasina karsin, bu ii¢ uygulama arasinda istatistiksel bir farkin bulunmadigi
gorilmistiir. En yiiksek toplam fenolik madde miktarinin 18.01 mg/g ile sadece 1 mM
MeJA uygulamasinin yapildigi koklerden elde edildigi tespit edilmistir. Bu
uygulamay1 24-eBL ve MeJA’nin birlikte kullanildigi uygulamalarin 16.13-16.25
mg/g arasinda degisen birbirine yakin degerlerle izledikleri saptanmistir. Arastirma
sonuglar1 incelendiginde gerek MeJA nin gerekse 24-eBL uygulamalarinin kontrole
gore toplam fenolik madde miktarini artirdiklari, ancak MeJA uygulamasinin toplam

fenolik madde birikiminde 24-eBL’ye gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.7. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Fenolik Bilesiklerin Birikimi Uzerine
Etkileri

Arastirmada 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin adventif kok kiiltiirlerindeki fenolik
bilesiklerin birikimi {izerine olan etkileri de incelenmis olup, bu kapsamda gallik asit,
katesin, epikatesin, vanilin, sinnamik asit, rozmarinik asit, kafeik asit, o-kumarik asit,
p-kumarik asit ve klorogenik asit miktarlarinin birikimi HPLC ile belirlenmistir.
Incelenen bu bilesikler icinde o-kumarik asit ve p-kumarik asit koklerde tespit
edilemezken; diger bilesiklerin birikiminin yapilan uygulamalara goére Onemli
derecede degistigi tespit edilmistir (p<0.05). Fenolik bilesiklerden elde edilen bulgular
Tablo 4.1’de sunulmustur. Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden gallik asit
miktarinin 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gére onemli derecede degistiginin
belirlendigi arastirmada, biitiin 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin koklerdeki gallik
asit miktarini kontrole gore artirdig1 tespit edilmistir. En diisiik gallik asit miktar1 22.53
ng/g ile kontrol grubu koklerde tespit edilirken, en yiiksek degerlerin ise 56.06 ile
60.04 ng/g arasinda degisen degerlerle yalnizca ImM MelJA ile MeJA’nin 0.5 ve 1
mg/l 24-eBL ile yaptig1 kombinasyonlardan elde edildigi belirlenmistir. Arastirmada
hem 24-eBL’nin hem de MeJA’nin gallik asit miktarini artirdiklari, ancak MeJA’nin
bu birikimde daha etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1).

Siyah banotu adventif koklerinde katesin miktarinin uygulamalara gére degisimi
incelendiginde, en yiiksek katesin miktarlarinin 1ImM MeJA + 2 mg/l 24-eBL

kombinasyonu (508.99 ug/g) ile 1 mM MeJA + 1 mg/l 24-eBL kombinasyonundan
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(417.41 pg/g) elde edildigi tespit edilmistir. Arastirmada en diisiik katesin miktar1 ise
180.51 pg/g ile kontrol bitkilerinden elde edilmistir. En diisiik ve en yiiksek degerlerin
elde edildigi bu uygulamalar disinda, koklere uygulanan diger uygulamalar arasinda
onemli bir farklilik olmadig1 ve bu uygulamalarda katesin miktarinin 304.37 ile 353.23

e

ug/g arasinda degistigi saptanmistir (Tablo 4.1).

Aragtirmada incelenen bir diger fenolik bilesik de epikatesindir. En yliksek epikatesin
miktar1 93.04 ug/g ile 1 mM MeJA ile 1 mg/l 24-eBL nin birlikte kullanildig1 koklerde
tespit edilirken, bu uygulamayr 73.28 pg/g ile 1ImM MeJA + 2 mg/l 24-eBL
uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir. Epikatesin birikimi ile ilgili sonuglar genel
olarak incelendiginde, MeJA uygulamalarinin epikatesin miktarin1 artirmada 24-
eBL’ye gore daha etkili oldugu saptanmistir. Nitekim sadece 24-eBL’nin uygulandigi
koklerde epikatesin miktar ile kontrol grubu koklerden elde edilen epikatesin miktari

arasinda onemli bir farkliligin olmadig tespit edilmistir.

Koklerdeki vanilin miktar1 bakimindan yapilan incelemeler sonucunda, yapilan tiim
MeJA ve 24-eBL uygulamalarinin koklerdeki vanilin miktarin1 kontrole kiyasla
artirmis oldugu belirlenmistir. Higbir uygulama yapilmayan kontrol kéklerinde 7.31
ng/g ile tespit edilen vanillin miktari, arastirmada elde edilen en diislik deger olarak
saptanmistir. Yapilan tiim uygulamalar arasinda 1mM konsantrasyonunda yapilan
MeJA uygulamasimnin 34.92 pg/g ile en yiiksek vanilin miktarmin elde edildigi

uygulama oldugu belirlenmistir.

Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden biri de sinnamik asit olup, Tablo 4.1°deki
verilerin incelenmesinden de goriildiigii gibi, en yliksek sinnamik asit miktarlar1 1 mM
MeJA uygulamasinin yapildigi kokler ile MeJA’nin 0.5 mg/l ve 1 mg/l 24-eBL ile
yaptig1 kombinasyonlardan elde edilmistir. Bu uygulamalarda sinnamik asit miktarinin
25.07 ile 29.24 ng/g arasinda degistigi belirlenmistir. Arastirmada en diisiik sinnamik
asit miktari ise kontrol kokleri ile 0.5 ve 2 mg/l 24-eBL nin uygulandig1 koklerde tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.1. 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin fenolik bilesik miktarlari tizerine etkisi (ug/g)

Fenolik bilesikler
Uygulamalar Gal_llk Katesin Epikatesin vanilin Slnna}mlk Rosma}rlnlk Kaffelk FerL_Jllk KIorogenlk
asit asit asit asit asit asit
Kontrol 22.53d* 180.51 d 19.69d 7.3le 2.56d 13.94d 0.00 f 3.56¢c 1089.63 d
0.5 mg/l 24-eBL 28.74 ¢ 304.37c¢c 25.36 cd 18.50 ¢ 2.68d 14.15d 0.00 f 5.36b 2167.96 ¢
1 mg/l 24-eBL 31.20¢ 326.15 bc 27.75cd 2471b 7.98¢c 31.72 bc 131c 9.61a 3284.10b
2 mg/l 24-eBL 48.00 b 388.45 bc 17.92d 25.16 b 2.79d 26.55 ¢ 1.34c 5.60b 2412.85¢
1 mM MeJA 56.06 a 353.23 be 31.46¢ 3492 a 25.07 a 63.02 a 1.92a 0.81d 4384.66 a
0.5 mg/l 24-eBL +1 mM MeJA 56.79 a 361.53 be 33.06¢ 25.87b 26.52 a 29.05¢ 1.06d 0.86d 3056.03 b
1 mg/l 24-eBL+ 1 mM MeJA 60.04 a 417.41 ab 93.04 a 26.14 b 29.24 a 38.30b 1.67b 1.18d 3300.61b
2 mg/l 24-eBL + 1 mM MeJA 30.92¢ 508.99 a 73.28b 13.97d 16.47b 31.48 bc 0.66 e 1.07d 3944.47 a

* Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir (p<0.05).
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Arastirmada siyah banotu bitkisine ait adventif koklere yapilan uygulamalarin
rosmarinik asit miktari lizerine etkileri Tablo 4.1°de sunulmustur. Buna gore en diisiik
rosmarinik asit miktar1 kontrol grubu ile 0.5 mg/l 24-eBL uygulanan koklerde tespit
edilmis olup, bunlarda rosmarinik asit miktar1 sirastyla 13.94 ve 14.15 pg/g olarak
gerceklesmistir. Arastirmada gallik asit, vanilin ve sinnamik asitte oldugu gibi en
yiksek rosmarinik asit birikimi ImM MeJA uygulamasinda saptanmis olup, bu
ortamda kiiltiire alinan koklerde 63.02 pg/g rosmarinik asit birikimi tespit edilmistir.
Tablo 4.1’in incelenmesinden de anlagildigi iizere, MeJA nin rosmarinik asit birikimi
tizerinde olumlu etkilerinin bulundugu ve en uygun 24-eBL konsantrasyonunun ise 1

mg/l oldugu saptanmustir.

Aragtirmada incelenen fenolik bilesiklerden biri de kafeik asit olup, kontrol kokleri ile
0.5 mg/l konsantrasyonunda 24-eBLuygulamasi yapilan koklerde kafeik asit tespit
edilememistir. En yiiksek kafeik asit miktart 1.92 pg/g ile ImM MeJA uygulanan
koklerde belirlenirken, bu uygulamay: 1.67 pg/g ile 1 mM MeJA’ nin 1mg/l 24-eBL

ile birlikte kullanildig1 uygulamanin takip ettigi saptanmistir.

Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden ferulik asit birikiminin diger incelenen
fenolik bilesiklerden farkli olarak MeJA uygulamasi ile azaldigi tespit edilmistir.
Nitekim MeJA iceren ortamlarda ferulik asit miktar1 0.81 ile 1.18 pg/g arasinda
degisen degerlerle kontrole gore daha diisiik seviyelerde bulunmustur. 24-eBL’nin tek
olarak uygulandigi ortamlarda ise ferulik asit miktarinin kontrole ve MeJA igeren
ortamlara gore ferulik asit miktarini artirdig1 ve en yiiksek birikimin de 9.61 pg/g ile

1 mg/l 24-eBL i¢eren uygulamadan elde edildigi tespit edilmistir.

Arastirmada son olarak incelenen fenolik bilesik de klorogenik asit olup, incelenen
biitiin fenolik bilesikler iginde miktar1 en yiiksek bilesik olarak dikkat ¢ekmistir.
Yapilan biitiin uygulamalarin kontrole goére klorogenik asit miktarini artirdiginin
saptandig1 arastirmada, en yliksek klorogenik asit miktarlar1 4384.66 ve 3944.47 pg/g
ile sirastyla 1mM MeJA ve 1 mM MeJA’nin 2mg/l 24-eBL ile birlikte uygulandig
koklerde tespit edilmistir. Arastirmada en diisiik klorogenik asit miktar1 ise 1089.63
ng/g ile kontrol koklerinde saptanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Siyah banotu bitkisine ait in vitro kosullarda elde edilen adventif koklere yapilan 24-
eBL ve MeJA uygulamalarinin kok biliylimesi ve sekonder metabolit birikimi iizerine
olan etkilerinin incelendigi bu arastirmada, farkli konsantrasyonlardaki 24-eBL’nin
tekli ve MeJA ile yaptigi ikili kombinasyonlari ile olusturulmus besin ortamlarinda
kiltire aliman koklerde kok biliylime kriterleri ile alkaloid ve fenolik bilesiklerin

birikimleri tespit edilmistir.

Fenolik bilesikler ve alkaloidler bitkilerde bulunan en 6nemli sekonder metabolit
gruplar arasinda yer almaktadir (Kafkas, 2006; Mammadov, 2014). Ancak in vivo
kosullarda yetisen bitkilerde iiretilen bu metabolitlerin miktar ve kalitesi, iklim ve
toprak kosullari ile hastalik ve zararli popiilasyonlarinda goriilen farkliliklar nedeniyle
yildan yila biiyiik degiskenlik gostermektedir. In vitro sekonder metabolit iiretim
teknikleri ile degerli bilesiklerin {iretimi siirekli ve kararl bir hale getirilebilmektedir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Ayrica in vitro kosullar altinda kiiltiir ortamina
yapilan Onciill madde uygulamasi, ortamdaki biiyiime diizenleyici maddelerinde
yapilan degisiklikler, elisitor uygulamalar1 gibi bircok uygulama ile sekonder
metabolitlerin biyosentez basamaklari etkilenerek metabolit iiretimi artirilabilmektedir
(Zhao vd., 2002). Bu arastirmada da siyah banotu adventif koklerinde alkaloid ve
fenolik grubu bilesiklerin iiretimini attirmak amaciyla yeni nesil steroid yapisindaki
bitki hormonu olarak kabul edilen BR (24-eBL formunda) ile bitkinin savunma
sisteminin 6nemli bir parc¢asini olusturan ve sekonder metabolitlerin sentezinde sinyal

molekiilii olarak gorev yapan MeJA kullanilmistir.

Tropan alkaloidlerince zengin siyah banotu bitkisi, sahip oldugu bu metabolitler
nedeniyle basta tip olmak tizere birgok alanda 6nemi kavranan ve bu metabolitler igin
aranan bir kaynak bitki durumundadir (Zolala vd., 2007). Siyah banotundaki bu degerli
sekonder metabolitlerin istenilen kalite ve miktarda iiretimine yonelik olarak kallus ve
hiicre siispansiyon kiiltiirleri, protoplast kiiltiirii, somatik hibridizasyon ve kok kiiltiirii
gibi farkli in vitro teknikler kullanilmistir (Oksman Caldentey ve Strauss, 1986; Koul
vd., 1986). Bunlar arasindan kok kiiltiirleri hizli gogalma kapasitesi ve stabil metabolit
tiretkenlikleri nedeniyle en ¢ok tercih edilen in vitro kiiltiir ¢esidi olarak kabul
edilmektedir (Hashimoto vd., 1986; Carvalho ve Curtis, 1998). Bu nedenle
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aragtirmada bitkisel materyal olarak siyah banotu tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle

olusturulan adventif kokler kullanilmistir.

Aragtirmada 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin siyah banotu bitkisine ait kok
kiiltiirlerinde hem kok biiylimesi hem de sekonder metabolit tiretimini dnemli derecede
etkiledigi belirlenmistir. Buna gore adventif koklere farkli konsantrasyonlarda yapilan
24-eBL ile MeJA uygulamalarimin kok biliyiimesi iizerine olan etkilerinin
belirlenmesine yonelik olarak koklerde hasat sonrasi yas ve kuru kok agirliklari ile kok
biliylime indeksi degerleri incelenmistir. Arastirmada siyah banotu kok kiiltiirlerinde
kullanilan 1mM MeJA’nin kok gelisimi iizerinde olumlu bir etkide bulunmadigi,
yapilan uygulamalar arasinda biitiin kok gelisme kriterleri bakimindan kontrolle
birlikte en diisiik degerlerin elde edildigi uygulama oldugu tespit edilmistir. MeJA ile
yapilan 24-eBL uygulamalarinda kok gelisim kriterleri tek olarak 24-eBL’nin
uygulandig1 koklere gore daha diisiik olmustur. MeJA’nin bitki hiicrelerinde mitotik
dongiiyii inhibe ederek G1 fazindan S-fazina gecisi engellemesi sonucunda aktif
olarak boliinen hiicre sayisini azaltarak biiyiimeyi engelledigi tespit edilmistir (Patil
vd., 2013). Elde ettigimiz sonuglara paralel olarak Zebatakis vd. (1999) de boru ¢icegi
(Datura stromonium) bitkisine ait kok kiiltiirlerine uygulanan MeJA’nin kuru kok
agirhigini azalttigimi bildirmislerdir. Yine yapilan bagka bir ¢alisma da Stemona sp.
bitkisi kok kiiltiirlerinde kullanilan 1 mM MeJA’nin kdk bilyiimesini baskiladig ve
diisiik miktarda kok elde edilmesine neden oldugu belirlenmistir (Chaichana ve
Dheeranupattana, 2012). Benzer sekilde Sirvent ve Gibson (2002), sar1 kantaron
(Hypericum perforatum)’da MeJA uygulamasi sonucunda bitki kok agirliginin
azaldigini ifade etmislerdir. MeJA’nin biiylime {izerindeki engelleyici etkisi Noir vd.
(2006) tarafindan, MeJA nin mitoz boliinmeyi olumsuz yonde etkilemesi ile mitotik
hiicre dongiisiinden endoreduplikasyon dongiisiine gegisin gecikmesi sonucunda
olustugu seklinde ifade edilmistir. Kang vd. (2004) ise Scopolia parviflora koklerine
72 saat stiresince 0.01 ve 0.1 mM konsantrasyonunda uyguladiklart MeJA’nin,
kiiltiirtin biiylimesinde onemli bir etki yaratmadigini ortaya koymuslardir. Bir diger
calismada ise Anisodus acutangulus bitkisi kok kiiltiirlerinde kullanilan 100 uM
MeJA’nin uygulamanin 24 ile 48. saatleri arasinda taze ve kuru kok agirliginda
kontrollere gore artis sagladigi saptanmistir (Kai vd., 2012). Bu sonuglardan da
anlasilmaktadir ki MeJA’nin kok gelisimi {izerine olan etkisi genotipe, MeJA dozuna

ve uygulama siiresine bagli olarak degismektedir.
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Arastirmada 24-eBL uygulamalarinin kdk gelisimi iizerindeki etkileri incelendiginde,
kullanilan konsantrasyona gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir. 24-eBL ve
MeJA’nin birlikte kullanildig1 ortamlarda ise, 24-eBL etkisiyle kiiltiirlerde kontrole
gore daha fazla miktarda kok elde edildigi belirlenmistir. Sadece 24-eBL uygulamasi
yapilan koklerde 0.5, 1 ve 2 mg/l seviyelerindeki 24-eBL’nin incelenen biitiin kok
gelisme kriterlerini kontrole goére artirdigi, 6zellikle 2 mg/l konsantrasyonunda
uygulanan 24-eBL’nin en yiiksek degerlerin elde edildigi uygulama oldugu
saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular Verma vd. (2011)’nin in vitro kosullarda
yerfistigina uygulanan 24-eBL’nin kok agirhigimi artirdigii bildirdikleri ¢aligmalart
ile ortismektedir. Benzer sekilde Hu vd. (2016)’nin 20 giinliik in vitro patates
kiiltiirlerine, Vardhini vd. (2011)’nin de turpa uyguladiklari 24-eBL nin kuru ve yas
kok agirhigimi kontrole gore artirdigini ifade ettikleri arastirmalar da bu ¢alismadan
elde edilen sonuglar1 desteklemektedir. Bu arastirmalara ek olarak, domates (Vardhini
ve Rao, 2001), mas fasulyesi (Ali vd., 2008), hint koleusu (Swamy ve Rao, 2011),
patlican (Wu vd., 2011), arpa (Marakli vd., 2014), ¢ilek (Karlidag vd., 2011) ve nane
(Coban ve Goktiirk Baydar, 2017) bitkilerinde yapilan BR uygulamalarinin, uygun
donem ve konsantrasyonda uygulandiginda kok gelisimini artirict yonde etki
gosterdigi tespit edilmistir. BR’lerin kok biiytimesine katki saglamalari, BR’lerin hem
hiicre boliinmesini hem de hiicre uzamasini etkilemeleri ve hiicre duvarmin esnekligini
arttiran proteinlerle iligkili genleri aktive etmeleri ile iligkilendirilmektedir (Oh ve
Clouse, 1998; Kartal vd., 2009; Yang vd., 2011). Bunlarin yani sira elde edilen
bulgulardan farkli olarak, domates, soya fasulyesi ve fare kulagi teresi bitkilerinde BR
uygulamalarinin kok gelisimi inhibe etigini bildirilmektedir (Guan ve Roddick, 1988;
Terakoda vd., 2005; Gonzalez Garcia, 2011). Arastiricilar bu durumun kullanilan BR
konsantrasyonlarindan kaynaklanmisg olabilecegini ifade etmislerdir. Nitekim BR'lerin
kok biiytimesi ve gelisimini konsantrasyona bagli olarak kontrol ettikleri, diisiik BR
konsantrasyonlarinin ~ kok  biiylimesini  tesvik ederken, c¢ok yiiksek BR
konsantrasyonlarinin ise kdk biiylimesini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Roddick
vd., 1993; Clouse vd., 1996; Miissig vd., 2003).

24-eBL ve MeJA uygulamalarinin siyah banotundaki tropan alkaloidlerinden
hiyosiyamin ve skopolamin birikimi {izerine etkilerinin de incelendigi arastirmada,
biitiin uygulamalarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu metabolitlerin miktarini

onemli Olciide artirdig tespit edilmistir. En yiiksek hiyosiyamin miktar1 ImM MeJA
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ve 1 mg/l 24-eBL’nin birlikte kullanildigi koklerde tespit edilirken, en yiiksek
skopolomin miktar1 ise ImM MeJA ile 2 mg/l 24-eBL’nin birlikte kullanildig: kiiltiir
ortaminda tespit edilmistir. Aragtirma sonucunda hem MeJA’nin hem de 24-eBL’nin
koklerdeki hiyosiyamin ve skopolomin birikimi tizerinde olumlu etkilerde bulundugu,
ayrica bu iki uygulamanin kombinasyon halinde kullanildigi durumlarda birbirleri

tizerine sinerjistik etki gostererek etkinliklerinin arttig1 belirlenmistir.

Sekonder metabolitlerin senteziyle iligkili enzimlerin uyarilmasinda gorevli bir sinyal
molekiilii olan MeJA, bitki savunma mekanizmasindaki genlerin ifadesini dogrudan
ya da dolayli olarak diizenleyen anahtar bir bilesendir. Jasmonatlar bitki hiicre
kiiltiirlerinde kimyasal sinyal bilesikleri olarak gen transkripsiyonunu ve sonugcta
sekonder metabolitlerin sentezini tetiklemektedirler (Stockigt vd., 1995). Bu yoniiyle
MeJA’nin, alkaloidler terpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler ve fitoaleksinler
gibi bir¢ok sekonder metabolitin olusumunda sinyal ya da sinyal arttirict olarak
uyarima neden oldugu bildirilmektedir (Gundlach vd., 1992; Mueller vd., 1993;
Mirjalili ve Linden, 1996; Brader vd., 2001).

Sunulan bu ¢alismada MeJA’nin, hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerini artirict
yonde etki gosterdigi tespit edilmistir. Arastirmada elde edilen sonuglara benzer
sekilde Jaremicz (2014), siyah banotu kok kiiltiirlerine uygulanan 1mM MeJA’nin
skopolomin {iretimini kontrole gore tesvik ettigini bildirmistir. Zebatekis vd. (1999)
de, boru ¢icegi bitkisine ait kok kiiltiirlerine uyguladiklari 0.1 pM MeJA’nin
hiyosiyamin ve skopolamin birikimini kontrole gére 6nemli 6lgiide artirdigini tespit
etmislerdir. Arastiricilar artan tropan alkaloid sentezini, tropin biyosentezinin
diferansiyel artisina bagh olarak gergeklestigi seklinde agiklamislardir. Benzer bir
sonug Saenz Carbonell ve Loyola Vargas, (1987) tarafindan bildirilmis olup, buna gore
boru ¢icegi bitkisine uygulanan MeJA’nin hiyosiyamin miktarini kontrole gére 6nemli
olgiide artirdigr tespit edilmistir. Bir diger arastirmada ise Agrobacterium rhizogenez
ile sacak kok olusumu saglanan trompet ¢igegi (Brugmansia suaveolens)’ne uygulanan
MeJA’nin 24 saat i¢inde alkaloid birikimini kontrol grubu bitkilerine gore onemli
derecede artirarak 1 mg/g’a ulastirdigi saptanmistir. Yine ayni arastirmada MeJA nin,
salisik asit ve kuersetine gore alkaloid tiretimini daha fazla tesvik ettigi saptanmigtir
(Zayed ve Wink, 2004). Benzer sekilde melek borusu (Brugmansia candida) bitkisine

farkli konsantrasyonlarinda uygulanan jasmonik asitin, konsantrasyon artigina paralel
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olarak hiyosiyamin birikimini artirdig1 belirlenmistir (Spollansky vd., 2000). MeJA
uygulamalarinin alkaloid miktarini artirmasi, Kang vd. (2004) tarafindan MeJA’nin
putresin-N-metil transferaz (PMT) ve hiyosiyamin-6p-hidroksilaz (H6H) anahtar
enzimlerinin sentezini dogrudan veya dolayli olarak diizenlemesinin bir sonucu olarak
ortaya ¢iktig1 seklinde agiklanmistir. Robins vd. (1991) de arginin dekarboksilaz ve
putresin metil transferazin, tropan alkaloid biyosentezinde Onemli diizenleyici
enzimler oldugunu belirtmislerdir. Bunlar disinda MeJA uygulamasi yapilan ¢esitli
bitkilerde indol alkaloidleri (EI Sayed ve Velpoote, 2005) benzofenantridin
alkaloidleri (Gundlach vd., 1993), vinka alkaloidleri (Aerts vd., 1996) ve protoberberin
alkaloidleri (Kumar vd., 2017) tiretiminin arttig1 da tespit edilmistir.

Yapilan bu arastirmada, 24-eBL’nin de hiyosiyamin ve skopolomin alkaloidlerini
artirict etki gosterdigi belirlenmistir. Siyah banotu bitkisinde ne dis kosullarda ne de
in vitro kosullarda BR’lerin alkaloid miktar1 lizerine olan etkilerinin incelendigi bir
calisma bulunmamaktadir. Yapilan kapsamli literatiir taramalar1 sonucunda, BR
uygulamalarinin alkaloid iiretimine olan etkisinin incelendigi arastirma sayisinin da
son derece az oldugu gorilmistir. Siirli sayidaki bu ¢alismalarin birinde,
Muthulakshm ve Pandiyarajan, (2015) pervane ¢igegi (Catharanthus roseus)
bitkisindeki vinkristin alkaloidinin, bitkiye 20 ppm BR uygulamasi yapilmasi
sonucunda kontrole kiyasla 6nemli miktarda arttigin1 belirtmislerdir. Pervane ¢icegine
BR uygulamasmin yapildig1 bir baska ¢alismada ise 107 M BR’nin yaprak ve
koklerdeki alkaloid miktarinda kontrole gore sirastyla %49.4 ve %60.7 oraninda bir
artis sagladigr goriilmiistiir (Alam vd., 2016). BR’lerin metabolit birikimini
arttirmasin1 Naeem vd. (2012), BR’lerin sekonder metabolit tiretiminden sorumlu

genetik potansiyeli uyarmasindan kaynaklandig: seklinde agiklamislardir.

Adventif'koklerde alkaloid tiretiminin yani sira MeJA uygulamalarinin bitkinin toplam
fenolik madde miktar1 {izerine de olumlu etkilerde bulundugu belirlenmistir.
Arastirmada elde edilen sonuglara benzer sekilde, Kim vd. (2007), marul bitkisine 0.5
mM MeJA uygulamasi sonucu toplam fenolik madde miktarinin %35 oraninda
arttigin1  belirtmisglerdir. Ho vd. (2018) de Polygonum multiflorum bitkisi kok
kiiltirlerinde kullandiklar1 50 uM MeJA nin bitkideki toplam fenolik madde igerigini
kontrole kiyasla 2.5 katin iizerinde artirdigini tespit etmislerdir. Bir baska calisma da

ise Thevetia peruviana hiicre siispansiyon kiiltiiriinde kullanilan 3 uM MeJA’nin
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kontrole kiyasla 1.49 kat daha fazla fenolik madde birikimini sagladigi goriilmiistiir
(Mendoza vd., 2018). Bunlara ek olarak MeJA uygulamasi yapilan sari kantaron,
pervane ¢icegi, yaban mersini, kok boya ve tiziim gibi farkli bitkilerde uygulama
sonucu fenolik madde miktarinin arttigr tespit edilmistir (Cocetta vd., 2015; Wang
vd., 2015; Liu vd., 2016; Ozdamar Biger vd., 2017; Belhadj vd., 2018). Kim vd.
(2007) MeJA uygulamalarinin fenolik madde miktarin1 yiikseltici etkisini, fenilalenin
amonyum liyaz (PAL) enziminin bitkide fenilpropanoid yolunu aktif hale getirmesine

bagl olarak gerceklestirdigi seklinde agiklamislardir.

Sunulan bu aragtirmada, alkaloidlerin yani sira adventif koklere uygulanan 24-eBL’nin
fenolik bilesiklerin miktari1 da artirdigi tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular,
ekinezya bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde 24-eBL’nin toplam fenolik miktarini
kontrole gore onemli derecede artirdiginin belirlendigi arastirma ile de uyum
icerisindedir (Demirci, 2017). Xi vd, (2013) BR’lerin fenolik bilesikler tizerindeki
arttiricr etkisini flavonoid 3-O-glikozil transferaz (F3GT) ve fenilalanin amonyum
liyaz (PAL) enzimlerinin sentezinden sorumlu genlerin ifadesininin BR’ler tarafindan
arttirtlmas ile iliskilendirmisledir. Ayrica BR’lerin ¢eltik (Farooq vd., 2009), domates
(Aghdam vd., 2012), hindiba (Serna vd., 2013), ¢ay (Li vd., 2016), ¢ilek (Ayub vd.,
2017), nane (Coban ve Goktiirk Baydar, 2017), iiziim (Babalik vd., 2019) ve lavanta
(Aras Asci vd., 2018) bitkilerinde de fenolik madde tiretimini artirdigi tespit edilmistir.

Siyah banotu bitkisinde fenolik bilesiklerden klorogenik asit, vanilin, ferullik asit ve
sinnamik asitin bulundugu belirlenmistir (Ma vd., 2002; Begum, 2010; Jasshi vd.,
2014; Elsharkawy vd., 2018). Ancak literatiir taramalar1 sirasinda Siyah banotu
bitkisine ait kok kiiltiirlerinde 24-eBLve MeJA’nin bu bitkide bulunan fenolik
bilesiklerin {iretimine olan etkilerini belirlemeye iliskin herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Bu yiizden arastirmamiz da 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin
bitkideki klorogenik asit, vanilin, ferullik asit ve sinnamik asitin yan1 sira katesin,
epikatesin, gallik asit, rozmarinik asit ve kafeik asitin sentezi iizerine olan etkileri de

belirlenmistir.

Arastirmada, 24-eBL ile MeJA uygulamalarinin gallik asit birikimi {izerine etkileri
incelendiginde, yapilan biitlin uygulamalarinin koklerdeki gallik asit miktarmi

kontrole gore artirdigr, ImM MeJA ile MeJA’nin 0.5 ve 1 mg/l 24-eBL ile olusturulan
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kombinasyonlarda kontrole kiyasla sirasiyla 2.49, 2.52 ve 2.66 kat daha fazla gallik
asit Uiretiminin saglandig tespit edilmistir. Giri vd. (2012), in vitro kosullarda orkide
bitkisi kallus kiiltiirlerine uyguladiklart MeJA’ nin konsantrasyonuna gore gallik asit
miktarinin degistigini belirlemislerdir. Arastiricilar, 10 uM MeJA uygulamasiyla
gallik asidin kontrol Kiltiirlerine kiyasla 2.18 kat arttigini, ancak artan MeJA
konsantrasyonlarina bagli olarak gallik asit miktarimin azaldigin1 ve 200 uM ve
tizerindeki MeJA konsantrasyonlarinda ise bu bilesige rastlanamadigini
bildirmislerdir. Bu sonugtan da anlasildigi izere MeJA’nin gallik asit birikimi tizerine

etkisi genotipe ve kullanilan konsantrasyona bagli olarak degisiklik gostermektedir.

MelJA ve 24-eBL uygulamalarinin siyah banotu bitkisinde katesin miktar1 {izerine
etkilerinin de incelendigi arastirmada, yapilan biitiin uygulamalarin kontrole kiyasla
katesin miktarin1 artirdi@i  tespit edilmistir. Buna gore artan 24-eBL
konsantrasyonlarina paralel olarak koklerde katesin miktarlarinin da arttig
belirlenmistir. Koklerde katesin iretimi iizerine en etkili uygulamanin 1mM MeJA’nin
2 mg/l 24-eBL ile birlikte kullanildigi uygulamanin oldugu ve bu uygulama ile
kontrole gore 2.82 kat daha fazla katesin elde edildigi saptanmustir. Diger yandan
MeJA’nin tek basina kullanildigi ortamlarda katesin miktarint higbir uygulamanin
yaptlmadigi kontrol koklerine kiyasla 1.96 kat artirdigi, ayn1 zamanda 24-eBL ile
birlikte kullanilmas1 halinde de 24-eBL nin etkisini artirdig1 tespit edilmistir. Benzer
sekilde Li vd. (2016) yaptiklar1 arastirmada, ¢ay bitkisine 0.1 ppm dozunda yapilan
24-eBL uygulamasi sonucunda katesin miktarinda kontrole gore %15 oraninda artig
tespit etmislerdir. Arastiricilar BR’lerin katesinlerin biyosentezinde yer alan
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve glutamin oksoglutarat aminotransferaz
(GOGAT) enzimlerinin aktivitesini artirmasit sonucu katesin sentezinin artmis

oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmada incelenen bir diger fenolik bilesik de epikatesin olup, epikatesin lizerinde
ozellikle MeJA+24-eBL uygulamalariin, sadece 24-eBL kullanilan uygulamalarin
gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. En yiliksek epikatesin miktarinin elde edildigi
ImM MeJA + 1.0 mg/l 24-eBL uygulamasinin, koklerdeki epikatesin birikimini
kontrole gore 4.73 kat artirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, Xu vd.
(2015)’nin asma bitkisine 0.40 mg/l konsantrasyonunda uyguladiklar1 24-eBL’nin

epikatesin miktarin1 kontrole goére %26 oraninda artirdigi calismalart ile uyum
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icerisindedir. Zeneli vd. (2006)’nin Avrupa ladini bitkisinde MeJA uygulamasinin
kontrole kiyasla epikatesin miktarini artirdigini tespit ettikleri ¢calisma da bulgularimizi

desteklemektedir.

Arastirmada 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin vanilin birikimi iizerine olan etkileri
de incelenmistir. Koklere uygulanan biitiin 24-eBL ve MeJA uygulamalariin kontrole
kiyasla vanilin miktarin1 6nemli derecede artirdigi; ancak kontrole gore 4.78 kat daha
fazla vanilin iiretiminin saglandigt 1 mM MeJA uygulamasimin diger uygulamalara
gore daha basarili oldugu tespit edilmistir. 24-eBL nin etkisine bakildiginda ise kiiltiir
ortaminda eklenen 24-eBL’nin artan konsantrasyonlarina paralel olarak koklerdeki
vanilin miktarini artirdigi belirlenmistir. Benzer sekilde Suresh ve Ravishankar, (2005)
da act kirmiz1 biber bitkisi kok kiiltiirlerine uygulamis olduklart 10 uM MeJA’ nin

vanilin miktarini kontrole kiyasla 1.93 kat arttirmis oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmada incelenen bir diger fenolik bilesik de sinnamik asit olup, kdklerde biriken
sinnamik asit miktar1 tizerine MeJA’nin 24-eBL’ye gore daha etkili bir uygulama
oldugu tespit edilmistir. Diger yandan MeJA’ ’nin koklerdeki sinnamik asit birikimi
tizerindeki arttirici etkisinin, 24-eBL ile birlikte kullanildig1 ortamlarda daha da artti1
ve bu uygulamalardan biri olan 1 mg/l 24-eBL ile birlikte kullanilan MeJA’nin
kontrole kiyasla 11.42 kat daha fazla sinnamik asit liretimini sagladig1 saptanmistir.
24-eBL’nin tek olarak kullanilmasinin, sinnamik asit miktarini arttirmada MeJA ile
yaptiklar1 kombinasyonlara gore etkisiz kaldigi da arastirmada elde edilen bir diger
dikkat ¢ekici sonug olmustur. Aghdam vd. (2012), 3 uM BR uygulamas: yaptiklar
domates bitkisindeki sinamik asit miktarinin kontrole gére %38 oraninda arttigini
bildirmislerdir. Bu sonuglardan da anlasildig1 {izere BR’lerin sinnamik asit birikimi
tizerine olan etkisi genotipe, MeJA konsantrasyonuna ve ¢alismanin in vivo ya da in

vitro kosullarda yapilmasina gore degisebilmektedir.

Siyah banotu bitkisine ait adventif koklerde incelenen bir diger fenolik bilesik olan
rosmarinik asit miktarinin yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Arastirma sonucunda 0.5 mg/l 24-eBL uygulamasi yapilan
kokler ile hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol kokleri arasinda rosmarinik asit
miktar1 bakimindan bir farkliliga rastlanmamistir. 24-eBL uygulamalari iginde 1 mg/1

24-eBL uygulamasmin en yiiksek rosmarinik asit tiretimini saglayarak, kontrol
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grubuna gore 2.28 kat daha fazla birikimin gergeklesmesini sagladigi saptanmustir.
MeJA’nin 24-eBL’ye gore daha etkili oldugu, 6zellikle tek basina kullanildig: kiiltiir
ortaminda rosmarinik asit miktarini 4.52 kat arttirarak uygulamalar arasinda en yiiksek
seviyeye cikardigi tespit edilmistir. Krzyzanowska vd. (2011)’nin nanede, Kim vd.
(2006)’nin de feslegende MeJA uygulanmasi ile kontrole gore rosmarinik asit
miktarinin onemli Ol¢lide arttigini bildirdikleri ¢aligmalar ile bu arastirmada elde
edilen sonuglar uyum igerisindedir. Benzer sekilde Lithospermum erythrorhizon hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine uygulanan MeJA’nin, kiiltiirlerdeki rosmarinilk asit miktarini

kontrol grubuna gore 6nemli dlgiide artirdigi belirlenmistir (Ogata vd., 2004).

Arastirmada adventif koklerde en az bulunan fenolik bilesik kafeik asit olurken,
kontrol kokleri ile 0.5 mg/l konsantrasyonunda 24-eBL uygulamasinin yapildigi
koklerde kafeik asit tespit edilememistir. Benzer sekilde Demirci (2017), 24-eBL
uygulamas1 yaptigi ekinezya bitkisine ait sagak koklerde kafeik asit tespit
edilemedigini bildirmistir. Koklerdeki kafeik asit sentezini uyarim bakimindan
MeJA’nin 24-eBL’ye gore daha etkili oldugu tespit edilmis olup, tek basina
kullanildigr  kdiltiir  ortamlarinda MeJA’nin  kafeik asit miktarin1  kontrol
bitkilerininkine oranla 1.92 katina ¢ikardigi saptanmistir. MeJA 24-eBL ile birlikte
kullanildiginda ise Kkafeik asit iiretimi tizerindeki etkisinin tek basina kullanildigi

ortamlara gore azaldig1 goriilmiistiir.

Arastirmada incelenen bir diger kafeik asit tiirevi de ferulik asit olup yapilan
uygulamalarin sonuglar1 degerlendirildiginde, 24-eBL uygulamalarmim MeJA
uygulamalarina gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Buna gore 24-eBL
uygulamalart i¢inde en yiiksek ferulik asit miktarinin elde edildigi 1mg/l 24-eBL
uygulamasi ile kontrole gore 2.67 kat daha fazla ferulik asit elde edildigi tespit
edilmistir. MeJA’nin etkisine bakildiginda ise tek basma kullamldigr kiiltir
ortamlarindaki ferullik asit miktariin kontroliin ve diger uygulamalarin altinda kaldig:
saptanmistir. Napoledo vd. (2017), ise 100 uM MeJA uygulamasi yaptiklar1 yalanci
parlak brom (Brachypodium distachyon) bitkisindeki ferulik asit miktarinin kontrole
gore 1.3 kat daha fazla oldugunu saptamislardir. Elde edilen bu farkli sonuglar, ferulik
asit birikiminin, kullamilan bitki tiir ve c¢esidine, MeJA konsantrasyonuna ve
caligmanin in vivo ya da in vitro kosullarda yapilmasina gore degisebilecegini

gostermektedir.
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Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden klorogenik asit iiretiminde MeJA’nin
uyarict etkisinin 24-eBL’ye gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. En yliksek
klorogenik asit birikiminin elde edildigi uygulamalardan birisi olan 1 mM MeJA
uygulamasi ile kontrole gore 4.02 kat daha fazla klorogenik asit elde edilirken, 1 mM
MeJA’nin 2 mg/l 24-eBL ile birlikte kullanildig1 koklerde ise bu oran 3.16 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu sonug, Demirci (2017)’nin Agrobacterium rhizogenes ile
sacak kok olusumu uyarilan ekinezya bitkisine uygulamis oldugu 0.5 mg/l
konsantrasyonundaki 24-eBL’nin klorogenik asit miktarini kontrole kiyasla 4.08 kat
artirdigin1  bildirdikleri c¢aligma ile paralellik gostermektedir. Benzer sekilde
Skrzypczak Pietraszek vd. (2014), Iran meneksesi siirgiin kiiltiirlerinde kullandiklar1
100 pM MeJA’nin klorogenik asit icerigini kontrole kiyasla 6 kat artirdigini ifade
etmislerdir. Sunulan bu arastirmadan farkli olarak Kim vd. (2007), ise 0.5 mM
konsantrasyonunda MeJA uygulamasi yaptiklart marul bitkisinde, kontrol bitkilerine
kiyasla klorogenik asit miktarinda diigiisler meydana geldigini tespit etmislerdir.
MeJA uygulamasit sonucunda bitkilerin klorogenik asit miktarindaki azalmayi
Matsuda vd. (2005), fenolik bilesik olusum basamaklarinda klorogenik asitin bir ara

madde olarak kullanilmasiyla iliskilendirmislerdir.

Sonug olarak arastirmada kok gelisimi {lizerine 24-eBL uygulamalarinin olumlu
etkilerde bulundugu, MeJA ile birlikte kullanildig1 ortamlarda ise 24-eBL’nin kok
gelisimi lizerine olan olumlu etkileri nedeniyle kontrole gore daha yiiksek degerlerin
elde edildigi tespit edilmistir. Tropan alkaloidleri ile fenolik bilesiklerin birikimi
tizerine olan etkileri incelendiginde ise 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin bu
bilesiklerin birikimini 6nemli derecede artirdiklar tespit edilmistir. En yiiksek yas ve
kuru kok agirligi ile kok bityiime indeksi bakimindan 2 mg/l 24-eBL; skopolamin ve
katesin birikimi i¢in 1 mM MeJA + 2 mg/l 24-eBL kombinasyonu; hyosiyamin ve
epikatesin birikimi i¢in 1 mM MeJA + 1 mg/l 24-eBL kombinasyonu; toplam fenolik
madde, gallik asit, vanilin, sinnamik asit, rosmarinik asit, kafeik asit, klorogenik asit

birikimi i¢in de 1 mM MeJA en uygun uygulamalar olarak tespit edilmistir.
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