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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SIYAH BANOTU (Hyoscyamus niger)’NA AIT HUCRE
KULTURLERINDE iIMMOBILiZASYON TEKNIGi VE DISSAL
UYGULAMALARLA TROPAN ALKALOIDLERI iLE FENOLIK

BILESIKLERIN URETIMININ ARTIRILMASI

Serdar OZMEN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR

Bu arastirma siyah banotu (Hyoscyamus niger) bitkisine ait immobilize edilmis
hiicrelere uygulanan 24-epibrassinolid (24-eBL) ile metil jasmonat (MeJA)’in hiicre
gelisimi ile sekonder metabolit birikimi {izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki 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 kalsiyum aljinat ile immobilize edilmis hiicrelere 30 giin
boyunca uygulanmistir. Hasat sonrasinda uygulamalara gére immobilize hiicreler,
yas hiicre agirhigl, kuru hiicre agirhigi, hiicre biiyiime indeksi ile tropan
alkaloidlerinden hiyosiyamin ve skopolamin ile fenolik madde igerikleri bakimindan
degerlendirilmislerdir.

Aragtirma sonucunda en yiiksek yas ve kuru hiicre agirlig1 ile hiicre biiyiime indeksi
icin 2 mg/l 24-eBL; skopolamin ve hiyosiyamin i¢in 0.5 mg/l 24-eBL; fenolik
bilesikler i¢in de ImM MeJA’nin 24-eBL ile yapmis oldugu ikili kombinasyonlarin
en etkili uygulamalar oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak 24-eBL ve MelA
uygulamalarinin siyah banotuma ait immobilize hiicre Kkiiltiirlerinde tropan
alkaloidleri ile fenolik bilesiklerin iiretimini artirmaya yonelik olarak basari ile
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik bilesikler, Hyoscyamus niger, immobilizasyon, Metil
jasmonat, Tropan alkaloidleri, 24-epibrassinolid

2019, 70 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

IMMOBILIZATION TECHNIQUE IN THE CELL CULTURES
OF BLACK HENBANE (Hyoscyamus niger) AND INCREASING
THE PRODUCTION OF PHENOLIC COMPOUNDS WITH
TROPAN ALKALOIDS WITH EXTERNAL APPLICATIONS

Serdar OZMEN

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

Damsman: Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR

This study was carried out to determine the effects of 24-epibrassinolide (24-EBL)
and methyl jasmonate (MeJA) applications on the cell growth and secondary
metabolite accumulation of immobilized cells in black henbane (Hyoscyamus niger).
For this purpose, different concentrations of 24-eBL (0.5, 1 and 2 mg/I) were applied
to immobilized cells covered calcium alginate beads alone or the combination of 1
mM MeJA for 30 days. After harvest, immobilized cells were evaluated for fresh cell
weight, dry cell weight, cell 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 cell growth parameters while 0.5 mg/l of 24-eBL for scopolamine and
hyoscyamine. On the other hand, 1 mM MeJA with 24-eBL gave the maximum
values for phenolics. 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 immobilized cells of black henbane.

Key Words: Hyoscyamus niger, Immobilization, Methyl jasmonate, Phenolic
compounds, Tropane alkaloids, 24-epibrassinolide

2019, 70 pages
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1. GIRIS

Siyah banotu (Hyoscyamus niger L.), patlicangiller (Solanaceae) familyasina ait
hiyosiyamin ve skopolamin basta olmak iizere tropan alkaloidlerince zengin tibbi bir
bitkidir (Ciineyt vd., 2004). Tropan alkaloidleri i¢inde yer alan hiyosiyamin ve
skopolamin midriatik, antikolinerjik, antispazmodik, analjezik ve sedatif etkileri
nedeniyle tibbi ilaglarin liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Supria vd., 1998;
Tytgat, 2007). Bitkinin koklerinde sentezlenen bu metabolitlerin bitki biinyesindeki
miktarlar1 son derece diisiik olup, bu nedenle olduk¢a pahali ve ekonomik 6nemi
yiiksek metabolitlerdir. Farmakolojik etkilerinin yliksek, yan etkilerinin diisiik olmas1
nedeniyle tibbi ilaglarin yapiminda tercih edilen bu alkaloidleri (Drager, 2002) elde
etmek icin siyah banotu, yabani olarak dogadan toplandig1 gibi, Kuzey Afrika ve
Orta Avrupa iilkelerinde kiiltiirii de yapilmaktadir (Baydar, 2013).

Ticari olarak 6nemli olan bu sekonder metabolitlerin tiretimi bitki genetik 6zellikleri
tarafindan kontrol edilmesine ragmen, biyotik ve abiyotik faktorler, beslenme gibi
farkli etkenler de tropan alkaloidlerinin iiretimini artirma ya da inhibe etme yoniinde
etkide bulunabilmektedir (De-Baricevic vd., 1999; Ghorbanpour vd., 2013).
Kimyasal yapilarinin karmasikligi ve biyosentez yolunun uzun olmasindan dolayi,
tropan alkaloidlerinin sentetik iiretimi, bitki organlarindan ekstraksiyonlarmna gore
daha pahali olmaktadir (Huang vd., 2005). Bu nedenle, artan ihtiyaclarin
karsilanmas1 i¢in tropan alkaloidlerinin {iretiminde alternatif yOntemlerin
gelistirilmesi biiylik 6nem tasimakta olup (Kai vd., 2007), in vitro sekonder metabolit
iretim teknikleri de ozellikle son yillarda bu konuda iizerinde en ¢ok durulan
tekniklerin baginda gelmektedir. In vitro sekonder metabolit iiretiminde, fizyolojik
sliregleri uyararak bu metabolitlerin birikimini artiran digsal uygulamalar, sekonder
metabolitlerin in vitro tiretiminin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir strateji olarak
kabul edilmektedir (Ajungla vd., 2009, Spollansky vd., 2000; Namdeo, 2007;
Vanhala, 1998). Bu amagla besin ortamlarinin bilesiminde ve kiiltiir sartlarinda
yapilan degisiklikler, dnciil madde kullanimi, abiyotik ve biyotik stres uygulamalari
in vitro kosullarda metabolit verimini artirmada kullanilabilecek digsal uygulamalar
arasinda sayilabilmektedir. Nitekim farkli bitkilerde alkaloid birikimini artirmak

amaciyla biiylimeyi diizenleyici madde kullanimi, besin ortaminda yapilan



degisiklikler, biyotik ve abiyotik elisitorlerin basari ile kullanilabilecegi daha dnce
yapilan bazi ¢aligmalarla da tespit edilmistir (Belabbasi vd., 2016; Hashimoto ve
Yamada, 1987a; Shakeran vd., 2015; Zabetakis vd., 1999; Zeynali vd., 2016).

In vitro sekonder metabolit iiretiminde metabolit verimini artirmak amaciyla
kullanilabilecek bir diger uygulama da bitki hiicrelerinin uygun bir matriste
sabitlendigi immobilizasyon teknigidir (Pras ve Woerdenbag, 1999). Alkaloidlerin
tiretiminde ilk immobilizasyon calismast Bredelius vd. (1979), tarafindan noni
(Morinda citrifolia), yiiksik otu (Digitalis purpurea) ve pervane ¢igegi
(Catharanthus roseus) bitkilerine ait hiicre kiiltlirlerinde gerceklestirilmistir. Serbest
haldeki bitki hiicreleri ¢cogunlukla sekonder metabolitleri, biiyiimelerinin durdugu
noktada, bliylime dongiisiiniin duragan fazinda biriktirmektedirler. Bitki hiicrelerinin
immobilize edilmesi, sekonder metabolitlerin iiretimini artirmak i¢in biiylimenin
sabit kalacagi kosullar1 yaratmak i¢in kullanilan bir tekniktir (Pras ve Woerdenbag,

1999).

Tropan alkaloidlerini igeren birgok farkli bitki tiirlinde hiicre siispansiyon kiiltiirleri
yaygin olarak kullanilirken (Ballica vd., 1993; Zimare ve Malpathak, 2011; Bosila
vd., 2016), ayrintili literatiir c¢alismalart sonucunda, siyah banotunda hiicre
stispansiyon kiiltiirleri ile ilgili caligmalarin yok denecek kadar az (Yamada ve
Hashimoto, 1982; Aljibouri vd., 2012), immobilizasyon tekniginin ise daha dnce bu
tirde hi¢ kullanilmadigr goriilmektedir. Buradan da anlagilmaktadir ki hiicre
siispansiyon kiiltiirleri kullanilarak, son derece onemli farmakolojik etkileri olan
siyah bonotunda bulunan tropan alkaloidlerinin miktarin1 artirmak igin birgcok
calisma yapilmas1 gerekmektedir. Kaldi ki siyah banotunda tropan alkaloidleri
yaninda farkli fenolik bilesiklerin de bulundugu bildirilmektedir (Lunga vd., 2008).
Buna karsin siyah banotunda fenolik bilesiklerin miktarin1 belirlemeye ve bunlari
artirmaya yonelik higbir ¢alismanin da yapilmadigr goriilmektedir. Oysa fenolik
bilesikler de dzellikle saglik ilizerine olan 6nemli etkileri ile son derece degerli bir

diger metabolit grubunu olusturmaktadir (Basu ve Bhuyan, 2017).



Bu tez calismasi, siyah banotu bitkisine ait immobilize edilmis hiicre kiiltiirlerinde
MeJA ve 24-eBL’den olusan digsal uygulamalarin tropan alkaloidleri ile fenolik

bilesiklerin sentezi tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Siyah Banotu (Hyoscyamus niger L.)’nun Yayihisi ve Botanik Ozellikleri

Solanaceae familyasi genel olarak 94 cins ve 2950 tiiri icermektedir (Drager, 2004).
Bu aile igerisinde ekonomik, tarimsal ve farmasétik agidan son derece 6nemli cinsler
bulunmakta olup (Wink, 2003), Hyoscyamus cinsi de bunlardan biridir. Tiirkiye
florasinda H. albus L. (beyaz banotu), H. aureus L. (sar1 banotu), H. leptocalyx Staff.
(Mardin banotu), H. Niger L. (siyah banotu), H. Pusillus L. (ciice banotu) ve H.
reticulatus L. (mor banotu) olusan alt1 tiirle temsil edilmektedir (Baytop, 1978;
Baytop, 1999; Giiner vd., 2000).

Siyah banotu Avrupa ve Kuzey Afrika kdkenli bir bitki tlirii olup (Pokorny ve
Mangold, 2010), Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Brezilya bolgeleri dahil kuzey
yarmmkiirenin neredeyse tiim bolgelerinde goriilmektedir (Emami, 2007). Ulkemizde
ise 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). Bitki, halk arasinda deli bat bat, gavur haghasi,
bengildek, berg, benk, dagdagan gibi isimlerle de anilmaktadir (Baytop, 1999).

Siyah banotu Linnaeus tarafindan 1753’de simiflandirilmistir (Hocking, 1947).
Hyoscyamus cins adi hyos (domuz) ve cyamus (fasulye) kokiinden tiiretilmis bir
kelime olup, domuz fasulyesi anlamina gelmektedir (Mitich, 1992; Volak ve Stodola,
1992). Bunun yaninda Anglo-Sakson kaynaklarda siyah banotu "tavuk katili" (\Volak
ve Stodola, 1992) olarak terciime edilmis ve gilinlimiizde ingilizcede hen (tavuk) ve
bana (katil) kelimelerinin birlestirilmesi ile elde edilen henbane olarak
kullanilmaktadir. Bu ismi almasimin nedeni olarak da tavuklarin bu bitkinin
tohumlarmi yediklerinde felg olarak Olmeleri gosterilmistir (Haas, 1995). Siyah
banotu preparatlarinin terapotik, toksik ve haliisinojenik etkileri antik ¢aglardan beri
insanoglu tarafindan bilinmektedir (Hocking 1947; Kreitmair 1947; Ahmed ve
Fahmy 1949; Fahmy 1963; Grieve 1977). Siyah banotundan elde edilen 6ziitlerin
psikojenik etkileri nedeniyle genellikle dini torenlerde veya cadilar tarafindan

kullanildig1 ve sonrasinda da ilacin tibbi kullantminin 6n plana ¢iktigi ifade
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edilmektedir (Hocking, 1947). Geleneksel ilaglarla ilgilenen insanlarin ¢ogunun (%
85) siyah banotunu kullandiklar diistiniilmektedir (Ciineyt vd., 2004). Dioscorides’in
(MS 1. yiizyil) de siyah banotunu agr1 kesici ve uykusuzluk problemlerini gidermek
i¢cin kullandig bildirilmektedir (Hocking, 1947)

Siyah banotu diploid kromozom sayisina (2n = 34) sahip (Sangeeta ve Lavania,
1987), 30-80 cm arasinda boylanabilen, tek veya iki yillik otsu formda bir bitkidir
(Sekil 2. 1) (Ciineyt vd., 2004). Mor damarlara sahip sarimsi1 renkte ¢igekleri kokulu
ve hermafrodittir. Mayis—Eyliil donemlerinde acan ¢igekler, boceklerle
tozlanmaktadir. Boyut olarak kisa g¢igek saplarina sahip olan bitkinin c¢anak
yapraklar tlip seklinde ve tizerleri damarlidir. Huni seklinde olan ta¢ yapraklar ise,
bes bolimlii olup ¢anak yapraklara benzer sekilde iizerleri damarlidir. 80 cm’ye
kadar ulasabilen basit, dik veya dallanmis yapidaki saplart yapigkan tiylerle
ortilliidiir. Oval sekle sahip bitki yapraklarinin kenar kisimlart oyuntuludur.
Olgunlastiginda bir kapak ile agilan tohum kapsiiliinde grimsi renkte yaklagik 500
kadar tohum bulundurmaktadir (Chevallier, 1996). Bir bitki yilda yaklasik olarak
10.000 tohum iiretebilmektedir (Begum vd., 2010; Graham ve Johnson, 2010).

ekil 2.1. Siyah banotu bitkisi



2.2. Siyah Banotu Bitkisinde Bulunan Sekonder Metabolitler ve Kullanim

Alanlar

Siyah banotu tibbi bir bitki olarak ¢ok uzun bir kullanim geg¢misine sahiptir. Kok,
yaprak ve tohum gibi neredeyse biitiin organlar1 hiyosiyamin ve skopolamin gibi
tropan alkaloitleri igermektedir (Cirak vd., 2004). Bu metabolitler koklerde
sentezlenmekte ve daha sonra bitkinin toprak iistii organlarina tagmmaktadir
(Oksman-Caldentey vd., 1987). Yapraklari %0.04-0.14 arasinda alkaloid
bulundurmaktadir (Baydar, 2013). Tohumlarinda ise bu oran %0.5-0.6 arasinda
degismekle birlikte, ayn1 zamanda tohumlar %20 oraninda sabit yag da igermektedir
(Morishita, 1991). Siyah banotunun kimyasal bilesenleri arasinda alkaloidlerin yani
sira saponinler, lignanlar, kumarinolignanlar, flavonoidler ve fenoloik bilesikler de

bulunmaktadir (Lunga vd., 2008; Bahmanzadegan vd., 2010).

Tropan alkaloid biyosentez yolu genetik diizeyde tam olarak agiklanamamasina
ragmen, bu biyosentetik yolda cok sayida enzim izole edilmis ve klonlanmistir
(Oksman-Caldentey ve Arroo, 2000). Buna gore L-arginin, iireaz enzimi argininaz
tarafindan proteojenik olmayan amino asit L-ornitine doniistiirilmektedir. Daha
sonra ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi diamin putresinini vermek {izere ornitini
dekarboksilatlamaktadir. Bir sonraki adim, N-metilputresini olusturan, putresin N-
metiltransferaz (PMT; EC2.1.1.53) tarafindan katalize edilen putresinin S-adenosil-
metiyonine (SAM) bagimli metilasyonudur. Bu enzim, putresini poliamin
havuzundan uzaklastirmakta ve metillenmis bilesigi alkaloid {iretimine dogru
yonledirmektedir. N-metilputresin daha sonra N-metilputresin oksidaz (MPO; EC
1.4.3.6) enzimi ile N-metilaminobutanale donistiiriiliir. Tropan alkaloidleri ile
nikotin biyosentezinde (Courdavault, 2010) bir dallanma noktas1 olan N-
metilpiroliyum katyonu, bu aldehitin kendiliginden siklizasyonuyla olusur. Her ne
kadar enzimatik aktiviteler tarif edilmese de, hiygrinin N-metilpirrolium katyonu ve
asetoasetik asidin yogunlasmasi ile olustugu iddia edilmektedir. Higrin siklizasyonu,
tropinon rediikktaz I (TR-I; EC 1.1.1.206) ila 3a-tropanol (tropin) veya tropinon
rediiktaz II (TR-1I; EC 1.1.1.236) ile 3pB-tropanol (psddotropin) olusumunu
gerceklestirmektedir (Nakajima ve Hashimoto 1999). Psddotropin, kalistegin
biyosentezinde ilk spesifik ara maddedir (Drager, 2006). Bununla birlikte, tropin,

littorin olusturmak i¢in fenillaktil-CoA ile yogunlasmakyadir. Littorin, bir sitokrom
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P450 littorin mutaz/monooksijenaz (CYP80F1; EC 1.14.14.1) yoluyla hiyosiyamin
aldehite gore yeniden diizenlenir ve bir alkol dehidrojenaz (Li vd., 2006) tarafindan
hiyosiyamine indirgendigi sOylenir. Tropan alkaloid biyosentezi sirasinda, son iki
reaksiyon basamagi, gii¢lii hidroksilaz ve zayif epoksidaz aktivitesine sahip bir
hiyosiyamin 6b hidroksilaz (H6H; EC 1.14.11.11) tarafindan katalize edilmektedir
(Hashimoto vd., 1993). Psodotropin, kalistegin biyosentezinde ilk spesifik ara
maddedir (Drager, 2006). Once 6B-Hidroksi hiyosiyamin iiretilir, daha sonra bu
enzim araciligiyla hiyosiyamin epoksitlenmesiyle nihai iiriin olan skopolamine

dontistim gerceklestirilir (Averesch ve Kayser, 2014).
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Sekil 2.2. Tropan alkaloidlerinin biyosentezi

Siyah banotu bitkisini herbalistler gut hastaligi, bas, dis ve eklem agrilarini tedavi
etmek icin farkli formiilasyonlarda kullanmislardir. Siyah banotu iilser, bogmaca,
astim, uykusuzluk, romatizma ve ¢esitli solunum yolu hastaliklarinin tedavisinin bir
pargast olmustur (Sharma vd., 2000; Lal vd., 2005). Tiirkiye'de de siyah banotu
tohumlar1 halk arasinda tibbi amaglarda kullanilmaktadir. Tohumlarin suda
kaynatilmasiyla elde edilen buharinin konjonktivit tedavisinde kullamildig:
belirtilmistir (Tuzlact ve Aymaz, 2001). Siyah banotu bitkisindeki alkaloidler

yatistiricl, sakinlestirici, agri kesici, 0ksiiriik kesici, spazm ¢oziicii etkilerinden dolay1



kulak ve goz iltihabi, romatizma, iilser tedavisi, Oksiiriik, hareket hastaligi, astim,
kuduz, ates, bronsit, renal kolik ve spazm gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadirlar (Supria, 1998; Pitta-Alvarez vd., 2000; Ramoutsaki vd., 2002;
Harrison ve Bartels, 2006; Tytgat, 2007). Bu alkaloidlerin kardiyovaskiiler koruyucu
etkilerinin yanisira (Vallabi ve Elango, 2016), depresyona karsi antidepresan
ozellikler tasidig1 da belirlenmistir (Patil vd., 2013). Siyah banotu 6zellikle solunum
bozukluklar1 i¢in kullanilan “Parasika Yavani” olarak bilinen ayurveda ilaglarindan
birisidir. Ayurveda tipta uykusuzluk, psikiyatrik bozukluklar, epilepsi, sigkinlik, agr
ve nefes darhig tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle antikolinerjik etkiye sahip
hiyosiyamin ile antispazmodik etkiye sahip skopolamin ilaglarinin iiretiminde yogun
olarak kullanilmaktadir (Alaghemand vd., 2013). Hiyosiyaminin 6,7-epoksiti olan
skopolamin, sinir sistemi lizerindeki daha az yan etkisi ile bu iki tropan alkaloidinin
en onemlisidir. Skopolaminin diinya ¢apindaki talebi hiyosiyamin ve rasemik formu
olan atropinden 10 kat daha yiiksektir (Hashimoto vd., 1993). Biitiin bunlarin yani
sira siyah banotu igermis oldugu bu alkaloidlerden dolay1 son derece zehirli bir bitki
olup, siyah banotunun bilingsiz tiikketimi 6liimciil sonuglara da neden olabilmektedir

(Haas, 1995).

2.3. Siyah Banotu Bitkisinde In Vitro Sekonder Metabolit Uretiminin Onemi

Solanaceae familyasi tropan alkaloidlerince zengin bitki tiirlerini igermektedir. Bu
bitki tiirlerinden biri de siyah banotudur. Bu bitkide bulunan hiyosiyamin ve
skopolamin tip alaninda 6nemli islevleri olan, buna karsilik bitkilerdeki miktarlarinin
diisiik olmasi nedeniyle de son derece pahali olan alkaloidlerdir. Bu alkaloidlerin
sentetik iiretimi, karmasik kimyasal yapilar1 ve uzun biyosentez yollar1 nedeniyle
bitkilerden elde edilmesine oranla daha pahali olmaktadir. Bu nedenle ihtiyag
endiistriyel olarak Atropa, Duboisia, Datura, Scopolia ve Hyoscyamus cinsine ait
cesitli Solanaceae bitkilerinden elde edilmektedir (Ghorbanpour vd., 2015). Bitkisel
ilaglarin tiiketimi artmaya devam ederken, aktif bilesikleri saglamak icin yabani
bitkilere bagimlilik daha ciddi bir boyuta gelmektedir (Hong vd., 2012). Bitkinin
koklerinde sentezlenen bu metabolitlerin, bitkilerdeki miktar1 ticari iiretim ic¢in ¢ok
duisiiktiir. Bu nedenle ticari kullanim igin alkaloid iiretim oranlarmin arttirilmasi
biiyiik 6nem tagimaktadir (Yamada vd., 1982). Kompleks kimyasal yapilari, maliyet

ve zaman faktorleri nedeniyle, bu alkaloidlerin kimyasal sentezinin neredeyse
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imkansiz olmasi, bu bilesiklerin, bitkisel kaynaklardan elde edilme zorunlulugunu
ortaya cikarmaktadir (Oksman-Caldentey ve Hiltunen, 1996; Ghorbanpour vd.,
2013a). Ancak dogadan toplama yoluyla yapilan iiretimin en 6nemli dezavantaji,
ozellikle kok kaynakli metabolitlere sahip bitkilerde ¢ok daha yogun yasandig iizere,
bitkilerin zaman i¢inde yok olma tehlikesi ile yiiz ylize kalmasidir. Ayrica mevsime
baglilik, cografi zorluklar, bitkilerin hastalik ve zararlilar tarafindan istilasi,
metabolit verim ve kalitesinde yillara gore ortaya cikan degisiklikler ile saf ve
standardize bitki materyali kitli§i dogadan toplama yoluyla metabolit {iretiminin
diger onemli dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir (Raman vd., 2004). Son yillarda
bu dezavantajlar1 ortadan kaldirarak kontrollii kosullar altinda yilin her doneminde,
standart verim ve kalitede metabolit iiretmeye olanak saglayan alternatif tekniklerin
arayist sonucunda, doku kiiltiirii teknikleri biiyiikk bir popiilarite kazanmaya
baglamistir (Hong vd., 2012). In vitro kosullarda sekonder metabolit iiretiminin bir
diger onemli avantaji da dogada uygulanmasi miimkiin olmayan bir¢ok uygulamanin
in vitro’da kolaylikla yapilarak metabolit veriminin ¢ok daha yiiksek seviyelere
cikartilabilmesidir. Besin ortamlarinda ve kiiltiirel kosullarda yapilan degisiklikler,
bliylimeyi diizenleyici madde uygulamalari, elisitér uygulamalari, biyosentez
yolundaki 6nciil ya da ara maddelerin ortamlara ilave edilmeleri sekonder metabolit

tiretimini artirmak amaciyla kullanilabilecek yontemlerdir (Zhao vd., 2002).

Jasmonik asidin metil esteri olan MeJA ile bir brassinosteroid olan 24-eBL’de in
vitro sekonder metabolit iiretimini artirmak amaciyla yapilabilecek uygulamalar
arasinda yer almaktadir. Bitkilerde birgok sekonder metabolitin biyosentezi
genellikle bir savunma tepkisi sonucunda baslamaktadir. Bir sinyal molekiilii olarak
hareket eden MeJA, diisiik molekiil agirlikli savunma bilesiklerinin olusumunu
tesvik eden biyokimyasal reaksiyonlarin uyarilmasinda rol oynar (Ozawa vd., 2000).
Bu nedenle MeJA’nin dissal uygulamalar sonucu kiiltiirlerde artan konsantrasyonu,
glukosinolatlar, terpenoidler, fenilpropanoidler, valepotriatlar, saponinler ve
alkaloitler gibi cesitli sekonder metabolitlerin biyosentezini uyarmaktadir (De Costa

vd., 2013; Russowski vd., 2013).

Brassinosteroidler (BR'ler) de bitkilerde bir cok 6nemli yasamsal olaylar1 diizenleyen
polihidroksillenmis steroid yapida bitki hormonlaridir (Hayat vd., 2007). BR'lerin
hiicre cogalmast ve geniglemesini, yaslanmayi, yaprak gelisimini, vaskiiler
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farklilasmay1 ve erkek kisirligint destekledikleri ifade edilmektedir (Arora vd.,
2010). BR'lerin, ¢esitli metabolik siiregleri diizenleyerek ve genlerin ifadelerini
etkileyerek kontrollii gelisimsel ilerlemeye ve dolayisiyla morfogenezine aracilik
ettigini tespit edilmistir (Fariduddin vd., 2014; Zhang vd., 2016). Ek olarak, BR
uygulamalarinin klorofil, CO; asimilasyonunu, karboksilasyon verimliligini ve prolin
sentezini etkileyerek fotosentezi iyilestirdigi ve ayrica antioksidan savunma
sisteminin diizenlenmesi yoluyla oksidatif hasar1 6nledigi, bdylece verimi artirdigi
bildirilmistir (Hayat wvd., 2010). Stresli kosullar altinda, BR'lerin, tagima
proteinlerinin aktivitesini artirarak, stres toleransini gelistirerek mineral elementlerin

alimin arttirdigi da bildirilmistir (Ali vd., 2006).

BR’lerin bitki biiylime ve gelisimi ile strese karsi dayanikliligi saglamalarinin yani
sira sekonder metabolit liretimini artirdiklart da belirlenmigtir. Nitekim hem stres
uygulanmis bitkilerde (Farooq vd., 2009; Coban ve Baydar, 2017) hem de strese
maruz birakilmamis bitkilerde (As¢t vd., 2019; Babalik vd., 2019) uygun
konsantrasyon ve donemde uygulandiklarinda sekonder metabolit icerigini kontrol
bitkileri ile kiyaslandiginda 6nemli derecede artirdiklari tespit edilmistir. BR’lerin
farkli bitkilerde farkli sekonder metabolitlerin tiretimini in vitro kosullarda da
artirdiklar tespit edilmistir (Gumerova vd., 2015; Jalalpour vd., 2014; Jaremicz vd.,
2014; Demirci, 2017; Biger vd., 2017; Demirci vd., 2017).

2.4. Bitki Hiicrelerinin Immobilizasyonu

In vitro sekonder metabolit iiretiminde metabolit verimini artirmak amaciyla
kullanilabilecek 6nemli uygulamalardan biri de bitki hiicrelerinin uygun bir matriste
sabitlendigi (hareketsizlestirildigi) immobilizasyon teknigidir (Pras ve Woenderbag,
1999). Immobilizasyon teknigi basta mikroorganizmalarin enzim immobilizasyonu
olmak iizere bir¢cok endiistriyel uygulamada 25 yili askin siiredir kullanilmaktadir.
Bitki hiicreleri, mikroorganizmalara gore daha yavas biiyiirler, hedeflenen sekonder
metabolitleri daha yavas lretirler, fiziksel stres tarafindan daha kolay bozulurlar ve
cevresindeki ~ kimyasal sinyallerden  etkilenirler. Immobilizasyon, sinyal
molekiillerinin hareketi ile hiicreler arasi iletisim kurabilen hiicresel ¢apraz etkilesimi
kolaylasmaktadir. Bu da bitki hiicrelerinde sekonder metabolit verimini

arttirmaktadir (Haigh ve Linden, 1989; Pras ve Woerdenbag, 1999; Aoyagi vd. 1998;
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Villegas vd., 1999). Serbest haldeki bitki hiicreleri c¢ogunlukla sekonder
metabolitleri, biiylimelerinin durdugu noktada, biiylime dongtisiiniin duragan fazinda
biriktirmektedirler. Bitki hiicrelerinin immobilize edilmesi, sekonder metabolitlerin
liretiminin artirabilmek i¢in biiylimenin inhibe edilebildigi kosullar yaratmak igin
kullanilan bir aragtir (Pras ve Woerdenbag, 1999). Bitki hiicrelerinin
immobilizasyonu, duragan fazda hiicrelerin canliligini uzun siire koruyarak, genis bir
peryotta biyokiitle elde edilmesine imkan tanima, maliyeti ve kontaminasyon riskini
azaltarak kiiciik biyoreaktdrler i¢inde yiiksek hiicre yogunlugunu saglama, sekonder
metabolit iiretimini artirma, hiicre siispansiyonlarinda karistirma ve havalandirma
problemlerine neden olan sivi viskozitesini en aza indirgeme gibi avantajlar
sunmaktadir (Dicosmo ve Misawa, 1995). Ayrica immobilize hiicrelerin yavas
biiyiimesi, hizli biiyime i¢in gerekli primer metabolizmanin baskilanarak, sekonder

metabolit verimini artirmasina da neden olmaktadir (Lindsey ve Yeoman, 1983).

Immobilizasyon yiizey immobilizasyon ydntemi ve jel icinde tutuklama ydntemi
olmak iizere baslica 2 sekilde gergeklestirilmektedir. Yiizey immobilizasyonu kiiltiire
almmig bitki hiicrelerinin sivi ortam i¢ine batirilmis inert ylizeylere yapismasi
esasina dayanmaktadir. Nitekim cam fiberlerin kullanildig1 yiizey immobilizayonu
Madagaskar meneksesi, tiitiin ve soya da sekonder metabolit {iretimi ig¢in
kullanilmistir (Asada ve Shuler, 1989; Archambault vd., 1989). Ancak en yaygin
kullanilan immobilizasyon teknigi, polimerize olma 6zelligi tasiyan belirli bir jel
veya jel kombinasyonu iginde hiicrelerin tutuklandigi (matrislendigi) tekniktir.
Bunun sebebi, esnek kosullara sahip, ucuz, basit ve tekrarlanabilir olan bir teknik
olmasindan kaynaklanmaktadir (Hulst ve Tramper, 1989). Kalsiyum alginat en sik
kullanilan matris olmakla birlikte bu amagla agaroz, jelatin, karragenan, ve
poliakrilamid de kullanilabilmektedir (Nilsson vd., 1983; Dornenburg ve Knorr,
1995; Rao ve Ravishankar, 2002). Ancak hiicrenin tutuklanmasinda kullanilan
matrisin, hiicreler i¢in toksik olmamasi, ucuz ve iyi polimerizasyon aktivitesine sahip
olmas1 gerekmektedir. Bu yontemle yapilan ilk immobilizasyon ¢alismas1 Brodelius
vd. (1979) tarafindan Morinda citrifolia, Digitalis purpurea ve Catharanthus roseus

bitkilerine ait hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilmistir.

Bitki hiicrelerinin aljinat boncuklarla tutuklanmasi, sodyum aljinat ve hiicre

stispansiyon karisiminin damlaciklar halinde iki degerli katyonlarla, genellikle de
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kalsiyum kloriir igeren tuz ¢ozeltisinde sabitlenmesiyle elde edilmektedir (Majerus
ve Pareilleux, 1986). Olusturulan damla kalsiyum kloriir ¢ozeltisine diistiigiinde,
sodyum ve kalsiyum iyonlarinin yer degistirmesiyle damlalarin dis yiizeyinde suda
¢Oziinmeyen bir kalsiyum aljinat jeli olusturarak kiiresel jel boncuklari formuna
doniismektedir (Sekil 2.3). Elde edilen boncuklar, tuz ¢6zeltisinde tutularak

sertlestirilme islemi gerceklestirilmektedir (Hulst ve Tramper, 1989).

Aljinat \ / Hugcreler

Karnsim

sEae Siringa

l \ CaCl,

Sekil 2.3. Hiicrelerin aljinat ile tutuklanmas1 (S6kmen ve Giirel, 2012)

Daha once yapilan calismalarda sekonder metabolit {retiminde hiicrelerin
tutuklanarak immobilize edilmesi ile ¢ok dramatik sonuglarin elde edildigi tespit
edilmistir.  Nitekim Capsicum tiirlerinde immobilize hiicrelerden kapsaisin
tretiminde 100 katlik bir artisin tespit edildigi bulunmustur (Lindsey ve Yeoman,
1984; Ravishankar vd., 1988). Ayrica Coffea arabica ve Catharanthus roseus’da
immobilize edilmis hiicre kiiltiirlerinde sirasiyla metilksantin 13 kat, ajmalisin ise 3.4

kat arttig1 bulunmustur (Asada ve Shuler, 1989; Haldimann ve Brodelius, 1987).

Villegas vd. (1999), acem lalesi (Eschscholtzia californica) hiicre kiiltiirlerinde
immobilizasyon teknigi ve elisitdr uygulamalarinin, benzofenantridin alkaloidleri
tizerine etkilerini arastirmiglardir. Sodyum aljinatla immobilize edilen hiicrelerde
alkaloid tretiminin serbest hiicrelere oranla 800 kata kadar yiikseldigi, lretilen
alkaloidlerin biiyiik bir kisminin da biiylime ortamina salindigin1 belirlenmistir.

Yine immobilizasyon teknigi ile alkaloid sentezini artirmaya yonelik yapilan bir

diger calismada Datura innoxia bitkisine ait hiicrelerde gerceklestirilmistir. Bu
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aragtirmada Datura innoxia’ya ait hiicre hattinin stabilize edilmis iki yillik hiicre
stispansiyonlar1 ~ kullanilmigtir.  Arastirmada kalsiyum-aljinat immobilizasyonu
sonucunda alkaloid iiretiminin 10 kathik bir artisa neden oldugu tespit edilmistir

(Gontier vd., 1994).

Immobilizasyon teknigi ile fenolik bilesiklerin iiretiminin incelendigi bir arastirmada
ise Inyai vd. (2019), beyaz dut (Morus alba L.)’a ait immobilize olmus hiicre
kiiltiirlerinde mulberrosid A'nin hiicre dis1 matriks ve kiiltiir ortamina salgilanmasini
% 60'a kadar artirirken, oksiresveratrol seviyesini 12 kat, resveratrol seviyesini 27
kat arttirdig1 tespit edilmistir. Arastirmada immobilize hiicrelere 24 saat boyunca
uygulanan 50 uM MeJA ve 0.5 mg/ml maya ekstraktinin bu ii¢ stilbenoidin tiretimini
2 kat artirdigi belirtilmistir. Bunun yaninda 0.05 mM L-fenilalanin, 0.03 mM L-
tirozin uygulamasinin mulberrosid A, oksiresveratrol ve resveratrol iiretimini 6nemli

Olciide arttirdigt tespit edilmistir.

Bu aciklamalardan da anlasildigi tizere immobilizasyon yontemi in vitro kosullarda
sekonder metabolit liretiminde kullanilma potansiyeli yiiksek olan bir teknik olma
Ozelligi tasimaktadir. Ancak siyah banotunda bu teknikle ilgili hi¢bir ¢alismanin
yapilmadig goriilmektedir.

Siyah banotunda tropan alkaloidlerinin sentezini artirmak amaciyla yapilan in vitro
calismalarin az, fenolik bilesiklerin artirllmasina yonelik c¢alismalarin  da
bulunmamasi nedeniyle, konunun daha iyi anlasilmasi i¢in tropan alkaloidlerince
zengin bitki tlirlerinde bu amagla yapilmis arastirmalar incelenmis ve asagida kisaca

Ozetlenmistir:

Bu alanda yapilan ilk calisma Yamada ve Hashimoto (1982) tarafindan
gerceklestirilmis olup, bu aragtirmada Atropa belladonna, Datura stramonium ve
siyah banotuna ait kallus kiiltiirlerinde yapilan kromotografik analizler sonucunda,
siyah banotunda hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerinin elde edildigi tespit

edilmistir.

Hashimoto ve Yamada (1987) siyah banotuna ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde

tropan alkaloid iiretim olanaklarini arastirmiglardir. Bu amagla arastiricilar kullanmig
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olduklar1 farkli besin ortamlar1 i¢inde, White besin ortaminin hiicre biiylimesini
inhibe ettigini, hiyosiyamin miktarini ise artirdigini belirlemislerdir. 0.2 mM fosfat
iceren modifiye LS ortaminda ise % 0.05 oraninda hiyosiyamin iiretiminin
gerceklestigi tespit edilmistir. N-metilputresin, tropin, fenilalanin ve tropik asit gibi
onciil maddelerin alkaloid iiretimi iizerine etkilerinin de incelendigi arastirmada, elde
edilen sonuglarin Onciil maddelere, uygulamanin yapildigt doneme ve
konsantrasyona bagli olarak degistigi saptanmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerden
naftalin asetik asit (NAA)’in ise hiicre biiyiimesini uyardigi ancak hiyosiyamin

iiretimini engelledigi tespit edilmistir.

Ballica vd. (1993), de tropan alkaloid iiretimi i¢in Datura stramonium bitkisinden
elde edilen hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde c¢esitli elisitor ve Onciill madde
uygulamalarinin etkilerini arastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore biyotik elisitor
olarak kullanilan Phytophotora megasperma’nin tropan alkaloid tiretimini 5 kat
artirdigi, fenilalanin ve ornitinin gibi 6nciil maddelerin kiiltiir ortamina eklenmesinin
ise toplam alkaloid miktarin1 5 kat, tropik asit miktarini ise 7 kat arttirdigi tespit

edilmistir.

Misir banotu (Hyoscyamus muticus)'na ait sagak kok kiiltiirlerini igeren ortamlara
eklenen biiylime diizenleyicilerinin biiylime, kok fenotipi ve tropan alkaloid
tiretimine etkilerinin arastirildigi bir baska arastirmada, kok kiiltlirlerinin 0.01-5
umol/l arasindaki oksin uygulamalarini tolere edebildigi belirtilmistir. Kok biiylimesi
tizerine indol asetik asit (IAA) ve NAA’ nin bir etkisinin bulunmadigi, ancak alkaloid
tretimini oksin igermeyen kok kiiltiirlerine kiyasla 2 kat artirdigi saptanmistir. En
yiiksek metabolit {iretimi 0.1-1.0 umol/L konsantrasyonlarinda IAA iceren
ortamlarda, 117 mg/l hiyosiyamin ve 0.2 mg/l skopolamin olarak tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar1 i¢sel oksin iceriginin yliksek miktarda tropan alkaloid iiretimi
icin yeterli olmadigin1 gdstermistir. Sitokinin uygulamalarmin kok fenotipi ve
bliylime hizina bir etkide bulunmadiginin belirlendigi arastirmada, absisik asit
(ABA) ve gibberellik asit (GA3) uygulamalarinin hiyosiyamin iiretimini engelledigi
de tespit edilmistir (Vanhala vd., 1998).

Yine Hyoscyamus muticus tiiriinde yapilan bir arastirmada, Basu ve Chand (1998) bu

bitkiden alinan kotilendonlar1 2 mg/1 2,4-dikloorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 0.5
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mg/l benziladenin (BA) i¢eren modifiye Murashige ve Skoog (MS) ortaminda
(Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiire alarak kallus elde etmislerdir. Kallus
hiicrelerinden elde edilen siirgiin ve koklerde alkaloid iiretimini ince tabaka
kromotografisi ile inceleyen arastiricilar, alkaloid tiretiminin dokulara gére farklilik

gosterdigini, en yiiksek hiyosiyaminin de koklerden elde edildigini saptamislardir.

Borazan ¢igegi (Datura stramonium) kok kiltirlerinde ¢esitli  elisitor ve
oligogalakturonidlerin alkaloid iiretimi {izerine etkilerini inceleyen Zabetakis vd.
(1999), 0.1 uM MeJA’nin kiiltiir ortamina eklenmesinin hiyosiyamin miktarini 12.16
pumol/g’dan 22.14 umol/g’a, skopolamin miktarini1 2.45 pmol/g’dan 6.14 pmol/g’a,
littorin miktarini ise 1.19 pmol/g’ dan 3.70 umol/g’a ¢ikardigini tespit etmislerdir.

Boitel-Conti vd. (2000) ise L-ornitin, L-arjinin, L-fenilalanin, DL-B-fenilasetik asit
ve tropinon onciil maddeleri ile tween 20 uygulamalarinin Datura inoxia sacak kok
kiiltiirlerinde metabolit iiretimine etkilerini incelenmislerdir. Onciil maddelerin tween
20 olmaksizin 0.5 mM konsantrasyonunda tek tek uygulamalarinin hiyosiyamin
tiretimi tlizerinde etkili olmadigi, ancak kombinasyon halinde uygulanmalarinin
metabolit verimi tizerine olumlu etkiler gosterdigi belirtilmisir. L-fenilalanin ile
tween 20 kombinasyonunu igeren uygulamada hiyosiyamin tretiminde % 40’1k,
DL-B-fenilasetik asit ve tween 20 kombinasyonu i¢eren uygulamada ise % 60’lik bir

artigin ortaya ciktig1 tespit edilmistir.

Melek borusu (Brugmansia candida) bitkisi tizerinde yapilan bir arastirmada ise, bu
bitkiye ait sacak kok kiiltiirlerinde biyotik ve abiyotik elsitorlerin alkaloid iiretimi
tizerine etkileri arastirilmistir (Pitta- Alvarez vd., 2000). Salisilik asit (SA)’in
skopolamin iiretimini 2 kat; hiyosiyamin iiretimini 12 kat artirdiginin belirlendigi
aragtirmada glimiis nitrat (AgNO3) uygulamasinin ise skopolamin tiretimini 5 kat,
hiyosiyamin tiiretimini ise 8 kat artirdigi belirtilmistir. Arastirmada elde edilen bu
sonuclarin, AgNO3 ve SA’nin etilen lizerindeki inhibe edici etkisinden kaynaklandigi
ifade edilmistir. Maya ekstakt1 uygulamas1 hiyosiyamin tiretimini 3 kat, skopolamin
tiretimini ise 7 kat artirirken; kalsiyum kloriir (CaCly)’iin metabolit iiretimi {izerinde
cok az etki gosterdigi tespit edilmistir. Kadmiyum kloriir (CdCl,) uygulamasinin ise
biiyiimeyi 6nemli 6l¢iide inhibe ederken, skopolamin iiretimini 3 kat, hiyosiyamin
tiretimini 24 kat artirdig1 belirlenmistir.
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Brugmansia candida bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde gergeklestirilen bir baska
arastirmada Spollansky vd. (2000), 2.5-25 pg/ml jasmonik asit ile 25-250 mM
aliminyum kloriir (AICIl3) uygulamalarinin alkaloid iiretimi tizerine etkilerini
incelemislerdir. Arastirmada 19 giinlilk sacak kok Kkiiltiirlerinde 24 ve 48 saat
araliginda jasmonit asit uygulamasi gerceklestirilmis, elde edilen sonuglara gore 24
saat boyunca uygulanan 25 pg/ml jasmonik asitin hiyosiyamin salinimini % 1200
arttirdigl, 48 saat boyunca uygulanan 2.5 pg/ml jasmonik asitin ise skopolamin
salmmim % 30 artirdigr tespit edilmistir. AICl3iin 25 mM ve 250 mM
konsantrasyonunda uygulamalarinin hiyosiyamin iiretimini % 43 oraninda atirirken,
skopolamin iiretiminin % 83 oraninda artirdig1 saptanmistir. Ayrica 48 sat boyunca
uygulanan 250 mM AIClz’iin skopolamin {iretimini % 150 oraninda artirdigi da

belirtilmistir.

Lee vd. (2001) Agrobacterium rhizogenez ile transforme edilen giizel avratotu
(Atropa belladonna) sagak kok kiiltiirlerinde elisitér olarak kullanilan SA
uygulamasinin alkaloid iiretimi {izerine etkilerini incelemislerdir. 2 MS ortaminda
kiiltiire alinan 18 giinliik kok kiiltiirlerine 0.2 mM ve 2 mM konsantrasyonlarinda
yapitlan SA uygulamasi sonrasinda 1., 3. ve 7. gilinlerde hasat islemi
gergeklestirilmistir. Kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda kok kiiltiirlerine uygulanan
0.2 mM SA’in metabolit lretimi ilizerine bir etki gostermedigi, 2 mM SA
uygulamasinin 1. giinde alkaloid tiretimini % 35; 3. giinde % 80; 7. giinde ise % 90

oraninda azalttig1 tespit edilmistir.

Tropan alkaloidlerince zengin bir baska tiir olan Scopolia parviflora’ya ait adventif
kok kiiltiirlerinde biyotik elisitdrlerin sekonder metabolit verimi iizerine etkileri
arastirilmistir (Jung vd., 2003). Arastirmada kokler, 2 gram pozitif, 1 de gram negatif
bakteri susu ile 3 giin inokiile edildikten sonra, elisitor uygulamalarini takip eden 3
farkli (12., 24. ve 48. saat) donemde hasat edilmislerdir. Maksimum skopolamin
miktart gram pozitif bakteri suslari ile inokiile edilen ve 12. saatte hasat edilen
koklerde elde edilmistir. Ozellikle S. aureus ile inokiile edilen kiiltiirlerde kontrole

kiyasla 2.8 kat daha fazla skopolamin iiretiminin gergeklestirildigi belirlenmistir.

Hank vd. (2003), tarafindan yapilan arastirmada ise, Atropa belladonna’da

Agrobacterium rhizogenes R1601 hatt1 ile transforme edilmesi sonucu elde edilen
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sacak kok kiiltiirleri BS ortaminda alt kiiltiire alinarak, kok biiylimesi ve sekonder
metabolit iiretimi tizerine farkli konsantrasyonlarda magnezyum siilfat (MgSOg)
uygulamalarinin etkileri arastirilmistir. En yiiksek hiyosiyamin igerigi % 0.8-0.9 ile
125 mg/l MgSO, igeren ortamda; skopolamin igerigi ise %0.016 ile 1000 mg/l
MgSOg iceren ortamda ve % 0.018 ile 125 mg/l MgSO, iceren ortamda kiiltiire alinan
koklerde tespit edilmistir. En yiiksek kok olusumu 500 mg/l MgS0, ilave edilmis
ortam (yas agirlik: 4.18 g, kuru agirlik: 0.23 g) ve 125 mg/l MgS0, ilave edilmis
ortamda (yas agirlik: 13.63g, kuru agirlik: 0.73 g) elde edilmistir.

Scopolia parviflora adventif kok kiiltiirlerinde elisitor olarak kullanilan SA ve
MeJA’1n alkaloid {iretimi {izerine etkileri arastirilmistir. Farkli konsantarsyonlarda ve
farki giinlerde hasat edilen kok kiiltiirlerinde yapilan HPLC analizleri sonucunda, en
yiiksek skopolamin tiretiminin 703.4 puM ve 1690.2 uM hiyosiyamin iiretimi ile 1.0
mM MeJA uygulamasindan elde edildigi tespit edilmistir. 2.0 mM MeJA uygulamasi
ile 72 saatlik kiiltiirlerde hiyosiyamin igeriginde kontrol bitkilerine kiyasla % 700
artis  oldugu saptanmustir.  Elisitor olarak kullamilan SA’in 1.0 mM
konsantrasyonunda yapilan uygulamay: takip eden 24 saatte hasat edilen kiiltiirlerde
en yiiksek skopolamin degeri elde etmesine ragmen, ilerleyen siirelerde skopolamin
miktarinin hizla distiigii saptanmistir. 0.01 mM SA uygulamasinin ise skopolamin
tiretimini kontrole kiyasla %40 oraninda artirdigi; skopolaminin kiiltiir ortamina
yayilmasinin 12 saatlik SA uygulamasi ile basladigi ve 48 saatin sonunda ise

kontrole gore 2 katlik bir artis gosterdigi tespit edilmistir (Kang vd., 2004).

Zayed ve Wink (2004), Agrobacterium rhizogenez ile transforme edilen Brugmansia
suaveolens sacak koklerindeki alkaloid miktarmi arttirmak amaciyla 10, 50, 100 ve
200 uM konsantrasyonlarinda MeJA, kuersetin ve SA gibi elisitor uygulamalari
gerceklestirilmistir. 200 uM MeJA uygulamasinin kontrole kiyasla alkaloid {iretimin
25 kat artirarak, 1 mg/g agirliga ulastirdigi, kuersetin uygulamalariin ise 24 saat
igerisinde alkaloid iiretimini 10 kat artirarak 0.4 mg/g’a ulastirdig1 tespit edilmistir.
100 uM salisilik asit uygulamasinin ise alkaloid liretimini inhibe ederek, 1 pg/g’a

diistirdiigi belirtilmistir.

Datura metel L. bitkisine ait kok kiiltiirlerinde farkli biyotik ve abiyotik elisitor

uygulamalarinin metabolit iiretimi lizerine etkileri incelenmistir (Ajungla vd., 2009).
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Arastirmada yaprak eksplantlarindan elde edilen kok kiiltiirleri, 6 hafta siiresince
Aspergillus niger, Alternetia sp., Fusarium monoliferme ile maya ekstrakti gibi
biyotik elisitorler ve SA, AICls, CaCl,, sodyum kloriir (NaCl), sodyum siilfat
(Na;SO4) gibi abiyotik elisitorler uygulanmistir. En iyi sonuglar 4.35 mg/g
hiyosiyamin ve 0.069 mg/g skopolamin birikimi ile 500 uM SA uygulamasindan
elde edilmistir. 0.75 g/l konsantrasyonundaki maya ekstrakti uygulamasi ise 3.17
mg/g hiyosiyamin ve 0.16 mg/g skopolamin {iretimi saglayarak en iyi biyotik elisitor

olarak belirlenmistir.

Ibrahim vd. (2009) de Hyoscyamus muticus bitkisine ait kallus kiiltiirlerinde farkli
karbon kaynaklari, 6nciil madde ve elisitor uygulamalarinin alkaloid iiretimi {izerine
etkileri arastirilmistir. Arastirma sonucunda en yiiksek alkaloid {iretimi 43 mM
sakkaroz, 0.5 mM tropik asit ve 2 g/l maya ekstraktini igeren kiiltiirlerde

belirlenmistir.

Yapilan bir baska calismada diploid ve tetraploid Datura stramonium L.
bitkilerinden elde edilen sagak kok kiiltlirlerinde nitrat (NOjg’), potasyum fosfat
(KH2PO,) ve sakkarozun hiyosiyamin iiretimi {izerine etkileri incelenmistir. Diploid
kok kiltiirlerine 31 ve 47 mM arasinda NOs, 20 ila 40 g/l arasinda sakkaroz
uygulanirken, tetraploid kok kiiltiirlerine 31 ve 47 mM arasinda NO3, 0.50 ve 1.25
mM arasinda KH;PO4 ve 50-70 g/l arasinda sakkaroz uygulanmistir. En iyi sonuglar
diploid kok kiiltiirlerinde 1.10 g/l NO3', 0.17 g/l KH,PO4 ve 40 g/l sakkaroz igeren
ortamlarda tespit edilirken, tetraploid kok kiiltiirlerinde 1.10 g/l NOg', 0.17 g/l
KH,PO, ve 50 g/l sakkaroz i¢eren ortamlarda tespit edilmistir (Pavlov, 2009).

Skopolamin ve anizodamin miktarmi artirmak i¢in Brugmansia candida sacak
kokleri 1.5 1 hacmindeki biyoreaktorlerde kiiltiire alinmistir. Bioyreaktorde kiiltiire
alinan kok kiiltiirlerinin erlenmeyerler i¢inde yapilan kiiltiirlere kiyasla biyokiitle ve
alkaloid birikiminin daha yiiksek oldugunu belirlenmistir. Arastirmada ayrica
anizodamin baskin alkaloid oldugu ve biyoreaktor sisteminde anizodamin miktarinin

10.05 mg/1’ye ulastig1 tespit edilmistir (Cardillo vd., 2010).

Zimare ve Malpathak (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Datura metel L.

bitkisine ait hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde c¢esitli elisitorlerin hiyosiyamin ve
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skopolamin alkaloidleri iiretimi {izerine etkileri incelenmistir. Arastiricilar bu amagla
farkli konsantrasyonlardaki SA (0.1, 0.25 ve 0.5 mM) ve maya ekstraktini (100, 200
ve 400 mg/l) 24, 36 ve 48 saat boyunca uygulamislardir. En yiiksek alkaloid iiretimi
0.254 mg/g hiyosiyamin ve 8.588 mg/g skopolamin ile 0.25 mM SA ile 36 saat
boyunca muamele edilen kiiltiirlerde tespit edilmistir. 200 mg/l konsantrasyonundaki
maya ekstakti 36 saat slireyle uygulandiginda 0.224 mg/g hiyosiyamin ve 8.490 mg/g

skopolamin iiretimini ile SA ile benzer etkiler gosterdigi belirtilmistir.

Pudersell vd. (2012) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise siyah banotu
bitkisine ait kok kiiltiirleri kullanilmistir. Alkaloid tiretimi iizerine kalsiyum,
magnezyum ve demir iyonlarmin etkilerinin incelendigi arastirmada, kiiltiir
ortaminda artan magnezyum ve kalsiyumun, skopolamin tiretimini artirdig1 tespit
edilmesine karsin, magnezyum iyonlarinin artmasinin hiyosiyamin iiretimini inhibe

ettigi tespit edilmistir.

Siyah banotu bitkisinde farkli elisitdrlerin hiyosiyamin ve skopolamin iiretimine
etkilerinin arastirildig1 bir diger ¢alismada ise, yaprak eksplantlarindan elde edilmis
kallus hiicreleri, sakkaroz, NaCl, prolin ve BA gibi elisitor uygulamalarina tabii
tutulmuslardir (Aljibourt vd., 2012). Arastirma sonucunda kontrol grubu kallus
hiicrelerinde 81.25 ppm olan hiyosiyamin miktarinin, 50 mg/1 prolin uygulamas: ile
128.40 ppm’e ve 100 mg/l prolin uygulamasi ile de 90.42 ppm’e yiikseldigi
saptanmistir. Kontrol grubu kallus hiicrelerinde 56.93 ppm olan skopolamin
tretiminin ise, 50g/l sakkaroz uygulamasi ile 130.39 ppm’e, 200 mg/l NaCl
uygulamasi ile 151.97 ppm’e, 50 mg/l prolin uygulamasi ile 174.00 ppm’e ve 100
mg/l prolin uygulamasi ile de 141.84 ppm’e yiikseldigi belirlenmistir.

Deghan vd. (2012) de Hyoscyamus muticus’a ait sagak kok gelisimi ve alkaloid
tiretimi tizerine farkli besin ortamlar ile sakkaroz konsantrasyonlarinin etkilerini
arastirmiglardir. Calismada ayni biiylime diizenleyicilerini iceren MS ve B5 ortamlari
ile farkli sakkaroz konsantrasyonlart (20, 30, 40, 50 ve 60 g/1) kullanilmistir. Diploid
bitkiler i¢in en yiiksek sacak kok olusumu sirasiyla 30 g/l sakkaroz iceren BS ve MS
ortamlarinda 19.40 g/l ve 17.32 g/l olarak tespit edilmistir. Tetraploid klonlarda en
yiiksek sacak kok olusumu ise 18.77 g/l ile 40 g/l sakkaroz iceren B5 ortaminda ve
17.26 g/l ile 509/l sakkaroz i¢ceren MS ortaminda belirlenmistir. Alkaloid {iretiminde
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en iyi sonuglar ise tetraploid klonlarda 60 g/l sakkaroz igeren MS ortaminda ve 40 g/
sakkaroz igeren B5 ortaminda 13.87 mg/l skopolamin ve 107.7 mg/l hiyosiyamin

olarak belirlenmistir.

Siyah banotu bitkisine ait kok kiiltiirlerinde hiyosiyamin ve skopolamin iiretimi igin
kazein hidrolizat, maya ekstrati, d-sorbitol ve kitosan gibi elisitér uygulamalarinin
etkilerini inceleyen Hong vd. (2012), kok kiiltiirlerine yapilan 5.0 g/l kazein
hidrolizat uygulamasinin, kontrol kokleri ile kiyaslandiklarinda hiyosiyamin
miktarini 16.36 mg/g’ dan 11.07 mg/g’a, skopolamin miktarini ise 35.06 mg/g’dan
25.08 mg/g’a diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Baska bir elisitor olan d-sorbitoliin 5.0
g/l konsantrasyonundaki uygulamasinin ise kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda
16.42 mg/g olan hiyosiyamin miktarin1 20.04 mg/g’a ve 16.38 mg/g olan skopolamin
miktarin1 22.75 mg/g’a yikselttigi belirlenmistir. Kitosan uygulamasmin alkaloid
tiretimini inhibe ederken, 0.5 g/l konsantrasyonunda uygulanan maya ekstratinin ise
kontrol bitkilerine kiyasla 10.36 mg/g olan hiyosiyamin miktarin1 13.26 mg/g’a ve
18.98 mg/g olan skopolamin miktarin1 30.40 mg/g’a yiikselttigi tespit edilmistir.

Siyah banotunda yapilan bagka bir c¢alismada Ghorbanpour vd. (2013a),
Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens gibi iki farkli bakteri susu ile
inokiile edilen in vitro bitkilere %30, 60, 90 olmak {izere 3 farkli konsantrasyonda su
stresi uygulayarak, bitkilerde antioksidant enzim aktivitesi ve metabolit {iretimini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda Pseudomonas putida ve Pseudomonas
fluorescens suslari ile inokiilasyonun su stresinin biiyiime {izerine meydana getirdigi
engelleyici etkisini azalttig1 tespit edilmistir. Kok ve yaprakta olgiilen stiperoksit
dismiitaz ve peroksidaz aktivitelerinin 3 farkli su stresi altina her iki bakteri susu
uygulanan bitkilerde arttigi belirlenmistir. En yiiksek alkaloid tiretimi Pseudomonas
putida susu ile inokiile edilmis ve %30 su stresi uygulanmis bitklerde saptanmistir.
Kontrol bitkleri ile kiyaslandiginda bitki bagina 16.96 mg olan alkaloid miktarinin,
uygulama sonrasinda bitki basina 25.71 mg’a yiikseldigi tespit edilmistir.

Siyah banotu bitkisine ait kok kiiltiirlerinde hiyosiyamin ve skopolamin {iretimi
lizerine besin ortamina ilave edilen biiylimeyi diizenleyicilerin etkilerinin incelendigi
bir arastirilmada (Ghorbanpour vd., 2013b), kiiltiir ortamima 0.5, 1 ve 2 mg/l
konsantrasyonunda eklenen oksin (IAA, 2,4-D, IBA, NAA) ve sitokinilerin (Kinetin,
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BA) etkileri incelenmistir. Koklerde en yliksek hiyosiyamin birikiminin % 0.2,
skopolamin igeriginin % 0.76 ile 0.5 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren ortamlarda
tespit edilmistir. Siirgiinlerde en yiiksek hiyosiyamin miktar1 % 0.394 ile 1 mg/l BAP
ortamindan; en yiiksek skopolamin miktari ise % 0.234 ile 0.5 mg/l IBA igeren kiiltiir
ortaminda saptanmustir. En yiliksek alkaloid miktar1 5 mg/l NAA ile 1 mg/l BAP

iceren besin ortaminda 0.269 mg/1 olarak belirlenmistir.

Besher vd. (2014) Hyoscyamus aureus’da in vitroda tohumdan g¢imlenen bitkileri,
bunlardan elde edilen kalluslart ve dogadan toplanan bitkileri eksplant olarak
kullanmiglardir. 21 giinliik in vitro bitkilerden elde edilen 1 cm uzunlugundaki
stirgiinlerden kalluslar elde edilmistir. Tropan alkaloidler, GC-MS yontemi ile
belirlenmis ve en yiiksek hiyosiyamin igerigi in vitro bitkiler ile kalluslardan elde

edilirken; skopolamin igerigi ise en fazla dogadan toplanan bitkilerde saptanmustir.

Jaremicz vd. (2014) siyah banotu sagak kok kiiltiirlerini kabarcikli siitun
biyoreaktorii ve hibrid (kabarcik siitun/sprey) biyoreaktorii olmak tizere 2 farkh
biyoreaktér  sisteminde  kiiltiire = alarak, alkaloid iiretimi  acisindan
degerlendirmislerdir. Hibrit biyoreaktdorde 0.67 mg/g ile en yiliksek anizodamin
miktar1 elde edilirken, en yiiksek skopolamin (5.3 mg/g), hiyosiyamin (1.6 mg/g kuru
agirlik) ve kuskohidrin (26.5 mg/g) miktarlar1 kabarcikli siitun biyoreaktoriinden elde
edilmistir. Her iki biyoreaktor sisteminde de benzer skopolamin (1 ve 0.98 mg/1 giin)
ve kuskohidrin (5 ve 5.4 mg/1 giin) miktarlar1 elde edilirken, anizodamin birikiminin
hibrid biyoreaktorde 3.5 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. MeJA hibrit
biyoreaktorde kiiltiire alinan koklerde skopolamin {iretimini % 146 arttirirken;
dimetil siilfoksitin ise skopolamin miktarini 4, hiyosiyamin miktarin1 5, anizodamin

miktarini 25 ve kuskohidrin miktarini da 28 kat artirdigi saptanmustir.

Khater ve Elasthokhy (2015), yapmis olduklar1 ¢aligmada Hyoscyamus aureus
bitkisinde farkli biiylime 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 IAA 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/1 2,4-D igeren besin ortaminda ise 1.141 g olarak bulunmustur.
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Kalluslardaki alkaloid miktarlarina bakildiginda ise artan 2,4-D konsantrasyonlarinda
alkaloid miktarinin azaldigi; NAA ve IAA’in artan konsantrasyonlarinda ise artis

gosterdigi tespit edilmistir.

Datura metel bitkisine ait Agrobacterium rhizogenes tarafindan transforme edilen 18
giinliik sacak kok kiiltiirleri Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus, AgNOs ve
nanosilver gibi biyotik ve abiyotik elisitér uygulamalarina tabi tutulmuslardir
(Shakeran vd., 2015). Elde edilen sonuglar dogrultusunda sirasiyla kontrol
bitkilerinde 12., 24. ve 48. saatlerde atropin miktar1 % 0.166, % 0.119 ve % 0.107
olarak tespit edilirken, AQNO3 uygulamasi ile bu degerlerin % 0.032, %0.042 ve %
0.053'e diisttigli belirlenmistir. Nanosilver uygulamasinin ise atropin icerigini 12, 24
ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda kontrol grubu bitkilerle kiyaslandiginda 1.15,
1.12 ve 2.42 kat artirdig tespit edilmistir. Biyotik elisitorlerden B. cereus uygulanan
sacak koklerdeki atropin seviyesi, kontrol grubuna gore uygulamadan 24 ve 48 saat
sonra sirastyla % 0.017 ve % 0.037 oraninda azalma gostermistir. Son olarak S.
aureus uygulamasinin 12., 24. ve 48. saatlerinde atropin seviyesini sirastyla % 0.095,

% 0.038 ve % 0.056 degerleri ile 6nemli 6l¢iide azalttigr saptanmustir.

SA ve asetil salisilik asit (ASA) uygulamalarinin Datura stramonium bitkisinde
bulunan alkaloid iiretimi {izerine etkilerini arastiran Belabbasi vd. (2016), MS
ortaminda biiytitiilen 20 giinliik bitkilere 10M SA ve 4M ASA uygulamislardir.
Analiz sonuglar diploid kontrol bitkilerinde 4.406 mg/g olan hiyosiyamin miktarini,
SA uygulamasi ile 7.697 mg/g’a; ASA uygulamasi ile 6.330 mg/g’a yiikseldigini
gostermigtir.  Tetraploid  bitkilerde ise herhangi bir elisitor uygulamasi
yapilmadiginda 9.075 mg/g olarak tespit edilen hiyosiyamin miktarinin, SA
uygulamasi ile 12.315 mg/g’a, ASA uygulamasi ile de 11.309 mg/g’a yiikseldigi
tespit edilmistir.

Hyoscyamus muticus bitkisine ait kallus kiiltiirlerinde kallus olusumu ve hiyosiyamin
alkaloidinin birikimi iizerine biyotik elisitor, onclil madde ve nanomateryal bir
bilesik olan lithovitin etkilerinin arastirildig1 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/ lithovit ile 10, 50, 100 ve 200 g/ fenilalenin uygulamasi yapilmistir. Ortama ilave

edilen 200 mg/1 fenilalenin onciilii kontrol kalluslarinda 1.60 mg/g olarak Slciilen
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hiyosiyamin igerigini 3.01 mg/g’a ¢ikartarak en yiiksek alkaloid igeriginin 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).

Zeynali vd. (2016) ise Hyoscyamus recilatus bitkisinin Agrobacterium rhizogenez ile
transforme olan sacak koklerinde kolkisin ve UV-B uygulamalarinin alkaloid
tiretimine olan etkilerini arastirmislardir. Kokler % 0, 0.1, 0.3 ve 0.5 a/h kolkisin ile
0, 3, 6 ve 9 dakika boyunca da UV-B uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol
koklerindeki % 0.18 olan hiyosiyamin igerigi, kolkisin uygulamalari sonucunda
maksimum degere ulasarak % 0.58’e ulasmistir. Bitkinin bir diger 6nemli alkaloidi
olan skopolaminin ise kontrol kéklerinde % 0.37 iken UV-B uygulamasi sonucunda

% 0.68’e ¢ikarak maksimum degere ulastig tespit edilmistir.

Moharrami vd. (2017) de farkli bir tiir olan Hyoscyamus recilatus’a ait sagak
koklerde alkaloid birikimini artirmak amaciyla demir oksit partikiilleri
kullanmiglardir. Bu amagcla arastiricilar 0, 450, 900, 1800 ve 3600 mg/l
konsantrasyonlarinda demir oksit partikiillerini uygulayarak 3 farkli donemde (24.,
48. ve 72. saat) alkaloid miktarlarini incelemislerdir. En yiiksek hiyosiyamin tiretimi
24 saat boyunca 900 mg/l demir oksit partikiillerine maruz birakilan bitkilerde
gozlenirken; kontrol kiiltiirlerinde % 8.69 olan hiyosiyamin igeriginin bu uygulama
sonucunda % 43.8’e cikarak yaklagik 5 kat arttig1 tespit edilmistir. Diger bir alkaloid
olan skopolaminin kiiltiirlerdeki maksimum birikimi ise 48 saat boyunca 450 mg/1 ile
demir oksit partikiilleri uygulamasinda olusmus ve % 20.3’liik bir artig gosterdigi

saptanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda bitkisel materyal olarak kullanilan siyah banotu (Hyoscyamus
niger L.)’na ait tohumlar, Istanbul Zeytinburnu Belediyesi Tibbi ve Aromatik

Bitkiler Bahgesi Miidiirliigii’'nden temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlara GAz; uygulamasinin yapilmasi

Siyah banotu tohumlarinin normal laboratuvar kosullarinda ¢imlenme oranlarinin
diisiik olmasi nedeniyle, tohumlardaki dormansiyi kirmak ve ¢imlenme oranini
artirmak i¢in tohumlar, besin ortamlarina aktarilmadan 6nce 48 h siireyle 250 mg/I

GA; ¢ozeltisinde bekletilmislerdir (Ghorbanpour vd., 2013a).

3.2.2. Tohumlarin sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi

Tohumlar, GA; ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra kabin igerisinde steril saf su
ile 4 kez yikanmigs ve ardindan 10 saniye siireyle % 70’lik etanol iginde
bekletilmistir. Daha sonra tohumlar birka¢ damla Tween-20 igeren % 0.1 civa kloriir
(HgCl,) ¢ozeltisi ile 10 dakika sterilize edilmistir. HgCl; i¢inde bekletilmelerinin
ardindan, tohumlar her biri en az 5 dakika olmak iizere 4 kez de steril saf su ile
yikanarak ¢imlendirme i¢in hazir hale getirilmislerdir (Aljibouri vd., 2012).
Tohumlar daha sonra 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar iceren MS (Murashige ve Skoog,
1962) besin ortamlarina aktarilarak (Sekil 3.1a), 25°C sicaklikta ve 24 h karanlk
kosullarda kiiltlire alimmisglardir  (Aljibouri  vd., 2012). Besin ortamina
aktarilmalarindan 15 giin sonra ¢imlenen bitkicikler (Sekil 3.1b), 15 giin de sicaklig
25°C, 1s1klanma peryodu da 16 saat 151k, 8 saat karanlik olarak ayarlanmis kosullarda

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

3.2.3. Kallus kiiltiirlerinin elde edilmesi ve ¢cogaltilmasi

Arastirmada kallus dokusunu olusturmak amaciyla bitkisel materyal olarak dort
haftalik in vitro fidelerden (Sekil 3.2) alinan hipokotil dokulari kullanilmistir.
Uzunlugu 0.5 cm olacak sekilde hazirlanan hipokotil pargalari, i¢inde 0.5 mg/l BA, 2
mg/l NAA, 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar bulunan MS ortamlarina dikilmis (Sekil
3.3a) ve 25 °C sicaklik ve karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir (Aljibouri vd., 2012).
Olusan kalluslar daha sonra ayni besin ortamlarinda ve kiiltiir kosullarinda 4 hafta
araliklarla alt kiiltiire alinarak kallus dokusunun cogaltilmasi saglanmistir (Sekil
3.3b).

~ Sekil 3.2. Dort haftalik siyah banotu bitkileri
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Sekil 3.3. Besin ortamlarina dikilmis hipokotil eksplantlari (a) ile bunlardan olusan
kalluslar (b)

3.2.4. immobilizasyon isleminin yapilmasi

2 haftalik kallus kiiltiirlerinden alinan yaklasik 1 g hiicre, 50 ml %2 sodyun aljinat ve
icinde 0.5 mg/l BA, 2 mg/l NAA ve 30g/l sakkaroz bulunan 25 ml sivi MS ortamu ile
karistirtlarak, 0.2 M CaCl, ¢ozeltisi igine bir pipet yardimiyla damla damla
pompalanarak jel boncuklari olusturulmustur (Sekil 3.4 a) (Sajc vd., 1995). Bu
ortamda 30 dakika bekletilerek sertlesmesi saglanan boncuklar, daha sonra siiziiliip,

3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra uygulamalarda kullanilmislardir (Sekil 3.4b).

Sekil 3.4. Jel boncuklarinin olusturulmasi (a) ve CaCl; ¢ozeltisinde sertlestirilen jel
boncuklari (b)

26



3.2.5. immobilize edilmis hiicrelere MeJA ve 24-eBL uygulamalarinin yapilmasi

Immobilize olmus hiicrelere MeJA ve BR uygulamalarn MeJA ve BR
kombinasyonlarindan olusan 8 farkli uygulama seklinde yapilmistir. Arastirmada BR
olarak etkin ve stabil olmasinin yani sira (Khripach vd., 2003), enzimatik aktivite ve
antioksidant sistemlerdeki uyarici etkisinin daha yliksek olmasi nedeniyle 24-
epibrassinolid (24-eBL) kullanilmistir (Hayat vd., 2010). Hazirlanan MeJA ve 24-
eBL stok cozeltileri filtre sterilizasyona tabi tutulduktan sonra, Cizelge 3.1’deki
kombinasyon ve miktarlarda olmak tizere iginde 0.5 mg/l BA, 2 mg/l NAA ve 30¢/I
sakkaroz bulunan 50 ml s1vi MS besin ortamlarina ilave edilmislerdir. Daha sonra bu
ortamlarda immobilize olmus hiicreler, 25°C sicaklikta ve karanlik kosullarda 100
rpm hizinda ¢alkalanarak kiiltiire alinmiglardir. Hasat, uygulamalari takip eden 30.
giinde yapilmistir (Khater ve Elashtokhy, 2015). Hasattan sonra immobilize olmus
hiicreler, kalsiyum-aljinat boncuklarindan ayrilmalari i¢in %]1’°lik sodyum sitrik asit
cozeltisinde 25°C’de 30 dakika siiresince bekletilmislerdir (Sajc vd., 1995). Daha
sonra serbest hale gelen hiicreler, steril saf su ile yikanip, kurutma kagidi ile sulari
alindiktan sonra analizlerde kullanilmislardir. Arastirma 3 tekerriirlii ve her

tekerriirde 4 erlen olacak sekilde kurulmustur.

Cizelge 3.1. Arastirmada yapilan uygulamalar

Uygulama MeJA 24-eBL
(mM) (mg/1)
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

3.2.6. Hiicre bilyiimesine iliskin yapilan incelemeler

3.2.6.1. Yas hiicre agirh@inin belirlenmesi

Hiicrelerin uygulamalar sonrasinda agirliklarinin analitik terazide tartilmasiyla g

olarak bulunmustur.
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3.2.6.2. Kuru hiicre agirhklarimin belirlenmesi

Hasat edilmis hiicrelerin yas agirliklarmm alimasindan sonra, 40°C’de sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmalarinin ardindan analitik terazide tartilmalar ile g olarak

belirlenmistir.

3.2.6.3. Hiicre biiyiime indeksinin belirlenmesi

Hiicre biiyiime indeksi asagidaki formiilden yararlanilarak belirlenmistir (Biger vd.,
2017). Biiytime indeksi (BI): (hasat edilen hiicre yas agirligi (g)-inokiile edilen hiicre
yas agirlig1 (g))/inokiile edilen hiicre yas agirligi (g)

3.2.7. Siyah banotu hiicrelerinde metabolit ekstraksiyonlarinin yapilmasi

Arastirmada tropan alkaloidlerinin ekstraksyonu Jakabova vd. (2012)’nin
kullandiklar1 yonteme gore yapilmistir. Buna gore kurutulup havan ve kolu ile
ezilerek toz haline getirilen 200 mg 6rnek, 10 ml methanol:saf su (3:2) karisiminda
30 dakika boyunca ultrasonik su banyosu kullanilarak ekstrakte edilmislerdir. Daha
sonra 15 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edilen 6rneklerin sivi kisimlari ayri
bir kapta toplanmistir. Bu sekilde ekstraksiyon islemi ultrasonik su banyosundaki
kalma siiresi 15 dakikaya diigiiriilerek 2 kez daha tekrarlanmistir. Bir araya getirilen
stvi fazlar evoporatdrde ugurulduktan sonra, kalinti 750 pl saf metanol ile
¢ozdiiriilmiistiir. Ornekler 0.45 um’lik filtrelerden gegirilerek analizlerde kullaniimak

tizere +4°C’de saklanmustir.

Fenolik madde analizleri igin ise ekstraksiyon 100 mg kuru hiicrenin, 3 kez %0.1
HCI igeren 10 ml metanol i¢inde 30 dakika ultrasonik su banyosunda tutulmasi ve
santrifiij edilmesi ile elde edilen supernetant kisimlarinin rotary evaporatorde
ucurularak, kalintinin 1 ml metanolde ¢ézdiirtilmesi ile yapilmistir. Ancak yapilan 6n
denemeler sonucunda bu sekilde yapilan ekstraksiyonlarda hem tespit edilen fenolik
bilesik sayis1t hem de pik alanlarinin, tropan alkaloidleri i¢in yapilan ekstraktlarla
kiyaslandiginda daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle fenolik bilesik

analizleri de tropan alkaloidleri ekstraksiyonu kullanilarak yapilmistir.
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3.2.8. Tropan alkaloidlerinin belirlenmesi

Tropan alkaloidlerinden hiyosiyamin ve skopolamin miktarlarinin belirlenmesi
Shimadzu marka Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) ile yapilmis olup, HPLC cihazinin 6zellikleri ve kullanilan
gradient program Cizelge 3. 2°de verilmistir (Jakabova vd., 2012).

Cizelge 3.2. Tropan alkaloidlerinin HPLC ile belirlenmesinde kullanilan parametre

ve gradient programi
Parametreler Gradient Program
Dedektor SPD-M20 A DAD Zaman Mobil faz A | Mobil faz B
(dakika) (%) (%)

Pompa LC-20 AD 0 100 0
Gaz arindirict DGU-20A 12 88 12
Kolon firim CTO-10 ASvp 13 80 20
Kolon Agilent-C18 (250 mm x 33 72 28

4.6 mm) 5 um 48 70 30
Mobil faz A: Asetik asit-Ultra saf

su (2:98) B: Metanol
Akis hiz1 0.8 ml/dak
Kolon sicakligt 40 °C

Orneklerde hiyosiyamin ve skopolamin miktarlari bu bilesiklerin standartlarindan

elde edilen pik alanlarina gore pg/g KA olarak belirlenmistir.

3.2.9. Toplam fenolik madde miktarlariin belirlenmesi

Hiicrelerde toplam fenolik madde miktarlar1 hazirlanan ekstraktlar kullanilarak, Folin
Ciocalteu yontemi 1ile Singleton ve Rossi (1965)’ye gore yapilmistir.
Spektrofotometrede okumalar 765 nm’de yapilmis olup, standart olarak gallik asitin
kullanildig1 kérveden yararlanilarak 6rneklerdeki fenolik madde miktarlari gallik asit

cinsinden mg/g KA olarak tespit edilmistir.

3.2.10. Fenolik bilesenlerin HPLC ile belirlenmesi

Immobilize olmus hiicrelerdeki fenolik bilesiklerin (gallik asit, katesin, klorogenik
asit, kafeik asit, epikatesin, vanilin, p-kumarik, o-kumarik, ferulik asit, rutin,
sinnamik asit, kuersetin,) miktarlarinin HPLC ile belirlenmesi laboratuvarimizca

gelistirilen ve Cizelge 3.3 de belirtilen metot ile yapilmistir (Baydar vd., 2011).
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Cizelge 3.3. Fenolik bilesiklerin HPLC analizlerinde kullanilacak parametre ve
gradient programi

Parametreler Gradient Program
Dedektor SPD-M20 A DAD Zaman Mobil faz | Mobil faz B
(dakika) A (%) (%)
Pompa LC-20 AD 0 (baglangic) 100 0
Gaz arindiric1 | DGU-20A 12 88 12
Kolon firini CTO-10 AS vp 13 80 20
Kolon Agilent-Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4.6 x 250 mm, 5 pm) 33 2 28
Mobil faz A: Asetik asit-Ultra saf su
(2:98) B: Metanol 48 70 30
Akis hizi 0.8 ml/dak 53 62 38
Kolon ] 40 °C 68 60 40
sicaklig1
70 60 40
90 50 50
105 40 60
107 0 100
112 0 100
117 100 0
120 (bitis)

Omeklerde fenolik bilesiklerden gallik asit, katesin, klorogenik asit, kafeik asit,
epikatesin, vanilin, p-kumarik, o-kumarik, ferulik asit, rutin, sinnamik asit ve
kuersetin miktarlar1 bu bilesiklerin standartlarindan elde edilen pik alanlarina gore

ng/g KA olarak belirlenmistir.
3.2.11. istatistik analizler
Arastirma sonucunda elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 16.0 istatistik

programi kullanilarak yapilmis olup, uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan

Coklu Karsilagtirma Testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Siyah banotuna ait immobilize edilmis hiicrelerde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan 24-¢BL’nin, MeJA ile yapmis oldugu tekli ya da ikili kombinasyonlarinin
hiicre biiylimesi ile tropan alkaloidleri ve fenolik bilesiklerin birikimi {izerine olan
etkilerinin incelendigi arastirmada elde edilen sonuglar asagida basliklar halinde

sunulmustur.

4.1. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Yas Hiicre Agirhg Uzerine Etkileri

Arastirmada hiicre biiylimesinin bir gostergesi olarak ilk incelenen 6zellik yas hiicre
agirlig1 olup, bu 6zellik bakimindan yapilan istatistiksel analizler sonucunda, 24-eBL

ve MeJA uygulamalarina gore yas hiicre agirliginin 6nemli derecede degistigi tespit

edilmistir (p<0.05). Elde edilen bulgular Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin yas hiicre agirlig: 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 MelJA)

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

Aragtirmada en yliksek yas hiicre agirliklar1 1.24 g ile 1.25 g arasinda degisen

degerlerle sadece 24-eBL iceren uygulamalarda tespit edilmistir. En diisiik hiicre yas

agirhigi ise 1.06 g ile ImM MeJA uygulamasindan elde edilmis olup, bu uygulamay1

1.11 g ile kontrol grubunun izledigi belirlenmistir. Sekil 4.1 incelendiginde, yas
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hiicre agirlig1 tizerinde 24-eBL’nin olumlu bir etkisinin bulundugu ve bu olumlu
etkinin konsantrasyonlara gore Onemli bir farklilik yaratmadigr saptanmistir.
MeJA’nin ise yas hiicre agirligi lizerinde engelleyici bir etkide bulundugu; ancak bu

engelleyici etkinin 24-eBL ile yaptiklar1 kombinasyonlarda azaldig: tespit edilmistir.
4.2. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Kuru Hiicre Agirhig Uzerine Etkileri
Kuru hiicre agirligi bakimindan yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kuru hiicre

agirhiginin yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore 6nemli derecede degisiklik

gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). Elde edilen veriler Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2. 24-eBLve MeJA uygulamalarmin kuru hiicre agirlig: lizerine 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 MelA,; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MelA; g: 2 mg/l
24-eBL+1 mM MelA)

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

Sekil 4.2 incelendiginde, en yiliksek kuru hiicre agirligr 0.22 g ile 2 mg/l 24-eBL
uygulamasi yapilmis hiicrelerde saptanirken; en diisiik kuru hiicre agirliklarinin ise
0.14 g ve 0.15 g gibi birbirine ¢ok yakin degerlerle sirasiyla 1 mM MeJA igeren
uygulamalarda kiiltiire alinan hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerden elde edildigi
tespit  edilmistir.  Arastirmada ayrica kuru hiicre agirhigmin  24-eBL
konsantrasyonunun artisina paralel olarak arttigi, MeJA’nin ise tek olarak
kullanildiginda kuru hiicre agirligr lizerinde kontrolle kiyaslandiginda 6nemli bir

farklilik yaratmadig belirlenmistir.
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4.3. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Hiicre Biiyiime indeksi Uzerine Etkileri

Yapilan uygulamalarin bir diger hiicre biiylime kriteri olan hiicre biiylime indeksi
tizerine olan etkilerinin de incelendigi bu arastirmada, hiicre biiyiime indeksinin
yapilan uygulamalara gore 6nemli derecede degistigi tespit edilmis olup (p<0.05),

elde edilen sonuglar Sekil 4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.3. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin hiicre biiylime indeksi {izerine 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 MelA,; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MelA; g: 2 mg/l
24-eBL+1 mM MelA)

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

En yiiksek hiicre biiylime indeksinin, yas hiicre agirhiginda oldugu gibi sadece 24-
eBL uygulanan kiiltiirlerde elde edildigi tespit edilmistir. Bu uygulamalarda hiicre
bliylime indeksi 0.24 ile 0.25 arasinda degigmistir. En diisiik deger ImM MeJA
uygulamasi yapilan hiicrelerde 0.06 olarak bulunurken, bu uygulamay1 kontrol
grubunun 0.11 ile izledigi tespit edilmistir. Arastirmada kontrol grubu hiicreler ile
kiyaslandiginda 24-eBL uygulamalarmin hiicre biiylime indeksi iizerine olumlu
etkiler gosterirken, MeJA uygulamasmin ise engelleyici yonde etki gosterdigi
saptanmistir. Ayrica 24-eBL ve MeJA’ ’nin birlikte kullanilmasinin, MeJA’nin hiicre
bliylimesi lizerine gosterdigi olumsuz etkiyi azaltarak, hiicre biiylime indeksini

kontrole gore artirdig1 da belirlenmistir.
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4.4, 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Skopolamin Miktar1 Uzerine Etkileri

Siyah banotu bitkisine ait immobilize kiiltiirlerde yapilan 24-eBL ve MelA
uygulamalarinin skopolamin birikimi iizerine etkilerinin incelendigi bu arastirmada

elde edilen sonuglar Sekil 4.4’de sunulmustur.
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Sekil 4.4. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin skopolamin miktari iizerine 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)

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

Aragtirmada yapilan istatistiksel analizler sonucunda, hiicrelerde skopolamin
birikiminin, 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore farkliliklar gosterdigi tespit
edilmistir (p<0.05). Buna gore yapilan tiim uygulamalarin kontrol grubuna gore
skopolamin birikimini artirdig1 belirlenmistir. En diisiik skopolamin birikimi kontrol
grubu hiicrelerde 143.43 ng/g olarak tespit edilmistir. En yiiksek skopolamin birikimi
ise 226.16 pg/g ile 0.5 mg/l 24-eBL uygulamasinda belirlenmistir. Arastirmada
dikkate deger bulgulardan biri de artan 24-¢BL konsantrasyonlarinin hem tek hem de
I mM MeJA ile yapmis oldugu kombinasyonlarda skopolamin birikimini azaltici

yonde etki gostermesidir.
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4.5. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarimin Hiyosiyamin Miktar1 Uzerine Etkileri

Siyah banotuna ait immobilize hiicrelerin, 24-eBL ve MeJA uygulamalari sonucunda
hiyosiyamin birikimi bakimindan gdstermis olduklar1 performanslara iliskin elde
edilen bulgular Sekil 4.5’de sunulmustur. Istatistiksel analizler sonucunda hiicrelerde
hiyosiyamin birikiminin, yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarina gore farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05).
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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 MelJA; e: 0.5 mg/l
24-eBL+1 mM MelA; f: 1 mg/l 24-eBL+1 mM MelA; g: 2 mg/l 24-
eBL+1 mM MelA)

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

Sekil 4.5’in incelenmesinden de anlasilacagi iizere, biitiin 24-eBL ve MeJA
uygulamalarinin hiyosiyamin birikimini kontrole gdére onemli derecede artirdigi
tespit edilmistir. Hiyosiyamin miktarinin uygulamalara gore degisimi, skopolamin
miktarindaki degisikliklere benzer bir egilim gdstermistir. Buna gore en yiiksek
hiyosiyamin birikimi 175.09 pg/g ile 0.5 mg/l 24-eBL uygulamasinda tespit
edilirken, en diisiik hiyosiyamin birikimi de 96.27 pg/g ile kontrol grubu hiicrelerde
belirlenmistir. Artan 24-eBL konsantrasyonlarmin 0.5 mg/l 24-eBL uygulamasina

gore hiyosiyamin birikimi tizerinde kisitlayici bir etki gosterdigi de belirlenmistir.
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4.6. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Toplam Fenolik Madde Miktar1 Uzerine
Etkileri

Toplam fenolik madde miktari {izerine 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin etkilerinin
incelendigi arastirmada, yapilan istatistiksel analiz sonucunda toplam fenolik madde

miktarinin yapilan uygulamalara gére onemli derecede degistigi tespit edilmis olup

(p<0.05), elde edilen bulgular Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6. 24-eBLve MeJA uygulamalarinin toplam fenolik madde miktar: {izerine
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)

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

Arastirmada yapilan tim uygulamalarin kontrol ile kiyaslandiginda toplam fenolik
madde miktarin1 6nemli Ol¢lide artirdigl; en diisiikk degerin elde edildigi kontrol
grubu hiicrelerdeki toplam fenolik madde miktarinin da 3.00 mg/g olarak bulundugu
tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 ise 8.63 mg/g ile ImM
MeJA + 2 mg/l 24-eBL kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde saptanmustir.
Arastirmada 1mM MeJA uygulamasinin, 24-eBL’nin tek olarak kullanildig:
ortamlara gore toplam fenolik madde miktarmi daha fazla artirdigi belirlenmistir.
Ancak toplam fenolik madde miktarinin MeJA ve 24-eBL’nin birlikte kullanildig:
ortamlarda daha yiiksek diizeylerde bulundugunun tespit edildigi arastirmada, 24-

eBL konsantrasyonlari i¢inde de 2 mg/1 en uygun konsantrasyon oldugu saptanmastir.
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4.7. 24-eBL ve MeJA Uygulamalarinin Fenolik Bilesiklerin Birikimi Uzerine
Etkileri

Arastirmada 24-¢BL ve MeJA uygulamalarinin immobilize hiicrelerdeki fenolik
bilesiklerin birikimi {izerine olan etkileri de incelenmis olup, bu kapsamda gallik asit,
katesin, epikatesin, vanilin, sinnamik asit, rozmarinik asit, p-kumarik asit ve
klorogenik asit miktarlarinin birikimi HPLC ile belirlenmistir. Incelenen fenolik
bilesiklerin birikiminin yapilan uygulamalara gére 6nemli derecede degistigi tespit
edilmistir (p<0.05). Incelenen bu bilesikler icinde o-kumarik asit, kafeik asit ve
ferulik asit hiicrelerde tespit edilemezken; diger bilesiklerin birikiminin yapilan
uygulamalara gore onemli derecede degistigi tespit edilmistir (p<0.05). Fenolik

bilesiklerden elde edilen bulgular Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden ilki gallik asit olup, yapilan 24-eBL ve
MeJA uygulamalarmin hiicrelerdeki gallik asit miktarini kontrole kiyasla onemli
derecede artirdig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.1). En diisiikk gallik asit miktar1 2.20
ng/g ile kontrol grubu hiicrelerde belirlenmistir. En yiliksek gallik asit miktar ise
ImM MelA ve 2mg/l 24-eBL uygulamasinda 57.05 pg/g olarak tespit edilmistir.
Arastirmada hem 24-eBL’nin hem de MeJA’nin gallik asit miktarini artirdiklari,
fakat en yiliksek birikimini 24-eBL ve MeJA’nin birlikte kullanildig

kombinasyonlardan elde edildigi belirlenmistir.

Aragtirmada incelenen bir diger fenolik bilesik de katesindir. Kontrol grubu
hiicrelerde katesin tespit edilemezken, yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalar ile
hiicrelerde katesin birikiminin gergeklestigi goriilmiistiir. En yliksek katesin miktari
66.48 ng/g ile ImM MeJA’nin 0.5 mg/l 24-eBL ile yaptig1 kombinasyonda tespit
edilmistir. MeJA ve 24-eBL’nin birlikte kullanimlarinin katesin birikimini énemli
Ol¢iide artirdiginin belirlendigi arastirmada, tek olarak uygulandiklar1 taktirde
MeJA’nin, 24-eBL’ye gore katesin miktarini artirmada daha etkili bir uygulama

oldugu da belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Epikatesin bakimindan yapilan incelemeler sonucunda, MeJA ve 24-eBL

uygulamalarinin kontrole gore epikatesin miktarmi onemli Ol¢iide artirdigi tespit

edilmistir. Kontrol grubu hiicrelerde 225.59 ng/g ile en diisiik epikatesin miktar1 elde
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edilirken, en yliksek epikatesin miktar1 ise 648.03 pg/g ile katesinde oldugu gibi 1
mM MelJA + 0.5 mg/l 24-eBL kombinasyonundan elde edilmistir. Arastirmada 24-
eBL tek olarak uygulandiginda artan konsantrasyonlarinin katesin birikimi {izerinde
onemli bir etkide bulunmadigi; ancak, MeJA ile birlikte kullanildiginda artan 24-eBL
dozu ile ters orantili olarak epikatesin miktarinin da azaldigi belirlenmistir (Cizelge

4.1).

Arastirmada incelenen diger bir fenolik bilesik olan vanilin birikiminin, yapilan
MeJA ve 24-eBL uygulamalar1 sonucunda arttifi saptanmistir (Cizelge 4.1). En
diisiik vanilin birikimi kontrol grubu hiicrelerde 0.19 pg/g olarak tespit edilmistir. En
yiiksek vanilin miktarlar1 ise 1mM MeJA’nin 0.5 ve 1 mg/l 24e-BL ile yapmis
olduklar1 kombinasyonlardan elde edilmistir. MeJA ile birlikte kullanildiginda 24-
eBL konsantrasyonunun 2 mg/l ¢ikmasinin ise vanilin birikimini olumsuz ydnde

etkiledigi saptanmustir.

Sinnamik asit de arastirmada incelenen bir diger fenolik bilesiktir. Sinnamik asit
miktar1 yapilan MeJA ve 24-eBL uygulamalar ile kontrole gére onemli derecede
artmistir. En diislin sinnamik asit birikimi 0.11 pg/g ile kontrol grubu hiicrelerde
saptanirken; en yiiksek sinnamik asit birikimi ise 2.80 pg/g ile 2.87 pg/g arasinda
degisen degerlerle 1mM MeJA’nin 24-eBL ile yaptigi kombinasyonlardan elde
edilmistir. Arastirmada tek olarak kullanildiklarinda MeJA ve 24-eBL’nin kontrole
gore vanilin miktarin1 artirmasina karsin; birlikte kullanimlarinin daha etkili oldugu

da belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Siyah banotuna ait immobilize hiicrelerinde yapilan uygulamalarin rosmarinik asit
birikimi {lizerine etkilerinin incelendigi arastirmada, en diisiin rosmarinik asit birikimi
kontrol grubu hiicrelerde 4.21 ng/g olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.1). Arastirmada
tim MeJA ve 24-eBL uygulamalarinin rosmarinik asit birikimini kontrole gore
artirdifi; ancak bunlarin tek olarak kullanimlarma gore birlikte kullanimlarinin
rosmarinik asit birikimi bakimindan daha etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. En
yiiksek rosmarinik asit birikimi ise 37.40 pg/g ile ImM MelJA ve 2mg/l 24-eBL

uygulamasinda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. 24-eBL ve MeJA uygulamalariin fenolik bilesik miktarlar1 lizerine etkisi (ug/g)

Fenolik Bilesikler
Uygulamalar : - - — - - -
Gall_lk Katesin Epikatesin Vanilin Slnna}mlk Rosma}rlnlk p kun_1ar|k Klorogenlk
Asit asit asit asit asit
Kontrol 2.20 g* 0.00e 22559 ¢e 0.19d 01le 4.21f 3.38¢ 279049
0.5 mg/l 24-eBL 12.88 f 9.66 d 277.00d 0.22d 2.72 ab 11.12 e 15.15ab 112.23 f
1 mg/l 24-eBL 17.29 e 9.53d 267.34d 0.30c 2.26d 11.74 ¢ 15.20ab  475.18¢
2 mg/l 24-eBL 24.01d 9.60d 259.22d 0.23d 2.49 be 18.61d 16.15a 707.54 d
1 mM MeJA 31.66 ¢ 55.86 b 545.65 ¢ 0.38Db 2.37 cd 21.72 cd 12.87 b 821.92c

0.5 mg/l 24-eBL +1 mM MeJA 35.26 ¢ 66.48 a 648.03 a 0.48a 2.83 a 24.99 bc 14.84ab  816.55c
1 mg/l 24-eBL+ 1 mM MelJA 4291b 40.73 c 590.29 b 0.50a 280 a 25.96b 14.67ab  951.04b
2 mg/l 24-eBL + 1 mM MeJA 57.05a 41.30c 541.64c 0.35b 2.87a 3740 a 14.86ab 1126.29a

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak énemli derecede farklilik vardir (p<0.05).
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Arastirmada bir diger fenolik bilesik olan p-kumarik asit birikimi incelendiginde,
MeJA ve 24-eBL uygulamalarinin kontrol hiicrelerine kiyasla p-kumarik asit
birikimini arttirdig1 tespit edilmistir. En diisiik p-kumarik asit birikimi 3.38 pug/g ile
kontrol grubu hiicrelerde belirlenirken, sadece 1mM MeJA uygulamasi disindaki
diger uygulamalar arasinda onemli bir fark olmadigi saptanmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda 24-eBL’nin p-kumarik asit birikimi bakimindan MeJA’ya

gore daha etkili bir bilesik oldugu da tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Aragtirmada son olarak incelenen fenolik bilesik klorogenik asit olup, MeJA ve 24-
eBL uygulamalan ile birlikte kontrole gore klorogenik asit birikiminde 6nemli
miktarda artis tespit edilmistir. En diisiik klorogenik asit birikimi 27.90 ng/g ile
kontrol grubu hiicrelerden; en yiiksek klorogenik asit birikimi ise 1126.29 pg/g ile
ImM MelJA ve 2mg/l 24-eBL uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.1). Bu
sonu¢ kontrol grubu hiicrelerle karsilastirildiginda klorogenik asit birikimini 40 kat
arttirdign  gostermektedir. Arastirmada tek olarak uygulandiklarinda MeJA
uygulamasinin, 24-eBL’ye gore daha etkili oldugu; ancak ikili kullanimlarinin

klorogenik asit birikimi bakimindan tercih edilmesi gerektigi de saptanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

In vitro kosullarda gerceklestirilen bu arastirmada, siyah banotu bitkisinin kalsiyum
aljinat ile immobilize edilmis hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki 24-
eBL’nin tekli ya da MeJA ile yaptig1 ikili kombinasyonlarin hiicre biiyiime
parametreleri ile tropan alkaloidleri ve fenolik bilesiklerin birikimi iizerine olan

etkileri incelenmistir.

Immobilizasyon, bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit {iretimini artirmak i¢in
kullanilan etkili bir yontemdir. Bu yontemde bitki hiicreleri, agar, agaroz, kalsiyum
aljinat, cam veya poliiiretan kopiik gibi bir destekleyici malzeme veya matriks iginde
sabitlenmektedir (Lindsey ve Yeoman, 1985). Bu teknik sayesinde kiiltiir ortaminda
bir arada tutulan hiicrelerde meydana gelen hiicre-hiicre etkilesimine bagli olarak
bazi gen ifadelerinin artmasi sonucunda sekonder metabolit sentezi
uyarilabilmektedir (Smetanska, 2008). Ayrica immobilize hiicre kiiltiirlerinde hiicre
siispansiyon kiiltiirlerine kiyasla daha fazla miktarda sekonder metabolit liretiminin
saglandigin1 bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Gillet vd., 2000; Premjet ve
Tachibana, 2004).

Bununla birlikte sekonder matabolit {iretkenligi i¢in besin ortamlarinda ve kiiltiirel
kosullarda yapilan degisiklikler ile metabolitlerin biyosentez yolunda gorevli olan
onciil ya da ara maddelerin ortamlara ilave edilmeleri de oldukg¢a popiiler bir
yontemdir. Sekonder metabolitlerin senteziyle iliskili genlerin aktivasyonunu
sagladig1 bilinen anahtar bir sinyal molekiilii olan MeJA ile yeni nesil bir biiylime
hormonu olarak karsimiza c¢ikan 24-eBL’nin bu yontemler arasinda basari ile
kullanilan uygulamalar oldugu bilinmektedir (Zhao vd., 2002; Erkoyuncu ve
Yorgancilar, 2016). Bu arastirmada da siyah banotu bitkisine ait tropan
alkaloidlerinin ve fenolik bilesiklerinin sentezini artirmak amaciyla immobilize

edilmis hiicre kiiltiirlerinde 24-eBL ve MeJA uygulamalarina yer verilmistir.

Aragtirmada elde edilen sonuglara gore, siyah banotuna ait immobilize hiicrelere
yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalarinin gerek hiicre biiyiime parametrelerini
gerekse sekonder metabolit iiretimini O6nemli Olglide degistirmis oldugu tespit

edilmistir. Buna gore, immobilize hiicrelerin yas ve kuru hiicre agirliklari ile hiicre
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biiyiime indeksi bakimindan en diisiik degerlerin 1mM konsantrasyonundaki MeJA
uygulamasindan elde edildigi tespit edilmistir. Ancak MeJA ile birlikte ortama ilave
edilen 24-¢BL’nin, MeJA’nin hiicre biiyiimesi tizerindeki olumsuz etkilerini
tyilestirdigi de belirlenmistir. Swiatek vd. (2003) MeJA’nin hiicre biiyiimesi
tizerindeki olumsuz etkisini, temel hiicre dongiisiinde G1/S ve G2/M evrelerine
gecisin MeJA tarafindan engellenerek aktif olarak boliinen hiicre sayisini azaltmasina
baglamiglardir. Ayrica immobilizasyon teknigi de hiicrelerin biiyiimesini yavaglatan
bir uygulamadir. Nitekim Ketel vd. (1987) da immobize edilmis hiicrelerde
biiyiimenin yavaslamasini ortamdaki oksijen transferinin immobilize edici ajanlar
tarafindan azaltilmasina bagli olarak gergeklestigini ifade etmislerdir. Elde ettigimiz
bulgulara paralel olarak Urdova vd. (2015) Phyllanthus pulcher bitkisi kallus
kiiltiirlerine uyguladiklart MeJA ‘nin kallus gelisimini baskiladigini tespit etmislerdir.
Riedel vd. (2012) de Muscat de Frontignan iiziim c¢esidinde hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine uyguladiklar1 jasmonik asidin, kiiltiire ilave edilmesi sonucunda
hiicrelerin  biyokiitle miktarinda azalmalar meydana geldigini bildirmislerdir.
Bulgularimizi destekler nitelikteki bir diger arastirma da Ding vd. (2004) tarafindan
yapilmis olup, arastiricilar Onosma paniculatum hiicre kiiltiirlerine 0.004-4.45 pm
konsantrasyonunda uygulanan MeJA’nin, hiicre biiylimesini kontrol grubu hiicrelere
gore sirastyla 2 ila 8 kat azalttigin1 ortaya koymuslardir. Diger taraftan Walker vd.
(2002) Hypericum perforatum L. hiicre kiiltiirlerine uygulamis olduklari jasmonik
asidin hiicre biiylimesini artirdigini; Sanchez-Sampedro vd. (2005) ise deve dikeni
hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde uygulanan MeJA’nin hiicre biiyiimesi {izerine
onemli bir etkide bulunmadigini ifade etmislerdir. Bu sonuglardan da anlasilmaktadir
ki, jasmonatlarin hiicre biiylimesi iizerine etkisi bitki tiir ve ¢esidine, uygulamanin
jasmonik asit ya da MeJA formunda yapilmasina ve konsantrasyona bagli olarak

onemli degisiklikler gosterebilmektedir.

Arastirmada siyah banotu immobilize hiicrelerine uygulanmis olan 24-eBL’nin hiicre
biiylimesi {izerine etkileri incelendiginde, 0.5, 1 ve 2 mg/l seviyelerindeki 24-
eBL’nin incelenen biitiin hiicre gelisim paremetreleri bakimindan kontrole kiyasla
daha fazla artis sagladigi, 6zellikle 2 mg/l konsantrasyonunda uygulanan 24-eBL’nin
en ylksek degerlerin elde edildigi uygulama oldugu saptanmistir. Hu vd. (2000),
brassinosteroidlerin hiicre bdliinmesini uyaran siklin genlerinin transkripsiyonunu

arttirarak hiicre biiylimesine katki sagladiklarini bildirmislerdir. Arastirmada elde
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edilen sonuglara paralel olarak, Seldimirova vd. (2017) de bugday kallus kiiltiirlerine
uygulanan 24-eBL’nin hiicrelerin kuru ve yas agirliklarini arttirdigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde, mas fasulyesi ve hardal otu bitkilerine digsal olarak uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki 24-eBL ve 28-hBL’nin bitkilerdeki taze ve kuru agirhigi
kontrole gore onemli 6l¢iide artirdig: tespit edilmistir (Vardhini vd., 2011; Kumar.,
2011). Que vd. (2018) de havug fidelerine uyguladiklar1 24-eBL’nin hiicre uzamasini
tesvik ederek havug¢ saplarinin kontrole kiyasla anlamli bir sekilde biiyiime
gosterdigini bildirmiglerdir. Diger yandan Cheon, vd. (2010) ise farekulagi teresi
bitkisine ait kallus kiiltiirlerine 30 glin boyunca uyguladiklart BR’nin hiicrelerin
biliylime oraninda azalmalar meydana getirdigini ifade etmislerdir. Nitekim BR'lerin
kullanilan konsantrasyonlara bagli olarak hiicre boliinmesi lizerinde hem tesvik edici
hem de engelleyici etki gosterebildigi; kiltir ortamindaki ¢ok diisik BR
konsantrasyonlarinin biiyiimeyi tesvik ederken; cok yiiksek konsantrasyonlarin ise
biiyiimeyi inhibe edebilecegi bildirilmistir (Clouse ve Zurek, 1991; Grove vd., 1979).
Bu durum Hu vd. (2000) tarafindan, kullanilan BR konsantrasyonlarinin mitotik

hiicre dongiisii ile olan etkilesimi ile iliskilendirilmistir.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, siyah banotuna ait immobilize hiicrelerde
kullanilan 24-eBL ve MeJA’nin, bitkideki tropan alkaloidlerinden hiyosiyamin ve
skopolamin miktarlarini da 6nemli 6l¢iide degistirdigi tespit edilmistir. Buna gore
aragtirmada en yiiksek hiyosiyamin miktar1 kontrole kiyasla 1.81 kat artig saglayan
0.5 mg/l 24-eBL uygulamasi sonucunda elde edilirken; en yiiksek skopolamin
miktar1 da hiyosiyaminde oldugu gibi 0.5 mg/l 24-eBL’nin kullanildig1 hiicrelerde
belirlenmistir. Bu uygulama ile skopolamin miktarinda kontrole kiyasla 1.58 katlik

bir artisin saglandig1 saptanmaistir.

Bitki hiicrelerinde sekonder metabolitlerin senteziyle iligkili reaksiyonlarda bir sinyal
molekiilii olarak gorev alan MeJA, bu yoniiyle in vitro sekonder metabolit
iiretiminde etkili olarak kullanilan anahtar bir bilesen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
MeJA’nin, yaralanma, soguk, UV ve patojen saldiris1 gibi ¢evresel streslere karsi
gorev alarak bitki hiicrelerinde sekonder metabolitlerin biyosentezini uyardig
bilinmektedir (Cheong ve Choi, 2003; Wasternack ve Hause, 2007; Koo ve Howe,
2009). Nitekim digsal MeJA uygulamalarinin, fenolik bilesikler, terpenoidler,

antosiyaninler, poliaminler, antrakinonlar ve alkaloitler gibi bircok metabolitin
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sentezini etkili bir sekilde artirmis oldugu bildirilmektedir (Onrubia vd., 2013; Ram
vd., 2013; Ahn vd., 2014; Cao vd., 2014; Zhou vd., 2015; Cetin ve Baydar, 2016;
Ducaiova vd., 2016; Bicer vd., 2017). Sunulan bu c¢alismada siyah banotu
immobilize hiicrelerine uygulanan MeJA’nin kontrollere kiyasla hiyosiyamin ve
skopolamin alkaloidlerini sirasiyla 1.35 ve 1.12 kat artirmis oldugu belirlenmistir.
MeJA’nin alkaloid {iretimindeki etkisini Aerts vd. (1994), alkaloidlerin senteziyle
iligkili enzimlerin ifadesinin MeJA tarafindan kontrol ediliyor olmasiyla
aciklamiglardir. Zhang vd. (2007) de MeJA’nin tropan alkaloidlerinin sentezinden
sorumlu olan h6h geninin aktivitesinin arttirmasina bagli olarak alkaloid sentezinin
arttigini ifade etmigslerdir. Sunulan bu arastirmada, elde edilen bulgulara paralel
olarak Jaremicz vd. (2014), siyah banotu bitkisi kok kiiltiirlerinde kullandiklar1 1 mM
MeJA’in 24. saat sonunda kontrol koklerine kiyasla skopolamin miktarin1 %100
oraninda artirmig oldugunu bildirmislerdir. Reddy ve Shankar (1993) ise immobilize
edilmis hiicrelerdeki metabolit artigini immobilizasyon sonucu hiicre zart membran
gecirgenliginin artmasinin bir sonucu olarak gormislerdir. Gontier vd. (1994),
immobilize edilmis Datura innoxia Mill. hiicrelerinde tropan alkaloid birikiminin
kontrol hiicrelerine kiyasla 10 kat artis gosterdigini ortaya koymuslardir. Arastiricilar
bu artisin sebebini ortamda serbest halde bulunan kalsiyum kloriir ile jel
matriksindeki kalsiyum iyonlarinin, alkaloid biyosentez mekanizmasini bir takim
yollarla etkilemesine baglamiglardir. Benzer sekilde Kang vd. (2004) Scopolia
parviflora bitkisine ait kok kiiltiiriine uyguladiklari MeJA’nin hiyosiyamin ve
skopolamin alkaloidlerini kontrole kiyasla Onemli Ol¢lide artirmis oldugunu
bildirmiglerdir. Bunlara ek olarak MeJA uygulamasi yapilan acem lalesi, Atropa
baetica, pervane ¢igegi, iizerlik ve peygamber siipiirgesi bitkilerinde alkaloid
iceriginde onemli artiglar meydana geldigi bildirilmistir (Zayed ve Wink, 2005; Cho
vd., 2008; El Jaber-Vazdekis vd., 2008; Uddin vd., 2018). Ancak MeJA’nin
metabolit iiretkenligi lizerindeki etkisi bitki tiir ve ¢esidine, MeJA konsantrasyonuna
ve uygulama siiresine bagli olarak degisiklikler gosterebilmektedir. Bu nedenle,
tropan alkaloidlerinin biyosentezinin maksimum uyarimini saglamak icin, sinyal
bilesiklerinin hem konsantrasyonlarinin hem de maruz kalma siirelerinin optimize

edilmesi gerekmektedir (Kang vd., 2004).

Arastirmada immobilize edilmis siyah banotu bitkisine ait hiicre kiiltiirlerine

uygulanan 24-eBL’nin, hiyosiyamin ve skopolamin alkaloidlerinin birikimi iizerine
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olumlu etkilerde bulundugu; o6zellikle 0.5 mg/l konsantrasyonda kullanilan 24-
eBL’nin en yiiksek hiyosiyamin ve skopolamin birikimini saglayan uygulama oldugu
tespit edilmistir. Ancak yapilan detayh literatiir taramalar1 sonucunda, siyah banotu
bitkisinde ne immobilize edilmis hiicrelerde ne de serbest hiicrelerde 24-eBL’nin
alkaloid birikimi tizerine etkilerinin arastirildigi  herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bununla birlikte diger bitki tiirlerinde 24-eBL uygulamalariin
alkaloid birikimi lizerine etkilerinin incelendigi sinirli sayidaki ¢aligmalardan birinde,
pervane ¢igegi yapraklarina uygulanan 20 ppm dozundaki 24-eBL’nin vinkristin
alkaloidi miktarin1 6nemli Olgiide artirarak 297 pg/g’a ulastirdigl rapor edilmistir
(Muthulakshmi ve Pandiyarajan, 2015), Benzer sekilde Raghu vd. (2016) de
Tinospora cordifolia bitkisi yapraklarina uyguladiklari, 2 pM konsantrasyonundaki
24-eBL’nin bitkideki alkaloid igerigini Onemli Ol¢lide arttirmis oldugunu tespit
etmislerdir. BR’lerin metabolitlerle iliskili enzimlerin sentezinden sorumlu genlerin

ifadelerini etkileyerek metabolit iiretimine katki sagladiklar1 diisiiniilmektedir

Arastirmada immobilize hiicrelere uygulanan MeJA ve 24-eBL’nin fenolik bilesikler
tizerine olan etkileri de incelenmistir. Buna gére MeJA uygulamasinin toplam fenolik
madde miktar1 {izerine olumlu etkilerde bulundugu ve bu etkinin 2 mg/l 24-eBL ile
birlikte kullanildig1 ortamlarda daha da artarak, kontrol hiicrelerine kiyasla toplam
fenolik madde miktarmda 2.9 katlik bir artis sagladigi belirlenmistir. Immobilize
edilmis hiicrelerde meydana gelen fenolik madde artisin1 Cocetta vd. (2015) fenolik
madde mekanizmasindaki enzimlerin sentezinin immobilizasyona bagli uyarildigi
seklinde agiklamiglardir. Arastirmada elde edilen sonuglara paralel bir caligmada da
Koca vd. (2015) tarafindan bildirilmis olup, buna goére 0.5 mM MeJA’nin 2 mM 24-
eBL ile birlikte feslegen bitkisine uygulanmasi durumunda bitkideki toplam fenolik
madde miktarinin yaklasik olarak 1.5 kat arttigi tespit edilmistir. Benzer sekilde
Wang vd. (2015) de Hypericum perforatum siispansiyon Kkiiltiirlerinde MeJA
uygulamasinin toplam fenolik madde birikimini, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla
2.7 kat arttigin1 ifade etmislerdir. Barrientos Carvacho vd. (2014) de immobilize
edilmis brokoli hiicrelerinde fenolik madde biyosentezindeki gen ifalelerinin anlamli
bir seklilde degistigini bildirmislerdir. Ayrica pervane ¢icegi yapraklarina (Liu vd.,
2016) ve menekse bitkisine ait siirgiin kiiltiirlerine (Skrzypczak-Pietraszek vd., 2014)
uygulanan MeJA’nin toplam fenolik madde miktarin1 kontrole kiyasla onemli

miktarda arttirdigr belirlenmistir. Bunun yanmi sira Chung vd. (2016) Momordica
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charantia L. sacak kok kiiltiirlerinde JA ve SA uygulamalarinin fenolik bilesiklerin
tiretimi lizerine etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar  yapilan uygulamalar
sonucunda, toplam fenolik madde miktarinin artmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calismalara ek olarak Habenaria edgeworth, domates, pamuk, lahana, ve Polygonum
multiflorum bitkilerine uygulanan MeJA’nin fenolik madde miktarlarin1 artirmis
oldugu tespit edilmistir (Kim vd., 2007; Giri vd., 2012, Kepczynska ve Krol, 2012;
Konan vd., 2014; Thiruvengadam vd., 2016). MeJA’nin fenolik bilesikler tizerindeki
artirict  etkisini Wang vd. (2015) fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzim

aktivitesinin MeJA uygulamalari sirasinda artis gostermesi ile iliskilendirmislerdir.

Siyah banotu hiicrelerine uygulanan 24-eBL’ nin bitkideki tropan alkaloidlerinin yan1
sira fenolik bilesikleri de kontrol hiicrelerine kiyasla arttirdigi tespit edilmistir.
Aragtirmada elde edilen bulgular, Koca ve Karaman (2015)’nin feslegen bitkisine
uyguladiklar1 24-eBL’nin bitkideki toplam fenolik madde icerigini kontrole gore
onemli Olc¢lide artirdigi calisma ile uyum icesindedir. Benzer sekilde Asci vd.
(2019)’nin lavanta bitkisine uyguladiklar1 24-eBL’nin toplam fenolik madde
miktarmi artirmis oldugunu bildirdikleri arastirmada sonuglarimizi destekler
niteliktedir. Ding vd. (2009) de hiyar bitkisi kok ve yapraklarina uygulamis
olduklarin 24-eBL’nin bitkideki fenolik madde igerigini artirmis oldugunu
bildirmislerdir. BR'ler fenolik bilesiklerin sentezinden sorumlu fenilalanin amonyum
liyaz (PAL) ile polifenol oksidaz enzimlerinin sentezinden sorumlu genlerin
aktivasyonunu saglayarak metabolit iiretimini tesvik etmektedirler (Asghari ve
Zahedipour, 2016; Gao vd., 2016). Bunlar disinda BR uygulamasi yapilan domates,
turp, nane, ekinezya ve biber bitkilerindeki fenolik madde iceriginin  arttigi
saptanmistir (Ahammed vd., 2013, Choudhary vd., 2012; Coban ve Baydar, 2017,
Demirci, 2017; Yazdizadeh Shotorban vd 2013). Diger yandan Aghdam vd. (2012)
ise sera kosullarinda BR uygulamasi yapmis olduklari domates bitkisinde fenolik
madde igeriginde herhangi bir artis tespit edememislerdir. Bu c¢alisma ile
bulgularimiz arasinda olusan farkliligin, BR’nin uygulama seklinden (in vivo), bitki

tiir ve ¢esidinden ve kullanilan konsantrasyondan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Tropan alkaloidlerince zengin bir bitki oldugu bilinen siyah banotunda ayrica fenolik
bilesiklerden klorogenik asit, vanilin, ferullik asit ve sinnamik asitin bulundugu da

rapor edilmistir. (Ma vd., 2002; Begum, 2010; Jassbi vd., 2014; Elsharkawy vd.,
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2018). Ancak yapilan calismalarda daha ¢ok bitkideki alkaloidlerin {izerine
duruldugu ve fenolik bilesiklerin yeterince arastirllmadigi goéze carpmaktadir.
Bununla birlikte gerek MeJA’nin gerekse 24-eBL’nin bitkideki fenolik bilesikler
tizerine etkilerinin incelendigi bir c¢alisma da bulunmamaktadir. Bu nedenle
literatiirdeki eksikligi gidermek adina siyah banotu bitkisinde bulundugu bilinen
klorogenik asit, vanilin, ferullik asit ve sinnamik asitin yani sira katesin, epikatesin,
gallik asit, p-kumarik asit, rosmarinik asit ve kafeik asitin miktarlar1 da arastirmada

incelenmistir.

Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden ilki gallik asit olup, yapilan tiim 24-eBL
ve MeJA uygulamalar1 sonucunda kontrollere kiyasla gallik asit miktarinin énemli
dlgiide artmuis oldugu belirlenmistir. Ozellikle 1 mM MeJA+2 mg/l 24-eBL’nin
kombinasyon halinde uygulanmis oldugu hiicrelerdeki gallik asit miktarinin kontrole
kiyasla 259 kat artis sagladigi goriilmistir. Sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde tek basina kullanilan 24-eBL’nin, hiicrelerdeki gallik asit
uyarimini artirmada etkili oldugu ve bu etkinin MeJA ile birlikte yapmis oldugu
kombinasyonlar sonucunda daha da arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgulara paralel
olarak An vd. (2006) de kavak yapraklarina uygulamis olduklari MeJA’nin bitkideki

gallik asit miktarin1 kontrole gore 6nemli 6l¢lide arttirdigini tespit etmislerdir.

24-eBL ile MeJA uygulamalarmin katesin birikimi iizerine olan etkilerinin
incelendigi arastirmada, kontrol hiicrelerinde katesin tespit edilememistir. Ayrica tek
olarak uygulandiklarinda MeJA nin katesin birikimi lizerine 24-eBL’den daha etkili
oldugu gortilmiistir. MeJA’nin 24-eBL ile yapmis oldugu kombinasyonlarda
hiicrelerdeki katesin sentezinin, tek olarak kullamildigi ortamlara gdre daha etkili
sonuglar verdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde Bulgakov vd. (2011) Japon porsugu
hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uyguladiklart MeJA’ nin katesin birikimini arttirdigini
ifade etmislerdir. Kohli vd. (2017) de hardal otu fidelerine uygulanan 24-eBL’nin
kontrol grubuna kiyasla 2.8 kat daha fazla katesin birikimi sagladigim
belirlemiglerdir. Mattheis vd. (2002) ise Fuji elma g¢esidine 0.224 ¢/l dozunda
uyguladiklart MeJA nin, katesini artirmada etkili olmadigini ortaya koymuslardir. Bu
sonuglar, MeJA’ nin katesin birikimine olan etkisinin kullanilan konsantrasyonlar ile

bitki tiir ve ¢esidine bagl olarak degisebilecegini gostermektedir.
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Arastirmada incelenen fenolik bilesiklerden biri de epikatesin olup, epikatesinin de
yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalart sonucunda arttigi tespit edilmistir.
Aragtirmada hiicrelerdeki epikatesin  sentezinin uyarilmasinda tek olarak
uygulandiklarinda MeJA’nin, 24-eBL’ye gore daha iyi bir performans sergiledigi
tespit edilmistir. Ayrica MeJA’nin 24-eBL ile birlikte kullanildig1 ortamlardaki
etkisinin tek basina kullanildig1 ortamlara gore daha yiiksek oldugu da belirlenmistir.
Tipki katesinde oldugu gibi en yiiksek epikatesin miktarinin da ImM MeJA’nin 0.5
mg/l 24-eBL ile birlikte kullanilmasiyla elde edildigi ve bu hiicrelerde kontroliin 2.88
kat1 daha fazla epikatesin birikiminin gergeklestigi tespit edilmistir. Bu sonuglara
paralel olarak Glowacz vd. (2017), avakado meyvesine uyguladiklart MeJA’ nin
epikatesin miktarini artirdigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde yaban mersinine 0.1
mM konsantrasyonunda uygulanan MeJA’nin epikatesin birikimini arttirdig1
saptanmistir (Cocetta vd., 2015). Gumerova vd. (2015) de Tatar karabugdayina ait
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kullandiklar1 10 um MeJA’ nin epikatesin miktarini

arttirdigini bildirmislerdir.

MeJA ve 24-eBL uygulamalarmin vanilin miktarin1 da onemli Olc¢lide artirmis
oldugunun belirlendigi arastirmada, epikatesin ve katesinde de oldugu gibi MeJA’ nin
24-eBL’ye kiyasla daha fazla vanilin birikimine yol actig1 belirlenmistir. Ozellikle 1
mM MeJA’nin, 0.5 ve 1 mg/l 24-eBL ile yapmis oldugu kombinasyonlarinda en
yiiksek vanilin birikimi saglanmis olup, bu uygulamalarla kontrole kiyasla sirasiyla
2.53 ile 2.63 kat daha fazla vanilin birikiminin elde edildigi tespit edilmistir. Benzer
sekilde in vitro kosullarda kudret nar1 sagak kok kiiltiirlerine MeJA uygulamasi
yapan Chung vd. (2016) de uygulama sonucunda vanilin miktarinin artmis oldugunu

bildirmiglerdir.

Arastirmada incelenen bir diger fenolik bilesik sinnamik asit olup, yapilan MeJA ve
24-eBL uygulamalar1 sonucunda sinnamik asitin kontrole gdre onemli derecede
arttig1 tespit edilmistir. Kiiltlir ortaminda tek olarak kullanilan 24-eBL ve MeJA’nin
kontrole kiyasla daha fazla sinnamik asit birikimine yol agtig1 belirlenmistir. Bununla
birlikte 24-eBL ve MeJA’nin kombinasyon halinde uygulandiklari hiicrelerdeki
sinnamik asit miktarinin, kontrole ve diger uygulamalara gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir. 1 MM MeJA’nin 24-eBL ile yaptigi kominasyonlarda kontrole
kiyasla 25.45-25.80 kat daha fazla sinnamik asitin elde edildigi saptanmuistir.
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Domates bitkisine 3 uM BR uygulamasi yapan Aghdam vd. (2012)’nin sinnamik asit
iceriginin kontrole kiyasla 6nemli Ol¢lide artmis oldugunu bildirdikleri arastirma

sonuglariyla, bu arastirmada elde edilen sonuglar uyum icerisindedir.

Rosmarinik asitin de incelendigi arastirmada, hiicrelerdeki sinnamik asit birikimini
uyarimda MeJA’nin 24-eBL’ye gore daha etkili sonuglar verdigi tespit edilmistir. 1
mM konsantrasyonunda MeJA uygulamasi yapilan hiicrelerde, kontrollerin 5.16 kati
kadar rosmarinik asit icerigine sahip olduklart belirlenmistir. Ayrica katesin,
epikatesin, vanilin ve sinnamik asitte de oldugu gibi MeJA’nin hiicrelerdeki
rosmarinik asit birikimi iizerindeki arttiric1 etkisinin, 24-eBL ile birlikte kullanildig1
ortamlarda daha da arttig saptanmistir. Ozellikle 2 mg/l 24-eBL ile birlikte
kullanilan MeJA’nin kontrole kiyasla 8.9 kat daha fazla rosmarinik asit tiretimini
sagladigr tespit edilmistir. Benzer sekilde Kikowska vd. (2012) Eryngium planum L.
bitkisine ait kallus kiiltiirlerine uyguladiklar1 100 pM MeJA’nin rosmarinik asit
miktari1 kontrollere kiyasla yaklasik 2 kat artirmis oldugunu bildirmislerdir.
Aragtirmadaki bulgulara paralel olarak, Georgiev vd. (2007) de lavanta bitkisine ait
hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulamis olduklar1 5 pM MeJA’nin rosmarinik asit

miktarini 2.4 kat artirdigini tespit etmislerdir.

Siyah banotu bitkisine ait immobilize hiicrelerde bir diger fenolik bilesik olan p-
kumarik asit miktarinin yapilan 24-eBL ve MeJA uygulamalar1 sonucunda degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Arastirma sonucunda hiicrelerdeki p-kumarik asit birikimi
tizerine MeJA ve 24-eBL’nin benzer etkilerde bulunarak gerek tek gerekse
kombinasyon halinde uygulanmalari durumunda kontrol hiicrelerine kiyasla daha
fazla p-kumarik asit elde edilmesini sagladiklar1 belirlenmistir. Hiicrelerde p-kumarik
asit Uiretimi en fazla 24-eBL’nin tek ve 1 mM MelJA ile yaptig1 kombinasyonlarda
elde edildigi saptanmistir. Konan vd. (2014) dis kosullarda pamuk bitkisi
yapraklarina uyguladiklart 5 mM MeJA’nin bitkideki p-kumarik asit miktarini
artirdigint  bildirdikleri calisma ile sonucglarimiz Ortiismektedir. Benzer sekilde
Demirci (2017), ekinezya bitkisi sagak koklerine uygulamis oldugu 0.5, 1 ve 2 mg/I
konsantrasyonundaki 24-eBL’nin tiim hasat gilinlerinde p-kumarik asit miktarini
artirdigini belirlemistir. Elde edilen bulgulardan farkli olarak, Oztiirk vd. (2013) tarla
kosullarinda yetistirmis olduklart 3 erik ¢esidi (Black Amber, Black Beauty ve

Fortune)’ne 2.240 mg/l MeJA uygulamalar1 sonucunda p-kumarik asit miktarininin
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azaltmis oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuclar, MeJA’nin p-kumarik asit {izerine
olan etkisinin bitki tiir ve ¢esidine, MeJA konsantrasyonuna ve ¢alismanin in vivo ya

da in vitro kosullarda yapilmasina baglh olarak degisebilecegini gostermektedir.

Aragtirmada son olarak incelenen fenolik bilesik klorogenik asit olup, yapilan tiim
MeJA ve 24-eBL uygulamalarinda klorogenik asit miktarinin kontrole kiyasla énemli
Olgiide arttig1 belirlenmistir. MeJA’nin kolorogenik asit birikimi iizerine uyarici
etkisinin 24-eBL’ye gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
MeJA’nin bu uyarict etkisinin 24-eBL ile birlikte kullanilmasi ile daha da arttigi,
ozellikle 2mg/l 24-eBL ile birlikte uygulandigi hiicrelerdeki klorogenik asit
miktarinin kontrole kiyasla 40 kat yiikseldigi de tespit edilmistir. Arastirma
sonuglarimiza paralel olarak Kikowska vd. (2015) de Eryngium planum bitki siirgiin
kiiltiirlerinde kullandiklart MeJA’nin klorogenik asit miktarin1 kontrollere gore
Oonemli Ol¢iide artirmis oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen bulgular1 destekleyen
bir calisama da Liu vd. (2018) tarafindan bildirilmis olup, buna goére adi gardenia
bitkisine ait kallus kiiltiirlerine uygulanan 200 uM konsantrasyonundaki MeJA’ ’nin
klorogenik asit miktarinda kontrol grubuna kiyasla 11.07 kat artis sagladig1 tespit
edilmistir. Demirci vd. (2017) in vitro kosullarda yetistirmis olduklar1 ekinezya
bitkilerine 30 giin siireyle uygulamis olduklar1 50 uM konsantrasyonudaki MeJA’nin
klorogenik ait miktarini1 5.26 kat arttirdigini bildirmistir.

Sonug olarak arastirmada MeJA uygulamalarinin hiicre gelisimi {izerine olumsuz
etkilerde bulundugu tespit edilirken; 24-eBL uygulamalarinin ise olumlu etkiler
gosterdigi; ayrica MeJA ile yapmis oldugu kombinasyonlar sonucunda 24-eBL’nin
MeJA’nin hiicre biiyiimesine olan olumsuz etkilerini iyilestirdigi de tespit edilmistir.
Tropan alkaloidleri ile fenolik bilesiklerin yapilan uygulamalara bagli olarak
gosterdigi degisiklere bakildiginda ise, 24-eBL ve MeJA’nin bu metabolitlerin
miktarini 6nemli derecede artirmis oldugu belirlenmistir. Arastirma sonucunda en
yiiksek yas ve kuru hiicre agirligr ile hiicre biiylime indeksi i¢in 2 mg/l 24-eBL;
skopolamin ve hiyosiyamin i¢in 0.5 mg/l 24-eBL; fenolik bilesikler i¢in de 1mM
MeJA’nin 24-eBL ile yapmis oldugu ikili kombinasyonlarin en etkili uygulamalar
oldugu tespit edilmistir.
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