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Bu ¢alismada Bryum capillare Hedw., Sphagnum palustre L. ve Thamnobryum alopecurum
(Hedw.) Gangulee tirlerinin in vitro doku kiiltiiri, antioksidan aktivitesi, total fenol igerigi ve
12 fenolik bilesik standardi kullanilarak HPLC-UV analiziyle kantitatif miktar tayininin
yapilmasi amaglandi. B. capillare ve T. alopecurum tirlerinin olgun kapsullerinin sporlari ve
gametofitin ug slirglinleri kullanilarak, S. palustre’nin ise sporofit evresine rastlanmadigindan
yalnizca gametofitin kapitulum kisimlart kullanilarak in vitro kilturleri yapildi. 8 farkli
modifiye MS (Murashige and Skoog 1962) besin ortamina (farkli konsantrasyonlarda bitki
biiyiime diizenleyicileri ve/veya seker eklenerek) ekimi yapilan bu ¢ tiiriin in vitro doku
kiiltiirii ile rejenerasyonlar1 basariyla saglandi. B. capillare spor kiltlri ve gametofit
kaltarinde en iyi buyume gosteren ortam MS; (30 g/l sakkaroz, 0,5 mg/l kinetin, 0,5 mg/l 2,4
D)’tar. S. palustre gametofit kiiltiiriinde en iyi biiylimenin goriildiigii ortam MS; (sekersiz,

bitki blyime diizenleyicisiz)’dir.



OZET (devam ediyor)

T. alopecurum spor kiiltiiriinde en iyi bliyiimenin gergeklestigi ortam MS3 (30 g/l sakkaroz,
0,5 mg/l kinetin, 0,5 mg/l 2,4 D) iken gametofit kilturinde bu ortam MS; (bitki blyume
diizenleyicisiz ve sekersiz)’dir. Ug tiiriin dogadan toplanan taze orneklerinin antioksidan
aktivitesi, DPPH (2,2 difenil 1, pikril hidrazil) serbest radikali giderim aktivitesi metoduyla,
total fenol miktar1 ise Folin-Ciocaltaeu metoduyla yapilmistir. BHT (biitil hidroksitoluen),
BHA (batil hidroksianisol) ve askorbik asit ile bu (¢ turin antioksidan aktivitesi
karsilastirildiginda en yiiksek DPPH serbest radikali giderme aktivitesi %85 civarinda B.
capillare’de goriildii. Total fenol igerigi bakimindan gallik asit esdegerine gore en yiiksek B.
capillare ekstraktinin ortalama 0,034+0,004 mg/g, S. palustre 0,032+0,004 mg/g ve T.
alopecurum ise 0,0065+0,0015 mg/g icerige sahip oldugu saptanmistir. Ug tliriin dogadan
Kasim ve Mayis (2012) aylarinda toplanmis taze Ornekleri, farkli tarihlerde toplanmis B.
capillare ve T. alopecurum herbaryum &rnekleri ile in vitro doku kulttrd ile Gretilen érnekler
arasinda 12 farkli fenolik bilesigin (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, taksifolin,
rosmarinik asit, kaempferol, genistein, quercetin, biokanin A, daidzein, formononetin, sikimik
asit) HPLC-UV ile kantitatif tayinleri yapildi. Tiirler arasinda 12 farkli bilesikte en yiiksek
miktar1 veren tiir B. capillare oldu. B. capillare spor kilturinde en yuksek miktarda MS,
ortaminda sikimik asit 261,65£21,84 mg/g, gametofit kiltirinde en yiksek miktarda MSg
ortaminda sikimik asit 220,4+17,3 mg/g, herbaryum 6rneklerinde ise en ylksek miktarda 9.
ayda toplanan ekstraklarinda gallik asit 1,20+0,4 mg/g. S. palustre gametofit, T. alopecurum
spor ve gametofit kilturlerinde en ylksek miktarda sikimik asit sirasiyla MS,; 251,88+88,3
mg/g, MSg 120,92+41,4 mg/g, MS; 118,6+47,7 mg/g ortamlarinda saptanmistir. Ancak
herbaryum Orneklerinde ise en yiiksek miktarda 4. ayda toplanan ekstraklarinda sikimik asit
3,52+1,84 mg/g olarak belirlendi. Elde edilen sonuclara gére bu g tir, etkin bir sekilde in
vitro kultlr ortamlarinda iretildi ve ayrica fenolik bilesikler yoniinden zengin ve dikkate

deger antioksidan aktiviteye de sahip olduklar1 saptandi.
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vitro Doku Kiilturti, Antioksidan Aktivite, Total Fenol igerigi
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In this study, it is aimed to find out the quantitative amount of Bryum capillare Hedw.,
Sphagnum palustre L. ve Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee species, which have
important roles in the ecosystem, via HPLC-UV analysis by using the in vitro tissue culture,
antioxidant activity, total phenol content and 12 phenolic compound standart. For in vitro
cultures, spores of the mature capsules and apical shoots of gametophyte of B. capillare and
T. alopecurum species were used, whereas for S. palustre L. species only the capitulums parts
of gametophyte were used due to the fact that its sporophytes stage of was not seen. Through
in vitro tissue culture, the regeneration of these three species which were cultivated (by
adding various concentrations of plant growth regulators and/or sugar) in 8 different modified
MS (Murashige and Skoog 1962) nutrient medium was successfully achieved. In B. capillare
spores culture and gametophyte culture, the medium which showed the best growth was MS3
(30 g sucrose, 0,5 mg/l kinetin, 0,5 mg/l 2,4 D). In S. palustre gametophyte culture, the best

growth was observed in MS; (plant growth regulator and sugar free) medium. While the best
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growth in T. alopecurum spores culture was observed in MS; (30 g sucrose, 0,5 mg/l kinetin,
0,5 mg/l 2,4 D) medium, in gametophyte culture it was MS; (plant growth regulator and sugar
free). The antioxidant activity of the fresh samples of these three species that have been
collected from nature was done with the DPPH (2,2 diphenyl 1, picryl hydrazyl) free radical
scavenging activity method, while their total phenol amount was identified with the Folin-
Ciocaltae method. When the antioxidant activity of these three species was compared with
BHT (butylated hydroxytoluene), BHA (butylated hydroxyanisole) and ascorbic acid, the
highest free radical scavenging effect, nearly about 85%, was seen in B. capillare. In terms of
total phenol content, according to gallic acid equivalents, it was defined that the highest B.
capillare extract had an approximate content of 0,034+0,002 mg/g, S. palustre 0,031+0,004
mg/g and T. alopecurum had the content of 0,0065+0,0015 mg/g on the average. On the fresh
samples of three species collected from nature in November and May (2012), the B. capillare
and T. alopecurum herbarium samples collected at different times and the other samples
which were grown with in vitro tissue culture, 12 different phenolic compounds (gallic acid,
caffeic acid, p-coumaric acid, taxifolin, rosmarinic acid, kaempferol, genistein, quercetin,
biochanin A, daidzein, formononetin, shikimic acid) were determined quantitatively by means
of HPLC-UV. Among the species in 12 different compounds, B. capillare had the highest
amount. In B. capillare spores culture, the highest amount of shikimic acid was in MS,
medium 261,65+21,84 mg/g, in gametophyte culture, the highest amount of the same acid was
in MSg medium 220,4+17,3 mg/g, while in herbarium samples the highest amount of gallic
acid collected from the 9-month-old extracts was 1,20+0,4 mg/g. The highest amounts of
shikimic acid in S. palustre gametophyte culture, T. alopecurum spores culture and in
gametophyte culture were determined in MS,; medium 251,88+88,3 mg/g, in MSg medium
120,92+41,4 mg/g and in MSg medium 120,92+41,4 mg/g respectively. However, in
herbarium samples the highest amount of shikimic acid collected from the 4-month-old
extracts was seen as 3,52+1,84 mg/g. By means of the obtained results, these three species

were found to be rich in phenolic compounds and also with antioxidant activity.

Key Words:  Bryum capillare, Sphagnum palustre, Thamnobryum alopecurum, in vitro

Tissue Culture, Antioxidant Activity, Total Phenol Content
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BOLUM 1

GIRIS

Bryofitler, tohumlu bitkilerden sonra bitkiler aleminin en biyuk ikinci grubunu olusturur.
Daha Once Bryophyta boliimii altinda {i¢ sinifta incelenen bryofitler, yapilan molekuler
filogeni ¢alismalariyla, Bryobiotina alt alemi (subkingdom) altinda, 3 bolumde (divisio) ele
alinmasiin daha dogru olacagi ortaya konmustur. Bu bélimler; Bryophyta (karayosunlari,
yaklasik 13.000 tiir), Marchantiophyta (cigerotlari, yaklasik 5.000 tiir), Anthocerotophyta
(boynuzotlari, yaklagik 150 tiir)’dan olugmaktadir (Glime 2009, Goffinet and Shaw 2009,
Oren 2010). Tiirkiye bryofit florasina bakildiginda, 776 karayosunu, 177 cigerotu, 4 boynuzsu
cigerotu yayilis gostermektedir (Abay 2014).

Bryofitlerde genel olarak, haplodiplont dol almasi goriilir. Hayat dongusiinde haploit (n)
gametofiti, diploit (2n) sporofit takip etmektedir. Karasal bitkiler igerisinde vaskuler bitkilerin
aksine hayat dongulerinde gametofitin dominant oldugu tek bitki grubu bryofitlerdir
(Vanderpoorten and Goffinet 2009).

Dogada yesil olarak dikkat ¢eken kisimlari gametofitlerdir ve ortama alt kisimda olusan tek
veya ¢ok hiicreli kok benzeri yapilarla (rizoit) tutunurlar. Gametofitin gévde kismi, vaskuler
sistemden ve diger bazi1 6zelliklerden yoksun oldugundan gévdemsi yap1 kaulit, yapraklar ise
gercek bir yapragin Ozelliklerini tasimadigi i¢in fillit (yapraksi yapi) olarak isimlendirilir.
(Wyatt 1985). Gametofit lizerinde yer alan anteridyumlarda uretilen erkek gametler (sperm),
arkegonyumlarda Uretilen disi gameti (yumurta) dollemek igin suya bagimlidir. Erkek gamet,
yagmur sular1 veya Ustlerinden akan su icinde hareket ederek kemotaksi ile ulasir ve disi
gameti doller. Déllenme arkegonyumda meydana gelir, olusan zigot mitozla embriyoyu
olusturur oda geliserek sporofiti meydana getirir. Sporofit geliserek, arkegonyumu enine
aymrir ve Ust kismu ile yiikselir. Sporofitin st kismina kaliptra adi verilir ve sporofit
olgunlastiginda diiser. Olgun bir sporofit, gametofitten minerallerin ve suyun alindigi ayak,

yukar1 dogru uzayan seta (kapsiil sap1), kapsil ve kapsiilii orten kaliptradan olusur.



Sporangiumlarda olusan spor ana hiicreleri (2n), mayoz boliinme gegirerek sporlari (n)
olusturur. Olusan sporlar bryofit gruplarinda farkli dagilim mekanizmalar1 gosterir. Genelde
olgunlasan sporlar kurak donemlerde ortama dagilirlar. Sporlar diistiikleri ortamlarda sartlar
¢imlenmeye uygun oldugunda ipliksi yapilar olusarak protonemal evre baslar. Protonema,
karayosunulart hayat siklusunun haploid safhasindaki ilk evredir. Gergek karayosunlari
smifinda (Bryopsida) haploid sporlar ¢imlendiginde 2 ipliksi yapi olan kloronema ve
kaulonema olusur. Kloronema, ¢imlenen spor ile olusan ilk ipliksi yapidir. Hicreleri bol
sayida dairesel kloroplasthidir ve renksiz hiicre duvarlar: ipliksi uzun aksise dikey yonlidr.
Ayrica dlzensiz dallanmariyla ayirt edilirler. Kaulonema hiicreleri ise kloronemaya gore
kloroplastlar1 nispeten uzun ve hilcre duvarlart obliktir. Protonema evresi gelistikge
kaulonema hiicreleri siirgiinler gelistirerek surgiin apikal hiicrelerini olusturur ve sonrasinda
bu yapilar geliserek gametofiti meydana getirir (Sekil 1.1) (Jang and Dolan 2011). Ger¢ek
karayosunlarindan farkli olarak Sphagnopsida sinifinda kloronema ve kaulonema olusumu
g0zlenmez. Diger karayosunlarindan bir ¢ok yonuyle farklilik gosteren bu simifta sporlar
¢imlendiginde ilk olarak tallus ve ipliksi protonema olusur ve ardindan Sinirsiz apikal biiyiime

gosteren gametoforlar gelisir (Beike et al. 2014).

Sperm
Zigot
‘fk DOLLENME 4 Arkegonyumda
\ 0 | geligen
2 L sporofit

Yumurta ~ Olgun
Sporofit
Arkegonyum '

Gametofit ’
a J Gametofit
e
A MAYOZ y Y
Sﬂrgﬂn/ﬁg e MITOZ oS08
. - / v ,
Rizald Cimlenen O\T

sporlar Sporlar

Sekil 1.1 Karayosunlarinin hayat siklusu (Raven and Johnson 2001)’den degistirilerek.



Bryofitler klorofil-a, klorofil-b, ksantofil ve karoten ihtiva etmekte, hiicre ceperleri ise seltloz
icermektedir. Sporofit ve gametofit ligninlesmis doku igermemektedir. Fotosentez, su ve
minerallerin alinmasin1 tiim ylzeyleri ile yaparlar. Bryofitlerin yapraklarinda stomalari
olmadigindan su kaybin1 ve gaz degisimini kontrol edemediklerinden poikilohidrik (su
durumlarin1 ¢evrenin nem durumuna gore ayarlayabilen) bitkilerdir. Gelismis bir iletim
sistemleri olmadigindan suyun taginmasinda rol oynayan yiizeysel kapiller sisteme sahiptirler.
Eseysel dagilimlar1 sporofitlerde tiretilen sporlarla olmaktadir. Bir ¢ok bryofit trli bu ylizden
genis alanlara dagilabilmektedirler. Bryofitlerde treme icin mutlak suya gereksinim vardir.
Ddéllenmenin gerceklesmesi igin spermlerin su ile arkegonyuma tasinmasi gerekir. Bu yuzden
dollenme genelde yakin mesafedeki bitkiler arasinda olabilmektedir (Glime 2009, Goffinet
and Shaw 2009, Oren 2010).

Bryofitlerin en blytk grubu olan karayosunlar1 diger gruplarla karsilastirildiginda ¢ok sayida
yapisal cesitlilik gdstermelerinin yan1 sira evrimsel olarak da daha gelismislerdir. Bu grubun
en Onemli karakteristik Ozelligi, tlrlerin ¢ogunda sporlarin dagiliminda rol oynayan ve
dagilimi kontrol eden higroskobik (nemi seven) peristom dislerine sahip olmasidir (Glime
2009).

Karayosunlar1 goriiniim olarak akrokarp ve pleurokarp karayosunlar1 olarak iki biiylik gruba
ayrilirlar. Akrokarp karayosunu olan Bryum capillare ve Sphagnum palustre, gametofit
substrata dik olarak bulunur, sporofit ise gametofitin veya ana dallarin u¢ kisminda yer alir.
Pleurokarp karayosunu olan Thamnobryum alopecurum’da ise gametofit genellikle substrata
paralel olarak gelisir ve ikincil govdelere veya yan dallara sahiptir. Sporofit ana gévde veya
dallar Gzerinde kuciik tomurcuk benzeri yan dallarda gametofite dik olarak bulunur.
Fontinalis gibi karayosunu tirleri kladokarp 6zellik gostermektedir ve gametangiyumlari kisa
yan dallar Gizerindedir (Smith 2004).

Karayosunlari iyon degisim mekanizmalari, plrizli yuzeysel yapilari, havadaki partikdllerin
alikonulmasini saglamalari, yil igerisinde bulunabilmelerinin kolay olmasi, ihtiyaglarindan
daha yuksek seviyelerde metal biriktirebilmeleri gibi gesitli 6zelliklere sahip olmasindan
dolay1 gelismis iilkelerde uzun yillardan beri hava ve su kirliligi haritalarinin ¢ikarilmasinda
biyomonitor olarak kullanilmaktadir. Son yillarda iilkemizde de biyomonitér karayosunlari
kullanilarak atmosferik agir metal kirliligi ¢alismalar1 yapilmaktadir (Uyar et al. 20073, b,
2008, 2009, Oren 2010).



Gegmisten giinlimiize bryofitlerinin ginlik hayatta kullanim alanlar1 incelendiginde
Loeskeobryum brevirostre (Brid.) M. Fleisch. tiirii gegmiste sargt bezi olarak Hypnum tirleri
ise kesici aletlerin paketlenmesinde kullanilmistir. Polytrichum commune Hedw. tip ve
eczacilik alaninda antiseptik madde olarak kullanilmaktadir (Ezer 2008). Ayrica torf yosunu
olan Sphagnum palustre L. nin yiiksek oranda nem tutmasi ve toprak kalitesini arttirmasindan
dolay1 giiniimiizde seracilik, sakst ve kesme cicekcilik sektorinde hala kullanilmaktadir.
Bryofitler icerisinde ekonomik agidan en ¢ok faydalanilmig bir tlir olan Sphagnum ge¢miste,
ayakkabi tabaninda, ¢izmelerdeki nem ve artan kokuyu emmede ayrica Almanya’da ucuz
giysiler hazirlamak i¢in yiinlerle birlikte karistirilarak kullanilmistir. I. Diinya savasi sirasinda
yuksek su ve nem tutma kapasitesinden ve antiseptik 6zelliginden dolay1 sargi bezi yapiminda
da kullamilmistir. Gegmiste Sphagnum’lardan Gretilen sphagnol; egzema, sedef hastaligi,
kasinti, hemoroid, uyuz, sivilce ve deri hastaliklarinin tedavisinde ve ayrica bocek
isirmalarindan dogan tahrisleri azaltmak i¢in de kullanilmistir (Sekil 1.2). Kendi agirliginin
30 katina kadar su tutabilen Sphagnum’un ticari tiretimi Amerika’da 150 yili agkin siiredir
devam etmektedir. Taze sebze ve ciceklerin nakliyesinde, kok ve cicek soganlarnin
depolanmasinda iyi bir materyaldir. Sphagnum turbalar1 6zellikle kuzey iilkelerinde diisiik
stilfiir icerigi ve yliksek 1s1 degeri nedeniyle yakit olarak kullanilmaktadir (Abay 2006, Saxena
and Harinder 2004). Ulkemizde bryofitlerden ekonomik olarak c¢ok fazla
faydalanilmamaktadir. Cigekgilik sektoriinde, siis esyalarinin yapiminda ve magazalardaki

vitrinlerin diizenlenmesinde dekorasyon amagl kullanildiklar1 bilinmektedir.

Sekil 1.2 Sphagnum sabunu (http://www.sciencemuseum.org.uk)



1.1 Bryum capillare Hedw. Hakkinda Tamtici Bilgiler

Bryaceae familyasinda yapilan molekiiler ¢alismalar neticesinde Bryum capillare Hedw.,
Akdeniz Ulkeleri karayosunu kontrol listesi (2013)’ne gore Ptychostomum capillare (Hedw.)
Holyoak & N. Pedersen olarak adlandirilirken, Kuzey Amerika Flora Duzenleme Komitesi
(2014)’ne go6re Rosulabryum capillare (Hedw.) J. R. Spence olarak adlandirilmaktadir
(Spence 1996, Holyoak and Pedersen 2007). Bu familyadan olan B. capillare govdesi 1-3 cm
uzunlugunda, kiime ve yiginlar halinde buyuyen Ulkemizde ve diinyada yaygin gorilen bir
thrddr (Sekil 1.2). B. capillare dioik bir tiirdiir, kesin teshislerinde kolaylik saglayan sarkik
kapsiilleri bahar ve yaz aylarinda olgunlagir ve 3-5,5 mm uzunlugundadir. Genelde
kurudugunda sarmal kivrimli siirgiinlere sahip ve yapraklart gévde etrafinda spiral kivrilir.
Ancak bazi popiilasyonlarda kurumus siirgtinleri diiz veya hafif kivrimli yapraklara sahip
olabilir. Karakteristik ozellilerine bakildiginda yapraklari genelde 2-5 mm uzunlugunda ve
orta kisminda veya Uzerinde genisledigi goriiliir, yaprak orta damar: ugtan uca gorinur ve

uzun solgun tiiyleri vardir (Atherton et al. 2010).

Tipik habitat1 hafif¢e asidik toprak, cayirlik, ormanlik alanlar, toprak yiginlaridir. Ancak agag,
kiitiik, ¢itler, duvarlar, catilar ve kayalar {izerinde de biiyiiyebilir. Tiirkiye’de neredeyse her
bolgede yayilis gosteren bir karayosunu tiriduar. Bilimsel siniflandirmasi asagida verilmistir
(Cizelge 1.1). Turkiye haritasi kareleme sistemine gore Al, A2, A3, A4, A5, B6, B7, B8, B9,
B10, C11, C12, C13 karelerinde yayilis gdstermektedir (Henderson 1961, Oren 2010).

Cizelge 1.1 Bryum capillare Hedw. nin bilimsel siniflandirmasi (http://www.tropicos.org)

-Alem: Plantae - Haeckel, 1866 - Bitkiler
--Altalem: Bryobiotina -Glime 2009 - Bryofitler
---B6lim: Bryophyta - A. Braun, in P. Ascherson, 1864 - Karayosunlar
----- Sinif: Bryopsida - Gergek Karayosunlar

------ Altsnif: Bryidae - Engl., 1892

------- Stipertakim: Bryanae -

-------- Takim: Bryales - Schimp.

--------- Familya: Bryaceae - Schwégr.

---------- Cins: Bryum - Hedw.

----------- Tur epiteti: capillare - Hedw.

............ Botanikteki adi: Bryum capillare Hedw.



Sekil 1.2 Bryum capillare; a- genel goriiniis, b- yaprak, ¢- peristom disleri (Oren 2010).

1.2 Sphagnum palustre L. Hakkinda Tamtic1 Bilgiler

Sphagnum palustre L. formasyonu diizensiz yiginlar halindedir. Renkleri oldukga degiskenlik
gosteren bir karayosunun tlridir. Dogada genelde kahverengimsi saridan yesile calan
goriiniime sahiptir. Ozellikle sonbahar ve kis aylarinda dis kistmdan merkeze dogru uzanan
koyu kahverengi veya kiremit kirmizisi renkli dallanmalar1 bulunan bu tiir, ayn1 zamanda bir
kapituluma da sahiptir. Kapitulumun dis kismindan baslayan dallanmalar, genelde elongat
tipte gittikce incelen bir yap1 gosterir. Demetleri 2-3 bazen 4’e kadar dallanma gosterebilir.
Ust kistmlar1 hemen hemen geriye dogru egimli bir yayilis gdstermesine ragmen, yan
yapraklar: genelde govdeye 45 dereceden daha dar bir agiyla tutunmustur. Kapsiilleri nadiren
gortliir. Bu tiir, gblgeye toleransli olmakla beraber besince zengin 1slak ormanlik alan, su
kanali, nehir kenarlarinda siklikla goriiliir (Atherton et al. 2010). Bilimsel siniflandirmasi
asagida verilmistir (Cizelge 1.2). Turkiye’de sadece Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yayilis

gosteren bir karayosunu turadur (Sekil 1.3).



Cizelge 1.2 Sphagnum palustre L.’nin bilimsel siniflandirmasi (http://www.tropicos.org)

- Alem: Plantae - Haeckel, 1866 - Bitkiler

-- Altalem: Bryobiotina -Glime 2009 - Bryofitler

---Bolim: Bryophyta - A. Braun, in P. Ascherson, 1864 - Karayosunlar
----Sinif: Sphagnopsida - Turba yosunlari

----- Takim: Sphagnales -

------ Familya: Sphagnaceae - Dum.

------- Cins: Sphagnum - C. Linnaeus, 1753

-------- Tur epiteti: palustre - L. 1753

--------- Botanikteki adi: Sphagnum palustre L. 1753

Sekil 1.3 Sphagnum palustre L. a- genel goriiniis b- kapsullerin gérinimu c- gévde yapragi
kesiti d- yaprak enine kesit (Atherton et al. 2010, http://blogs.ubc.ca)

1.3 Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee Hakkinda Tamtic1 Bilgiler

Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee icin 3-6 mm arasinda uzunluga sahip kii¢iik
minyatiir bir agaca benzeyen bir bitkidir. Dik govdesi tizerinde kii¢lik pula benzer liggenimsi
yapraklar tasir. Yan dallarda 1,5-2,5 mm uzunlugunda akut tipte yumurta sekilli koyu yesil
yapraklart vardir. Yaprak orta damart belirgindir (Sekil 1.4). Yaprak uglarindaki kalin disler
ve yapragi cevreleyen hiicreler bir biiylite¢ yardimiyla giin 1s18inda kolaylikla goriilebilir.
Nadiren kapsul Gretirler. Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee dere kenarlarinda
kaya iizerinde veya siklikla denizden uzak, normal su seviyesinde gdlgede biiyiir. Ayrica
besince az, bol ve sik agagli orman tabanlarinda ve caliliklarda biylyebilirler (Atherton et al.

2010) Bilimsel siniflandirmasi asagida verilmistir (Cizelge 1.3). Turkiye’de Henderson


http://blogs.ubc.ca/

Kareleme sistemine gore Al, A2, A3, A4, B7, C11, C12 karelerinde, diinyada ise Avrupa,
Faroe Adalari, Izlanda, Kafkaslar, Asya, Makaronezya, K. Afrika’da yayilis gdstermektedir
(Henderson 1961, Oren 2010).

Cizelge 1.3 Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee’nin bilimsel smiflandirmasi
(http://www.tropicos.org)

- Alem: Plantae - Haeckel, 1866 - Bitkiler

--Altalem: Bryobiotina -Glime 2009 - Bryofitler

---B6lum: Bryophyta - A. Braun, in P. Ascherson, 1864 - Karayosunlar
----Smuf: Bryopsida - Gergek Karayosunlar

----- Altsnif: Bryidae - Engl., 1892

------ Stipertakim: Hypnanae - W.R. Buck et al. 2005

------- Takim: Hypnales -

-------- Familya: Neckeraceae - Schimp.

--------- Cins: Thamnobryum - Nieuwland, 1917, nom. nov.

---------- Tur epiteti: alopecurum - Nieuwland ex Gangulee, 1976
----------- Botanikteki adi: - Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee, 1976

Sekil 1.4 Thamnobryum alopecurum; a- genel goriinis, b- dal yapragi, c- yaprak ucu, d-
yaprak ortasi hiicreleri (Oren 2010)

1.4 Bitki Doku Kultirt

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, hiicre, doku veya organ gibi
cesitli bitki kisitmlarindan, kontrollii sicaklik ve 1s1k sartlarinda yeni doku, bitki veya bitkisel

riinlerin eldesini amaglamaktadir. Bitkinin kisa zamanda ve ¢ok miktarda ¢ogaltilmasini “in



vitro ¢ogaltim” saglayan yontem, giliniimiizde, germplazma korunmasinda, bitki neslinin
devamliligin1 saglamada, fizyoloji ¢aligmalarinda ve gen miihendisliginde siklikla kullanilan

biylk éneme sahip biyoteknolojik bir ¢alismadir (Babaoglu vd. 2001, Wang and Ha 2007).

In vitro ¢ogaltim yontemlerinden olan organogenezden, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi
ve geleneksel yontemlerle {iretilmesi zor olan tiirlerin ¢ogaltilmasi, yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi, mevcut gesitlerde genetik farkliliklarin olusturulmasinda yararlanilir. Bitkinin
gelisimi, cesitli oksin ve sitokininler kullanilarak, yaprak veya kotiledon gibi meristematik
tomurcuk igermeyen cesitli bitki kisimlarindan, dogrudan veya kallus olusumuyla dolayl
olarak baglatilir. Bu yontemlerle elde edilen bitkilerde, farkli konsantrasyonlarda hormonlar
kullanilarak, hiicre ve dokulara baskiyla gévde olusturmak iizere tekrar organize olmaya

zorlanarak, genetik degisiklikler olusturulabilmektedir (Gurel 1997).

Mikrogogaltim; govde ucu, tomurcuk, embriyo, tohum, sirgiin ve kok gibi tam bir bitki
olusturma potansiyeline sahip bitki kisimlarindan meristematik blyume bdlgelerinde, bitki
blylme dizenleyicileriyle govdelerin gelisimleri ve ¢ogalmalar tesvik edilmesiyle yapilir.
Boylece elde edilen govdelerde olusabilecek genetik kararlilik yiuksek oranda korunmus olur.
Laboratuvar ortaminda belirli peryotlarla alt kiiltiirleri alinarak, kisa siirede, ¢cok sayida klon

bitki fidesi elde etmek mimkin olur (Hartman and Kester 1975, Giirel ve Ucar-Turker 2001).

Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik embriyo olarak isimlendirilirler. Bitkilerde
in vitro kiltur kosullarin1 optimum dlizeye getirerek, somatik hiicre, doku veya organlarla
bitki hucrelerinden embriyo elde etmek mimkindur. Somatik doku hiicreleri farkli
konsantrasyonlarda oksin iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinarak sonrasinda oksin

icermeyen farkli bir ortama aktarilarak embriyo tiretme yetenegi kazanir (Monier 1990).

Pek ¢ok uygulama alani olan bitki doku kltirinde in vitro ¢ogaltim disinda kendi kendine
doéllenen bitkilerde yapilan klasik bitki 1slah1 melezleri sonrasi hatlarin saflastirilmasi uzun
zaman almaktadir. Haploit bitki iretiminde polen ve oviil kiiltiirii kullamilarak %100

homozigot bitkiler elde etmek mumkundir (Maheswari et al. 1995).

Embriyo kdltlrl ile tlrler arasi in vivo melezlemelerde embriyo olusumu veya olusan
embriyolarin yasamalarini engelleyebilmesi gibi ortaya ¢ikan uyusmazliklar asilabilmektedir.

Herbisitler, patojenler gibi cesitli biyotik ve abiyotik faktdrlere karsi dayanikli hiicreler



secilerek ve in vitro ortamda bu hiicrelerden ilgili faktorlere karsi direngli bitkiler in vitro
seleksiyon yontemiyle yetistirilebilir. Totipotent hticrelerin in vitro kultiru, kallus veya
stispansiyon seklinde uzun siireli olarak veya belli araliklarla yeniden olusturularak
saklanabilir ve ihtiya¢ duyuldugunda bu hiicrelerden yeni bitkiler elde edilebilir. Boylece in

vitro germplazm korunmasi saglanabilir (Babaoglu vd. 2001).

Gen transfer teknigi, doku kiiltiiriiniin bitkilerin iyilestirilmesinde en 6nemli ve yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir. 1982 yilinda bitkilerde yapilan ilk transformasyon ¢alismalari
ve transgenik bitkilerde aktarilan genin ifadesi, genlerin yap1 ve fonksiyonlariin analizi,
diizenlenme mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasi gibi, temel biyolojik konularin arastirilmasinda
gen transfer teknigi saglam bir metod olarak kullanilmaktadir (Lamb and Beachy 1989).
Bitkilerde gen aktarimi; fonksiyonel olarak belirlenmis dogal ya da yapay nikleik asit
dizilerinin bitki hucrelerine Agrobacterium tumefaciens ile transformasyonu, kimyasal
metodlar ve elektroporasyon metoduyla transformasyonu ve mikroenjeksiyon ile
aktarilmasidir. Genetik transformasyon, niikleik asit molekiiliin hiicreye girisi, entegrasyonu,
gen ifadesi ve ogul dollere aktarilmasi asamalarindan olusur (Hiei et al. 1994). Ar bitki elde
edilmesinde meristem Kkdlturleri, sentetik tohum Gretimi, sekonder metabolit Gretimi gibi

farkli yontemlerde yapilmaktadir (Brown and Thorpe 1995a).
Buguine kadar pek cok bitki tdrdndn, in vitro kiltrd galismalar1 yapilmistir. Bitki doku

kalturinun tarihsel gelisminde yapilmis Onemli bilimsel g¢alismalar asagida verilmistir
(Cizelge 1.4) (Kung and Wu 1993a, b, Pierik 1993, Endress 1994, Ozgen 2005).
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Cizelge 1.4 Bitki Doku Kultirinin Tarihsel Gelisimi

TARIH ARASTIRICILAR YAPILAN CALISMALAR
1902 Haberlandt I1k izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii
1904 Hanning Olgun embriyolarin kiiltiirii
1917 Karl Ereky Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanim1
1920 Went et al. Oksinin tanimlanmasi
1922 Kotte and Robins Kok ve siirgiin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltimi
1924 Dieterich [k embriyo kurtarma teknigi (musir)
1934 White Ilk siirekli kok kiiltiirleri (domates)
1934 Gautheret Ik kallus kltirleri
1942 Gautheret [lk kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi
1946 Ball Siirgiin uglarindan (apikal meristem) ilk bitki eldesi
1953 Watson and Crick DNA’nin yapisinin belirlenmesi
1954 Muir et al. Hiicre stispansyonlarindan ilk bitki eldesi
1956 Miller Kinetin’in kesfi
. [lk sitokinin tanimlanmasi ve organ olusumunda
1957 Skoog and Miller o } . -
sitokinin/oksin oraninin éneminin ortaya konulmasi
1958 Steward et al. [k somatik embriyogenez (havug)
1960 Cocking Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast izolasyonu
1960 Maheswari Anter Kulttru
1962 Murashige and Skoog ~ MS besi ortaminin gelistirilmesi
1965 Vasil and Hilderbrandt ~ Tek hiicreden bitki rejenerasyonu
1967 Bourgin and Nitsch Ik haploit bitkinin iiretimi (anter polan kiiltiirii)
1968 Gamborg et al. BS5 ortaminin gelistirilmesi
1970 - HEPA filtrelerinin kullanilmaya baslamas1
1971 Nagata and Takabe Protoplastlastlardan ilk bitki rejenerasyonu
1974 Nitsch Mikrospor kiltard
1978 Melchers et al. Cinsler arasi ilk somatik melezleme
1983 Murai et al. Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tltin)
1995 Flavr Savr Ik rekombinant insan gidas1 (domates)
Bocek ve virlislere dayanikli transgenik pamuk, soya,
2000 Ozgen vd. seker pancari, patates ve domates cesitlerinin
onaylanarak tretilmesi
2001 Ozgen vd. A vitamini ve demir bakimindan zenginlestirilmis

transgenik ¢eltik ¢esitinin gelistirilmesi

1.4.1 Bitki Doku Kulttiirinde Organogenez

Bitkiyi olusturan canli hiicrelerden herhangi birisi tekrar boliinerek ve farklilasarak yeni bir
bitkiyi meydana getirebilme kapasitesine sahiptir. Buna totipotensi denir. Bu kapasite
kullanilarak protoplastlarin, hiicrelerin, dokularin ve organlarin kiiltiirleri yapilarak in vitro
rejenerasyonu gerceklestirilebilmektedir. Organogenez, dokulara ve kallusta hiicrelere baski
uygulayarak degisikliklerin meydana gelmesi, siirgiin veya kdk primordiyumu olarak
adlandirilan tek kutuplu yeni dokularin ve vaskiiler sistemin olustugu bir olaydir. In vitro

olarak yetistirilen bitki dokular1 farklilagabilmekte ve yeni organlar olusabilmektedir. Bu tiir
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organlara 6rnek olarak kok, stirgun ve cigekler verilebilir. In vitro kontrollii siirglin gelisimi
ilk kez yapilmistir (White 1939). Bu arastirici, sivi besin ortamina gomiilmiis Nicotiana
melezlerinden elde edilen kallus iizerinde siirgiinlerin olustugunu gozlemistir. Ilerleyen
yillarda, White’in bulgular1 Skoog (1944) tarafindan da dogrulanarak gelistirilmistir. Skoog
(1944)’te oksinin kok olusumunu etkiledigini ve siirgiin olusumunun engellendigini ayrica
oksinin siirglin olusumundaki engelleyici etkisinin, ortamdaki sakkaroz ve inorganik
fosfatlarin miktarini arttirarak kismen de olsa ortadan kaldirabilecegini gostermistir. Adenin
siilfatin siirgiin olusumunu hizlandirdig1 ve oksinin engelleyici etkisini yok etmekte aktif
oldugunu belirtilmistir (Skoog and Tsui 1948). Kinetin kesfedilmistir (Miller et al. 1956).
Bitki blyume dizenleyicilerinin etkileri ortaya konmustur (Skoog and Miller 1957). Tutun
kallusu ile yapilan calismalarda oksinin, sitokinine gore ortamda yiiksek orani kok
olusumunu, tam tersi ise silirgiin olusumunu ve dengeli oranlar ise kallus gelisimini
desteklemekte oldugu gosterilmistir. Bu yaklasim sonucunda binlerce bitki ttrtinde in vitro

strgunler ve/veya kokler elde edilmistir (Babaoglu vd. 2001).

Herhangi bir bitki pargasi organogenez calismalarinda eksplant olarak kullanilabilir. Gévde,
kok, yaprak, ¢icek durumu, fide organlar1 ve tohum embriyosu yaygin olarak kullanilir. Bu tir
eksplantlar dogrudan veya dolayli olarak organ ve embriyo olustururlar. Bazi tiirlerde
kullanilabilecek diger bir eksplant kaynagi da ince hiicre katmanlaridir. Bu hiicre
katmanlarindan dogrudan ¢icek tomurcugu, vejetatif tomurcuk, kok ve kallus olusturmak

mimkunddr (Babaoglu vd. 2001).

Herhangi bir organizasyon gostermemis hiicreler yiginina kallus denir. Kallus, aseptik sartlar
altinda diizenli zaman araliklar ile alt kiiltiir yapilip yeni ortamlara aktarilarak uzun siire
korunabilir. Fakat dis goriiniisiine ragmen degismez bir doku degildir. Kallusun uzun siire alt
kiiltiire alinmasi bazi yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Bunlardan en sik karsilasilan

durumlar sunlardir:

1. Bitkinin gelismesi i¢in artik eksojen bitki biiylime diizenleyicilerine ihtiyag duymamalari

ve neticede “hormon-otonom” bir kallusun meydana gelmesi.

2. Organik potansiyelin yani yeni adventif siirgiin veya kok meydana getirme yeteneginin

azalmasi veya tamamen ortadan kalkmasi.
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3. Kallus dokusunun yapisinda bazi degisikliklerin kendiliginden ortaya c¢ikmasi, drnegin
nispeten kiiglik hiicrelerden meydana gelmis sik yapili bir kallus veya daha biiyiik ve seffaf
hiicrelerden meydana gelmis gevsek yapili bir kallusun meydana gelmesidir (Babaoglu vd.

2001).

In vitro organ gelisiminin dolayli organogenez ve direkt organogenez olmak uzere iki modeli
vardir. Dolayli organogenezde meristematik bir merkezin olusumundan ve takip eden siirgiin
veya kok olusumundan oOnce, alinan eksplant dokusu organize olmamis kallus kiimesinin
olusturulmasi i¢in uyarilir. Direkt organogenez de ise kallus gelisimi hi¢ goriilmez (Babaoglu
vd. 2001).

Kallus dokusundan siirgiin gelisimini 6zetlemek gerekirse, islem eksplantin ¢evresinde hiicre
dizilerinin olusmasi ile baslar, hiicre dizileri ve eksplant arasindaki bolgelerde ise bazi iz
elementleri ortaya ¢ikar. Kiiltiirden bir hafta sonra iz elementlerinin yaninda hiicre boliinme
bolgeleri gbzlenmeye baslar. Bu bdlgenin i¢inde 6zellikle kallusun alt yarisinda takip eden
giinlerde meristematik merkezler olusur. Bu merkezler daha sonraki gilinlerde gozle
gorilebilen siirgiin taslagini olustururlar. ilk olarak olusan siirgiinler ortama temas eden kallus
yiizeylerinin genis ¢ikintilar1 iizerinde goriiliir. Tomurcuklar iki hafta sonra ortaya cikar ve

yaprakl vejetatif siirglinler 18-21 gunluk dokularda gézlenebilir (Babaoglu vd. 2001).

1.4.2 Bitki Doku Kiiltiiriinde Mikrocogaltim

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
embriyo, tohum, govde, slrgin, kok, kallus ya da tek hiicre yapay besi ortamlarinda ve
aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Eger bitkilerin
uygun besin maddeleri ihtiyaci, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, in vitro
cogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin tiretilmesi mimkunddr (Hartman and Kester
1975, Gurel ve Ucgar-Tirker 2001).

Mikrogogaltim alaninda yapilan ilk ¢alisma Haberlandt (1902)’de, tek bir hiicreden tam bir
bitki olusturulabilecegini kanitlamaya c¢alismistir. Bu calismada yalnizca hacimce artist
saglanmis fakat ¢ogaltim gerceklesmemistir. Fakat daha sonra yapilan c¢alismalarda bunun
sebebinin hiicre boliinmesi, gelismesi ve farklilasmasi igin gerekli olan bitki biiyiime

diizenleyicilerinin o yillarda bilinmeyisine bagli oldugu diisliniilmistiir. White (1934)’te in

13



vitro kosullarda B vitaminlerini igeren maya 0ziitii icerisinde domates koklerini gelistirmeyi
basarmistir. Nobecourt (1939) ve White (1939) birbirlerinden habersiz olarak kallus
dokusunun kiiltiir ortaminda tiretilebildigini gostermislerdir (Hartman and Kester 1975, Giirel
ve Ucar-Turker 2001).

Mikrogogaltim yontemi, hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal eldesi, kitlesel
olarak c¢ogaltilan bitkilerde fenotipik ve genotipik kararlilik, kisa siirede {iretim, zor ve
problemli tlrlerin daha kolay Gretilebilmesi gibi pek ¢ok avantaj saglayabilmektedir. Bunun
yaninda, uzman ve 6zel laboratuvar kosullarina gereksinim duyulmasi gibi ekonomik yonden

bazi siirlamalart da beraberinde getirmektedir (Babaoglu vd. 2001).

Mikrogogaltim; a) hazirlik, b) kiiltiir baslangici, ¢) siirgiin ¢ogaltimi, d) slrgiin gelisimi ve
koklendirilmesi ve e) iklimlendirme olmak lizere bes asamada gergeklestirilir. Hazirlik
asamasinda, saglikli bir in vitro ¢ogaltim ig¢in, anag¢ bitkinin genotipi, saglik durumu,
beslenme, 151k, sicaklik, bitki biiyiime diizenleyicilerin uygulanmasi ve mevsimi dikkate
alinmalidir. Ayrica bitkinin, kontaminasyon riskini minimuma indirmek icin hijyenik kosullar
altinda yetistirilmesi, olusabilecek fungus ve bakteri kontaminasyonunu 6nlemede etkilidir
(Debergh et al. 1993).

Ikinci asama kiiltiir asamasidir. Kullanilacak eksplant: secerken dikkat edilmesi gereken
hususlar; a) bitki ici dokular disindakilere gore daha az kontamine icerir, b) eksplant ne kadar
kicukse o kadar az kontamine riski tasir, ¢) eksplantin rejenerasyon yetenegi biiyiikliigiine ve
yasina bagli olarak degisir, d) eksplantlar gelisme doneminin baslangicinda aktif biiyiiyen
stirgiinlerden alindiginda basarili sonuglar elde edilmektedir, €) ana¢ bitkinin yetisme
ortamindaki 1s1k ve sicaklik kosullari, beslenme durumu ve yasi eksplantin biiyiime ve
gelismesine etki etmektedir (Werbrouck and Debergh 1994).

Son asama, siirgiin ¢ogaltim asamasidir. Ik asamada besin ortamina alinan eksplantlar, uygun
sartlarda, yapilan ¢alisma ve eksplantin tiiriine bagli olarak kallus, adventif veya aksiller
tomurcuk olusturarak gelismelerini siirdiiriirler. Sonraki asama siirgliin gelisimi ve
koklendirme asamasidir. In vitro cogaltilan bitki govdeleri koklenmeyi tesvik edici bitki
blylme dizenleyicileri IBA (indol butirik asit), IAA (indol asetik asit), NAA (naftalen asetik
asit) igeren farkli bir besin ortamina alinirlar. Koklenme saglandiktan sonra iklimlendirme

asamasina gecilir. Steril kosullarda, diisiik 151k yogunlugunda, yiksek nem igeren ve tim
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besin maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha
yiiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip dis ortama alistiritlmasi dikkat gerektiren

bir islem olup, bunun asamali olarak yapilmasi gerekmektedir (Preece and Sutter 1993).

1.4.3 Bitki Hucre Suspansiyon Kulturleri

Hicre slspansiyon kultirleri; sekonder metabolit Gretimi gibi hiicre metabolizmasi
calismalarinda, ayrica hiicre boliinmesi, strese karsi dokularin duyarliligt ve hicre
farklilagsmasi gibi fizyolojik ¢aligmalarda da siklikla kullanilir (Muir et al. 1958, Hildebrandt
1958, Steward et al. 1958, Kurz and Constabel 1979).

Hicre stspansiyon kiltdrleri, calkalanmakta olan sivi bir ortamda dagilmis ve biiyiimekte
olan hiicreler ile hiicre kiimelerinden meydana gelmektedir. inkiibasyonda hiicre materyali
belli bir sure artarak maksimum seviyeye ulasir ve sonrasinda alt kiltiire alinarak ayni sekilde
blylmeye devam eder ardindan ayni miktarda hiicre materyalini meydana getirir. Kiiltiirlerin
bu 6zelligi in vitro sartlarda bitkisel tirtinleri kararh bir sekilde tiretmek i¢in biiyiik bir avantaj
olarak algilanmaktadir (Street 1977).

Hicre slspansiyon kaltarlerinin eldesi icin bitkisel materyalden alinan hipokotil veya
kotiledon gibi bir eksplant kaynag1 olabilecegi gibi, herhangi bir doku kitlesi olan kallustan
alinan bir pargada kullanilabilir (Butcher and Ingram 1976). Farklilasmis doku pargasindan
hlcre stspansiyonuna baslamak uzun zaman aldigindan hiicre siispansiyon kdlttrlerinde
genelde kalluslar tercih edilmektedir (Dodds and Roberts 1985).

1.4.4 Bitki Doku Kltiiriinde Sekonder Metabolit Uretimi

Sekonder metabolitler; bitkilerden elde edilen, onlarin yasamsal fonksiyonlar1 iizerinde
birincil metabolitler gibi etkileri bulunmayan, fakat basta ilag sanayisi olmak tizere, gida,
kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik agidan ¢ok dnemli ve yeri doldurulamaz

kimyasallar olarak belirtilmektedir (Babaoglu vd. 2001).

Sekonder metabolitlerin bitkilerdeki 6nemine bakildiginda; a) kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlart
gibi degisik ¢evresel etkenlerin olusturdugu stres ortamina kars1 koyma, b) Herbivorlara karsi

savunma, ¢) mikroorganizmalara kars1 savunma, d) ekolojik ve metabolik gibi islevleri vardir.
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Yaklasik diinya niifusunun %64l bitkileri tedavi amagh kullanmaktadir (Farnsworth and
Soejarto 1985). Gelismis iilkelerde regete ile satilan ilaglarin yaklasik %25°1 bitkisel kokenli
kimyasallardir (Principe 1989).

Bitki doku kiiltiirii yontemleri ile sekonder metabolit {iretiminin avantajlart sunlardir: a)
uretim basit, tahmin edilebilir ve glvenilirdir, b) ana bitkide bulunmayan bilesiklerinde
uretilebilmesine imkan saglar, c) cografik ve mevsimsel engellerden bagimsiz iiretim
yapilabilir, d) fitokimyasallarin izolasyonu daha ¢abuk ve etkili yapilabilir, €) in vitro olarak
uretilen bilesikler tiim bitkideki bilesikler ile dogrudan paraleldir, f) tarlada yetisen bitkide
istenmeyen bilesikler hiicre kiiltiiriinde giderilebilir, g) bitkinin kendisinden elde edilen
fitokimyasallarin miktar1 hiicre kiiltiirleriyle karsilastirildiginda hiicre kiiltiirlerinden ¢ok daha
fazla miktarda iiriin elde edilebilir hatta iiretim endiistriyel boyuta tasinabilir (Ramachandra
and Ravishankar 2002, Razdan 2003, Lila 2005, Yagc1 vd. 2008). Hicre kdltirleri deney
kurmak icin mikemmel bir model olmakla beraber genetik uygulamalara yonelik
isaretlemeler ve degisimlerde yapilabilir. Sekonder metabolizmanin stres kosullarinda
meydana gelmesi bitkiler agisindan olumsuzluk gibi goriinse de sekonder metabolit Gretimini
tesvik etmesi bilimadamlari ve insanlik i¢in pozitif etki olarak algilanmaktadir (Di Cosmo and

Towers 1984).

1.4.5 Besin Ortaminda Bulunan Maddeler

1.4.5.1 Makro Elementler

Temel besin ortami i¢indeki en 6nemli bilesenlerden birisi azottur. Bazi besin ortamlarinda
yiiksek oranda, degisik formlarda (NH4+, NO3'), bazi ortamlarda ¢ok diisiik oranda azot
bulunur veya hi¢ bulunmaz. Genelde azotlu besin ortamlarnda NO* formu daha fazla
kullamilir. Bitki kiiltiirleri ilk 6nce ortamdan genellikle NH** formunda azotu alirlar ve daha
sonra pH diisince NO* formunda kullanmaya baslarlar. Besin ortamlarinda kullanilan diger
onemli makro elementler arasinda ise fosfor, sodyum, magnezyum, kiikiirt ve kalsiyum

sayilabilir.
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1.4.5.2 Mikro Elementler

En ¢ok kullanilan mikro elementler sirasiyla demir, manganez, ¢inko, bor, bakir, molibden,
kobalt ve iyottur. Bunun yani sira demirin bitki hiicreleri tarafindan daha kolay alinabilmesi

icin Fe-EDTA formu da kullanilabilir.

1.4.5.3 Vitaminler

Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kiiltiirleri i¢in en gerekli
vitaminler thiamin (B1) ve daha sonra sirastyla nikotinik asit (B3) ve pridoksindir (B6). Myo-
inositol ve d-biotin (H)’de dncelikle gerekli vitaminler igerisinde degerlendirilmektedir. Diger
vitaminler arasinda ise d-pantotenik asit (B5), askorbik asit (C), a-tokoferol (E), folik asit
(M), retinol (A), riboflavin (B2) ve kolekalsiferol (D3)’dir. Bu vitaminler bazen farkli

uygulamalarda da besin ortamlarina ilave edilmektedir.

1.4.5.4 Sekerler

Kiiltiire alinan bitki hiicre ve dokular1 yeterli miktarda karbohidrat sentezi yapamadiklarindan
enerji kaynagi olarak gesitli sekerler kullanmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilani
sakkarozdur. Besin ortamlarinda siklikla kullanilan diger sekerler, glikoz, maltoz ve

friktozdur.

1.4.5.5 Jel Yapic1 Maddeler

Jel yapict maddeler besin ortamini yari-kati hale getirmek icin kullanilan komponentler
arasindadir. Bunlar genellikle kirmizi deniz alglerinden elde edilen cesitli polisakkarit
bilesimidir. En ¢ok kullanilanlar; agar, agaroz, sea-krem agaroz, aljinat, jelatin ve nisastadir.
Agar ve agaroz gibi maddeler 100°C civarinda su ile jel olustururlar ve 45°C civarinda

katilagsmaya baglarlar.

1.4.5.6 Bitki Buyume Duzenleyicileri

Bitki blyime duzenleyicileri, besin ortaminin ¢ogu durumlarda vazgecilmez bilesenleri

arasindadir. Organik veya yapay yollarla Gretilebilirler. Temel olarak; oksinler, sitokininler,
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giberellinler, absisik asit, etilen, aminoasitler, yapisi tam olarak agiklanamayan hindistan
cevizi situ, maya 0zi, kazein hidrolizat gibi maddeler, organik asitler, antibiyotikler,
biyositler ve toksik madde tutucular olarak smiflandirilabilir.  Uygun olmayan

konsantrasyonlarda besin ortamlarina ilave edildiklerinde genellikle higbir etki gostermez.

Oksinler; fotoperiyodizm, koklendirme, apikal dominansi, yan surglnlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler, doku Kkiiltiirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik
embriyo olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu (0rganogenez) ve somatik embriyo olusumunun
uyarilmasini saglayabilirler. Ayrica elde edilen siirgiinlerin kdklendirilmesinde oldukga

faydalidir. Temel hormon formu 1AA (indol asetik asit)’tir.

Sentetik oksinler arasinda NAA (naftalen asetik asit), IBA (indol butirik asit) ve 2,4-D (2,4-
diklorofenoksi asetik asit) sayilabilir. Sentetik oksinler ticari uygulamalarda meyve

dokmesinin engellenmesi ve ¢eliklerin koklendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sitokininler, ¢ogunlukla kok ucu meristeminde ve gen¢ yapraklarda uretilir. Hicre
boliinmesinde, yeniden farklilasmada, bitki rejenerasyonunda ve siirgiin ¢ogaltiminda
etkilidir. Antioksidan etki gostererek yaslanmayi1 da geciktirir. Siirglinlerde koklenmeyi ve
embriyogenesisi engellerler. En ¢ok kullanilan sitokininler adenin tiirevleridir. Bunlar i¢inde
BAP (6-Benzilaminopiirin) en ¢ok kullanilanidir. Bitki biylme diuizenleyicileri Cizelge 1.5°te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1.5 Bitki biiylime diizenleyicilerinin gruplandirilmasi (Gaspar et al. 1996, Babaoglu 2001, Haberer and Kieber 2002)

Bitki Biyime Fonksiyonu En Yaygin Kullanilanlar

Duzenleyicisi
- Hilicre gelisimi . S
- Kallus olusumu, organogenez ve somatik embriyo olusumu (sitokininlerle) - IBA (I.ndOI bu“rlk a:?lt)

- - Yan siirgiin gelisiminin baskilanmasi - IAA (indol asetik asit)

Oksinler . , . - . - 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit)
- Fotoperyodizm, kdklendirme, apikal dominans oo
- Hiicre siispansyonlarinin eldesi ve somatik embriyo olusumu ) N.AA (naftalen ?Setlk asit) . e

SRR - Pikloram (4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit)

- Is18a yonelme
- Slirglinlerde kdklenme ve embriyogenezin engellenmesi - BAP (Benzilaminopdrin
- Ciceklenmenin geciktirilmesi - BA (Benziladenin)
- Koklenmenin tesvik edilmesi - KIN (Kinetin)

Sitokininler - Hiicre bdlinmesi, yeniden farklilagmada, siirgiin ¢ogaltimi ve rehenerasyonda - Adenin Silfat
- Antioksidann etki gostererek yaslanmanin geciktirilmesi - 2iP (izo pentil adenin)
- Yaprak dokulmesinin engellenmesi - TDZ (thidiazuron)
- Cimlenmenin artirtlmasi - Zeatin
- Kallus gelisimini, organogenez ve adventif kok olusumunun engellenmesi

Gibberellinler Bitkilerde gdvdenin uzamast ve ¢i¢ceklenmenin artirtlmasi - GA3 (Gibberellik asit)

- Siirglin boyunun uzamasi
- Meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasi

- Somatik embriyolarin olgunlasmasi
Absisik Asit - Yaprak ve meyve dokulmesi (absisyon),Dormansi - ABA (Absisik asit)
- Stomalarin kapanmasi

- Meyve olgunlagmasi ve yaprak absisyonunun tesvik edilmesi

- Yiiksek derisimlerde, mikrotiibiil ve mikrofibrillerin yerlesimlerini etkileyerek, hiicre uzamasinin azaltilip, hiicre geniglemesinin artirilmasi
- In vitro Kiiltiirlerde, alt kiiltiir sonrasinda zamana bagli olarak, biiyiime ve organogenezin inhibe edilmesi

- Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimede, govde ve kdk uzamasi, aksillar ve adventif tomurcuk olusumu, embriyogenez

Etilen

- Poliaminler (polen olgunlasmasi, vejetatif siirgiin formasyonu, koklenme ve somatik embriyogenez).
- Oligosakkarinler (oksin varliginda kallus olusumunun uyarilmasi, oksin yoklugunda yan kdklerin sayisinda artis
Diger - Salisilatlar (ciceklenme ve tuber olusumunun uyarilmasi, bazi patojenlere karsi hastalik direncinin olusturulmasi igin sistemik sinyaldir, ¢cimlenmenin
inhibe edilmesi)
- Jazmonatlar (Meristem kiiltiirlerinde tomurcuk formasyonunun uyarilmasi, rizogenezin uyarilmasi ve kallus olusumunun geciktirilmesi




1.5 Serbest Radikaller

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerinin ayrilmalar1 sonucunda olusan, dis
yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel agidan yiiksiiz atom
ya da molekiillerdir. Reaktif ve kisa émiirlii (yaklasik 10™ sn) olan bu reaktif oksijen tirleri
organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekullerle
kolayca reaksiyona girebilirler. Bu nedenle yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
immiin sistem hastaliklari, katarakt, diyabet, bobrek ve karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok

hastaliktan sorumlu tutulurlar (Halliwell and Gutteridge 1990).

Hidroperoksidazlar, hidrojen peroksit veya bir organik peroksiti substrat olarak kullanirlar.,
Hidroperoksizdazlar vicudu tehlikeli peroksidlerden korurlar. Peroksitlerin birikmesi
membranlar1 bozan ve hatta kansere sebep olan serbest radikallerin olugsmasina sebep olur.
Peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyon karmasik olsa da genel sonu¢ asagidaki gibidir

(Geckil 2012a, b).

H,0, + AH, Pereksidez JoH,0 + A

Katalaz hidrojen peroksidi elektron alicis1 veya vericisi olarak kullanir:
2H,0, K% 21,0 + 0,

Peroksizomlar karaciger dahil birgok dokudaki hiicrelerde bulunan organellerdir ve 6zellikle

oksidazlar ve katalaz bakimindan zengindirler (Gegkil 2012a, b).

Stiperoksit dismutaz (SOD) aerobik organizmalar1 oksijenin toksik etkisinden korur. O;’ye
tek bir elektron transferi ile suiperoksit anyon serbest radikali (O,") olusur ve bu da zincirleme
bir seri serbest radikal olay1 baglatir. Bu siliperoksit radikali SOD tarafindan asagidaki gibi
dismute edilir:

Og_ + Og_ + 2HJr ﬂ; HZOZ +0

Yaslt hiicrelerin mitokondrilerinde oksidatif olarak modifiye edilmis protein lipid ve niikleik
asitlerin ylksek  oranda bulundugu belirlenmistir. ETZ (elektron tagima zinciri)’de

mitokondriyal DNA (mtDNA) elektron kagaginin bulundugu yerlere yakin oldugundan ROT
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(reaktif oksijen tiirleri) saldirisina yiiksek oranda maruz kalir. DNA hasarinin bir {iriinii olan
8-hidroksil 2-deoksiguanozin (8-OHAG)’in yasli hiicrelerde artig1 goriilmiistir. Diger taraftan
son arastirmalar mitokondrinin stres altindaki hiicrenin yagamasinda 6énemli roller tistlendigi
ileri sirilmektedir. Bu durum diisiik kalorinin uzun dmiirle baglantisin1 da agiklayabilir. Bazi
calismalar hiicresel 6liim, organizmanm yasami ve NAD" arasinda bir baglant1 oldugunu
ortaya koymustur. Asir1 bir genotoksik stres NAD" kaybina, bu da hiicre éliimiine sebep olur.
Kalori smirlamasi dahi normal bir strese hiicreninin verdigi cevap NAD® sentezini

artirmasidir (Gegkil 20123, b).

6 karbonlu bir molekil olan glukoza oldukga benzeyen C vitamininin (askorbik asit) en
onemli biyolojik fonksiyonu viicuttaki bazi ©Onemli hidroksilasyon reaksiyonlarinda
redikleyici ajan olarak hareket etmesidir. C vitamini normal bag dokusunun olusmasi ve
yaralanmalarin iyilesmesi i¢in gerekli bir etkendir. Kollajen olusumundaki roliinden dolayi, C
vitamini eksikligi, kemik olusumu bozuklugundan kilcal damar kirilganligina kadar bir¢cok
viicut fonksiyonunun bozulmasina sebep olur. Ayrica bu vitamin en iyi bilinen iyi bir

antioksidan ve antionkojenik (antikanser) maddedir (Geckil 2012a, b).

Serbest radikallerin baslica sigara, alkol ve lipit metabolizmasi iriinleri, viriisler, giines
1sinlar, X-15mlart ve kozmik isinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir

metaller, Kirli su ve kirli hava kaynakl olusabildigi bilinmektedir (Sies 1991).

Serbest radikaller (¢ yolla meydana gelirler:

1- Kovalent bagli bir molekiiliin homolitik parcalanmasi: Bagi olusturan elektron ¢iftinden

her biri birer atom tarafindan alinir ve yiiksiiz atom ya da atom gruplar1 olusur,

2- Bir molekuilden tek bir elektronun kayb1 veya heterolitik boliinme,

3- Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi,

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller oksijen radikalleridir. Bunlarin biiyiik
kismi aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde indirgenmis karbon birimlerinden alinan
elektronlarin ¢esitli elektron tasiyicilardan gecgerek en son elektron alicisi olan molekiiler

oksijene transferi esnasinda meydana gelir. Oksijenin tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda
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son {irlin daima sudur. Oksijenin kismi indirgenmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur.
Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla stiperoksit (O2"), iki elektron almasiyla hidrojen
peroksit (H20,), ti¢ elektron almasiyla ise hidroksil (OHe) radikali olusmaktadir (Winston
1991). Oksijen merkezli radikaller; stperoksit radikali (O, "), hidroksil radikali (OH-) ve lipit
peroksil radikalidir (LOO-). Oksijen merkezli radikal olmayanlar ise; hidrojen peroksit
(H20,), hipoklorik asit (HOCI) ve singlet oksijendir (10;). Nitrik oksit (NO-), nitrik dioksit
(NO;-) ve peroksinitrit gibi nitrojen tiirleri ise diger reaktif nitrojen/oksijen tiirleri arasinda

yer almaktadir (Cizelge 1.6) (Giinaydin ve Celebi 2003, Lee et al. 2004).

Cizelge 1.6 Bazi radikaller ve reaktifler

Reaktif Oksijenler

Radikaller Formalu Radikal olmayanlar Formuli
Superoksit Oae- Hidrojenperoksit H.0,
Hidroksi OHe Hipoklorikasit HOCI
Peroksi ROQe Hipobromikasit HOBr
Alkoksi RO- Ozon O3
Hidroperoksi HOO- Singlet oksijen AO,
Reaktif Azotlar
Radikaller Formult Radikal olmayanlar Formulu
Nitrikoksit NQOe Nitrozasit HNO,
Nitrojen dioksit NOO- Nitrozil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetraoksit ~ N,O4
Peroksinitrit ONOO

Peroksinitroz asit ONOOH
Nitronyum katyonu ~ NO,"
Alkilperoksi nitritler  ROONO

Poliansatire (goklu) yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu (ylkseltgenmesi
sonucu bozulmasi) olarak bilinir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukc¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipit serbest
radikalleri (Le) ve lipit peroksit radikallerinin (LOO¢) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.

1.6 Antioksidanlar

Antioksidanlar radikallerle hizli sekilde reaksiyona girerek oto-oksidasyon veya
peroksidasyonun ilerlemesini onleyen maddeler olarak bilinir. Hiicre ve dokular, radikal

triinleri ve reaksiyonlar1 inhibe eden bir sisteme sahiptir. Antioksidanlar viicutta
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sentezlenebildigi gibi gida diyetleriyle disaridan da almabilirler. Ornegin suiperoksit (O,) ve
hidrojen peroksit (H;O,) beyin ve sinir sisteminde meydana geldigi bilinmektedir. Insan
beyninde bazi bolgeler demir bakimindan zengindir, bu durumda serbest radikal reaksiyonlari
kolayca uyarilabilen bir formda degisim gorulir. Antioksidan savunma mekanizmasi,
stiperoksit (Oz¢") ve hidrojen peroksiti (H20,) giderebilir. Siiperoksit dismutaz hizl bir sekilde
0O;’i H,O,’e cevirebilir. Peroksizomlarda ise katalaz H,O,’i su ve oksijene kolayca
cevirebilmektedir. Bu organellerde sinirlandirilmis halde bulunan oksidaz enzimleri,
oksidasyon sonucu meydana gelen H,O,’in atilmasina yardim eder. Insan hiicrelerinde diger
o6nemli H,O, giderici enzimler ise glutatyon peroksidazlardir. Reaktif oksijen tiirleri

ihtiyagtan fazla tiretildiginde dokulara hasar verebilir (Ak 2006).

Antioksidan savunma mekanizmasi farkli sekillerde etkilerini gosterir. Bunlar;

a) Radikal metabolit Gretiminin dnlenmesi (temizleme etki): SOD (stiperoksit dismutaz) ve
glutatyon peroksidaz enzimleri olusmus serbest radikalleri tutar veya olusmus olan radikalleri
daha az zararl hale getirirler ve yeni radikal olusumunu engellerler.

b) Uretilmis radikallerin temizlenmesi (giderici etki): C vitamini, A vitamini, p-karoten,
vitamin E, a-tokoferol, flavonoidler ve antosiyanidinler serbest radikallerle birlesip, onlara bir
hidrojen vererek aktivitelerini sondiiren bilesiklerdir.

¢) Hiicre deformasyonunun onarilmasi (tamir edici etki): Bu grupta DNA tamir enzimleri,
metiyonin sulfoksit reduktaz verilebilir.

d) Ikincil radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi (zincir kiric1 etki): Zincirleme
olarak devam eden tepkimeleri kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Vitaminler, iirik asit,
bilirubin, albumin, hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler

(Hossain and Asad 1985).

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilirken dogal antioksidanlar
enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gOstermeyen antioksidanlar olarak ikiye ayrilir.
Enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar ise endojen ve eksojen antioksidanlar olarak ikiye
ayrilabilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere
gore de hiicre ici, membranal ve hiicre dis1 antioksidanlar olarak ii¢ siif altinda toplanabilir
(Cizelge 1.7).
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Cizelge 1.7 Antioksidanlarin siniflandirmasi

Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik olmayan BHT
SOD Endojen Eksojen BHA
Katalaz Glutatyon E Vitamini Trolox
Glutatyon peroksidaz Seriiloplazmin [-Karoten SOD mimikler
Glutatyon rediiktaz Bilirubin Askorbik Asit
Sitokrom oksidaz Ferritin
Glutatyon S transferaz Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

1.6.1 DPPH Serbest Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH serbest radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans olusturmaktadir ve koyu
mor menekse renklidir (Sekil 1.5) (Cuendet et al. 1997).

N—N NO 5

Sekil 1.5 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formali

DPPH serbest radikali, antioksidan madde ile reaksiyona girdigi zaman indirgenme sonucu
mor rengin siddeti azalarak absorbansin diismesine sebep olacaktir (Sekil 1.6). Farkli numune
konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH serbest radikalinin absorbansindaki degisim
Olcllerek absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik ¢izilerek y=ax+b
denkleminde DPPH konsantrasyonunu yartya diisiiren numune miktar1 pg/mL veya mg/mL

cinsindenbelirlenmekte ve IC50 degeri olarak ifade edilmektedir.
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N— NOD 5 +RH — MN—NH MO 5
X G o
DPPH Serbest Radikali o DPPH indirgenmesi
Antioksidan
(Mor Renk) (Agik Sar1 Renk)

Sekil 1.6 DPPH radikalinin bir antioksidanla reaksiyonu sonucu indirgenmesi

Bu yontemin dezavantaji blylk antioksidan molekullerin sterik (hacimsel etkilesme)
engellenmeye maruz kalmalari nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metodta,
antioksidan molekiiliin yapis1 ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal
temizleme aktivitesi tayinlerinde kolayligi ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir
(Prior et al. 2005).

1.7 Fenolik Bilesikler

Son ylizyillda sentetik ilaclarin kullanimiyla meydana gelebilen ciddi rahatsizliklar
insanoglunu dogal tedavi yontemlerine ve bitkisel tedaviye yonlendirdi. Fitoterapi olarak
adlandirilan bitkisel tedavi yontemlerindeki etken maddelerin bitkiler tarafindan iiretilen
ikincil metabolizma Urlnleridir. Bu etken maddeler sinyal olarak, mikroorganizmalara karsi,
insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle
karbohidratlar, proteinler ve yaglarin sentezinden sonra bilesikler fitokimyasallar olarak
adlandirilirlar. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler sikimat ve poliketit yolu reaksiyonlariyla
meydana gelirler (Sekil 1.7). Baslica polifenolik bilesikler basit fenoller, benzokinonlar,
fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler,
kumarinler, naftakinonlar, kromonenler, ksantonlar, stilbenler, antrakinonlar, flavonoidler ve
ligninlerdir (Ulusoy 2010).
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Fenolik Bilesikler Karotenoidler

Sekil 1.7 Fenolik bilesiklerin olusum yolu (Dey and Harborne 1989).

Fenolik bilesikler yapisal olarak, bir aromatik halka ve buna bagli olarak fonksiyonel tiirevleri

de dahil bir veya daha fazla hidroksil gruplarini i¢ceren maddelerdir. Bu yapisal cesitlilige

sahip bu grup bilesikler ¢ogunlukla polifenoller olarak adlandirilirlar. Fenolik bilesikler

yaygin ismiyle polifenoller, benzen halkasi igeren maddelerdir. Hidroksibenzen ¢ogunlukla

fenol adi ile anilir. Buna gore en basit fenolik bilesik, bir tane hidroksil grubu igeren benzen,

yani fenoldiir. Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerindendir. Bitkilerin ve bitkilerden

farkli yapilara tiretilen bilesiklerin besinsel ve duyusal 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar

(Fabre et al. 2001, Borbalan et al. 2003, Fang et al. 2007).

Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken bazilar1 kinonlar ve

tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup

bunlardan bazilar1 gida ve bazilari ise tibbi amagclar i¢in kullanilmaktadir. Fenolik bilesikler
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veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup bitki aleminde 8000°den

fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Pietta and Gardana 2003).

Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu flavonoidlerdir. Flavonoidlerin
disinda bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri (benzoik ve sinnamik asitler),
kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve ligninleri icermektedir
(Naczk and Shahidi 2004).

Fenolik asitler antioksidan etkiye sahiptir. Fenolik asitler; sinnamik ve benzoik asitler olmak
tizere iki gruptan olusmaktadir. Fenol karbon asitleri ile de anilan fenolik asitlerden sinnamik
asitlerin yapis1 C6-C3 iskeletine dayanmaktadir. Ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit
ornekleridir. Benzoik asitler ise C6-C1 iskeletine dayali bilesiklerdir ve yapilarindaki hidroksi
ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore g¢esitlenirler. Bunlardan birkag tanesi;
gallik asit (3-4-5-trihidroksibenzoik asit), vanillik asit (3-metoksi-4-hidroksibenzoik asit),
siringik asit, salisilik asit (2-hidroksibenzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik
asit) ve protokatekuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit)’tir. Benzoik asit ve sinnamik asit
iskelet yapisi gosteren fenolik maddelerin temel kimyasal yapisi gosterilmistir (Sekil 1.8)

(Harborne and Simmonds 1964, Hulme 1971, Naczk and Shahidi 2004).

Sekil 1.8 Fenolik asitlerin Temel Kimyasal Yapisi a) Benzoik asit b) Sinnamik asit

Flavonoidler gesitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin gruplar
arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi duyusal 6zelliklerden
sorumlu olduklari i¢in, analizlerini énemli derecede ilging yapan bu tiiriiriinlerin kalitesiyle
yakindan ilgilidirler (Fabre et al. 2001, Borbalan et al. 2003). Genelde tim flavonoidler; (¢
fenolik halkaya sahip ve hidroksil ile metil grubuna gore degisen 2-fenilkromanin
tirevleridirler. Kimyasal yapilari (C6-C3-C6) iskelet yapisina dayanir (Sekil 1.9) (Madhavi et
al. 1996, Tsimogiannis et al. 2006, Plochmann et al. 2007).
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Sekil 1.9 Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapisi

Yapilan ¢aligmalar polifenoller bakimindan zengin besinlerin tiikketimi; antioksidan ozellikleri
sayesinde kalp hastaliklari, belli basli kanser cesitleri ve yaslanmayla ilgili hastaliklardan
korunmada 6nemli oldugu belirtilmistir (Rice-Evans and Packer 1998, Chang and Kinghorn
2001, Fabre et al. 2001, Borbaléan et al. 2003). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma
kapasiteleri onlarin molekiil yapilarina baghdir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu, sayisi ve
flavonoidlerin kimyasal yapilarindaki diger ozellikler onlarin antioksidan aktiviteleri icin
onemlidir (Suschetet et al. 1998). Ornegin kullandigimiz standartlar arasinda bulunan
kuersetin diyetlerde en bol bulunan flavonol olup serbest radikal giderme aktivitesi agisindan
tim dogru yapisal ozelliklere sahip oldugu igin potansiyel bir antioksidandir. Flavonoidler
insan viicudu tarafindan tretilemezler ve bundan dolayr da baslica giinlik diyetlerden

alinmalidirlar (Pietta 2000, Erkog vd. 2003).

Caligmamizda karbon yapisina bagl olarak farkli siniflara ayrilan 12 farkli fenolik bilesik
HPLC-UV analizinde kullanilmistir (Cizelge 1.8).

Cizelge 1.8 HPLC-UV analizlerinde kullanilan fenolik bilesikler ve formiilleri

Fenolik - Fenolik Bilesigin -
o e Formuli Formalid
Bilesigin Adi Adi
OH o
o oTonjj/ou -
Rosmarinik asit /No R Kuersetin HO c| O
HO oH
OH OH O
T HO O
5 ¢
.y . . . Q, e .
Sikimik asit }—D'*O Formononetin i O
8]
% 0
Q CH,

O HO 0.
o : , |
p-Kumarik asit g_\\_Qg Biokanin A %
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Cizelge 1.8 (devam ediyor)

Fenolik Formiilii Fenolik Bilesigin Formiilii
Bilesigin Ad1 Ad1
T T OH
e, .
. . HO 0
Kafeik asit D)_\\_@g Kaempferol O |
OH
OH O

OH
| Y
C e Daidzein

Taksifolin O |
T '. HO (0]
5 OH © e oH
5
Gallik asit }Qé Genistein O |
o]
o 2 HO 0

1.7.1 Toplam Fenolik Madde Tayini

Folin Ciocalteu metodu dogal iiriinlerde toplam fenolik madde 6l¢iimii igin kullanilmaktadir.
Gidalarda bulunan toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi
saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan 6nemlidir. Bu metotla, suda ve
organik ¢Oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin reaktifiyle alkali ortamda renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de
maksimum absorbans olusturur. Bu yontem Singleton ve arkadaslar1 tarafindan
antioksidanlarin toplam fenolik igerigini 6lgmek igin gelistirilmistir (Singleton and Rossi
1965, Singleton et al. 1999).

Folin-Ciocalteu yontemi basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metotdur. Ancakreaksiyon
asidik pH’ta yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en 6nemli dezavantaji,ortamda
bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifikbir metot
olarak kabul edilmemektedir. Ayrica metodun diger bir dezavantaji da analizsirasinda
ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir (Huang et al.
2005, Prior et al. 2005).
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1.8 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek performansli  sivi  kromatografisine HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) denilmektedir. Gunumuzde 0zellikle biyolojik, farmakolojik, besinsel,
cevresel ve endiistriyel vb. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin ayrilma ve

belirlenmesi gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Sivi kromatografisiyle ilgili ilk ¢alismalar cam bir kolona doldurulan tanecik boyutlar1 100-
250 pm olan sabit fazlarla yapilmaktaydi. Hareketli faz bu taneciklerin arasindan numuneyi
stirliklemesi yer ¢ekimi kuvvetiyle oldugundan analiz uzun siirmekte dolayisiyla bilesenlerin
bantlar1 genis olmaktaydi. Cam kolona basing ya da vakum uygulandiginda taneciklerin
biiyilk olmasi nedeniyle maddeler sabit fazla etkilesememekte ve ayirrm mimkin
olmamaktaydi. Sabit faz taneciklerinin gelisen teknoloji ile 3-5 pm indirilmesi ve bu
taneciklerin arasindan hareketli faz1 gecgirebilecek basingta pompalar gelistirilmesiyle yiiksek

performansli s1vi kromatografisi olusmustur (Ulusoy 2010).

HPLC analiz sonuglarimin tekrar edilebilirliginin yiiksek oldugu bir cihazdir. Uygun kolonlar
kullanildiginda tiim kromatografik tekniklerin uygulanabildigi bir cihazdir. Sivi ortamda
¢oziinebilen hemen hemen tiim bilesenlerin ayrimi i¢in kullanilabilir. Ugucu olmayan ve
sicaklikla kolayca bozulabilen maddelerin ayrilmasina uygundur. Amino asitler, proteinler,
nlkleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar, ilaclar, terponoidler, pestisitler, antibiyotikler
ve steroidler gibi bircok biyoteknolojik Urtine uygulanabilir. Farkli prensiplerle galisan ¢ok
sayida dedektore uygundur. Analiz i¢in kullanilan 6rnek hacmi 10-100 puL arasinda degisir.
HPLC kolonlar1 rejenerasyon gerekmeksizin bir ¢ok kez kullanilabilir. Duyarlik ¢ok yiiksek
oldugundan 10 pg’lik bir 6rnek numunede bile, floresans veya elektron yakalama dedektorleri
kullanilarak tayin yapilabilir. Dezavantajlarina baktigimizda hareketli faz sarfiyati oldukca

fazladir ve HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan ¢6ziiciilerin maliyeti yiiksektir.

HPLC ekipmanlar1 bir hareketli faz deposu, pompa, enjektér, ayirma kolonu, dedektor,
bilgisayara verilerin aktarma portu (USB), bilgisayar programi ve bazen ihtiyag
duyuldugunda kolon 1siticist igerirler. Kromatografik analiz siireci, ¢0ziiciide ¢oziinmiis
ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baglar. Bu sistemin en dnemli kistm ayirmanin yapildigi
kolondur. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan ornek, kolon i¢inde bilesenlerine

ayrilmaya baslar. Her bilesenin gdnderdigi sinyaller dedektdr tarafindan kaydedilir. Dedektor

30



tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak
adlandirilir (Sekil 1.10).

Kromotogramimn

Eolon Goriintiillenmesi

Atk

., Enjeksiyon
@ Loopu
Autosampler

Sekil 1.10 Bir HPLC cihazinin sematik gdsterimi

1.8.1 Hareketli Faz Deposu ve Hareketli Faz

Modern bir HPLC cihazi, birden fazla 200-1000 mL ¢Ozucu igeren camdan veya gelikten
yapilmis hazne igermektedir. Coziiclilerin bulundugu hareketli faz depolar1 kolonda ve
dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan c¢oziinmiis gazlarin
giderilmesi iginde ayr1 bir cihaza sahiptir (Skoog et al. 1998). Cogunlukla bu sistemler,
¢ozlcu icinde bulunabilecek toz ve partikil halindeki maddelerin pompaya ve enjeksiyon
sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi i¢in, toz ve partikiil maddeleri siizmeye
yarayan bir guard kolonda igerirler. Sabit bilesimdeki tek bir ¢6ziicii kullanilarak yapilan bir
ayirma izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Siklikla, ayirma etkinligi gradiyent eliisyonu ile

biiyiik dlciide arttirilir.

Izokratik Eliisyon: Kolona sabit bilesimdeki hareketli faz pompalanir. Hareketli fazin
polaritesi sabit oldugu i¢in kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak zorlasir ve
elusyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigiine gore tayini de bu elusyon turi ile

gerceklesir.
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Gradient Ellisyonu: Hareketli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir. Analiz
orneginin kolon dolgu materyali yiizeyine afinitesi 6nemlidir. Ortamdaki eltyentin polaritesi
zamanla degistirilerek Orneklerin partikiil ylizeyine afinitesi degistirilir ve ayirma saglanir.
Gradiyent eliisyonda ¢oziiciiniin bilesimi programlanarak ya devamli ya da kademeli olarak
arttirtlabilir. Gradiyent ellisyonu da diisiik basingli ve yiiksek basingli gradient eliisyon olmak
tizere iki kisma ayrilir. Diisiik basingli gradient sistemde tek pompa, maksimum 4 farkli mobil
faz kullanilir ve hareketli fazlar pompadan 6nce karistirilir. Yiiksek basin¢li gradient sistemde
ise 2 ya da 3 pompa, 2 ya da 3 farkli mobil faz kullanilir ve mobil faz pompadan sonra
karigtirtlir.  Maddeleri kolonda siiriikleyen ¢oziicli sistemidir ve igerigi analize gore
belirlenmelidir. Hareketli faz maddelerin kolona tutulmasina izin vermeli fakat ayn1 zamanda
tutunan maddeleri siiriikleyebilmelidir. Eger hareketli faz maddelerin kolondan tutulmasina
izin vermez ise maddeler birbirinden ayrilamaz, kolonda tutunan bilesikleri siiriikleyemez ise

de kolondan ¢ikartip dedektore ulagtiramaz ve bilesenler dedekte edilemezler (Ulusoy 2010).

Hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciiler ¢ok saf olmalidirlar ve kesinlikle partikiil ve hava
kabarcigr icermemelidirler. Analiz esnasinda sistemde olusabilecek bir hava kabarcigi,
dedektoriin  ontinden gecerek istenmeyen sinyaller verebilir ve kolondaki partikdllerin
homojen dagilimini bozabilmektedir. Fakat ¢ogu ¢oziiciiciiniin icerisinde ¢oziinmiis gazlar
bulundugundan, hareketli fazlar hazirlandiktan sonra bu ¢Ozlinmiis gazlardan
arindirmalidirlar. Bu isleme gazdan arindirma denir. Hareketli faz olarak kullanilacak
coziiciiler istenen kromatografik ayirma mekanizmasina goére belirlenir. Normal faz sivi
kromatografisinde maddeler polar kolonda adsorpsiyon prensibiyle ayrilacaksa, pentan,
kloroform, ksilen veya karisimlar1 gibi hareketli faz ¢oziiciileri apolar olmalidir. Ayirim ters
faz yontemi ile yapilacaksa su, metanol, asetonitril, etanol ya da etanol karigimlari gibi

hareketli faz ¢6ziciileri polara yakin olmalidirlar (Snyder et al. 2010).

1.8.2 Pompa

Kolon dolgu materyali olarak Uretilen partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi islemi ve
hareketli fazin hareketlendirilmesinde kullanilan pargadir. Bir HPLC pompas1 6000 psi (=410
atm) basinca kadar ¢ikabilmektedir (Skoog et al. 1998, Ulusoy 2010). Kullanilan partikiillerin
boyutu kiculdikece uygulanan basincin da arttirilmasi gerekmektedir. Ancak kiigiik partikiiller
yiiksek ¢oziiniirliik, hizli analiz ve yliksek 6rnek yiikleme kapasitesi gibi bir takim avantajlara

da sahiptir. Modern pompalar 400 atm’e kadar basing iiretimi, puls icermeyen basing ¢ikist,
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cok sayida ¢oziicliniin korozyon etkisine dayanakli (paslanmaz ¢elik veya teflondan yapilmis
sizdirmazlik), akis hiz1 hassas ayarlanabilmeli ve kararli akis hizinda ¢alisabilme (0,01-10
mL/dk arasinda akis hiz1 ve %0,5 veya bagil tekrarlanabilirlikte akig kontroli) gibi dzelliklere
sahiptir (Skoog et al. 1998, Ulusoy 2010).

Ticari olarak mevcut pompalama sistemlerinin farkl: tipleri vardir. Bunlar, pistonlu pompalar,
siringa tipi pompalar, dogrudan gaz basing pompalar ve pnomatik hizlandirict pompalardir
(Skoog et al. 1998, Ulusoy 2010).

Pistonlu pompalar en yaygin kullanilan HPLC pompalaridir. Calisma mekanizmasi tulumba
gibidir. Genellikle motor kontrolli bir pistonun ileri ve geri hareketiyle codzicunin
pompalandig1 kii¢iik bir silindirden meydana gelmistir. Pistonlu pompalar pulslu bir akis
tirettiklerinden dolay1 sakincalidir. Pistonlu pompalarin iistiinligii, kuiguk i¢ hacimleri (35-400
pL), yiiksek basing ¢ikisi (700 atm’ye kadar), gradiyent eliisyona uyarlanmaya hazir oluslari
ve kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan sabit akig

hizlaridir (Ulusoy 2010).

Modern HPLC donanim pompalart bilgi islemci kontrollii olup, ¢ok ¢esitli firma tarafindan
degisik modellerde Tretilmektedir. Pompalarin ayni zamanda ¢oziicii oranlarinida
degistirebilecek sekilde programlanabilmesi, ¢oziicii programlamasi adi verilen ve ¢ok daha
etkin bir ayirmayi saglayan teknigin uygulanmasina olanak verir. Coziiciiler, ayirma kolonuna
girmeden Once karistirtlirlar. Bu sistem gerekli ayirmayr saglamakta kullanilan iki hareketli
faz icin, iki yiiksek basing pompasina ya da gradiyent valfe sahiptir. Bu amagcla kullanilacak
iki hareketli fazin tamamen karisabilir olmasi gerekir. Pompalar yoluyla c¢6zuciiler, ya
difiizyon ya da mekanik olarak calisan kii¢clik hacimdeki karistirma gozlerinde karistirilirlar
(Ulusoy 2010).

1.8.3 Enjeksiyon Loopu

Analiz edilecek karigimin sisteme enjektor vasitasiyla aktarildigi parcadir. HPLC cihazlarinda

manuel ve bilgisayar kumandali oto-enjektorler (auto sampler) olmak Uzere 2 ¢esit loop
bulunmaktadir (Ulusoy 2010).
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Manuel enjektorlerde 6rnegin enjekte edilebilmesi i¢in enjektdr dnce doldurma pozisyonuna
getirilerek Ornek, istege gore segilebilen sabit hacimli, loop igerisine doldurulur. Loop’a
doldurulan 6rnek hacmi loop sabit hacmini gegerse, fazla olan kisim disariya otomatik olarak
atilir. Daha sonra enjektoriin kolu enjeksiyon pozisyonuna getirilerek 6rnek mobil faz
icerisine enjekte edilmis olur. Kullanilan loop hacimleri ¢ok degisken olup genellikle 5 uL-5
mL araliginda degisir. Loop hacmi kiigiildiik¢e tekrarlanabilirlik adina yapilan hata oran1 da
blylmektedir. Oto enjektorler xy tipi ve carousel tipi olmak Uzere iki tiptir, xy tipinde
enjektor hareketli olup belirtilen koordinatlara giderek 6rnegi sisesinden ¢ekmekte ve loop
vasitasiyla mobil faza enjekte etmektedir. Bunun i¢in secilen 6rneklere ait bilgilerin, gerekli
yazilim kullanilarak, dnceden bilgi islemciye girilmesi gerekmektedir. Carousel tipinde ise
ornekler donen, dairesel sekilli bir tagiyici vasitasiyla sabit bir enjektoriin altina tasinmaktadir.

Otomatik enjektorler ile istenen hacimlerde numuneyi sisteme vermek mimkindr.

Numune enjeksiyonu yiiksek basingta yapilir. Enjekte edilen numune, yiiksek basingta
pompalanmakta olan hareketli fazin arasina verilir ve numune kolona dogru hareketli faz
tarafindan stiriiklenir (Giindiiz 2001). Ulasma cok kii¢iik bir hacim ic¢inde olur (numune
dagilmaz). Ciinkii hareketli faz, sivisinin biiyiik bir kismi1 yan gegisten yoluna devam ederken,
¢ok az bir kismi numuneyle karisip ana hareketli fazla birlesir. Boylece numune fazla
seyrelmeden kolona ulasir. Numune seyrelirse dedektorden yayvan pikler elde edilir (Ulusoy
2010).

1.8.4 Kolonlar

Modern HPLC donaniminin 4 temel yapi tasindan birisi olan kolon, karmasik orneklerde
bilesenlerin birbirinden iyi ¢6ziiniirliikle ayirimindan sorumlu sabit fazdir. Kolon imalatinda

yap1 materyali olarak 316 paslanmaz ¢elik, teflon, cam en sik tercih edilenlerdir.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani, kolon dolgu
maddesinin segilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu maddesi kararl
olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi inert olmalidir.
Genis ylizey alanina, diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay erisebilir acik yapisal
yiizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir. Kolon
verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama parcacik c¢api, kolonu doldurmak i¢in kullanilan

teknikler, kolonun i¢ ¢ap1 ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi gibi pek ¢ok faktor tarafindan
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tayin edilir. Paslanmaz c¢elik kolonlarin, malzeme oOzellikleri agisindan en uygun kolonlar
oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda, 2,1 mm, 3,2 mm ve 4,5 mm i¢ ¢apa sahip

kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar (Ulusoy 2010).

Kolon dolgu maddesi olarak genel de boncuk seklinde iki tip madde kullanilir. Birinci tip
maddeler gozenekli olmayan cam veya bir polimerden yapilir. Caplar1 genellikle 30-40
um’dir. Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirme reginesi kaplanir.
Bazi uygulamalarda bu sekilde kaplanmis olan boncuklarin iistiine bir kaplama daha yapilir,
bu adsorpsiyonla kaplanmis veya yayilmis bir stvidir. Boncuk seklindeki pargaciklar duruma
gore dogrudan bir organik maddeyle de kaplanabilir. Bunlar halen sadece koruyucu kolon
dolgu maddesi olarak kullanilir. Boncuk seklinde olan ikinci tip maddeler gézeneklidir.
Bunlar c¢aplar1 3-10 um olan mikro pargaciklardir. Bunlar da silika, aliimina ve iyon
degistirme recinelerinden yapilir. Ancak en ¢ok silikadan yapilanlar kullanilir. Gozenekli
madde neyle yapilmig olursa olsun, yiizeyi film seklinde organik maddeyle kimyasal veya

fiziksel olarak kaplanir (Giindiiz 2001).

Kolonun, hareketli fazin girdigi ve ciktig1 ucglarinda siiriiklenmemesi icin iki tikag (frit)
bulunur. Tikaclar porlu yapida olup sivinin gegisine izin vermekte fakat sabit fazin gecisine

izin vermemektedir (Ulusoy 2010).

Kolonun ayirim giicii ve performans: yapildigt materyalden ¢ok, i¢ yilizeyine yapilan
kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel ozelliklerinden etkilenmektedir.
Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok c¢esitli olup, kullanilacak mobil fazin ve
uygulanacak HPLC metodunun 6zelliklerine ve analizi yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal ve
fiziksel 6zelliklerine gore se¢ilmelidir. Segilecek kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak
akis hizi ve dolayistyla olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Birgok
analitik kolonun i¢ ¢ap1 2-5 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ ¢ap1 arttik¢a akis hizi ve
ic doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢ozlniirligii dolayisiyla duyarlilik
azalmaktadir. Kolonlarin boylar1 (uzunlugu) ¢ok cesitli olup genellikle 30-300 mm araliginda
degigsmektedir. Kolon uzunlugu arttik¢a drnek bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat
analiz siiresi uzadigi icin daha fazla mobil faz harcanmaktadir. Kolon boyutlariin
tanimlanmasina uluslararasi standartlar getirilmistir. Buna goére dnce mm cinsinden uzunluk
ve ¢ap yazilmakta, bunu firma adi, sabit faz tiirii, A tiirlinden poroz yiizey cap1 ve pum

cinsinden partikiil biiyiikliigii izlemektedir. Ornegin, 250/4,6 Thermo C18 100-5 yazildiginda,
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kolonun 250 mm uzunluk ve 4,6 mm i¢ ¢apa sahip oldugu anlagilmaktadir. Kolonun firmasi
(markas1) Thermo olup, sabit faz tiirii normal fazda kullanilan bir tiir olan C18dir. Por yiizey

cap1 100 A olup, dolgu materyaline ait partikiil biiyiikligii 5 pm’dir (Ulusoy 2010).

1.8.5 Dedektorler

Kolonda ayirimi yapilan analizlenecek maddeye ait bilesenlerin alikonma zamanlarina gore
sirayla igerisinden gecerken miktar tayinlerinin yapildigi HPLC donanimidir. Ornek, hareketli
faz ile birlikte kolon boyunca siiriiklenerek dedektore tasinir. HPLC cihazlarinda kullanilan
dedektorler, diger sivi kromatografisi cihazlarinda kullanilan dedektdrlerle aynidir. Analizin

amacina gore farkl dedektorler kullanilir (Giindiiz 2001).

Kullanilacak dedektoriin tiirii analiz edilecek maddenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore
secilmelidir. Dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken Olgtiikleri fiziksel 6zelliklere gore,

8 cesittir. Bunlar;

Ultraviole/gorinir bolge dedektori (Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS): Absorbans
dedektorleri kromatografi kolonundan gelen elliyentin absorbansini 6l¢en cihazlardir. Birgok
absorbans dedektorleri cift 1s1n demetlidir. Isin demetlerinden birisi eliiye edilmis ¢ozeltiden,
diger demet ise, siddetin azaltilmasi i¢in bir filtreden gegirilir. Bu demetleri 6lgmek icin
birbiriyle uyumlu calisan iki fotoelektrik dedektor kullanilir. Isin yolu kesicili bir sistem de
kullanilabilir. Bu durumda tek fototiip yeterli olur. Her iki durumda da kromatogram,
dontstiiriilmiis iki sinyalin oraninin logaritmasinin zamana karsi ¢izilen grafiginden meydana
gelmistir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda calismak veya dalga boyunu

zamana kars1 programlamak mimkindur (Giindiiz 2001).

Fotodiyot dizisi dedektorl (Photodiode array dedector-DAD): UV/VIS detektorden farki, 512
elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanl
olarak 6lcebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok
hizli spektrum taramasini gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliinda
caligilabilmesi bu dedektdriin sagladig: bir diger 6nemli avantajdir.Kullanilan 151k kaynagi

déteryum veya tungsten lambadir (Skoog et al. 1998).
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Floresans dedektort (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklasik %15’
floresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans 6l¢iilmektedir. En basit floresans
dedektorlerinde, uyarict kaynak olarak civa lambasi, 1sinlar1 stizmek igin de bir veya birkag
filtre kullanilir. Daha iyi cihazlarda kullanilan 151k kaynagi ksenon lamba olup floresans
1simasint izole etmek igin ise optik ag monokromatdér kullanilir. Duyarliigin UV/VIS

dedektore gore en az 10 kat fazladir (Skoog et al. 1998).

Iletkenlik dedektorii (Conductivity dedector-CDD): Iletkenlik 6lciiliir. Daha ¢ok anyon ve
katyon analizlerinde kullanilir. Sicaklik kontrolii ¢ok ©nemlidir bu sebeple kolon firim
icerisinde calisilmalidir. Kullanilan mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa olusan

giirtiltli de o denli diisiik olur.

Refraktif indeks dedektorii (Refreactive index dedector-RID): Kirilma indisi dl¢iiliir. Ornek
bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk artacagindan gelen 151k kirilarak hiicreyi terk

eder. Isigin Olgiilen kirilma oranindan (kirilma indisi) kantitatif tayin yapilir (Skoog et al.
1998).

Elektrokimyasal dedektor (Electrochemical dedector-ECD): Elektroaktif maddeler
analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir veya

indirgenebilir olmalidir (Skoog et al. 1998).

Kiitle spektrometrik dedektor (Mass dedector-MS): Ornek bilesenlerine ait ¢ok 6zgiin
kromatogramlar elde edilir, dolayisiyla 6zellikle kalitatif tayinlerde teshis amach
kullanimlarda ¢ok onemli bir dedektordiir. Bu tiir bir dedektérle hem ayrilan bilesenlerin
miktar tayinleri hem de yap1 tayinleri yapilabilmektedir. Sivi kromatografisi ile kiitle
spektrometriyi birbirine baglamadaki temel problem birincisinin bagil olarak cok ¢oziicii
hacimleri ile digerinin ise eser oranda maddeyle caligsmasidir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla
cesitli ara baglantilar gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesinde kolondan ¢ikan ellyent iKi
kisma ayrilir ve ¢ok az bir kismi kutle spektrometreye gonderilir. Bir digerinde ise numune
bir buharlagtirma hiicresine alinir. Burada ¢oziiciisii ugurulduktan sonra, kalinti (analizi
yapilacak madde) iyonlastirma odaciginda iyonlastirilir. Termosprey olarak adlandirilan yeni
metotta ise kolondan ¢ikan ve akis hiz1 2 ml/dak.’ya kadar olan ellyent paslanmaz celikten
yapilmis 1sitilan kapiler bir boru i¢inden bir aerosol jeti halinde gegirilerek sivi buharlastirilir.

Sprey iginde, eluyent icine katilmis amonyum asetat gibi bir tuz yardimiyla, yiikk aktarma

37



sonucu, analit iyonlastirilir. Sonucta elde edilen spektrum sadedir ve mol kiitlesi hakkinda
bilgi verir. Fakat, termosprey baglanti, sadece amonyum asetat gibi tuzlar ¢dzebilecek polar

hareketli fazlarda yani polar analitlerde kullanilabilir (Skoog et al. 1998, Giindiiz 2001).

Evaporatif 151k dagitici dedektor (Evaporative ligth scattering dedector-EL): Bu dedektorlerde
kolondan gelen ¢ozelti bir nebiilizore aktarilir. Cozelti azot veya hava akimiyla ince bir sis
haline getirilir. Sis sicaklig1 kontrol edilen bir tiipten gegirilir ve ¢oziicii buharlastirilir. Geriye
analiz edilen maddenin mikrokiirecikleri kalir. Bu pargaciklar bir lazer demetinden gegirilir.
Etrafa yayilan 1sinlardan pargacik akimima dik yondeki 1sin demeti bir silikon fotodiyotla
oOl¢iilir. Bu 6lgme metodunun avantaji ugucu olamayan tiim maddelere uygulanabilmesi ve

tekrarlanabilme 6zelliginin yiiksek olmasidir (Skoog et al. 1998, Gunduz 2001).

UV (Ultraviyole) ya da MS (kitle spektroskopisi) dedeksiyonuyla birlikte RP-HPLC bitki,
gida vb. ekstraktlarinin fenolik bilesimlerinin tayini i¢in kullanilan bir metottur. Fenollerin
ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN) ve modifiye edici
olarak az miktarda asit iceren su hareketli fazlariyla ¢alisan C18 kolonlarindan gergeklestirilir.
Mobil fazda fenolik asitlerin protonlasmalarini garantilemek icin formik asit (HCOOH),
asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H3PO,4) gibi asitler asidik
modifiye ediciler olarak kullanilirlar ve boylece pik sekli ve ¢oziiniirliiglin gelismesi saglanir.
TFA pek cok elektrofilik flor gruplari igerdigi i¢in bunun eklenmesi durumunda da bir proton
verici olarak hizmet eder ve iyon baskisina sebep olur (Wu et al. 2004).

1.8.6 HPLC ile Miktar Tayini

HPLC ile miktar tayini yaparken pik yiikseklikleri veya pik alanlarindan yararlanilir.
Kullanilan ekstraktin pik yiiksekliginin veya alaninin bir veya birden fazla kullanilan standard
cozeltinin pik yiiksekligi veya pik alani ile kalibrasyon egrisi ¢izilerek karsilastiriimasi
esasima dayanir. Kromatogramlardan dogru sonu¢ alinmasi, standartlarin ve Orneklerin
kromatogramlarmin alinmasi sirasinda kolon sartlarinin pik genisliginin degismesine engel
olacak sekilde kontroliiyle saglanir. Bunlar; kolon sicakligi, eliiyent akis hizi ve &rnek
enjeksiyon hizidir. Pik alanlar pik genislemelerinden bagimsiz oldugu icin pik yiiksekligine
gbre daha uygun bir parametredir. Modern kromatografik cihazlarda dijital elektronik
integratorlerin kullanimiyla pik alanlar1 ¢gabuk ve daha dogru hesaplanabilmektedir (Skoog et
al. 1992, Brown and Grushkal995b, Cazes 2004).
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BOLUM 2

LITERATUR OZETi

2.1 Bryofitlerde Yapilan in vitro Doku Kulttrt, Antioksidan Aktivite, Total Fenol Tayini

ve Biyolojik Aktivite Cahsmalarmin Ozetleri

Bryofitlerde in vitro doku kiiltiiri ¢alismalar1 tehlike kategorisinde yer alan tiirlerin
korunmasinda, biyolojik aktif bilesiklerin tespiti ve yeni bilesiklerin varolabilecegi

diistiniilerek, yapilan bilimsel ¢aligmalar son zamanlarda hizla artmaktadir (Gonzélez et al.
2006).

Bryofitlerle ilk in vitro doku kiiltiir ¢calismalar1 Servettaz (1913)’te baslamis fakat sonraki
yillarda yiiksek bitkiler kadar Onemsenmemistir. Son 20 yilda artarak, yaklasik 300
karayosunu, 50 cigerotu ve birka¢ boynuzotunda yapilmistir. Ayrica bryofitlerin %95’ inden
fazlasinin kiiltiir caligmalarinin yapilmadigindan bahsedilmistir (Duckett et al. 2004).

Marchantia polymorpha L.’nin kiltir calismasinda anatomik, fotoperyodizm ve en iyi besin
ortami farkliliklar1 incelenerek basariyla rejenerasyonu gergeklestirilmistir (Voth and
Hammer 1940, Voth 1941, 1943, 1945).

Funaria hygrometrica Hedw. nin protonema farklilasmasini diizenleyen ardisik bir etkilesim
gosteren dis kaynakli oksinlerin Johri and Desai (1973) ve sitokininlerin Hahn and Bopp
(1968) karayosunlarinin normal gelisimlerini engelleyebileceginden bahsedilmektedir
(Lehnert et al. 1983). Hatanaka-Ernst (1966)’da Funaria’nin oksin gereksiniminden
bahsetmis fakat detayli bilgi vermemistir. Fakat Ashton (1979a, b) tarafindan F.
hygrometrica’nin hormonlara bagli gelisimi arastirilarak protonema farklilasmasiyla olusan
kloronema ve kaulonema gosterilmistir (Bopp 1983). Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch &

Schimp. kaltarlerinin oksin ve sitokininlere verilen cevabinin daha farkli oldugu gosterilmis
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ve kaulonema olusumu i¢in diisiik miktarda oksinin etkili olabilecegi 6nerisi kabul gormiistiir
(Cove and Ashton1984).

Oksinlerin  (1-10uM konsantrasyonlarda NAA (naftalen asetik asit)) karayosunlari
rejenerasyonu i¢in kullanigh oldugu belirtilmistir (Goode et al. 1992a, b). Sitokininlerinse
(10uM konsantrasyonda kinetin) siirgiin olusumunu etkilediginden bahsedilmistir (Bopp
1983). Ayrica 1-10uM konsantrasyonlarda ABA (absisik asit), protonemal gelisimi
indiikledigi gosterilmistir (Goode et al. 1993a, b, ¢)]

Splachnaceae familyasina ait birka¢ karayosunu turinde absisik asitin kaulonema
farklilasmasina sebep oldugu ve fenolik bilesiklerin ortaya ¢iktig1 ayrica aktif karbonun kiiltiir
omriinii uzattig1 belirtilmistir (Bopp 1983)] Yiksek bitkilerdeki gibi, bryofitlerde de kallus
olusumu seker, bitki biiyliime diizenleyicisi ve hindistan cevizi siitii iceren besin ortamlarinda

indiiklenebildiginden bahsedilmistir (Kowalczyk et al. 1997)]

Bryofitlerin yiizey sterilizasyonu denemelerinde NaOCI (sodyum hipoklorit) ve NaDCC
(sodyum dikloroizosiyanuirat)  kullanarak  yaprakst  gametofit dokularinda  %0,5
konsantrasyonda 2-5 dk., sporofitlerde %1 konsantrasyonda 3-6 dk., gemmalarda %0,1-0,5
konsantrasyonda 2-8 dk., talluslu dokularda %0,05-0,1 konsantrasyonda 10-20 sn basarili
oldugundan bahsedilmistir (Duckett et al. 2004).

Cin’de nadir yayilis gosteren medikal bir karayosunu tiirii olan Rhodobryum giganteum
(Schwaégr.) Paris ¢alismasinda modifiye Knop, White ve MS ortamlarin1 denemis ve en iyi
gelisme gosterdigi  ortamin  MS  oldugunu belirtmistir. Anomobryum filiforme var.
concinnatum (Spruce) Aman. (Bryaceae) 4 farkli besin ortami deneyerek en basarili ortamin
YKnop’s oldugunu bildirmistir. Bryum coronatum Schwégr.’un in vitro kdltarid ve
fitokimyasal analizleriyle ilgili yaptigi calismada sekerli 4MS ortaminda en basarilt
rejenerasyonu gercgeklestirmistir (Chen et al. 2009, Sahu and Asthana 2013, Pandey et al.
2014).

Bryum capillare Hedw’nin in vitro kiiltiir galismasi1 Sabovljevi¢ (2002) tarafindan yapilmis
fakat farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi ve fenolik bilesiklerinin
tespiti konusunda c¢alismaya rastlanmamistir. Sabovljevi¢’in bu ¢alismasinda 1 mg/1 2,4 D ve

2 mg/l kinetin kullanarak ilk 10-14 gun icerisinde protonema olusumunu gézlemlediginden

40



bahsetmis sonrasinda 6 aylik peryot igerisinde kiiltiirlerin protonemal formda kaldigindan sz
etmistir. Ayrica in vitro Kiltiirlerin biiytimesiyle ilgili bir 6l¢iim verilmemistir (Sabovljevi¢ et
al. 2002).

Sphagnum palustre L. i¢in hazirlanan MS, 2MS ve sekersiz hormonsuz MS besin
ortamlarinda pH:6, 25+2°C sicaklik, 16/8 giin uzunlugu ve 47 pmol/m?/s fotoperyodunda
basartyla in vitro kiiltiiri gergeklestirilmis ve talluslu protonema olusumu gosterilmistir. Fakat

calisma hakkinda biiyiime verileriyle ilgili detayli bilgiler verilmemistir (Sabovljevi¢ et al.

2009).

Thamnobryum alopecurum Nieuwland Ex Gangulee’un in vitro kiiltiir ¢alismasi Sabovljevi¢
(2012)’de 10 farkli besin ortaminda (MS1, MS2, MS3, MS4, MS5, MS6, MS7, BCD1,
BCD2, BCD3), 16/8 ve 8/16 1sik periyodunda, 18, 20, 25+2 C° sicakliklarda ve ylzey
sterilizasyonu i¢in 6 farkli NaOCI (3%, 5%, 7%, 10%, 13% ve 15%) konsantrasyonlarinda
denemeler yapmustir. Yizey sterilizasyonu icin en iyi %10’luk konsantrasyonda, en iyi MS
ortamlar1 arasinda MS7’de (MS mineral tuzlari, 0.1uM IBA ve 0.03uM BAP), 16/8
giindiiz/karanlik 151k peryodunda ve 20+2 C° elde etmistir. Ayrica ortamlara seker
eklendiginde spor c¢imlenmesini tesvik ettigi fakat gametofit gelisimini durdugunu

g6zlemlemistir (Sabovljevi¢ et al. 2012).

Bryofitlerdeki aromatik bilesikler sekonder metabolitlerin 4 sinifindan meydana gelir. Bunlar
benzeoidler, flavonoidler, fenilpropanoidler ve bibenzil tiirevleridir. Siklikla dimer veya
polimer formlariyla karsilasilir. Ornek olarak cigerotlarinda bibenzil veya bibenzil tiirevleri,
karayosunlarinda ise biflavonlar veya triflavonlardir. Bununla beraber bryofitler hemde yag
asidi trevleri ve s- ve n- formlarinda bilesikler iiretir. Bu bakis agisiyla organizmalar, farkli
cevresel faktorlerin etkisiyle hayatta kalmak icin bu sekonder metabolitler Gretilir.
Bryofitlerin fitotoksik aktivitesine bakildiginda, bryofit habitatlar1 ¢evresinde ytiksek bitkiler
gelisemezler. Bu olgu farkli bryofitlerin diger bitkilerle rekabeti sirasinda toksik bilesikler
olarak sekonder metabolitlerin sentezi olabildigidir. Maalesef bugiline kadar birkag arastirici
bryofitlerin diger bitkilerle iliskilerini ¢aligmis ve bryofitlerden tanimlanan sadece birkag
sekonder metabolitin diger bitkilerle rekabetinde potensiyel etki gosterebilecek kapasiteye
sahip oldugundan bahsetmistir. Plagiomnium afine (Blandow ex Funck) T. J. Kop.’den
viteksin ve apigenin, Dicranum scoparium Hedw.’dan apigenin-7-O-triglikosid ve luteolin-7-

O-neohesperidosid, Plagiomnium cuspidatum (Hedw.) T. J. Kop.’dan saponarin, Hedwigia
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ciliata (Hedw.) P. Beauv.’dan lusenin-2 ve Bartramia pomiformis Hedw.’den
bartramiaflavon, Tortula muralis Hedw.’in protonemal gelisimi ve spor ¢imlenmesini inhibe
ettigi gibi Raphanus sativus L.’unda kok gelisimini inhibe etmistir. Saponarinin aktif bilesik
madde oldugu belirtilmistir. Bryofitlerin antimikrobiyal etkisine bakildiginda patojen
saldirilara kars1 ana bitkide savunma gelistirmede yararli olan birka¢ antimikrobiyal madde
izole edilmistir. Bunlara ornek Balantiopsis cancellata (Nees) Stephani’nin diklorometan
ekstraktlarindan 2-feniletil benzoat (5), izotasin B (6), and (R)-2-hidroksi-2-feniletil benzoat
elde edilmistir. Bu bilesikler Artemia salina eklem bacaklisini zehir etkisi gOstermis
Spodoptera littoralis (Pamuk yaprak kurdu)’in beslenmesine inhibe edici etki gostermistir.
Brachythecium rutabulum (Hedw.) Schimp. and Mnium hornum Hedw.’da protokatekuik asit
ve gallik asit stimiiklii boceklerin beslenmesinde inhibe edici etki gostermistir. Ayrica
karayosunu sirginlerinde bol bulunan ferulik asit ve p-kumarik asit benzer etki gostermistir
(Xie and Lou 2009).

Bryofitlerin kimyasal igeriklerinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar sinirl sayidadir. Bugiine
kadar karayosunlarinin %2’den daha azi, Cigerotlarininsa yaklasik %6’sinin kimyasal olarak
incelendigi disiiniilmektedir (Asakawa 1994). Bryofitler; mikroorganizmalar, bocekler,
salyangozlar ve memeli hayvanlar tarafindan zarar gérmemesine ragmen yillardir kimyasal
igeriklerinin belirlenmesi ihmal edilmistir. Son ylizyilda yiizlerce yeni bilesik izole edilmekle
beraber ve 40’tan fazla yeni fenolik bilesik, terpenoid ve asetogenin karbon iskeleti
bulunmustur. Cigerotlarindan izole edilen bazi terpenoidlerin anti influenza, anti-hiv
inhibisyonu, kas gevsetici ve anti obezite etkisi oldugunu derlemistir. Cigerotlar1 sekonder
metabolitlerin yeni bir kaynagi olmasina ragmen, bugiine kadar sadece %210’unun kimyasal
igerigi belirlenmistir (Asakawa 2012). Bryum argenteum Hedw.’un panzehir, ates diisiiriici,
anti-burun iltihab1 aktiviteye sahip olmasi, bryofitlerin gelecekte 6nemli sekonder metabolit

kaynag olabilecegini belirtmistir (Sabovljevi¢ et al. 2006).

Bryofitlerde sekonder metabolitlerin varligi, ilk kez Paul’iin (1908) birkag Sphagnum cinsinde
antosiyanin gibi pigmentleri fark etmesiyle ortaya ¢ikarildi. Molisch (1911)’in Porella
platyphylla (L.) Pfeiff. tirinde ve Mnium cinsinde saponarin ve flavonoid-C-glikozid
varligint tespit etmistir (Kozlowski 1921). Nadir bulunan G¢ flavonoid olan 3-
deoxyanthocyanin, luteolinidin 5-O-glikozid, 5-O-diglucoside Bryum cryophilum Martensson

trindn hicre 6zsuyundan izole edilmistir (Bendz et al. 1962 ).

42



Bryum capillare Hedw.’de bir flavon olan apigenin, luteolin ve izoflavon olan orobol, orobol
tlrevleri, pratensein ve pratensein tiirevlerinin varligindan bahsedilmistir (Anhut et al. 1984).
Ayrica baska bir ¢alismada B. capillare’de bir flavon olan diosmetin, 6-hydroxyluteolin
ayrica antosiyanin pigmentleri igerisinde acillenmis asit olan malonik asit bulundugunu

belirtmistir (Stein et al. 1985).

Markham (1969) yilinda Hymenophyton flabellatum (Labill.) Dumort. cigerotundan iki
apigenin di-C-glikoziti izole ederek flavonoidlerin varligindan bahsetmistir (Chopra and
Kumar 1988).

Sphagnum magellanicum Brid., Plagiomnium cinsinin HPLC analizi yapilarak vanilik,
klorogenik, siringik, kafeik, gallik, 3-4 hidrobenzoik, p-kumarik ve salisilik asitler, luteolin,
chrysoeriol, apigenin, saponarin, orientin ve rhoifolin varligin1 gostermistir (Montenegro et al.

2009, Harris 2009).

Cigerotu Lunularia cruciata (L.) Dumort. ex Lindb. ve karayosunu Brachythecium velutinum
(Hedw.) Schimp.’un metanol ekstraksiyonlarinin HPLC analizleri yapilarak L. cruciata’da
luteolin-7-0-glukozid, kuersetin ve B. velutinum’da ise 4-o-kafeoilkuinik, 5-o-kafeoilkuinik,
kafeik asit, apigenin-7-o-glucoside, elagikasit, flavonoid aglukon luteolin ve apigenin varligi

kromatogramlarda gosterilmistir (Sabovljevic¢ et al. 2009).

Litvanya’da yayilis gosteren bryofit tilirlerinin kimyasal yapilarin1 daha iyi anlamak amaciyla
elementel analiz yontemleri kullanilarak temel yapisal elementlerinin miktar1 belirlenmistir

(Klavina et al. 2012).

Pellia endiviifolia (Dicks.) Dumort. ve Plagiochasma appendiculatum Lehm. & Lindenb.
cigerotlarinda protein igerigi, sliper oksit dismutaz antioksidan enzim aktivitesinin yiiksek

bitkilerdeki gibi hemen hemen yakin oldugunu ortaya koymustur (Sharma et al. 2014).

Marchantia diptera Nees & Mont. (Marchantiaceae), Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid.
(Ditrichaceae), Dicranum polysetum Sw., Dicranum scoparium Hedw. (Dicranaceae),
Leucobryum glaucum (Hedw.) Angstr. (Leucobryaceae), Mnium marginatum (With.) P.
Beauv. (Mniaceae), Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv., Polytrichum formosum Hedw.
(Polytrichaceae), Pleurozium schreberi (Willd. ex Brid.) Mitt. (Entodontaceae), Thuidium
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tamariscinum (Hedw.) Schimp. (Thuidiaceae), Brachythecium rutabulum (Hedw.) Schimp.
(Brachytheciaceae), Calliergonella cuspidata (Hedw.) Loeske (Hypnaceae), Hypnum
mammillatum (Brid.) Loeske (Hypnaceae), Polytrichastrum alpinum (Hedw.) G. L. Sm.,
Bryum moravicum Podp. ve medikal bir karayosunu olan Rhodobryum ontariense (Kindb.)
Kindb. tiirlerinde total fenol miktar1 ve aktioksidan aktivitesi ¢aligilmisg, ylksek fenol icerige
ve antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirtilerek gelecekte antioksidan ajan kaynagi
olarak ila¢ eldesinde yeni bir yon ortaya koyacagindan bahsedilmistir (Hsiao et al. 1996,
Chobot et al. 2006, 2008, Bhattarai et al. 2009, Cveti¢ et al. 2009, Pejin et al. 2012, Pejin
2013, Pejin et al. 2014).

Sphagnum cuspidatum subsp. subrecurvum (Warnst.) A. Eddy, Sphagnum cuspidatulum Mull.
Hal., Sphagnum junghuhnianum Dozy & Molk., Pogonatum cirratum subsp. fuscatum (Mitt.)
Hyvonen ve Pogonatum cirratum subsp. macrophyllum (Dozy & Molk.) Hyvonen tlrlerinin
fitokimyasal igerikleri, antioksidan igerigi ve antiproliferatif (tiimdr hiicrelerinin biiylime
inhibisyonu) calismas1 yaparak P. cirratum subsp. fuscatum ve S. cuspidatulum tdrlerinin
metanol ekstraktlarinin potansiyel bir antikanser ajani olarak daha fazla aragtirmalarinin

yapilmasi gerektiginden bahsetmistir (Karim et al. 2014).

Gelismis bir¢ok iilkede yaklasik %80 oraninda terapétik (iyilestirici) maddeler sifali
bitkilerden elde edilmistir. Bulasic1 hastaliklarin biiyilk ¢ogunlugunun mikrobiyolojik
kaynakli oldugu ve bakteri direncinin ortaya cikmasiyla beraber, dogal antimikrobiyal

terapotik bitkilerin evrensel talebinde bir artis gdzlenmektedir (ilhan vd. 2006).

Bryofitlerin bilinen antifungal bilesikleri terpenlere, bibenzillere, bisbibenzillere, yag asiti
tiirevlerine ve asetofenonlara bagliyken basit toprak bitkisi olan karayosunlarin ekstratlarinda
bulunan isoflavonoid, flavanoid ve bioflavanoid mikroorganzimalara kars1 kimyasal bariyer

olarak kaydedilmistir (Scher et al. 2004).

Richardson (1981)’de bircok karayosunu trtinin ¢lrimesinde bakterilerin énemli bir rol
oynamadig1 bilindiginden bunun nedeni olarakta karayosunlarinin iretmis oldugu

antibiyotikten kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Yapilan aragtirmalarda bazi bryofit tiirlerinin yiiksek antibiyotik aktiviteye sahip oldugu

goriiliirken, bazilarminsa 6rnegin Funaria hygrometrica Hedw. nin, ise test edilen bakteri ve
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mantar tiirlerine karsi aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Bu durumun, tiriin yasadig
habitatla ilgili oldugu diisliniilmektedir. F. hygrometrica Hedw. tiiri, yangin sonrasinda
gelismeye acgik alanlara yerlesir ve alanlarda rekabet edecegi ¢cok az sayida canli oldugu icin

antibiyotik madde sentezleme 6zelliginin bulunmadig: diisiiniilmektedir (Altuner 2008).

Conocephalum conicum (L.) Dumort., Plagionium undulatum (Hedw.) T. J. Kop. ve
Leptodictyum riparium (Hedw.) Warnst. tiirlerinin 6ziitlerinin patojenik bakteri tiirlerine kars1
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Ayrica, Atrichum, Dicranum, Mnium,
Polytrichum ve Sphagnum cinslerinde bulunan aktif antibiyotik maddelerin polifenolik bilesik
oldugu tespit edilmistir. Bryofitlerden elden edilen marchantin A, siklopentanol, yag asitleri
ve bazi oncii maddelerin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cody et al. 1988,
Basile et al. 1998c, Ichikawa et al.1984).

Gegmiste ¢cok az sayida karayosununun in vitro kiiltiirlerinde fitohormonlarin gelisimine etkisi
arastirtlmistir (Sabovljevi¢ et al. 2010c¢). Bu nedenle bu g tirtn in vitro kiiltiir calismasi ve
dogadan toplanan oOrneklerle kiiltiirden elden edilecek bitkilerin fenolik bilesik igerigi

bakimindan karsilastirilmalar1 da 6nem kazanmaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bitki Materyali: Bryum capillare Hedw. ve Thamnobryum alopecurum (Hedw.)
Gangulee’nin taze drnekleri (2012 Nisan ve Kasim aylarinda) Zonguldak’in Degirmenagzi
mevkiinden (A2 karesi) toplandi. Sphagnum palustre L. ise (2011 ve 2013 Mayis ayinda)
Trabzon-Of yolu lzerinde Camburnu tiineller mevkiinden (A4 karesi) toplandi. Tirkiye’nin
kareleme sistemi asagida belirtilmistir (Sekil 3.1). Bulent Ecevit Universitesi Biyoloji Bolumii
Bryofit Herbayumu’nda (ZNG) kesin teshisleri yapildi. Bu taze 6rnekler bitki doku kiiltiir
materyali olarak kullanildi. Ayrica geg¢mis yillarda ve farkli aylarda toplanmis B.
capillare’nin 3., 4., 5., 6. ve 9. ay herbaryum o6rnekleri (ZNG 709, 863, 1262, 1441, 1548,
1627, 1887, 1991, 2045, 2162, 2304, 2923, 3832, 4040, 4129, 4830, 4834) ve T.
alopecurum’un 4., 6., 7., 9. ve 10. ay herbaryum 6rnekleri (ZNG 30, 186, 851, 905, 967, 973,
1140, 2393, 2614, 2827, 2860, 2870, 3044, 3053, 3081, 3272, 4369, 5027, 5531) HPLC
analizlerinde  kullanilmistir.  Bu  herbaryum  Orneklerinin ~ detayli  bilgilerine

http://herbarium.beun.edu.tr web adresinden ulasilabilmektedir (URL-4).
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Sekil 3.1 Tiirkiye nin kareleme sistemi (Henderson 1961).
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Calismada B. capillare ve T. alopecurum tirlerinin in vitro doku kudltiri gametofitin ug
strgunleri ve olgun kapsullerin sporlart kullanilarak, S. palustre L.’nin sporofit evresine
rastlanmadigindan yalnizca gametofitin kapitulum kisimlar1 kullanilarak in vitro kultdrQ
yapildi. Sporofit ve gametofit kisimlar1 ince uglu pens yardimiyla dikkatlice ayrilarak ¢esme
suyunda 30 dak. bol suyla yikandi. Laboratuvarda yikanan dokular bir damla tween 20
damlatilmig %5°lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 5 dak. steril edildi. Daha sonra laminar
flow kabin icerisinde kapsiiller ve gametofit siirgiinleri 4 kez distile steril su ile durulandi. 8
farkli modifiye MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda B5 gamborg vitamin kullanilarak
(Gamborg et al. 1968), farkli konsantrasyonlarda 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4 D) ve
Kinetin, 30 g/l stikroz veya suikrozsuz, 6 g/l agar i¢eren ortam kullanilmigtir (Cizelge 3.1).

Gametofit siirgiin uglar1 2-5 mm boyunda her petriye 5’er eksplant olacak sekilde ekildi.
Sporlar ise her petriye 5 farkli noktaya serpilerek ekimleri yapildi (Sekil 3.2, 3.3). 4-5 haftalik
periyotlarla altkiiltiire alindi. Biiylime odasinin 15181 27,5 pmol/mzs (yaklasik 2200 liix) 151k
yogunlugunda olacak sekilde cool floresans lambalarla (Serin beyaz 1s1k), 24+2 °C’de, 16/8
fotoperiyodunda saglanmistir.

Cizelge 3.1 In vitro doku kiiltiiriinde kullanilan 8 farkli MS ortam igerigi

Ortam Seker (g/l) 2,4 D (mg/l) Kinetin (mg/l)
M51: = - -
MS; 30 - -
MS; 30 0,5 0,5
MS, - 0,5 0,5
MSs 30 0,5 1
MSe - 0,5 1
MS; 30 0,5 1,5
MSg - 0,5 1,5

Sekil 3.2 Bryum capillare kapsiillerinden ortamlari aktarilan sporlarin goriintiileri
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Sekil 3.3 Tirlerin ilk ekimlerine ait gorseller a) B. capillare spor kilturt b) B. capillare
gametofit apikal uc¢ kdlturi c) S. palustre gametofit kapitulum ug¢ kdltird d) T.
alopecurum spor kultirt e) T. alopecurum gametofit apikal u¢ kultdr

3.2 Metod

3.2.1 Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

3.2.1.1 Stok Cozeltiler

Besin ortamlar1 hazirlanirken ortamlarin igcerdigi kimyasal maddeler hassas terazi kullanilarak
tartildi. Diisiik miktarlarin tartilmasinin  zorlugu nedeniyle ortamda kullanilan makro
elementlerin, mikro elementlerin, vitaminlerin ve demir tuzlarinin belirli oranlarda
seyreltilmis stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiler amber renkli cam siselere koyularak
+4°C’de saklandi. 1 litre besin ortami i¢in %3 (30 g/l) sakkaroz ve %0.6 (6 g/l) agar ilave
edildi.

3.2.1.1.1 Major Tuz Stok Cozeltisi (10x), (g/1)

1 litre balon joje icine bir miktar distile su koyuldu ve ¢izelge 3.2’de miktarlar1 belirtilen

maddeler hassas terazide tek tek tartilarak manyetik karistirici tizerindeki balon jojeye
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eklendi. Maddelerin kolay ¢oziinmesi ve homojen olarak dagilmasi icin ¢dzelti manyetik
karigtirici lizerinde devamli karistirildi. Daha sonra karisim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan major tuz stogu, renkli cam sise igerisinde +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi ve her besiyeri hazirlanisinda bu stoktan 100 ml alinarak ortama ilave edildi.

Cizelge 3.2 MS ortamlarinda kullanilan major tuzlar.

Major Stok Miktar (g/l)
Potasyum nitrat (KNO3) 19
Amonyum nitrat (NH;NO3) 16,5
Kalsiyum Klorir (CaCl,. 2H,0) 3,3
Magnezyum silfat (MgSO,4.7H,0) 3,7
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,) 1,7

Major tuz stoklari igerisinde bulunan kimyasal maddeler c¢okelti olusturma egiliminde
olduklarindan ortam hazirlanirken ¢okelti olusturup olusturmadigr kontrol edilmeli ve az

miktarlarda sik sik hazirlanmalidir.

3.2.1.1.2 Min6r Tuz Stok Cozeltisi (100x), (mg/l)

Mindr stok tuzu da major tuz stoguna benzer sekilde 1000 ml’lik balon jojelerde hazirlandi.
Cozeltide kobalt kloriir ve bakir siilfat eser miktarlarda bulundugundan ayr1 bir stok olarak
hazirlandiktan sonra mindr stok ¢ozeltisine ilave edildi. Bunun i¢in 25 mg kobalt kloriir ve 25
mg bakir siilfat tartilip tartilarak 100 ml distile suda ¢6zdiiriildii. Bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak
onceden hazirlanan mindr stok c¢ozeltisine ilave edildi ve ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. 1 litrelik besin ortami i¢in dnceden hazirlanan bu mindr tuz stogundan 10 ml

alind1 (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 MS ortamlarinda kullanilan mindr tuzlar.

Mindr Stok Miktar (mg/l)
Borik asit (H3BO3) 620
Potasyum iyodir (K1) 83
Mangan sulfat (MnSQO,4.H,0) 1680
Sodyum molibdat (Na;M0QO,.2H,0) 25
Cinko sulfat (ZnSO,4.7H,0) 860
Kobalt klorir (CoCl,.6H,0) 2,5
Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) 25

3.2.1.1.3 Demir Stok Cozeltisi (100x), (g/l)

1 litrelik balon jojeye bir miktar distile su koyuldu ve yukarida miktarlar belirtilen maddeler
hassas terazide tek tek tartilarak manyetik karistiric1 lizerindeki balon jojeye eklendi. Daha
sonra ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan demir stogu renkli sise
icerisinde +4°C’de buzdolabinda saklandi. 1 litrelik besiyeri hazirlanirken bu demir

stogundan 10 ml kullanild1 (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 MS ortamlarinda kullanilacak demir stogu.

Demir Stok g/l
Demir siilfat (Fe;S04.7H,0) ‘ 2,78
Sodyum EDTA (Na,EDTA) ‘ 3,72

3.2.1.1.4 B5 Gamborg Vitamin Stok Cdzeltisi (100x),(g/l)

1000 ml’lik balon joje igerisine bir miktar distile su koyuldu ve balon joje manyetik karigtiric
lizerine yerlestirildi. Maddeler ¢izelge 3.4’de belirtilen miktarlarda tek tek tartilarak balon
jojeye eklendi ve karisim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 1 litrelik besin ortami

hazirlanirken bu vitamin stogundan 20 ml alind1 (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 MS ortamlarinda kullanilacak B5 Gamborg vitamin stogu.

B5 Gamborg Vitamin Stok mg/I

Myo-Inositol 100
Tiyamin HCI 10
Nikotinik asit 1
Piridoksin HCI 1

3.2.1.1.5 Bitki Buyume Duzenleyicileri

3.2.1.1.5.1 2,4 Diklorofenoksi Asetik Asit Stok Cozeltisi (mg/ml)

250 mg 2,4 D tartilip 500 m1’lik 6l¢iilii bir beher igerisine koyuldu. Beherde 100 ml distile su
cozilunceye kadar karistirildi. Maddenin tamami ¢6ziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 250
ml’ye tamamlandi. Amber renkli cam siseye koyularak +4°C’de buzdolabinda muhafaza

edildi. 1 litrelik besiyeri ortamina 1 mg/l 2,4 D ilave etmek igin stok ¢ozeltisinden 1 ml alindi.

3.2.1.1.5.2 Kinetin Stok Cdzeltisi (mg/ml)

250 mg Kinetin tartilip 500 ml’lik dl¢iilii bir beher igerisine koyuldu. Beherde 5 ml distile su
ile ezilerek, ¢oziiliinceye kadar damla damla 1M HCI ilave edildi. Maddenin tamami
¢cozlndukten sonra ¢ozelti distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Amber renkli cam siseye
koyularak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. 1 litrelik besiyeri ortamina 1mg/l, 2 mg/l, 3

mg/l kinetinilave etmek icin sirasiyla stok ¢ozeltisinden 1 ml, 2 ml ve 3 ml alind1.

3.2.1.1.6 pH Ayarlanmasi

Kiiltiir i¢in hazirlanan ortamlarin agarlari ilave edilmeden 6nce pH ayarlamasi yapilmistir. IM
HCIl ve 1M NaOH ¢ozeltileri kullanilarak, ortam pH’ s1 doku kiiltiirii i¢in en uygun olan 5.8’e

ayarlanmistir. pH ayar1 ortam manetik karistirict tizerinde siirekli karistirilirken 1M HCI ve

IM NaOH damla damla ilave edilerek yapilmstir.
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3.2.1.1.7 Besin Ortaminin Sterilizasyonu

Hazirlanan besin ortamlari otoklavda 121 °C” de 20 dakika sterilize edildi ve sterilizasyonu
yapilan ortamlar 10 cm c¢ap ve 1,5 cm ylkseklikteki petrilere ve 12 cm yiikseklik ve 6 cm

capinda kavanozlara dokiildii.

3.2.1.1.8 Laboratuvar Temizligi ve Sterilizasyonu

Steril sartlar altinda ekimin yapildig1 yer, laminar flow kabininin icerisidir. Kabin ici ve steril
oda kullanilmadan o6nce %70’lik etanolle silindi. Kabinin UV-C lambasi1 agilarak ekim
islemine kadar kabinin steril kalmasi saglandi. Zemin ve kabin ¢evresi %10°luk ticari sodyum
hipoklorit ile temizlendi.

3.2.1.1.9 Kullamilan Malzemenin Sterilizasyonu

Ekimde kullanilan kavanozlar ve filtre kagitlar1 otoklavda (121 °C’de 15 dakika) steril edildi.
Petriler, tim cam ve metal malzemeler 190 °C’ lik etlivde 2 saatte veya otoklav (121 °C’de 15
dakika) kullanarak steril edildi.

3.2.1.1.10 Saf Su Sterilizasyonu

Dokular1 yikamada kullanilan saf su otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

3.2.1.1.11 Eksplant Sterilizasyonu

Dogadan toplanan taze ornekler sivi sabunla bir siire yikandiktan sonra 30 dk. bol suyla
durulandi. Laboratuvarda yikanan dokular bir damla tween 20 damlatilmis %5’luk sodyum
hipoklorid ile 5 dakika steril edildi. Daha sonra steril kabin i¢ine aktarilan eksplantlar 4 kere

steril saf su ile durulandi. Sonra sterilize edilmis filtre kagitlar1 tizerinde ug¢ kisimlar1 kesilerek

klorofilli kisimlari in vitro kiltirde kullanildi.
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3.2.1.1.12 EKim Asamasi

Yiizey sterilizasyonu yapilmis olan tiirlerin gametofit apikal u¢ eksplantlar1 ve kapsiilleri
steril pens yardimiyla bek alev yakininda hazirlanmis besin ortamlarina ekimi yapildi. Ekim
yapilirken her petriye ortalama 5 gametofit apikal u¢ eksplant1 ve kapstillerde petri ylizeyinde

5 farkli noktaya sporlarin serpilmesi saglanacak sekilde ekim islemi yapildi.

3.2.1.1.13 Ekimi Yapilan In Vitro Kulturlerde Karsilasilan Kontaminasyon Problemi

Zonguldak boélgesinde komdur tozu partikillerinin havadaki bakteriyel kontaminasyonlara
neden olan ajanlar1 tasimasi nedeniyle kiiltiir ortamlar1 olumsuz ydnde etkilendi. BEU
Bilimsel Arastirma Projeleri Destekleme Fonu tarafindan finanse edilen 2012-10-06-12
numarali projemiz aracilifiyla alman 3 adet UFO UV filtreli O, Temizleyici yardimiyla
mantar sporlart ve mikroorganizmalarin  kiiltir ortaminda olusturdugu olumsuz
kontaminasyonlarin asgari diizeye indirgenmesi saglanmistir. Bitki Doku Kiiltlir Laboratuvari
haftalik peryotlarla ozonla temizlenerek sterilizasyonu yapilmaktadir. Bugline kadar in vitro
kalturd  yapilan biitiin = 0rneklerde kontaminasyon yizdesi %95’leri buldugundan

kontaminasyon sayimi yapilmamaistir.

3.2.1.1.14 inkiibasyon ve Alt Kiiltiir islemi

Inkiibasyon odasinda 1s1k siddeti 2000-3000 liiks arasinda degismektedir. Orneklerin ekildigi
petriler 22-24°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasinda, 2200 liiks 1s1k altinda 4 hafta inkiibe
edildi. 8 farkli modifiye MS ortamina ekilen eksplantlardan elde edilen kiltrler 4-5 haftalik

periyotlarla steril kabinde petrilerden alinarak hazirlanan yeni ortamlarda alt kiiltiire alindi.
3.2.1.1.15 istatistik Analiz
Alt kiiltiire alinan tiirlerin 3 veya 4 haftalik periyotlarla uzama miktarlarini tespit etmek

amaciyla Olympus E-410, Fujitsu Finepix fotograf makineleri ve Leica Marka stereo

mikroskop ile fotograf ¢ekimleri yapildi.
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Kiiltiirlerdeki kontaminasyon sayimlari haftalik olarak yapildi. Kontamine olan kulttrlerde
istenmeyen mikroorganizmalar tiim petriye yayilmadiysa, kurtarilmasi miimkiin olan tiirler

yeniden steril ortamlara aktarilarak canli kalmasi saglandi.

In vitro kdltlrlerin biiyiimeleri dairesel olmasindan dolay1 ¢ap 6lgiimleri yapildi. Bu 6lgtimler

tizerinde ortalama degerler hesaplanarak standart hata degerleriyle grafikleri olusturuldu.

Kiiltiire alinan bitkilerin biiyiimeleri,antioksidan aktiviteleri ve igerdigi fenolik bilesiklerin

standart sapma, standart hata hesaplamalarinda Microsoft Office 2013 Excel programi ve
IBM SPSS 22’den yararlanildi.

3.3 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

3.3.1 B. capillare, S. palustre ve T. alopecurum Ekstraksiyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ik olarak B. capillare, S. palustre ve T. alopecurum’un dogadan toplanan taze Ornekleri
¢cesme suyunda temizlendi. Temizlenen ornekler liyafilizator yardimiyla kurumasi saglandi ve
ornekler havanda doviilerek toz haline getirildi. Her tiir i¢in hassas terazide 1’er gr tartild.
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini her tiir i¢in 2 adet 1’er gr toz 6rnek kullanildi.
Deneye baglamadan 6nce kullanilacak cam malzemeler sivi sabunla yikanarak kurutuldu ve
%99,9’luk MeOH’ten gegirildi. Ekstrakt islemlerinde kullanilmak itizere 500 ml %80’lik
MeOH hazirlandi. Kullanilacak 6 adet Erlenmayer etiketlendi. B. capillare, S. palustre ve T.
alopecurum 1’er g toz ornekleri erlenmayerlere bosaltildi. Erlenmayerlere 10 ml %80°1ik
MeOH eklendi ve 26 °C 180 rpm’de ¢alkalayicida 1 saat calkalamaya birakildi. Bu sirada
stizme islemlerinin yapilacagi 6 adet 25 ml’lik balon joje hazirlandi ve erlenmayerlerdeki isim
sirasina gore etiketlendi. Filtre kurutma kagitlarindan 6 adet siizme kagidi huni seklinde
hazirland1 ve balon jojelerin {izerine yerlestirilen cam hunilerin igine konuldu. 1 saatlik
calkalama isleminin tamamlanmasiyla ekstraksiyon ¢ozeltisi balon jojelere dokiilerek siizme
islemi yapildi. Stizme isleminin ardindan filtre kagitlar1 tizerinde suzilintiden kalan kisimlar
tekrar erlenmayerlere dokildi ve uzerlerine %80°lik 15 ml MeOH eklendi ve 26 °C 180
rpm’de 24 saat calkalanmak {izere g¢alkalayici yerlestirildi. Bu islemin ardindan
erlenmayerdeki ekstraksiyon cozeltisi tekrar balon jojelere siizme islemleri yapildi. %80’lik
MeOH ugurmak igin 6 adet silifli balon ve adaptor kullanildi. Silifli balonlar %99,9’luk

MeOH ile temizlenerek kurutuldu. Bu islemden sonra silifli balonlar etiketlenerek bos daralari

55



hassas terazide tartildi.Siizme islemi yapilan 6 adet balon joje igerisindeki %80’lik
MeOH-+ekstraktsiyon karisimi silifli balonlara dokiildi. Ugurma islemi igin BUCHI marka
rotaevaporator kullanildi. 45 °C banyoda %80’lik MeOH’lii ugurma islemi yapildi. Ugurma
isleminin ardindan balonlardakalan esktraktlarin kuru agirligini belirlemek i¢in hassas
terazide briit agirliklart tartildi. Balon dibine ¢okelen ekstrakti ¢ozmek i¢in 2 ml %99,9’luk
MeOH dokdlerek ultrasonic banyoda ¢6ziinmeleri saglandi. Cozlinen 2 ml’lik ekstraktlar,
%99,9’luk MeOH ile durulanip kurutulan ve etiketlenen flakonlarda 4 °C’de buzdolabinda
sakland1. Deneyde (¢ tirtin 2 ml’lik ekstraktsiyon ¢ozeltilerinden 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
ug/ml, 125 pg/ml olmak tizere 4 farkli dillisyonda konsantrasyon degerlerine gore etiketlenen
24 adet flakona koyuldu. Ayni islem antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu bilinen yapay
antioksidanlar BHT (Bitilhidroksi toluen) ve BHA (Biitilhidroksianisol) dogal antioksidan
oldugu bilinen Askorbik asit yine 4 farkli konsantrasyonda (1000 pg/ml, 500 ug/ml, 250
pug/ml, 125 pug/ml) olacak sekilde hazirlandi.

3.3.2 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: DPPH serbest radikali
1siktan etkilendiginden dolayr 100 ml’lik erlenmayerin etrafi alimiyum folyo ile 1s1k
almayacak sekilde sarildi. Hassas terazide darasi alinarak Sigma-Aldrich’den temin edilen
DPPH 2,4 gr tartildi. Daha 6nce hazirlanmig 100 ml %70°lik MeOH ile ¢ozuld(.

BHA (Butil hidroksi anisol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 gr BHA hassas terazide tartilarak
10 ml %99,9’luk MeOH ile erlenmayerde ¢6zuldiu.1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125

ng/ml ¢ozeltileri hazirlandi.

BHT (Bdatil hidroksi toluen) c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 gr BHT hassas terazide tartilarak
10 ml %99,9’luk MeOH ile erlenmayerde ¢ozildi. 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125

ng/ml ¢ozeltileri hazirlandi.
Askorbik Asit cozeltisinin hazirlanmasi: 1 gr askorbik asit hassas terazide tartilir ve

%80’luk 10 ml MeOH ile erlenmayerde ¢6zuldiu. 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125

ng/ml ¢ozeltileri hazirlandi.
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Ekstraksiyon cozeltilerinin hazirlanmasi: Silifli balonlardan ugurulan %80’lik MeOH
sonrast kalan total ekstrakt miktarlar1 hesaplandi ve B. capillare, S. palustre ve T.
alopecurum’a ait ekstraskiyonlarin 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 125 ug/ml ¢ozeltileri

hazirlandi.

3.3.3 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinde Kullanilacak Cihaz

DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi islemi ic¢in 8 kiivet gozli Tetra
Marka T80+ UV/VIS Spectrometer PG Instruments Modeli kullanildi.

3.3.4 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinin UV-Spektrofotometre Okunmasi

Ilk olarak UV-Spektrofotometre’de kullanilacak disposable kiivetler kullanilmadan &nce
%99,9 MeOH ile yikanarak kurutuldu. Calismada disposable kiivetler ile cam kivetlerin
absorbans degerleri karsilastirilarak aralarinda 30 nm absorbansi farki oldugu gézlendi. Cam

kiivet sayis1 azligindan disposable kiivetler tercih edildi.

Flakonlarda bulunan 2000ug/2ml, 1000 pg/2ml, 500 pg/2ml, 250 ug/2ml hazirlanan bitki
ekstraksiyon cozeltileri, BHT, BHA, askorbik asit ¢ozeltilerinin tizerine otomatik pipetle 2 ml
DPPH eklenerek 30 dk karanlik dolapta oda sicakliginda bekletildi (Sekil 3.4).

UV-Spektrofotometre’de ilk olarak blank zero gozine 4 ml %99,9’luk MeOH disposable
kiivet koyularak autozero islemi yapildi. DPPH radikali ile reaksiyona giren 4 farkli
dilusyondaki c¢ozeltiler ilk gbze 1000 pg/ml, 2. géze 500 pg/ml,3. goze 250 pg/ml, 4. goze
125 pg/ml ve 5 goze kontrol olarak ¢ozelti eklenmemis DPPH olacak sekilde yerlestirildi.
UV-Spektrofotometre yazilimi programlanarak her gézde bulunan ¢ozelti 517 nm absorbansta

1 dakika araliklarla 3 tekrarli okuma islemi yapildi.
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Sekil 3.4 BHT c¢ozeltisinin DPPH ile reaksiyona girdikten sonra aldigi renk

3.3.5 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bryofit orneklerinin serbest radikali giderim aktivitesi tayin yontemi DPPH radikali
kullanilarak Ol¢tilmistiir. Ekstrelerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali
giderim aktiviteleri Sanchez-Moreno metoduna goére yapilmistir (Wang and Lee 1996).
Orneklerin absorbansindaki degisimler Tetra UV spektrofotometredekdr olarak kullanilan
metanole 517nm’de okundu. Radikal yok etme aktivitesi DPPH serbest radikali giderim
aktivitesinin yiizde inhibisyonu (%) olarak ifade edildi ve asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi (Yen and Duh 1994, Ellnain et al. 2003, Abdille et al. 2005).

Abcontrol —Abbrnek
Inhibisyon (%) = X 100
Abcontrol

3.4 Toplam Fenol Miktar Tayini

3.4.1 Toplam Fenol Miktar Tayini icin B. capillare, S. palustre ve T. alopecurum

Ekstraksiyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ik olarak B. capillare, S. palustre ve T. alopecurum’un dogadan toplanan taze Ornekleri
¢cesme suyunda temizlendi. Temizlenen ornekler liyafilizator yardimiyla kurumasi saglandi ve
ornekler havanda doviilerek toz haline getirildi. Her tiir i¢in hassas terazide 1’er gr tartildi.
Deneye baslamadan once kullanilacak cam malzemeler sivi sabunla yikanarak kurutuldu ve
%99,9’luk MeOH’ten gecirildi. Ekstrakt islemlerinde kullanilmak tizere 500 ml %80’lik
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MeOH hazirlandi. Kullanilacak 6 adet erlenmayer etiketlendi. B. capillare, S. palustre ve T.
alopecurum 1’er g toz Ornekleri erlenmayerlere bosaltildi. Erlenmayerlere 10 ml %80’lik
MeOH eklendi ve 26°C, 180 rpm’de ¢alkalayicida 1 saat galkalamaya birakildi. Bu sirada
stizme islemlerinin yapilacagi 6 adet 25 ml’lik balon joje hazirland1 ve erlenmayerlerdeki isim
sirasina gore etiketlendi. Filtre kurutma kagitlarindan 6 adet siizme kagidi huni seklinde
hazirland1 ve balon jojelerin iizerine yerlestirilen cam hunilerin i¢ine konuldu. 1 saatlik
calkalama igleminin tamamlanmasiyla ekstraksiyon ¢ozeltisi balon jojelere dokiilerek slizme
islemi yapildi. Siizme isleminin ardindan filtre kagitlar1 iizerinde siiziintiiden kalan kisimlar
tekrar erlenmayerlere dokildi ve uzerlerine %80°lik 15 ml MeOH eklendi ve 26 °C 180
rpm’de 24 saat calkalanmak {izere g¢alkalayici yerlestirildi. Bu islemin ardindan
erlenmayerdeki ekstraksiyon ¢ozeltisi tekrar balon jojelere siizme islemleri yapildi. %80’lik
MeOH ugurmak i¢in silifli balon ve adaptérlerkullanildi. Silifli balonlar %699,9’luk MeOH ile
temizlenerek kurutuldu. Bu islemden sonra silifli balonlar etiketlenerek bos daralari hassas
terazide tartildi. Slizme islemi yapilan 6 adet balon joje icerisindeki %380’lik
MeOH+ekstraktsiyon karisimi silifli balonlara dokiildii. Ugurma islemi i¢in BUCHI marka
rotaevaporator kullanildi. 45 °C banyoda %80°lik MeOH’lii ugurma islemi yapildi. Ugurma
isleminin ardindan balonlarda kalan esktraktlarin kuru agirligimi belirlemek igin hassas

terazide briit agirliklar tartilarak hesaplandi.

3.4.2 Toplam Fenol Miktar Tayininde Kullamlacak Cihaz

Bu islem igin Tetra Marka T80+ UV/VIS Spektrofotometre Modeli kullanilmistir.

3.4.3 Toplam Fenol Miktar Tayini Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine gore yapilmistir
(Singleton and Rossi 1965). Hazirlanmis bitki ekstreleri, konsantrasyonlar1 2 mg/ml olacak
sekilde %75°lik EtOH ile ¢6ziildii. Daha sonra 6rnekten 20 pl alinip, iizerine sirastyla 1580 pl
distile su, 100 pl Folin-Ciocalteau reaktifi ve 300 pl % 20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
eklendi. Kalibrasyon egrisini olusturabilmek i¢in 15.62 mg/l, 31.25 mg/l, 62.5 mg/l, 125 mg/I,
250 mg/l, 500 mg/l konsantrasyonlarda gallik asit diliisyonlar1 hazirland1 ve 6rnek yerine
gallik asit diliisyonlar1 konularak diger ¢ozeltiler ayn1 miktarda ilave edildi. Tum 6érnekler
40°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda absorbanslar 765 nm dalga boyunda

kor olarak kullanilan etanole karsi spektrofotometrede okundu. Gallik asit c¢ozeltileri
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yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, 6rnegin absorbansi kullanilarak toplam fenol

konsantrasyonu gallik asit esdegeri olarak hesaplandi.

3.5 HPLC-UV Analizleri

3.5.1 HPLC-UV Analizleri Ii¢in Farkh Tarihlerde Toplanan B. capillare, S. palustre ve T.
alopecurum’un Herbaryum Ornekleri, Dogadan Toplanan Taze Ornekleri ve 8
Farkh MS Ortaminda Yetistirilen in vitro Kaudltdrlerin Ekstraksiyon

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ik olarak U tuirlin dogadan toplanan taze &rnekleri ve farkl: tarihlerde toplanmis B. capillare
ve T. alopecurum’un herbaryum ornekleri gesme suyunda temizlendi. In vitro kultir érnekleri
ve ¢cesme suyunda temizlenen ornekler liyafilizatdr yardimiyla kurumasi saglandi ve 6rnekler
havanda dovilerek toz haline getirildi ve hassas terazide 1’er gr olarak tartildi. Deneye
baslamadan o©nce kullanilacak cam malzemeler sivi sabunla yikanarak kurutuldu ve
%99,9’luk MeOH’ten gegirildi. Ekstrakt islemlerinde kullanilmak tizere 1000 ml %80’lik
MeOH hazirlandi. Kullanilacak erlenmayerler etiketlendi. Tum 1 g’lik toz Ornekler
erlenmayerlere dokildi. Erlenmayerlere 10 ml %80’lik MeOH eklendi ve 26 °C 180 rpm’de
calkalayicida 1 saat ¢alkalamaya birakildi. Bu sirada siizme islemlerinin yapilacagi 25 ml’lik
balon jojeler hazirlanarak etiketlendi. Filtre kurutma kagitlarindan kagit huniler hazirlandi ve
balon jojelerin iizerine yerlestirilen cam hunilerin igerisine konuldu. Calkalama isleminin (1
saat) tamamlanmasiyla ekstraksiyon ¢ozeltisi balon jojelere dokiilerek siizme islemi yapildi.
Stizme isleminin ardindan filtre kagitlar1 iizerinde siiziintiiden kalan kisimlar tekrar
erlenmayerlere dokildi ve tzerlerine %80°lik 15 ml MeOH eklendi ve 26 °C 180 rpm’de 24
saat calkalanmak {izere calkalayiciya yerlestirildi. Bu islemin ardindan erlenmayerdeki
ekstraksiyon ¢ozeltisi tekrar balon jojelere slizme islemleri yapildi. %80’lik MeOH ugurmak
icin silifli balon ve adaptorler kullanildi. Silifli balonlar %99,9’luk MeOH ile temizlenerek
kurutuldu. Bu islemden sonra silifli balonlar etiketlenerek bos daralar1 hassas terazide tartildi.
Stizme islemi yapilan balon jojeler icerisindeki %80’lik MeOH-+ekstraktsiyon karigimlari
silifli balonlara dokiildii. BUCHI marka rotaevaporator kullanilarak 45°C banyoda %80’lik
MeOH’(in ugurma islemi yapildi. Ugurma isleminin ardindan balonlarda kalan esktraktlarin
kuru agirligimi belirlemek i¢in hassas terazide briit agirliklar: tartildi. Balon dibine ¢okelen

ekstrakti ¢6zmek i¢in 2 ml %99,9’luk MeOH ddkiilerek ultrasonic banyoda ¢oziinmeleri
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saglandi. Cozilinen 2 ml’lik ekstraktlar amber renkli viallere koyularak 4 °C’de buzdolabinda

saklandi.
3.5.2 HPLC-UV Analizi icin Standartlarin Kromatogram

HPLC analizlerinde gerek hareketli fazin hazirlanmasinda ve gerekse de fenolik bilesik
standartlarinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar HPLC safliginda Sigma Aldrich’ten
temin edildi. Sigma Aldrich’ten temin edilen 12 farkli standardin kalibrasyon egrisini
olusturmak i¢in HPLC safliginda %100°lik MeOH kullanilarak 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm,
25 ppm, 20 ppm, 10 ppm, 5 ppm ve 2,5 ppm olarak hazirlandi ve kromatogramlar ¢izildi
Sekil 3.5, 3.6, 3.7). Ayrica tiim standartlar i¢in lineer cevaplari (R2>O,97-0,99 araliginda) elde
edildi. Kullanilan 12 farkli fenolik bilesik standartlarinin analizlerdeki alinkonma zamanlari

asagida verilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 12 farkl standart fenolik bilesigin alikonma zamanlari

Standart Bilesik Allkonma Zamani
Sikimik Asit 1,21
Gallik Asit 2,54
Daidzein 4,16
Formononetin 5,49
Kafeik Asit 8,23
p-kumarik asit 11,95
Taksifolin 13,63
Rosmarinik Asit 16,43
Kaempferol 23,73
Genistein 30,15
Kuersetin 31,37
Biokanin A 39,90
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Sekil 3.5 Standartlarin HPLC-UV kromatogramlari (100ppm) (254 nm): (1) gallik asit, (2)
kafeik asit, (3) p-kumarik asit, (4) taksifolin, (5) rosmarinik asit, (6) kaemferol, (7)
genistein, (8) kuersetin, (9) biokanin A.
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Sekil 3.6 Standartlarin HPLC-UV kromatogramlar1 (250ppm) (254 nm): (1) daidzein (2)
formononetin
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Sekil 3.7 Standartlarin HPLC-UV kromatogramlari (100 ppm) (230 nm): (1) Sikimik Asit

3.5.3 HPLC Analizlerinde Kullamlan Cihaz ve Kolon Bilgileri

HPLC cihaz1 Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 variable Waveleght Detector, WPS-
3000SL Analytical Autosampler marka ve modelidir. Analizlerde kullanilan kolon Thermo
Scientific Acclaim TM 120 C18 3ul 120 A 4,6x150 mm’dir.

3.5.4 HPLC-UV Analizi Gradiyent Eltsyon Programlar:

HPLC-UV analizlerinde 3 farkli gradiyent elisyon programi uygulanmistir. 9 standart (gallik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, taksifolin, rosmarinik aist, kaempferol, genistein, kuersetin ve
biokanin A) karisimi hazirlanarak Cizelge 3.7°de belirtilen gradiyent eliisyon programinda 0,9
ml/dk akis hizinda 20 pl enjekte edilerek maksimum absorbans 254 nm’de kromatogramlari
cizilmigtir. Daidzein ve formononetin standartlar1 igin Cizelge 3.8’de belirtilen gradiyent
eliisyon programinda 0,5 ml/dk akis hizinda 20 pul enjekte edilerek maksimum absorbans 254
nm’de kromatogramlar1 ¢izilmistir. Sikimik Asit standardi i¢in Cizelge 3.9’da belirtilen
gradiyent ellisyon programinda 0,9 ml/dkakis hizinda 20 pl enjekte edilerek maksimum
absorbans 230 nm’de kromatogramlari ¢izilmistir.
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Cizelge 3.7 Farkli 9 standardin (gallik asit, kefeik asit, p-kumarik asit, taksifolin, rosmarinik
asit, kaempferol, genistein, kuersetin ve biokanin A) HPLC-UV gradiyent
elisyon programi

Akis Hizi ml/dk Zaman (dk) %A %B (Ultra Saf Su) +
(Asetonitril) %1 Formik Asit
(VIV)
0,9 0 95 5
0,9 3 85 15
0,9 13 75 25
0,9 25 70 30
0,9 35 65 35
0,9 39 60 40
0,9 42 55 45
0,9 44 50 50
0,9 47 45 55
0,9 50 30 70
0,9 56 25 75
0,9 60 20 80
0,9 70 10 90

Cizelge 3.8 Daidzein + Formononetin standartlarinin HPLC-UV gradiyent ellisyon programi

Akis Hizi ml/dk Zaman (dk) %A (Metanol) %B (Ultra Saf Su)

0,5 0 20 5
0,5 0 20 15
0,5 \ 20 20 25

Cizelge 3.9 Sikimik asit standardinin HPLC-UV gradiyent elisyon programi

Akis Hizi ml/dk Zaman (dk) %A %B (Ultra Saf Su)
(Asetonitril)
0,9 \ 0 95 5
0,9 ‘ 0 95 5
0,9 3 85 15
0,9 ‘ 13 75 25
0,9 25 70 30
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bryum capillare, Sphagnum palustre ve Thamnobryum alopecurum’un in Vitro
Kiiltiirlerinin 8 Farkh MS Ortaminda Biiyiime Miktarlarinin Istatistiksel

incelenmesi

Calismanin ilk aylarinda in vitro kultlr( yapilan tiirler arasinda B. capillare’nin spor ve
gametofit apikal ug kultlrlerinde basarili biiyiime gozlenirken, S. palustre ve T. alopecurum
tiirlerinde yasanan kontaminasyondan dolay1 basarili bir rejenerasyon saglanamadi. Sonraki
aylarda MS ortamlarinda yapilan yeni modifikasyonlarla olusturulan 8 farkli modifiye MS

ortaminda S. palustre ve T. alopecurum tiirlerinde de basarili sekilde rejenerasyon saglandi.

4.1.1 B. capillare’nin in vitro Spor ve Gametofit Kiiltiir Sonuclar:

B. capillare olgun kapstllerin yiizey sterilizasyonu sonrasi spor kiiltiirlerinde %100’e yakin
basart saglandi. Gametofitlerin apikal uglarinin ylzey sterilizasyonu sonrasi in Vvitro
kiltarlerinde 9%90-95 civarinda mantar, alg ve bakteri kontaminasyonuyla karsilasildi.
Kontaminasyon baslayan petrilerde, temiz dokular kurtarilarak yeniden ayni MS ortami
petrilerine aktarildi. B. capillare spor ve gametofit apikal u¢ kdltirleri her 4-5 haftalik
peryotlarla alt kiiltiire alinarak 6 aylik siireyle biiyiime verileri elde edildi (Sekil 4.1, 4.2, 4.3).
Ekimleri yapilan 6rneklerin kiiltiir baslangicindan 10-14 giin sonrasinda protonemal evrenin
baslangiciyla kloronema ve kaulonema olusumlari, 1-2 ay sonrasinda yeni protonemalar
gelisme gosterdi ve daha ileri ki aylarda gametofit olusumlar1 g6zlenmistir. Biiylimeleri
sirasinda kiiltiirlerin 4-5 haftalik ¢ap olgtimleri yapilmistir. B. capillare’nin spor ve gametofit
kalturlerinde en iyi buyimenin MS; ortami1 oldugu belirlendi. Ayrica en iyi gelisim goriilen

bu ortamdaki aylik ortalama ¢ap biiyiime miktarlarida asagida verilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1 B. capillare in vitro spor kultiirii gelisiminin gosterilmesi a, b) 1-2 haftalik; c, d) 3-4
haftalik; e, f) 6-8 haftalik; g, h,) 10-12 haftalik; j, k) 14-16 haftalik; I) 18 haftalik; m,
n, 0) 20-24 haftalik spor kilturleri; ve in vitro gametofit kiltiriiniin gelisiminin
gosterilmesi p) ilk ekim; r, s) 2-4 haftalik; t) 8 haftalik; u, v) 12-16 haftalik; y) 20
haftalik; z) 24 haftalik gametofit kiltrleri
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Sekil 4.2 B. capillare sporlarinin farkli MS ortamlarindaki in vitro kultirlerinin 6 aylik
ortalama cap biiylime miktarlarinin (mm) karsilastirilmasi
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Sekil 4.3 B. capillare gametofit apikal ug in vitro kaltdrlerinin farkli MS ortamlarindaki 6
aylik ortalama ¢ap biiyiime miktarlarinin (mm) karsilastiriimasi
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Sekil 4.4 B. capillare spor ve gametofit apikal ug in vitro kilturlerinin MS; ortamindaki aylik
ortalama ¢ap biiylime miktarlarinin (mm) karsilastirilmasi

4.1.2 S. palustre’nin in vitro Gametofit Kiiltiir Sonuclar

S. palustre tiiriinde sporofit evreyi yakalamak oldukga gii¢ oldugundan, in vitro kilturleri
bitkinin sadece gametofitin apikal u¢ kisimlarindan yapilmistir. Bu denemelerde modifiye
ettigimiz MS ortaminda bitkinin meristematik hiicrelerinin aktif ve bol oldugu klorofilli
kapitulumlarimin ekimi yapilmistir. Eksplantlarin ylizey sterilizasyonlarinda %100’e yakin
basart saglanmistir. S. palustre’nin gelisim evresinde tallus protonema gametoforlarin
olusumu 2-4 haftalik siirecte goriilmiiye baslanmistir. Ilerleyen aylarda bitkinin gelisimi
sirasinda tallus protonema gametoforlar siklikla gézlendi. Biiyiimeleri sirasinda kiiltiirlerin 4-
5 haftalik ¢ap Ol¢iimleri yapilmistir. S. palustre’nin gametofit kultrlerinde en iyi blylme
MS; ortaminda gorilmiistiir (Sekil 4.5, 4.6). Ayrica en iyi gelisim goriilen bu ortamdaki aylik
ortalama ¢ap biiylime miktarlarida asagida verilmistir (Sekil 4.7).
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Talluslu
protonema

Talluslu
protonerha

Sekil 4.5 S. palustre in vitro gametofit kiiltiirliniin gelisiminin gosterilmesi a) ilk ekim; b, ¢, d)
2-4 haftalik; e, f) 6-8 haftalik; g, h) 12-16 haftalik; i) 20 haftalik; j) 24 haftalik
gametofit kalturleri
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Sekil 4.6 S. palustre gametofit kapitulum in vitro kilturlerinin farkli MS ortamlarindaki 6
aylik ortalama ¢ap biiyiime miktarlarinin (mm) karsilastiriimasi
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Sekil 4.7 S. palustre gametofit apikal ug in vitro kilturlerinin MS; ortamindaki aylik ortalama
cap biylme miktarlari (mm)

4.1.3 T. alopecurum’un in vitro Spor ve Gametofit Kiiltiir Sonuglari

T. alopecurum olgun kapsullerin yiizey sterilizasyonu sonrast spor kiiltiirlerinde %100’e
yakin basar1 saglandi. Gametofitlerinden hafif sert dokuya sahip apikal uglarin filizlenmeye
baslayan kisimlarmin ylizey sterilizasyonu sonrasi in vitro kulturlerinde %90-95 civarinda
mantar, alg ve bakteri kontaminasyonuyla karsilasildi. Kontaminasyon baslayan petrilerde,
temiz dokular kurtarilarak yeniden ayni MS ortami petrilerine aktarildi. T. alopecurum’un
spor ve gametofit apikal ug kilttrleri her 4-5 haftalik donemlerde alt kiiltlire alinarak 6 aylik
stireyle buyume verileri kaydedildi. Ekimleri yapilan spor kulturlerinin baslangicindan 2-4
haftalik stire igerisinde protonemal fazin baslangiciyla kloronema ve kaulonema olusumlari
gozlendi. Gametofit kultilerinde ise 8-10 haftalik siire igerisinde direkt olarak sert doku
eksplantlarindan filizlenerek yan siirglinler gelismeye basladi (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11)
Biiytimeleri sirasinda kiiltiirlerin 4-5 haftalik ¢ap 6l¢iimleri yapilmigtir. T. alopecurum’un
spor kultlrlerinde en iyi buyiime MS; iken ve gametofit kultlrlerinde ise en iyi blylime MS;
ortaminda gorilmiistiir. Ayrica en iyi gelisim goriilen ortamlardaki aylik ortalama cap

biiyime miktarlari da asagida verilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.8 T. alopecurum in vitro spor kiiltiirii gelisiminin gosterilmesi a, b) 2-4 haftalik; c, d)
8-10 haftalik; e, f) 14-16 haftalik; g) 22 haftalik; ve in vitro gametofit kilturinin
gelisiminin gosterilmesi h) ilk ekim; i,j) 8-10 haftalik; k) 20 haftalik gametofit
Kaltdrleri
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Sekil 4.9 T. alopecurum sporlarindan ekimi yapilan kiiltiirlerin farkli ortamlar tizerindeki 6
aylik ortalama biiyiime miktarlarinin (mm) karsilastiriimasi
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Sekil 4.10 T. alopecurum gametofit apikal uc¢ eksplantinin MS; ortamindaki in vitro
kaltaranun 6 aylik ortalama c¢ap blylime miktari
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Sekil 4.11 T. alopecurum’un MS; ortamindaki spor ve MS; ortamindaki gametofit apikal ug
eksplantlarinin in vitro kiiltiirlerinin aylik ortalama ¢ap biiylime miktarlarinin
(mm) karsilastirilmasi

73



4.2 Bryum capillare, Sphagnum palustre ve Thamnobryum alopecurum’un Dogadan
Toplanan Taze Orneklerinin DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi ve Total

Fenol Tayini

4.2.1 DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Antioksidan maddeler ortamdaki serbest radikalleri giderebildigi 6lctide kuvvetlidir. DPPH
metoduna gore yapilan radikal giderme deneylerinde 517 nm de 6lgiilen absorbanslara bagli
olarak DPPH serbest radikal giderme aktivitesi’nin %inhibisyon degerleri Cizelge 4.1°de ve
Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Yuksek antioksidan aktiviteleri oldugu bilinen BHT, BHA, askorbik asidin ve
bryofit tarleri ekstraksiyon DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ylzdeleri

(%)
BHT 88,92+0,81
BHA 91,25+0,69
Askorbik Asit 92,81+0,04

B. capillare (1. Deneme) 83,98+0,53
B. capillare (2. Deneme) 86,09+1,01
S. palustre (1. Deneme) 55,22+1,59
S. palustre (2. Deneme) 51,94+1,09
T. alopecurum (1. Deneme) 48,24+3,78
T. alopecurum (2. Deneme) 53,79+0,85

DPPH Serbest Radikal Giderme ARKUIvitesi (%)
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Sekil 4.12 BHT, BHA, askorbik asidin ve bryofit ekstraksiyonlarinin antioksidan aktivitesinin
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi yuzdelerinin karsilastiriimasi
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B. capillare’nin DPPH yontemiyle elde edilen sonuglarina bakildiginda, dogal antioksidan
askorbik asit ve sentetik antioksidan oldugu bilinen BHT, BHA ile karsilastirildiginda yiiksek
serbest radikalleri giderme aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. T. alopecurum ve S.

palustre’de ise bu DPPH serbest radikal giderme aktivitesinin az oldugu goriilmektedir.

4.2.2 Folin-Ciocaltaeu Yontemine Gore Toplam Fenol Sonuclari

Folin-Ciocaltaeu yontemine gére yaptigimiz toplam fenolik madde konsantrasyonlari, gallik

aside esdeger bazda gallik asidin kalibrasyon grafiginden hesaplanmistir (Sekil 4.13). Elde
edilen bulgular Cizelge 4.2°de ve Sekil 4.14°te gosterilmistir.
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Gallik Asit Absorbans Degerleri

Sekil 4.13 Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standardi kullanilarak hazirlanan
standart ¢alisma grafigi

Cizelge 4.2 Bitki ekstrelerinin ortalama total fenol miktarlar

Ornek mg/l (gallik asit esdegeri)

B. capillare 0,034+0,004
S. palustre 0,032+0,004
T. alopecurum 0,0065+0,0015
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Sekil 4.14 Bitki ekstrelerinin ortalama total fenol miktarlar grafigi

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarini olustururlar (Tunalier vd.
2002). Bu nedenle bir maddenin antioksidan etki yoniinden giict igerdigi fenolik madde
miktarina baghdir. Bu amagla Folin-Ciocaltaeu yontemiyle yapilan deneyde toplam fenolik
madde icerigi mg/l gallik asit cinsinden hesaplanmistir. Bu degerlere gore B. capillare ve S.
Palustre’nin, T. alopecurum’a gore daha fazla fenolik madde igerdigi belirlenmistir.

4.2.3 Fenolik Bilesiklerin Kantitatif olarak HPLC-UV ile Belirlenmesi

B. capillare ve S. Palustre’nin T. alopecurum’da dogadan toplanan, farkli aylara ait
herbaryum numunelerinden, in vitro doku kilturayle Gretilen 6rneklerinden 12 standarda ait
(gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, taksifolin, rosmarinik asit, kaempferol, genistein,
kuersetin, biokanin A,daidzein, formononetin, sikimik asit) lineer cevaplar (r*>0,97-0,99
araliginda) dogrultusunda kantitatif madde miktar1 belirlendi. Calisilan tiim 6rneklerin sikimik
asit miktar1 genellikle yiiksek miktarda oldugu tespit edildi. Diger fenolik bilesiklerin tig tiirde
bulunan miktarlar farklilik gostermektedir. Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5’te bu ii¢ tiire ait 12 farkl

fenolik bilesik miktarlar: verilmistir.

B. capillare’nin dogadan toplanan taze Ornekleri ve herbaryum Ornekleri kullanilan

standart fenolik bilesikler yoniinden karsilastirildiginda;

en ylksek gallik asit miktar1 (1,20784+0,452 mg/g) herbaryumdan alinan 9. ay G6rneginde
bulundugu; en yiiksek kafeik asit miktar1 (0,04879+0,041 mg/g) herbaryumdan alinan 3. ay
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orneginde bulundugu; en yiiksek p-kumarik asit miktart (0,29558+0,1748 mg/Q)
herbaryumdan alman 3. ay oOrneginde bulundugu; en yiiksek taksifolin miktart
(0,10763+0,09941 mg/g) herbaryumdan alinan 6. ay Orneginde bulundugu; en yiiksek
rosmarinikasit miktar1 (0,32837+0,137 mg/g) herbaryumdan aliman 9. ay Orneginde
bulundugu; en yiiksek kaempferol miktari (0,0444+0,0842 mg/g) herbaryumdan alinan 9. ay
orneginde bulundugu; en yiiksek genistein miktar: (0,035+£0,011 mg/g) herbaryumdan alinan
3. ay orneginde bulundugu; en yiikksek kuersetin miktar1 (0,0507+0,0372 mg/g)
herbaryumdan aliman 4. ay oOrneginde bulundugu; en yiiksek biokanin A miktar
(0,05705+0,0241 mg/g) herbaryumdan alinan 9. ay 6rneginde bulundugu; en ylksek daidzein
miktar1 (0,3242+0,2426 mg/g) herbaryumdan alinan 5. ay 6rneginde bulundugu; en yiiksek
formononetin miktar1 (0,008+0,007 mg/g) herbaryumdan alinan 3. ay ¢rneginde bulundugu;
en yiksek sikimik asit miktar1 (0,17925+0,024 mg/g) herbaryumdan alinan 3. ay 6rneginde
bulundugu belirlendi. B. capillare’nin dogadan toplanan taze Ornekleri ve herbaryum
orneklerinin HPLC-UV kromotogramlari ve miktarlar asagida verilmistir (Cizelge 4.3) (Sekil
4.15,4.16, 4.17,4.20, 4.21, 4.22, 4.25, 4.26, 4.27).

B. capillare’nin in vitro spor kultirleri kullanilan standart fenolik bilesikler yoniinden

karsilastirildiginda;

en yuksek gallik asit miktar1 (0,06765+0,0094 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek
kafeik asit miktar1 (0,43077+0,0221 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek p-kumarik
asit miktar1 (0,06775+0,041 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek taksifolin miktar
(0,03758+0,0231 mg/g) MS; orneginde bulundugu; en yiiksek rosmarinikasit miktari
(0,01363+0,00248 mg/g) MSs orneginde bulundugu; en yiiksek kaempferol miktar
(0,02355+0,00246 mg/g) MS; Orneginde bulundugu; en yiiksek genistein miktari
(0,0251+0,019 mg/g) MS; orneginde bulundugu; en yiiksek Kkuersetin  miktari
(0,01369+0,0054 mg/g) MS; orneginde bulundugu; en yiiksek biokanin A miktari
(0,208+0,120 mg/g) MS, 6rneginde bulundugu; en yiiksek daidzein miktar1 (0,06464+0,054
mg/g) MS, 6rneginde bulundugu; en yiiksek formononetin miktari1 (0,0587+0,05 mg/g) MS,
orneginde bulundugu; en yiiksek sikimik asit miktar1 (261,653+21,84 mg/g) MS, 6rneginde
bulundugu tespit edildi. B. capillare’nin in vitro spor kultlrleri HPLC-UV kromotogramlari
ve miktarlar1 asagida verilmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.18, 4.23, 4.28).
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B. capillare’nin in vitro gametofit kultarleri kullanilan standart fenolik bilesikler

yonunden karsilastirildiginda;

en ylksek gallik asit miktar1 (0,11819+0,03652 mg/g) MSg 6rneginde bulundugu; en yiiksek
kafeik asit miktarlar1 (0,12859+0,0765 mg/g) MSs, MSg 6rneginde bulundugu; en yiiksek p-
kumarik asit miktart (0,16563+0,09675 mg/g) MSg o6rneginde bulundugu; en yiiksek
taksifolin miktar1 (0,18724+0,04975 mg/g) MSg Orneginde bulundugu; en yiiksek
rosmarinikasit miktart (0,1668+0,0003 mg/g) MS;3 o6rneginde bulundugu; en yiiksek
kaempferol miktar1 (0,03828+0,0284 mg/g) MSs 6rneginde bulundugu; en yiiksek genistein
miktar1 (0,04355+0,03978 mg/g) MSs 6rneginde bulundugu; en yiiksek kuersetin miktar
(0,02732+0,0061 mg/g) MSs orneginde bulundugu; en yiiksek biokanin A miktari
(0,3643+0,2 mg/g) MS, o6rneginde bulundugu; en yiiksek daidzein miktar1 (1,48083+0,92
mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek formononetin miktari (0,266+0,2147 mg/g) MS;
orneginde bulundugu; en yiiksek sikimik asit miktar1 (220,402+17,296 mg/g) MS, 6rneginde
bulundugu tespit edildi. B. capillare’nin in vitro gametofit kiltirleri HPLC-UV
kromotogramlari1 ve miktarlar1 asagida verilmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.19, 4.24, 4.29).
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Sekil 4.15 Dogadan toplanan Bryum capillare taze 6rneginden hazirlanmis ekstraktin 9’lu
standartta HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.16 Bryum capillare Herbaryum 3. Ay Orneginden hazirlanmis ekstraktin 9’lu
standartta HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.17 Bryum capillare Herbaryum 9. Ay Orneginden hazirlanmis ekstraktin 9’lu
standartta HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.18 Bryum capillare in vitro spor kultirinde en iyi buyime gozlemlenen MS3
orneklerinden hazirlanmis ekstraktin 9’lu standartta HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 4.19 Bryum capillare in vitro gametofit kiltiriinde en iyi blylime gbézlemlenen MS;
orneklerinden hazirlanmis ekstraktin 9’lu standartta HPLC-UV kromatogrami
(254 nm)
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Sekil 4.20 Dogadan toplanan Bryum capillare taze orneginden hazirlanmig ekstraktin
daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.21 Bryum capillare herbaryum 3. ay oOrneginden hazirlanmis ekstraktin
daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.22 Bryum capillare herbaryum 9. ay oOrneginden hazirlanmis ekstraktin
daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.23 Bryum capillare in vitro spor kultirinde en iyi biuyime gozlemlenen MS3
orneklerinden  hazirlanmis  ekstraktin ~ daidzein+formonetin ~ HPLC-UV
kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.24 Bryum capillare in vitro gametofit kiltiriinde en iyi blylme gozlemlenen MS;
orneklerinden  hazirlanmis  ekstraktin  daidzein+formonetin ~ HPLC-UV
kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.25 Dogadan toplanan Bryum capillare taze 6rneginden hazirlanmis ekstraktin sikimik
asit standardinda HPLC-UV kromatogrami (230 nm)
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Sekil 4.26 Bryum capillare herbaryum 3. ay 6rneginden hazirlanmig ekstraktin sikimik asit

standardinda HPLC-UV kromatogrami (230 nm)
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Sekil 4.27 Bryum capillare herbaryum 9. ay 6rneginden hazirlanmis ekstraktin sikimik asit

standardinda HPLC-UV kromatogrami1 (230 nm)
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Sekil 4.28 Bryum capillare in vitro spor kultirinde en iyi biuyime goézlemlenen MS3
orneklerinden hazirlanmis ekstraktin sikimik asit HPLC-UV kromatogrami (230

nm)
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Sekil 4.29 Bryum capillare in vitro gametofit kiltiriinde en iyi blylme goézlemlenen MS;
orneklerinden hazirlanmis ekstraktin sikimik asit HPLC-UV kromatogrami (230

nm)
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Cizelge 4.3 B. capillare’nin taze 6rnekleri, herbaryum ornekleri ve in vitro kiltir érneklerinin HPLC-UV analizleri sonucu bulunan fenolik
bilesik miktarlar1 (mg/g kuru agirlik) (nd=bulunamadi).

Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

Taze 6rnek

nd
0,00256+0,0014
0,00335+0,0024
0,02845+0,01875
0,00049+0,00021
0,00054+0,00047
0,00001+0,00001
0,00062+0,00031
0,00047+0,00014
0,01031+0,0024
0,00205+0,001
nd

Herbaryum 3. ay
0,43531+0,002
0,04879+0,041
0,29558+0,1748
0,03197+0,0214
0,00918+0,0047
0,0293+0,0174
0,035+0,011
0,0395+0,0291
0,03596+0,023
0,13272+0,097
0,008+0,002
0,17925+0,024

Bryum capillare mg/g

Herbaryum 4. ay
0,3778+0,021
0,0152+0,015
0,05818+0,04125
nd
0,01112+0,00094
0,01301+0,0034
0,0264+0,0128
0,0507+0,0372
0,03024+0,0189
0,22643+0,1117
0,00524+0,004
0,078+0,015

Herbaryum 5. ay
0,6792+0,51
0,0096+0,0092
0,06966+0,0324
nd
0,12024+0,0745
0,02275+0,01974
0,00283+0,00164
0,00533+0,00584
0,02226+0,0119
0,3242+0,2426
0,00522+0,004
0,05872+0,0112

Herbaryum 6. ay
0,17193+0,0962
0,00518+0,0049
0,03685+0,0214
0,10763+0,09941
0,00129+0,00068
0,00181+0,00028
0,01826+0,00745
0,0093+0,0041
0,0273+0,0165
0,0239+0,171
0,00709+0,006
0,0766+0,0512

Herbaryum 9. ay
1,20784+0,452
0,01861+0,09
0,05871+0,0312
nd
0,32837+0,137
0,0444+0,0842
0,0065+0,0047
0,022+0,017
0,05705+0,0241
0,13272+0,097
0,007+0,001
0,08062+0,021



JAS

Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

MS1
0,06765+0,0094
0,43077+0,0221
0,06775+0,041
0,0046+0,0045
0,00175+0,00084
0,00101+0,00058
0,00105+0,00065
0,00141+0,00028
0,02659+0,0168
0,0152+0,0165
0,01404+0,012
94,04582+7,3415

MS1

MS2

MS2

Cizelge 4.3 (devam ediyor)

MS3
0,00687+0,00024
0,00341+0,002
0,02313+0,0714
0,01015+0,01085
0,00177+0,00045
0,00077+0,00021
0,00056+0,00029
0,00079+0,00016
0,01512+0,0097
0,00584+0,0031
0,00508+0,003
79,28662+17,9326

MS3
0,0231+0,00035
0,0969+0,0001
0,3439+0,0002
0,0252+0,0005
0,1668+0,0003
0,0129+0,00072
0,0049+0,00003
0,0104+0,00001
18,8214+0,0174
0,3814+0,38
0,266+0,2147
41,8451+7,62

Bryum capillare Spor Kltirleri mg/g

MS4
0,02794+0,017
0,26099+0,19
0,0747+0,0541
nd

nd

nd
0,00114+0,00065
0,00468+0,0026
0,208+0,120
0,06464+0,054
0,0587+0,05
261,65+21,84

MS4
0,00437+0,00314
0,00479+0,0023
0,00657+0,00349
0,00879+0,003
0,00464+0,0021
0,00422+0,00351
0,00083+0,00071
0,00016+0,00009
0,3643+0,2
0,06635+0,027
0,05939+0,041
85,32677+,11,247

MS5
0,0053+0,0042
0,018283+0,0098
0,0193+0,0085
0,02802+0,025
0,01363+0,00248
nd
0,00054+0,00032
0,00262+0,0033
0,0456+0,0236
0,03681+0,0024
0,02664+0,008
91,20691+27,348

Bryum capillare Gametofit Kultirleri mg/g

MS5
0,00502+0,0048
0,12704+0,084
0,11823+0,07645
0,02767+0,025
0,01291+0,009
0,03828+0,0284
0,04355+0,03978
0,02732+0,0061
0,0712+0,025
0,01537+0,012
0,0212+0,003
78,1253+9,652

MS6
0,0145+0,0098
0,14783+0,0169
0,05205+0,0321
nd
0,00658+0,00346
nd
0,00052+0,0003
0,0007+0,00034
0,03285+0,0147
0,02239+0,0163
0,02082+0,019
147,50003+33,41

MS6
0,1006+0,087
0,07518+0,0064
0,0542+0,0512
0,06215+0,0384
0,02693+0,01931
0,00661+0,00324
0,00073+0,00062
0,00086+0,00097
0,06681+0,059
0,06574+0,0055
0,0048+0,001
220,402+17,296

MS7

0,00331+0,0029
0,02481+0,0172
0,02498+0,0174
0,03758+0,0231
0,01042+0,0081

0,02355+0,00246

0,0251+0,019
0,01369+0,0054
0,12938+0,098
0,02874+0,015
0,029+0,021
72,95811+8,97

MS7
0,08589+0,0742
0,0168+0,047
0,02132+0,0203
0,08212+0,0652
0,06431+0,0581
0,03444+0,0286
0,01105+0,0092
0,02308+0,013
0,143+0,08
1,48083+0,92
0,25262+0,101
2,62456+0,98

MS8

MS8
0,11819+0,03652
0,12859+0,0765
0,16563+0,09675
0,18724+0,04975
0,02209+0,01147
0,00609+0,00342
0,00232+0,00125
0,00022+0,00018
0,0579+0,03
0,08007+0,085
0,04657+0,092
161,99224+41,357



S. palustre’nin in vitro gametofit kulttrleri ve taze 6rnegi kullanilan standart fenolik

bilesikler yoniinden karsilastirildiginda;

en yuksek gallik asit miktar1 (0,63778+0,214 mg/g) MSg 6rneginde bulundugu; en yiiksek
kafeik asit miktarlart (0,00681+0,002 mg/g) MS, o6rneginde bulundugu; en yiiksek p-
kumarik asit miktart (0,00155+0,001 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek taksifolin
miktar1 (0,00164+0,001 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek rosmarinikasit miktar
(0,00068+0,0005 mg/g) MS, oOrneginde bulundugu; en yiiksek kaempferol miktari
(0,02589+0,0024 mg/g) MS,; oOrneginde bulundugu; en yiiksek genistein miktar
(0,00128+0,001 mg/g) MS; oOrneginde bulundugu; en yiiksek kuersetin  miktar
(0,00013+0,0001 mg/g) MS, orneginde bulundugu; en yiiksek biokanin A miktari
(0,23478+0,172 mg/g) MS,; Orneginde bulundugu; en yiiksek daidzein miktari
(0,04848+0,036 mg/g) MS,; orneginde bulundugu; en yiiksek formononetin miktari
(0,23269+0,139 mg/g) MSg Orneginde bulundugu; en yiiksek sikimik asit miktar
(251,88829+88,345 mg/g) MS, érneginde bulundugu belirlenmistir. S. palustre’nin in vitro
gametofit kilturleri ve taze érneklerinin HPLC-UV kromotogramlar1 ve miktarlar1 asagida
verilmistir (Cizelge 4.4)( Sekil 4.30, 4.31, 4.32, 4.33).
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Sekil 4.30 Dogadan toplanan Sphagnum palustre taze drneklerinin HPLC-UV kromatogrami
(254 nm)
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Sekil 4.31 Sphagnum palustre in vitro gametofit kiltirtinde en iyi biyime gézlemlenen MS;
orneklerinden hazirlanmis ekstraktin 9’lu standart HPLC-UV kromatogrami (254

nm)
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Sekil 4.32 Sphagnum palustre in vitro gametofit kiltirtinde en iyi biytime gézlemlenen MS;
orneklerinden  hazirlanmis  ekstraktin - daidzein+formononetin - HPLC-UV
kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.33 Sphagnum palustre in vitro gametofit kiltirtinde en iyi biyime gézlemlenen MS;
orneklerinden hazirlanmig ekstraktin sikimik asit HPLC-UV kromatogrami (230
nm)
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Cizelge 4.4 S. palustre’nin taze drnekleri ve in vitro kiltir érneklerinin HPLC-UV analizleri sonucu bulunan fenolik bilesik miktarlar1 (mg/g
kuru agirlik) (nd=bulunamadi)

Sphagnum palustre Gametofit Kultirleri mg/g

Fenolik Bilesik = Taze 6rnek MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7 MS8
Gallik Asit 0,00889+0,008 0,01842+0,002 0,05114+0,03 0,51868+0,044 0,63778+0,214
Kafeik Asit 0,0012+0,001 0,00123+0,001 0,00681+0,002 0,00002+0,00001
p-kumarik Asit 0,00032+0,0002 0,00155+0,001 0,00001+0,00001 0,00000
Taksifolin 0,00013+0,0001 0,00164+0,001 0,00000 0,00008+0,00004
Rosmarinik Asit 0,00012+0,0001 0,00068+0,0005 0,00002+0,00002 0,00012+0,0001
Kaempferol 0,00001+0,00001 0,00074+0,0005 0,02589+0,0024 0,00001+0,00001
Genistein 0,00001+0,00001 0,0002+0,0001 0,00128+0,001 0,00002+0,0002
Kuersetin 0,0000012+0,00001 = 0,00013+0,0001 0,00001+0,00001 0,00001+0,00001
Biokanin A 0,0001+0,0001 0,03734+0,0092 0,01482+0,013 0,23478+0,172 0,17891+0,15
Daidzein 0,01029+0,01 0,0099+0,01 0,0139+0,01 0,04848+0,036 0,02438+0,021
Formononetin 0,00111+0,001 0,01028+0,01 0,00807+0,008 0,03364+0,015 0,23269+0,139
Sikimik Asit 0,0028+0,002 116,02892+49,24 89,42953+37,419 251,88829+88,345 158,46427+73,716



T. alopecurum’un dogadan toplanan taze 6rnekleri ve herbaryum o6rnekleri kullanilan

standart fenolik bilesikler yoniinden karsilastirildiginda;

en ylksek gallik asit miktar1 (0,04098+0,031 mg/g) herbaryumdan alinan 6. ay 6rneginde
bulundugu; en yiiksek kafeik asit miktart (0,0151+0,01 mg/g) herbaryumdan alinan 7. ay
orneginde bulundugu; en yiksek p-kumarik asit miktart (0,02461+0,012 mg/Q)
herbaryumdan alinan 4. ay Orneginde bulundugu; en yiiksek taksifolin miktari
(0,01418+0,014 mg/g) herbaryumdan alinan 7. ay oOrneginde bulundugu; en yiiksek
rosmarinikasit miktart (0,0086+0,007 mg/g) herbaryumdan alinan 4. ay Orneginde
bulundugu; en yiiksek kaempferol miktari (0,00447+0,004 mg/g) herbaryumdan alinan 4. ay
orneginde bulundugu; en yiiksek genistein miktar1 (0,00068+0,0002 mg/g) dogadan toplanan
taze orneginde bulundugu; en yiiksek kuersetin miktar1 (0,00105+0,001 mg/g) herbaryumdan
alman 10. ay 6rneginde bulundugu; en yiiksek biokanin A miktar1 (0,08053+0,04 mg/q)
herbaryumdan alinan 10. ay 6rneginde bulundugu; en yiiksek daidzein miktar: (0,02558+0,01
mg/g) herbaryumdan alinan 4. ay orneginde bulundugu; en yiiksek formononetin miktar
(0,0139£0,01 mg/g) herbaryumdan alinan 10. ay 6rneginde bulundugu; en yiiksek sikimik
asit miktar1 (3,52319+1,84 mg/g) herbaryumdan alinan 4. ay &rneginde bulunmustur. T.
alopecurum’un dogadan toplanan taze Ornekleri ve herbaryum O&rneklerinin HPLC-UV
kromotagramlar1 ve miktarlar1 asagida belirtilmistir (Cizelge 4.5) (Sekil 4.34, 4.35, 4.38, 4.39,
4.40,4.43, 4.44, 4.45),

T. alopecurum’un in vitro spor kulturleri kullanilan standart fenolik bilesikler yoniinden

karsilastirildiginda;

en yuksek gallik asit miktar1 (0,02935+0,029 mg/g) MS, 6rneginde bulundugu; en yiiksek
kafeik asit miktar1 (0,00365+0,002 mg/g) MSs 6rneginde bulundugu; en yiiksek p-kumarik
asit miktar1 (0,045£0,034 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek taksifolin miktar
(0,01463+0,012 mg/g) MS;, oOrneginde bulundugu; en yiiksek rosmarinikasit miktar
(0,00493+0,002 mg/g) MS, orneginde bulundugu; en yiiksek kaempferol miktari
(0,00992+0,009 mg/g) MS, 6rneginde bulundugu; genistein ve kuersetin bulunmadigi; en
yuksek biokanin A miktar1 (0,11483+0,081 mg/g) MSg 6rneginde bulundugu; en yiiksek
daidzein miktar1 (0,05315+0,042 mg/g) MS; 6rneginde bulundugu; en yiiksek formononetin
miktar1 (0,0627+£0,05 mg/g) MSs 6rneginde bulundugu; en yiiksek sikimik asit miktar
(120,92086+41,37 mg/g) MSg 6rneginde bulundugu belirlenmistir. T. alopecurum’un in vitro
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spor kultirt orneklerinin HPLC-UV kromotagramlari ve miktarlar1 asagida belirtilmistir
(Cizelge 4.5) (Sekil 4.36, 4.41, 4.46).

T. alopecurum’un in vitro gametofit kultlrinde fenolik bilesik miktarlar1 incelendiginde
sadece MS; ortaminda basarili blylime gergeklestiginden farkli kiiltiirlerle karsilagtirma
yaptlamamistir. MS; ortami kiiltiir 6rneklerinin standart fenolik bilesiklerine bakildiginda
gallik asit miktar1 (0,00176+0,001 mg/g); p-kumarik asit miktar1 (0,02612+0,0024 mg/qg),
rosmarinikasit miktar1 (0,02079+£0,001 mg/g), biokanin A miktar1 (0,0505£0,05 mg/g),
daidzein miktar1 (0,018+0,01 mg/g), formononetin miktar1 (0,0153+0,01 mg/g), sikimik asit
miktar1 (118,58952+47,65 mg/g)’dir. T. alopecurum’un in vitro gametofit kultlrl
orneklerinin HPLC-UV kromotagramlari ve miktarlar1 asagida belirtilmistir (Cizelge 4.5)
(Sekil 4.37, 4.42, 4.47).
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Sekil 4.34 Dogadan toplanan Thamnobryum alopecurum taze Orneklerinin 9’lu standart
HPLC-UYV kromatogrami1 (254 nm)
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. gallic acid
3. p-coumaric acid

2. caffeic acid
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Sekil 4.35 Thamnobryum alopecurum herbaryum 4. ay érneginden hazirlanmis ekstraktin 9’lu
standartta HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.36 Thamnobryum alopecurum in vitro spor kiltiriinde en iyi blyime gézlemlenen
MS;3;  Orneklerinden  hazirlanmis  ekstraktin =~ 9’lu  standartta HPLC-UV
kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.37 Thamnobryum alopecurum in vitro gametofit kiltirinde en iyi blylme
gozlemlenen MS; orneklerinden hazirlanmis ekstraktin 9’lu standartta HPLC-

UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.38 Dogadan toplanan Thamnobryum alopecurum taze Orneginden hazirlanmis
ekstraktin daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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3. daidzein

4. formononetin
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Sekil 4.39 Thamnobryum alopecurum herbaryum 4. ay o6rneginden hazirlanmis ekstraktin
daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.40 Thamnobryum alopecurum herbaryum 7. ay o6rneginden hazirlanmis ekstraktin
daidzein+formonetin standardinda HPLC-UV kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.41 Thamnobryum alopecurum in vitro spor kiltiriinde en iyi blyime gozlemlenen
MS; orneklerinden hazirlanmis ekstraktin - daidzein+formonetin  HPLC-UV
kromatogrami (254 nm)
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Sekil 4.42 Thamnobryum alopecurum in vitro gametofit kiltirinde en iyi blyime
gozlemlenen MS; o6rneklerinden hazirlanmis ekstraktin daidzein+formonetin
HPLC-UV kromatogrami (254 nm)

97



3. schimic
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Sekil 4.43 Dogadan toplanan Thamnobryum alopecurum taze Orneginden hazirlanmis
ekstraktin sikimik asit standardinda HPLC-UV kromatogrami (230 nm)
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Sekil 4.44 Thamnobryum alopecurum herbaryum 4. ay o6rneginden hazirlanmis ekstraktin
sikimik asit standardinda HPLC-UV kromatogrami (230 nm)
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Sekil 4.45 Thamnobryum alopecurum herbaryum 7. ay orneginden hazirlanmis ekstraktin
sikimik asit standardinda HPLC-UV kromatogrami (230 nm)
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Sekil 4.46 Thamnobryum alopecurum in vitro spor kiltiriinde en iyi blylme gézlemlenen
MS3 orneklerinden hazirlanmis ekstraktin sikimik asit HPLC-UV kromatogrami
(230 nm)
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Sekil 4.47 Thamnobryum alopecurum in vitro gametofit kiltirinde en iyi blylime
gbzlemlenen MS; 6rneklerinden hazirlanmis ekstraktin sikimik asit HPLC-UV
kromatogrami (230 nm)
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Cizelge 4.5 T. alopecurum’un taze 6rnekleri, herbaryum 6rnekleri ve in vitro kiltir 6rneklerinin HPLC-UV analizleri sonucu bulunan fenolik

bilesik miktarlar1 (mg/g kuru agirlik) (nd=bulunamadi)

Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

Taze 6rnek
0,00059+0,0004
0,00155+0,0014
0,00301+0,001
0,00571+0,004
0,00096%0,001
0,00074+0,0006
0,00068+0,0002
0,00008+0,00007
0,00138+0,001
0,00541+0,004
0,00195+0,001
0,00000

Herbaryum 4. ay
0,01351+0,0012
0,01435+0,009
0,02461+0,012
0,01339+0,012
0,0086+0,007
0,00447+0,004
0,00031+0,0002
0,00058+0,0004
0,01884+0,009
0,02558+0,01
0,00736+0,006
3,52319+1,84

Thamnobryum alopecurum mg/g

Herbaryum 6. ay
0,04098+0,031
0,0073+0,0052
0,00373%0,002
0,00182+0,001
0,00141+0,001
0,00051+0,0003
0,00005%0,00002
0,00001+0,00001
0,01287+0,01
0,00627+0,005
0,0083+0,0074
1,90271+0,85

Herbaryum 7. ay
0,03273+0,017
0,0151+0,01
0,00122+0,001
0,01418+0,014
0,00564+0,0049
0,00117+0,001
0,00028+0,0001
0,00013+0,00001
0,02367+0,019
0,00662+0,005
0,0052+0,004
0,86034+0,42

Herbaryum 9. ay
0,0207+0,01
0,00573+0,005
0,00761+0,006

0,00769+0,0075
0,00093+0,0008
0,00007+0,00005
0,00044+0,0004
0,02747+0,016
0,01309+0,012
0,01009+0,01
1,03295+0,55

Herbaryum 10. ay
0,0372+0,01
0,00525+0,005
0,00403+0,004

0,00417+0,003
0,00087+0,0007
0,00024+0,0002
0,00105+0,001
0,08053+0,04
0,02399+0,017
0,0139+0,01
1,88982+0,97
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Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

Fenolik Bilesik
Gallik Asit
Kafeik Asit
p-kumarik Asit
Taksifolin
Rosmarinik Asit
Kaempferol
Genistein
Kuersetin
Biokanin A
Daidzein
Formononetin
Sikimik Asit

MS1 MS2

nd 0,01275%0,01
nd 0,00111+0,001
nd 0,0039+0,0033
nd 0,01463+0,012
nd 0,00493+0,002
nd 0,00992+0,009
nd nd

nd nd

nd 0,00799+0,005
0,00281+0,0012 0,05315+0,042
0,01265+0,01 0,02251+0,019
65,76785+21,42 59,28304+39,05
MS1 MS2
0,00176+0,001

nd

0,02612+0,0024

nd

0,02079+0,001

nd

nd

nd

0,0505+0,05

0,018+0,01

0,0153+0,01

118,58952+47,65

MS3
0,02687+0,025
0,00179+0,001
0,045+0,034
nd

nd

nd

nd

nd
0,045+0,023
0,01799+0,013
0,0036+0,0021
57,83256+27,17

MS4
0,02935+0,029
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
0,03773+0,021
0,01801+0,011
0,02536+0,017
89,9398+17,91

Cizelge 4.5 (devam ediyor)

MS5
0,0289+0,025
0,00365+0,002
nd

nd

nd

nd

nd

nd
0,07773+0,035
0,03375+0,024
0,0627+0,05
104,9496+33,46

Thamnobryum alopecurum Spor Kulturleri mg/g

MS6 MS7
0,01719+0,017
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
0,08438+0,041
0,0258+0,019
0,01692+0,01
54,90648+27,01

Thamnobryum alopecurum Gametofit Kiltirleri mg/g

MS3

MS4

MS5

MS6 MS7

MS8
0,012+0,009
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
0,11483+0,081
0,0278+0,021
0,01446+0,01
120,92086+41,37

MS8



BOLUM 5

SONUC TARTISMA

Bryum capillare Hedw., Sphagnum palustre L. ve Thamnobryum alopecurum (Hedw.)
Gangulee tarlerinin in vitro doku kultrleri, antioksidan aktiviteleri, total fenol icerikleri ve 12
fenolik bilesik standardi (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, taksifolin, rosmarinik asit,
kaempferol, genistein, quercetin, biokanin A, daidzein, formononetin, sikimik asit)
kullanilarak HPLC-UV analiziyle bitkilerin ve in vitro tretilen 6rneklerin sahip oldugu

fenolik bilesiklerin kantitatif miktar tayini basariyla gerceklestirildi.

Bryofitlerin  igerdikleri sekonder metabolitler bakimindan vaskiiler bitkiler ile
karsilastirdigimizda, bryofitlerin bu konuda c¢ok fazla arastirilmadigi goriilmektedir.
Calismamizin baslangicinda Zonguldak bdolgesinde yayilis gosteren B. capillare ve T.
alopecurum tiirleri Degirmenagzi mevkiinden, S. palustre ise Trabzon Camburnu mevkiinden
toplanarak taze Ornekleri in vitro kiiltiir materyali olarak kullanildi. On denemelerimizin
ardindan tiirlerin ekimine devam edildi. Fakat Zonguldak bolgesinde komir tozu
partikiillerinin havadaki bakteriyel kontaminasyonlara neden olan ajanlar1 tasimasi nedeniyle
kiilltir ortamlarimiz olumsuz yonde etkilenmekteydi. Ekimi yapilan kiltiirlerde
kontaminasyon yuzdesi %90-95’1eri buldugundan kontaminasyon sayimi yapilmamistir. Bitki
Doku Kiiltiir Laboratuvar1 haftalik periyotlarla ozonla temizlenmis ve BEU Bilimsel
Arastirma Projeleri Destekleme Fonu tarafindan finanse edilen 2012-10-06-12 kod numarali
proje araciligryla alinan 3 adet UFO UV filtreli O, Temizleyici yardimiyla atmosferik mantar
sporlarmin ~ ve  mikroorganizmalarin  kiiltlir =~ ortaminda  olusturdugu  olumsuz
kontaminasyonlarin asgari diizeye indirgenmesi saglanmistir. Boylece kilturlerimizin diizenli
olarak biiylimeleri ve altkiiltiire alma islemleri basariyla yapilarak bu (g tirin in vitro kaltar

ortamlarinda rejenerasyonlari saglanmaistir.

Bugiine kadar bryofitlerde yapilan in vitro gametofit kiiltiir ¢alismalarinda genel olarak

karsilagilan temel sorunlardan birisi olan kontaminasyon bizim ¢alismamizda da
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karsilastigimiz  bir problemdir (Sabovljevic et al. 2003; Rowntree 2006). Yuksek
konsantrasyonlarda (%10 ve {izeri) kullanilan NaOCl (sodyum hipoklorit) miktarlart
gametoforlara zarar verdiginden, kiiltiir gelisimlerinin basarizlikla sonug¢lanmasina neden
olmaktadir. Denemelerde her U¢ tirde de uygulanan farkli konsantrasyonlardaki NaOCI
miktarinda optimum yiizey sterilizyonun i¢in %5 NaOCI ve bir damla tween 20 karigiminin

uygun oldugu belirlendi.

Arastirmada ilk denemelerimiz sterilizasyondan sonra B. capillare sporlarinin in vitro
kiiltiirlerinin baglamasindan 10-14 giin sonrasinda protonemal fazin baglangiciyla kloronema
ve kaulonema olusumlari, 1-2 ay sonrasinda sekonder protonema geliserek ve gametofit
olusumu gozlenmistir. Sporlarin kiiltiir ortaminda ¢imlenmesi 10 giin igerisinde baslamakta,
protonema olusumunun ilk evreleri ise 15 gun icerisinde gdzlemlenebilmektedir. In vitro
kiiltiir baglangicr ile ilgili olarak bizim gozlemlerimiz gibi bilgi veren bagka bir literatiire
rastlanmamistir. B. capillare’nin spor ve gametofit in vitro doku kalturlerinde en iyi
biiyiimenin gozlendigi ortam MS3 (seker (30 g/l), 2,4 D (0,5 mg/l), Kinetin (0,5 mg/l))’tur.
Diger ortam igerikleriyle biiylime karsilagtirildiginda ytliksek kinetin miktarinin biiyiimeyi
inhibe ettigini sOyleyebiliriz. Yapilan arastirmada altkiiltiir alma isleminin ne siklikla
yapildig1r da Onemlidir. Altkiiltiir araliklar1 ne kadar kisa tutulursa biiylime hizini pozitif

olarak etkilemektedir (Rowntree 2006). Bizim ¢alismamizda da benzer etki goriilmiistiir.

Sabovljevi¢ (2002)’de B. capillare’nin in vitro kiiltiir calismasinda olgun kapsullerin ylizey
sterilizasyonunda %8’lik ¢amasir suyunda en iyi sonucu saglamigken, bu ¢alismada %35 ticari
NaOCI ve 1 damla tween 20 ile basarili sterilizasyon gozlendi. Ayrica sadece 1 mg/l (2,4-D)
ve 2 mg/l kinetin konsantrasyonlar1 denenerek farkli konsantrasyonlardaki bitki biiyiime
duzenleyicilerinin buyumeye etkisi konusunda nicel gozlemler ve veriler yerine nitel
degerlendirmeler yapilmistir. Bizim ¢alismamizda farkli konsantrasyonlardaki bitki biyume
dizenleyicilerinin  biylmeye etkisi aylik olarak izlenmis, biiylime ¢aplarn o6lgiilerek
degerlendirilmistir. Ayrica MS ortamlarinin farkli miktarlarda bitki biiyiime diizenliyicisi
icermeleri, seker igerip icermeme durumuna gore ayrica veriler degerlendirilmistir. Bu
aragtiricidan farkli olarak orneklerin yiizey sterilizasyonunda %35 konsantrasyonda NaOCl ile
basarili sonu¢ elde edildi. Yine arastiricinin MS ortamimi 2 mg/l kinetin bitki biiyiime
diizenleyicisi kullandig1 denemelerinde protonemal fazda kaldigindan bahsetmistir. Bizim en

iyi biyiime gergeklestirdigimiz MS3 ortaminda (%3 seker, 0,5 mg/l Kkinetin
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konsantrasyonunda) sekonder protonema olusumlari gozlemlenmis ve gametofit evrenin

gelisimine basariyla gegilmistir.

S. palustre gametofit in vitro doku kiiltiirlerinde en iyi biliylimenin gézlendigi ortam MS;
(sekersiz, bitki biyume dlzenleyicisiz (2,4 D ve Kinetin))’'tir. En iyi buylime gbzlemlenen
ortamda bitki biiylime diizenleyicileri ve sekerin olmamasi, MS tuzlari1 ve igeriginin gelisim

icin yeterli besin kaynag1 oldugunu gostermektedir.

S. palustre L. in vitro kiiltiir ¢aligsmasi Sabovljevié¢ tarafindan (2009)’da MS, 2MS ve sekersiz
hormonsuz MS besin ortami denemelerinde pH:6’ya ayarlarak, 25+2°C sicaklikta ve 16/8 giin
uzunlugu ve 47 umol/mz/s fotoperyodunda basariyla kiltliriin  gergeklestirdiginden
bahsedilmis fakat yayinda detayli bilgi ve istatiksel veriye rastlanmamistir (Sabovljevic et al.
2009). Bizim yapmis oldugumuz denemelerde arastiriciyla benzer sekilde ortam
denemelerimizde en iyi biiylime sekersiz ve bitki biiyiime diizenleyicisiz ortamlarda
gergeklestirilerek 1 ay icerisinde talluslu protonemalar gozlenmis ve gametofit evreye gegerek
in vitro kiiltlir ortam igerisinde yigmn olusturmustur. Kantitatif degerlerle biiytime verileri

verilmis ve 6 aylik veriler toplanmustir.

T. alopecurum spor in vitro doku kiiltiirlerinde en iyi biiylimenin gozlendigi ortam MS3 (seker
(30g/1), 2,4 D (0,5mg/l), Kinetin (0,5mg/l)’tiir fakat diger MS;, MS;, MS,, MSs, MSg MSg

ortamlarinda da istatistiksel olarakta benzer sekilde iyi biiylime gbzlenmistir.

Thamnobryum alopecurum’un in vitro kiiltiir calismas1 Sabovljevi¢ tarafindan (2012)’de 10
farkli besin ortam1 (MS1, MS2, MS3,MS4,MS5, MS6, MS7, BCD1, BCD2, BCD3), 1s1k
peryodu (16/8 ve 8/16), sicaklik (18, 20, 25+2 C°) ve ylizey sterilizasyonu i¢in 6 farkli NaOCl
(3%, 5%, 7%, 10%, 13% ve 15% konsantrasyonlarda)ile 5 dk. muamele edilerek en iyi
sterilizasyon %10’luk konsantrasyon, en iyi kiiltiir ortam1 MS7: MS mineral tuzlari, bitki
bliylime diizenleyicileri ile zenginlestirilmis (0.1luM IBA ve 0.03uM BAP), 16/8
giindiiz/karanlik 151k peryodu ve 20+2 C° elde etmistir (Sabovljevi¢ et al. 2012). Bu ¢alismada
yiizey sterilizasyonunda % 10’luk NaOCI kullanilarak basar1 saglanirken calismamizda %
5’lik NaOCl konsantrasyonunda basarili sonu¢ elde edilmistir. Arastiricinin MS ortam
igeriklerini oksin olarak 0.1uM IBA ve sitokinin olarak 0.03uM BAP ile zenginlestirirken
calismamizda spor kiiltiiriinde oksin olarak 0,5 mg/l 2,4 D ve sitokinin olarak 0,5 mg/I

kinetin, bitki blyume dizenleyicileri kullanilmig ve spor kiiltiirlerinde basarili sonug elde
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edilmistir. Bunun yan1 sira arastirict gametofit kiiltlirlerinde yagamis oldugu kontaminasyon
problemi dolayisiyla kiiltiirlerini sporlardan bagslatmis ve gelisen sporlardan olusan
gametofitlerin ug¢ sirginlerinden in vitro kiiltiir yaparak basarili sonu¢ elde etmistir. Bizim
calismamizda dogadan toplanan Orneklerin gametofit u¢ siirgiinleri yiizey sterilizasyonu
basariyla gergeklestirilerek protonemal evre gorlilmeden bud siirgiin olusumu gergeklesmistir.
Arastirict yine in vitro kiiltiirlerde biiyime verileri nitel olarak degerlendirmesine ragmen

bizim ¢aligmamizda kantitatif olarak biiyiime ¢aplar1 6l¢iilmistiir.

Schofield (1981)’de bir ¢ok bryofit tliriinde iyi bir ortam saglandiginda sporlarin
cimlenmesinin 7-30 gln sonrasinda ortaya ¢ikmasindan bahsetmektedir. Calismamizda B.
capillare ve T. alopecurum spor kiiltiirtinde benzer sekilde spor ¢imlenmesi sekersiz ortama

gore sekerli ortamda daha hizli (7-14 gun) gerceklesti.

Glime (2007)’de yeterli miktarda Kinetin benzeri bitki biylime dlzenleyicilerinin
bulunmasinin siirgiin olusumu veya ipliksi yapidan meristemal biiyiime ge¢isi sagladigindan
bahsetmistir. Calismamizda kullandigimiz farkli konsantrasyonlardaki kinetin B. capillare ve
T. alopecurum spor kultirinde buyumelerinde protonemal evreden kaulonema ve
kloronemaya sonra normal gametofiti meydana getirmede etkili oldugunu sdyleyebiliriz. S.
palustre’de ise bitki biiyiime diizenleyicileri ve seker bulunmayan ortamda (MS;) basarili
blylme elde edilmistir. B.capillare ve T. alopecurum spor ve gametofit kilturleri dogadaki
gelisim evrelerini gosterecek kadar kiiltiir devam ettirilememistir. S. palustre’de ise 6 aylik
stire icerisinde dogadakine benzer olarak gametofit kiiltlirii gelisim gostermistir. Literatiir
taramasinda her ¢ tiiriin dogadaki biiylime parametreleri i¢in (spordan — protonema —
kloronema — kaulonema — gametofit gelisimi — sporofit gelisimi) blylme sirelerine
iliskin bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle normal dogadaki biiyiime ile in vitro biyume
gercek anlamda karsilastirilamamistir. Ancak in vitro Kaltirdeki buyume parametreleri
gametofit biiylime cap1 olarak Olgiilebilmistir. Aragtirmamizda 6 aylik sure sonunda in vitro
kiiltiirlerimizde her tig tiirde {iretilen gametofitlerde yaprak ve gévde yapilari (fillid ve kaulid)
meydana gelmistir (Wyatt 1985).

Denemelerimizde yapmis oldugumuz 8 farkli MS ortaminda 3 farkli konsantrasyonda kinetin
(0,5, 1, 1,5 mg/1) ve kinetin olmadan ortamlar hazirlanmistir. B. capillare ve T. alopecurum in
vitro kulturlerinde en iyi biyime 0,5 mg/l kinetinli ortamda gergeklestiginden ve diger

ortamlarla karsilastirmasini yaptigimizda diisiik miktardaki kinetin konsantrasyonu biiylimeyi
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indiikledigi, yiiksek konsantrasyonlardaki kinetin miktarinin ise biiyiime hizini1 yavaslattigini
sOyeleyebiliriz. S. palustre’de ise seker ve bitki buylime diizenleyicileri ortama eklendiginde
bliylimenin artmasma degil tam aksine biiylimenin yavas olmasma neden oldugu

diistiniilmektedir.

Bryofitlerde in vitro kiiltiir ortamlarinda yetistirilen o6rneklerde sekonder metabolit iiretimini
arttirmada sekerin elisitor etkisi (indiikleyici veya inhibe edici) konusunda literatiir taramasi
yapildiginda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat yiiksek bitkilerde Raei (2014)'te
Aloe vera L. (T1ibbi sarisabir)’nin in vitro kiltiriine ve sekonder metabolit Gretimine abiyotik
elisitorlerin etkisi iizerine yaptigi ¢aligmada, ortamlara seker eklendiginde aloin miktarinin
arttigin1 ortaya koymustur. Yaptigr deneylerde abiyotik elisitorlerin sekonder metabolit
uretimini indiikledigi gostermistir (Raei et al. 2014). Bizim ¢alismamiza bakildiginda elde
ettigimiz sonuglara gore; B. capillare’nin in vitro spor ve gametofit kultirlerinde esit
miktardaki oksin ve sitokininin biiyiimede daha etkili oldugu belirlenmistir. S. palustre’nin in
vitro gametofit kulturinde oksin ve sitokininlerin buyime de ¢ok etkili olmadigi fakat karbon
kaynagi olarak sekerin eklenmesi sekonder metabolitlerin iiretiminde indiikleyici etki
gosterdigini sOyleyebiliriz. T. alopecurum’un in vitro spor kulturinun biylme verilerine
bakildiginda biitiin ortamlarda biiyiime gézlemlendiginden oksin ve sitokininlerin yani sira
sekerinde biiylime de etkili oldugunu, in vitro gametofit kiiltiiriinde ise yalnizca bitki biiyiime
diizenleyicisiz ve sekersiz ortamda biliyiime gerceklestiginden oksinlerin, sitokininlerin ve

sekerin etkisi konusunda net bir yorum yapilamamaistir.

Vaskiiler bitkilerde yapilan ¢alismalara bakildiginda bir ¢ok bitkinin antioksidan aktiviteye
sahip oldugu belirtilmektedir. Aymi metodu kullanarak almis oldugumuz sonuclara
bakildiginda gelecekte B. capillare antioksidan madde olarak kullanilmasi muhtemel tiirler

arasindadir.

Arastirma bulgularina gore, B.capillare’nin yiksekantioksidan aktiviteye sahip olmasi, S
palustre ve T. alopecurum ise B.capillare’ye gore daha diisiik miktarlarda antioksidan
aktivitesi ekstraktlarinda bulunan ¢ok miktarda fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi gibi,
yine antioksidan aktiviteye sahip ancak bu arastirma kapsaminda olmayan bilesiklerin
bulunmasindan da kaynaklanabilecegi diistintilmektedir. Burdan ¢ikan sonuca gore B.
capillare’nin yuksek serbest radikal giderme aktivitesi oldugu bilinen antioksidanlarla

karsilastirildiginda oldukga yiiksek etkisiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Antioksidan ve
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antionkojenik etkili oldugu bilinen askorbik asit gibi ila¢ arge calismalarinda ve gida
diyetlerinde kullanish olabilecegi diisiiniilmektedir (Geckil 2012a).

Clarkeand Robinson (2008)’de bazi antartika karayosunlarinin ekstrem habitatlarinda yiiksek
ultraviyole tolerans mekanizmasina sahip oldugundan bahsetmistir. Bu savunma mekanizmasi
UV-B ve kurumaya karsi benzer yollarla saglandigi distiniilmektedir (Tak&cs et al. 1999). In
vitro kiiltiirii yapilan Atrichum undulatum’un fotoperyot farkliliklarinin antioksidan etkisi
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) metoduyla arastirilarak uzun
giinde bulunan kiiltiirlerin kisa giine gore daha yiiksek oranda antioksidan ve total fenol
icerdigi belirlenmistir. Bizimde ¢alismamizda da uyguladigimiz uzun giin peryodu

antioksidan etki ve total fenol igerigi bakimindan benzer etki gostermistir (Cvetic et al. 2009).

Literatiirde, yiiksek bitkilerde ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ve fenolik bilesiklerinin
kantitatif miktarlarinin belirlenmesine yonelik caligmalar yeterli sayida olmasina ragmen
bryofitlere iliskin ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bryofitler, fenolik bilesikler
bakimindan ¢ok ¢esitli icerige sahip olmasina ragmen dunyada bugine kadar bryofitlerin
sadece %10’u kimyasal olarak analiz edilmistir (Asakawa 2012). Fenolik bilesiklerin 6nemli
birkismi bitkiler tarafindan sikimat metabolik yolu (izerinden sentezlenen aromatik ve alifatik
siirsiz sayida bilesiklerden meydana gelmektedir (Dey and Harborne 1989). Daha 6nce
yapilmis olan ¢alismalarda B. capillare’de flavon olan apigenin, luteolin ve izoflavon olan
orobol, orobol tiirevleri, pratensein ve pratensein tiirevlerinin varlifindan bahsedilmistir.
Ayrica baska bir ¢aligmada B. capillare’de bir flavon olan diosmetin, 6-hydroxyluteolin
ayrica antosiyanin pigmentleri igerisinde acillenmis asit olan malonik asit bulundugunu
belirtmistir (Anhut et al. 1984, Stein et al. 1985). Bizim c¢alismamizda yukarida belirtilen
standartlarin disinda farkli fenolik bilesikler kullanilarak kantitatif tayinleri yapilmistir.

Dogadan Kasim ve Mayis (2012) aylarinda toplanmis taze Ornekleri, farkli tarihlerde
toplanmis B. capillare ve T. alopecurum herbaryum &rnekleri ile in vitro doku kalturd ile
tiretilen 6rnekler arasinda 12 farkli fenolik bilesigin (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit,
taksifolin, rosmarinik asit, kaempferol, genistein, quercetin, biokanin A, daidzein,
formononetin, sikimik asit) HPLC-UV ile kantitatif tayinleri sonucunda, tiirler arasinda 12
farkli bilesikte en yiiksek miktar1 veren tiir B. capillare’dir. B. capillare spor kiltiriinde en
yuksek miktarda MS, ortaminda sikimik asit (261,65+21,84 mg/g), gametofit kiiltiiriinde en
yuksek miktarda MSg ortaminda sikimik asit (220,4+17,3 mg/g), herbaryum 6rneklerinde ise
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en yiiksek miktarda 9. ayda toplanan ekstraklarinda gallik asit (1,20+0,4 mg/g), S. palustre
gametofit kultirinde en yiksek MS; ortaminda sikimik asit (251,88+88,3 mg/g), T.
alopecurum spor kulturinde en yiksek miktarda MSg ortaminda sikimik asit (120,92+41,4
mg/g) gametofit kdltirinde en yiksek miktarda MS; ortaminda sikimik asit (118,6+47,7
mg/g), herbaryum oOrneklerinde ise en yiiksek miktarda 4. ayda toplanan ekstraklarinda
sikimik asit (3,52+1,84 mg/g) belirlendi.

Calismamizda elde edilen sonuglara gore in vitro kiiltiir ortamlarinda kullanilan sekerin, 2,4
D’nin ve farkli konsantrasyonlardaki kinetin miktarinin fenolik bilesik {iretimini ne yonde
etkiledigine bakildiginda; B. capillare’nin in vitro spor kiiltiir ortamlarindan sekersiz MS;,
MS, ve MSg ortamlarinda kafeik asit iretiminin diger ortamlara gore daha yiiksek oldugunu,
seker, 0,5 mg/l 2,4 D ve 1,5 mg/l kinetin konsantrasyonundaki MS; ortaminda, tibbi olarak
antikarsinojen etki gosteren genisteinin diger ortamlara gore daha yiiksek miktarda iiretildigi
goriilmiistiir. Bu fenolik bilesigin iiretimi  diislintildiigiinde yiiksek kosantrasyonda
kullanilacak kinetinin daha etkili oldugunu sdyleyebiliriz. Dogadan toplanan taze drnekler ile
in vitro spor kdltir orneklerindeki sikimik asit miktarlar1 karsilastirildiginda in vitro spor
kultir orneklerinde ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir. Cok miktarda bu bilesigin eldesi
diistintildiiginde in vitro spor kiiltiir ortamlarindan sekersiz MS;, MS,, MSg hazirlanmasi
daha etkin tiretimi saglayabilecektir. Ayrica sekersiz ortamlarinda sikimit asit sekerli MS3 ve
sekersiz MS, ortamlari karsilagtirildiginda, 12 farkli fenolik bilesiginde MS, ortaminda daha
etkili sekilde tretildigini soyleyebiliriz. B. capillare’nin in vitro gametofit kiiltiir ortamlari
karsilastirildiginda; yiliksek miktarda sikimik asit sekersiz MS4, MSg ve MSg ortamlarinda
gortlmektedir. B. capillare’nin in vitro gametofit kiiltiir ortamlarindan sekerli MS3 ve MS,
karsilastirildiginda 12 farkli fenolik bilesigin sekerli MSs in vitro gametofit kiiltiiriinde oldugu
gortilmektedir. In vitro spor ve gametofit kalturindeki bu ters oranti, gelisimlerinde
kullandiklar: farkli kimyasal metabolik yollardan kaynaklanabilecegi gibi ortamdaki sekerin
elisitor olarak birinde 12 farkli fenolik bilesigin iiretiminde indiikleyici etki gdsterirken
digerinde inhibe edici etki gostermesinden kaynaklanabilece§i diisiintilmektedir. B.
capillare’nin in vitro gametofit kiiltiir ortamlarindan sekerli MS3, MSs ve MS;’de genistein,
biokanin A ve formononetin miktar1 sekersiz MS ortamlarina gére daha yiiksek miktarda
Uretilmistir. S. palustre’nin in vitro gametofit MS kiiltiir ortamlariyla ve dogadan toplanan
taze oOrneklerindeki 12 farkli fenolik bilesigin miktarlar1 karsilastirildiginda MS  kiiltiir
ortamlarinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 8 farklt MS Kkiiltiir ortami1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda  sekersiz MS;, MS; ve MSg ortamlarinda biokanin A, daidzein,
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formononetin ve sikimik asit miktarlarinin sekerli ortama gore ¢ok daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu 4 fenoligin iiretimi s6z konusu oldugunda sekersiz ortamlarin tercih
edilmesi daha dogru olacaktir. T. alopecurum’un in vitro kiltir 6érnekleriyle herbaryum
orneklerindeki fenolik bilesikler karsilastirildiginda, 8 farkli MS ortaminda daha yiiksek
miktarda oldugu goriilmektedir. In vitro kiltir MS ortamlart birbiriyle karsilagtirildiginda
formononetin sekerli MS ortamlarinda daha yiiksek miktarda tiretilmistir. Bu fenolik bilesigin
eldesi diistiniildiiglinde sekerli MS ortamlarinin tercih edilmesini daha dogru olacagi
gorulmektedir. In vitro spor kiiltiirlerinde sikimik asit miktarlarina bakildiginda her ortamda
yiilksek miktarda oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni, miktarlara bakildiginda kinetin
konsantrasyonlarinin lineer artisina benzemektedir. Yiiksek konsantrasyonda kullanilan
kinetin, sikimik asit tretimini etkin sekilde arttirdigi goriilmektedir. In vitro gametofit
kiiltiriinde yalmz sekersiz ortamda biiylime gergeklestiginden farklt MS ortamlariyla

karsilastirma yapilamamastir.

Elde edilen sonuglar gore bu tig tiir etkin bir sekilde in vitro kiiltiir ortaminda iiretilebildi ve
fenolik bilesikler yoniinden zengin olduklari, dikkate deger antioksidan aktiviteye de sahip

olduklar saptandi.

Onemli bir isoflavonoid ve fitodstrojen kabul edilen genisteinin varlig1 bryofitlerin ne denli
onemli fenolik bilesikler igerdiginin kanitidir. Genisteinin diisitk konsantrasyonlarda, dstrojen
reseptor etkilesimi yolu ile meme kanseri hiicre proliferasyonunu uyardigi da gosterilmistir
(Hsieh et al. 1998, Chen and Wong 2004). Giinlimiizde kanser arastirmalarinda sik kullanilan
genistein  (4,5,7-trihydroxyisoflavone) dogal olarak bulunan bir isoflavonoiddir.
Antikarsinojenik etkilerioldugu rapor edilmistir (Hsieh et al. 1998). Soya temelli beslenmenin
bazi kanserlerin (meme, prostat, kolon) risklerini azaltabildigi rapor edilmistir (Gescher et al.

1998). Denemelerimizde bu ig tiirdeki genistein varlig ile ilgili bilgiler elde edilmistir.

Bittn drneklerimizin HPLC-UV analizleri sonucunda elde edilen fenolik bilesik miktarlar
incelendiginde dogadan toplandig1 aydan normal kiiltiir ortaminda ki gelisim surelerine bagl
olarak artma ve azalmalar gdzlenmistir. Ornegin sekersiz in vitro kiiltiir ortamlari ile sekerli in
vitro kiiltiir ortamlarinda gelisen bitkilerden hazirlanmis ekstraktlarinin sikimik asit miktar
karsilastirildiginda sekeriz in vitro kiiltiir ortamlarinda yetisen bitkide daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Kantitatif sonuglara bakildiginda onem arz eden diger bir sonu¢ dogadan

toplanan orneklerin in vitro kiltiri yapilan Ornekler ile fenolik bilesik igerikleri
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karsilastirildiginda dogadan toplanan orneklerin ¢ok az miktarda fenolik bilesik igerdigi in
vitro kiiltiir 6rneklerininse ¢ok daha fazla miktarda fenolik bilesik icerdigi belirlenmistir. Bu
da gelisen bitkinin kiiltiir ortamlarinda seker ve bitki biliylime diizenleyicilerinin olup
olmamasina, dogada ise mevsimsel degisimlere bagli olarak fenolik bilesiklerin
bioyararliliklarin1 pozitif yonde etkileyebilecegi disunlebilir. Kiiltiir 6rnekleri arasinda en
¢ok miktarda bulunan sikimik asitin temel fenolik bilesik oldugunu soyleyebiliriz. Bu

sekonder metablitlerin in vitro kiiltiirler ile bu tiirlerde tiretilebilecegi sonucuna da varabiliriz.

Mevcut yaptigimiz ¢alisma ile bu Ug tlirdein vitro kiiltiir sonucunda basarili bir sekilde tiretim
saglanmistir. B. capillare spor ve gametofit kultirl icin MSs, S. palustre gametofit kilttru
icin MS;y, T. alopecurum spor kiltlrl icin MS3 gametofit kaltirl icinse MS;’deki blyime
sonuglar1 bu bryofitlerin in vitro doku kiiltiirii teknigiyle yiksek Olcekte de Uretilebilecekleri
konusunda bize temel verileri saglamistir. Dogadan toplanan, herbaryum ve in vitro kaltur
orneklerinde B. capillare en iyi fenolik bilesik tirettigi belirlenen tiir olmustur. Bu 6zelligi
antioksidan 6zelligini de en iyi oldugu bilgisiyle desteklenmektedir. Kantitatif sonuclara gore
in vitro kalturler ile de bu fenolik bilesiklerin bryofitlerde iiretilebilecegi sdylenebilir.
Bryofitlerin baz1 tlimoér hiicrelerini baskilamada ve saglik problemlerinin tedavisinde etkili
olmasindan dolay1, gelecekte ilag sanayiinde kullanilmasi ve yapilacak bilimsel ¢aligmalara
kaynak olusturmasi agisindan giinden giine 6nem kazanmaktadir. Bu tiirlerin gelecekteki
caligmalarda ileri biyoteknolojik caligmalarda kullanilabilecek tiirler arasinda olacagi

sonucunu bilim diinyasina sunabiliriz.
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