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ONsOHZz

Rubia tinctorum L., halk arasinda ‘kék boya’ olarak bilinir ve ¢ok eski zamanlardan beri
halicilik sekt6riinde kullanilan, dinya piyasalarinda ‘Turk kirmizisi’ olarak taninan dogal kirmizi
boyanin ham maddesini olusturur. Bitkinin kéklerinde bulunan antrakinonlar, boyama
Ozelliklerinin yani sira tibbi neme sahiptirler.

Sentetik kimyadaki ilerlemelere ragmen, kompleks yapi &zellikleri nedeniyle
sentezlenemeyen biyolojik kaynakli birgok sekonder metabolite ilag, gida, tarim, kozmetik vb.
sektérlerde ihtiyag duyulmaktadir. Bitki biyoteknolojisi yéntemleri ile sekonder metabolitlerin
eldesi Uzerine yapilan galismalar hiz kazanmistir. Bitki hlicre ve doku kdaltdrleri yoluyla, kiltar
kosullari optimizasyonu saglanarak ve metabolik yolda genetik farkliliklar olusturularak degerli
sekonder metabolitler uygun miktarlarda elde edilmeye baglanmigtir.

Agrobacterium rhizogenes, enfekte oldugu bitkide sagakli kdk hastaligina neden olan
gram negatif bir bakteridir. Dogal genetik mihendisler olarak da adlandirilan Agrobacterium’ lar,
1980’li yillarin ortalarinda bitkilere gen transferi yapilmasi amaci ile ilgi gekmeye baslamislardir.
Sacakli kdkler bol dallanmalari, kilcal kdklerinin ¢ok yogun olmasi ve en hizli godalan hicre
kaltarleri kadar veya onlardan daha fazla biomass Uretim potansiyelleri ile karakteristik olmalari
nedeniyle bu kultirler, sekonder bitki metabolitlerinin Uretimi igin énemli bir potansiyele
sahiptirler.

Tez calismasinda, icerdigi sekonder metabolitler nedeniyle tibbi ve ekonomik 6nemi
olan Rubia tinctorum bitkisinin mikrogogaltim kosullarinin optimizasyonunun saglanmasi ve
sagakll kok kultirlerinin kurulmasi amaglanmigtir. Elde edilen sagakli kdklerdeki sekonder
metabolit miktarlari; gesitli besin ortamlari, yiksek sukroz konsantrasyonu ve elisitér kullanilarak
karsilastiriimigtir.

Bu tez calismasi, Celal Bayar Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
Baskanhgi tarafindan ” Rubia tinctorum Bitkisinde Agrobacterium rhizogenes Araciligi ile
Sacakli Kék Kdaltdrlerinin Olusturulmasi ve Sekonder Metabolit Eldesi” adli 2004/47 numarali ve
ve Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanh§i tarafindan ” Rubia
tinctorum L. 'da Agrobacterium rhizogenes Araciligi ile Transforme Sagakli K6k Kulturlerinin
Olusturulmasi ” adl 2002/ Muh /003 numaral projeler tarafindan desteklenmistir.
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Rubia tinctorum BITKISINDE Agrobacterium rhizogenes ARACILIGIYLA
TRANSFORME SACAKLI KOK KULTURLERjNiN OLUSTURULMASI ve
SEKONDER METABOLIT URETIMIi

OzZET

Bitkisel sekonder metabolitler tip, gida, ziraat gibi cesitli alanlarda kullaniimaktadir. Bu
nedenle, son yillarda Ozellikle doku kultiri teknikleri ile sekonder metabolitlerin elde edilmesi
Uzerine yapilan ¢calismalar hiz kazanmistir.

Bitki blUylme hormonlari icermeyen ortamlarda biyokimyasal ve genetik agidan
stabiliteye ve hizli bliyime yeteneklerine sahip olan sagakli kdk kdltirleri, tercih edilebilir en
uygun doku kultiri teknikleridir. Agrobacterium rhizogenes, birgok dikotiledon bitkide gen
transferi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bakterinin enfeksiyonu sonucunda, kok tesvik
edici plazmidin (Ri plazmid) T-DNA’si, bitki hiicresine aktarilir ve genomik (niikleer) DNA’sina
entegre edilir. Enfeksiyon bdlgesinde hizli ¢odalabilen ve c¢ok dalli sagakli kékler olusur. Bu
kokler, bazi sekonder metabolitlerin Gretimi icin dnemli bir potansiyele sahiplerdir.

Rubia tinctorum L. “Kék Boya”, halk arasinda boyama &zelliginden dolayl gok eski
zamanlardan beri halicilkta kullanilan, ayrica dilretik, antispazmodik, antiskorbitik ve
antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle tibbi 6neme sahip bir bitkidir. Bu tez ¢alismasinda Rubia
tinctorum L. bitkisinin sagakli kdk kiltirleri ve sekonder metabolit igerikleri incelenmistir.

Tohumlarin ylzeysel sterilizasyonlarindan sonra, bitkiciklerin mikrogogaltimlari 0.5 mg/I
IBA igeren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamlarinda basarilmistir. Transformasyon
¢alismalarinda, bitkiciklerin yaprak ve nod eksplantlari Agrobacterium rhizogenes’in 4 farkli irki
(15834, A4, 8196, R1000 ) ile inokule edilmistir. En ylUksek sagakl kok olusumu %61.2
oraninda 15834 irki ile inokule edilen nod eksplantlarinda belirlenmistir. Elde edilen sagakli
kokler MS, B5, SH ortamlarinda kultire alinmislardir. Ozellikle MS ortamindan elde edilen
kékler altin sarisi renginde iken B5 ortaminda Uretilen kéklerin ise kirmizi renkte olduklari ve
ortam renginin de kirmiziya déniistigu gézlenmistir. SH ortamina ait kdklerin ise sarimsi ve ince
yapida olduklari saptanmistir.

Farkh irklar (A4, 8196, R1000) ile olusturulan sagakh kok kdltiirlerindeki sekonder
metabolit miktarlari HPLC ile belirlenmistir. En ylksek antrakinon miktarlari R1000 irki ile elde
edilen sacakli kdklerde lusidin primeverozit 1.13 mg/g; ruberitrik asit 8.4 mg/g; alizarin 0.072
mg/g olarak saptanmistir.

Sekonder metabolit miktarini arttirmak igcin BS ortamina elisitér olarak metil jasmonat
(0.1uM) ve yilksek sukroz (%12) ilaveleri ile galismalar yapiimistir. Metil jasmonat (MeJA)
icermeyen, sukroz ilaveli B5 (B5S) ortaminda kuru sagakh kokte lusidin primeverozit, ruberitrik
asit ve alizarin miktarlar sirasiyla 13.45 mg/g; 93.2 mg/g; 0.78 mg/g olarak tespit edilmistir.
Metil jasmonat ve 120 gr sukroz igeren B5 (B5SMeJA) ortaminda da lusidin primeverozit,
ruberitrik asit ve alizarin miktarlari sirasiyla 12.31 mg/g, 86.8 mg/g, 0.11 mg/g olarak
belirlenmistir. Dogadan toplanan kdkte ise alizarin disindaki lusidin primeverozit ve ruberitrik asit
metabolitleri, sagakll kdklere gére daha ylksek miktarlarda bulunmuslardir.

Anahtar Sozciikler:

Rubia tinctorum, Agrobacterium rhizogenes, sagakli kdk, sekonder metabolit, alizarin
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Formation of Agrobacterium rhizogenes-Mediated Transformed Hairy Root Cultures of
Rubia tinctorium L. and Production of Secondary Metabolites

ABSTRACT

Plant secondary metabolites have been widely used in various sectors; i.e, medicine,
food, agriculture. For this reason researches especially on the production of secondary
metabolites via tissue culture techniques have been accelerated.

Hairy root cultures which have biochemical and genetic stabilities, fast growing abilities
in media without plant growth hormones are the most suitable and preferable tissue culture
techniques. Agrobacterium rhizogenes has been used regularly for gene transfer in many
dicotyledonous plants. As a result of the infection of this bacteria, T-DNA of root inducing
plasmid (Ri-plasmid) is transfered to the plant cell and integrated to genomic DNA. The
proliferative and multibranched hairy roots are formed in infection regions. These roots have
very important potentials in the production of some plant secondary metabolites.

Rubia tinctorum L. ‘Madder’ used by local people in dyeing of carpets with its roots for
many years has diuretic, antispasmodic, antiscorbutic and antibacterial properties. In this thesis,
hairy root cultures of Rubia tinctorum L. and their secondary metabolites were investigated.

After surface sterilization of seeds, micropropagation of plantlets was achieved in MS
media containing 0,5 mg/l IBA. In transformation studies, the leaf and nod explants of the
plantlets were inoculated by 4 different strains (15834, A4, R1000, 8196) of Agrobacterium
rhizogenes. The highest hairy root occurrence was determined as 61,2% in the nod explants
inoculated with 15834 in solid MS medium. The obtained hairy roots were cultured in liquid MS,
B5 and SH media. Especially the hairy roots obtained from MS medium were golden color; the
roots from B5 media were red and also the color of liquid B5 media turned red. The roots
obtained from SH media were yellowish and thin.

The amounts of secondary metabolites in hairy roots formed by inoculation with
different strains ( A4, R1000 and 8196) in MS medium were analyzed with HPLC. The highest
amounst of anthraquinones in hairy roots obtained with R1000 strain were determined as 1.13
mg/g for lucidin primeveroside; 8.4 mg/g for ruberythric acid, and 0.072 mg/g for alizarin.

0,1uM methyl jasmonate as an elicitor and high amount of sucrose (%12) were added
into B5 media in order to increase the amount of secondary metabolite. In the dried hairy roots
obtained from B5 media containing sucrose without methyl jasmonate (B5S), the amounts of
lucidin primeveroside, ruberythric acid and alizarin were determined as 13,45 mg/g, 93,2 mg/g
and 0,78 mg/g, respectively. The hairy roots belonging to B5 media containing methyl
jasmonate and 120 g sucrose (B5SMeJA) the amounts of lucidin primeveroside, ruberythric
acid, and alizarin were found as 12,31 mg/g, 86,8 mg/g 0,14 mg/g, respectively. In the collected
roots from nature, the amounts of lucidin primeveroside, ruberythric acid, except alizarin
metabolites were higher than the hairy roots.

Key words
Rubia tinctorum, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, secondary metabolite, alizarin
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1. GIRiS

Bitkiler, temel besin maddelerinin kaynagini olustururlar. Bunun yanisira, “sekonder
metabolitler” adi verilen ilag, kimya, gida, tekstil, kozmetik sanayi ve tarimsal micadele
sektérlerinde ekonomik agidan ¢ok dnemli ve yeri doldurulamaz bazi maddeler de bitkilerden
elde edilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Son yillarda bitki biyoteknolojisi yontemleri ile sekonder metabolitlerin elde edilmesi
Uzerine yapilan galismalar hiz kazanmistir. Sentetik kimyadaki ilerlemelere ragmen, kompleks
yap! 6zellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynakli birgok sekonder metabolit, bitki
hicre ve doku kiilturleri yoluyla kaltir kosullari optimizasyonu saglanarak ve metabolik yolda
genetik farklliklar olusturularak uygun miktarlarda elde edilmeye baslanmistir (Ramachandra ve
Ravishankar, 2002).

Yiksek bitkilerde koékler, bitkinin hayatta kalmasi ile iligkili islevlerin yani sira ayni
zamanda ¢ok zengin ve kompleks metabolizmalari ile birgok degerli sekonder metabolitin de
sentez yeridir. Bu 6zellikleri nedeniyle doku kulttra yoluyla sekonder metabolit Gretiminde, kék
kaltdrlerinin kullanimi tercih edilmektedir (Garel ve ark., 2006). Ancak kok kdltirlerinde koék
blylimesinin devamhhlgini saglamak icin bitki blyime dlzenleyicilerine ihtiyag vardir. Bu
blylime dizenleyicilerinden gerek oksin ve sitokininlerin niteligi ve miktari, gerekse birbirlerine
oranlari kék gelisimini ve sekonder metabolit Gretimini dnemli &lglide etkilemektedir. Bu
nedenle, son yillarda, bitkilerin dodal genetik mihendis olarak adlandirilan Agrobacterium
rhizogenes ile enfeksiyonu sonucu elde edilen ve bitki blylme dlzenleyicilerine gereksinim
duymayan, basit besin ortaminda ¢ok hizli gelisim gdsteren sacakli kok kultlrleri tercih
edilmektedir.

Sacakl kéklerin en 6nemli avantaji; bu yéntemle elde edilen sekonder metabolitlerin
ana bitki ile kiyaslandigi zaman, c¢ogunlukla ayni ya da daha fazla miktarlarda
sentezlenmeleridir (Chen ve ark.,1999; Kittipongpatana ve ark., 1998). Besin elementleri,
elisitorler, preklrsérler ve Agrobacterium rhizogenesin Ri plazmidinde yapilan genetik
manipulasyonlar gibi birgok faktdrlertin yardimi ile sekonder metabolit Gretimleri arttirilabilir.

Rubiaceae familyasi 450 cins ve 6500 tir icermektedir. Bu familyaya ait bitkiler &zellikle
koklerinde antrakinonlari sentezlemeleriyle bilinirler. Rubiaceae bitkilerinin hiicre ve doku
kaltdrleri ayni zamanda ¢ok miktarda antrakinon biriktirebilirler ve bazi hallerde hiicre kiiltirleri
icerisindeki antrakinonlarin miktarlari ana bitkinin igeriginden daha fazla olabilmektedir.
Familyaya ticari 6nem kazandiran bu antrakinonlari, Wijnsma ve Verpoorte adli arastirmacilar
belirlemiglerdir (Han ve ark., 2001).



Rubiaceae familyasinda yer alan Rubia tinctorum bitkisinin kokleri antimikrobiyal,
antifungal, analjezik, antispazmodik, antiskorbitik, dilretik ve bdbrekteki kalsiyum ve
magnezyum fosfatlarinin pargalanmasini saglayan antrakinonlari (alizarin, purpurin, lusidin ve

bunlarin turevlerini) icermektedir.

Bu doktora tez galismasinda, Rubia tinctorum’un in vitro klonal gogaltiminin oturtulmasi,
yaprak ve nod eksplantlarinda Agrobacterium rhizogenes araciligi ile sagakh koklerin elde
edilmesi; sagakh kok kdltirlerinin gelistirildigi besin ortamlarina ilave edilen ylksek sukroz
konsantrasyonu ve elisitér uygulamalarinin sonucunda Uretilen antrakinonlarin spektrofotometre

ve HPLC ile miktarlarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI
2.1. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, bitkinin ekosistemle olan iliskisinde, c¢evresel kosullara
uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini surdirme gibi énemli olaylarda cesitli
avantajlar saglayan kimyasal maddelerdir. Bunlar arasinda; bitkiyi patojenlere karsi koruyan
antibakteriyel, antifungal, antiviral; diger bitkilere karsi dogal yasamda rekabet glcin0 arttiran
anti-germinatif ve toksik maddeler; UV 1sinlari, tuzluluk, kuraklik gibi zararl gevresel etmenlerin
neden oldugu stres kosullarinda diren¢ arttirici metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara karsi
korunmay! saglayan insektisit, pestisit, molluskusit ve herbisidler; polinasyon ve tohum
dagihmini saglamak Uzere hayvanlari cezbedecek renkli ve glzel kokulu metabolitler
bulunmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001; Zarate ve ark., 2003; S6kmen ve Girel, 2001).

Sekonder metabolit kavrami ilk olarak A. Kossel (1891) tarafindan ileri sirilmuis;
bundan otuz yil sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu metabolitleri
‘endproduckt (son Grin)’ terimi ile tanimlamistir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Son yillarda birgok endistriyel alanda insan sagligini tehdit edici sentetik Grlnlerin
yerini, dogal olan bitkisel sekonder metabolitler almistir. Gida sektdriinde tatlandirici, kivam
arttirici, renk ve koku verici birgok madde; kozmetik endlstrisinde parfim ve kozmetik Grlin
(krem, tonik, maske), tarim alaninda insektisit gibi kimyasallar; tekstilde kumas boyamada
kullanilan dogal boyalar cesitli bitkisel sekonder metabolitlerden elde edilmektedir. Ayrica,
Diinya Saglik Orgiiti tarafindan temel ilaglar kapsaminda ilan edilen 252 ilacin %11’i bitkisel
sekonder metabolitlerden Uretilmektedir. Bunlardan en (nllleri; Salix tlrlerinden izole edilen
antipiretik ve analjezik 6zelligi olan salisin (aspirin), Taxus brevifolia'dan elde edilen anti kanser
etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver sominiferum'dan elde edilen gUgli analjezik, narkotik
etkisi olan morfindir (Raskin ve ark., 2002; Tolonen, 2003; Verpoorte ve Memelink,
2002)(Cizelge 2.1).

Bunun yanisira, sekonder metabolitlerin dogal kosullar altinda bitkilerden elde edilmesi;
genellikle zorlu cevresel kosullarda yetisen bitkilerin toplanmasinin zor ve pahal olmasi,
bitkilerin dogadan toplanmasi sonunda bitki tirlerinin zamanla soylarinin tikenmesi, sekonder
metabolit miktar ve Kkalitesinin ¢evresel ve iklimsel kosullardan etkilenmesi, belli gelisim
evrelerinde ve ¢cok az miktarda Uretilmeleri gibi sorunlar nedeniyle zordur ve bu nedenle gln

gectikge artan talep karsilanamamaktadir.



Cizelge 2.1. Bitkiler tarafindan Uretilen 6nemli sekonder metabolitler ve kullanildiklari sektoérler

Sektoér Sekonder Metabolit Kullanimi Uretici Bitki
Ajmasilin Antihipertansif Catharanthus roseus
Artemisin Antimalarial Artemisia annua
Berberine Bagirsak rahatsizligi Coptis japonica
Kamptotesin Antitimoral Camptotheca acuminata
Kapsaisin Analjezik Capsicum frutescens
Kodein Yatistirici Papaver somniferum
Kolsisin Antitimoral Colchicum autumnale
Digoksin Kardiatonic Digitalis lanata
Digitoksin Kardiovaskuler Dioscorea deltoidea

TIP Elliptisin Antittimoral Ochrosia elliptica

Ginsenosides Tonik Panax ginseng
Morfin Yatistirici Papaver somniferum
Podofillolotoksin Antitimoral Podophyllum petalum
Kinin Antimalarial Cinchona ledgeriana
Sanguinarin Veba énleyici Sanguinaria canadensis
Sikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon
Taksol Antikanser Taxus brevifolia
Vinkristin Antilésemik Catharanthus roseus
Vinblastin Antilésemik Catharanthus roseus
Antosiyanin Renklendirici Vitis vinifera
Betalain Renklendirici Beta vulgaris
Likopen Renklendirici Lycopersicum esculentum
Kinin Acilastirici Cinchona ledgeriana

GIDA Naftokinonlar Renklendirici Lithospermum erythrorhizon
Vanilin Koku verici Vanilla plenifolia
Meyan Tatlandirici Glycyrrhiza glabra
Mirakulin Tatlandirici Synsepalum dulcificum
Taumatin Tatlandirici Thaumatococcus danielli
Nane yagi Esansiyel yag Mentha piperata
Yasemin yagi Esansiyel yag Jasminum officinale

KOZMETIK Gul yagi Parfim Rosa damascena
Lavanta yagi Parfim ve kozmetik Lavandula officinalis
Sikonin Kozmetik Lithospermum erythrorhizon
Piretrin, Sinerin insektisit Chrysanthemum cinerariifolium
ZIRAAT Yasmolin insektisit Chrysanthemum cinerariifolium

Nikotin insektisit Nicotiana tabacum

Kaynak: Giri ve Narasu, 2000, Ramachandra ve Ravishankar, 2002.



Sekonder metabolitler birincil metabolizma yollarinin ara GUrinlerinden, 6zel metabolik
yollarla Uretiimektedirler ve genellikle biyosentez yollarina gére siniflandirilirlar (Bourgaud ve
ark., 2001). Bu metabolitler, bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda retilirler ve bazi bilegikler
belirli tirlere 6zeldirler. Gogunlukla bitkilerin belli organlarinda, hatta belli organlarin belli
hicrelerindeki belli kompartimanlarda bulunurlar ve bitkinin belli bir gelisim periyodu siresince
Uretilirler (Sékmen ve Gurel, 2001). Sekil 2.1'de, Asetil-CoA, sikimik asit, mevalonik asit ve
amino asit Uzerinden sekonder metabolit Uretimine yonelik biyosentetik yollari gdésterilmigtir
(Tolonen,2003).

CO, + H,O
Niikleik Asitler
ﬂ Fotosentez Polisakkaritler
-
/ lignanlar,
Karbonhidratlar Pentoz fosfat yolu kumarinler,
fenoller,
flavonoidler
Glikoliz Eritroz 4-P /v
COO0OH
Fosfoenolpiruvat Sikimik asit
¢ ) + . HO " TN YoH
Piriivik asit Aromatik aminoasitler OH

(L-triptofan, L-tirozin, L-fenilalanin)

ﬂ HOQOC )J\

— Alifatik aminoasitler
(L-16sin, L-alanin, L-valin)

Asetil-KoA
)K \—. Alkaloidler, Proteinler, Enzimler
CoAS -

Poliketidler ve Yag asitleri

Mevalonik Asit

¢ o Polifenoller, Prostagladinler,
OH Makrosiklik antibiotikler

Terpenoidler, Steroidler, Karotenoidler

Sekil 2.1. Asetil-CoA, sikimik asit, mevalonik asit ve amino asit yoluyla
sekonder metabolit Gretimine ydnelik biyosentetik yollar (Tolonen, 2003)



2.1.1. Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirleri Yolu ile Sekonder Metabolit Uretimi

Bitki hiicre ve doku kdltrleri, aseptik kosullar altinda ve uygun besin ortamlarinda bitki
hicre (meristematik hiicreler, hicre slispansiyonu veya kallus hiicreleri) doku, organ (apikal
meristem, kok, gévde, yaprak vb.) veya bitkiciklerin Gretildigi ya da rinlerin (metabolitler) elde
edildigi tekniklerdir (Babaoglu, 2001) (Cizelge 2.1.1).

Farkhlasmamis ve organize olmamis kiltirlerden sekonder metabolit eldesi igin; hlicre
sUspansiyon kiltirleri ile c¢alisan arastirmacilar, vyeterli miktarda metabolit eldesinin
yapilamadigini, ancak digsaridan gesitli Grin arttirrmina dayah teknik yaklasimlarda bulunulmasi
gerektigini bildirmislerdir. Kallus kultlrleri ile yapilan ¢alismalarda ise kiltirin baslatildigr doku
pargas! (eksplant) orijininin sekonder metabolit Uretiminde énemli oldugu, alt klltirlemelerde
genetik stabiliteyi saglamanin gerekli, ancak zor oldugu belirtiimigtir. Ayrica 6zellikle, belli bir
organ (kok, slrgin veya embriyo benzeri yapilar) olusturmak Uzere farklilasan kallus
kaltdrlerinde sekonder metabolit birikiminin daha fazla oldugu gdézlenmistir. Bu nedenle, son
yillarda farklilasmis ve organize olmus kiltirler ile yapilan sekonder metabolit eldesinin,
farkhlasmamis ve organize olmamis kiltlirlere gére gok daha avantajli oldugu bildiriimektedir
(S6kmen ve Girel, 2001). Farkllasmis ve organize olmus kulturler ile sekonder metabolit
eldesinde, metabolitin sentezlendigi organ dikkate alinmaktadir. Bitki tarafindan Uretilen
maddenin sentez yerinin kéklerde bulundugu durumlarda, kék kultirlerinin kullanimi tercih
edilmektedir. Ancak kok kdltirlerinde kdk blylimesinin devamliligini saglamak icin bitki blyime
dizenleyicilerine ihtiya¢ vardir. Bu bilyume dizenleyicilerinden gerek oksin ve sitokininlerin
niteligi ve miktari, gerekse birbirlerine oranlarn kék gelisimini ve dogrudan sekonder metabolit
sentezini énemli dl¢lde etkilemektedir. Bu nedenle son yillarda, Agrobacterium rhizogenes ile
enfeksiyon sonucu elde edilen, bitki blylme dlzenleyicilerine gereksinim duyulmayan, basit
besin ortamlarinda ¢ok hizli gelisim gdsteren sacakh kok kltlrleri tercih edilmektedir (Giri ve
Narasu, 2000; Hasancebi, 2003).



Cizelge 2.1.1. Bitki hiicre ve doku kiilturleri yolu ile ylksek bitkilerden elde edilen temel sekonder metabolit gruplari

Fenilpropanoidler
Antosiyaninler
Kumarinler
Flavonoidler

Hidroksisinnamoil tlirevleri
isoflavonoidler

Lignanlar
Fenolenonlar
Proantosiyanidinler
Stilbenler

Tanenler

Alkaloidler
Akridinler
Betalainler
Kinolizidinler

Furonokinonlar

Harritoninler
izokinolinler
indoller
Pirinler

Piridinler

Tropan alkolodiler

Terpenoidler
Karotenoidler
Monoterpenler
Seskiterpenler

Diterpenler
Triterpenler

Kinonlar Steroidler
Antrakinonlar Kardiyoaktif Glikozidler
Benzokinonlar Pregnenolon

Naftokinonlar

Kaynak: Ramachandra ve Ravishankar, 2002



2.1.2. Sekonder Metabolit Uretiminin Arttirimasi

Sekonder metabolit Gretimi ¢evresel faktérlerden blylk 6él¢lde etkilenir. Bitki doku ve
hicre kultirlerinde kiltir ortaminda yer alan beslenme faktorleri; yani karbon, fosfor, azot
kaynaklari ve diger makro elementler ile bitki blylime duzenleyicileri, yani oksin ve sitokininler
hem metabolit olusumuna, hem de blylmeye etki etmektedir. Kimyasal etkenlerin yani sira,
ortamdaki fiziksel faktérler de in vitro sekonder metabolit lretiminde dogrudan veya dolayli
etkide bulunabilmektedir. Bu faktérlerin her biri kiltiri yapilan bitkiye, klltdr tipine, hlcre
hattina ve hatta kdltirin yasina gbre etkide bulunmaktadir (Bhagyalakshmi ve ark., 2004,
Gundlach ve ark., 1992, S6kmen ve Girel, 2001).

A. Bitkisel Kosullar

Kulttrlerin baslatiimasina kaynak teskil eden hiicre veya dokular, sekonder metabolit
Uretimi Gzerinde énemli bir faktér olarak kabul edilirler. Kuramsal olarak herhangi bir metabolit
agisindan verimi yiksek bitkinin uygun kismindan baslatilan doku veya hiicre kiltdrlerinden in
vitro kosullarda da ylksek verim beklenir.

B. Kiiltiir Ortamindaki Kimyasal Kosullar

Bitki doku ve hiicre kdltdrleri igin besin ortaminda yer alan her kimyasal, aslinda hem
blyime, hem de sekonder metabolit Gretimi igin tesvik edici veya kisitlayici faktor
olabilmektedir. Ornegin, besin ortaminda yer alan herhangi bir madde bilyiimeyi tesvik ederken,
metabolit birikimini azaltabilmektedir. Dolayisi ile sekonder metabolit Uretimi s6éz konusu
oldugunda besin ortaminin kimyasal bilesenleri agisindan hem blylime, hem de metabolit
Uretimi igin her hiicre kiltiriinin kendine has istekleri oldugu da hatirda tutulmalidir.

-Karbon Kaynagi; Birkag istisna harig, bitki hticre kiltirlerinin pek ¢ogu heterotrofik (digbeslek)
olarak biyumektedir. Bir bagka deyisle fotosentez yapamazlar, kultirlerin gereksinim duyduklari
karbon kaynaginin klltir ortamina verilmesi gerekmektedir. Karbon kaynaginin besleyici
roliniin yani sira sekonder metabolit Uretiminde duzenleyici rol oynadigi distndlmektedir
(Smeekens, 2000).

Karbon kaynaginin besin ortamindaki derisimi metabolit Gretimi agisindan énemli bir
faktordir. Ozellikle yilksek derisimde karbon kaynag! kullanildiginda, kiltiirii yapilan hiicre ve
dokular ozmotik strese ugramakta, bdylece hiicre bluylimesi ve bdlinmesi baskilanmaktadir.
Bdylece kiltir, sekonder metabolit Gretimine dogru bir egilim géstermektedir.



Bitki hiicre ve kok kultirlerinde kullanilan karbon kaynaginin miktarinin yani sira tipi de
sekonder metabolit Gretimini etkiler. Genellikle kullanilan sukrozun yani sira glikoz ve fruktozun
da yUksek oranda metabolit Uretimi sagladig bildirilmistir.

-Azot Kaynagi; Bitki doku ve hicre kilttrlerinde kullanilan pek ¢cok besin ortaminda nitrat (NOg)
ve/veya amonyum (NH,") azot kaynagi olarak islev gérmektedir. Tek basina kullanildiklarinda
amonyum, nitrata gbére daha zayif blylime saglamaktadir. Bu nedenle hicre siispansiyon
kultarlerinde genelde nitrat azot kaynagi olarak tercih edilmekle beraber her ikisinin kullanildigi
kllturlerde kutlesel hiicre verimi ¢gok daha yiksek olmaktadir. Genellikle nitrat/amonyum orani
1:1 olmakla beraber, bu oranin degistiriimesi ile birgok sekonder metabolitin in vitro
Uretilmesinde azaliga veya artisa neden oldugu goérilmektedir.

-Fosfor Kaynagi; Bitki hiicre kiltlirlerinde fosfor kaynagi olarak fosfat (PO,®) kullaniimaktadir.
Fosfor; gerek nlkleik asit, gerekse enerji metabolizmasinda gerekli oldugundan, bitki hiicreleri
icin cok 6nemli bir elementtir. Fosfor hiicre miktarinda artis saglamakta ve fosfat miktari arttikga
biyomas verimi artmaktadir. Dolayisi ile fosfat sekonder metabolitlerin in vitro Gretiminde 6nemli
bir madde olmaktadir. Blylme ile sekonder metabolit Uretimi arasindaki zit iliski g6z dnine
alindiginda, fosfatin blylimeyi sinirlandirici bir faktér olarak hiicre kulturlerinin baslangicinda
distk miktarda yer almasi genellikle metabolit Gretimini arttirmakta, blylmeyi ise
sinirlamaktadir.

-Bitki Biiyiime Diizenleyicileri; Bitki blylime dizenleyicileri sekonder metabolitlerin
biyosentetik yollarinin baskilanmasi ya da aktive edilmesinde 6nemli rol oynarlar. Gerek
kullanilan oksin ve sitokininlerin niteligi ve miktari, gerekse oksin/sitokinin orani buyimeyi ve

dogrudan sekonder metabolit birikimini etkilemektedir.

-Diger Elementler; Klltlr ortaminda bulunan bazi makro (S, Ca, Mg, K) ve mikro (Cu, Mo, Mn)
elementler de sekonder metabolit Uretiminde etkili olabilirler.

-pH; Kultir ortaminin pH’ sinin degismesi, hem biylime, hem de sekonder metabolit Gretimini
etkileyebilmektedir.

-Ozmotik Basing; YUksek seker ve tuz derisimi genelde metabolit verimini arttirmakta, ancak
blylimeye olumsuz etki yapmaktadir.
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C. Kiiltiir Ortamindaki Fiziksel Kosullar

-Isik; Sekonder metabolitlerin Gretimi s6z konusu oldugunda 1sik, doku ve hiicrelerde metabolit
birikimini etkilemekte ve fotoperiyod, i1sik kalitesi ve siddeti 6nemli parametreler olmaktadir.

-Sicakhk; Kultirlerin blylime ve gelismesinin yani sira, sekonder metabolitlerin Uretiminde
sicaklik dnemli bir faktérdar.

-Diger; Havalandirma ve kdltir ortaminin galkalanmasi gibi fiziksel etmenler de kiltlrlerin
blylime ve sekonder metabolit Gretiminde dnemli etkide bulunmaktadir .

D. Deneysel Yaklasimlar

-Onciiller; Bitki doku ve kdltlirlerinde (retilmesi istenen bir metabolitin biyosentez
metabolizmasi biliniyorsa ve bu metabolik yolda yer alan baslangi¢c maddesi (6ncil) ve/veya ara
Urtnler saptanmis ise, kiltUrleri bu maddelerle besleyerek enzimatik yollar uyarilabilir ve
bdylelikle hedef metabolitin Gretimi arttirilabilir.

-Elisitérler; Bitkilerin mikroorganizmalara karsi bir gesit savunma mekanizmasi olarak
fitoaleksinler adi verilen antimikrobiyal bilesikleri sentezledikleri bilinmektedir. Fitoaleksinler;
poliasetilenler, thiopenler, seskiterpenler, diterpenler, kumarin ve izokumarinler, stilbenler,

antrakinonlar vb. gibi farkli kimyasal siniflarda olabilirler.

Fitoaleksin sentezine yol acan elisitérler, biyolojik olmayan (abiyotik) (UV, yaralanma,
agir metal iyonlari, deterjanlar, metil jasmonat vb.) veya biyolojik kdékenli (biyotik)
(polisakkaritler, proteinler, glikoproteinler, bakteri, mantar vb.) olmak (zere baslica iki gruba
ayrilirlar. Yapilan ¢alismalarda kaltdr sistemlerine elisitérlerin ilavesi ile sekonder metabolitlerin
miktarinin arttirilabilecegi ve hatta yeni bilesiklerin elde edilebilecegi belirlenmistir (Han ve ark.,
2001).
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2.2. Sacakh Kok Kiltiirleri

Agrobacterium rhizogenes, Rhizobiacea familyasindan, toprakta yasayan gram-negatif
bir bakteridir (Sekil 2.2.1). Dikotiledon bitkileri enfekte ederek “sacakli kék” hastaligina neden
olmaktadir. Dogal genetik mUhendisler olarak da adlandirilan Agrobacterium’lar, 1980’li yillarin
ortalarinda bitkilere gen transferi yapiimasi amaci ile ilgi cekmeye baslamislardir (Ozcan ve
ark., 2001).

A. rhizogenes’e ait Ri (Root inducing/sacak kok olusturan) plazmidinin T-DNA
(transferred DNA/transfer DNA) bdlgesinin, enfekte bitki DNA’sina entegre olmasi, sagakl kék
fenotipini ortaya ¢ikarmaktadir (Emiroglu ve Girel, 1999). Sagakh kékler bol dallanmalari, kilcal
koklerinin gok yodun olmasi ve en hizli godalan hicre kiltirleri kadar veya onlardan daha fazla
biomass uretim potansiyelleri ile karakteristiktir (Kim ve ark., 2002). Bu nedenlerle sagakh kék
kaltarleri, sekonder bitki metabolitlerinin Gretimi igin &nemli bir potansiyele sahiptirler.

Uygulamadaki kolayhgdi, ekonomik olusu, transformasyon oraninin yiksekligi ve
aktarilan genin stabil bir sekilde genoma yerleserek ekspresyon yapmasi, hizli kdk biyimesi,
ana bitki ile esit hatta daha ylUksek oranda sekonder metabolit Gretim potansiyeli géstermeleri
ve sentezin gergeklestigi metabolik yolda yapilmak istenen genetik manipulasyonlara olanak
tanimasi gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle Agrobacteriumlar bitkilere gen transferi
¢alismalarinda rutin olarak kullaniimaktadirlar (Giri ve Narasu, 2000; Hammond, 2000) (Cizelge
2.2.1)).



Cizelge 2.2.1. Sacakh kok kulturlerinden elde edilen bazi sekonder metabolitler
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Bitki Adi

Sekonder Metabolit

Aconitum heteropyllum
Ajuga reptans
Ambrosia sps.
Amsonia elliptica
Anisodus luridus
Armoracia lapathifolia
Artemisia absynthium
Atropa belladonna

Astragalus mongholicus

Beta vulgaris

Bidens alba
Brugmansia candida
Calystegia sepium
Campanula medium
Cassia spp.
Catharanthus roseus
Cinchona ledgeriana
Cichorium intybus
Coleus forskohlii
Datura stramonium
Duboisia leichhardltii
Echinacea purpurea
Lawsonia inermis
Hyoscyamus muticus
Hyoscyamus niger
Glycyrrhiza glabra
Lobelia cardinalis
Lobelia inflata
Papaver somniferum
Paulownia tomentosa
Pimpinella anisum
Rubia tinctorum
Salvia miltiorhiza
Scutellaria baicalensis
Solanum aviculare
Tagetes patula
Trachelium caeruleum
Trichosanthes kirilowii
Valeriana wallichi

Kaynaklar: Ozcan ve ark., 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Shanks ve ark., 2001

Akonitler

Fitoekdisteroidler
Poliasetilenler ve tiyofenler
indol alkaloidleri
Tropanalkaloidleri
Peroksidaz, izoperoksidaz, fusikoksin
Ugucu yaglar

Atropin

Sikloartan saponinler
Betalain pigmentler
Poliasetilenler

Tropan alkaloidleri
Kuskohigrin

Poliasetilenler

Tropan

indol alkaloitleri, aymalisin
Kuinolen Alkalodileri
Eskulentin

Foreskolin

Hyosiyamin, seskiterpen
Tropan alkaloidleri
Alkaloidler

Lavsone

Tropan alkaloidleri,hiyosiyamin,pirolin
Hiyosiyamin

Flavonoidler

Poliasetilen glikozitleri
Lobelin, poliasetilen
Kodein

Verbaskosid

Esansiyel yaglar
Antrakinonlar
Diterpenoitler

Flavonoidler

Solasodin

Tiyofenler

Poliasetilenler

Ribosome inaktivite edici protein
Valepotriatlar
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Agrobacterium

Plazmid

Kromozom

Sekil 2.2.1. Agrobacterium bakterisi (Ozcan ve ark., 2001’ e ait sekil degistirilmistir.)

Bakterinin patojenik 6zelligi, tasidigi Ri plazmidinde bulunan 25 bp (base pair)’ lik sag
ve sol sinir dizileri ile ayrilan T-DNA (transfer DNA) bdlgesinden kaynaklanmaktadir. A.
rhizogenesde T-DNA boélgesi; bitki blylime hormonlari, opin sentezi ve kék gelisiminden
sorumlu genleri tagimaktadir. Agrobacterium’lar T-DNA bdlgesinde taginan opin genlerinin tipine
baglh olarak siniflandirilirlar ve bu siniflandirmada agropin, mannopin, cucumopin tipleri yer alir.
Agropin tiplerinde T-DNA, 2 bdélgeden olusur ve bu bélgeler Tz ve T_ DNA olarak isimlendirilir.
Tr DNA bodlgesinde oksin ve opin biyosentezinden sorumlu genler bulunur. T, DNA bdlgesinde
ise rolA, rolB, rolC ve rolD olmak Uzere 4 gen tasinir ve bu genler kék gelisimi ile kdk
devamliligindan sorumlu proteinleri kodlar. T, DNA bdlgesindeki rol genlerinin hi¢ biri T DNA
bdlgesi ile homoloji géstermemektedir. Mannopin ve cucumopin irklari ise agropin tiplerindeki T,
DNA ile yiksek oranda homoloji gésteren tek bir DNA bdlgesi icerir, bu nedenle T, DNA
bdlgesinin sagakl kék olusumunda daha 6nemli oldugu distinGImektedir (Giri ve Narasu, 2000;
Hu ve Du, 2006; Hunter ve Neill, 1990).

Bakterinin kendi kromozomu Uzerinde bulunan doért adet lokus (chvA, chvB, pscA, exoC
ve attR); bakterinin bitki hicrelerine tutunmasi, yaralanmis bitki dokularinda bakterinin

cogalmasi ve plazmid Gzerinde bulunan vir genlerinin dizenlenmesinde rol oynamaktadir.
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Ri plazmidinin geri kalan kisminda ise T-DNA’nin bitki hicrelerine transferi ve genoma
entegrasyonu ile iligkili olan virtlens (vir) genleri bulunur. Bu bdlge T-DNA aktariminda mutlak
gerekli olan 6 ana operon (VirA, VirB, VirC, VirD, VirE ve VirG) ve ¢ok gerekli olmayan diger 2
operon (VirF ve VirH)dan meydana gelmektedir. VirA ve VirG operonlari vir genlerinin
aktivitelerini yonlendiren pozitif bir diizenleyici sistemini kodlamaktadir. VirA geninin Uretmis
oldugu hiicre ici membran proteini, yaralanmis bitki hicrelerinin salgiladigi fenolik bilesikleri
taniyarak onlarla baglanti kurar. Daha sonra, VirA geni, muhtemelen protein fosforilasyonu ile
bu bilgiyi VirG lokusuna aktarir. Sonugta, uyarilan VirG proteini ise kendi geni ve diger vir
genleri igin transkripsiyon iglemcisi gorevini Gstlenmektedir. VirD operonu, T-DNA iplikgiginin
rejenerasyonunu saglarken; VirC, bu bdlgenin sinirlarindan kesilmesinde, VirB ve VirE
operonlari ise T-DNA’nin bakteriden bitki hiicresine hareketinde etkili olmaktadir. VirB
proteinleri bakteri ve bitki hiicre zarinda agiklik olugsmasini saglarken T- pilus olusmasinda da
etkilidir. VirE proteinleri ise T iplik¢igini sararak kompleksin ¢apini azaltmakta ve hiicre zari
acikhgindan gegisi kolaylastirmaktadir. VirC proteini T-DNA’nin sinirlardan kesilmesinde
etkilidir. VirH operonunun T-DNA transferinde gerekli olmadigi bildiriimekle birlikte, bu lokusun
kodladigi enzimlerin enfeksiyon sirasinda bitkinin salgilamis oldugu bakteriyosidal bilesiklere
kars! bakteriyi korudugu belirtiimektedir (Ozcan ve ark., 2001) (Cizelge 2.2.2), (Sekil 2.2.2).

Cizelge 2.2.2. Vir proteinlerinin Agrobacterium ve bitki hiicrelerindeki fonsiyonlari

Vir

.. Agrobacterium’ daki fonksiyonu Bitkideki fonksiyonu
proteini

VirA Fenolik algilayici =
VirG Fenolik tepki regilatori -
VirB1-11  T- pilusunun sentezi ve olusumu -

VirC1 Muhtemel “overdrive” baglanma
proteini; T-DNA transferinin
arttiriimasi -

VirD1 In vivo T-DNA prosesi ve gift -
sarmal T-DNA’nin sinirlarinda
in vitro ¢entik aciimasi

VirD2 T-DNA sinir spesifik endoniikleaz;
muhtemelen T-iplikcigini bitkiye
tasiyan “pilot protein”

VirE1 Vir E2’nin tagsinmasi ve korunmasi -

VirE2 Bitkide muhtemel T- kompleksinin olusumu; T-
Agrobacterium’da muhtemel iplikciginin - niikleotik degredasyondan korunmasi,
T-kompleksinin olusumu niklear hedeflenmesi ve olusan niklear agikhk

kompleksinden gegisi

VirF Konukgu duyarlilik faktérl; bitki hucresinin bélinme

? cemberinin  dlzenlenmesi i¢in Skp1 proteinleriyle
muhtemel etkilesim

VirH Muhtemel sitokrom p450 enzimi -

T-iplikciginin -~ 5 ekzonUkleotik  degredasyondan
korunmasi ve bitki genomuna entegrasyonu

Kaynak: Ozcan ve ark., 2001



Agrobecterium thizogenes

e e Bitki Hiicres

Sekil 2.2.2. Agrobacterium bakterisinden bitki hiicresine T-DNA’nin aktarimi

(www.nature.com/nature/journal/v433/n7026/fig_tab/433583a_F2.html kaynagindan degistirilmistir.)

ST
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2.3. Rubia tinctorum L. Bitkisinin Botanik Ozellikleri
2.3.1. Rubia tinctorum L.’ nin Siniflandiriimasi

Rubia tinctorum (Kék Boya)’in bitki sistematigindeki yeri (Se¢cmen ve ark. 1998):

Division: Magnoliophyta
Classis: Magnoliopsida
Subclass: Asterida
Ordo: Rubiales
Familya: Rubiaceae

Genus: Rubia

Species: Rubia tinctorum L. — K6k Boya

2.3.2. Rubia tinctorum L.’nin Morfolojik Ozellikleri

Bitki morfolojik olarak; uzun, silindirik, kalin, dallanmis, derinlere ilerleyen, kizilimsi
kahve, ¢ok yillik kéklere sahiptir. Gévde; otsu, kirilgan, dallanmis, tetragonal ve pUrtikIGdr.
Yapraklar dért veya altih halka diziligli, lanseolattir, damarlar elsidir. Gigekler klgiik ve sari
renklidir. Korolla rotat ve bes pargalidir. Meyveler, kiresel, parlak ve sulu yapidadir (Sekil
2.3.1), (Sekil 2.3.2).

www.3.uci.edu

Sekil 2.3.1. Rubia tinctorum L. (Kék Boya) bitkisi
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Sekil 2.3.2. Manisa-Karaali lokasyonunda kltlre alinan
kdk boya bitkileri, kdkler ve pargalanmis kokler
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2.3.3. Rubia tinctorum L.’nin Yayilisi

Dlnya Uzerinde Gulneybati ve Orta Asya’dan Kuzeybati Himalayalara kadar; Bati,
Giiney ve Guneydogu Avrupa gibi genis alanda yayilis gdsteren Kék Boya bitkisi Tirkiye’de
de genis bir yayilis gosterir. Flora of Turkey And East Aegean Islands kitabindaki verilere
dayanarak bitkinin Tirkiye’deki yayilisi verilmistir (Davis,1982; Deli, 2004).

A1(E) Canakkale Bogazi, Mayis 1867, Calvert

A2(E) istanbul: Biiyilkgekmece, A. Baytop (ISTE 15605)

A2(A) istanbul: Hakli, Krause 1519

A4 Gankiri: Sabadzl, 970 m, A. Baytop (ISTE 5223)

A5 Sinop: Boyabat'in 13 km batisi, 400 m, Sorger 69-16-32

A8 Erzurum: Totum GélU’'niin batisi, 1070 m, Hub.-Mor.14878
A9 Erzurum: Olur, T. Baytop (ISTE 14370)

B1 izmir: lica, Cesme’nin 3 km dogusu, Alava 4833

B2 Kitahya: Gediz, 850 m, D.36887

B3 Konya: Aksehir, 1000 m, Bornm. 1899:4533

B4 Ankara: Kizilirmak kenari, Ankara’dan Kayseri' ye giderken 100. km, 900 m, McNeill 353
B5 Nevsehir: Urglip’lin 5 km giineydogusu, 1200 m, Roper 138
B6 Maras: Gardak, D. 20394/

B7 Erzincan: Cimin, 1500 m, D.31733!

B8 Mus: Mus, 1330 m, Kotschy 1859: 503

B9 Van: Gevas’in 10 km kuzeydogusu, 1750 m, Sorger 77-89-1
C2 Antalya: Elmali, Bourgeau 1860:128

C4 Konya: Konya’dan Gumra’ya, Kiguk Kéy, 980 m, Helbaek 2686
C5 Nigde: Nigde civari, 22 Haziran 1927, Kadri Achmed

C6 Hatay: Belen, 450 m, D. 27010

C8 Mardin: Kavs, Sint. 1888:994

C9 Siirt: Siirt civari, Mar Jakup, 90 m, Nabelek 4309

Ada: Khios, Platt 52
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2.4. Rubia tinctorum L.’nin Onemi

Dogal boyalar XIX. ylUzyllin sonlarina kadar, boyaciligin gelismesinde c¢ok &nemli
olmuslardir. Tim renkler bitkilerden elde edilebilmektedir, bunlardan &nemli olanlari, sari
rengi veren cehri ve safran, siyahi veren mazi ve kirmizi rengi veren kdk boya bitkisidir. Bu
bitkilerden en degerlisi kdk boya bitkisidir (Baykara, 1993). Halicilik sektériinde kullanilan
dogal kirmizi boya, bu bitkinin kék ve rizomlarindan elde edilir ve ‘Turk kirmizis’ olarak
taninir (Sekil 2.4.1). Ekonomik olarak diinya piyasalarinda éneme sahiptir (Cizelge 2.4).
Tibbi olarak; antimikrobiyal, antifungal, analjezik, antimalarial, antioksidant, antileukemik,
antispazmodik, antiskorbltik, dilretik ve bdbrekteki kalsiyum ve magnezyum fosfatlari
parcalama Ozelliklerine sahiptir (Enez, 1989; Kalyoncu ve ark., 2004; Krizsan ve ark., 1996;
Kuzovkina ve ark., 1996; Manojlovic ve ark., 2006; Meral ve ark., 2001). Dermatolojik
¢alismalarda histokimyasal boya olarak da yararlaniimaktadir (Norton, 1998).

Cizelge 2.4. Dogal boyalarin diinya pazarlarindaki fiyatlari

Dogal Boyalar Elde Edilen Bitki Fiyat (1kg)
Alkanna Kok Alkanna tinctoria 48%
Brezilya Talas! Caesapania echinata 48%
Kamala Tozu Mallatus philippiensis 111$
indigo (Dogal) indigofera tinctoria 353%
Kok Boya Rubia tinctorum 48%

Kaynak: Joyhandspinning, 2005

/

Kok boya ile boyanmis hali Diyet haplari

http://www.wovenlegends.com/rubia.html http://www.diet-pills-24h.com

\ Sekil 2.4.1. K6k Boyanin kullanim alanlar /
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R. tinctorum, tinli ve Killi-tinh binyeli, nétr ve hafif alkali, az tuzlu, organik maddece
zengin, icinde yiksek miktarda P ve K igeren topraklarda yetisebilmektir (Baslar ve Oflas,
1996). XIX.YUzyll sonlarinda “Malatya, Siirt, Maras, Diyarbakir, Ankara, Kayseri, Cankiri,
Konya, Isparta, Burdur, Antalya, Nigde, Balikesir, Kitahya, izmir, Manisa” illerinde tarimi
yapiimistir. Anadolu’nun hemen her tarafinda yetisebilen kdk boya bitkisinin en iyi ve en Gnllsa
Kirkaga¢ yakinindaki Bakir Kasabasi’nda dretilmistir. Ayrica, Manisa, Akhisar ve Gelenbe’ de
yetistirilen kék boya bitkileri de iyiler arasinda yer almistir (Baykara, 1993). Baslar ve Oflas,
1996 yilinda yaptiklari arastirmalarinda, R.tinctorum bitkisinin Manisa-Demirci ve gevresinde
yayilis gosterdigi yerleri belirlemiglerdir.

Kayitlar incelendiginde, 17. ylzyilda dis ticarette k6k boyanin, hububat ve ipekten sonra
dnemli bir yere sahip oldugu ve ihracatinin %90’inin izmir limanindan gergeklestirildigi
saptanmistir. Fransa ve ltalya’da Anadolu'dan gétirilen tohumlarla kék boya tarimi
gelistirimeye calisiimakla birlikte, Anadolu kék boyasinin kalitesinin daha Ustlin oldugu ifade
edilmistir (Baykara, 1993). Vetter ve ark., 1997 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda; Avrupa’da
kaltdrd yapilmasi igin bazi boya bitkilerini segerek, R. tinctorumun kirmizi renk eldesi, hizh
boyama, solmama gibi 6zellikleri agisindan ¢ok uygun oldugunu belirlemisler, en az miktarda
boya maddesi kaybi igin bitki hasati esnasinda hizli ve dikkatli davraniimasi gerektigini
vurgulamislardir.

Kok boyanin dis ticaretteki 6nemi daha sonraki yillarda yavas yavas azalmistir. Bunun
nedenleri cesitlidir. Amerikan i¢ savagl sirasinda 6zellikle ingiliz dokuma sanayisinin pamuk
tedariki bakimindan sikinti cekmesi bu boya bitkisine talebi azaltmistir. 1870’li yillarda ise kimya
endustrisinde gesitli sentetik boyalarin gelistiriimesi ve bunlarin daha ucuza mal olmasi da diger
bir nedendir. Bugiin ise halicilik sektériinde boyama isleminde kullaniimak Gzere ¢ok kiiglk
alanlarda kdltiru yapilmaktadir.

Bunun yani sira gunimizde, tekstilde kullanilan sentetik boya maddelerinin insan
sagliginda alerjik bazi reaksiyonlara, ylksek miktarda cevre kirliligine neden olmalari, tretimde
zararll maddelerle temas halinde olan personel agisindan tehlike arz etmeleri gibi énemli
dezavantajlarindan dolayi, ekotekstil kavraminin dretici ve tlketici kesimlerinde hizla
yayginlasmasi sonucu dayanikli dogal boyalara olan ilgi hizla artmaktadir ve kék boyanin elde
edilmesi ile ilgili birgok ¢calisma yapiimaktadir.
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2.5. Rubia tinctorum Bitkisinin Kimyasal icerigi ile ilgili Bilgiler

Kok boya bitkisi, sekonder metabolit olarak alizarin, rubiadin, purpurin ve lusidin gibi
bazi hidroksiantrakinon glikozidlerini icermektedir (Angelini ve ark., 1997), (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Antrakinonlarin yapilari (Derksen ve ark., 1998)

R 0 o—CH
1 o 20 Re
Rs OH OH
HO HO
HO HO
Ry Rs
Ry o
Disakkariti
Rg=-0O-aglikon
Adi Rl RZ R3 Ri R5
1 Lusidin primeverozit OH CH,OH O-Primeverozit H H
2 Ruberitrik asit OH  O-Primeverozit H H H
3 2,6 Dihidroksiantrakinon H OH H H H
4 Lucidin OH CH,OH OH H H
5 Alizarin OH OH H H H
6 Purpurin OH OH H OH H
7 Kuinizarin OH H H OH H
8 Purpuroksantin OH H OH H H

Yiksek yapih bitkilerde antrakinonlar baslica iki biyosentez yolu ile elde edilir. Bunlar
Poliketid biyosentez yolu ve Korizmat/o-stiksinilbenzoik asit biyosentez yoludur.

Poliketid biyosentez yolunda antrakinonlar bir Asetil-CoA’'nin oktaketid zinciri yoluyla 7
Malonil-CoA (initesini kendine baglamasi ile olusur.

Rubiacea familyasindaki bitkilerde antrakinonlar genellikle korizmat/o-siiksinilbenzoik
asit biyosentez yoluyla meydana gelir. Bu biyosentez yolunda A ve B halkalari, o-siksinil
benzoik asit (OSB) yoluyla korizmik asit ve a- ketoglutarat’ tan olusur. C halkasi ise terpenoid
biyosentez yoluyla izopentil di fosfat (IPP)’dan meydana gelir (Sekil 2.5).
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I Terpenoid Biyosentez Yolu
I Sikimat Yolu 1. MVA Yolu ~ IV. MEP Yolu

PEP + E-4-P - Glukoz

Sikirinik asit l 1 l

Y Asetil-CoA piruvat  + GAP

Korizmik asit
( 1) +TPP
C
HOXO! o
COOH

c
O, Q/OCDH o HMG-CoeA  |_deoksi-D- ksiluloz 5-P
COCH
[zokorizmik asit o © ketoglutarik asit
+TPP

<02, PEP

HO o
N -
COOH
” '/<r‘\o@
@? CO0H OoH oH
o]
OSB

mevalonik asit 2-C-metil-D-Eritrol 4-P

\ 7
@f“‘ﬁ“’“ T

CoA ester of OSB DHNA DMAPP IPP

e,
R

antrakinonlar

Sekil 2.5. Rubiacea familyasina dahil bitkilerde antrakinonlarin biyosentez yollari

DHNA: 1,4-dihidroksi-2-naftoik asit; DMAPP: 3,3-dimetilalil difosfat; E:4-P-eritroz 4-
fosfat; GAP: gliseraldehit 3-fosfat; HMG: CoA- 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A; IPP:
izopentenil difosfat; MVA: mevalonik asit; MEP: 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat; OSB: o-
suksinilbenzoik asit; PEP: fosfoenol piruvat; TCA: trikarboksilik asit; TPP: tiamin difosfat.
Enzimler: (1) izokorizmat sentaz; (2) o-suksinilbenzoat sentaz; (3) OSB:CoA ligaz; (4) IPP
izomeraz (Han ve ark., 2001).
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2.6. Rubia tinctorum L. ile Yapilan Calismalar

Sato ve ark.(1991), bitki besin ortamina ilave edilen cgesitli fitohormonlarin; 1AA, NAA,
2,4-D, kinetin ve farkli sukroz konsantrasyonlarinin R. tinctorum un sagakl koék kultGrlerinin
blylmesi ve elde edilen antrakinon pigmentlerinin miktarlar Gzerine etkisinin arastinldigi bir
c¢alismada, 5uM IAA igeren sivi MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda kiltlre alinan
koklerden maksimum blylme orani ve ylksek antrakinon Uretimi saglamislardir. Bu ¢alismada,
kinetin etkisiz bulunmustur. Yiksek sukroz konsantrasyonlari (% 6-18) ve 5uM IAA ya da 0,5uM
NAA fitohormonlari kullanildiginda blylmenin inhibe oldugu; buna karsin, fitohormonsuz, %12
sukroz iceren sivi ortamda ise maksimum blylme ve antrakinon Uretiminin elde edildigi

bildirilmigtir.

Ercan (1996), farkli hormon konsantrasyonlari kullanarak R. tinctorum’ un yaprak,
bogum, bogum arasi ve hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon yeteneklerini arastirmistir.
Bogum ve hipokotilden kallus olusturulamamis, yaprak ve bogum arasindan alinan
eksplantlarda ise NAA artisinin kallus ve kék olusumunu tesvik ettigi, BAP artisinin ise inhibe
edici etkide bulundugu belirlenmistir. Strgiin gelisimi tesvik edilememistir.

Kuzovkina ve ark. (1996), A. rhizogenes’in Ri-plazmidini kullanarak, blyime hormonu
icermeyen ve normal kdltdrler icin 6ngérilen ortamlarda sagakli kék kdltirlerini elde etmeyi
amagclamislardir. MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) ortamlarinda
olusturduklari transgenik sagakli koklerin igerdikleri antrakinon miktarlarindaki farkliliklari,
koéklerin nitrat ve amonyum azotu oranlarina gdsterdikleri tepki ile agiklamiglardir. Arastiricilar,
B5 ortaminda nitrat azotunun amonyum azotundan on kat daha fazla bulunmasinin sekonder
metabolit Uretimini olumlu yénde etkilemis olabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica, inokulasyonda
kullanilan bakteri irklarindaki farkhliklarin, elde edilen kiltirlerin fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine yansidigi da ifade edilmistir.

Ercan ve ark. (1999), izmir, Antalya, Usak ve Konya lokasyonlarindan toplanan R.
tinctorum tohumlarini serada ekerek ¢imlenen bitki kotiledon yapraklarinin A. rhizogenes irklari
(15834, 2628, R1000, 9365) ile inokulasyonlari sonucunda olusan antrakinon pigmentlerini
karsilastirmiglardir. A. rhizogenes’ in 2628 irki, kesim ylzeylerinde kallus olustururken, diger
irklarin  sadece sacak kok olusturduklari gézlenmistir. Usak populasyonunun diger
populasyonlardan daha ylksek antrakinon igerdigi tespit edilmis ve tarla kosullarinda yetisen
bitkilere ait antrakinon miktarlarinin in vitro kosullara gére daha yiksek oldugu belirlenmistir.
Arastiricilar, gozledikleri bu farkliigin kiltir ortamlarinda kullanilan fitohormon ve sukroz
konsantrasyonlarindan kaynaklanabilecegini ifade etmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitkisel Materyal ve Bakteri Irklari

Tohumlar, 2001, 2002 ve 2003 yillarinin Eylil aylarinda Manisa ilinin Ugpinar, Karaali
kdylerinden ve Akhisar ilgesinin Selgikli kéylinden toplanmistir (Sekil 3.1).

Transformasyon c¢alismalarinda kullanilan Agrobacterium rhizogenes’in 15834, A4
(agropin) ve R1000, 8196 (mannopin) yabani tip irklari Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik B8lim{ 6gretim Giyesi Prof.Dr. Rengin Eltem ve TUBITAK Gen Mihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisiinde gérevli Uzman Dr. Tijen Talas Ogras’ tan saglanmistir.

K Sekil 3.1. Rubia tinctorum L. tohumlari /

3.2. Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Steril bitkicikler elde etmek igin éncelikle, (i¢ lokasyondan elde edilen tohumlara 8 farkli
ylzey sterilizasyonu denenmistir (Cizelge 3.2.1). Steril edilen tohumlar, agar ve sukroz
icermeyen MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve su ile islatiimis pamuklu ortamlar igeren

kavanozlarda ¢imlendiriimeye alinmiglardir.

Cizelge 3.2.1 Tohumlara uygulanan sterilizasyon islemleri

Kabin Disinda (dk.) Kabin icinde (dk.)
S;,i::",:ﬁs 1/100 110 (%70)  (%2,5) (gffggﬂ:;t')
Sabun su Savlex Alkol NaOCI (Captan 50WP)

I - - 2 10 -

Il - - 2,5 15 -

11 5 5 3 15

v 5 5 3 10 3

\ 5 5 3 15 -

Vi 5 10 5 10 3

Vi 5 10 5 15 2
VI 5 5 5 15 -
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3.3. Mikrogogaltim: inokulasyon icin yeterli bitkisel materyali saglamak amaciyla steril
bitkiciklerin mikrogogaltimlari, 0.5 mg/l IBA igeren MS ortaminda (30 g/I sukroz, 7g/l agar, pH=5.8)
gergeklestiriimistir (Gizelge 3.3). Kdlturler, ortalama 25°C sicaklikta 16 saat aydinlik /8 saat karanlik
fotoperiyotta muhafaza edilmislerdir. Altklltlrlemeler, her dért haftada bir yapraklarin uzaklastirilip,
gbvdelerin internod aralarindan kesilerek taze kiltir ortamlarina aktariimalari ile yapiimistir.

3.4. Agrobacterium rhizogenes Irklarinin Aktivasyonu: Bakteriler, Yeast Mannitol Broth
(YMB) besiyerine aktarilarak 4°C’de saklanmiglardir (Gizelge 3.4.). inokulasyon igin tek bir bakteri
kolonisi, 100 ml sivi YMB ortaminda, 28°C’'de, orbital ¢alkalayicida (120 devir/dakika ) 48 saat
karanlikta cogaltiimistir. Daha sonra bakteriler, 5000 devir/dakika hizda santrifijlemeye tabi
tutulmuslardir. Bakteriler, steril saf su icinde slispanse edilerek yodunluklari O.Dgoo degerleri 0,8-1
olacak sekilde inokulasyon igin hazirlanmislardir.

3.5. Bitki Eksplantlarina Agrobacterium rhizogenenes Irklariyla inokulasyon ve Sacakh
Kéklerin Elde Edilmesi: inokulasyon icin kdk boya bitkisinin yaprak ve nod eksplantlar
kullaniimistir. Eksplantlar, steril bisturi ucu ile yaralanarak A. rhizogenes irklari ve negatif kontrol igin
steril saf su igcerisinde 100 devir/dakika’ da 30 dakika bekletiimigler, steril peceteler ile kurulandiktan
sonra karanlikta 28°C’de, yari kati MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. iki giin antibiyotiksiz ortamda
tutulan eksplantlar, bakterilerin eliminasyonunu saglamak igin 500 mg/l cefotaxime iceren MS
ortaminda 1 hafta, 250 mg/l cefotaxime iceren MS ortaminda ise 2 hafta slreyle kdltiire alinmislardir.
Daha sonra eksplantlar, antibiyotik icermeyen MS ortamina aktarildiklarinda sagakli kokler elde
edilmistir (Sekil 3.5).

3.6. Sacakl Kék Kiilturlerinin Olugturulmasi

3.6.1. Sacakh Koklerin Sivi MS, B5, SH Ortamlarinda Kiiltiire Alinmasi; Yaralanan
bolgelerde olusan sagakh kokler, eksplantlardan uzaklastirilarak hormonsuz sivi MS, B5 ve SH
ortamlarinda 24°C’de 140 devir/dakika olarak orbital c¢alkalayicida, karanlik ortamda kiltire
alinmiglardir.

3.6.2. Farkl Irklar ile Elde Edilen Sacakli Kéklerin Sivi MS Ortaminda Kiiltiire Alinmasi;
Farklh irklarin sekonder metabolit Gretimi (zerine etkilerini daha iyi belirlemek (zere, Karaali
lokasyonundan elde edilen bitkiciklere ayrica A. rhizogenes; A4, R1000, 15834, 8196 irklan ile
inokulasyon gerceklestiriimis ve olusan sagakli kdkler sivi MS (30 g/l sukroz, pH=5.8) ortaminda
kiltire alinmislardir.

3.6.3. Sacakli Koklerin Sukroz ve Elisitér Eklenen Sivi B5 Ortaminda Kiiltiire Alinmasi;
Sagaklh kokler, 120 gr. sukroz ilave edilmis, 0.1 uM metil jasmonat iceren (B5SMeJA) ve icermeyen

(B5S) sivi B5 ortamlarina aktariimislardir.
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Gizelge 3.3. Doku kultirt galismalarinda kullanilan MS, B5 ve SH ortamlarinin kimyasal i¢cerigi

Komponentler Kiiltiir Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg/l)
MS | B5

KNO; 1900 2500 2500
NH;NO; 1650 - -
NH4H,PO, - - 300
(NH,;).S0, - 134 -
MgS0,.7H,0 370 250 400
CaCl,.2H,0 440 150 200
KH,PO, 170 - -
NaH,PO,.H,0 - 150 -
MnSO,4 H,0 - 10 10
MnSO4.4H20 22.3 - -
Kl 0.83 0.75 1.0
H;BO; 6.2 3.0 5.0
ZnS0,7H,0 8.6 2.0 1.0
CuS0,5H,0 0.025 0.025 0.2
Na,Mo0O,.2H,0 0.25 0.25 0.1
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.1
FeS0O,.7H,0 27.8 27.8 15.0
Na,EDTA 37.3 37.3 20.0
Nikotinik asit 0.5 1.0 5.0
Pridoksin-HCI 0.5 1.0 0.5
Thiamin-HCI 0.1 10.0 5.0
myo-inositol 100 100 1000
Glisin 2.0 - -
Sakkaroz 30 000 20 000 30 000

Kaynak: Chawla , 2002; Ozcan ve ark., 2001

Cizelge 3.4. Agrobacterium rhizogenes bakterisinin Uretildigi besiyeri (pH:7.0)

Komponentler Miktar (g/l)
Mannitol 10
K,HPO, 0,5
Yeast Extract 0,4
MgS0,.7H,0 0,2
NaCl 0.1
Agar 15

Kaynak: Hunter ve Neill, 1990
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Mikrogogaltim
ile elde edilen
bitkicikler

Yaralanmis
eksplantlar

YMB ortaminda
buiyiitiilen bakteriler

Orbital calkalayicida 100
Rpm’de 30dk. inokulasyon

Eksplantlar bakterilerin eliminasyonu igin
500 mg/l cefotaxime MS ortaminda 1 hafta,
250 mg/1 cefotaxime iceren MS ortaminda ise

2 hafta siireyle kiiltiire alinmiglardir.

Yaralanmis bolgelerde
olusan sagakli kokler

Sekil 3.5. Bitki eksplantlarina Agrobacterium rhizogenenes irklariyla yapilan inokulasyonlar
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3.7. Opin ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizi
3.7.1. Opin Analizi

K6k boya bitkisinin A. rhizogenes irklarn ile inokulasyonundan elde edilen koklerin
transformasyon dogrulamalari igin Golds ve ark. (1990) tarafindan belirtilen opin analiz yontemi
kullanilmigtir. 10 glnlik 100’er mg taze kdk dokusu, 100ul 0.1N HCI ile homojenize edilmisgtir.
Homojenat 5.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifdj edilerek Ust sivi ayriimistir ve bu Ust sivi
kagit elektroforezi icin kullaniimistir. Elektroforezde duragan faz olarak kullanilan Whatmann
3MM kagidi Gzerine sirasiyla; 2ul 1.0 mg/ml derisimde stok olarak hazirlanmig mannopin
standardi, 10pl inokulasyon yapilmamis Rubia tinctorum kok ekstresi, 10’ar ul inokulasyon
yapilmis Rubia tinctorum’a ait kdk ekstreleri spotlanarak oda sicakliginda kurutulmuslardir.
Ornekler, hareketli faz olan formik asit: asetik asit: su (5:15:80, v/v/v) sisteminde 45 V/cm
elektrik akiminda 30 dakika elektroforez yapilarak ayrilmiglardir. Elektroforez sonunda opinlerin
gb6rindr hale gelmesi icin Petit ve ark.(1993)'na ait ydntemde belirtildigi gibi AgNO3 boyamasi
yapimistir;

A Soliisyonu: 0.625 g AgNO;, 250ul distile su ile ¢6zlindurdimus; Uzerine 50ml aseton ilave
edilmis ve ¢bkelen AgNOz'in tamamen ¢6zindlrilmesi igin sollisyon berraklasincaya kadar
damla damla distile su ilave edilmistir.

B Soliisyonu: Distile su ile %20’lik (w/v) NaOH ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan NaOH’ den
10 ml alinarak Gzerine 90 ml MeOH ilave edilmistir.

C Soliisyonu: %5 (w/v) derisimde olacak sekilde, Na,S,03 distile suda tamamen ¢oziilerek
hazirlanmistir.

Elektroforez sonucunda oda sicakliginda kurutulan &érneklerin bulundugu Whatmann
kagidi, igcinde A sollisyonu bulunan bir kap igine batirilhp gikarilarak tamamen islatiimistir. Daha
sonra 20 dk. oda sicakliginda kurutulmustur. Ardindan B solusyonu igine batirilip ¢ikarilarak
tamamen bu sollsyonda islanmasi saglanmistir. 30 dakika oda sicakliginda tekrar kurutulan
kagit, C sollsyonu ile islatilarak Gzerindeki boyanmis opinler fikse edilmistir ve soguk akar su
altinda 1-2 saat ykanarak kagit zemin temizlenmigtir. Boyanan Whatmann kagidi oda
sicakhginda kurutularak opin varhgi analiz edilmigtir (Hasangebi, 2003).

3.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Sacakl ve normal koklerden DNA izolasyonlari gergeklestirilimistir. Arastirma
kapsaminda, primerler olusturulmustur. Dogal sartlarda bakterilerde bulunan rol A, rol B, rol C
genlerinin, inokulasyon ile sacakh koklere aktarilip aktariimadiginin belirlenmesi igin polimeraz
zinciri reaksiyonunun oturtulmasina ODTU Kimya Bélimi 6gretim Gyesi Prof.Dr. Mahinur Akaya
ile birlikte galisiimigtir.
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3.8. Sacakh Koklerde Bulunan Sekonder Metabolit Analizleri
3.8.1. Spektrofotometre Yontemi

Ercan ve ark. (1999)’'nin belirttigi yonteme dayanilarak élgme islemi yapilmistir. Standart
olarak kullanilacak alizarin Ege Universitesi Fen Fakiltesi Kimya B&limi Analitik
laboratuarindan elde edilmistir. Olgme isleminde Unicam marka spektrofotometre kullaniimistir.
Sacakl kokler, 2 gin sireyle 60°C’de kurutulmuslardir. Daha sonra toz hale getirilen kéklerin 50
mg’l, 50 ml distile su ile karistirilarak 16 saat ¢alkalama islemi gergeklestiriimistir. Bu karisim,
70°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Slispansiyon sogutulduktan sonra Gzerine 50 ml %50
methanol eklenerek karistiriimis ve filtre kagidinda stizilmustir. Berrak sollisyon, 450 nm’ de
1mg/ 100 ml alizarine karsihk okunmusgtur.

3.8.2. HPLC (Yiiksek Performash Sivi Kromatografisi) Yontemi

Sacgakl kokler lzerinde HPLC (High Performance Liquid Chromatography; yiksek
performasli sivi kromatografisi) zamanli analizlerin yapilabilmesi i¢in 6ncelikle kék boyada
bulunan referans bilesiklere ihtiyag duyulmustur. Bu yéntem Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomihendislik Bélimi dgretim (iyesi Dog. Dr. Erdal BEDIR’ in yardimlari ile
oturtulmaya cahligiimisgtir.

Kolon kromatografileri silika jel 60 (Merck 7734), Li Chroperp RP (C-18, Merck, 1077)
adsorbanlari, ince tabaka kromatografisi pre-coated Kieselgel 60 Fs,4 aliminyum kagitlar (Merck
5554) kullanilarak yapilmistir. UV aktif bilesikler 254 ve 366 nm UV lambada Camag marka
cihaz yardimi ile detekte edilmigtir.

Ticari olarak bulunamayan referans bilesiklerin elde edilmesi amaci ile dogadan
toplanan 66 g kok boya bitkisi kékinin 1L MeOH ile ekstraksiyonu gergeklestirilmigtir.
Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra ¢6zlich rotavaporda yogunlastiriimistir. Devaminda
materyal liyofilize edilmis ve fraksiyonlama islemleri uygulanmis, 14,622 g MeOH eksktrakti elde
edilmistir (Cizelge 3.8.2).

MeOH ekstrakti, Li Chroperp RP (C-18, Merck, 1077) marka RP kolondan sirasiyla
%100 sudan %100 metanole, metanol orani %10’ar arttirilarak gegirilmistir. islem sonucunda 49
fraksiyon elde edilmistir. 40. fraksiyon 70:30:3; kloroform: metanol: su sistemi ile sartlandiriimis,
(Merck 7734) marka silika jel kolondan gecirilmistir. Elisyon sonucunda toplam 32 fraksiyon
elde edilmis bunlardan 22. ve 23. fraksiyonlar, 27. ve 28. fraksiyonlar birlestirilerek 'H ve *C
NMR’I (Niikleer Magnetik Rezonans) tayini icin Ege Universitesi NMR Uydu Laboratuvar’ na
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Bruker Avance DRX-400 400 MHz (1H) ve 125 MHz (13C) g6nderilmistir. NMR islemi D,O
¢Ozgeni kullanilarak yaptirilmistir. 22. ve 23. fraksiyonlarin lusidin primeverozit ve 27. ve 28.

fraksiyonlarin Ruberitrik asit ve Lusidin primeverozit oldugu belirlenmistir.

Standart Gézelti Hazirliklari: Stok ¢dzelti igin 10 mg Alizarin, 1000 ug/ml olacak sekilde
10 ml methanolle ultrasonik banyoda 15 dk. tutularak ¢ézilmastir. Bu stok ¢dzeltilerden yola
cikarak 5’er ml 10, 25, 50, 100 pg/ml son derisime sahip Alizarin ¢Ozeltileri hazirlanmigtir.
Ruberitrik asit ve Lucidin primeverozit i¢in; 1 mg Ruberitrik asit ve Lucidin primeverozit
derigimleri 1000 pg/ml olacak sekilde 1 ml methanolle ultrasonik banyoda 15 dk. tutularak
¢Oz0ImUstir. Stok ¢ozeltilerinden yola ¢ikarak 1’er ml 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml
lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir 6rnek duplike uygulanmigtir. Dublike uygulamalarin

ortalamalar alinip Microsoft Excel Programi ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

_ Rubia tinctorum
Ogatilmasg kuru kok

(66 9)

|

MeOH
ekstraksiyon
(1L

|

[ Filtrasyon ]
|

( Evaporasyon J

MeOH

Ekstrakti
(14,622 g)

Sekil 3.8.2. Dogadan toplanan Rubia tinctorum kékinde yapilan MeOH ekstraksiyonu
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3.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen veriler, 4 (bakteri irki) x 2 (eksplant tipi) faktorli tesadUf bloklari
deneme desenine gbre degerlendirilmistir. Calismamizda, % ile ifade edilen &zelliklerin
degerlendiriimesi igin “0” ile “100” arasinda degisen verilere arcsin transformasyonu
uygulanarak agi degerleri Uzerinden istatistiki analizler yapiimistir. Bu transformasyon tipinde
“0” degeri yerine 1/4n, “100” degeri yerine de 100-1/4n formQll ile elde edilen degerler
konulmustur (n= ilgili tekerriirdeki 6rnek sayisi) (Agikgdz, 1988). “Tarist” istatistiki program
kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir (A¢ikgdz ve ark., 1994).
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4. BULGULAR

4.1. Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Tohum sterilizasyonu igin denenen 8 farkli yontemden VII numarali yéntemin %62
¢imlenme orani ile en uygun oldugu belirlenmistir. Ancak, enfeksiyon yizdesinin en dusik
oldugu Il no’lu yéntemin de etkili oldugu dikkati cekmistir (Sekil 4.1.1), (Cizelge 4.1.1).

100
90 A
80
70
60 —1
50
40
30 -
20 A
10 1

@ Cimlenme Ylzdesi

%

m Enfeksiyon Yizdesi

| Il m v v ve vi Vi

Sterilizasyon Yontemleri

Sekil 4.1.1. Sterilizasyon ydntemine gére ¢imlenme ve enfeksiyon ylizdesi

Cizelge 4.1.1. VIl numaral yéntemin ylzey sterilizasyonu basamaklari

Uygulama Yeri Uygulanan Kimyasal ve Siresi

Kabin Disinda 1/100 sabunlu su soliisyonu iginde 5 dk.
1/10 Savlex sollsyonuiginde 10 dk.
3 defa gesme suyu, 2 defa distile su
Kabin iginde Etil Alkolde 5dk.
NaOCI’ de 15 dk.
Fungusit(0,25 g/ml) 2 dk.
3 defa steril su
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Gizelge 4.1.2 Ug lokasyondan toplanan tohumlarin MS’li ve sulu ortamlarda belirlenen

¢imlendirme oranlari

Lokasyon  Sulu pamuklu ortamda  Cimlenme MS’li pamuklu ortamda Cimlenme

cimlendirmeye alinan % cimlendirmeye alinan %

tohum sayisi tohum sayisi
Karaali 294 54 270 61
Ugpinar 450 61 537 59
Selgikli 308 9 324 8

Steril edilen tohumlarin, agar ve sukroz icermeyen MS’li ve su ile i1slatiimis pamukiu
ortamlar igeren kavanozlarda ¢imlendirilmeleri sonucunda ¢imlenme oranlari arasinda belirgin

bir farklilik gdzlenememistir (Cizelge 4.1.2).

Sekil 4.1.2. Rubia tinctorum L. tohumlarinda ¢imlenmeler
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4.2. Mikrocogaltim

Agrobacterium irklari ile inokulasyonlari gergeklestirmek Uzere yeterli bitkisel
materyallerin saglanmasi amaciyla in vitroda elde edilen steril bitkiciklerin mikrogogaltimi igin
0,5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminin (30 g/l sukroz, 7 g/l agar, pH=5.8) uygun oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.2.1). Nod aralarindan kesilerek Uretilen bitkiciklerin haftada bir nod
verdikleri belirlenmistir. En iyi mikrogogaltim Karaali lokasyonundan elde edilen bitkiciklerde
oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.2.1. In vitro kosullarda elde edilen kék boya bitkiciklerinin mikro cogaltimlar:

(a) Nod aralarindan kesilmis eksplantlar (b) Kesimden iki hafta sonra gelisen siirgtnler

4.3. Elde Edilen Sacakl Kékler:

Transformasyon c¢alismalarinda, Agrobacterium rhizogenesin 15834 irkinin nod
eksplantlariyla 30 dakika siireyle gergeklestirilen inokulasyon sonucunda ve karanlk kosullarda
saglanan sagakl kdk olusum orani, en yiksek %61,2 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3.). Yaprak
eksplantlarinin inokulasyondan kisa sire sonra esmerlestikleri gdzlenmistir (Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3. Agrobacterium rhizogenes 8196, 15834, A4 ve R1000 irklarinin inokulasyon
yapildigi eksplantlara gére MS ortaminda elde edilen sacakli kdk olusum ylzdeleri

inokulasyon | Sacakli Kék
Yaplil Gozl
aprian ozlenen Eksplantlarda Sacakl K6k
[Exsplant Eksplant Eksplant Olusumu
Irklar - Sayisi Sayisi .
Tipi Yiizde
Ortalama
Tek|Tek| Tek|Tek|Tek| Tek |Tek|Tek| Tek
Lgmjm e m e fwfm X (%)
Yaprak |20 37|10 - | 1 - - 12,7 - 0,9
8196
Nod |20(35|10| 8 |11]| 4 }40.0/31,4140.0 37,1
Yaprak |18 |35 10| - | 4| 2 - |11,4/20.0 10,5
15834
Nod |20]35|20|12]17| 15 |60.0/48,5/75.0 61,2
Yaprak |16 |40 | 15| 3 | - - 118,7) - - 6,2
A4
Nod |20{40| 12| 3 |11]| 6 [15.027,5/50.0 30,8
Yaprak |20 40| 15| 2 | 5 | 3 [10.0[12,5{20.0 14,1
R1000
Nod |20{40| 20 |10]22]| 11 |50.0/55.0{55.0 53,3

Arcsin transformasyonun uygulandigi veriler, basit faktériyel tesadif bloklari deneme
desenine go6re degerlendirildiklerinde, Agrobacterium irklari (F:6.132) ve eksplant tipleri
(F:101.788) %1 seviyesinde istatistiki agidan énemli bulunmustur. Agrobacterium irklari x
eksplant tipleri interaksiyonunun ise her iki seviyede 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Buna gobre, 15834 no’lu irk sagakl kék ylzdesi (%35.8) bakimindan |. grupta; R1000
irki %33.5 ortalama deger ile Il.grupta; 8196 ve A4 irklari ise sirasiyla %19.0 ve %18.5 ile Ill.
grupta yer almiglardir (LSD:15.658):

Agrobacterium irklari Sacakh Kok Ylizdesi Siralama
15834 35.8 a lgrup
R1000 335 ab ll.grup
8196 19.0 b lll.grup

A4 18.5 b lll.grup
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Nod eksplantlari, sacakli kdklerin olusumu bakimindan %45.5 ile |. Grupta yer alirken

yaprak eksplantlari ise %7.9 ile Il. grubu olusturmustur (LSD: 11.072):

Eksplant tipleri Sacakli Kék Yiizdesi Siralama
Nod 45.5 a l.grup
Yaprak 7.9 b Il. grup

Sekil 4.3. inokulasyon sonucu yaralanan kisimlarda gézlenen sagakli kdkler
a)Yaprak eksplantinda b) Nod eksplantinda
c) Gesitli yaprak eksplantlarinda d) Cesitli nod ekplantlarinda
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4.4. Koklerin Sivi Ortamlarda Kiiltiire Alinmasi

Sacakl kokler kiltire alindiktan kisa siire sonra hizla gelisme gdstermiglerdir (Sekil
4.4.1). Kullanilan sivi MS, B5 ve SH kultir ortamlarindan 6zellikle MS ortamindan elde edilen
koklerin altin sarisi renginde, B5 ortaminda uretilen kdklerin ise kirmizi renkte olduklari ve ortam
rengini de kirmizilastirdiklari gézlenmistir (Sekil 4.4.2). SH ortamina ait kodklerin ise sarimsi ve
ince yapida olduklari saptanmistir.

Sekil 4.4.1. (a) MS sivi ortam icerisinde kiltire alinan sagakl kdkler; (b) gelismis sacakl kdkler
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MS B¢ TH

Sekil 4.4.2. Farkli sivi ortamlarda (MS, B5, SH) yetistirilen sacakli kdkler

ve ortamlardaki renk degisimleri
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4.5. Transformasyonun Dogrulanmasi

4.5.1. Opin Analizi: Opin analizinde metodun oturtulmasi igin mannopin standardi kullaniimistir.
Mannopin tipi bakterilerin inokulasyonundan olusan sacakli koklerde analizler yapilmistir.
Kullanilan analizde, elektroforez esnasinda olusan 1si nedeniyle opinler net olarak

belirlenememistir.

4.5.2. PCR Analizi: PCR analizi igin ODTU Kimya B&limii Molekiiler Biyoloji Arastirma
Laboratuvarinda c¢alisilmistir. Elde edilen sacakli koklerden ve normal koéklerden DNA
izolasyonlari gergeklestirilmistir. Belirlenen primerler ile PCR galismalari yapilmistir. Ancak,
metodun oturtulmasi igin ¢galismalara devam edilmesi gerekmektedir.

4.5.3. Morfoloji: Bitki blylime diizenleyicileri igermeyen kiltlir ortamlarinda transforme koklerin,
daha hizli, yogun plagiotrop gelisme géstermeleriyle kontrol bitkilere ait kdklerden morfolojik

olarak farkli olduklari gdzlenmistir.
4.6. Sacakl Koklerde Bulunan Sekonder Metabolit Analizleri
4.6.1. Spektrofotometre Yontemi

Spektrofotometre analizleri sonucu kdk boya bitkisinin Agrobacterium rhizogenesin A4
irki ile inokulasyonu sonucu elde edilen sagakli kéklerdeki alizarin miktari 6,4 pg/ml; 15834 irki
ile inokulasyonu sonucu elde edilen sagakl koklerdeki alizarin miktari 9,8 pg/ml bulunurken,
dogadan toplanan koke ait alizarin miktari 27,2 pg/ml olarak belirlenmigtir (Sekil 4.6.1).

Antrakinon
y = 5,981x - 0,0005
R? = 0,9997
0,14
0,124 /
2 01
S 0,08
£
9 0,06
g 004
0,02 74(
o4
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
C(mg/ml)

Sekil 4.6.1. Alizarin kalibrasyon egrisi
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4.6.2. HPLC Yéntemi

Referans bilesiklerin elde edilmesi amaci ile dodadan toplanan kdk boya bitkisine ait
kéklerden Lusidin primeverozit ve Ruberitrik asit antrakinon bilesikleri izole edilmis, NMR analizi
ile dogrulanmalari yapiimistir (Sekil 4.6.2.2; 4.6.2.3). Daha sonra HPLC'de bu standart
bilesiklere ait kalibrasyon calismalari gerceklestirilmistir. Lusidin primeverozit icin R°=0,9997,
Ruberitrik asit R?=1 olarak tespit edilmistir. Sonradan elde edilen Alizarin igin R® =0,9987
kalibrasyon grafigi gizilmistir (Sekil 4.6.2.1).

LUSIDIN PRIMEVEROZIT
= 10000000 y = 23757x + 18200
< 8000000 R?=0,9998
<
X 6000000
o
= 4000000 |
D
<
o0 2000000 1
0 ; ; ; ; ‘
0 100 200 300 400 500
Mikrogram/Mililitre
RUBERITRIK ASIT
1000000
=
< 800000 y = 3736,6x + 4497,7
-
< RP=1
« 600000
o
1 400000
’2 200000
o
0 - : ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250
Mikrogam/Mililitre
ALIZARIN
8000000 4
7000000 - y = 147055x - 158730
; 6000000 - R? = 0,9987
-
< 5000000 -
X 4000000 A
o
= 3000000 -
Q
< 2000000
o
1000000 |
0 ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
10 20 30 40 50 60
-1000000 -
Mikrogram/Mililitre

Sekil 4.6.2.1 254nm’de Lusidin primeverozit, Ruberitrik asit, Alizarin
Bagil Pik Alani-Derisim Kalibrasyon Grafikleri
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Sekil 4.6.2.2. Lusidin Primeverozit H NMR Spektrumu
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Sekil 4.6.2.3. Ruberitrik asit 'H NMR spektrumu (1)
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Sekil 4.6.2.3. Ruberitrik asit '"H NMR spektrumu (2)
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4.6.2.1. Sivi MS, B5, SH Ortamlarinda Kiiltiire Alnan Sacakh Koklerdeki Sekonder
Metabolitler

Elde edilen sagakh kéklerin sivi MS, SH, B5 ortamlarindaki gelismeleri ve antrakinon
miktarlari incelenmistir. Lusidin primeverozit miktarlari MS ortaminda gelisen sagakli kdklerde
2.7mg/g, SH ortaminda 0.1mg/g olarak belirlenirken B5 ortaminda ise bu metabolit
gdzlenmemistir. Ruberitrik asit miktar, MS ortaminda gelisen koéklerde 8.5 mg/g olarak
belirlenmis, SH ve B5 ortamlarinda gelisen kdklerde ise bu metabolit g6zlenememistir (Cizelge
4.6.2.1).

Cizelge 4.6.2.1. Sivi MS, B5, SH ortamlarinda kiltiire alinan sacakli kéklerdeki
antrakinon miktarlari (mg/g, pg/ml)

Lusidin primeverozit Ruberitrik asit
MS 2.7 mg/g, 2,213 pg/ml 8.5 mg/g, 2,183 pg/mi
B5 - -
SH 0.1 mg/g, 0,0069 pg/mi -

4.6.2.2. Farkh Irklar Kullanilarak Olusturulan Sacaklh Kéklerin Sivi MS Ortaminda Kiiltiire
Alinmalari ile Elde Edilen Sekonder Metabolitler

Karaali lokasyonundan elde edilen bitkiciklere Agrobacterium rhizogenes; A4, R1000,
8196 irklari ile inokule edilen kokler sivi MS (30 g/l sukroz, pH=5.8) ortaminda Kkiilture
alinmislardir (Cizelge 4.6.2.2). 8196 irki ile yapilan inokulasyon sonucu elde edilen kéklerdeki
lusidin primeverozit miktari 0.95 mg/g; ruberitrik asit miktari 6.2 mg/g; alizarin miktari 0.067
mg/g olarak, R1000 irki ile yapilan inokulasyon ile elde edilen kdklerdeki lusidin primeverozit
miktari 1.13 mg/g; ruberitrik asit miktari 8.4 mg/g; alizarin miktari ise 0.072 mg/g olarak, A4 irki
ile yapilan inokulasyon sonucu elde edilen kdklerdeki ruberitrik asit miktari 0.0034 mg/g, alizarin
miktari 0.14 mg/g olarak belirlenmistir. A4 irki ile yapilan inokulasyon sonucunda olugsan
koklerde lusidin primeverozit gérilmemistir. Arastirmanin bu béliminde, 15834 no’lu irkla elde
edilen sacakli kdkler, ekstraksiyon islemi esnasinda tipln kirlimasi nedeniyle degerlendiriimeye
alinamamustir.

Cizelge 4.6.2.2. A4, R1000, 8196 irklari ile inokulasyon sonucu elde edilen sagakl kdklerdeki
antrakinon miktarlari (mg/g)

Lusidin primeverozit Ruberitrik asit Alizarin
8196 0.95 mg/g 6.2 mg/g 0.067 mg/g
R1000 1.13 mg/g 8.4 mg/g 0.072 mg/g
A4 - 0.034 mg/g 0.14 mg/g
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4.6.2.3. Sukroz ve Elisitor Eklenen Sivi B5 Ortamlarinda Kiiltiire Alinan Sacakli Kéklerdeki
Sekonder Metabolitler

Sukroz ve elisitdor madde etkisini gérebilmek igcin 120g sukroz ilave edilmis metil
jasmonat (MeJA) igermeyen B5 ortaminda (B5S) lusidin primeverozit miktari kuru sagakl kokte
13.45 mg/g; ruberitrik asit 93.2 mg/g; alizarin 0.78 mg/g olarak belirlenmistir. 0.1uM Metil
jasmonat ve 120 gr sukroz igeren B5 ortaminda (B5SMeJA) lusidin primeverozit miktari 12.31
mg/g; ruberitrik asit 86.8 mg/g, alizarin 0.11 mg/g olarak belirlenmistir. Dogadan toplanan kdkte
ise bu degerler lusidin primeverozit miktari 19.4 mg/g; ruberitrik asit 174.9 mg/g; alizarin 0.14
mg/g olarak saptanmistir (Cizelge 4.6.2.3).

Cizelge 4.6.2.3. Elisitdr iceren ve icermeyen sukrozlu B5 ortamlarinda kdltiire alinan sacakh
koéklerdeki antrakinon miktarlari (mg/g)

Lusidin primeverozit Ruberitrik asit Alizarin

B5S Ortami 13.45 mg/g 93.2 mg/g 0.78 mg/g
B5SMeJA Ortami 12.31 mg/g 86.8 mg/g 0.11 mg/g
Dogadan Toplanan 19.4 mg/g 174.9 mg/g 0.14 mg/g

Kék
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5. TARTISMA VE SONUC

Anadolu’'nun hemen her tarafinda yetisebilen Rubia tinctorum L. (kék boya) bitkisinin en
iyi ve en Unlisi gegmis zamanlarda Kirkaga¢ yakinindaki Bakir Kasabasrnda dretilmistir.
Ayrica, Manisa, Akhisar ve Gelenbe’'de yetistirilen kék boya bitkileri de iyiler arasinda yer
almistir (Baykara, 1993). Calismamizda materyal olarak kullanilan Rubia tinctorum tohumlari bu
bilgilere dayanilarak Manisa’dan toplanmigtir.

Bitki doku kultrd ¢alismalarinda asilmasi gereken en énemli sorunlardan biri bitkinin
steril olarak yetistiriimesidir. Bunun icin bitki tohumu ya da eksplanti gesitli sterilizasyon
islemlerinden gecirilmelidir. Kullanilacak olan sterilant maddenin cinsi, konsantrasyonu ve
uygulama siresi sterilizasyonun basarisini etkilemektedir (Babaoglu ve ark., 2001).
Calismamizda tohumdan steril bitki elde edilmesi esas alinmistir. Cogunlukla uygulanan etil
alkol, sodyum hipoklorit basamaklarina ek olarak Rubia tinctorum tohumlarinin, énce 1/100
sabunlu su sollsyonu i¢inde 5 dk., daha sonra ise 1/10 (v/v) savlex solisyonu iginde 10 dk. ve
0,25 g/ml fungusit icerisinde 2 dk. bekletiimesi olumlu sonuglar vermistir.

Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan
(embriyo, tohum, gdvde, slrglin, kok, kallus, tek hilicre ya da mikrospor vb.) yapay besin
ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanan
mikrogogaltim ile gevresel faktérlerden bagimsiz olarak bitkisel materyalin kisa siirede, ¢ok
miktarda, saglikh ve klonal olarak Uretilmesi saglanir. Bu yéntem o6zellikle ticari bitkilerin,
endemik ya da c¢ogaltiimasi zor olan bitkilerin Uretiminde etkin bir sekilde kullaniimaktadir.
Bunun icin bitkinin uygun besin maddesi, hormon ve kultur isteklerinin bilinmesi gerekmektedir
(Babaoglu ve ark., 2001). Ercan ve ark. 1996 yilinda R. tinctorum ile yaptiklari mikrogogaltim
calismalarinda, gévde, nod ve yapraklardan aldiklari eksplantlardan doku kdltird ile yeni
bitkicikler olusturmaya caligmiglar ve nodlara gére yaprak dokularinin organogenez yeteneginin
daha fazla oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda yapraklarin uzaklastirilarak nod aralarindan
kesilen materyalin 0,5 mg/I IBA igeren MS ortaminda hafta da bir nod olusturduklar belirlenmesi
bu bitkinin etkin bigimde mikrogogaltim ile Uretilebilecegini gdstermistir.

Literatiirlerde farkh irklarin her bitki tirQ icin farkh transformasyon etkinligi gésterdigi
bildirilmistir. (Giri ve ark., 2001).Tez arastirmasinda dért farkh A. rhizogenes irki (15834, A4,
8196, R1000) kullanilmigtir. inokulasyon sonucunda nod eksplantlarinda gézlenen en yiiksek
sagakll kok olusum orani 15834 irki ile %61.2 oraninda elde edilirken, R1000, 8196 ve A4
irklarinda bu oranlar sirasiyla %53.3, %37.1, %30.8 olarak belirlenmigtir. Ercan ve ark. 1999,
¢alismalarinda R. tinctorum bitkisini 15834, R1000, 9365 ve 2628 irklari ile inokule etmisler ve
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15834 irkini en ylksek viriilent irk olarak belirlemislerdir (Ercan ve ark.,1999). Yaprak ve nod
eksplantlarindan elde edilen sagakli kdk ylzde ortalama degerler bakimindan da A. rhizogenes
irklarindan 15834 irki en yilksek degeri vermigtir. Elde ettigimiz sonuglara gére bizim
kullandigimiz 4 irk igerisinde 15834 irkinin en ylksek transformasyon etkinligi géstermesi bu
¢alismalarla uyumludur.

Transformasyon i¢in uygun irkin belirlenmesinin yanisira inokulasyon yapilan bitki
dokusu sec¢iminin dzellikle transformasyona inat¢i bitki tiirlerinde basari elde etmek igin énemli
bir faktdr oldugu bildirilmistir (Ozcan ve ark., 2001). Yaprak ve hipokotil eksplantlarina yapilan
inokulasyonlar sonucunda, sagakl kék olusum oranlari; nod eksplantlarinda ortalama %45,475,
yaprak eksplantlarinda ise ortalama %7,948 olarak belirlenmistir. R.tinctorum bitkisinin son
derece kiiglk yapraklara sahip olmasi nedeniyle, yaprak eksplantlari inokulasyondan kisa bir
sUre sonra kararmigtir. Bu sonug yapraklardaki sagakli kdk olusum oranini distrmastar.

Sekonder metabolit analizleri i¢in ilk olarak spektrofotometre metodu kullaniimis daha
sonra HPLC yoéntemine basvurulmustur. Ticari olarak bulunamayan bilesiklerin eldesi igin
dogadan toplanmis koklerde ekstraksiyon ve kolon kromatografileri yapilmig, lusidin

primeverozit ve ruberitrik asit antrakinonlari izole edilmigtir.

Agrobacterium rhizogenes irklarinin sekonder metabolit Uretimi Uzerindeki etkisinin
farkli oldugu belirtiimektedir (Giri ve ark., 2001). Arastirmamizda spektrofotometre yéntemi ile
sagakll kdklerde bulunan alizarin miktar A. rhizogenes 15834 1irki ile 9,8 ug/ml, A4 irki ile 6,4
pg/ml olarak belirlenmistir. Dogadan toplanan kéklerde alizarin miktari 27,2 pg/ml olarak
saptanmistir. Bu sonuglar Ercan ve ark., (1999) ve Kuzovkina ve ark., (1996)'na ait bulgularla
uyum igerisindedir. Burada dogadaki bitkilerin ¢ok yillik olmasi bu sonucun elde edilmesinde
O6nemlidir. Ancak uygun kosullarin belirlenmesi sagakli kdklerdeki sekonder metabolit igeriklerini

arttirmada zorunlu bir husustur.

Karaali lokasyonundan elde edilen materyallere 4 farkli irk ile uygulanan inokulasyon
sonucunda elde edilen sacakli kdkler sivi MS ortaminda kiltire alindiklarinda antrakinon
miktarlari; R1000 irki ile lusidin primeverozit 1.13 mg/g; ruberitrik asit 8.4 mg/g; alizarin 0.072
mg/g , 8196 irki ile lusidin primeverozit 0.95 mg/g; ruberitrik asit 6.2 mg/g; alizarin 0.067 mg/g ,
A4 rki ile ruberitrik asit 0.0034 mg/g, alizarin 0.14 mg/g olarak belirlenmistir. Arastirma
bulgularina dayanilarak en ylUksek antrakinon miktarlarinin R1000 irkiyla elde edildigi
saptanmistir.
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Koéklerin gelisimi ve sekonder metabolit Gretimini arttirabilmek igin sivi MS, B5 ve SH
ortamlari ile optimizasyon calismalari yapiimistir. En iyi gelismeler, MS ortaminda kiltire alinan
koklerde gbzlenmistir. SH ortaminda ise koklerin ince yapida olduklari belirlenmistir. B5S ortamda
gelisen koklerin ve besin ortaminin kirmizi renkte oldugu gdzlenmistir. B5 kdklerinde ve besin
ortaminda gd6zlenen kirmiziigin alizarin antrakinonundan kaynaklandigi dustnilmektedir ki
daha sonraki galismalarda ylksek miktarda alizarin bu ortamda gelisen kdklerde belirlenmisgtir.
Genellikle nitrat/amonyum orani 1:1 olmakla beraber, bu oranin degistiriimesi ile bir ¢ok
sekonder metabolitin in vitro Uretilmesinde azalis veya artisa rastlanmaktadir (S6kmen ve
Garel, 2001). Kuzovkina ve ark. 1996 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, kdklerde kirmizi renk
olusumunu gézlemisler, B5 ortaminda bulunan nitrat azot miktarinin amonyum azotundan 10
kat fazla olmasinin sekonder metabolit sentezini etkileyebilecegini ifade etmislerdir. Bu
farkliligin sekonder metabolit biyosentezinin arastirmada iyi bir model sistem olarak
kullanilabilecedi de ayni arastiricilar tarafindan belirtiimistir. Galismamizda lusidin primeverozit
miktarlari MS ortaminda gelisen sagakl kéklerde 2.7 mg/g, SH ortaminda 0.1mg/g olarak
belirlenirken B5 ortaminda ise bu metabolit gdzlenmemistir. Ruberitrik asit miktari, MS
ortaminda gelisen kdklerde 8.5 mg/g olarak belirlenmis, SH ve B5 ortamlarinda gelisen kdklerde
ise bu metabolit gdzlenememistir.

Sukroz ve elisitér maddelerin sekonder metabolit Gretimindeki etkilerini gérebilmek igin
sagakl kokler, 120 g sukroz ilave edilmis 0.1uM metil jasmonat (MeJA) iceren B5 (B5SMeJA)
ortamlarinda metil jasmonat icermeyen B5 (B5S) ortamlarina gére daha az oranda alizarin
olusturmuslardir. Diger bir ifade ile 120 g sukroz iceren B5 besin ortamina yapilan 0.1uM metil
jasmonat ilavesi antrakinonlarin miktarini arttirmamistir. Dogadan toplanan koéke ait sekonder
metabolit analizlerinde lusidin primeverozit ve ruberitrik asit igeriklerinin sagakli kdklere goére
daha yiksek oldugu, bununla birlikte alizarin igeridinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu da
Umit verici bir durumdur. Ancak bu konunun daha detayh ele alinmasi gerekmektedir.

Arastirmamizda  transformasyonun  belirlenmesinde  morfolojik  &zelliklerden
yararlaniimistir. Kéklerin yaralanan bdlgelerde plagiotrop olusmasi ve hizli biyime gdstermeleri
yardimci olmustur.

Bu arastirmada karsilasilan sorunlar dikkate alindiginda, bundan sonra
gergeklestirilecek arastirmalarda, asagida belirtilen bazi hususlarin oldukga kapsamli ele
alinmasi yerinde olacaktir.
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inokulasyon yapilacak materyalin yasi ve tipi énemlidir. Geng dokulara uygulanan
inokulasyon sonucunda sacakh kdék olusumunun daha fazla oldugu gdézlenmistir. Yaprak,
internod gibi daha narin yapili eksplantlarin yaralama ya da inokulasyon esnasinda nekroza
ugradiklari ve 6ldukleri dikkati cekmistir.

Sacakli koklerin yiiksek oranda elde edilebilecekleri ve daha iyi gelisebilecekleri besin

ortamlarinin ve bilegimlerinin de g6z 6niine alinmasi gereklidir.

Sacakli koéklerin sivi ortamlara aktarilmalarinda koék/sivi oranina dikkat edilmelidir.
Kitlesel olarak disik miktarlarda elde edilen baslangic sagak koéklerin c¢alkalama ile
havalanmalarinin ve daha iyi gelismelerinin saglanmasi agisindan 6nce az miktarda sivi ortama
ihtiyag vardir. Ayrica aydinlik ve karanlk; sicaklik gibi kiltir kosullarinin da dikkate alinmasi
gereklidir.

Transformasyonlarin dogrulanmasi igin gerek opin analizlerinin ve gerekse de PCR
analizlerinin daha detayl ele alinmasi yerinde olacaktir.

Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, Rubia tinctorum bitkisinin doku Kkulttrd
kosullarinda hizli olarak gogaltilabilecegini, Agrobacterium rhizogenes bakterileri araciligi ile
sacakll kok kdltarlerinin olusturulabilecegini géstermistir. Ancak uygun bitki genotipi, eksplant
kaynaklari, besin ortamlar, bakteri irklari, inokulasyon kosullar, kuoltir kosullari ve
transformasyonlarin dogrulanmasi igin gerek opin analizlerinin ve gerekse de PCR analizlerinin
daha detayli ele alinmasi yerinde olacaktir. Sekonder metabolitlerin laboratuardaki kigik
Olgekte olusum mekanizma ve kosullarinin belirlenmesini hedefleyen arastirmalardan sonra
elde edilecek bulgularin optimizasyonunun saglanmasi ile de ileride biyoreaktdr galismalarina
katkida bulunulacaktir.
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