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OZET

IN VITRO COGALTILAN VE DOGAL ORTAMDA YAYILIS GOSTEREN
DIGITALIS TROJANA IVAN. TURUNDE PROGESTERON 58-REDUKTAZ GEN
fFADESININ VE KARDENOLID URETIMINiN KARSILASTIRILMASI

Nursen CORDUK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Do¢.Dr. Ciineyt AKI
10/07/2012, 87

Bu tez calismasinda, Kazdagi endemik bitkisi ve tibbi 6neme sahip olan Digitalis
trojana lvan. tlriiniinin ~ Mayis ve Temmuz aylarinda Kazdagindan farkh
yiiksekliklerinden toplanan bitki 6rneklerinde ve in vitro iiretilen bitki orneklerinde (-
kardenolitlerin biyosentezinde kilit role sahip progesteron 5fB-reduktaz geninin ifadesi

belirlenmis ve karsilastirilmistir.

Calismada ayrica Digitalis trojana tiriiniin in vitro ¢ogaltimi gerceklestirilmistir.
Bitkinin yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonunun 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP
iceren MS ortaminda meydana geldigi ve bu ortamin tiiriin kisa siirede etkili bir sekilde in

vitro ¢cogaltimi i¢in kullanilabilir oldugu belirlenmistir.

Ayrica bitki 6rneklerinin taban yapraklarindaki kardenolitlerin kat1 faz ekstraksiyonu
yapilmis ve orneklerdeki lanatosit C, digoksin, digitoksin ve gitoksigenin miktarlar1t HPLC
ile belirlenmistir. HPLC analizi sonucunda Temmuz ayinda toplanan bitki 6rneklerindeki
kardenolit iceriklerinin (ng/g KA) Mayis ayinda toplanan bitki 6rneklerinin iceriklerinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica bitkilerdeki kardenolid igeriklerinin yiikseklige
gore degistigi belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda in vitro iiretilen bitkilerden sadece
1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda iiretilen 12 haftalik bitkilerde
lanatosit C (10,288 pg/g KA) ve digoksin (2,068 pg/g KA) tespit edilebilmistir.

Anahtar sozciikler: Digitalis trojana, Kazdaglari, mikrogcogaltim, kardenolit, progesteron

5p-reduktaz.
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ABSTRACT

COMPARATIVE RESEARCH ON PROGESTERONE 5-REDUCTASE GENE
EXPRESSION AND CARDENOLIDE PRODUCTION OF IN VITRO
PROPAGATED AND NATURAL HABITAT PLANTS OF DIGITALIS TROJANA
IVAN.

Nursen CORDUK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Science
Chair for Biology Thesis of Philosophy of Doctorate
Advisor: Assoc.Prof.Dr.Ciineyt AKI
10/07/2012, 87

In this research, gene expression of progesterone 5B-reductase which plays a key role
in the biosynthesis of cardenolides, was determinated and compared between natural plants
collected in May and July from Kazdagi Mountain in different locations and in vitro

propagated plants of Digitalis trojana Ivan. an endemic plant of Kazdagi Mountain.

In addition that, micropropagation of D. trojana was carried out. MS medium
supplemented with 0,1 mg/l NAA and 3 mg/l BAP can be used as a shoot induction

medium from leaf explants.

Cardenolides were extracted from basal leaves of plants by solid phase extraction
and lanatoside C, digoxin, digitoxin and gitoxigenin contents in plants determinated by
HPLC. HPLC analyses show that the plants collected in July presented lanatoside C,
digoxin, digitoxin and gitoxigenin (pg/g dry wt) contents higher than the plants collected in
May. Also, cardenolides contents of plants show variations by height. In addition, 12-
weeks-old plants that in vitro propagated in MS medium supplemented with 1 mg/l NAA
ve 5 mg/l BAP were contained lanatoside C (10,288 pg/g dry wt) and digoxin (2,068 ng/g
dry wt).

Keywords: Digitalis trojana, plant tissue culture, micropropagation, cardenolide,

progesterone 5p-reductase.
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BOLUM 1- GiRiS NURSEN CORDUK

BOLUM 1
GIRiS

Tiirkiye, cografik konumu, jeolojik yapisi, sahip oldugu iklim kosullari, Avrupa-
Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan gibi ii¢ ayr1 biyocografik bolgeye ve bunlarin gecis
zonlarina sahip olmasi1 gibi bir¢cok 6zelligi sonucu, ¢ok zengin bir biyogesitlilige sahiptir.
Bu genetik cesitlilik 6zellikle endemik, nadir, tibbi ve kiiltiir bitkilerinin tiir cesitliligi ile
onem kazanmaktadir. Ulkemizde, cok sayida onemli kiiltiir bitkisi ve tibbi bitkilerin
cesitlilik merkezi olan 5 mikro-gen merkezi bulunmaktadir. Ayrica iilkemiz tahillarin ve
bahge bitkilerinin ortaya c¢ikisinda onemli role sahip olan Akdeniz ve Yakin Dogu gen

merkezinin kesistigi noktada yer almaktadir.

Sahip oldugumuz bu zengin bitki ¢esitliligi icerisinde endemik bitki tiirleri, onemli
bir yere sahiptir. Belirli bolgelere uyum saglamis ve bu bolgeler disinda bagka bir yerde
yayilis gostermeyen bitki tiirleri endemik bitki olarak tanimlanmaktadir. Tiirkiye florasi
3925 adet endemik bitki tiirii ile %34 endemizm oranina sahiptir (Demirayak, 2002; Avci
2005; Anonim, 2007).

Ulkemizde yayilis gosteren endemik bitki tiirlerinin bir kismi genis yayilis
gosterirken bir kismi ise belirli dag veya dag silsileleri gibi dar alanlarda yayilis
gostermektedir. Bu yiizden bir¢ok dag silsilesi endemik bitki tiir say1s1 bakimindan oldukga
zengindir. Yiiksek endemizm oranina sahip daglardan biri de, Kuzeybati Anadolu’da yer
alan ve Canakkale Balikesir sinirlar igerisinde bulunan, Kazdaglari’dir (Sekil 1). Marmara
ve Ege bolgelerinin dogal sinirim1 olusturan Kazdagi silsilesi, Bati-Giineybati/Dogu-
Kuzeydogu yoniinde 60 km boyunca 258.000 hektarlik alana yayilmakta ve Batida
Dededagi, doguda Eybek dagi, kuzeydoguda Giirgen, Kocakatran ve Susuz daglar1 ve
ortada Kazdagindan olugsmaktadir (Eken ve ark., 2006; Anonim, 2011).

Kazdaglari, Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan flora bolgelerinin kesisim
alaninda yer almasi, cografik konumu, iklimsel kosullar1 ve kuzey-giiney dogrultuda yaran
derin vadi ve kanyonlara sahip olmasi nedeniyle zengin bir bitki cesitliligine sahiptir.
Biyogesitliligi nedeniyle Kazdaglari, 6nemli bitki alanlarindan biri olarak belirtilmektedir

(Uysal, 2010; Satil ve Dirmenci, 2012).

Kazdaglarinda 800 bitki taksonu yayilis gostermektedir. Bu tiirler igerisinde 79 tanesi

Tiirkiye’ye endemik bitki tiirleridir. Sadece Kazdaglarina endemik tiir sayis1 ise 32’dir
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(Ozel ve Gemici, 2001; Satil, 2009). Bugiine kadar Kazdaglarinda belirlenen toplam bitki
tiirii sayis1 ve bunlarin igerisindeki endemik bitki tiirii sayis1 yapilan yeni ¢alismalara bagl

olarak siirekli degisim gostermektedir (Satil ve Dirmenci, 2012).

Kocakatran Dag

Giirgen Dag

Dede Dagi

B
J

2 " Aciklamalar
B LN A

3 «=% Kaz Daglan Sinin

3 Milli Park S~ |
. Bayramig Baraji

| - Akarsu

0 1000m__2000m

Edremit Korfezi

UAKm

Sekil 1. Kazdaglar1 haritasi. (Ozgiin)

1.1. Bitki Gen Kaynaklarinin Koruma Altina Alinmasi

Endemik bitki tiirleri, sadece belirli bir bolgeye Ozgii yayilis gostermeleri ve
populasyondaki birey sayisinda meydana gelen azalmalar nedeni ile tehlike altinda
kalabilmektedir. Kazdaglarinin sahip oldugu biyocesitliligin gelecek nesillere aktarilmasi,
gen kaynaklarinin yok olmamasi, ozellikle kiiltiirii yapilan birgok tiiriin yabani formlarinin
kaybolmamas1 ve bitkisel liretimin siirdiirebilirligi i¢in bu bolgedeki bitki tiirlerinin

koruma altina alinmasi gerekmektedir.

Bitki gen kaynaklarinin koruma altina alinma calismalarinda genel olarak in situ ve

ex situ olmak iizere iki strateji uygulanmaktadir.
1.1.1. In Situ koruma

In situ koruma, korunmaya alinacak tiirlerin en iyi sekilde kendi ekosisteminde
yerinde korunmasi gerektigini ve yasamlarimi siirdiirebilmelerinin yasadiklar1 dogal
cevreye bagl olduklar1 yaklagiminmi temel almaktadir. Bu yilizden in situ korumada, bitki

tiirleri bulunduklan ekosistemde koruma altina alinmakta ve ekosistemlerinde dogal
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hallerine birakilarak disaridan miidahale yapilmamaktadir. In situ korumada bir tiir

korumaya alinirken ekosistemde yer alan diger tiirlerinde korunmasi saglanmaktadir.

In situ koruma stratejisi dogrultusunda koruma alan olarak belirlenen alanlara; Milli
Parklar, Tabiat Parklari, Dogayr Koruma Alanlari, Habitat/Tiir Yonetim ve Isletme
Alanlari, Gen Yonetim Zonlari, Gen Koruma Ormanlar;, Doga Anit ve Ozel Cevre

Koruma Alanlar1 6rnek verilebilmektedir.

Bu koruma stratejisi, cok genis alanlara ihtiya¢ duyulmasi ve bazi tiirlerin bu
alanlarda koruma altina alinamamasi nedeni ile tiirlerin korunmasinda tek basina yeterli
olmamaktadir. Bu yiizden tiirler, dogal ortamlarda korunmalarinin yani sira ekosistem

disinda yapay ortamlarda da koruma altina alinabilmektedir.
1.1.2. Ex Situ koruma

Ex Situ korumada tiirler, bulunduklan ekosistemin disinda yapay ortamlarda koruma
altina alinmaktadir. Genetik kaynaklarin ex sifu korunmasi, korunmaya alinacak genetik
materyalin ¢esidine ve kaynagina bagl olarak botanik bahgeleri, orijin ve dol deneme
alanlari, tohum bahceleri, klon arsivleri, tohum, polen ve DNA bankalar1 veya doku

kiiltiirtinde gerceklesmektedir (Engelmann ve Engels, 2001).

Tiirlerin koruma altina alinmasinda, bitki cesidine, genetik yapisina, kullanilacak
materyal cesidine bagli olarak en uygun koruma alami belirlenmeli ve bu alanlarda

korunma altina alinmalan gerekmektedir (Balkaya ve Yanmaz, 2001).
1.1.2.1. Bitki doku kiiltiirii

Doku kiiltiirii, aseptik kosullar altinda, bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem veya
embriyo gibi kisimlarinin uygun yapay besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile yeni doku,

bitki veya bitkisel iiriinlerin iiretilmesine olanak saglamaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).

Bitki hiicreleri, totipotensi ¢zellikleri sayesinde, meristematik asamaya donerek bir
hiicre tipinden diger hiicre tipine doniisebilme ve tam organizasyonlu bir bitki
olusturabilme yetenegine sahiptirler. Meristematik hiicreler, embriyonik 6zellige sahip,
sinirsiz boliinme oOzelligi gosteren farklilasmamis hiicrelerdir. Hiicre disindan gelen
sinyallere gore farklilasmaya yoOnlendirilerek belirli bir dokuya 6zgii hiicre tipine
doniisebilmektedir. Farklilagsma geg¢irmis bir bitki hiicresi, hiicre membranina ve islevsel

bir ¢ekirdege sahip olduklar siirece tekrar meristematik asamaya geri donme yetenegine
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sahiptir. Bitki hiicrelerinin sahip oldugu bu 6zellik, totipotensi yani biitiinii verme olarak

adlandirilmaktadir (Giirel ve Tiirker, 2001).

Totipotensi 6zelligine sahip bitki hiicreleri veya dokular1 makroelementler,
mikroelementler, vitaminler, karbon kaynagi, bitki biiyiime diizenleyicileri iceren uygun
yapay besin ortamlarinda in vitro kiiltire alinmalart ile organogenezis ya da somatik
embriyogenesis araciligiyla bitki iiretimi gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle besin
ortamlarina ekzojen olarak ilave edilen bitki bilylime diizenleyicilerinin miktarlari, cesitleri
ve kombinasyonlari, bitkilerin in vitro kiiltiire alinmalan ile bitki veya bitkisel iirtinlerin
iiretiminin gergeklestirilmesinde en onemli etken olarak belirtilmistir (Christianson ve

Warnick, 1983; Yamaguchi ve ark., 2003; D’onofrio ve Morini, 2006).

Bir bitkinin hiicre, doku veya embriyo gibi kisimlarinin doku kiiltiiriinde kiiltiire
alimmasi ile belirgin bir organ ortaya ¢ikmasina kadar gecen siirede, ii¢c ayr1 asamada
degerlendirilebilecek olaylar ger¢eklesmektedir. Bu asamalar sirasiyla yeterlilik, kararhilik,
morfolojik farklilagsma asamalaridir. Yeterlilik asamasinda, ortama konulan bitki hiicresi
veya dokusu organogenik bir uyarim icin belli bir yetenek, yeterlilik kazanmaktadir. Bu
asamada Oncelikle olgun eksplant dokusunun tersine farklilasmasi gerceklesmektedir.
Ikinci asamada; ortamdaki bitki biiyiime diizenleyicilerinin miktarlar1 ve kombinasyonlar
ile hiicreler belirli bir gelisme tipi icin sartlandirilmalart yani kararli bir hale gelmeleri
gerceklesmektedir. Son asama ise, morfolojik farklilasma ve gelismenin tamamlandigi ve
belirgin organin goziikkmeye basladigi asamadir (Christianson ve Warnick, 1983, 1984,
1985; Sugiyama, 1999). Bu olaylar, secilen bitki tiiriine, eksplant kaynagi olarak kullanilan
bitkinin genotipine, fizyolojik durumuna, eksplant cesidine, kullanilan besin ortami
cesidine, ortama ilave edilen bitki biiyime diizenleyicilerinin miktar ve
kombinasyonlarina, sicaklik, 151k, nem gibi cevresel Kkiiltiir sartlarina bagh olarak
gerceklesmektedir (Tran Thanh Van, 1974; Cousson ve Tran Thanh Van, 1981; Monacelli
ve ark., 1983; Van Den Ende ve ark., 1984; Tran Thanh Van, ve ark., 1985; Altamura ve
ark., 1989).

Bitki doku kiiltiirii, embriyo, kok, meristem, kallus kiiltiirii ve hiicre siispansiyon
kiiltiirii caligmalari, somatik melezleme, haploid bitki iiretimi, dogada tozlagmasi miimkiin
olmayan tiirlerin hibridizasyonu, somaklonal varyasyon ve gen transferi gibi bitki 1slahinda
uygulama alanlarinin yan1 sira ticari ve 1slah dis1 ¢calismalarda, hastaliksiz bitki iiretimi,
mikrogogaltim, sentetik tohum iiretimi ve sekonder metabolit iiretimi gibi cok cesitli doku

kiiltiirti calismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin yam sira, 6zellikle generatif ve vejetatif
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yollarla ¢ogaltilmas: miimkiin olmayan veya zor olan, genetik olarak degeri yiiksek olan
tiirlerin ve dogada yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalan bitkisel gen kaynaklarinin ex
situ koruma altina alinmasi i¢in onemli yontemlerden biridir. Bitki hiicre ve dokularinin
kiiltire alinmasinda kullanillan gelismis biyoteknolojik yontemler, degerli, nadir ve

endemik tibbi bitkilerin hizli ¢ogalimina ve korunmasina yeni araglar saglamaktadir

(Mikulik, 1999; Rout ve ark., 2000).

Bitki tiirlerinin ex situ korumasinda uygulanan alanlarin biri olan bitki doku
kiiltiirtinde tiirler, bitkisel materyalin ¢esidine gore in vitro bilyiimenin yavaslatilmasi, ¢ok
diisiik sicakliklarda dondurularak (kryoprezervasyon) saklama veya in vitro ¢ogaltimi

yapilarak koruma altina alinmaktadir.

In vitro bilyiimenin yavaglatilmasi veya azaltilmasi, kiiltiir ortaminin ve kosullarinin
degistirilmesi ile kiiltire alinan bitkinin canliligim yitirmeden yavas biyiitiilmesi
yontemidir. Besin ortaminda mineral madde igeriginin azaltilmasi, ortam sicakliginin
azaltilmasi, sicaklik ve besin ortaminin birlikte degistirilmesi, gaz aligveris ortaminin
degistirilmesi, 151k miktarinin azaltilmast ve biiylime engelleyicilerinin ortama ilave
edilmesi ile bitkilerin yavaglatilmis biiyiitiillmesi ve muhafazasi gergeklestirilmektedir

(Emeklier, 2001).

Cok diisiik sicakliklarda dondurularak (kryoprezervasyon) koruma altina alma, bitki
tiirlerine ait olan tohum, embriyo, kallus, gamet veya meristematik dokularmnin sogukta
depolanarak hiicre boliinmesi ve buna baglh biiyiime ve diger biitiin biyolojik aktiviteleri
tam anlamiyla durdurulmasi gerceklestirilmektedir. Canliligini yitirmeden korunan bitkisel
materyalin, ihtiya¢ duyuldugu zaman tekrar biiylime ve gelismesi devam ettirilebilmektedir

(Panis ve Lambardi, 2005; Paunescu, 2009).
1.1.2.1.1. Mikrocogaltim

Bitkilere ait olan meristem dokusu, yaprak, gévde gibi kisimlarin in vitro kiiltiire
almarak az sayida baslangic materyalinden genotipik olarak birbirinin aynist olan c¢ok
sayida bitki elde etmeye yonelik olarak yapilan ¢aligmalara mikrogogaltim adi
verilmektedir. Mikrocogaltim ile kisa bir siirede, dar bir alanda, yetistirme mevsimine bagl
kalmaksizin, hastaliksiz ¢ok fazla sayida bitki iiretimi yapilabilmektedir (Ozkaynak ve

Samanci, 2003).

Ik olarak 1974 yilinda Murashige tarafindan, bir bitkinin mikrogogalttminin 3

asamada gerceklesecegi belirtilmistir. Daha sonra, kiiltiire alinan eksplantlarda yasanan
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kontaminasyon sorunlari nedeniyle Debergh ve Maene (1981) tarafindan bu asamalara ek
olarak sifirinci asama eklenmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarla basarili bir
mikro¢ogaltimin 5 asamada gerceklesebilecegi belirtilmistir (Trigiano ve Gray, 1996). Bu
asamalar sirastyla; hazirlik asamasi (0), kiiltiir baslangic asamasi (1), siirgiin ¢ogaltim
asamasi (2), siirgiin gelisimi ve koklendirme (3), dis ortama alistirma (4) olarak bes ayri

asamada gerceklesmektedir.

a) Hazirhk asamasi:

Hazirlik asamasi, eksplant kaynagi olarak kullamilacak bitkinin secilmesi ve
yetigtirilmesini kapsamaktadir. Eksplant kaynagi olarak kullanilacak bitkinin secimi,
bitkinin genotipi, yasi, fizyolojik durumu ve yetistirilme kosullar1 dikkate alinarak
secilmelidir. Eksplant kaynagi olarak kullanilacak bitkinin se¢imi ve kullanimi, diger

asamalarinin basarisini etkileyecegi icin hazirlik asamasi ¢ok 6nemli bir asamadir.

b) Kiiltiir baslangic asamasi:

Kiiltir baglangic asamasinda, siirgiin rejenerasyonu icin kullanilacak eksplant
cesidinin sec¢imi ve sterilizasyonu, bu eksplantlarin kiiltiire alinacagi baslangi¢ ortamlarinin
ve kiiltiir cevresel kosullarinin belirlenmesini igermektedir. Cogunlukla, apikal ve aksiller
tomurcuk kullanilmasina ragmen kok, siirgiin ucu, yaprak, cicek sap1 ve govde eksplantlart

da kullanilabilmektedir.

¢) Siirgiin cogaltim asamasi:
Kiiltiir baslangi¢ asamasinda tesvik edilen siirgiinlerin ¢ogaltim asamasidir. Genel
olarak kiiltiir baslangici i¢in kullanilan besin ortami siirgiin ¢ogaltimi i¢in kullanilabilirken

bazi1 durumlarda degisiklik yapilabilmektedir.

d) Siirgiin gelisimi ve koklendirme asamasi:

Cogaltulan siirgiinlerin  gelisimini ve koklendirilmeleri ile tam bitki eldesini
kapsamaktadir. Cogaltilan siirglinlerin ilk asamada gelismeleri gerceklestirilmektedir.
Belirli biiyiikliige gelen siirgiinlerin daha sonra koklendirilmesi ve boylece tam bitkinin

olugmasi gergeklesmektedir.

e) Dis ortama ahstirma ve saksiya aktarim:

Bu asamada in vitro iiretilen bitkilerin dis ortama alistirilarak saksilara aktarimini
gerceklestirilmektedir. Bitkilerin canliliklarinin saksida devami igin iyi bir sekilde dis
ortama uyum saglamalar1 gerekmektedir. Uyum saglayan bitkilerin son asamada saksiya

aktarimi gerceklestirilmektedir (Mansuroglu ve Giirel, 2002).
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Mikrocogaltim yontemi ile hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal
eldesi, fenotip ve genotip yoniinden homojen bitkilerin tiretimi, ticari siis bitkileri, tibbi
bitkiler, kesme cicekler, meyve agaclari ve orman agaglarmin ¢ogaltilmasi
gerceklestirilmektedir (Chaturvedi ve ark., 2007). Ayrica mikrogogaltim yontemi, dzellikle
dogada yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya olan endemik ve nadir bitki tiirlerinin genetik
kaynaklarmin korunmasi ve siirdiiriilebilmesi amaciyla c¢ogaltilmasina olanak
saglamaktadir (Bramwell, 1990; Klavina ve ark., 1992; Rout ve ark., 2000; George ve ark.,
2007).

Nadir ve endemik bitki tiirlerinin genetik kaynaklarinin korunmasinda, tiirlerin kisa
stirede fazla sayida iiretiminin gergeklestigi en uygun ve giivenilebilir cogaltim yonteminin
belirlenmesi biiyiilk 6nem tagimaktadir. Gelistirilen ve optimize edilen in vitro kosullarda

boylece bir tiiriin ex situ koleksiyonu olusturulabilir ve devam ettirilebilmektedir.
1.2. Digitalis trojana Ivan. Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Digitalis cinsi (yiksiik otu, arikovani), iilkemizde dordii endemik olmak iizere 8 tiir
ve 2 alttiir ile temsil edilmektedir. Bunlar; Digitalis cariensis Boiss. Ex Jaub. et Spach,
Digitalis davisiana Heywood, Digitalis grandiflora Miller, Digitalis lamarckii Ivan
Digitalis lanata Ehrh., Digitalis trojana lIvan, Digitalis viridiflora Lindley, Digitalis
ferruginea L. subsp. ferruginea L. ve Digitalis ferruginea L. subsp. schischkinii (Ivan.)

Werner tiirleridir (Davis, 1978).

Son yillarda yapilan molekiiler sistematik calismalar ile tekrar gozden gegirilen
familyalardan biri olan Scrophulariaceae familyasi icerisinde yer alan Digitalis cinsi, yeni
bilgiler dogrultusunda Plantaginaceae familyasi igerisine dahil edilmistir (Olmstead ve

ark., 2001; Brauchler ve ark., 2004 Oxelman ve ark., 2005; Albach ve ark., 2005).

Digitalis trojana, Kazdaglarinda yayilis gésteren endemik ve tibbi dneme sahip bitki
tiirtidiir. iki ya da ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bitki, 30-80 cm boyunda olup gévde dik ve
silindiriktir. Yapraklar basit, tabanda rozet tipte, dar ve mizraks1 yapida ve sapsizdir.
Govde iizerinde bulunan yapraklar ise basit dizilisli, kusaksi mizraksi yapida ve sapsizdir.
Cicek durumu 13-25 cicekten olusan bir rasemustur. Kaliks derin 5 parcali, korolla
kirmizimsi kahverengi renkte ve tiipsiidiir. Korolla 2 dudakli olup, alt dudak daha biiyiik ve
sarkiktir. Stamenler petallere bagl 4 adet olup iki tanesi uzun iki tanesi kisadir. Oviiller
cok sayida ve anatroptur. Meyve septisid kapsiil olup iicgenimsi ve ug tarafi sivridir (Uysal

ve Oztiirk, 1991; Secmen ve ark., 2000; Dirmenci ve ark., 2007).
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Sekil 2. Digitalis trojana Ivan. vejetasyon donemi, Mayis 2011 (a), ciceklenme donemi

(b), tohum donemi (c,d). (Temmuz 2011)

Bitkinin ciceklenme donemi Mayis-Haziran aylandir. Kire¢ acisindan fakir, fosforca
zengin ve organik maddece ¢ok zengin topraklarda yetismektedir (Uysal ve Oztiirk, 1991).
Calilik yamaglarda, kire¢ tasli ucurumlarda, orman acikliklarinda, bos ve nadasa birakilmis
tarlalarda ve yol kenarlarinda yayilis gostermektedir (Davis, 1978). Kazdagi Milli Parki

siirlar igerisinde 90 metreden 1200 metreye kadar yayilis gostermektedir.

D. trojana tiiriiniin dogada tiikenme riski yiiksek oldugundan dolay Tiirkiye Bitkileri
Kirmizi1 Kitabina gore zarar gorebilir (VU=vulnerable) kategorisinde yer almaktadir (Ekim

ve ark., 2000).

1.2.1. Digitalis trojana tiiriiniin tibbi 6nemi

Digitalis tiirleri, icerdikleri kardiyoaktif glikozitler (kardenolitler) nedeni ile tibbi
oneme sahiptirler (Clemente ve ark., 2011). Sekonder metabolitlerin en genis sinifi olan
terpenler igerisinde yer alan kardiyoaktif glikozitler, bitkilerle beslenen bircok memeli ve

bocekler iizerinde caydirict etki gosteren toksik bilesiklerdir (Taizz ve Zeiger, 2007).
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Kardenolitler farmakolojik etkilerinden dolay1 kalp hastalarinda ve ritim bozuklugu
tedavisinde en etkili ila¢ olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (Dec, 2003; Pervaiz ve ark.,
2006; Rising ve ark., 2006; Tanker ve ark., 2007). Glikozitlerin temel farmakolojik etkileri,
Na'/K*-ATPaz’a baglanarak ¢aligmasini inhibe etmeleridir. Na*/K*-ATPazin inhibe olmasi
sonucunda hiicre icinde Na® konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir. Boylece
glikozitler sodyumun hiicre icerisine gegigini ve Ca**un sitoplazmadan hiicre digina
verilmesini azaltmaktadir. Sonu¢ olarak sarkoplazmik retikulumda daha fazla Ca*
depolanmasi sonucu miyokard kontraksiyonu gerceklesmektedir (Langford ve Boor, 1996;
Farr ve ark., 2002; Wasserstrom ve Aistrup 2005; Pervaiz ve ark., 2006). Yapilan
calismalara gore kardenolitler ayrica ndrohormonal ve otonomik rollere sahip olmalari ile
de kalp rahatsizliklarin1 engellemektedir (Kuate ve ark., 2008). Kardenolitler, kardiyoaktif
etkilerinin yan1 sira anti-kanserojenik, akarsidal ve anti bakteriyal gibi genis spektrumlu
biyolojik aktiviteye sahiptir (Haux, 1999; Huq ve ark., 1999; Al-Rajhy ve ark., 2003;
Wiebe ve ark., 2005; Mijatovic ve ark., 2006; Padua ve ark., 2008; Newmann ve ark.,
2008).

1.2.2. Digitalis kardenolitlerin yapisi ve biyosentezleri

Kardenolitler, steroit halkasi, steroit halkasina C17 pozisyonda cis-trans durumunda
bagh lakton halkalarindan ve C3 pozisyonunda baglanan seker grubundan olusmaktadir
(Kreis ve ark., 1998; Mijatovic ve ark., 2007; Newman ve ark., 2008). Digitalis
kardenolitleri C3, C5 ve C17’de B yapisina sahiptirler. Digitalis kardenolitleri steroit
kisimlarina gére A’dan F’ye kadar 6 seriye (Sekil 3) ayrilmaktadir (Kreis ve ark., 1998).

R=Lakton Seri 2] Ry

Az, ’ .
. J" 18) A Digitoksigenin H H
il on B Gitoksigenin H OH

C Digolzsigenin OH H

T
(]
o
[
{
T
~“—/:\J
hY
P
L

Diginati genin OH ©OH

\ J E Gitaloksigenin H QCHO

F Oleandrigenin H OCOCH: | ¢

a

Sekil 3. Kardiyoaktif glikozitlerin kimyasal formiilii (Newman ve ark., 2008) ve
Digitalis kardenolit serileri (Kreis ve ark., 1998).
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Digitalis tiirlerinde B-kardenolit biyosentezini katalizleyen yaklasik 20 enzim
tanimlanmig ve karakterize edilmistir (Lindemann ve Luckner, 1997; Kreis ve ark., 1998).
Karakterize edilen bu enzimlere, kardenolit-16’-O-glukohidrolaz (Schoninger ve ark.,
1998; Framm ve ark., 2000), lanatosit-15’-O-asetilesteraz (Kandzia ve ark., 1998) ve A’-
3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (Finsterbusch ve ark., 1999; Lindemann ve ark., 2000) ve
progesteron 5B-reduktaz (Roca-Perez ve ark., 2004) ornek verilebilmektedir (Herl ve ark.,

2006).

Digitalis kardenolitleri, glikozitik yapida olan triterpen olup biyosentezleri asetil-
CoA ya da glikolitik ara iiriinler iizerinden gerceklesmektedir. Kolesteroliin pregn-5-en-
3,20-dione daha sonra pregn4-ene-3,20-dione olusumdan sonra o veya [ kardenolitlerin

sentezi i¢in biyosentez yolu iki farkli yola ayrilmaktadir (Sekil 4).

Gholesterol Pregn-5-ene-3[-ol-20-one Pregn—ﬁ—ene—:! 20-dione
3|3-HSD ?
o]
Frogesterone Progesterone
Sp-reductase o Sa-reductase
Pregn-4-ene-3,20-dione
(o} O
o] O
5p-Pregnane-3,20-dione 5a-Pregnane-3,20-dione
3p-HSD 3p-HSD 3p-HSD
o] o o
HO -
v HO =
H HO ] H
Sp-Pregnane-3f—ol.20-one Sf-Pregnane-3a—ol,20-one Sa-Pregnane-3—ol,20-one

Cardenolides

Sekil 4. Kolesterolden baslayarak kardenolit biyosentezinin yolu (Finsterbusch ve

ark., 1999).
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Tipta tedavi amach kullanilan kardenolitler f formundadir. Singh ve Rastogi, 1970;
Melero ve ark., 2000; Kreis ve Miiller-Uri, 2010’ye gore 5B-kardenolitler angiospermlerin
60 cinsinde bulunmaktadir (Bauer, 2010). Tipta kullanmilan kardenolitlerin eldesi i¢in

giiniimiizde de Digitalis tiirleri giivenilir bir kaynak olarak kullanilmaktadir.

Primer glikozitlerde seker halkasi bulunurken, sekonder glikozitlerde seker halkasi
hidroliz sonucu yer almamaktadir (Theurer ve ark., 1994). Tedavi edici 6zellikleri sadece
farkli steroid halkasina degil ayn1 zamanda C3 konumunda baglanan sekerlerin cesit ve

sayisina da baghdir (Pérez-Bermudez ve ark., 2010).
1.2.2.1. Progesteron 5p-Reduktaz geni (P5fR)

Kardenolit biyosentezinde gorev alan enzimlerden biri de progesterone 5p-reduktaz
enzimidir. Biyosentezde progesteronun SB-prenane-3,20-dione doniisiimiinii  kataliz
etmektedir. Biyosentezde kilit role sahip progesterone S5fB-reduktaz enzimi, biyosentez
yolunun iki yola ayrildig1 asamayi katalizleyip B formda kardenolitlerin iiretiminde gorev

almaktadir (Gértner ve Seitz, 1993; Lindemann ve Luckner, 1997).

Son yapilan ¢alismalarda P55R geni angiospermlerin bir¢ok cinsinde tanimlanmis ve
P5pR aminoasit dizilerinin yiiksek oranda korundugu belirlenmistir. Ayrica Digitalis cinsi
icerisinde P5fR geninin dizi analizi ve aminoasit dizileri karsilastirildiginda yiiksek oranda

(%95-99) korundugu belirlenmistir (Herl ve ark., 2006).

Bitki progesteron P5SR enzimi, kisa zincirli dehidrogenaz/reduktaz (SDR) ailesi
icerisinde yer almakta ve Rossman katlamasina sahiptir. Rossman katlamada, tabakanin
her iki tarafi heliks yapisina sahiptir (Gavidia ve ark., 2007). 7 korunmus aminoasit bolgesi

ve substrat baglanma bolgesi icermektedir (Bauer ve ark., 2010).

P5PR, Kkardenolitlerin biyosentezinde tanimlanan ilk stereospesifik enzimdir.
Kardenolit miktar1 ve kardenolit sentez yetenegi, farklilasma seviyesi ile iliskili oldugu
i¢in, bu enzimin biyosentez yolunun diizenlenmesinde 6zgiin fizyolojik rol oynamakta
oldugu belirtilmistir (Gértner ve ark., 1994). Ayrica P56R enziminin aktivitesi dogrudan
kardenolit biyosentezi ile iliskilendirilmektedir (Girtner ve ark., 1994; Stuhlemmer ve

Kreis, 1996).
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Doktora tez ¢alismamizda, Kazdaglar1 endemigi olan, kirmizi kitaba gore zarar
gorebilir kategorisinde yer alan, tibbi éneme sahip kardenolitleri sentezleyen Digitalis
trojana tiiriinde kardenolitlerin biyosentezinde rol alan P5SR geninin ifade diizeylerinin
dogal ortamda yayilis gosteren ve mikrogogaltim ile iiretilen bitkilerde belirlenmesi ve
karsilastirilmas1t amaglanmistir. Bitki orneklerindeki lanatosit C, digoksin, digitoksin ve
gitoksigenin gibi kardenolit cesitlerinin miktarlarinin belirlenmesi ve P5fR geni ile
kardenolit iiretimi arasindaki iliskinin ortaya c¢ikartilmasi hedeflenmistir. Ayrica tiiriin
genetik kaynagimin koruma altina alinmasi amaci ile in vitro Kkiiltire alinarak

mikrogogaltiminin saglanmasi amaglanmistir.

12
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Ulkemizde bitki gen kaynaklarin 6neminin anlasilmasi ve yok olmamalar1 icin
koruma altina alinma c¢aligmalart ilk asamada, bireysel calismalarla Ozellikle kiiltiir
bitkilerinin gen kaynaklarinin belirlenmesi ve toplanmasi ile baglamistir. Daha sonra 1963
yilinda, koruma calismalarinin uluslararas1 standartlara gore yapilabilmesi igin gen
kaynaklariin belirlenmesi, toplanmasi ve muhafaza edilmesini diizenlemek amaciyla
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile bir anlasma imzalanmis ve 1964
yilinda izmir-Menemen’de bugiinkii adi Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii olan merkezde

koruma caligsmalarina baglanmistir.

1992 yilinda ise iilkemizdeki bitki gen kaynaklarimin toplanmasi, muhafaza ve
kullanilmasi ile ilgili bir yonetmelik ¢ikarilmistir. Bu yonetmelik ¢ercevesinde iilkemizdeki
bitki genetik kaynaklarinin toplanmasinda gorev alacak kuruluslar ve gorevleri ile
yonetmeligin uygulama esaslar1 belirlenmistir (Balkaya ve Yanmaz, 2001). Daha sonra ise,
Orman ve Su Isleri Bakanlhig tarafindan “Ulusal Biyolojik Cesitlilik Stratejisi ve Eylem
Plan1” yayinlanmis (2007) ve bu eylem planinda iilkemizdeki biyocesitliligi koruma

stratejileri ve alanlar belirtilmistir.

Kazdaglar ana kiitlesinin giineyinde, Balikesir sinirlar1 icerisinde yer alan ve batida
Mihli ¢ay1, doguda Zeytinli Cayi, kuzeyde Karamenderes Cayi ve giineyde Edremit
Korfezi arasinda bulunan 21.463 hektarlik alan Bakanlar Kurulu’nun 17.04.1993 tarih ve
1993/4243 Sayili Karar ile Milli park ilan edilmis ve 2873 Sayili Milli Parklar Yasast’na
gore koruma altina alinmistir. Yasa geregi hicbir liretim faaliyetine izin verilmemekte,

ekosistem kendi dogal isleyisine birakilmaktadir (Anonim, 2011).

Kazdaglarinin 6nemli bitki alanlarindan biri olmasi ve endemizm orani yiiksek bir
dag silsilesi olmas1 sebebiyle bitki tiirleri iizerine ex situ koruma calismalan ve doku

kiiltiirii calismalan yapilmaktadir.

Kazdaglarinda yayilis gosteren bitki tiirlerinin in situ koruma c¢alismalari, 1993
yilinda “Genetik Cesitliligin Yerinde Korunma Projesi” ile baslatilmistir. Bircok tibbi bitki
ve siis bitkilerinin yabani formlari ile agaci tiirlerinin (Kazdag1 géknari, karagam, kizilcam,

Toros sediri, Toros goknari, kestane ve yabani erik vb.) dogal ekosistemlerinde tespitinin
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yapilmasi ve muhafaza edilmesi amaciyla baslatilan bu proje kapsaminda Kazdaglar pilot
bolgelerden biri olarak secilmistir. 1998 yilinda tamamlanan proje ile hedef tiirleri igeren
toplam 3232 hektarlik 52 ayr1 alan, Gen Koruma ve Yonetim Alanlar1 (GEKYA) olarak
belirlenmis ve yonetim planlari hazirlanmistir. Bu 6zelligi sonucu Kazdaglari Avrupa
kitasinin en 6nemli bitki alam statiisiine alinmistir (Velioglu ve ark., 1999; Giil ve ark.,

2006).

1998 yilinda c¢ikan bir yasa ile endemik Kazdagi goknar1 (Abies nordmanniana
subsp. equi-trojana) koruma altina alinmis ve yayilis gosterdigi 240 hektarlik alan
“Kazdagi Goknar1 Tabiati Koruma Alani” olarak belirlenmistir. Bu alanlarda ayrica

kizilgam, karagam, kestane, mese ve kayin tiirleri de koruma altina alinmstir.

Karabacak ve ark., (2012) Kazdagimin pseudo-alpin bolgesinde yayilis gdsteren 8
taksonun ex situ koruma calismasini gerceklestirmistir. Achillea fraasii, Allium kurtzianum,
Allium sibthorpianum, Festuca ustulata, Hypericum kazdaghense, Iris kerneriana, Sideritis
trojana ve Thymus longicaulis tiirlerinin tohumlar1 toplanip -20°C’de depolanmuistir.
Yapilan ¢alismada belirli aralikla tohum canlilik testleri ile kontrollerinin yapildig1 ve
cimlendirme deneylerinin yiiriitiildigi belirtilmistir. Ayrica bitki tiirlerinin koruma

bahgesine aktarimlari gerceklesmis ve canliliklarinin devami saglanmistir.

Ak ve Cordiik (2008), yaptiklart bir caligmada Kazdagi endemik bitkisi ve CR (cok
tehlikede) kategorisinde yer alan Sideritis trojana Bornm. tiirlinlin in vitro ¢ogaltimin
amaglamiglardir. Bu amag¢ dogrultusunda, bitkinin yaprak eksplantlar1 farkli bitki biiylime
diizenleyicileri iceren (NAA, 2,4-D, BAP, K) MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu ortamlarda Kkiiltiire alinan eksplantlardan siirgiin
farklilasmas1 meydana gelmistir. Fakat eksplantlarin kesik bolgelerinden salinan fenolik
bilesiklerin sebep oldugu doku ve ortam kararmasi sonucunda elde edilen siirgiinler

gelisim gostermemistir.

Ayni arastiricilar (2011), S. trojana tiirtiniin mikrogogaltimi sirasinda, doku ve ortam
kararmasinin engellenmesi iizerine askorbik asit, sitrik asit, 4-Morpholineethane sulfonic
acid (MES) ve aktif karbonun MS besin ortamina ilave edilmesinin, karanlikta on kiiltiire
almanin ve alt kiiltiire alma siiresinin kisa tutulmasinin ayri ayn etkilerini arastirmiglardir.
Aragtirmada her bir deneme ayr ayr degerlendirildiginde en etkili uygulamanin, 100 mg/1
askorbik asit + 50 mg/l sitrik asitin birlikte MS ortamina ilave edilmesinin oldugu

belirlenmis, ancak kararmanin tamamen Onlenemedigi belirtilmistir. Bu yiizden, bu
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uygulamalarin tek basina yeterli olmadigt bu yilizden farkli uygulamalarim birlikte
kullanilmas1 gerektigi ortaya konmustur. Ayrica tiirlin mikrogogaltimimin basarili bir
sekilde gerceklesmesi icin ilk asamada kararma sorunun coziimlenmesi gerektigi ve
boylece etkili bir sekilde gergeklestirilen mikrogogaltim ile tiiriin ex sifu koruma altina

almacag belirtilmistir.

Tiirkmen (2009), Kazdag1 florasinda bulunan tibbi ve aromatik bitki tiirlerinden
Melissa, Oreganum, Salvia, ve Thymus tiirlerinin doku kiiltiiriine yanitlarinin belirlenmesi
amaci ile yliriittiikleri arastirmada, MS temel besin ortamini kullanarak farkli bitki biiylime
diizenleyicilerin bu bitki tiirleri iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Kekik, oreganum ve
ogulotu bitkisinin yetistigi en uygun ortamin biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS besin
ortami oldugu bulunmustur. Calismada bitki tiirlerinin in vitro kiiltire alinmasi ve

cogaltilmasi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Bayram (2010), Kazdag florasinda yetisen ogulotu bitkisinin (Melissa officinalis L.)
doku kiiltiiriine aktarilmasi ve doku kiiltiirlinde bazi biiylime diizenleyicilerine olan
yanitinin saptanmasi amaci ile yaptig1 bir arastirmada eksplant olarak aksiller meristem
kullanmistir. Arastirma sirasinda bitki boyu, bogum sayisi, kullanilabilir bogum sayist,
yesil siirgiin agirligi, klorofil indeksi, kok gelisim skoru ve ugucu yag oram gibi 6zellikler
Olciilmiistiir. Bitki biiylime diizenleyicileri karsilastirildiginda, Benziadenin (BA) ve
Kinetin uygulamalarinda ise siirgiin gelisiminin daha fazla oldugu, Indol-3-biitirik asit
(IBA) ve Indol-3-asetik asit (IAA) kullanilan besin ortamlarinda ise koklenmenin daha
fazla oldugu belirlenmistir. Arastirma sonunda, farkli ogulotu genotipleri doku kiiltiiriine

basar ile aktarilmis, cogaltilmis ve bu in vitro bitkiler in vivo kosullara aktarilmistir.

Tiirkiye’de yetisen Digitalis tiirlerinde glikozitlerin eldesi ve maliyet unsurlarinin
belirlenmesini amaci ile Tanker ve arkadaslar1 1983-1985 yillar1 arasinda bir TUBITAK
projesi yiiriitmiislerdir. Projede Tiirkiyede yetisen, D. cariensis, D. davisiana, Digitalis
ferruginea L. subsp. schischkinii (Ivan.) Werner, D. lamarkii ve D. trojana tiirlerinin
kardenolid icerikleri analiz edilmistir. Analizler sonucunda ila¢ hammaddesi olarak
kullanilan kardenolit eldesi icin bu tiirlerin kullanilabilirligi, bir tesis kurulmasi durumunda
iiretim maliyeti degerlendirilmistir. Calismada tiim analizler degerlendirildiginde bu
tiirlerin tiretim igin heniiz yeterli olmadigi bu yiizden {iiretimde D.lanata tiiriiniin

kullaniminin devaminin daha uygun olacag: belirlenmistir (Tanker ve ark., 1985).
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Besin ortamlarina aktarilan bitki dokularindan rejenerasyonun, secilen bitkinin
tiiriine, secilen bitki eksplanti, kiiltiiriin ¢evresel kosullari, besin ortami ve bitki bilylime
diizenleyicileri gibi bir¢ok faktdre bagli oldugu ve bu faktorler arasinda baslica role sahip
olan bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarimin bitki
rejenerasyonunu yonettigi bircok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur (Molnir ve
Ordog, 2005; Khanam ve ark., 2000). Ozellikle oksin/sitokinin oran1 in vitro morfogenik
islemlerde rejenerasyonu saglayan en onemli faktor olarak goriilmektedir (Christianson ve
Warnick, 1983). Yiiksek oksin/sitokinin oran1 genellikle kok olusumunu tesvik ederken,
diisiik oksin/sitokinin oram ise siirgiin olusumunu tesvik etmektedir. Diger taraftan esit
oksin sitokinin oraninin organize olmamis hiicresel cogalmaya ve kallus olusumu sagladigi

belirtilmistir (Yamaguchi ve ark., 2003).

Perez- Bermudez ve ark. (1985), Digitalis obscura L. tiiriiniin kotiledon, hipokotil ve
kok eksplantlarini kullanarak in vitro organ farklilasmasi ve rejenere olan bitkilerin in vitro
cogaltimim gergeklestirmislerdir. Yapilan calismada, bitki bilylime diizenleyicilerinden
ozellikle BA’nin NAA veya IAA ile kombinasyonunun, bitkinin kok ve hipokotil

eksplantlarindan yiiksek oranda bitki rejenerasyonunu tegvik ettigi ortaya konmustur.

Herrera ve ark. (1990), yaptiklar bir ¢calismada Digitalis thapsi L. tiiriiniin siirgtin
cogaltimi ve koklendirilmesini tek asamada gerceklestirmislerdir. Siirgiin ¢ogaltiminin ve
koklendirilmenin ayn1 oranda bitki bilyiime diizenleyicileri iceren MS ortaminda meydana
gelmesi i¢in, oksininin (2,4 D, NAA ve IAA) tek basina ve ya sitokinin (kinetin, BA) ile
farkli kombinasyonlarini denemislerdir. Yapilan denemeler sonucunda en iyi oranda
stirglin cogaltim1 ve olusan siirgiinlerin 4 hafta sonra koklendirilmesi 0,5 mg/l NAA ve 0,1
ya da 0,5 mg/l K iceren MS ortaminda gerceklestirilmistir. Calismada ayrica bu sekilde
yilksek oranda siirgiin @ olusumu ve kisa siirede tiirin  mikrogogaltiminin
gerceklestirilmesinin kardenolit iiretimi igin bir sistem olarak kullanilabilir oldugu

belirtilmistir.

Cacho ve ark. (1991), yaptiklari calismada Digitalis thapsi tiiriiniin farkl
eksplantlarindan (yaprak, kok ve hipokotil) morfogenetik farklilasma meydana gelmesi
icin MS ortamina ilave edilen 0, 0.1, 0.5, 1, 2 mg/l oksinlerin (2,4 D, NAA ve [AA) tek
basina ve ya 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/l sitokinin (kinetin, BA) ile kombinasyonlarinin
etkilerini arastirmiglardir. ortama BA’nin 3, 4, 5 mg/l gibi yiiksek oranda ilavesi ile yaprak
eksplantindan kallus olusumu ve siirgiin olusumu gerceklesmistir. Besin ortamina BA’nin

3,4, 5 mg/l gibi yiiksek oranda ilavesi sonucunda kok ve hipokotil eksplantlarindan siirgiin
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olusumu gerceklesmistir. Rejenere olan siirgiinlerin koklendirilmesi bitki biiylime
diizenleyicileri icermeyen MS ortaminda gerceklestirilmis ve topraga aktarilan bitkilerin

970 nin canliliklarini koruduklar1 ve dis ortama uyum sagladiklart belirtilmistir.

Hoelz ve ark. (1992), Digitalis lanata tiiriiniin mezofil hiicrelerindeki vakuollerde
kardenolit birikimini aragtirmislardir. Yapilan c¢alismada, yapraklardan elde edilen
protoplast kiiltiiriindeki vakuollerdeki glikozit miktan Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
(HPLC) ile analiz edilmis ve lanatosit A ve C gibi temel kardenolitlerin mezofil
protoplastlarinda ve vakuollerinde depo edildigi belirtilmistir. Ancak, digitoksin, a-
asetildigitoksin ve o-asetildigoksin gibi sekonder metabolitler, yapraklarda tespit
edilmesine ragmen protoplastlarda ve vakuollerde tespit edilememistir. Digitalis
yapraklarinda yalnizca birincil kardenolitlerin depo edildigi, ikincil kardenolitlerin ise
biyosentetik aralarda ya da indirgenme {iriinii olarak yaprak ekstraktlarinda bulundugu

belirtilmistir.

Girtner ve ark. (1994), yaptiklar1 calismada, Digitalis purpurea siirgiin Kiiltiiriinde
progesteron  5B-reduktaz  geninin kismi protein dizisi ve karakterizasyonu
gerceklestirmiglerdir. Protein mikrosekanslanmasi, SDS jelden saflastirilmis enzimin
triptik  fragmenti ile gerceklestirilmistir. Calismada kardenolit biyosentezinin
diizenlenmesini arastirmak i¢in 5B-reduktaz enziminin saflagtirilmasinin gerekli oldugu

belirtilmistir.

Lindemann ve Luckner. (1997), Digitalis lanata tiiriiniin somatik embriyogenezisi
sirasinda farkli gelisim donemlerinde progesteron ve kolestrol beslemesinin pregnan
tiirevlerinin olusumu {izerine etkilerini aragtirmislardir. Ayrica biyosentezde yer alan
kolestrol monooksigenaz, A —3B—hidroksisteroiddehidrogenaz/A5 -A*-ketosteroid izomeraz,
progesteron 5SB-reduktaz, 3fB-hidroksisteroid 5p-oksidoreduktaz, 3a-hidroksisteroid 5p-
oksidoreduktaz, progesteron S5B-reduktaz ve 3o-hidroksisteroid 5B-oksidoreduktaz
enzimlerinin aktivitesi belirlenmistir. Biitiin enzimler kiiresel ve bipolar embriyolarin yani
sira preembriyonik asamada da bulunmustur. Progesteron 5f-reduktaz enzimi, yaprak ve
embriyoda 2 mkat kg™ protein, proembriyonik asamada ise 4 mkat kg protein oraninda
GC-MS ile olgiilmiistiir. Calismada progesteron ile besleme sonucunda 5o- and 5(-
pregnandione, progesteron, SB-pregnane-3a-ol,20-one, Sa-pregnane-3-ol,-20-one pregnan
tirevlerinin miktarlarinda artis goriilmiistiir. Kolestrol beslemesi ile ise sadece

pregnenolone miktarinda ¢ok az artig gozlenmistir.
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Gavida ve Perez-Bermudez (1997), yaptiklar1 ¢calismada Digitalis obscura tiiriiniin
T4 genotipinin siirgiin tipi kiiltiiriinde, farkli ortam bilesenlerinin kardenolit iiretimi ve in
vitro morfogenezis iizerine etkisini belirlemislerdir. Calismada, bitkinin aksiller
tomurcuklari, 1 uM BA iceren MS makro ve mikro elementleri iceren bazal besin
ortaminda kiiltire alinmistir. Olusan siirgiinler, %2 ve % oraninda MS makro elementler
iceren bazal besin ortaminda ve farkli NO3/NH'; oram igeren ortamlarda Kkiiltiire
alimmustir. Kiiltiirde gelisen siirgiinlerde sekonder metabolit miktarlar kiiltiirden 4 ay sonra
Olctilmiistir. Makro elementlerin azaltilmig seviyelerini iceren ortamda biiyiiyen
siirgiinlerde kardenolit birikiminde artis gozlenmistir. NO3/NH'; oraninin 2/1 ve 4/1
olarak ortama ilave edilmesi sonucunda ise siirgiinlerdeki kardenolit miktar1 kontrol ile
benzer oranda oldugu bulunmustur. 1/1 NO’3/NH", oraninda ise kardenolit miktarinda

yiiksek oranda azalma gozlenmistir.

Gavida ve Perez-Bermudez (1997), yaptiklan bir diger ¢calismada, Digitalis obscura
T4 genotipinin MS bazal besin ortamina 2x, 3x oraninda ilave edilen fosfat
konsantrasyonunun ve 10 ve 100 oraninda ilave edilen mangan konsantrasyonunun
kardenolit icerigine etkilerini arastirmiglardir. Tiiriin  siirgiin = rejenerasyonun
gerceklestirilmis ve iiretilen 9 ve 24 aylik in vitro bitkilerin ve dogal bitkilerin kardenolit
icerikleri HPLC ile karsilastinlmistir. Fosfat ve mangan konsantrasyonunun
degistirilmesinin idretilen bitkilerin kardenolit igerikleri iizerine ©nemli bir etkisinin

olmadig belirlenmistir.

Braga ve ark. (1997), Digitalis lanata tiiriinde bitki yasinin (12 ve 18 aylik bitkiler)
temel kardenolit icerikleri tiizerine etkisini arastirmislardir. Dis ortamda yetistirilen
ciceklenme donemindeki 12 aylik bitkilerin ve ciceklenme donemi sonrast 18 aylik
bitkilerin rozet yapraklarindaki kardenolit igceriklerinin HPLC ile analiz edilmistir. Analiz
sonucunda genel olarak analiz edilen kardenolitlerin 12 aylik bitkilerdeki iceriklerinin 18
aylik bitkilere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Lanatosit C ve digoksinin her iki

bitkide temel kardenolit oldugu belirlenmistir.

Eisenbeill ve ark. (1999), Digitalis lanata tiiriiniin stirgiin kiiltiriiniin 151k ve
karanlikta gerceklestirilmesinin kardenolid birikimi iizerine etkisini arastirmiglardir. D.
lanata siirgtin kiiltiirii 1 mg/l BAP ve 0,1 mg/l IAA iceren MS ortaminda devamh 151k
kosullarinda ya da karanlikta biiyiitiilmiistiir. Siirgiinlerin icerdikleri kardenolitlerin analizi
HPLC ile gergeklestirilmistir. Devamli 151k kosullarinda kiiltiire alinan siirgtinlerde kuru

agirhk basmma 0.6 pmol’den fazla biriktigi tespit edilmistir. Bu siirgiinlerin devamlh
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karanlik ortama aktarilmasi ile kardenolit miktarlarinda dereceli olarak azalma goriilmiis
ve 12 hafta sonra tespit edilemez diizeye indigi belirlenmistir. Bu siirgiinlerin tekrardan
151k kosullarina aktarilmasi ile kardenolit birikimi baglamis ve 4 hafta sonra devamli 151k
kosullarinda kardenolit diizeyinin kiiltiire alinan kontrol siirgiinlerle ayn1 seviyeye ulastig

ortaya konmustur.

Rothe ve ark. (1999), yaptiklar1 bir ¢aligmada floem spesifik kardenolitlerin alimini
arastirmak icin Cuscuta sp. (kiiskiit) parazit bitkisi kullanmislardir. Calismada D. purpurea
ve D. lanata tiirleri yiiksek bitkiler iizerinde parazit olarak yasayan Cuscuta europaea, C.
platyloba and C. reflexa tiirleri ile enfekte edilmistir. Parazit bitkiler ile D. purpurea
bitkisinin ilk yil petiolleri, ikinci y1l ise Digitalis lanata and Digitalis purpurea bitkilerinin
govdesi enfekte edilmistir. 4 hafta sonra parazit bitki, konakg¢1 bitkiden dikkatli bir sekilde
alimmustir. Parazit bitkinin kisimlar1 ve konak¢r bitkinin enfekte olan bolgesi ve enfekte
olmayan bolgesi almip kardenolit igerikleri HPLC ve TLC ile analiz edilmistir. Analiz
sonuclarina gore konakg¢i ve parazit bitkilerinin kardenolit igeriklerinin farkli oldugu
belirlenmistir. D. lanata bitkisinin govdesinde temel kardenolit olarak glikodigifukosid,
odorobiyosid G, glikoverodoksin, lanatosit C ve lanatosit A belirlenmistir. D. purpurea
tiiriiniin yaprak ve gdvdesinde ise en fazla rastlanan kardenolit olarak purpureaglikosid A
ve digitoksin ile birlikte purpureaglikosid B, gitoksin, glikogitaloksin ve gitaloksine
rastlanmigtir. Parazit bitkinin siirgiinlerinde ise en fazla miktarda strospesid ve verodoksin

kardenolitlerine rastlanmustir.

Framm ve ark. (2000), yaptiklar1 c¢alismada kardenolit biyosentezinde gorev alan
16’-0O-glikohidrolaz (CGHI) geninin cDNA’sinin izolasyonunu ve klonlanmasini
gerceklestirmiglerdir. 16’-O-glikohidrolaz enzimi kardenolit biyosentezinde primer
glikozitlerin sekonder glikozitlere doniisiimiinii katalizlemektedir. Calismada Digitalis
lanata tirtinden izole edilen CGHI geninin cDNA’sinin E.coli’de klonlanmasi ve
fonksiyonel ekspresyonu gerceklestirilmistir. Calismada, CGH [ glikohidrolaz familyasinin
yiiksek homoloji gosterdigi belirtilmistir.

Sales ve ark. (2002), endemik Digitalis minor tiriiniin mikrocogaltimi {izerine
yaptiklar1 arastirmada, bitkinin aksiller ve adventif tomurcuk eksplantlarindan siirgiin
olusumunu farkli bitki biiyiime diizenleyicileri iceren ortamlarda gerceklestirmislerdir.
Eksplantlar 0, 4.4, 8.9 ve 222 uM BA; 0,0.06 ve 0.6 puM IAA’nin tek ya da
kombinasyonlarin1 iceren MS bazal besin ortaminda kiiltiire alinmistir. BA tek basina

adventif tomurcuk farklilasmasini yonettigi belirtilmis ve IAA ile BA’nin her ikisininde
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ortamda bulunmasinin ise eksplantlardan tomurcuk olusma kapasitesini 6nemli derecede

arttirdig1 belirlenmistir.

Gavidia ve ark. (2002), Digitalis purpurea tiriiniinde kardenolid biyosentezinde
gorev alan DpARI ve DpAR2 genlerinin klonlamasi ve ekspresyonunun belirlenmesi ile
ilgili yaptiklar1 arastirma sonucunda, her iki genin %98.4 oraninda benzerlik gosterdigini
ve 315 aminoasit kodladiklarini belirlemislerdir. Arastirmada ayrica yaralanma, yiiksek tuz
konsantrasyonu, kuraklik stresi ve 1s1 soku uygulamasinin DpAR genlerinin ekspresyon

seviyelerini degistirdigi ortaya konmustur.

Gavidia ve ark. (2002), calismalarinda Digitalis tiirleri disinda kardenolit igeren
Isoplexis tiirlerinin kardenolit iceriklerinin belirlenmesi i¢in LCN-MR analizini
kullanmislardir. Calismada in vitro iretilen Isoplexis canariensis, I. chalcantha and I
isabelliana tirlerine ait bitki orneklerindeki kardenolit miktarlarn LCN-MR analizi ile
belirlenmistir. Analiz sonucunda ii¢ tiirdeki iiriin miktarlar1 benzer bulunmus ve temel olan

uzarigenin, digitoksigenin, xysmalogenin ve kanarigenin belirlenmistir.

Roca-Perez ve ark. (2004), tarafindan yapilan bir calismada, Ispanya iber
Yarimadasi’nin 3 ayr1 biyoklimatik bolgesinde yayilis gosteren 10 ayn Digitalis obscura
dogal populasyonlarinin kardenolit iiretimleri karsilastirilmistir. Ayrica bu populasyonlarin
kardenolit iiretimlerinin mevsimsel degisimi de belirlenmistir. Bunun yam sira P5SR
geninin mevsimsel ifadesine bakilmistir. 10 ayr1 Digitalis obscura dogal populasyonlarinin
kardenolit iiretimleri karsilastirlldiginda toplam kardenolit icerigi en yiiksek Ayora
populasyonu (2257 pg/g KA), en diisiik ise Camporrobles (964 nug/g KA), Olocau (895
pg/g KA) ve Toro (704 pg/g KA) populasyonlart oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada
P5PR geninin mevsimsel ifadesini belirlemek i¢cin 10 ayr1 populasyon igerisinden en
yiiksek (Ayora) ve en diisiik (Toro) kardenolit iireten populasyonlarina ait bitki 6rnekleri

Subat, Mayis, Temmuz ve Ekim aylarinda toplanmistir.

Herl ve ark. (2006), tarafindan yapilan bir calismada ilk kez Digitalis lanata Ehrh.
tiirtinde P5AR geninin molekiiler klonlanmasi1 ve heterolog ekspresyonu rapor edilmistir.
Calismada bitkinin yapraklarindan tam uzunlukta cDNA klonu izole edilerek okuma
cercevesinin 1170 nukleodit icerdigi ve 389 aminoasit kodladig1 belirlenmistir. D. lanata
tirtiniin P5R cDNA ve protein dizisi D. purpurea ve D. obscura tiirlerinin dizileri ile
karsilagtirlldiginda P5SR geninin Digitalis cinsi igerisinde yiiksek oranda korundugu

belirtilmistir.
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Gavidia ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, D. purpurea tirtinde P5SR geninin
saflagtirilmasim1 ve bu genin kodladigi polipeptid dizisini belirlemislerdir. D. purpurea
tirtinde P56R geninin 5’RACE PCR reaksiyonu ile tam uzunlukta cDNA elde edilmistir.
Elde edilen cDNA’nin, 1357 b¢ okuma cergeveli, 389 aminoasit kodladigi, molekiiler
agirhigimin 43,963 Da oldugu, 76 b¢ uzunlukta intron igerdigi belirlenmistir. Yaprak, kok,
govde, cicek ve iletim demetlerinde gen anlatim seviyesinin kardenolit birikimi ile
baglantili  oldugu belirtilmistir. Calismada ayrica BLAST 2 programi ile
karsilastirildiginda, bitki progesteron P56R enziminin SDR ailesine ait oldugu bunun yani
sira hayvanlarda bulunan P5fR enziminin ise Aldo keto reduktaz (AKR) siiper familyasina

ait oldugundan dolay1 yapisal homoloji gostermedikleri belirtilmistir.

Herl ve ark. (2008), 21 Digitalis ve Isoplexis tiriiniin filogenetik analizlerini
progesteron 5B-reduktaz genini kullanilarak gerceklestirmislerdir. Progesteron 5B-reduktaz
geninin markor olarak kullanmilabilirligi niiklear ITS ve plastid trnL-F sekanslar1 ile
karsilagtirllarak belirlenmistir. Calismada filogenetik analiz icin P5SR gen dizisini
degerlendirilmesi, daha Once sistematik olarak test edilen cins ve gruplar arasindaki
filogenetik iliskinin ortaya cikarilmast ve dogrulugunun kanitlanmasi amaclanmistir.
Progesteron 5B-reduktaz geninin okuma cercevesinin yaklastk 1170 niikleotid
uzunlugunda, yaklasik 389 aminoasit kodladigi belirlenmistir. Calismada, progesteron 5f3-
reduktaz geninin yiiksek korundugu sadece Digitalis cinsinde degil, Arabidopsis tiiriinde
de belirlenmistir. Sonuglar toplu bir sekilde degerlendirildiginde, P5SR geninin kuvvetli

filogenetik hipotez verecek diizeye ulagsmadigi belirtilmistir.

Kuate ve ark. (2008), Digitalis purpurea tiiriinde kardenolit biyosentezinde yer alan
21-hydroxypregnane 21-O-malonyltransferase (Dp21MaT) enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu gerceklestirilmislerdir. Yaprak, hiicre siispansiyonu gibi farkh
materyallerden enzimin eldesi karsilagtirnllmis ve en iyi kaynagin yapraklar oldugu
belirlenmistir. Jel filtrasyonu ve dogal SDS-PAGE ile enzimin monomer oldugu ve 27kDA
molekiiler agirliga sahip oldugu belirlenmistir. Enzimin en fazla aktiviteyi, 42°C’de pH

6.5’da gosterdigi ortaya konmustur.

Pérez-Bermudez ve ark. (2009), yaptiklari bir c¢alismada P5HR2  geninin
fonksiyonunu ve diizenlenmesini P5SR geni ile karsilastirilarak ortaya koymuslardir.
Digitalis purpurea cDNA Kkiitiiphanesinden P55R2 izole edilmis ve biyokimyasal, yapisal
ve fizyolojik diizeyde karakterize edilmistir. Calismada yaralanma, 1s1 soku, soguk soku ve

tuz stresi ve kimyasal uygulamasi gibi stres kosullarinda P5SR geninin ekspresyon
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seviyesinde bir degisiklik gozlenmezken, P5SR2 geninin soguk, yiiksek tuz, 1s1 soku ve
yaralanmaya karsi duyarli oldugu belirtilmistir. Salisilik asit, H,O,, etilen ve metil
jasmonat gibi elisitorler kullanilmasi ile P5HR ve P5SR2 geninin ekspresyonu
karsilagtirildiginda, P5SR geninin ekspresyonunun devamli oldugu goriilirken P5/R2

geninin ekspresyonunun ise H,O; ve etilen ile diizenlendigi belirtilmistir.

Pérez-Alonso ve ark. (2009), Digitalis purpurea tiiriinde gegici daldirma biyoreaktor
sistemi (TIS) kullanarak kiiltiirdeki siirgiinlerdeki digitoksin, digoksin ve lanatosit C
iceriklerini belirlemislerdir. En fazla biyokiitle artisinin 4 saatte bir daldirma yapilmasi
oldugu bulunmustur. HPLC analizi sonucunda digoksin ve digitoksin biitiin uygulamalarda
belirlenirken, lanatosit C’ye rastlanmamistir. Calismada gecici daldirma sisteminin
kardenolitlerin siirekli {iretimi igin kullanilabilecek giivenilir bir yontem oldugu

belirtilmistir.

Bauer ve ark. (2010), Brassicales, Gentianales, Lamiales, Malvales, Solanales
siiflarindan P5BR genininin izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Calismada PSBR genine
ait polipeptid dizisi karsilagtirildiginda yiiksek oranda korundugu belirtilmistir. Ayrica
protein modelinin 7 korunmus aminoasit bolgesi ve substrat baglanma bolgesi icerdigi

belirlenmistir.

Ghanem ve ark. (2010), yaptiklan1 ¢alismada D. lanata, siirgiin uclarini in vitro bitki
rejenerasyonu icin NAA ve Kinetinin farkli konsantrasyonlarini iceren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. In vitro ve in vivo iki aylik bitkilerin digitoksin ve digoksin igerikleri
karsilastirilmistir. Bunun yani sira rejenere olan bitkilerdeki kardenolit igeriklerine salisilik
asit, polisakkarit ve kalsiyum klorid farkli konsantrasyonlarinin etkisi belirlenmistir. 0.5
mg/l NAA ve 0.1 mg/l K iceren MS ortaminin en iyi ortam oldugu belirlenmistir.
Digitoksin igerigi in vitro bitkilerde en yiiksek seviyede iken, digoksin miktar in vivo 2
aylik bitkilerde daha yiiksek miktarda icerdigi belirlenmistir. Ozellikle % 0.1 polisakkarit
ilavesi, toplam kardenolit miktarininin yiikselmesine neden olmustur. 200mM kalsiyum

klorit ilavesi ile en yiiksek digitoksin ve digoksin miktar1 HPLC ile tespit edilmistir.

Giirel ve ark. (2011), Digitalis davisiana Heywood tiiriiniin in vitro rejenerasyonunu
gelistirerek {iretilen in vitro bitkilerin lanotosit C ve digoksin iceriklerini dogal bitkilerle
karsilagtirmiglardir.  Siirgiin ~ rejenerasyonu  i¢in  ilk asamada  bitki  biiylime
diizenleyicilerinden TDZ ve IAA’in B5 ortaminda en uygun kombinasyonlari

belirlenmistir. Tkinci asamada bazal besin ortamlarini karsilastirmak icin bitkinin hipokotil,
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yaprak, kok, flamingo gagas1 eksplantlar1 ve 0,5 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l IAA ilave edilmis
6 farkli ortamda (B5, MS, MM, CP, LS ve SH) Kkiiltiire alinmigtir. Siirgiin rejenerasyonu
i¢in 0,5 mg/l TDZ ilavesinin, TDZ ortama tek basina ilavesi ya da IAA ile birlikte diisiik
oranda ilavesinden (0,10 ya da 0,25 mg/l) daha etkili oldugu belirlenmistir. Caligmada
ayrica slirgiin rejenerasyonunun, 0,5 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l IAA iceren LS ortaminda
kiiltire alinan flamingo gagas1 ve hipokotil eksplantlarinda daha yiliksek oldugu

belirlenmistir.

Verma ve ark. (2011), Digitalis lamarckii Ivan. tiiriiniin kotiledon yapraklarindan
indirekt somatik embriyogenesis ve siirgiin rejenerasyonu gergeklestirmislerdir. Bu
dogrultuda, embriyonik ve organogenik kallus tesviki icin 3 haftalik in vitro ¢imlendirilen
bitkilerden alinan kotiledonlari, 0,54 uM NAA ve 2,22 uM BAP, 2,69 uM NAA ve 2,22
uM BAP iceren MS ortaminda kiiltire alinmistir. Somatik embriyo ve adventif siirgiin
olusumu i¢cin NAA ve BAP’1n farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Somatik embriyo sayisi
en fazla 1,34 uM NAA ve 8,87 uM BAP ilave edilmis MS ortaminda belirlenmistir. En
yiiksek siirgiin rejenerasyonu ise, 2,69 uM NAA ve 8,87 uM BAP ilave edilmis MS
ortaminda elde edilmistir. Rejenere edilen bitkiler saksilara aktarilmasi ve dis ortama uyum

saglayarak canliliklarim1 korumalar1 basarilmistir.

Munkert ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada progesteron 5B-reduktaz geninin ve
enziminin Brassicaceae familyasinda yer alan Erysimum crepidolium tiiriinde
tanimlanmasim gerceklestirmislerdir. Bu dogrultuda progesteron S5B-reduktaz geninin
cDNA’s1 5°/3’ RACE ile elde edilmis ve ¢ogaltilmistir. cDNA’sinin 1170 b¢ uzunlugunda
oldugu ve 389 aminoasit kodladig1 belirlenmistir. cDNA’nin PCR2.1-TOPO klonlama

vektoriine yerlestirilmis, E.coli Top 10 hiicrelerine klonlanmaisgtir.

Verma ve ark. (2012), yaptiklann calismada Digitalis trojana Ivan. hipokotil
eksplantlarindan somatik embriyo eldesini gerceklestirmislerdir. Caligmada, somatik
embriyogenezis icin sitokinin (BAP, kinetin, TDZ, zeatin) tek basina veya [IAA, IBA ve
NAA kombinasyonlart denenmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri karsilagtirildiginda 1
mg/l thidiazuronun (TDZ) besin ortamina ilave edilmesi ile eksplant basina diisen embriyo
sayist 10,7 olarak hesaplanmistir. 1 mg/l TDZ’nin 0,5 mg/l IAA ile birlikte ortama ilave
edilmesi ile eksplant basina diigen embriyo sayisinin 13,8 oldugu belirlenmistir. Somatik
embriyolarin gelisimi %2 MS ortaminda meydana gelmis ve somatik embriyolarin
gelismesiyle elde edilen bitkiler basarili bir sekilde dis ortama aktarilmis ve cevre

kosullarina uyum saglamistir.
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Perez-Alanso ve ark. (2012), Digitalis lanata tiriinde kardenolit biyosentezi igin
elisitorlerin etkisi aragtirmislardir. Chitoplant, silioplant ve metil jasmonat elisitdrlerinin
gecici daldirma yonteminde D. lanata siirgiin Kkiiltiirlinde biyokiitle ve kardenolit
birikimine etkisi arastirllmistir. HPLC ile analiz sonucunda 0.1 g/ 1 chitoplant uygulanmast
ile 316 ug/g KA, 0.01 g/1 silioplant uygulamasi ile 310 pg/ g KA lanatosit C
belirlenmistir. Calismada ayrica elisitdr uygulamas ile siirgiinlerdeki lanatosit C iceriginin

kontrole gore 2,2 kat arttirdig1 belirlenmistir.

24



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM NURSEN CORDUK

BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyalin Toplanmasi

Digitalis trojana tiiriine ait bitki 6rneklerinin toplanmasi icin, Orman ve Su Isleri
Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirliigii'nden alinan izin ile 2011
yilinin Mayis ve Temmuz aylarinda birer kere olmak iizere Kazdaglar1 Milli Parkina arazi
caligmas1 yapilmistir. Yapilan arazi caligmalar1 sirasinda deneme bitkileri, dort farkl
yiikseklikten (836m, 961m, 1047m ve 1191m) her bir lokaliteden 5’er adet olacak sekilde
toplanmis ve laboratuvara getirilene kadar zarar gormemeleri i¢in nemli ortamda muhafaza

edilmistir.

Bitkilerin toplandig1 yiikseklikler ve koordinatlar GPS (Garmin eTrex Venture HC)
cihaz1 ile belirlenmis ve kayit altina alinmistir. Bitki Ornekleri yayilis gosterdikleri

alanlarda Olympus (SP-800UZ) fotograf makinesi ile fotograflandirilmstir.
3.2. Yontem
3.2.1. Doku Kkiiltiiriinde kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu

Doku kiiltiirii  ¢calismalarinin aseptik kosullar altinda gergeklestirebilmesi igin
kullanmilacak tiim malzemeler, hazirlanan besin ortamlari, kullanilacak bitki tohumlari

uygun sterilizasyon yontemleri ile sterilize edilmistir.

Calisma sirasinda kullanilacak tiim cam malzemeler, kiiltiir kaplari, petri kaplar1 ve
fayanslar oncelikle deterjan ve sodyum hipoklorit ilave edilen su ile yikanarak organik
maddelerden armdirilmistir. Daha sonra alimunyum folyo ile etraflar1 sarilarak otoklavda

(SANYO) 121°C’de 1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Kullanilacak pensler ve bisturiler cam boncuklu sterilizator (Steri 350) ile steril
edilmis ve aktarim islemi sirasinda % 70’lik etil alkole batirilip alevden gecirilerek steril

kosullarin devami saglanmistir.
3.2.2. Besin ortamlarimin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Besin ortami olarak, 4,4 g/l Murashige ve Skoog (1962) bazal besin ortam1 (Sigma-
S5519) ve 3,2 g/l Gamborg B5 (Gamborg, 1968) bazal besin ortami kullanilmistir. Besin
ortamu icerikleri ekler boliimiinde verilmistir (Ek 1). Bazal besin ortamlari ve %3 (w/v)

siikroz (Sigma-5391), dH,0O igerisinde manyetik karistirici iizerinde ¢ozdiiriilmustiir. Ekler
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boliimiinde belirtildigi gibi 1mg/ml olacak sekilde stok olarak hazirlanan bitki biiyiime
diizenleyicileri uygun miktarlarda ortama ilave edilmistir. Ortama ayrica 2 mg/l PVP
(polivinilprolidon) eklenmistir. Daha sonra ortamin pH’1 1N NaOH veya 1N HCl ile 5.75
ayarlanmistir. %0,7 (w/v) agar ilave edilmis ve son hacim dH,O ile tamamlanmistir.
Hazirlanan besin ortami, 121°C’de 1 atmosfer basingta 15 dakika boyunca otoklavlanarak

sterilize edilmistir.

Biiyiik hacimli siselerde hazirlanan ve sterilize edilen besin ortamlar1 petri kaplarina
20 ml, kiiltir kaplarina ise 25-30 ml olacak sekilde esit miktarda dagitilmistir.
Calismamizda kullandigimiz besin ortamlarinin tiimiine otoklavlamadan Once agar
eklendiginden dolayi, ortam heniiz sicak halde iken (55-60°C) daha 6nceden steril edilmis
olan kiiltiir kaplarina kabin igerisinde aktarilmistir. Eksplantlar ve siirgiinler petrilere

aktarildiktan sonra petrilerin etrafi strecfilm ile kusatilarak dig ortamdan izole edilmistir.
3.2.3. Genel doku Kkiiltiirii sartlar:

Doku kiiltiirii uygulamalarinin tiimii aseptik kosullar altinda yapilabilmesi icin in
vitro kiiltir calismalarinin  tiimii Dan-Laf (VFSS-1206) steril kabin icerisinde
gerceklestirilmistir. Calismaya baslamadan 30 dakika oOnce, kabinin i¢ kismi %70’lik
ethanol ile silinmistir. Kabinin UV lambasi acilarak 15 dk bekletilmistir. Daha sonra kabin
30 dakika boyunca igerisinde malzeme olmadan calistirilmistir. Kullanilacak steril

malzemeler kabin icerisine yiizeylerine %70’lik etil alkol piiskiirterek alinmistir.

Calisma esnasinda eksplantlarin ya da siirgiinlerin kiiltiir kaplarina aktarimi
sirasinda kullanilacak steril pensler ve bisturiler, etil alkole batirildiktan sonra kabin
icerisinde siirekli yanan alkol ocaginin alevine tutularak yiizey sterilizasyonu yapilmistir.

Kiiltiir kaplarinin ve petri kaplarinin etrafi alevden gecirilerek aktarim yapilmistir.

Hazirlanan biitiin in vitro kiiltiir denemeleri, 16/8 saat fotoperiyoda, 25+2°C ve 72
pmol m?s” 15tk yogunluguna ayarlanmis ve %55-60 nem oranina sahip bitki yetistirme
odasinda gergeklestirilmistir. Hazirlanan Kkiiltiir ortamlarina aktarilan eksplantlardaki
degisimler Olympus (SZ51) stereo mikroskop ile giinliik olarak incelenmis ve Olympus

(SP-800UZ) fotograf makinesi ile fotograflandirilmastir.
3.2.4. Digitalis trojana tiiriiniin in vitro mikrocogaltim asamalari

Calismamizda D.trojana tiirtiniin mikrogogaltimi, hazirhik asamasi, kiiltiir baslangic
asamasi, siirgiin ¢ogaltim asamasi, siirgiin gelisimi ve koklendirme olarak 4 ayr1 asamada

gerceklestirilmistir.
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3.2.4.1. Hazirhik asamasi

Calismamizin hazirhik asamasinda, eksplant kaynagi eldesi gerceklestirilmistir.
Araziden toplanan bitkilerin tohumlarin in vitro ¢imlenmesi ve steril bitki elde edilmesi
gerceklestirilmistir. Bitkinin tohumlari, yiizey sterilizasyonundan 6nce tohum kabugunun
inceltilmesi ic¢in sifir numarali zimpara ile zimparalanmistir. Zimparalanan tohumlar yiizey
sterilizasyonu i¢in, bir iki damla Tween 20 igceren % 3’liikk sodyum hipokloritte 20 dakika
muamele edilmistir. Siire sonunda 4 kez saf sudan gecirilip sodyum hipokloritin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Steril tohumlar, MS bazal besin ortami, % 3 (w/v) siikroz, %
0,7(w/v) agar iceren ortama aktarilmistir. Petrilerde c¢imlendirilen bitkiler, daha iyi
gelisebilmeleri icin belirli periyotlarda taze besin ortamlar1 igeren daha biiyiik kiiltiir
kaplarma aktarilmistir. Kontrollii kiiltiir kosullarinda yetistirilen bitkilerden saglikli bir
sekilde gelisen 20 haftalik bitkiler eksplant kaynag: olarak kullanilmistir.

3.2.4.2. Kiiltiir baslangic asamasi

Eksplant ¢esidi olarak 20 haftalik bitkinin yapraklar1 ve kokleri kullanilmistir.
Siirgiin  rejenerasyon ortami olarak MS bazal besin ortami, %3 siikroz, 2 mg/l
polivinilprolidon (PVP), % 0,7 (w/v) agar ve Cizelge 1’de belirtilen miktarlarda bitki
biiytime diizenleyicileri iceren 30 farkli ortam kullanilmistir. Yaprak eksplantlar1 yaklasik
0,5x0,5 cm boyutunda, kok eksplantlar1 ise 0,5 cm boyutunda kesilip her bir petriye 10’ar
adet aktarilmis ve her bir deneme 5 tekrarli olarak kurulmustur (Sekil 5).

Sekil 5. Siirgiin rejenerasyon ortamlarina kiiltiir baslangic asamasinda aktarilan

yaprak eksplantlari.
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Cizelge 1. Yaprak ve kok eksplantlarimin kiiltiire alindigi MS besin ortamina ilave

edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyon ve kombinasyonlari

Ortam NAA (mg/l) BAP (mg/l) Ortam 2,4 D (mg/l) K (mg/l)
1 0.1 16 0.1
2 0.5 17 0.5
3 0.1 1.0 18 0.1 1.0
4 3.0 19 3.0
5 5.0 20 5.0
6 0.1 21 0.1
7 0.5 22 0.5
8 0.5 1.0 23 05 1.0
9 3.0 24 3.0
10 5.0 25 5.0
11 0.1 26 0.1
12 0.5 27 0.5
13 1 1.0 28 1 1.0
14 3.0 29 3.0
15 5.0 30 5.0

Kiiltir sirasinda eksplantlarda meydana gelebilecek kararmalar1 onlemek igin

eksplantlar ve eksplantlardan gelisen siirgiinler 10 giinde bir alt kiiltiire alinmistir.
3.2.4.3. Siirgiin cogaltim asamasi

Kiiltiir baslangic asamasinda 30 farkli siirgiin rejenerasyon ortamina aktarilan
eksplantlardan olusan adventif siirgiinler cogalmalart icin ayni oranda bitki biiylime

diizenleyicileri iceren MS bazal besin ortamina aktarilmistir.
3.2.4.4. Siirgiin gelisimi ve koklendirme

Cogalulan siirglinler birbirlerinden tek tek ayrilarak gelismeleri icin bitki biiyliime

diizenleyicileri icermeyen MS bazal besin ortamina aktarilmislardir.

Gelisen siirgiinlerin koklenmeleri icin koklenme ortami olarak, 1 mg/l NAA, 0,5
mg/l IAA ve % 0.1 aktif karbon iceren MS besin ortami ve bitki biiyiime diizenleyicileri
icermeyen MS bazal besin ortami1 ayr1 ayr1 denenmistir.
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3.2.4.5. istatistiksel analizler

Tiim eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 12 hafta sonra, siirgiin olusturan eksplant
sayist ve eksplant basina diisen siirgiin sayisit belirlenmistir. Tim veriler MINTAB
kullanilarak karsilastirilan varyans ve ortalama degerlerinin analizi ile degerlendirilmistir.
Bitki biiylime diizenleyicilerinin etkileri ise MSTAT ile analiz edilmistir. (Yijk=p+Ai+
Bj+AB ij+Zijk) istatistik modeli ile bitki biiytime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin

etkileri belirlenmistir.
3.2.5. Bitki yaprak dokusundan total RNA izolasyonu

Bitkilerin yaprak dokusundan total RNA izolasyonu Oncesi, izolasyon sirasinda
kullanilacak olan havanlar, havan elleri, spatiil ve pensler RNaz sterilizasyonu icin
%0,1°lik Dietilpirokarbonat (DEPC) soliisyonunda (Ek 3) 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siirede yiiksek basing ve sicaklikta

otoklavlanmustir. Ardindan 200°C’de pasteur firininda 4 saat bekletilmistir.

Bitki orneklerine ait yaprak dokusu eppendorf tiiplerine alinmis ve strafor kutu
icerisinde bulunan sivi azota daldirilmis ve izolasyon baslayana kadar bekletilmistir.
Eppendorflar igerisindeki yaprak dokulari, eppendorf tiip pestili ile dokunun ¢éziinmesine
izin verilmeden toz haline gelene kadar ezilmistir. Toz haline getirilen 6rneklerden RNA
izolasyonu, Invitrogen Purelink RNA Mini Kit (Kat. No.12183018A) ile yapilmustir. Izole

edilen RNA’lar -86°C’ye ayarli derin dondurucuda saklanmaisgtir.
3.2.5.1. izole edilen total RNA’larin elektroforezi

10X TAE (Tris EDTA Asetat) Tamponu:

10X TAE Tamponu hazirlamak icin; 48,44 g trizma base, 3,72 g EDTA 900 ml
dH,O igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve glasiyel asetik asit ile tamponun pH’s1 8,0’e
ayarlanmigtir. Tamponun son hacmi dH,O ile 1I’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda

saklanmuistir.

1XTAE Tamponu hazirlamak i¢in 10XTAE tamponundan 100 ml alinarak 900 ml

dH,0 ile 11’ye tamamlanmaisgtir.

Etidyvum Bromiir Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi:

0,1 g etidyum bromiir 10 ml dH,O igerisinde karistinlarak ¢ozdiiriilmiis ve 10
mg/ml’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Sisenin etrafi aliminyum folyo ile kaplanip +4°C ’de

karanlikta saklanmistir.
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%1°lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

1 g agaroz (Prona Biomax 104514PR) tartilip 100 ml 1XTAE tamponu icerisinde

manyetik karistirici tizerinde 120°C’de ¢ozdiiriilmiistiir.

Hazirlanan ve ¢ozdiiriilen jelin sicaklign 50-55°C’ye diistiigiinde 10 mg/ml etidyum
bromiir stok ¢ozeltisinden 12 pl eklenmis ve karigtinlmistir. Ardindan, jel katilasmadan
hemen Once icerisinde tarak bulunan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jel katilastiktan sonra
taraklar cikartilmis ve elektroforez tankinin (ATTO) icerisine yerlestirilmistir. Elektroforez

tanki, jel tepsisinin yiizeyini ortiicek kadar 1 XTAE tamponu ile doldurulmustur.

Izole edilen total RNA’lar %1°lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ultraviyole
transilluminator tablasinda (UV) goriintiilenmistir. 10 pl izole edilen RNA 6rnekleri, 2 ul
6X yiikleme tamponu (Fermentas 00066723) ile karistinllarak kuyucuklara yiiklenmistir.
Ayrica GeneRuler™ 100bp Plus (SM0321) DNA markirt da jele yiiklenmistir (Sekil 6).
Ormekler 8V/cm’de 60 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonrasinda
Quantum ST4-1100 Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi (VL-1011-4173-1) ile

goriintiilenmistir.

bp ng/0.5 uyg %

bp
— 2072
— 3000 28 5.6 — 1500
— 2000 28 5.5
_— 1500 28 5.6
- 1200 28 5.6
~_ 1000 80 16.0
— 900 27 5.4
— 800 27 5.4
— 700 27 54 — &oo
— 600 27 5.4
— 500 80 16.0
— 400 30 6.0
— 300 30 6.0
— 200 30 6.0
— 100 30 6.0
— 100
a b

Sekil 6.Kullanilan GeneRuler™ 100bp Plus (Fermentas,SM0321) DNA markir1 (a) ve
100bp Plus (Invitrogen -15628-019) DNA markiri (b).
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3.2.5.2. izole edilen total RNA’larin miktarlarmn spektrofotometre ile

belirlenmesi

Yapraklardan izole edilen total RNA miktarlan WPA Biowave DNA
spektrofotometre (18WDC) ile pg/ml diizeyinde Olgiilmiistiir. Saflik kontroliinde 260 ve

280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin oran (A260/A280) kullanilmigtir. Bu oran

1.8-2.0 deger araliginda hesaplandiginda RNA molekiilleri saf olarak kabul edilmis ve bu

ornekler calismanin devaminda kullanilmistir.
3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

cDNA sentezi, izole edilen total RNA o6rnekleri kalip olarak kullanilarak, Fermentas
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1621) ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon
icin, miktarlar1 spektrofotometrede olgiilen RNA Orneklerinin her biri uygun miktarda
niikleaz free dH,O ile seyreltilmistir. Esit miktarda RNA kalip olarak kullanilarak cDNA
sentezi ince cidarlt 200 pl’lik PCR tiiplerinde Cizelge 2’te miktarlar1 belirtilen reaksiyon

bilesenleri ile kurulmustur.

Cizelge 2. cDNA reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
Total RNA 0.025 pg

Oligo (dT);s Primer 1ul
Nuclease free H,O 6 ul
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul
RiboLock™RNase Inhibitor (20u/ pl) 1 ul
10mM dNTP Karisimi 2 ul
RevertAid™ M-MuLV Reverse 1 ul

Transcriptase (200 u/ pl)

20 ul

Reaksiyon, thermal cycler (BIO-RAD) cihazinda 42°C’de 60 dakikada
gerceklestirilmis ve sonrasinda 70°C’de 5 dakika inkiibe edilerek sonlandirilmistir. cDNA

sentez reaksiyonun dogru bir sekilde gerceklestiginden emin olmak igcin Reverse
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transcriptase enzimi icermeyen negatif kontrol, kalipsiz negatif kontrol ve pozitif kontrol
(GAPDH geni) kullanilmistir. RT {iriinleri PCR’da kullanilmak iizere -20°C’ye ayarl derin

dondurucuda saklanmustir.
3.2.7. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cDNA’larin ¢ogaltilmasi

First Strand cDNA Synthesis Kit ile gerceklestirilen cDNA eldesi sonrasinda
cDNA’larin PCR ile cogaltimi gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarin tiimii, buz iizerinde

kurulmustur.

PCR reaksiyonu High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) ile gerceklestirilmistir.
Reaksiyonda kullanilan ve optimize edilen PCR bilesenleri, miktarlar1 ve reaksiyondaki
son konsantrasyonlar1 Cizelge 3’te belirtilmistir. PCR’da kalip cDNA miktarinin reaksiyon

hacminin %10’unu gegmemesine dikkat edilmistir.

Cizelge 3. PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul) Son Konsantrasyon
10X High Fidelity PCR buffer with 15 mM 2,5 1X
MgCl,
10 mM dNTP mix 0,5 0,2 mM
10 pmol/ul forward Primer 1 0,4 pmol/ul
10 pmol/ul reverse Primer 1 0,4 pmol/ul
RT {iriinii (cDNA) 2,5
High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,125 1,25 unit
dH,O 17,375

Toplam hacim 25

PCR reaksiyonunda kullanilacak olan progesteron P5SR ve Act2 genleri icin dizayn
edilen primerler ve baz dizilisleri Cizelge 4’de belirtilmistir. Thermal cycler cihazinda

reaksiyon i¢in ayarlanan kosullar Cizelge 5’te belirtilmistir.
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Cizelge 4. PCR reaksiyonunda kullanilan primerler ve baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi

VHO7b 5'-AAAAAATGAGCTGGTGGTGG-3'
VHI1188 5'-AACCATGTCAAGGAACAATC-3'
Act2 5'-TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC-3'
Act2 5-TGGTGAAGGCTGGATTTGC-3'

Cizelge 5. P5R ve Act2 icin optimize edilen PCR kosullar

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 5 dk 1
Denatiirasyon 94 20 sn

Primerlerin baglanmasi 50 1dk 30
Uzama 72 2 dk

Son uzama 72 10 dk 1

3.2.7.1. PCR iiriinlerinin elektroforezi

cDNA PCR iriinleri %1’lik agaroz jelde ayrilmis ve U.V. tablasinda
goriintiilenmistir. 10 pl cDNA PCR iiriinii, 2 pul 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmistir. Ayrica GeneRuler™ 100bp Plus (SM0321) DNA markir da jele
yiiklenmistir. Ornekler 8V/cm’de 60 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi
sonrasinda jel goriintiileme cihazinda U.V. 151k altinda goriintiilenmistir ve goriintiiler

bilgisayar ortamina aktarilmistir.
3.2.8. cDNA’nin jelden geri kazanilmasi

PCR iirtinleri jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi bittikten sonra UV
tablasi tizerine alinmis ve steril bistiiri ile ilgili bantlar kesilmistir. Kesilen bantlar daha
onceden tartilan ve agirligi belirlenen steril eppendorf tiipleri igerisine alinmistir. Hassas
terazi ile tartilarak agirliklar1 belirlenmistir. Purelink Quick Gel Extraction kiti (K2100-12)

kullanilarak protokole uygun olarak saflastirilmistir.
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3.2.9. RT-PCR iiriiniiniin dizi analizi

P5BR geninin cDNA’sinin baz dizilisinin ve uzunlugunun belirlenmesi i¢in dizi
analizi, hizmet alim1 yoluyla Sanger metodu ile analiz yapan BioBasic (Kanada) firmasina

yaptirilmistir.
3.2.10. Biyoinformatik analizler

Dizi analizi sonucunda elde edilen D. trojana tiirtiniin P55R geninin cDNA’sina ait
dizi, The National Center for Biotechnology Information (NCBI) sitesinde yer alan Basic
Local Alignment Search Tool (BLASTN) programi (niikleotid i¢in) kullanilarak diger
tiirlerdeki diziler ve bolgesel benzerlikleri belirlenmistir. BLASTN kullanilirken veri
taban1 olarak digerleri (others) secilmis, algoritma olarak ise Highly Similar Sequences

(megablast) programi kullanilmistir.

Elde edilen cDNA niikleotid dizisine karsilik gelen muhtemel polipeptid dizisi
olusturmak ve karsilastirmak i¢in Transeq programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/
emboss_transeq/) kullanilmistir. Programda cerceve 6 ve standart kod secilerek cDNA

niikleotid dizisi polipeptid dizisine ¢evrilmistir.

Elde edilen polipeptid dizisi, NCBI sitesinde yer alan protein BLAST programinda
non-redundant protein sequences (nr) veri tabam ve protein protein BLAST algoritmast

kullanilarak BLAST yapilmistir.
3.2.11. Progesteron S5p- Reduktaz gen ifadesinin belirlenmesi

Bitki orneklerindeki Progesteron 5B-Reduktaz geninin ifadesi Gelpro3 programi
kullanilarak belirlenmistir. Referans gen olarak Act2 geni kullamlmistir. ifade miktar:

P5BR/Act2 orani ile elde edilmistir.

3.2.12. Taban yapraklardaki kardenolitlerin ekstraksiyonu ve miktarimin

yiiksek basinch sivi kromatografisi (HPLC) ile analizi
3.2.12.1. Kardenolitlerin kati1 faz ekstraksiyonu

Bitki yapraklarindaki kardenolit miktarlarim1 belirlemek igin Roca-Pérez ve
arkadaslarinin (2004) Wiegrebe ve Wichtl (1993) tarafindan tamimlanan ve degistirerek

uyguladiklar1 yontem degistirilerek uygulanmistir.
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1. Bitkilerin rozet yapraklari, 0,5 g tartilip siv1 azot ile toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen yapraklarin iizerine 12 ml %70’lik metanol ilave edilip 10 dk
boyunca ¢alkalanmustir.

2. Bu karisim 95°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dk inkiibe edilmis ve bu siire
icerisinde belirli araliklarla calkalanmistir.

3. Siire sonunda hizli bir sekilde oda sicakligina sogutulmustur. 11.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir.

4. Siipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Daha sonra tizerine 2 ml %15’lik kursun asetat
soliisyonu eklenmistir.

5. FElde edilen ekstrakt iyi bir sekilde karstirildiktan sonra iizerine 2 ml %4’liik
monosodyum fosfat eklenip karistirtlmistir ve 11.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir.

6. Siipernatant yeni bir tiipe aktarilmis ve dH,O ile seyreltilerek 24 ml’ye

tamamlanmuistir.

Bitki taban yapraklarinin kardenolit iceriklerinin HPLC analizi ile belirlenmesi igin
kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yapilmistir. Calismada PKN-200-C18 kolonu kullanilmastir.
Kolon, SPE vakum manifoltuna (Agilent) yerlestirilmis ve Orneklerin gecirilmesinden
hemen Once sartlandirilmistir. Sartlandirma igin ilk asamada 4 ml metanol vakum
uygulanmadan kolondan gegirilmistir. Daha sonra ise 4 ml H,O gecirilerek sartlandirma
islemi tamamlanmistir. 24 ml hacimli 6rneklerin tamami vakum uygulanarak kolondan
gecirilmistir. Ardindan 2 ml H,O gecirilerek kolon yikanmistir. Son olarak kolonda tutulan
kardenolitlerin 2 ml metanol ile ayristirilmasi gergeklestirilmistir. Ornekler, ilk birkag

damlasi atilarak viyallere alinarak, enjeksiyona hazir hale getirilmistir.
3.2.12.2. HPLC analizi

Kazdaglarindan Mayis ve Temmuz aylarinda farkli yiiksekliklerden toplanan ve in
vitro tretilen bitkisel materyallerin yapraklarindaki kardenolit miktarlari, kardenolit
analizinde standart bir yontem olan HPLC ile analiz edilmistir. Analizde, HPLC analizine

uygun safliktaki kimyasallar ve malzemeler kullanilmistir.

Analizlerin tamami Agilent HPLC (seri 1200) cihaz1 ile gerceklestirilmistir.
Analizler 40°C sicaklikta, 230 nm dalgaboyunda, 10 uL enjeksiyon ve 1 ml/dk akis hiz1
altinda, Eclipse XDB-C18 (250-4-5um) kolon kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Dereceli ayristirmada asetonitril CH3CN(A) ve H,O (B) mobil fazi kullanilmistir.
Zamana bagli olarak artan diizeylerde CH3CN (A) aynistirmasit yapilmistir. Dereceli
ayristirma; baslangic %?20’lik CH3;CN, %32’lik CH3CN (35 dk), %40’lik CH3;CN (45 dk)
%50’1ik CH3CN (55 dk), %55’lik CH3CN (59 dk), %60’lik CH3CN (65 dk) olarak
yapilmistir.

Lanatosit C (Sigma-L2261), digoksin (Fluka-D6003), digitoksin (Sigma-D9026) ve
gitoksigenin (Fluka- 48940) standart olarak kullanilmistir. Her bir 6rnek ii¢ tekrarli analiz
edilmistir. Bitki orneklerinin igerdikleri kardenolitlerin miktarlari, 1 gram kuru yaprak

agirhigimin icerdigi pug cinsinden hesaplanmigtir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitkisel Materyalin Toplanmasi ile Tlgili Bulgular
Arastirmamiz kapsaminda 2011 yilinin Mayis ve Temmuz aylarinda Kaz Dag1 Milli

Parki’na arazi calismasi yapilmistir. D. trojana tiiriine ait bitki 6rnekleri zirveye giden
yol kenarlarindan farkli yiiksekliklerden

giizergah tiizerinde yayilis gosterdikleri

toplanmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Digitalis trojana Ivan. bitki orneklerinin Kazdag Milli parki smirlar

icerisinde toplandigi lokaliteler.
Bitki orneklerinin toplandiklar1 yiikseklikler ve koordinatlar Cizelge 6’de

belirtilmistir.
Laboratuvar ortamina getirilen bitkilerin taban yapraklar kesildikten sonra musluk

suyu altinda yikanarak temizlenmistir. Temizlenen yapraklar 1 dakika siire ile sivi azot

icerisine daldirilmigtir. Molekiiler analizlerde ve kardenolit analizlerinde kullanilmak iizere

-80°C’deki derin dondurucu icerisinde saklanmgtir.
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Bunun yani sira D.trojana tiirline ait olan bitkilerin tohumlar1 da toplanarak

mikrogogaltim ¢aligmalari i¢in kullanilmak iizere +4 °C’de depolanmustir.

Cizelge 6. Dogal ortamda yayilis gosteren D. trojana bitkilerinin toplandig

lokalitelerin yiikseklik ve koordinatlar:

Lokalite Yiikseklik Koordinatlar

1 836m 26°56'29.98" 39°39'59.48"
2 961m 26°56'11.20" 39°40'19.61"
3 1047m 26°55'41.17" 39°40'35.91"
4 1191 m 26°55'37.02"  39°40' 44.06"

4.2. D. trojana Tiiriiniin Mikrogogaltim ile lgili Bulgular
4.2.1. Hazirhik asamasi ile ilgili bulgular

Araziden toplanan bitkilerden alinan eksplantlarin in vitro denemeler igin yetersiz
olmasi ve sterilizasyonlarinda zorluklar yasanacag i¢in bitkinin tohumlan in vitro kiiltiire

almip eksplant kaynag olarak kullanilacak olan bitkiler yetistirilmistir.

Tohumlar kiiltiire alinmadan 6nce ¢cimlenmenin etkili bir sekilde gerceklesmesi igin
tohum kabugunun zimparalanmasi ile dormansinin kirilmas1 islemi yapilmistir.
Zimparalanan bitki tohumlarinin %3’liikk sodyum hipoklorit ile 20 dakika muamelesinin
tohumlarin yiizey sterilizasyonu igin yeterli oldugu belirlenmistir. Tohumlar yiizey
sterilizasyonu yapildiktan sonra MS bazal besin ortami iceren petri kaplarinda kiiltiire
alimmis ve c¢imlendirilmistir. Cimlendirilmesi gergeklestirilen bitkiler, daha iyi
gelisebilmeleri icin belirli periyotlarda taze besin ortamlari iceren hacim olarak daha biiyiik
kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Kontrollii kiiltiir kosullarinda yetistirilen bitkilerden saglikli
ve hastaliksiz olarak gelisen 20 haftalik bitkiler eksplant kaynagi olarak kullanilmistir
(Sekil 8).
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Sekil 8. a) in vitro cimlendirilen, b) 5 haftalik, ¢) 10 haftalik D.frojana bitkisi, d)
eksplant kaynag olarak kullamlan 20 haftalik D.trojana bitkisi.

4.2.2. Kiiltiir baslangi¢c asamasi ile ilgili bulgular

Kiiltiir baglangic asamasinda, 20 haftalik bitkilerden alinan yaprak ve kok
eksplantlart bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarini
iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir. {lk asamada, bu ortamlarda kiiltiire alinan
yaprak ve kok eksplantlari, rejenerasyon kapasiteleri bakimindan karsilastirllmis ve D.
trojana tirinin mikrocogaltimi1 i¢in yaprak ve kok eksplantinin kullanilabilirligi

belirlenmistir.

Bunun yam sira secilen eksplant cesidinden en etkili siirgiin rejenerasyonunu tegvik
eden en uygun bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyon ve kombinasyonlar

bulunmugtur.

Ayrica uygun besin ortaminin belirlenmesi icin MS ortaminin yani sira segilen en
etkili bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonu ve kombinasyonu ilave edildigi B5

besin ortami da kullanilmig ve MS ortamu ile karsilastirilmistir.
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4.2.2.1. Kok eksplanti ile ilgili bulgular

Bitkilerin kok eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda bitki
biiytime diizenleyicileri igeren siirgiin rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire alinmastir.
Eksplantlarda meydana gelen morfolojik farklilasmalar giinliik olarak gozlenmistir. Siirgiin
rejenerasyon ortamlart karsilagtirildiginda, tiim ortamlardaki kok eksplantlarinda kiiltiire
alimmalarindan bir hafta sonra kallus olusumu gozlenmistir. Bitki biiylime
diizenleyicilerinden Naftalen asetik asit (NAA) ve 6-Benzilaminopiirin (BAP)
kombinasyonu degerlendirildiginde, NAA’nin tek basina ilave edildigi veya NAA’nin
BAP’a gore daha yiiksek oranda ilave edildigi ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarda kok
olusumu gézlenmistir (Sekil 9).

Sekil 9. 1 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan kok
eksplanti.

0,1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda
kiiltiire alinmalarindan 3 hafta sonra sadece kallus olusmustur. Olusan kallusun devam

eden kiiltiir siiresince siirgiin ve ya koke farklilasmasi ger¢eklesmemistir (Sekil 10).
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Sekil 10. 0,1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlardan gelisen kallus.

Kok eksplantlarindan siirgiine farklilagsma ise sadece 0,1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP
iceren ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda gozlenmistir (Sekil 11). Kok eksplantinda
olugan siirgiin taslaklarmin kiiltiir siiresi boyunca gelismeleri ve c¢ogalmalari
gerceklesmemistir. Bu ylizden mikrogogalim icin yaprak eksplantlarn ile Kkiiltiir

asamalarina devam edilmistir.

Sekil 11. 0,1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP iceren MS ortaminda Kkiiltiire alinan kok

eksplantlarindan gelisen siirgiin taslag: (kiiltiiriin 3. haftasi).
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4.2.2.2. Yaprak eksplanti ile ilgili bulgular

4.2.2.2.1. Bitki  biiyiime diizenleyicilerinin farkli  konsantrasyon ve
kombinasyonlarmin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisinin arastirilmasi ile ilgili

bulgular

MSO besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda sadece sinirli hiicre boliinmesine
baghh olarak kabarmalar gozlenmistir. MSO ortaminda endojen bitki biiyiime
diizenleyicilerinin siirgiin rejenerasyonu igin yeterli olmamasindan dolay1 ekzojen bitki

biiytime diizenleyicilerinin besin ortamina ilave edilmesinin gerekli oldugu belirlenmistir.

Bitki biiylime diizenleyicileri igeren MS besin ortamindaki eksplantlarda ise ilk
asamada hiicre sayisindaki artisa bagli olarak eksplantlarda kabarmalar ve hacimce

biiytime gerceklesmistir. Daha sonra ise eksplantlarin kesik bolgelerinde kallus olusmustur.

Oksin ve sitokinin oraninin esgit ya da diisik oldugu ortamlarda kiiltire alinan
eksplantlarda kallus olusumu gozlenmistir. Kalluslar ayn1 oranda oksin ve sitokinin iceren
ortama aktarildiginda kallusta morfolojik farklilasma meydana gelmemistir. Oksin
miktarinin  sitokinine goére daha yiiksek oranda ilave edildigi besin ortamindaki

eksplantlarda ise kesik bolgelerinde kallus olusmus ve koke farklilasma meydana gelmistir.

2,4 D ve K kombinasyonu igeren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlardan kallus
olugsmus ve morfolojik farklilagmalar gozlenmistir. Koke farklilasma 0,1 mg/1 2,4 D ve 0,5
mg/l K eklenmis ortamdaki eksplantlarda gozlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. a) 0,1 mg/l 2,4 D, 0,1 mg/l K, b) 0,1 mg/l 2,4 D, 0,5 mg/l K, ¢) 0,1 mg/l 2,4 D,
3,0 mg/1 K, d) 1,0 mg/l 2,4 D, 3,0 mg/l K, e) 0,1 mg/l 2,4 D, 3,0 mg/l K, f) 0,5 mg/l 2,4D,
5,0 mg/l K ilave edilen MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda

meydana gelen morfolojik farklilagsmalar.

Siirgiin ~ rejenerasyonu  i¢in  kullamilan  bitki  biiyiime  diizenleyicilerinin
kombinasyonlan karsilastirildiginda, NAA ve BAP kombinasyonunun 2,4-D ve K
kombinasyonundan daha etkili oldugu gozlenmistirr MS ortammma NAA ve BAP
kombinasyonu ilavesi degerlendirildiginde, NAA’in tek basina (Sekil 13) besin ortamina
ilave edildigi ya da BAP’a gore besin ortamina daha yiiksek oranda ilave edildigi

ortamlarda (Sekil 14) kok olusumu meydana gelmistir.
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Sekil 13. 0,5 mg/l NAA iceren ortamda kiiltiire alinan yaprak eksplantindan gelisen
kok.

Sekil 14. 1 mg/l NAA, 0,1 mg/l BAP iceren ortamda Kkiiltiire alinan yaprak
eksplantindan gelisen kokler (kiiltiiriin 3.haftasi).

Besin ortaminda BAP miktarinin NAA’ya gore daha yiiksek oranda bulundugu

ortamlarda siirgiin rejenerasyonu meydana gelmistir. NAA ve BAP’1n birlikte bulundugu
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farkli besin ortamlarinda kiiltire alinan eksplantlar ve kiiltiirtin 3.-4. haftasinda olusan

siirglinler Sekil 15 ve Sekil 16’de verilmistir.

Sekil 15.0,1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin

ortaminda kiiltiiriin 4. haftasinda yaprak eksplantlarindan gelisen siirgiinler.

Sekil 16. 0,5 mg/l NAA, 3 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin

ortaminda kiiltiiriin 4. haftasinda yaprak eksplantlarindan gelisen siirgiinler.
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Hazirlanan 30 farkli ortam karsilastirildiginda, 0,1 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,1
mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA + 3,0 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA + 5,0 mg/l
BAP, 0,5 mg/l NAA + 3,0 mg/l BAP, 0,5 mg/l NAA + 5,0 mg/l BAP, 1 mg/l NAA + 5,0
mg/l BAP oranina sahip ortamlarda siirgiin rejenerasyonu meydana gelmistir. Eksplant
basina diisen siirgiin sayist dikkate alindiginda ise D. trojana i¢in en uygun rejenerasyon
ortaminin 0,1 mg/l NAA + 3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortami oldugu belirlenmistir
(Sekil 17 ve Sekil 18).

Sekil 17. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda gelisen siirgiin

primordiyumlari.
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r

Sekil 18. 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin

ortaminda Kkiiltiiriin 4. haftasinda eksplantlarda gelisen siirgiinler.

Kiiltiir bagslangic asamasinda yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonunu
gerceklesebilmesi icin her bir deneme 5 tekrarli kurulmus ve her bir petri kabma 10
eksplant aktarilmistir. Farkli ortamlara aktarilan eksplantlarda olusan siirgiinlerin sayisi,
eksplant basina diisen siirgiin sayis1 kiiltiir baglangicindan 12 hafta sonra hesaplanmistir.
Tiim veriler MINTAB kullanilarak karsilagtirilan varyans ve ortalama degerlerinin analizi
ile degerlendirilmistir (Cizelge 7). D.trojana tiiriiniin mikrocogaltimi i¢in en uygun siirgiin

rejenerasyon ortaminin belirlenmesi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 7. Farkh ortamlarda Kkiiltiire alinan yaprak eksplantindan gelisen siirgiin

sayis1
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Siirgiin olusturan Eksplant bagina diisen
(mg/1) eksplant sayis1 siirglin sayist
NAA BAP
- - 0.0 0.0

0.1 0.1 4.0 0.3+0.1 P

0.1 0.5 16.0+0.3 2.3+0.5 P2

0.1 1.0 20.0+1.4 10.3+0.3 B¢

0.1 3.0 32.0£0.1 28.0+1.8 4%

0.1 5.0 45.0+0.5 16.3+0.1 B®

0.5 0.1 0.0 0.0%?

0.5 0.5 0.0 0.0%°

0.5 1.0 0.0 0.0 ®°

0.5 3.0 32.0+0.9 17.3+0.3 *°

0.5 5.0 12.0+0.7 2.3+0.6"°°¢

1.0 0.1 0.0 0.0 B*

1.0 0.5 13.3+1.6 0.6+0.1 %%

1.0 1.0 12.0+1.8 1.6 +0.5B®

1.0 3.0 4.0+0.2 0.3+0.158¢

1.0 5.0 14.6+0.5 26.3£3.0 A*?

* BAP miktarinin degisikliligi her NAA miktarinda 6nemlidir ve NAA miktarinin degisikliligi her BAP miktarinda 6nemlidir (Ayn1
harflerin anlami P < 0.01 anlamli derecede farkli degildir).

Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 dikkate alindiginda, 1 mg/l NAA ve 5mg/l BAP
iceren MS ortamindaki eksplantlarda da yiiksek sayida siirgiin meydana gelmistir (Sekil
19). D. trojana tiiriiniin mikrogogaltimi i¢in bu iki ortamda gelisen siirgiinlerin ¢cogaltimu,
gelisimi ve koklendirilmesi gerceklestirilmistir. Ayrica molekiiler ve kardenolid

analizlerinde kullanilmak iizere bu iki ortamda iiretilen bitkiler kullanilmustir.
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Sekil 19. 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP iceren MS besin ortamda kiiltiire alinan yaprak

eksplantindan gelisen siirgiinler (3. hafta).

4.2.2.2.2. Siirgiin rejenerasyonu icin uygun besin ortaminin secimi ile ilgili

bulgular

D. trojana tiiriiniin ilk asamada yaprak eksplantindan siirgiin rejenerasyonun tesviki
icin bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyon ve kombinasyonlarinin etkileri
arastirilmis ve 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP igeriginin en
uygun kombinasyon ve konsantrasyon oldugu belirlenmistir.

Daha sonra ise siirgiin rejenerasyonu i¢in uygun besin ortaminin se¢imi i¢cin MS ve
B5 ortami belirlenen bu bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak karsilastirilmis ve D.
trojana tirtiniin ¢ogaltimi i¢in kullanilacak en uygun besin ortami1 belirlenmistir.

Yaprak eksplantindan siirgiin rejenerasyonu i¢in B5 ve MS ortamlan
karsilastirildiginda MS ortaminin daha uygun oldugu belirlenmistir. BS ortaminda kiiltiire
alman eksplantlarda kallus dokusu meydana gelmis ancak kararma oraninin ¢ok yiiksek

olmasi nedeniyle rejenerasyon gergeklesmemistir (Sekil 20).
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Sekil 20. B5 besin ortaminda alt kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan gelisen ve

siirgiine farklilasmayan Kkallus.

Kiiltiir sirasinda eksplantlarda meydana gelebilecek kararmalar1 6nlemek i¢in ortama
2 mg/l PVP ve %0,7 (w/v) agar ilave edilmistir. Ayrica eksplantlar ve eksplantlardan

gelisen siirgiinler 10 giinde bir alt kiiltiire alinmastir.
4.2.3. Siirgiin ¢ogaltim asamasi ile ilgili sonuclar

D. trojana tiiriiniin mikrogogaltimimin baglangic asamasinda en fazla siirgiin
olusumunun meydana geldigi, 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP iceren ortamda ve 1 mg/l NAA,
5 mg/l BAP igeren ortamda 3-4 hafta sonra meydana gelen siirgiinler ¢ogalmalar i¢in alt
kiiltiire alinmiglardir. Olusan siirgiinler, kiiltiir baglangic asamasinda kullanilan ortamlar ile
ayni oranda bitki biiyiime diizenleyici iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis ve

cogaltimlan gergeklestirilmistir (Sekil 21 ve Sekil 22).
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Sekil 21. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan siirgiinlerin,

bazal besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile cogalan siirgiinler.

Sekil 22. 0,1 mg/l NAA ve 3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan

siirgiinlerin, bazal besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile ¢cogalan siirgiinler.
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4.2.4. Siirgiin gelisimi ve koklendirme ile ilgili bulgular

Cogaltulan siirgiinler tek tek ayrilarak gelismeleri icin MSO besin ortamina
aktarilmiglardir  (Sekil 23 ve Sekil 24). Olusan siirgiinlerin  koklenmelerinin
gerceklesebilmesi icin, MSO, % 0,1 g aktif karbon, 1 mg/l NAA+ 0,1 mg/l BAP ve 0,5
mg/l NAA iceren MS ortaminin etkisi arastirilmistir. Ancak siirgiinlerin etkili bir sekilde
koklenmeleri MSO ortaminda gerceklestirilmis ve aktif karbon veya oksin ilavesinin

stirgiinlerin koklenmesi icin gerekli olmadig goriilmiistiir.

Sekil 23. 0,1 mg/l NAA ve 3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve

gelismeleri icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler.
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Sekil 24. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve gelismeleri

icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler.

Siirglinler koklenme ortamina aktarilmis (Sekil 25 ve Sekil 26) ve koklenmeleri
gerceklestirilerek tam bitki elde edilmistir.
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Sekil 25. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve

gelismeleri icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler.

Sekil 26. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve gelismeleri

icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler.
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Mikrocogaltimi basarili bir sekilde gergeklestirilen, 12 ve 17 haftalik bitkiler
saksilara aktarilmadan kardenolit analizleri ve molekiiler analizlerde kullanilmistir (Sekil

27, 28, 29, 30).

Sekil 27. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan In vitro
gelistirilen ve koklendirilen 12 haftalik bitkiler.

Sekil 28. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan in vitro
gelistirilen ve koklendirilen 12 haftalik bitkiler.
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Sekil 29. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda iiretilen 17 haftalik
bitkiler.

Sekil 30. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda iiretilen 17 haftalik
bitkiler
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Calismamizda Digitalis trojana tiiriiniin siirgiin rejenerasyonu ile mikrogogaltimi
gerceklestirilmistir (Cordiik ve Aki, 2010). Calismada tiiriin mikrogogaltimi {izerine,
eksplant ¢esidi (yaprak, kok), besin ortami ¢esidi (B5, MS) ve NAA, 2,4-D, BAP, K gibi
bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin etkileri

arastirilmstir.

Arastirmamizda kullandigimiz yaprak ve kok eksplantlari rejenerasyon yetenekleri
karsilagtirlldiginda yaprak eksplantinin rejenerasyon yeteneginin daha fazla oldugu
saptanmigtir. MS ve B5 ortami karsilastirildiginda ortamlarin her ikisinde de kiiltiire alinan
eksplantlarda kararma meydana gelmistir. Kararmanin engellenmesi i¢in ortamlara 1mg/1
PVP ilave edilmistir. PVP ilavesi ile MS ortamindaki eksplantlarda kararmalar
engellenmesine ragmen BS5 ortamindaki eksplantlarda kararma engellenememistir. Bu
yiizden tiiriin in vitro kiiltiire alinmasinda MS ortaminin daha uygun oldugu belirlenmistir.
Siirgiin  rejenerasyonunun uyarilmasi acisindan bitki biiylime diizenleyicilerinin
kombinasyonlarinin etkisi degerlendirildiginde, NAA ve BAP kombinasyonunun 2,4-D, K

kombinasyonuna gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, Cacho ve arkadaglarinin 1991 yilinda yaptiklar ¢alisma ile
benzerlik gostermektedir. Yapilan c¢alismada, Digitalis thapsi tiriiniin  farkl
eksplantlarindan (yaprak, kok ve hipokotil) morfogenetik farklilagmanin meydana gelmesi
icin MS ortamina ilave edilen NAA’nin IAA gore daha etkili oldugunu ortaya konmustur.
Yapilan caligmada ayrica kinetinin biitiin eksplant denemelerinde farklilagsma icin etkili
olmadigi belirlenmistir. Bunun yam sira yaprak eksplantlarindan organogenezisin
tesvikinde NAA’nin kinetin veya BA ile kombinasyonunun daha etkili oldugu
belirlenmistir. Caligmada ayrica en yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonunu IAA’nin BA ile

kombinasyonunun tegvik ettigi gozlenmistir.

Digitalis obscura L. tiirii ile yapilan bir calismada, kotiledon, hipokotil ve kok
eksplantlarinin kullanilarak bitki biiyime diizenleyicilerinden 6zellikle BA'nin NAA veya
IAA ile kombinasyonlarimin, bitkinin kok ve hipokotil eksplantlarindan yiiksek oranda

bitki rejenerasyonunu tesvik ettigi ortaya konmustur (Perez- Bermudez ve ark.,1985).

Calismamizda, bitki biiylime diizenleyicilerinden oksin ve sitokinin orani
degerlendirildiginde, BAP miktarinin NAA’ya gore besin ortamina daha yiiksek miktarda
ilave edilmesinin siirgiin olusumu icin daha etkili oldugu belirlenmistir. Besin ortamina

ozellikle 3 ya da 5 mg/l BAP’1m ilave edilmesi ile siirgiin rejenerasyonun meydana geldigi
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gozlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, Digitalis thapsi tiiri ile yapilan bir
caligsma ile benzerlik gostermektedir (Cacco ve ark., 1991). Caligmada yaprak eksplantinin
kiiltiire alindig1 ortamda sitokinin ve oksinin bir arada bulunmasinin siirgiin miktarini
arttirdigi belirtilmistir. Besin ortamina 3, 4, 5 mg/l BA’nin ilavesi ile kok ve hipokotil
eksplantlarindan siirgiin olusumu gerceklesmistir. Yiiksek miktarda BAP’1n (3, 4, 5 mg/l),
IAA, 2,4-D ya da NAA ile kombinasyonlu sekilde besin ortamina ilave edilmesi
sonucunda ise yaprak eksplantindan kallus olusumu ve siirgiin organogenezisinin meydana
geldigi belirtilmistir.

Calismamizda  kullandigimiz 30  farkli  silirgiin =~ rejenerasyon  ortami
karsilastirildiginda, eksplant bagina diisen siirgiin sayis1 dikkate alindiginda D. trojana icin
en uygun rejenerasyon ortaminin 0,1 mg/l NAA+3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortam
oldugu belirlenmistir. 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada, BA'nin tek basma Digitalis
minor L. yaprak eksplantindan adventif tomurcuk farklilagsmasini yonettigi ancak besin
ortamina oksin ilavesinin Onemli derecede tomurcuk olusum kapasitesini arttirdig
belirlenmistir (Sales ve ark., 2002). Herrera ve arkadaslar1 1990 yilinda Digitalis thapsi L.
tiriiniin tek asamada siirgiin c¢ogaltimimi ve koklendirilmesini gerceklestirmislerdir.
Calismada, siirgiin cogaltimmin ve koklendirilmenin ayn1 oranda bitki biiylime
diizenleyicileri iceren MS ortaminda tesviki icin, oksininin (2,4 D, NAA ve [AA) tek
basina ve ya sitokinin (BA, K) ile farkli kombinasyonlarinin etkileri arastirilmistir.
Aragtiricilar yaptiklart denemeler sonucunda en iyi siirgiin cogaltiminin ve kdklendirmenin
0.5 mg/l NAA ve 0.1 ya da 0.5 mg/l K iceren MS ortaminda tek asamada gerceklestigini

belirlemislerdir.

4.3. Molekiiler Analizlere Ait Bulgular
4.3.1. RNA izolasyonu ile ilgili bulgular

Dogal ve in vitro bitki orneklerinin yapraklarindan Invitrogen Purelink RNA Mini
Kiti ile total RNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen RNA’larm miktarlar1 ve kalitesi
spektrofotometre ve agaroz elektroforezi ile belirlenmistir. %1°’lik agaroz jel

elektroforezinde yiiriitlen total RNA’ya ait bantlar Sekil 31°de gosterilmistir.

Elektroforezde goriintillenen RNA’lar spektrofotometre ile Olciilmiistiir. Her iki
Olctim sonucunda RNA orneklerinin yeterli miktarda ve kalitede oldugu ve cDNA sentezi

icin kalip olarak kullanmibilir oldugu belirlenmistir.
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Sekil 31. izole Edilen Total RNA’larmn Elektroforezi.

4.3.2. cDNA sentezi ile ilgili bulgular

Kalitesi ve miktarlar1 uygun goriillen RNA ornekleri ile cDNA sentezi Fermentas
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit ile gerceklestirilmistir. Reaksiyonda kalip
olarak kullanilan tiim RNA miktarlar1 0,025 pg/pl olarak kullanilmistir. Reaksiyon hacmi

20 Ml olarak ayarlanmistir. mRNA’lardan cDNA sentezinin gerceklesmesi icin ozellikle
poly-A kuyruklu mRNA’lara baglanan oligo-dT primerler tercih edilmistir. Reaksiyon
sonrasi sentez edilen cDNA’lar dogrudan Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kalip olarak

kullanilmustir.
4.3.3. Biyoinformatik analizi ile ilgili bulgular

Progesteron 5B-reduktaz genine ait cDNA baz dizilisi, zincir sonlandirma yontemi
kullanilarak ortaya c¢ikarilmistir. 3 tekrarli olarak elde edilen diziler Sequencher 4.1.4.
programi ile birlestirilmis ve muhtemel dizi olusturulmustur. Dizi analizi sonucunda D.
trojana tirii PSPR genine ait 1170 baz ¢ifti uzunlugunda bir cDNA dizisi belirlenmistir
(Sekil 32).
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1 CAAGGTAATA AGTTAACATT TATCGCATAA TTGCAACAAT CCTAGCTATT TATGTGTAAT
61 CTGACTGGTA ATTGGTTGAA ATAGAAAAGG TTGGAAGAAG ATGACGCACA GCCAAAGCAT
121 TCGAGCGTGG CGTTGATAGT TGGGGTAACC GGAATCATCG GCAACAGCCT GGCGGAGATC
181 CTGCCACTGG CCGACACCCC CGGCGGTCCG TGGAAGGTAT ACGGCGTCGC CCGCCGCACC
241 AGACCCGCCT GGCATGAGGA TAATCCGTTC AATTACGTCC TGTGCGACAT ATCCGATCCA
301 GATGACTCCC AAGCCAAGCT GTCACCTCTG ACTGATGTTA CCCACGTGTT CTACGTTACC
361 TGGGCTAATC GATCCACCGA ACAAGAAAAC TGTGAAGCCA ATAGCAAAAT GTTCAGGAAC
421 GTGCTTGATG CAGTTATCCC TAATTGCCCC AATTTGAAGC ACATCTCATT GCAGACTGGG
481 AGGAAGCATT ACATGGGACC ATTTGAATCC TACGGGAAAA TAGAATCCCA TGATCCACCC
541 TACACTGAGG ATTTGCCCAG GTTGAAGTAC ATGAACTTTT ACTATGATTT AGAGGATATT
601 ATGCTTGAGG AGGTGGAGAA GAAGGAGGGG TTGACTTGGT CTGTTCATCG CCCAGGGAAT
661 ATATTTGGGT TTTCTCCATA TAGTATGATG AATTTGGTGG GTACCCTTTG TGTITTATGCA
721 GCTATTTGCA AACACGAGGG AAAGGTTTTG AGGTTTACTG GTTGTAAGGC TGCGTGGGAT
781 GGGTACTCGG ATTGCTCTGA TGCGGATTTG ATAGCGGAGC ATCATATTTG GGCTGCAGTT
841 GATCCTTATG CAAAAAACGA GGCCTTTAAT GTGAGTAATG GAGATGTGTT TAAATGGAAG
901 CATTTTTGGA AGGTGTTGGC AGAGCAGTTT GGAGTAGAGT GTGGAGAGTA TGAAGAAGGG
961 GTGGATTTGA AATTGCAGGA TTTAATGAAG GGGAAGGAGC CGGTTTGGGA GGAAATCGTG
1021 AGGGAGAATG GATTGACACC TACGAAACTG AAGGATGTCG GAATTTTGTG GTTTGGTGAT
1081 GTTATACTTG GGAATGAGTG TTTCCTGGAT AGTATGAACA AGAGCAAGGA GCATGGCTTT
1141 TTGGGATTTA GAACTCCAAG AATGCGTTCA

Sekil 32. Progesteron 5B- reduktaz geninin bir cDNA’sina ait baz dizilisi.

Dizi analizi sonucunda elde edilen D. trojana tiirtiniin P55R geninin cDNA’sina ait
dizi, BLASTN programi kullanilarak diger tiirlerdeki diziler ve bolgesel benzerlikleri
belirlenmistir (Sekil 33 ve Sekil 34). D. trojana P5BR genine ait cDNA dizisi NCBI
sitesinde  BLAST programi ile diger Digitalis tiirlerine ait P5BR gen dizisi ile
karsilastinlldiginda D. lanata, D. cariensis gibi Digitalis tiirleri ile yiiksek oranda (%99)
benzer oldugu bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonuglarin, Herl ve arkadaglar1 tarafindan
2006 yilinda yapilan ¢alismanin sonuclari ile benzer oldugu bulunmustur. Calismada ilk
kez Digitalis lanata Ehrh. tiirtinde progesteron 5p-reduktaz geninin bitkinin yapraklarindan
tam uzunlukta cDNA klonu izole edilmis ve okuma c¢ercevesinin 1170 nukleodit i¢erdigi
ve 389 aminoasit kodladig belirlenmistir. D. lanata tiirtiniin P5R cDNA ve protein dizisi
D.purpurea ve D. obscura tiirlerinin dizileri ile karsilastirildiginda P58R geninin Digitalis

cinsi icerisinde yiiksek oranda korundugu belirtilmistir.
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Distribution of 35 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores

Sekil 33. Progesteron 5f-reduktaz geninin bir ¢cDNA’simin BLASTN sonuclarimin

grafik ile gosterimi.

Legend for links to other resources: II] UniGene E GEO [‘3 Gene E Structure L‘ﬂ Map V\ewerﬂ PubChem BioAssay

producing si li
Accession | Description | Maxscore | Totalscore |  Query _ Evalue Max ident Links

Ar525867.1 Digitalis lanata progesterone S-heta-reductase gene, complete cds 2104 z104 93% 0.0 39%
DQZ1Z016.1 Digitalis cariensis progesterone S-beta-reductase gene, complete ¢ 2060 2060 F3% 0.0 8%
DQ218318.1 Isoplexis sceptrum progesterone Sheta-reductase gene, complete 2058 2058 9% 0.0 29%
DO213017.1 Digitalis |aevigata progesterone S-beta-reductase gene, complete 2038 2036 93% 0.0 38%
ATIZET11.1 Digitalis ferruginea progesterone S-betareductase gene, complete 2020 2030 F3% 0.0 8%
AJSSS127.1 Digitalis obscura pSBr gene for putative progesterone S-beta-redu 2030 2030 9% 0.0 28%
DQ218316.1 Isoplexis chalcantha progesterone Sbeta-reductase gene, complet 2025 2025 93% .0 EEL
DQ218315.1 Isoplexis canariensis progesterone Sbeta-reductase gene, compled 2013 2019 93% 0.0 EELY
DO466889.1 Digitalis minor putative progesterone 5 beta reductase gene, comp 2013 2019 93% .0 EEL
AY750898.1 Digitalis subalpina progesterone S beta reductase gene, complete 2013 2013 995 0.0 28%
DQ218317.1 Isoplexis isabelliana progesterone Sbeta-reductase gene, complet 1997 1997 93% 0.0 EELY
Ar5a5865.1 Digitalis grandiflora progesterone S-beta-reductase gene, complet 1997 1397 93% 0.0 38%
DQZE3E15 1 Digitalis nervosa progesterone 5-beta-reductase gene, complete ¢ 1937 1337 ELL 0.0 8%
DQ213022.1 Digitalis sibirica progesterone S-beta-reductase gene, complete cd 1991 1991 93% 0.0 EELY
DO213020.1 Digitalis davisiana progesterone S-beta-reductase gene, complete 1988 1386 93% 0.0 38%
DQ213018.1 Digitalis viridiflora progesterone S-beta-reductase gene, complete 1936 1926 93% 0.0 EELY
DQ213021.1 Digitalis lutea progesterone S-heta-reductase gene, complete cds 1980 1980 EELY 0.0 97%
DO213019.1 Digitalis ciliata progesterone S-heta-reductase gene, complete cds 1975 1375 93% 0.0 37%
ATSE5866.1 Digitalis parviflora progesterone S-betareductase gene, complete 1965 1365 F3% 0.0 7%
JN4DES18.1 Digitalis trojana putative progesterone S-beta-reductase mRNA, co 1960 1960 92% 0.0 29%
Ar574950.1 Digitalis lanata progesterone S-heta-reductase mRMNA, complete cd 1954 1354 92% 0.0 39%
IN40E517.1 Digitalis lamarckii voucher IKER 1790 putative progesterone S-hets 1927 1927 92% 0.0 F9%
INGDESLE, Digitalis cariensis voucher IKER 1727 putative progesterone S-betz 1921 1921 2% 0.0 29%
DO439643.1 Digitalis minor war. minor progesterone S-heta-reductase gena, cor 1914 1314 93% 0.0 6%
AYIZBT10.1 Digitalis mariana subsp. heywoodi progesterone S-beta-reductase 1292 1892 93% 0.0 6%
AYT38712.1 Digitalis thapsi progesterone S-beta-reductase gene, complete cds ig81 181 9% 0.0 6%
IN4nE518.1 Digitalis ferruginea subsp. schischkinii putative progesterone S-bet 1873 1873 92% 0.0 8%
AT585868.1 Digitalis purpurea putative progesterone S-beta-reductase gene, © 1863 1869 3% 0.0 EL
A1210673.1 Digitalis purpurea mRMA for progesterone S-heta-reductase (pSer | 1783 1783 92% 0.0 6%
GU451677.1 Mentha » piperita progesterone S-beta-reductase mRNA, complete 706 708 EEE 0.0 R
GU3542332,1 Meriurn oleander progesterone S-beta-reductase mRNA, complete © £23 623 27% 1e-174 8%
JFS04670.1 Solanum lycopersicum putative steroid Sheta-reductase mRMNA, con 556 556 92% le-154 FEW
AKIZ1418.1 Solanum lycopersicum cOMa, clone: LEFL1024BG08, HTC in leaf 558 556 B2 1e-154 FE m
#M 002326941.1  Populus trichocarpa predicted protein, mRMA 244 244 29% Fe-61 71% [G M|
AC215851.1 Populus trichocarpa clone POP032-FO8, complete sequence 244 244 23% 98-61 1%

Sekil 34. Progesteron 5fB-reduktaz geninin bir ¢cDNA’simin BLASTN sonuclarimin

diger tiirler ile karsilastirilmasi.
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Elde edilen cDNA niikleotid dizisine karsilik gelen muhtemel polipeptid dizisi

Transeq programi kullanilarak olusturmus ve 390 uzunlugunda bir polipeptid dizisi elde

edilmistir (Sekil 35).

QGNKLTFIA* LQOS*LFMCN LTGNWLK*KR LEEDDAQPKH SSVALIVGVT GIIGNSLAEI 60
LPLADTPGGP WKVYGVARRT RPAWHEDNPF NYVLCDISDP DDSQAKLSPL TDVTHVEFYVT 120
WANRSTEQEN CEANSKMFRN VLDAVIPNCP NLKHISLOTG RKHYMGPFES YGKIESHDPP 180
YTEDLPRLKY MNFYYDLEDI MLEEVEKKEG LTWSVHRPGN IFGFSPYSMM NLVGTLCVYA 240
ATCKHEGKVL RFTGCKAAWD GYSDCSDADL IAEHHIWAAV DPYAKNEAFN VSNGDVFKWK 300
HFWKVLAEQF GVECGEYEEG VDLKLODLMK GKEPVWEEIV RENGLTPTKL KDVGILWEGD 360
VILGNECFLD SMNKSKEHGF LGFRTPRMRS

Sekil 35. Progesteron 5-

dizisi.

reduktaz geninin bir ¢cDNA’sina ait muhtemel polipeptid

Daha sonra progesteron 5B- reduktaz geninin bir cDNA’sina ait muhtemel dizi

protein BLAST programu ile diger diziler ile karsilastirilmistir Protein BLAST sonuclarina

gore D. trojana tiiriiniin P5SR genine ait muhtemel polipeptit dizisinin progesteron 5[

reduktaz benzeri protein oldugu ve SDR familyasina ait oldugu belirlenmistir (Sekil 36).

Conserved
Domains

-
<> NCBI

PO3E5 =

HOME | SEARCH | GUIDE HewSearch | Structure Home | 30 Macromolecular Structures Conserved Domains [ Fubchem |

BioSystems

Conserved domains on [lcl4869]

Local query sequence

Graphical summary -
1 S0 100 150 200 250 S00 350 30

Query seq, astive site § A

HAD(PY binding zibe A i i A .

Sheta-POR_like_SDR_a

Specific hits

Non=-specific
its

SDR_e_a
UDP_G4E_3_SDR_e
GDP_HD_SDR_e

Superfanilies NADB_Rossmann superfamily

Hulti-donains

Refine search |

H
Seatch for similar domain architectures |

List of domain hits .
[4] Description Pssmld Multi-dom  E-value
[#)5beta-POR_like_SDR_a[cd0394E], progesterone S-beta-reductase-like proteins (Sbeta-POR), atypical (a) SDRs; Sbeta-POR catalyzes the reduction « 187652 yes 1.16e-139
[+5DR_e_a[cd05226], Extended (g) and atypical (a) SDRs; Extended or atypical short-chain dehydrogenases/reductases (SDRs, aka tyrosine-depende 187537 no 9.46e-41
H#UDP_G4E_3_SDR_e[cd05240], UDP-glucose 4 epimerase (G4E), subgroup 3, extended (8) SDRs; Members of this bacterial subgroup are identified 187551 yes 7.80e-05
[+|GDP_MD_SDR_e[cd05260], GOP-mannose 4,6 dehydratase, extended () SDRs; GOP-mannose 4,6 dehydratase, a homodimeric SDR, catalyzes th 187570 yes 6.17e-03
[#WeaB[COG0451], Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases [Cell envelope biogenesis, outer membrane / ... 30800 yes 8.76e-15
[+ Epimerase(pfam01370], NAD dependent epimerase/dehydratase family; This family of proteins utilise MAD as a cofactar. The proteins in this family u 201754 yes 1.36e-07

Blast search parameters

Data Source: Live blast search RID = 1ZHR1GUTOTN

Sekil 36. Progesteron 5f-reduktaz geninin bir cDNA’sma ait muhtemel polipeptid

dizisinin BLASTP sonuclari.
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BLASTP sonuclarina gore, muhtemel polipeptid dizisinin (NADB) domaine
baglanan NAD(P)H/NAD(P) Rossmann katlamasina sahip oldugu belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar yapilan diger ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

2007 yilinda yapilan bir calismada D. purpurea tiiriiniin P55R geninin 5’RACE PCR
reaksiyonu ile tam uzunlukta cDNA’s1 elde edilmistir. Elde edilen cDNA’nin, 1357 bg
okuma cercgeveli, 389 aminoasit kodladigi, molekiiler agirliginin 43,963 Da oldugu, 76 bg
uzunlukta intron icerdigi belirlenmistir. Yaprak, kok, govde, cicek ve iletim demetlerinde
gen anlatim seviyesinin kardenolit birikimi ile baglantili oldugu belirtilmistir. Caligmada
ayrica BLAST 2 programu ile karsilagtirildiginda, bitkilerdeki progesteron P54R enziminin
SDR ailesine ait oldugu bunun yani sira hayvanlarda bulunan P56R enziminin ise AKR

stiper familyasina ait oldugundan dolay1 yapisal homoloji gostermedikleri belirtilmistir

(Gavidia ve ark., 2007).

2008 yilinda yapilan bir calismada progesteron S5B-reduktaz geninin okuma
cercevesinin yaklasik 1170 niikleotid uzunlugunda, yaklasik 389 aminoasit kodladigi
belirlenmistir. Calismada, progesteron 5fB-reduktaz geninin yiiksek korunmus oldugu

sadece Digitalis cinsinde degil, Arabidopsis tiiriinde de belirlenmistir (Herl ve ark., 2008).

Bauer ve ark. (2010), tarafindan yapilan bir calismada Brassicales, Gentianales,
Lamiales, Malvales, Solanales siniflarina ait 5B kardenolit iireten ve iiretmeyen bitkilerden
11 adet 5B-reduktaz ortologu izole edilmistir. Calismada P5SR aminoasit dizilerinin
yiiksek oranda korundugu, belirli bir motif icerdigi, 7 korunmus aminoasit bolgesi ve

substrat baglanma bolgesi icerdigi ortaya konmustur.
4.3.4. P5BR geninin ifadesi ile ilgili bulgular

Her bir bitki 6rneginin yapraklarindaki P5SR geninin ifadesinin dogru bir sekilde
belirlenmesi icin c¢cDNA reaksiyonlar1 esit miktarda kalip RNA ile kurulmustur.
cDNA’larin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in esit miktarda cDNA kalip olarak kullanilarak P5/R
geni icin dizayn edilen primerler ile optimize edilen PCR kosullarinda P5SR geninin

cogaltimi gerceklestirilmistir.

DNA polimeraz enziminin 3’—5’ ekzoniikleaz proofreading aktivesi nedeni ile

primer degredasyonuna sebep olmamasi icin buz {izerinde gerceklestirilmistir.

Tiim PCR 6rnekleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiillenmistir (Sekil 37 ve

Sekil 38). Jele yiiklenen marker boyutlari ile karsilastirildiginda genin cDNA uzunlugunun
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yaklagik 1170 b¢ oldugu belirlenmistir. Reaksiyonda kontaminasyon olup olmadig1 negatif

kontrol ile belirlenmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 L

ng/0.5 g

Sekil 37. 836 m (1), 961 m (2), 1047 m (3), 1191 m (4) Mayis ayinda ve 836 m (5), 961
m (6), 1047 m (7), 1191 m’den (8) Temmuz ayinda toplanan bitkilerdeki P5SR geninin

ifadesi.

ng/o0.5 g

3000—
2000
1500-_
1200
1000—
900 —
800 7
600

500

Sekil 38. 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftahk (1), 0,1 mg/l NAA,
3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftalik (2), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda
iiretilen 12 haftahk (3), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftalik
bitkilerdeki (4) P5SR geninin ifadesi.

Progesteron 5B-reduktaz geninin ifadesinin belirlenmesi igin kontrol olarak
housekeeping gen olarak kullanilan hiicrelerde her zaman ifade edilen Acz2 kullanilmastir.
Yaklasik 270 b¢ uzunlugunda elde edilen 6rneklere ait Act2 geninin ifadesi Sekil 39°de

belirtilmistir.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Sekil 39. 836 m (1), 961 m (2), 1047 m (3), 1191 m’den (4) Mayis ayinda toplanan
bitkiler, 836 m (5), 961 m (6), 1047 m (7), 1191 m’den (8) Temmuz ayinda toplanan
bitkiler, 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftahk bitki (9), 0,1 mg/l
NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftalik bitki (10), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP
ortaminda iiretilen 12 haftalik bitki (11), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda iiretilen
17 haftalik bitkideki (12) Ac#2 geninin ifadesi.

Bitki orneklerindeki Progesteron 5B-Reduktaz geninin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi icin Gelpro3 programindan yararlanilmistir. Programda jel goriintiisi
tizerinden yapilan hesaplamalarda bitki 6rneklerindeki P55R genin ifadesinin nicel degeri
hesaplanmistir. P5SR gen ifadesinin belirlenmesinde ve ornekler arasi karsilastirllmasinda
referans gen olarak Act2 geni kullanilmistir. Hesaplama P5SR geninin max IOD’nin Act2
geninin max IOD’ye oranlamasi ile yapilmistir. Elde edilen veriler ile grafik olusturulmus,
Mayis ve Temmuz aylarinda toplanan bitkiler ile in vitro iiretilen bitkilerdeki P5SR genin

ifadesinin bagil miktarlar1 belirlenmistir.

Mayis ve Temmuz aylarinda farkli yiikseklikten toplanan bitki Ornekleri
karsilagtirildiginda PSSR geninin ifadesinin farkli oldugu belirlenmistir. Mayis ayinda
farkli yiikseklikten toplanan bitkilerdeki P55R geninin ifadesinin yiikseklige parelel olarak
arttifn goriilmiistiir. Ayrica Mayis ayinda toplanan bitkiler igerisinde en yiiksek P5SR gen
ifadesi 1191 m’den toplanan bitkilerde belirlenmistir (Sekil 40).

Temmuz ayinda farkli yiiksekliklerden toplanan bitkilerdeki P5SR geninin ifadesinin
degiskenliginin fazla oldugu goriilmiistir. Temmuz ayinda toplanan bitkilerde gen
ifadesinin yiikseklige gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Temmuz ayinda
1047 metreden toplanan bitkilerdeki P5SR gen ifadesinin (4,03) diger yiiksekliklere gore
en yiiksek oldugu belirlenmistir. Temmuz ayinda toplanan bitkiler igerisinde P5SR genin

en az ifadesi ise 1191 metreden toplanan bitkilerde goriilmistiir (Sekil 40).
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Sekil 40. Mayis ve Temmuz aylarinda Kazdaglarindan farkh yiiksekliklerden
toplanan bitkilerdeki P5fR geninin ifadesinin bagil miktari.

0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftalik bitkiler, 0,1 mg/l NAA,
3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftalik bitkiler, 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda
iiretilen 12 haftalik bitkiler ve 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda {iretilen 17 haftalik
bitkilerdeki P5FR geninin ifadesi belirlenmistir. In vitro iretilen 12 ve 17 haftalik
bitkilerdeki P5SR geninin ifadesi karsilastirildiginda 12 haftalik bitkilerde (geng bitkilerde)
17 haftalik bitkilere gére P55R geninin ifadesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil
41).

®0,1 mg/l NAA, 3
o= mg/l BAP
_qg 5 ortaminda
.qg 4 iiretilen bitkiler
=
g 3 ® 1 mg/L NAA, 5
S 2 © mg/LBAP
O ; _..-’f ortaminda
%. L iiretilen bitkiler
wn ¢
& o !
12 haftalik 17 haftalik

Sekil 41. In vitro iiretilen bitkilerdeki gen ifadesinin bagil miktari.
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Calisgmamizda dogal ortamdan toplanan bitkilerdeki ve in vitro bitkilerdeki P55R gen
ifadesinin bagil miktarlart ile karsilastirldiginda P5SR gen ifadesinin in vitro iretilen

bitkilerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

2004 yilinda Roca-Perez ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, Ispanya
[ber Yarmmadasi’nin 3 ayri biyoklimatik bolgesinde yayilis gosteren 10 ayr Digitalis
obscura dogal populasyonlarinin kardenolit tretimleri karsilastirilmistir. Ayrica bu
populasyonlarin kardenolit iiretimlerinin mevsimsel degisimi de belirlenmistir. Bunun yani
sira progesteron 5B reduktaz geninin mevsimsel ifadesine bakilmistir. Ayora ve Toro
populasyonlarinda Dop5fr gen ekspresyonunun Subat ayindan Temmuz ayina kadar arttig
gozlenmistir. Ancak genin ekspresyon seviyesi Toro populasyonunda daha diisiik oldugu
belirtilmistir. Ayora ve Toro populasyonlarinda Dop5fr gen ekspresyonunun Subat
ayindan Temmuz ayina kadar arttig1 gozlenmistir. Calisilan populasyonlarda Dop5pfr gen
ekspresyonun ve toplam kardenolit miktarinin birbirine paralel olarak artis gosterdigi

belirlenmistir.
4.4. Yapraklardaki Kardenolit Miktarimn HPLC ile Analizi ile ilgili Bulgular
4.4.1. Kati faz ekstraksiyonu ile ilgili bulgular

Bitki orneklerinin igerdikleri kardenolit miktarinin belirlenmesi icin SPE yontemi
uygulanmustir. Ilk asamada metanol ile ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra monosodyum
fosfat ve kursun asetat ile istenmeyen diger bilesiklerin ayristirilmalart saglanmigtir. Kartus
icerisindeki tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve etkilesim icin gerekli ortamin
olusmas1 amaciyla kartuslarin sartlandirma islemi gerceklestirilmistir. Ornekler kartustan
gecirilerek dolgu maddesine kardenolitlerin tutunmalar1 saglanmistir. Istenmeyen
bilesiklerin ise kartustan yikanarak uzaklasmalari saglanmistir. Son agsamada ise uygun

¢oziicii olarak methanol kullanilarak kartusa tutunan tiim bilesikler ayristirilmistir.

SPE ile ekstrakte edilen orneklerin HPLC kromatogramlar1 incelendiginde baseline
kirliliginin olmadigi, piklerde sorun olmadigi belirlenmis ve bu yiizden kardenolidlerin

ekstraksiyonunda SPE’nin uygun yontem oldugu belirlenmistir.
4.4.2. HPLC ile analizi ile ilgili bulgular

Ornek analizi ©ncesi standartlar hazirlanmistir.  Standart olarak lanatosit C,
gitoksigenin, digoksin, digitoksin kullanilmistir. Standartlarin her biri ayr ayrn stok olarak
hazirlanmistir. Her biri cihazda enjeksiyonlar1 ayr ayrn yapilmis ve geldikleri zamanlar

kaydedilmistir. Tek tek hazirlanan standart ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinarak tiim

67



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

NURSEN CORDUK

standartlar1 iceren ana stok standart soliisyonlart hazirlanarak enjeksiyonlar1 yapilmistir

(Sekil 42).

mAL

gitoksigenin

a-1a7

lanatosit C

digoksin

54 B45

digitoksin

Sekil 42. Standartlara ait kromatogram.

HPLC analizi sonucunda her bir standartin gelme zamani ve pik alam belirlenmistir

(Cizelge 8). Standart solusyondan sonra sirasiyla SPE kolondan gecirilen ve metanolle

ayrigtirilan tim Orneklerin enjeksiyonu yapilmis ve her bir Ornege ait kromatogram

alimmustir. Orneklerin icerdigi kardenolidlerin zamanlar1 ve pik alanlarina ait rapor

alinmistir.

Cizelge 8. Kardenolit standartlarina ait bilgiler.

Standart Geldigi Dakika Pik Alam Miktar

Gitoksigenin 23.387 127.46731 0.00002538 g
Lanatosit C 29.613 57.69128 0.00002952 ¢
Digoksin 30.016 69.20162 0.00002652 g
Digitoksin 54.845 74.67268 0.00003442 ¢
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Standartlara ait kromatogramda her bir 6rnegin verdigi pik alani kullanilarak Mayis
ve Temmuz aylarinda toplanan bitki drnekleri ve in vitro iiretilen bitkilerin yapraklarindaki
lanatosit C, gitoksigenin, digoksin ve digitoksin miktarlar1 pik alanlart kullanilarak
hesaplanmistir. Her bir 6rnekteki kardenolid miktarlari, 1 gram kuru yaprak agirliginda

pikro gram diizeyinde belirlenmistir.

HPLC analizi sonucunda, bitkilerdeki kardenolit iceriginin yiikseklige ve aylara gore
degistigi belirlenmistir. Mayis ayindaki bitkilerin gitoksigenin, lanatosit C, digoksin ve
digitoksin igerikleri karsilastirildiginda bitkilerin gitoksigenin, lanatosit C, digitoksin
icerdigi ancak digoksin icermedigi belirlenmistir (Cizelge 9). Mayis aymnda toplanan
bitkilerde en fazla miktarda lanatosit C’ye rastlanmis ancak digoksin hicbir drnekte tespit
edilememistir.  Kardenolit icerigi bakimindan farkli yiiksekliklerdeki bitkiler
karsilastirlldiginda Mayis ayinda 1047 metreden toplanan orneklerde lanatosit C icerigi

(128 pg/g KA) daha fazla bulunmustur (Sekil 43).

Cizelge 9. Mayis ayinda toplanan bitki orneklerine ait HPLC sonuclari

Yiikseklik Gitoksigenin Digoksin Lanatosit C Digitoksin

(ng/g KA) (ng/g KA) (ng/g KA) (ng/g KA)
836 m 6,7+0,98 0 72+11,31 0
961 m 0 0 123+12,72 0
1041 m 7,5+1,76 0 128+13,43 0
1191 m 0 0 10,7+1,99 4+1,41
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200

¥ Gitoksigenir
Digoksin
_ EDigitoksin

- M Lanatosit C

Sekil 43. Mayis ayinda toplanan bitkilere ait kardenolit icerikleri.

Temmuz ayinda farkl yiiksekliklerden toplanan bitkilerde gitoksigenin, lanatosit C,

digoksin ve digitoksin tespit edilmistir (Cizelge 10). Temmuz ayindaki drneklerde en fazla

miktarda rastlanan kardenolitin lanatosit C oldugu belirlenmistir. Ayrica Temmuz ayinda

1191 metreden toplanan drneklerde ise en diisiik kardenolit icerigi tespit edilmistir.

Cizelge 10. Temmuz Ayinda Toplanan bitki érneklerine ait HPLC sonuglari

Yiikseklik Gitoksigenin  Digoksin Lanatosit C Digitoksin

(ng/g KA) (ng/g KA)  (ng/g KA) (ng/g KA)
836 m 20+4,78 0 129+10,36 32+ 7,6
961 m 0 0 96+4,24 16+4,94
1041 m 13+ 2,12 25+3,53 188+ 14,16 2845,65
1191 m 10,4+0,98 0 27+2,12 0

Temmuz ayinda 1047 metreden toplanan bitkilerde gitoksigenin, lanatosit C,

digoksin ve digitoksine rastlanmistir. Kardenolit icerigi bakimindan farkli yiiksekliklerdeki
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bitkiler karsilastirildiginda Temmuz ayinda 1047 metreden toplanan bitki orneklerinde

lanatosit C icerigi (188 pug/g KA) diger yiikseklikten toplanan 6rneklere gore daha fazla
bulunmustur ( Sekil 44).

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

B Gitoksigenin

Digoksin

ng/g KA

B Digitoksin

B Lanatosit C

Sekil 44. Temmuz ayinda toplanan bitkilere ait kardenolit icerikleri.

Mayis ve Temmuz ayinda toplanan bitkiler kardenolit igerikleri bakimindan
karsilastirildiginda, Temmuz ayinda toplanan bitkilerde gitoksigenin, lanatosit C, digoksin
ve digitoksin iceriklerinin (ug/g KA) Mayis ayinda toplanan bitkilerden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Kardenolit icerikleri bakimindan farkli yiiksekliklerden toplanan
bitkiler karsilastirildiginda Mayis ve Temmuz aylarinin her ikisinde de 1047 metreden

toplanan bitkilerin kardenolit iceriklerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yapilan HPLC analiz sonucunda 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12
haftalik bitkiler, 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftalik bitkiler, 1 mg/l
NAA, 5 mg/l BAP ortaminda {iiretilen 12 haftalik bitkiler ve 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP
ortaminda {iiretilen 17 haftalik bitkilerden sadece 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda
iretilen 12 haftalik bitkilerde kardenolit tespit edilebilmistir.
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Cizelge 11. 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftalik bitkilerin

kardenolid icerikleri.

Kardenolid Miktar (pg/ g KA)
Lanatosit C 10,288 +1,52
Digoksin 2,068 = 0,04

Dogal ortamda yayilis gosteren bitkiler ile in vitro iiretilen bitkiler ¢aligmamizda
analiz edilen dort kardenolid icerigi bakimindan kargilastirildiginda, dogal ortamdan
toplanan bitkilerdeki kardenolit iceriginin in vitro iretilen bitkilere gore daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Mayis ayinda toplanan bitkilerde P55R gen ifadesi ve kardenolid iiretimi arasinda
1191 metreden toplanan bitkiler hari¢ paralellik goriilmiistiir. Temmuz ayinda toplanan
bitkilerde P5SR gen ifadesinin kardenolid iiretimi ile paralellik gosterdigi belirlenmistir. In

vitro bitkilerde P5SR gen ifadesinin kardenolid iiretimi arasindaki iliski belirlenememistir.

Braga ve ark. (1997), Digitalis lanata tiiriinde dis ortamda yetistirilen ¢iceklenme
donemindeki 12 aylik bitkilerin ve ciceklenme donemi sonrast 18 aylik bitkilerin rozet
yapraklarindaki kardenolit igeriklerinin analiz sonucunda genel olarak analiz edilen
kardenolitlerin 12 aylik bitkilerdeki igeriklerinin 18 aylik bitkilere gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. 18 aylik bitkilerde 12 aylik bitkiye gore lanatosit A igeriginin
azaldig1 bunun yan sira lanatosit C miktarinin arttigi goriilmiistiir. Digitoksin miktar1 18
aylik bitkilerde daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Lanatosit C ve digoksin miktar1 12
aylik bitkilerde 1820£900 nmol/g, 18 aylik bitkilerde ise 2040+840 nmol/g olarak

Olclilmiistiir.

Roca-Perez ve ark. (2004), tarafindan yapilan bir calismada, Ispanya Iber
Yarimadast’nin 3 ayr1 biyoklimatik bolgesinde yayilis gosteren 10 ayn Digitalis obscura
dogal populasyonlarinin kardenolit iiretimleri karsilastirildiginda toplam kardenolit

iceriginin en yiiksek Ayora populasyonunda (2257 pg g'), en diisiik ise Camporrobles
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(964 ng g, Olocau (895 ng g') ve Toro (704 pg g') populasyonlarinda oldugu

belirlenmistir.

Giirel ve ark. (2010), yiriittikkleri projede, Tiirkiye’ye endemik dort yiiksiikotu
tirtinde (Digitalis davisiana, D. cariensis, D. trojana ve D. lamarckii) in vitro
rejenerasyon ve kardenolit analizi ¢alismalarim1 gerceklestirmislerdir. Projede D. trojana
tiiriinde lanatosit C miktar1 agisindan en fazla kardenolit 400-435 metre yiikseklikteki
bitkilerde tespit edilmistir (50.3 mg/kg KA). Ayrica lanatosit C, diger endemik tiirlere
nazaran bu tiirde en fazla miktarda D. trojana tiiriinde belirlenmistir. Bu tiirde digitoksine
ve gitoksigenine rastlanmamis ve digoksin (¢igeklenme, Haziran donemi icin, en diisiik
43.7, en yiiksek 146.31 mg/kg KA). miktar1 da genel olarak diger tiirlere gore daha az

miktarda tesbit edilmistir.

Giirel ve ark., 2011 yilinda yaptiklart bir calismada Digitalis davisiana Heywood
tiiriiniin flamingo gagasi ve hipokotil eksplantlarindan 0,5 mg/l TDZ ve 0,25 mg/l IAA
iceren LS ortaminda olusan 6 haftalik bitkilerin kardenolit iceriklerini analiz etmislerdir.
Bitkilerin digoksin igeriklerinin 12,59 mg/kg, lanatosit C iceriklerinin 2,45 mg/kg oldugu
belirlenmistir. Dogal ortamdan toplanan bitkilerde ise en yiiksek digoksin icerigi (246,58
mg/kg) Temmuz ayinda ciceklenme periyodunda toplanan bitkilerde belirlenmistir.
Lanatosit C igerigi ise Eyliil ayinda toplanan bitkilerde 3,36 mg/kg belirlenmis diger

aylarda (Haziran, Temmuz, Eyliil) ise iz miktarda oldugu belirlenmistir.

Roca-Perez ve ark. (2004), tarafindan yapilan arastirmada Digitalis tiirlerinde
kardenolit biyosentezinin temel olarak morfolojik farklilasma (Eisenbeil3 ve ark., 1999) ve
genotipe bagh oldugu (Gavidia ve ark., 1996; Nebauerve ark., 1999) belirtilmistir. Tibbi
amacgli sekonder metabolitlerin {iretiminin arttirilmasi icin bu sekonder metabolitlerin
sentezini kontrol eden ve etkileyen faktorleri anlamak ve belirlemenin gerekli oldugu

belirtilmistir.

2004 yilinda Roca-Perez ve arkadaslan tarafindan yapilan bir caligmada, Temmuz
ayinda kardenolit {iiretiminin yiiksek olmasi, yiiksek sicaklik ve 1s1k yogunlugu,
fotoperiyodun uzamas1 gibi yaz mevsiminin tipik ¢evresel kosullarinda gen¢ yapraklarin
gelisimini bu donemde tamamlamalar, olgun yapraklarin farklilasma seviyelerine
ulagsmalarinin sonucu olarak gen¢ ve yash yapraklarin kardenolit icgerikleri benzer

bulunmustur.
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Cevresel kosullarin yani sira buna paralel diger olgular yazin gozlenen yiiksek
kardenolit iiretimini agiklayabilmektedir. Bitkinin biiylime oraninin en yiiksek seviyeye
ulastig1 Mayis doneminde D. obscura yapraklarinda kardenolit miktar1 diisiik bulunmustur.
Bu yiizden yiiksek miktarda karbon gerekmektedir. Temmuz ayinda yiiksek fotosentez
oran ve diisiik bitki geligimi ile iiretilen karbonun ¢ogunun sekonder metabolit iiretiminde
kullanilmas1 sonucu kardenolit biyosentezi ve birikiminde artis gozlendigi yorumu
yapilmistir. Ayrica bahar mevsimi sonu ve yaz sirasinda ¢ok sayida bocegin bitki ile

etkilesimi sonucu kardenolit iiretimi artmaktadir (Roca-Perez ve ark., 2004).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bolgemize endemik ve tibbi 6neme sahip sekonder bilesiklerin elde edildigi Digitalis
trojana tiriiniin genetik kaynaginin korunmasi, dogal ortamdan alinmis olan ve in vitro
olarak yetistirilen bitkilerin kardenolit ¢esitlerinin ve miktarlarinin analizi, kardenolit
biyosentezinde gorev alan 5B-reduktaz geninin ifadesi diizeylerindeki degisimlerinin

belirlenmesi saglanmistir.

Calismamizda, kirmizi kitaba gore zarar gorebilir kategorisinde yer alan ve giinden
giine nesli titkenmekte olan Digitalis trojana tiiriiniin ex situ korunmasi i¢in in vitro kiiltiire
almmasi ve organogenezis yoluyla mikrocogaltimi gerceklestirilmistir.  Tiiriin

mikrogogaltiminda in vitro kosullarin tamami optimize edilmistir

Bir iilkenin floristik zenginligi ve cesitliligi, icerdigi nadir ve endemik taksonlarin
fazlalig1 ile onem kazanmaktadir. Onemli bitki alanlarimizdan biri olan Kazdaglar1 ¢ok
zengin bir bitki cesitliligine sahiptir. Ancak Kazdaglarindaki bir¢ok bitki tiirii Tiirkiye
kirmiz1 kitabina gore farkl risk kategorilerinde yer almakta ve populasyonlar azaldikga bir
iist kategoriye gecmekte ve yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmaktadirlar. Bu
biyocesitliligin yok olmamasi, gelecek nesillere aktarilmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢in bitki

tiiriine gore uygun bir strateji ile koruma altina alinmalar1 gerekmektedir.

Bitki tiirlerinin koruma altina alinmasinda tiiriin ¢esidi, genetik yapisi gibi bir ¢ok
faktor dikkate alinarak en uygun koruma alami belirlenmelidir. Doku kiiltiirii teknikleri,
Ozellikle nadir, endemik ve ekonomik bitki tiirlerinin koruma altina alinmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica, generatif ve vejetatif cogaltilmasinda zorluklar yasanan bitki
tiirlerinin, hiicre veya dokularinin kiiltire alinmasi, yeni bitkilerin iiretilmesi ve
gelistirilmesi ile klasik bitki 1slahina alternatif hizli, giivenilir ve kontrollii bir yontem
olarak uygulanabilmektedir. Doku Kkiiltiirii teknikleri ile materyalin hastaliklardan
arindirilmasi, materyalin toplamasi ve cogaltilmasi amaciyla da yararlanilmaktadir. Ayrica
bitkisel stoklarin olusturulmasinda kiiciik alanlara ihtiya¢ duyulmasi da biiyiik bir avantaj

saglamaktadir.

Biyogesitliligin korunmasinda uygulanan in situ ve ex situ karsilastinldiginda in situ
koruma daha giivenilir ve daha ucuzdur. In sifu korumada bir tiir koruma altina aliirken

ekosistemde yer alan diger tiirlerinde korumasi saglanmaktadir. Buna karsin ex situ
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yontemlerde bir tiiriin populasyonunun tamami degil sadece belirli sayida bireyi koruma
altina alinabilmektedir. Sinirli sayidaki bu bireyler populasyonun gen havuzunu tam olarak
yansitamamaktadir. Ayrica tiirler yapay ortamda korunduklarinda yapay seleksiyona
ugramaktadirlar. Ex situ koruma igin iilkeler yeterli maddi kaynak ayirmamaktadirlar.
Ancak tiim bunlara ragmen doku kiiltiirii gibi ex situ koruma alanlan in situ alanlarin
herhangi bir nedenle yok olmasina karsi bir glivence saglamaktadir. Ayrica giiniimiizde
bitki tiirlerinin koruma altina alinma c¢aligmalarinda in situ ve ex situ korumanin her
ikisinin bir arada gerceklestirilmesi daha etkili olacaktir. Boylece tiirlerin korunma altina

alinmasi ve gelecek nesillere aktarilmasi ¢ok daha etkili olarak gerceklestirilebilir.

Doktora tez arastirmamizda, ilk kez dogadan toplanan ve in vitro olarak yetistirilen
Digitalis trojana bitkilerinde, tipta uzun yillardir kullanilan kardenolitlerin biyosentezinde
onemli role sahip olan P54R geninin ifadesi belirlenmistir. Kardenolit tiretiminde kilit role
sahip P5BR geninin ifadesinin arttirilmasi ve buna bagli olarak kardenolit iiretiminin
belirlenmesi icin elisitor uygulamasi, yaralanma, kuraklik, 1s1 soku gibi farkh

uygulamalarin yapilmasi etkili olacaktir.

Arastirmamizda P56R gen ifadesi ile lanatosit C, digitoksin, digoksin ve gitoksigenin
kardenolitlerinin miktarlar1 arasindaki iligski belirlenmeye calisilmistir. Ancak elde edilen
sonuglar dogrultusunda P55R gen ifadesi ile kardenolitlerinin miktarlar1 arasindaki iligki
tam olarak belirlenememistir. iliskinin belirlenebilmesi ya da daha net bilgi sahibi
olunabilmesi i¢in 4 kardenolitin yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bu ylizden daha fazla
kardenolit c¢esidinin analizi ya da toplam kardenolit miktarinin belirlenmesi ve

kullanilmasinin daha etkili olacag diistiniilmektedir.

Ayrica P5FR geninin tek basina kardenolid biyosentezininin aydinlatilmasi ve
iiretimine iliskin bilgi i¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden kardenolit biyosentez
yolunda yer alan diger enzimleri sentezleyen genlerinde tanimlanmasi ve karakterizasyonu,
kardenolit biyosentez yolunun tamamen aydinlatilmasi bakimindan 6nemlidir. kardenolit
biyosentez mekanizmasimin tamamen aydinlatilmasi kardenolit iiretiminin arttirilmasi ve

daha fazla iiriin elde edilmesi i¢in 6onem gostermektedir.
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EKLER
EK 1:

Cahsmada Kullamilan Besin Ortamlarmin bilesenleri ve miktarlar1 (mg/l) (Babaoglu

ve ark., 2001)

MS B5

miktar (mg/l)
KNO; 1900 2500
NH4NO; 1650 -
(NH4),SO4 - 134
MgS0,4.7H,0 370 250
CaCl,2.H,0 440 150
KH,PO,4 170 -
NaH,PO4H,0 - 150
MnS0,.4H,0 - 10
Kl 0.83 0.75
H;BO; 6.2 3.0
ZnS04.7H,0 8.6 2.0
CuS0,4.5H,0 0.025 0.025
Na,Mo00,4.2H,0 0.25 0.25
CoCl,.6H,O 0.025 0.025
FeS04.7H,0 27.8 27.8
Na,EDTA 37.3 37.3
Nikotinik asit 0.5 1.0
Pridoksin-HCl 0.5 1.0
Thiamin-HCl 0,1 10.0
Myo-inositol 100 100

Glisin 2.0 -




EK2:
Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi:

Kullanilacak bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok soliisyonlart1 1 mg / ml olacak

sekilde hazirlanmustir.

6-Benzilaminopiirin (Sigma-B3408), kinetin (Sigma K0753) ve a-naftalenasetik asit
(Sigma-N0640) 1 N NaOH icerisinde 1s1 ile ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra son hacimleri

dH,0 ile tamamlanmstir. 2,4-D (Sigma D7299) ise dH,O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Hazirlanan bitki biiylime diizenleyicilerinin stok solusyonlart amber renkli siseler
igerisinde +4°C’de saklanmistir. Kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri 1s1 ile

bozunmadigindan dolay1 besin ortamlarina otoklavlamadan 6nce ilave edilmistir.

EK 3:
%0,1’lik DEPC Hazirlanmasi:

RNA izolasyonu icin kullanilmak iizere %0.1’lik DEPC solusyonu hazirlanmistir. 1
ml DEPC (Sigma-D5758) iizerine dH,O ilave edilip son hacim 1 litreye tamamlanmis ve
karistirlmistir. Soliisyon 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde

soliisyon 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
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Sekil 7. Digitalis trojana Ivan. bitki orneklerinin Kazdagi Milli parki smmrlari
icerisinde toplandi8l I0Kaliteler..........ccooueeiiiiiineiiiscsnrcniisniinsssnnicsssnerissesnsnesssnssesssnnns 37

Sekil 8. a) in vitro cimlendirilen, b) 5 haftalik, ¢) 10 haftahk D.trojana bitkisi, d)
eksplant kaynag olarak kullanmilan 20 haftalik D.trojana bitKisi...........cccovceereenennnee. 39

Sekil 9. 1 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan kok
CRSPIANL auveeiiiieirinrersanniiecsssserssnsaseescsssssrsasssessssssssssssssessssssssssnssssssssssssrassssasssssssssanssssssssss 40

Sekil 10. 0,1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan gelisen Kallus. ......ccoovvvueeriiciirsnscnnnnriiccssscssnnnnescsssssssnsssssesssssssssssssssssses 41

Sekil 11. 0,1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP iceren MS ortaminda Kkiiltiire alinan kok
eksplantlarindan gelisen siirgiin taslag: (kiiltiiriin 3. haftasi). ......cccceeevriinccnricssnennne. 41

Sekil 12. a) 0,1 mg/l 2,4 D, 0,1 mg/l K, b) 0,1 mg/l1 2,4 D, 0,5 mg/l1 K, ¢) 0,1 mg/l 2,4 D,
3,0 mg/1 K, d) 1,0 mg/1 2,4 D, 3,0 mg/l K, e) 0,1 mg/l 2,4 D, 3,0 mg/l K, f) 0,5 mg/l 2,4D,
5,0 mg/l K ilave edilen MS besin ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda
meydana gelen morfolojik farklilagmalar. ..........covcveicccnrnicsssseicssssnnicssessssessssssesssnnans 43

Sekil 13. 0,5 mg/l NAA iceren ortamda kiiltiire alinan yaprak eksplantindan gelisen

Sekil 14. 1 mg/l NAA, 0,1 mg/l BAP iceren ortamda Kkiiltiire alinan yaprak
eksplantindan gelisen kokler (Kiiltiiriin 3.haftasi)......c.cocvvveeeciccssscsssannesecsssssssssnssscccses 44

Sekil 15.0,1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin
ortaminda Kkiiltiiriin 4. haftasinda yaprak eksplantlarindan gelisen siirgiinler.......... 45

v



Sekil 16. 0,5 mg/l NAA, 3 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin
ortaminda Kiiltiiriin 4. haftasinda yaprak eksplantlarindan gelisen siirgiinler.......... 45

Sekil 17. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda gelisen siirgiin
PrIMOTrAiYUIMIAT L cocvveiiiiiiriiscrsnreiecssesessnnssrsssssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 46

Sekil 18. 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP, 2 mg/l PVP, %0,7 agar iceren MS besin
ortaminda Kiiltiiriin 4. haftasinda eksplantlarda gelisen siirgiinler........ccceeevsveeeececsans 47

Sekil 19. 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP iceren MS besin ortamda kiiltiire alinan yaprak
eksplantindan gelisen siirgiinler (3. hafta). ......cccevricscsnricsssenicsscnriosssenecssssassossassecss 49

Sekil 20. B5 besin ortaminda alt kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan gelisen ve
siirgiine farklilasmayan KallUus. .......ccovveeeeiccssssscssnnerieccssssssnsssssssssssssssssssssssssssossssssssssses 50

Sekil 21. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan siirgiinlerin,
bazal besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile cogalan siirgiinler. ..........ccocceerevccnnenrecccnnes 51

Sekil 22. 0,1 mg/l NAA ve 3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan
siirgiinlerin, bazal besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile ¢cogalan siirgiinler............... 51

Sekil 23. 0,1 mg/l NAA ve 3,0 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve
gelismeleri icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler. ......ccccceeeceeescneecseecsnnns 52

Sekil 24. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve gelismeleri
icin MS bazal besin ortamina aktarilan Stirgiinler...........cccceecceiecsicerciscserccsscnercsssnnns 53

Sekil 25. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve
gelismeleri icin MS bazal besin ortamina aktarilan siirgiinler..........cccceeencceericssneee. 54

Sekil 26. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan ve gelismeleri
icin MS bazal besin ortamina aktarilan Sirgliinler............c.coeeecnseecsseecssercssnecssnnnenns 54

Sekil 27. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda olusan In vitro
gelistirilen ve koklendirilen 12 haftalik bitKiler. .......ccccceeeevueiiiissniicisieercscneeeccsneenens 55

Sekil 28. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilmis MS ortamnda olusan in vitro
gelistirilen ve koklendirilen 12 haftalik bitKiler. ........cccovvneeeiiiccsiscssrannereccssessnennsscecsns 55

Sekil 29. 0,1 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda iiretilen 17 haftahk
0] 11T | L RN 56

Sekil 30. 1 mg/l NAA ve 5 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda iiretilen 17 haftahk

DIKIICT .ccoueeniiiienirniinnnentecsiinseesnecsnenaeessnsssesssnsssnsssnesssssssesssnssssesssssssassssessassssassasesses 56
Sekil 31. izole Edilen Total RNA’larin EIeKtroforezi. ......eeceeererervererernereseseenescnsnesens 59
Sekil 32. Progesteron 5p- reduktaz geninin bir cDNA’sina ait baz dizilisi.................. 60



Sekil 33. Progesteron 5f-reduktaz geninin bir ¢cDNA’simin BLASTN sonuclarimin
Srafik ile GOSLEriMi.eecciicciinrcrssnneiecssssesssnnarsiscsssssssanssnsecsssssrsesssssssssssrssssssessssssssssasssssssssses 61

Sekil 34. Progesteron 5f-reduktaz geninin bir ¢cDNA’simin BLASTN sonuclarimin
diger tiirler ile Karsllastirlimasl. ....cccccvveeeiccirssscsnnerieicssssssnnnsnescsssssssnsssssssssssssossssssssssses 61

Sekil 35. Progesteron S5p- reduktaz geninin bir ¢cDNA’sina ait muhtemel polipeptid
QUZISIL cuvrerruresssrressancssserossanessnnssssnssssanesssssssssossssssssssossasesssssssssssssssssssssssssassssasssssassssnsssssnss 62

Sekil 36. Progesteron 5f-reduktaz geninin bir ¢cDNA’sina ait muhtemel polipeptid
dizisinin BLASTP SONUCIATL ...cccovvniiieiirreniosssnticsssseniossssasiossssssscsssssssossssssssssssassssssassssss 62

Sekil 37. 836 m (1), 961 m (2), 1047 m (3), 1191 m (4) Mayis ayinda ve 836 m (5), 961
m (6), 1047 m (7), 1191 m’den (8) Temmuz ayinda toplanan bitkilerdeki P5SR geninin
IEAAESE. ceeerrcnnneerreecnresccrenreeeessssssnnneeeeecssssnnsnsseeesssssssanssseesssssssnnsasssssssssssnnsssessssssssnannsssssssss 64

Sekil 38. 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftahk (1), 0,1 mg/l NAA,
3 mg/l BAP ortamnda iiretilen 17 haftalik (2), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda
iiretilen 12 haftalik (3), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftahk
bitkilerdeki (4) PSSR geninin ifadesi.......ccccerevuereiisceiiinscnriisicnnicsssnnicsscnseicsscnsnnossensnes 64

Sekil 39. 836 m (1), 961 m (2), 1047 m (3), 1191 m’den (4) Mayis ayinda toplanan
bitkiler, 836 m (5), 961 m (6), 1047 m (7), 1191 m’den (8) Temmuz ayinda toplanan
bitkiler, 0,1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 12 haftahk bitki (9), 0,1 mg/l
NAA, 3 mg/l BAP ortaminda iiretilen 17 haftahik bitki (10), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP
ortaminda iiretilen 12 haftalik bitki (11), 1 mg/l NAA, 5 mg/l BAP ortaminda iiretilen

17 haftalik bitkideki (12) Act2 geninin ifadesi. .....ccovveereeiecssscssanneiecsssssssansssecssssssssannsaes 65
Sekil 40. Mayis ve Temmuz aylarinda Kazdaglarindan farkh yiiksekliklerden
toplanan bitkilerdeki P5fR geninin ifadesinin bagil miktari...........cccceceveeieiccnnrrcneneens 66
Sekil 41. In vitro iiretilen bitkilerdeki gen ifadesinin bagil miktari...........cccceeeuueenenee. 66
Sekil 42. Standartlara ait KromatOgraml..........cciceeiicsssserecsssssssossssssesssssassssssssssessonsssoses 68
Sekil 43. Mayis ayinda toplanan bitkilere ait kardenolit icerikleri. .....cc.ccceeeeuunennne. 70
Sekil 44. Temmuz ayinda toplanan bitkilere ait kardenolit icerikleri..........cccccueeee.... 71

VI



OZGECMIS
KiSISEL BIiLGILER

Ad1 Soyad: : Nursen CORDUK
Dogum Yeri : Izmir

Dogum Tarihi : 17.11.1980
EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi : Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Bolumii

Yiiksek Lisans Ogrenimi : Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Biyoloji Anabilimdali.

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce

BILIMSEL FAALIYETLERI
1. Yaymlar -SCI —Diger;

e (Cordiik N., Ak1 C. 2011. Inhibition of Browning Problem During Micropropagation of
Sideritis trojana Bornm., an Endemic Medicinal Herb of Turkey. Romanian

Biotechnological Letters. Vol:16, No:6. pp 6760-6765.

e (Cordik N., Aki1 C. 2010. Direct Shoot Organogenesis of Digitalis trojana Ivan. an
Endemic Medicinal Herb of Turkey. African Journal of Biotechnology. 9(11), pp.
1587-1591.

2. Bildiriler -Uluslararas1 —Ulusal;

e Cordik N, Aki C. 2012. Kazdaglann Bitkisel Gen Kaynaklarinin In Vitro Koruma
Altina Alinmasi, Kazdaglart 3. Ulusal Sempozyumu, Edremit, 24-26 May1s 2012

e (Cordiik N., Ak1 C. 2010.Conservation of Genetic Sources of Digitalis trojana Ivan. and
Sideritis trojana Bornm.by In Vitro Culture. International Symposium on Biology of
Rare and Endemic Plant Species BIORARE — May 26-29, Fethiye Mugla.

e (Cordik N., Aki C.2008. In vitro Regeneration of Nicotiana tabacum L. cv.Samsun.
Proceedings of the 30th Scientific Conference of Hellenic Association for Biological
Sciences, 22-24.05.2008, Selanik-Yunanistan.

vl



e Aki C., Corditk N.2008. Callogenesis of Kazdagi Endemic plant Sideritis trojana.
Proceedings of the 30th Scientific Conference of Hellenic Association for Biological
Sciences, 22-24.05.2008, Selanik-Yunanistan.

e Cordik N, Aki C. 2006.Canakkale Kanyak Fabrikasi Atik Suyunun Vicia faba L.
Uzerine Genetiksel Etkisi ve Total Protein Degisimleri.18. Ulusal Biyoloji Kongresi,
Aydin.26-30 Haziran, 2006.

3. Katildig1 Projeler

e [nvitro Cogaltilan ve Dogal Ortamda Yayilis Gosteren Digitalis trojana Ivan. Tiriinde
Progesteron 5B-reduktaz Gen ifadesinin ve Kardenolit Uretiminin Karsilastirilmast,

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyonu (2010-212).

e Kazdagr Endemigi Digitalis trojana Ivan (Yiiksiikk otu) Tiiriiniin Mikrogogaltimi,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyonu. (2008-2009).

e Kazdag Endemik Bitkilerinden Sideritis trojana Uzerinde In vitro Rejenerasyon

Calismalar1. TUBITAK.(2007-2008).
IS DENEYIMI
Calistign Kurumlar ve Yil:
e (Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 2005-2009

e Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
2009- devam ediyor.

ILETISIM

E-posta Adresi : nursencorduk @comu.edu.tr

VIII



IX



