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Simgeler ve Kisaltmalar Listesi

% = Yiizde

2,4-D = 2,4 — Diklorofenoksiasetik Asit

AC = Alternatif Akim

atm = Atmosfer

BAP = 6-Benziladenopiirin

C0 = Hypericum calycinum Kontrol Grubu

C1 = Hypericum calycinum 1 Kez Manyetik Alandan Gegen Grup
C3 = Hypericum calycinum 3 Kez Manyetik Alandan Gegen Grup
C5 = Hypericum calycinum 5 Kez Manyetik Alandan Gegen Grup
C9 = Hypericum calycinum 9 Kez Manyetik Alandan Gegen Grup
cm” = Santimetre Kare

DC =Dogru Akim

EMA = Elektro Manyetik Alan

EMA = Elektro Manyetik Alan

EMR = Elektro Manyetik Radyasyon

EtOH = Etil Alkol

g = Gram

HCI = Hidroklorik Asit

Hz = Herz

IAA = Indol Asetik Asit

LS = Linsmaier — Skoog Besi Yeri

m = Metre



MA = Manyetik Alan

mg = Mili Gram

ml = Mili Litre

mm = Mili Metre

mRNA = Haberci Riboniikleik Asit
MS = Murashige Skoog Besi Yeri
mT = Mili Tesla

NaOH = Sodyum Hidroksit

nm = Nano Metre

°C = Derece Santigrat

pH = Asitlik Derecesi

RNA = Riboniikleik Asit

sn = Saniye

T = Tesla
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OZET

HYPERICUM L. CINSINDE (BINBIRDELIK OTU) DOKU KULTURUNE
MANYETIK ALANIN ETKISI

Selim ISLEKDEMIR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Sevil YALCIN
Kasim 2009, Sayfa Sayisi: 57

Son yillarda dogal tedavi yollarina, 6zellikle bitkisel tedaviye ilgi tiim diinyada
artmistir. Tibbi bitkilere olan talep onemli bir gelir kaynagi olusturmaktadir. Hypericum
perforatum L. bitkisi, Hypericaceae familyasindan olup Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Amerika Birlesik Devletlerinde yetisen ¢ok yillik bir otsu bitkidir. Geleneksel tipta
antidepresan olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Yapilan calismalar Hypericum
calycinum L. bitkisinin de H. perforatum L. ile ayn1 ve benzer bilesikleri igerdigini

gostermistir.

Hypericum L. taksonlari, ilser, diyabetik rahatsizliklar, soguk alginliklari, mide,
karaciger ve safra rahatsizliklar1 ile 6zellikle yanik yaralarinin tedavisinde gegmisten
giinlimiize kullanilmaktadir. Hypericum L. ekstraktlarinin anti viral ve anti bakteriyel

ozellikleri bulundugu ¢esitli arastirmacilarin yaptiklari ¢aligmalarda gozlenmistir.

Bu calismada H. calycinum L. bitkisinde Manyetik Alan (MA)’ 1n gbévde ve yaprak
eksplantlarindan kallus olusum frekansi, kallus taze agirlig1 ve hiperisin miktarlari iizerine

olan etkisini saptamak amag¢lanmistir.

Bu ¢alisma sonunda H. calycinum L. govde ve yaprak eksplantlarina 0 (CO0), 1 (C1),
3(C3), 5 (C5) ve 9 (C9) kez MA uygulanmistir. Govde eksplantlarindan elde edilen
kalluslarin olusum frekans1 C3 ve CS5; yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarda C9
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uygulamasinda kontrole gore artis1 gozlenmistir. Govde ve yaprak eksplantlarindan elde
edilen kalluslarda tim MA uygulamalarinda kontrole gore azalma saptanmistir. Hiperisin
miktarlar1 gévde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarda kontrole gore en
yiiksek degerin C3 uygulamasinda gdzlenmis olup yapilan istatistiksel degerlendirmeler
sonunda, farkli manyetik alan siddetlerinin hiperisin miktar1 gévde (P<0,01) ve yaprak

(P<0,05) tizerindeki etkisi onemli bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Hypericum L., Doku Kiiltiirii, Manyetik Alan, Kallus, Taze
Agirlik, Hiperisin
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ABSTRACTS

THE EFFECTS OF MAGNETIC FIELD ON THE TISSUE CULTURES OF
HYPERICUM L.

Selim ISLEKDEMIR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Yrd. Dog. Dr. Sevil YALCIN
November 2009, Page Number: 57

In recent years, natural medical treatment ways, especially vegetal treatments are
getting more interest all over the world. Demand on the medical plants are now an
important source of income. Hypericum perforatum L. vegets are from the Hypericaceae
family which are grown as long lifed herbs at Europe, Asia, North Africa and United States
of America. It is used as antidepressant in traditional medics. Researchs show us that

Hypericum calycinum L. herb has the same and similiar compounds in.

Taxons of Hypericum L. are commonly used as cure for ulcer, diabetes, flues,
stomach, liver and bile diseases and especially burnt skin, from past to now. Also, it is seen

by some researchers that extracts of Hypericum L. have antiviral and antibacterial effects.

This study aims to show the results of Magnetic Field (MF) on body and leaf
explants about callus creation frequency, callus young weight and hypericin amount at H.

calycinum L..

In this study, MF was applied 0 (CO0), 1 (C1), 3(C3), 5 (C5) and 9 (C9) times to H.
calycinum L. body and leaf explants. Callus creation frequencies at body do increase at C3
and C5, and for leaves, C9 has an increased frequency by well-controlled experiments.
Callus amounts on both body and leaf explants are determined to be decreased at all MF

applications. Hypericin amounts at calluses at body and leaf explants do reach its highest
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amount at C3 application and due to statistical evaluations, effects of different quantities of
Magnetic Field on hypericin amounts at body (P<0,01) and leaf (P<0,05) are found to be

important.

Keywords: Hypericum L., Hypericin, Alcoloid, Tissue Culture, Magnetic Field,

callus, fresh weight
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BOLUM 1 - GiRIS Selim iISLEKDEMIR

BOLUM 1
1.GIRIS
1.1. Hypericum L. Hakkinda Genel Bilgi

Ulkemiz, bitki genetik zenginligi bakimindan diinyada énemli bir yere sahiptir. Bu

bitki zenginligi igerisinde tibbi ve aromatik bitkilerin ayr1 bir yeri bulunmaktadir.

Tiirkiye’de yaklasik 9000 bitki tiirii bulunmakta olup, bunlardan binin {izerinde tiir
tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Arslan ve ark., 2002).

Binbirdelikotu (Hypericum L), tibbi bitki olarak kullanilan tiirlerden biri olup, i¢
piyasa da pazarlanmakta ve ihracati yapilmaktadir. Son yillarda kiiltiirii ile ilgili baz1
gelismeler olmakla beraber, biiyilk Ol¢iide drogluk materyal dogal ortamlardan

toplanmaktadir.

Diinyada 400 kadar tiirle temsil edilen Clusiaceae (Hypericaceae=Guttiferae
familyasina bagli Hypericum L. lilkemizde, Binbirdelik otu, Sar1 kantaron, Kan otu, Yara
otu, Kuzukiran, Mayasil otu, Kili¢ otu ve Piiren gibi yoresel adlarla bilinen sifali bir
bitkidir. Tiirkiye’de 84 tiirii bulunan Binbirdelik otu, Marmara, Karadeniz, Ege, Orta ve
Dogu Anadolu, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde yayilis gostermektedir
(Baytop, 1999; Kagar, 2004).

Bitki 25-60 cm boyunda olup, ¢ok dallidir ve saplart ayr1 oldugu halde bir semsiye
bicimindeki ¢igekleri 5 pargali, korolla altin sarisi1 renkli ve kenarlar1 siyah renkli guddeli
tiiyler ile ¢evrilidir. Erkek organlari ¢ok adette ve 3 demet halinde bir araya toplanmustir.
Yapraklar 1518a kars1 tutuldugunda, yag guddeleri (salg1 cepleri), parlak noktaciklar halinde
kolaylikla goriiliir (Baytop, 1972, 1999).
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Sekil 1.1.1. H. calycinum L. genel gorlintisic  ((a)
http://www.gata.edu.tr/cerrahibilimler/goz/photo/regular/hiperi3.jpg)

Yurdumuz Hypericum tiirleri bakimindan 6nemli bir gen merkezidir. Hypericum

tiirleri igerisinde tibbi amagli kullanimi1 en yaygin olan H. perforatum L. dur (Sekil 1.1.1.)

Bu tiiriin anti depresan (Wentworth ve ark., 2000; Oztiirk, 1997), anti viral, anti
bakterial (Meral ve Karabay, 2002; Keles ve ark. 2001), kanser (Coopper, 2006; Ali ve
ark., 2001), yara ve yaniklarda iyilestirici etkileri vardir (Neves ve ark., 2009; Vollmer ve
Rosenson, 2004).

H. perforatum L. ile ayni cins olan H. calycinum benzer kimyasallar1 igermekte olup
H. perforatum’ a iyi bir alternatif olusturmaktadir (Erken ve ark., 2001; Goniiz ve ark.,

2007).

Hypericum L. yapisinda ¢ok sayida biyolojik aktif kimyasal gruplar tespit edilmistir.
Bunlardan en onemlileri naftodiantronlar (hiperisin, psddohiperisin, protohiperisin v.b.);
flavonoidler (kamferol, kersetin, luteolin, hiperin, hiperosid v.b.); floroglusinoller
(hiperforin, furohiperforin v.b.) ve esansiyel yaglardir. Hiperisin ve hiperforin, Hypericum
L.c in gosterdigi klinik etkilerin ¢ogundan sorumlu olup iizerinde en ¢ok calisilan
bilesenleridir. Hypericum perforatum L.” de ¢iceklerin ve yapraklarin c¢evresinde gozle

acikca goriilebilen siyah oval noktaciklar Hypericum perforatum L. i¢in karakteristiktir. Bu
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BOLUM 1 - GiRIS Selim iISLEKDEMIR

oval noktaciklar (salgi cepleri), hiperisin toplama ve 6zel flavonoid molekiillerini igeren

kisimlardir (Baytop, 1972, 1999; Kacar 2004).

Hiperisin, Hypericum perfaratum L.’ dan elde edilen bilinen en giiglii fotosensitif

dogal pigmenttir (Sekil 1.1.2.).

HsC OH

HsC OH

OH O OH
Sekil 1.1.2. Hiperisin’ in molekiiler yapisi (Lenard ve ark., 1993)

Bugilin Hypericum bitkisi ekstraktlar1 daha ¢ok hafif ve orta siddetteki depresyon
tedavisinde kullanilmaktadir. Agiz yoluyla verilen fotosensitif 6zellikteki hiperisin’ in, deri
fototoksitesine yol agmadigi ve yapilan ¢esitli klinik ¢alismalar sonucunda bilinen sentetik

antidepresanlar kadar etkili oldugunu gostermektedir (Hisil, 2005).

Hiperisinin, yapilan klinik ¢aligmlar sonucunda EMT-6 fare meme kanseri
hiicrelerinde mitokondrial fonksiyonlar1 baskiladigi, insan glioma hiicreleri lizerinde de
toksik etkisini mitokondrial fonksiyonlar1 bozarak gdsterdigi ortaya konmustur. AY-27
sican mesane karsinoma hiicrelerinde sitotoksisitesini apoptozis ile gosterirken HL-60
insan 16semi hiicrelerinde apoptozisten nekrozise kadar degisen bir spektrumda etkisi
goriilmiistiir. Hiperisinin HL-60 16semik hiicrelerinde belirgin bir sitotoksititeye neden
oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Kemirgenler iizerinde gerceklestirilen in-

vivo timdr ¢alismalarinda, Hypericum ekstraktlart ve Hiperisin ile umut verici sonuglar

elde edilmistir (Hisil, 2005).

Hiperikum ile yapilan ¢alismalar sonunda; hiperikum ekstratlar1 ve igeriginde yogun
olarak bulunan hiperisinin genis anti-tiimoral ve anti-depresan etkinlik gosterdigi; yine
Sokmen’ in (2001) yaptig1 bir ¢alismada da Hypericum capitatum hiicre kiiltiirlerinden

elde edilen bir 6ziitte HIV-1" e kars1 zay1f bir anti-retroviral etkisi oldugu saptanmistir.
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1.2.Doku Kiiltiirii ve Manyetik Alan

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kdk vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni

doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir.

Bitkilerde vejetatif yolla ¢ogaltim kok siirgiinleri, asi, ¢elik gibi yollarla yapilabilir.
Ancak son yillarda bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak yapilan in vitro mikro
cogaltma yoOntemleri ile generatif ve vejetatif olarak c¢ogaltilmasinda zorluk c¢ekilen
bitkiler, kisir hibrid bitkiler, somatik hibrid bitkiler kolaylikla cogaltilabilmektedir
(Alikamanoglu, 1999 ).

Bitkilerin dogrudan rejenerasyonu meristematik doku eksplantlarindan kolaylikla
olugabilir. Meristem, siirekli olarak bdliinebilme yetenegine sahip hiicrelerin olusturdugu
dokulardir (Onder, 1999). Bu nedenle in vitro calismalarda 6zellikle kok uglari, geng
yapraklar, nodlar, olgun embriyolar eksplant olarak kullanilir (Rao, 1996, Ipekg¢i, 2001).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri meristem kiiltiirleri, kallus kiiltiirleri, haploid kiiltiirler,
siispansiyon kiiltlirleri, protoplast kiiltiirleri kurulabilir ve bitkilerin vejatatif olarak
cogaltilmasi, genetik yapinin korunmasi ve somaklonal varyasyonlardan bagka bir ifade ile
in vitro kosullarda kiiltiir ortaminda spontan olarak meydana gelen mutasyondan

yararlanilarak yeni varyetelerin gelistirilmesi saglanabilir (Alikamanoglu, 1999 ).

Son yillarda ozellikle yiiksek ekonomik ve tibbi degere sahip bitkilerin hizli bir
sekilde gelistirilmesinde ve kisa zamanda daha ¢ok {iriin elde edilmesinde, doku kiiltiirii

tekniklerinin yaninda yapay olarak olusturulan MA bitkilere uygulanmaktadir.

MA hareketli ve elektrik yiiklii zerrelerin, gii¢ etkisinde kaldigi bosluk olup
atomlarin i¢indeki elektronlarin ¢ekirdek etrafinda ve kendi etraflarinda donmeleri sonucu
olusur. MA dogrudan gozle goriilemeyen veya kolayca hissedilemeyen fakat sonuglari

goriilebilen veya hissedilebilen bir olgudur.

Diinya atmosferine diisen goktaslarinin insanlara zarar vermesini 6nleyen atmosfer
icindeki gazlardir. Diinya atmosferine giren goktasi siirtinmeden dolayr yanarak
parcalanmaktadir. Atmosfer icindeki gazlar yaninda diinya atmosferinin koruyucu

tabakalarindan biri de diinyay1 saran MA dir. Yeryliziiniin MA’ 1 diinyanin ¢ekirdeginin
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sahip oldugu 6zellikler nedeniyle olusmaktadir. Diinya kiire seklinde bir miknatis gibidir.
Dolayisiyla etrafinda bir MA olusturmaktadir. Diinyanin MA’ 1, diinyanin donme
ekseniyle 11 derecelik bir ag¢1 yapar. Bu 11 derecelik a¢1 nedeniyle cografik kuzey ve
giiney kutuplari ile manyetik kuzey ve giiney kutuplar farklidir. Ayrica diinyanin MA’ 1
vektorel bir biiyiikliiktiir. Bir noktadaki MA bu vektoriin yonii ve siddetiyle baglantilidir.
Diinya ¢ekirdegi, demir ve nikel gibi manyetik 6zelligi olan agir elementleri icerir. Diinya
cekirdegi 2 kisimdan olusmakta olup i¢ cekirdek kati, dis cekirdek ise sivi haldedir. I¢
cekirdegin etrafinda hareket eden dis ¢ekirdegin bu hareketi miknatislanma etkisi yaparak

MA olusturur.

Insanlar dogada var olan i¢ ve dis MA yaninda kendi iirettikleri cep telefonlari,
elektrikli ev cihazlar ve yliksek gerilim hatlar1 gibi MA kirliligi etkisi altindadirlar. MA

olusturan cihazlar hayatimizin bir parcasi haline gelmis bulunmaktadir (Bold, 2003).

Glnliik yasantimizda kullandigimiz cesitli tagitlar ve elektrikli ev aletleri de
manyetik alan olusturan ortamlardir (Aksoy, 2006). Elektrik ve manyetik alanin biyolojik
organizmalar iizerinde olusturdugu etkilerin cesitliligi hem hiicrelerde, hem de
organizmalar iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda incelenmistir (Goodman ve ark.,

1995; Seker ve Cerezci, 2000; Seker ve Korkut, 2005).

Yapay olarak olusturulan MA’ 1n canli sistemlere nasil etki ettigi tam anlamiyla
anlagilamamasina karsin, MA’ 1n canlilarin normal fonksiyonlar iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Hiicre seviyesinde yapilan ¢alismalarda G; fazinda RNA ve protein
sentezinin, MA siddet degisikliklerinden etkilendigi ve MA’ a maruz kalan hiicrelerde,
hiicre boliinme hizinda bir artis oldugu bildirilmistir (Negishi ve ark., 1999; Muraji ve ark.,
1998).

MA* 1n bitki gelisimi iizerine etkisi ile ilgili calismalar ilk defa Ssawostin (1930)
tarafindan yapilmistir.  Ssawostin MA‘® 1 etkisine bagli olarak bugday fidelerinin
boylarinda % 100 bir artis oldugunu saptamistir (Mericle ve ark., 1964). Yine MA® la
yapilan ¢aligsmalarda aycicegi, tahil ve soya gibi ¢esitli bitkilerde verimin MA* dan olumlu
bir sekilde etkilendigi saptanmistir (Bosica 1990; E —Ws ve ark., 1995; Phirke ve ark.,
1996).

Son 20-25 yil igerisinde bilimsel ¢evreler tarafindan giderek daha fazla ilgi

cekmeye baslayan manyetik alan (MA) ve elektromanyetik alan (EMA) birbirleriyle ilintili
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olaylardir. Elektrik ve manyetik alanlar herhangi bir elektrikli, aleti ¢evreleyen gériinmez
kuvvet c¢izgileridir. Diinyadaki firtinalar ve diger atmosferik olaylar elektrik alani
olustururlar. Diinya aslinda statik (duragan) alanlar olusturur ve ¢ok derinde bulunan

cekirdek kisminda akan elektrik akimlarinin MA” lar iirettikleri diistiniilmektedir.

MA veya EMA biyolojik sistemler ile etkilestiginde bitkilerin normal fonksiyonlar1
lizerinde meydana gelen etkilerin degerlendirilmesi zordur. Bunun temel nedenlerinden
baslicalari, biyolojik sistemlerin ¢ok karmasik yapili olmalaridir. Yapilan caligmalar
sonucunda 10°-102 T° Lk (Tesla) bir manyetik alan dizisinin, ara lriinlerin elektron
doniislerini etkilemesiyle kimyasal reaksiyonlarin etkilendigini ve bu etkilerin biyolojik bir
takim sonucglara yol agmak icin bir potansiyele sahip oldugu ileri siiriilmektedir
(Belyavskaya ve ark.; Formicheva ve ark., b; Grundler ve ark., 1992). Elektriksel veya
MA” larin etkilerine iliskin bir¢ok deney, hem karmasik yapili hem de basit yapili canlilar
lizerinde gergeklestirilmistir (Oldacay Yal¢in, 2002; Dardeniz, 2007; Ozding, 2008).

Bu arastirmaya; Hypericum calycinum L. tiiriine ait farkli manyetik alan siddetleri
uygulanmis gévde ve yapraklardan kurulan kiiltiirlerde, kallus olusum frekanslarina, kallus
taze agirliklar gibi biiyiime ve gelisme parametrelerine ayrica Hypericum’ un igerdigi
onemli bir madde olan hiperisin miktarindaki degisimler ilizerine manyetik alanin etkisini

belirlemek amaciyla baglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Yapilan Calismalar

Ulkemizde yoresel olarak Binbirdelik otu, Kantaron, Kan otu, Kili¢ otu, Mayasil otu,
Yara otu, Kuzu kiran ve ingilizcede St. John’s wort adiyla bilinen Hypericum L., Avrupa,
Asya, Kuzey Afrika ve Amerika Birlesik Devletlerinde yetisen ¢ok yillik bir bitkidir.
Geleneksel tipta antidepresan amagli tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Bayram ve ark.,

2004; Nia ve Bayram, 2005).

Cesitli klinik calismalar gostermistir ki, kantaron bilinen sentetik antidepresanlar
kadar etkilidir. Hafif ve orta siddetteki depresyon tedavisinde kantaron’un ekstraktlarinin
kullanim iizerinde ¢esitli calismalarda mevcuttur (Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Linde

ve ark., 1996).

Yapilan bir baska c¢alismada Hiperforin’ in taze kantaron otunda %?2-4
konsantrasyonda bulundugu ve havaya maruz kaldiginda kararsiz hale geldigi
gosterilmistir. Ayni ¢calismada Hiperisin’ in piridin ve diger organik bazlarda kirmizi renkli
fluoresans Ozellikli ¢ozelti verecek sekilde c¢oziindiigli, alkali sulu c¢oziiciilerde de
¢oOziindiigii ve pH 11,5’ un altinda ¢ozeltilerde kirmizi, pH 11,5 un {izerinde ise yesil renk

gosterdigi (kirmizi fluoresans) saptanmistir (Hisil ve ark., 2005).

Hiperisin’in yine insan servikal karsinoma HelLa ve fare T hiicre hibridoma
serilerinde mitokondrial sitokrom C’ nin sitozole salinmasini uyararak apoptozis ile

sitotoksisite olusturdugu gozlenmistir (Hopfner, 2003).

Hwang ve ark. (2001) Yaptiklar1 bir ¢alismada U-937 insan histiyositik lenfoma

hiicrelerinde hiperisinin diferansiyasyon-apoptozis etkinligini bulmuglardir.

Zobayed ve ark. (2003) balon tipi bir bioreaktorde ilag yapiminda kullanilan 6nemli
biomolekiillerden hiperforinin {iretiminin arttirilmasinda ortamdaki sukroz ve CO

miktarinin etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Diinya literatiiriinde St. John’s wort olarak bilinen kantaron (Hypericum perforatum
L.) giiniimiizde depresyon tedavisinde de yaygin olarak kullanilan ¢ok yillik bir tibbi
bitkidir. In vitro sartlarda Hypericum L. ile yapilan bir ¢alismada, yaprak diskleri ve gévde
segmentleri kinetin, 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (0,5, 1 ve 1,5 mg 1'") ve sukroz (30, 40
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ve 50 g I-1) iceren Murashige & Skoog ortamlarinda, karanlik sartlarda ve 26 + 2°C de
sekiz hafta boyunca Kkiiltiire alinmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri igeren biitiin
ortamlarda kallus olusumu gdzlenmistir. Ancak, kallus olusum sikligi bakimindan en
yiiksek degerler 30 g 1"'sukroz, 0,5 mg 1" 2,4-D ve 0,5 mg 1" kinetin iceren MS ortamindan
elde edilmistir. Elde edilen kalluslar siirgiin olusumu icin 1 mg 1" benzyladenine; kok
olusumu i¢in ise 1 mg I"" indolacetic acid igeren MS ortamlarinda alt kiiltiire alinmuslardr.
Kallus basia siirgiin sayist ve hiperisin igerigi bu silirglinlerde arastirilmis, yaprak
disklerinden gelisen kalluslarin olusturdugu rejenerantlarda bu degerler daha yiiksek olup

sirastyla 19 siirgiin/kallus ve % 0,048 olarak tespit edilmistir (Ayan ve ark., 2005).

EMA ve MA degisimlerinin, biyolojik sistemler lizerindeki etkileri biyoloji, tip ve
tarim ile ugrasan birgok arastiricinin ilgisini ¢ekmistir. Ozellikle son yillarda, diinyada
birgok bilim adami manyetik alanin canlilar iizerindeki olumsuz etkilerinin yaninda,
olumlu biyolojik etkileri iizerinde de arastirmalara baslamistir. Yapilan denemeler
sonucunda elde edilen verilere gore, manyetik alanin organizmalarin canlilik
aktivitelerinde bazi degisimlere neden oldugu saptanmistir. Manyetik alanin tarim alanina
yonelik ¢esitli uygulamalar1 sonucunda Rusya'da pamuk ve tahil veriminde artig sagladig:
gozlenmis (Akhmedova ve ark., 1985); Romanya'da misir ve bugdayda biiyiimeyi tesvik
ettigi bulunmus (Bosica ve Zeriu, 1990); Hindistan'da yerfistiginin biiylimesinde ve
veriminde artis saglamis (Vakharia ve ark., 1991); Corica papaya tiiriinde polen olusumunu
ve tiip gelisimini hizlandirdig tespit edilmis (Alexander ve Ganeshan, 1990) ve Japonya'da
cileklerin yaprak say1 ve alanlari ile ¢ilek veriminde artig sagladigi saptanmistir (Matsuda
ve ark., 1993). Cesitli manyetik alan uygulamalarinin tohum ¢imlenmesi, iiriin verimi,
solunum orani, sicaklik kaybi, tohumdaki kimyasal degisiklikler ve fide gelisim

parametreleri tizerine etkileri arastirma konusu olmustur.

Yapilan bir ¢alismada, 50-60 6rstedlik manyetik alan siddetine maruz birakilan %7,3
ve %9,6 ‘lik nem oaranlarina sahip soya tohumlarindan gelisen fidelerin %9,6 nem

oraninda daha olumlu etkisine rastlanmistir (Atak, 1996).

Carbonell ve ark. (2000) piring (Oryza sativa L.) bitkisi ile yaptiklari MA
calismasinda piring tohumlarina farkl siddetlerde kisa ve uzun siireli MA uygulamislar ve
24. saatte en 1yi ¢imlenme ylizdesinin kontrol grubunda % 3, 150 mT’ ik MA’ a siirekli
maruz birakilan tohumlarda % 13 oldugunu, 48. saatte ise bu degerlerin kontrol grubunda

% 72, manyet grubunda ise % 90'a yiikseldigini bildirmiglerdir. Daha sonraki saatlerde
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zamana bagli olarak kontrol ile MA’ a maruz birakilan tohumlar arasinda ¢imlenme

ylizdesi bakimindan farklarin azaldig: bildirilmistir.

Lahana ile yapilan bir ¢alismada ise 0,5 mT siddetinde EMA uygulandiginda
bitkilerin ¢imlenme oranlarinda kontrole gore % 20 artig oldugu saptanmistir (Namba ve

Sasao, 1995).

Yine yapilan bir baska calismada yerfistig1 tohumlar1 10 mT MA siddetine maruz
birakildiklarinda ¢imlenme oranlarinda kontrole goére % 17,6’lik bir oldugu artis

saptanmigtir (Vakharia ve ark. 1991).

Majd ve ark. (2009) Brassica nupus L. tohumlarina ticer tekerriirlii olmak iizere, 30,
60 ve 90 dakika siirelerle 3,7-4,7 mT DC ve 2,7-3,5 mT AC manyetik alana maruz
birakmislardir. Sonug olarak manyetik alan uygulamalarinin tohum ¢imlenmesi iizerine
onemli bir etkisi olmadigint gozlemislerdir. Ancak kdk uzamasi bakimindan DC manyetik
alanin AC manyetik alana gore daha etkili oldugunu goézlemislerdir. Hipokotillerin
bliytimesinde 2,7 mT (AC) uygulamasinin tim zamanlarinda artis gézlemislerdir. Ancak
DC ve AC manyetik alanin en yiiksek dozu olan 3,7 mT uygulamalarinda hipokotillerde
%10 ile %40 arasinda biiylimede inhibisyon gozlenmistir. 4,5 mT uygulanmis tohumlarda,

MA uygulanmamis tohumlara oranla yan koklerde %25 artig gozlemlemislerdir.

Charchoglyan ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢calismada, Hypericum perforatum L. Siirgiin
kiiltiirinde  Hiperforin’in  polifreniletid asilfloroglisinol grubundan {i¢ tiirevini
bulmuslardir. Bu bilesiklerin birikimi seko-hiperforinlerin olusumu i¢in morfogenik
kiiltiirlerin 6nemli bir 6zelligidir. Seko-hiperforinin yapist LC-DAD, -MS, ve —-NMR ile
dogrudan agiklanmistir. Coklu siirgiin kiiltiirlerinde, hiperforinden seko-hiperforin
olusumu fitohormon olan N6—benzilaminopurin (BAP) ve naftalin-1-asetik asit (NAA) ‘den
giiclii bir sekilde etkilenmektedir. BAP ’1n artan oranlari hiperforin diizeyini uyardig1 ve

NAA ‘nin diizeyindeki artis ise seko-hiperforin diizeyini arttirdig1 saptanmustir.

Vashisth ve Nagarajan (2009) yaptiklar1 ¢alismada Aycicegi (Helianthus annuus L.)
lizerine yaptiklar1 ¢aligmada tohumlara 0, 250 mT’ ve 50 mT’ lik adimlarla ve 1’ den 4 ‘e
kadar 1 saatlik adimlarla MA uygulamislardir. Cimlenme hizi, uzama hizi ve kuru
agirliklar lizerine MA’m etkisi aragtirllmigtir. En yliksek manyetik alan etkisi 50 ve 250
mT da ve 2 saat maruz birakilan tohumlarda tespit edilmistir. Tohumlarin manyetik alana

maruz kalmasmin tohum zar1 bitiinliglinii degistirdigini ve hiicresel iletim ve
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gecirgenligini azalttigini saptanmustir. Bir aylik fideler de istatistiksel olarak daha yiiksek
kuru agirlik, kok yiizey alani, kok uzunlugu ve sayisina ulastigi bulunmustur. Cimlenen
tohumlarda kontrole gore a-amilaz, dehidrogenaz ve proteinaz aktivitesi daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Sonu¢ olarak, manyetik alanin etkisiyle ortaya ¢ikan yiiksek
enzimatik aktivite sayesinde tohumlarin hizli ¢imlendigini ve daha g¢abuk gelistigini

gostermislerdir.

Rakosy-Tican ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada Solanum tuberosum (Kiiltiir
patatesi), Solanum chacoense, S. microdontum, ve S. verrucosum kallus kiiltiirleri
kullanmiglardir. Kiiltiirleri farkli siirelerde manyetik alana maruz birakmuslardir... Elde
edilen fidelerde yas agirlik, siirgiin sayisi, siirgiin boyu, klorofil (a ve b) ve karoten

miktarlarini iizerine kontrol grubuna gére MA’ 1n olumlu bir etkisinin oldugu saptanmustir.

Pietruszewski ve ark. (2007) elektromanyetik alan (EMF) ve elektromanyetik
radyasyonun (EMR) bitki gelisiminde fizyolojik ve sitolojik etkilerini arastirmislardir.
Manyetik uyarinin tohumlar {izerinde pozitif etkisinin oldugunu saptamislardir. Yapilan
analizler sonunda EMF ve EMR’ nun ekim oncesi uygulamalarinda ¢imlenme yiizdesi,
bliylime hiz1 ve ¢imlenme orani iizerine pozitif etkisi olabilecegini ve bunun diisiik
¢imlenme kapasitesine sahip tohumlar i¢in 6nemli bir parametre olabilecegini 6ne

siirmiislerdir.

Aycicegi, soya, bugday gibi cesitli bitkilerde yapilan calismalarda MA’ 1n,
tohumlarin kontrole gore ¢imlenme yiizdelerinde ve ¢imlenme siirelerinin kisalmasinda
olumlu bir etkisinin oldugu saptanmistir (Lebedev ve ark., 1975; Gubbels, 1982; Atak ve
ark., 2000).

Aladjadjiyan ve Yielva (2002) manyetik alanla yaptiklar1 bir bagka caligsmada tiitiin

bitkisinde manyetik alanin tohum ¢imlenme yiizdesinde artiga yol agtigin1 bulmuslardir.

Manyetik alana maruz birakilan bugday tohumlarinda tohumlarin ¢imlenmesinde ve
c¢imlenme sirasinda bitkilerin besin ihtiyacini karsilamada 6nemli bir role sahip olan alfa
amilaz, beta amilaz ve glutation S-transferaz enzimlerin miktarlarinda degisimler oldugunu

saptamistir (Rochalska ve Grabowska, 2007).

Belyavskaya (2004) yaptigi bir calismada, farkli bitki tiirlerinin zayif manyetik

alanin ilk kokiin biiyiimesini engelledigini ortaya koymustur.
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Dardeniz ve ark. (2007) yaptiklar1 calismada diisiik frekansli EMA’in (0,15 mT)
Cardinal Uiziim cesitlerinde koklenme ve vejetatif gelisim parametreleri lizerine olumlu

etkileri oldugunu bulmusglardir.

Manyetik alanin doku kiiltiirlerindeki etkilerinin belirlenmesi bu konuda yapilacak
caligmalara yardimci olacaktir. Bu amagla yapilan bir ¢calismada J-357 soya cesidine ait
tohumlar kullanilmistir. Soya tohumlar1 steril kosularda ¢imlendirilmis ve siirgiin ucu
kiiltiirleri kurulmustur. Petri kutular igerisindeki eksplantlar 2,9 — 4,6 mT’ lik manyetik
alandan 2,2, 6,6 ve 19,8 saniyelik siirelerde gecirilmistir. Kontrol ve manyetik alana maruz
birakilan eksplantlardan rejenere olan siirgiin sayilari, kok olusumlari, yas agirhik ve
klorofil miktarlart belirlenmistir. Siirgiin olusumu kontrol grubunda %61,91 iken bu oran
tim manyetik alan uygulamalarinda artmis ve 2,2 ve 6,6 saniyelik siirelerde manyetik
alana maruz birakilan eksplantlarda sirastyla % 86,96 ve % 74,36’ya yiikselmistir. Yine
kok olusum yiizdesi kontrolde % 14,29 iken ayni siirelerde manyetik alandan gegirilenlerde
bu oran sirasiyla % 26,08 ve % 35,90’a yiikselmistir. Rejenere olan bitkilerin yas
agirliklar belirlenmis ve 6,6 sn siire i¢cin manyetik alan uygulanan eksplantlardan rejenere
olan fidelerde yas agirliklar1 kontrole gore dnemli olarak artmigtir. Manyetik alanin klorofil
miktarlar1 {izerine etkileri belirlenmis ve 2,2 sn siireyle manyetten gegirilenlerde klorofil a,

klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinda bir artis saptanmustir (Atak, 2003).

Criveanu ve Taralunga (2006) yaptiklar1 ¢alismada Mentha x piperita, Mentha
spicata, Mentha villosa, Calendula officinalis eksplantlarinin ekildigi besiyerlerine 0,4
x10™*T, 3x10™T ve 0 T manyetik alan uygulamislardir. Sonrasinda kallus olusum frekansi
ve biliyiime miktarlarini d6lgmiislerdir. En yiiksek kallus olusum frekansi ve biiylime
miktarlart  3x10*T uygulanmis bitki kalluslarinda saptanmustir. Ancak Calendula

officinalis bitkisinin bliylime miktari ise kontrolde en yiiksek seviyede saptanmistir.

Yapilan bir ¢alismada H. calycinum L. bitkisini kati LS besiyerine ekilip doku
kiltiri teknigi ile kallus olusturulmus ve sonra bunlar1 sivi LS besiyerine aktarip hiicre
kiiltiirii elde edilmistir. Sonugta kiiltiir ortamindaki hiicrelerin Hiperisin iiretebildikleri

gosterilmistir (Klingauf ve ark., 2005; Boubakir ve ark., 2005).

Santarem ve Artista (2003) yaptiklar1 ¢alismada Hypericum perforatum L. en uygun
yetistirme ortami saglanarak, in vitro sartlarda ve dogal ortamda yetistirilen bitkilerin

Hiperisin madde miktarlarini karsilastirmislardir. Hiperisin miktar1 analizleri sonucunda, in

11
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vitro kosullarda ve dogal ortamlarda yetistirilen bitkilerin siirglin ve yapraklarindaki

Hiperisin miktarlar1 arasinda bir fark olmadigi saptanmistir.

Yaycili ve Alikamanoglu (2005), Paulownia tomentosa ve Paulownia fortunei
bitkileri ile yaptiklar1 bir ¢aligmada, bitki tohumlarint 2,9-4,8 mT ve 1 m s hizla ve 2,2,
6,6 ve 19,8 saniye stirelerle gegirip doku kiiltiiriine almiglardir. 28 giiniin sonunda bitki yas
agirlik, yiikseklik, yaprak sayisi ve klorofil miktarlarini karsilastirip her 3 uygulamanin da

kontrole gére MA uygulanan 6rneklerde daha yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Soya doku kiiltiiriinde yapilan bir ¢aligmada, manyetik alanin soya doku kiiltiirtinde
peroksidaz aktiviteleri aragtirllmigtir. Stirglin 6rnekleri petri kaplarina konarak 2,2 ve 19,8
saniye periodluk manyetik alanlarda 2,9 - 4,6 mT’ lik MA aki yogunlugundaki magnetlerin
bulundugu bir diizenekte maruz birakilmistir. Elde edilen siirgilinlerin siirgiin ve kok
degisim orani, net agirliklar, klorofil miktarlari, toplam RNA konsantrasyonlar1 ve

peroksidaz aktiviteleri, kontrol ve denek siirgiin 6rnekleri ele alinmistir.

Stirglin formasyon orani kontrol grubunda 28,57 iken, bu oran 2,2 ve 19,9 saniye
manyetik bagli olarak 94,33 ve 78,18 degerlerine ylikselis gostermistir. Yine ayni
periyotlar da uygulanan MA’ a gore kok formasyzonlar1 kontrollerde % 4,76 iken bu oran
deney grubunda % 47,17 ve % 54,54 oranlarina ylikselmistir. Net agirliklar ise, deney
grubu, kontrollere gore daha agir olduklar1 saptanmistir. Klorofil a ve Klorofil b ve toplam
klorofil igerikleri kontrollerle karsilastirildiginda, 2,2 saniye periyotlu MA uygulanan
gruplarda % 21, % 13 ve % 18 oranlarinda daha yiiksek olarak goriilmiistiir.

Peroksidaz aktiviteleri tiim manyetik alan uygulamalarinda kontrole gore artis
gostermistir. Fidelerin toplam RNA konsantrasyonlar1 da kontrollere gore biiylik oranda
artis oldugu bulunmustur. 2,2 s periodlu manyetik alana maruz birakilan siirgiin
orneklerindeki rejenerasyon ve bitki biiylimesi, kontrollere gore artis gostermistir (Atak,

2007).

Yapilan calismalar Hypericum calycinum L. hiicre Kkiiltiirinde Hiperisin’ in
homologu olan Hiperforin iskeletinin iiretilebilinecegini gostermistir (Klingauf ve ark.,

2005; Boubakir ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Deney Materyalinin Elde Edilmesi

Bu calismada Hypericum tiirii olan Hypericum calycinum L. gévde ve yapraklar

kullanilmastir.

Deney materyali Eyliill 2008 ve Eyliil 2009 tarihlerinde Canakkale’nin Bayramig
Ilgesine bagli Ayazma bdlgesinden taze olarak toplanmustir. Bitkilerin teshisi Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden Prof. Dr. Ahmet
GONUZ tarafindan yapilmistir.

3.2. Eksplantlarin Hazirlanmasi

Farkli Manyetik alan siddetleri uygulanacak olan Hypericum calycinum L. eksplant
gruplarii olusturabilmek i¢in 6nce bitkilerdeki gen¢ yapraklar ve gdvdeler toplanarak,

uygulanacak MA siddetlerine gore etiketlenmis temiz polietilen posetlere yerlestirilmistir.
3.3. Manyetik Alan Uygulamasi

Manyetik alan uygulamalar1 i¢in Onsekiz Mart Universitesi Egitim Fakiiltesinde
bulunan manyetik alan diizenegi kullanilmistir (Sekil 3.3.1 ). En uygun manyetik alan
siddetlerini belirlemek amaciyla H. calycinum L. bitkisinin en iistteki gen¢ yapraklar ve
taze govdeler toplanip etiketlenmis torbalara aktarilmistir. Materyaller, h = 0,025 m' lik bir
magnet yiiksekliginde, 3,8 - 4,8 mT 'lik bir manyetik aki yogunlugunda magnetlerin
olusturdugu ve 1m/sn ‘liikk hiza sahip bir hareketli bir banttan olusan bir diizenekten geng
yapraklar ve taze govdeler ayr1 ayr1 gruplar halinde, Kontrol, 1 kez , 3 kez , 5 kez ve 9
kez olacak sekilde MA dan gegirildi (Gaul, 1977; Yalgin, 1992). Materyaller oda
sicakliginda, saat 12:00-13:00 arasinda manyetik alandan gecirilerek soguk zincir

i¢cerisinde ekim kabinine tasinmustir.
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L= 1,2 m (Tas1yic1 kayis uzunlugu)
h= 0,025 m (Ornek ile magnetler arasi1 uzaklik)
d= 0,15 m (Magnetler aras1 uzaklik)
n= 10 (Magnet sayis1)
v=1 m/s (Manyetik alandan gecis hizi1)
Sekil 3.3.1. Manyetik alan diizenegi
3.4. Doku Kiiltiirii Ortaminin Belirlenmesi

Farkli manyetik alan uygulamasi yapilan H. calycinum L. eksplantlarinin kallus
olusumu i¢in ihtiya¢ duyduklar1 optimum besiyeri kosullarinin belirlenmesi icin 8 g 1™
Agar-Agar, 30 g I sukroz ve 443 g 1" MS’ e ek olarak asagidaki hormon

kombinasyonlar1 denenmistir.

1- 1 g!I" Kinetin

2- 1g1"'2,4-D

3- 1g1"'BAP

4- 1g1"1AA

5- 0,5 g 1" Kinetin + 0,5 g 1" 2,4-D
6- 0,5 g 1" Kinetin + 0,5 g I"' BAP
7- 0,5g1'24-D+0,5¢g1" BAP
8- Hormon Yok
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Bu segenekler i¢cinde en iyi sonu¢ 5 numarali uygulamadan elde edilmis olup
calismada bu besiyeri kullanilmistir ( Pretto ve Santarem, 2000; Yaycili, 2003; Erkara ve
Tokur, 2004; Ayan, 2005 ).

3.4.1. Doku Kiiltiirii Ortamnin Kurulmasi

Doku kiiltiirii ortaminin kurulmasinda, kallus olusumu ig¢in gereken optimum
kosullar dikkate aliarak ¢alisilmustir. Bunun igin 8 g I'' Agar-Agar, 30 g I sukroz, 0,5 mg
I 2,4-D ve 0,5 mg 1" kinetin igeren MS besi yeri kullanilmistir (Ayan ve ark., 2005).

3.4.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

0,5 mg 2,4-D 3ml EtOH + 2ml saf su igerisinde, 1siticili manyetik karistirict
yardimiyla ¢oziindii. 0,5 mg Kinetin 3ml ve 1 Normal NaOH ¢6zeltisi + 2 ml saf su
icerisinde ¢oziindii. 1 Litrelik beher igerisine 700 ml saf su konularak igerisinde 4,43 g MS,
30 g Sukroz ve 8 g Agar-Agar ¢oziildi. Biiyiime diizenleyici ¢ozeltileri besiyerine eklendi.
Besi yeri saf su ile 1000 ml’ ye tamamlandi. pH 1 Normal HCI ¢o6zeltisi titre edilerek 5,8 e
diisiiriildii. Hazirlanan besiyeri agzi hafif aralik birakilmis cam sise ile 20 dakika, 1 atm
basingta otoklavlandi. Otoklav sonrasi sise oda 1sisina diisiince steril kabin icerisinde, yine
otoklav ile sterilize edilmis 30 petriye pay edildi ve sogumaya birakild1 (Ayan ve ark.,
2005)

3.5. Farkhh Manyetik Alan Siddetleri Uygulanmis Eksplantlarin Kiiltiir

Ortamina Ekimi

Farkli manyetik alan siddetleri uygulanan materyaller soguk zincir aracilig1 ile uygun

kiiltiir ortamina ekimi i¢in bir saatten daha kisa bir slirede laboratuara ulastirildi.

Soguk zincir igerisinde laboratuara taginan govde ve yapraklar burada her grup ayri
ayr1 % 20 sodyumhipoklorit (Kokusuz ve katkisiz ticari camasir suyu) + % 0,05 Twin 20
iceren ¢ozeltide 20 dakika, % 70 lik Etil alkolde 1 dakika sterilize edildi. Sterilizasyonu
engelleyici hava kabarciklarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in araliklarla steril pens ile
kanistirildi. Bu islemlerin sonunda beherlerin dis yiizeyleri % 70 lik ethanol ile sterilize
edilerek steril kabine aktarildilar. Yapraktan 0,5 cm®’lik ve gdvdeden 15mm’lik eksplantlar
alindi. Bu pargalar her petride 4 eksplant ve her grup icin 3 tekerriir (Petri) olmak {izere
kiiltiir ortamina (8 g I' Agar-Agar, 30 g I"' sukroz, 0,5 mg I"' 2,4-D ve 0,5 mg I"' kinetin
iceren MS) ekim yapildi (Ayan ve ark., 2005; Yaycili, 2003).
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Yapraklarin disa bakan kenar kisimlar1 kesilerek, govde eksplantlar1 da kesik uglari
besi yerine temas edecek sekilde yerlestirilerek yara olusumu saglandi (Ayan ve ark.,

2005).

Eksplantlar 5 hafta 26+2 °C ve karanlik giin periyoduna sahip biiyiime kabinine
yerlestirildi (Sekil 3.5.1.).

Sekil 3.5.1. Eksplantlarin besiyerine ekimi (a), 5 hafta sonra kallus olusan kalluslar

(b)
3.6. Hiperisin Miktarinin Saptanmasi

Kontrol ve manyetik alan uygulanan gévde ve yaprak eksplantlarinin besiyerine
ekimi sonrasinda eksplantlardan yetistirilen kalluslar 5 haftanin sonunda saf su ile
temizlenip yas agirliklart 6l¢iildii. 50 mg 6rnek 10 ml kloroform igeren sigelere konulup
homojenize edildi. Son islemde 6rnekler 13000 x g ile 10 dakika santrifiij edildi. Renksiz
siipernatant pipetle alind1 ve metanol ile degistirildi. Ornekler 40°C lik su banyosunda 18
saat homojenize edildi. Santrifiijjden sonra 1 ml siipernatant test tlipiine alindi. 590 nm
dalga boyundaki absorbsiyon degerleri saptandi. Hiperisin formiiliinde yerine konularak

(%) hiperisin miktarlar1 hesaplandi (Ayan ve ark., 2005).

A.590 1

X x1
718  (gram) ornek /100 ml 00

% Hiperisin (mg) =
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3.7. istatistiksel Analizler

Kontrol ve MA’ a maruz birakilan gévde ve yaprak eksplantlarindan olusan 5
haftalik kalluslarin tartilan taze agirliklarinin ve Hiperisin miktarlariin istatistiksel
degerlendirilmeleri, TOTEMSTAT paket programinda varyans analizine ve Duncan ¢oklu
testine gore yapildi. (Diizglines, 1987; Siimbiiloglu, 2000)
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4. BULGULAR

Tiim ¢aligmalar, Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii ve

Egitim Fakiiltesi laboratuarlarinda 2 yil siireyle yiirtitiilmiistiir.

Bu ¢alismada H. calycinum L. bitkisinden elde edilen govde ve yapraklar Agustos
2009 tarihinde 0, 1, 3, 5, 9 kez MA’ dan gegirilip 5 hafta sonra olusan kalluslarin, kallus
olusum ytizdesi, yas agirlig1 ve hiperisin igerigi arastirilmistir. Elde edilen veriler bu boliim

de irdelenmistir.
4.1.Doku Kiiltiirlerine Manyetik Alanin Etkisi

4.1.1. Manyetik Alamin H. calycinum L. Bitkisine Ait Govde Eksplantlarindan

Kallus Olusum Frekansi Uzerine Etkisi

Manyetik Alanin H. calycinum L doku kiiltiirii izerine etkisini saptamak amaci ile bu
bitkiye ait govdeler 3,8 - 4,8 mT ’lik manyetik aki yogunlugundan sirasiyla 0, 1, 3, 5 ve 9

kez gegirilerek manyetik alan uygulamalar1 yapildi.

Bu manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. govdeler kiiltiir
ortamina ekimi yapilarak 5 hafta gozlendi ve manyetik alanin H. calycinum L. kallus

kiiltiirlerinin gelisimine olan etkisi saptandi (Sekil 4.1.1.).

Sekil 4.1.1.1. Kontrol ve farkli manyetik alan siddetine maruz birakilan H. calycinum

L. Govde eksplantlarindan olusan kalluslar (5.Hafta)
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Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L govde

eksplantlarindan kallus olusum frekansi Cizelge 4.1.1.1.°de verilmistir.

Cizelge 4.1.1.1. Kontrol ve farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H.

calycinum L govde eksplantlarin dan kallus olusum frekansi (5. Hafta).

Uygulama Kallus Olusum Frekansi (%)
Co 80
Cl 86.66
C3 93.33
Cs 93.33
C9 80

Cizelgede de goriildiigli gibi 5.hafta sonunda manyetik alan siddetine maruz
birakilmayan kontrol grubunda (C0), kallus olusum yiizdesi % 80 iken manyetik alana
maruz birakilan C1 uygulamasinda % 86,66’ ya, C3 ve C5 uygulamalarinda % 93,33 e
yiikseldigi, ancak C9 uygulamasinda kontrole gore bir farklilik gostermedigi saptandi.

Gozlemler sonucunda manyetik alanin, H. calycinum L. gdvde eksplantlarindan
kurulan kiiltiirlerde kallus olusum ytiizdesini C1, C3 ve C5 uygulamalarinda kontrole gore

artirdig goriilmektedir (Sekil 4.1.1.2)

_ 100
E\i 93,33 93,33
7 90 86,66
=
S 80 80
® 80
=
E 70
1723
=
=)
Y 60
E
2 50
co c1 C3 c5 C9
Manyetik Alan Siddeti

Sekil 4.1.1.2. Manyetik alanin H. calycinum L.” un, gévde eksplantlarindan kallus olusum

frekans1 uzerine etkisi
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4.1.2. Manyetik Alanin H. calycinum L. Bitkisine Ait Yaprak Eksplantlarindan

Kallus Olusum Frekansi Uzerine Etkisi

Manyetik alanin H. calycinum L doku kiiltiirii tizerine etkisini saptamak amaci ile
ayni bitkiye ait yapraklar1 3,8 — 4,8 mT manyetik aki yogunlugundan sirasiyla 0, 1, 3, 5 ve

9 kez gecirilerek manyetik alana maruz birakildi.

Bu manyetik alan siddetlerine maruz birakilan ve kiiltiire alinan H. calycinum L
yaprak eksplantlar1 5 hafta gozlendi ve manyetik alanin H. calycinum L. Kallus olusum

frekansina etkisi saptandi.

Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. yaprak

eksplantlarindan kallus olusum frekansi1 Cizelge 4.1.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1.2.1 Kontrol ve farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum

L. yaprak eksplantlarin dan kallus olusum frekansi (5. Hafta).

Uygulama Kallus Olusum Frekansi (%)
Co 66,66
Cl 60
C3 66,66
Cs 60
C9 73,33

H. calycinum L. yapraklarina uygulanan farkli manyetik alan siddetleri sonucu
eksplantlardan olusan kalluslarin yiizdesi, kontrol ve C3 uygulamalarinda % 66,66 iken C1
ve C5 uygulamalarinda % 60’a digmistiir. Kallus olusum frekans: kontrole gore C9

uygulamasinda % 73,33 ‘e yiikselmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore, H. calycinum L. yaprak eksplantlarindan kurulan
kiltiirlerde kallus olusum yiizdesinin C3 uygulamasinda kontrolle yaklastigi ancak C9
uygulamasinda kontrole gore artirdig1 saptandi (Sekil 4.1.2.1).
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80

73,33

70

60

50

Kallus Olusum Frekansi (%)

40
co C1 Cc3 c5 c9

Manyetik Alan Siddeti

Sekil 4.1.2.1. Manyetik alanin H. calycinum L.” un yaprak eksplantlarindan elde edilmis

kalluslarin olusum frekansi {lizerine etkisi

4.1.3. Manyetik Alanin H. calycinum L. Bitkisine Ait Govde Eksplantlarindan
Elde Edilen Kalluslarin Taze Agirhiklar1 Uzerine EtKisi

H. calycinum L. bitkisine ait gévdeler kontrol ve farkli manyetik alan giddetlerine
maruz birakilmis ve kurulan eksplant kiiltiirlerinde 5.hafta sonunda olusan kalluslarin

ortalama taze agirliklar1 Cizelge 4.1.3.1 ve Sekil 4.1.3.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1.3.1. Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. gbvde

eksplantlarindan elde edilen kalluslarin taze agirliklar: (5. Hafta).

Uygulama Kallus Taze Agirhg (gr)
Co 1,466+0,125 a°
Cl1 1,183+0,104 b
C3 1,233+0,057 b
C5 1,200+0,05 b
C9 1,150+0,05 b

*Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim manyetik alan siddetlerinde kallus taze agirlik ortalamalari

arasindaki farklarin; Duncan ¢oklu testine gore 0,05 seviyesinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

+ standart sapma
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Cizelgede goiildiigii gibi 5. hafta sonunda kontrol grubunda olusan kalluslarin taze
agirligr 1,466 g’ dir. Bu deger C1 uygulamasinda 1,183 g, C3 uygulamasinda 1,233 g, C5
uygulamasinda 1,200 g ve C9 uygulamasinda 1,150 g’ lik azalis gostermistir.

Govde eksplantlarindan elde edilen kalluslarin yas agirliklarinin, MA’ 1 tiim
uygulamalarinda (C1, C3, C5, C9), kontrole gore (CO) azalmanin saptanmasi, farkli
manyetik alan siddetlerinden etkilendigini gostermektedir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonunda, farkli manyetik alan siddetlerinin kontrole gore kallus taze

agirhig iizerindeki azaltict etkisi nemli bulunmustur (P<0,05).

1,44
1,24
1,04
0,84
0,64
0,44

0,24

Ortalama Kallus Taze Agirhg (gr)

0,04

Cco C1 Cc3 C5 co
Manyetik Alan Siddeti

Sekil 4.1.3.1. Manyetik alanin H. calycinum L.’ un gévde eksplantlarinin, kallus taze

agirhig lizerine etkisi

4.1.4. Manyetik Alanin H. calycinum L. Bitkisine Ait Yaprak Eksplantlarindan
Elde Edilen Kalluslarin Taze Agirhiklar1 Uzerine EtKisi

Fakli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. bitkisine ait
govdelerden kurulan eksplant kiiltlirlerinden elde edilen kontrol ve muamele gruplarina ait

kalluslarin ortalama taze agiliklar1 Cizelge 4.1.4.1 ve Sekil 4.1.4.1 ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.1.4.1 Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. yaprak

eksplantlarindan elde edilen kalluslarin taze agirliklar: (5. Hafta).

Uygulama Kallus Taze Agirhg (gr)
CO 1,33340,104 a"
Cl1 1,083+0,104 b
C3 1,1334+0,057 b
Cs5 1,100+0,05 b
C9 1,066+0,076 b

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim manyetik alan siddetlerinde kallus taze agirlik ortalamalari

arasindaki farklarin; Duncan ¢oklu testine gore 0,05 seviyesinde énemli oldugunu gostermektedir.

+ standart sapma

Cizelgede goriildigi gibi 5. hafta sonunda kontrol grubunda olusan kalluslarin taze
agirhigr 1,333 g’ dir. Bu deger C1 uygulamasinda 1,083 g, C3 uygulamasinda 1,133 g, C5
uygulamasinda 1,100 g ve C9 uygulamasinda 1,066g’lik azalis géstermistir

Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin yas agirliklarinin, MA’ 1n tiim
uygulamalarinda (C1, C3, C5, C9), kontrole gore (CO) azalmanin saptanmasi, farkli
manyetik alan siddetlerinden etkilendigini gostermektedir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonunda, farklt manyetik alan siddetlerinin kallus taze agirlig1 izerindeki

etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,05).

1,64
1,44
1,24
1,04

0,84

0,64
0,44

0,24

0,04

Ortalama Kallus Taze Agirlgi(gr)

Cco C1 C3 C5 C9

Manyetik Alan Siddeti
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Sekil 4.1.4.1. Manyetik alanin H. calycinum L. yaprak eksplant1 kallus yas agirlig1 {izerine

etkisi

4.1.5. Manyetik Alanin H. calycinum L. Bitkisine Ait Govde Eksplantlarindan
Elde Edilen Kalluslarin Hiperisin Miktarina Etkisi

Manyetik alan siddeti uygulanan H. calycinum L. govdelerinden olusturulan
eksplantlarindan elde edilen kalluslarda kontrol ve muamele gruplarinda hiperisin
miktarin1 saptamak amaci ile spektrometrik Olclimler yapildi. 590 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri Olgiilerek hiperisin miktarlar1 hesaplandi. Cizelge 4.1.5.1 ‘de
goriildiigii gibi farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan gévde eksplantlardan
gelisen kalluslardaki hiperisin miktarlarinda, kontrol grubu eksplantlarindan gelisen kallus
hiperisin miktarlarina goére bir artis oldugu saptanmistir. C3 manyetik alan uygulamasi
yapilan govde eksplantlarindan gelisen kalluslar da bulunan hiperisin miktari, diger
gruplardan gelisen kalluslarin hiperisin miktarlarina gore belirgin bir artis gdstermektedir

(Sekil 4.1.5.1).

Cizelge 4.1.5.1. Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. gévde

eksplantlarindan elde edilen kalluslarin hiperisin miktarlar1 (5. Hafta).

Uygulama Kallus Hiperisin Miktar1 (%)
Co 0,0693+0,0004 d”
C1 0,0792+0,0011 b
C3 0,0826+0,0013 a
C5 0,0749+0,0010 ¢
C9 0,0702+0,0010 d

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim manyetik alan siddetlerinde kallus hiperisin miktarlari

ortalamalar1 arasindaki farklarin; Duncan ¢oklu testine gore 0.01 seviyesinde 6nemli oldugunu géstermektedir.

Farkli manyetik alan siddetleri uygulanan H. calycinum L. gévde eksplantlarindan
elde edilen kalluslarin hiperisin miktarlar1 {izerine etkisi Duncan ¢oklu testine gore
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gdére manyetik alan uygulamalarinda kontrol ile

aralarindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (P< 0,01).
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Sekil 4.1.5.1. Manyetik alanin H. calycinum L. gévde eksplantlarindan elde edilen

kalluslarin hiperisin miktarlar1 tizerine etkisi

4.1.6. Manyetik Alanin H. calycinum L. Bitkisine Ait Yaprak Eksplantlarindan Elde

Edilen Kalluslarin Hiperisin Miktarlarina Etkisi

Manyetik alan siddeti uygulanan H. calycinum L. yapraklardan olusturulan
eksplantlardan elde edilen kalluslarda kontrol ve muamele gruplarinda spektrometrik
Olclimler yapilarak, 590 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilerek hiperisin

miktalar1 hesaplandi.

Cizelge 4.1.6.1 ‘de goriildiigii gibi C1, C3 ve C5 manyetik alan siddetlerine maruz
birakilan yapraklarin eksplantlarindan gelisen kalluslardaki hiperisin miktarlarinda, kontrol
grubu gbovde eksplantlarindan gelisen kallus hiperisin miktarlarina gore bir artis oldugu
saptanmistir. C9 manyetik alan uygulamasinda ise hiperisin miktarinin kontrole yakin bir

art1g gosterdigi bulunmustur (Sekil. 4.1.6.1).
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Cizelge 4.1.6.1. Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan H. calycinum L. yaprak

eksplantlarindan elde edilen kalluslarin hiperisin miktarlari (5. Hafta).

Uygulama Kallus Hiperisin Miktar1 (%)
Co 0,0673+0,0005 b
Cl 0,0769+0,0012 a
C3 0,0771+0,0046 a
Cs 0,0763+0,0048 a
C9 0,0682+0,0010 b

* Aym harfle gosterilmeyenler, kontrol ve uygulanan tiim manyetik alan siddetlerinde kallus hiperisin miktarlar

ortalamalar1 arasindaki farklari; Duncan ¢oklu testine gore 0.05 seviyesinde dnemli oldugunu gostermektedir.

Farkli Manyetik alan siddetleri uygulanan H. calycinum L. yapraklardan elde edilen
eksplantlarindan olusan kalluslarin hiperisin miktarlar: tizerine etkisi Duncan ¢oklu testine
gore incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore manyetik alan uygulamalarinda kontrol ile

aralarindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (P< 0.05).
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Sekil 4.1.6.1. Manyetik alanin H. calycinum L. yaprak eksplantindan elde edilen kallusun

hiperisin miktarlar1 tizerine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada tibbi anlamda 6nemli bir bitki olan H. calycinum L. i¢in rejenerasyonu
yiiksek seviyede tesvik eden besi yeri belirlenmis, govde ve yaprak eksplantlarindan

kurulan kiiltiirlerde MA’ 1n etkisi saptanmustir.

Gilintimiizde yiiksek kaliteli iiretim materyali olusturmak ve g¢esitlerin yetersiz
yonlerini gelistirmek amaciyla geleneksel bitki 1slah metotlarinin yaninda alternatif
metotlar da kullanilmaktadir. Bu metotlardan biride MA’ 1n bitkilere uygulanmasidir. Ayni
zamanda in vitro kiiltiirlerin bitki biyolojisine girmesi bazi problemlerin ¢dziilmesi i¢in ¢ok

etkili bir arag ve yeni bir metot olmustur.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda MA’ 1n c¢esitli bitki ozellikleri {izerine olumlu
etkileri oldugu goézlenmistir. MA’ 1n canlilarin molekiil ve hiicreleri {izerine etkilerini
belirlemek icin yapilan in vitro ve in vivo calismalar yaninda, bitki biiyiimesinin
hizlandirilmast ve verimin artirilmast ile ilgili olarak cesitli bitkilerle yapilan ¢alismalar,
MA’ 1 olumlu yonde bir etkisi oldugu goriisiinii desteklemektedir (Bosica ve Zeriu, 1990;
Hayashi ve ark., 1992; E-WS ve ark., 1995; Dias ve ark., 1998; Pretto ve Santarem, 2000;
Karppinen ve ark., 2007).

Alikamanoglu ve ark. (2007) Paulowinia tomentosa doku kiiltiirii lizerine MA ve
gama radyasyonun etkisini arastirmislar, MA’ in Paulowinia tomentosa kiiltiirlerinin bitki
yenilenmesini arttirdigimi ve destekledigini gozlemlemislerdir. Uygulanan radyasyon
dozunun yenilenme yetenegini diislirdiiglinii, MA’ la kombine edildiginde ise tekrar
desteklendigini belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, MA’ m bitki yas agirligi,
yaprak sayis1 ve klorofil miktar1 tiizerine olumlu etkileri, radyasyonun ise ayni
parametrelerde negatif etkilerinin oldugu saptanmis, MA ve gama radyasyonunun birlikte
uygulandigi durumlarda ise bu parametrelerin radyasyon dozuna bagli olarak degistigi ve

MA tarafindan radyasyonun etkisinin indirgendigi belirlenmistir.

Calismamizda Hypericum bitkisinde yapilacak in vitro MA ¢aligmalarinda
kullanilacak optimum MA siddetinin belirlenmesi i¢in H. calycinum L. gdvde ve yaprak

orneklerinden olusturulan eksplantlardan gelisen kalluslar kullanilmistir.
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Doku kiiltiiri kurulmasinda H. calycinum L. eksplantlarinin kallus olusumu igin
ihtiya¢ duyduklar1 optimum besiyeri kosullar1 olarak 8 g I' Agar-Agar, 30 g I sukroz, 0,5
mg 1" 2,4-D ve 0,5 mg "' kinetin igeren MS besi yeri belirlenmistir.

Bitki doku kiiltiiriinde rejenerasyonun yiiksek seviyede olmasi besiyeri ve besi yerine

eklenen hormon konsantrasyonlarina baglidir (Rao ve ark., 1996).

Yaptigimiz bu c¢alismada optimum Hypericum calycinum L. i¢in uygun besi yeri
kosullarini olustururken elde etti§imiz sonuglara benzer sonuclar da Hypericum’ un bagka
bir tiirii olan H. perforatum L. tiiriinde yapilan bir caligmada gosterilmistir. Bu ¢alismada
H. perforatum L. eksplantlarindan kallus olusumunun 30 g I sukroz, 0,5 mg I"' 2,4-D ve
0,5 mg I"! kinetin iceren MS ortaminda en yiiksek seviyede oldugu rapor edilmistir (Ayan
ve ark., 2005).

Bitki hormonlart, bitkilerin biiylime ve gelismesini kontrol altina alan en 6nemli i¢sel
faktorlerden biridir. Bitki hormonlar1 biiyiime ve gelisme olaylarinda belli bir takim
etkilerinden ve diizenleyici Ozelliklerinden dolay1 bitki biiyiime diizenleyicileri olarak

adlandirilirlar (Onder ve Yentiir, 1999).

Hypericum doku kiiltiirii ¢caligmalarinda rejenerasyon, bitkinin ¢esitli kistmlarindan
alman eksplantlarla tesvik edilmektedir. Calismamizda doku kiiltiirlerinin kurulmasi igin
H. calycinum L. gévde ve yaprak eksplantlar1 kullanilmistir. GGvde ve yaprak eksplantlari

0, 1,3,5ve9 kez MA’ dan gecirilerek kallus olusum yiizdeleri belirlenmistir.

Bu calismada doku kiiltiirleri kurulan H. calycinum L. govde eksplantlarindan elde
edilen kontrol bitkilerinin kallus olusum frekans1 % 80 iken C1, C3, C5 ve C9 MA
uygulamalarinda sirasiyla % 86,6, % 93,3, % 93,3 ve % 80’ dir. Govde eksplantlarina
uygulanan farkli manyetik alan siddetlerinin kallus olusum yiizdesini kontrole gore

artirdig1, ancak C9 uygulamasinda kontrole gore bir farklilik gdstermedigi saptandi.

H. calycinum L. yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin olusum frekanslari
kontrol de % 66,6, C1 de % 60, C3 de % 66,6, C5 de % 60 ve C9 da % 73,3 olarak
belirlendi. Yaprak eksplantlarina uygulanan farkli manyetik alan siddetlerinin kallus
olusum ytiizdesinin kontrole gore bir artis gdstermedigi, ancak C9 uygulamasinda kontrole

gore bir artig oldugu saptandi.
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Bais ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Hypericum perforatum L. doku kiiltiiriine en uygun
eksplantin yapraktan elde edildigini, maksimum verimin karanlik kosullarda oldugunu,
ayrica hiperisin ve diger alkoloidlerin kallus asamasinda olusabilecegini gostermislerdir

(Bais ve ark., 2002).

MA’ 1n, bitkilerin meristem hiicrelerinde, hiicre metabolizmalarin1 etkileyen bir
faktor oldugu, mitoz boliinme iizerinde 6nemli etkisinin bulundugu ve bitkilerde hiicre
siklusunda Gi1 fazinin degismesine neden oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir

(Fomicheva ve ark., 1992; Belyavskaya ve ark., 1992; Fomicheva ve ark., 1992).

Bitkilerin sahip olduklar1 genotipik farkliliklar sebebiyle MA’ a verecekleri cevapta
farkli olmaktadir. Bu nedenle her bitki ¢esidinde istenilen en yiiksek verimin elde edilmesi

icin uygun MA siddet araliginin saptanmasi gerekmektedir (Yalgin, 2002).

Atak ve ark. yaptiklar1 bir calismada Paulownia tohumlarinin ¢imlenmesinde MA’ in
olumlu etkisini gostermislerdir. 12. glinde 4,7-5,7 mT’ lik MA’ a 19,8 sn maruz birakilan
P. tomentosa tohumlarinda ¢imlenme yiizdesi ve fide sayist kontrol grubundan yiiksek
bulunmustur. Yine Atak ve ark. 3,8-4,8 mT' ik MA’ dan gegirilen biitiin P. elongala
tohumlarinda kontrole gore daha fazla ¢imlenme meydana geldigini ve kontrol grubunda
¢imlenme oran1 % 40 iken MA”’ a 2,2 sn maruz birakilan tohumlarda bu oranin % 50,67' ye

yiikseldigini belirtmislerdir (Atak ve ark., 2000).

Cesestino ve ark. mese (Quercus suber L.) bitkisinde in vitro MA ¢alismasi yaparak
kurduklar1 somatik embriyo kiltiirlerine 50 Hz, 15mT' ik EMA uygulamislar ve
embriyogenezin, genotipin yanisira MA’ a maruz birakilma siiresi ile tesvik veya inhibe

edilebilecegini ortaya koymuslardir (Celestino ve ark., 1998).

Bitkilere uygulanan MA’ 1n, bitki gelisiminin ¢esitli parametrelerinde degisimler
meydana getirdigi bir ¢ok bitki ¢esidi ile yapilan ¢alismalarda da gosterilmistir (Muraji ve
ark., 1998; Fomicheva ve ark., 1992).

Arastirmamizda H. calycinum L. Govde ve yaprak eksplantlart ile kurulan
kiiltiirlerde MA siddetinin bitki gelisimi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla kiiltiir
ortaminda rejenere olan bitkilerin kallus taze agirliklar1 saptanmistir. Kiiltiir ortaminda

rejenere olan H. calycinum L. bitkisinin taze agirliklar1 MA’ dan etkilenmektedir.

29



BOLUM 5 — TARTISMA VE SONUC Selim ISLEKDEMIR

Govde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin taze agirliklarinin, MA’ 1n
tiim uygulamalarinda (C1, C3, C5, C9), kontrole gore (C0O) azalmanin saptanmasi, farkli
manyetik alan siddetlerinden etkilendigini gOstermektedir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonunda, farklt manyetik alan giddetlerinin kallus taze agirlig1 izerindeki

etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Lucchesini ve ark. Prunus cerasifera doku Kkiiltiirii lizerine MA’ 1n etkisini
arastirmislar ve kurulan kiiltiirlerde kontrole gore siirgiin sayisinda, koklerime oraninda,
bitki uzunlugunda, ayrica bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak bitki

taze agirliginda bir artis meydana geldigini bildirmislerdir (Lucchesini ve ark., 1992).

Yine Corneanu ve ark. yaptiklar1 Aloe arborescens bitkisinden kurduklari in vitro
kiiltiirlerde  MA’ 1n kok rejenerasyonunu ve slirgiin olusumunu tesvik ettigini

bildirmislerdir (Corneanu ve ark., 1994).

Atak ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢aligmada soya doku kiiltiirlerinde rejenerasyonun MA
tarafindan uyarildigin1 belirlemiglerdir. Kontrole gére ve MA’ a maruz birakilan
eksplantlardan rejenere olan siirglin sayilari, kok durumlari, yas agirlik ve klorofil

miktarlarinda da artig oldugunu saptamisglardir.

Yaycili ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢calismada Paulownia doku kiiltlirii tizerine 2,9 —
4,8mT olan manyetik alan1 0, 2,2, 6,6 ve 19,8 sn siire ile uygulamislar, MA siddetinin
stiresine bagli olarak kiiltiirde bitki rejenerasyonunu hizlandirdigy, bitki taze agirlgi, bitki

boyu, yaprak sayisi ve klorofil miktarini artirdigini bulmuslardir.

MA’ m biyolojik etkilerini gdsteren caligmalara gore, MA hiicre c¢ogalmasini
artirmaktadir. MA’ 1 hiicre siklusunun G1 evresinde RNA ve protein sentezinde onemli
degisikliklere neden oldugu ve 3,5 mT siddetindeki MA’ a maruz birakilan hiicrelerde
mRNA ve toplam RNA diizeylerinde artis meydana geldigi belirtilmistir. Nitekim 10~-10
T arasindaki bir MA araliginin, elektron spin sistemini etkileyerek kimyasal reaksiyonlari
baslattig1 bilinmektedir. Bununla birlikte biyolojik sistemlerde MA etkisinin, ara kimyasal
reaksiyonlar iizerindeki etkinligi heniliz tam anlami ile saptanamamistir (Negishi ve ark.,

1999; Grundler ve ark., 1992; Belyavskaya ve ark. 1992; Lebedev, 1975)

Hypericum perforatum L., ¢cok eskiden beri yaralar iyi edici olarak bilinen bir tibbi

bitkidir. Giinlimiizde ise dahilen antispazmotik, kabiz, yatistirici ve kurt diisiiriicii ve
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antidepresif, haricen ise antiseptik olarak kullanilir (Baytop, 1999). Son yillarda yapilan

calismalarda karaciger {izerine koruyucu etkisinin de oldugu belirlenmistir (Aydin, 1990).

Bayram ve ark (2002), yaptiklar1 c¢alismada, Bornova ekolojik kosullarinda
yetistirilen Hypericum perforatum L. bitkisine ait A-klonlarini incelemisler o6zellikler
bakimindan ¢ok genis bir varyasyon gdosterdigini belirlemislerdir. Varyasyonun alt ve iist
sinir degerleri dikkate alindiginda, elde ¢ok iyi bir genotipik ¢esitliligin bulundugunu ve
1slah ¢alismalart sonucunda ise, verimi yliksek klonlarin elde edilme olasiliginin oldugu
saptanmustir. Diger yandan Hypericum perforatum L. bitkisi i¢in bir kalite gostergesi olan
Hiperisin orani saptanmig ve yiiksek tiplerin sec¢imi ile hiperisin i¢erigi bakimindan daha

1yi bitkilerin ortaya konmasinin miimkiin olabilecegi ortaya konmustur.

Ozellikle giiniimiizde tibbi degere sahip bitkilerin hizli bir sekilde gelistirilmesinde
ve tibbi bitkilerin etken maddelerinin artirilmasinda doku kiiltiirii gibi bazi ¢alismalarin
yaninda, yapay olarak olusturulan MA ve EMA uygulamalari kullanilmaktadir. Buradan
yola ¢ikarak ¢alismamizda Hypericum govde ve yaprak eksplantlari ile kurulan kiiltiirlerde

Hiperisin miktar1 tizerine MA’ 1n etkisi saptanmustir.

Calismamizda farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilan goévde
eksplantlardan gelisen kalluslardaki hiperisin miktarlarinin, kontrol grubu govde
eksplantlarindan gelisen kallus hiperisin miktarlarina gore bir artis gésterdigi saptanmaistir.
C3 manyetik alan uygulamasi yapilan gévde eksplantlarindan gelisen kalluslar da bulunan
hiperisin miktari, diger gruplardan gelisen kalluslarin hiperisin miktarlarina gore belirgin
bir artis gostermektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonunda, farkli manyetik

alan siddetlerinin hiperisin miktar1 tizerindeki etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Cl, C3 ve C5 manyetik alan siddetlerine maruz birakilan yapraklarin
eksplantlarindan gelisen kalluslardaki hiperisin miktarlari, kontrol grubu govde
eksplantlarindan gelisen kallus hiperisin miktarlarina gore bir artis gostermistir. C9
manyetik alan uygulamasinda ise hiperisin miktarinin kontrole yakin bir artis gosterdigi
bulunmustur Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonunda, farkli manyetik alan

siddetlerinin hiperisin miktar1 tizerindeki etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Ayan ve ark. (2005) Hypericum perforatum L. Uzerine yaptiklar1 calismada dnce

optimum besiyeri olarak bizim de calismamizda tespit ettigimiz 30 g "' sukroz, 0,5 mg I
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2,4-D ve 0,5 mg 1" kinetin iceren MS besi yerini ve bu besi yerinde yetisen bitkilerdeki

hiperisin miktarin1 % 0,048 olarak artig gosterdigini bulmuslardir.

Calismamizda, son yillarda tibbi bir bitki olarak kullanilan Hypericum bitkisine
uygulanan manyetik alanin in vitro sartlardaki etkisi cesitli parametrelerde arastirilmais,

ayrica optimum MA degeri belirlenmistir.
Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligsmalar sonucunda;

e Manyetik alanin, H. calycinum L. gévde ve yaprak eksplantlarindan gelisen
kallus olusum frekansi tizerine kontrole gore, govdede C3 ve C5
uygulamalarinda, yaprakta C9 uygulamalarinda arttirici bir etkisinin oldugu,

e Manyetik alanin, H. calycinum L. govde ve yaprak eksplantlarindan gelisen
kallus taze agirligi iizerine kontrole goére tiim MA uygulamalarinda azaltici
bir etkisinin oldugu,

e Manyetik alanin, H. calycinum L. govde ve yaprak eksplantlarindan gelisen
kallus hiperisin miktar1 {izerine tim MA uygulamalarinin kontrole gore
artirict bir etkisinin oldugu, 6zellikle her iki grupta da C3 uygulamalarinin
kontrole gore en yiiksek seviyeye ulastigi ve istatistiksel olarak bu durumun

anlamli oldugu saptanmistir.
ONERI:

Bu c¢alisma; MA uygulanan H. calycinum L. govdelerinden elde edilen
eksplantlarindan olusan kalluslarin, yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslara gore
daha fazla hiperisin igerdigini ortaya koymustur. Bu durum hem in vitro kosullarda
hiperisin iiretiminin kesintisiz saglanabilmesi, hem de sistemin doga kosullarindan
bagimsiz olmasi avantajlariyla ila¢ sanayi i¢in tavsiye edilebilir bir yontem olarak

diistiniilebilir.
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