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ROZMARINIK ASIT'IN Satureja hortensis L.
KALLUS KULTURLERINDE URETIMI VE OPTIMiZASYONU

Bektas TEPE
Cumhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman
Prof. Dr. Atalay SOKMEN

Bu calismada, olgun Satureja hortensis L. (sater, anik) tohumlarindan baglatilan
kallus kiiltlirlerinde, ekonomik 6nem tasiyan ve bir fenolik asit olan rozmarinik
asit’in iretimi ve optimizasyonu arastirildi. Kallus kiiltiirlerinin baglatilmast ve
siirdiirtilmesinde indol biitirik asit (IBA) (1.00 ppm), 6-benzil aminopiirin (6-BA)
(1.00 ppm) ve sukroz (% 2.5 w/v) ile desteklenen Gamborg’un B5 temel besi ortami
kullanildi. Kiiltiirlerle yapilan 6n ¢alismalarda, yukarida bahsedilen ortam diginda,
diger bitki biliylime diizenleyicisi birlesimleri ile farkli karbon kaynaklari gerek
bliyiime ve gerekse toplam fenolik birikimi agisindan beklenen verimi saglamadi. Bu
nedenle farkli IBA/6-BA birlesimleri ile farkli sukroz derisimlerini igeren
uygulamalara ge¢ildi. Tiim uygulamalar siirekli karanlik ortamda yapildi. IBA/6-BA
birlesimlerinin biiyiime ve rozmarinik asit birikimi iizerine etkilerinin arastirildigt
uygulamalarda (1-15. uygulamalar), en yiiksek yas biyokiitle verimi 1.00 ppm IBA
ve 5.00 ppm 6-BA’nin kullanildig1 uygulamadan elde edildi. En diisiik verim ise
10.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA’nin kullanildigi uygulamadan elde edildi.

Bu uygulamalardan elde edilen yas ve kuru kiitle verimleri degerlendirildiginde,
kiltiir ortaminda biiylimede asil belirleyici etkenin 6-BA derisimlerindeki artigin
oldugu anlasildi. Ancak bu artisin belirli bir noktaya kadar biyokiitle artisini

destekledigi ve bu noktadan sonra verimin tekrar diisiise gectigi belirlendi.
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Rozmarinik asit birikimi esas alindiginda ise, biiyime ve rozmarinik asit
iretimi arasinda zit bir iligki oldugu belirlendi. En yiiksek biyokiitle verimi 1.00 ppm
IBA ve 5.00 ppm 6-BA’nin yer aldigi uygulamadan elde edilmesine ragmen, en
yuksek rozmarinik asit birikimi 1.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA’nin ile desteklenen
uygulamadan saglandi. Bu uygulama ayni1 zamanda standart ya da kaynak kiiltiirdiir.

Sukroz derigimlerinin biiylime ve rozmarinik asit birikimi iizerine etkilerinin
arastirildig1 uygulamalarda en yiiksek yas biyokiitle kiitle verimi % 4.0 (w/v) sukroz
bulunan uygulamadan elde edildi. En diisiik verim ise % 1.0 (w/v) sukroz bulunan
uygulamadan elde edildi. Bu kisimda biiylime iizerindeki belirleyici etkenin sukroz
derisimindeki artis oldugu, ancak % 4.0 (w/v)’den daha yiiksek derisimlerin
biliylimeyi olumsuz etkiledigi belirlendi.

Bu kisimda en yiiksek rozmarinik asit birikimi % 3.0 (w/v) sukroz bulunan
uygulamadan elde edildi. Yabani S. hortensis bitkisi ile yapilan ¢alismalar sonucunda
25.02 + 1.21 mg/g rozmarinik asit tespit edildi. HPLC analizleri sonucunda elde
edilen veriler, spektrofotometrik veriler ile yiiksek oranda tutarlilik gdsterdi.

Tiim uygulamalarda su igeriginin (hiperhidrisite) yliksek oldugu belirlendi.
Ancak, yalnizca yliksek sukroz derisimleri kullanilan uygulamalarda su igeriginde bir
azalma gozlendi.

Caligsma siiresince, kalluslarin higbirisinde farklilagma gézlenmedi.

Sonug olarak, S. hortensis kallus kiiltiirleri ile hem yeterli biyokiitle verimi hem
de yiiksek rozmarinik asit liretimi i¢in en ideal ortamin 1.00 ppm IBA, 1.00 ppm 6-
BA ve karbon kaynagi olarak % 3.0 sukroz bulunan Gamborg’un BS5 besi ortami
oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Satureja hortensis L., Rozmarinik asit, Kallus, HPLC,

Indol biitirik asit, 6-Benzil adenin, Sukroz.
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SUMMARY
Ph.D.
PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF THE
ROSMARINIC ACID BY Satureja hortensis L. CALLUS CULTURES

Bektas TEPE
Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and
Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor
Prof. Dr. Atalay SOKMEN

In this study, production and optimization of rosmarinic acid, a phenolic acid
and an economically important metabolite, was investigated in the callus cultures
established from the mature seeds of Satureja hortensis L. (summer savory) plant.
Gamborg’s B5 basal medium, supplemented with indol butyric acid (IBA) (1.00
ppm), N° benzyl aminopurine (6-BA) (1.00 ppm) and sucrose (% 2.5 w/v), was
employed for the establishment and maintenance of the callus cultures. In the
preliminary experiments carried out with proformed calli, neither biomass yield nor
total phenolics accumulation was much lower than expected, except for the aforesaid
culture medium. Therefore, applications were individually prepared by preferring the
media containing different IBA/6-BA combinations and sucrose concentrations. All
applications were carried out in the continuous dark room. In the applications, where
the effects of IBA/6-BA combinations on the growth and rosmarinic acid
accumulation were assayed (1-15. applications), the highest biomass yield was
obtained from the medium supplemented with 1.00 ppm IBA and 5.00 ppm 6-BA.
The lowest yield was, on the other hand, determined in the application containing
10.00 ppm IBA and 1.00 ppm 6-BA.

When the fresh and dry biomass yields obtained from these applications were

evaluated it was understood that the major determinative factor on the growth is the
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increased 6-BA concentration. However, this increase was supported at a precise
point where the 6-BA concentration was 5.00 ppm and then the yield has become
gradually decreased.

In the case of the rosmarinic acid accumulation, an opposite relationship was
determined between the growth and rosmarinic acid production. While the highest
biomass yield was obtained from the medium containing 1.00 ppm IBA and 5.00
ppm 6-BA, the highest rosmarinic acid accumulation was obtained from the medium
with 1.00 ppm IBA and 1.00 ppm 6-BA. At the same time, this application was
employed as standart (seed) culture.

In the applications where the effects of sucrose concentrations on the growth
and rosmarinic acid accumulation were examined, the highest biomass yield was
obtained from the medium which was supplemented with 4.0% (w/v) sucrose. The
lowest yield, however, was obtained from the medium containing 1.0% (W/v)
sucrose. For this category, it can be concluded that the determinative factor on the
growth was the increased concentration of sucrose, but higher concentrations (i.e.
4.0% and onwards) were also found to have negative effect on the growth.

In this category, the highest rosmarinic acid accumulation was obtained from
the medium which was supplemented with 3.0% (w/v) sucrose. According to the
experiments carried out with the wild S. hortensis, it is found to have 25.02 + 1.21
mg/g rosmarinic acid. Results obtained from the HPLC analysis showed a strong
correlation with the data revealed from spectrophotometric assays.

In the all applications calli were found to be hyperhydric and, therefore, it can
be said that none of applications employed in this study was capable of reducing the
hyperhydricity in the cultures.

No differentiation was observed in any callus during the course of this study.

In conclusion, Gamborg’s basal medium (B5) supplemented with 1.00 ppm
IBA, 1.00 ppm 6-BA and sucrose as carbon source 3.0% (w/v) can be suggested as
the most appropriate medium for both sufficient biomass and higher rosmarinic acid
production.

Key Words: Satureja hortensis L., Rosmarinic acid, Callus, HPLC, Indol

butyric acid, N° benzyl amino purine, Sucrose.

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



vii

TESEKKUR

Bu caligmanin siirdiiriilmesi konusunda yardimlarini esirgemeyen danigman
hocam Prof. Dr. Atalay SOKMEN'e tesekkiirlerimi sunarim. Zorlu doktora dénemi
boyunca giiliimseyen yiiziinii ve manevi destegini esirgemeyen degerli esim Arzuhan
SIHOGLU-TEPE’ye ve zorlu ve yorucu giinlerin aksamlarinda tiim sikinti ve
kederlerimi mutluluk kivileimlarina déniistiiren canim kizzim Miray Ecehan TEPE’ye
minnet ve siikranlarimi sunarim. Ayrica tezin hazirlanmasi asamasinda verdikleri
teknik destekten dolayr Biyoloji Boliimii Yiiksek Lisans Ogrencileri Saym Enes
AYDIN ve Sayin Onder YUMRUTAS'a tesekkiir ederim.

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



viii

SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Fenolik bilesiklerin halkasal yapisi
Sekil 1.2. Fenolik bilesiklerin biyosentez yollar
Sekil 1.3. Fenilalaninden baslayan fenolik biyosentezinin sematik goriiniimii
Sekil 1.4. Rozmarinik asit ve bazi tlirevlerinin kimyasal yapilari
Sekil 1.5. Satureja hortensis L. bitkisinin goriiniimii
Sekil 3.1. Uygulama 1’de biiyiime egrisi
Sekil 3.2. Uygulama 1°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.3. Uygulama 2’de biiyiime egrisi
Sekil 3.4. Uygulama 2’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.5. Uygulama 3’de biiyiime egrisi
Sekil 3.6. Uygulama 3’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.7. Uygulama 4°de biiyiime egrisi
Sekil 3.8. Uygulama 4’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.9. Uygulama 5’te biiylime egrisi
Sekil 3.10. Uygulama 5’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.11. Uygulama 6’da biiylime egrisi
Sekil 3.12. Uygulama 6’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Sekil 3.13. Uygulama 7’de biiylime egrisi
Sekil 3.14. Uygulama 7’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler
Sekil 3.15. Uygulama 8’de biiylime egrisi
Sekil 3.16. Uygulama 8’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.

23
26

26
28

28
30

31
32

33
35

36
37

38



Sekil 3.17.
Sekil 3.18.

Sekil 3.19.
Sekil 3.20.

Sekil 3.21.
Sekil 3.22.

Sekil 3.23.
Sekil 3.24.

Sekil 3.25.
Sekil 3.26.

Sekil 3.27.
Sekil 3.28.

Sekil 3.29.
Sekil 3.30.

Sekil 3.31.
Sekil 3.32.

Sekil 3.33.
Sekil 3.34.

Sekil 3.35.
Sekil 3.36.

Sekil 3.37.

Please purchase PDF Split-Merge

X
Uygulama 9’da biiylime egrisi
Uygulama 9’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler
Uygulama 10’da biiytime egrisi
Uygulama 10’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 11°de biiyiime egrisi
Uygulama 11°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 12’de biiyiime egrisi
Uygulama 12’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler
Uygulama 13’de biiylime egrisi
Uygulama 13’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 14’te biiyiime egrisi
Uygulama 14’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 15°de biiyiime egrisi
Uygulama 15°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 16’da biiyiime egrisi
Uygulama 16’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler
Uygulama 17°de biiylime egrisi
Uygulama 17°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler
Uygulama 18’de biiylime egrisi
Uygulama 18’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana kars1 degisimler

Uygulama 19’da biiyiime egrisi

on www.verypdf.com to remove this watermark.

39

39
41

42
44

44
46

46
48

48
50

50
52

52
54

54
56

56
58

58
60



Sekil 3.38. Uygulama 19’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler

Sekil 3.39. Bitki biiyiime diizenleyicisi derisimlerinin S. hortensis
kallus kiiltlirlerinde yas kiitle verimleri lizerine etkisi

Sekil 3.40. Bitki biiylime diizenleyicisi derisimlerinin S. hortensis
kallus kiiltlirlerinde rozmarinik asit birikimi lizerine etkisi

Sekil 3.41. Sukroz derisimlerinin S. hortensis kallus kiiltiirlerinde yas kiitle
verimi lizerine etkisi

Sekil 3.42. Sukroz derisimlerinin S. hortensis kallus kiiltiirlerinde
rozmarinik asit birikimi iizerine etkisi

Sekil 3.43. S. hortensis’den elde edilen rozmarinik asit diizeyinin, en yiiksek
ve en diisiik verim saglayan uygulamalarla karsilastirilmasi

Sekil 4.1. S. hortensis kallus kiiltlirlerinde kahverengi nekrotik
lekelerin goriiniimii

Sekil 4.2. S. hortensis kallus kiiltiirii uygulamalarindan bazi

goriiniimler

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.

60

62

64

66

67

70

86

87



xi

TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1.1. Rozmarinik asidin bitkiler alemindeki dagilimi
Tablo 2.1. S. hortensis kallus kiiltiirlerinde denenen besi ortamlari
Tablo 2.2. Calismada kullanilan temel besi ortami icerikleri (mg/1)
Tablo 2.3. Calismada kullanilan Gamborg’un B5 besi ortami varyasyonlari
Tablo 3.1. Uygulama 1’de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.2. Uygulama 2’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.3. Uygulama 3’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.4. Uygulama 4’de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.5. Uygulama 5’de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.6. Uygulama 6’da biiytime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.7. Uygulama 7’de biiytime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.8. Uygulama 8’de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.9. Uygulama 9’da biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.10. Uygulama 10’da biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)
Tablo 3.11. Uygulama 11°de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.12. Uygulama 12’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.13. Uygulama 13’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)
Tablo 3.14. Uygulama 14’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)
Tablo 3.15. Uygulama 15°de biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.16. Uygulama 16’da biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.17. Uygulama 17’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)
Tablo 3.18. Uygulama 18’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)
Tablo 3.19. Uygulama 19°da biiylime kinetikleri ve su igerikleri (%)
Tablo 3.20. Bitki biiyiime diizenleyicisi verilerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi

Tablo 3.21. Sukroz derisimi verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.

68
69



1. GIRiS

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda c¢ok cesitli diismanlarla kusatilmig
durumdadirlar. Bitkilerin, diismanlarindan ka¢gmak i¢in yer degistirmeleri s6z
konusu olmadigina gore, birtakim 06zel savunma mekanizmalar1 gelistirmek
zorundadirlar. Bunlardan birisi de irettikleri 6zel kimyasallardir. Bitkisel
savunmada Onemli islevleri olan bu kimyasallara “sekonder metabolitler” ya da
“ikincil tiriinler” ad1 verilir.

Say1 ve yapi itibariyle ¢ok fazla degiskenlik gdsteren bu iirlinler esasen ii¢
ana baglikta toplanabilir. Bunlar; terpenler, azotlu bilesikler ve fenolik
bilesiklerdir. Son anilan grupta, adindan da anlasilacag: iizere, yapisinda bir fenol
grubu, yani aromatik halkasinda islevsel bir hidroksil grup iceren kimyasallar yer

alir (Sekil 1.1).

( )on

Sekil 1.1. Fenolik bilesiklerin halkasal yapisi

Fenolik bilesikler, farkli metabolik yollardan sentezlendiklerinden dolay1
olduk¢a heterojen bir grubu olustururlar. Bu bilesiklerin sentezi icin iki ana
metabolik yol bulunur. Bunlar sikimik asit ve malonik asit yollaridir (Sekil 1.2).
Sikimik asit yolu pek ¢ok bitkisel fenoliklerin biyosentezine katilir. Malonik asit
yolu ise bakteri ve funguslarda fenolik ikincil iirlinler i¢in 6nemli bir kaynak
olusturmakla beraber, yiiksek bitkilerde daha az 6nem tasir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Sikimik asit metabolik yolu, glikoliz ve pentoz fosfat yolunda olusan basit
karbohidrat onciillerini aromatik amino asitlere dontistiiriir (Hermann ve Weaver,
1999). Bitkilerde en sik rastlanan sekonder fenolik bilesik gruplari fenilalanin’den
koken alir. Fenilalanin’den amonyum molekiiliiniin uzaklagsmasiyla sinnamik asit
olusur (Sekil 1.3). Bu tepkimeyi katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz (PAL),
bitkisel sekonder metabolizmada belki de en ¢ok calisilan enzimdir. PAL, primer
ve sekonder metabolizmanin tam ayrilma noktasinda bulundugundan, bir¢ok
fenolik bilesigin olusumunda 6nemli bir diizenleyici basamagi katalizler (Taiz ve

Zeiger, 2002).
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Sekil 1.2. Fenolik bilesiklerin biyosentez yollar1 (Taiz ve Zeiger, 2002)

Fenilalanin

PH3 I Fenilalanin amonyum livaz (PAL)

tranz-sinnamik asit ————— Benzoik asit threvleri

Kafeik asit ve difer basit fenilpropaniotler
p-kumatik szt Rozmarinik asit

Cob SH -_‘_______—9 Kumarinler

p-kumaril-Co, Lignin dncller

—— 3 molekidl malonil-Cos,
Kalkon zertaz

Kalkonlar

Flavonlar
lzoflavonlar (lzoflavonoitler)

Flawanonlar —_—

Dihicroflavonoller ——————— Flavonaller

Antosivaninler
Kondanse tanenler

Sekil 1.3. Fenilalaninden baglayan fenolik biyosentezinin sematik goriinlimii

(Taiz ve Zeiger, 2002)
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Fenolik bilesiklerin, iiretildikleri bitkilerde iki ana islevi vardir. Bunlar
fenolik asitlerde oldugu gibi patojen, bocek ve herbivor saldirisina kars1 korunma
ve flavonoitlerde oldugu gibi 6zellikle polen dagilimini saglamak i¢in g¢ekicilik
gorevleridir. Bunlarin yani sira lignin de {i¢ ayr1 fenilpropanoit alkolden; yani
koniferil, kumaril ve sinapil alkollerden koékenlenen bir fenolik polimerdir.
Bitkilerdeki en 6nemli yapisal destek maddesidir. Lignin, hem yergekimine karsi
biliylimeyi hem de topraktan su ve suda erimis minerallerin bitkinin {ist kisimlarina
iletilmesini saglar (Taiz ve Zeiger, 2002).

Bitki kokenli fenolik bilesikler, bulunduklar1 bitkilerden beslenebilecek
diger canlilar (bdcekler, memeliler ve diger herbivorlar) i¢in caydirict etkilerde
bulunurlar. Tanenler bunlarin en tipik 6rnegidir. Ilging olani, insanlarin tad:
yeterince buruk olan, elma, bdogiirtlen ve kirmizi sarap gibi tanen igeren
yiyecekleri ¢ogu kez tercih etmeleridir. Son zamanlarda, kirmizi saraptaki
polifenollerin (tanenlerin) kan damarlarim1 daraltan bir sinyal molekiil olan
endotelin-1’in olusumunu engelledigi gosterilmistir (Corder ve ark., 2001). Sarap
tanenlerinin bu etkisi sikca sozli edilen kirmizi sarabin saglik agisindan
yararlarinin ve 6zellikle 6l¢iilii kirmizi sarap tiiketimine bagli olarak kalp hastaligi
riskinde goriilen azalmanin nedenini agiklayabilir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Kimyasal yapis1 aydinlatilmadan once rozmarinik asit ve benzeri bir¢ok
bilesik, Labiatae familyasina ait tiirlerden elde edilen ve bir gesit tanen olarak
bilinen “Labiatengerbstoffe” adiyla aniliyordu (Scarpati ve Oriente, 1958). Melisa
officinalis’ten elde edilen tanen benzeri bir bilesik, ne bir kondanse tanen ne de bir
gallo- ya da elagi-tanen olarak tanimlanabilmisti. Bu bilesigin muhtemelen kafeik
asit icerdigi one siiriiliiyordu. Bu gelismeden kisa bir siire sonra iki Italyan
kimyaci ilk defa rozmarinik asiti saf bir bilesik olarak izole ettiler (Scarpati ve
Oriente, 1958). Arastiricilar bu bilesige, elde edildigi bitki olan Rosmarinus
officinalis’e ithafen rozmarinik asit adin1 verdiler (Sekil 1.4). Bir kafeik asit esteri
olan bu bilesigin yapisi 3,4-dihidroksi fenil laktik asit olarak aydinlatildi (Scarpati
ve Oriente, 1958). Ellis ve Towers’in (1970) radyoaktif isaretli amino asitler ile
Mentha tirleri iizerinde yaptigi biyogenetik c¢alismalarda, rozmarinik asidin

yapisina katilan iki amino asit (fenilalanin ve tirozin) belirlenmis oldu. Yapilan
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ayrintili ¢aligmalar sonrasinda, bu bilesigin kafeik asit kisminin fenilalaninden
koken aldig1 saptanirken, tirozinin ise 3,4-dihidroksi fenil laktik asit kisminin
yapisina katildig: belirlendi (Ellis ve Towers, 1970). Bu ¢alismalar Coleus blumei
ile yapilan destekleyici ¢alismalar ile de dogrulanmistir (Razzaque ve Ellis, 1977).

OH
HO
S e oH
Fozmarinlk asit
HO

o COOH OH co0H

OH

OH

- Izorimilk asit

Sekil 1.4. Rozmarinik asit ve bazi tiirevlerinin kimyasal yapilari

(Lu ve Foo, 1999).

Yiiksek bitkilerden elde edilen ¢ok sayida rozmarinik asit tiirevi (6rnegin;
izorinik asit = 3’-deoksi rozmarinik asit, Satake ve ark., 1999) tanimlanmistir
(Sekil 1.4). En iyi bilinen rozmarinik asit tiirevlerinden birisi de bir rozmarinik
asit dimeri olan lithospermik asit B’dir (Kelley ve ark., 1975; Tanaka ve ark.,
1989).

Rozmarinik asit genellikle Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt
familyasi1 ile Boraginaceae familyasi iiyelerinde bulunur (Litvinenko ve ark.,
1975). Rozmarinik asite ayrica diger bitki familyalarinda da rastlanir (Tablo 1.1).
Ornegin; Blechnaceae familyasina ait egreltiotlarinda (Hausler ve ark., 1992), at
kuyruklar1 gibi daha diisiik yapili bitkilerde (Takeda ve ark., 1990), Zosteraceae
familyasina ait deniz ¢imi benzeri monokotiledonlarda (Rawn ve ark., 1994) ve
Potamogetonaceae ve Cannaceae familyasina ait bitkilerde de rozmarinik asit
bulunduguna dair ¢aligmalar mevcuttur. Buna goére rozmarinik asidin varliginin

kemotaksonomik anlamda bir belirleyici olamayacagi sdylenebilir.
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Tablo 1.1. Rozmarinik asidin bitkiler alemindeki dagilimi (Mulabagal ve Tsay,

2004)
Familya Kaynaklar
Dikotiledonlar
Lamiaceae Scarpati ve Oriente, 1958;
Litvinenko ve ark., 1975
Boraginaceae Kelley ve ark., 1975
Apiaceae Hiller, 1965
Araliaceae Trute ve Nahrstedt, 1986
Cucurbitaceae De Tommasi ve ark., 1991
Rubiaceae Aquino ve ark., 1990
Plantaginaceae Holzmannova, 1995
Sterculiaceae Satake ve ark., 1999
Tiliaceae Lasure ve ark., 1994
Monokotiledonlar
Zosteraceae Rawn ve ark., 1994
Pteropsida
Blechnaceae Hausler ve ark., 1992
Anthocerotopsida
Anthocerotaceae Takeda ve ark., 1990

Rozmarinik asit hem farklilasmamis (dezorganize) ve hem de farklilagmig
(organize) bitki hiicre kiiltiirleri ile iretilebilir. Bazi durumlarda bu bilesigin
kiiltiire alinmis materyallerdeki derisimi ana bitkiden daha fazla olabilmektedir.
Rozmarinik asit elde edilebilen ilk bitki hiicre kiiltiirti Coleus blumei’dir
(Razzaque ve Ellis, 1977; Zenk ve ark., 1977). Bu bitkinin hiicre siispansiyon
kiltiirleri, rozmarinik asit {iretimi i¢in baslatilan ilk biyoteknolojik girisimdir.
Yapilan ¢aligmalara gére C. blumei hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, kiiltiir kuru
agirliginin %21 ine varan oranlarda rozmarinik asit birikimi saglanmistir (Ulbrich
ve ark., 1985). Arastirmacilar, kristal haldeki rozmarinik asiti 14 giin boyunca, 32
litrelik biyoreaktorlerde ve 1iki asamali bir siire¢ sonunda, siispansiyon
kiiltiirlerinden elde etmislerdir. Bu gelismenin ardindan diger bitki tiirlerinin hiicre
kiiltiirleri de rozmarinik asit liretimi i¢in denenmeye baslanmistir. En yiiksek

rozmarinik asit verimi (kiltiir kuru agirliginin %36°s1), karbon kaynagi olarak %5
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oraninda sukroz bulunan Salvia officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde
edilmistir (Hippolyte ve ark, 1992). Farklilasmamis doku ve/veya hiicre
kiiltiirlerinde rozmarinik asit’in sadece nitel olarak varligin1 gosteren ve
kultirlerin dikkat c¢ekici antioksidan aktivitesini goOsteren bir ¢alisma da
bulunmaktadir (Giilliice ve ark., 2003). Bu g¢alismada yararlanilan kalluslarin
kaynag1 da burada sunulan kiiltiirlerdir.

Rozmarinik  asit’in ~ farklilagmig  (organize) hiicre  kiiltiirlerinde
iiretilebilecegine iliskin bazi ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, Ocimum americanum
bitkisinden baslatilan siirglin kiiltiirlerinde rozmarinik asit tiretimi etkili bir
sekilde gerceklestirilmistir (Rady ve Nazif, 2005). Diger yandan bir bagka
Ocimum tiri olan O. basilicum sacak kok Kkiiltiirlerinde (Tada ve ark., 1996),
Origanum vulgare (Yang ve Shetty, 1998) ve Zataria multiflora
(Mohagheghzadeh ve ark.,, 2004) siirgiin kiiltirlerinde de rozmarinik asit
iretimine iliskin caligmalar bulunmaktadir. Bunlara ilave olarak Salvia
miltiorrhiza ile yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda, kiiltiirde sagcak kok olusumu
ile birlikte rozmarinik asit birikiminin gergeklestirildigi rapor edilmistir (Chen ve
ark., 2001; Yan ve ark., 2006).

Artan sukroz derisiminin rozmarinik asit birikimi lizerindeki etkisi C. blumei
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde arastirilmistir (Gertlowski ve Petersen, 1993). Bu
calisma sonucunda rozmarinik asit birikiminin dogrudan sukroz derisimine baglh
oldugu belirtilmistir. Baz1 arastirmacilara gore, ortama bir fungal elisitor (6rnegin;
Pythium aphanidermatum’dan elde edilen maya 0ziitli) veya metil jasmonat
ilavesi ile rozmarinik asit birikimi daha da artirilabilir (Szabo ve ark., 1999). Bu
bulgudan yola ¢ikilarak rozmarinik asit’in bitkilerde patojenlere ve herbivorlara
kars1 korunmada 6nemli bir savunma ajani olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Rozmarinik asit’in biyolojik aktivitelerine dair literatiirde ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Anti-inflamatuar, anti-mutajen, anti-bakteriyal, anti-
oksidan, ve antiviral aktiviteler bunlar arasinda sayilabilir (Parnham ve
Kesselring, 1985; Deans ve Svoboda, 1989; Exarchou ve ark., 2002; Giilliice ve
ark., 2003). Ozellikle rozmarinik asit iceren Melisa officinalis 0ziitlerinden,

Herpes simplex kaynakli infeksiyonlarin tedavisinde yararlanildigt rapor
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edilmektedir (Parnham ve Kesselring, 1985). Anti-inflamatuar aktivitenin, lipo-
oksigenaz ve siklo-oksigenaz enzimlerinin inhibe edilmesi sonucunda ortaya
ciktig1 One siiriilmektedir (Parnham ve Kesselring, 1985). Bu enzimler 6zellikle
ekosenoiklerde ve lipid metabolizmasinda etkin rol alir. Rozmarinik asit,
intravendz yolla kan dolasimina verildikten sonra hizla elimine edilmekte ve
farelerde intravendz uygulamadan sonra 561 mg/kg LDsy dozu ile oldukga diisiik
toksik etki gostermektedir (Parnham ve Kesselring, 1985). Rozmarinik asit
benzeri fenolik bilesiklerin kansere karsi koruyucu bir etki sergiledikleri de
bilinmektedir. Ayrica bu bilesik, kozmetik endiistrisinde kullanilan Rosmarinus
officinalis ve Sanicula europaea gibi bitkilerin aktivitelerinde de 6nemli rol
oynamaktadir (D’ Amelio, 1999).

Satureja cinsi Tiirkiye florasinda 15 tiir ile temsil edilmektedir ve bu tiirlerin
5’1 endemiktir (Davis, 1982; Tiimen ve ark., 1998). Bu tiirlere yetistikleri
bolgelerde degisik ve yerel isimler verilmistir. Bunlar arasinda en iyi bilinenler
Iskenderun ve g¢evresinde amilan “kekik” veya “zahter”dir. Bu bitki Mersin
civarinda “Girit zahteri” veya “kara kekik” olarak da bilinir (Baytop, 1997).

S. hortensis tek yillik, 10-35 cm yiiksekliginde ve dallanmis gévdeye sahip
bir bitkidir. Ciceklenme donemi 6-9. aylar arasindadir. Kayalik veya asinmis
erozyonlu yamaglarda, yol kenarlarinda, tarla kenarlarinda ve bos alanlarda
yetisir. Anadolu’da ¢ok degisken tiirleri bulunur. Avrupa orijinlidir ve Avrupa’da
bir¢ok lokalitede bulunur (Davis, 1982). Bu bitki ayn1 zamanda kaya kekigi, kekik
ve oOzellikle Sivas-Malatya cevresinde “anik” veya “anug” olarak bilinir.
Yurdumuzda yetisen tiim Satureja tirleri baslica baharat olarak kullanilir. Bu
tiirlerin yine bazi yorelerde cay olarak da tiiketildigi bilinmektedir (Baser, 1995).
Bununla birlikte bu tiir, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde halk arasinda sifali bitki
olarak kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda kramp ve kas agrilar1, mide bulantis,
sindirim bozuklugu, hazimsizlik, ishal ve infeksiyonal hastaliklar sayilabilir
(Baytop, 1997).

Satureja cinsine ait tiirlerin asil 6nemi kurutulmus otsu kisimlarinin
iilkemizin baslica bitkisel ihrag iirlinli olmasidir. Zira Satureja tiirleri ve 6zellikle

S. hortensis aromatik (kokulu) bitkiler igerisinde 6zel bir oneme sahiptir (Azaz ve
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ark., 2002). S. hortensis bitkisinin anti-spazmodik, ishal kesici (anti-diareal), anti-
oksidan, sedatif (yatistirici) ve mikrop Oldiiriicii 6zellikleri bilimsel olarak da
kanitlanmistir (Deans ve Svoboda, 1989; Leung ve Foster, 1996; Hajhashemi ve
ark., 2000; Azaz ve ark., 2002; Giilliice ve ark., 2003).

Sekil 1.5. Satureja hortensis L. bitkisinin goriiniimii

Satureja tirlerinin gerek folklorik, gerek ticari ve gerekse akademik
anlamda 6nemi, bu bitkilerin sahip oldugu ugucu (eterik) yaglarina ve fenolik
bilesiklere dayanir. Ugucu yaglarin yani sira Satureja tiirlerinden elde edilen
Oziitlerde de aromatik olmayan Onemli kimyasal bilesikler bulunur. Bunlarin
baslicalar1 alkoller, fenoller ve merkaptanlar’dir ve ¢ogu kez glikozidik formda
bulunurlar. Bu grup igerisinde en dikkat c¢ekici olanlar siiphesiz fenolik
bilesiklerdir. Ozellikle fenolik asitler (kafeik, sinnamik, labiatik ve rozmarinik
asit) ve polifenoller, biyolojik aktiviteleri ile dikkat c¢ekici kimyasallardir
(Exarchou ve ark., 2002; Mastelic ve Jerkovic, 2003).

S. hortensis’ten elde edilen doku kiiltiirlerinin anti-mikrobiyal ve anti-

oksidan aktiviteleri daha once rapor edilmistir (Giilliice ve ark., 2003). Ayrica
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farkl1 besi ortamlarinda kiiltiirii yapilan kalluslarda biiylime, toplam su ve klorofil
icerikleri ile antioksidan aktivitede gézlenen degisimler de arastirilmistir (Alphan-
Cevik, 2004). S. hortensis digindaki yakin akraba tiirlerde, doku kiiltiirlerine dair
arastirmalar oldukc¢a sinirhidir. Literatiirde sadece S. obovata bitkisinin in-vitro
kosullarda mikro ¢ogaltimini gdsteren bir ¢aligmaya rastlanmistir (Arrebola ve
ark., 1997).

Bu calismada S. hortensis bitkisinden baslatilan kallus kiiltiirlerinde biiyiime
ve rozmarinik asit birikim diizeyleri iizerine bitki biiylime diizenleyicisi ve sukroz
derisimlerinin etkileri arastirllmistir. Boylelikle, S. hortensis kallus kiiltiirlerinde
en etkin biiylimeyi saglayan fakat aym1 zamanda rozmarinik asit birikimine
katkida bulunan besi ortami birlesimleri belirlenmeye calisilmistir. Bunun yani
sira bu ¢alismada bitki doku kiiltiirlerinde gézlenen ve en 6nemli sorunlardan biri
olan hiperhidrisite (yiiksek su birikimi) veya vitrifikasyon (camlagma) olarak
bilinen fizyolojik olayin S. hortensis doku kiiltiirlerinde icin de gegerli olup
olmadig1 arastirilmistir. Zira, bu sorun Ozellikle doku kiiltlirleri ile tiretilen
bitkilerin dis ortam kosullarina aktarildiginda yeni ortamina alismasi anlaminda
ciddi gicliikler olusturmaktadir. Ayrica hedef metabolitlerin iiretiminde hem
biyokiitle hem de {riin miktarinda diisiis yasanabilir. Bu nedenle gerek S.
hortensis doku ve hiicre kiiltiirlerinde rozmarinik asit iiretiminin optimizasyonu ve
gerekse gelecekte yapilabilecek mikrogogaltim c¢alismalarina yonelik bir 6n

arastirma olarak kiiltiirlerin su igerikleri belirlenmistir.
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2. MATERYAL ve METOD
S. hortensis bitkisinden asagida belirtilen yoOntemler izlenerek kallus
kiiltiirleri baslatildi ve her bir kiiltiiriin farkli parametreler altindaki biiyiime, su

icerigi (%) ve lrettigi rozmarinik asit miktar1 aragtirildi.

2.1. Tohumlarin Toplanmasi

S. hortensis bitkisine ait tohumlarin toplanmasinda Oncelikle bitkinin
yetistigi lokalite belirlendi. Cicekli formdaki bitkiler Hafik-Zara arasi, Emre koy
mevkiinden toplandi1 (07.07.2002). Bitki, Dr. H. Askin AKPULAT (Cumbhuriyet
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii) tarafindan teshis edildi.
Toplanan bitkiden bir érnek, Cumhuriyet Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda saklandi (CUFH Herbaryum No: AA 3396).
Ayni lokaliteye Ekim 2002 doneminde tekrar gidilerek tohumlar toplandi.

2.2. Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Saglikli tohumlar % 70’lik etil alkol igerisinde 1 dakika bekletilerek ilk
ylizey sterilizasyonuna tabi tutuldu. Bu islemden sonra tohumlar % 10’luk
sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildi. Tohumlar 3 kez
steril distile su ile yikanarak sterilizasyon islemi tamamlandi. Daha sonra
tohumlar 10’lu gruplar halinde besi ortamlari {lizerine yerlestirildi. Doku
kiltiirlerinin en yiiksek verimde ve dogrudan tohumdan baslatilacagi besi ortamini
se¢mek amaciyla bitki biiyiime diizenleyicisi, karbon kaynagi ve bazal (temel) tuz
icerikleri bakimindan ¢esitlilik gdsteren 40 ayr1 besi ortami kullanildi (Tablo 2.1).
Bu besi ortamlarinin 20’si Gamborg’un B5 ortaminin ¢esitli sukroz (sakkaroz)
derisimleri ve bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyonlari iceren besi
ortamlaridir (Gamborg ve ark., 1968). Diger 20 besi ortami ise Murashige ve
Skoog’un MS besi ortamidir (Murashige ve Skoog, 1962). Bu ortamda da yine
cesitli sukroz derisimleri ve bitki biiylime diizenleyicisi birlesimleri kullanildi.
Doku kiiltiirlerinin baslatilmas1 asamasinda tiim besi ortamlari siirekli karanlik
ortamda ve 25°C sicaklikta bekletildi. MS ve B5 temel besi ortamlarinin igerikleri
Tablo 2.2°de verilmektedir.
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Tablo 2.1. S. hortensis kallus kiiltiirlerinde denenen besi ortamlari

No Besi ortam Oksin Sitokinin Karbon kaynag
(ppm) (ppm) (%, v/w)
1 M&S' 2,4-D (1.00) Kinetin (0.10) Glukoz (3.00)
2 M&S 2,4-D (1.00) Kinetin (0.10) Sukroz (2.50)
3 M&S NAA (1.00) Kinetin (0.10) Sukroz (2.00)
4 M&S NAA (2.00) Kinetin (0.20) Sukroz (2.50)
5 M&S IBA (1.00) Zeatin (0.50) Glukoz (2.00)
6 M&S NAA (2.00) 6-BA (0.10) Sukroz (3.00)
7 M&S 2,4-D (0.10) Kinetin (0.10) Sukroz (2.00)
8 M&S NAA (1.00) 6-BA (0.50) Sukroz (2.00)
9 M&S NAA (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
10 M&S 2,4-D (1.00) Zeatin (0.50) Glukoz (2.00)
11 M&S NAA (0.80) 6-BA (0.80) Sukroz (3.00)
12 M&S NAA (2.00) 6-BA (2.00) Sukroz (2.50)
13 M&S 2,4-D (2.00) Kinetin (0.20) Sukroz (2.50)
14 M&S IBA (1.00) 6-BA (0.10) Sukroz (2.50)
15 M&S IBA (0.10) 6-BA (1.00) Sukroz (3.00)
16 M&S IBA (2.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
17 M&S IBA (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
18 M&S NAA (10.00) - Fruktoz (2.00)
19 M&S NAA (10.00) - Sukroz (2.00)
20 M&S 2,4-D (2.00) - Sukroz (2.00)
21 Gamborg B5 IBA (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
22 Gamborg B5 2,4-D (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
23 Gamborg BS 2,4-D (1.00) Zeatin (0.50) Sukroz (2.00)
24 Gamborg B5 NAA (2.00) Kinetin (0.20) Sukroz (2.50)
25 Gamborg B5 2,4-D (1.00) Kinetin (0.10) Sukroz (2.50)
26 Gamborg B5 NAA (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
27 Gamborg B5 2,4-D (0.10) Kinetin (0.10) Sukroz (2.00)
28 Gamborg B5 NAA (1.00) Zeatin (0.50) Sukroz (2.00)
29 Gamborg B5 NAA (0.50) 6-BA (0.50) Sukroz (2.00)
30 Gamborg BS NAA (5.00) Kinetin (0.50) Sukroz (2.00)
31 Gamborg BS 2,4-D (2.00) Kinetin (0.20) Sukroz (3.00)
32 Gamborg B5 2,4-D (2.00) Zeatin (1.00) Sukroz (2.00)
33 Gamborg B5 NAA (2.00) Kinetin (0.50) Sukroz (3.00)
34 Gamborg B5 NAA (2.00) Kinetin (1.00) Sukroz (2.50)
35 Gamborg B5 IBA (1.00) 6-BA (0.10) Sukroz (2.50)
36 Gamborg B5 IBA (0.10) 6-BA (1.00) Sukroz (3.00)
37 Gamborg B5 IBA (2.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
38" Gamborg B5 IBA (1.00) 6-BA (1.00) Sukroz (2.50)
39 Gamborg B5 NAA (1.00) Kinetin (0.10) Sukroz (2.00)
40 Gamborg B5 NAA (2.00) Kinetin (2.00) Sukroz (2.00)

' M&S: Murashige & Skoog besi ortami
* Maksimum kallus verimi saglayan besi ortami
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan temel besi ortami icerikleri (mg/1)

Temel besi ortami bilesenleri  Murashige ve Skoog besi ortami ~ Gamborg’un B5 besi ortami

KNO; 1900 2500
NH4NO; 1650 -
(NH,),S0;4 - 134
MgS0,.7H,0 370 250
CaCl,.2H,0 440 150
KH,PO, 170 -
NaH,PO,.H,0 - 150
MnSO,.H,0 - 10
MnS0O,.4H,0 22.30 -
KI 0.83 0.75
H;BO; 6.20 3.00
ZnS0,.7H,0 8.60 2.00
CuS0,.5H,0 0.025 0.025
Na,M00,.2H,0 0.25 0.25
CoCl,.6H,O 0.025 0.025
FeSO,.7H,0O 27.80 27.80
Na,EDTA 37.30 37.30
Nikotinik asit 0.50 1.00
Pridoksin-HCI 0.50 1.00
Thiamin-HCI 0.10 10.00
Myo-inositol 100 100
Glisin 2.00 -
Sukroz ' 30.000 20.000

' Sukroz galigma esaslarma gére modifiye edilmistir.
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2.3. Kiiltiirlerin Siirdiiriilmesi

Calisilan tiim besi ortamlari igerisinde; karbon kaynagi olarak sukroz (%
2.50, v/w), oksin olarak indol biitirik asit (IBA, 1.00 ppm) ve sitokinin olarak 6-
benzil aminopiirin (N°-benzil adenin, 1.00 ppm) bulunan Gamborg’un B5 besi
ortaminin (Gamborg ve ark., 1968); biyokiitle verimi, total fenolik birikimi ve
Ozellikle siirdiiriilebilme, yani alt kiiltiir yapilabilme potansiyeli bakimindan
denenen diger besi ortamlarina gére daha iistiin oldugu saptandi. Dolayisiyla bu
besi ortami, daha sonraki c¢alismalar i¢in gerekli olan kallus kiiltiirlerinin
baslatilmasi i¢in “standart kiiltiir” ya da “seed-inokiilan” (baslatici-agilama) kiiltiir
olarak kullanildu.

Yukarida deginilen standart kiiltiiriin alt kiltiirleri her 35 giinde bir
gergeklestirildi. Ana bitkiden “taginma”nin 6nlenmesi amaciyla ii¢ defa alt kiiltiir
yapildi. Bu islemin ardindan S. hortensis kallus kiiltiirlerinde toplam fenolik
bilesik birikimi i¢in ideal sukroz ve bitki biiylime diizenleyicisi derisimlerinin
saptanmast amaciyla {i¢ alt kiiltiir daha gergeklestirildi. Boylelikle kalluslarin
kiiltiir ortamia uyumlar1 saglanmis oldu. Bu asamadan sonra rozmarinik asit

iiretimi uygulamalarina gecildi.

2.4. Kullanilan Besi Ortam Parametreleri

Biiylime, su igerigi (%) ve rozmarinik asit miktar1 bakimindan farkliliklar
saptamak ve bdylece optimizasyonu saglamak amaciyla, Tablo 2.3’de verilen
ortamlarda kallus kiiltiirleri baglatildi. Tiim uygulamalar siirekli karanlik ortamda

ve 25 °C sicaklikta gergeklestirildi.

2.4.1. IBA/6-BA Birlesimleri

Bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanilan IBA ve 6-BA birlesimlerinin;
biliylime, su icerigi (%) ve rozmarinik asit birikimi tizerindeki etkilerini saptamak
icin Tablo 2.3’de verilen besi ortamlar1 hazirlandi. Her uygulama i¢in 30 kiiltiir

kab1 (magenta) kullanildi. Bu uygulamalarin her biri i¢in birer hafta arayla 3

kaltar kabi kullanilda.
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2.4.2. Karbon Kayna@: Derisimleri

Karbon kaynagi olarak kullanilan sukroz derigimlerinin biiyiime, su igerigi
(%) ve rozmarinik asit birikimi tizerindeki etkilerini saptamak i¢in Tablo 2.3°de
verilen besi ortamlar1 kullanildi. Burada kullanilan ve kiiltiir siiresince her hafta

degerlendirilen magenta sayis1 yukaridaki gibidir (Boliim 2.4.1.)

Tablo 2.3. Caligmada kullanilan Gamborg’un B5 besi ortami1 varyasyonlari

Uygulamalar Bitki biiyiime diizenleyicileri Karbon kaynagi
(ppm) (%, Wiv)
Oksin (IBA) Sitokinin (6-BA) Sukroz
1. uygulama (kontrol) 0.00 0.00 2.50
Artan oksin derisimine karsi sabit sitokinin derisimleri uygulamalari
2. uygulama 0.00 1.00 2.50
3. uygulama 0.10 1.00 2.50
4. uygulama 0.50 1.00 2.50
5. uygulama 1.00 1.00 2.50
6. uygulama 2.00 1.00 2.50
7. uygulama 5.00 1.00 2.50
8. uygulama 10.00 1.00 2.50
Artan sitokinin derigimine karst sabit oksin derisimleri uygulamalar
9. uygulama 1.00 0.00 2.50
10. uygulama 1.00 0.10 2.50
11. uygulama 1.00 0.50 2.50
12. uygulama 1.00 2.00 2.50
13. uygulama 1.00 5.00 2.50
14. uygulama 1.00 10.00 2.50
Sukroz derigsimleri uygulamalart
15. uygulama 1.00 1.00 1.00
16. uygulama 1.00 1.00 2.00
17. uygulama 1.00 1.00 3.00
18. uygulama 1.00 1.00 4.00
19. uygulama 1.00 1.00 5.00
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2.5. Farkhh Ortamlarda Biiyiitillen Kallus Kiiltiirlerinde Biiyiime

Kinetiklerinin Hesaplanmasi

Bu ¢alismada arastirilan ¢esitli parametrelerin kallus kiiltiirlerinde biiyiime
izerine etkisini arastirmak i¢in asagidaki yontem izlendi.

Stok kiiltiirden alinan 120.00 + 5.00 mg agirhigindaki kallus parcalart besi
ortami igeren kiiltiir kaplarmma yerlestirildi. Kallus parcalarina agar ile
katilastirilmis besi ortaminin bulagsmasinin 6nlenmesi amaciyla madde aligverisine
izin veren naylon filtreler kullanildi. Biitiin ¢aligmalar siirekli karanlik ortamda,
25 °C'de gergeklestirildi. Bolim 2.4.1 ve 2.4.2°de belirtildigi gibi her uygulama
30 kiiltiir kab1 ile baglatildi. Boylelikle bulagma riskine karsi bazi kiiltiirler
“giivenlik” amaciyla alikonuldu. Ayrica; biiylime, su igerigi ve rozmarinik asit
miktarlart bakimindan ortalamalarda olusabilecek asiri sapmalar1 gidermek igin
her bir uygulamadan her hafta liger magenta degerlendirildi. Ortalamaya en yakin
degeri tasiyan kiiltlirlerin yas ve kuru kiitleleri ortalama kiitle hesabinda
kullanildi.' Bu islem iig tekrarli yapildi.

Her hafta diizenli olarak inkiibasyondan ¢ikarilan kalluslar steril ortamda
tart1ld1. Boylece yas kiitledeki degisimler mg olarak hesapland. ilerleyen asamada
kiltiirlerin karsilastirilabilir sonuglar1 i¢in standart iki katina ¢ikis siiresi (tg) ve
0zgilin biliylime oranlar1 (i) hesaplandi. Biiylime kinetiklerinin yas kiitle bazinda

hesaplanmasinda;

tg=0.693 x (t, — t;) / log (W, — w))
formiilii kullanildi. Burada;
tq = iki katina ¢ikig siiresi
t; = baglangicta (0. giin) elde edilen 6l¢iim degeri
t, =7, 14, 21, 28, 35, 42, 49. ve 56. glinler icin elde edilen her bir 6lgiim
degeri
wi = 0. giinde yas kiitle
wy =7,14, 21, 28, 35, 42, 49. ve 56. giindeki yas kiitleleri vermektedir.

' Tiim uygulamalarda bu kalluslarin su igerikleri ve rozmarinik asit miktarlart gz Oniine
alimustir.
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Bu degerlerden yola ¢ikarak kiiltiirlerin kendine has matematiksel ifadesi
olan 6zgiin biiylime oranlar1 (u) hesaplandi. Bunun i¢in 56. giin sonunda elde
edilen tq degerleri esas alinarak p = 0.693 / t4 formiiliinden her kiiltiiriin kendine

has biiyiime oranlari tespit edildi (Allan, 1991).

2.6. Kiiltiirlerde Su i¢eriginin Hesaplanmasi

56. giinden sonra farkli parametreler iceren kiiltiir ortamlarindan hasat edilen
kallus pargalar tartild1 ve dnceden tartilmig plastik kaplara yerlestirildi. -80 °C'de
donmasi saglandiktan sonra liyofilizatore yerlestirilerek su igerikleri uzaklastirildi
Su igerigi kiiltiirlerin 100 mg yas kiitlesi esas alinarak ve asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi (Komali ve ark., 1999).

[(yas kiitle — kuru kiitle) / yas kiitle] x 100
Calismalar 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.7. Kallus Kiiltiirlerinde Rozmarinik Asit Tayini

2.7.1. Spektrofotometrik Rozmarinik Asit Tayini

Su igerigi uzaklastirilmis olan kallus parcalari (100.00 mg kuru kiitle)
rozmarinik asit izolasyonu icin dncelikle bir ¢alkalayici etiiv yardimi ile 1 saat
siire ile 70 °C'de % 50'lik etil alkol igerisinde Oziitlendi. Elde edilen o6ziit filtre
edildi. Siziinti kistm buharlastirildi ve kalintt kisim % 70'lik etil alkolde
¢Oziindiiriildii ve 24 saat siire ile -10 °C'de saklandi. Bu siire sonunda ¢okelti
kisim filtre edilerek uzaklastirildi ve 327 nm'de rozmarinik asit tayini i¢in +4
°C'de sakland1 (Lopez-Arnaldos ve ark., 1995).

Yukarida belirlenen tiim parametrelerden elde edilen kalluslarin yani sira, S.
hortensis bitkisinin taze bir 0rnegi de Oziitlenerek rozmarinik asit tayini i¢in
kullanild1 (100.00 mg 6ziit). Bunun i¢in toz haline getirilmis bitkisel materyal
MeOH ile 6 saat Soxhlet'te 6ziitlendi. Bu yontemle elde edilen 6ziitler yukaridaki
siire¢ uygulanarak rozmarinik asit tayini ¢alismalar1 i¢in +4 °C'de buzdolabinda
sakland1 (S6kmen ve ark., 1999).

Tiim ¢aligmalar ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.
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2.7.2. HPLC ile Rozmarinik Asit Tayini

Kallus kiiltlirlerinin, EtOH igeriside hazirlanmis olan 56. giin 6rnekleri ve
taze bitkiden hazirlanan oziitler, Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)
yolu ile analiz edilerek, elde edilen sonuglarin spektrofotometrik testlerden elde
edilen sonugclarla tutarlilig1 degerlendirildi.

HPLC analizlerinde Waters 2690 Alliance marka HPLC sistemi (Waters
Corporation, Milford, MA, USA), 996 fotodiot array dedektor, online degasser ve
otomatik ornekleyici ile birlikte Perkin-Elmer marka C-18 kolon (10 um, 250 x
4.6 mm) kullanildi. Ornekleme islemi sirasinda injeksiyon hacmi 1.0 pl olarak
ayarlandi. Yiriitiicii sistem olarak % 2'lik asetik asit (A) ve % 2'lik asetik
asit/asetonitril (7:3) (B)'den faydalanildi. Rozmarinik asit tayini sirasinda 40
dakika siire ile A ¢ozeltisinde % 70'den % 30'a dogru ilerleyen bir dogrusal bir
gradient uygulandi. Yiiriitlicii sistemin kolon igerisindeki akis hiz1 1 ml/dk ve UV
dalga boyu 320 nm olarak ayarland: (Ilieva ve Pavlov, 1999).

Yukarida belirtilen ¢alisma kosullarinda sirastyla 1, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml
derigimlerindeki rozmarinik asit standartlarindan kolona enjeksiyon yapilarak
HPLC standardize edildi. Daha Onceki c¢alismada (Giilliice ve ark., 2003)
rozmarinik asit’in kalitatif olarak kalluslarda varlig1 saptanmis olsa da, varligini
onaylamak icin ilk caligmalarda 10 pg/ml’lik i¢ standart kullanildi ve bdylece
olusan piklerdeki sapmalar saptandi. Kaynak bitkiden en yiiksek verimin alindig:
uygulamadan elde edilen oziitlerin ve saf rozmarinik asit’in HPLC pikleri, bu
calismanin “Ek” kisminda sunulmustur.

Tim ¢alismalar ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada, bitki biiylime diizenleyicisi birlesimlerinden ve sukroz
derisimlerinden elde edilen tiim yas ve kuru kiitle verimleri ile spektrofotometrik
ve HPLC yontemleriyle saptanan rozmarinik asit miktarlar1 Boliim 3’de tablolar
halinde sunulmustur. Bu verilerden ortalama degerler elde edilerek her grup kendi
arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Her bir uygulamadan elde edilen

veriler, ii¢ tekrarin uygulamasi olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler
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icin SPSS 10.0 paket istatistik programi kullanilmigtir. Tekrar ve deney
ortalamalar1 arasindaki farklarin 6nem kontrolii, Duncan’in (1955) Multiple
Range Test’ine gore yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farklar 0.05 olasilik

diizeyinde F degerinden daha biiyilik oldugu zaman 6nemli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismada, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak bir oksin (IBA) ve bir
sitokinin’in (6-BA) ¢esitli birlesimleri ile farkli sukroz derigimlerinin S. hortensis
kallus kiiltiirlerinde biiyiime, su icerigi (%) ve rozmarinik asit birikimi lizerindeki
etkileri arastirildi.

S. hortensis kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ve stirdiiriilmesi ile ilgili 6n
calismalarda, IBA ve 6-BA bitki biiyiime diizenleyicileri, diger diizenleyicilere
gore daha iyi biiyiime ve alt kiiltiir olanag1 sagladi. Ayrica, bu kiiltiirlerle yapilan
bir bagka arastirmada diger biiylime diizenleyicileri ile olusturulan birlesimlerin
biliylimeyi tesvik etmedigi ve kiiltiirlerde toplam fenolik iceriginin de diisiik
miktarda oldugu gosterilmistir (Alpan-Cevik, 2004). Bu sonuglarin teyit edilmesi
amaciyla, 3. alt kiiltiirden itibaren kallus kiiltiirlerinde farkli karbon kaynaklari,
cesitli oksin/sitokinin birlesimleri ve aydinlik/karanlik uygulamalarinin biiylime
ve total fenolik birikimi tizerine etkileri arastirildi.

Sonug olarak, kallus kiiltlirlerinin siirdiiriilmesi ve en yliksek biyokiitlenin
elde edilmesinde, 1.00 ppm indol biitirik asit (IBA), 1.00 ppm 6-benzil
aminopurin (6-BA) ve % 2.50 (w/v) sukroz iceren Gamborg’un B5 temel besi
ortaminin en uygun oldugu belirlendi. Daha sonra IBA, 6-BA ve sukroz
derisimlerinde varyasyonlar olusturularak en uygun biiyiime ve rozmarinik asit
tiretimi saglayan besi ortami ya da ortamlart belirlendi. Calisilan parametrelerin
higbiri kiiltiirlerde kok ve/veya siirgiin olusturmak {izere farklilasmaya yol
acmadi. Kiiltiirlerin yas ve kuru kiitleleri birlikte degerlendirildi. Ayrica
biyokiitle’nin toplam su igerigi (%) de belirlendi. Calismada uygulanan
parametrelerin, bliyime ve rozmarinik asit birikimi iizerine etkileri asagida
karsilastirmali olarak verilmektedir. Tiim uygulamalar siirekli karanlik ortamda ve

25°C’de ¢alisilmustir.
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3.1. IBA/6-BA Birlesimlerinin Biiyiime, Su Icerikleri (%) ve

Rozmarinik Asit Birikimi Uzerine Etkileri

Uygulama 1 (0.0 ppm IBA + 0.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukrozun karbon kaynagi olarak
kullanildigr (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Herhangi bir bitki biiylime
diizenleyicisine yer verilmedi (Boliim 2, Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagh
biliylime kinetikleri Tablo 3.1°de ve biiylime egrisi Sekil 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 incelendiginde kiiltiirlerin, baglangicindan 14. giine kadar gecen
stire igerisinde diisiik bir biiylime hiz1 gosterdikleri goriiliir (t4 = 9.27). Bu donem,
kiiltiirlerin besi ortamina uyum gostermeye ¢alistiklari lag evresine esdegerdir. 14.
giinden itibaren kiiltiirlerde olduk¢a hizli bir biiyiime gozlendi (log evresi). Sekil
3.1°deki biiyiime egrisi, log evresinin 14 ile 35. giinler arasinda oldugunu ve bunu
15 giinliik bir lineer (dogrusal) artis evresinin izledigini gostermektedir. 49.
giinden itibaren kiiltiiriin ty degerinde yeniden artis goriildi (2.25 giin). Bu deger
kiiltiiriin duragan evreye girdigini gosterir. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgilin biiyiime
orani 0.30 olarak tespit edildi. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 5066.33 + 45.24
mg yas biyokiitle elde edildi.

Tablo 3.1. Uygulama 1°de biiyiime kinetikleri ve su ierikleri (%)'

Zaman (giin) ty - w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.44 94.99 +1.73
14 9.27 91.06 £ 0.22
21 2.25 94.21 £0.28
28 1.93 0.30 94.62 £ 0.41
35 1.67 95.40£0.19
42 1.53 95.93+1.03
49 1.46 96.35+£0.19
56 2.25 96.35 £0.24

! Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
% td (iki katina gikis siiresi, giin)
3 1 (Ozgiin biiyiime oran1)
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Bu uygulama siiresince kiiltiirdeki hiicrelerin su igerigi % 91.06 ile % 96.35
arasinda degismektedir (Tablo 3.1.). Ozellikle su iceriginde 14 ile 21. giinler
arasinda goreceli bir diisiis gortildi. Bu olgu hizli biiylimenin gergeklestigi log

evresinde gergeklestigi saptandi.

6000 -

5000 +

4000 +

3000 +

Yas kiitle (mg)

2000 +

1000 ~

Zaman (giin)

Sekil 3.1. Uygulama 1°de biiyiime egrisi

Herhangi bir biliylime diizenleyicisine yer verilmeyen bu uygulama
sonucunda kuru kiitle ve rozmarinik asit birikiminin zamana kars1 degisimi Sekil
3.2’ de verilmektedir.

Sekil 3.1 ve 3.2 incelendiginde, yas veya kuru kiitlenin benzer biiylime
egrileri verdigi goriilir. Ancak kuru kiitle esas alindiginda, 35. giinden sonra
baslayan dogrusal artis evresi ile 49. giin sonrasina denk gelen duragan evre daha
belirgin hale gelmistir. Rozmarinik asit derisimi ise tipik “antosiyanin tip” liretimi
(ya da birikimi) yansitir. Zira kiiltiiriin baslangicinda, yani 0. glinde, rozmarinik
asit diizeyi bir onceki kiiltiirden (alt-kiiltlir) gelen diizeyi yansitir. Bu diizey lag
evresi ile birlikte hizli bir diislise gegmis ve daha sonra, log evresinin tamaminda
ve dogrusal artis evresinin sonuna kadar uzunca bir siire yatay bir seyir izlemistir.
Ozellikle dogrusal artis evresinin sonunda ve duragan evrede rozmarinik asit

birikimi (56. giin sonunda) maksimum diizeye ulagmistir (31.22 mg/g).
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—— kuru kiitle

—@— rozmarinik asit

200 ~

Kuru kiitle (mg)
Rozmarinik asit (mg/g)

Zaman (giin)

Sekil 3.2. Uygulama 1’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Uygulama 2 (0.0 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak sadece bir sitokinin, yani 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (Boliim
2, Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiyiime kinetikleri Tablo 3.2°de ve

biliylime egrisi Sekil 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2. Uygulama 2’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%)’

Zaman (giin) tq 2 w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.36 92.05 +£2.88
14 2.39 93.94 £2.78
21 1.77 95.77 £1.02
28 1.56 0.25 96.28 £0.19
35 1.60 96.09 £0.39
42 1.43 96.37 £0.19
49 1.53 96.42 +£0.24
56 2.73 96.06 £ 0.05

! Tim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 P . o ee

1 (Ozgiin biiyiime orant)
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Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.3. Uygulama 2’de biiyiime egrisi

—— kuru kiitle
—@— rozmarinik asit

Kuru kiitle (mg)
Rozmarinik asit (mg/g)

Zaman (giin)

Sekil 3.4. Uygulama 2’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Bu uygulamada da kiiltiirler baslangigta (0-14. giinler arasi) olduke¢a yavas
bir biiylime hizina sahiptir. Zira ty degerleri 2.36 ve 2.39 giin arasindadir.
Uygulama 1’de oldugu gibi bu siire¢ lag evresidir. 14. glinden sonra, 35. giine
kadar bir log evresi ve ardindan 35 ile 49. giinler arasinda bir dogrusal artis evresi

gorilir (Sekil 3.3). 49. giinden sonra ise ty degerleri artmis ve kiiltiir duragan
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doneme girmistir. Uygulama 2, bir Onceki uygulamaya gore daha yiiksek
biyokiitle verimi saglamistir. Ayrica 6zgiin biiylime orani da (0.25) bir onceki
uygulamadan daha kiigiiktiir. Bu uygulama sonunda (56. giinde) elde edilen yas
biyokiitle miktar1 7098.66 + 47.68 mg’dur.

Diger taraftan hiicrelerin su igerigi bir Onceki uygulamaya benzerlik
gostermektedir. Su igerigi % 92.05 ile % 96.42 arasinda degismektedir (Tablo
3.2.). Bu durum lag sonu veya log baslangicinda goreceli bir azalma oldugunu
gosterir.

Uygulama 2’de kiiltiirlerin kuru kiitle ve rozmarinik asit birikiminin zamana
kars1 degisimleri Sekil 3.4'de verilmektedir. Bu ortamda kiiltiiriin baslangic
rozmarinik asit derigimi 14.59 mg/g’dir. Bu deger 21. giin sonunda en diisiik
diizeye yani 4.76 mg/g’a kadar gerilemistir. Bu diisiis kiiltiirlerin gerek yas ve
gerekse kuru kiitlesi esas alindiginda lag evresinin tamamina ve log evrelerinin
baslangicina denk gelmektedir. Birikim log evresinin sonuna kadar yatay bir seyir
izlemistir. Ozellikle dogrusal artis evresinin sonlarma dogru ise birikimde hizli bir
artis goriilmiistiir Ancak biliylimede duragan evrenin basladigi 49. giinden sonra
artis daha da artmistir. 56. giin sonunda rozmarinik asit diizeyi maksimumdur

(46.66 mg/g).

Uygulama 3 (0.10 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildigt (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiylime
diizenleyicileri olarak 0.10 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiyiime kinetikleri Tablo 3.3’te ve biiyiime
egrisi Sekil 3.5’te verilmistir.

Oksin/sitokinin oraninin 1/10 oldugu bu uygulamada kiiltiirlerin 0-14. giinler
aras1 oldukca yavas bir biiyiime hizina sahip oldugu goriilmektedir. Zira tq
degerleri 2.08 ve 2.68 giin arasindadir (Tablo 3.3). Bu siire¢ lag evresidir. 14.
giinden sonra, 28. giine kadar bir log evresi ve ardindan 28-49. giinler arasinda bir
dogrusal artig evresi goriildii (Sekil 3.5). 49. giinden sonra ise tq degerleri artmis

ve kiiltiir duragan doneme girmistir. Bu uygulama sonunda (56. glinde) 4864.33 +
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58.12 mg yas biyokiitle elde edildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime orant
0.32 olarak tespit edildi. Hiicrelerin su igerigi % 94.32-97.47 arasindadir.

Tablo 3.3. Uygulama 3’de bityiime kinetikleri ve su igerikleri (%)’

Zaman (giin) te’ w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.08 97.47 £0.69
14 2.68 9432 +1.49
21 1.61 96.74 £ 0.63
28 2.07 0.32 96.58 £0.63
35 1.57 97.24 +£0.23
42 1.78 96.99 +£0.20
49 1.54 96.59 +£0.28
56 2.16 96.57£0.16

" Tiim sonugclar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Kuru kiitle artis1 esas alindiginda ise, Sekil 3.5° de gosterilen ve yukarida
aciklanan biiylime evrelerinin daha netlestigi goriiliir. Kuru kiitle degerleri, lag
evresinin daha kisa oldugunu gostermektedir. Diger evreler ise yas kiiltiirlerden
elde edilen evrelere paralellik gostermektedir (Sekil 3.5. ve 3.6). Uygulama
baslangicindan sonraki ilk iki haftada rozmarinik asit miktar1 azalmis ve daha
sonra 5.15 mg/g'lik bir degisim ile 10.49 mg/g'a ulasmistir. Her ne kadar 21.
giinden itibaren kiiltlir kuru agirligi 6nemli bir artig gostermis ise de, rozmarinik
asit miktar1 35. giline kadar nispeten sabit bir seyir izlemistir. Rozmarinik asit
miktarinda 49. giine kadar 6nemli bir artis gériilmemistir. Ancak, duragan donemi

de igeren haftada ise artis gostererek 38.14 mg/g degerine ulasmistir.
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Sekil 3.5. Uygulama 3’de biiyiime egrisi
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Sekil 3.6. Uygulama 3’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Uygulama 4 (0.50 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiylime
diizenleyicileri olarak 0.50 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (Boliim 2, Tablo
2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiytime kinetikleri Tablo 3.4 ve egrisi Sekil 3.7°de

verilmigtir.
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Tablo 3.4. Uygulama 4’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty W Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.08 95.85£0.96
14 2.10 96.16 £0.34
21 1.89 96.63 £0.30
28 1.92 0.35 96.48 £0.18
35 1.66 95.92 £0.27
42 1.67 95.82 £0.74
49 1.43 95.82 £0.12
56 1.97 95.87 £0.12

' Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
*td (iki katina gikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Bu uygulamada oksin/sitokinin orani 1/ 2’dir. Burada da tipik olarak ilk 14
giin lag evresi, ardindan bir log evresi (14-28. giinler arasi) ve daha sonra bir
dogrusal artig (28 ile 49. giinler arasi) evresi izlendi (Sekil 3.7). 49. glinden sonra
ise, duragan siire¢ basladi. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 5493.66 = 124.96
mg yas biyokiitle elde edildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime orani 0.35
olarak hesaplandi.

Bu uygulamada da hiicrelerin su igeriklerinde herhangi bir artis ya da azalig
gorlilmedi. Su igerigi kiiltiir siiresi boyunca % 95.82 ile 96.63 arasinda degismistir
(Tablo 3.4).

Sekil 3.8'den de goriilecegi gibi, baslangic derisimi 18.64 mg/g olan
rozmarinik asit miktari, 0-14. giinler arasinda 9.49 mg/g’a gerilemistir. Bu
noktadan itibaren iki hafta boyunca sabit bir seyir izlemistir. Kuru kiitle artisinin
daha biiytik bir ivme kazandig1 28-49. giinler arasinda rozmarinik asit derisimi de
kademeli olarak artis gOstermistir. Son evredeki bu degisim, 56. giin sonunda,

42.42 mg/g’lik rozmarinik asit iiretimi saglamistir.
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Sekil 3.8. Uygulama 4’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde
zamana karsi degisimler

Uygulama 5 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiylime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagl biliylime kinetikleri (Tablo 3.5) ve egrisi
(Sekil 3.9) asagida verilmektedir.
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Oksin/sitokinin oraninin 1/1 oldugu bu uygulama ayni zamanda pozitif
kontrol olarak degerlendirilebilir. Zira, S. hortensis doku kiiltiirlerinin baglatilmasi
ve siirdiiriilmesinde bu besi ortami kullanildi ve tiim uygulamalar i¢in kullanilan
“baslangic” kalluslar1 bu kiiltiirlerden alindi.

Burada kiiltlirde lag evresinin biraz daha uzadigi belirlendi. Ciinkii kiiltiiriin
tq degerleri bu donemde 2.00 civarindadir (Tablo 3.5). 21. giinden sonra tg
degerlerinde bir azalma goriildii ve bu azalma 42. giin sonrasina kadar devam etti
(Sekil 3.9). Bu donem log evresine esdegerdir. Bundan sonra izlenen yaklasik 7
giinliik bir dogrusal artis evresinin ardindan, hiicrelerin biiyiime hizinda giderek
belirginlesen bir azalma goriildii. 49. giinden sonra goriilen bu siire¢ duragan
evredir. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime oran1 0.31 olarak hesaplandi. Bu
daha onceki uygulamalara gore nispeten daha hizli bir biiyiimenin gergeklestigini
gosterir. Zira tg degeri ile p degeri arasinda matematiksel olarak zit bir iliski
vardir. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 5053.00 &= 785.35 mg yas biyokiitle elde
edildi.

Tablo 3.5. Uygulama 5’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%)

Zaman (giin) tg w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.12 95.47 £0.16
14 1.94 95.84 £0.59
21 2.08 96.06 £ 0.04
28 1.69 0.31 96.33 £0.90
35 1.73 95.99 £0.18
42 1.62 96.02 £0.27
49 1.89 95.90 £0.11
56 2.20 95.75£0.29

! Tim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Kiiltiirtin  baglangicindan itibaren su igerigi % 95.47-96.33 arasinda
degismektedir. Bu durum, bu uygulamanin, su igeriginde herhangi bir degisim

saglamadig1 anlamina gelir.
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Bu uygulamada da, daha 6nce degerlendirilen uygulamalarda oldugu gibi,
kuru kiitle esas alindiginda biiylime egrisi, yas kiitleden elde edilen egri ile
uyumludur. Burada da kuru kiitle ile elde edilen grafikteki (Sekil 3.9) lag, log,
dogrusal artis ve duragan evrelerin daha belirgin oldugu goriiliir. Kuru kiitlede 0-
21. giinler arasindaki degisim daha yavastir. Buna paralel olarak rozmarinik asit
birikiminde de azalma goriiliir. Baslangi¢ rozmarinik asit derisimi 15.64 mg/g’dan
11.56 mg/g’a kadar gerilemistir. Kiiltiir kuru agirligi 21. giinden itibaren daha
hizli artig gostermistir. 49. giine kadar devam eden bu kiitle artig1 siiresince
rozmarinik asit birikimi giderek artmis ve 45.42 mg/g'a ulagsmustir (Sekil 3.10).
Ancak asil artis 49-56. giinler arasinda goriilmektedir. 56. giin sonunda
rozmarinik asit derisimi 62.27 mg/g'a ulasmistir. Bu ayn1 zamanda sabit sitokinin
oranina karsi artan oksin oranlarinin ¢aligildig1 bu kategori igerisindeki en yiiksek

rozmarinik asit derisimidir.
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Sekil 3.9. Uygulama 5’te biiylime egrisi
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Sekil 3.10.

zamana kars1 degisimler

Uygulama 6 (2.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 2.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltlirlerin zamana bagl biiylime kinetikleri (Tablo 3.6) ve egrisi
(Sekil 3.11) asagida verilmektedir.

Tablo 3.6. Uygulama 6’da biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%) '

Zaman (giin) ty w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.29 95.45 +£0.39
14 2.11 95.43 £0.49
21 1.77 96.16 £0.22
28 1.92 0.35 96.20 £ 0.31
35 1.78 96.37 £0.36
42 1.61 96.16 £ 0.31
49 1.83 95.50+£0.03
56 1.97 95.43 £0.19

! Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)

* 1 (Ozgiin biiyiime orani)
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Oksin/sitokinin oraninin 2/1 oldugu bu uygulamada da, bundan 6nce ele
aliman uygulamalarda oldugu gibi ilk 14 giin lag evresidir. Bunu takiben bir log
evresi (14-35. gilinler arasi) ve 35 ile 42. gilinler arasi1 bir dogrusal artig evresi
izlendi (Sekil 3.11). Her ne kadar tam bir duragan siire¢ baslamis olmasa da, 42.
giinden sonra yas kiitle artis1 yavagladi. Bu uygulama sonunda (56. giinde)
3579.33 + 142.10 mg yas biyokiitle elde edildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin
biiytime oran1 0.35 olarak tespit edildi.

Hiicrelerin su igerigi % 95.43-96.37 arasindadir.

4000 +

Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.11. Uygulama 6’da biiyiime egrisi
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Sekil 3.12. Uygulama 6’te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Bu uygulamadan elde edilen kuru kiitle, kiiltiir baglangicindan (0. giin) 49.
giine kadar kademeli olarak artmustir (Sekil 3.12). Burada da (Sekil 3.12), yas
kiitleden elde edilen grafige (Sekil 3.11) benzer bir egri elde edilmekle beraber,
bliylime evreleri daha belirgindir Baslangigta rozmarinik asit miktar1 11.46
mg/g’dir, Bu miktar 21. gline kadar azalarak 8.46 mg/g'a gerilemistir. Bu deger
ayn1 zamanda simdiye kadar ele alinan ortamlarla karsilastirildiginda en diisiik
olanidir. 28-35. giinler arasinda yavas bir degisim gosteren rozmarinik asit
miktari, 49-56. giinler arasinda 6.23 mg/g'lik bir degisim ile 20.52 mg/g'a
ulagmistir (Sekil 3.12).

Uygulama 7 (5.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynag:
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 5.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanildi (Bdliim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiyiime kinetikleri (Tablo 3.7) ve egrisi
(Sekil 3.13) asagida verilmektedir.
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Tablo 3.7. Uygulama 7°de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.40 94.81 £0.25
14 2.21 95.40 £0.56
21 1.66 95.66 £0.27
28 1.83 0.30 95.68 £0.38
35 1.78 95.75 £0.14
42 1.55 95.60 £0.03
49 1.89 95.38 £0.21
56 7.25 95.31 £0.30

" Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
* td (iki katina gikss siiresi, giin)
1 (Ozgiin biiyiime orani)

Oksin/sitokinin oraninin 5/1 oldugu bu uygulamada, lag evresinin 0-14.
giinler arasinda gerceklestigi belirlendi. Zira kiiltiiriin ty degerleri bu donemde
2.21-2.40 arasindadir (Tablo 3.7). 14. giinden sonra t4 degerlerinde bir azalma
goriildii ve bu azalma 42. giin sonuna kadar devam etti (Sekil 3.13). Bu donem log
evresine esdegerdir. Bundan sonra izlenen yaklasik 7 giinliikk bir dogrusal artis
evresinin ardindan, hiicrelerin biiylime hizinda giderek belirginlesen bir azalma
gorlildii. 42. gilinden sonra goriilen bu slire¢ duragan evredir. Kiiltiirdeki
hiicrelerin 6zgiin biliyiime orani 0.30 olarak tespit edilmistir. Bu daha 6nceki
uygulamalara gore nispeten daha diisiik bir biiylimenin gerceklestigini gdsterir.

Bu uygulama sonunda (56. glinde) 3845.66 + 97.72 mg yas biyokiitle elde
edildi. Hiicrelerin su igerikleri % 94.81-96.33 arasindadir.
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Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.13. Uygulama 7’de biiyiime egrisi

Bu uygulamada kiiltiirdeki biiyiime evrelerinin daha net belirlenmesi igin
kuru kiitle verileri daha elveriglidir. Sekil 3.14’de goriilecegi gibi, kuru kiitledeki
arti esas alindiginda biiyiime evreleri ¢ok daha belirgindir. Bu grafige gore ilk 14
giin lag, 14 ile 35. giinler arasindaki siire¢ log, 35 ile 49. giinler aras1 dogrusal
art1g ve sonrasi duragan evreleri temsil etmektedir.

Bu uygulamada, 0-14. giinler arasinda kiiltiiriin kuru kiitlesi ¢ok yavas
artarken, rozmarinik asit miktar1 giderek azalmis ve 14. giin sonunda 7.74 mg/g’a
kadar digmiistiir (Sekil 3.14). Log evresinde rozmarinik asit miktar1 yatay bir
seyir izlemis ve lineer artig evresinde ¢ok az artmistir (3.20 mg/g). Son haftada
kallusun kuru kiitle artis1 sabit bir seyir izlerken (duragan evre), rozmarinik asit

miktarinda hizl bir artis goriilmiis ve 56. glinde miktar1 19.39 mg/g'a ulasmustir.
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Sekil 3.14. Uygulama 7’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Uygulama 8 (10.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 10.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA kullanild1 (Bdliim 2,
Tablo 2.2). Kiiltlirlerin zamana bagl biiylime kinetikleri (Tablo 3.8) ve egrisi
(Sekil 3.15) asagida verilmektedir.

Oksin/sitokinin oraninin 10/1 oldugu bu uygulamada ilk 21 giinliik siire¢ lag
evresine esdegerdir. Bunu takiben bir log evresi (21-42. giinler arasi) ve 42 ile 49.
giinler aras1 bir dogrusal artis evresi izlendi (Sekil 3.15). 49. giinden sonra ise
duragan siire¢ basladi. Zira bu donemde iki katina ¢ikis siiresi (tq) 2.16 giin olarak
gergeklesti. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 3122.66 + 475.28 mg yas
biyokiitle elde edildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiytime orani 0.32°dir.

Hiicrelerin ortalama su icerikleri % 94.91-96.45 arasindadir.
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Tablo 3.8. Uygulama 8’de biiyiime kinetikleri ve su icerikleri (%) '

2

Zaman (giin) tq w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.44 9491 £0.83
14 2.08 95.65 £0.17
21 2.31 95.86 £0.17
28 1.86 0.32 96.45 £0.23
35 1.92 95.34 £0.99
42 1.85 95.86 +£0.42
49 1.56 96.13 £0.70
56 2.16 95.93 £0.86

" Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
* td (iki katina gikss siiresi, giin)

3 1 (Ozgiin biiyiime orani)

4000 +

Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.15. Uygulama 8’de biiyiime egrisi

Kiiltirlerden elde edilen kuru kiitlede, ilk 21 giin yavag bir artis
goriilmektedir. Bu esnada rozmarinik asit miktar1 da 4.28 mg/g’lik bir azalma ile
6.47 mg/g'a diismiistiir. Rozmarinik asit miktarinda 14-28. giinler arasinda ¢ok
fazla degisim goriilmemistir. Kuru kiitle miktar1 28. glinden itibaren daha ytiksek
artis gostererek 49. giin sonunda 114.00 mg'a yiikselmistir. Bu noktaya kadar

yavas bir artis gosteren rozmarinik asit birikimi, son hafta igerisinde 1.50 mg/g’lik

bir degisim gostererek 9.95 mg/g'a ulasmistir.
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Sekil 3.16. Uygulama 8’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Uygulama 9 (1.00 ppm IBA + 0.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak sadece 1.00 ppm IBA kullanildi (Boliim 2, Tablo 2.2).
Kiiltiirlerin zamana bagli biiyiime kinetikleri (Tablo 3.9) ve egrisi (Sekil 3.17)
asagida verilmektedir.

Tablo 3.9. Uygulama 9’da biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ta’ T Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.36 96.33£1.17
14 1.92 94.47 +2.86
21 1.61 96.31 £ 0.83
28 1.85 0.33 96.67 £0.88
35 1.87 96.50 £ 0.46
42 2.09 96.72 £0.19
49 1.51 96.43 £0.18
56 2.06 96.19 £ 1.46

! Tim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)
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Sekil 3.17. Uygulama 9’da biiyiime egrisi
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Sekil 3.18. Uygulama 9’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Bu uygulamada da, buraya kadar verilen uygulamalarin pek ¢ogunda oldugu
gibi lag evresinin 0-14. giinler arasinda gerceklestigi belirlendi. Zira kiiltiiriin tg
degerleri bu donemde 2.36’dir (Tablo 3.9). 14. giinden sonra ty degerlerinde bir
azalma goriildii ve bu azalma 42. giin sonrasina kadar devam etti (Sekil 3.17). Bu

donem log evresine esdegerdir. Bundan sonra izlenen yaklasik 7 gilinliik bir
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dogrusal artis evresinin ardindan, hiicrelerin biiylime hizinda giderek belirginlesen
bir azalma gorildi. 49. giinden sonra goriilen bu siire¢ duragan evredir.
Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime orani1 0.33 olarak tespit edildi. Bu uygulama
sonunda (56. glinde) 4404.33 + 703.65 mg yas biyokiitle elde edildi.

Bu uygulama hiicrelerin ortalama su igerigi % 94.47-96.72 arasindadir.

Sadece 1.00 ppm IBA kullanildig1 ve sitokinin olarak 6-BA’nin yer almadigi
bu uygulamada kuru kiitle esas alindiginda, lag siiresinin daha kisa (7-8 giin)
oldugu goriilecektir. Diger evreler ise yas kiitledeki gibidir (Sekil 3.17). Ancak
diger uygulamalardan farkli olarak, asil c¢arpici gelisme rozmarinik miktarinda
goriilen stirekli azalistir.

Bu uygulamada, baslangictan 35. giine kadar kuru kiitlede bir siirekli artis
gozlenmistir (Sekil 3.18). 35-42. giinler arasinda sabit bir seyir izleyen kuru kiitle
artis1 49. giine kadar oldukga hizli degisim sergilemistir. Diger yandan rozmarinik
asit miktar1 0. giinde 9.46 mg/g iken, kiiltiir periyodunun sonuna kadar diizenli bir
sekilde diisiis gostermistir. Ozellikle 3. ve 5. haftalarda miktarda duraganlik tespit
edilmigtir. Sekiz haftalik kiltiir periyodu tamamlandiginda, rozmarinik asit

miktar1 6.86 mg/g azalarak 2.60 mg/g'a gerilemistir.

Uygulama 10 (1.00 ppm IBA + 0.10 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyilime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 0.10 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltlirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri (Tablo 3.10) ve egrisi
(Sekil 3.19) asagida verilmektedir.

Uygulama 8’de oldugu gibi, bu uygulamada da oksin/sitokinin oran1 10/1’
dir. Burada gerek oksin (IBA) ve gerekse sitokinin derisimleri 10 kat azaltilarak,

strastyla 1.00 ve 0.10 ppm’e, diistiriilmiistiir.
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Tablo 3.10. Uygulama 10’da biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty W Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.53 96.12 £1.58
14 2.21 95.96 £2.32
21 1.88 95.87 £2.60
28 1.91 0.31 96.54 £ 0.64
35 1.66 96.46 +£0.57
42 1.66 96.83 £0.18
49 1.62 97.51 £0.07
56 2.20 97.48 £0.20

" Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
* td (iki katina gikss siiresi, giin)
3 1 (Ozgiin biiyiime orani)

5000 +

Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.19. Uygulama 10°da biiyiime egrisi

Diger uygulamalarda da goriildiigii gibi, bu uygulamada kiiltiirler 0-14.
giinler arasinda diisiik bir biiytime hiz1 gosterdi (t4 = 2.53). Bu donem, kiiltiirlerin
besi ortamina uyum gostermeye calistiklar1 lag evresine esdegerdir. 14. giinden
itibaren kiiltiirlerde olduk¢ca hizli bir biliyiime goézlendi (log evresi). Sekil
3.19°daki biiylime egrisi, log evresinin 14 ile 28. giinler arasinda oldugunu ve
bunu 21 giinliik bir dogrusal (dogrusal) artis evresinin izledigini gostermektedir.

49. giinden itibaren kiiltiiriin t4 degerinde artis goriildii (Tablo 3.10). Bu deger
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kiiltiirlerin duragan evreye girdigini gostermektedir. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin
biiylime orani 0.31 olarak tespit edildi. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 3847.00
+ 61.53 mg yas biyokiitle elde edildi. Hiicrelerin su igerigi bu ortamda daha 6nce
ele alinan ortamlara gore artis gosterdi (% 95.87-97.51).

120 + —— kuru kiitle 12
—@— rozmarinik asit
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80 -
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40 -

Kuru kiitle (mg)
Rozmarinik asit (mg/g)

20 ~

Zaman (giin)

Sekil 3.20. Uygulama 10’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Sekil 3.20 de gosterilen rozmarinik asit birikimindeki azalis, bir onceki
uygulamada verilen grafige (Sekil 3.18) benzerlik gostermektedir. Kuru kiitle,
kiiltiir baglangicindan 42. giine kadar artis gostermistir. Bu noktadan kiiltiir
periyodunun sonuna kadar kuru kiitlede sadece 10.00 mg'lik bir artis meydana
gelmistir. Buna karsilik rozmarinik asit miktar1 baslangigta 10.27 mg/g iken, 56.
giin sonunda 5.98 mg/g’lik bir azalma ile 4.29 mg/g’ a diismiistiir (Sekil 3.20).

Uygulama 11 (1.00 ppm IBA + 0.50 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiylime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 0.50 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiytime kinetikleri (Tablo 3.11) ve egrisi
(Sekil 3.21) asagida verilmektedir.
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Oksin/sitokinin oraninin 2/1 oldugu bu uygulama, uygulama 6 ile
karsilagtirilabilir. Ancak burada her iki biiyiime diizenleyicisi de iki kat
azaltilmistir. Burada da ilk 14 giinliik siire¢ lag evresine esdegerdir. Bunu takiben
bir log evresi (14-42. giinler aras1) ve 42 ile 49. giinler aras1 kisa bir dogrusal artis
evresi izlendi (Sekil 3.21). 49. giinden sonra ise duragan siire¢ basladi. Zira bu
donemde iki katina cikis siiresi (tq) 1.84 giin olarak gergeklesti (Tablo 3.11).
Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zglin biiyiime orani 0.37’dir. Bu deger buraya kadar
verilen uygulamalar goz Online alindiginda oldukc¢a yiiksektir. Ciinkii bu
uygulama sonunda (56. giinde) 9293.66 + 983.66 mg yas biyokiitle elde edildi. Bu

uygulamada, hiicrelerin su igerigi % 96.20-97.42 arasindadir.

Tablo 3.11. Uygulama 11°de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) te 2 w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.20 96.20 £ 0.65
14 1.86 96.62 £ 0.50
21 1.65 96.81 £ 0.39
28 1.82 0.37 96.66 £0.27
35 1.49 96.58 £0.22
42 1.60 96.51 £0.25
49 1.40 97.38 £0.33
56 1.84 97.42 +£0.27

! Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
% td (iki katina gikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Kuru kiitle verileri esas alindiginda da benzer bir biiyiime egrisi
goriilmektedir (Sekil 3.22). Kuru kiitle 49. giin sonunda 198.66 mg'a ulasmistir.
Kuru kiitledeki artis son hafta icerisinde olduk¢a diisiik seyretmistir. Buna
karsilik, rozmarinik asit miktar1 baglangicta 9.42 mg/g iken, 21. giinde 5.89
mg/g’a digmiistiir. 21-35. giinler arasinda birikimde nispeten yavas bir degisim
goriilmiis, 35. glinden itibaren tekrar diisiise ge¢mis ve sonucta 4.29 mg/g’lik bir

verim elde edildi.
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Sekil 3.21. Uygulama 11°de biiyiime egrisi
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Sekil 3.22. Uygulama 11°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Uygulama 12 (1.00 ppm IBA + 2.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 2.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana baglh biiyiime kinetikleri (Tablo 3.12) ve egrisi
(Sekil 3.23) asagida verilmektedir.
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Oksin/sitokinin oraninin 1/2 oldugu bu uygulama, daha 6nce degerlendirilen
uygulama 4 ile karsilastirilabilir. Ancak uygulama 12°de her iki biiyiime
diizenleyicisinin de derigimi artmistir. Burada da kiiltiirler, diger uygulamalarda
oldugu gibi, 0-14. gilinler arasinda diisiik bir biiyltime hiz1 gosterdi (t4 = 2.21). Bu
donem, Kkiiltiirlerin besi ortamina uyum gostermeye calistiklar1 lag evresine
esdegerdir. 14. giinden itibaren kiiltiirlerde oldukga hizli bir biiylime gbzlendi (log
evresi). Sekil 3.23’deki biiylime egrisi, log evresinin 14 ile 35. giinler arasinda
oldugunu ve bunu 15 giinlik bir dogrusal (dogrusal) artis evresinin izledigini
gostermektedir. 49. giinden itibaren kiiltiiriin ty degerinde artig goriildii (Tablo
3.12). Bu deger Kkiiltiirlerin duragan evreye girdigini gostermektedir. Kiiltiirdeki
hiicrelerin 6zgiin biiylime oran1 0.36 olarak tespit edildi. Bu uygulama sonunda
(56. giinde) 8572.66 + 1023.65 mg yas biyokiitle elde edildi. Hiicrelerin su icerigi
% 95.40-97.59 arasinda degisim gosterdi.

Tablo 3.12. Uygulama 12’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.21 95.40 £0.92
14 1.95 96.00 £0.28
21 1.62 96.99 £0.26
28 1.50 0.36 97.16 £0.08
35 1.84 96.91 £0.23
42 1.51 97.09 £0.07
49 1.49 97.59 £1.03
56 1.91 97.59 £0.24

! Tim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 P . o ee

1 (Ozgiin biiyiime orant)
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Sekil 3.23. Uygulama 12’de biiyiime egrisi
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Sekil 3.24. Uygulama 12°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Sekil 3.24'den de goriilebilecegi gibi, kuru kiitle miktar1 28. ve 42. giinlerde
diren¢ noktalar1 ile karsilasmigtir. Kuru kiitle degisim grafiginin timii birlikte
degerlendirilecek olursa, kiiltiir periyodunun baslangicindan sonuna kadar gecen
siire igerisinde siirekli artis kaydedildigi soylenebilir. Bu uygulamada da, son ii¢

uygulamada oldugu gibi, rozmarinik asit miktar1 zamana bagli olarak azalma
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egilimindedir. 0. giinde 10.64 mg/g olan miktar, 56. giin sonunda 5.04 mg/g

olarak hesaplanmistir.

Uygulama 13 (1.00 ppm IBA + 5.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynagi
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 5.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6lim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiyime kinetikleri (Tablo 3.13) ve egrisi
(Sekil 3.25) asagida verilmektedir.

Tablo 3.13. Uygulama 13’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty w Su icerigi (%)
0 - 96.33 £ 0.00
7 2.15 96.09 +1.35
14 2.39 95.78 £0.12
21 1.77 96.18 £ 0.41
28 1.52 0.34 97.21 £0.26
35 1.43 97.54 +0.15
42 1.49 97.46 £0.10
49 1.38 97.35+0.17
56 1.99 97.20 £0.20

! Tum sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Oksin/sitokinin oraninin 1/5 oldugu bu uygulamada ilk 14 giinliik siire¢ lag
evresine esdegerdir. Bunu takiben bir ¢cok kisa bir log evresi (14-21. giinler arasi)
ve 21 ile 49. giinler aras1 bir dogrusal artis evresi izlendi (Sekil 3.25). 49. giinden
sonra ise duragan siire¢ basladi. Zira bu donemde iki katina ¢ikis stiresi (tg) 1.99
giin olarak gerceklesti (Tablo 3.13). Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime orani
0.34’tiir. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 10023.33 + 927.86 mg yas biyokiitle
elde edildi.

Diger ortamlarda oldugu gibi bu ortamda da hiicrelerin su igerigi oldukg¢a

yiiksektir (% 95.78-97.54).
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Sekil 3.25. Uygulama 13’de biiyiime egrisi
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Sekil 3.26. Uygulama 13°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana karsi degisimler

Kuru kiitle degisimi de benzer biiylime egrisi vermektedir (Sekil 3.26). Bu
kiiltiir ortaminda 0-14. giinler arasinda kuru kiitle degisimi 12.60 mg olarak
gergeklesmistir. Ancak asil degisim 14-49. giinler arasinda goriilmektedir. Son

hafta icerisinde duragan doneme girildigi goriilmektedir. Bu uygulamada asil ilgi
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cekici gelisme rozmarinik asit miktarindaki degisimdir. Sabit oksin (IBA-1.00
ppm) derisimine kars1 giderek artan sitokinin (6-BA) derisimlerinin uygulandigi
son ii¢ uygulamanin aksine, rozmarinik asit 0-42. giinler arasinda giderek azalmig
ve daha sonra, yani 42-56. giinler arasinda ise 13.25 mg/g'lik bir artig géstermistir.
Rozmarinik asit birikimindeki en hizli artis 49-56. giinler arasinda
gergeklesmistir. Diger taraftan, sabit oksin derisimine kars1 giderek artan sitokinin
derisimlerinin uygulandigi bu grup igerisinde en yiiksek rozmarinik asit miktari bu

uygulamadan elde edilmistir (19.11 &+ 0.39 mg/g).

Uygulama 14 (1.00 ppm IBA + 10.00 ppm 6-BA)

Bu uygulamada, B5’in temel besi ortami ve sukroz’un karbon kaynag:
olarak kullanildig1 (% 2.50, w/v) ortamda kiiltiir yapildi. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 10.00 ppm 6-BA kullanild1 (B6liim 2,
Tablo 2.2). Kiiltiirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri (Tablo 3.14) ve egrisi
(Sekil 3.27) asagida verilmektedir.

Tablo 3.14. Uygulama 14’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) t w Su icerigi (%)
0 - 96.33 +0.00
7 2.36 94.79 +0.53
14 4.49 94.43 +0.51
21 1.95 94.87 +0.39
28 1.91 0.36 95.54 +0.61
35 1.95 95.74 +0.77
42 1.83 95.62 +0.65
49 1.79 95.46 + 1.01
56 1.92 95.96 + 0.52

' Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
*td (iki katina gikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Oksin/sitokinin ~ oraninin  1/10  oldugu bu uygulama, daha O&nce
degerlendirilen uygulama 3 ile karsilastirilabilir. Ancak uygulama 14’te her iki
biliylime diizenleyicinin derisimi de 10 kat artirilmustir. Sekil 3.27°de, yas kiitle

esas alinarak elde edilen biiyliime grafigi olduk¢a yayvan bir plato ¢cizmektedir. Bu

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



50

evrelerin daha net degerlendirilebilmesi i¢in zamana bagl olarak kuru kiitledeki
degisimleri gosteren Sekil 3.28’deki biiyiime egrisi esas alinmistir. Burada ilk 14
giinliik siireg lag evresidir. Bunu bir log evresi (14-35. giinler arasi) ve bir
dogrusal artig evresi (35 ile 49. giinler aras1) izlemistir. Her ne kadar duragan evre
net olarak goriilemese de 49. gilinden sonra ise biiyiime yavaslamistir. Bu
uygulama sonunda (56. giinde) 3753.33 + 278.12 mg yas biyokiitle elde edildi.
Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiyiime orani 0.36°dir. Bu ortamda hiicrelerin su

icerigi % 94.43-96.33 arasindadir.

5000 +

Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.27. Uygulama 14’te bliylime egrisi
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Sekil 3.28. Uygulama 14°te kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler
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Baslangicta 10.72 mg/g olan rozmarinik asit miktar1 21. gline kadar giderek
azalmistir. 21-35. giinler arasinda miktarda fazla bir degisim goriilmemis, ancak
bu noktadan kiiltiir periyodunun sonuna kadar 10.51 mg/g'lik bir degigim ile 18.45
mg/g'a ulasmistir. Bu deger ayn1 zamanda bu kategoride 13 no'lu uygulamadan

sonra elde edilen ikinci en yiiksek degerdir (Sekil 3.28).

3.2. Farkh Sukroz Derisimlerinin Biiyiime, Su Icerigi (%) ve

Rozmarinik Asit Birikimi Uzerine Etkileri

Sukroz derisimlerinin etkilerinin arastirildigr asagidaki uygulamalarda,
biliylime diizenleyicilerinin derisimi sabit kalacak sekilde, sukroz derisimleri
artirildi. Biiyiime diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA
kullanildi. Burada da kallus kiiltiirii stirekli karanlik ortamda yapildi.

Uygulama 15 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA + % 1.0 sukroz)
Bu uygulamada karbon kaynagi olarak % 1.0 (w/v) sukroz kullanildi.
Kiiltiirlerin zamana baglh biiylime kinetikleri Tablo 3.15’te ve biiylime egrisi ise

Sekil 3.29°da verilmektedir.

Tablo 3.15. Uygulama 15°de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

2 3

Zaman (giin) tq n Su icerigi (%)
0 - 96.33 £ 0.00
7 2.51 94.20 £ 0.73
14 2.34 94.13 £0.89
21 1.93 95.35+0.35
28 1.71 0.34 96.21 £0.22
35 1.96 96.75+0.16
42 2.07 96.87 £0.99
49 2.51 96.73 £ 0.88
56 1.86 97.05+0.30

! Tum sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Yas kiitle degerleri esas alindiginda, 0-14. giinler arasinda gerceklesen bir

lag evresini takiben 14-42. giinler arasinda log ve 42-49. giinler arasinda lineer
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artis evreleri gerceklesmistir. 49. glinden itibaren duragan siire¢ baslamistir (Sekil
3.29). Kiiltlirdeki hiicrelerin 6zgilin biiyiime orani1 0.34’tiir. Bu uygulamanin son
giinlinde 3454.00 + 41.18 mg yas biyokiitle elde edildi. Bu uygulamada hiicrelerin
su icerigi % 94.13 ile 97.05 arasindadir.

4000 -

Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.29. Uygulama 15°de biiylime egrisi

120 + —8— kuru kiitle 35
—@— rozmarinik asit 30

Kuru kiitle (mg)
Rozmarinik asit (mg/g)

0 7 14 21 28 35 42 49 56

Zaman (giin)

Sekil 3.30. Uygulama 15°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana karsi degisimler
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Bu uygulamada zamana bagli olarak kuru kiitle ve rozmarinik asit
birikimindeki degisim Sekil 3.30° da gosterilmektedir. Ilk 28 giinde kuru kiitle
45.26 mg'lik bir artisla 49.66 mg'a ulasmis, ancak daha sonra artista 6onemli bir
yavaglama goriilmiistiir. 56. giin sonunda 105.00 mg’lik bir kuru kiitle degerine
ulagilmistir. Diger taraftan rozmarinik asit miktar1 28. giin sonuna kadar hizli bir
diisiis gostererek 7.13 mg/g'a gerilemis ve sonraki giinlerde yeniden artis

gostererek 56. giinde 30.12 mg/g'a ulagsmustir.

Uygulama 16 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA + % 2.0 sukroz)

Bu uygulamada karbon kaynagi olarak % 2.0 (w/v) sukroz kullanildi.
Kiiltiirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri Tablo 3.16’da ve biiyiime egrisi ise
Sekil 3.31°da verilmektedir.

Bu uygulamada da Kkiiltiirlerde 0-14. gilinler arasinda yavas bir biiylime
gortildii (tg = 2.70). Bu donem, lag evresidir. Yas kiitlenin zamana karsi
degisimini gosteren ve Sekil 3.31°de verilen biiyiime egrisinde log evresinin 14 ile
42. giinler arasinda oldugu, bunu bir haftalik bir dogrusal (dogrusal) artis
evresinin izledigi belirlendi. 49. giinden itibaren kiiltliriin ty degerindeki artis
(Tablo 3.16) kiiltiirlerin duragan evreye girdigini gosterdi. Kiiltiirdeki hiicrelerin
0zgilin bliylime orani 0.37 olarak hesaplandi. Bu uygulama sonunda (56. giinde)
5445.66 + 524.37 mg yas biyokiitle elde edildi. Uygulama siiresince hiicrelerin su
igerigi % 91.37 ile 96.43 arasinda degismistir.

Tablo 3.16. Uygulama 16’da biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty T Su icerigi (%)
0 - 96.33 £ 0.00
7 2.70 91.37+£0.70
14 2.35 93.43+£1.29
21 1.79 95.96 £ 0.36
28 1.66 0.37 96.25+0.48
35 1.68 96.03 £ 0.54
42 1.76 96.21 £ 0.07
49 1.77 96.32 £ 0.06
56 1.98 96.43 £ 0.63

' Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
* td (Iki katina gikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)
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Yas kiitle (mg)

Zaman (giin)

Sekil 3.31. Uygulama 16°da biiyiime egrisi
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Sekil 3.32. Uygulama 16’da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

% 2.0 oraninda sukroz bulunan bu kiiltiir ortaminda kuru kiitle miktar ilk iki
hafta icerisinde duragan bir seyir izlemistir (Sekil 3.32). Ancak 14. giinden
itibaren 56. giin sonuna kadar 249.00 mg'a ulasmistir. Rozmarinik asit miktar1
kiiltiir baslangicindan 3. haftanin (21. giin) sonuna kadar gecen siire icerisinde
azalma egilimine girmistir. Bu noktada birikim miktar1 8.69 mg/g olarak
bulunmustur. 21-49. giinler arasinda siirekli artis gosteren rozmarinik asit

birikimi, en hizli degisimi kiiltiir periyodunun son haftas1 igerisinde gostermistir.
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Uygulamanin sona erdigi 56. giin rozmarinik asit miktar1 45.43 mg/g olarak

bulundu.

Uygulama 17 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA + % 3.0 sukroz)

Bu uygulamada karbon kaynagi olarak % 3.0 (w/v) sukroz kullanildi.
Kiiltiirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri Tablo 3.17’da ve biiyiime egrisi ise
Sekil 3.33’da verilmektedir.

% 3.0 sukroz bulunan bu besi ortaminda hiicrelerin, 14 giinliik bir lag evresi
gecirdikleri gozlendi. Bu asamada 2.16-2.31 giinler arasinda degisen tq degerleri
kaydedildi. Sekil 3.33’deki biiylime egrisi, log evresinin 14 ile 42. giinler arasinda
oldugunu ve bunu 7 giinliikk bir dogrusal (dogrusal) artis evresinin izledigini
gostermektedir. 49. giinden itibaren kiiltiiriin ty degerinde artis goriildii (Tablo
3.17). Bu deger kiiltiirlerin duragan evreye girdigini gostermektedir. Hiicrelerin
0zgilin biliylime orani diger kiiltliir ortamlarina gore oldukca yiiksektir (0.40). Bu
uygulama sonunda (56. giinde) 6867.00 + 331.99 mg yas biyokiitle elde edildi.
Hiicrelerin su igeriginin kiiltiir siiresince % 93.37-96.33 arasinda degismistir

(Tablo 3.17).

Tablo 3.17. Uygulama 17’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

2 3

Zaman (giin) tq W Su icerigi (%)
0 - 96.33 £0.00
7 2.16 93.37+2.38
14 2.31 94.29 £ 0.30
21 1.67 95.39+0.22
28 1.71 0.40 95.84 £0.40
35 1.85 95.88+0.23
42 1.60 95.97+£0.74
49 1.54 95.60 £0.27
56 1.72 95.95 £ 0.66

! Tim sonuclar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 P . o ee

1 (Ozgiin biiyiime orant)
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Sekil 3.33. Uygulama 17°de biiylime egrisi
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Sekil 3.34. Uygulama 17°de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Sekil 3.34°de kuru kiitle esas alinarak verilen biiyiime grafiginde bu evreler
daha net goriilmiistiir. Kuru kiitle miktar1 ilk 14 giin 19.60 mg'lik bir degisim
gostermis, daha sonraki gilinlerde ise bu artis ¢ok daha hizli ger¢eklesmistir. Son
hafta kuru kiitle 239.66 mg'a ulasmistir. Ote yandan kuru agirligin yavas degisim
gosterdigi ilk 14 giinlik donemde, rozmarinik asit miktar1 da nispeten sabit

kalmistir. 14-28. giinler arasinda rozmarinik asit birikiminde bir azalma goriilmiis
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ve miktar1 11.14 mg/g'a kadar gerilemistir. Bu noktadan itibaren tekrar
yiikselmeye bagslayan rozmarinik asit miktar1 56. giin sonunda 82.34 mg/g
olmustur. Bu deger, diger tiim uygulamalar g6z 6niinde bulunduruldugunda elde

edilen en yiiksek rozmarinik asit miktaridir.

Uygulama 18 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA + % 4.0 sukroz)
Bu uygulamada karbon kaynagi olarak % 4.0 (w/v) sukroz kullanildi.
Kiiltiirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri Tablo 3.18’de ve biiyiime egrisi ise

Sekil 3.35’de verilmektedir.

Tablo 3.18. Uygulama 18’de biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

Zaman (giin) ty W Su icerigi (%)
0 - 96.33 £ 0.00
7 2.73 91.84 £0.68
14 2.20 92.36 £1.30
21 1.69 94.30 £ 0.48
28 1.73 0.40 93.16 £0.32
35 1.48 95.38+0.78
42 1.59 95.42 £0.58
49 1.63 95.15+0.11
56 2.17 95.18 £0.77

! Tim sonuclar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
2 td (iki katina ¢ikis siiresi, giin)
3 P . o ee

1 (Ozgiin biiyiime orant)

Bu uygulamada ilk 14 giinliik bir lag evresi goriilmiistiir. Bunu 21 giinliik bir
log evresi ve 14 giinliik bir dogrusal artis evresi izlemistir. 49. giinden sonra
kiiltiirler duragan siirece girmistir (Sekil 3.35). Bu uygulama sonunda yani 56.
giinde, 7783.33 £ 628.28 mg yas biyokiitle elde edildi. Ozgiin biiyiime oran1 ise
0.40 olarak hesapland1 (Tablo 3.18).

Hiicrelerin su igerigi % 91.84 ile 96.33 arasindadir.
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Sekil 3.35. Uygulama 18’de biiyiime egrisi
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Sekil 3.36. Uygulama 18’de kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Sekil 3.36'dan de goriilecegi iizere, bu uygulamada kuru kiitle miktar1 0-14.
giinler arasinda yavas bir artis gostermistir. 14. giin sonunda kuru kiitle miktar
25.66 mg olarak tespit edilmistir. Ancak 14-49. giinler arasinda kuru Kkiitle
miktarinda ¢ok hizli bir artis gerceklesmistir. 8. hafta (49-56. giinler arasi),
duragan donemin basladigina isaret etmektedir. Rozmarinik asit miktar1 0 ile 28.

giinler arasinda 4.40 mg/g’lik bir azalma ile 11.14 mg/g'a gerilemistir. Rozmarinik
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asit miktar1 28-35. giinler arasinda tekrar artmaya baslamis ve 56. giin sonunda

41.14 mg/g'a ulagsmustir.

Uygulama 19 (1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA + % 5.0 sukroz)
Bu uygulamada karbon kaynagi olarak % 5.0 (w/v) sukroz kullanildi.
Kiiltiirlerin zamana bagli biiylime kinetikleri Tablo 3.19’da ve biiyiime egrisi ise

Sekil 3.37°de verilmektedir.

Tablo 3.19. Uygulama 19°da biiyiime kinetikleri ve su igerikleri (%) '

2 3

Zaman (giin) tq W Su icerigi (%)
0 - 96.33 £ 0.00
7 2.50 89.33+1.93
14 2.08 91.72 £0.50
21 1.87 91.39+£0.38
28 1.79 041 92.34 £0.44
35 1.53 93.16 £ 0.02
42 1.60 93.25+£0.30
49 1.49 94.51 £0.10
56 1.68 93.27+£0.62

' Tiim sonuglar 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
*td (iki katina gikis siiresi, giin)
* 1 (Ozgiin biiyiime orani)

Bu uygulamada da ilk 14 giiniin lag evresine ait oldugu bulunmustur.
Ciinkti, gerek iki haftada elde edilen iki katina ¢ikis siireleri (tq = 2.08-2.50 giin
aras1) ve gerekse zamanla yas kiitledeki degisimin esas alindigi Sekil 3.37 deki
bliyiime egrisi baslangigtaki ¢cok yavas biliyiimeyi gostermektedir. Sonrasinda kisa
bir log evresi gozlendi. Sekil 3.37°deki biliyiime egrisine gore, log evresi 14 ile 28.
giinler arasindadir ve bunu ii¢ haftalik bir dogrusal (dogrusal) artis evresinin
izledigini goriilmektedir. 49. giinden itibaren kiiltiirliin t4 degerinde artig tespit
edilmistir (Tablo 3.19). Bu deger Kkiiltliirlerin duragan evreye girdigini
gostermektedir. Kiiltiirdeki hiicrelerin 6zgiin biiylime oram1 0.41 olarak tespit
edildi. Bu uygulama sonunda (56. giinde) 6979.66 + 560.92 mg yas biyokiitle elde

edildi. Bunun yani sira hiicrelerin su igerigi % 89.33 ile 96.33 arasindadir.
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Sekil 3.37. Uygulama 19°da biiyiime egrisi
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Sekil 3.38. Uygulama 19°da kuru kiitlede ve rozmarinik asit birikiminde

zamana kars1 degisimler

Sekil 3.38’de verilen ve kuru kiitlenin zaman karsi degisiminin grafige
gecirildigi biliylime egrisi de bu bulgular1 dogrulamaktadir. Kuru agirlik, 0-28. ve
28-49. giinler arasinda iki farkli artis donemi sergilemistir. 49 giinliikk donemde
kuru kiitle toplam 303.26 mg'lik bir degisim gostermistir. Rozmarinik asit miktari

ise ilk 14 giinliik donemde sabit kaldiktan sonra, 28. giine kadar giderek azalmis
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ve burada 7.65 mg/g degerine ulagmistir. 28-35. glinler arasinda nispeten yavas bir

degisim gdsteren birikim, 56. giin sonunda 39.02 mg/g'a ulasmistir (Sekil 3.38).

3.3. Uygulamalardan elde edilen yas ve kuru biyokiitle ile rozmarinik

asit birikiminin karsilagtirmah analizi

Simdiye kadar farkli IBA/6-BA birlesimlerinin (Bolim 3.1) ve sukroz
derigimlerinin (Boliim 3.2) kiiltiir siireci boyunca zamana karsi biyokiitle ve
rozmarinik asit miktart iizerinde yaptiklart degisiklikler analiz edildi.
Biyokiitledeki degisikliklerin analizi i¢in hem yas hem de kuru kiitle verileri
degerlendirildi.

Bu boliimde ise farkli IBA/6-BA birlesimlerini igeren uygulamalarin son
giiniinden elde edilen yas ve kuru biyokiitle ile rozmarinik asit diizeyleri
istatistiksel olarak analiz edildi. Ayn1 degerlendirme daha sonra, farkli sukroz

derisimleri i¢in de yapilmstir.

3.3.1. Farkli IBA/6-BA birlesimlerinin yas ve kuru biyokiitle ile

rozmarinik asit birikimi iizerine etkileri

Yas kiitle acisindan en yiliksek verim, uygulama 13’den elde edilmistir
(10023.33 + 927.86 mg) (Tablo 3.20). Bunu, uygulama 11 ve 12’deki veriler
izlemektedir (Sekil 3.39). Bu uygulamalarda, sabit oksin (1.00 ppm IBA),
degisken sitokinin (6-BA) derisimleri bulunmaktadir. Yas kiitle baz alindiginda
her ii¢ uygulamadan (11, 12 ve 13) elde edilen yas kiitle verileri sirasiyla;
10023.33 + 927.86, 9293.66 + 983.66, 8572.66 + 1023.65 mg’dir. Bu degerler
arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamistir (P>0.05). Sadece IBA’nin
kullanildigr uygulama 9, 6-BA’nin disiik derisimde denendigi (0.10 ppm)
uygulama 10 ve 6-BA’nin yiiksek derisimde denendigi (10.00 ppm) uygulama
14°deki veriler ise kendi aralarinda istatistiksel agidan farklilik gostermemistir
(P>0.05). 11k grup (uygulama 11, 12 ve 13) ile ikinci grup (uygulama 9, 10 ve 14)
arasinda yas kiitle verimi agisindan istatistiksel fark vardir (P<0.05). Deneylerde
standart kiiltliir olarak degerlendirilen uygulama 5’den elde edilen yas Kkiitle

verimi, ikinci grup uygulamalarla istatistiksel acidan fark gostermemistir
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(P>0.05). Herhangi bir biiyiime diizenleyicisinin yer almadig1 uygulama 1’de de
yas kiitle verimi benzer sekilde bir egilim gostermistir. Ozetle, 1, 5,9, 10 ve 14
numaralt uygulamalardan elde edilen yas kiitle verimleri kendi aralarinda bir grup
olusturacak sekilde benzerlik gostermistir (P>0.05). Ayni durum ytiksek verimin
alindig1 11, 12 ve 13 numarali uygulamalar i¢in de gecerlidir (Tablo 3.20).
Sitokinin derigiminin sabit (1.00 ppm), oksin derisiminin degisken oldugu
uygulamalar arasinda ise en yiiksek yas kiite verimi uygulama 4’ten elde
edilmistir. Ancak bu kategoride yer alan uygulamalardan elde edilen yas kiitle
verimleri istatistiksel anlamda farklilik gostermemistir (P>0.05). Bu kategoride
yer alan uygulama 3-8’deki verimler, 3122.66 + 475.28 mg ile 5493.66 + 124.96
mg arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu veriler uygulama 2’den elde edilen
yas kiitle verimi (7098.66 + 47.68 mg) ile karsilagtirlldiginda aralarinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark oldugu goriilmektedir (P<0.05). Diger taraftan,
biliylime diizenleyicilerinin bulunmadig1 uygulama 1 ile bu gruptaki uygulamalar

arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamistir (P>0.05) (Tablo 3.20).
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Sekil 3.39. Bitki biliylime diizenleyicisi derisimlerinin S. hortensis kallus

kiiltiirlerinde yas kiitle verimleri iizerine etkisi
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Sadece bir oksin’in kullanildigi uygulama 9 ile sadece bir sitokinin’in
kullanildig1 uygulama 2’deki yas kiitle verimleri karsilagtirildiginda, istatistiksel
bir fark gortiilmektedir (P<0.05).

Oksin/sitokinin, yani IBA/6-BA oraninin 1:2 oldugu iki uygulamadan
(Uygulama 4 ve 12) elde edilen yas kiitle verimleri farklidir  (P<0.05). Ancak
kuru kiitle wverileri degerlendirildiginde ise iki uygulama arasinda fark
bulunmamistir (P>0.05). Standart kiiltiir (Uygulama 5) ile karsilastirildiginda ise
Uygulama 12’nin yas ve kuru kiitle agisindan daha yiiksek verim sagladigi ve bu
farkin 6nemli oldugu bulunmustur.

IBA/6-BA oranmin 1:10 oldugu iki uygulama (Uygulama 3 ve 14)
degerlendirildiginde ise gerek yas ve gerekse kuru kiitle verimlerin arasinda bir
fark olmadigi goriildii. Ayrica her iki uygulamadan elde edilen yas ve kuru kiitle
verimleri ile standart kiiltiirden (Uygulama 5) elde edilen verimler arasinda
istatistiksel agidan bir fark bulunmamustir.

Sabit oksin derigimine karst (1.00 ppm) degisen sitokinin derisimlerinin
denendigi kategorideki kuru kiitle verimleri goz oniinde bulunduruldugunda, en
yuksek verimin yine uygulama 13’den elde edildigi gorilmektedir (282.00 +
59.90 mg). Bunu, sirastyla uygulama 12 (267.33 + 32.04 mg) ve 11°deki (234.00
+5.29 mg) veriler izlemektedir. 11, 12 ve 13 numarali uygulamalarda kuru kiitle
verimleri agisindan istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (P>0.05). Sadece
IBA’nin kullanildig1 uygulama 9 ile 6-BA’nin yiiksek derisimde denendigi (10.00
ppm) uygulama 14’deki veriler ise kendi aralarinda istatistiksel agidan farklilik
gostermemistir (P>0.05). Diger taraftan Uygulama 10, kuru kiitle olarak en az
verimin alindig1 uygulamadir ve digerlerinden farklidir P<0.05).

Sabit sitokinin derisimine karsi degisen oksin derisimlerinin ele alindigi
kategorideki kuru kiitle verimleri g6z 6niinde bulunduruldugunda ise, en yiiksek
verimin, sadece 1.00 ppm 6-BA bulunan 2 numarali uygulamadan elde edildigi
gorlilmektedir (273.00 = 5.03 mg). Bunu sirasiyla 4 (226.66 + 8.41 mg) ve 5
(212.00 = 23.79 mg) numarali uygulamalar izlemektedir. 2, 4 ve 5 numarali
uygulamalar arasinda kuru kiitle verimleri agisindan istatistiksel bir fark

bulunmamaktadir (P>0.05). Diger yandan bu kategoride bulunan 3, 6, 7 ve 8
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numarali uygulamalarin kuru kiitle verimlerinde de kendi aralarinda istatistiksel
acidan fark bulunmamaktadir (P>0.05). Ancak bu iki grup arasinda istatistiksel bir
fark gortilmiistiir (P<0.05).

Sadece bir oksin’in kullanildigr uygulama 9 ile sadece bir sitokinin’in
kullanildig1 uygulama 2’deki kuru kiitle verimleri karsilastirildiginda, bu iki
uygulama arasinda istatistiksel bir fark bulundugu goriilmektedir (P<0.05).

Sabit oksin derigimine karst (1.00 ppm) degisen sitokinin derisimlerinin
denendigi kategorideki spektrofotometrik rozmarinik asit verileri gbz Oniinde
bulunduruldugunda, en yiiksek verim uygulama 13’den elde edilmistir (19.11 +
0.39 mg/g). Bunu 14 numarali uygulama izlemektedir (18.45 £ 0.58 mg/g) (Sekil
3.40). 13 ve 14 numarali uygulamalar arasinda istatistiksel a¢idan herhangi bir
fark bulunmamustir (P>0.05). Diger yandan sadece 1.00 ppm oksin’in kullanildig1
uygulama 9 da dahil olmak {izere 10, 11 ve 12 numarali uygulamalarda
spektrofotometrik rozmarinik asit verilerinde istatistiksel acidan bir fark soz
konusu degildir (P>0.05). Ancak sozii edilen bu iki grup arasinda istatistiksel bir

fark bulunmaktadir (P<0.05) (Tablo 3.20).
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Sekil 3.40. Bitki biiyiime diizenleyicisi derisimlerinin S. hortensis kallus

kiltirlerinde rozmarinik asit birikimi {izerine etkisi
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Sabit sitokinin derisimine karsi degisen oksin derisimlerinin ele alindigi
kategorideki spektrofotometrik rozmarinik asit verileri degerlendirildiginde ise, en
yiliksek verimin uygulama 5’den elde edildigi goriilecektir (62.27 + 1.53 mg/g).
Bunu sirastyla sadece 1.00 ppm sitokinin bulunan 2 numarali uygulama (46.66 +
1.85 ng/mg) ve 4 (42.42 + 1.21 pg/mg) numarali uygulamalar izlemektedir. 2 ve 4
numarali uygulamalar arasinda istatistiksel agidan fark bulunmazken (P< 0.05), 5
numarali uygulama bunlardan farklidir (P>0.05). Bu kategoride bulunan 6 ve 7
numaralt uygulamalarin da spektrofotometrik rozmarinik asit diizeyleri arasinda
istatistiksel fark gozlenmemistir (P>0.05). Bitki bliyime diizenleyicisi
bulunmayan 1 numarali uygulama ile 1/10 oraninda oksin-sitokinin birlesimi
iceren 3 numarali uygulamalarda rozmarinik asit diizeyleri agisindan istatistiksel
farklilik bulunmaktadir (P<0.05) (Tablo 3.20).

Yalnizca bir oksin’in kullanildig1 uygulama 9 ile yalnizca bir sitokinin’in
kullanildigr uygulama 2’deki spektrofotometrik rozmarinik asit diizeyleri
karsilastirildiginda, bu iki uygulama arasinda istatistiksel bir fark bulundugu
goriilmektedir (P<0.05) (Tablo 3.20).

HPLC yoluyla analiz edilen rozmarinik asit verileri degerlendirildiginde ise
sirastyla 2 ve 3; 6 ve 13; ve 11 ve 12 numarali uygulamalar kendi aralarinda farkl
degilken (P>0.05), diger tiim uygulamalardan elde edilen sonuglar istatistiksel

olarak birbirinden farkli bulunmustur (P<0.05) (Tablo 3.20).

3.3.2. Farkli sukroz derigimlerinin yas ve kuru biyokiitle ile rozmarinik

asit birikimi iizerine etkileri

Yas kiitle acisindan en yiiksek verim, % 4.0 (v/w) oraninda sukroz bulunan
uygulama 18’den elde edilmistir (7783.33 + 628.28 mg) (Tablo 3.21). Bunu % 5.0
(v/w)’lik sukroz orani igeren 19 (6979.66 = 560.92 mg) ve 17 numaral1 (6867.00
+ 331.99 mg) uygulamalar izlemektedir (Tablo 3.21, Sekil 3.41). 17, 18 ve 19
numarali uygulamalar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik
bulunmamaktadir (P>0.05). Diger yandan uygulama 16 ile uygulama 17 arasinda
da istatistiksel agidan fark bulunmazken (P>0.05), uygulama 16; 18 ve 19

numarali uygulamalardan istatistiksel acidan farklidir (P<0.05). Yalnizca % 1.0
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(v/w) oraninda sukroz bulunan 1 numarali uygulama ise yas kiitle verimi

acisindan bu kategorideki diger uygulamalardan farkli bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 3.41. Sukroz derisimlerinin S. hortensis kallus kiiltiirlerinde yas kiitle

verimi uizerine etkisi

Tablo 3.21°deki veriler kuru kiitle agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek
verimin uygulama 19’dan elde edildigi goriilmektedir (428.33 £+ 18.02 mg). Bunu
uygulama 18 izlemektedir (404.33 + 41.06 mg). Bu iki uygulama arasinda
istatistiksel agidan herhangi bir farklilik bulunmamistir (P>0.05). Bu kategoride,
16 ve 17 numarali uygulamalarin kuru kiitle verimleri arasinda da istatistiksel bir
farklilik bulunmazken (P>0.05), uygulama 15, uygulama 16 ve 17’yi igeren grup
ve uygulama 18 ve 19’u igeren gruplarin kuru kiitle verimleri kendi aralarinda

degerlendirildiginde istatistiksel acidan farklilik goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 3.42. Sukroz derisimlerinin S.  hortensis kallus kiiltiirlerinde

rozmarinik asit birikimi tizerine etkisi

Farkli sukroz derisimlerinin denendigi bu kategoriden elde edilen
spektrofotometrik rozmarinik asit verimleri degerlendirildiginde (Tablo 3.21,
Sekil 3.42), en yiiksek verimin % 3.0 (v/w) oraninda sukroz bulunan 17 numaralt
uygulamadan elde edildigi gorilir (82.34 + 0.26 mg/g). Bunu, % 2.0 (v/w)
oraninda sukroz iceren uygulama 16 izlemektedir (45.43 + 0.42 mg/g). Bu iki
grup arasinda istatistiksel acidan farklilik vardir (P<0.05). 18 ve 19 numaral
uygulamalar arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamistir (P<0.05). Yalnizca %
1.0 (v/w) oraninda sukroz i¢ceren 1 numarali uygulamadan elde edilen rozmarinik
asit verileri ise bu kategorideki diger uygulamalardan istatistiksel agidan farklilik
gostermektedir (P<0.05).

Bu kategorideki uygulamalarin rozmarinik asit diizeylerinin HPLC ile
analizi sonucunda elde edilen veriler (Tablo 3.21) goz 6nilinde bulunduruldugunda
ise; % 2.00 (v/w) sukroz bulunan 16 no’lu uygulama ile % 5.00 (v/w) sukroz
bulunan 19 no’lu uygulamalar arasinda istatistiksel ag¢idan bir fark bulunmamustir
(P>0.05). Ote yandan diger tiim uygulamalarin istatistiksel olarak birbirlerinden

farklilik gosterdigi goriilmektedir (P<0.05).
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Bitki Biiyiime Diizenleyicisi

Birlesimi

Yas Kiitle (mg)
Ort’+S.H.’>
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Tablo 3.20. Bitki biiyiime diizenleyicisi verilerinin istatistiksel olarak de

- .. .1
gerlendirilmesi

Kuru Kiitle (mg)
Ort’+S.H.*

Rozmarinik asit (mg/g)

Spektrofotometrik

Ort2+S.H.?

HPLC
Ort?+S.H.?

1 BBD yok 5066.33 + 45.24 >CGHE 184.33 + 5.8] #©GHLELO 31.22+0.89° 30.12+0.12 %
2 1.00 ppm 6-BA 7098.66 + 47.68° 273.00 + 5.03 "0 46.66+1.85° 42.14+0.11°
3 0.10 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA | 4864.33 + 58.12 8! 166.66 + 2,72 Shenbo 38.14+0.77° 42.62+0.14°
4 0.50 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA | 5493.66 + 124.96 "' 226.66 + 8.41 4&M™m 2441210 49.73+£020°
5 1.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA | 5053.00 + 785.35 >>%F&1 212 0 & 23.79 “eell 6227+153 ¢ 71.67+0.14
6 2.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA | 3579.33 + 142,10 "8 | 16333 + 6.98 "&M1° 20.52+0.78 © 1834+ 0.16°
7 5.00 ppm IBA +1.00 ppm 6-BA | 3845.66 + 97.72 =& 192.00 + 11.23 &-1° 19.39 £ 0.63 © 24.07+£027"
8 10.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA | 3122.66 + 475.28 =& 135.66 % 15.94 M50 9.95+087" 8.13+0.118

9 1.00 ppm IBA 4404.33 +703.65 &' 170.66 + 2.96 ° 2.60+0.128 176 +0.14"
10 1.00 ppm IBA +0.10 ppm 6-BA | 3847.00 + 61.53 &' 104.33 +4.91 © 429+0.12 % 2.14+0.17"
11 1.00 ppm IBA +0.50 ppm 6-BA | 9293.66 + 983.66 " 234.00 +5.29 "™ 429+0.14 8 3.46+0.13
12 1.00 ppm IBA +2.00 ppm 6-BA | 8572.66 + 1023.65 *" 267.33+32.04 ™" 5.04+0.148 3.97+0.16 "
13 1.00 ppm IBA +5.00 ppm 6-BA | 10023.33 = 927.86 " 282.00 +59.90 " 19.11+0.39 € 17.43+0.14 ¢
14 1.00 ppm IBA +10.00 ppm 6-BA | 3753.33 £278.12" 157.00 £ 18.73 ° 18.45+0.58 16.14+0.14 "

Veriler ti¢ tekrarin ortalamasidir, 2Ort: Ortalama, ° S.H.: Standart Hata,

t: Aym siitunlarda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir
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Sukroz Derisimi (%, v/w)

Yas Kiitle (mg)

Ort?+S.H.3
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.. .1
erlendirilmesi

Kuru Kiitle (mg)
Ort’+S.H.’

Rozmarinik asit (mg/g)

Spektrofotometrik
Ort’+S.H.’

HPLC
Ort2+S.H.3

15 1.00 3454.00 +41.18 2 105.00+ 1.00 ® 30.12+043% 28.23+0.572
16 2.00 5445.66 + 524377 249.00 + 44.61 ° 4543 +0.42° 4174+ 051°
Kontrol 2.50 5053.00 + 785.35 ° 212+23.79° 6227+153° 71.67+0.14°
17 3.00 6867.00 + 331.99 *° 239.66 + 28.36 ° 8234 +0.26 ¢ 91.76 + 0.33 ¢
18 4.00 7783.33 + 628.28 ¢ 40433 +41.06 € 41.14+021° 48.12+028°
19 5.00 6979.66 + 560.92 € 42833 +18.02°€ 39.02+021° 4326 +0.25°

"Veriler li¢ tekrarin ortalamasidir, 2Ort: Ortalama, ° S.H.: Standart Hata,

t: Ayni siitunlarda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir
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3.4. S. hortensis bitkisinden elde edilen rozmarinik asit miktari

Yukarida verilen tiim kallus kiiltiirli uygulamalarina paralel olarak S.
hortensis bitkisinin herbal kisimlarindan elde edilen 6ziitte de rozmarinik asit
miktarini belirlemek icin spektrofotometrik ve HPLC analizleri yapildi. Sonuglar

Sekil 3.43’de verilmektedir.
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Sekil 3.43. S. hortensis’den elde edilen rozmarinik asit diizeyinin, en yliksek

ve en diisiik verim saglayan uygulamalarla karsilastirilmasi

S. hortensis bitkisinin toprak stii kistmlarindan hazirlanan metanol (MeOH)
Oziitlinlin rozmarinik asit igerigi de hem spektrofotometrik hem de HPLC
analizleri ile belirlendi Spektrofotometrik analizler sonucunda oziitiin 25.02 +
1.21 mg/g rozmarinik asit i¢erdigi tespit edildi. HPLC analizleri sonucunda ise bu
Oziitiin 23.44 + 1.14 mg/g rozmarinik asit igerdigi saptandi.

Sekil 3.43’den de goriilecegi gibi, kallus kiiltiirleri baslatilmasi i¢in kaynak
kiiltiir ortam1 olarak kullanilan kontrol grubundan spektrofotometrik ve HPLC
analizleri sonucunda sirasiyla 62.27 + 1.53 mg/g ve 71.67 £ 0.14 mg/g
diizeylerinde rozmarinik asit elde edildi. En yiiksek rozmarinik asit miktari, %
3.0 sukroz bulunan uygulama 17°den elde edilirken (sirasiyla 82.34 + 0.26 mg/g
ve 91.76 + 0.33 mg/g), bu miktar, yalnizca 1.00 ppm IBA’nin kullanildig1 9
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numarali uygulamada sirastyla 2.60 + 0.12 mg/g ve 1.76 £+ 0.14 mg/g diizeylerine
kadar gerilemistir.

En yiiksek rozmarinik asit veriminin elde edildigi 17 numarali uygulama g6z
oniinde bulunduruldugunda, kallus kiiltiirleri yolu ile elde edilen rozmarinik asit
miktari, S. hortensis bitkisi Oziitiinden elde edilene oranla 3.92 kat daha fazladir.

S. hortensis MeOH 06ziitiiniin ve en yiiksek rozmarinik asit diizeyine sahip
olan uygulama 17°nin HPLC kromatogramlari bu ¢aligmanin ekler bdliimiinde
sunulmustur (Ek-1 ve Ek-2). Ayrica 50 png/ml diizeyinde standart rozmarinik asit
¢ozeltisinin HPLC kromatogrami da bu ekler arasinda yer almaktadir (Ek-3).
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4. TARTISMA ve SONUC

Bitki doku ve hiicre kiiltiirleri ile dogal iiriinlerin (sekonder metabolitlerin)
iiretimi bitki biyoteknolojisinin ilgi ¢ekici konularindan birisidir. Ozellikle kallus
ve hiicre silispansiyon kiltlirleri ile ¢ok c¢esitli sekonder metabolitlerin
iretilebilecegi belirtilmektedir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Bitki biyoteknolojisinde sik¢a karsilasilan “kallus” terimi esasen dogada
stkca goriilen bir olgudur ve bitkilerin yaralanmaya kars1t verdigi bir tepkidir.
Herhangi bir etki sonucu gelisen dokuda yaralanma bdlgesinde hizli ve diizensiz
hiicre boliinmeleri goriiliir ve bunu bu bolgede hizli bir fenolik bilesik liretimi
izler. Bu olgu kallus kiiltiirlerinde fenolik bilesiklerin iiretilmesi hususunda
potansiyel bir kaynak olabilecegini gosterir.

Lignin biyosentezi ve sonrasinda ligninlesme icin fenolik bilesiklerin
(fenilpropanoitlerin) iiretimi gerekir (Stafford ve Warren, 1991). Bitkilerde in vivo
ve in vitro kosullarda fitoaleksin-elisitor iliskisinde de fenolik bilesikler onemli
rol oynarlar (Sokmen ve Giirel, 2001). Elisitor bir ¢esit sinyal gorevi gortir,
fenilpropanoitlerin tiretimi tegvik edilir ve bu maddeler de hiicre ¢eperinde birikir
(Barz ve ark., 1988).

Dogada fenolik bilesiklerin bitkilere sagladig1 avantajlardan birisi de rekabet
gliclinii artirmasidir. Bitkilerin, ¢evresindeki diger bitkilere ve canlilara etkileri,
“allelopati”nin arastirma kapsamindadir. Bu olayda da fenolik bilesiklerin énemli
rol oynadig1 bilinmektedir. Bitkinin topraga yiiksek miktarlarda saldig1 benzoik
asit ve tiirevleri, kafeik ve ferulik asitler diger bitkilerin ¢imlenmesini veya
biliylimesini engeller (Taiz ve Zaiger, 2002). Bu, bitkilerin ¢ok farkli ve ¢esitli
fenolik bilesik iiretimi nedenlerinden sadece birisidir.

Diger taraftan, insanoglu bu metabolitleri degisik amaglarla kullanir (ilag,
besin katki maddeleri, parfiim ve kozmetik, zirai miicadele gibi). Bu bilesiklerin
birgogu, kimyasal olarak sentezi zor ya da fretilmeleri veya miktarlarinin
artirllmas1 genetik miihendislik miidahaleleri ile dahi biiyiik cabalar gerektirir
(Zhong ve ark., 2001). Son yillarda ticari anlamda bitkisel tiriinlere duyulan ilgi
artmis ve dolayisiyla bu bilesiklerin piyasa degerleri de yiikselmistir. Ornegin,

bitkisel bir sekonder metabolit olan rozmarinik asit, ¢esitli biyolojik aktivitelere
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sahiptir. Son yillarda rozmarinik asit konserve ve besin katki maddelerinde dogal
antioksidan olarak kullanilmaya baslanmig ve buna bagli olarak piyasa degeri de
artmistir (Wu ve Zhong, 1999).

Ancak ekonomik deger tasiyan dogal {iriinlerin kaynak bitkiden dogrudan
elde edilmesi her seyden oOnce bu bitkiler iizerinde tahribati da giindeme
getirmektedir. Bu tahribatin 6nlenmesi hususunda bitki biyoteknolojisinden
yararlanma olanag1 giincel bir yaklagimdir. Bunun yani sira bu teknik bagka
avantajlar1 da beraberinde getirir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Bununla beraber, doku ve hiicre kultiirii tekniklerini kullanarak sekonder
metabolit iretimi gergeklestirme siireci de yogun emek gerektirir. Kaynak bitkinin
secimi, bitkinin uygun kisimlarindan doku ve/veya hiicre kiiltlirlerinin
baslatilmasi, kiltiirlerin siirdiiriilebilmesi, hedef iiriiniin kiiltiirler tarafindan
iretilip tretilmediginin tespit edilmesi, eger iiretilebiliyorsa {iriiniin miktarinin
artirilmasi, yani kiiltiirii optimize etme olanaginin arastirilmasi evrelerinin her biri
bu siiregte doniim noktalaridir.

S. hortensis tohumlarindan baslatilan kallus kiiltiirleri de bu baglamda 6zgiin
bir ¢calismadir. Ciinkii bu bitkiden baslatilmis ve literatiire kazandirilmis sadece
bir arastirma mevcuttur (Giilliice ve ark., 2003). Ancak bu arastirmada, gii¢lii bir
antioksidan aktivite gosterdigi ve bu aktivitenin fenolik bilesiklerden
kaynaklandig1 rapor edilen kallus kiiltiirleri de burada sunulan ¢aligmadaki kaynak
ya da standart kiiltiirdiir.

Bu calismada neden sadece IBA/6-BA birlesimlerinin ve artan sukroz
derisimlerinin calisildigi sorusu akla gelebilir. Yukarida da deginildigi gibi,
kiiltiirleri baglatma ve siirdiirme arastirmalarinda oncelikle temel besi ortami
bilesenleri iginde Gamborg’un B5 besi ortaminin (Gamborg ve ark., 1968),
Murasihge ve Skoog’a (Murashige ve Skoog, 1962) gbre daha uygun oldugu,
stirekli karanlik ortamdaki kiiltiirlin siirekli aydinlik ortamdaki kiiltiire gére daha
avantajlt oldugu goriildii. Daha sonra yapilan bir aragtirmada ise farkli karbon
kaynaklarinin ve IBA/6-BA disindaki tiim biiyiime diizenleyicileri birlesimlerinin
kiiltiirin siirdiiriilmesinde uygun olmadigi ya da en azindan diisiik biyokiitle

verimi elde edildigi goriildii. Ayrica ayni calismada total fenolik birikimi
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acisindan en verimli ortamin da 1.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA igeren ve %
2.50 sukroz bulunan B5 besi ortami oldugu belirlendi (Alpan-Cevik, 2004).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde biiylime kinetiklerinin hesaplanmasina
farkli yaklasimlar getirilebilir. Bunlar arasinda; yas ve/veya kuru kiitle, hiicre
sayist, hiicre canliligi, paketlenmis hiicre hacmi, hiicresel protein ve/veya DNA
icerigi, mitotik indeks, kiiltiir ortami1 bilesenleri (6rnegin; karbonhidratlar, nitrat,
fosfat v.b.) ve iletkenligi sayilabilir. (Stafford ve Warren, 1991). Bu calismada
biiylime kinetiklerinin hesaplanmasinda yas kiitleden faydalanilmistir.

Yas kiitle oOl¢limii, biiylimenin Ol¢iilmesinde karsilasilan en yaygin
parametredir. Bu parametre, yas kiitlenin belirli araliklarla dogrudan tayinine
dayanir ve ozellikle biyokiitle iiretimi igin tasarlanmis doku ve hiicre kiltiirii
sistemleri i¢in idealdir (Stafford ve Warren, 1991). Yas kiitle dl¢limiine dayali
bliyiimenin hesaplanmasinda, kiiltiir ortamindan periyodik araliklarla biyokiitle
tartim1 yapilir. Biyokiitlenin tartimi i¢in dngoriilen tartim araligi, uygulanan kiiltiir
cesidine bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Ornegin; hiicre siispansiyon
kiiltiirleri ile ¢alisilirken tartim ti¢ giinde bir yapilirken, bu siire kallus kiiltiirleri
i¢in daha uzundur. Kiiltiiriin log evresine girmesi ile birlikte tartim araliklar1 da
kisalabilir. Ancak, ozellikle hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, kuru biyokiitle ile
verim hesaplanmast daha uygun bir yaklasimdir. Zira, biyokiitlenin besi
ortamindan uzaklastirilmasi esnasinda yapilan filtrasyon isleminde sivi kisim tam
olarak uzaklastirilamayabilir ve bu giivenli sonu¢ veremeyebilir (Sokmen, 1997).

Hangi parametre esas alinirsa alinsin bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde,
biliylimenin zamana kars1 grafigi ele alindiginda sigmoidal bir egri ile karsilagilir.
Bu mikrobiyal kiiltiirlerde oldugu gibidir ve dort ana evre goze ¢arpar Bunlar; lag
(gecikme ve uyum), log (iissel artig), lineer (dogrusal) artis ve duragan evreleridir.
Gerek biiylime modeli ve gerekse her safthanin uzunlugu, alt kiiltiir stiresine ve alt
kiiltiir icin kullanilan ekim miktarma baghdir. Ornegin; ekim icin kullanilan
hiicreler duragan evrede ise alt kiiltiir; lag, log ve lineer artis evrelerinden gegerek
tekrar duragan evreye ulasir. Log evresinde yeni ortama alinan (alt kiiltiiri
yapilan) hiicrelerde ise lag evresi gozlenmemektedir. Yine ekim miktar1 da

kiiltiirlerin biiytimesinde etkili bir faktordiir. Az miktarda hiicre ile ekim yapilirsa
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alt kiiltiir ortaminda lag evresi ¢ok uzun olmakta ve sonucta egrideki logaritmik
evreye ait ag1 kiiclilmektedir. Buna karsilik, yiliksek hiicre yogunluguna sahip alt
kiiltiirlerde duragan evreye ge¢meden oOnce sinirli sayida hiicre boliinmesi
olmaktadir. ideal ekim hacmi kiiltiirler arasinda farklilik gdstermekte ve kiiltiirii
yapilan tiire ve kiiltlir kosullarina goére degismektedir (Sakuta ve Komamine,
1987).

Boliim 3’de verilen yas kiitle grafikleri dikkate alindiginda, uygulamalarin
pek cogunda yukarida belirtilen dort ana evrenin gerceklestigi goriilmektedir.
Ancak bazi uygulamalarda tam bir duragan evre izlenmemistir (uygulama 6, 14 ve
15). Bu uygulamalarda duragan evrenin izlenebilmesi i¢in birka¢ haftalik bir
periyoda daha ihtiya¢ bulunmaktadir.

Mikrobiyal sistemlerdeki sigmoidal egrinin yami sira, kiiltiirde bulunan
hiicrelerin iki katina ¢ikis siireleri (tq) ve 6zgiin biiylime oranlar1 () da bitki doku
ve hiicre kiiltiirleri ile benzerlik gostermektedir. Kiiltiirde bulunan hiicre sayisinin
iki katina ulagmasi i¢in gerekli siire tg degeri olarak bilinir. Bir baska deyisle bu
deger, bir hiicrenin mitoz boliinme gecirerek kendi benzeri iki hiicreyi olusturmasi
icin gegen siire olarak da ifade edilebilir. Iki katma ¢ikis siiresi ile kiiltiirde
bulunan hiicrelerin biliyiime hiz1 arasinda matematiksel olarak zit bir iliski
bulunmaktadir. Bu siirenin kisa olmasi, hiicrelerin daha kisa siirede boliiniip
cogaldiklarmi ifade ederken, ts'nin biiyiilk olmasi kiiltiiriin biliylime hizinda
yavaglamaya isaret etmektedir. Yukarida da belirtildigi {lizere kiiltiirde bulunan
hiicreler, biiylime agisindan dort ana evreden gegmektedir. Bunlarin ilki olan lag
(gecikme) evresinde hiicrelerin iki katina cikis siireleri yiiksek seyreder. Ikinci
asama olan log (iissel artig) evresinde ise bu deger gecikme evresine gore daha
disiiktiir. Ancak kiiltiirtin lineer (dogrusal) artis evresinde iki katina ¢ikis siireleri
daha da kisalir ve kiiltiir boyunca karsilagilan en diisiik degerler elde edilir. Bu
donem, hiicrelerin en hizli ¢ogaldig evreye isaret eder. Duragan evrede ise tipki
gecikme evresinde oldugu gibi iki katina cikis siirelerinde tekrar artis goriiliir.
Boliim 3’de verilen uygulamalarin ¢ogunda, iki katina ¢ikis siirelerinin ilk iki ya
da ¢ haftalik periyot siiresince yiiksek seyrettigi, ancak bu noktadan itibaren 42-

49. giinlerin sonuna dogu diizenli bir sekilde azalma egiliminde oldugu
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gorlilmektedir. ty degerleri, son iki hafta icerisinde tekrar artis gostermistir. Bu
olgu, kiiltiirlerin duragan evreye girdigine isaret etmektedir. Ancak, yukarida da
ifade edildigi gibi, bazi uygulamalarin son haftalarinda iki katina ¢ikis siirelerinin
belirgin bir sekilde azalma gostermedigi goriilmiistiir (uygulama 6, 14 ve 15). Bu
durum, s6z konusu ortamlardaki  hiicrelerin  issel artis  evresini
tamamlayamadiklarin1 ya da duragan evrenin heniiz basladigin1 gostermektedir.
Bu uygulamalarda duragan evreye ait tq degerlerinin izlenebilmesi i¢in yaklagik
iki ya da ti¢ haftalik ilave bir kiiltlir periyodunun uygulanmasi gerekmektedir.

Ozgiin bilyiime oranlar1 (p), kiiltirde bulunan hiicre populasyonlarindaki
degisikligin matematiksel ifadesinde olduk¢a onemli bir unsurdur. Ozellikle bazi
sekonder metabolitlerin ve/veya enzimlerin iiretimi s6z konusu oldugunda hem en
yiiksek biyokiitle veriminin hesaplanmasi hem de 6zgiin bilylime oraninin tespit
edilmesi hayati onem tasimaktadir. Bolim 3’de verilen 6zgiin biiylime oranlarina
bakildiginda bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan ortamdaki hiicrelerin
bliylime oraninin 0.30 oldugu goriilmektedir. Bu deger, yalnizca 1.00 ppm
sitokinin bulunan ortamda 0.25’dir. Ancak sabit sitokinin derigimine karsi artan
oksin derisimlerinin uygulandigi 3-8. uygulamalarda p degerleri 0.30 ile 0.35
arasinda degisim gostermektedir. Ozellikle 4 (0.50 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA)
ve 6 (2.00 ppm IBA + 1.00 ppm 6-BA) numarali uygulamalarda 6zgiin biiyiime
orani, bu kategorideki en yiiksek degerlerdir.

Diger taraftan yalnizca 1.00 ppm oksin bulunan ortamdaki hiicrelerin p
degeri 0.33 olarak gerceklesirken, sabit oksin derisimine karsi artan sitokinin
derigimlerinin uygulandigi 10-14. uygulamalarda 0.31 ile 0.37 arasinda degisim
gostermistir. Ozellikle biiyiime diizenleyicileri olarak 1.00 ppm IBA ve 0.50 ppm
6-BA’nin kullanildig1 uygulama 11°de bu deger maksimumdur.

Sabit oksin derisimine karst sitokinin derisimlerinde uygulanan
degisiklikler, 6zglin biliylime degerinde ilk kategoriye gore daha fazla artis
saglamistir. Bu da, sitokinin derisimlerinde uygulanan degisikliklerden
bazilarinin, hiicrelerin biiyiimesi {izerine daha etkili oldugu sonucunu

dogurmaktadir. Ozellikle ortamda % 2.50 (v/w) oraminda sukroz bulunmasi
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durumunda, 0.50 ppm diizeyindeki sitokinin, hiicresel artis1 daha kuvvetli tesvik
etmistir.

Sukroz derigimlerinin % 1.00 (v/w) ile % 5.00 (v/w) arasinda degisim
gosterdigi 15-19. uygulamalarda ise, 6zgilin biiylime oraninin diizenli bir artis
gosterdigi goriilmiistiir. % 1.00 (v/w) oraninda sukroz bulunan 15 numaral
uygulamada p degeri 0.34 iken, % 5.00 (v/w) oraninda sukroz bulunan uygulama
19°da bu oran 0.41°dir. Buradan da anlasilacag: iizere, biiyiime diizenleyicileri
olarak 1.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA bulunmasi durumunda, sukroz
derisiminin artirilmas1 kiiltiirdeki hiicrelerin biiyiimesi iizerinde olumlu etki
meydana getirmistir.

Boliim 3’°de sunulan tiim uygulamalar goz 6niinde bulundurulacak olursa, en
diisiik yas kiitle veriminin 10.00 ppm IBA ve 1.00 ppm 6-BA’nin kullanildig1 8
numarali uygulamadan elde edildigi goriilmektedir (3122.66 + 475.28 mg).

Herhangi bir bitki biliyiime diizenleyicisinin bulunmadigr 1 numaral
uygulamadan 5066.33 + 45.24 mg yas kiitle elde edildi. Bu deger, sabit sitokinin
derisimine  karst artan oksin  derisimlerinin  kullanildigr  kategorideki
uygulamalarin birgogundan daha yiiksek bir degerdir. Bu olgu, oksin
derisimindeki varyasyonlarin, yas kiitle artisinda etkili olmadigi sonucunu
dogurmaktadir. Bu ortamdan elde edilen kuru kiitle miktar1 ise 184.33 + 5.81
mg’dir.

Sabit sitokinin derisimlerine karst degisen oksin derisimlerinin kullanildigi
uygulamalarda (uygulama 3 ile 8 arasi) yas kiitle verimleri yaklasik olarak
3122.66 mg ile 4864.33 mg arasinda degismistir. Sabit oksin derisimlerine karsi
degisen sitokinin derigimlerinin kullanildig1 uygulamalarda (Uygulama 10 ile 14
arasi) ise bu degerler 3753.33 mg ile 10023.33 mg arasindadir. Ilk kategoride
oksin derisiminin 0.50 ppm’e kadar ¢ikarilmasi, yas kiitle verimini de artirmistir.
Ancak oksin derisiminde bu degerin {izerine ¢ikilmasi durumunda yas kiitle
verimi olumsuz yénde etkilenmistir. Ikinci kategoride ise, sitokinin derisiminin
5.00 ppm’e kadar artirilmast ile yas kiitle veriminde de bir artis goézlenmistir.
Ancak sitokinin derisiminin bu degerin iizerine ¢ikmasi ile birlikte yas kiitle

veriminde ciddi bir diisiis gerceklesmistir. Yas kiitle verimi ile sitokinin derigimi
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arasindaki iliskinin daha saglikli ortaya konulabilmesi icin 5.00-10.00 ppm
arasindaki sitokinin derisimlerinin de uygulanmasi gerekmektedir. 13 numarali
uygulamadan elde edilen yas kiitle verimi (10023.33 £+ 927.86), uygulamalarin
tiimiinden elde edilen en yiiksek degerdir.

Yukarida sozii edilen uygulamalardaki kuru kiitle verimleri géz oniinde
bulundurulacak olursa, sabit sitokinin derisimine karst degisen oksin
derisimlerinin kullanildig1 kategoride en yiiksek verimin biiyiime diizenleyicisi
olarak sadece 1.00 ppm 6-BA bulunan ortamdan elde edildigi goriilmektedir
(273.00 + 5.03 mg). Bunu, 0.50 ppm oksin i¢eren uygulama 4 izlemistir. Sabit
oksin derigimine kars1 degisen sitokinin derisimlerinin denendigi kategoride ise en
yiiksek kuru kiitle verimi 282.00 + 59.90 mg ile 13 numarali uygulamadan elde
edilmistir.

Literatiirde, farkli bitki biliyiime diizenleyicileri kullanilarak kiiltiir
ortamindaki hiicrelerin biiyiime oranlarinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Kintzios ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir calismada Salvia
officinalis kallus kiiltiirlerinde esit derisimlerde oksin ve sitokinin kullaniminin,
en ylksek yas kiitle verimi sagladig1 belirtilmistir (1.80 veya 18.00 pum 2,4-D ve
kinetin). Agastache rugosa kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile yapilan bir
baska calismada (Kim ve ark., 2001), 0.5 mg/l 2.4-D ve 0.1 mg/I kinetin i¢eren
besi ortaminin yiiksek verim sagladigi bildirilmistir. Karam ve ark. (2003)
tarafindan yapilan bir baska calismaya gore ise, oksin veya sitokinin
hormonlarinin her birinin tek basina kullanilmasi, Salvia fruticosa kallus, hiicre
siispansiyon ve kok kiiltlirlerinin gelisimi i¢in yeterli olamamustir.

Sukroz derisimlerinde degisiklikleri iceren uygulamalardaki (uygulama 15
ile 19 arasi) yas kiitle verimleri ise 3454.00 mg ile 7783.33 mg arasinda degisim
gostermektedir. Sukroz derisiminin % 1.00 (v/w)’den % 4.00 (v/w)’e kadar
artirtlmasi ile birlikte yas kiitle verimi de diizenli olarak artmaktadir. Ancak bu
noktadan sonra sukroz derigiminin artirilmasi, yas kiitle verimi diigtirmiistiir.

Bu kategoride en yliksek kuru kiitle verimi ise yukaridakinin aksine % 5.0
(w/v) oraninda sukroz bulunan 5 numarali uygulamadan elde edilmistir. Bunu

uygulama 4 izlemektedir.
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Literatlirde, artan sukroz derisimi ile kallus veya hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde yas agirlik artisi arasinda pozitif iliskinin oldugunu gosteren ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur. Kim ve ark. (2001) tarafindan Agastache rugosa kallus
ve hiicre silispansiyon kiiltiirleri ile yapilan bir calismada % 3.0 (w/v) oraninda
sukroz kullanilmasi durumunda 24.80 + 5.20 mg/g rozmarinik asit elde edilirken,
bu deger % 6.0 (w/v) oraninda sukroz varliginda 31.40 + 3.69 mg/g’a
ylikselmektedir. Karam ve ark. (2003)’a gore, Salvia fruticosa kallus, hiicre
stispansiyon ve kok kiiltiirlerinde % 4.0 (w/v) sukroz, en yiiksek rozmarinik asit
birikimi saglamaktadir. Bauer ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir baska
calismada, ortamda % 4.0 ya da % 5.0 (w/v) oraninda sukroz bulunmasi
durumunda % 3.0 (w/v) sukroz’a gore daha yiiksek rozmarinik asit birikimi
gergeklesmistir. Gertlowski ve Petersen’e gore (1993) Coleus blumei hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde % 1.0 (w/v) sukroz kullanilmasi durumunda dikkate
deger bir rozmarinik asit birikimi gerceklesmezken, % 5.0 (w/v) sukroz
kullanildiginda kuru kiitle agirliginin % 12’si oraninda rozmarinik asit elde
edilebilmektedir. Diger yandan Ilieva ve Pavlov (1997) tarafindan Lavandula vera
MM hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde yapilan bir baska arastirmaya gore ise,
kiiltiir ortaminda % 7.0 (w/v) oraninda sukroz bulunmasi, 507.50 mg/l1 rozmarinik
asit tiretimi ile sonu¢lanmustir.

Karanlik ortamda kiiltiire alinan bitkisel hiicreler, metabolik aktivitenin
devamlilig1 i¢in disardan karbon kaynagina gereksinim duymaktadirlar. Bitki
doku kiiltiirlerinde en ¢ok gereksinim duyulan karbon kaynagi sukrozdur. Sukroz,
kiiltiir ortamindaki hiicreler tarafindan metabolize edilerek glukoz ve fruktoza
dontistiiriilmektedir. Yapilan calismalar sonucunda ortamda bulunan glukozun,
fruktoza gore daha aktif kullanildig: tespit edilmistir (Kim ve ark., 2001). Ayrica
sukroz, fotosentez sonucunda olusan glukozun gerekli bolgelere tasinmasinda
kullanilan indirgenmeyen bir disakkarittir (Goziikara, 1997; Fowler ve Stepan-
Sarkissian, 1985).

Hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit birikimi ile biiylime arasindaki iligki
degerlendirilerek iki ana model olusturulabilir. Bunlar antosiyanin ve betasiyanin

tip metabolit iiretim modelleridir. Birinci model (antosiyanin tip) pek ¢ok hiicre

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



80

kiiltiirli i¢in gecerlidir. Burada biiylime ile metabolit birikimi arasinda zit iligki
bulunmaktadir (Lindsey ve Yeoman, 1983; Tal ve ark., 1984; Steffens ve ark.,
1985; Sokmen ve Giirel, 2001). Noe ve ark. (1980) tarafindan havug (Daucus
carota) hiicre siispansiyon kiiltiirlernde yapilan bir ¢alismada, lag (gecikme) ve
log (iissel artig) evrelerinde antosiyanin birikimi gergeklesmemistir. Birikim,
ancak lineer (dogrusal) artig evresinin sonlarina dogru artmis ve duragan sathada
en yliksek diizeye ulasmistir. Bu durum, pek ¢ok sekonder metabolitin (diosgenin,
fenolik bilesikler, berberin v.b.) liretimi i¢in gegerlidir. Antosiyanin tip liretimde,
gerek Onciil maddelerin birikimindeki artis veya azalis ve gerekse biyosentez
mekanizmalarinda islev goren enzimlerin seviyelerine paralel olarak sekonder
metabolit birikimi de degismektedir. Primer metabolizmanin akisi, belli bir
noktada yol ayirimina gelmektedir. Bu yol ayiriminda birinci yol farklilasmamis
biliyiimede rol oynamakta, ikincisi ise farklilasmay1 saglamaktadir. Betasiyanin tip
birikim birinci yolun sonunda, antosiyanin tip birikim ise ikinci yolun sonunda
olusmaktadir. Pek ¢ok bitki hiicre kiiltiiriinde, farklilasma ile metabolit {iretimi
arasinda dogrusal bir iligki vardir.

Fenolik asitlerin {iretimi ile biiylime arasindaki zit iliski 6zetlenecek olursa:
Fenolik asitlerin biyosentezi, sikimik asit ve malonik asit yollar {iizerinden
gerceklestirilmektedir. Ozellikle sikimik asit sentez yolu, birgok bitkisel fenolik
icin en sik kullanilan biyosentez yoludur. Sikimik asit metabolik yolu, glikoliz ve
pentoz fosfat yolunda olusan basit karbonhidrat Onciillerini aromatik amino
asitlere doniistiiriir (Hermann ve Weaver, 1999). Bitkilerde en sik rastlanan
sekonder fenolik bilesik gruplar1 fenilalanin’den koken alir. Fenilalanin’den
amonyum molekiiliiniin uzaklasmasiyla sinnamik asit olusur (Sekil 1.3). Bu
tepkimeyi katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz (PAL), bitkisel sekonder
metabolizmada en ¢ok calisilan enzimlerden birisidir. PAL, primer ve sekonder
metabolizmanin tam ayrilma noktasinda bulundugundan, bir¢cok fenolik bilesigin
olusumunda 6nemli bir diizenleyici basamag katalizler (Taiz ve Zeiger, 2002).

Bolim 3’deki kuru kiitle/rozmarinik asit degisimi grafikleri incelendiginde,
9-12. uygulamalar haricindeki tiim veriler, antosiyanin tip rozmarinik asit {iretimi

ile tutarli oldugunu gostermektedir. Ozellikle duragan evrenin basladigi 42-49.
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giinler, ayn1 zamanda rozmarinik asit birikiminin de ivme kazandig1 dénemlerdir.
Bu bulgu, yapilan bazi ¢alismalar ile de paralellik arz etmektedir. Karam ve ark.
(2003)’a gore kallus, hiicre siispansiyon ve kok kiiltiirlerinde kiiltiir periyodu
boyunca yavas bir degisim gosteren rozmarinik asit miktari, bu periyodun son iki
haftas1 igerisinde en yiiksek artis1 gostermistir. Bauer ve ark. (2004) tarafindan
yapilan bir ¢aligmaya gore ise rozmarinik asit miktar1 58 giinliik kiiltiir periyodu
boyunca siirekli degisim goéstermesine ragmen, duragan evrenin bagladigi 43.
giinden itibaren maksimum seviyeye ulasmistir. Gertlowski ve Petersen (1993)’e
gore, 14 giinliik periyot boyunca Coleus blumei hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde
en yliksek rozmarinik asit verimi, duragan evrenin hakim oldugu 8-14. giinler
arasinda elde edilmistir.

Ancak biiylime diizenleyicisi olarak yalnizca 1.00 ppm IBA’nin kullanildig:
uygulama 9 ile sabit oksin derisimlerine karsi sirasiyla 0.10, 0.50 ve 2.00 ppm
sitokinin derigsimlerinin kullanildigr 10, 11 ve 12 numarali uygulamalarda
rozmarinik asit diizeyi, kiiltlir baglangicindan son haftaya kadar diizenli olarak
azalma egilimindedir. Buradan, 2.00 pm’e kadar artirilan 6-BA derisimlerinin,
rozmarinik asit miktarinda artisa yol agmadigi anlasilmaktadir. Bu kategorideki
5.00 ve 10.00 ppm’lik sitokinin derisimlerinin uygulanmasi durumunda
(uygulama 13 ve 14), rozmarinik asit birikiminin, antosiyanin tip sekonder
metabolit birikim modeli ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Bu
uygulamalardan elde edilen rozmarinik asit miktar1 hemen hemen esit diizeydedir.
Bu bulgu, 1.00 ppm IBA derisimine karst uygulanan 5.00 ve 10.00 ppm’lik 6-BA
derisimlerinin, rozmarinik asit miktarinda O6nemli bir degisiklik meydana
getirmedigi sonucunu dogurmaktadir.

Sabit sitokinin derisimine karsi degisen oksin derisimlerinin uygulandigi ilk
kategoride rozmarinik asit miktarlart 9.95 + 0.87 mg/g ile 62.27 + 1.53 mg/g
arasinda degisim gostermektedir. Bu kategorideki en yliksek rozmarinik asit
miktari, ayn1 zamanda kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in de kaynak besi ortami
olarak kullanilan 5 numarali uygulamaya aittir. Burada oksin derigiminin 1.00

ppm’e kadar artirilmasi ile birlikte rozmarinik asit miktar1 da diizenli olarak artma
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egilimindedir. Ancak, bu noktanin iizerindeki IBA derisimleri, rozmarinik asit
miktarinda diizenli bir azalma meydana getirmistir.

Literatlirde rozmarinik asit’in, degisik bitkilerin kallus ve hiicre siispansiyon
kiltiirlerinde iiretildigi ¢cok sayida calisma mevcuttur (Zenk ve ark., 1977; De-
Eknambkul ve Ellis, 1984; Hippolyte ve ark., 1992; Petersen ve ark., 1994).

Literatlir verilerine dayali olarak her bitki icin farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi birlesimleri ve derisimlerinin optimum oldugunu sdylemek dogaldir.
Nitekim, Kintzios ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir calismada Salvia
officinalis ve S. fruticosa yaprak kallus kiiltiirlerinin, esit ve yiiksek oranda oksin
ve sitokinin kullanilmasi durumunda maksimum rozmarinik asit biriktirdigi rapor
edilmigtir. Kim ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir baska calismaya gore ise,
Agastache rugosa hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 5:1 oraninda 2,4-D ve kinetin
kullanilmasi durumunda maksimum rozmarinik asit miktar1 elde edilebilmistir.

Ancak, bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmayan ortamlarda hedef
metabolitin iretiminde sorunlar yasanmaktadir. Nitekim uygulama 1’den de
goriilecegi gibi, rozmarinik asit birikimi oldukga diisiik seviyededir. Buna benzer
sonuglar, Karam ve ark. (2003) tarafindan S. fruticosa kallus, hiicre siispansiyon
ve kok kiiltiirii ile yapilan ¢aligmalarda da goriilmektedir.

Sukroz derisimlerinde degisikliklerin denendigi 15-19. uygulamalarda,
rozmarinik asit miktar1 30.12 + 0.43 mg/g ile 82.34 £ 0.26 mg/g degisim
gostermistir. Ozellikle sukroz derisiminin % 3.00 (v/w)’e kadar artirilmasi ile
birlikte rozmarinik asit miktar1 da dogrusal olarak artmistir. Ancak, sukroz
derisiminin bu oranin iizerine ¢iktig1 18 ve 19 numarali uygulamalarda rozmarinik
asit miktari tekrar diismiistiir.

Literatiirde sukroz derisimlerinin, rozmarinik asit birikimi {lizerine etkisinin
incelendigi ¢cok sayida calisma mevcuttur (Gertlowski ve Petersen, 1993; ilieva ve
Pavlov, 1997; Kim ve ark., 2001; Pavlov ve ark., 2002; Karam ve ark., 2003;
Bauer ve ark., 2004).

Bir kafeik asit ve 3,4-dihidro fenil laktik asit esteri olan rozmarinik asit, ilk
defa Coleus blumei hiicre siispansiyon kiiltiirleri yoluyla iiretilmistir (Zenk ve ark,

1977; Razzaque ve Ellis, 1977). Bu gelismenin ardindan, yiiksek sukroz
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derisiminin rozmarinik asit birikimi lizerideki olumlu etkisi ilk defa Ulbrich ve
ark. (1985) tarafindan ortaya konulmustur. Bu arastiricilara gére C. blumei hiicre
kiiltiirlerinde % 7.00 (w/v) oraninda sukroz bulunmasi durumunda maksimum
rozmarinik asit birikimi saglanabilmektedir.

Ilieva ve Pavlov (1997) da % 7.00 (w/v) oraninda sukroz kullanarak
Lavandula vera MM hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde, % 3.00 sukroz igeren
kiiltiirlere gore yaklastk 200 kat daha fazla rozmarinik asit elde etmeyi
basarmiglardir. Karam ve ark. (2003) tarafindan Salvia fruticosa kallus, hiicre
siispansiyon ve kok kiiltiirleri ile yapilan bir bagka calismaya gore ise, % 4.00
(w/v) oraninda sukroz kullanilmas1 durumunda ytiiksek rozmarinik asit verimi elde
edilmistir. Yine bu arastirmaciya gore, ortamda yliksek sukroz bulunmasi
durumunda ozmotik potansiyel artacagindan dolayr su alimi azalmasina bagl
olarak hiicresel gelisim ve organ olusumu yavaslayacaktir.

Gertlowski ve Petersen (1993) tarafindan Coleus blumei hiicre siispansiyon
kiiltiirleri ile yapilan diger bir calismada ise rozmarinik asit {iretimi i¢in en uygun
sukroz derisiminin % 4.00 oldugu belirtilmistir.

Yukarida belirtilen ifadelerden de anlasilacagi {izere, her bitkinin karbon
kaynag1 ve derisimi gereksiniminin, rozmarinik asit liretimi agisindan farklilik arz
ettigi gorilmektedir. S. hortensis kallus kiiltiirleri ile yapilan ve burada sunulan
calisma sonucunda rozmarinik asit iiretimi i¢in en ideal sukroz derisiminin % 3.00
(v/w) oldugu soylenebilir. Ancak % 3.00 ile % 4.00 arasindaki sukroz
derisimlerinin, rozmarinik asit birikimi {izerindeki etkilerinin daha saglikli
anlasilabilmesi i¢in sozii edilen derisimler i¢in daha ayrtili bir ¢aligmanin
yapilmasi gerekmektedir.

Bitki doku kiiltiirlerinde gozlenen en Onemli sorunlardan birisi de
hiperhidrisite (yliksek su birikimi) veya vitrifikasyon (camlagma) adi verilen
fizyolojik olaydir. Bu genel sorun, 6zellikle doku kiiltiirleri ile iiretilen bitkilerin
dis ortam kosullarina aktarildiginda yeni ortamlarina aligmasinda ciddi giicliikler
cikarmaktadir (Bela ve ark., 1998; Ueno ve ark., 1998). Bu sorunun giderilmesi
yonilinde degisik bitkilere ait doku kiiltiirlerinde farkli uygulamalar rapor

edilmektedir. Ornegin; polisakkarit iireten bir Pseudomonas tiiriiniin
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hiperhidrisiteyi onledigi goriilmiistiir. Bu bakteri ile asilanan doku kiiltiirlerinde
bir taraftan hiperhidrisite onlenirken, diger taraftan bitki icin fizyolojik yonden
onemli olan pek cok fenolik bilesigin endojen diizeylerinde artis saglanmistir
(Shetty ve ark., 1996; Kwok ve Shetty, 1997; Strycharz ve Shetty, 2002).
Hiperhidrisitenin 6nlenmesinde farkli kaynaklardan elde edilen ¢esitli organik
maddelerin diger doku kiiltiirlerindeki etkileri arastirilmistir. Origanum doku
kiiltiirlerinde balik protein hidrolizatlarinin asetil salisilik asit ile farkl1 birlesimler
halinde verilmesi sonucunda hem hiperhidrisitenin 6nlendigi hem de toplam
fenolik bilesik sentezi ve birikiminde artis saglandigi tespit edilmistir
(Andarwulan ve Shetty, 1999).

Hiperhidrisiteli ~ kiiltiirlerde  biyokiitle verimi  diisebilir.  Biyokiitle
verimindeki diisiis de hedef metabolitin iiretiminde azalmayi1 beraberinde
getirecektir.  Ancak  hiperhidrisitenin  getirece§i  asil  risk  kiiltiirlerin
devamlilifinda, yani alt-kiiltiir yapilabilirliginde (sub-culturability) yatmaktadir.
Zira, kiiltiirdeki hiicrelerin asir1 su icerigi, morfolojik olarak bozuk hiicrelerin
olugmasina yol acabilir ve bu olay hiicrelerin alt-kiiltiir potansiyelini diistirebilir.
Ayrica bu hiicrelerin mikrogogaltimda kulanilmasi da zorlasabilir (Kwok ve
Shetty, 1997; Strycharz ve Shetty, 2002).

Bulgular kismindaki veriler degerlendirildiginde, sabit sitokinin derigimine
kars1 degisen oksin derisimlerinin kullanildigi uygulamalarda su igeriginin %
92.05 ile 97.47 arasinda degisim gdsterdigi goriilmektedir. Ozellikle, sadece 1.00
ppm sitokinin iceren 2 numarali uygulamanin su igerigi, bu kategoriden elde
edilen en diisiik degerdir. Oksin derisiminin 0.50 ppm diizeyine kadar artirilmasi
ile su iceriginde de bir artis gozlenirken, bu derisimin {izerindeki oksin degerleri
su icerigini tekrar diistirmiistiir.

Sabit oksin derisimine kars1 degisen sitokinin derigimlerinin denendigi ikinci
kategoride ise su igerikleri % 94.43 ile % 97.59 arasinda degisim gostermistir.
Yukaridaki duruma benzer sekilde, sitokinin derisiminin 0.50 ppm diizeyine kadar
cikarilmasi ile birlikte su icerigi de yilikselmekte, fakat bu derisimin iizerinde su

igeriklerinde % 1-2 oraninda azalma goriilmektedir.
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Sukroz derisimlerinin denendigi 15-19. uygulamalarda ise sukroz derigimi
artis1 ile birlikte su iceriginde de azalma gozlenmektedir. Ozellikle % 5.00 (v/w)
oraninda sukroz bulunan 19 numarali uygulamada su icerigi % 89.33 olarak tespit
edilmistir. Bu deger ayn1 zamanda tiim uygulamalardan elde edilen en diisiik su
igerigidir. Sukroz derisiminin ortamda ozmotik stres meydana getirdigi
bilinmektedir. Artan ozmotik potansiyel, hiicrelerin dis ortamdan su almalari
karsisinda bir kuvvet olugturmakta ve kiiltiir ortamindaki hiicrelerin su igeriginin
azalmasina neden olmaktadir (Pierik, 1987).

S. hortensis doku kiiltiirlerinde herhangi bir uygulama yapilmaksizin sadece
temel besi ortami tuzlarmin kullanilmasi ile hiperhidrisitenin 6nlenemeyecegi
gorlilmektedir. Boliim 3’°deki tablolarda verilen sonuglar incelendiginde dokularin
su igeriklerinin oldukg¢a yiiksek oldugu yani kiiltiirlerin hiperhidrik oldugu
goriilmektedir. Bu durum, Lamiaceae familyasi iiyeleri i¢in yukarida Ozetlenen
baz1 onlemlerin, S. hortensis kallus kiiltiirleri i¢in de uygulanmasi gerektigini
gostermektedir.

Fenolik bilesiklerin in vitro iiretimi hususunda Onemli bir noktayi
belirtmekte fayda vardir. Bitkiler dogada savunma ve rekabet amaciyla yiiksek
miktarda fenolik bilesik {iiretebilir. Ancak in vitro kosullarda, yiiksek oranda
fenolik bilesik iiretimi ve sonucta olusabilecek birikim, bizzat o kiiltiir i¢in toksik
etkide bulunabilir. Ozellikle hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde karsilasilan bu
sorunu gidermek amaciyla kiiltiir ortamina aktif karbon veya polivinilprolidan
ilave edilir (S6kmen, 1997; Babaoglu ve ark., 2001).

Sonu¢ olarak kallus ve/veya hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde fenolik
bilesiklerin (6zellikle fenolik asitlerin) {iretiminde “toksisite” faktoriiniin de goz
Oniine alinmas1 gerekir. Burada sunuldugu gibi rozmarinik asit birikimi ile birlikte
diger fenoliklerin miktar1 da artabilir.

Yapilan gozlemler sonucunda, kallus dokularinda son haftadan itibaren
kahverengi nekrotik lekelerin olusmaya basladig: tespit edilmistir (Sekil 4.1). Kim
ve ark. (2001) tarafindan One siiriilen bir hipoteze gore, kahverengi nekrotik
lekelerin olusmasi, kallus dokusundaki rozmarinik asit miktarinin azalmasina yol

agmaktadir. Bu arastiricilara gore kahverengilesmeden sorumlu olan reaksiyon,
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peroksidaz benzeri enzimler tarafindan rozmarinik asidin oksidatif yikimidir. Bu
olay kiiltiirlerde yaslanma siireci boyunca meydana gelmekte ve hiicrenin daha
ileri asamada dejenere olmasina yol agmaktadir (Lopez-Arnaldos ve ark., 1994).
Ancak Kintzios ve ark. (1999)'a gore, duragan donemde kahverengi nekrotik
lekeler olusmaya baglamis kallus ortamina disaridan askorbik asit ilavesi ile bu
olusumun oOniine gegilebilmekte ya da geciktirilebilmektedir. Uygulamalarin

bazilarindan elde edilen kallus goriiniimleri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. S. hortensis kallus kiiltiirlerinde kahverengi

nekrotik lekelerin goriiniimii

Taze S. hortensis bitkisinin, spektrofotometrik ve HPLC analizleri
sonucunda sirastyla 25.02 + 1.21 mg/g ve 23.44 + 1.14 mg/g rozmarinik asit tespit
edilmistir. Tablo 3.20 ve 3.21°'deki veriler incelendiginde, spektrofotometrik ve
HPLC analizleri arasinda yiiksek tutarlilik oldugu goriilmektedir. Rozmarinik asit
veriminin en yliksek oldugu 17 no'lu uygulamadan yola ¢ikilarak, S. hortensis
bitkisinde kallus kiiltiirleri yolu ile dogal sartlara gore 3.92 kat daha fazla {iretim

saglandig1 sdylenebilir.
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Tygulama 8
IBA (10,00 ppa +6-BA (1.00 ppm)

Uyrgiilatna 14 Uryrgulama 4
IBA (100 pprd +6-BA (10.00 ppm)

1B (050 ppre) +6-B ¢1.00 ppui
= .

Uygulama f Uygulama 17 Usygulama 13
IBA (2.00 ppm) + 6-BaA (1.00 pp) IBA (1.00 ppmmy +6-BA (1.00 ppm) IBA (1.00 pp) +6-Bé (5.00 ppmm)
+ Bukroz (% 3.00, vhw)

Sekil 4.2. S. hortensis kallus kiiltiiri uygulamalarindan bazi goriiniimler

Literatiirde degisik doku ve hiicre kiiltiirii sistemleri kullanilarak ana bitkiye
gore daha yliksek diizeyde sekonder metabolit {iretimi yapilabilecegine dair
deliller mevcuttur. Bunlarin en ¢arpici 6rnegi, C. blumei hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde, kiltiir kuru agirh@inin % 21’ine varan oranlarda rozmarinik asit
birikiminin saglanmasidir (Ulbrich ve ark., 1985). Ancak bizim ¢aligmamizda ele
alman bitki tiirii (S. hortensis) lizerinde simdiye kadar rozmarinik asitin disinda
herhangi bir sekonder metabolitin doku ve/veya hiicre kiiltiirleri ile iiretimi ele
almmadig1 i¢in, elde edilen verilerin gelecekte yapilacak calismalar igin iimit

verici oldugu sdylenebilir.
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Sonuc ve Oneriler

Tibbi bitkilerin, ¢evresel ve jeopolitik diizensizliklerden dolayr dogal
habitatlarda yetisme sanslarinin her gegen giin daha c¢ok kisitlandigi bilinen bir
gercektir. Boylesi bir durumda, bitkisel kokenli faydali bilesenlerin iiretiminde de
giin gectikce zorluklar yaganmaktadir. Bu gelismeler, bilim insanlarinin yani sira
pek cok endiistriyel kurulusu, bitkisel farmasétiklerin liretimi icin alternatif bir yol
olarak hiicre Kkiiltlirlerine yonlendirmektedir. Hiicre kiiltiirlerinin  baslica
avantajlar1 soyle siralanabilir (Mulabagal ve Tsay, 2004):

1. Biyoaktif sekonder metabolitlerin sentezi kontrollii laboratuar sartlari
altinda ve iklimsel ve toprak kosullardan bagimsiz olarak gerceklesmektedir.

ii. Sekonder metabolit iiretimini etkileyebilecek mikroorganizma ve insekt
saldirilar1 gibi olumsuz biyolojik etkenler ortadan kaldirilabilmektedir.

iii. En yiiksek sekonder metabolit iiretimi saglayan bitkisel hiicre hatlarinin
sec¢imi, bu teknikler ile oldukc¢a kolaydir.

iv. Hiicresel gelisim ve metabolik siireclerin kontrol altinda tutulabilmesi,
tiretimi artirmakla birlikte maliyeti de diistirmektedir.

Bitki hiicre kiiltiirleri vasitasiyla iiretilen faydali fitokimyasallar, genellikle
vakuollerde ve diger organellerde biriktirilmektedir. Ideal olani, bu bilesenlerin
kiiltiir ortamina salgilanmalarinin saglanabildigi bitki hiicre kiiltiirii sistemlerinin
gelistirilmesidir. Bazi arastiricilar rozmarinik asidin kiiltiir ortamina salinmasini
saglayarak, bu bilesigin iiretiminde daha yiliksek verim elde edilebilecegini
gostermislerdir (Park ve Martinez, 1992; Martinez ve Park, 1993; Park ve
Martinez, 1994;). Bu aragtiricilar kiiltiir ortamindaki bitkisel hiicreleri dimetil
siilfoksit (DMSO) ile muamele ederek hiicresel permeabiliteyi artirmis ve
boylelikle rozmarinik asit’in daha kolay bir sekilde ortama salinmasini
saglamislardir.

Herhangi bir sekonder metabolitin, bitki hiicre veya doku kiiltiirleri yolu ile
tiretimlerini artirmanin bir diger yolu da ortama dnciil ilavesidir. Eger sozii edilen
fitokimyasalin biyosentez yolu ve bu yolda is goéren enzimler ve ara iirlinler iyi
biliniyorsa, bu siirece disaridan baslangic materyali ve/veya ara iiriin ilavesi

yoluyla hedef metabolit veriminin artirilmast miimkiin olabilmektedir. Nitekim
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Pavlov ve Ilieva (1999), kiiltiir ortamima, rozmarinik asit icin birer baslangig
materyali olan fenilalanin ve tirozin ilavesi ile hedef metabolitin miktarini
artirmay1 bagsarmiglardir. Bir bagka rozmarinik asit onciilii olan lithospermik asit B
ilavesi ile de bu bilesigin iiretiminde artis saglamak miimkiindiir (Chen ve ark.,
1999).

Hedef metabolitin ayn1 zamanda bir bitkisel savunma ajani olmasi
durumunda, elisitor ilavesi de verimin ve kalitenin artirilmas: konusunda 6nemli
alternatiflerden birisidir. Kiiltlir ortamina fitopatojenik bir oomycete olan Phytium
aphanidermatum 0zitli, metil jasmonat (Szabo ve ark, 1999) veya
benzothiadiazole (BTH) (Kim ve ark., 2001) ilavesi rozmarinik asit {iretiminde
onemli faydalar saglamaktadir.

S. hortensis bitkisinden baslatilan kallus kiiltiirlerine ve bu kiiltiirlerden
rozmarinik asit liretiminin optimizasyonuna dair literatiirde herhangi bir bilgiye
rastlanmamistir. Bir bitkisel sekonder metabolit olan ve bir¢cok alanda yararh
islevlerinin bulundugu bilinen rozmarinik asidin S. hortensis kallus kiiltlirleri
yoluyla Tiretimi i¢in optimum bitki biliylime diizenleyicisi ve sukroz
konsantrasyonlari tespit edilmeye calisilmistir. Burada elde edilen veriler 1s181nda,
sOzii edilen bitkinin rozmarinik asit {iretimi acisindan 6nemli bir kaynak teskil
edebilecegi soylenebilir. Ancak burada ele alinan tekniklerin disinda, farkli
uygulamalar yoluyla da hali hazirda elde edilen rozmarinik asit miktarinin

artirilabilmesi miimkiin olacaktir.
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7. OZGECMIS

25.11.1978 Sivas’ta dogdu. Ilk, orta ve lise Ogrenimini Sivas’ta
tamamladiktan sonra 1996 yilinda Cumhuriyet Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde lisans 6grenimine bagladi. 2000 yilinda mezun
olan TEPE, aym yil C.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiksek lisans programini kazandi. “Lamiaceae familyasina ait bazi bitki tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi” baslikli tez ¢aligmasi ile 2002 yilinda
“Uzman Biyolog” tinvanin1 kazandi. Yiiksek lisans 6greniminin hemen ardindan
yine aym enstitiide doktora programia basladi. 2000 yilindan bu yana C.U. Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nde Arastirma Gorevlisi olarak c¢alisan
Bektas TEPE’nin, Uluslararas1 Bilimsel Atif indeksi (SCI) tarafindan taranan
dergilerde yaymlanmis veya yayinlanma asamasinda olan 21 makalesi
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar SCI verilerine gore bugiine kadar toplam 81 atif
almis durumdadir. Bu yayinlar, C.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon
Baskanligi ve TUBITAK Uluslar Arasi Bilimsel Yayinlari Tesvik Programi
(UBYT) gercevesinde tesekkiir ve tesvik sertifikalari ile 6diillendirdi.

Bektas TEPE, 2002 yilindan bu yana 3’ii uluslararasi olmak iizere toplam 8
kongreye katildi ve bu kongrelerde 9’u sozlii olmak iizere toplam 15 sunum
gerceklestirdi. Diger taraftan, 1°i uluslararasi olmak {izere toplam 5 arastirma
projesinde yardimei arastirict olarak gorev aldi. Bunun yani sira TEPE,
uluslararas1 indeksler tarafindan taranan dergilere gonderilen 4 farkli bilimsel
calismaya hakemlik yapti. Bilimsel arastirma alanlar1 arasinda; ekonomik 6nemi
olabilecek ve Ozellikle endemik bitkilerden doku ve hiicre kiiltiirlerinin
baslatilmasi, bitki doku ve hiicre kiiltlirlerinde sekonder metabolitlerin {iretimi ve
optimizasyonu, doku Kkiiltiirlerinin 6ziitlenmesi ve oziitlerde cesitli biyoaktivite
testlerinin (antibakteriyal, antifungal, antiviral ve sitotoksik) uygulanmasi,
etnofarmakoloji, halk arasinda ve yerel olarak tedavi amaciyla kullanilan
bitkilerden 6ziit ve ucucu yaglarin hazirlanmasi ve biyoaktivite testleri ve
biyoaktif bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi bulunmaktadir.

Bektas TEPE, evli ve bir cocuk babasidir.
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