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IN VITRO KOSULLARDA VALERIANA OFFICINALIS L. BITKiSININ FARKLI
EKSPLANTLARINA BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ ETKIiSi

Elmas SONMEZ
Biyoloji, Yiksek Lisans Tezi, 2019
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Burcu CETIN

OZET

Valeriana officinalis (Kediotu) ¢ok eski ¢aglardan beri uykusuzluk, korku, gerginlik ve
sinirlilik gibi durumlarin tedavisinde kullanilan 6nemli bir tibbi bitkidir. Az sayida tohum
Uretimi, diisik ¢imlenme orani, varyasyonlar gostermesi, geleneksel yontemler ile 1slahinin
maliyetli ve zaman almasi nedenleri ile tretimi zordur. Bu nedenle Uretiminde, bitki
biyoteknoloji tekniklerinden olan bitki doku kiiltiirii yontemlerinin arastirilmast 6nem arz

etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, V. officinalis bitkisinin ve metabolitlerinin bitki doku Kkiltird
yontemleri ile iiretimi amaglanmustir. /n vitro kosullarda gimlendirilen bitkinin yaprak, yaprak
sapt ve kotiledon eksplantlar1 8 farkli konsantrasyon ve kombinasyonda Benzil amino purin
(BAP) ve Naftalen asetik asit (NAA) bitki buyime diizenleyicileri iceren Murashige ve Skoog
(MS) besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Elde edilen kok ve kalluslardaki metabolitlerin
belirlenmesinde LC-MS yontemi kullanilmustir.

Yapilan uygulamalar sonucunda en iyi kok olusumlar1 yaprak eksplantlarinda 10 farkl
konsantrasyon ve kombinasyon igeren MS besin ortaminda, en iyi kallus olusumlar1 2 mg/L
BAP+2 mg/L BAP ve 2 mg/L BAP+1,5 mg/L NAA igeren ortamlarda oldugu belirlenmistir.
Bunlarin yani sira 1 mg/L BAP ve 2 mg/LL BAP igeren besin ortamlarinda herhangi bir kok
olusumu gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Benzil amino purin, Bitki biytme dizenleyicileri, /n vitro, Kotiledon,

Murashige ve Skoog (MS), Naftalen asetik asit, Oksin, Sitokinin, Yaprak, Yaprak sapi,
Valeriana officinalis L.
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EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON DIFFERENT EXPLANTS OF
VALERIANA OFFICINALIS L. IN IN VITRO CONDITIONS

Elmas SONMEZ
Biology, M. S. Thesis, 2019
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Burcu CETIN

SUMMARY

Valeriana officinalis (Valeriana) is an important medicinal plant used as a form of
therapy in insomnia, fear, tension and nervousness since ancient times. It is difficult to produce
this plant at large quantities due to the small number of seed generation, low germination rate,
variations, traditional methods and the cost and time of breeding. Plant tissue culture technique,
one of the plant biotechnology techniques, is an alternative way of producing medicinal plants.

In our thesis, we aimed to produce V. officinalis plant and its metabolites by plant tissue
culture method. The leaves, petioles and cotyledon explants of the germinated plant, in in vitro
conditions, were cultured in Murashige and Skoog (MS) nutrient media containing 8 different
concentrations and combinations of Benzylaminopurine (BAP) and Naphthalene acetic acid
(NAA) plant growth regulators. Metabolites in the roots and calluses were determined by LC-
MS method.

As a result of the applications, the best root formations in the leaf and leaf extract
explants were observed in MS food medium in 10 different concentrations and combinations
and best callus formations were observed in 2 mg/L BAP+2 mg/L BAP ve 2 mg/L BAP+1,5
mg/L NAA containing MS culture medium. In addition, no root formation was observed in
nutrient media containing 1 mg/L BAP and 2 mg/L BAP.

Keywords: Auxin, Benzylaminopurin, Cotyledon, Cytokinin, In vitro, Leaf, Murashige ve

Skoog (MS), Naphthaleneacetic Acid, Petiol, Plant growth regulators (PGRs), Valeriana
officinalis L.
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tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Uzakta olsalar da daima yanimda hissettigim aileme ve ailemden
ayr tutmadigim KUTLUG ailesine, ayrica bana her konuda destek oldugu gibi bu ¢alismada da
gosterdigi biiyiik destekten dolay1 Tasvir KUTLUG a tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Dogada bulunan bitkiler, gida olarak tiiketilme, orman ve tarim uygulamalari, hava ve
su kirliliginin temizlenmesi, ekosistemin diizenlenmesi, iklim degisikliginin kontrol edilmesi,
giysi liretimi ve barinma ihtiyaglarimizin giderilmesi gibi cesitli amaglara hizmet eder. Bu

ozellikleri ile bitkiler bizim i¢in, yasadigimiz siirece vazgecilmezdir (Kurtulus, 2015).

Dogaya dogru doniisiin giindemde oldugu bu zamanlarda tibbi bitkiler onem kazanmaya
baslamistir. Insanlar ¢ok uzun yillardan giiniimiize kadar mevcut olan hastaliklara care
bulabilmek i¢in dogaya, hayvanlara bunlarin yani sira 6zel olarak bitkilere yonelmiglerdir. Uzun
denemeler sonucu bitkilerin kullanim sekillerini anlatan listeler olusturulmus ve bu listeler
sayesinde yiiksek oranda basar1 saglanmistir. Bundan dolayidir ki bitkiler giinlimiiz diinyasinda
hala aktif olarak kullanilmaktadir. Tibbi amagla kullanilan bitkiler, 5000 y1l dncesinde bulunan
Stimerler’e ait yapitlarla da kanitlanmistir. Birgok bitkinin etkilerinin kesfi tesadiiflerle, bir¢ogu
da deneme yanilma yolu ile anlasilmis olup, halk arasinda yayilarak taninmis ve yillar gectikge

farkli bitkilerin farkli etkileri tespit edilmistir (Kurtulus, 2015).

Son yillarda tibbi bitkilerin laboratuar kosullarinda tiretimi ile ilgili bitki doku kiiltiirii
yontemlerinin kullanimi1 konusunda birgok arastirma yapilmaktadir. Aragtirmalar bitkilerin ya
da metabolitlerinin {iiretimlerinin zaman, kalite ve verim acisindan en iyi yapilabilecegi
kosullarin belirlenmesi iizerinedir (Yue vd., 2016; Rani ve Kumar, 2017; Oliveira vd., 2018;
Espinosa-Leal vd., 2018; Jamwal vd., 2018).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, steril sartlarda ve uygun besin ortamlarinda tam bitki,
hiicre, doku, organ veya sekonder metabolitlerin elde edildigi tekniklerdir (Babaoglu vd.,
2001:2). Bitki doku kiilturleri yontemlerinden biri olan kok kilturleri, koklerinde sekonder
metabolit ireten bitkilerin laboratuar sartlarinda iiretimi ile ilgili yapilan tekniklerdir. Kok
kiiltiirleri, bitkinin kok organindan alinan kiiciik bir parcanin ya da yaprak, yaprak sapi,
kotiledon ve govde gibi organlarindan elde edilen adventif koklerin kiiltiire alinmasiyla
kurulabilir. Kok kiiltiirleri, diger doku kiiltiirlerine kiyasla genetik yapilarmin kararli olmasi ve
hizli olarak iretiminin saglanmasi agisindan daha iyidir. Aynt zamanda kendilerine 6zgu

bilesiklerin olusturulmasina da imkan vermektedir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Unlii bilim adamlar;; Lokman Hekim ve F. Columna isimli arastirmacilarin bilimsel
calismalarina konu olan bitkilerden biri de Valeriana officinalis L. bitkisidir. Valeriana’nin ismi
Latince sakinlesme anlamina gelen ‘valerian’ kelimesinden tiiremistir. Kediotu olarak

adlandirilan V. officinalis, diinyanin subtropik bolgelerinde temsil edilen Valerianaceae



familyasinin en biiylik ve en yaygin cinsidir. Bu cinse ait 168 adet tir bulunmaktadir (Kaya,
2006).

Halk arasinda ¢oban kamisi, kaya siplegi diye bilinir (Tanker M. v e Tanker N.,1990).
Geleneksel olarak, kas kasilmalarimi hafifletici, sakinlestirici, histeri, sinirsel tansiyon, asirt
yorgunluk, adet sancilarini giderici ve en 6nemlisi insomnia (hi¢ uyuyamama) hastaligina karsi
cok yaygi olarak kullanilmaktadir. Sedatif ve hipnotik bir ilag olarak onaylanmistir. Avrupa
Farmakopesi hafif yatistirici, anksiyete ve uykuda hafif hipnotik olarak siniflandirirken, WHO
ile ESCOP orta dereceli sedatif ve uykuyu destekleyen etkisini onaylamislardir. Bunlarin yani
sira mide yatistirici, agr1 kesici, oksiiriik, soguk alginligina karsi ve gram (+) bakterilere karst
koruyucudur. Bir¢ok arastirma sonucu; hipertansiyon, ates, koti huylu timor, bobrek
rahatsizliklari, bagirsak kurtlarini giderici, merkezi sinir sistemindeki dolagim sistemini uyarici,
solunum sistemindeki mukoza maddelerin atilmasini saglayici ve yara iyi edici, metabolizma
faaliyetlerini arttirici, panzehir, deodorant, karaciger koruyucu, endise ve korku giderici olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (Kaya, 2006).

Bu tez calismasinda, koklerinde tibbi ve ekonomik acgidan degerli sekonder metabolitler
sentezleyen Valeriana officinalis L. bitkisinin; yaprak, yaprak sap1 ve kotiledon eksplantlarina
uygulanan farkli kombinasyon ve konsantrasyondaki bitki biiyiime diizenleyicilerin etkisi

arastirilmagtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. V. officinalis’in Bilimsel Simflandirmasi

Sekil 2.1. V. officinalis L. bitkisinin resmi (Isik, 2007)

Alem : Plantae (Bitkiler)

Alt alem : Eudicotidae (Cift cenekliler)
Bolim : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim : Dipsacales

Familya : Valerianaceae

Cins : Valeriana

Tar : Valeriana officinalis L. (Sekil 2.1).



2.2. Morfolojik Ozellikleri

Sekil 2.2. V. officinalis ¢i¢egi genel gorunimi (https://www.eddmaps.org/ipane/ icat/jpg/ uconn
_ ipane_valeroffic_04a.jpg).

V. officinalis bitkisi; ¢ok yillik rizomlu, goévde basit, dik, yuvarlak, i¢i bos 5-160cm
boyundadir. Yapraklar basit veya pinnat parcalidir. Dipte rozet seklinde ve uzun sapl, gévde de
karsilikli veya yukartya dogru saplari kisalir. Cigek durumu semsiyemsi, ikili veya Ucli
dallanmistir. Cicekler zigomorf, beyaz, pembe, sarims1 veya hafif gri renklidir. Kaliks papus
seklinde, korolla tiip seklinde, 5 lobludur. Stamenler 3, pistil 1 adettir. Meyve tepesinde papus

bulunan bir akendir (Karamanoglu ve Koyuncu, 1974).
2.3. Yetistirme Kosullar

Bitki tohum, ana bitkiden alinan bir parca veya ayirma yontemi ile elde edilir.
Tohumdan bitki elde edilecek ise ekimi, mayis-haziran aylarinda yapilir. Yetistirildigi toprak
acisindan tercih ettigi bir toprak tiirli yoktur. Kuru ve yiikseltisi ¢cok olan yerlerde yetisebilir ama
nemli topraklari daha cok sevmektedir. Organik madde agisindan verimli olan topraklarda

bakima ihtiya¢ duymadan hayatlarin siirdiiriirler (Kaya, 2006).

Cevre diizenlemesinde bordir bitkisi olarak kullanilir. ilkbahar aylarnda ekilen
tohumlar 4 hafta siiresince ¢ikmaya baglar, devamli olarak etrafindaki gereksiz bitkilerin
temizligi yapilarak, toprak havalandirilmalidir. En ge¢ mayis aymin ilk haftalarinda ¢igekleri
gorilmeye baglar. Bitkinin daha verimli kok eldesi igin ¢iceklerin Kkesilerek bitkiden

uzaklastirilmasi gerekir (Kaya, 2006).


https://www.eddmaps.org/ipane/%20icat/jpg/%20uconn%20_%20ipane_valeroffic_04a.jpg
https://www.eddmaps.org/ipane/%20icat/jpg/%20uconn%20_%20ipane_valeroffic_04a.jpg

2.4. Kimyasal Kompozisyonu

V. officinalis bitkisinin etken maddeleri asil olarak kok ve rizomlarinda bulunmaktadir.
Yaprak ve ¢igeklerinin herhangi bir tibbi 6zelligi yoktur. Ylksek sicakliklardaki kurutma iglemi
esnasinda izo-valerianik asit blinyesinde bir takim kimyasal degismeler ve enzim aktivitesinin
hizlanmasi ile ugucu yagin yapisinda bozulmalar meydana getirmektedir. Bu nedenle bazi bilim
adamlar1 kuru kék ve rizomlar yerine taze kdk ve rizomlarindan elde edilen ucucu yaglar

kullanmaktadir (Kaya, 2006).

V. officinalis L. bitkisi merkezi sinir sisteminde ve liganda aktif olarak bulunan
flavonoidlerin yani sira, yaklasik 150-200 adet kimyasal bilesen igerir. Ana bilesen olarak
valerenik asit kabul edilir. Kokleri ve rizomlari iki ana bilesenden olugmaktadir; ugucu yaginda
bulunan seskiterpenler (valerenik asit ve diger tiirevleri, valeranon, valeranal ve kessil esterleri)
ve valepotriatlar (valtrat, didrovaltrat, asevaltrat ve izovaleroksihidroksivaltrat) olup
flavonoidler, triterpenler, lignanlar ve alkaloitler gibi diger bilesenlere dogru liste uzanir.
Digerleri de flavonoidler, triterpenler, lignanlar ve alkaloitlerdir (Nandhini vd., 2018). Borneol,
bornil asetat, monoterpenik hidrokarbonlar (a- fenchene ve camphene) ve valerenal igerigi
yonlinden ¢ok zengindir (Moorteza ve Joorabloo, 2012). Bitkinin yapisinda oldukga yiiksek
oranda magnezyum ve fosfor bulunaktadir. Bitkiye ait ugucu yaginda ise birden fazla bilesik yer
almaktadir. Bitkiden elde edilen faydalar aslinda bir bilesenden degil birden fazla bilesenin

icermis oldugu kombine etkiden kaynaklanmaktadir (Kaya, 2006).
2.5. Geleneksel Kullanimi

V. officinalis'in kokleri, yatistirict ve antispazmodik amaglar i¢in kullanilmaktadir ve
ayni zamanda kardiyak aritmiyi iyilestirmek i¢in de kullanilabilir. Kediotu kdkii yiizy1l boyunca
rahatlatic1 ve uykuyu tesvik edici bir bitki olarak kullanilmistir. Ayrica histeri, hipokondriazis,
sinirsel huzursuzluk, kan dolasimi, zihinsel bozuklukluklar1 ve benzeri duygusal durumlari
tedavi etmek icin kullanilir. En az bin yildir sindirim problemlerini ve idrar yolu
enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin kullanilmaktadir. Sakinlestirici, anksiyolitik, antidepresan,
antispazmodik ve anti-HIV biyoaktiviteleri olarak da kullanilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
esas olarak uyku yardimi olarak satilirken, Avrupa'da huzursuzluk, titreme ve endise igin
kullanilir. Brezilya'da, yatistirici, antikonviilsan, hipnotik etkileri ve anksiyolitik aktivitesi i¢in

geleneksel tipta kullanilmistir (Nandhini vd., 2018).



2.6. Farmakolojik Aktiviteleri

Kedi otu bitkisinin farmakolojik etkisini iceriginde bulunan seskuiterpenler (valerenik
asit) sayesinde yapmaktadir. Valerian, gama amino biitirik asit (GABA) ile etkilesim
saglamakta, GABA reseptorlerine baglanarak enzim sistemini inhibe etmektedir. GABA

norotransaminasyonunu arttirarak uyku ve sedasyona neden olmaktadir (Karadag vd., 2013).

Anksiyete bozukluklarina kars1 yatistirici, anti-inflamatuar, uyku getirici, serotonin ve
asetilkolin reseptorleri {izerine uyarici, miyalji, hipertansiyon ve kalp ritim bozukluklarinin

iyilestirilme agsamalarinda kullanilir (Hassani vd., 2015).
2.7. Tibbi Kullanim Alanlari

Kedi otu bitkisi, gegmis yillarda saglik problemlerine etki ettigi fark edilip denemeler
sonucu tespiti yapilarak aktif olarak kullanilmaya baslanmistir. 1800°1ii yillarda kaleme alinan
“’Tuhfetiilfarisin fi ahval-i huyul el-miicahidin™ adli eserde idrar yolu hastaliklar1 ve bobrek
hastaliklarinda kullanildigr bildirilmistir (Erk, 1959). Bitkinin kramplar, romatoit agrilar ve

dismenoreye karsi kullanimi da s6z konusudur (Bacanli vd., 2012).

V. officinalis bitkisinin kokii; giinlimiiz diinyasinda ortaya ¢ikan korku, gerginlik ve
sinirlilik gibi durumlarda kullanabilecek tibbi bir bitkidir. Kokl; demlenerek cay, tentlrr ve
ekstreler biciminde kullanilir. Yaygin olarak preparat ve tentiir seklinde kullanilmaktadir.
Kullanim sonrasinda dalginlik ve yorgunluk gozlenmez rahatlatict bir canlilik hissedilir

(http://www.bitkisepeti.com/kediotu.htm).

Alman E Komisyonu 1995'te, kediotu kokiiniin uyku bozukluklari igin giinliik dozunu,
1-3g olarak belirlemistir. Klinik deneylerin ¢ogunda 400 mg standart ekstre, uykudan 40-60
dakika 6nce kullanilmistir. Standart ekstrede, %0,8 valerenik asit bulunur. Giinde birka¢ defa, 2-
3 g ekstre aliabilir. Valerian tentiirii (1:5) i¢in yetiskin dozu, giinde ii¢ defa 1-3 ml (yarim veya
bir tatl kasig1)'dir. Cocuk dozu, yast ve kiloya gore hesaplanir. Ug yas1 ve iistii gocuklara, yarim
corba kasig1 tentiir, meyve suyu veya siitle karigtirilarak verilir. Avrupa'da, 100 g kediotu koku
ya da esdegeri ekstre, bir banyo kiiveti suya karistirilarak kullanilir. Kediotu ¢ay1, 2-3 g drogun
150 ml suda kaynatilmasiyla hazirlanir; bu ¢aydan giinde li¢ defa yemeklerden once igilir

(Baser, 2010).
2.8. Bitki Doku Kulturleri

Insanlar, dogada bulunan bitkileri daha etkili kullanabilmek i¢in; bulunduklar1 duruma

bagl olarak birgok yontem gelistirmislerdir. Bu yontemler “kiiltiir” yontemleri olarak



adlandirilir. Bitki kiiltiirleri, tarihi gelisimine gore ii¢ ana gruba ayrildiginda ilk sirada vejetetatif
ve generatif ¢ogaltmayi igeren klasik kiiltiirler; ikinci sirada su ve kum kiiltiirleri; son sirada da
son yillarda 6nem kazanan “Bitki Doku Kiiltiirii” yontemleri bulunmaktadir (Kocagaligkan,
2017:1).

Bitki doku klturleri, besin elementleri, vitaminler, su, jelimsi kivam verici ve ihtiyaca
bagh olarak eklenen bitki biiyiime diizenleyicileri igeren kapali ancak 1s1k gegirebilen steril
edilmis kaplarda, yine steril edilmis tohum, bitki, eksplant gibi materyallerin steril sartlarda bu
kaplara alinmasi iglemidir (Ahloowalia vd., 2002).

Kallus, hiicre suspansiyonu, protoplast kultlrleri ve bitki rejenerasyonu gibi doku
kiltiirii islemlerine baslarken verilecek en oOncelikli kararlardan birisi kullanilacak besin
ortamlarimin se¢imidir (Babaoglu vd., 2001: 14). Bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda birgok
besin ortami kullanilir. Bunlardan bazilari; MS= Murashige ve Skoog (1962), yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip olup en yaygin olarak kullanilan ortamdir, BS= Gambork ve arkadaslar
(1963), nitrat azotu yiiksek bir ortamdir, SH= Schenk ve Hilderbrandt (1972), hem monokotil
hem de dikotil bitkiler i¢in uygun bir ortamdir, NN= Nitsch ve Nitsch (1969) anter kiltlri igin
uygun bir ortamdir, LS= Linsmaier ve Skoog (1965), organik maddeler bakimindan diger
ortamlardan ayrilan bir ortamdir, GT= Gautheret (1942), Ni Ti ve Be gibi 0zel elementleri ihtiva
eder (Kocagaligkan, 2017: 34).

2.9. Bitki Buyume Duizenleyicileri ve Simiflandiriimasi

Bitki buylme duzenleyicileri doku kaltiri ortamlarinin en 6nemli unsurudur.
Rejenerasyonlart yonlendirmek iizere farkli tiplerde ve dozlarda besin ortamlarina ilave
edilirler. Bircogu gelismeyi tesvik ederken, bir kismi ise gelismeyi engeller. Buylimeyi ve
gelismeyi tesvik eden, hizlandiran diizenleyicilere stimilator denir. Biiyiimeyi ve gelismeyi,
geciktirerek durduranlara ise retardant (inhibitdr, engelleyici) denir. Bitkiler tarafindan
sentezlenerek, gereksinim duyulan organlara taginanlar hormon olarak adlandirilirlar. Sentetik
yollarla dretilenler de dahil olmak (izere genel olarak hepsine bitki blyime dizenleyicileri adi
verilmektedir. Bitkilerin tiirlerine ve kiiltiire alinma amaglarina gore, besin ortamlarina

eklenecek olan bitki biiylime diizenleyicileri oranlar1 farklilik gostermektedir (Babaoglu vd.,
2001: 22).

2.9.1. Oksinler

Hiicre uzamasini, saglayan bitki hormonlarinin genel sinifidir. Temel oksin sentez

yerleri apikal siirgiin ve kok meristemleri olarak kabul edilir ve genellikle koék olusumunu



desteklerler. Bu hormonlar dogada, gévde ve internodyumlarin uzamasi, fotoperyodizm, apikal
dominansi, absisyon ve koklenme gibi fizyolojik olaylarla iliski icerisindedir. Doku
kiiltiirlerinde; hiicre boliinmesi ve uzamasi ile kallus olusumunu tesvik etmek ve kok
farklilasmasini saglamak amaci ile kullanilirlar. Temel hormon formu olarak 1AA (indol-3-
asetik asit) bilinmektedir. Sentetik olanlar1 ise; NAA (naftalen asetik asit), IBA (indol butirik
asit), 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit) ve pikloramdir. Genellikle etanolde ya da seyreltik
NaOH’de ¢6ztinmektedirler (Giirel vd., 2013: 49).

2.9.2. Sitokininler

Sitokininler, ¢cogunlukla kok ucu meristeminde ve geng yapraklarda liretilerek biiylime
ve gelismeyi desteklemek igin kullanilirlar. Oksinlerle birlikte kullanildiklarinda ise hiicre
bolinmesinde rol alirlar. Yiiksek konsantrasyonlarda (1-10 mg/L) adventif siirgiin olusumu
saglanirken, kok olusumu engellenir. Rejenerasyon, farklilasma ve siirgiin ¢ogaltimida
etkilidirler, ayrica antioksidan etki gostererek yaslanmayi geciktirirler. En ¢ok tercih edilen
sitokininler; kinetin, BA (benzi ladenin) veya BAP (6-benzil amino purin), zeatin ve 2IP
(izopenteniladenin)’dir. Zeatin ve 2IP dogal olarak iiretilen sitokininlerdir. Digerleri ise;
sentetik olarak elde edilmektedir. Genellikle seyreltilmis NaOH’da ¢oziiniirler (Giirel vd., 2013:
49-50).

2.10. Besin Ortamlari

Doku kiiltiirii kosullarinda, bitkinin gelisimi i¢in ihtiyaci olan elementler besin ortamlari
ile bitkilere verilir. Bitki tiirtintin ihtiyacina gore gesitli besin ortamlar1 hazirlanmaktadir. Bugin
kullanilan 10’dan fazla besin ortami vardir. En ¢ok kullanilan ise, Murashige ve Skoog (MS)
tarafindan olusturulan bitkinin gelismesini saglayan ortamdir (Cizelge 2.1) (Kocagaliskan, 2017:
32).



Cizelge 2.1. Doku Kiiltiirii besin ortamlarinda en ¢ok kullanilan regeteler ve kullanilan
bilesikler (mg/L) (Kocagaliskan, 2017: 34).

Bilesikler *MS B5 WH SH NN LS GT
Inorganik
NH4NO3 1650 - - - 720 1650 -
(NH4)2S04 - 134 - - - - -
NHsH2PO4 - - - 300 - - -
KNOs; 1900 2500 80 2500 950 1900 125
Ca(NOs)2.4H:0 - - - 300 - - 500
CaCl2H:0 440 150 - 200 220 440 -
MgSQO4.7H,0 370 250 720 400 185 370 125
Na2SO4 - - 200 - - - -
KH2PO,4 170 - - - 68 170 125
NaH,PO4H,0 - 150 16,5 - - - -
KCI - - 65 - - - -
Fe2S04.7H.0 27,8 27,8 - 15 27,8 27,8 -
Na;EDTA 37,3 37,3 - 20 37,3 - -
Fex(SO4)3 - - 2,5 - - - 50
MnSQO44H;0 22,3 - 7 - 25 - 3
MnSQO4 H-0 - 10 - 10 - 16,9 -
ZnS0,7H0 8,6 2 3 1 10 10,6 0,18
H3BO> 6,2 3 1,5 5 10 6,2 0,05
Kl 0,83 0,75 0,75 1 - 0,83 0,5
Na:MoO4. 2H20 0,25 025 - 0,1 0,25 0,25 -
CuS045H:0 0,025 | 0,025 - 0,2 0,025 0,025 0,05
CoCl,. 6H.0 0,025 | 0,025 - 0,1 - 0,025 0,05
NiSO4 - - - - - - 0,05
BeSO4 - - - - - - 0,1
Ti(SO4)3 - - - - - - 0,2
Organik
Myo-inositol 100 - 100 1000 100 100 -
Nikotinik asit 0,5 1 0.5 0,5 5 - 0,5
Piridoksin. HCI 0,5 1 0.1 0,5 0,5 - 0,1
Thiamin HCI 0,1 10 0.1 5 0,5 0.4 1
Glisin 2 - 3 - 2 - 3
Sakkaroz

Bu besin ortamlarinda; amino asitler, bitki biiylime diizenleyicileri, jel yapici maddeler,
kimyasal olarak tanimlanamayan maddeler, makro elementler, mikro elementler, su, sekerler ve

vitaminler bulunur.

Amino asitler; hiicre kiiltiirlerinin indirgen azot ihtiyacin1 hemen karsilamada ¢ok
onemli olabilmektedirler. Eger ortamda nitrat ve amonyum miktar1 dengeli ise birgok ortamda
kullanimlart gereksiz olabilir. Glisin, arginin, glutamin, prolin aspartik asit en ¢ok kullanilanlar

arasindadir. Amino asitlerin sadece L-formlar1 biyolojik olarak aktif olduklarindan mutlaka L-
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formlart kullanilmalidir. Kazein ve diger protein hidroliz iriinleri bol miktarda amino asit

icermektedir (Babaoglu vd., 2001:18).

Jel yapict maddeler; besin ortamlarimi yari-kati hale getirmek igin kullanilan
komponentler arasindadirlar ve besin ortammin performansini onemli derecede etkilerler.
Duragan siv1 kiiltlirlerde hiicre ve dokular, sivi ortama batmakta ve oksijen gereksinimini
karsilamakta zorlanarak &lmektedirler. Aranan en Onemli Ozellikleri otoklavlama ile
sterilizasyona dayanikliliklar1 ve besin ortami sicakken sivi sogukken yar1 kati bir hal aliyor
olmalaridir. En fazla tercih edilenleri; agar, agaroz, Phtragel, alijinat, silikajel, jelatin ve
nigastadir. Biitiin bu katilastiricilar, genellikle kirmizi deniz alglerinden elde edilmektedir. Jel
yapicit maddeler besin ortaminin en pahali komponentleri arasindadir (Babaoglu vd., 2001: 17-

18; Girel vd., 2013: 52).

Kimyasal olarak tammlanamayanlar; belirli kallus ve organlarinin biiyiimesini tesvik
etmek (zere; kazein, hidrolizat, hindistan cevizi siitii, malt ekstrati, domates ve portakal suyu,
maya ektraktr gibi kimyasal icerigi tam olarak belirlenemeyen ve stabil olmayan ¢ok sayida
kompleks besin karigimlari denenmektedir. Hindistan cevizi siitii igerik bakimindan ¢ok
zengindir. Hindistan cevizi siitinden bagka kimyasal olarak tanimlanamayan maddelerden en
fazla kullanilanlar1 maya 6zii, kazein hidrolizat, kazamino asit ve patates 6ziidiir (Babaoglu vd.,

2001: 18; Kocagaligkan, 2017: 33).

Makro elementler; Azot: Bitki igin 6nemli olan organik bilesiklerin yapisinda bulunur.
Fosfor: Bitkide ATP, sekerler ve nlkleik asitlerin yapisina katilmaktadir. Kikuart: Bitkide
klorofilin olusmasinda gorev alir. Potasyum: Bitkide hastaliklara kars1 direng saglar. Tohumun
olgunlagsmasin1 ve bitkinin koklerinin gelismesini saglamaktadir. Kalsiyum: Bitkinin besin
maddelerini almasim ve toprakta bulunan toksik maddelerin ¢okelmesinde rol oynar.
Magnezyum: Fotosentezde aldig1 gérevden dolayr hayatin devamliligin saglar (Bolat ve Kara,
2017).

Mikro elementler; Demir: bitkide solunum ve fotosentez reaksiyonlarinda gorev alir.
Cinko: Bitkide azot metabolizmasini, nigasta olusumunu ve tohum olgunlagmasin etkiler.
Mangan: Fotosentezde suyun par¢alanmasini saglar. Molibden: Bitkiler i¢in enzim aktivesinde
ve baklagillerde azot fiksasyonu icin gerekli bir elementtir. Klor: Fotosentez olayinda ve
yapraklarin turgor basinci yapmasini saglar. Bakir: Klorofil retimi, solunum ve protein

sentezleri i¢gin bitki tarafindan ihtiya¢ duyulur (Bolat ve Kara, 2017).
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Sekerler; besin ortaminin en 6nemli komponentleri arasindadir. Kiiltiire alinan bitki
hiicre ve dokular1 baslangicta yeterli miktarda karbonhidrat sentezi yapamadiklarindan enerji
kaynag1 olarak cesitli sekerler kullanilmalidir. Besin ortamina disaridan bir karbon kaynaginin
eklenmesi hiicre ve dokularda ¢ogalma, biiylime ve gelismeyi saglar. En fazla tercih edileni,
sakkarozdur. Besin ortamlarinda siklikla kullanilan diger sekerler sirasiyla glikoz, maltoz,
rafinoz ve fruktozdur. Glikoz bazi durumlarda rejenerasyonun uyarilmasinda sakkarozdan daha
etkili olabilmektedir. Cunkii sakkaroz bir disakarittir ve hiicreler tarafindan glikoz ve fruktoza
parcalandiktan sonra kullanilabilmektedir. Sekerler uzun siireli otoklav sonucu karamelize
olabilmekte ve hicreler iizerinde toksik etki yapan yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklere
doniismektedirler (Babaoglu vd., 2001: 16; Girel vd., 2013: 48).

Vitaminler; enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kiiltiirleri i¢in en
gerekli vitaminler thiamin (B1l) ve daha sonra sirasiyla nikotinik asit (B3, niasin) ve
pridoksindir (B6). Myo-inositol ve d-biotin (H)’de oOncelikle gerekli vitaminler igerisinde
degerlendirilmektedir. Diger vitaminler arasinda ise dpantotenik asit (BS), askorbik asit (C), a-
tokoferol (E), folik asit (M), retinol (A), riboflavin (B2) ve kolekalsiferol (D3) zaman zaman
0zel uygulamalarda besin ortamlarina ilave edilmektedir. Vitaminler genellikle otoklavdan 6nce
besin ortamina ilave edilirler. Normal sartlarda bitkiler vitaminlerini sentezlerler. Ancak Kultr

sartlarinda bunun takviyesi gerekmektedir (Babaoglu vd., 2001: 16; Kocagaliskan, 2017: 33).
2.11. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler bitkilerin gelisim ve igeriklerini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu
nedenle, bitki biyttme (kultlir odasi) odasindaki 151k, sicaklik ve nem bitki tiirlerinin isteklerine

karst siirekli sabit ve kontrol altinda tutulmalidir.
2.12. Kok Kaltard

Farkli sekonder metabolitlerin kaynagi olarak bitki kdklerinin kullanimi ¢ok eskiden
beri bilinmektedir. Koklerdeki biyokimyasal ¢esitlilikle ilgili bilgilerin ¢ogu geleneksel

farmakopelerden gelmektedir.

Bitki doku kdltirinun onctlerinden olan Phillip White 1934°te, kok uglarmi gesitli
minerallerin, sekerin ve vitaminlerin bulundugu besin ortaminda kiiltiire alindiginda uzamalarini
ve dallanmalarim saglamistir. Kok kiiltiirleri anorganik beslenme, azot metobolizmasi, bitki
biliylimesinin diizenlenmesi ve kok gelisimi calismalarinda standart bir deneysel sistemi

olusturmuslardir. Genis kiiltiir kaplarinda gelistirilebilen kok kiilturleri kendi organik matrisleri
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icerisinde immobilize olmus biyokatalistler olarak kabul edilebilirler. Stispansiyon kulttrlerine
gore daha yuksek genetik stabilite gosterirler (Glrel vd., 2013:163-164).

2.12.1. Kok Kkiiltiiriiniin uygulama alanlar

Temel arastirmalar (histolojik, sitolojik, morfolojik, fizyolojik, metabolik, genetik,
molekiiler vb.) i¢in kullanimi, sekonder metabolitlerin tretimi, biyoreaktorler kullanarak yiksek
miktarda biyokutle Gretimi, bitki- mikroorganizma iliskilerinin incelenmesi, kallus ve hiicre
kiltiirlerinin  kurulmasi, kok kokenli bitki rejenerasyonlarin gergeklestirilmesi ve klonal
cogaltimin saglanmasi, Kriyopreservasyon tekniklerinin uygulanmasi, in vitro seleksiyon
calisgmalarinin yapilmasi, kok hiicre ¢alismalarinda kullanilmasi, germplazm muhafazasinin

yapilmasidir (Giirel vd., 2013:164).
2.13. Literatiir Arastirmasi

Abdi ve Khosh-Khui (2007), yaprak segmentlerini kullanarak V. officinalis 'de
tekrarlanabilir bir in vitro rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir. Coklu siirgiinler yaprak
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu yolu ile elde edilmistir. Yaprak segmentlerinin
stirglin tomurcuklari {iretme kabiliyeti ortamdaki konumlarina bagl olarak degismistir. Yaprak
segmentlerinin abaksiyal (dorsal) tarafi oldukga tepki vermis ve 1 mg/L 6-BAP ile takviye
edilmis MS ortami iizerinde eksplant basina maksimum siirgiin rejenerasyonu gostermistir.
Yaprak segmentlerinden rejenere olmus siirgiinler, farkli konsantrasyonlarda N (3-metilbut-2-
enil) 1H-purin-6-amin (2ip) ve TAA igeren MS ortamina aktarilmigtir. Optimum en iyi siirgiin
olusumu, 6 mg/L 2ip ile 0,3 mg/L [AA ortamda elde edilmistir. Rejenere siirgiinlerin
koklenmesi, 1 mg/L NAA iceren MS ortaminda gergeklestirilmistir. Tyi gelismis kok ve siirgiin

sistemli bitkiler basariyla seraya aktarilmistir.

Reza ve ark. (2009), V. officinalis'in hizl1 bir sekilde ¢ogaltilmasi i¢in yaprak ve yaprak
sap1 eksplanlarindan elde edilen kalluslardan siirglin rejenerasyonu yoluyla bir ydntem
gelistirmiglerdir. Yaprak sap1 ve yaprak parcalari, kallus eldesi i¢in farkli oksinler (2,4-D, NAA,
pikloram (Pic)) ve Kinetin (Kin) kombinasyonlar1 iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir.
Kallus olusumu en yiiksek 1,0 mg/L 2,4-D iceren ortamlarda, sirasiyla yaprak ve yaprak sapi
eksplantlarindan %100 ve %98 olarak belirlenmistir. Uretilen kalluslar, siirgiin rejenerasyonu
i¢in ¢esitli BA (0,1, 0,2 ve 0,4 mg/L) veya Kin (0,1, 0,2 ve 0,4, mg/L) konsantrasyonlari ile
desteklenmis ortamlara aktarilmislardir. 0.2 mg/L BAP veya Kin ilavesi, hem yaprak hem de
yaprak kallus segmentlerinde siirgiin rejenerasyon sikligini arttirmistir.  En yiiksek adventif

slirgiin yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarda (kallus bagina 13) olusmustur. Optimum
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koklenme, 1 mg/L NAA ile desteklenmis MS ortaminda gozlemlenmistir. /n vitro olarak
yetistirilen bitkicikler iklimlendirilmis ve %80 basari ile seraya aktarilmistir. Bu in vitro

cogaltim protokolii, bu sifali bitkinin hizli iiretiminin yani sira korunumu i¢in de yararl olabilir.

Zayova ve ark. (2010) , V. officinalis’ in kontrollii kosullarda ¢imlendirilmis fidelerden
in vitro kiiltiir ile izl ve etkili bir sekilde biiylimesi igin bir ¢aligma yapmiglardir. En yiiksek
tohum ¢imlenme orani, soguk tabakalasma isleminden sonra GA3 ¢ozeltisine batirilmasiyla,
MSG3 ortaminda olusmustur. MS ortaminin ¢esitleri olan sekiz farkli besin ortamindan (MSI1 -
MSS), BAP ve askorbik asit eklenmis MS3 ortaminda, en etkili mikroiiretim ve tomurcuk
olusumu goriilmiistiir. Koklenme en iyi sekilde diisiik konsantrasyonda NAA veya IBA ile
giiclendirilmis yari-kuvvetli MS ortaminda gerceklesmistir. Turba: Perlit (2:1) h/h igerigi, bitki
biiylime odasinda katilagmak icin en uygun dikim substrati olarak belirtilmis ve kullanimi, dig
mekan transferinden Once rejenere bitkilerin yiliksek frekansli hayatta kalmasimi (%95)
saglamistir. Bahge topragina ekimi yapilan mikrogogaltim ile elde edilen bitkiler, vejetatif ve

oral morfolojinin yani sira, biiylime 6zelliklerine gore ana bitki ile ayn1 yapiya sahip olmustur.

Tousi ve ark. (2010), calismalarinda V. officinalis e ait kok ve rizomlarin valepotriatlar
ve valerenik asitleri igermesinden dolay1 kdk organinin oldukga 6nemli oldugunu anlatmuistir.
Bu sebeple bitki doku kiiltiirii yontemini kullanarak koklerin daha kolay, hizli ve ¢ok miktarda
elde etme yoOntemini arastirmiglardir. Dort aylik bitkilerin yapraklari, saplart ve kok
boliimlerinden elde edilen eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda MS besiyerine ilave edilen
oksin ve sitokinin ile kiiltiire alinmiglardir. Verim agisindan en iyi sartlar1 bulmak igin, gelisen
koklerde biriken valerenik asitler ve valepotriatlar incelenmistir. Koklerde 6lgiilen maksimum
valerenik asit (% 0,84) 1,25 uM IAA eklenmis ortamda yaprak sapt eksplantlarinda ve
valepotriat icerikleri (% 7,41) 0,625 pM IAA eklenmis ortamda goriilmiistiir. Bu degerler,
kontrol grubu olarak bitki biiyiime diizenleyicileri eklenmemis olan besiyerinde bazal ve apikal
kok segmentlerinden alinan koklerden daha verimli ve yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda yaprak eksplantlarindan 5 pM NAA ile desteklenmis ortamlarda direkt
olusan koklerin en yiiksek ortalamasi (29,00) olarak belirlenmistir. Ayrica 2,5 uM NAA igeren
ortamlarda kok apikal segmentlerinde dolayli olarak gelistirilen maksimum kok sayis1 (30,05)
olarak gozlenmistir. Bu sonuglarin, bitki biiyiime diizenleyicilerin yan1 sira eksplant tipinin

organogenezi etkiledigini bildirmislerdir.

Torkamani ve ark. (2014), sagakli kokler kiiltiirii yolu ile bu bitkideki sekonder
metabolitleri elde etmeye c¢alismiglardir. Bu ¢alismada, kediotunda sacakli kok eldesi igin,

Agrobacterium rhizogenes'in Wild-tiirii susu A13 kullanilmigtir. Fusarium graminearum ekstresi
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(FE), metil jasmonat ve salisilik asit dahil olmak {izere ii¢ farkli elisitoriin secilen sagakli kdk
Klonu "LeVa-C4" de valerenik asit {iretimi tizerindeki etkisini incelemislerdir. 23 giinliik
kiiltiirler, 3 ve 7 gilinliik maruz kalma siirelerinde farkli konsantrasyonlarda elisitorler ile
muamele edilmistir. FE (% 1) ve MJ (100 pM/L), 7. giin sonrasinda valerenik asit tiretimini,
kontrole kiyasla 12,31 ve 6 kat daha yiiksek bir seviyeye ulagmistir. Salisilik asit, valerenik asit

Uretimini 6nemli 6l¢lide arttirmamigtir.

Ghaderi ve Jafari (2014), 6nemli bir tibbi bitki olan V. officinalis'de, adventif siirgiin
olusumu yoluyla etkili bir rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir. Rejenerasyon cevabi, kallus
morfolojisinin yani sira bitki biiylime diizenleyicilerinin tiirii ve konsantrasyonlarindan énemli
Olciide etkilenmistir. Optimum degerler adventif siirgiinler i¢in, hem yaprak hem de yaprak sap1
eksplantlarindaki tomurcuk olusumu kompakt, nodiiler ve sarimsi yesil fenotipli organogenik
kalluslarin 9,30 uM Kn ve 2,26 uM 2,4-D ile desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir. Iyi
gelismis siirgiinler, hormonsuz bir yar1 kuvvet (1/2) MS bazal ortaminda elde edilmistir. Uzun
stirginlerin in vitro kdklenmesi, ¢esitli konsantrasyonlarda NAA veya IBA ile desteklenmis 1/2
MS ortami iizerinde denenmistir. 2,46 uM konsantrasyonda IBA, en yiiksek koklenme sikligini
(% 98) tesvik eden en iyi kdklenme uygulamasi olarak bulunmustur. Koklii bitkiciklerin basarilt
iklimlendirilmesi,% 95.34 hayatta kalma orami ile 5:1 turba ve perlit karigimi igeren saksi
besiyerinde gerceklestirilmistir. Biyokiitle oziitlerindeki valtrat ve valerenik asit igerigi, yaprak
sap1 eksplantlarindan elde edilen bitkilerde, yaprak eksplantlarindan elde edilen bitkilerden ve
tohumla yetistirilen tarlada yetisen bitkilerden 6nemli 6l¢iide (P <0.05) daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Maksimum valtrat (6,98 mg g~* KA) ve valerenik asitler (3,02 mg g* KA), 2,26
uM 2,4-D ve yiksek konsantrasyonda Kn (9,30 uM) iceren ortamlarda yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilen kok dokularindan Slgiilmiistiir. Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA analizi, doku Kkultiriinde vyetistirilen bitkilerde genetik ¢esitlilik kaniti olmadigin
gostermistir.  Sonuglar, in vitro kosullar altinda doku kiiltiri ile elde edilen V. officinalis
bitkilerinin, dogal vahsi biiyiime kosullar1 altinda yetisenlerden daha yiiksek sekonder metabolit

iiretebildigini gostermistir.

Taheri ve Ghesmati (2018), in vitro kosullarda MS besin ortamina ilave ettikleri metil
Jasmonat konsantrasyonun valerenik asit biyosentezindeki etkisini arastirmiglardir. V. officinalis
koklerindeki valerenik asit biyosentezinde yer alan seskiterpen sentaz (Sesqui-TPS) genlerinin
transkripsiyonuna, metil jasmonat (MeJA) konsantrasyonlarinin (50 ve 100 uM) etkisini,
kantitatif gergek zamanli PCR (qQRT-PCR) ile 144 saatlik bir siire igerisinde izlemislerdir. Ek
olarak, valerenik asit igerikleri yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ile

Ol¢mislerdir. En yiiksek miktarda valerenik asit, 72 saatlik maruz kalma suresinde,100 uM
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MeJA uygulamasinda (12,45 mg/g kuru agirlik (DW)) kontrol (1,03 mg/g DW) gruba gére 12
kat artis gosterdigini belirlemislerdir. MeJA konsantrasyonuna bagli bir sekilde, VoTPS1 ve

VOTPS7 genlerinin transkripsiyon oraninda artis belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Tez c¢ahigmasi Kiitahya Dumlupmar Universitesi, Biyoloji Béliimii, Bitki
Biyoteknolojisi Laboratuarinda yiiriitilmiistiir. Caligmada tibbi 6neme sahip olan V. officinalis
bitkisi kullanilmigtir. Bitkinin tohumlar1 Kutahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi Bitkiler

Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.

Sekil 3.1. V. officinalis tohumlari.

3.1. Besin Ortam

Murashige ve Skoog (MS) besin ortami kullanilmigtir. Tohum ¢imlendirme g¢aligsmalari
bitki blylme diizenleyicileri eklenmemis MS besin ortaminda, kok olusumu ¢alismalari ise
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri iceren MS besin

ortamlarinda yapilmistir.
3.2. Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Besin ortamimin hazirlanmasindaki ilk asama stok soliisyonlarinin hazirlanarak, bitkinin
ekilmesi ve gelisimi igin kullanilmasidir. Bu soliisyonlar, birden fazla bilesigin bir araya
getirilmesiyle olusurlar. Bu soliisyonlarin 6nceden hazirlanmasi ve hazir bulundurulmasi besin
ortaminin hazirlanmasinda oldukga kolaylik saglamaktadir. Makro ve mikro besin elementleri,
vitaminler ve bitki buylme dlzenleyicileri olmak Uzere 4 gruptan olusurlar (Cizelge 3.1).

Muhafazasi +4 “C’de (buzdolabinda) saglanmaktadir.



Cizelge 3.1. MS stok soliisyonlar1 igerigi (gr/100 ml).

STOK A Glisin 0,04
Nikotinik asit 0,01
Pridoksin-HCL 0,01
Thiamin- HCL 0,002
Myo-inositol* -
STOK B NH4NO3 33
STOK C* KNO; -
STOK D Na,EDTA.2H,0 0,746
FeSO47H,0 0,556
STOK E CaCl,H0 8,8
STOK F KH2PO4 3.4
STOK G H3BO3 0,124
NaxMo0Q4.2H,0 0,005
CoCl,6H,0 0,0005
Kl 0,0166
STOKH MnSO4 H,0 0,338
MgSQ,4.7H,0 7.4
CuSQO45H,0 0,0005
ZnS04.7H,0 0,1725

*Belirtilen kimyasallarin stok soliisyonlar1 hazirlanmamig MS ortama direkt ilave edilmislerdir.

3.3. Bitki Buyume Duzenleyicilerinin Hazirlanmasi1 ve Muhafazasi

17

1 mg/5 ml oranina sahip olan bitki biiylime diizenleyicileri yaklasik 2,5 ml Cizelge

3.2’te belirtilmis olan ¢oziciilerle 0,02 gr tartilip konularak manyetik karistirict yardimiyla

¢Ozdirilmiistir. Ardindan 100 ml kadar saf su ile tamamlanmistir. Elde edilen stoklar;

bozulmaya karsi, koyu renkli cam siselerde, serin ve giines almayan yerde muhafaza

edilmislerdir.
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Cizelge 3.2. Kiiltiir ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicileri

Adi Kisa Adi C6zunme Durumu
OKSINLER
Naftalen asetik asit NAA %70 EtOH
SITOKININLER
6-Benzil amino pirin BAP 0,1 N NaOH

3.4. Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
3.4.1. MS besin ortamlarmin hazirlanmasi (1 L i¢in)

1 L MS besin ortamii hazirlamak i¢in 1 litrelik beherin yarisina kadar saf su
konulmustur. Cizelge 3.1°de belirtilen A’dan H’ye kadar olan stok ¢ozeltilerinin her birinden
cam pipetler yardimiyla 5’er ml cekilerek beherin icine eklenmistir. Ardindan ¢ozeltiye 30 gr
sakkaroz, 1,9 gr KNOs ve 0,1 gr myo-inositol eklenmistir. Cozelti 1 L’ye kadar saf su
doldurulmustur. pH’s1 5,7-5,8 olacak sekilde asit-baz (0,AN NaOH ve 0,1N HCI) dengesiyle
ayarlanmistir. Besin ortamina, jelimsi bir kivam saglayabilmek icin 7 gr agar ilave edilmistir.
Isiticili manyetik karistirici yardimiyla seffaflagincaya kadar kaynatilmistir. Hazirlanan besin
ortami, 175 ml kavanozlara 30 ml konularak kapaklar1 kapatilmistir. Sterilizasyonu igin otoklav
kullanilmigtir. Cimlendirme igin MS besin ortamimna hi¢bir bitki biliylime diizenleyici

eklenmemistir.
3.4.2. Besin ortaminin ve kullamilan malzemelerin sterilizasyonu

Besin ortamlar1 ve kullanilan malzemeler 121°C, 1.06 kg/cm? basing altinda, 15 dk

otoklav ile steril edilmis, oda sicakliginda sogutulmus ve karanlikta saklanmislardir.
3.5. Aseptik Kosullarin Saglanmasi ve Siirdiiriilmesi

Kiiltiire alinma isleminin yapildigi, bitki biiyiitme odas1 sodyum hipoklorit ile diizenli

olarak silinmektedir. Bitkilerin yerlestirilecegi raflar ise, %70’1ik ethanol ile steril edilmektedir.

Bitki transfer ¢aligmalarina baglanmasi i¢in, steril kabinin aseptik kosullar1 saglanmasi
gerekir. Sterilizasyon iglemi, %70’lik ethanol ile silme ve 15 dk siire ile UV lamba g¢aligtiralarak

yapilmistir. Genelde bu islem 15 dk’dan fazla siirede de uygulanmustir.
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Malzeme olarak kullanilan kavanoz, pens, bisturi, siizgeg, pecete, gazli bez gibi araglar
aliiminyum folya ile kaplanarak, buzdolabi posetlerine konulmus, 121°C, 1.06 kg/cm? basing
altinda, 15 dk sire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklav bandi kullanilarak sterilizasyon

kontrolii saglanmustir.

Calisma sirasinda olusabilecek kontaminasyon riskine karsin, calismaya baslamadan
eller %70’lik ethanol ile steril edilmis ve genellikle tek kullanimlik lateks eldivenler

kullanilmstir.
3.6. Kultir Metodu
3.6.1. Eksplant kaynaklar

Tez calisgmasinda, in vitro steril olarak c¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen

bitkilerden izole edilen kotiledon, yaprak ve yaprak saplar1 eksplant olarak kullanilmustir.
3.6.2. Tohumlarin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

V. officinalis tohumlar1 oOncelikle saf su ile yikanmislardir. Tohumlar yiizey
sterilizasyonu islemleri igin stizgece alinip, %70’lik etil alkolde 5 dk, %0,5 sodyum hipokloritte
3dk steril edildikten sonra 3 seri saf su igerisinde 3’er dk bekletilerek durulanmigtir. Steril
pegete lzerine ¢ikartilarak fazla suyu giderilen tohumlar MS besin ortami igeren kavanozlara
her birinde 5-8’ er adet olacak sekilde aktarilmistir. Kavanozlar iizerine ekilen materyalin adi,

numarasi ve tarih yazilarak etiketlenmis, bitki biiylitme odasinda alinmiglardir.
3.7. iklimlendirme Kosullar

Tohum ¢imlendirme islemleri, 24+2°C’de ve 4000 lux beyaz floresan lamba 1s131nda;
koklendirme galismalart 24+5°C’ de ve 2000 lux beyaz floresan lamba 1s1ginda 16sa/8sa
fotoperiyotta bitki biiyiitme odasinda yapilmistir.

3.8. Bitki Buyume Duzenleyicilerin V.officinalis Bitkisinin Eksplantlarina EtkKisi

Bitki eksplantlarina uygulanan bitki buylme duzenleyicilerin etkisinin belirlenmesi icin
yapilan caligmalarda, yiizey sterilizasyonu yapilarak ¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen 5
haftalik 3-5 cm uzunlugundaki bitkiciklerden kotiledon, yaprak ve yaprak sapt kisimlar
ayrilarak alimmistir. Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlari, 1 kavanozda 4 eksplant olacak sekilde
toplamda 8 eksplant; kotiledon eksplantlar1 ise 2’ye boliinerek, 1 kavanozda 2 eksplant olacak
sekilde toplamda 24 eksplant, belirtilen 8 farkli konsantrasyon ve kombinasyonda bitki biyime

diizenleyici iceren MS besin ortamlarina aktarilmistir (Cizelge 3.3). Kotiledon, yaprak sap1 ve



20

yaprak eksplantlart 5 hafta araliklar ile 2 defa alt kdltire alinmistir. Alt kiiltiir islemleri
esnasinda eksplantlar iizerinde meydana gelen nekrotik dokular, kok yapilari ve kalluslar

kontrol edilmistir. Gelisim gosteren eksplantlar alt kiiltiir asamalarinda seyreklestirilmistir.

Cizelge 3.3. Eksplantlara uygulanan bitki biyltme duzenleyicileri.

Ortam No MS + Bitki Blyiume Duzenleyicileri (mg/L)
1 MS + 1 mg/L BAP+0,5 mg/L NAA
2 MS+ 1 mg/L BAP+1 mg/L NAA
3 MS + 1 mg/L BAP+1,5 mg/L NAA
4 MS + 1 mg/L BAP+2 mg/L NAA
5 MS + 2 mg/L BAP+0,5 mg/L NAA
6 MS + 2 mg/L BAP+1 mg/L NAA
7 MS + 2 mg/L BAP+1,5 mg/L NAA
8 MS + 2 mg/L BAP+2 mg/L NAA
Kontrol MS

3.8. LC-MS Analizleri

Yaklasik 5 g kurutulmus bitki numunesi kahve 6giitiiclisti yardimi ile 6giitiilmiis ve 100
ml’ lik kapakli cam sise igerisinde shaker Ustlinde 30 ml etanol ile bir gece boyunca oda
sicakliginda karistirtlmistir. Karisim kaba filtre kdgidindan siiziilerek kati ve sivi kisimlar
birbirinden ayrilmistir. Daha sonra etanol rétari evaporatérde ugurularak kati oziit elde
edilmistir.

Kurutulmus numune (yaklasgtk 200 pg) 200 pl Cozelti A’ da (%0,050 2,2,2-
trifluoroasetik asit (TFA) iceren saf suda (v/v)) ¢oziiliip siringa ucu filtre ile siiziildiikten (RC
0,45 um) sonra Agilent G6530B marka Q-TOF LC-MS ile analiz edilmistir. Bu analiz i¢in 60
dakikalik %5-80 Cozelti B (%0,045 2 TFA igceren %90’ lik asetonitril ¢ozeltisi) gradyentli
metod ve 150x2 mm Agilent marka C18 kolonu kullanilmistir. LC-MS analizleri Dumlupinar

Universitesi ileri Teknolojiler Arastirma Merkezi’nde yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. V. officinalis L. Tohumlarimin Cimlendirilmesi

In vitro kosullar altinda MS besin ortaminda V. officinalis tohumlarina 3 dk %70
ethanol, 5 dk %0,5 sodyum hipoklorit ile yiizeysel sterilizasyon islemleri uygulanmistir.
Cimlendirme oranmi %39 olarak belirlenmistir. Tohum ¢imlenmesi 3. gilinden itibaren

gozlenmistir. Bitkicikler 2—-3. haftalar sonunda 3-5 cm arasinda biiyiime gostermistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. In vitro ¢imlendirilmis V. officinalis L. tohumlarindan elde edilen 3 haftalik
bitkicikler.

4.2. Eksplantlara Uygulanan Bitki Blylme Dizenleyicilerin Etkileri

In vitro kosullarda 5 hafta yetisen bitkilerin yaprak, yaprak sapi ve kotiledon
eksplantlar1 rejenerasyon calismalari i¢in 8 farkli konsantrasyon ve kombinasyonda bitki
blylime diizenleyicileri igeren MS besin ortamlarina aktarilmigtir. Yapilan uygulamalar
sonucunda oksin ve sitokinin kombinasyonu iceren uygulamalarda en iyi kok olusumu yaprak
eksplantlarinda elde edilmistir (Sekil.4.2). Bunun yam sira tiim uygulamalarda kok olusumlari
gozlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil
4.10), yalmizca 1 mg/L BAP ve 2 mg/L BAP igeren MS besin ortamlarina aktarilan
eksplantlarda herhangi bir degisim gézlenmemistir (Cizelge 4.1).
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s
N

Sekil 4.2. Kiiltiir isleminin 3. Haftasinda Eksplantlarda
c.Kotiledon.

Sekil 4.3. 1 mg/L BAP+0,5 mg/L NAA iceren MS ortamlar1 eksplantlarin gelisimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.

Sekil 4.4. 1 mg/L BAP+1 mg/L NAA igeren MS ortamlari eksplantlarin gelisimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sap1 c. Kotiledon.
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Sekil 4.5. 1 mg/L BAP+1,5 mg/L NAA iceren MS ortamlart eksplantlarin geligsimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.

Sekil 4.6. 1 mg/L BAP+2 mg/L NAA iceren MS ortamlari eksplantlarin gelisimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.

L

Sekil 4.7. 2 mg/L BAP+0,5 mg/L NAA igeren MS ortamlar1 eksplantlarin gelisimleri a.Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.
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Sekil 4.8. 2 mg/L BAP+1 mg/L NAA iceren MS ortamlari eksplantlarin gelisimleri a.Yaprak b.
Yaprak Sapi c. Kotiledon.

Sekil 4.9. 2 mg/L BAP+1,5 mg/L NAA iceren MS ortamlart eksplantlarin geligimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.

Sekil 4.10. 2 mg/L BAP+2 mg/L NAA igeren MS ortamlari eksplantlarin gelisimleri a. Yaprak
b. Yaprak Sapi c. Kotiledon.
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Cizelge 4.1. Uygulanan bitki blyime dizenleyicilerin eksplantlara etkisi.

Bitki blylime YAPRAK YAPRAK SAPI KOTILEDON
dizenleyici

$E/2 |3 |gg|2 |3 |88|2 g

178 G 7] \ = < N = © N

BAP | NAA 12212 (& |3E|x | & |3EZ|% (¢

S S s | S S | > S

1mg/L | 0,5mg/L | 100 | 100 | 100 93 100 88 75 100 | 50

1mg/L | 1mg/L 100 | 100 | 100 93 100 | 100 | 100 | 100 | 75

1mg/L | 1,5mg/L | 100 | 100 91 93 100 88 100 | 100 | 63

1mg/L | 2mg/L 100 | 100 63 100 | 100 50 88 100 | 100

2mg/L | 0,5mg/L | 100 | 100 50 100 | 100 50 -* -* -*

2mg/L | 1mg/L 100 | 100 88 75 100 50 67 67 75

2mg/L | 1,5mg/L | 95 100 65 81 100 69 75 100 | 66

2mg/L | 2mg/L 100 | 100 72 77 100 81 0 100 | 37

* Kontaminasyon nedeni ile veri elde edilememistir.

Kiltir islemleri ile elde edilen koklerin LC MS analizleri yapilmistir. Analizler
sonucunda in vitro kok kiltiri yontemi ile yetistirilen V. officinalis L. bitkilerinin
ekstrelerindeki benzer ve farkli metabolitler belirlenmistir; Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve

Sekil. 4.15’ te 6rneklere ait kiitle datalart verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

V. officinalis’in klasik kiiltiir yontemleri ile {iretimi sirasinda goriilen, diisiik tohum
canliligi, kok ve rizomlarindaki yiiksek hastalik oranlart kaliteli bitki Gretimini engellemektedir
(Ghaderi ve Jafari, 2014). Bu nedenle bitkinin Oretiminde alternatif bir yol olan bitki doku

kiiltiirii tekniklerinin kullanimi amaclanmastir.

Doku kulturd uygulamalarinda kullanilacak eksplantlarin kiiltiir islemleri 6ncesinde
steril edilmesi gerekir. Aksi takdirde bu mikroorganizmalar hizla ¢ogalarak bitki dokularinin
beslenmesini engelleyebilir ya da sentezledikleri metabolitler ile dokulara toksik etki
gosterebilirler. Sterilizasyon iglemleri igin kullanilacak dezenfektanlar bitki tiirti, dokusu ve
eksplant tipine gore degisiklik gosterir (O0 vd., 2018). Bu ¢alismada sterilant olarak birgok
arastirmaci tarafindan da tercih edilen NaOCI kullanilmistir (Bae vd., 2013; Younesikelaki vd.,
2016; Hesami vd., 2017).

Doku kiiltiiriinde yetisen bitkilerden dis ortamdan alinan eksplantlara goére daha kolay
ve hizli rejenere olmaktadir (Kocacaligkan, 2017: 38). Bu nedenle steril eksplantlarin elde
edilmesinde in vitro kosullarda tohumlarin ¢imlendirilmesi amaglanmistir. Tohumlarin %70°1ik
ethanolde 3 dk, %10’luk sodyum hipokloritte 5 dk ve 3 seri saf suda 3’er dk bekletilerek
sterilizasyonu saglanmistir. Yapilan islemler sonucunda g¢imlenme orani %39 olarak elde
edilmistir. Torkamani ve ark. (2013) tarafindan V. officinalis bitkisinin ¢imlenme yuzdesinin
diisiik oldugu bildirilmistir, herhangi bir bitki bilylime diizenleyici igermeyen ortamda elde
ettikleri %34 ¢imlenme orani, tez ¢alismasi sonucunda elde edilen orana yakindir. Bhat ve
Sharma (2015) calismalarinda V. officinalis tohumlarimi civa kloriir ile steril ettmisler, tez
calisma sonuclarindan daha diisiik olarak %15 olarak belirlemislerdir. Tez ¢alismasi sirasinda
oksin ve sitokinin bitki biiyiime diizenleyicilerin etkilerinin arastirilmasi planlanmisg, ¢imlenme
oranini arttirmak i¢in herhangi bir domansi kirict ya da yiiksek konsantrasyon ve uzun stireli

sterilizasyon prosedirii uygulanmamustir.

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalar1 hormonlarin kesiflerinden sonra hizla gelismeler
gostermistir. Sentetik bitki biiylime diizenleyicilerin  kesifleri ve bitki doku kiiltiirii
uygulamalarinda kullanimlar1 bitkilerin rejenerasyon yeteneklerinin arastirilmasi igin ¢ok sayida
¢alismanin yapilmasinmi olanakli kilmustir. Bitki blylme dizenleyicilerden oksinler NAA
(Naftalen asetik asit), sitokininler BAP (Benzil amino purin) organogenez calismalari igin
kullanilmaktadir (Rocha vd., 2015; Xu, 2018). Yapilan bircok ¢alisma sonucunda
mikrogogaltim calismalarinda gozlenen organogenezisin eksplanta bagli olarak degisiklik

gosterebildigini ve bunun sebebinin eksplantlarda bulunan bitki biiyiime diizenleyicilerinin tipi
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veya konsantrasyonu oldugu bildirilmistir (Perera vd., 2015; Hayta vd., 2017; Sultana vd.,
2018). Tez galismasinda oksin ve sitokinin bitki bllyime duzenleyicilerin yaprak, yaprak sap1 ve
kotiledon eksplantlar1 iizerine olan etkileri arastirilmigtir. Yaprak eksplantlarmin kiiltiir
kosullarina yaprak sapt ve kotiledon eksplantlarindan ¢ok daha iyi cevap verdikleri
gozlemlenmistir. Ozellikle calismada kullanilan 5 haftalik bitkiciklerden elde edilen kotiledon
eksplantlarinin  uygulamalardan kisa siire sonra sarardiklari, gelisim gostermedikleri
belirlenmistir. Uygulanan BAP konsantrasyonu artisint1 bagli olarak eksplantlarda kok
olusumlarinin azaldigr tespit edilmistir. En iyi k6k olusum ve gelisimleri yaprak
eksplantlarindan elde edilmistir. Uygulanan BAP ve NAA konsantrasyonlari siirgiin olusumu
yeterli olmamis, ancak timiinde k6k olusumunu saglamistir. Shiragi ve ark, (2008),
Seyyedyousefi ve ark., (2013), Yanthan ve ark., (2017) galismalarinda BAP ve NAA bitki
biiylime diizenleyicileri kullanarak kok elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglari

tez verileri ile uyumludur.

Son yillarda bitki doku kiiltiirii yontemleri ile sekonder metabolitlerin tiretimi ile ilgili
calismalar olumlu sonuglar gostermeleri nedeniyle onem kazanmistir (Bourgaud vd., 2001;
Karuppusamy vd., 2009; Guerriero vd., 2018). Metabolitlerin in vitro kosullarda daha yiiksek
tretimi i¢in ¢esitli galismalar yapilmaktadir (Isah vd., 2018). Tez calismasinda elde edilen
koklerdeki molekiillerin belirlenmesi LC-MS analizi ile yapilmistir. Analizler sonucunda in
vitro iiretilen koklerdeki benzer ve farkli metabolitler belirlenmistir. Calisma in vitro doku
kultard yontemi ile Uretilen Valeriana officinalis L. bitkilerinin metabolit iceriklerinin

arastirildigi ilk galigmadir.

Yapilan tez ¢alismast sonucunda V. officinalis bitki koklerinin Gretiminde bitki doku
kultart yontemlerinin alternatif ve etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu amagla bitkinin
yaprak eksplantlarinin BAP ve NAA igeren MS besin ortaminda kiiltlire alinmasi sonucu tibbi
ve ekonomik agidan 6nemli olan adventif koklerin dretiminin miimkiin oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen veriler 1s18inda s1v1 kok kiiltiirii ¢alismalarina devam edilmesi planlanmaktadir.

Tez wverileri ileride yapilabilecek sivi kiiltiir ve biyoreaktér calismalarma 151k
tutmaktadir. Bitki doku kiiltiirti yontemleri tibbi ve ekonomik agidan énemli olan V. officinalis
bitkisinin ilag, gida ve kozmetik sektorlerindeki ham madde ihtiyacmin karsilanmasi igin

alternatif bir yoldur.
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