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OZET

_ Hypericum perforatum’da Tuz Stresinin Kallus Olusumuna Etkisinin
Incelenmesi ve Elde Edilen Kalluslarda UPLC-MS/MS ile Fenolik Bilesiklerin
Analizi

Yigit KILIC

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Filiz ALTAN
Ocak 2022, 67 sayfa

Ekvator kusagindan Iskandinav iilkelerine kadar diinyanin farkli cografyalarinda
yayilig gosteren ve halk arasinda sar1 kantaron, kan otu, kili¢ otu gibi farkli isimler ile
bilinen Hypericum perforatum L. diinya genelinde geleneksel tipta yiizyillardan beri
sinir hastaliklari, adet kramplari, siyatik, eklem iltihab1 ve midevi rahatsizliklardan
kaynaklanan agrilarin giderilmesinde ve bazi cilt hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica H. perforatum bitkisi igerdigi fitokimyasallar bakimindan
zengin bir kaynaktir. Bu bilesikler phloroglucinol tiirevleri, hiperforin, adhyperforin,
naftodianthrones hiperisin, psddohiperisin, flavonoid, hiperosit, rutin, kuersitrin,
kersetin, biapigenin, fenilpropan kafeik asit ve klorojenik asit iceren ugucu yaglar
oldugu diistiniilmektedir. H. perforatum basta olmak tizere Hypericum tiirleri son 30
yildir farmakolojik ve kimyasal anlamda yogun olarak c¢alisilmakta, bu bitkilerin tibbi
ozellikleri ve oOnemleriyle ilgili bilimsel calismalara her gegen giin bir yenisi
eklenmektedir ancak giderek artan sicaklik degisimine bagli kurakliktan kaynaklanan
toprak tuzlulugu her giin H perforatum igin daha ciddi bir sorun haline gelmektedir ve
bu alanda yapilan bir calisma bulunmamaktadir. Esas olarak Sodyum Kloriir
(NaCl)’den kaynaklanan tuzluluk, bitki biiylimesini ve tiiretkenligini etkileyen en
onemli ¢evresel faktorlerden biridir. Tuzu temizleyemeyen az yagis, toprak neminin
daha hizli buharlagsmasina neden olan sert yazlar ve giibre uygulamalarinin sik ve
yanlis yapilmasi nedeniyle ¢evremiz hizla kétiilestiginden, tuzluluk giderek ciddi bir
sorun haline gelmistir. Bu ¢alismada tuz stresinin etkilerinin H. perforatum bitkisinde
kallus gelisimini nasil etkiledigi incelenmistir. Ilk olarak dogadan toplanan bitkinin
tohumlart bitki doku kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmistir. Cimlenen bitkiciklerin
yaprak gelisimini saglamak icin BA ilaveli besin ortamina alinmasi saglanmistir.
Kalluslarin farkli konsantrasyonlarda tuz iceren besin ortamlarinda gelisimleri
gozlenmistir. Farkli besi ortamlari altinda biliyiime ve gelisimleri izlenen bitkiler
sonrasinda agirlik ve biiyiiklilk bakimindan karsilastirilimis UPLC-MS-MS analizleri
yapilarak fenolik bilesiklerinin degisimleri incelenmistir. Calisma sonucunda bitki
biiyime ve gelisimindeki azalmalar gézlenmis ve bu degisimler istatistiki olarak
anlamli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hypericum perforatum, Tuz stresi, Bitki Doku Kiiltiirii, UPLC-
MS-MS



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Salt Stress on Callus Formation in Hypericum
perforatum and Analysis of Phenolic Compounds in Obtained Calli by UPLC-
MS/MS

Yigit KILIC

Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assit. Dr. Ogr. Uyesi Filiz ALTAN

January 2022, 67 pages

Hyperium perforatum L., which spreads in different geographies of the World from
the equator to the Scandinavian countries and is known by different names such as St.
John’s Wort, tetterwort, and tipton weed has been used in traditional medicine
throughout the World for centuries. It has been used in traditional medicine for nervous
system diseases, menstrual cramps, sciatica, joint inflammation, and pain caused by
stomach disorders. Moreover, it is used in the treatment of several skin diseases. In
addition, the H. perforatum plant is a rich source of phytochemicals. These compounds
are thought to be essential oils containing phloroglucinol type, hyperforin,
adhyperforin, naphtodianthrones hypericin, pseudohypericin, flavonoid, hyperoside,
rution, quercitrin, quercetin, biapigenin, phenylpropane caffeic acid and cholorogenic
acid. Hypericum species, especially H. perforatum, have been intensively studied
pharmacologically and chemically for the last 30 year, and scientific studies on the
medicinal properties and importance of these plants are increasing every day.
However, the soil salinity caused by the drought due to the increasing temperature
change is becoming a more serious problem for H. perforatum day by day, solely, there
IS no current study in this area. Essentially, salinity from Sodium Chloride (NaCl) is
one of the most important environmental factors affecting plant growth and
productivity. Salinity has become an increasingly critical problem as our environment
rapidly deteriorates due to less precipitation that cannot remove salt, heavy summers
that cause soil moisture to evaporate faster and frequent and incorrect fertilizer
application. In this study, it has been investigated how the impacts of salt stress affect

callus development in H. perforatum plant. Primarily, the seeds of the plant collected



from nature were cultured in plant tissue culture medium. Callus growth was
stimulated in the nutrient medium induced by growth regulators of the leaves. Finally,
the growth of calluses was observed in nutrient medium containing different
concentrations of salt. Changes of phenolic compounds were investigated by UPLC-
MS-MS analyzes that were compared in terms of weight and size after the growth and
development of our plants were monitored under different nutrient medium. As a result
of the study, decreases in plant growth and development were observed and these

changes were found statistically significant.

Keywords: Hypericum perforatum, Salt Stress, Plant Tissue Culture, UPLC-MS-MS
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1. GIRIS

Tiirkiye’de sar1 kantaron olarak bilinen ve yabanci kaynaklarda St. John’s Wort adiyla
gegen Hypericum perforatum L. ¢ok yillik bir bitkidir ve diinyanin bir¢ok yerinde yara
tyilestirici, bakterisit, idrar sokiicii, iltihap giderici ve yatistirict etkilerinden dolay1
yiizyillardan beri tedavi maksatli kullanilmaktir (Cirak ve Kurt, 2014). Ulkemiz i¢in
H. perforatum 6nemli bir merkezdir (Cirak 2014). Bu tiir son 30 y1ldan beri bitki klinik
ve laboratuvar sartlarinda yogun olarak c¢alisilmakta ve bircok hastalik tedavi

siireclerinde kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya organ
gibi bitki kisimlarindan (eksplant) kontrollii cevre kosullarinda yeni doku, bitki veya
bitkisel triinlerin tiretilmesidir (Smith, 2012). Bitki doku kiiltiiriiniin tuza toleransh
bitkilerin iiretimi ve tuz tolerans mekanizmalarinin anlasilmasinda avantajlari su
sekildedir: Goreceli olarak kiiciik alanlar kullanilarak laboratuvarda ¢ok sayida
genotip secimleri yapilabilir ve degerlendirilebilir. Cevre ve besin kosullart esit ve
hassas bir sekilde kontrol edilebilir. Morfoloji ve gelisim asamalarindaki
farkliliklardan kaynaklanan komplikasyonlar, hiicrelerin kiiltiir ortaminda tiniform
olarak biiyiitiilmesiyle azaltilabilir. Nesiller aras1 siire kisaltilabilir. Kiiltiir kosullar
sirasinda, genotiplerde varyasyonlar olusturulabilir. Bu 6zellik i¢in somaklonal
degiskenligin hiicre diizeyinde secilen oOzellikler, rejenere bitkilerde ve onlarin

soylarinda degerlendirilebilir (Kozai ve Kubota, 2005).

Tuz stresi, bitkilerin biiylimesini ve gelismesini osmotik ve iyon stresine neden olarak
engeller. Tuzluluk, bitkiler {izerindeki dogrudan etkisini osmotik ve iyon stresi
olusturarak gosterirken, dolayli etkisini (sekonder etki) bu stres faktorleri sonucu
bitkide meydana gelen yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile
gosterir (Ahmad vd., 2013). Tuz stresi bitkinin govde ile kok uzunlugunda ve
agirhiginda azalma; yapraklarda kiigiilme ve incelme ile sayilarinda azalma; yaprak

ylizeyinde bulunan mumsu tabaka ile kutikula tabakasinda incelme; vaskiiler doku



farklilagsmasinda ve gelisiminde azalma meydana gelir. Tuz stresi bitkilerde hiicre
diizeyinde; Hiicre zar1 ve hiicre duvarina, iyon igerigine, bitki organelleri lizerine etkisi

vardir (Culha ve Cakarlar, 2011).

Bu ¢alismanin amaci, Hypericum perforatum L. bitkisinde, bitki doku kiiltiir teknikleri
kullanilarak tuz stresinin etkisini belirlemektir. Tuzluluktan kaynaklanan bitki stresi,
kantitatif olarak iliskilendirilebiliyorsa, bu bitkinin bu stres kosullar1 altinda
izlenmesinde ve yonetilmesinde etkili bir ara¢ olarak kullanilabilir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak Hypericum perforatum'un tohumu materyal olarak
kullanilmistir.  Calismada, Oncelikle tohumlarin —sterilizasyonu saglanmistir.
Sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlar ¢imlendirilmis ve ¢imlenen materyallerden
siirglin gelisimi saglamak amaciyla biiylime diizenleyicisi igeren taze besin
ortamlarmma bitkiciklerin transferi gergeklestirilmistir. Yaklagik 21 giin sonunda
bitkinin yaprak ve govde kisimlarindan yararlanilarak tuz ilaveli (0,50,100,150 mM
NaCl) ve kallusa tesvik edici bitki biiylime diizenleyicileri bulunan besin ortamlarinda
gelisimleri saglanmistir. Gelisimleri saglanan bitkilerin agirliklar1 6l¢iilmiis ve fenolik

bilesiklerin belirlenmesi i¢in UPLC-MS/MS analizi yapilmustir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Hypericum perforatum L.’nin yayilis1 ve 6nemi

2.1.1 Hypericum perforatum L.

Hypericum perforatum L bitkisi yiizyillardir kiigiik cilt lezyonlari, siyatik cilt
yaralanmalar1 ve birgok hastaliginda tedavisinde kullanilmistir. ilk olarak 1753 yilinda
Carolus Linnaeus tarafindan tanimlanan H. perforatum 20 yy. ortalarinda ticari olarak
satilan bir bitki olmustur (Klemow vd., 2011). Ekvator iilkelerinden iskandinav
tilkelerine Orta Asyadan bir ¢ok diinya iilkesinde yaygin halde bulunan H. perforatum
tilkemizde de yaygin olarak bulunur (Giiner ve Aslan, 2012). Bu tiir iilkemizde
bolgesel olarak sar1 kantaron, kili¢ otu, kan otu, yara otu gibi isimler alir. Yabanci
kaynaklarda ise “St. John’s Wort” seklinde bahsedilen H perforatum igerdigi fenolik
bilesikler nedeni ile yara tedavilerinde, depresyon tedavilerinde ve bircok hastaligin

tedavisinde aktif olarak yer almaktadir.

Iliman bolgelerde yetisen bu cins yara, egzema ve yaniklarin tedavisinde sifali bir
bitkidir (Yazaki vd., 1994). H perforatum L travma, romatizma, nevraji, gastroenterit,
tilser, histeri, depresyon tedavisinde de kullanilmaktadir (Miller, 1998). Bu tedavilerde
ilag tiretiminde ve alternatif tedavi siireglerinde kullanilan H. perforatum L bu nedenle
ticari agidan onemli bir bitkidir. Bitkiden {iretilen farkli formlardaki ilaglarin satig
degeri Avrupa ilag pazarlarinda 100 milyon $’1 Diinya genelinde ise bu rakamin 1
milyar $’a yaklastig1 bilinmektedir. Bu ilag tedavileri ve alternatif tipta kullanimi diger
antidepresan ila¢ kullanimmi diisiirdiigli ve hastalik tedavilerinde kullanilan

maliyetleri azalttig1 bildirilmistir (Solomon vd., 2013).

Sar1 kantaron olgun gévdeleri ve dallar tiiysiiz olan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Geng
saplarinda karsilikli bulunan iki sirt bulunur ve yapraklar1 genel olarak eliptik,
dikdortgen veya oval seklinde olabilir. Cigekleri genellikle radyal, simetrik, diiz veya
cicek salkimlarinda bulunur. Meyveleri oval kapsiillerdir. Tohumlar1 genellikle 1mm

uzunlugunda, kahverengi ve ¢ok sayida bulunur (Klemow vd., 2011).



Hypericum tiirleri siklikla ¢ok yillik bitkilerdir. En yaygin olarak bilinen Hypericum
perforatum un kromozom sayisi 8 dir ve tetraploid bir bitkidir ancak diploid ve
hekzaploid formlar1 da vardir (Robson ve Adams, 1968). H. perforatum ¢ok yillik bir
bitki olmakla birlikte sacak kok sistemine sahiptir. Yapraklarinda 11k geldiginde delik
gibi gosteren gozenekler vardir bu gdzenekler nedeni ile latince gozenekli, delikli
anlaminda “perforatum” ismini almistir (Cirak 2014). Ulkemiz sartlarinda mart ay1
ile havalarin 1sinmasi ile toprak yiizeyinde H. perforatum yesermeye baslar. Mayis ile
ciceklenmeler baslar ve haziran ayinin ortalarinda ¢igeklenme maksimum seviyeye
ulagir ve bu seviye agustos ayinin sonuna kadar devam eder. Temmuz ayinda meyveler
olugmaya baglar ve bu meyveler agustos ayinin basindan itibaren olgunlasir ve tohum

dokmeye baslarlar (Cirak 2014).

Sekil 2.1. Hypericum perforatum bitkisinden bir gériiniim (Web-1)



2.1.1.1 Antibakteriyel etkileri

H perforatum igerdigi hiperforinin Staphylococcus aureus’ a karsi antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir (Brondz vd., 1982).
Icerdigi diger bir bilesik olan Hiperforin’nin Streptococcus pyogenes ve
Corynebacterium diphtheriae gibi gram-positif bakterilere karsi da antibakteriyel
aktivitesi oldugu rapor edilmistir (Schempp vd., 2000).

2.1.1.2 Antiviral etkileri

H. perforatum’un igerdigi flavoid sekonder bilesiginin influenza viriisiine karsi
aktivite gosterdigi ¢aligmalar bildirilmistir (Mishenkova vd., 1975). Ayrica hiperisin
ve psodohiperisinin herpes simpleks viriisiiniin tip 1 ve 2 varyantlar iizerinde etki
gosterdigi (Wood vd., 1990) ve insan immun yetmezlik viriisii (HIV) {izerinde
baskilayict etkileri oldugu raporlanmistir (Lavie vd., 1989; Lopez-Bazzocchi vd.,
1991). Hiperisin’in ayrica Murin sitomegaloviriisti (MCMV) viriistinii de yapisal

olarak baskiladigi raporlanmistir (Hudson vd., 1991).

2.1.1.3 Antidepresan etkileri

H. perforatum 1 bilesiklerinden olan hiperisin (Butterweck vd., 1998) ve hiperforin
(Laakmann vd., 1998) gibi bilesenleri antidepresan tedavisi i¢in 6nemli birer bilesen
olarak goriilmektedir, hafif ila orta dereceli depresyon tedavisinde diger terapotik

ajanlara etkili bir alternatif olarak kabul edilir (Bach-Rojecky vd., 2004).

Farelerde yapilan ¢alismalarda antidepresan etkisinin bir gostergesi olarak farelere
farkli dozlarda uygulanan hiperisin ve hiperforin bilesiklerinin deney hayvanlarinda
hareketsiz siiresini kisalttig1 yani hayvanlarin aktivitelerinin daha yiiksek oldugu
raporlanmistir. Bilesenler iizerindeki farkliliklarin antidepresan etkileri arasindaki
iliskiyi dogru oranda degistirmesi her iki bilesigin de potansiyel bir antidepresan etkisi
olan maddelerin gosterilmesi igin esit derecede olduklarmi kanitlamistir (Bach-

Rojecky vd., 2004).



2.1.2 Hypericum perforatum L. bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi

Cizelge 2.1. Hypericum perforatum bitkisinin taksonomik simiflandirilmasi

Alem Bitkiler
Alt Alem Yesil Bitkiler
Infra Alem Kara Bitkileri
Ust Sube Embriyofitalar
Sube Damarl Bitkiler
Alt Sube Tohumlu Bitkiler
Sinf Cift Cenekliler
Ust Takim Giilgiller
Takim Malpighales
Aile Hypericaceae
Cins Hypericum
Tiir Hypericum perforatum L

2.2.3 Hypericum perforatum L.’nin doku kiiltiirii ¢galismalarinda kullanimi

Bitkiler, antik c¢aglardan beri tibbi giicleri i¢in tiim diinyada kullanilmaktadir.
Bitkilerin farmakolojik 6zellikleri, fitokimyasal bilesenlerine, 6zellikle katma degerli
biyoaktif bilesiklerin olaganiistii kaynaklar1 olan ikincil metabolitlere dayanmaktadir.
Ikincil metabolitler karmasik kimyasal bilesime sahiptir ve bitkilerde farkli fizyolojik
gorevleri yerine getirmek icin gesitli stres bigimlerine yamit olarak iiretilir. ilag
endiistrilerinde, kozmetiklerde, diyet takviyelerinde, kokularda, aromalarda, boyalarda
vb. kullanilmaktadirlar. Bu metabolitlerin c¢esitli endiistriyel sektdrlerde yaygin
kullanimui, bitki doku kiiltiirii (PTC) tekniklerini kullanarak tiretimi artirmaya yonelik
arastirmalara odaklanma ihtiyacini baslatmistir ve biyoreaktdrler kullanarak biiytik
olgekli iiretimlerini optimize etmek. Iklimsel ve cografi kosullardan bagimsiz olan
bitki doku kiiltiirii teknikleri, ikincil metabolitlerin kesintisiz, stirdiiriilebilir, ekonomik

ve uygulanabilir bir {iretimini saglayacaktir (Chandran vd., 2020).



H. perforatum (Sar1 Kantaron) gelencksel tipta yaygin olarak kullanilan, diinya
capinda dagilmis ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Cirak 2014). H. perforatum agirlikli
olarak ¢igekler ve yapraklar iizerinde bulunan 6zel bezlerde lokalize olan hiperisin,
hiperforin, lireme yapilarinda lokalize olan bir agilfloroglusinoller ailesi dahil olmak
tizere gesitli biyolojik olarak aktif bilesik tiirlerini tiretir (Ara Kirakosyan vd., 2004).
Hiperisinlerin memeliler i¢in toksik oldugu ve antiviral ve antikanser aktivite
gosterdigi bilinmektedir (Miadokova vd., 2010). Hiperforinler, gii¢lii antimikrobiyal
aktivite sergiler ve bitkinin anti depresif etkileri i¢in 6nciil biyoaktif bilesenlerinden
biri oldugu disiiniilmektedir. H. perforatum Avrupa’dan ABD’ye 17. yy. da
getirilmistir. Bitki zararl1 bir ot olarak kabul edildiginden, popiilasyonlar: ikincil
metabolit konsantrasyonu baglaminda analiz etmek i¢in ¢ok az c¢aba sarf edilmistir.
Ancak ikincil metabolit ¢alismalar1 agisindan, H. perforatum aromatik bilesenlerin
biyosentezlerini ve bu yollarin ¢evresel ve genetik etkilerle diizenlemesini incelemek
icin ideal bir model sistemdir. Bu kismen H. perforatum un bitki doku kiiltiiriinde

kullanilmasinin asil sebeplerindendir (Ara Kirakosyan vd., 2004).

H. perforatum igin uluslararasi pazarin hizla biiylimesi triinleri, ¢evresel agidan daha
stirdiiriilebilir ve ekonomik olarak uygulanabilir iiretim stratejilerinin yani sira tutarli
ve yuksek kaliteli {iriin iretme ihtiyacinmi ortaya ¢ikarmistir. Bu ihtiyacin giderilmesi
icin H. perforatum bitkilerinin yetistirmek i¢in kullanilan {i¢ alternatif strateji vardir
(Rauter vd., 2013). Bu stratejiler tarla ekimi, seracilik ve bitki doku ve organ
kiiltiiriidiir. En ucuz tiretim gekli tarla yetistiriciligidir ancak kisa biiyiime mevsimi
nedeni ile yil boyunca yaprak ve c¢icek doku iiretimi miimkiin degildir. Sera
yetistiriciligi, yliksek enerji ve is¢ilik nedeni ile orta maliyetli bir tiretim seklidir ayrica
ek aydinlatma ve kontrollii sicakliklar ile bitkilerin y1l boyunca siirekli biiyiimesi
miimkiindiir. Bitki doku ve organ kiiltiirii is¢ilik, kimyasal fiyatlar1 ve diizenli steril
kosullar nedeni ile en pahali protokoldiir. Ancak bir kisinin bitkilerin, organlarin
genetik olarak doniistiiriilmesine ve daha sonra bitkilerden ¢ok sayida mikro
¢ogaltimina izin verme avantajina sahiptir (AB Kirakosyan vd., 2000). Doniistiiriilmiis
siirglinler ne tarlada ne de sera iiretiminde bu denli hizli ve siirdiiriilebilir {iretimi

miimkiin kilmistir (Sirvent vd., 2003).



H. perforatum, iiriin talebini karsilamak i¢in baslangigta yabanil is¢ilige (dogal vahsi
ortamindan bitki materyali toplama) dayali olarak uluslararasi alanda 6nde gelen
bitkisel triinlerden biridir. Degerli fenolik bilesikleri ile ilgili olarak yabani
popiilasyonlardaki varyasyonun kapsamina iligkin bilgiler vardir, bu nedenle pazar
taleplerini karsilamak i¢in alternatif bir uzun vadeli strateji olarak hiicre kiiltiirlerinin
daha da gelistirilmesi i¢in yabani popiilasyonlardaki elit germplazmlari belirleme
firsat1 yaratir (Alfermann vd., 1995). Somatik hibridizasyon veya Agrobacterium
kullanilarak genetik transformasyon yoluyla bitki kiiltiirlerinin genetik olarak
gelistirilmesi, fitofar ilaglarmin {iretimini optimize etmek ic¢in de faydali stratejiler
olabilir. Protoplast izolasyonu ve miiteakip bitki rejenerasyonu i¢in kiiltiirleme
yontemlerinin gelistirilmesi de dikkate alinmalidir, ¢iinkii somatik hibridizasyon, H.
perforatum'un gesitli bitki tiirleri arasinda yeni hibritler {iretmek i¢in yeni olanaklar
acar. Somatik melezler, HPLC yoluyla incelenebilen ¢esitli morfolojik karakterlerde
ve fitokimyasal oOzelliklerde rejenere bitkilerin degiskenligini degistirebilir
(Dornenburg vd., 1995). H. perforatum'un genetik olarak gii¢lendirilmesine yonelik
ilk ilk adim olarak, gelecekteki arastirmalar somatik hibridizasyon, bir genetik
transformasyon sisteminin gelistirilmesi ve elit germplazminin arttirilmasini saglamak
icin genetik manipiilasyonlar lizerindeki ¢abalara odaklanmalidir. Bu stratejilerin H.
perforatum'dan istenen iiriinlerin basarili biyoteknolojik tiretimine yol agabilecegine

inanilmistir.

H. perforatum un baslica ikincil metabolitleri bitki dokular i¢indeki 6zel morfolojik
yapilarda birikir. Ornegin Hiperisinlerin biyosentezi, hem bozulmamus bitkilerin hem
de siirgilin organ kiiltilirlerinin yapraklarinda morfogenez ve koyu kirmizi renkli yag
bezelerinin olusumu ile baglantilidir (Zdunek ve Alfermann, 1992). Hipeforinler ise
oncelikle organlardaki ve ta¢ yapraklarda birikir, acilfloroglusinoller bitki disi
organlarinda sentezlenir (Repcak ve Martonfi, 1997). Bir iiretim teknolojisi olarak
bitki hiicre doku kiiltiirii baz1 sinirlamalara ragmen sekonder metabolitleri ve diger
dogal iiriinleri ticari liretimi icin biiylik 6nem gostermektedir (Dornenburg vd., 1995).
Hiicre kitlelerinin hizli ¢ogalmasi ve yogun bir biyosentetik dongii nedeniyle hiicre
kiiltiirleri daha yiiksek bir metabolizma hizina sahiptir. Bu nedenle sekonder metabolit
olusumu, genel tiretim maliyetlerini digiiriirken ayn1 zamanda yiiksek kalitede tutarl
bir {iriin {iretmeye olanak taniyan kisa bir yetistirme siiresi icerisinde

gerceklestirilebilir (Alfermann vd., 1995).



2.2.4 Hypericum perforatum L bitkisinin aktif bilesenlerinden bazilar

Tibbi degeri olan fitokimyasallar, ilag gelistirmede biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Giliniimiizde bitkilerden elde edilen ¢esitli kimyasallar diinya ¢apinda 6énemli ilaglar
olarak kullanilmaktadir. H. perforatum yara iyilestirici, bakterisit, antiinflamatuvar,
idrar soktiiriicii ve yatistirict Ozelliklerinden dolay1 yiizyillardir geleneksel sifali
bitkilerden biri olarak kullanilmaktadir (Cwak vd., 2007). H. perforatum baslica
fitokimyasal bilesiklerinin, floroglukinol tiirevleri hiperforin ve adihiperforin,
naftodiantornes hiperisin, psddohiperisin, flavonoid hiperosit, ve klorojenik asit i¢ceren

ucucu yaglar oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Patocka, 2003).

2.2.4.1 Flavonoidler

Flavonoid glikozitler, STW'deki en biiyiik ikinci aktif metabolit grubunu olusturur ve
esas olarak rutin, hiperosid, izokersetin ve kersitrin ile temsil edilir. Bu metabolitlerin
bazi antidepresan Ozellikleri vardir, ancak ¢ogu zaman yardimci efektorler olarak
hareket ederek hiperisinler gibi diger maddelerin farmakolojik 6zelliklerini arttirirlar

(Peron vd., 2013).
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Sekil 2.2. Flavonoid molekiiliiniin genel yapis1 (Web-2)



2.2.4.2 Naftodiantronlar

Hypericum cinsinin tipik bilesikleridir. Bitkinin kirmizi renginden ve fototoksik
Ozelliklerinden sorumludurlar (Saddige vd., 2010). Bitkiden izole edilen
naftodiantronlar kararsiz yapilarindan dolayr hiperisine ve psddohiperisine

doniistiiriliir (Schey vd., 2000).

Sekil 2.3. Naftodiantron molekiiliiniin genel yapisi (Web-3)

2.2.4.3 Hiperisin

Hiperisin, degerlendirilen 36 Hypericum tiirlinden 27'sinde bulunmustur ve bu
nedenle bu bitki cinsinin 6nemli bir ikincil metaboliti gibi goriinmektedir (Kitanov ve
Ecology, 2001). Aslinda hiperisin bitkilerin gévde, yaprak, sepaller, petalleri
stamenler ve oviilleri iizerinde bulunan koyu renkli bezlerde graniiller olarak

bulunmaktadir (Falk ve Schmitzberger, 1992).
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Sekil 2.4. Hiperisin molekiiliiniin genel yapisi(Web-4)

2.2.4.4 Biflavonlar

Hypericum’da bulunan biflavonlar anti-enflamatuar ve analjezik etkinliklere sahip
oldugu bilinmektedir. Ayrica H. perforatum da tespit edilen biflavonlar: 3°, 8-
biapigenin (0.1-0.5%) (Berghofer ve Holzl, 1987), amentoflavon (0.01-0.05%)29, 30
ve 6’, 8”-diquersetin31 (Berghofer ve Holzl, 1989) H. Perforatum’daki bu

biflavonlarin terapdtik onemi heniiz bilinmemektedir (Altan vd., 2015).

2.2.4.5 Proantosiyanidinler

Bilesikler taninler ile temsil edilmektedir. Bu bilesiklerin toplam konsantrasyonu
ciceklenme Oncesindeki asamada degismektedir. Proantosiyanidinlerin antioksidan
(Nahrstedt ve Butterweck, 1997), anti-viral (Chatterjee vd., 1998) ve antimikrobiyal
(Scalbert, 1991) etkinlikleri rapor edilmistir.
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Sekil 2.5. Proantosiyanidin molekiiliiniin genel yapis1 (Web-5)

2.3 Tuz stresi ve mekanizmalari

Topraktaki suyun buharlagsmasi ve bitkilerin topraktaki suyu kullanimiyla topraktaki
su tiiketildiginde geride tuzlar kalarak birikmektedir. Toprakta biriken tuzlar, topragin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini bozmakta ve bitki gelisimini de olumsuz yonde
etkilemektedir (Ekmekgi vd., 2005). Esas olarak NaCl'den kaynaklanan tuzluluk, bitki
biiylimesini ve tiretkenligini etkileyen baslica g¢evresel faktorlerden biridir (Flowers,
2004). Tuzu yeterince uzaklastiramayan yetersiz yagmur miktarlari, toprakta kalan
nemin hizlica buharlagmasina neden olan sicak hava sartlar1 ve giibrelerin sik sekilde
ve yanlis kullanimi nedeniyle ¢evre kosullart hizla bozuldugundan, tuzluluk giderek
artan ciddi bir sorun haline gelmistir (F. Wu, 2000). Gegtigimiz on yilda, tuz stresinin
bitkilerde biyokimyasal, fizyolojik ve hiicreler siireglerdeki spesifik etkileri rapor

edilmistir (Cushman ve Bohnert, 2000; Jian Kang, 2007; Parida vd., 2005).

Tuz stresinden kaynaklanan hasarin genel belirtileri, bitki biiyiimesinin engellenmesi,
uzun siireli maruz kalmalar1 sirasinda bitki yaglanmasi ve 6liimii ile sonuglanmasidir.
Biiylime inhibisyonu, diger semptomlara neden olan birincil hasardir, ancak siddetli
tuzluluk soku altinda kontrollii hiicre 6liimii de meydana gelebilir (Yazdani vd., 2012).
Tuz stresi, hiicrelere tasindiginda stomalar1 kapatan absisik asit sentezini indiikler.
Stomalarin kapanmasi sonucunda fotosentez azalir ve fotoinhibisyon ve oksidatif stres
olusur. Ozmotik stresin bitki biiylimesi {lizerindeki ani etkisi, abisisik asit yolu ile
dogrudan ya da dolayli olarak hiicre biiylimesini ve gelisimini engeller (Jian Kang,

2007).
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Kok yiizeyindeki asir1 sodyum iyonlari, bitki potasyum beslenmesini bozar. Sodyum
ve potasyum iyonlarinin benzer kimyasal yapisi nedeniyle, sodyumun kok tarafindan
potasyum alimi iizerinde gii¢lii bir inhibitor etkisi vardir. Bitkiler potasyum alimi igin
hem diisik hem de yiiksek afiniteli sistemler kullanir. Sodyum iyonlar, diisiik
potasyum/sodyum segiciligine sahip olan diisiik afiniteli sistem iizerinde daha zararl
bir etkiye sahiptir (Flowers, 2004). Sodyum stresi altinda, yeterli potasyum
beslenmesini siirdiirmek i¢in bitkilerin daha secici yiiksek afiniteli potasyum alim
sistemini c¢alistirmasi gerekir. Potasyum eksikligi kaginilmaz olarak biiyiime
inhibisyonuna yol agar ¢iinkii en bol hiicresel katyon olan potasyum hiicre turgorunun,
membran potansiyelinin ve enzim aktivitelerinin korunmasinda kritik bir rol oynar.
Ayrica bitkilerde Nitrat, Potasyum ve Fosfat Sodyum sitoplazmaya girdiginde birgok
enzimin aktivitelerini inhibe eder (Qados, 2011). Bu engelleme ayni zamanda ne kadar
potasyum bulunduguna da baglidir: en zararli olani yiiksek sodyum/potasyum oranidir.
Hiicre i¢inde biiyiik miktarlarda sodyum biriktiren halofitlerde bile, sitozolik enzimleri
sodyuma glikofitlerin enzimleri kadar duyarlhidir. Bu, halofitlerin sodyumu sitozolik
enzimlerden uzakta vakuol icinde boéliimlere ayirmasi gerektigi anlamina gelir.
Sodyum ve potasyum iyonlar1 arasindaki savasta onemli bir faktor kalsiyumdur. Artan
kalsiyum arzi, sodyum stresi altindaki bitkiler tizerinde koruyucu bir etkiye sahiptir.
Kalsiyum, sodyuma meydan okuyan bitkilerde potasyum taginmasint ve
potasyum/sodyum segiciligini siirdiiriir. Kalsiyumun bu faydali etkisi, potasyum ve
sodyum tasiyicilarinin ekspresyonunu ve aktivitesini diizenleyen hiicre igi bir sinyal
yolu araciligiyla saglanir. Kalsiyum ayrica sec¢ici olmayan katyon kanallarinin aracilik

ettigi sodyum ithalatin1 dogrudan baskilayabilir (Zhu, 2001).

2.3.1 Tuz stresi ve bitkiler iizerindeki etkileri

Bununla birlikte farkli bitki gelisim asamalarinda tuz stresine tolerans tiirden tiire
degisiklik gosterebilir. Bitkinin tuz stresine karsi verdigi tepki hem hiicresel
hiperosmolariteyi hem de iyon dengesizligini hafifletmek i¢in koordinasyon i¢inde
calismasi gereken sayisiz siirecten olusur. Tuz stresinin bu olumsuz etkisi, ¢cimlenme,
fide, vejetatif ve olgunluk asamalar1 dahil olmak iizere hemen hemen tiim biiylime

asamalarinda tiim bitki diizeyinde ortaya ¢ikar (Ashraf, 2004).
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Tuz stresi, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitkisel tiretimi sinirlayan baslica
abiyotik streslerden biridir. Toplam yeryliziiniin yaklasik %7'sinin ve toplam ekilebilir
alanin %20'sinin yiiksek tuz igeriklerinden etkilendigi bildirilmektedir. Tuzdan
etkilenen topraklarin 1slahi, giin gectikce ekilebilir araziyi tuzla kapladigi icin
gereklidir. Bitkilerin tuz stresine en erken tepkisi, yaprak yiizeyi genisleme hizinda
azalma ve ardindan stres yogunlastikca genislemenin durmasidir, ancak stres
hafiflediginde biiyiime yeniden baglar. Tuz stresinden fotosentez, protein sentezi ve
lipid metabolizmas1 gibi metabolik siiregler etkilenir. Tuzluluk, ozmotik stres, iyonik
stres, oksidatif stres ve hormonal dengesizlikler gibi farkli stres tiirlerinden
sorumludur. Ozmotik stres, topraktaki ozmotik potansiyeli azaltan ve su alimini ve
besin maddelerini engelleyen fazla Na+ ve Cl— iyonlarindan kaynaklanir. Uyumlu
¢Ozlinenler olarak bilinen diisiik molekiiler kiitleli bilesikler, tuz stresi altinda birikir.
Bu uyumlu ¢6ziinenler arasinda prolin, glisinbetain, sekerler, proteinler, polioller vb.
bulunur. Normal biyokimyasal reaksiyonlara miidahale etmezler ve bitkilerin strese
kars1 diren¢ olusturmasina yardimci olurlar. Oksidatif stres, hidrojen peroksit,
stiperoksit iyonlari, tekli oksijen radikalleri, peroksitler vb. gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusmasina yol agar (Hasanuzzaman vd., 2013). Bu ROS, proteinler,
lipidler, niikleik asitler, vb. gibi biyomolekiiller igin toksiktir. Normal isleyisini
bozarlar. Hiicre ve bitkinin biiylime ve gelismesinin azalmasina yol agar. Bitki
sistemleri, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), askorbik asit, glutatyon vb. gibi enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarla donatilmistir. Hiicrenin her bélmesi, belirli bir ROS iizerinde
etki eden ve onu detoksifiye eden bir veya daha fazla antioksidan icerir. Segilen
genlerin dahil edilmesi veya asir1 ekspresyonu, strese dayanikli bitkiler tiretmenin
umut verici yoludur. Bu boliim tuz tiirleri, tuz stresinin nedenleri, tuzdan etkilenen
topraklarin 1slahi ile ilgilidir. Bu boliim ayrica bitkilerin tuz stresine tepkilerini ve
farkli biyokimyasal Ozelliklerin ve anahtar antioksidanlarin tuz stresine karsi

koymadaki roliinii vurgulamaktadir (Rasool vd., 2013).

Bitkilerin ortamdaki yogun tuzdan kaynaklanan abiyotik stres faktoriine tolerans,
hiicresel homeostazi restore etmek ve hayatta kalmayi tegvik etmek i¢in karmasik ¢cok
bilesenli sinyal yolaklari tarafindan tetiklenir. Stresten kaynaklanan ¢evresel streslerin
hiicresel etkileri sadece iyonik ve ozmotik homeostaz dengesizlikleri degil, ayni

zamanda bozulmus fotosentez, hiicresel enerjinin tiiketilmesi ve redoks dengesizlikleri
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olarak ortaya g¢ikar. Cevresel stres kosullarin algilanmasi ve hiicresel sinyal iletim
yolaklart ile bitki savunma sistemlerinin stres kosullarina gore aktive olmasi, stres ve

enerji sinyallesmesi ara yiizlerine 1s1k tutmustur (Golldack vd., 2014).

Temel olarak bitkiler, tuz stresinden kaginarak veya tolere ederek bas ederler. Yani
bitkiler ya tuz donemi sirasinda uykudadir ya da tuzlu ortami tolere etmek i¢in hiicresel
uyum olmalidir. Tolerans mekanizmalari, ozmotik stresi veya iyon dengesizligini en
aza indirme veya bu streslerin neden oldugu ikincil etkileri hafifletme islevi géren
mekanizmalar olarak kategorize edilebilir. Tuzlu su ¢dzeltisinin kimyasal potansiyeli
baslangigta apoplast ve semplast arasinda su potansiyeli dengesizligi olusturur, bu da
turgorun azalmasina yol agar, bu da yeterince siddetliyse biiyiimenin azalmasina neden
olabilir (Yamada vd., 1995). Biiylimenin durmasi, turgor hiicre duvarinin verim
esiginin altina diistiigiinde meydana gelir. Hiicresel dehidrasyon, su potansiyeli farki,
turgor kaybiyla telafi edilebilecekten daha biiyiik oldugunda baslar (Ouzounis vd.,
2015). Bitki hiicresi biiyiimesi, esas olarak, vakuolar hacimdeki bir artigin aracilik
ettigi yonlii genisleme nedeniyle meydana geldiginden, Na+ ve Cl'nin boliimlere

ayrilmasi, hiicresel gelisim i¢in gerekli olan ozmotik ayarlamay1 kolaylastirir.

Iyonlarin vakuole hareketi, membran vezikiilasyonu veya plazma membranini
tonoplast ile yan yana getiren sitolojik bir siire¢ yoluyla dogrudan apoplasttan vakuole
dogru gerceklesebilir (Hasegawa vd., 2000). Daha sonra, sitozoliin toksik iyonlara
minimum diizeyde maruz kalmasiyla veya hi¢ maruz kalmamasiyla bdliimlendirme
gerceklestirilebilir. Bununla birlikte, su anda bunun gibi siireglerin vakuolar iyon
boliimlendirmesine ne dl¢iide katkida bulundugu agik degildir. Apoplasttan vakuole
dogru Na+ ve CI- hareketi biiyiik olasilikla plazma zar1 ve tonoplastta bulunan iyon
tagima sistemleri aracilifiyla gergeklesir. Muhtemelen, plazma zar1 boyunca net akisi
ve vakuolar boéliimlendirmeyi kontrol etmek icin bu iyon tagima sistemlerinin siki
koordinat diizenlemesi gereklidir. SOS sinyal yolu, iyon homeostazi i¢in gerekli olan

en azindan bazi temel tagima sistemlerinin 6nemli bir diizenleyicisidir (Sanders, 2000).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Bitki materyali

Hypericum perforatum L. bitkisi Mugla yoresinin daglarindan toplanarak Mugla Sitki
Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Giiven Gork tarafindan teshis edilmistir. Toplanan bitkilerin tohumlar1 ¢ikartilarak

calismalarda kullanilmustir.

3.1.2 Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi Tez kapsaminda kullanim amaci

Disaridan  igeriye hava  girmesine engel

vermeyecek laminer akim sistemiyle steril bir

Biobase
Laminar Akimh BBS alan olusturarak in vitro’ya bitki aktarimi,
Giivenlik Kabini H1300 mikrocogaltim, kriyoprezervasyon asamalar1 vb.
caligmalarda kontaminasyon yasanmadan
deneylerin gerceklesmesini saglar.
) Laminar akimli kabin igerisindeki tim doku
Biobase )
Boncuk GBS kiiltiiri ve kriyoprezervasyon calismalarinda,
Sterilizator penset, pens, bistiiri, makas gibi en temel gerekli
5000A

ekipmanlarin sterilizasyonunu saglar.

Shimadzu | Besiyeri vb. ¢alismalarda kimyasallarin hassas bir
Hassas Terazi | Corporation | sekilde higbir akim olmayan bir ortam yaratarak
ATX224 | dlglilmesini saglar.

) Kimyasal ve besiyeri hazirlarken soliisyonlarin
Isiticih Manyetik Daihan

hiicre igeriginin homojen olarak karigmasini
Kanistirici MSH-20A

saglar
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Cizelge 3.1. (devami)

Deneyler sirasinda hazirlanacak olan  tiim

Corporation

Masaiistii pH Shimadzu | ' o o
) kimyasallarin ve besiyerlerinin pH degerlerinin
metre Corporatlon
belirlenmesinde kullanilir.
Shimadzu | Cozeltilerin, baz1 kimyasallarin ve besiyerlerinin
+4 Buzdolabi

bozulmadan saklanmasini saglar.

3.2.3 Bitki materyalinin sterilizasyonu

Elde edilen bitki materyalleri (tohumlari), dogadan direkt olarak alinmasi nedeni ile

tizerinde bir¢ok mikroorganizma barindirma ihtimaline karsi sterilizasyon islemi

gerceklestirilmelidir. Bitkilerin in vitro ortamda steril bir sekilde kontaminasyona

ugramadan kiiltiire alinmasi i¢in tohum sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

Bitkilerden elde edilen tohumlarimiz;

o  %70’lik etil alkolde 5 dakika ¢alkalanmistir. Ardindan 1-2 dakika arasi saf suda

durulanmustir.

o %10’luk domestosda 10 dakika ¢alkalanmistir. Yaklasik 2-3 dakika saf suda

durulanmastir.

e Bos bir petrinin igerisine filtre kagidi konulmustur.

e Tohumlar filtre kagidinin lizerine aktarilip kurumaya birakilmistir.
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Sekil 3.1. Bitki tohumlarimin sterilizasyon agamalari

3.2.4 Besin ortami

Bu calismada ilk olarak tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in yar1 giiglii MS (1/2 MS)

kullanilmistir. Bu ortamin olusturulmasi igin;

e A MS igin 1000 ml besiyeri hazirlanmistir. MS (Murashige&Skoog Medium)
bir besiyeridir.

e 4,40 gr MS vitaminli konsantrasyon terazide tartilip bos bir beherin icerisine
aktartlmistir.

e Uzerine 30 gr siikroz eklenmistir.

e Karistirilma islemi gerceklestirildikten sonra pH Slger cihazi ile pH degeri 5,8
olarak ayarlanmustir.

e Beherde hazirladigimiz karigimi meziire aktarip saf su ile toplam hacim 1000
ml’ye tamamlanmistir.

e 1000’liik 2 tane otoklav sisesinin her biri igin 7 gr agar terazide tartilmis ve 2

tane cam siseye aktarilmistir.
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e Besiyeri iceren cam siselerin kapaklar1i yarim kapatilmistir ve biraz
kanigtirildiktan sonra lizerine aliiminyum folyolar gegirilip otoklavlanmaya
birakilmistir.

e Otoklavdan sonra ¢ikarilan besiyerleri laminar kabine getirilmistir.

e Daha sonra kiiltiir kaplarina dokme islemi gergeklestirilip kabinde soguyarak
donmasi saglanmistir.

e Sterilize edilmis tohumlarimiz sogumus kiiltiir kaplarma alinmigtir ve bitki
biiylime odasina (16 saat aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyodik kosulda 24°C
sicaklik) kaldirilmistir.

Cizelge 3.2. Besin ortaminda kullanmilan bilesenlerin miktarlari

Bilesenler 1 Litrede Bulunmasi Gereken Miktarlar
MS 4,30g/L
Siikroz 30g/L
Agar 7g/L

Tohumlar ilk kiiltiire alinmasi isleminden 24 giin sonrasinda ¢imlenen tohumlarimizi
MS+1 mg/L BA besin ortamina aktararak kallus olusuma ve yaprak sayisinin ve
gelisiminin arttirilmasina tesvik edilmistir. MS+1 mg/L BA besin ortaminda bulunan

bilesenler asagida listelenmistir.

Cizelge 3.3. Yaprak sayisi ve kallus olusumu i¢in Kullanilan besin ortamlarinin bilesenlerin

miktarlar
Bilesenler 1 Litrede Bulunmas1 Gereken Miktarlar
MS 4,30 g/L
Siikroz 30 g/L
Agar 79/L
BA 1 mg/L

Kallus olusumuna tesvik edilmis bitkilerde sonrasinda tuz konsantrasyonun farkli
seviyelerde oldugu besiyerleri dokiilmiistiir. Farkli tuz konsantrasyonu igeren

besiyerlerinde bulunan bilesenler asagida listelenmistir.
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Cizelge 3.4. Tuz stresine sahip besin ortamlarimin bilesenlerinin miktarlari

Bilesenler 1 Litrede Bulunmasi Gereken Miktarlar
MS 4,30 g/L
Siikroz 30 g/L
Agar 79/l
BA 1 mg/L
NAA 1 mg/L
NaCl 50/100/150 mM

3.2.5 Fenolik bilesiklerin UPLC-MS/MS ile belirlenmesi

Denemelerde yer alan her bir H. perforatum grubundan 5 g tartilmistir, 200 ml azot ile
pargalanmalari saglanmistir. Uzerine 30 mL aseton:su (80:20) karisimi ilave edilmis
ve -86 °C’ de 6 saat ekstraksiyona birakilmistir. Sogutucudan ¢ikartilan karisgim
ultrasonik banyoda 15 dakika tutulduktan sonra, ekstrakt 4000 rpm’de 20°C’de 10
dakika santrifiijlenmistir. Whatman No 4 filtre kagidindan siiziilmiis ve daha sonra
kalint1 2 kez daha 30 mL’ lik aseton:su karisimlar ile ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Birlestirilen ekstraktlardaki aseton diisiik vakum altinda, 40°C’de buharlastirilmistir.
Sulu faz, 3 kez 30 mL n-hekzan ve ardindan dietileter ile yikanmistir sonra 3 kez 30
mL etilasetat ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Organik fazlar
birlestirilmistir. 40°C’de buharlastirilarak kurutulmus ve su:metanol (80:20)
karisiminda tekrar ¢oziilmiistiir. Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25
0.20 pm filtrelerden gecirilerek UPLC-MS/MS analizi yapilmistir (Kivrak, 2013).
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Cizelge 3.5. Acquity UPLC cihaz analiz sartlar

Acquity UPLC Cihaz Parametreleri

Column Acquity UPLC BEH C18 column (1.7pm 2.1x100mm)

Mobil Phase A %0,5°lik CH;COOH igeren H-O
Mohil Phase B %0,57lik CH;COOH igeren MeOH

Column Oven Temp 40°C

Injection Volume 2ul

Gradient Program Time (dak.) Flow (mL/dak.) % Solvent A % Solvent B
0.00 0.650 99.00 01.00
1.00 0.650 99.00 01.00
10.00 0.650 70.00 30.00
12.00 0.650 05.00 95.00
12.10 0.650 99.00 01.00
15.00 0.650 99.00 01.00

Cizelge 3.6. Xevo TQ-S MS/MS cihaz analiz sartlari

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

Ion Mode ESI (+) vada ESI(-)
Capillary Voltages 3000 v
Cone Voltages 10-50 v
Source Offset 60V
Desolvation Temperature 500°C
Desolvation Gas Flow 1000 (L/hr)
Cone Gas Flow 150 (L/hr)
Nebuliser 7.0 bar
Source Temperature 150°C

LM Resolition 1 3

HM Resolition 1 15

lon Energy 1 1

LM Resolition 2 3

HM Resolition 2 15

lon Energy 2 1

Collision Gas Flow 0.17
Collision Energy 0-40
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Cizelge 3.7. Fenolik bilesiklerin gecis, Cone ve Collision enerji degerleri

No  Bilesenler Gecisler (m/z) ‘CP“E "CE ERT
M ™ (min)

I Piragallal 12501 = A0 10, 7904, R1 017 1] 171714 097
2 Homogentisik asit 167.03 = 123,03, 122.08, 108.00 10 20,20, 10 147
3 Protokatesuik asit 153.06 = 108.00, 81.01. 91.01 10 20,2520 185
4 Gentisik asit 153.05 = 109.04, 108.03, 81.00 10 20,20, 12 1.85
5 Pirokatekol 153.06 = 81.01, 108.00, 109.04 8 20,2520 238
6 Galantamin 288.10 > 198.00, 213.09, 23095 20 32,2317 268
7 p-Hidroksibenzoik asit 13698 = 93.03, 65.10 10 25,14 2.75
8  34-Dihidroksibenzaldehit 137.00=>91.93, 10794, 1360.00 8 21.20,18 276
9 Katekin hidrat 2RRER = 109.15, 124.99, 24526 30 25.20,15 345
100 Vanilik asit 16698 = 151.97, 108.03, 123.03 20 18,12, 14 361
11 Kafeik asit 17910 = 13514, 10710, 1339 32 23,2324 365
12 Siringik asit 19720 = 123,00, 167.00, 182.00 13 22,18, 14 411
13 Vanilin 150.95 = 13594, 91.90, 107.97 30 20,20,14 450
14 Epikatekin 18918 > 151.00, 203.00, 205.00 20 20,20, 20 550
15 p-Kumarik asit 163.01 = 11904, 93.00, 117.01 5 27,2715 465
16 Ferulik asit 193.03 = 134.06, 1TE.00, 149.02 20 16, 12,13 536
17 Katekin gallat 441.00 > 168.98, 288 97 30 20, 20 591
18  Rutin 609.00 > 254,99, 27093, 29990 17 55,55, 40 595
19 mrans-2-hidroksi sinnamik asit 16304 = 11904, 117.01, 93.07 10 25,22,13 632
20 Mirisetin 316.90 > 107.07, 137.01, 15097 30 30,2525 683
21 Resveratrol 227.01 = 143.01, 159.05, 185.03 30 25, 18,18 7.3
22 mrans-Sinnamik asit 14698 = 103.03, 62.18 30 10, 10 8.19
23 Luteolin 284.91 > 107.01, 133.05, 151.02 20 30,33,30 827
24 Kuersetin 303.00 = 137.00, 153.00, 229.00 20 30,32,30 829
25  Naringenin 27098 = 107.00, 119.04, 15097 20 25,2520 9.07
26 Genistein 271.00 > 153.00, 215.00, 243.00 20 27,25,24 922
27 Apigenin 269.10 = 107.00, 117.00, 149.00 20 30,30,25 935
28 Kamferol 284.90 > 158.97, 117.10, 227.14 10 34,40,30 950
29  Hesperetin 301.02 = 108.01, 136.00, 163.99 20 36,30,24 971
0 Krisin 252.99 > 63.05, 107.05, 14299 20 30,25,25 11.06

“Cone : Cone Vol

"CE : Collision Enerji

‘BT : Ahkonma Zaman
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3.2.6 Iklimlendirme odasi kosullar:

Kiiltiire alinan bitkiler, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodik kosulda 24°C

sicakliga sahip bitki biiylime odalarinda saklanmistir.

Sekil 3.2. iklimlendirme odasindan bir goriiniim
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4. BULGULAR

4.1 Tohumlarin kiiltiire alinmasi

Ik olarak sterilize edilen tohumlar ¢imlenebilmesi igin yar1 giiclii MS (1/2 MS)
ortamina alinmistir. Her bir magentada 9 tohum olacak sekilde 30 tane magentaya

toplamda 270 bitki olacak sekilde alinmaistir.

Sekil 4.1. Sterilize edilmis tohumlarin magentalara ekimi

24 giin sonunda ¢imlenen tohumlar kallus olusumuna tesvik ve siirgiin olusumunu
arttrmak amaciyla MS+1 mg/L BA ortamima alinmistir. Bitkiciklerde yaprak ve

stirgiin gelisimini arttirmak i¢in 27 giin MS+ 1 mg/L BA ortaminda bekletilmistir.
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e 2.2 ortaminda kiilture alinan H. perforatum bitkisinin tohumlarindan bir goruntu
kil 4.2. 2 MS da kiiltii )| H. perforat bitkisini huml dan bir goriintii
(15.giin)

4.2 Kallus kiiltiirii ve tuz stresi uygulamalari

Stirgiin ve yaprak gelisimi saglanan bitkicikler tuz stresi uygulamalaria alinmistir.
Tuz stresi uygulamalart i¢in Cizelge 3.4. ‘da verildigi lizere hazirlanan besin

ortamlarina gelisimi saglanan bitkicikler alinmistir.

Sekil 4.3. Tuz iceren besin ortamina alinmadan énce H. perforatum bitkisinden goriiniimler
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Bu kiiltiire alma ¢alismasi igin;

e Daha oOncesinde kallusa tesvik edilen bitkicikler steril kabin igerisine
alinmustir.

e Bitkiciklerin gelisim gostermis yaprak ve kalluslarindan kesitler alinarak 8
farkli tuz konsantrasyonuna sahip her bir konsantrasyon i¢in 9’ar magenta
ayrilmistir. 9 magentadan 3 tanesine yapraklar, 6 tanesine bitkiciklerin transferi
saglanmistir. Yaprak iceren magentalarda ortalama 10 yaprak, bitkicik iceren
magentalarda ise ortamalama 6 tane olacak sekilde toplamda 72 magentada
240 yaprak ve 432 bitkicik magentalara alinip bitki biiylime odasina
kaldirilmistir.

e 55 gilin sonunda biiylime ve gelisimlerine devam eden bitkicikler farkli
konsantrasyonda tuz igeren taze besin ortamlarina her bir grupta yaklasik 9
magenta ve her bir magentada yaklasik 6 bitki olacak sekilde toplamda 70
magentada 540 bitki seklinde altkiiltiir yapilmistir.

e 27 giin sonunda gelisim gosteren bitkiler yas agirliklarinin 6l¢iilmesi i¢in her
bir magentadan bitkiler ¢ikartilip temizlenip her bir bitki i¢in yas agirliklar

Ol¢iilmiistiir ve fenolik bilesiklerinin analizi i¢in bitkicikler nemsiz ortamda

kurumaya birakilmigtir.

Sekil 4.4. H. perforatum bitkisinin tuz ilaveli besin ortamina alinmasindan 7 giin Sonrasindaki
goriiniimleri
(MS+1 mg/L BA +2 mg/L NAA+K, 2: MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+50 mM NaCl 3: MS+1 mg/L
BA+2 mg/L NAA+100 mM NacCl 4: MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+150 mM NacCl)
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Sekil 4.5. H. perforatum bitkisinin tuz ilaveli besin ortamina alinmasindan 12 giin Sonrasindaki
goriiniimleri

(1:MS+1 mg/L BA +0,5 mg/L NAA+k, 2: MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+50 mM NaCl 3: MS+1

mg/L BA +0,5 mg/L NAA +100 mM NaCl 4: MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+150 mM NaCl)

Farkl1 tuz miktarlarina sahip besiyerlerine alinan bitkiler yeni kiiltiire alinmasindan 12.
giiniinde kontrol (MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA / MS+1 mg/L BA +2 mg/L NAA)
ve 50 mM NacCl i¢eren (MS+1 mg/L BA +0,5 mg/L NAA/ MS+1 mg/L BA +2 mg/L
NAA) bitki gruplarinda yapraklar sert ve yesil devam ederken 100 mM NaCl igeren
(MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA/ MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA) ve 150 mM NaCl
igeren (MS+1 mg/L BA +0,5 mg/L NAA / MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA) bitkilerde

kararmalar meydana gelmistir.

Sekil 4.6. Tuz ilaveli besin ortamina alinan yapraklarda gozlenen kahverengilesme ve

sararmalar
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Tuz stresi uygulanan bitkilerin 13. giinde kontrol gruplarinda ilk kallus olusumu
goriiliirken 50 mM tuz stresinde biiyiiyen bitkilerde 15. giinde, 100 mM tuz stresine
sahip bitkilerde 20. giinde kallus olusumu goézlenmistir ve 150 mM tuz stresine sahip
bitkilerde 26. giinde kallus olusumu gozlenirken 26. giiniin sonunda kontrol
gruplarinda ve 50 mM tuz stresine sahip besin ortaminda biiyiiyen bitkiciklerde
yapraklar1 agik yesil renkte ve olusan kalluslarin biiyiime ve gelisimleri devam ettigi
gozlemlenirken 100 mM ve 150 mM tuz stresine sahip ortamda biiyiiyen bitkilerde

yapraklarinda sararmalar, biiyiiyen kalluslarda lokal kararmalar meydana gelmistir.

Tuz stresini uygulanan bitkilerin 35. giiniinde kontrol gruplarinin yapraklarinda ve
kalluslarinda kararmalar gézlenmezken 50 mM tuz stresine sahip besin ortaminda
biiyliyen bitkilerde yapraklarinda nadiren sararmalar ve kalluslarinda kiigiik
kararmalar gozlenmistir 100 mM ve 150 mM tuz stresine sahip besin ortaminda
biiytiyen bitkilerde yapraklarinda sararmalar ve kalluslarinda kararmalar meydana

gelmistir.
Taze besin ortamina (altkiiltiir) alinmadan 6nce bitkilerde;

e MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+K besin ortaminda biiyiiyen bitkilerde 54
bitkiden 53 tanesinde kallus olusumu goézlenmistir ve bitkiler yesil renkte
canliligin1 devam ettirmistir.

e MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+50 mM NaCl besin ortaminda biiyiiyen
bitkilerde 54 bitkiden 52 tanesinde kallus olusumu gézlenmis ve ¢ok kiigiik
sararmalar meydana gelse bile kontrol gruplar1 kadar yesil renkte canliligim
devam ettirmistir.

e MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+100 mM NaCl besin ortaminda biiyliyen
bitkilerde 54 bitkiden 30 tanesinde kallus olusumu gézlenirken, bu kalluslarin
kontrol grubu ile kiyaslandiginda boyut olarak ¢ok kiigiik kaldig1r ve
yapraklarin sararmalar, kalluslarda kararmalar oldugu g6zlemlenmistir.

e MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+150 mM NaCl besin ortaminda biiyiiyen
bitkilerde 54 bitkiden 37 tanesinde kallus olusumu gozlenmistir ve diger tim
gruplara gore yaprak sayisi, rengi, kallus boyutu olarak daha kiiciik olarak

gozlemlenmistir
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e MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+K besin ortaminda biiyiiyen bitkilerde 54
bitkiden 51 tanesinde kallus olusumu goézlenmistir ve yapraklarimiz yesil
kalluslarda kararmalar meydana gelmemistir.

e MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+50 mM NacCl igeren besin ortaminda biiyiiyen
bitkilerde 54 bitkiden 48 tanesinde kallus olusumu gozlenmistir ve bitkiler
kontrol gruplarina kiyasla yapraklarda say1 ve yesillik olarak neredeyse ayni
durumdadir. Kalluslarinda kararmalar meydana gelmemistir.

e MS+1mg/L BA+2 mg/L NAA+100 mM NaCl igeren besin ortaminda biiyiiyen
bitkilerde 54 bitkiden 36 tanesinde kallus olusumu gozlenirken bitkiler kontrol
gruplaria gore yaprak sayisi, rengi, kallus boyutu olarak ¢ok kii¢iik haldedir.

e MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+150 mM NaCl igeren besin ortaminda biiyiliyen
bitkilerde 54 bitkiden 45 tanesinde kallus olusumu gozlenmistir ve diger tim
gruplara gore yaprak sayisi, rengi, kallus boyutu olarak daha kiiciik olarak

gbzlemlenmistir

Taze besin ortamina alinmadan 6nce kontrol yapildiginda deney basinda ortama alinan
yapraklarin gelisimlerinin yavas olmasi ve stres altindaki yapraklarda kararmalar
meydana geldigi icin deneylerin bir sonraki asamalarinda kullanilmamak iizere

kaldirilmistir.
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Sekil 4.7. MS+ 1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ K igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis bitkilerin

kallus gelisiminden goriiniimler (24. giin)
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Sekil 4.8. MS+ 1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ 50 mM NaCl iceren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin kallus gelisiminden goriiniimler (24. giin)
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Sekil 4.9. MS+ 1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA 100 mM NaCl iceren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler ( (24. giin)
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Sekil 4.10. MS+ 1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ 150 mM NaCl igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler (24. giin)

Yukaridaki goriintimleri verilen (Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10) MS+1 mg/L BA+ 0,5 mg/L
NAA igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis bitkiler taze besin ortamina alinmasindan 24

giin sonrasinda ¢ekilmis fotograflardir.

48 giin sonunda taze besin ortamina alinan bitkiler her bir grupta 9 magenta ve her bir
magentada 6 bitkicik olacak sekilde yeni besin ortamlarina aktarilmigtir. Daha sonra
yeni ortamina alinan bitkiler 28 giin yeni ortamda biiyiimeleri beklenilmis ve kuru ve
yas agirlik bakimindan 6l¢giilmek {izere ¢ikarilmistir. Yas agirliklarin 6l¢iimii igin
oncelikle magentalardan bitkiler ¢ikartilmis tizerlerine kalan besiyer kalintilart alinmig
ve magentadaki her bir bitki tek tek tartilip not alinmistir. MS+ 1 mg/L BA+ 0,5 mg/L
NAA igeren besin ortaminda biiyiitiilen bitkilerin agirliklar1 Cizelge 4.1., Cizelge 4.2.
ve Cizelge 4.3. ‘da verilmistir. MS+ 1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA iceren besin ortaminda
biiyiitiilen bitkilerin agirliklar1 ise Cizelge 4.4., Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6. da

verilmisgtir.
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Sekil 4.11. MS+ 1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ K i¢ceren besin ortaminda biiyiitiilmiis bitkilerin

yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler (26. giin)
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Sekil 4.12. MS+ 1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 50 mM NaCl igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler (26. giin)
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Sekil 4.13. MS+ 1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 100 mM NacCl iceren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler (26. giin)
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Sekil 4.14. MS+ 1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 150 mM NacCl igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis

bitkilerin yaprak ve kallus gelisiminden goriiniimler (26. giin)

Yukaridaki goriintimleri verilen (Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14) MS+1 mg/L BA+ 2 mg/L
NAA igeren besin ortaminda biiyiitiilmiis bitkiler taze besin ortamina alinmasindan 26

giin sonrasinda ¢ekilmis fotograflardir.
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Sekil 4.15. Yas agirhiklari tartilmadan énce H.perforatum bitkisinin goriiniimleri (25. giin)
(1:MS+1 mg/L BA +0,5 mg/L NAA+K, 2: MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+50 mM NaCl 3:MS+1
mg/l BA +0,5 mg/L NAA+100 mM NaCl 4: MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+150 mM NacCl)

Sekil 4.16. Yas agirliklar: tartilmadan 6nce H. perforatum bitkisinin goriiniimleri (25. giin)
(1:MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+k, 2: MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+50 mM NacCl 3: MS+1 mg/L
BA+2 mg/L NAA+100 mM NaCl 4: MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+150 mM NacCl)
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Cizelge 4.1. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+K sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin yas

agirhklan

Yas Agirliklar (g)

1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta

5 8 7,1 7,2 53 2,9 4,5 4,3 6,1
7,3 4 5,6 4,5 9,2 51 11,4 2,4 3,7
2,5 4,2 2,1 3,5 8,3 5,4 8,1 3 4,8

4 3,4 6,2 4,7 2,9 4,3 7 4,5 5
4,8 2,3 3,4 3,3 5,2 5,8 2,6 7,1 4,8

3 3,2 10,5 5 2,6 5,7 3,4 4,2 3,7

Cizelge 4.2. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+50 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin
yas agirhiklar

Yas Agirliklar(g)

1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta

2,8 3,3 5,9 3,9 4 3 2,7 2,7 3,1
3,6 4,3 7,7 3,1 4,4 2,1 4,2 2,4 2,2
3,7 5,2 3,9 2,5 4,8 51 2,8 51 3,8
2,4 4,9 3,3 4,1 4 3 5,4 5,3 5,7
4,6 5,7 2,4 3,8 4,4 2,1 3,7 3,2 3,6
3,6 3.7 4,4 2,4 2,7 - 2,3 3,2 3,8

Cizelge 4.3. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+100 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis
bitkilerin yas agirhklar:

Yas Agirliklar (g)
1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta

2,6 0,8 1,6 1 1,9 2,2 1 0,9 1,9

1,9 1,9 1,6 3,3 2,2 2,1 0,7 1 2,2
2,1 1,6 2 1,2 1,6 2,3 1,2 1,7 2,5

2 1,2 1,6 1,3 1,9 2,4 1 2,2 1,8
2,7 1,5 2,5 0,9 4,2 3 1,8 1,9 2,2
1,1 0,6 3 - 2,7 3,1 1,2 2,4 3,7
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Cizelge 4.4. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA+150 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis

bitkilerin kuru agirhklari

Yas Agirliklar (g)

1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta

11 1,6 19 2,7 2,3 15 1,7 0,7 2
2 3 3,3 0,9 2,4 1,5 3 0,6 1
0,8 2,4 2,8 1,8 2,6 0,8 2,3 1 15
1,6 3,2 2,4 2,3 2 0,7 2 1,2 1,7
19 4 - 18 2 0,6 1,7 11 0,8

Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ‘de verilen yas agirliklar bitkilerin taze besin ortamina
alinmasindan 48 giin sonra tartim iglemi yapilmistir. 150 mM NaCl igeren ortamda
biiytitiilen bitkilerimiz ise diger gruplardan 18 giin sonra tartilmistir.

Cizelge 4.5. MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+K sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin yas

agirhklan

Yas Agirliklar (g)

1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta

2,5 3,2 2,6 7,9 4,5 3,6 3,7 2,4 2,9
7,1 5,7 2,9 2,3 3,7 4,3 3,9 2,4 4

6,7 7,8 3,4 5,2 6,8 8,3 2,4 4,2 4,4
5,3 9,5 3,7 1,5 7 4,1 2,5 3,8 3,1
4,2 1,2 6,9 8,6 1,2 53 4 2,4 5,4
1,9 1,6 - 1,6 - 1 9,3 4,5 7,2
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Cizelge 4.6. MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+50 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin

yas agirhiklari
Yas Agirliklar (g)
1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta
1,8 2,7 3,6 3,5 1,5 2,3 3,1 2,4 1,4
4,3 2,6 4,7 3,8 3,4 2,6 3,3 2,9 1,7
3,2 2,2 3,3 3,2 5,2 3,6 4,1 3,3 4,1
2,7 4 2,8 4,5 2,9 2,8 7,4 3,7 3,2
5,2 3,3 5,7 5,8 3,5 49 5,5 1,8 2
5 3 2,9 3,5 - 6,8 5 2,8 1,9

Cizelge 4.7. MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+100 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin

yas agirhklan
Yas Agirliklar (g)
1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta
0,6 1,6 0,4 1,4 0,4 1,1 1,5 1,4 0,6
0,1 1,3 1,3 1,4 0,5 2,2 1,5 1,3 0,2
0,5 1,3 1,5 2,2 0,7 1,7 2,6 1,5 0,5
0,5 1,5 2 4,6 0,5 1,6 1,4 0,9 1
0,7 2,5 - 1,8 1 3,2 1,7 1,2 2,3
0,7 - - 3,2 0,6 - 1,2 1,3 1,9
Cizelge 4.8. MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+150 mM NaCl sahip ortamda biiyiitiilmiis bitkilerin
yas agirhiklar:
Yas Agirliklar (g)
1.Magenta 2.Magenta 3.Magenta 4.Magenta 5.Magenta 6.Magenta 7.Magenta 8.Magenta 9.Magenta
1,3 1 1,3 1,5 1,2 1,5 1,2 0,7 1
1,6 1,1 0,5 0,3 1 1,2 0,8 0,4 0,7
1,8 0,9 0,2 1,6 1 1,5 0,4 0,9 0,6
2 0,3 0,9 1,6 11 0,8 0,7 0,5 0,5
1,9 2,2 0,7 1,1 0,7 0,6 0,5 1 0,5
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Cizelge 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ‘de verilen yas agirliklar bitkilerin taze besin ortamina
alinmasindan 48 giin sonra tartim yapilmistir. 150 mM NacCl i¢ceren ortamda biiyiitiilen

bitkilerimiz ise diger gruplardan 18 giin sonra tartilmistir.

Yas agirliklart Olgiilen bitkiler temizlenip tartildiktan sonra kuru agirliklarinin
Olciilmesi i¢in filtre kagitlarinin iizerine alinmistir ve kuru 1siksiz ortamda 2 giin
bekletilmistir. Daha sonrasinda kurutulan bitkiler kuru agirliklari 6l¢iilmesi igin tartim

kaplarinda toplanarak tartilmistir.

Cizelge 4.9. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA ve farkh konsantrasyonlarda NaCl iceren

ortamlarda biiyiitiilmiis bitkilerin kuru agirhklari

Kuru Agirliklar (g)
MS+1 mg/L
MS+1mg/L BA +0,5mg/L
BA+0,5 mg/L MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA +100mM
NAA+50mM
NAA+K
10,27 10,36 6,9

Cizelge 4.10. MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA ve farkh konsantrasyonlarda NaCl iceren

ortamlarda biiyiitiilmiis bitkilerin kuru agirhklar

Kuru Agirliklar (g)

MS+1mg/L BA +0,5mg/L MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA  MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA
NAA+K +50mM +100mM

10,85 9,56 5,2
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4.3 istatistiki analiz sonuglar

Yapilan ¢aligmalarda 2 adet besin ortaminda ve 3 farkli tuz konsantrasyonuna sahip
besin ortamlarinda biiyiitiilen bitkilerin, farkli tuz konsantrasyonlari arasindaki farklari
anlamak i¢in Oncelikle ortamlarda biiyiitiilen bitkilerin agirlik degerlerinin normal

dagilip dagilmadigi analiz edilmistir.

Bu analizler i¢in 3 farkli yontem vardir.

e Histogram grafigi veri setleri carpik degilse ve normal dagilmis halde ise bu
yontem kullanilir.

e Shapiro-Wilks testi bu testler yapilirken 6rnek sayist 30°dan kiigiik olmasi
gerekir 6rneklerimiz ¢ok fazla oldugu i¢in bu test yontemi kullanilmamastir.

e One-Sample Kolmogorov-Smirnov Testi veriler siralandigindan farkli
degiskenler arasindaki oranlar karsilastirilir ve degiskenlerin oranlari 0,05’ten

biiyiikse veriler normal dagiliyordur.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov testi yapilan verilerin normalligi ortaya
¢ikarilmigtir. Ardindan verilerin anlamliligin1 6lgmek i¢in KRUSKAL-WALLIS testi
uygulanmistir. KRUSKAL-WALLIS testine gore farkli gruplardan olan bitkilerin
agirliklarinin total agirliklara oranlart karsilagtirilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda tuz
stresine sahip besi ortamlarinda biiyiitiilen bitkilerin biiylime ve gelisme oranlarinin,
tuz stresinin miktar: ile ters orantili oldugunu ve ortamdaki tuz miktar arttikca H.
perforatum bitkisinin biiyiime ve gelisiminin yavasladigi gozlemlenmis ve istatistiki

olarak kanitlanmustir.
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Statistics

MS+1mail MS+1mall MS+1mgiL MS+1mall MS+1mgll MS+1mall

MS+1maiL BA+0,5malL BA+0,5malL BA+0,5malL MS+1maiL BA+2mugiL BA+2malL BA+2malL

BA+D,5molL NAA+50mMM NAA+100mM NAA+1S0mMM BA+2ZmolL NAA+50mMM MNAA+100mMM MAA+150mM

NAA MNacl Nacl Nacl NAA NaCl NaCl NaCl

N Valid 56 56 56 56 56 56 56 56
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 4,8821 35714 1,8018 1,5107 4,0286 33286 1,2143 8096
Std. Error of Mean 27796 19009 1615 ,13894 32516 20118 12359 07782
Median 4,5000 3,6500 1,9000 1,6000 3,7500 3,2500 1,3000 7500
Mode 3,007 2,40 1,90 00 00 3,30 00 a0
Std. Deviation 2,08004 1,42251 86917 1,03970 2,43331 150547 92489 58313
Variance 4,327 2,024 755 1,081 5,921 2,266 kL1 ,340
Range 9,30 7,70 4,20 4,00 9,50 7,40 460 2,20
Minimurm 2,10 00 00 00 .00 .00 a0 a0
Maxirmurm 11,40 7,70 4,20 4,00 9,50 7,40 460 2,20
Percentiles 25 3,3250 2,7000 1,2000 7250 2,4000 26000 5000 4000
50 4,5000 3,6500 1,9000 1,6000 3,7500 3,2500 1,3000 7500
75 57750 4.4000 22750 23000 53750 41000 1,6000 1,2000

a. Multiple modes exist. The smallestvalue is shown

Sekil 4.19. Farklh oranlarda tuz iceren ortamlarda biiyiitiilen H. perforatum bitkilerinin

agirhklarimin istatistiki analizi

Yukarida verilen grafikte farkli ortamlarda biiyiitiilen bitkilerin agirliklarinin ortalama,
maksimum, minimum degerleri, standart sapmasi ve her yiizdelikte agirlik bakimindan

miktarlar1 verilmistir.
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Cizelge 4.11. Farkh konsantrasyondan bitkilerin One-Kolmogorov-Smirnov analizi

Std. Deviation

One-Sample Kolmogorov-Smirnov analizleri Mean ) Positive | Negative Test Statistic | P-Value
Ms+1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+0 mM NaCl 4,8804 0,98929 0,590 -0,89 0,84 0,200
Ms+1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ 50 mM NaCl 3,5714 1,42251 0,66 -0,97 0,097 0,200
Ms+1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ 100 mM NaCl 1,80 0,86917 0,73 -0,69 0,73 0,200
Ms+1 mg/L BA+ 0,5 mg/L NAA+ 150 mM NaCl 1,51 1,03970 0,105 -0,073 0,105 0,184
Ms+1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+0 mM NacCl 4,09 0,88315 0,099 -0,151 0,151 0,003
Ms+1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 50 mM NaCl 3,32 1,50547 0,107 -0,082 0,107 0,167
Ms+1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 100 mM NaCl 1,21 0,92489 0,111 -0,95 0,111 0,084
Ms+1 mg/L BA+ 2 mg/L NAA+ 150 mM NaCl 0,8096 0,58313 0,96 -0,83 0,096 0,200
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KRUSKAL-WALLIS testi iki ya da daha ¢ok orneklem ortalamasimin birbirinden

onemli bir farklilik gosterip gostermedigini test etmekte kullanilir. Tek yonlii varyans

analizinin (ANOVA) parametrik olmayan karsiligidir.

Cizelge 4.12. Farkl besin ortamlarinda biiyiitiilmiis bitkilerin KRUSKAL-WALLIS testi

sonuglart
Test Statistics™ "
TOm Agirhiklar
Chi-Square 293,716
df 7
Asymp. Sig. 00o

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Farkl
Tuz Miktarlan

Yapilan KRUSKAL-WALLIS testi sonuglarina gore “p” degeri 0,05 ‘den kiiciik
oldugu ortaya ¢ikmistir “p” degeri 0,05 ‘den kiiciik olmas1 H1 hipotezine gore farkl

stres ortamlarda biiyiiyen bitkiler arasinda agirlik bakimindan karsilastirildiginda

onemli bir sayisal farkliliklar ortaya ¢iktigini ispatlamustir.
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Cizelge 4.13. Farkh besin ortamlarinda biiyiitiilen bitkilerin agirhiklarinin bar grafigi

6,007

5,007

a0
S imgL BAs 05 M5 tmgl BAs S5 imgl BAs 0545 Imgl BAs 05 KIS imglL BAs A5 imgl BAs S imgl BAs M5+ imgl B
ergl WK mgil MAA «50 mkl mgi ‘u\.{ o 100 b mgiL ‘«h\g # 150 mbd ng'jcm 2mgh ‘uue-ic mid Zmgl MAA 100 Zmgl Mk 4 150

HiaCi Pl LE = MaC b Ml “mhl Mo

Farkh Tuz Miktarlarna Salup BesnOrtamlan

Emvor bars: 93% CI

Yapilan istatistiki analizlere gore farkli besin ortamlarda biiyiitiilen H. perforatum
bitkisinin agirliklart baz alinarak yapilan ¢alismalarda MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L
NAA+ 50 mM NaCl igeren besin ortaminda biiyiitiilen H. perforatum bitkisinin diger
besin ortamlarina gore bilylime, gelisme ve rejenerasyon oranlarinin daha iyi oldugu
istatistiksel olarak kanitlanmistir. Bu ortamda biiyiitiilen bitkilerin diger ortamlara
gore yaprak rengi, kallus biiyilikliigii ve agirlik bakimindan diger ortamlardan daha

saglikli ve biiylik oldugu istatistiksel olarak kanitlanmistir.
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4.4 Fenolik bilesiklerin UPLC-MS/MS ile analiz sonuglari

Fenolik bilesikler, tiim bitkilerde bulunan iyi bilinen fitokimyasallardir. Basit fenoller,
benzoik ve sinnamik asit, kumarinler, tanenler, ligninler, lignanlar ve flavonoidlerden
olusurlar. Son 25 yilda fenolik bilesiklerin tibbi ve diyet molekiilleri olarak
ekstraksiyonu, tanimlanmasit ve miktar tayinine odaklanan arastirmalarda onemli
gelismeler meydana gelmistir (Khoddami vd., 2013). Ayrica fenolik bilesiklerin
antioksidan o6zellikleri, bitkilerde biyolojik sistemlerin antioksidatif savunma
mekanizmalarinda oldugu gibi, gida iiriinlerinin dayanikliliklarinda da énemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu etkilerinden dolay1 her bir H. perforatum grubunda da daha
giincel bir cihaz olan UPLC MS/MS cihaz1 ve yeni ekstraksiyon yontemleri

kullanilmastir.

Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ¢6zelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra
PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra
Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihaz ile analiz edilmistir. Ayrim Acquity
UPLC BEH CI18 kolonu (1.7um 2.1x100mm) kullanilarak  40°C’da
gerceklestirilmistir. Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi 1ul’dir. Mobil faz
olarak A solvent hattinda %0,5’lik CH3COOH igeren H20, B solvent hattinda ise
%0.5’lik CH3COOH igeren MetOH kullanilmistir.

Analiz esnasinda 30 adet fenolik bilesik taramasi yapilmis ve her bir bilesik i¢in 7
noktali kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu veriler kullanilarak H. perforatum
tiiriinde de Cizelge 4.14. belirtilen fenolik bilesikleri belirtilmistir.
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No

10

11

12

Cizelge 4.14. Tiim gruplara ait fenolik bilesik icerigi mg/kg (ppm) cinsinden verilmistir.

Bilesenler

Pirogallol

Homogentisik asit

Protokatesuik asit

Gentisik asit

Pirokatekol

Galantamin

p-Hidroksibenzoik asit

3,4-

Dihidroksibenzaldehit

Katekin hidrat

Vanilik asit

Kafeik asit

Siringik asit

Gegisler (m/z)

125.01> 69.10, 79.04,

81.02

167.03> 123.03,
122.08, 108.00

153.06> 108.00, 81.01,

91.01

153.05> 109.04,
108.03, 81.00

153.06> 81.01, 108.00,

109.04

288.10> 198.00,
213.09, 230.95

136.98> 93.03, 65.10

137.00> 91.93, 107.94,

136.00

288.88> 109.15,
124.99, 245.26

166.98> 151.97,
108.03, 123.03

179.10> 135.14,
107.10, 133.9

197.20> 123.00,
167.00, 182.00

aCone

M)

20

10

10

10

20

10

30

20

32

15

49

bCE
V)
17,
17,
14
20,
20,
10
20,
25,
20
20,
20,
12
20,
25,
20
32,
23,
17
25,
14
21,
20,
18
25,
20,
15
18,
12,
14
23,
23,
24
22,
18,
14

1. Grup (mg/kg)

K

ND

ND

30,98

41,02

2,001

ND

2,488

1,322

4,058

ND

0,399

0,433

2. Grup (mg/kg)

50mM 100mM K 50mM

ND

ND

10,005

50,135

0,902

ND

2,533

1,005

3,904

ND

0,500

0,499

ND

ND

33,9
52

57,6
02

1,50

ND

1,90

1,20

3,99

ND

0,63

0,40

ND

ND

1,958

ND

2,541

1,400

4,257

ND

0,503

1,600

ND

ND

29,905 30,326

40,003 39,658

2,154

ND

1,958

1,489

4,289

ND

0,498

1,854

100mM

ND

ND

36,897

40,582

2,654

ND

2,456

1,635

4,275

ND

0,510

1,951



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Vanilin

Epikatekin

p-Kumarik asit

Ferulik asit

Katekin gallat

Rutin

Trans-2-hidroksi

sinnamik asit

Mirisetin

Resveratrol

Trans-Sinnamik asit

Luteolin

Kuersetin

Naringenin

Cizelge 4.14. (devam)

150.95> 135.94, 91.90,

107.97

189.18> 151.00,
203.00, 205.00

163.01> 119.04, 93.00,

117.01

193.03> 134.06,
178.00, 149.02

441.00> 168.98, 288.97

609.00> 254.99,
270.93, 299.90

163.04> 119.04,
117.01, 93.07

316.90> 107.07,
137.01, 150.97

227.01> 143.01,
159.05, 185.03

146.98> 103.03, 62.18

284.91> 107.01,
133.05, 151.02

303.00> 137.00,
153.00, 229.00

270.98> 107.00,
119.04, 150.97

30

20

20

30

17

10

30

30

30

20

20

20

50

20,
20,
14
20,
20,
20
217,
217,
15
16,
12,13
20,
20
55,
55,
40
25,
22,
13
30,
25,
25
25,
18,
18
10,
10
30,
33,
30
30,
32,
30
25,
25,
20

0,102

ND

2,069

48,06

ND

4,598

ND

ND

ND

ND

ND

1413
24

ND

0,149 0,200 0,102 0,235

ND ND ND ND

2,100 2,200 3,067 2,987
49,20
3 55,007 35,147 33,524

ND ND ND ND

3,988 4,365 5,367 3,938

ND ND ND ND

ND ND ND ND

ND ND ND ND

ND ND ND ND

ND ND ND ND

140,5 152,63 139,34
47 7

140,502

ND ND ND ND

0,986

ND

3,178

37,834

ND

4,854

ND

ND

ND

ND

ND

171,357

ND



26

27

28

29

30

Cizelge 4.14. (devami)

217,
271.00> 153.00,
Genistein 0 250 ND ND ND ND ND
215.00, 243.00
24
269.10> 107.00 30,
.10> 107.00,
Apigenin 20 30 ND ND ND ND ND
117.00, 149.00
25
34,

284.90> 158.97,
Kamferol 10 40, 0,200 0,187 0,154 0,304 0,211
117.10, 227.14 20

36,
. 301.02> 108.01,
Hesperetin 20 30, 0,501 0,400 0451 0,235 0,247
136.00, 163.99

24
252.99> 63.05, 107.05 30,
. > . ) . )
Krisin 20 25, ND ND ND ND ND
142.99
25

aCone : Cone Voltaj
PCE : Collision Enerji
ND: Algilanmamis Sonug

Yukaridaki Cizelge 4.14° de 1 grup olarak verilen “MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA”
ve 2 grup olarak verilen “MS+1 mg/L+2 mg/L NAA” ortam1 temsil etmektedir.
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ND
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5 TARTISMA

Skyba vd., 2012 yaptig1 ¢alismada H. perforatum siirgiin ug¢larina diisiik sicaklikla
iligkili stres faktoriine maruz birakilmistir. Diigiik sicakliklara maruz kalan bitkilerde
hidrojen peroksit (H202) gibi bitkiler i¢in zararli reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumunu katalize edebilen ve biyolojik makromolekiillere ve membranlara kalici
zararlar verebilen etkiler gozlenmistir. Denemeler sonucunda soguk stresinin bitki
biliylime ve gelisimini negatif yonde etkiledigi ve bazi fizyolojik belirtegler, diisiik
sicakliklarin iyilesmeden sonra bile bitkilerde devam eden stres ortami olusturdugu
belirtilmistir (Skyba vd., 2012). Bu ¢alismalar dogrultusunda H. perforatum bitkisinin
soguk stresine maruz kalmasi durumunda siirglin uclarinda biiylime ve gelismenin
yavaglamasi gozlenmistir, bizim calismamizda ise tuz stresine maruz birakilan H.
perforatum bitkisinin tuz stresi arttik¢a bitki yaprak ve kalluslarda biiyiime ve

gelismenin yavasladigl gézlemlenmistir.

Cui vd., 2010 yaptigi calismada H. perforatum bitkisinin kok kiiltiirlerinin
tretilmesinde  kullanilan  besin  ortamlarinda  bulunan baslangi¢  siikroz
konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Murashige ve Skoog (MS) ortami kullanilarak
yapilan g¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda (%1,3,5,7,9) siikroz igeren besin
ortamlarinda bitkiler biiyiitiilmiistiir ve farkli miktarlardaki siikrozun bitki biiyokiitlesi
tizerine etkileri incelenmistir. Calismalar sonucunda %3 silikroz takviye edilen
ortamlarin optimum biyokiitle birikimi gosterdigi rapor edilmistir ayrica yiiksek
miktarlarda siikroz konsantrasyonu (%5,7,9) iceren besin ortamlarinda nispeten daha
yiiksek ozmotik basing nedeni ile biyokiitle birikimi engellendigi raporlanmistir. Bu
deneyler sonucunda, optimal adventif kok gelisimin %3 siikroz igeren MS besin
ortaminda optimum biyokiitleye ulastig1 ve artan siikroz konsantrasyonunun ozmotik
stres ile sonuclandigini ve bunun sonucunda sekonder metabolitlerin biriktigi
raporlanmistir (Cui vd., 2010). Bu ¢alismalar dogrultusunda galismalarimizda %3
slikroz igeren besin ortami kullanilmstir. %3 siikroz+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA ve
50 mM NacCl igeren besin ortaminda biiyiitillen H. perforatum ’lar farkli biiyiime
diizenleyicileri ve farkli tuz miktarina sahip ortamda biyiitiilen bitkilere gore

biyokiitle bakiminda daha verimli oldugu istatistiki olarak belirlenmistir.
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Hiperisin, H. perforatum ‘dan izole edilen antiviral, antimikrobiyal, antitimor
ozelliklere sahip bir fenolik bilesiktir (Komarovska vd., 2009). Uretiminde artis
saglamak i¢in Agrobacterium ile gen aktarim teknikleri denense de H. perforatum
bitkisi genetik iyilestirme ve Agrobacterium aracili transformasyona karsi inatgi bir
bitkidir (Franklin vd., 2008). Tavakoli vd., (2020) yaptig1 ¢alismada H. perforatum
bitkisinin kok sistemleri tizerinde UV-B 1s1ginin farkli dozlarinda (60-90 dakika)
etkilerinin bitki biiylime sistemleri lizerine etkileri ve daha sonrasinda geri kazanim
tedavisi ile H. perforatum’dan elde edilen hiperisinin miktar olarak stres altinda
degisip degismedigi incelenmistir. Calismada UV 1s18m1 90 dakikalik uygulamalarda
hiperisin seviyelerinde bitki biiylimesi ve hiperisin liretiminde artis gozlenirken 60
dakikalik uygulamalarda iyilesme kiyaslanabilir olmamustir.  Siirekli — stres
uygulamalarinin ardindan, bitkiler diizenleyici geri besleme dongiileri nedeni ile
bliylime ve gelismelerinde yavaglamalar meydana gelmis ve UV-B 1sinlarinin bitki
biliylime ve gelismesinin yavaslatmasi, yaprak uglarinda ve dokularda yaralanmalar
meydana getirdigi bildirilmistir (Tavakoli vd., 2020). Bu g¢alismaya ek olarak H.
perforatum kok siispansiyon kiiltiiriinde diisiik sicakliklarin hiperisin verimine etkisini
degerlendirmek icin baska bir deney yapilmistir. Ug haftalik kok sistemleri {izerine 1
giin, 3 giin ve 7 glin olmak tizere 4°C, 8°C ve 16°C uygulanarak hiperisin miktarinin
arttirtlmasi hedeflenmistir. Yapilan deneyler dogrultusunda 4°C sicaklikta hiperisin
miktart maksimuma ulastigi belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise 2 farkli besin
ortaminda 3 farkli konsantrasyonda (0,50,100,150 mM NaCl) tuz uygulamasinda elde
edilen kallus ve siirginlerde UPLC-MS/MS analizi yapilarak bitki fenolik
bilesiklerinde nasil degisim gosterdigi gozlenmistir. Ornegin Cizelge 4.4.1° de
verildigi gibi MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA igeren ortamda biiyiitiilmiis Hypericim
perforatum bitkisinde “Vanilin” bilesiginin tiretimi artarken, “Katekin hidrat” miktar1
azalmistir. Bu sonuclar dogrultusunda tuz stresinin bitki fenolik bilesikleri tizerinde

farkl etkiler gdsterdigi gozlemlenmistir.

Farag ve Wessjohann, (2012) ¢alismalarina gore geleneksel iltihap ve bulasici hastalik
tedavilerinde kullanilan 7 farkli Hypericum tiirii (H. daliense, H. hengshanense, H.
himalaicum, H. japonicum, H. petiolulatum subsp. yunnanense, H. seniawinii ve H.
wightianum) iizerinde kimyasal bilesimlerinin biyoaktiviteleri {izerindeki ¢aligmalar
sinirl oldugu igin yaptiklart calismada Hypericum tiirlerinden 52 ana bileseni UPLC-

MS metabolomikleri kullanilarak kimyasal profilleri belirlenmistir. Bu tiirlerden
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tanimlanan 52 ana bilesenden 11'inin daha once anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
oldugu bildirilmistir (Farag ve Wessjohann, 2012). Yaptigimiz ¢aligmada ise toz
haline getirilmis H. perforatum bitkisinin metanolde ¢6ziilmesi ve ardindan UPLC-
MS/MS analizleri ile ortaya ¢ikan 30 fenolik bilesikten “Pirokatekol (Linda vd., 2021),
Galantamin (Wu vd., 2020), p-Hidroksibenzoik asit (Akcan ve Tugba, 2014), Vanilik
asit (Onat vd., 2021), Kafeik asit (Aldemir ve Memmedov, 2019), Siringik asit
(Degirmencioglu, 2019), Ferulik asit (Ou vd., 2003), Luteolin (Rakariyatham vd.,
2018), Kuersetin (Li vd., 2016), Naringenin (Zeng vd., 2018), Genistein (Lee vd.,
2019), Apigenin (Feng vd., 2015), Hesperetin (Krishnan vd., 2017)” bilesiklerinin

anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu literatiirde bildirilmistir.

Matam vd., (2020) yaptigi calismada H. perforatum ‘un baglica biyoaktif
bilesiklerinden biri olan ve ilag gelistirmede once bir molekiil olarak kabul edilen
hiperisin tiirlerinin farkli ¢oziiciilerde UPLC-QE-MS ile ayriminin farklarina
bakilmistir. Bu ¢alismada, hiperisinlerin (hiperisin, psddohiperisin, protohiperisin ve
protopsddohiperisin), bunlarin varsayilan onciillerinin (emodin ve skyrin) ve yeni
skyrin tiirevlerinin (oxyskyrin, iridoskyrin, rubrosskyrin ve luteoskrin) eszamanli
Ol¢imii icin etanol, aseton %80 metanol, etilasetat ve diklorometan iginde H.
perforatum L.'nin in vitro siirgiin kiiltiirlerinden ekstrakte edilen bilesikler UPLC-QE-
MS yontemi kullanilarak ayrilmistir. UPLC verilerinin analizleri, etanoliin tiim hedef
bilesiklerin verimli miktar tayini i¢in en iyi Oziitleyici oldugu belirtilmistir, ancak
bunlarin timii aseton ve %80 metanol i¢inde de ekstrakte edilebilir oldugu
gozlemlenmistir. (Matam vd., 2020). Calismamizda H. perforatum bitkisinin %80
metanol ile ¢oziilmesi saglanmis ve UPLC-MS/MS analizleri yapilmistir analizler
sonucunda 30 farkl1 fenolik bilesik elde edilmistir, 6rnegin Cizelge 4.14. ‘de verdigi
tizere “Vanilin” fenolik bilesiginin her iki besin ortamiin kontrol gruplarindaki
miktart “0,102” iken MS+1 mg/LL BA+0,5 mg/L NAA+ 150 mM NaCl iceren
ortamdan alinan bitkilerin fenolik bilesigi “0,200” ‘e ¢ikmis ancak MS+1 mg/L. BA+2
mg/L NAA+150 mM NaCl igeren ortamdan alinan bitkilerin vanilin igerigi “0,986” ya
cikmigtir. Farkli besin ortamlarinin tuz stresine maruz kaldiklarinda bitkilerdeki
fenolik bilesik icerikleri lizerine etkileri biiyiime diizenleyicilerinin farkliliklart ile

PO

degistigi gozlemlenmistir.

Eray, N. ve arkadaslarinin (2020) yaptig1 ¢alismada H. perforatum bitkisinin zengin

fenolik igerigi ve antioksidan potansiyeli nedeniyle bitki doku kiiltiirii yontemleri ile
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optimize edilmis bir gelistirme protokolii olusturmasi amaglanmistir. Dogadan ve
aseptik fidelerden elde edilen bitki orneklerinin liyofilize tozlarindan hazirlanan
metanol bazli ekstraktlar ile abiyotik stres faktorleri ve sinyal molekiillerinden elde
edilen kalluslarin fenolik kompozisyonu HPLC-MS/MS kullanilarak analiz edilmistir.
Kromotografik bulgular kalluslarda temel fenolik bilesikleri olarak kersetin,
psodohiperisin ve kismen klorojenik asit bilesiklerinin oldugunu gostermistir. Eroglu,
E ve arkadaglarinin (2021) yaptigi ¢alismada ise H. perforatum bitkisinin yagi
kullanilmis ve LC-MS/MS analizleri yapilarak igerdigi fenolik bilesikleri bakimindan
19 bilesik arasinda, 186 mg/L ile kersetin en baskin bilesik olarak bulunmustur. H.
perforatum bitkisinde toplam fenolik bilesik bakimindan 417 mg/L ile gallik asit
bulunmustur (Eray vd., 2020; Eroglu ve Girgin, 2021). Calismalarimizda farkli besin
ortaminda biiyiitiilen H. perforatum bitkisinin metanol ile ¢dziimesi ve ardindan
UPLC-MS/MS analizleri yapilmistir yapilan ¢aligsmalar sonucunda 30 bilesik arasinda,
141,3 mg/kg ile “Kuersetin” en baskin bulunan fenolik bilesik olurken 0,102 mg/kg
ile “Vanilin” en az miktarda bulunan fenolik bilesiktir. Tuz stresi bitkideki sekonder

metabolit biyokiitlesini farkli seviyelerde etkiledigi rapor edilmistir.

Tiim bu galismalar ve bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada Hypericum perforatum
bitkisinin farkli NaCl miktarlarima sahip besin ortaminda biyiitiilmesi ve daha
sonrasinda bu tuz stresi uygulamalari1 (0,50,100,150 mM NaCl) ile bitki biiylime ve
gelismesi tizerine etkilerine ve H. perforatum bitkisinde fenolik bilesiklerinin iiretimi
tizerine etkileri taranmistir. Bitkiler kallus olusumuna indiiklenmis ve gelisimi
beklenmistir daha sonrasinda kallus gelisimi gosteren bitkiler farkli konsantrasyonda
NaCl i¢eren besin ortamlarina alinmis ve tuz stresine maruz birakilmistir. Tuz stresine
maruz kalan bitkilerin yaprak rengi, kallus biiyiikliigii ve rengi, kuru agirhigr ve yas
agirliklart bakimindan farkliliklart KRUSKAL-WALLIS analizine gore istatistiki
olarak anlamli bulunmustur. Ardindan kurutulmus kallus ve bitkicikler metanol
igerisinde ¢oziinmiis ve UPLC-MS/MS analizleri yapilarak fenolik bilesik analizi
gergeklestirilmistir. UPLC-MS/MS sonuglarina goére 30 adet fenolik bilesik
belirlenmistir. Tuz stresi uygulamalarindan sonra Cizelge 4.14 ‘de verilen bu 30
fenolik bilesikten MS+1 mg/L BA+0,5 mg/L NAA igeren besin ortaminda kontrol
grubuna kiyasla “Herperetin, Kamferol, Rutin, Siringik asit, Katekin hidrat, 3,4-
Dihidroksibenzaldehit, p-Hidroksibenzoik asit, Pirokatekol” MS+1 mg/L BA+0,5
mg/LL. NAA+150 mM NaCl iceren ortamda biiyiitiilen bitkilerin fenolik igerik

55



miktarlarinda azalma, MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA igeren besin ortaminda kontrol
grubuna kiyasla “Kuersetin, Ferulik asit, p-Kumarik asit, Vanilin, Gentisik asit,
Protokatesuik asit” MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA+150 mM NaCl iceren ortamda
blyiitiilmiis bitkilerin fenolik igeriklerinin miktarlarinda artma gézlemlenirken,
“Homogentisik asit, Pirogallol, Galantamin, Vanilik asit, Epikatekin, Katekin gallat,
Trans-2-hidroksi Sinnamik asit, Mirisetin, Resveratrol, trans-Sinnamik asit, Luteolin,
Naringenin, Genistein, Apigenin, Krisin” fenolik bilesiklerinin her iki besin ortaminda

da miktarlar1 tespit edilememistir.

Daha o6nceden Hypericum tiirleri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara
benzer sekilde Hypericum peforatum ’da da farkli konsantrasyondaki tuz stresinin
miktar1 ile orantili olarak bitki biiylime ve gelismesinin olumsuz etkilendigi ayrica
ortamda bulunan tuz konsantrasyonu arttik¢a bazi fenolik bilesiklerin miktarinda
azalmalar bazilarinda ise artmalar oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuglar daha 6nce
yapilan ¢aligmalar1 destekler niteliktedir ve daha sonrasinda yapilacak ¢alismalara 151k

tutabilir.
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SONUC VE ONERILER

Yapilan deneylerde toplanan tohumlarin sterilizasyon iglemi gerceklestirilmis ve doku
kiiltiirti ortamia alinmigtir. Doku kiiltiirii ortamina alinan Hypericum perforatum
bitkisinin ¢imlenmesi saglanmig ve ¢imlenen bitkilerin farkli seviyelerde tuz igeren
ortamlarda biiytime (0-50-100-150 mM NaCl) ve gelismelerinin incelenmesi
yapilmistir. Bu incelenmelerin ardindan farkli seviyelerde tuz igeren besin ortaminda
biiytitiilen bitkiler Sekil 4.2.3” de verildigi gibi yaprak rengi, kallus rengi bakimindan
ve Sekil 4.3.1 de verildigi gibi kallus agirligi yoniinden karsilastirmali analizlere tabi
tutulmus ve anlamli sonuglar elde edilmis. Daha sonra farkli biiylime diizenleyiciler
ve farkli konsantrasyonda tuz igeren besin ortaminda biiyiitiilen bitkilerin UPLC-
MS/MS analizleri yapilarak farkli konsantrasyonlardaki tuz miktarinin bitkideki
fenolik bilesiklerin iiretiminde her 2 besin ortami i¢in kontrol gruplarinin kendi
aralarinda ve farkli konsantrasyonlar ile karsilastirilmasi yapilmistir. Karsilagtirmalar
sonucunda yukarida belirtildigi tizere farkl biiyiime diizenleyicilerin tuz stresi altinda
fenolik bilesik tiretiminde degisiklikler meydana getirdigi gozlemlenmistir. Miktarlari
belirlenen fenolik bilesiklerden bazilarinda ortamdaki tuz konsantrasyonu arttik¢a
kendi kontrol gruplarina gore tiretim miktarlarinda artmalar meydana gelirken, bazi
fenolik bilesiklerin kendi kontrol gruplar ile kiyaslanmalarinda {iretim miktarlarinda

azalmalar meydana gelmistir

Elde edilen veriler dogrultusunda H. perforatum bitkisi i¢in MS+ 1 mg/L BA+ 0,5
mg/L NAA + 50 mM NaCl igeren besin ortaminda biiytitiilen bitkilerin NaCl’ den
kaynaklanan tuz stresine kars1 toleransinin diger besin ortamda biiyiitiilen bitkilerin
toleransina gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Fenolik bilesik miktar
bakimindan ise MS+1 mg/L BA+2 mg/L NAA iceren besin ortaminin diger besin

ortamina gore daha yiiksek seviyelerde fenolik bilesik iirettigi gézlemlenmistir.

Bu calismalara ek olarak daha sonrasinda H perforatum bitkisi ile yapilacak
caligmalarin hedefine gore bitki doku kiiltlirii yontemlerinde kullanilacak besin
ortamimnin ve tuz stresinin se¢iminde g¢alismalarimiz 1sik tutabilir. H perforatum
bitkisinin hiperisin, hiperforin gibi diger 6nemli fenolik bilesiklerinin analizleri
yapilirken tuz stresinin ve biiylime diizenleyicilerinin arasinda miktarlar degistirilerek

bu 6nemli fenolik bilesiklerin miktarlarinda arttirmaya yonelik caligmalar yapilabilir.
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Ayrica farkli besin ortamlari, farkli biiyiime diizenleyicileri ve farkli tuzlar
kullanilarak H. perforatum bitkisinin morfolojik degisikliklerine bakilabilir bu
degisim esnasinda ilgili gen gruplarinin ekspresyon seviyelerinin tuz igeren ortamlara

alinmadan 6ncesinde ve sonrasinda degisimleri gézlenebilir.

Bu deneylerin daha sonrasinda H. perforatum bitkisi ile yapilacak bagka ¢aligsmalara
destek vermek i¢in kullanilabilir. Hizla kétiilesen toprak tuzluluguna karsi bitki doku

kiiltiirti ¢alismalari ile 6n hazirlik saglayabilir.
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