T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

STRIGOLAKTONLARIN KAPARI (Capparis spinosa L.) BITKIiSI
KALLUS KULTURU VE FENOLIK MADDE URETIiMi UZERINE
ETKISI

Hafsatu ISSAH

Danisman
Dog. Dr. Ragbet Ezgi DURAN

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI
ISPARTA - 2021



© 2021 [Hafsatu ISSAH]



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER ......csseeeettesenesesseseesesssssesssssssssesssssssssesssssssssessssssssnsssssssssnssssssssssssssssassnessssssssssssssssnns i
OZET oottt ssssssessssssssssssssssssessssssas s ss s s bR SRR b RS R AR bR R bR R ii
ABSTRACT ettt s sses s s st iv
TESEKKUR.......ocesreeeeettssessssssssessssssssessssssssssssssssssesssssssssesssssssssesssssssssessssssssssssssssssnessssssssnessssssssnnes vi
SEKILLER DIZINI wcccovvotvvesseesesssssssssseessssssssssssssessssssssssssssessssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssnessssssssss vii
CIZELGELER DIZINI.uuiootoeieeeeeteeeeeseesssssessssssseesssssssesssssssssesssssssssesssssssssesssssssssesssssassssssssssans viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI......coosieeuteseeeeetrsseseesssssesssssssssssssssssessssssssessssssssnenes ix
1. GIRIS cooseevvveesseeesesessssesssesssssssssssssessssssssssssss s s s s s s s s AR R RS R RS 1
2. LITERATUR OZETLERI coourvotteseeeeettseeseessseessessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 4
2.1. Capparis spinosa Bitkisinin Tarihgesi ve YaylliSl ... 4
2.2. Kapari Bitkisinin Botanik OZelliKIETi.........ooumrrersmmresssesmssssssssmsssssssssessssssssesssssesnns 4
2.3. Kaparinin Igerdigi Sekonder Metabolitler Ve Kullanim Alanlart ................. 6
2.4. In vitro Sekonder Metabolit Uretimi ve Onemi ... euummeeesessssmneesssssssenes 9
2.5. Kallus KUITUIT NEAIT7 ..covecereeeeeeeseseieesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 11
2.5.1. Kallus KUItUrintn ONEeMI «...eceesesseseeeessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 12
2.6. Kapari Bitkisinin in vitro Kiiltiir ile Ilgili Calismalar............cccooumereesssenrenee 12
2.7. Strigolakton Hakkinda Bilgi ve Calismalar.......c.ccvemrnesenesenssseseeseenens 13
2.8. In vitro Kiiltiirde Elisitor ve Prekiirsorlerin Sekonder Metabolit
Uretiminde ELKISI c.uuuueerevsssseseeeesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnsesssssssssssssnesssssssssssssnsesess 16
3. MATERYAL VE METOT ....vvnieretniernsensssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 19
700 T = =) ) | TSP 19
3.1.1. Bitki Materyali i sssssssssesssssssssesssssaes 19
3.1.2. DOonor bitkilerin yetiStirilmesi ... 19
3000 (] 0 ) 20
3.2.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmas ... seessessessessessesees 20
3.2.2. Eksplant SteriliZaSyOnU ......oereeneererneeneenemnesnsssessessesssssesssssssssssessssssssesssssesees 22
3.2.3. Yaprak ayasi eksplantlarinin kiiltiire alinmasi.......couereneessernsesseseencenns 23
3.2.4. Kalluslarin alt KUltlire alinmasl ... sssessenees 25
3.3. IStatiStIKSE] ANALIZ ..vuuuceeeeevsseeseeeesssesssssseeesssssssssssseesssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssnesees 26
4. ARASTIRMA BULGULARI ...viirttrrererssesesssisssssssssessessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 27
4.1. Farkli GR24 Uygulamalarinin Kapari Kallus Olusumuna EtKisi.......c.ccceeeuu. 27
4.2. Farkli GR24 Uygulamalarinin Kapari Kallus Taze Agirligina Etkisi ............ 28
4.3. GR24’{in Kapari Kallus Kiiltiiriinde Toplam Fenolik Madde Uzerine
EE RIS ctueueeeesreeseeses et s s 29

4.4, GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiiriinde a-Tokoferol Miktar1 Uzerine Etkisi... 31
4.5. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiirii Klorojenik Asit Miktar1 Uzerine Etkisi .... 31

4.6. GR24’{in Kapari Kallus Kiiltiirii Kaffeik Asit Miktar1 Uzerine EtKisi ........... 32
4.7. GR24’lin Kapari Kallus Kiiltiirii Rutin Miktar1 Uzerine EtKiSi........cccooowvrrvunnn. 32
4.8. GR24’lin Kapari Kallus Kiiltiirii Kuersetin Miktar1 Uzerine EtKiSi.......c....... 33
4.9. GR24’lin Kapari Kallus Kiiltiirii Kamferol Miktar1 Uzerine EtKiSi.......cco...... 34
4.10. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiiriinde Toplam Aromatik Madde Uzerine
EE RIS rtueuereesee et 35
5. TARTISMA VE SONUG ....cvvrrrererrnesesssessessessssssessssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssess 38
KAYNAKLAR .ottt sss s ssses bbb 48
OZGECMIS eureeveeeeesssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 61



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

STRIGOLAKTONLARIN KAPARI (Capparis spinosa L.) BITKiSi KALLUS
KULTURU VE FENOLIK MADDE URETiMI UZERINE ETKIiSi

Hafsatu ISSAH

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Dog¢. Dr.Ragbet Ezgi DURAN

Kapari Tirkiye'nin pek cok yerinde kendiliginden yetisen ve ayn1 zamanda
tomurcuk ve meyveleri besin maddesi olarak kullanilan bir bitkidir. Yiiksek
miktarda flavonoid iceren bitkilerden biri olmasi sebebiyle gida, boya, ilag,
kozmetik sektorlerinde bolca kullanilmaktadir.

Bu calismada cesitli konsantrasyonlarda kullanilan strigalaktonlarin kapari
(Capparis spinosa L.) bitkisinin in vitro kultiirdeki basarisi lizerine etkisini
degerlendirmek amag¢lanmistir. Bir diger amacimiz ise olusan kalluslari rutin ve
kuersetin biyosentezinde etkin bir ara madde olan L-ramnoz igeren besin
ortamlarinda biiylitmek suretiyle bu yapilarda rutin, kuersetin ve diger fenolik
madde miktarlarini her hormon uygulamasi i¢in ayr1 ayri belirlemektir.

Kapari fideleri 3:1 oranda torf:kum iceren saksilarda 16 saat/gilindiiz 8 saat/gece
fotoperiyodu diizeninde, 135 pmol m-2 s-1PAR (fotosentetik aktif radyasyon) 1s1ik
yogunlugu, 18-20 °C sicaklik ve % 51-54 nem orani kosullar1 altinda bitki biiyiime
kabininde yetistirilmistir.

Kallus olusumu i¢in ortalama 1-1.5 ay biiyiitiilen fidelerin geng yapraklarindan 1-
1.5 cm ¢apinda alinan pargalar eksplant olarak kullanilmistir. Alinan eksplantlar
belirli miktarlarda strigalakton (GR24) (0, 0,1, 0,2 pM), diger bitki biiylime
regiilatorleri (NAA ve BAP) ve 30 g/l siikroz iceren ve pH’1 5.8 olan MS besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Inkiibasyon 25 + 1 °C sicaklik kosullarinda
gerceklestirilmistir. Ortalama 20 giinde bir kalluslarin alt kiiltiirti yapilmis ve son
asamada 2 NAA + 1BAP ve 30 g % 99’luk L-ramnoz sekeri iceren ortamlarda 10
glin biiytutilmustiir.

Kiiltlirden ortalama 45 gilin sonra olusum orani ve taze agirliklari belirlendikten
sonra Kkalluslar eppendorf tiiperine alinarak fenolik bilesiklerin miktarinin
belirlenmesi amaci ile -18 °C’de saklanmistir.

Arastirmamizda toplamda 393 kapari gen¢ yaprak eksplanti dort farkh kiltiir
ortamina alinmis, eksplantlardan 185 kallus elde edilmistir (% 47.07). En yiiksek
kallus olusum oraninin 2 mg/L NAA +1 mg/L BAP + 0,1uM GR24 (% 60.3), en
disiik oranin ise 0,2 uM GR24 uygulamasinda (% 22.7) oldugu bulunmustur

ii



(p<0.01). Kontrol grubu 2 mg/L NAA +1 mg/L BAP + 0,1uM GR24’ten sonra en
yuksek degeri (% 58.6) vermis ve bunu 2mg/L NAA + 1mg/L BAP + 0,2uM
GR24’uygulamasi izlemistir.

Kallus taze agirliklari kallus olusum oraniyla dogru orantili olarak artmistir. Ayni
sekilde kalluslasmada oldugu gibi, en yiiksek taze agirlik 2 mg/L NAA + 1 mg/L
BAP + 0,1uM GR24’lik uygulamasinda 120,8 mg ve en dusik tek 0,2 GR24
uygulamasinda 47,8 mg olarak bulunmustur (p<0.01). Kapari kalluslarinda 6
tane fenolik madde analiz edilmis bunlardan 5 fenolik ve 66 aromatik madde
tespit edilmistir. Hormon uygulamalar1 kapari kalluslarindaki a- tokoferol,
Klorojenik asit, kaffeik asit, rutin ve kuersetin fenoliklerinin miktarini cesitli
oranlarda etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Kapari, Capparis spinosa, kallus, strigolakton, fenolik
maddeler

2021, 61 sayfa

iii



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF STRIGOLACTONES ON CALLUS CULTURE AND PHENOLIC
COMPOUND PRODUCTION OF CAPER (Capparis spinosa L.)

Hafsatu ISSAH

Suleyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ragbet Ezgi DURAN

Capers, grows spontaneously in many places in Turkey and at the same time its
buds and fruits are used as food. As one of the most flavonoid-containing plant, it
is used abundantly in food, dye, pharmaceutical and cosmetic sectors.

In this study, it was aimed to evaluate the effects of strigolactones used in various
concentrations on the success of cappers(Capparis spinosa) in in vitro culture. In
addition, it is aimed to determine the amount of rutin, quercetin and other
phenolic substances in these structures seperately for each hormone application
by growing the formed calli in nutrient media containing various concentrations
of L-rhamnose, which is an effective intermediate in rutin and quercetin
biosynthesis.

Capers seedlings were grown under the following condition; a ratio of 3: 1 peat:
sand, 16 hours / day 8 hours / night photoperiod, 135 pmol m - 2 s - 1 PAR
(photosynthetic active radiation), 18-20 °C temperature and 51-54 % humidity
in plant growth cabinet.

The young leaves of seedlings grown on average 1-1.5 months were cut into 1-
1.5 cm in diameter and used as explants. Explants taken were cultured in MS
nutrient media containing certain amounts of strigalactone(GR24) and other
plant growth regulators( NAA and BAP), 30 g/I sucrose and pH 5.8. Incubation
will be carried outat 25 + 1 2C temperature conditions. On average, every 20 days,
explants were subcultured in 2ZNAA + 1BAP 30g (99 %) L-rhamnose sugar.

On average 45 days after culture, callus formation rate and fresh weight were
recorded then the calli were transfered into eppendorf tubes and stored at -18 C
°in order to determine the phenolic content.

In our study, a total of 393 young caper leaf explants were cultured on four
different culture media and 185 calli were obtained (47.07 %). The highest callus
formation rate was found in 2 mg / L NAA +1 mg / L BAP + 0.1uM GR24 (60.3 %)
and the lowest rate was found in 0.2 uM GR24 application (22.7 %) (p<0.05). The
control group gave the highest calli formation rate (58.6 %) after 2 mg / L NAA

iv



+1 mg / L BAP + 0.1 uM GR24, followed by 2mg / L NAA +1 mg / L BAP + 0.2 uM
GR24.

The increase calli fresh weight was directly proportional to callus formation rate.
Likewise, the highest fresh weight was found as 120.8 mg in the 2 mg / L NAA +
1mg /LBAP + 0.1 pM GR24 application and the lowest fresh weight as 47.8 mg
in 0.2 GR24 application (p<0.01). 6 phenolic substances were analyzed in caper
calli but 5 phenolic and 66 aromatic substances were determined. Hormone
applications affected the amount of a-tocopherol, chlorogenic acid, caffeic acid,
rutin and quercetin phenolics in capers calli at various concentrations.

Keywords: Capars, Capparis spinosa, callus, strigolactone, phenolic matters.
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1. GIRIS

Bugiin tiim diinyada ilag ve gida sanayinde tibbi bitkiler 6nemli bir dogal kaynak
olarak kabul edilmekte ve bunlara olan ilgi gittikce artmaktadir. Diinya Saghk
Orgiitii'niin tahminlerine gore, ézellikle baz1 Asya ve Afrika iilkelerinde olmak
tizere diinya nifusunun % 80’nin temel saglik ihtiyaglar: i¢in bitkisel ilaglara
basvurdugu belirtilmistir (Ananya ve Debprasad, 2019). Cin'de, toplam tibbi
tiiketimin % 30-50'si geleneksel tibbin miistazar/ilaglar’dan temin edilmektedir
(Locatelli vd., 2017). Almanya'daki niifusun yaklasik % 90", belirli saglk
amaglar icin dogal ilaglar kullandiklarini bildirmistir (WHO 2013). Ayrica tibbi
bitkiler, antihipertensif, antiastim, antidiyabetik ve antimikrobiyal
aktivitelerinden otiru asirlardir kullanilmakta ve gliniimiizde bu bitkilerin
bilimsel icerikleri biyoaktif fotokimyasallarin tanimi ve izolasyonu ile

saglanmaktadir (Kagar, 2008).

Bu bitkilerden biri olan Kapari (Capparis spp.) Capparaceae familyasindan,
tropik/subtropik kékenli, 350’den fazla ¢esidi olan, Akdeniz iilkeleri basta olmak
lizere biitiin kitalarda dogal olarak yetisebilen bir bitkidir. C. spinosa yasamsal
biyoaktif bilesikler icerdiginden ¢ok sayida farmakolojik, etnobotanik, kozmetik
oneme sahiptir ve gida endistrisi i¢in 6nemi olan gerekli biyokimyasal
maddelerin liretiminde kaynak olma potansiyeline sahiptir. C. spinosa’nin tibbi
amaglarla kullaniminin ilk olarak Stimerliler zamaninda romatizma, anemi ve gut

tedavisinde oldugu kaydedilmistir (Sher ve Alyemeni, 2010).

C. spinosa alkoloidler (Capparispine), flavonoider, lipitler, polifenoller, terpenler,
indoller ve alifatik glukosinolatlar gibi bitkilerin cesitli kissmlarinda bulunan ¢ok
saylda kimyasal bilesenler (Wang vd., 2007; Arena vd., 2008; Rajesh vd., 2009)
icerdiklerinden, kaparinin cesitli kisimlarinin romatizma, hipertansiyon ve
diyabet gibi farkli problemlerin iyilestirilmesinde kullanildig1 bir¢cok ¢alismada

belirtilmistir.



Sher ve Alyemeni (2010), C. spinosa’nin giivenli bir bitki oldugunu ve bilimsel
literatiirde toksik etkisini gosteren herhangi bir calismanin olmadigini rapor

etmislerdir.

C. spinosa’nin yaygin c¢ogaltim metotlar: ile iiretilmesi kolay olmamaktadir.
Ornegin, kaparinin tohumla ¢ogaltimi tercih edilmemektedir. Ciinkii ¢cimlenme,
tohum dormansisi ve ayrica tohumlarin ytliksek derecede heterozigotik 6zellikte
olmasi nedeniyle c¢cimlenme oranmi diisiik olmaktadir (Musallam vd. 2011).
Bununla beraber, vegetatif kesimle kapari ¢ogaltimi koklenme problemi
sebebiyle diisiik derecede basarili olmaktadir (Al-Safadi ve Elias, 2011; Musallam
vd., 2011). Sirgiinlerin kabul edilebilir bir tutma oranina sahip oldugu ekim
alanlarinda bile, koklenme oraninin nadiren % 50'yi astig1 bilinmektedir.
Cimlenme asamasinda olusan olumsuz ekolojik kosullar ve tohumun yapisindan
kaynaklanan olumsuzluklar sebebiyle olusan tohum dormansisi ve bunu ortadan
kaldirma yollari ile ilgili i¢cin pek ¢ok calisma yapilmistir (Sozzi ve Chiesa, 1995;
Germana ve Chiancone, 2008; Bahrani vd., 2008).

Kaparinin ¢ogaltim problemlerinin iistesinden gelinmesinde ve ayrica dogal
kaynaklar1 tehdit etmeksizin seri tlretimin artirilmasinda in vitro Kkiltir
tekniklerinin kullanimi oldukga iyi bir ¢6ziim yolu olarak goriilmektedir. Bu
biiylime regiilatérlerinden BAP ve NAA'nin kallus olusumu iizerindeki etkisini
gosteren bircok calisma yapilmistir. Bununla birlikte strigolaktonlarin bitki
biiylime ve gelisimini 6zellikle oksin ve sitokinin gibi diger bitki hormonlar ile
birlikte diizenledigi bilinmesine ragmen (Wang vd., 2007; Koltai, 2015), bu
hormonun in vitro basar1 lizerine etkisinin degerlendirildigi calisma sayis1 cok
azdir (Wu vd., 2017). Bu sebeplerle, C. spinosa'da strigolaktonlarin, oksin ve
sitokinin hormonlar1 ile birlikte kallus olusumu f{zerine olan etkisinin

belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada kapari yapraklar: eksplant olarak kullanilarak kallus tiretimi, ¢esitli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA ile birlikte kullanilacak olan ve sentetik bir
strigolakton olan GR24’in kallus olusumuna etkisinin degerlendirilmesi

amaglanmistir. Bunun yaninda olusan Kkalluslari, rutin ve Kkuersetin
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biyosentezinde etkin bir ara madde olan L-ramnoz i¢ceren besin ortamlarinda
biiylitmek suretiyle bu yapilarda rutin, kuersetin ve diger fenolik madde

miktarlarini belirlemek bir diger amacimizi olusturmaktadir.



2. LITERATUR OZETLERI
2.1. Capparis spinosa Bitkisinin Tarihgesi ve Yayilisi

C. spinosa, ¢ok fazla gesitlilige sahip olan Capparidaceae familyasindaki en 6nemli
ekonomik tiirlerden biridir (Sher ve Alyemeni, 2010). Capparis cinsine ait
200’den fazla tiire bulunmaktadir (Calis vd., 2002). Capparidaceae'nin
glikozinolatlar ve flavonoidler agisindan zengin Brassicaceae (Cruciferae)
familyasi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir (Hall vd., 2002). Bitki Akdeniz
havzasina 6zgiidur ve Morroco'dan, Madagaskar, Ermenistan, fran'a yaygin bir
sekilde dagilmistir (Ramezani-Gask vd., 2008). Yunanistan, italya, Ispanya ve
Tiirkiye gibi birgok tilke C. spinosa'y1 yaygin olarak tiretmektedir. (Inocencio vd.,

2000).

Capparis gesitleri Tiirkiye’de Denizli, Corum, Konya, Mersin, Burdur, Gaziantep

ve Izmir gibi bir¢ok ilde dogal olarak yetismektedir (Yemis, 2008).

Tonger ve Akin (2000), Giiney Dogu Anadolu Bolgesin kapari yetistiriciliginin
yore halkina saglayacag1 ekonomik getiri ve yaratacagi istihdam olanaklarinin
yanl sira baraj havzalarinda agac¢landirmanin ikamesi olarak kullanilmasi
durumunda saglayacagl cevresel ve ekonomik faydalari oldugunu, kapari
ihracatindaki sorunlarimizin basinda dis pazarin talebini karsilayacak derecede
arz1 saglayamamamizin geldigini, ikinci biyilik sorunumuzun ise, kaparinin
dogadaki yabani bitkilerden rastgele toplanmasi nedeniyle standart disi, tiriin

elde edilmesi oldugunu belirtmektedirler.

2.2. Kapari Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Kapari, Capparaceae familyasindan dikenli bir bitki olarak tanimlanir. Cok yillik,
calims1 bir bitkidir ve diinyada 250 tiir (Musallam vd., 2012), Tiirkiye florasinda
ise iki tiir (Capparis spinosa L. ve Capparis ovata Desf.) ve toplam bes farkl ¢esidi
(C. spinosa L. var spinosa, C. spinosa L. var inermis, C. ovata Desf. var. herbacea, C.
ovata Desf. var. canescens, C. ovata Desf. var. palaestina) tespit edilebilmistir

(Davis, 1982).
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Kapari (Capparis spinosa L.), zorlu ortamlara dikkat cekici bir sekilde
uyumlanabilen kserofitik bir ¢alidir. Bu bitki tiiri, tibbi / farmakolojik, ekonomik
ve tarimsal onemi tasidigl icin biyiik ilgi ¢ekmektedir. Tirkiyenin farkh
bolgelerinde “kebere, keper, gebere, geber otu, kedi tirnagi, menginik, karga

kavunu, hint hiyar1” gibi isimlerle de bilinir.

C. spinosa, 1 m yiikseklige kadar biiyliyebilen ve genis kok sistemlerine sahip
dikotiledon yillik bir ¢calidir (Barbera vd., 1984). Yuvarlak, etli yapraklar (Sekil
2.1.b Anonim 2014) biiyik beyaz ile pembemsi beyaz cicekleri (Watson ve
Dallwitz, 1992) ve yesilimsi olgunlasinca i¢i kirmizi olan meyveleri vardir (Sekil
2.1)

Aromatik bir bitki olan C. spinosa genellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde
yetistirilir ve en yaygin yayilimi vejetatif propagasyondur (Ramezani-Gask vd.,
2008). lyi drene edilmis veya zayif topraklarda kuru sicak kosullar altinda
gelisebilir. Ayrica tuza toleransh ve kurakhiga karsi direnclidir. C. spinosa ¢ok
duyarlh olmamakla birlikte genellikle diisiik alkaliniteye sahip kumlu tinh
topraklarda yetisir (Ozdemir ve Oztiirk, 1996). Derin, genis kok sistemlerine
sahip oldugu ve zorlu ortamlarda yetistirilebildigi i¢in, arazi bozulmasinin ve

toprak erozyonu kontrolliniin 6nlenmesi i¢in 6nerilmistir.

a)

Sekil 2.1. a) Kapari c¢icegi (Cecebi, 2009) b) Kayada yetisen kapari bitkileri
(Anonim, 2014)



2.3. Kaparinin icerdigi Sekonder Metabolitler Ve Kullanim Alanlar:

Kapari bitkisi, flavonoid bilesikleri rutin (rutosit) ve kuersetin bakimindan
zengin bitki kaynaklarindan biridir. Ayrica bu bitkinin farklh organlan
fitosteroller, tokoferoller, karotenoidler, flavonoidler ve glukozinolatlar igerir

(Germano vd., 2002; Matthaus ve Ozcan (2005); Tlili vd., 2009).

Rodrigo vd. (1992), yas C. spinosa'nin rutin, kaempferol-3-glukozit, kaempferol-
3 rutinosid ve kaempferol-3-rhamnorutinosid igcerdigini ve rutin miktarinin

digerlerinden daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Afsharypuor vd. (1998), C. spinosa'nin yaprak ve olgun meyvelerinin metil,
izopropil ve set-butil izotiyosiyanatlar olan glukozinolat icerdigini bildirmistir.
Glukozinolatlar, hastaliklarin 6nlenmesinde ve Kkarsinojenez riskinin
azaltilmasinda rol oynayabilecekleri icin farmakolojik ilgi gosteren ikincil bitki

metabolitlerdir.

1972 Ahmed vd. Misir’da yetisen en yaygin bazi Capparis tiirlerinin genel analizi,
lipitleri ve flavonoidlerini arastirmiglardir. C. ovata var. palaestina, C. spinosa var.
aegyptia ve C. spinosa var. deserti’yi glukozinolatlarin varligi agisindan arastirmis
ve glukoiberin, glukokaparin, sinigrin, glukokleomin, glukobrasisin ve
glukokapangulin gibi glukozinolatlar1 izole etmislerdir. Fitokimyasal taramadan
elde edilen sonuglar, karbonhidrat, katekol tanen, flavonoid, saponin, doymamis
sterol, alkaloid ve kumarin gibi bazi bilesenlerin ¢alisilan tiim tiirlerde degismez
bir sekilde mevcut oldugunu gostermistir. Ayrica, C. cartilaginea ve C. deserti'den
dort flavonoid izole edilmis ve kaempferol-3-0-rutinosit, kuersetin-3-0-rutinosit,
kuersetin-7-O-rutinosit ~ ve  kuersetin-3-glucoside-7-O-ramnosit  olarak

tanimlanmistir.

Hamed vd. (2007), Misir'da yetisen C. cartilaginea ve C. Deserti'nin izotiyosinat ve
rutin icerigi ile antioksidan aktivitesini TLC-dansitometri analizi ile
belirlemislerdir. C. cartilaginea daha yliksek antioksidan aktiviteye sahipken, C.
cartilaginea’nin rutin icerigi’'nin C. deserti'den ¢ok daha diisiik oldugunu rapor

etmislerdir.



Moghaddasian vd. (2012), tarafindan yapilan bir ¢alismada, C. spinosa
yapraklarinin diger tiirlere gore daha yiiksek flavonoid seviyesine (rutin ve

kuersetin) sahip oldugu saptanmuistir.

Argentieri vd. (2012), daha az ¢alisilmis bir kapari tiirti olan C. spinosa subsp.
rupestris (syn. C. orientalis)’in biyoaktif fitokimyasal igeriklerini arastirmis ve bu
tirtin kimyasal profilini daha o6nce c¢alisilan Capparis sp. tiirleri ile
karsilastirmistir. Hem tohumlarin yag ve glukosinolat kimyasal kompozisyonunu
hem de bitkilerin iist aksaminin flavonoid ve glukosinat igeriklerini rapor

etmislerdir.

C. spinosa subsp. rupestris’in analizinden elde edilen biitiin fitokimyasal veriler
bu tiirtin C. spinosa subsp. spinosa’dan farkl olmasa da ¢ok zengin bir biyoaktif

bilesen kaynaginin bulundugunu géstermistir.

Musallam vd. (2012), C. spinosa’'min 24 farkli populasyonununun cesitli bitki
kisimlarinda ki kantitatif rutin icerigini HPLC metodu ile belirlemislerdir.
Calisilan C. spinosa populasyonlarinin rutin iceriginin bitki kisimlar1 ve
toplandiklar lokalitelere bagh olarak degisiklik gosterdigini belirtmislerdir.
Rutin igerigi yapraklarda %?2.76, cicek tomurcuklarinda %1.80 ve meyvelerde
%0.28 civarinda bulunmustur. Elde edilen veriler hem 1slah islemleri i¢in bitki
genetik kaynaklarinin degerini hem de kiltivasyon ve 1slah islemlerinde yabani
bitkilerin tanimlanmasindan 6nce kimyasal ¢esitliligin bulunmasinin 6nemini

gostermektedir.

Cizelge 2.1. Farkli bitki organlarinda rutin ve kuersetin miktarlarn (Behnaz vd.,

2013)
Bitki kismi Rutin icerigi mg/g Kuersetin icerigi mg/g
Kok 1.02 6.3
Govde 1.95 8.82
Yaprak 25.82 10.4
Cicek 11.7 9.4

Behnaz vd. (2013), C.spinosa’nin farkl kisimlarinda rutin ve kuersetin igeriginin

HPLC metodu ile

simultane tayinini

gerceklestirmislerdir.

Bitki



materyali Iran’dan toplanmis ve bitkiler kék, govde, yaprak ve ¢icek tomurcuklar:
olmak tizere ayr1 ayr1 kurutularak toplam rutin ve kuersetin igerikleri
belirlenmistir. En yuksek rutin (25.82 mg/g) ve kuersetin (10.4 mg/g) bu

calismada da kapari yapraklarinda bulunmustur.

Flavonoidler hidroksillenmis fenolik bilesiklerdir (Tlili vd., 2010) ve flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, izoflavonoidler ve digerleri olarak birka¢ sinifa
ayrilabilir (Nijvelt vd., 2001). C. spinosa’nin flavonoidler a¢isindan zengin oldugu
icin bir¢ok ¢alismaya konu olmustur (Rivera vd., 2003; Tlili vd., 2011; Musallam
vd., 2012; Gull vd., 2015; Nabavi vd., 2016).

Hussain vd. (2017), tarafindan yapilan bir calismada, flavonoidler ve bunlarin
glikozidlerinin, bitkiler aleminde en yaygin bulunan sekonder metabolitler
oldugu belirtilmistir. Rutin ve kuersetin en 6nemli flavonoidler olarak kabul

edilmektedir.

Capparis spinosa yapraklarindan (100g) ekstraksiyon icin Soxhlet yontemi ve
etanol ¢oziici olarak kullanildiginda, 2.728 g rutin, 8.754 g kuersetin ve 0.543 g
gallik asit elde edilmis ve yapraklarin antidiyabetik aktif bilesen acisindan zengin

oldugunu gostermistir.

Flavonoidler hidroksillenmis fenolik bilesiklerdir (Tlili vd., 2010) ve flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, izoflavonoidler ve digerleri olarak birka¢ sinifa

ayrilabilir (Nijvelt vd., 2001).

C. spinosa flavonoidler agisindan zengin oldugu icin bir¢ok calismaya konu
olmustur (Rivera vd. 2003; Tlili vd., 2011a; Musallam vd., 2012; Gull vd,
2015; Nabavi vd., 2016). Rutin ve kuersertin gibi flavonoidler de C. spinosa'da
saptanmistir (Tilli vd., 2010) (Sekil 2.2)

Rutin, yiiksek radikal stipiiriicii ve antioksidan o6zellikleri nedeniyle kilcal
damarlar giiclendirir ve kan damarlarinda trombosit y18inin olusumunu engeller

(Korkmaz ve Kolankaya, 2009). Ek olarak rutin, kardiyovaskular hastalik (CVD)
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risk biyobelirteclerini iyilestirmekle iliskili diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterol seviyesini azaltir (Milde vd., 2004).

Kuersetinin, antihipertansif (Ali vd., 2007) ve anti-trombosit agregasyon

ozellikleri vardir ve CVD riski diisiik kuersetin ile baglantilidir (Gupta vd., 2016).

OH
OH

L,
OO0 o HO\':ITI OH

OH
onon ©°H G4y OH O

. Quercetin
Rutin

Sekil 2.2. Yaygin olarak kullanillan fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 (Zhao vd.,
2014)

2.4. In vitro Sekonder Metabolit Uretimi ve Onemi

Insan niifusunun artmasiyla dogadan alinan kaynaklar hizla tiikenmeye baslamis
ve temel ihtiyaclarin karsilanmasi igin kisa siirede alternatif ve daha verimli
tretim yontemleri gelistirilmistir. Bu liretim yontemlerinden bir tanesi bitki
biyoteknolojisidir. Bitki biyoteknolojisi bitkilerin verim ve kalitesini arttirmak,
bitki verimliligini sinirlayan hastalik, zararli ve stres faktorlerini engellemek,
azaltmak veya ortadan kaldirmak icin molekiiler, hiicre ve doku kiiltiirii temelli

teknolojilerin kullanildigi bir alandir.

Bitki doku kilttirii; aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda (in vitro), hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki
kisimlart = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iirtinlerin iiretilmesidir (Babaoglu

vd., 2001). Bitki doku kiiltiirlerinin esas1 ‘totipotensi’ kavramina dayanmaktadir.

Bitki doku kiiltiirti, ilgili metabolitin ¢evresel faktorlerden bagimsiz olarak

kontrollii sartlarda {retilebilmesi, kiiltliir sartlarinin sekonder metabolit
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uretimini artiracak sekilde optimize edilebilmesi, arz talep dengeleri goz 6niinde
bulundurularak gerektigi zaman, yeterli tiretimin saglanabilmesi ve bdylece
piyasanin diizenli bir sekilde kontrol edilmesi, politik baskilardan uzak daha
serbest bir liretim, hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyalin elde
edilmesi, herhangi bir bitkinin ister tropik ister subtropik kokenli olsun in vitro

kultire alinabilmesi sekilde tiretilebilir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Primer metabolitler, bir bitkinin biliyimesine ve gelismesine dogrudan katilan
bilesiklerdir, sekonder metabolitler ise, diger metabolik yollarda tiretilen, 6nemli
olmasina ragmen, bitkinin isleyisi icin gerekli olmayan bilesiklerdir. Bununla
birlikte, sekonder bitki metabolitler uzun vadede, genellikle savunma amach
olarak faydalidir ve bitkilere renk, koku gibi 6zellikler de kazandirirlar. Sekonder
bitki metabolitleri, bitkinin ¢evre ile karmasik bir denge kurmasina yardimci olur
ve genellikle cevre gereksinimlerine uyacak sekilde adapte eder. Biyosentetik

kokenlerine dayanarak, bitki sekonder metabolitleri ii¢ ana gruba ayrilabilir:

1. Fenolik Maddeler,
2. Terpenoidler ve

3. Azotlu Bilesikler.

Bitki fenolik bilesikleri, hidroksillenmis aromatik halkalar ile karakterize edilen
molektiler yap1 bakimindan ¢esitlidir ve sekonder metabolitler olarak kategorize
edilir (Ayaz vd., 2008). Fenolik asitler, azotlu bilesikler ve terpenler gibi farkl alt

gruplara ayrilabilir.

Doku kiiltiirlerinde bazi durumlarda olusan kalluslarin metabolit igerigi ana
bitkiden daha yiiksek olabilmekte hatta ana bitkide bulunmayan metabolitlerin

olusumu da gozlenebilmektedir.

Coste vd. (2011) yilinda Hypericum hirsutum ve Hypericum maculatum’un siirgiin
kiltirlerinde metabolit birkiminin ana bitkiden daha yiiksek oranda oldugunu

tespit etmislerdir.
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Bitki biyoteknolojisinde kullanilan bir diger yontem olan kallus kiiltiiri; in vitro
cogaltma, hiicre bolinmeleri sonrasinda ortaya ¢ikan somaklonal
varyasyonlardan yararlanma, sekonder metabolitlerin elde edilmesi ve hiicre
kultirlerinin  olusturulmasi gibi amaglarla kullanilmaktadir (William ve

Maheswaran, 1986).

2.5. Kallus Kiiltiirii Nedir?

Kallus dokusu, kontrollii deneysel kosullar altinda cam siselerde yapay besleyici
ortamda aseptik olarak biyiitiilen izole edilmis bitki hiicreleri, dokular1 veya
organlarindan tretilen organize olmayan proliferatif hiicre kiitlesi anlamina

gelir.

Bir eksplanttan kallus olusumu ti¢ asamada gerceklesir:

(a) indiiksiyon asamasi:

Metabolizma uyariir ve hiicreler boliinmeye hazirlanir. Hiicre boyutu

degismeden kalir.

(b) Hiicre boliinmesi asamast:

Hiicreler aktif olarak bollinir ve hiicre boyutu kiigiiliir. Hiicre boliinmesi esas
olarak periklinaldir ve yara kambiyal hiicrelerine yol acan cevreye dogru

gerceklesir.

(c) Farklilasma: Hiicrelerin farklilasmasi, kok veya siirgiin olusumu ile
sonuclanmaktadir. Bu farklilasmanin sonucu bazi hiicrelerde sekonder

metabolitlerin birikiminide artis meydana gelmektedir.

Kallus kilttrd, genellikle in vitro kosullarda ytliksek oksin konsantrasyonlari veya
oksin/ sitokinin kombinasyonunu iceren ortamda indiiklenen farklilastirilmis
bitki hiicrelerinin kultiirtidiir. Eksplantlarda aranan metabolitlerin in vitro
kiltirler olusturmak ve bunlar bilesiklerin ekstraksiyonu icin kullanmak ideal

bir alternatiftir (Siwach ve Gill, 2014).
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2.5.1. Kallus kiiltiiriiniin 6nemi

Tim bitki, kiiltiir ortamindaki besin ve hormonal bilesenlerin manipiilasyonu
yoluyla kallus dokusundan ¢ok sayida yeniden iiretilebilir. Bu fenomen bitki

rejenerasyonu, organogenez veya morfogenez olarak bilinir.

Benzer sekilde, besin ve hormonal bilesenlerin kombinasyonu ile, embriyo
kiimeleri dogrudan kallus dokusunun somatik embriyo, genetik olarak degisken
hiicrelerinden yeniden olusturmak, sekonder metabolitleri elde etmek icin
oldukca kullanish bir yontemdir. Tibbi agidan 6nemli bir bitkiden bir kisim doku,
in vitro kallus kiiltiirti ile, ikincil metabolitlerin veya ilacin tim bitkiyi feda
etmeden dogrudan kallus dokusundan ¢ikarilmasini saglayabilir. Dolayisiyla bu

alternatif teknik, sifal bitkilerin dogada korunmasina yardimci olur.

2.6. Kapari Bitkisinin in vitro Kiiltiir ile Ilgili Calismalar

Elmaghrabi vd. (2017) kapari in vitro kiltiiriinde en yiiksek kallus olusumunu 1.2
mg/l 2,4-D + maltoz ile hazirlanmis Murashige ve Skoog (MS) ortamindan elde
etmislerdir. 2 mg/l BAP iceren MS ortaminin, kallus sirgiin olusumu ve

koklenmesi icin en iyi konsantrasyon oldugunu belirtilmistir.

Khalaf ve Arafeh (2012), C spinosa yapraklarini, kallus olusumu igin farkh
miktarlarda 2, 4-D ile takviye edilmis ortamlarda kiiltiire almis, kallus olusumu
icin en basarili ortamin 0.5 mg / 1 2,4-D iceren MS ortami oldugunu rapor

etmislerdir.

Wang vd. (2007), C. spinosa govde, yaprak ve tohumlarini eksplant olarak
kullandig1 ve 2,4-D, 6-BA ve NAA'nin kallus indiiksiyonu iizerindeki etkisini
belirledigi calismada yapragin kallus indiiksiyonu i¢in en iyi eksplant oldugunu
ve % 37.6 oraninda kalllus olusturdugunu rapor etmistir. Kallus indiiksiyonu ve
alt kiltiir icin optimum hormon kombinasyonunun, 0.5mg /L 2,4-D+ 1.0 mg / L
6-BAve 1.0 mg /L 2,4-D + 1,5 mg/ L 6-BA + 30g/1 sukroz iceren MS ortami olarak

belirtmistir.
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Kumari vd. (2015) ise C. spinosa yaprak segmentlerinin, cesitli BAP ve Kinetin
konsantrasyonlari iceren MS ortaminda kallus olusum oranlarini arastirmis ve
BAP’1n kallusu olusumunda kinetinden daha iyi sonug verdigini gézlemlemistir.
0.1 mg / L NAA + 2.5 mg / L BAP ile desteklenen MS ortaminda en iyi sonug
alinmistir (% 80).

2.7. Strigolakton Hakkinda Bilgi ve Calismalar

Strigolaktonlar (SL’ler) %80 kara bitkilerinin koklerinden sizan ve toprak
arbiiskiiler mikorizal ile simbiyotik bir iliski kuran kiiciik karotenoid tiirevi

bilesik grubudur (Akiyama ve Hayashi, 2006).

Sinyal bilesikleri olan strigolaktonlarin iki ana islevi vardir: Birincisi, bitki
gelisimini kontrol etmek i¢in endojen hormonlar olarak (Umehara vd., 2008) ve
ikincisi, bitkiler ve toprak mikroorganzimalar1 arasindaki simbiyotik
etkilesimleri tesvik etmek icin kok salgilarinin bilesenleri olarak gorev yaparlar
(Akiyama vd., 2005). Diger bitkiler tizerinde parazitik olan baz bitkiler, uygun bir
konakg1 bitkinin koklerine ¢ok yakin olduklarinda tohumlarinin ¢imlenmesini
uyarmak gibi tiglincti bir islev gelistirmislerdir (Cook vd., 1966). Strigolaktonlarin

orijinal kesfine ve adlandirilmasina yol agan bu tigiincii islevdir.

Latincede cadi otu Striga olarak bilinir (Xie vd., 2010) ve Afrika'daki mevsimsel
ciftciler tarafindan adlandirilmistir. Striga tiirleri, ¢ogu tiyesi diger bitkilerde
parazitik olan canavar otu familyasinin (Orobanchaceae) tiyeleridir. Strigolakton
adinin lakton kismi kimyasal yapiy1 ifade eder. Kimyada, bir lakton, ayni
molekiilde bir alkol grubu ve bir karboksilik asit grubunun yogunlasma tirtinii

olan bir siklik esterdir. Aslinda, strigolaktonlarin iki lakton halkas1 vardir.

Dogal olarak olusan strigolaktonlar strigol, orobanchol ve sorgolactone’dur.
Nijmegen-1, GR24 gibi strigolaktonlarin sentetik analoglarn da tretilmistir
(Johnson vd., 1976; Mangnus ve Zwanenburg, 1992; Humphrey ve Beale, 2006).
Tiim dogal strigolaktonlar, temel bir birim olarak trisiklik lakton (A, B ve C
halkalari) ile ortak bir C19 yapisina sahiptir.
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Birkag calisma, strigolaktonlarin, striga ve orobanche dahil parazitik bitkilerde
tohum cimlenmesinin uyaricilari olarak islev goren, koklerde tiretilen ve atilan
sekonder metabolitler oldugunu gostermistir (Xie vd., 2010). Parazitik bitkiler

icin cimlenme uyaricilari olarak bilinirler.

Son zamanlarda, endojen SL’lerin arbiiskiiler mikorizal funguslar i¢in dallanma
faktoru, bitki morfolojisinin diizenlenmesi (tomurcuk biiylimesinin ve siirgiin
dallanmasinin inhibisyonu) ve abiyotik faktorlere cevap gibi ¢esitli yeni biyolojik
ozellikleri kesfedilmistir. Strigol ve orobanchol, olduk¢a aktif dallanma
faktorleridir. Tomurcuk biiylimesinin ve siirgiin dallanmasinin 6nlenmesi tipik
orneklerdir (Gomez vd., 2008; Umehara vd., 2008). Uzun bir siiredir, bitki
hormonlarinin diger iki smifinin, yani oksin ve sitokininlerin, stlrgiin
dallanmasini kontroliinde tuttugu bilinmektedir. Simdi, SL'ler ti¢iinct sinif yeni

bitki hormonlari olarak kabul edilmektedir.

Sitokininler aksiller tomurcuk biiyltimesinin diizenlenmesinde (Dun vd., 2012) ve
karanlikta mezokotil uzamasinin diizenlenmesinde SL'lere antagonist gorev

yaparlar (Hu vd., 2014).

Oksinler sadece SL biyosentezinin ana duzenleyicilerinden biri olarak
gosterilmemektedir (Hayward vd., 2009; Al-Babili ve Bouwmeester, 2015), ayni
zamanda antagonistler olarak da islev gorirler, ciinkii SL'ler oksin taginmasini

artirabilirler (Cheng vd. 2013).

Lopez-Raez vd. (2010), abiyotik strese karsi bitki cevabinin Kkilit
diizenleyicilerinden biri olan absisik asidin SL biyosentezinde rol oynadigini,
ancak oOte yandan SL'lerin absisik asit biyosentezini de etkileyebilecegini
gostermistir (Al-Babili ve Bouwmeester, 2015). Fitohormonlarin yani sira
fosfatin da SL biyosentezini etkiledigi iyi bilinmektedir, bu da fosfat eksikliginin
SL iiretimini arttirdig1 anlamina gelir (Koltai 2015). GR24, stirgiin dallanmasinin
onlenmesi (Dun vd., 2013), internod biliylimesinin uyarilmasi (De Saint vd.,
2013), yaprak yaslanmasinin hizlanmasi (Yamada vd., 2014), kok kil uzamasini
ve birincil koklerin biiylimesini arttirir (Kapulnik vd., 2011). bununla birlikte

aksiller tomurcuklarin biiylimesinin inhibisyonu (Minakuchi vd., 2010), adventif
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ve yan koklerin olusumunun inhibisyonu (Rasmussen vd. 2012, 2013), sap
kalinliginin arttirilmasi ve ikincil biiyiimenin tetiklenmesi (Agusti vd., 2011) ve
diger morfolojik degisikliklerden de sorumludur. Coklu seviyede oksin-SL
etkilesimlerinin dallanma kontrolii icin kritik oldugu bulunmustur (Stirnberg vd.,
2010; Koltai vd. 2015). Bu engelleyici islemlerin molekiiler diizeyde nasil

calistig1 hala bilinmemektedir.

Dogal bir SL'nin yapisi, 6rnegin strigol, sistematik olarak basitlestirilmistir.
Strigoliin A halkas1 aromatik yapilinca, mucidi Gerald Rosebery'den sonra GR24
olarak adlandirilan bir bilesige donitistirken, A halkasinin ¢ikarilmasi1 GR7'yi verir

ve B halkasinin uglarinin kesilmesi de GR5'i verir (Sekil 3.2).

0.0 0.0 0.0
/, § O/ O/ O/
OH “—0 “—0 *—Q0 “ —~Q
GR7 GR5

(+)-Strigol GR24

Sekil 2.3. Dogal Strigolaktonlarin yapisi (Zwanenburg vd., 2016)

Kotze (2010), 2: 2 mg / L 2,4-D: kinetin (C1) ve 0.5: 0.05 mg / L 2,4-D: kinetin
(C2) 0,1uM GR24 ile desteklenen ortam olmak iizere iki farkli hormon
kombinasyonunu iceren MS ortaminda 5 mg ve 50 mg kallus kiitleleri
biiylitmiislerdir. Ortalama biiylime artisi C2 hormon kombinasyonunda C1
kombinasyonuna kiyasla daha ytliksek olmustur. Bu nedenle, bu sistemde, daha
once diisik hormon konsantrasyonlarinda yetistirilen ve daha sonra GR24 ve
duman suyu ile muamele edilen kallus, yliksek hormon konsantrasyonlarinda
yetistirilen kallustan daha fazla biyokiitle liretmis, bu da uygulanan hormon

oraninin kallusun GR24'e yanitini etkiledigini gostermektedir.

2,4-D ve GR24 ile gosterilen pozitif bliyiime uyaric etkisi sasirtic1 degildir, ¢linki
cesitli bulgular oksinler ve strigolaktonlar arasinda sinerjik bir iliski oldugunu
distindiirmektedir (Brewer vd., 2009; Agusti vd., 2011; Ferguson ve Beveridge,
2009; Hayward vd., 2009).
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Oksin varlig, sitokinin olmaksizin, GR24 ile kallusta biyokiitle artisi i¢in yeterli
olmasina ragmen, oksin konsantrasyonu bu maddelerin kallus biiytimesi
uizerindeki rollerini etkilemistir. Kinetinin tek basina kallus biiylimesi i¢in yeterli

olmadig1 ve strigolaktonun bliyiimeyi tesvik edici etkileri oldugu ortaya ¢ikmistir.

Strigolakton ve sitokininlerin siirgiin dallanma kontrolii iizerinde antagonistik
olarak hareket ettigi géz dniinde bulunduruldugunda, bu sonug sasirtici degildir.
Bu iki bilesik sinifi da kokte degil, ayn1 zamanda siirgiinde lokal olarak ta tiretilir
ve ksilem icinde akropetal olarak tasinir. Bununla birlikte, sitokinin tomurcuk
biiylimesini tesvik etmek icin akropetal olarak hareket ederken, strigolaktonlar
tomurcuk biiylimesini engellemek icin akropetal olarak hareket eder (Cline,
1991; Foo vd., 2005; Gomez vd., 2008; Umehara vd., 2008). Bu nedenle, gézlenen
biiylimedeki azalma, oksin, oksin olmadan sitokinin ve strigolaktonlarin

varliginda bu antagonistik etkilere baglanabilir.

Grobbelaar vd. (2014), oksin ve strigolaktonun (GR24 ve Nijmegen-1 (0.1uM) S.
frutescens nodal eksplantlarinin biiytimesi tlizerindeki etkisini incelemistir.
Strigolaktonlarin eksplant biiyiimesi tlizerinde genelikle minimal bir etki
gosterdigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Nijmegen-1 ve NAA
kombinasyonunun, metabolit tliretimi i¢in elverisli oldugu kanitlanmis ve

NAA’nin metabolit icerigi tizerindeki olumlu etkilerini gosterilmistir.

2.8. In vitro Kiiltiirde Elisitor ve Prekiirsorlerin Sekonder Metabolit
Uretiminde Etkisi

Hiicre kiiltiirlerinin verimliligini artirmak ic¢in kultir sartlar1 genellikle
prekiirsorler ve elisitorler kullanilarak optimize edilmektedir (Vardapetyan vd.,
2006). Uretilmesi istenen bir metabolitin biyosentez mekanizmasi biliniyorsa ve
bu metabolik yolda yer alan baslangi¢c maddesi ve/veya ara iiriinler saptanmis ise
kiltirler bu maddelerle beslenerek enzimatik yollarla uyarilabilir; boylelikle
hedef metabolitin liretimi artirilabilir; bu maddelere prekiirsorler (onciiller)

denir (Sokmen ve Giirel, 2001).
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Elisitor ad1 verilen biyotik veya abiyotik faktorler sekonder metabolitlerin
sentezini tetiklemekten sorumludur. Elisitérler mikrobiyal, fiziksel veya
kimyasal stres faktorlerinin sekonder metabolizmada artisa yol agmasi ve bu
metabolitlerin liretiminde bir strateji olarak kullanilmasidir (Mulabagal ve Tsay,

2004).

Bitki sekonder metabolitleri cogunlukla bitkileri ¢evresel stres faktorlerinden
korumak icin sentezlenmekte olup bitki hiicre kiltiirlerine ozmotik sok, agir
metal iyonlarinin ilave edilmesi, inorganik tuzlar, mikrobiyal homojenat veya UV
radyasyonu gibi stres faktorlerinin uygulanmasi bazi sekonder metabolitlerin

birikimini arttirmaktadir (Verpoorte vd., 2002).

Bitkilerden istenen sekonder metabolitleri elde etmek icin kullanilan
yontemlerden ortam, sicaklik, pH, 1sik ve oksijen temini gibi kosullarin

optimizasyonudur (Misawa, 1994).

Karatas vd. (2014), siyah havug (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.)
bitkisinden olusturulan Kkallus Kkiiltiirinde antosiyanin iiretimine bazi
uygulamalarin etkisini incelemislerdir. Kalluslarin antosiyanin iiretimini
artirmak i¢in farkli konsantrasyonlarda riboflavin ile degisik stirelerde kisa dalga
boylu ultraviyole radyasyonu elisitor olarak kullanmislardir. Yapilan analizler
neticesinde kalluslara uygulanan riboflavin veya UV-C’'nin antosiyanin sentezini
giiclii bir sekilde artirsa da hiicre biiylimesini 6nemli 6l¢iide yavaslatmistir. En
ylksek antosiyanin icerigi 4 mg/I riboflavin (1,18 mg/g TA) ve 15 dakika UV-C
(1,02 mg/g TA) uygulanan kalluslardan elde edilmis ve sonuglar kontrolle
kiyaslandiginda sirasiyla 2,51 ve 2,17 kat fazla oldugu belirlenmistir.

Kapari bitkisi (Capparis spinosa L.) insan beslenmesinde anahtar rol oynayan iyi
bir rutin kaynagidir. Kianersi vd., (2020) farkl salisilik asit (SA) ve metil jasmonat
(MeJA) konsantrasyonlarinin anter kaynaklh kalluslarin agirligi ve yeni meyve
verme asamasindaki kapari yapraklarin tizerindeki etkisi lizerinde calisti ve
ayrica kapari bitkilerindeki rutin iceriklerini degerlendirmistir. Bu ¢alismanin ilk
deneyde, en yliksek rutin icerikleri, 2 haftalik tedavilerden sonra 10 uM MeJA ve

100 mg L-1 SA ile muamele edilen anter tirevli kalluslarda gézlenmis, bu
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kontrollerden 2.44 ve 2.22 kat daha ylksek bulunmustur. Ayrica, kapari
bitkisinin 150 uM MeJA ve 100 mg/L SA ile muamele edilmesi, ikinci deneyde yeni
meyve verme asamasinda yapraklarin rutin igeriginde daha ytksek bir artisa

neden olmustur (sirasiyla 61.46 ve 9.99 mg/g DW (Kuru agirhik) .

Capparis spinosa, 2 mg/L 2,4-dikloro-fenoksiasetik asit (2,4-D) kullanilarak
kallus olusumu basarilh bir sgsekilde tesvik edilmistir. Toprak tsti
eksplantlarindan dogrudan organogenez, tiadiazuron (TDZ) hormonu
kullanilarak biiyiik bir basari géstermistir. MS biiylime ortamda, 2 mg/L Kinetin
(Kin.) ve 0.4 mg/L 1-Naftalen asetik asit (NAA) kullanimi, sirasiyla maksimum
sayida in vitro siirgiin ¢ogalmasi ve adventif kok olusumuyla sonug¢lanmistir. 6-
benzil aminopurin (BAP) ile 6nceden muamele edilmis bitkilerde metil jasmonat
(200 uM/L) ile elisitasyondan sonra, flavonoid iceriginde yabani bitkilerde
tahmin edilenden iki kat artis goriilmiistiir. Ote yandan, 200 pM/L metil
jasmonat, kinetin 6n islem gormiis bitkilerde flavonoid konsantrasyonunu 1.5 kat

artirmistir (Goda vd., 2017).

Baenas vd., (2016) daha once c¢alisilan elisitorlar olan fitohormonlar metil
jasmonat (25 pM), jasmonik asit (150 pM) ve salisilik asit (100 uM),
oligosakkaritler glikoz (277 mM) ve siikroz (146 mM), amino asit DL-metiyonin
(5 mM) etkisinin 8 giin boyunca filizlenen Brassica oleraceae (brokoli), Brassica
napus (rutabaga lahana), Brassica rapa (salgam) ve Raphanus sativus (Cin giil
turpu ve kirmiz1 turp) gibi yiiksek glukozinolatlar temsili tiirlerin tizerindeki
etkisini ortaya koymustur. Sonug¢lara gore fitohormonlar metil jasmonat ve
jasmonik asit ile sekerlerin, filizlerin toplam glukozinolat igerigini, o6zellikle
glukorafanini (Me]A ile muamele edilmis brokoli filizlerinde 183’ten - 294 mg -
100 g'’e), glukorafenin (Me]A ile muamele edilmis Cin giil turpunda ve kirmizi
turpta sirasiyla 33'ten 124 mg - 100 g1 ve 167‘ten 227 mg - 100 g'e ) ve
glukobrasisin (ve Me]A ile muamele edilmis salgam ve rutabaga filizlerinde
sirasiyla 23,4’ten 91,0 mg - 100 g-1 ‘e ve 29.6'ten 186 mg - 100 g'’e) artirarak

etkili elisitor olarak davranmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada materyal olarak kapari fideleri (Capparis spinosa L.) kullanilmis
olup, calisma 2020-2021 yillar1 arasinda Siileyman Demirel Universitesi Biyoloji
Bolimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarr’'nda ytriitiilmustir. Kapari fideleri

yerel fidancilardan temin edilmistir.

3.1.2. D6nor bitkilerin yetistirilmesi

Calisma materyalimiz olan kapari tiirtin 6zelligine uygun olarak Nisan-Haziran
aylar1 arasinda yetistirilmistir. Toprak laboratuvarin hazirlik odasinda, 1/3 kum-
torf olacak sekilde karistirilarak hazirlanmistir. Fideler her bir saksiya 2 adet
olacak sekilde konulmus ve yaklasik 10 cm derinlige dikilmistir. Ilk dikim sonrasi
her bir saksiya 750 ml sebeke suyu verilmis, saksilarin tahliye kanallar1 6zenle
acik tutularak fazla suyun saksidan disar1 ¢ikmasi saglanmistir. Diizenli olarak
her li¢ giinde bir olacak sekilde 300 ml su verilmistir. Fidelerin dikiminden
itibaren bitkiler, 16 saat/giindiiz 8 saat/gece fotoperiyodu diizeninde, 135 pmol
m~2 s PAR 151k yogunlugu, 23-25°C sicaklik ve % 51-54 nem orani (Peak Tech
3695 ile oOlglilmiistiir) kosullari altinda ortalama 3 ay boyunca bitki biliyiime

kabininde yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dondr bitkilerin yetistirilmesi a)Y apraksiz fotograflanmais fideler b) Yaprak
olusumu sonrasi fotograflanmis fideler
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3.2. Metot
3.2.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Kiiltiir icin Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen MS ortamui (Cizelge
3.1) kullanilmistir. Besiyerini hazirlamak icin icerisinde 800 ml steril saf su
bulunan 1 litrelik cam erlenmayer icerisine hazir MS (Sigma - M9274) ortami
konmus ve icerisine manyetik balik atilarak manyetik karistiricida igerigin
erimesi saglanmistir. Daha sonra 1.0 mg/ml'lik NAA (naftalen asetik asit)
soliisyonundan 2.0 ml ve BAP (6-Benzil amino purin) soliisyonundan 1.0 ml
alinarak ortam icerigine eklenmistir. Strigolakton (GR24) % 0.0001 aseton ile
cozdiriltiikten sonra hacim distile su ile 1000 ml olacak sekilde tamamlanmistir.
Boylece son hacimde 1.0 mg/ml’'lik GR24 stok soliisyonu hazirlanmistir. Bu
soliisyondan 0.1 ml ve 0.2 ml GR24 alinarak ortam igerigine eklenmistir. Dort
farkli uygulama i¢in dort farklhi hormon kombinasyonu iceren ortamlar
hazirlanmistir. Hacim distile su ile ortalama 1000 ml olacak sekilde
tamamlandiktan sonra her ortamin pH’1 1N NaOH, 0.1 N NaOH, 1 M HCl ve 0.1 M
HCIl yardimui ile 5.8’e ayarlanmistir (Sekil 3.2.a).

Cizelge 3.1. MS Ortamu igerigi

Bilesik Konsantrasyon (mg/l)
Makro Elementler (MS,1962)
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2.2H20 440
Mikro Elementler (MS,1962)
MnS04.4H20 22.3
ZnS04.7H0 8.6
H3BOs 6.2
Kl 0.83
Na:M004.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.8
Na2EDTA 2H20 373
Vitaminler (MS,1962)
Myo-inositol 100
Pyridoxine-HCI 0.5
Nikotinik Asit 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Amino asitler (MS,1962)
Glisin 2.0
Diger (MS,1962)
Ph 5.8
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Erlenmayerdeki karisimin icerisine 2 g agar eklenip karisim homojen hale geldigi
zaman agz1 pamuk ve alliminyum folyo ile kapatilarak otoklavda 121°C’de, 1.0
atm basingta steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda ortam steril kabin
icerisinde tek kullanimlik 9 cm ¢apl steril petri kutularina ortalama 20’ser ml

olacak sekilde (Sekil 3.2.b) dokiilmiistiir.

NAA, BAP ve sentetik bir strigolakton olan GR24 regiilatorlerinin kallus
olusumuna etkisini degerlendirmek iizere asagida belirtilen miktar ve
kombinasyonlarda kultir ortamlar1 hazirlanmistir. Daha 6nce Kkapari ile ilgi
yapilan ¢alismalarda NAA ve BAP oraninin cesitli kallus miktari tizerinde 6nemli
etkileri oldugunu belirtilmistir (Kumari vd., 2015). Bu sebeple 2 NAA 1 BAP

kontrol grubu olarak kabul edilmistir.

1. Uygulama- NAA (2 mg/1) + BAP (1 mg/1) (Kontrol)

2. Uygulama- NAA (2 mg/1) + BAP (1 mg/1) + GR24 (0.1 uM)

3. Uygulama- NAA (2 mg/1) + BAP (1 mg/1) + GR24 (0.2 uM)

4. Uygulama- GR24 (0.2 uM)

Bu oranlar asagidaki formiile gére hesaplanarak eklenmistir.

y_ M g 1000
_ — - — X
W= 1000 "m, " v

(3.1)

Formiilde yer alan; pM, mikromolari; M,molar; g, grami; ma, molekiil agirhgini; v,

hacmi temsil etmektedir.
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a)

Sekil 3.2. Kiiltiir ortami1 hazirliklar: a) Ortam olusturulmasi i¢in gerekli malzemelerin
o6n hazirhigi b) Ortam olusturulduktan sonra steril kabinde petrilere
dokiilerek katilagsmasinin saglanmasi.

Calismanin daha sonraki asamalar1 aseptik kosullarda yapilmistir.

Besiyerleri katilastiktan sonra etrafi parafilm ile sarilarak aluminyum folyo ile
kapatilmis ve buzdolabinda +49C’de yaklasik 4 giin kontaminasyon varligini

tespit etmek icin bekletilmistir.

3.2.2. Eksplant sterilizasyonu

Kapari bitkisinden 1,5 ile 2,5 cm arasinda olan geng yapraklar tespit edilmistir.
Tespit islemi sonrasinda bu yapraklar sap kismindan kesilerek temiz bir behere
alinmistir. Behere alinan yapraklar sebeke suyu ile lizerindeki topraklardan
arindirilana kadar yikandiktan sonra yapraklar ytizey sterilizasyonu igin steril
kabin icerisine alinmistir. Steril kabinde, yapraklar %70°lik etanolde 10 dakika
kadar ¢alkalanmistir. Yapraklar, etanolden stiziildiikten sonra steril saf su ile 3-4
defa durulanarak etanolden arindirilmistir. Yapraklarin tzerine 1-2 damla
Tween-20 ile birlikte %1’lik ticari ¢camasir suyu sodyum hipoklorid (NaOCl)
eklenerek 10 dakika siireyle calkalanmistir. Sonrasinda steril saf su ile 3-4 defa
durulanmistir (Sekil 3.3). Ortalama 20 dakika siiren yiizey sterilizasyon islemi
tamamlandiktan sonra hazirlamis oldugumuz MS besin iceren petri kaplarina

eksplantlar ekilmis ve iizerine tarih yazilarak inkiibatére alinmistir.
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Sekil 3.3. Eksplant sterilizasyonu

3.2.3. Yaprak ayasi eksplantlarinin kiiltiire alinmasi

Ylzey sterilizasyonundan sonra bitki yaprak eksplantlarinin 6nceden hazirlanan
kati besiyeri ortamlarina ekimi gergeklestirilmistir. Eksplantin ne
kontaminasyon olusturacak kadar biiyiik ne de doniisiim yetenegini kaybedecek
kadar kiiciik olmamasi gerektiginden steril bistiiri yardimu ile kesilen 0,5 - 1 cm
arasi yaprak parcalarinin pinset ile besiyeri ortamlarina ekimi yapilmistir. Bir

petriye ortalama 10-15 arasi eksplant ekimi yapilmistir.

Ekim islemi sonunda petri kutularinin kapaklar1 kapatilarak, kontaminasyonu

engellemek icin etrafi siki bir sekilde parafilm bant ile kapatilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kiiltiire alinan yaprak eksplantlari

Petriler bu islemin ardindan 22°C’ye ayarlanmis inkiibatorde kiiltiire alinmistir.
Ortalama 4-5 hafta sonra kallus olusumu gozlenmistir (Sekil 3.5 ). Olusan

kalluslar 1 ay sonrasinda alt kiiltiire alinmistir.

E——

Sekil 3.5. Ekim yapilan petrilerdeki kallus olusumlari a) 2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP b)
2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP + 0.1 uM GR24 c) 2mg/l NAA + 1 ml BAP +
0.2 uM GR24 d) 0.2 uM GR24
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3.2.4. Kalluslarin alt kiiltiire alinmasi

Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin alt kiiltiirii yine ayni icerige sahip

MS ortamlarinda yapilmistir.

4 hafta sonra, eksplantlar 10 giin boyunca 2 mg /| NAA 1 mg /11 BAP ve 30g %
99 L-ramnoz ortaminda alt kiiltiire alinmigtir. Alt kiiltiire alinan kalluslar yeterli
biiytiklige ulastigi zaman saklanmak tizere, her birinin agirhgr tartilarak
eppendorf tiiplerine alinmistir (Sekil 3.6). Eppendorf tiipleri daha sonra fenolik

bilesiklerin kimyasal birikiminin incelenmesine kadar -18°C’de saklanmuistir.

Sekil 3.6. Saklamak tizere kalluslarin tiiplere alinmasi

Fenolik ve aromatik madde analizleri Siileyman Demirel Universitesi Yenilik¢i
Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir. Fenolik madde

analizi HPLC, aromatik madde analizi GC-MS cihazlari ile yapilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihazi ile ilgili 6zellikler

Kullanilan Cihaz Shimadzu HPLC Cihazi
Dedektor DAD dedektor (Amax=278nm)
Auto sampler SIL-10AD vp
System controller SCL-10Avp
Pump LC-10ADvp
Degasser DGU- 14A
Column oven CTO-10Avp
Kolon Agilent Eclipse XDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron
Mobil faz A: %3 asetik asit, B: Metanol
Akis Hizi 0.8 mL / dakika
Kolon sicaklig 30°C
Enjeksiyon hacmi 20 mikrolitre
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Cizelge 3.3. GC-MS analizinde kullanilan SPME ile ilgili 6zellikler

Kullanilan Cihaz Shimadzu GC 2010 PLUS GC/MS
Dedektér 250°C
Enjeksiyon Blogu 250°C
Akis Hizi(ml/dakika) 1,61
Dedektor 70 Ev
Iyonlastirma Tiirii El
Kullanilan Gaz Helyum

Kullanilan Kolon

Restek Rx-5Sil MS 30 m * 0.25 mm, 0.25 um

Sicaklik Programi

40°C de 2 dakika bekledikten sonra 250°C’e dakikada 4 °C’lik
artisla ulastyor. 230°C°de 5 dakika bekliyor.

Kullanilan Kiitiiphaneler

Wiley, Nist, Tutor

SPME sartlar1

Fused silica SPME fiber CAR/PDMS 60°C de 30 dakika.

LRI degerleri

C7-C30 Alkan standardindan yararlanilarak hesaplanmigtir.

3.3. istatistiksel Analiz

Denemelerde Tesadiif Parselleri Deneme Deseni kullanilmis olup, denemeler en

az 3 tekrarli olarak yapilmistir. Tekrarlarda her uygulama igin, kiiltiir ortamina

konulan eksplant sayilar1 kaydedilmis, meydana gelen kallus miktar1 her

uygulama icin ayr1 ayri sayilmis ve elde edilen kallus sayisinin eksplant sayisina

orani ile % deger bulunmustur. Kallus olusum siklig1 asagidaki formiile gore

hesaplanmistir.

Kallus olusum sikhig1 (%)= [(Kallus sayis1) + (Toplam eksplant sayisi)] x 100.

(3.2)

Elde edilen verilerin varyans analizi icin SPSS 23.0 paket programinin Oneway-

ANOVA, ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in ise Duncan Coklu Karsilastirma Testi

kullanilmistir.

26



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Farkli GR24 Uygulamalarinin Kapari Kallus Olusumuna Etkisi

Calismamizda toplam 393 eksplant kullanilmis ve 6-7 hafta icerisinde 185 (%
47.07) kallus olusumu gerceklesmistir. Besin ortamina 2 mg/I NAA + 1mg/l BAP+
0, 0,1, 0,2 ve tek 0,2 uM konsantrasyonlarda GR24 eklenmek suretiyle dort farkl
uygulama yapilmistir. NAA ve BAP ile kullanilan 0,2 pM ve tek 0,2 uM GR24
uygulamalarinin, 2mg/l NAA +1mg/l BAP + 0,1 uM GR24 iceren MS ortamui ile
kiyasladiginda, kallus olusum sikligin1 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur. En
yuksek kallus olusum ytizdeleri 2 mg/l NAA+1mg/l BAP+ 0,1 uM GR24
uygulamasinda % 60.32 (Sekil 4.1b), ardindan kontrol grubunda yani 2mg/I
NAA+1mg/l BAP uygulamasinda %58.62 (Sekil 4.1 a) , 2Zmg/l NAA+1mg/1 BAP+
0,2 uM GR24’te % 25.39 (Sekil 4.1c) ve tek 0,2 uM GR24’te % 22.8 (Sekil 4.1d)
oraninda elde edilmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Cesitli GR24 konsantrasyonlarinin kapari kallus olusumuna etkisi

Ortamlar Toplam |Kallus sayisi| Gelismemis | Kalluslasma
Eksplant Eksplant s1klig1(%)
Sayisi Sayisi

2mg/LNAA +1 mg/l BAP (kontrol) 147 80 67 58,62
2mg/LNAA +1 mg/l BAP + 0,1 uM 126 76 50 60,32
GR24

2mg/LNAA +1 mg/l BAP + 0,2 uM 63 16 47 25,4
GR24

0,2 uM GR24 57 13 44 22,8
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Sekil 4.1. Alt kiiltiiriinden sonra kallus olusumlart a) 2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP b) 2
mg/l NAA + 1 mg/l BAP + 0.1 uM GR24 ¢) 2mg/l NAA + 1 ml BAP + 0.2
uM GR24 d) 0.2 uM GR24

80 58,6 60,3

g 60

=

g 40 25,4 22,8
«

g

8 20

172}

=

N 0

Kontrol 2NAA + IBAP 2NAA +IBAP 0.2uM GR24
+ 0.1uM + 0.2uM
GR24 GR24

Sekil 4.2. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari yaprak eksplantlarindan elde
edilen toplam kalluslarin olusum ortalamalari

4.2. Farkli GR24 Uygulamalarinin Kapari Kallus Taze Agirhigina Etkisi

Farkli hormon uygulamalarinin biiyiime iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
kallus taze agirhigi, kalluslarin in vitro kiltiirti tamamlandiktan sonra hassas

terazide tartilmasiyla belirlenmistir. Kalluslar daha sonra 10 giin boyunca 2 mg/
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1+1mg/1BAP + 30g / |l ramnoz sekeri iceren ortamda alt kiiltiire alinmistir. 2
mg / LNAAve 1 mg /L BAP + 0,1 uM GR24 ile desteklenmis MS ortamy, diger ti¢
ortama kiyasla kallus biiytimesi ve dolayisiyla yiiksek taze agirlik i¢in en uygun
ortam olmustur (120.8 mg). Cizelge 4.2’de elde edilen kapari kallus taze
agirhiklarnt gosterilmistir. Ayrica kallus taze agirhginin 0.2 pM GR24

uygulamasinda 6nemli sekilde diistiigii belirlenmistir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.2. Cesitli GR24 konsantrasyonlarinin kapari kallus taze agirligina etkisi

Ortamlar Agirlik Ortalamasi (mg)
2mg/L NAA + 1mg/L BAP (Kontrol) 1202
2mg/L NAA + Img/LBAP+ 0,1 uM GR24 120,87
2mg/L NAA + 1mg/LBAP+ 0,2 uM GR24 11892
0,2 uM GR24 47,8°
140
120 120,8 113.9
120
100
280
T 80
b0
<
w
= 60
(T
¥ 47,8
40
20
0
2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP+ 2 NAA +1 0,2uM GR24

0,1pM GR24 BAP+0,2uM GR24

Sekil 4.3. Farkl1 GR24 konsantrasyonlarinda kapari yaprak eksplantlarindan elde
edilen taze agirlik ortalamalari

4.3. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiiriinde Toplam Fenolik Madde Uzerine
Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki GR24’iin toplam fenolik madde miktarimi gesitli
oranlarda etkiledigi tespit edilmis olup (p<0.05), elde edilen bulgular Cizelge ve

Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Cesitli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarindan tespit
edilen fenolik madde miktarlar: (pg/g).

Numune Tok((x)f-erol Klm:;]i(temk Kafeik asit| Rutin |Kuersetin | Kamferol TOpl;;::::Ohk
2NAA + 1BAP 0,222 26,1° * 12,9° 5,1° 4,6" 48,92 °
2NAA + 1BAP + 0,1 uM GR24| 0,09" 46,4 ° * 16,92 54" 4,3 72,79°
2NAA + 1BAP + 0,2 uM GR24 0,06° 16,2 * 6,6 51° 48 33,06
0,2 uM GR24 0,09° 374" * 2,1° * 3,3° 42,89

*: tespit edilemedi.
**. Her slitunda ayr1 harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar énemlidir (p<0.05)

Toplam Fenolik Madde

72,79

42,B3
45,32

33,06

ZN& A+ 1BAP ZNAA+1BAP+D, 1uh 2N A8+ 1BA P+0, 2 LM 0.ZuMGRZA

GRZ4 GR24

Sekil 4.4. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari yaprak kalluslarinda tespit edilen
toplam fenolik madde miktarlari.

Toplam fenolik madde miktari en yliksek 2 mg/l NAA+1 mg/1 BAP + 0,1 uM GR24
uygulamasinda saptanmis olup 72,79 pg/g olarak bulunmustur. Kontrol grubuna
kiyasla bu uygulamada toplam fenolik madde artis1 miktar1 %48.8.artis

gostermistir.

Cizelge 4.3'te goriuldugi gibi en yiiksek a-tokoferol kontrol grubunda
bulunurken, GR24 uygulamalari ile a-tokoferol miktar1 diismiistiir. En yiiksek
fenolik bilesik ise klorojenik asit olarak 46,4 pg/gile 2mg/1 NAA +1 mg/1 BAP +
0,1 uM GR24 ortamda elde edilmistir.

Yapilan hormon uygulamalarinin C. spinosa kalluslarinda a-tokoferol, klorojenik
asit, kafeik asit, rutin, kuersetin ve kamferol fenoliklerinin miktar1 lizerine
etkileri tespit edilmistir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.3). Bu bilesiklerden kafeik asit
kalluslarda tespit edilemezken; diger bilesiklerin birikiminin yapilan

uygulamalarla 6nemli derecede degistigi tespit edilmistir (p<0.05).
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4.4. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiiriinde a-Tokoferol Miktar1 Uzerine Etkisi

Tespit edilen 6nemli fenoliklerden biri olan a-tokoferoliin, yapilan istatistiksel
analizler sonucunda kalluslardaki birikiminin farkli GR24 uygulamalarina gore
onemli derecede degistigi tespit edilmistir (p<0.05). Arastirma sonuglar1 Sekil

4.5'te sunulmustur.

0,2
0,15

0,1

a- Tokoferol Miktari

0,06 0,09
0,09

0,05

2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP+ 2 NAA +1 0,2uM GR24
0,1pM GR24 BAP+0,2uM GR24

Sekil 4.5. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen o-
tokoferol miktarlar

En yliksek a-tokoferol miktari kontrol grubunda (2NAA + 1BAP) 0,22ug/g olarak
bulunmustur. GR24 uygulamalan ile a-tokoferol miktar1 %59,09 ve %72.72

oranlarinda diisiis gostermistir.

4.5. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiirii Klorojenik Asit Miktar1 Uzerine Etkisi

En ytlksek klorojenik asit miktar1 2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP + 0,1 uM GR24
uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla ytlikselerek 46,4 pg/g’a ¢cikmis ve analiz
edilen fenolikler arasinda en yiiksek miktara sahip fenolik olarak dikkat
cekmistir. Sekil 4.6’te gorildigi gibi 2 mg/1 NAA + 1 mg/1 BAP + 0,1 uM GR24 ve
0,2 pM GR24, uygulamalar ile bu fenoligin miktar1 kontrol grubuna kiyasla

sirasiyla % 43.75 ve % 30.2 oraninda diismuistiir.
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30

25

20

15

Klorojenik Asit Miktari

10

46,4

37,4

26,1

16,2

2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP+ 2 NAA +1 0,2uM GR24
0,1uM GR24 BAP+0,2uM GR24

-l

Sekil 4.6. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen

klorojenik asit miktarlar

4.6. GR24'iin Kapari Kallus Kiiltiirii Kaffeik Asit Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrol grubu dahil hi¢bir uygulamada kalluslarda kaffeik asit tespit

edilmemistir.

4.7. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiirii Rutin Miktar1 Uzerine Etkisi

Rutin miktari; kontrol grubunda 12,9 pg/g, GR24 uygulamalarinda ise sirasiyla

16,9 pg/g, 6,6 ng/g ve 2,1 ng/g olarak saptanmistir (Cizelge 4.3).
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18
16,9
16

14
12,9
12

10

6,6

Rutin Miktan

2,1

2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP+ 2 NAA +1 0,2uM GR24
0,1pM GR24 BAP+0,2uM GR24

Sekil 4.7. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen rutin
miktarlari.

2 mg/I NAA + 1 mg/1 BAP + 0,1 uM GR24 uygulamasi kalluslarinda rutin miktari,
kontrol grubununa kiyasla %23,67 oraninda artmistir (Sekil 4.7). Daha yiiksek
GR24 konsantrasyonuna sahip diger uygulamalarda ise bu miktar kontrol
grubuna gore sirasiyla % 60,95 ve % 87,57 oraninda azalmistir (p<0.05) (Cizelge
4.3).

4.8. GR24'iin Kapari Kallus Kiiltiirii Kuersetin Miktar1 Uzerine Etkisi

Kalluslardaki kuersetin miktar: i¢in yapilan analizler sonucunda bu fenoligin
miktar1 0,2 uM GR24 uygulamasi hari¢ diger tiim uygulamalarda hemen hemen
ayni miktarda bulunmustur (5,1-5,4 pg/g) (Sekil 4.8). Bu degisim istatistiki

olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.3).
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5,1 - 5,1
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-
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2
£ 3
-
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4
S
z 2

1

0
0
2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP + 2 NAA +1 BAP+ 0,2pM GR24
0,1uM GR24 0,2pM GR24

Sekil 4.8. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen
kuersetin miktarlari.

4.9. GR24'’iin Kapari Kallus Kiiltiirii Kamferol Miktar1 Uzerine Etkisi

Kapari kalluslar1 kamferol miktarinin GR24 uygulamalari ile degisimi istatistiki
olarak 6nemli bulunmamistir. Uygulamalarda kamferol miktarinin 4,8 ile 3,3

ug/g arasinda degistigi saptanmistir (Sekil 4.9).

6
4,8
5
4,6 = 4,3
5 4
-
=%
b 3,3
S 3
.
Q
£
82
1
0
2 NAA+1BAP 2 NAA+1 BAP + 2 NAA +1 BAP+ 0,2uM GR24
0,1uM GR24 0,2uM GR24

Sekil 4.9. Farkli GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen
Kamferol miktarlari.
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4.10. GR24’iin Kapari Kallus Kiiltiiriinde Toplam Aromatik Madde Uzerine
Etkisi

Kapari yaprak eksplantlarindan elde edilen ve cesitli GR24 uygulamalari sonucu
elde edilen kalluslarin aromatik madde igerikleri genel olarak aldehitler, alkoller,
ketonlar, hidrokarbonlar ile tiirevleri ve digerleri olmak tlizere alti grup altinda
incelenmistir. Tespit edilen tim bilesiklerin listesi ve her bir GR24
uygulamasindaki nispi oranlar1 Cizelge 4.4'te sunulmustur. Her bir aromatigin
nispi icerigi, %100 olarak tanimlanmis, 66 bilesigin toplamina esdeger olmasi

temelinde hesaplanarak nispi yiizde olarak ifade edilmistir.

0,2 pM GR24 uygulamasi toplam aldehit miktarini %6,09°dan %7,90’a
ylkseltmistir. Bu artis istastiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05). Aldehit
grubunda tespit edilen bazi maddelerin miktarlar1 da GR24 uygulamalar ile
o6nemli derecede degisim gostermistir. Bunlar sorbaldehyde (kontrol 0 ve 0,2 uM
GR24 %0,52) ve Hexanal (kontrolde %3,8, 2NAA+1BAP+0,1 uM GR24’'de %1,2,
2NAA+1BAP+ 0,2 uM GR24’de %3,17 ve 0,2 uM GR24’de %1,48) saptanmistir
(p<0.05) (Cizelge 4.4).

Analizde alkol miktar1 2ZNAA+1BAP+ 0,1 uM GR24 uygulamasinda %68.59 ile en
disiik seviyede saptanirken, diger uygulamalarda bu miktarin 6nemli derecede
arttigl bulunmustur. (%85.13-%90.53 arasi) (p<0.05). Bununla birlikte diger ti¢
uygulamada istatiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Analizde miktar
degisimleri 6nemli bulunan bilesenler; etil alkol kontrol’de %2,53 2ZNAA+1BAP+
0,1 uM GR24 uygulamasinda yaklasik 3 kat azalisla %0,83, 2NAA+1BAP+ 0,2 uM
GR24 uygulamasinda yar1 yariya diiserek %1,10 ve 0,2 uM GR24’te %1,94 olarak
hesaplanmigtir. Istatistiki anlamda o6nemli olan diger madde ise methyl
isothiocyanate (kontrolde %83,58 ve 0,2 uM GR24’te %87,58) olarak

bulunmustur.

Calismada kapari bitkisinde bulunan toplam keton miktar1 kontrol grubunda
%1,3 olarak tespit edilirken, ZNAA+1BAP+ 0,1 uM GR24, 2NAA+1BAP+ 0,2 uM
GR24 ve 0,2 pM GR24 uygulamalarinda sirasiyla %19,3, %6,55 ve %0,34 olarak
tespit edilmistir. GR24’Gin diger iki bitki biiylime regilatoriyle
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kombinasyonunun olumlu bir etki dogurdugu ve bu etkinin konsantrasyon azalisi

ile dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir.

Kontrol grubunda % 0,46 olarak tespit edilen 2,3-Butanedione ve %0,28 olarak
tespit edilen acetoin miktar1 2NAA+1BAP+ 0,1 pM GR24 uygulamasi ile sirasiyla
%2,66 ve %14,75 olacak sekilde artmistir (p<0.05).

Aromatik bilesiklerin bir diger alt grubu olan hidrokarbon ve tiirevlerinin toplam
miktar1  2NAA+1BAP+ 0,1 puM GR24 uygulamas: ile % 0,56'dan %5,8'e
ylkselmistir. Diger uygulama gruplarinda ise 6nemli bir farklilik bulunmamaistir.
2NAA+1BAP+ 0,1 uM GR24 uygulamas1 ile miktar1 6nemli miktarda artan
bilesenler; n-hexane (% 0,56’dan %3,47’ye), o-xylene (0’dan %0,51’e) olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Diger aromatik maddelerin toplam birikimi kontrol'de %2,37, 2NAA+1BAP+ 0,1
uM GR24 Kkonsantrasyonda %1,43, 2NAA+1BAP+ 0,2 uM GR24’te %1,04 ve 0,2
UM GR24 grubunda %0,61 olarak saptanmistir. Furan,2-pentyl kontrol grubunda
bulunmayip strigolaktonlu uygulamalarda tespit edilmistir fakat gruplar

arasinda istatistiki 6nemi olmadig1 ortaya ¢cikmistir (p<0.05) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkl1 GR24 konsantrasyonlarinda kapari kalluslarinda tespit edilen
aromatik bilesikler (%).

Bilesikler (CAS) RT 2NAA +1BAP  [2NAA+1BAP+0,1[2NAA+1BAP+0,2(0,2 pM GR24
(Kontrol) pM GR24 uM GR24
Aldehitler
Ethanal 1.305 |00 00 00 0.34
Acetaldehyde 1.308 ]0.28 00 00 00
Acetaldehyde(70-07-0) 1.313 |00 00 041 00
Crotonaldehyde 2.229 00 00 00 0.12
2-Butenal (123-73-9) 2.231 |00 00 0.23 00
Sorbaldehyde 2.746 |00 00 00 0.52
2-Pentenal, (E)- 3.706  |0.14 0.24 0.13 0.13
Hexanal (66-25-1) 4.693 |00 3.13 00 4.03
(E)-2-Hexenal 6.192 |3.80a 1.20b 3.17a 1.48b
N HEPTANAL 7.803 |00 00 00 0.18
trans-2-Heptenal 9795 00 00 0.08 00
2-Heptenal, (E)- (188829-55-5) 9.800 |00 00 00 0.26
Benzaldehyde (100-52-7) 9.908 |0.44 0.31 00 0.23
Phenylmethanal 9.910 00 00 1.16 00
trans,trans-2,4-Heptadienal 11.322 ]0.33 00 0.32 0.17
2,4 HEPTADIENAL 11.889 |00 00 00 0.22
2 OCTENAL 13.704 |00 00 00 0.22
beta.-Cyclocitral 19.852 ]0.23 0.00 0.35 00
Toplam 6.09b 4.88c 6.45b 7.90a
Alkol
Ethyl alcohol 1.378 2.53a 0.83c 1.10b 1.94b
Pentanal, 2,3-dimethyl- 1.455 00 00 0.30 00
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Methyl acetate 1.540 0.37 0.29 00 00
Propanol 1.645 0.26 00 00 00
Diacetyl 1.779 |00 00 00 0.22
Ethyl acetate 1.925 [0.53 00 00 0.09
Methy| thiocyanate 2.898 111 00 00 0.25
Methyl isothiocyanate* 3.371 83.58a 66,97b 83.27a 87.53a
Butane-2,3-diol 4.603 00 0.40 00 00
Isopropy! isothiocyanate 5.540 0.43 00 0.25 00
trans-2-Hexen-1-ol 6.665 0.62 00 00 00
1-Hexanol (111-27-3) 6.795 00 0.10 00 041
1-Octen-3-ol (3391-86-4) 10.730 |00 00 00 0.09
1-HEPTEN-6-ON, 2-METHYL- 10.900 |00 00 0.21 00
Pentadecane,3,6,10,14-tetramethyl- 028.357 |0.23 00 00 00
Toplam 89.66a 68.59b 85.13a 90.53a
Keton

Acetone 1452 |00 0.68 00 00
2,3-Butanedione 1.780 |0.46b 2.66a 0.98a 00c
Acetoin 2.884 0.28c 14.75a 5.38b 0od
2-Hydroxy-3-pentanone 4.910 00 0.21 00 00
Heptan-2-one 7.403 00 0.42 0.19 0.16
2-Heptanone (110-43-0) 7.408 0.10 00 00 00
2,5-Octanedione 10.897 |00 00 00 0.18
6-Methyl-5-hepten-2-one 10.902 [0.18 00 00 00
Acetophenone 13.919 ]0.30 0.58 00 00
Toplam 1.32c 19.3a 6.55b 0.34c
Hidrokarbon ve tiirevleri

2-Thiapropane 1.526 00 00 0.15 00
n-Hexane 1.825 |0.56b 3.47a 00c 0.42b
3-Methylpentane 1.830 |00 00 0.36 00
Acetic acid, 5-hydroxy-pent-3-ynyl ester {1.930 |00 0.16 00 00
2-Propanone, 1-hydroxy- 2.377 00 0.37 00 00
4-METHYLPENTANENITRILE-3,3-D2 |2.580 00 0.31 00 00
Acetylpropionyl 2.715 |00 0.35 00 00
0-Xylene 6.662 |00 0,51 00 0.20
Styrene 7.370 00 0,29 0.10 00
p-Dichlorobenzene 11.895 |00 0.35 00 00
Cyclopentacycloheptene 18.460 |00 00 0.22 00
Toplam 0.56b 5.8a 0.83b 0.62b
Digerleri

Furan, 2,3-dihydro- 2231  |0.27 0.23 00 00
tert-Butyl cyclopropylmethyl sulfoxide  |2.580 00 00 00 0.13
Furan,2-ethyl 2.753 |0.76 0.81 0.55 00
Disulfide, dimethyl (624-92-0) 3462 |0.14 00 0.12 00
2,3,5-Trimethylfuran 5.042 |00 0.20 0.23 00
Propane, 1-isothiocyanato- 5535 |0.70 00 00 00
Furan, 2-pentyl- 11.049 |00 0.19 0.14 0.11
Oxirane, methyl-, (S)- 1.450 |0.50 00 00 0.37
Toplam 2.37 1.43 1.04 0.61
Toplam Aromatik Maddeler 100 100 100 100

e Her GR24 uygulamasi icin ayr harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki
farkhiliklar 6nemlidir (p<0.05)

e Amerikan Kimya Dernegi'nin (American Chemical Society) bir alt bolimi
olan Chemical Abstracts Service (CAS), bu tanimlayici numaralar1 bilimsel
literatiirde tanimlanmis her bir kimyasal bilesik i¢in verir. Kimyasal
bilesiklerin birden fazla ismi olabilecegi i¢in, amag¢ veritabani aramalarini

kolaylastirmaktir. Giintimtiz molekiil veritabanlarinin hemen hepsinde CAS

numarasiyla arama yapilabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Strigolaktonun diger biiylime hormonlariyla (oksin ve  sitokinin)
kombinasyonunun kallus olusum ve gelisimi tizerindeki etkilerine dair daha énce

yapilmis herhangi ¢calisma yoktur.

Mdodana (2012), yabani tip A. thaliana Col-O'nun yani sira strigolaktondan
yoksun ve duyarsiz mutantlarinin (max1-1, max2-1, max2-2, max3-9 ve max4-1)
kallus kiltiirtindeki basarisini calismistir. Hipokotil ve yaprak eksplantlarini, 2,4-
D ve kinetinin farkli konsantrasyonlari (2: 2 mg/L 2,4-D: kinetin ve 0,5: 0,05 mg/L
2,4-D: kinetin) ile desteklenen MS ortaminda kiiltlirlemis, her iki ortamin da, tiim
genotiplerin kallus indiiksiyonu i¢in uygun oldugunu gostermistir (%83.33 ve

%92.22).

Elde edilen kalluslar ayrica sadece oksin veya sadece kinetin iceren MS ortamina
aktarilmis ve 0,1 uM GR24 veya duman suyu ile desteklenmistir. Sadece oksin
kullanilan ortamda gozlemlenen pozitif biiylime wuyarici etkisi, oksin ve
strigolaktonlar arasindaki sinerjistik iliskiye atfedilebilirken, diger ortamdaki
(sadece sitokininli) biyomas azalmasinin, strigolaktonlar ve sitokininler
arasindaki antagonistik etkilesimden kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Bu
calisma, strigolaktonlarin bitki biiytimesi ve gelismesinde yeni bir rol oynadigini,

yani kallus kiiltiirlerinde biyokiitle tiretimini arttirdigini géstermistir.

Musallam vd. (2011), kaparinin mikro ¢ogaltimini yabani yapraklar1 eksplant
olarak kullanarak gerceklestirmistir. En ytiiksek kallus olusumu 1.2 mg/1 2,4-D +

maltoz ile hazirlanmis Murashige ve Skoog (MS) ortamindan elde edilmistir.

Yine Kumari vd. (2015), C. spinosa yaprak segmentlerinin, ¢esitli BAP ve Kinetin
konsantrasyonlar1 iceren MS ortaminda kallus olusum oranlarini arastirmis ve
BAP’1n kallus olusumunda kinetinden daha iyi sonug verdigini gozlemlemislerdir.
En iyi sonu¢ 0.1 mg / L NAA + 2.5 mg / L BAP ile desteklenen MS ortamindan

alinmistir (% 80 kallus olusumu).
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Grobbelaar vd. (2014), oksin ve strigolaktonun (GR24 ve Nijmegen-1 (0.1uM) S.
frutescens nodal eksplantlarinin biiytimesi tizerindeki etkisini incelemislerdir.
Strigolaktonlarin eksplant biiytimesi tlizerinde genelikle minimal bir etki
gosterdigini, Nijmegen-1 ve NAA kombinasyonunun, metabolit liretimi icin
elverisli oldugu ve NAA'nin metabolit igerigi tizerinde olumlu etkileri oldugu

gosterilmistir.

Strigolakton (GR24) ile L-ramnoz elisitoriin etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada,
farkli konsantrasyonlardaki GR24’tin, 2Zmg/1 NAA ve 1 mg/1 BAP ile yaptig1 ticli
(0, 0,1 ve 0,2 uM) ve tekli (0,2) kombinasyonlarin ile modifiye edilmis biiyiime
ortamlarinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda kallus olusumu, yas agirhigi
ve fenolik bilesik miktar1 tespit edilmistir. Arastirmada in vitro kallus olusumu
siklig1 en yliksek, 2ZNAA+1BAP+ 0,1 uM GR24 konsantrasyonunda (%60,3) tespit
edilmistir fakat kontrol grubuyla arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir
(%58,6). Bu durum oksinler ve strigolaktonlar arasindaki sinerjik iliskiyi

disindirmekterdir (Brewer vd., 2009; Agusti vd., 2011; Hayward vd., 2009).

Calismamizda kallus olusum sikligi GR24 artisiyla olumsuz etkilenmistir. Hem
2NAA+1BAP+ 0,2 pM GR24 (%25,4) hem de tek 0,2 pM GR24 (% 22,8)

uygulamasinda 6nemli 6l¢iide diisiis meydana gelmistir.

Taze agirlik ortalamasi bakiminda kallus olusumunda oldugu gibi en yiiksek
kallus agirhigi, 2NAA+1BAP+ 0,1 uM GR24 uygulamasinda 120,8 mg olarak
bulunmus bunu 120 mg ile kontrol grubu izlemistir. En diisiik yas agirlik ise 47,8
mg olarak tek 0,2 pM GR24 uygulamasinda bulunmustur. Dolayisiyla GR24’iin
artan konsantrasyonlarinin ortalama kallus yas agirhgini 6nemli o6lciide

diistirdiigi sonucuna varilmistir.

GR24 yiiksek miktarlarda negatif, diisiik miktarlarda da pozitif yonde etki
etmistir. Bu calismanin sonuglari, kallus olusumu ve kallus agirligi icin en iyi bitki
hormon kombinasyonunun, 2 NAA + 1 BAP + 0,1 uM GR24 ve 2 NAA 1BAP

oldugunu gostermistir.
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Bitki doku kiiltiirii ile bitkilerin herhangi bir meristematik kismindan ikicil
metabolitler elde edebilmektedir. Ancak in vitro kosullarda kiltiir ortamina
eklenen degisik bitki bliyime hormonlarinin miktar1 ve kombinasyonu ile
elisitor veya prekiirsorlerin sekonder metabolitlerin biyosentez asamalarini
onemli derecede etkileyerek metabolit liretimini artirabilecegi bilinmektedir
(Bedir vd., 2002). Ayni1 zamanda bitkinin kendisinde olmayan yeni ve istenilen
sekonder metabolitler bu in vitro kiltiir esnasinda meydana gelen somaklonal

varyasyon sebebiyle iiretilebilmektedir (Miguel ve Marum, 2011).

Ana aktif bilesen olarak flavonoidler, antialerjik, antienflamatuar ve antioksidan
etkiler dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik aktivitelerde dikkate deger bir rol
oynar (Ageel vd., 1986; Trombetta vd., 2005, Panico vd., 2005). Flavonoidler, anti-
oksidatif ozelliklerinden dolay1 saglik iizerindeki olumlu etkilerine dikkat
cekmistir (Dekanski vd., 2011). Doku kiultiri kullanarak bitkide bulunan degerli
metabolitlerin kontrolli kosullar altinda elde edilmesi geleneksel metotlarla

karsilastirilinca belirgin avantajlara sahiptir.

Rutin, kuersertin gibi flavonoid bilesiklerin kapari bitkisinde baskin oldugu
saptanmistir (Tlili vd., 2010). En iyi, hizli ve yiiksek sekonder metabolit miktari
veren in vitro tekniklerden biri de kallus kiiltiirtidiir (Georgiev vd., 2008). Bu
sebeple c¢alismamizda kaparide bulunan bu sekonder metabolitlerin yiiksek
kalitede ve miktarda tretilmesi adina bir protokol olusturmasi igin kallus kiiltiir

teknigi kullanilmis ve farkli hormon kombinasyonlarinin etkisi arastirilmistir.

Strigolaktonun kapari veya herhangi bir bitki tiirtiniin fenolik madde birikimi
lizerine etkisini gosteren bir c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz cesitli
strigolakton konsantrasyonlarinin kapari bitkisinde strigolakton
konsantrasyonunun kallus olusumu ve fenolik madde icerigine etkisinin

degerlendilmesi i¢in yapilan ilk protokoldiir.

Calismamizda kontrol grubu kallus analizinde toplam fenolik madde 48,92 ug/g
iken, 2 NAA + 1 BAP + 0,1 uM GR24 uygulamasinda kontrole gore % 48.8 artis
meydana gelmis ve 72,79 png/g olarak tespit edilmistir. Diger strigolaktonlu

uygulamalarda ise bu miktar ¢ok daha diisiik seviyelerde bulunmus dolayisiyla
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strigolakton konsantrasyonlarinin artisi fenolik madde miktarinin diisiisiine

sebep olmustur.

Kallus agirlig1 ve fenolik madde birikiminin zit orantili oldugunu bilinmektedir.
Coenen ve Lomax'a (1997). Fenolik bilesiklerin birikimi, hiicre biiytimesi ile
negatif yonde iliskilidir. Genel olarak, daha yiliksek fenolik bilesik
konsantrasyonlarina sahip kalluslarda, daha dusik taze ve kuru agirhk
saptanmistir. Calismamizda ise bunun tersine en yiiksek fenolik madde birikimi
2mg /LNAA+1 mg /L BAP+0,1 uM GR24 uygulamasinda yani en ytiksek kallus

taze agirhiginin oldugu uygulamada saptanmistir.

Kapari bitkisinde elisitorlerin fenolik madde miktarini artirdigina isaret eden

bazi ¢alismalar yapilmistir.

Goda vd. (2017) 6-benzil aminopurin (BAP) ile dnceden muamele edilmis
Capparis spinosa bitkilerinde metil jasmonat (200 uM / L) elisitasyonundan
sonra, flavonoid miktarinin yabani bitkilerde tahmin edilenden iki kat fazla artis
gosterdigini belirtmislerdir. Ote yandan, 200 uM / L metil jasmonat, kinetin én

islem gormis bitkilerde flavonoid konsantrasyonunu 1.5 kat artirmistir.

Baenas vd. (2016) metil jasmonat (25 pM), jasmonik asit (150 uM) ve salisilik
asitin (100 uM), Brassica oleraceae (brokoli), Brassica napus (rutabaga lahana),
Brassica rapa (salgam) ve Raphanus sativus (Cin giil turpu ve kirmizi turp)
fidelerinde yiiksek glukozinolatlar T{izerine etkisini degerlendirmislerdir.
Sonuglar, metil jasmonat ve jasmonik asidin fidelerin toplam glukozinolat

icerigini artirarak etkili bir elisitor olarak davrandigini gostermistir

Bu tez kapsaminda kapari kalluslarinda 4 farkli hormon uygulamasinda 5 ayri
fenolik madde incelenmistir. Bunlar a-tokoferol, klorojenik asit, kafeik asit, rutin,

kuersetin ve kamferol bilesikleridir.

Germano vd. (2002), Matthaus ve Ozcan (2005), Tlili vd. (2009) yaptiklar
calismalarda kapari bitkisinin flavonoid bilesikleri olan rutin (rutosit) ve

kuersetin bakimindan zengin bir bitki kaynagi oldugunu, ayrica farkh
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organlarinin fitosteroller, tokoferoller, Kkarotenoidler, flavonoidler ve

glukozinolatlar icerdigini de rapor etmislerdir.

Tlili vd. (2010), Tunus'un farkl boélgelerinde yetistirilen Capparis spinosa’nin
yaprak, tomurcuk ve cigeklerinin karotenoid ve tokoferol igerigini ¢alismis,
toplam tokoferol igeriginin c¢esitli bitki kisimlarinda degisiklik gdsterdigini tespit
etmislerdir. Bu miktar yaprak ve tomurcuklarda sirasiyla 20.19 + 31,71 ve 2,42+

0,38 (mg/100g) olarak bulunmustur.

Baz1 c¢alismalarda tokoferol bilesiginin ¢ogunlukla yapraklarda biriktigi
gosterilmistir (Munne Bosch., 2005). Baz1 arastirmacilar da bitkinin farkh
organlarindaki tokoferol miktarinin cografik konumdan etkilenebilecegini

bildirmislerdir (Lavedrine vd., 1997).

Antognoni vd. (2008), Amaranthus caudatus ve Chenopodium tirleri
kalluslarinda a-tokoferol iiretiminin bitkinin yaprak ve diger organlarda sahip
oldugu tokoferol iceriginden c¢ok daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Kallus
kiiltiirlerinde a-tokoferol miktar: yapraklardakinden yaklasik 40 kat daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunmustur. Bazi durumlarda bu, 6zellesmis hiicrelerin
yapilarinin eksikliginden kaynaklanmaktadir (St. Pierre vd., 1999; Pasqua vd,,
2003).

Kapari kalluslardaki a-tokoferol miktart ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda en yiiksek a-tokoferol miktar1 0,22pg/g ile kallus biliytimesi ve
agirhginda da etkin olan 2 mg / L. NAA +1 mg / L BAP + 0.1 uM GR24
uygulamasindan elde edilmistir. Burada daha diisiik konsantrasyonlarda
GR24'iin daha etkili oldugu disiintlebilir. Fakat bununla ilgili GR24
konsantrasyon skalas1 genisletilerek daha fazla c¢alismanin yapilmasi
gerekmektedir. C. spinosamin kallus kiiltiirlerinde, a-tokoferol birikimi, kiiltiir
ortamindan bagimsiz olarak yapraklardakinden (20.19 * 31,71 mg/100g)
yaklasik 1000 ile 5000 kat daha diisiik cikmistir (Tilli vd. 2009).
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Tilli vd., (2015) 5 farkh bolgelerdeki bulunan kapari tohumlarinlarin klorojenik
asit miktarim1 %1.23, 0, 4.55, 4.62, 1.99 olarak bulmustur. Yine Motahareh vd.,
(2020) kapari yapraklarinda 0,680 mg/g TA klorejenik asit elde etmistir.

Arastirmada inceledigimiz bir diger fenolik bilesik olan klorojenik asit en ytliksek
miktarda bulunan fenolik olmustur. 2 mg / L NAA +1 mg / L BAP + 0.1 uM GR24
uygulamasinda miktar1 kontrol grubuna kiyasla %77,78 artarak 46,41ug/g
olarak bulunmustur. Burada GR24’iin klorojenik asit tizerindeki etkisinin pozitif

oldugu soylenebilir.

Shamam vd. (2019) yaptig1 calismada kapari yapraklarinda kaffeik asit miktarini
73.542 pg/ml olarak bulurken, Rezzan vd. (2013) Gaziantep florasin’dan
topladig: kapari yapraklarinda kaffeik asit olmadigini belirtmistir.

Calismamizda da kontrol grubu dahil hi¢cbir hormon uygulamasinda kalluslarda
kafeik asit tespit edilememistir. Dolayisiyla GR24’iin kaffeik asit birikimini

tizerindeki etkisi degerlendirilememistir.

Tilli vd. (2010) Tunus florasindan topladiklar: kapari bitkisi yapraklarinda rutin
ve tokoferol miktarini sirasiyla 13,52 ve 20,01 mg/100 g olarak bulmuslardir. Ek
olarak Behnaz vd. (2013), kaparinin c¢esitli kistmlarindaki rutin ve kuersetin
miktarini incelemis ve bu miktar: en yiiksek yapraklarda sirasiyla 25,2 ve 10,4

mg/g olarak tespit etmislerdir.

Hussain vd (2017) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, kurutulmus Capparis
spinosa yapraklarindan (100g) ekstraksiyon i¢in Soxhlet yontemi ve ¢oziict
olarak etanol kullanildiginda, 2.728 g rutin, 8.754 g kuersetin ve 0.543 g gallik

asit elde edilmistir.

Calismamizda rutin miktarn1 2 mg/L NAA+1 mg/L BAP + 0.1 pM GR24
uygulamasinda kontrole kiyasla yaklasik 1.5 kat artmis ve 16,9 ug/g olarak
bulunmustur. GR24 diisik konsantrasyonda kullanildiginda rutin miktarini

pozitif yonde etkilemistir.

43



Haifa vd. (2016), yaptigi calismada Tunus florasindaki C. spinosa’nin
yapraklarinda kuersetin miktarin1 sulu ekstraktta %36.06, alkol ektraktta %
60.34 olarak tespit etmistir. Palacio vd. (2012) Larrea divaricata yapraklarindan
2mg/ L 2,4 D ve 1 mg/ L BAP kullanilarak elde edilen kalluslarin kuersetin
miktarini yaklasik 6 ug/g olarak saptanmstir.

Calismamizda kuersetin 0,2 uM GR24 uygulamasi hari¢ diger tiim hormon
uygulamalar kalluslarinda benzer miktarlarda tespit edilmistir (5,1-5,4pug/g).
0,2 uM GR24 uygulamasinda bulunmamasi NAA ve BAP'1n kuersetin birikiminde

etkili hormonlar oldugunu gostermektedir.

Bitkilerin cesitli sekonder metabolit liretiminin arttirllmasina yonelik bir¢ok in
vitro galismada kiiltiir ortamina BAP eklenmesi tavsiye edilmektedir. Ornegin, Al-
Ashoush (2017) ve Udomsuk vd. (2009), BAP'nin ekstrakte edilen toplam
izoflavonoidlere ek olarak bazi ikincil metabolitlerin miktarlar: tizerinde olumlu
bir etkisi oldugunu bildirmistir. Ayrica Kinetin'in, polifenol tretimini
etkileyebilecek niikleik asitlerin sentezini etkileyerek kuersetin ve izomerin gibi

polifenol gruplarini etkiledigi bildirilmistir (Shah vd., 1976).

Rodrigo vd. (1992) taze C. spinosa'nin rutin, kaempferol-3-glukozit, kaempferol-
3 rutinosid ve kaempferol-3-rhamnorutinosid icerdigini ve rutin miktarinin diger

tlirlerden daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Tilli vd. (2017) kapari yaprak ekstraklarinda kamferol miktarin1 %3.63 olarak
saptamistir. Haifa vd. (2016) ise yaptig1 calismada Tunus florasindaki C.spinosa
yapraklarinda kamferol tespit edememistir. Calismamizda kamferol miktar1 en
yliksek 2 NAA + 1 BAP + 0,2 uM GR24 uygulamasinda 4,8 pg/g, en diisiik 0,2 uM
GR24 konsantrasyonunda 3,3 pg/g olarak bulunmustur. GR24’lin yiiksek

konsatrasyondaki kullaniminin kamferol tiretimini diistirdiigii tespit edilmistir.

Teorik olarak somatik hiicrelerden rejenere olan tiim bitkilerin klon olmasi
gerekmesine ragmen, bir dizi gézlem bunun bdyle olmadigini gostermistir

(Larkin vd., 1981; Larkin vd., 1984). Bu ayn1 zamanda bitkiler tarafindan iiretilen
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ikincil metabolitler icin de gegerlidir. In vitro ¢ogaltmada, ana bitkide énceden

bulunmayan yeni bitki metabolitlerinin liretimi gerceklesebilmektedir.

Somaklonal varyasyonun genetik temeli ilk raporlarda belirlenmemis olsa da,
daha yakin tarihli ¢alismalar varyasyonun genetik analizini icermektedir. Bu
calismalardan elde edilen fikir birligi, somaklonal varyasyonun kdékeninin hem
kiiltiire alinan dokudaki dogal varyasyon hem de doku kiiltiirii sartlarindan
kaynakl gecisle iligkili degisiklikler oldugu yontindedir (Evans ve Sharp, 1986;
Scowcroft, 1985).

Capparis spinosa bitkisindeki varligi daha 6nce rapor edilmemis sorbaldehit
calismamizda 0,2 pM GR24 uygulamasinda %0,52 miktarinda bulunmustur.
Sorbaldehit domates, kivi, mango, patates, otlar ve baharatlarda bulunur. Lezzet
verici bir madde ve bir bitki metaboliti olarak rol oynar. Coklu doymamis yagh
bir aldehit, bir hekzadienal ve ugucu bir organik bilesiktir (CHEBI: 82334).
Sorbaldehit, 2,4-Hexadienal olarak da bilinir ve giizel kokulu, kirisiklik 6nleyici
veya yaslanma oOnleyici Urtinler, cilt nemlendiricileri ve giines kremleri gibi

kozmetik trinlerde kullanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda Hexenal (66-25-1) 2 NAA 1 BAP 0,1uM GR24 uygulamasinda
%3,13 bulunurken 0,2uM GR24 ortaminda %4,03 miktarinda saptanirken
kontrolde hic tespit edilmemistir. Hexanal yikama ve temizlik iirtinleri, biyositler
(6rnegin dezenfektanlar, hasere kontrol iiriinleri), hava bakim iiriinleri, cila,
parflimler, kokular, diger kozmetikler ve kisisel bakim tirtinlerinde kullanilan bir

bilesiktir (ECHA-Avrupa Kimyasal Ajans).

Yine kontrol grubunda tespit edilmeyip diger uygulamalarda belirli miktarlarda
bulunan o-ksilen (orto-ksilen), bir benzen halkasinin bitisik karbon atomlarina
baglh iki metil grubuna sahip aromatik bir hidrokarbondur. Analizde %0,51 ve
%0,2 miktarinda sirasiyla 2 NAA 1 BAP 0,1uM GR24 ve 0,2puM GR 24 ortaminda
saptanmistir. O-ksilen renksiz, hafif yagli, yanici bir sividir. o-ksilen biiytik 6l¢tide
bircok malzeme, ila¢ ve diger kimyasallarin onciisii olan ftalik anhidrit

tretiminde kullanilir (Moriera vd., 2012)
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Kaparinin keskin aromasi genellikle glukokaparin (metil glukozinolat) adh
hardal yag: glikozidiyle enzimatik bir reaksiyondan sonra salinan ¢ok keskin
metil izotiyosiyanattan kaynaklanir (Brevard vd., 1992; Romeo vd., 2007; Sozzi

vd., 2012).

Condurso vd. (2015)'nin farkli cografya kokenli kapari ¢icek tomurcuklari
karakterizasyonu i¢in yaptiklari calismaya gore keskin kapari aromasinin kukiirt
bilesikleri ve ana bilesenler olan metil-izotiyosiyanat ile iliskili olabilecegi
saptanmistir. Keskin kokulu metil izotiyosiyanat, metil glukozinolattan

tiiretilebilirmektedir ( Romeo vd., 2007).

El-Ghorab vd. (2007) Konya florasindan topladiklar1 kapari tomurcuk ve
yapraklarinda bulunan baslica ugucu bilesiklerin metil izotiyosiyanat (% 20.0),
timol (% 15.5), 4-vinil guaiacol (4.3 %), heksil asetat (% 3.6) ve trans-theaspiran
(% 2.6) oldugunu rapor etmislerdir. Bakir ve El Bishbishy (2016) kapari bitkisi
tist aksaminda baskin olan ugucu yagin % 24.66 ile yine metil izotiyosiyanat

oldugunu bulmuslardir.

Yukaridaki calismada elde edilen sonuglara benzer sekilde calismamizda da metil
izotiyosiyanatlar cok yiiksek oranda saptanmistir. Kontrol grubunda (2 NAA 1
BAP) %83,58 olan miktar1 0,2uM GR24 uygulamasinda %87,53 ile en yliksek
degere ulagsmistir. Burada metil izosiyanat iretimi i¢in kallus kiiltiiri en iyi

yontemi oldugunu agik¢a sdyleyebiliriz.

Sonuc olarak bu tez kapsaminda 2 mg/ L NAA +1 mg / L BAP + 0.1 uM GR24 iceren
ortamlarda kiiltiire alinan kalluslarin hem olusum hem de yas agirliklarinin diger
ortamlara kiyasla daha yiliksek oldugu ve ozellikle klorojenik asit, rutin ve
kuersetin fenoliklerinin birikiminde en iyi uygulamanin da bu oldugu
bulunmustur. Daha diisiik konsantrasyonlarda kullanilan GR24'lin daha etkili
oldugu belirlenmis, yine de bununla ilgili ileride ¢ok daha fazla ¢alismanin gerekli

oldugu sonucuna varimaistir.

Tibbi veya nutrasotik 6zelliklere sahip ¢ogu bitki icin kapsamli genomik verilerin

bulunmamasi, metabolik yolaklar1 incelemek icin yaygin genomik (6rnegin,
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mikrodizi tabanli) yaklasimlarin kullanilmasini zorlastirmistir. Elisitasyon, bitki
ikincil metabolizmasinda yer alan enzimlerin diizenlenmesini anlamak i¢in ¢ekici

bir alternatif sunmaktadir.

Bu konudaki bilgilerimizin hala ¢ok sinirli oldugu ve strigolaktonlarin, ramnoz
sekerinin ve diger bitki biiyime regulatorlerinin kapari kalluslarinin
gelisimindeki rollerini daha iyi anlamak icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag

duyuldugu da agiktir.
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