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OZET

In vitro Sartlarda Uretilen Inula helenium L. Bitkisinde
Elisitor Ve Stresor Uygulamalarimin Etken Madde Uretimine

Etkilerinin Arastirilmasi

Gokhan AKCURA

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Danmisman: Prof. Dr. Musa TURKER

Bu c¢alismada tibbi agidan onemli bir bitki olan Inula helenium L. bitki tohumlar:
¢imlendirilmistir. /n vitro ortamlarda ¢imlenen bitkilerden elde edilen eksplantlar, farkli
Bitki Biiylime Diizenleyicileri (BBD) kullamlarak, organogenez yontemiyle tam bitki ve
Kallus hiicre serileri elde edilmistir. /n vitro kosullarda rejenere edilen Inula helenium L.
bitkilerine ve kalluslara farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BBD, stres faktorleri
ve elisitorler uygulanarak bitkinin biyoaktif bilesiklerinin degisimleri karsilastirmali
olarak incelenmistir. Yaprak, yaprak ayasi, govde ucu ve kotiledon eksplantlarinda en iyi
kallus olusumu gosteren ortamin 30+2 giiniin sonunda karanlik kosullarda, 25+2 °C’de 1
mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN ile desteklenmis MS besin ortami; kok i¢in en iyi kallus
olusumu gosteren ortamin 16/8 fotoperiyotta 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA ile
desteklenmis MS besin ortanu oldugu tespit edilmistir. Ayrica 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L
NAA ile desteklenmis MS besin ortaminda gévde ucu eksplantlarindan organogenez

yoluyla siirgiin gelisimi gerceklestirilmistir.

Xiii



In vitro BBD’den yoksun ortamda tohumdan gelisen bitkilere ve 1 mg/L 2,4-D + 0,3
mg/L KN ile desteklenmis MS ortaminda gelisen kallus hiicre serilerine, Bakir Stilfat (25
uM), Bakir Kloriir (25 pM), Giimiis Nitrat (25 uM), Absisik Asit (100 uM), azaltilmug
MS besin ortamu (Y2, ¥4 MS) ve Melatonin (35 uM) stresor ve elisitorleri uygulanarak
diger bitki ve kallus 6rneklerine gore toplam fenolik bilesik (TFB), klorojenik asit, kafeik
asit, rutin ve Kkuersetin konsantrasyonlarimn karsilastirmali olarak degisimleri
incelenmistir. En yiiksek toplam TFB, 16/8 fotoperiyotta 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
ile desteklenmis MS besin ortanmuinda rejenere olan kalluslarda tespit edilmistir. En yiiksek
klorojenik asit konsantrasyonu, karanlik kosullarda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN ile
desteklenmis ve 35 uM melatonin igeren MS besin ortaminda rejenere olan kalluslarda
bulunmustur. En yiiksek kafeik asit konsantrasyonu, toprakta ¢imlendirilen bitkilerde
olup, biitiin in vitro kosullarda elde edilen bitki, siirgiin ve kalluslarda kafeik asit oraninin
diistiigii belirlenmistir. En yiiksek rutin konsantrasyonu, karanlik kosullarda 1 mg/L 2,4-
D + 0,3 mg/L KN ile desteklenmis ve 25 puM glimiis nitrat stresi iceren MS besin
ortaminda rejenere olan kalluslarda saptanmustir. En yiiksek kuersetin konsantrasyonu ise
karanlik kosullarda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN ile desteklenmis ve 35 pM melatonin
iceren MS besin ortanunda rejenere olan kalluslarda belirlenmistir. Stres ve elisitor
uygulanmug, in vitro sartlarda gelistirilen Inula helenium L. bitki ve kallus hiicre
serilerindeki biyoaktif maddelerin dogal ortamda yetistirilen Inula helenium L. bitki
orneklerinden elde edilen biyoaktif maddelerden yiliksek olmasi, biyoaktif maddelerin
tabiat kosullarina bagli kalinmadan kontrollii ortamlarda kitlesel miktarda {iretilerek

eczacilik sektoriine kazandirilabilme potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif bilesik, elisitor, Inula helenium L., kallus, stres
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In the present study, the seeds of Inula helenium L., a noteworthy medical plant, were
germinated. Whole plant and callus cell line were regenerated from explant in MS
medium supplemented with different Plant Growth Regulators (PGR). In vitro
regenerated plants and callus cell lines were exposed to different concentrations and
combinations of PGR, stress factors and elicitors and the changes in the concentration of
bioactive compounds were compared. The best callus growth on leaf, petiole, shoot tip
and cotyledon explants was determined in MS medium supplemented with 1 mg/L 2,4-D
+ 0,3 mg/L KN at 25+2 °C in dark condition; meanwhile, the best callus growth on root
explants was determined in MS medium supplemented with 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L
NAA in daylight condition. In addition, whole plant regeneration was provided from
shoot tip explant via directorganogenesis in MS medium supplemented with 1 mg/L BAP
+ 0,1 mg/L NAA.



Copper Sulphate (25 uM), Copper Chloride (25 uM), Silver Nitrate (25 uM), Abscisic
Acid (100 uM), reduced MS nutrient medium (', ¥4 MS) and Melatonin (35 uM) stressor
and elicitors were applied on callus grown in MS medium supplemented with 1 mg/L 2,4-
D + 0.3 mg/L KN and on plants germinated in vitro PGR-free MS medium. The changes
in concentration of total phenolic compound (TPC), chlorogenic acid, caffeic acid, rutin
and quercetin were evaluated under different stress condition. The highest TPC
concentration was determined at callus samples that regenerated in MS nutrient medium
supplemented with 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA in daylight condition. The highest
chlorogenic acid concentration was determined at callus samples that regenerated in MS
nutrient medium supplemented with 1 mg/L 2,4-D + 0.3 mg/L KN and 35 pM melatonin
stress in dark condition. The highest concentration of caffeic acid was determined at plant
samples that germinated in soil. It was found that the concentration of caffeic acid
decreased at all in vitro seedling, regenerated plants and callus samples. The highest rutin
concentration was determined at callus samples that regenerated in MS nutrient medium
supplemented with 1 mg/L 2,4-D + 0.3 mg/L KN and 25 uM silver nitrate stress in dark
condition. The highest quercetin concentration was determined at callus samples that
regenerated in MS nutrient medium supplemented with 1 mg/L 2,4-D + 0.3 mg/L KN and
35 uM melatonin stress in dark condition. It was discovered that the bioactive substances
in plant and callus cell lines of Inula helenium L. regenerated in vitro conditions were in
higher concentration than that of bioactive substances in Inula helenium L. plants grown
in nature. Thanks to this discovery, it was understood that mass production of bioactive
substances of Inula helenium L. in vitro environment has the potential to be used at the

pharmaceutical industry without being dependent on natural conditions.

Keywords: Bioactive compound, callus tissue, elicitor, Inula helenium L., stress
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Pek cok bitki insanlik tarihi boyunca hastaliklara sifa olmas1 amaciyla kullanilmistir. Bu
sifal1 bitkilerden biri de Inula helenium L. (Andizotu) bitkisidir. Inula helenium L. bitkisi,
Inula cinsinde ve Asteraceae familyasinda bulunmaktadir. Biiyiik olciide yetistigi yerler
Tiirkiye dahil Avrupa, Asya, Afrika ve Kuzey Amerika kitalaridir. Inula helenium L
bitkisinin sivilceye, kasintiya, Oksiirlige, balgama, sindirime iyi geldigi bilinmektedir.
Ayrica terletici, idrar soktiiriicii, istah agici, tonik, antienflamatuar, antibakteriyel ve
antikanser etkilerinin oldugu da bilinmektedir [22, 23]. Inula helenium L bitkisinin
koklerinde eudesmane tipi seskiterpen laktonlar, timol ve tiirevleri, terpenler, steroller ve
polisakkarit tiirti iniilin; Inula helenium L bitkisinin yapraklarinda ve yapraktan elde
edilen kalluslarinda ise hidroksisinnamik asit, klorojenik asit, kafeik asit ve tiirevlerini ve
kafeoilaldarik asit icerdigi saptanmistir [28, 29].

Inula helenium L. bitkisini 6nemli kilan igerdigi sekonder metabolitleridir. Primer
metabolitler protein, yag ve karbonhidrat gibi bitkinin temel kimyasallaridir. Sekonder
metabolitler ise bitkinin yagsamina dogrudan etki eden savunma, iireme, hayatta kalma ve
direng gelistirme konusunda Onemli bilesiklerdir. Baglica fenolik bilesikler, alkaloidler,
terpenler, glikozitler, bitki aminleri vs. olmak lizere bircok bitkide ekonomik ag¢idan
degerli sekonder metabolitleri bulunmaktadir [8].

Bir bitki sekonder bilesigi olan fenolik bilesikler, yapisinda aromatik halkalardaki karbon
atomlariyla baglanmis bir ya da birkag tane hidroksil gruplar1 bulunan bilesenlerdir. Eger
bir hidroksil grubu baglanmis ise fenol, ikiden fazla hidroksil grubuna bagli ise polifenol
olarak adlandirilirlar. Fenolik bilesiklerin antikanser, antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuar ve serbest radikal temizleme gibi etkileri oldugu bilinmektedir. Bir
fenolik bilesik tiirii olan flavonoidler, polifenolik antioksidanlardir [8, 10].

Klorojenik asit gidalarda en ¢ok Kkarsilasilan fenolik bilesiklerden biridir. Basta
antidiyabetik, antimikrobiyal ve antiviral 6zellikleri olmak {izere birgok yararlari
bulunmaktadir [11]. Kafeik asit fenilpropanoid ¢esididir ve lignin sentezinde
prekiirsordiir. Stres, enfeksiyon ve reaktif oksijen tiirleri karsisinda bitki hiicrelerini

korumakta Onemli gorevi bulunmaktadir [45]. Rutin bir flavonoid olup antioksidan,
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antimikrobiyal, antienflamatuar yararlart bulunmaktadir [12, 14].  Kuersetin bir
flavonoiddir ve bitkiler tarafindan enfeksiyonlara ve streslere karsi antibakteriyel ve
antioksidan olarak kullamlmaktadir [16]. Kuersetinin antioksidan, antienflamatuar, kalp
koruyucu, anti-hipertansif ve anti-konviilsan etkileri bulunmaktadir [12, 18].

Bitki doku kiiltiirii bitki sekonder bilesiklerin iiretimi i¢in ucuz ve pratik bir yontemdir.
Bitki doku kiiltiirii, geleneksel tarim yontemlerine gore iklim sartlarindan, biliyiime
kosullarindan ve cografi konumdan etkilenmez [20]. Bitki sekonder kiiltiirii, bitkilerden
alinan eksplantlarin sterilize edilmesinden sonra aseptik ve kapali bir besin kiiltiiriine
ekilmesi ve elverisli kosullarda o kiiltiiriin inkiibe edilmesi islemleridir. Bitki doku
kiiltiirtiniin temeli, bitkinin her hiicresinin biitlin bir bitkiyi olusturma potansiyeline sahip
oldugunu One siiren “totipotensi” teorisine dayanmaktadir [2]. Bitki doku kiiltiirii bitki
sekonder bilesiklerinin iiretimi diginda mikrogogaltim, kitlesel bitki tiretimi gibi bagka
amaglarda kullamlmaktadir [6]. Embriyo kiiltiirii, meristem kiiltiirti, kallus kiiltiirti gibi
farkli tiretim yontemleri vardir [2]. Bitki doku kiiltiirliniin asamalar1 sirasiyla; dondr
bitkinin hazirlanmasi, baslangi¢ asamasi, c¢ogaltim, koklendirme ve iklimlendirme
seklindedir [7].

Bitki doku kiiltiirii ile sekonder metabolit {iretilirken kiiltiirlerdeki sekonder metabolit
verimi cesitli yollar ile arttir1labilmektedir. Oncelikle kalluslarda en fazla bitki sekonder
metabolit tiretildigi zamamn kallus biiylimesinin durdugu plato fazi oldugu g6z oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Buna ilaveten kiiltiir ortamlarina elisitor, abiyotik stres
uygulamasi1 ve Oncii (prekiirsor) eklenmesi sekonder metabolit artisina sebep olabilecegi

bildirilmistir [20, 21].
1.2 Amag

Literatiirde Inula helenium L. (Andizotu) bitkisinin astim, Oksiiriik, bronsit, akciger
rahatsizliklari, tiiberkiiloz tedavisi, ciltenfeksiyonlar1 ve helmintik hastaliklara 1y1 geldigi
bildirilmigtir. Ayt zamanda geleneksel tipta yaygin olarak kullamlmaktadir [1].
Literatiirde Inula helenium L. bitkisi eksplantlarindan kallus elde edilmis ve sekonder
metabolit analizleri yapildig: bildirilmistir. Ancak In vitro ortamda sekonder metabolit
miktarinin arttirilmasina yonelik calismalar ¢ok azdir. Tez galigmasimn temel amaci,
doku kiiltiirii ortamunda elde edilen kallus hiicre serilerini ve in vitro ortamda
¢imlendirilen bitki 6rneklerini farkli stres kosullarina maruz birakarak Inula helenium L.
bitkisinde bulunan sekonder metabolitlerin miktarim arttirmaktir. Bu ¢alismada, bakir

siilfat, bakir kloriir, glimiis nitrat, besin kisitlamas1 (MS) stresor olarak; melatonin ve
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absisik asit ise elisitor olarak Inula helenium L. bitkisinin yaprak, govde ucu, kok, yaprak
ayast ve kotiledon eksplantlarindan elde edilen kalluslara ve in vitro ortamda
¢imlendirilmis bitki Orneklerine uygulanmistir. HPLC analizleri sonucunda Inula
helenium L. bitkisinin in vitro sartlarda rejenere edilen kallus ve in vitro sartlarda
cimlendirilen bitki orneklerinde stres ve elisitor uygulamalar1 ile sekonder metabolit

miktarinin arttig1 ortaya konmustur.
1.3 Hipotez

Bitki biinyesinde stresor uygulamalar1 serbest radikaller liretir. Bitki serbest radikaller ve
besin stresine karsi koyabilmek ve hayatta kalabilmek i¢in, serbest radikal siipiiriicii
biyoaktif bilesikleri tiretir veya konsantrasyonunu arttirir. Ayrica biyoaktif maddelerin
sentez yolaklarinm tetikleyen elisitor maddeler de yine biyoaktif maddelerin sentezini
arttirir. Bilimsel galismalar ve literatiir 1s18inda bu gergeklerden yola ¢ikarak, tabiata bagli
kalinmadan tibbi 6neme sahip Inula helenium L. bitkisindeki biyoaktif maddelerin elisitor
ve stresOr uygulamalari ile in vitro sartlarda rejenere edilmis kallus ve in vitro ortamda
¢imlendirilmis bitki 6rneklerinde artabilecegi diistiniilmiistiir. Bu amagla bitkiye in vitro
kosullarda bakir siilfat, bakir kloriir, giimiis nitrat, besin eksikligi (MS), melatonin ve
absisik asit uygulanarak bitkinin sekonder metabolit igerigine etkilerinin gozlemlenmesi
hedeflenmistir. Bitkilerin sentezledigi ikincil metabolitlerin rolleri genellikle yabanci
organizmalara karsi savunma, diger bitki tiirleri ile rekabete girme, abiyotik streslerden
korunma ve virlis, bakteri ve mantar gibi zararlilara karsi koyma amaglidir. Bu tiir
cevresel etkilere maruz kaldiginda bitki, sekonder metabolit miktarini arttirmaktadir veya
sadece ozel sartlarda bazi sekonder bilesikler tiretmektedir. Bu maddeler genellikle tibbi,
eczacilik ve endiistriyel agidan O6nemli bilesiklerdir. Bu nedenle, tibbi ve ekonomik
oneme sahip bilesiklerin elisitor ve stres uygulamalar1 yolu ile arttirilmas1 amaglanmstir.
Bitki doku kiiltiiriinde daha fazla elde edilebilen sekonder metabolitler, biyoreaktorlerde

kitlesel olarak iiretilip ilag hammaddesi olarak kullamlabilme potansiyeline sahiptir.
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GENEL BILGILER

2.1 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii 151k, nem ve sicaklik kontrollii ortamlarda ve aseptik kosullarda bitki
hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin kiiltiir ortaminda yetistirilmesi teknigidir [3].
Bitki doku kiiltiirine ayrica “mikroiiretim” ya da “aseptik kiiltiir’de denilmektedir [2].
Bitki doku kiiltiirli tekniginin gelisimi bitki hormonlarimin kesfi ile ve bitkilerinin nasil
biiyliyiip gelistigini anlamamuzla yakindan baglantilidir. Bitki doku kiiltiiriiniin getirdigi
kolayliklar sayesinde tarimda ve bitkisel kimyasallarin {iretiminde bircok pratik
uygulama gelismistir ve ayrica bitki genetik mithendisligine 6n ayak olmustur [3].
“Totipotensi” (toplam gii¢) teorisi ile bitkisel hiicreler ile yapay bitki embriyolar1
gelistirilebilecegini diisiiniilmiistiir [4]. Bu teoriye gore, her bitkinin baglangici bir
bitkinin biitiin genetik potansiyelini igeren bir zigot hiicresidir. Bu zigot hiicrelerinin
mitoz yoluyla boliinmesi ile genler oldugu gibi yavru hiicrelere aktarilir, bu yolla bitkinin
gelismesi saglamr. Bu sebepten dolayr bitkilerdeki biitiin hiicreler zigotta olan
totipotensiye sahiptir ve bu hiicrelere uygun sartlar verildigi zaman yeniden biitiin bir
bitki elde etmek miimkiindiir [2]. Bu diisiinceyi ortaya atan Golliob Haberlandt bitki doku
kiiltiirliniin babas1 sayilmaktadir [4].

Bitki doku kiiltiiriiniin bir¢ok kullamm alam bulunmaktadir;

e Hizli klonal ¢ogaltim ya da mikrogogaltim

e Hastaliklarin bertaraf edilmesi

e Haploid bitki olusturmasi i¢in anter ve yumurta kiiltiirii

o Hibrit bitki iiretimi i¢in protoplast izolasyonu

o Embriyo kiiltiirti

o Botanik maddelerin tiretimi

e Hiicre se¢ilimi ve mutasyonu

e Temel bitki anatomisi, gelisimi ve beslenmesi arastirmalari

o Bitki biyoteknolojisi

e Somatik embriyogenez

e Sentetik tohum {iretimi

o Kallus kiiltiirti

e Cigek kiiltiirti [6]



Bitki doku kiiltiirli ticari anlamda pek ¢ok sebepten dolayr uygulanmaktadir. Bazi belli

baslt bitkilerde asagidaki cesitli nedenlerden dolayr tohumdan veya ¢elik yolu ile

yetistirilmesi miimkiin olmamaktadir ya da pratik degildir;

Tohumdan yetistirilen {iriinlerin tekbi¢imde olmamasi

Tohumdan yetistirilen tiriinlerin tiirliniin 6zelliklerini tagimamasi

Tohumlarin olgun bitki olarak biiylimelerinin uzun zaman almasi

Tohumlarin zor elde edilmesi

Tohumlarin elde edilebilir olmamasi

Celiklerin ¢cok yavas biiylimesi

Celiklerin hastaliklara kars1 zayif olmas1

Celik alinabilecek (Hibrit, viriissiiz, istenen mutasyonda) stok bitkilerin kit miktarda
olmast

Stok bitkiler i¢in yer bulunamamasi

Stok bitkilerin elde bulundurmanin masrafina degmemesi [6]

2.1.1 Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri

Cesitli bitki doku yontemleri bulunmaktadir ve bunlar kullamlan eksplanta gore
adlandirilmustir. Bitki doku kiiltiirii yontemleri asagidaki gibidir;

1.

Embriyo kiiltirii: Cigegin yumurtaligindaki ya da tohum igerisindeki embriyonun
eksplant olarak kullamldig yontemdir [2].
Meristem kiiltiirti: Stirekli mitoz boliinme ile ¢ogalma kabiliyetine sahip meristem
dokularinin eksplant olarak kullamldig yontemdir [2].
Kallus kiiltiirii: Bitkilerde yaralanma durumunda olusan farklilasmamis doku
hiicrelerine kallus adi verilmektedir. Oksin ve sitokininin kiiltiir ortamuna eklenmesi
ile biiylik kallus dokular1 elde edilebilir [5]. Kallus kiiltiirii bitkilerin kesik
yiizeyinden olusan kalluslarin kullanmildig kiiltiir teknigidir [2].
Hiicre kiiltiirti
a. Hiicre siispansiyon kiiltiirii: Bitki hiicrelerinin ve kallus dokularinin doner
calkayiciya yerlestirilmis sivi kiiltiirii ile cogaltildig kiiltiir teknigidir [5].
b. Tek hiicre kiiltiirii: Hiicre siispansiyonu kiiltiirii ile gogaltilan hiicrelerin tek
hiicre olarak besin ortamina aktarildigr ve bu tek hiicreler ile kallus dokular1

rejenere edildigi kiiltiir teknigidir [2].



5.

6.

Haploid kiiltiirler
a. Anter kiltiri: Haploid bitki elde etmek icin ¢igekteki anterlerin eksplant
olarak kullanildigr tekniktir [2].
b. Ovaryum kiiltiirti: Haploid bitki elde etmek igin ¢icekteki yumurtaligin
(Ovaryum) veya tohum taslaginin (Ovul) eksplant olarak kullamldig tekniktir
[2].
Protoplast kiiltlirii: Hiicre duvari izole edilmis bitki hiicreleri olan protoplast

hiicrelerinin eksplant olarak kullanildig: kiiltiir yontemidir [2].

2.1.2 Bitki Doku Kiiltiiriiniin Asamalari

1.

Donér bitkinin hazirlanmasi: Oncelikle bitki doku kiiltiiriinde kullamlacak eksplant
i¢in saglikli ve din¢ bir ana bitki segilmelidir. Thtiyaca gore bitkinin her pargas
(Yaprak, apikal meristem, filiz, kok vs.) eksplant olarak kullamlabilir. In vitro
ortamda yetistirilmis ana bitkinin kullamlmas: kontaminasyon riskini azaltir.
Baglangi¢ asamasi: Bu asamada, eksplantlara yiizeysel sterilizasyon yapilir ve besin
ortamina yerlestirilir. Eksplantlarin kimyasal soliisyonlar ile yiizey sterilizasyonu,
bitki hiicrelerinin kendisine az zarar vererck kontaminantlarin temizlenmesi igin
onemli bir adimdir. Yiizey sterilizasyonu i¢in hem bakteri 6ldiiriicii hem de mantar
oldiirtici  kullamlmas1  Onerilmektedir.  Sterilizasyon irilinleri kullamlacak
cksplantlarin tiirtine baglidir. En yaygin kullamlmakta olan dezenfektanlar etil alkol,
sodyum hipoklorit, kalsiyam hipoklorit ve civa klorlirdiir. Hazirlanan kiiltiirler
bliyiime odasinda gerekli 11k kosullarinda inkiibe edilir.

Cogaltim asamasi: Burada amag¢ kiiltirde olugmakta olan bitkilerin sayisinm
artirmaktir. Bitkiler arzulanan (ya da planlanan) sayiya ulasincaya kadar tekrarh
olarak alt kiiltiir uygulamas1 yapilir.

Koklenme asamasi: Koklenme siireci bitkilerin ¢ogaltim asamasi ile aym anda
gerceklesebilir. Ama bazi durumlarda kok biiylimesini tesvik etmek igin
eksplantlarin farkli besinlerin ya da biiyiime diizenleyicilerin ortama eklenmesi
gerekebilir.

Iklimlendirme asamasi: Artik in vitro ortamda biiyiitiilmiis bitkiler dis ortam igin
hazirlanir. D1s ortama alistirma siireci kademeli olarak ¢ok nemli ortamdan az nemli

ortama ve az giicte 1siktan giiclii 1518a dogru gergeklestirilir. Sonrasinda bitkiler



(kum, turba, kompost gibi) uygun bir malzemeye dikilir ve serada iklimlendirme

stirecine devam edilir [7].

2.2 Bitki Sekonder Metabolitleri

Organizmalarda degisiklige ugrayan bilesenlere metabolitler denir. Alman fizyolog
Albrecht Kossel 1891 yilinda bitki metabolitlerini birinci (primer) ve ikincil (sekonder)
olarak ikiye ayirmustir. Primer metabolitler bitkiler tarafindan {iretilen protein, yag ve
karbonhidrat gibi temel kimyasal maddelerdir [8]. Diger yandan sekonder metabolitler,
dogadan bulunan bitkilerin sentezledigi fakat bitkinin gelisim metabolizmasindaki
islevleri heniiz tam kesfedilememis kimyasallardir. Bitkideki sekonder metabolitler
bitkinin savunma, iireme, hayatta kalma ve direng gelistirmesi yani yasamina dogrudan
etki eden onemli bilesiklerdir. Her bir sekonder metabolit bitkinin ¢esitli bélimlerinde
belirli enzimler ve yolaklar ile sentezlenmektedir. Bitkilerin kuru agirliklarimn %1 ile
%3’linii  sekonder  metabolitler  olusturmaktadir. Sekonder  metabolitlerin
simflandirilmasi; kimyasal yapilarina, igeriklerine, sentez yolaklarina veya farkli
¢oziicliler ile ¢oziinebilirligine gore yapilmaktadir. Sekonder metabolitler sayesinde
bitkiler yeni ¢evre kosullarina ayak uydurabilir veya etkisi altinda olduklar: streslerle bas
edebilmektedir. Ancak biitiin sekonder metabolitlerin her strese karsi esit bir tepki
olusturmadig bilinmektedir [9].

Mevcutta 100.000’in tlizerinde bitki sekonder metabolit bileseni bilinmektedir. Pek ¢ok
bitkide ekonomik acidan deger tagiyan (alkaloid, fenolik bilesik, terpen, bitki aminleri,
glikozitler, nadir aminoasitler gibi) bitki sekonder metabolitleri bulunmaktadir. Bu
sekonder metabolitler tiirlii bilimsel, teknolojik ve ticari alanlarda hammadde olarak
kullamlmaktadir. Ornek olarak dogal plastik, yapiskan, balmumu, boya ve ilag
endiistrilerinde Ozellikle bitkilerden elde edilen yaglar, taninler ve saponinler
kullamlmaktadir. ila¢ endiistrisi tarafindan kullamlmakta olan baslica sekonder
metabolitler; soglit agact kabugundan salisin, porsuk agacindan taxol ve hashas
bitkisinden morfindir [8].



2.2.1 Bitki Sekonder Metabolitlerinin Siniflari

2.2.1.1 Fenolik Bilesik

Fenolik bilesikler bitki sekonder bilesiklerin igerisinde en genis olamdir. Biitiin fenolik
bilesiklerin yapisinda bir ya da daha fazla fenol grubu bulundurmaktadir. Bir hidroksil
grubu baglanmus fenolik bilesikler fenol, ikiden fazla hidroksil grubuna bagli fenolik
bilesikler ise polifenol olarak adlandirilirlar. Fenolik bilesikler yapilarina ya da sentez
yolaklarina gore tiirlerine ayrilmaktadir. Fenolik bilesiklerin bitkilerde tat, renk ve koku
olusmasina biiyiik katkis1 olmaktadir [10]. Bitkiler arasinda en ¢ok miktarda fenolik
madde igeren bitki ¢ay bitkisidir (Camellia sinensis), 6zellikle yesil ¢aydir. Fenolik
bilesikler cok yaygin olduklarindan dolayr asagi yukar1 her meyve ve sebzede cesitli
miktarlarda bulunmaktadir. Bazi fenolik bilesikler meyvelerin ve sebzelerin tatlarim
vermektedir. Ozellikle acilik ve burukluk tatlarimn sebebi igerdikleri fenolik bilesiklerdir
[8].

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler kiiclik molekiillii olup genelde ugucu formda
olusmaktadir. Fenolik bilesikler oksidasyon, rediiksiyon reaksiyonlarinda ve fotosentez
ile solunum olaylarindaki elektron-transport zincirlerinde elektron ve proton
transferlerinde gorev aldiklarindan dolayr bitkinin enerji islemlerinde onemli yer
tutmaktadir. Ayrica fenolik bilesikler bitkinin uzamasim ve tohum gelisimini tesvik
edebilir ya da inhibe edebilirler. Ozellikle zorlu iklim kosullarinda bitki tarafindan bol
miktarda sentezlenerek bitkinin boy gelisimini ve UV 1sinina karsi koruma gibi iklim
sartlarina  karst dayamkliliklarim  etkileyebilirler. Ek olarak fenolik bilesikler
antibakteriyel ve antifungal aktiviteler gibi organizmalar arasi kimyasal etkilesimlerde de
rol almaktadir, bdylelikle enfeksiyonel hastaliklara kars1t bitkinin  direncini
artttrmaktadirlar [8].

Yapilan aragtirmalara gore fenolik bilesiklerin basta kanser ve koroner kalp hastaliklari
olmak tiizere dliimciil hastaliklara karsi koruyuculuk &zelligi bulunmaktadir [8]. Ayrica
fenolik bilesiklerin antienflamatuar, karaciger koruyuculuk, fitodstrojeniklik, bocek
oldiiriiciiliik, antioksidanlik ve serbest radikal temizleyicilik gibi ¢esitli yararlan
bildirilmistir [10].



2.2.1.2 Flavonoidler

Flavonoidler 2000 farkli ¢esidi ile en genis dogal polifenol ¢esididir. Flavonoidlerin
yapilarinda bir aromatik halka ve ona bagli kroman halka bulunmaktadir [10].
Flavonoidler birgok gayin, meyvenin ve sebzenin dogal yapisinda bulunmaktadir. ismini
sar1 renkli olmasindan dolayr Latince sar1 anlamina gelen “flavus” kelimesinden almustir
[8]. Flavonoidlerin antienflamatuar, antialerjik, antikanser, antitrombotik, damar

koruyuculuk ve mide mukozas1 koruyuculuk gibi yararlarioldugu bilinmektedir [10].

2.2.1.3 Monoterpen ve Seskiterpen

Terpenler bitki sekonder metabolitleri arasinda genis c¢esitlige sahip metabolitlerdir.
Biitiin terpen tiirlerinin yapisinda 5 karbondan olusan izoprenler bulunmaktadir ve cesitli
kombinasyonlar1 sonucunda farkli ¢esitler olusmaktadir. Terpenler igerdikleri izopren
sayilarina gore gruplandirilmaktadir [10]. Monoterpen, seskiterpen, diterpen ve
sesterpenler bas ve kuyruk biciminde baglanmis isoprenlerden olusmaktadir. Adim
Camgillerin salgiladigr hos kokulu terebentin yagindan almaktadir [8].

Monoterpenler, 2 izoprenden olusmaktadir ve genel molekiiler formiili CioHis
seklindedir. Monoterpenler bitkilerde esans yaglarimn ve ugucu yaglarin Onemli
bilesenleridir. Monoterpenlerin tahris onleyici, kasintt 6nleyici, parazit solucan ldiiriicii
ve damar genisletici 6zellikleri gibi bir¢ok tibbi yarar1 kesfedilmistir [10].
Seskiterpenler ise yapisinda 3 tane izopren bulunduran ve genel formiilii CisHo4 olan
terpen bilesiklerdir. Dogada 3000 civari seskiterpen ve tiirevi bulunmaktadir. Bir bitki
biiylime diizenleyicisi olan absisik asitte bir seskiterpenoid (yapisinda oksijen atomlari
bulunan terpen) ornegidir. Antibakteriyel Ozelliginden dolayr parfiimeri endiistrisinde
kullamilmaktadir [8] Seskiterpenin diger kesfedilmis yararlari, antifungal, anti-protozoal,
anti-amibik, antienflamatuar, idrar sokiicii, agr1 kesici ve kardiyotonik 6zellikleri olarak
siralanmaktadir [10].

2.2.1.4 Klorojenik Asit

Klorojenik asit (CGA) basta ¢ay ve kahve olmak iizere yiyeceklerde en ¢ok karsilagilan
fenolik bilesiklerden biridir. Bir klorojenik asit izomerleri olan kafeoil kinik asitler
(CQA) Asteraceae ve Lamiaceae bitki ailelerinde bol oldugu bildirilmistir. Klorojenik
asitin antimikrobiyal, antifungal, antienflamatuar, antioksidan, antidiyabetik, anti-

hipertansiyon, anti-obezite, damar koruyuculuk, sinir sistemi koruyuculuk, karaciger



koruyuculuk, antitiimor, agr1 kesici ve hatta antiviral tibbi yararlar1 oldugu rapor
edilmistir [11].

Yapilan cesitli ¢aligmalarda klorojenik asitin glikoz ve yag metabolizmasini etkiledigi;
bu nedenle anti-obezite, antidiyabetik gibi &zelliklerinin oldugu diistiniilmektedir.
Klorojenik asitin antimikrobiyal 6zelliginden dolay: iyi bir gida koruyucusu ve katkisi
olabilecegi arastirmalar ile ortaya konmustur. Yapilan bazi arastirmalara gore klorojenik
asitin (ve kafeik asitin) HSV-1, HSV-2, HIV, adenoviriis ve hatta Ebola viriisiine kars1

etkili bir antiviral ve antioksidan olabilecegi tespit edilmistir [11].

2.2.1.5 Kafeik Asit

Kafeik asit bir sinnamik asit tiirevi olup bir fenilpropanoid ¢esididir. Prekiirsoér (6nciil)
olarak bitkilerdeki lignin bilesiginin sentezlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica
hiicreleri genislemesini, turgor basincini, fototropizmi ve biiylimeyi organize etmektedir.
Kafeik asitin biyotik ve abiyotik stres direncini arttigini gosteren birgok aragtirma
bulunmaktadir. Strese kars1 toleransi olan bitkilerin bol miktarda kafeik asit sentezledigi
bildirilmigtir [45].

Bitkiler biyotik veya abiyotik strese girdiginde bunlara kars1 kafeik asit ve tiirevlerinin
sentezlenmesini aktive etmektedir. Kafeik asit ihtiyaca gore ferulik asit, klorojenik asit,
lignin gibi bagka sekonder bilesiklere metabolizma tarafindan doniistiiriilebilmektedir.
Cesitli arastirmalar ozellikle kafeik asit olmak iizere hidroksisinnamatlarin giiclii
antioksidan Ozellikleri oldugunu gostermistir. Bitkilerde bir enfeksiyon oldugu zaman
kafeik asit istilacinin enzim sistemini inhibe ederek ya da odunlastirmak yontemi ile
hiicreleri koruyarak hastaliklara miidahale edebilmektedir. Bitki agir metal stresi ile
karsilagtigi durumda bitkilerin yine bol miktarda kafeik asit sentezledigi gozlemlenmistir.
Bitki kafeik asit sayesinde lignin sentezleyerek hiicrelerinin hiicre duvarlarim
gliclendirerek onlar1 agir metal hasarina fiziksel bir bariyer saglamaktadir. Ayrica kafeik
asit ve tiirevleri agir metal stresi sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerine kars1 etkili oldugu

incelenmistir [45].

2.2.1.6 Rutin

Rutin bir flavonoid metabolitidir ve karabugday, elma ve siyah ¢ayda bol bulunmaktadir.
Rutinin (ve kuersetinin) antioksidan, antikanser, antitrombotik, hiicre koruyucu, damar
koruyucu, kalp koruyucu ve sinir koruyucu 6zellikleri oldugu tespit edilmistir. Rutin suda

cOzebilen bir metabolittir ve damardan kan akisina gegtiginde kuersetine doniistiigii
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gortilmiigtiir [12]. Bitkilerdeki rutin konsantrasyonunun bitkinin tiirline gore, bitkinin
boliimiine gore ve ultraviyole (UV) gibi dis etkenlere degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir [13].

Rutinin kardiyovaskiiler anlamda kurbaga kalbinde yapilan deneyde kalp atim hacminin
artmasina  sebep oldugu  goriilmiistiir. Rutinin  ayrica kilcal damarlarin
kirilganlagsmasindan dolay1 olan hipertansiyonu tedavi ettigi tespit edilmistir. Rutinin
hemofili gibi bazi kanama hastaliklarina tedavi edebildigi bildirilmistir [15]. Rutin,
serbest radikal temizleyici olarak antioksidan o6zelliginden dolayr antienflamatuar,
antimikrobiyal, antitimor ve anti-astim yararlarim gostermektedir. Rutin enfeksiyonlar
karsisinda stres mekanizmasindaki proteinlerin sentezini  diizenleyerek, ayrica
karbonhidrat ve amino asit metabolizmalarini, protein sentezini ve hiicre duvarlarimn
biitiinltigiinii etkileyerek bitkinin antimikrobiyal tepkisine yardimci oldugu goriilmiistiir.
Enflamasyon durumunda rutin enflamasyona sebep olan bazi anahtar enzimleri inhibe
ettigi gozlemlenmistir. Rutinin kanser hiicrelerine kars1 onlarin hiicre dongiisiinii durdugu
ve birgok insan kanser hiicresinin apoptoz gecgirmesini sagladigi tespit edilmistir. Rutin
ayrica Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, kronik vendz yetmezligi ve depresyon
tedavisinde potansiyel kullamimlar1 bildirilmistir [14].

2.2.1.7 Kuersetin

Bir flavonoid olarak kuersetin, 2 benzen halkasi arasinda bir oksijen igeren halka
yapisindadir [16]. Kuersetin elma, turna yemisi, kiraz, izim gibi meyvelerde; sogan,
biber, kuskonmaz gibi sebzelerde ve hatta siyah, yesil ¢ayda ve sarapta bulunmaktadir
[17]. Arastirmalara gore en fazla kuersetin igeren gida konserve kapari oldugu
goriilmiistiir. Kuersetin dogada birgok formda bulunmaktadir; genellikle meyvelere,
sebzelere ve ¢iceklere renk vermekte olan kuersetin-3-O-glukozit  seklinde
rastlanmaktadir.  Kuersetin  bitkilerde antibakteriyel ve antioksidan olarak
kullanilmaktadir ancak tohum ¢imlendirmesini diislirdiigli goriilmiistiir [16].

In vitro ve hayvanlarda yapilan calismalara gore kuersetinin antioksidan, antienflamatuar,
kalp koruyucu ve anti-hipertansif etkilerinin oldugunu bildirilmistir [18]. Kuersetinin
GABA reseptorlerini kontrol ettigi ve NMDA reseptorleri bloke ederek anti-konviilsan
gibi calistigi ve bu yiizden de epilepsi hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegi rapor
edilmistir [12]. Kuersetin antioksidan ve serbest radikal temizleyici oldugundan dolay
damar tikanikligina Onleyici olabilecegi diisliniilmiistiir. Bir¢ok kanser hiicresi hattina

kars1 kuersetinin anti-mutajenik ve anti-proliferik 6zelligi oldugu bildirilmistir [19].
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Arastirmalar kuersetinin bir¢ok kanser hiicresi serisinde mitokondriyal apoptoza
sebebiyet verdigini, buna karsilik saglikli hiicrelerin oksidan stresi kaynakli apoptozu
inhibe ettigini gostermistir. Kuersetinin ayrica fitodstrojen olarak siniflandirilmustir.
Kuersetin mast hiicrelerinin antijenlere kars1 histamin salgilamasim inhibe ederek alerjik
tepkileri engelledigi gozlemlenmistir. Diisiikk dozlarda kuersetin antioksidan aktivitesi
gosterirken, yiiksek dozlarda oksidan oldugu ve DNA’y1 pargaladigi goriilmiistiir.
Kuersetinin ayrica 1s1 soku saperonu gibi saperonlarin sentezini ve metal iyonlarim

baskilayan enzimleri inhibe ettigi gozlemlenmistir [16].

2.2.2 Sekonder Metabolitlerin Uretimi

Bitki doku kiiltiirii sayesinde 30000’den fazla sekonder metabolit iiretilebilmektedir.
Bitki doku kiiltiirii ile iretilebilen sekonder metabolit miktar1 mikroorganizmalar ile
tiretilen biyolojik aktif kimyasallarin miktarindan daha fazladir. Bitki sekonder
metabolitleri tarimsal yetistirme yontemleri ile de iretilebilmektedir. Fakat tarimsal
yetistirme yonteminde mevsim, iklim kosullari, cografi konum ve biiylime kosullar1 gibi
miidahale edilemeyen degiskenler bulunmaktadir. Ornegin Hypericum perforatum ve
Arnica montana bitkileri patojenlere olan hassasiyetlerinde dolay: (antraknoz hastaligt
gibi) biiyiik Olgekli tarlalarda yetistirilememektedir. Bitki doku kiiltiirli ile sekonder
metabolitlerin tiretilmesi konusundaki arastirmalar son yillarda artis gostermistir. Bir¢ok
islevsel bitki sekonder metaboliti bu arastirmalara konu olmustur [20, 21].

Genellikle kalluslarin en ¢ok bitki sekonder metaboliti iirettigi ve bulundurdugu zaman,
kallus biiylimesinin durdugu zamandir (Plato Fazi). Ciinkii biiyiime fazi sirasinda
(6zellikle erken safhalarda) hiicreler biitiin karbon paylagimim primer metabolitlerin
iiretilmesine harcamaktadir. Ne zaman ki kallus kiiltiirli biiylime farzindan plato fazina
gectiginde artik fazla primer metabolit iiretimine gerek kalmadigindan dolayr kallus
kiltiirti daha aktif bir sekilde sekonder metabolit sentezi yapmaktadir. Ancak bazi
biiyiime ile alakal1 bitki sekonder metabolitleri bu durum ig¢in istisnadir (betalainler ve
carotenoidler gibi) [21].

Bitki doku kiiltiirii ile bitki sekonder metabolitinin {retilmesinde verimi artiric
yontemlerde bulunmaktadir. Bitki sekonder metabolit {iretimini en iyi arttiran yontemin
kiiltiir ortamina elisitor eklenmesi veya abiyotik stres uygulanmasi oldugunu bildirilmistir
[21]. Stres canli yagsaminin optimum durumundan ¢ikmasina sebep olan farkliliklardir.

Stres, bitkide serbest radikal ve diger oksidatif molekiillerin artisina sebep olmaktadir
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[20]. Elisitor ise stres uyartisim taklit eden biyotik ya da abiyotik bilesiklerdir [46]. Kiiltiir
ortamina stres veya elisitor uygulanmasi ile birlikte var olan sekonder metabolitlerde artis
goriilebilmekte hatta bitkinin normal sartlarda iiretmedigi bitki sekonder metabolitleri de
gozlemlenebilmektedir. Bitkilere stres uygulanmas1 durumunda hayatta kalma becerisi
dahilinde bitkilerde bazi mekanizmalar aktiflesmektedir. Bu mekanizmalar sonucunda
sekonder metabolitlerde artiglar gergeklesir ya da bitkinin genomunda gizli yeni sekonder
metabolitler ortaya ¢ikabilir. Stres yontemi biyotik stresorler (viriis, bakteri, mantar)
abiyotik stresorler (hava kirliligi, UV 1sin1, agir metaller vb.) ya da elisitorler (sentetik
kimyasal faktorler, melatonin ve absisik asit gibi bitki hormonlar1 vb.) araciligiyla
yapilmaktadir [20, 21, 46].

Bir diger sekonder metabolit verimini arttiran yontem ise sekonder metabolitin 6ncii
(prekiirsdr) metabolitini kiiltiirii ortamina eklemektir. Istenilen sekonder metabolitin
biyosentez yolu arastirilarak o seckonder metabolitin dretimini kisitlayan adim
bulunabilmekte ve o adimdaki sentezin iirlinii 6ncii metabolit kiiltiir ortamina verilerek
kiiltlirtin tiretim verimi artirilabilmektedir. Ancak bu yontemde oOncii metabolitin bol
miktarda bulunmasi sentezin negatif bildiriminin aktif olmasina ve dolayisiyla sekonder

metabolitin sentezinin inhibe olmasina sebep olabilir [21].

2.3 Inula helenium L.

Inula helenium L. bitkinin (Sekil 2.1) dahil oldugu Inula cinsi yaklasik 100 farkl: tiir ile
birlikte Asteraceae familyasinin igerisindedir [22]. Halk arasinda ad1 andiz ve atgozii otu
olarak da gegmektedir. Bitkinin Ingilizcesi “Elecampane”, Almancas1 “Echter Alant” ve
Fransizcas1 “Aunée officinale” veya “Grande Aunée” olarak gegmektedir [23]. Bitkinin
yunanca ismi “Helenion” ismi Ilyada destamindan “Truvali Helen’den gelmektedir ve
isim daha sonra Latince hali olan “helenium”a doniismistiir [25, 27]. Bitkinin tarihsel
kullammu Hipokrat’a kadar uzanmaktadir [26].
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Sekil 2.1 Inula helenium L. bitkisi

Tiirkiye dahil olmak iizere (6zellikle Karadeniz ve Dogu Anadolu) biiyiik 6l¢iide Avrupa,
Afrika, Asya ve Kuzey Amerika kitalarinda yetismektedir. Tiirkiye’de 8 tanesi endemik
olmak iizere 28 tir ve 33 alttiir Inula bulunmaktadir. Dogada 1000-2600 metre
yiikseklikte g6l ve akarsu kenarlarinda, orman alanlarinda, nemli g¢ayirlarda
biiylimektedir. Serin, bol giinesli yerleri seven Inula helenium L. siizek, nemli ve giibreli
toprakta en verimli sekilde yetismektedir. ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde tohumdan
ya da ana bitkiden ayrilan toprakalti organlariyla cogalmaktadirlar. Tohumlar soguk hava
sartlarinda 3 veya 4 haftada, ic mekan sartlarinda 1 ile 3 hafta i¢inde ¢imlenmektedir.
Inula helenium L. yaz aylarinda sar1 renkteki ¢i¢eklerini agmaktadir. Inula helenium L.
bitkisi ¢cok yillik bir bitki olup bitki 2 metre yiikseklige kadar biiyliyebilmektedir. Taban
yapraklar1 uzun sapli, oval ya da eliptik olup seyrek olarak tiiylii ve kenar1 hafif dislidir.
Diger yandan govde yapraklari ise daha kiicliik ve sapsiz olmaktadir. Govde tabani
odunsudur ve diktir, bazen iiste dogru dallanabilmektedir. Kokler ise etli ve kokuludur

[23, 24]. Inula helenium L. biitiin genel dzelikleri tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Inula helenium L. antik ¢aglardan beri birgok hastaliga ¢are olmaktadir. Antik Minos

(Girit), Miken, Misir ve Asur farmakoterapisinde tiimdrlere, yaraya, sivilcelere ve sag
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kepegine 1yi geldigi gegmektedir. Geleneksel Cin tibbinda balgam soktiiriicii, oksiiriik
kesici, terletici, antiemetik ve bakteri Oldiriicii ilaglarin yapiminda kullanilmstir.
Hipokrat Inula helenium L. bitkisinin kronik cilt dokiintilleri ve kasintilara karsi iyi
geldigini yazmustir [1]. Gliniimiizde sivilce karsiti, kasintt Onleyici, Oksiiriik kesici,
terletici, idrar yapici, balgam sokiicil, istah agici, tonik, sindirim kolaylastirici, antikanser,
antienflamatuar ve antibakteriyel etkileri i¢in kullamlmaktadir. Ayrica veterinerlikte
kullanilmaktadir [23].

Inula helenium L. bitkisinin kokleri %5 oramna kadar eudesmane tipi seskiterpen
laktonlar (¢ogunlukla alantolakton ve izoalantolakton), timol ve tiirevleri, terpenler,
steroller ve %44 oranina kadar polisakkarit iniilin icermektedir [28]. Ayrica Inula
helenium L. bitkisinin yapraklarinda ve yaprak kalluslarinda bol miktarda kafeik asit ve

tiirevleri, ayrica klorojenik asit ve kafeoilaldarik asit oldugu tespit edilmistir [29].

Inula helenium L. bitkisi ile ilgili doku kiiltiiri ¢alismalar1 sinirlidir. Stojakowska’nin
2004 yilindaki arastirmasinda kok kalluslarindaki ve in vitro ortamda yaprak
eksplantindan rejenere edilmis koklerindeki timol igerigi arastirilmus ve Inula helenium
L. bitkisinin koklerinde bulunan baslica bitki sekonder metaboliti olan iki timol tiirevi
tespit edilmigtir. Stojakowska’mn 2016 yilindaki arastirmasinda ise yaprak kalluslar1 elde
edilip hidroksisinnamik asit igerigine arastirilmistir ve bu arastirmada Inula tiiri

igerisinde ilk defa kafeoilaldarik asitlerin varligi gozlemlenmistir [28, 29].
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Tablo 2.1 Inula helenium L. bitkisinin genel 6zellikleri

Alem Plantae (bitkiler)
Alt alem Tracheophyta/trakeofitler (damarh bitkiler)
Boliim Magnoliophyta/anjiyospermler (kapah tohumlu bitkiler)
Simif Magnoliopsida/ddikotlar (iki ¢enekliler)
Alt simf Asterid
Takim Asterales
Familya Asteraceae (papatyagiller)
Cins Inula
Tiir Inula helenium L.

Halk arasindaki adi

Andizotu, atgdzli otu

Yetisme ortami

Akarsu/gol kenarlari, nemli ¢ayir, ormanlk alan, hendek ici

Habitat 1000 m — 2600 m

vavil Avrupa, Asya, Afrika, Kuzey Amerika (Tirkiye; genellikle
ayris Karadeniz ve Dogu Anadolu)

Omiir Cok yillik

Vejetasyon Donemi

[lkbahar veya sonbahar

Toplanma Donemi

Yaz veya sonbahar

Yap1

Otsu

Kullanim Amaci

Sivilce karsiti, kasint1 onleyici, oksiiriik kesici, terletici, idrar yapici,
balgam sokiicii, istah agici, tonik, sindirim kolaylastirici, antikanser,

antienflamatuar ve antibakteriyel

Kullanim Sekli

Toz (demleme ya da haglama)

Endemizm durumu

Endemik degil.
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3

Materyal ve Yontem

3.1 Materyal

Asagidaki tablo 3.1 ve tablo 3.2°de ¢alismalar sirasinda kullanilmis materyaller yer

almaktadir.

Tablo 3.1 Deneyler sirasinda kullamlan kimyasallar listesi

Kimyasal

Marka

CAS Numarasi

Murashige ve Skoog (MS) with Vitamins

Caisson Labs

Bitki Doku Kiiltiirii Agar1 Neogen 9002-18-0
Siikroz (ACS sinif) Caisson Labs 57-50-1
2,4-Diklorofenoksiasetik Asit (2,4-D) Bio-Basic 94-76-7
6-Benzilaminopurin (BAP) Caisson Labs 1214-39-7
Kinetin (KN) Caisson Labs 525-79-1
1-Naftalenetik asit (NAA) Caisson Labs 86-87-3
Indol-3-biitirik asit (IBA) Caisson Labs 133-32-4
Melatonin Sigma 73-31-4
Izopropil Alkol (CsH-OH, %99,9) Ekiciler 67-63-0
Etanol (C2HsOH, %99,8) Sigma 64-17-5
Giimiis Nitrat (AgNO3) Isolab 7761-88-8
Bakur Siilfat (CuSO4) Merck 7756-99-8
Bakar Kloriir (CuCly) Merck 10125-13-0
Absisik Asit (ABA) Sigma 21293-29-8
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Tablo 3.1 Deneyler sirasinda kullamlan kimyasallar listesi (devam)

Camasir Suyu (%0,4 NaOCl) ticari

Hidroklorik Asit (HCI) Merck 7647-01-0
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck 1310-73-2
Metanol (CH3;OH, %99) Sigma 67-56-1

Tablo 3.2 Deneyler sirasinda kullamlan cihazlar ve ekipmanlar listesi

Cihaz ve Ekipmanlar Marka
HPLC-DAD Agilent
HPLC Kolonu Zorbax
Tiip Karistirict Heidolph
Sonikator Qsonica
Santrifiij Sigma
Manyetik Karigtiric DLAB
Laminer Akishi Kabin Niive

Su Saflagtirma Sistemi

MerckMillipore

10- 1000 pL'lik Mikro Pipetler

Eppendorf

pH Metre

Ohaus Corp. ST3100

Hassas Tarti

Ohaus Corp. PA214C

Cam Boncuklu Sterilizator

Comnail

Buzdolabi

Regal
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Tablo 3.2 Deneyler sirasinda kullamlan cihazlar ve ekipmanlar listesi (devami)

Otoklav Hirayama HV-50L
Mikroskop Olympus

Klima Vestel

Liyofilizator Teknosem TRS 2/2V
Petri Firatmed

Parafilm Bemis NA

Steril Bisturi Ucu Armo Line

Deneylerde ayrica bisturi, mutfak c¢akmagi, pens, beher, erlenmeyer, mezir, cam
kavanoz, otoklavlanabilir cam sise, eppendorf tiip, pastor pipeti, mikro pipet ucu ve cam

cubuk kullamlmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Malzeme ve Cahsma Yeri Sterilizasyonu

1 atm basinca ve 121 °C sicakliga ayarli otoklav ile deney boyunca kullanilan metal, cam,
otoklavlanabilir plastik malzemeler, sterilizasyon asamasinda kullamlan distile su ve
filtre kagitlar1 aliiminyum folyoya sarilarak steril edilmis olup laminar hava akisli kabin
icerisinde kullamilmustir. Laminar hava akisli kabinin yiizeyleri %70 etanol/izopropil
alkol ile temizlenmistir. Ardinda 15 dk boyunca kabinin i¢in UV 1sik ile sterilize
edilmigtir. Besiyerlerine hazirlarken ve kabinin i¢inde ¢alisirken pudrasiz nitril eldiven
kullanilmustir. Laminar hava akisli kabine yerlestirilen her tiirlii cihaz ve malzeme, kabine
alinmadan 6nce %70 etanol/izopropil alkol ile temizlenmistir. Kabinde ¢aligmadan 6nce
eldiven giyili eller %70 etanol/izopropil alkol ile temizlenmistir. Metal malzemeler ve
besiyeri igeren kavanozlarin agizlar1 her kullammda 6nce ve sonra mutfak ¢akmagi ya da

cam boncuklu sterilizator ile 1sitilarak sterilize edilmistir.
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3.2.2 Besiyeri Hazirlanmasi Ve Sterilizasyonu

Doku kiiltiirii i¢in kullamlacak besiyerleri 4.43 g/L MS ortamu, 30 g/L siikroz, 6 g/L agar
icerecek sekilde hazirlanmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerin (BBD) stok ¢ozeltileri 1
mg/ml konsantrasyonunda hazirlanarak buzdolabinda saklanmustir. Her bir besi ortami
icin gerekli bitki biiylime diizenleyiciler c¢esitli konsantrasyonlarda eklenmistir.
Besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan biitiin malzemeler eklendikten sonra pH degeri
5,5 — 5,8’¢ ayarlanmustir. Besiyerleri 1 atm basingta 121°C sicakliginda 20 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Steril besiyerleri laminar hava akisli kabinin i¢inde petrilere
veya kavanozlara dokiilmistiir ve 15 ile 30 dakika boyunca katilagsmasi beklenmistir.
Besin ortamu iceren petriler ve kavanozlar stre¢ film ile sarilarak kullamlmak iizere
buzdolabinda (4 °C) saklanmustir.

3.2.3 Bitki Tohumunun Sterilizasyonu ve Ekimi

Bitki doku kiiltiiriinde kullamlacak Inula helenium L. tohumlar1 Zeytinburnu Sifali
Bitkiler Bahgesinden temin edilmistir. Tohumlar 12 saat boyunca musluk suyunda
bekletildikten sonra, sadece suda batmus olan tohumlar kullamlmustir. Tohumlar laminar
hava akisli kabinde %70 izopropil alkol ile 2 dakika boyunca ve ardindan %10 ticari
camasir suyu ile 75 dk sterilize edilmistir. Son olarak 3 defa 1 dk distile suda bekletilerek
dezenfektanlardan temizlenmistir. Tohumlar petrilere veya kavanozlara aralarinda

mesafe olacak bir sekilde 5°1i gruplarla ekimi gergeklesmistir. Petriler iklimlendirme
odasinda (25+2 °C) inkiibe edilmistir.

Inula helenium L. bitkisi, besiyerinde yetistirilen bitkiler ve kalluslarla karsilastirmak ve
eksplant olarak kullanilmak amaciyla toprakta da yetistirilmistir. Tohumlar, igerisine bir
miktar saksi toprag veya torf doldurulmus buzdolabi posetlerine serpilmistir. Toprak
yeterince sulandiktan sonra buzdolab1 posetinin agz1 kapatilmistir ve igerisi hava alabilsin
diye agzimn bir kenarina pamuk yerlestirilmistir. Posetler glines alacak sekilde pencere
Onlerine yerlestirilmistir. Bu sekilde topraga devamli sulama gerekmeden tohumlarin

cimlenmesi ve yetismesi saglanmustir.

20



3.2.4 Eksplant ve Kallus Kiiltiirii

Besiortaminda in vitro ve aseptik kosullarda ¢imlendirilen fideler, eksplant kaynagi
olarak kullamlmustir. En az 1 aylik olan bitkiler yaprak, yaprak ayasi, gdvde ucu,
kotiledon ve kok sekillerinde kesilerek hazirlanmus olan ¢esitli bitki biiyiime
diizenleyicileri igeren (tablo 4.1) besin ortamlarina ekilmistir. Eksplant kiiltiirleri
iklimlendirme odasinda (25+2 °C) 16/8 fotoperiyotta ya da karanlikta inkiibe edilmistir.

1 ayin sonunda kallus gelisimi gbzlemlenen kiiltlirlere, kalluslarin canliligina gore yine
aym bitki biiylime diizenleyicileri igeren besin ortanina daha kiigiik parcalara ayrilarak
alt kiiltlir islemi gerceklestirilmistir. Stirgiin gelisimi gdzlemlenen kiiltiirler, kok gelisimi
icin 2 mg/L IBA igeren besin ortamlarina aktarilmustir.

3.2.5 Stres ve Elisitor Uygulamalari

Deneyin ilerleyen asamasinda bazi aseptik filizler ve karanlik ortamda tutulan 1 mg/L
BAP + 0,3 mg/L KN BBD kombinasyonu igeren besin ortaminda yetistirilmis kallus
kiiltiirleri stresor veya elisitor igeren besin ortamlarina transfer edilmistir (tablo 4.3).
Stresorli, elisitorlii ve kontrol aseptik filiz kiiltiirleri 16/8 fotoperiyotta 2 hafta boyunca,
bakir siilfat, bakir kloriir ve glimiis nitrat stresorlii kiiltiirler 1 hafta boyunca, stresorlii,
elisitorlii ve kontrol kallus kiiltiirleri karanlik ortamda 1 hafta boyunca, Besin Stresleri 2
hafta boyunca iklimlendirme odasinda inkiibe edilmistir. 1 haftamin sonunda kiiltiirler
hasat edilmistir ve hasat edilen 6rnekler bir sonraki isleme kadar derin dondurucuda (-20

°C) saklanmustir.
3.2.6 Liyofilizasyon ve Ekstraksiyon

Ornekler -20 °C’de dondurulmus olarak, miktarlarina gdre beherlere, cam siselere ya da
cam petrilere yerlestirilmistir. Ornekler agizlar1 agik olacak bir sekilde liyofilizasyon
cihazina yerlestirilmistir ve 48 saat boyunca -40 °C ile -55 °C arasinda 7x10% mBar
basing altinda liyofilize edilmistir. Liyofilize edilmis kalluslar cam ¢ubuk araciligiyla toz
haline getirilmistir. Ornekler ekstraksiyona kadar 4°C de saklanmustir.
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3.2.7 HPLC-DAD Analizi

Hidrofilik s1vi metanol ekstraksiyonlarinin hazirlanmasi islemleri Dalar vd. (2012)'ye
gore yapilmustir [31]. Pudra tozu haline getirilmis numuneler en az 3 tekrarli olmak iizere
50 mg olarak tartilarak 2 ml’lik eppendorf tiiplerine konulmustur ve 1 ml asidifik metanol
(%80 metanol + %1 HCI + %19 ultra saf su) ile ekstraksiyonu yapilmustir. Ornekler tiip
karistirict yardimu ile iyice ¢alkaladiktan sonra, homojenizasyon i¢in 15 dakika boyunca
sonikatorde bekletilmistir. Homojenize edilen 6rnekler, santrifiij cihazina yerlestirilmistir
ve 10000 rpm’de, 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ardindan elde edilen supernatant, 5
ml’lik temiz kiigiik siselere aktarilmustir. Arta kalan bitki ¢okeltileri, ayni ekstraksiyon
islemlerine 2 defa daha tabi tutulmustur. Elde edilen tiim supernatantlar birlestirilmis
ve HPLC analiz islemlerine baglayana kadar derin dondurucuda (-20 °C) saklanmustir.
Ekstrelerde bulunan fenolik bilesiklerin tamimlanmast ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi islemleri yiiksek basingli sivi kromatografisi cihazi kullamlarak Dalar ve
Konczak (2013) ve Gomes vd. (1999) metotlar1 modifiye edilmesi suretiyle
gerceklestirilmistir. Analitik yiiksek basingli sivi kromatografisi 30 °C’de yliriitiilmiistiir
ve Ornekler 250 nm, 280 nm, 326 nm, 370 nm ve 520 nm dalga boylarinda kontrol
edilmistir [30, 31]. HPLC analizlerinde kullanilan sistemler (Tablo 3.3) ve gradient
programu (Tablo 3.4) asagida sunuldugu sekilde gergeklestirilmistir. Calismada HPLC’ ye
0zgii fenolik bilesik standartlar1 kullamlmustir. Analiz islemi icin HPLC’ye yiiklenen tiim
ekstreler ve standartlar enjektdr yardimu ile 0.22 pm’lik hidrofilik filtreden gecirilerek
filtre edilmistir.

Fenolik bilesiklerin tantmlanmas1 islemi, ko-kromatografi, fenolik bilesik standartlarinin
spektral ~ karakteristikleri ve gelis zamanlar1 ile karsilastirilmast  sonucu
gerceklestirilmistir. Kantitatif analizler en az 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Miktar
tayini yapilan bilesiklere (kafeik asit, klorojenik asit, rutin ve kuersetin) ait standart egrisi
kullamlarak, mg fenolik bilesik / g ekstre olarak hesaplanmustir. Total fenolik bilesik
icerigi kromatogramdaki bilesiklerin total absorbsiyonlarinin mg Gallik asit Esdegeri/g
kuru agirlik cinsinden karsilig1 olarak hesaplanmustir.
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Tablo 3.4 HPLC analizlerinde kullanilan ekipmanlar, kimyasallar ve ayarlar

Sistem Ozellikleri

Detektor DAD (SPD-M20A)

Oto enjektor SIL-10ASVP

Sistem kontrolciisit  SCL-10A

Pompa LC-20AT

Degaze DGU-12A

Kolon firim CTO-1-ADVP

Kolon Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)
Mobil faz A: %3 Formik asit+ %97 Ultra saf su.

B: %0,5 TFA + %45 Ultra saf su + %95 Asetonitril.

Akis iz 1 ml/da.
Enjeksiyon hacmi 10 pl
Kolon sicaklig 30 °C

Tablo 3.5 HPLC analizlerinde kullanilan gradient programi

Zaman (dakika) Al (%) B2 (%)
3 93 7

28 72 28

60 67 33

62 60 42

70 50 50

75 30 70

80 10 90

90 0 100
90.01 0 100

1 960,5 Formik asit, 2 %0,5 TFA + %4,5 Ultra saf su + %95 Asetonitril

3.2.8 Istatiksel Analiz

HPLC analizi her 6rnek i¢in 3 kez tekrar edilmis olup hesaplamalarda istatistiksel olarak
anlamlilik p<0,05 olarak alinmustir. Istatistiksel olarak varyans analizi One-Way Anova

Bonferoni post hoc testine gore yapilmustir.
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A

DENEYSEL VERILER

4.1 Tohumlarmm Cimlendirilmesi

Inula helenium L. tohumlar1 eksplant elde etmek ve HPLC analizi sonuglarinda diger
bitkilere kontrol degeri olmas1 amaciyla toprakta gelistirilmistir. Oncelikle tohumlar bir
gece (~12 saat) suda bekletilmistir. Bu islem sayesinde tohumlarin suda bekletilmeden
dogrudan ekilen tohumlara gore daha hizli ¢imlendigi gorilmiistiir.

Daha sonrasinda tohumlar i¢i torf ya da saksi topragi dolu plastik kilitli buzdolabi1
posetlerine ekilmistir. Tohumlar esit bir sekilde topraga serpistirildikten sonra tohumlar
ince bir toprak Ortlisiiyle gomiilmiistir ve toprak her yeri 1slanacak sekilde
nemlendirilmistir. Posetlerin agzi biiyiik 6l¢lide kapatilmistir ve agik kalan kismina
igerisinde hava sirkiilasyonunu saglasin diye pamuk yerlestirilmistir. Posetler giines
15181m dogrudan alan yerlere yerlestirilmistir. Tohumlarin 2-3 giin igerisinde ¢imlendigi
gortiilmistiir. Eksplant ve analizler igin 1 aylik fideler kullanilmustir. -Kullamlan torf ve
saks1 topraklari arasinda bitkinin gelisimi {izerine bir fark gozlenmemistir. Posette

¢imlendirilmis bitkiler sekil 4.1 gosterilmistir.

Sekil 4.1 Toprakta ¢imlendirilen Inula helenium L. A) Inula helenium L. tohumu B)
Viyolde ¢imlendirilen bitkiler C) Posette ¢imlendirilen bitkiler (1 aylik) D) Posette
cimlendirilen bitkiler (3 aylik)
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Inula helenium L bitkisi ayrica HPLC analizinde in vitro bitki kaynagi, kallus ve
organogenik bitki rejenerasyonu i¢in aseptik eksplant eldesi amaciyla in vitro ortamda da
¢imlendirilmistir. Oncelikle tohumlar ¢imlenmelerini hizlandirmak amaciyla ve yiizen
bos tohumlar1 batan dolu tohumlardan ayirmak amaciyla bir gece (~12 saat) suda
bekletilmistir. Tohumlarin suda 1 giinden fazla bekletilmesi durumunda ¢imlenme
oramnin diistiigii gézlemlenmistir. Tohumlarin sterilizasyonu i¢in bir¢ok farkli yontem,
sterilize edici, konsantrasyon ve siire denenmistir olup en verimli sterilizasyon
yonteminin tohumlarin 2 dakika boyunca %70 izopropil alkolde bekletip sonrasinda 1
saat 10 dakika boyunca %10 ¢amasir suyunda (NaOC]l) bekletilmesi ve ardinda tohumlari,
alkoliin ve ¢amasir suyunun tohumdan arindirilmasi igin, 3 kez 1 dakika boyunca saf suda
bekletilmesi oldugu goriilmiistiir. Bu yontem ile tohumlarda %50 oraninda ¢imlenme elde

edilmis olup tohumlarda kontaminasyon engellenmistir.

Sterilize olmus Inula helenium L. tohumlar1 MS ortamu igeren petrilere ve kavanozlara
ekilmistir. Olas1 kontaminasyonlarin diger tohumlar1 etkilememesi icin ve ¢imlenen
bitkilerin biliyiimesinde yer olusmasi ig¢in tohumlar genis aralikla ile petrilere ve
kavanozlara 5’li sekilde ekimi gergeklestirilmistir. Kiiltiir ortaminda kontaminasyon
gozlenmesi sonucunda kontaminasyon temasi olmayan tohumlar yeni bir kiiltiir ortamina
aktarilmistir ve onlarda 6nceki kontaminasyondan bir bulasi gézlemlenmemistir. Icine
tohum ekilmis olan petriler ve kavanozlar parafilm ile sarilmustir. Iglerinde tohumlar
bulunan petriler ve kavanozlar, 25 °C’de iklim kontrollii odaya yerlestirilmiglerdir. HPLC
analizinde ve eksplant olarak kullamilmak amaciyla en az 1 ay, bitki stresinde kullanilmak
amactyla 2 hafta bitkilerin gelisim gdstermesi beklenmistir. /n vitro kosullarda

biyiitiilmiis Inula helenium L. sekil 4.2°de gosterilmektedir.

25



Sekil 4.2 In vitro kosulda BBD’siz ortamda ¢imlendirilen Inula helenium L.
A) Cimlenmesi beklenen aseptik tohumlar B) Hasat edilmis bitki fideleri (1 aylik)
C) Kavanozdaki bitki fideleri (1 aylik) D) Kavanozdaki bitki fideleri (2 aylik)

4.2  In vitro Bitki Rejenerasyonu

Kilitli posette biiyiitiilen bitkiler en az 1 aylik olduklarinda in vitro kosullarda kallus ve
bitki rejenerasyonu c¢alismalarinda kullamlmak amaciyla eksplant olarak kullanilmistir.
Bitkiler sterilizasyon isleminden Once yaprak, yaprak ayasi, govde ucu, kotiledon ve kdk
olmak tlizere eksplant parcalarina ayrilmustir. Eksplantlarin sterilizasyonu ig¢in farkli
bircok sterilizator, teknik, konsantrasyon ve siire denenmistir ama sonug olarak verimli
bir sterilizasyon prosediirii bulunamamustir. Yapilan sterilizasyon denemelerinin
cogunlugu ya kontaminasyonla ya eksplantin dliimiiyle sonuglanmistir. Ozellikle kok
eksplantlar1 kokiin toprak altinda bulunmasinda dolay1 yiiksek miktarda biyolojik
kontaminant  bulundurmasindan  dolayr siirekli kontaminasyona sebep oldugu
gozlemlenmistir. Basariliolan sterilizasyonlarda kalluslarin fazla gelisemeden dlmesi ile
sonuclandigl i¢in veya c¢ok kaynak israf ettigi icin kullamlmaktan vazgecilmistir.
Caligmalara in vitro ortamda ¢imlendirilmis bitkilerden aseptik eksplantlar alinmasi ile

devam edilmistir.
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Yapilan en basarili sterilizasyon denemesinde oncelikle yaprak ve gévde ucu eksplantlari
musluk suyunda yikanmustir. Sonrasinda yaprak eksplantlart 30 saniye etil alkolde,
ardinda 15 dakika %10 camasir suyunda (NaOCl) bekletilmistir. Govde ucu eksplantlari
ise 1 dakika etil alkolde, ardinda 20 dakika %10 ¢amasir suyunda (NaOCl) bekletilmistir.
Eksplantlar alkoliin ve ¢gamasir suyunun uzaklastirilmasi i¢in 3’erkez 1 dakika steril suda
bekletilmistir. Yaprak eksplantlarinin sterilizasyon sonunda yanan kisimlari kesilmis olup
eksplantlar kiigiik pargalara boliinerek ortamlara ekilmistir. 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
ortamina ekilmis olan yaprak eksplantlarinda %10 oraninda kallus gelisimi
gozlemlenmistir ve bu kalluslar 1 ay sonra gerceklestirilen altkiiltiir calismasina kadar
gelisimlerini slirdiirmiislerdir. 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA ortaminda ekilmis olan
govde ucu eksplantlarinda %15 oraminda yaprak rejenerasyonu gergeklesmistir ve bu
organogenik bitkiler 1 ay sonra gerceklestirilen altkiiltiir calismasina kadar gelisimlerini
siirdirmiislerdir. Daha sonra durgun suda ya da durgun sabunlu suda bekletilmesi
yontemleri denenmistir ama o yontemlerden basari saglanamamustir. Toprakta yetistirilen

bitkiden eksplant alinarak yapilan ¢alismalar sekil 4.3’de gosterilmektedir.

Sekil 4.3 Toprakta yetistirilen bitkiden eksplant ile rejenere edilmis kalluslar,
2 mg/L 2,4-D (16/8 fotoperiyot)
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4.3  In vitro Ortamda Cimlendirilmis Bitkilerin Eksplantlarinm 7In
vitro Uygulamalar:

In vitrove BBD’siz ortamda ¢imlendirilen aseptik bitkiler, 1 aylik gelisme siireglerinden
sonra kallus ve bitki rejenerasyonunda kullamilmak amaciyla yaprak, yaprak ayasi, govde
ucu, kotiledon ve kok eksplantlar1 olarak parcalara ayrilmiglardir. Bu eksplantlar tablo
4.1 bulunan ¢esitli BBD konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 igeren MS besin ortamina
alinmistir (Sekil 4.4). Kiiltiirler 1 ay siire ile 25 °C’de iklim kontrollii odada 16/8 sa
fotoperiyotta ya da karanlik ortamda inkiibe edilmislerdir.

Sekil 4.4 In vitro besin ortamlarina ekilmis eksplantlar
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Tablo 4.1 MS ortaminda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin (BBD)

kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlari

Ortam 2,4-D IBA BAP NAA KN
1 1 - - - -
2 2 - - - -
3 3 - - - -
4 1 - - - 0.1
5 1 - - - 0,3
6 1,5 - - - 0,3
7 2 - - - 0,3
8 3 - - - 0,3
9 1 - - - 0,6
10 1 . i i 1
11 2 - 5 - -
12 - 2 - - -
13 - 1 1 - -
14 - - 1 - -
15 - - 1 0,1 -
16 - - 0,5 2 -
17 - - -- 0,02 1
18 - - - - 1
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Tablo 4.2 MS ortaminda kullanilan bitki biylime diizenleyicilerin (BBD) ¢esitli
eksplantlar iizerindeki etkileri

BBD (mg/L) Yaprak | Yaprak Ayasi| Kotiledon | Govde Ucu | Kok
12,4-D Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
22,4-D Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
32,4-D Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus

12,4-D+0.1KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
12,4-D+03KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
152,4-D+0,3KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
224-D+0.3KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
32,4-D+0.3KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
12,4-D+0.6 KN | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
12,4-D+1KN X X X X Kallus

1 BAP Yok Yok Yok Yok Yok

1 BAP +1 IBA Yok Yok Yok Siirgiin Yok
5BAP +22,4-D | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
1 BAP +0,1 NAA | Kallus Kallus Kallus Siirgiin -~ | Kallus
2 NAA + 0,5BAP | Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus

1 KN + 0,02 NAA Yok Yok Yok Yok Yok
1 KN X X X X Kallus

Yok = Kallus ya da siirgiin olusumu yok, X = Yapilmanus
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Tablo 4.2°de gosterildigi {lizere denenmis birgok BBD kombinasyonunda kallus
rejenerasyonu oldugu tespit edilmistir. 2 farkli BBD kombinasyonun sadece govde
eksplantinda basarili bir sekilde siirgiin rejenerasyonu gozlemlenmistir. En verimli kallus
rejenerasyonunu saglayan BBD kombinasyonlarinda biri 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
(karanlik) kombinasyonudur. Bu BBD kombinasyonunu bulunduran kiiltiir ortaminda
yetistirilen govde ucu ve yaprak eksplantlar1 en verimli kalluslari rejenere etmistir. Ayrica
yaprak ayasi kallusu verimin de yiiksek oldugu goriilmistiir. 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L
KN (karanlik) ortaminda rejenere edilmis kalluslar sekil 4.5°de gosterilmektedir.

Sekil 4.5 Karanlikta 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN i¢ceren MS ortaminda gelisen
kalluslar 6rnekleri; G = govde, Y = yaprak, Ko = kotiledon, A = yaprak ayasi, K = kdk
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1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN kombinasyonunun verimini arttirmak amaciyla tablo 4.2’de
goriilen ¢esitli 2,4-D ve KN BBD konsantrasyonlari denenmistir. Sadece 2,4-D igeren
ortamlarda yiiksek kallus verimi elde edilmistir (6zellikle 2 mg/L 2,4-D igeren ortam).
Ancak 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren ortam kadar kallus verimi olugsmadigi
saptanmistir. Sadece KN igeren ortamda (1 mg/L KN), 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
ortamina gore daha fazla kallus rejenerasyonu kok eksplantindan elde edilmistir, ancak
biitiin ortamlarla karsilastirildiginda en verimlisi olmadig gériilmiistiir. Ayrica hem 2,4-
D hem de KN’nin farkli konsantrasyonlarim igeren ortamlarda hazirlanmustir. 1 mg/L 2,4-
D + 0,3 mg/L KN kombinasyonu ile karsilastirildiginda; 1,5 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN,
2mg/L 2,4-D + 0.3 KN, 1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L KN ve 1 mg/L 2,4-D + 0,6 mg/L KN
BBD kombinasyonlarinda ¢ok farkli bir kallus rejenerasyonu verimi elde
edilememistir. 3 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN kombinasyonunda ise verimsiz kallus
gelisimi gozlenmistir. 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L KN BBD kombinasyonu igeren ortamda
ise kok eksplant ile kallus rejenerasyonu yapilmistir ama sadece 1 mg/L. KN igeren ortam
ile karsilagtirdiginda daha az verimli bir kallus olusumu belirlenmistir. 1 mg/L. 2,4-D +
0,3 mg/L KN ve diger benzer BBD de gelisen kalluslarda kok kallusu harici kallus
rejenerasyonlarinda zaman i¢inde kahverengine donen beyaz ve yesil kallus
rejenerasyonu gozlenmistir. Kok kallusu rejenerasyonlari ise agik kahverengiden zaman
icinde koyu kahverengine dondiiglii gorilmiistir. Bu BBD ortamlarinda gerceklesen
biitlin  kallus rejenerasyonlarinda yumusak ve kolay daglabilen kallus yapist
gozlemlenmistir. Sekil 4.6’de ve Sekil 4.7°de denenmis baz1 2,4-D ve KN hormon

kombinasyonlar1 ile rejenere edilmis kalluslar gosterilmektedir.
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Sekil 4.6 Karanlikta farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ve KN igeren besin ortamlarinda

gelismis kallus 6rnekleri
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1mg/L2,4D-i;l mg

Sekil 4.7 Karanlikta farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ve KN igeren besi ortamlarinda
kok eksplantlarindan gelismis kallus 6rnekleri
Bir diger verimli kallus rejenerasyonunu saglayan BBD kombinasyonunun ise 1 mg/L
BAP +0,1 mg/L NAA (16/8 fotoperiyot) BBD kombinasyonu oldugu gézlemlenmistir. 1
mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA igerenortamlarda govde eksplantlarinda siirgiin gelisimi ya
da kalluslu siirglin gelisimi oldugu goriilmiistiir. 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA igeren
ortamlardaki kok eksplantlarinda en verimli kok kallusu rejenerasyonu olustugu
belirlenmistir. 1 mg/l. BAP + 0,1 mg/L NAA igeren ortamlardaki yaprak ayasi, yaprak
ve kotiledon eksplantlarinda ise kallus rejenerasyonu goriilmiis olup digerleri kadar
verimli gelisim olmadig belirlenmistir. 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 fotoperiyot)
BBD kombinasyonunda gelisen kok kalluslarinda zamanla kahverengi olan beyaz kallus,
diger eksplantlardan rejenere edilen kalluslarda ise zaman ic¢inde kahverengiye donen
yesil ve beyaz kallus olusumu gézlemlenmistir. 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA ortaminda
rejenere edilmis kalluslar sekil 4.8’de ve aym ortamda gelisen siirgiinler sekil 4.10°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8 16/8 fotoperiyotta 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA igeren besin ortamlarinda
gelismis kallus 6rnekleri; Y = yaprak, Ko = kotiledon, A = yaprak ayasi, K = kok

Bir bagka verimli kallus rejenerasyonunu saglayan BBD kombinasyonunun ise 0,5 mg/L
BAP + 2 mg/LL NAA kombinasyonu oldugu goriilmiistiir. 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA
igeren ortamda rejenere edilen yaprak ayasi ve kotiledon kalluslari, biitiin ortamlar
arasinda en verimli rejenerasyonu gostermistir. 0,5 mg/LL BAP + 2 mg/L NAA igeren
ortamda ekili olan govde eksplantlar1 yiiksek verimde kallus rejenerasyonu gosterirken,
Yaprak ve kok kallus rejenerasyonlarinin diisiik verimde oldugu anlasilmistir. Ayrica
karanlikta rejenere olan 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA ortanmindaki kalluslarin, 16/8
fotoperiyotta rejenere olan kalluslardan daha ¢ok biiyliidiigii gozlenmistir. 0,5 mg/L BAP
+ 2 mg/L NAA kombinasyonlu besin ortaminda ve karanlikta rejenere olan biitiin
kalluslarin beyaz renkte oldugu goriilmistir. 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA
kombinasyonlu besin ortam ortaminda 16/8 fotoperiyotta rejenere edilen yaprak, yaprak
ayasi ve kotiledon kalluslarimin yesil ve beyaz; kok ve govde kalluslarinin ise kahverengi
oldugu gozlemlenmistir. 0,5mg/L BAP + 2 mg/L NAA BBD kombinasyonunda rejenere
edilmis kalluslar sekil 4.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9 16/8 fotoperiyotta ve karanlikta 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L. NAA igeren besin
ortamlarinda rejenere olmus kallus 6rnekleri
G = govde, Y =yaprak, Ko = kotiledon, A = yaprak ayasi, K = kok
Kullanilan diger BBD kombinasyonlarina bakildiginda; 1 mg/l BAP + 1 mg/l IBA
ortamina ekilen govde eksplantlarinda siirgiin gelisimi gbézlenmis olup diger
eksplantlarda higbir rejenerasyon gbzlenmemistir. Sadece 1 mg/l BAP igeren besin
ortaminda hi¢bir eksplant icin rejenerasyon ya da gelisim goriilmemistir. 1 mg/l KN +
0,02 mg/l NAA iceren besin ortaminda yine hi¢bir eksplant i¢in rejenerasyon ya da
gelisim gozlenmemistir. 2 mg/l 2,4-D + 5mg/l BAP kombinasyonu igeren besin
ortaminda biitiin eksplantlarda kallus rejenerasyonu goriilmiis olup diger BBD

kombinasyonlarina gore diisiik verimde kallus rejenerasyonu elde edilmistir.

1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA ve 1 mg/l BAP + 1 mg/l IBA ortamlarda gelisen baz
siirglinler 1 aylik gelisimin sonunda kok gelistirmeleri i¢in 2 mg/l IBA igeren besin
ortamina alinmiglardir. 1 aylik inkiibasyon siireci sonunda baz siirgiinlerde kok gelisimi

gorlilmiistlir. Siirgiin gelisimleri Sekil 4.10°da gosterilmektedir.
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1 mg/l BAP + 1 mg/l IBA

Sekil 4.10 Farkl1 konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP, NAA ve IBA eklenmis
besin ortamlarinda siirglin 6rnekleri

Verimli kallus gelisimi gozlenmis ortamlarda hiicre serisi elde etmek igin kalluslara
rejenere olduklar1 ayn1 ortamlarda ve kosullarda altkiiltiir ¢alismalar1 da yapilmustir.
Altkiiltiir yapilacak olan kalluslar boyutlarina gore 2 ile 4 parcaya ayrilip taze aym BBD’l1
ortamlarina aktarilmiglardir. Her bir altkiiltiir 1 ay boyunca inkiibe edilmistir. Kalluslarin
BBD’li ortam ve kosul fark etmeksizin zaman iginde kahverengine dondiigii
gozlemlenmistir. Ayrica her altkiiltiirden sonra Onemli miktarda kallus pargasimin
rejenerasyonunun durdugu ve kallus hiicrelerinde nekroz basladigi gorilmiistiir. 3.
altkiiltiirden sonra biitiin kalluslar1 61diigii veya rejenerasyonlar1 durdurdugu belirlenmis
olup sonu¢ olarak higbir BBD kombinasyonunda Inula helenium L. hiicre serisi
olusturulamamustir. Bu sebepten dolayr stres ve elisitor uygulamalarinda dogrudan
eksplanttan rejenere edilmis kallus dokulari kullanilmustir. Yapilmug bazi altkiiltiir
caligsmalar1 sekil 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11 Kalluslar igin altkiiltiir ¢alismalar1; A) 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
ortaminda rejenere edilen kalluslarin aym BBD’li ortamda (karanlik) yeni altkiiltiire
alinmas1 B) aym kiiltiirler, 1 ay sonra C) 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik),
basaril1 bir altkiiltiir ¢alismas1 D) 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 fotoperiyot),
ortanu igin altkiiltiir calismast
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4.4 Invitro’da Rejenere Edilen Bitki ve Kalluslara Stres ve Elisitor

Uygulamalan

Stres ve elisitor uygulamasi i¢in kullamlacak kalluslar; 1 aylik rejenerasyonun sonunda 1
mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren MS besin ortamindan alinmuslardir. Bu kalluslarin
tercih edilme sebepleri sirasiyla; ortalamada en yiiksek kallus verimi edilen BBD
kombinasyonudur. Ayrica aym BBD ortamim kullanarak Inula helenium L. bitkisi ile
kallus rejenerasyonu yapmis olan Stojakowska ve arkadaslarinin 2016 yilindaki ¢alismasi
ile karsilagtirmak amaciyla bu BBD ortaminda rejenere edilen kalluslar tercih edilmistir
[29]. Ayrica Stojakowska ve arkadaslarimn (2016) yaptigi calismaya paralel olarak
benzer BBD kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlari denenmistir. Sonugta en iyi verim bu
arastirmacilarin yapti§1 kombinasyondan elde edilmistir. icerisinde tablo 4.3’deki stres
ve elisitor uygulamalarim igeren ve 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN ile desteklenmis MS
besin ortamina aktarilan kalluslar 1 hafta ile 2 hafta boyunca karanlik ortamda 25 °C’de
sabit olan iklim kontrollii odada inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda kallus

ornekleri hasat edilip HPLC analizi i¢in hazirlanmstir.

Stres ve elisitér uygulamasi igin kullanilacak bitkiler ise; 2 haftalik gelisimlerinin
sonunda BBD ig¢ermeyen ortamda tohumlardan aseptik olarak ¢imlendirilen Inula
helenium L. bitkileridir. Bu bitkilerin tercih edilme nedeni; 1 ay boyunca BBD’siz
ortamda biiyiiyen kontrol bitkileri ile karsilastirmaktir. Igerisinde tablo 4.3 deki stres ve
elisitorleriigeren ama hi¢ BBD i¢ermeyen besin ortamlarina aktarilan bitkiler 1 hafta ile
2 haftalik zaman boyunca 16/8 fotoperiyot olacak sekilde 25 °C’de sabit olan iklim
kontrollii odada inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bitki drnekleri hasat

edilip HPLC analizi i¢in hazirlanmustir.
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Tablo 4.3 Bitkilerde ve kalluslarda biyoaktif maddelerin degisimlerini gézlemek igin

yapilan stres ve elisitor uygulamalari

Stres ve Elisitor Uygulamalar

Stres Tiirii Konsantrasyon Siire
Bakar Siilfat 25 uM 1 hafta
Bakar Klortir 25 uM 1 hafta
Giimiis Nitrat 25 uM 1 hafta
Absisik Asit 100 uM 1 hafta
Melatonin 35 uM 1 hafta
Azaltilmig MS besin ortanu 1/2 2 hafta
1/4 2 hafta
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Tablo 4.4 Kalluslarda stres ve elisitor uygulamalar1 ve kallus gelisimine etkileri

Toplam
Kallus
Stres ve Elisitor Inkiibasyon Agirhik
Uygulamasi Siiresi Kallus Canhh@ | Kallus Rengi Artistt
Beyaz ve
Kontrol 2 hafta Cok canl1 kallus | Kahverengi %18.57
1/2 Azaltilmug MS Beyaz ve
Besin Ortamu 2 hafta Cok canli kallus | Kahverengi %19.03
1/4 Azaltilmug MS Beyaz ve
Besin Ortamu 2 hafta Cok canli kallus | Kahverengi %20.54
Beyaz ve
25 uM Bakir Siilfat | 1 hafta Canl1 kallus Kahverengi %18,62
25 uM Bakir Beyaz ve
Klortir 1 hafta Canl1 kallus Kahverengi %20.02
25 uM Giimiis
Nitrat 1 hafta Canl1 kallus var | Sari %14.36
100 uM Absisik Kalluslar Koyu Kahverengi
Asit 1 hafta kararmis (Kahverengi Agar) | %6,69
Beyaz ve
35 uM Melatonin 1 hafta Cok canl1 kallus | Kahverengi %20,65
(4.1)

1
Toplam Kallus Agirlik Artis1 = (Hasat Agirlign - Ekim Agirligr) x 100

Ekim Agirligt
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Sekil 4.12 Kalluslarda stres ve elisitor uygulamalari; A) Kontrol B) 1/2 azaltilmus MS
besin stresi C) 1/4 azaltilmig MS besin stresi D) 25 uM bakur siilfat stresi E) 25 uM
bakir kloriir stresi F) 25 uM giimiis kloriir stresi G) 100 uM absisik asit H) 35 uM

melatonin

Tablo 4.4’de belirtildigi tlizere azaltilmig MS ile besin stresi Inula helenium L.
kalluslarinda rejenerasyon anlaminda bir farka sebep olmamustir. Kalluslarda agirlik
anlaminda kontrole yakin bir kallus rejenerasyonu gerceklesmis olup altkiiltiirlerde
oldugu gibi kallus kahverengilesmesi goriilmiistiir. Yine 25 pM bakar siilfat, 25 uM bakir
kloriir ve 35 uM melatonin uygulamalarinin rejenerasyon ve kallus rengi anlaminda gozle
goriiliir bir etkisi olmadigl goézlemlenmistir. 25 pM giimiis nitrat stresinde kalluslar
glimiis nitratin etkisiyle sararmustir. 25 pM glimiis nitrat stresi kalluslarin 6liimlerine yol
acmasa da rejenerasyonlar1 bir miktar inhibe ettigi hesaplanmuigtir. 100 uM absisik asit
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kalluslar1 koyu kahverengine olmasina neden olup kalluslarin biiylimesini Onemli

miktarda inhibe etmistir. Sonu¢ olarak 25 uM giimiis nitrat ve 100 uM absisik asit

uygulamalar1 haricindeki uygulamalar kallus gelisimine etkilememistir. Diger yandan 25

UM giimiis nitrat ve 100 uM absisik asit uygulamas1 kallus rejenerasyonunu inhibe ettigi

ve kalluslarda renk degisimine sebep oldugu gdzlemlenmistir.

caligmalar1 Sekil 4.12°de gosterilmektedir.

Kalluslarda stres

Tablo 4.5 Bitkilerde stres ve elisitor uygulamalar1 ve bitki gelisimine etkileri

Stres ve Elisitor Inkiibasyon Ortalama
Uygulamasi Siiresi Bitki Canlihg1 | Bitki Gelisimi Bitki Agirhg:
Kontrol 2 hafta Hepsi Canli Normal Geligim | 0.09 gr
1/2 Azaltilnus MS

Besin Ortamu 2 hafta Hepsi Canli Normal Gelisim | 0.097 gr
1/4 Azaltilnus MS

Besin Ortami 2 hafta Hepsi Canl1 Normal Gelisim | 0.088 gr
25 uM Bakir Siilfat | 1 hafta Hepsi Canli Az Gelisim 0.075 gr
25 uM Bakar

Klortir 1 hafta Hepsi Canli Az Gelisim 0.07 gr

25 uM Giimiis

Nitrat 1 hafta Cogu Soldu Gelisim yok 0.038 gr
100 uM Absisik

Asit 1 hafta Cogu Soldu Gelisim yok 0.025 gr
35 uM Melatonin 1 hafta Hepsi Canli Az Gelisim 0.067 gr
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Sekil 4.13 Bitkilerde stres ve elisitor uygulamalari
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25 pM giimiis kloriir stresi

100 uM absisik asit stresi

Sekil 4.13 Bitkilerde stres ve elisitor uygulamalar1 (devami)
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Tablo 4.5’de belirtildigi lizere azaltilmig MS ile besin stresi Inula helenium L. bitkilerine
bliylime anlaminda degisik bir duruma sebep olmamistir. 25 uM bakar siilfat, 25 uM bakir
kloriir ve 35 uM melatonin streslerindeki bitkilerin gelisimlerinin bir miktar az olmasinin
sebebi kontrol ve besin stresinden daha az siire inkiibe edilmeleridir yani onlarinda
bitkilerin gelisimine etkileri olmadig diisiiniilmektedir. 25 uM glimiis nitrat ve 100 uM
absisik asit streslerinin ise bitkilerin biiylimesini inhibe ettigi ve hatta bitkilerin
solmalarina yol agtigi gdozlenmistir. Sonug olarak azaltilmus MS ile besin stresi, 25 uM
bakir siilfat, 25 uM bakir kloriir ve 35 uM melatoninin bitkilerin gelisimine bir etkisi
olmadigi, 25 uM giimiis nitrat ve 100 uM absisik asit uygulamalr1 ise bitkilerin gelisimini
inhibe ettigi ve solmalarina sebep oldugu tespit edilmistir. Bitki stres ¢alismalar1 Sekil
4.13’de gosterilmektedir.

4.5 Bitki Sekonder Metabolit Analizi Sonuclari

Tablo 4.6’da verilen 6rneklerden, ekstraksiyon sonrasinda HPLC analizi ile toplam
fenolik bilesik (TFB) konsantrasyonu (gallik asit esdegeri), klorojenik asit, kafeik asit,
rutin ve kuersetin bilesiklerinin kantitatif analizleri yapilmistir ve yapilan uygulamalarin

kontrole gore sekonder metabolit degisimleri karsilastirilmustir.
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Tablo 4.6 HPLC’de bitki sekonder metabolit analizi yapilmis drnekler

Ornek No. Ornek Aciklama
1 Toprakta Yetistirilen Bitkiler
2 In vitro Ortamda BBD’siz Cimlendirilen Bitkiler
3 Organogenik Bitki - MS - 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (G6vde)
4 Kallus - MS -2 mg/L 2,4-D — Karanlik
5 Kallus - MS -1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN — Karanlik
6 Kallus - MS -1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA - 16/8 sa fotoperiyot (Kok,
Yaprak Ayasi, Kotiledon ve Yaprak)
7 Kallus - MS - 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA
8 Kallus - 1/2 MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
9 Kallus - 1/4 MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
10 Kallus - 25 uM Giimiis Nitrat - MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
11 Kallus - 25 uM Bakar Siilfat - MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
12 Kallus - 25 uM Bakir Kloriir - MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
13 Kallus - 100 uM Absisik Asit - MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
14 Kallus - 35 uM Melatonin - MS - 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
15 Bitki - 1/2 MS
16 Bitki - 1/4 MS
17 Bitki - 25 uM Giimiis Nitrat - MS
18 Bitki - 25 uM Bakur Siilfat - MS
19 Bitki - 25 uM Bakar Kloriir - MS
20 Bitki - 100 uM Absisik Asit - MS
21 Bitki - 35 uM Melatonin - MS
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4.5.1 Toprakta ya da in vitro ortamda ¢imlendirilen veya rejenere

edilen bitki 6rneklerinin sekonder metabolit degerleri

Tablo 4.7 Toprakta ya da laboratuvarda ¢imlendirilen veya rejenere edilen bitki
orneklerinin (kontrol) toplam fenolik bilesik (TFB) konsantrasyonu, klorojenik asit,

kafeik asit, rutin ve kuersetin degerleri

TFB
K?,:Tffg? ?r/:; ! Kl_orojenik Kafeik asit _ Kuersetin
) Gallik asit asit(mg /g (mg /g Rutin (mg (mg /g
Ornek ) esdegeri /g kuru kuru kuru /g kuru kuru
No. Ornek Agiklama agirlik+SS) agirlik+SS) | agirhik+SS) | agirlik+SS) | agirlik+SS)
Toprakta
1 Yetistirilen Bitkiler 86,0+3,0 9,240,1 8,1+0,1 0,7+0,0 0,9+0,1
In vitro Ortamda
BBD’siz
Cimlendirilen
2 Bitkiler 413425 0,7+0,0 0,4+0,0 1,0£0,1 2,240,1
Organogenik Bitki
MS - 1 mg/L BAP
+ 0,1 mg/L NAA
3 (Govde) 129,743,9 8,5+0,1 0,5+0,0 6,3+0,8 33,4+1,4

Inula helenium L. bitkisinin toprakta ya da laboratuvarda in vitro kosullarda ¢imlendirilen
veya rejenere edilen bitki drnekleri liyofilizasyon ile suyu ugurulup sekonder metabolit
analizinde kullamlmustir. Toprakta yetistirilen bitkiler yikanarak topraktan tamamen
arindirtlmistir ve bitkinin tamamu HPLC analizinde kullamlmustir. Laboratuvarda
¢imlendirilen veya rejenere edilen bitki drnekleri kiiltiir ortamlarindan arindirilmustir ve
bitkiler biitiin olarak analizde kullanilmustir. Ornekleri HPLC analizine hazirlamak icin
bitkiler 6nce -20 °C’de dondurulmustur ve sonrasinda Ornekler liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyon islemi sonucunda bitki oOrneklerinin ~%90 oraminda agirliklarim

kaybettikleri saptanmustir.

Tablo 4.7°de goriildiigii lizere biitiin bitki orneklerinde klorojenik aside, kafeik aside,
rutine ve kuersetine rastlanmustir. En yiiksek toplam fenolik bilesik degeri 129,7+3,9
mg/g ile organogenik bitki 6rneginde, en diisiik fenolik bilesik degeri ise 41,3+2,5 mg/g
ile in vitro ortamda BBD’siz ¢cimlendirilen bitki 6rneginde gdriilmiistiir. /n vitro ortamda
BBD’siz ¢imlendirilen bitkiler, toprakta yetistirilen bitkilere gore %51,98 oraninda daha
az fenolik bilesik icermektedir. Buna karsilik organogenik bitkiler toprakta yetistirilen
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bitkilere gore %50,81 oraninda daha fazla, in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen
bitkilere gore %214,04 daha fazla fenolik bilesik icerdigi tespit edilmistir. Sonug olarak
iclerinden en fazla fenolik bilesik igeren 6rnek organogenik bitkilerdir (Tablo 4.7).

Klorojenik asitte, en yiiksek deger 9,2+0,1 mg/g ile toprakta yetistirilen bitki 6rneginde,
en diisiik deger ise 0,7+0,0 mg/g ile in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki
orneginde goriilmektedir. n vitro ortamda BBD’siz cimlendirilen bitkiler, toprakta
yetistirilen bitkilere gore %92,39 daha az klorojenik asit icermektedir. Organogenik
bitkilerde ise klorojenik asit degeri agisindan in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen
bitkilere gore %1114,29 ile artis goriilmiis ancak toprakta yetistirilen bitkilere gore %7,61
ile azalig goriilmiistiir. Sonucta en fazla klorojenik asit iceren 6rnek toprakta yetistirilen
bitki 6rnegidir (Tablo 4.7).

Kafeik asit de ise, en yiiksek deger 8,1+0,1 mg/g ile toprakta yetistirilen bitki 6rneginde,
en disik degerde 0,4+0,0 mg/g ile in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki
orneginde goriilmektedir. Toprakta yetistirilen bitki 6rnegi ile karsilastirildiginda, in vitro
ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki orneginde %95,06 daha az ve organogenik bitki
orneginde %93,83 daha az kafeik aside rastlanmustir. Kafeik asit en fazla toprakta
yetistirilen bitkilerde gézlenmistir ve bu da in vitro ortamda yetisen bitkilerde kafeik asit

olusumunun ¢ok az oldugunu gostermektedir (Tablo 4.7).

Rutin de en yiiksek deger 6,3+0,8 mg/g ile organogenik bitkilerde ve en diisiik deger
0,7+0,0 mg/g ile toprakta yetistirilen bitkilerde gdriilmiistiir. /n vitro ortamda BBD’siz
cimlendirilen bitkilerde toprakta yetistirilen bitkilere gore %42,85 rutin artisi
gorlilmiigtiir. Organogenik bitkilerde ise toprakta yetistirilen bitkilere gére %800, in vitro
ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore ise %530 rutin artis1 goriilmiistiir. Sonugta

olarak en yiiksek rutin miktar1 organogenik bitkilerde tespit edilmistir (Tablo 4.7).

Kuersetin de en yiiksek deger 33,4+1,4 mg/g ile organogenik bitkilerde ve en diisiik deger
0,9+0,1 mg/g ile toprakta yetistirilen bitkilerde gdriilmiistiir. /n vitro ortamda BBD’siz
cimlendirilen bitkilerde, toprakta yetistirilen bitkilere gore %144,44 daha fazla kuersetin
tespit edilmistir. Organogenik bitkilerde ise toprakta yetistirilen bitkilere gore
%3611,11 ve in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore ise %1418,18 daha
fazla kuersetin tespit edilmistir. Bu degerler 1s1ginda en fazla kuersetin degerinin

organogenik bitkilerde oldugu saptanmustir (Tablo 4.7).
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4.5.2 Kallus o6rneklerinin sekonder metabolit degerleri

Tablo 4.8 Farkli BBD’ler ile rejenere edilen kallus 6rneklerinin, kontrol 6rnekleri ile

birlikte toplam fenolik bilesik (TFB) konsantrasyonu, klorojenik asit, kafeik asit, rutin

ve kuersetin degerleri

TFB
Konsantrasyon
n gjlh(cis(i? 4 Klorojenik | Kafeikasit Kuersetin
) esdegeri /g asit (mg /g (mg/g Rutin (mg (mg/g
Ornek Kuru kuru kuru /g kuru kuru
No. Ornek Agiklama agirlk+SS) agirhik+SS) | agirlik+SS) | agirlik+=SS) | agirlik+SS)
Toprakta Yetistirilen
1 Bitkiler 86,0+3,0 9,2+0,1 8,1+0,1 0,7+0,0 0,9+0,1
In vitro Ortamda
BBD’siz Cimlendirilen
2 Bitkiler 413425 0,7+0,0 0,4+0,0 1,0+0,1 2,240,1
Organogenik Bitki - MS
1 mg/L BAP + 0,1 mg/L
3 NAA (Govde) 129,7+3,9 8,5+0,1 0,5+0,0 6,3+0,8 33,4+1,4
Kallus — MS
4 2mg/L 2,4-D Karanlik 34,4+1,8 43+0,1 0,9+0,1 9,5+1,2 35,6+0,9
Kallus - MS
1mg/L 2,4-D+
5 0,3mg/L KN - Karanlik 114,9+1,8 13,9+0,3 5,2+0,6 5,1+0,5 321+13
Kallus - MS -1 mg/L
BAP + 0,1 mg/L NAA
16/8 safotoperiyot
(Kok, Yaprak Ayasi,
6 Kotiledon, Yaprak) 169,2+10,5 11,6+0,3 2,540,1 3+0,1 256+20
Kallus - MS - 0,5 mg/L
7 BAP + 2 mg/L NAA 118,3+5,1 11,1+0,2 2,0+0,6 15,5+1,1 241£17

Laboratuvarda in vitro kosullarda ¢imlendirilen bitkilerden alinan eksplantlar BBD’li

besin ortamlarina ekilmistir. Baz1 BBD kombinasyonlarindan ve konsantrasyonlarindan

kallus rejenerasyonu saglanmuistir. Kalluslarin bir ay boyunca biiylimesi beklenmis ve

kalluslarin durumuna gore altkiiltiir, stresli ya da elisitorlii besin ortamlarina aktarim ya

da hasat islemi gerceklestirilmistir. Hasat edilen ve kiiltiir ortamindan arindirilan kallus

dokular1 6ncelikle -20 °C’de dondurulmus olup sonrasinda HPLC analizi i¢in liyofilize

edilmistir. Liyofilizasyon islemi sonucunda kalluslarin ~%90 oraninda agirliklarint

kaybettikleri g6zlemlenmistir.
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Tablo 4.8”de gosterildigi tizere, biitiin kallus 6rneklerinde klorojenik aside, kafeik aside,
rutine ve kuersetine rastlanmustir. Kallus Ornekleri arasinda en yiliksek fenolik bilesik
konsantrasyonu 169,2+10,5 mg/g ile 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 sa fotoperiyot),
en diisiik fenolik bilesik konsantrasyonu 34,4+1,8 mg/g ile 2 mg/L 2,4-D’de (karanlik)
inkiibe edilen ortamdaki kalluslarda oldugu gozlemlenmistir. 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L
NAA (16/8 sa fotoperiyot) ortaminda gelisen kalluslarda, toprakta yetistirilen bitkilere
gore %96,74 fenolik bilesik konsantrasyonu artisi, eksplant olarak kullamilan in vitro
ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore ise %309,69 fenolik bilesik konsantrasyonu
artig1 oldugu goriilmiistiir. Ayrica gévde ucu eksplantimin aym BBD’de (1 mg/L BAP +
0,1 mg/L NAA) inkiibe edilmesi ile gelisen organogenik bitkiye gore ise %30,45 fenolik
bilesik konsantrasyonu artis1 oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak kontrol ve kallus
ornekleri arasinda en yiiksek fenolik bilesik konsantrasyonu iceren 6rnegin 1 mg/LL BAP
+ 0,1 mg/L NAA (16/8 sa fotoperiyot) oldugu gosterilmektedir (Tablo 4.8).

Kalluslarin klorojenik asit degerlerine bakildiginda; en yiiksek degerin 13,9+0,3 mg/g ile
1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN’de (karanlik) inkiibe edilen kallus 6rneginde, en diisiik
degerin ise 4,3+0,1 mg/g ile 2 mg/L 2,4-D’de (karanlik) inkiibe edilen kallus 6rneginde
oldugu gorilmiistiir. Klorojenik asit igeriklerine gore; 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
(karanlik) ortaminda gelisen kalluslarda, toprakta yetistirilen bitkilere gore %51,09 artis,
eksplant olarak kullamlan in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore ise
%1885,71 artis oldugu gozlemlenmistir. Kontrol ve kallus orneklerinin klorojenik asit
miktarlar1 karsilastirildiginda en yiiksek miktarin 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik)
ortaminda gelisen kalluslarda oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.8).

Kalluslarda bulunan kafeik asit miktarlar1 karsilastirildiginda; en yiiksek miktarin 5,2+0,6
mg/g ile1 mg/L 2,4-D+ 0,3 mg/L KN (karanlik) ortaminda yetisen kalluslarda, en diisiik
miktarin ise 0,9+0,1 mg/g ile 2 mg/L 2,4-D (karanlik) ortaminda yetisen kalluslarda
oldugu gozlemlenmistir. Kafeik asit degerlerine bakildiginda, 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L
KN (karanlik) kallus drneklerinde toprakta yetistirilen bitkilere gore kafeik asitdegerinde
%35,8 azalma, cksplant olarak kullanilan in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen
bitkilere gore ise kafeik asit degerinde %1200 artis oldugu tespit edilmistir. Kontrol ve
kallus ornekleri karsilastirildiginda en yiiksek kafeik asit miktarimn toprakta yetistirilen
bitkilerde oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.8).
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Kalluslardaki rutin degerlerine bakildiginda; en yiiksek rutin degeri 15,5+1,1 mg/g ile 0,5
mg/L BAP +2 mg/LL NAA ortamunda gelisen kalluslarda, en diisiik rutin degeri ise 3+0,1
mg/g ile 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 sa fotoperiyot) ortaminda gelisen
kalluslarda oldugu goriilmiistiir. Rutin degeri karsilastirildiginda; 0,5 mg/L BAP + 2
mg/L NAA ortaminda gelisen kalluslarda toprakta yetistirilen bitkilere gore %2114,29
oranminda rutin artisi, eksplant olarak kullamlan in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen
bitkilere gore ise %1450 oramnda rutin artis1 goriilmiistiir. Kontrol ve kallus 6rnekleri
arasinda en ¢ok rutin igeren 6rnegin 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA ortaminda gelisen
kallus ornegi oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.8).

Kallus 6rneklerinde kuersetin miktarlar1 karsilastirildiginda; en yiiksek kuersetin degeri
321+13 mg/g ile 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) besin ortaminda rejenere olan
kalluslarda, en diisiik kuersetin degerinin ise 35,6+0,9 mg/g ile 2 mg/L 2,4-D (karanlik)
besin ortaminda rejenere olan kalluslarda oldugu gozlenmistir. Kuersetin degerleri
kontrol 6rnekleriyle karsilastirildiginda; 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) besin
ortaminda rejenere olan kalluslarda toprakta yetistirilen bitkilere gore %35566,7 oraninda
artig, eksplant olarak kullanilan iin vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore
%14490,9 oraninda artis oldugu goézlenmistir. Sonug olarak kontrol ve kallus 6rnekleri
karsilastirmasi sonucunda en yiiksek kuersetin konsantrasyonu iceren ornegin 1 mg/L
2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) besin ortaminda rejenere olan kalluslar oldugu
goriilmistiir (Tablo 4.8).
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4.5.3 Stresveya elisitor uygulanmis kallus 6rneklerinin sekonder

metabolit degerleri

Tablo 4.9 Stres ve elisitor uygulamasi yapilmus kallus 6rneklerinin, kontrol ornekleri ile

birlikte toplam fenolik bilesik (TFB) konsantrasyonu, klorojenik asit, kafeik asit, rutin

ve kuersetin degerleri

TFB
K?,:Tffg? ?;:; . Kl_orojenik Kafeik asit _ Kuersetin
) Gallik asit asit(mg /g (mg /g Rutin (mg (mg /g
Ornek esdegeri /g kuru kuru kuru /g kuru kuru
No. Ornek Agiklama agirlik+SS) agirhik+SS) | agirlik£SS) | agirlik£SS) | agirlik+SS)
Toprakta Yetistirilen
1 Bitkiler 86,0+3,0 9,240,1 8,1+0,1 0,7+0,0 0,9+0,1
In vitro Ortamda
BBD’siz Cimlendirilen
2 Bitkiler 413+2 5 0,7+0,0 0,4+0,0 1,0+0,1 2,2+0,1
Organogenik Bitki -
MS 1 mg/L BAP +0,1
3 mg/L NAA (Govde) 129,7+3,9 8,5+0,1 0,5+0,0 6,3+0,8 33,4+1,4
Kallus - MS -1 mg/L
2,4-D+0,3mg/L KN -
5 Karanlik 114,9+1,8 13,9+0,3 5,24+0,6 5,1+0,5 321+13
Kallus - 1/2 MS
1mg/L 2,4-D+0,3
8 mg/L KN 108,1+4,8 1,5+0,1 0,8+0,1 13,9+£1,0 88+4
Kallus - 1/4 MS
1mg/L 2,4-D+0,3
9 mg/L KN 89,3145 17,4+0,4 6,1+0,9 4+1 19,3+£0,8
Kallus - 25 pM Giimiis
Nitrat - MS - 1 mg/L
10 2,4-D+0,3mg/L KN 53,4429 19,340,2 2,740,5 29,9422 67+8
Kallus - 25 uM Bakir
Siilfat - MS - 1 mg/L
11 2,4-D+0,3mg/L KN 64,9+1,6 8,7+0,2 1,0+£0,5 11,0+1,3 4943
Kallus - 25 uM Bakir
Kloriir - MS - 1 mg/L
12 2,4-D+ 0,3 mg/L KN 81,8+5,9 10,6+0,7 3,1+0,8 13,440,8 6614
Kallus - 100 uM
Absisik Asit - MS - 1
mg/L  2,4-D+0,3
13 mg/L KN 140,4+8,7 24,110,3 4,6+0,5 17,8+1,2 312+15
Kallus - 35 uM
Melatonin - MS
1mg/L 2,4-D+0,3
14 mg/L KN 138,1+8,2 31,740,3 2,340,2 6,2+0,8 388+17
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In vitro kosullarda 1 ay boyunca 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN BBD’li besin ortaminda
rejenere edilen kalluslar, yine 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN BBD’si igeren ve tablo
4.3’deki stres veya elisitor kosullarimn saglandigt besin ortamlarina transfer
edilmislerdir. Stres veya elisitor iceren besin ortamundaki kalluslar 1 hafta ile 2 hafta
arasinda iklim kontrollii oda da karanlik ortamda inkiibe edilmislerdir. Sonrasinda hasat
edilen kallus oOrnekleri; sirasiyla kiiltiir ortamindan arindirma, -20 °C’de dondurma
ve HPLC analizi igin liyofilizasyon islemleri yapilmistir. Liyofilizasyon islemi

sonucunda kalluslarin ~%90 oraninda agirliklarim kaybettikleri gézlemlenmistir.

Tablo 4.9 belirtildigi tlizere biitiin stres veya elisitor uygulannus kallus Orneklerinde
klorojenik aside, kafeik aside, rutine ve kuersetine rastlanmustir. Stres veya elisitor
uygulanmus kalluslar arasindan en yiiksek fenolik bilesik konsantrasyonu 140,4+8,7 mg/g
ile 100 uM absisik asit uygulanmis kalluslar, en diisiik fenolik bilesik konsantrasyonu ise
53,4+2,9 mg/g ile 25 uM giimiis nitrat stresi uygulanmus kalluslar oldugu gériilmiistiir.
Fenolik bilesik konsantrasyonu bakimindan; absisik asit uygulanmig kallus 6rneklerinde
toprakta yetistirilen bitki 6rnegine gore %63,26 artis, eksplant olarak kullamlan in vitro
ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki 6rnegine gore %242,44 artis oldugu ve kontrol
kallus 6rnegi olarak karsilastirilan 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) i¢eren besin
ortaminda rejenere olan kallus 6rnegine gore ise %22,19 artis oldugu gozlemlenmistir.
Degerler incelendiginde kontrol 6rnekleriyle stres veya elisitor uygulanmus kalluslar
arasinda en fazla fenolik bilesik konsantrasyonu iceren 6rnegin 100 pM absisik asit

uygulanmug kalluslar oldugu anlasilmistir (Tablo 4.9).

Stres veya elisitor uygulanmus kallus oOrneklerinin arasinda en fazla klorojenik asit
degerlerinin 31,7+0,3 mg/g ile 35 uM melatonin uygulanmis kalluslarda, en az klorojenik
asit degerlerinin ise 8,7+0,2 mg/g ile 25 uM bakir siilfat stresi uygulanmis kalluslarda
oldugu gozlemlenmistir. Kontrol ornekleriyle ile melatonin uygulanmig kallus Ornegi
karsilastirildiginda; toprakta yetistirilen bitki ornegine gore %244,57 klorojenik asit
artis1, eksplant olarak kullanilan in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki drnegine
gore %4428,57 klorojenik asit artis1 ve kontrol kallus 6rnegi olarak karsilastirilan 1 mg/L
2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) i¢eren besin ortaminda rejenere olan kallus 6rnegine gore
1se %128,06 klorojenik asit artis1 gergeklestigi tespit edilmistir. Kontrol drnekleri ile stres
veya elisitor uygulanmis kallus Ornekleri karsilastirildiginda, en fazla klorojenik asit

konsantrasyonunu 35 uM melatonin uygulanmis kallus 6rnegin oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.9).
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Stres veya elisitor uygulanmus kallus 6rnekleri kafeik asit bakimindan karsilastirildiginda;
en fazla kafeik asit konsantrasyonu 6,1+0,9 mg/g ile 1/4 MS besin stresi uygulanmis
kallus 6rneginde, en diisiik kafeik asit konsantrasyonu ise 0,8+0,1 mg/g ile 1/2 MS besin
stresi  uygulanmus  kallus  Orneginde oldugu  gosterilmektedir.  Kafeik  asit
konsantrasyonlar1 bakildiginda; 1/4 MS besin stresi uygulanmug kalluslarda toprakta
yetistirilen bitkilere gore %24,69 azalis, eksplant olarak kullamlan ve in vitro ortamda
BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore %1425 artis ve kontrol kallus orne§i olarak
karsilastirilan 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) igeren besin ortaminda rejenere
olan kalluslara gore ise %17,31 artis oldugu gbzlemlenmistir. Kontrol drnekleri ile stres
veya elisitor uygulanmus kallus Ornekleri arasindan en fazla kafeik asit i¢eren ornegin

toprakta yetistirilen bitki 6rnekleri oldugu belirlenmistir (Tablo 4.9).

Stres veya elisitor uygulanmus kallus 6rneklerinde en fazla ve en az rutin i¢eren 6rnekler
sirastyla; 29,9+2,2 mg/g ile 25 uM giimiis nitrat stresi uygulannus kallus 6rnekleri ve 4=+1
mg/g ile 1/4 MS besin stresi uygulanmig kallus 6rnekleri oldugu gézlemlenmistir. Kontrol
orneklerine gore rutin konsantrasyonu artiglarina bakildiginda; 25 uM giimiis nitrat stresi
uygulanmus kalluslarda toprakta yetistirilen bitkilere gore %4171,43 artis, eksplant olarak
kullanilan ve in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore %2890 artis ve
kontrol kallus 6rnegi olarak karsilastirilan1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) i¢ceren
besin ortaminda rejenere olan kalluslara gore ise %486,28 artis saptanmustir. Kontrol
orneklerine ve stres veya elisitor uygulannus kallus orneklerine bakildiginda 25 pM
glimils nitrat stresi uygulannus kallus Orneklerinin en fazla rutin icerdigi goriilmiistiir

(Tablo 4.9).

Stres veya elisitor uygulannus kalluslar arasinda en fazla kuersetin miktar1 388+17 mg/g
ile 35 uM melatonin uygulanmis kalluslarda, en az kuersetin miktar1 ise 19,3+0,8 mg/g
ile 1/4 MS besin stresi uygulannmug kalluslarda oldugu analiz edilmistir. Kontrol
ornekleriyle en fazla kuersetin igeren 35 uM melatonin uygulanmus kallus Ornegi
karsilastirildiginda; toprakta yetistirilen bitkilere gore %4211,11 artis, eksplant olarak
kullanilan ve in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore %1663,64 artis ve
kontrol kallus 6rnegi olarak karsilastirilan 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) igeren
besin ortaminda rejenere olan kalluslara gore ise %20,87 artis gosterilmektedir. Sonug
olarak kontrol drnekleri ve stres veya elisitor uygulannus kallus 6rnekleri arasinda en
fazla kuersetin iceren Ornegin 35 puM melatonin uygulanmis kallus 6rnegi oldugu
saptanmigtir (Tablo 4.9).
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4.5.4 Stres veya elisitor uygulanms bitki érneklerinin sekonder

metabolit degerleri

Tablo 4.10 Stres ve elisitor uygulamas1 yapilmus bitki 6rneklerinin, kontrol ornekleri ile

birlikte toplam fenolik bilesik (TFB) konsantrasyonu, klorojenik asit, kafeik asit, rutin

ve kuersetin degerleri

TFB
K?,:Tffg? ?;:; . Kl_orojenik Kafeik asit _ Kuersetin
. Gallik asit | asit(mg/g | (mg/g | Rutin(mg | (mg/g
Ornek esdegeri /g kuru kuru kuru /g kuru kuru
No. Ornek Agiklama agirlik+SS) agirhik+SS) | agirhik+SS) | agirlik+£SS) | agirlik+SS)
Toprakta Yetistirilen
1 Bitkiler 86,0+3,0 9,240,1 8,1+0,1 0,7+0,0 0,9+0,1
In vitro Ortamda
BBD’siz Cimlendirilen
2 Bitkiler 413+2,5 0,7+0,0 0,4+0,0 1,0+0,1 2,240,1
Organogenik Bitki -
MS 1 mg/L BAP +
0,1 mg/L NAA
3 (Govde) 129,743,9 8,5+0,1 0,5+0,0 63+0,8 | 33,4+14
15 Bitki - 1/2 MS 23,940,7 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,05+0,00 1,4+0,1
16 Bitki - 1/4 MS 20,8+1,8 0,2+0,0 0,1+0,0 0,9+0,0 11+1
Bitki - 25 pM Giimiis
17 Nitrat - MS 15,0+0,2 0,1+0,0 0,04+0,00 | 0,02+0,00 0,940,1
Bitki - 25 pM Bakar
18 Siilfat - MS 16,6+1,1 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,03+0,00 3,1£0,1
Bitki - 25 pM Bakir
19 Kloriir - MS 16,0+2,3 0,1+0,0 0,03+0,00 | 0,03+,0,00 1,2+0,1
Bitki- 100 uM Absisik
20 Asit - MS 13,6+0,3 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,01+0,00 1,9+0,1
Bitki - 35 uM
21 Melatonin - MS 21,9+1,7 0,1+0,0 0,06+0,00 | 0,01+0,00 1,8+0,1

In vitro kosullarda 2 hafta boyunca BBD’siz besin ortanunda biiyiitiilmiis bitkiler, yine

BBD’siz olan ve tablo 4.3’deki stres veya elisitér kosullarimn saglandigi besin

ortamlarina transfer edilmislerdir. Stres veya elisitor igeren besin ortanundaki bitkiler 1

hafta ile 2 hafta arasinda iklim kontrollii odada 16/8 fotoperiyotta inkiibe edilmislerdir.
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Sonrasinda hasat edilen bitki orneklerine; sirasiyla kiiltiir ortamindan arindirma, -20
°C’de dondurma ve HPLC analizi i¢in liyofilizasyon islemi yapilmistir. Liyofilizasyon

islemi sonucunda bitkilerin ~%90 oraminda agirliklarini kaybettikleri gézlemlenmistir.

Tablo 4.10°de gozlemlendigi iizere biitiin stres veya elisitor uygulanmusg bitki
orneklerinde klorojenik aside, kafeik aside, rutine ve kuersetine rastlanmistir. Stres veya
elisitor uygulanmus bitki 6rnekleri fenolik bilesik konsantrasyonu bakimindan
karsilastirildiginda, en ¢ok fenolik bilesik konsantrasyonu 23,9+0,7 mg/g ile 1/2 MS besin
stresi uygulanmus bitki 6rneginde, en az fenolik bilesik konsantrasyonu ise 13,6+0,3 mg/g
ile 100 uM absisikasit uygulanmus bitki 6rneginde oldugu gésterilmektedir. 1/2 MS besin
stresi uygulannmus bitki 6rnegi, kontrol drneklerinin fenolik bilesik konsantrasyonlar1 ile
karsilastirildiginda; toprakta yetistirilen bitki 6rnegine gore %72,21 azalig, in vitro
ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki 6rneklerine gore %42,13 azalis ve organogenik bitki
orneklerine gore ise %81,57 azalis gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak kontrol ornekleri ve
stres veya elisitor uygulanmug Dbitki Ornekleri arasinda en yiiksek fenolik bilesik
konsantrasyonuna sahip ornegin organogenik bitki drnekleri oldugu goriilmiistiir (Tablo
4.10).

Stres veya elisitor uygulannug bitki 6rneklerinde en fazla klorojenik asitigeren 6rnek 0,2
mg/g ile 1/4 MS besin stresi uygulanmis bitki 6rnegi oldugu gosterilmektedir. Diger
biitlin stres veya elisitor uygulanmus bitki 6rneklerinde klorojenik asit miktar1 0,1 mg/g
oldugu tespit edilmistir. 1/4 MS besin stresi uygulanmus bitki Grneginin kontrol
orneklerine gore klorojenik asit konsantrasyonu degisimine bakildiginda; toprakta
yetistirilen bitki 6rnegine gore %97,83 azalma, in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen
bitkilere gore %50 azalma ve organogenik bitki 6rnegi gore ise %97,65 oramnda azalma
belirlenmistir. Kontrol orneklerine ve stres veya elisitor uygulanmig bitki 6rnekleri
karsilastirildiginda en yiiksek klorojenik asit miktar1 toprakta yetistirilen bitki 6rneginde
analiz edilmistir (Tablo 4.10).

Stres veya elisitor uygulanmus bitkiler arasinda en fazla kafeik asit miktar1 0,1 mg/g ile
1/4 MS besin stresi uygulanmus bitkiler, en az kafeik asit miktar1 ise 0,03mg/g ile 25
uM bakar kloriir stresi uygulanmus bitki oldugu belirlenmistir. Kontrol 6rnekleriyle en
fazla kafeik asit miktar1 iceren 1/4 MS besin stresi uygulanmus  bitkiler
karsilastirildiginda; toprakta yetistirilen bitkilere gore %99,38 azalig, in vitro ortamda
BBD’siz ¢imlendirilen bitkilere gore %87,5 azalis ve organogenik bitkilere gore ise %90

azalis gosterilmektedir. Sonucta kontrol 6rnekleri ve stres veya elisitor uygulanmus kallus
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ornekleri arasinda en ¢ok kafeik asit konsantrasyonu toprakta yetistirilen bitkilerde
oldugu anlasilmaktadir (Tablo 4.10).

Stres veya elisitor uygulanns kalluslarin arasindan en yiiksek rutin konsantrasyonu 0,9
mg/g ile 1/4 MS besin stresi uygulanmug bitkilerde, en diisiik rutin konsantrasyonu ise
0,01 mg/g ile 100 uM absisik asit uygulanmug bitkilerde ve 35 uM melatonin uygulanmis
bitkilerde gosterilmektedir. Rutin konsantrasyonu bakimindan; 1/4 MS besin stresi
uygulanmug bitki 6rneklerinde toprakta yetistirilen bitki 6rnegine gore %28,57 artig, in
vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki 6rnegi gore %10 azalis ve organogenik bitki
Ornegi gore ise %85,71 azalis gozlemlenmistir. Rutin degerleri incelendiginde kontrol
ornekleriyle stres veya elisitor uygulanmus bitkiler arasinda en fazla rutin konsantrasyonu

iceren Ornegin organogenik bitki 6rnegi oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.10).

Stres veya elisitor uygulanmug bitki 6rnekleri kuersetin bakimindan karsilastirildiginda;
en fazla kuersetin 11+1 mg/g ile 1/4 MS besin stresi uygulanmus bitki 6rneklerinde ve en
az kuersetin ise 0,9+0,1 mg/g ile glimiis nitrat stresi uygulanmus bitki 6rneklerinde oldugu
gosterilmektedir. 1/4 MS besin stresi uygulanmus bitkilerinin kuersetin konsantrasyonu
kontrol 6rneklerinin kuersetin konsantrasyonu ile karsilastirildiginda; toprakta yetistirilen
bitki 6rnegine gore %1122,22 artis, in vitro ortamda BBD’siz ¢imlendirilen bitki 6rnegi
gore %400 artis ama organogenik bitki ornegine gore ise %96,71 azalis gozlenmistir.
Kontrol orneklerine ve stres veya elisitér uygulanmus bitki 6rneklerine bakildiginda

organogenik  bitki Orneklerinde en yiiksek kuersetin konsantrasyonu oldugu

gosterilmektedir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.11 HPLC analizi yapilnus biitiin 6rneklerin analiz sonuglari

Ornek
No.

Ornek Agiklama

TFB
Konsantrasyonu
(HPLC) (mg
Gallik asit
esdegeri /g kuru
agirlk+SS)

Klorojenik
asit(mg/g
kuru
agirlik+SS)

Kafeik asit
(mg/g
kuru
agirlik+SS)

Rutin (mg
/g kuru
agirhik+SS)

Kuersetin
(mg/g
kuru
agirlik+SS)

TopraktaYetistirilen
Bitkiler

86,0+3,0

9,240,1

8,140,1

0,740,0

0,940,1

In vitro Ortamda
BBD’siz
Cimlendirilen
Bitkiler

413425

0,7+0,0

0,4+0,0

1,0+0,1

2,240,1

Organogenik Bitki

MS - 1 mg/L BAP

+ 0,1 mg/L NAA
(Govde)

129,7+43,9

8,540,1

0,5+0,0

6,3+0,8

33,4+1,4

Kallus - MS
2mg/L 2,4-D
Karanlik

34,4+1,8

4,3+0,1

0,940,1

9,5+1,2

35,6+0,9

Kallus - MS
1mg/L 2,4-D+
0,3mg/L KN
Karanlik

114,9+1,8

13,94+0,3

5,240,6

5,140,5

321£13

Kallus - MS
1 mg/L BAP +
0,1 mg/L NAA
16/8 safotoperiyot
(Kok, Yaprak
Ayasi, Kotiledon,
Yaprak)

169,2+10,5

11,6+0,3

2,540,1

3+40,1

256+20

Kallus - MS
0,5mg/L BAP +
2 mg/L NAA

118,3+5,1

11,1+0,2

2,0+0,6

15,5+1,1

24117

Kallus - 1/2 MS
1mg/L 2,4-D+
0,3mg/L KN

108,1+4.8

1,5+0,1

0,840,1

13,9+1,0

88+4

Kallus - 1/4 MS
1mg/L 2,4-D
0,3mg/L KN

89,3+4,5

17,420,4

6,1+0,9

4+1

19,3+0,8

10

Kallus - 25 uM
Giimiis Nitrat - MS
1mg/L 2,4-D+
0,3mg/L KN

53,4+2.9

19,340,2

2,740,5

29,9422

6748

11

Kallus - 25 uM
Bakar Siilfat - MS
1mg/L2,4-D+
0,3mg/L KN

64,9+1,6

8,7+0,2

1,0+0,5

11,0+1,3

4943
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Tablo 4.11 Orneklerin HPLC analiz sonuglar1 (Devami)

TFB
Ka:spaftcr? ?,/T%] ! Klorojenik | Kafeik asit Kuersetin
. Gallik asit asit (mg /g (mg/g Rutin (mg (mg/g
Ornek ) esdegeri /g kuru kuru kuru /g kuru kuru
No. Ornek Agiklama agirlk=SS) agirlik+SS) | agirhik+SS) | agirlik+SS) | agirlik+SS)
Kallus - 25 uM
Bakir Kloriir MS
1mg/L 2,4-D+
12 0,3mg/L KN 81,845,9 10,6+0,7 3,1+£0,8 13,4+0,8 6614
Kallus - 100 uM
ABA - MS
1mg/L 2,4-D+
13 0,3mg/L KN 140,4+8,7 24,1+0,3 4,6+£0,5 17,8+1,2 312+15
Kallus - 35 uM
Melatonin MS
1mg/L 2,4-D+
14 0,3mg/L KN 138,1+8,2 31,7+0,3 2,340,2 6,2+0,8 388+17
15 Bitki - 1/2 MS 23,940,7 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,05+0,00 1,4+0,1
16 Bitki - 1/4 MS 20,8+1,8 0,2+0,0 0,1+0,0 0,9+0,0 1141
Bitki - 25 uM
17 | Giimiis Nitrat - MS 15,0+0,2 0,1+0,0 0,04+0,00 | 0,02+0,00 0,940,1
Bitki - 25 uM
18 Bakar Siilfat - MS 16,6+1,1 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,03+0,00 3,1+0,1
Bitki - 25 uM
19 Bakar Kloriir - MS 16,0+2,3 0,1+0,0 0,03+0,00 | 0,03+,0,00 1,240,1
Bitki - 100 uM
20 ABA- MS 13,6+0,3 0,1+0,0 0,05+0,00 | 0,01+0,00 1,9+0,1
Bitki - 35 uM
21 Melatonin- MS 21,9+1,7 0,1+£0,0 0,06+0,00 | 0,01+0,00 1,8+0,1
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5

SONUC VE ONERILER

Tohumlarin ¢imlendirilmesi sirasinda suda bekletilmis tohumlarin daha hizli ¢imlendigi
gozlenmistir. Dezfuli ve arkadaslari misir tohumlar1 ile yaptig1 ¢alismada aym sonuca
vardigl goriilmiistiir. Hidropriming adi ile gegmekte olan bu teknik ile suda bekletilen
musir tohumlarimn daha hizli ve gii¢lii ¢imlendigi goriilmiistiir. Hidropriming yontemi ile
tohumlar metabolik olaylarimn baslayabilmesi i¢in yeterince su emmis olmaktadir. Bu
calismada da 12 saatlik suda bekletmenin ¢imlendirmeyi hizlandirdig gériilmiis ama en
iyi siirenin 36 saat oldugu tespit edilmistir [32].

Caligmalar sirasinda toprakta yetistirilen bitkilerden alinan eksplantlarin in vitro kiltiiri
icin verimli bir sterilizasyon yontemi bulunamanustir. Sterilize edilen ve in vitro kiiltiire
ekilen eksplantlarin ¢ogunlugunda ya kontaminasyon gozlenmistir ya da Oliim
gergeklesmistir. Cok az sayida elde edilen kalluslar ise sterilizasyonda hiicreler zarar
gordigi i¢in kisa 6miirlii olmustur. Kontaminasyonlar biiyiik ¢ogunlukla eksplant ve
etrafindan goriildligiinden dolayt ve ayrica tohumlarin basarili bir sekil sterilize
edilebilmesinden dolay1r kontaminasyon kaynagimn topraktan yetisen bitkilerden elde
edilen eksplantin kendisi oldugu disiiniilmektedir. Bu kontaminasyonlarin bir sebebinin
Bunn ve Tan’a goére endofitler olabilecegi yoniindedir. Endofitler toprakta yetisen
bitkilerde bulunan bitkinin igerisine bir sekilde yerlesmis ama bitkiye bir zarar1 olmayan
mikroorganizmalardir. Bazi endofitler bitkilerde dogal ya da yaralanma sonuna olusan
yariklardan igeri girerken bazi mikroorganizmalar seliiloz ve pektinaz iireterek bitkinin
icerisine sizabilirler. Ayrica toprakta daha fazla mikroorganizma olacagindan koklerde
dogal olarak daha cok endofit bulunmaktadir ve bu sebepten kok eksplantlarinin
kontaminasyon olasiligi daha yiiksektir. Bu sebeplerden dolayr endofitlerin yiizey
sterilizasyonu  ile  kolaylikla  elimine  edilmesi  beklenilmemelidir  [33].
Kontaminasyonlarin bagka bir sebebi, kontaminantlar igin yetersiz olan ama bitki
hiicrelerine zarar vermekte olan sterilizasyon yontemi olabilir. Bunn ve Tan’a gbre
dogadan toplannus bitkilere uygulanan sterilizasyonlarin bazen verimli bazen ise
verimsiz gergeklestigi belirtilmistir [33]. Sonug olarak baska ¢alismalarda gegerli olan
bitki sterilizasyon tekniklerinin bu bitki i¢in uygun olmadigi, en iyi yontemin sterilize

edilmis tohumlardan in vitro ortamda ¢imlendirilmis bitkilerin eksplant kaynag olarak

61



kullamlmas1 oldugu sonucuna varilmustir. ileriki ¢alismalar icin bu calismadan farkl:
olarak daha verimli bir sterilizasyon i¢in Tween-80 gibi yiizey aktif maddesi ya da
Civa(Il) Kloriir (HgCly) gibi sterilizatorler kullamlabilir. Ayrica sterilizasyonun
eksplantlarin iglerinde daha etkili olmasi igin sterilizasyon sirasinda o6rneklere vakum
uygulanabilir. Bagska bir segenek ise bu calismada oldugu gibi tohumlarin in vitro

¢imlendirilmesi saglamip dogrudan aseptik eksplantlar elde edilebilir.

Kallus rejenerasyonu deneyleri i¢in bircok BBD kombinasyonu denenmistir ve 2 mg/L
2,4-D, 3mg/L 2,4-D, 1,5 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 2 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 3
mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 1 mg/L 2,4-D + 0,6 mg/L KN, 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L KN,
1 mg/L KN ve 1 mg/L BAP + 1 mg/L IBA kombinasyonlarimin uygulanmasi Inula tirt
bitkilerde ilk kez bu ¢alismada gerceklestirilmistir. 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 1 mg/L
BAP +0,1 mg/L NAA, 0,5mg/L BAP + 2 mg/L NAA ve 2mg/L 2,4-D kombinasyonlari
basta olmak iizere bircok BBD’li ortamdan kallus rejenerasyonu gozlenmistir. Literatiirde
kullanilan 1 mg/L 2,4-D [47, 48] kombinasyonu ve benzer kombinasyonlar olan 2 mg/L
2,4-D ve 3 mg/L 2,4-D igeren kiiltirde kallus rejenerasyonu gergeklemistir ancak
icerinden en iyi sonucu bu g¢alismaya 6zgii olan 2 mg/L 2,4-D vermistir. Literatiirde
kullamilan 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN [28, 29] ve 1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L KN [47]
kombinasyonlar1 ve benzer kombinasyonlar olan 1,5 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 2 mg/L
2,4-D + 0,3 mg/L KN, 3 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN, 1 mg/L 2,4-D + 0,6 mg/L KN, 1
mg/L 2,4-D + 1 mg/L KN igeren kiiltirde kallus rejenerasyonu gergeklemistir ancak
icerinden en iyi sonucu Stojakowska ve arkadaslarimn kullandigr 1 mg/L 2,4-D + 0,3
mg/L KN vermistir. 5 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D kombinasyonunda literatiirdeki benzer
kombinasyonla yapilan calismalarla belirtigi gibi kallus rejenerasyonu gozlenmis ama
stirglin gelisimi olmamustir [49, 50]. 2 mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP kombinasyonunda
literatiirde belirtigi gibi kallus rejenerasyonu gézlenmistir [47]. Ayrica 1 mg/L BAP +0,1
mg/L NAA ve 1 mg/l BAP + 1 mg/l IBA kombinasyonu igeren ortamlardaki govde
eksplantlarinda siirglin gelisimi gozlenmistir. Ancak 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
kombinasyonunda literatiire nazaran sadece gdvde ucu eksplantinda siirgiin gelisimi
goriilmistiir [51]. Literatiire ¢eliskili bir sekilde 1 mg/l BAP kombinasyonunda hi¢ kallus
ya da siirgiin gelisimi gozlenmemistir [47, 52]. Verimli ortamlar ¢ogunlukla hem oksin
(2,4-D, IBA ve NAA) hemde sitokinin (KN ve BAP) kombinasyonlari igeren ortamlar
olmustur. Oksin BBD’leri olan 2,4-D ve NAA kallus olusumuna tesvik ederken IBA ise
kok gelisimini tesvik etmektedir. Sitokinin BBD’si olan KN ise hiicre boliinmesi tesvik
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ederken BAP ise siirgiin gelisimine tesvik eder [6]. Bu bilgilerden yola ¢ikarak kallus
gelisimini tegvik edici 2,4-D ve yine hiicre boliinmesini artiran KN igeren kiiltiiriin en
verimli kallus rejenerasyonunu vermesi seklinde agiklanmaktadir. 2,4-D tek basina bile
verimli bir sekilde kallus rejenerasyonu saglayabilmektedir [35]. BAP tek basina bir
sonu¢ yaratmamis olsa da NAA ve IBA gibi bir oksin ile birlikte kullamldiginda kallus
veya siirgiin gelisimi verdigi gosterilmektedir. BAP bir sitokinin olarak eksplantlarda
oksin transportunu olumlu bir sekil etki etmis olabilecegi diistiniilmektedir [6, 34]. Oksin
ve sitokinin aym ortam kullanildiginda birbirlerinin etkilerini giliclendirdigi gibi
birbirlerininbaz etkilerini inhibe de edebilmektedir [34]. Bu durum 1 mg/L BAP + 0,1
mg/L NAA iceren ortamda siirgiin gelisimi gozlenirken 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L NAA
igeren ortamda sadece kallus gdzlenmesine aciklik getirmektedir. Ileriki ¢alismalar igin
daha fazla farkli oksin ve sitokinin kombinasyonu igeren ortamlarin denenmesi ile daha

verimli kallus ve siirgiin olusumu saglayan besin ortamlar1 yaratilabilir.

Bu calismada altkiiltiirden sonra kalluslarin biiyiik boliimiiniin biiylimesinin durup
kahverengilestigi gbzlemlenmistir. Oksinler kiiltiirde bitki hiicrelerinde etilen gazinin
sentezlenmesini tesvik etmektedir. Etilen gaz meyvelerin olgunlagsmasina, yaprak
dokiilmesine ve yaslanmaya sebep olmaktadir. Az miktarda etilen gazi oksinin etkilerini
artirirken, fazlasi kallus kiiltiirlerinin biiylimesini inhibe edebilmekte, siirgiin ve kok
olusumunu engellenmektedir. Altkiiltirden sonra etilen gazim kiiltirdeki Orneklerin
biiylimesini ve organogenezi tesvik edebildigi ya da inhibe edebildigi bildirilmistir [34].
Bu caligmada altkiiltirden sonra kalluslarin biiylimesinin durup kahverengilesme
durumunun etilen gaz1 sebebi ile oldugu diistiniilebilir. Kalluslar altkiiltiire alindiginda
biiyiilk Olciide etilen gazi sentezlemis ve bu kalluslarin biiylimesini inhibe etmis
olabilecegi diisiiniilebilir. Etilen gazinin kallus {izerindeki etkilerinin onlenebilmesi igin
besiyerine etilen gazinin olusumunu engelleyici ya da etkilerini inhibe edici kimyasallar

eklenebilir [34].

Absisik asit igeren kiiltiir ortaminda inkiibe edilen kallus ve bitki orneklerinin diger
orneklere nazaran ¢ok az gelistigi ya da hi¢ gelismedigi gozlenmemistir. Absisik asit
oksinin etkilerini inhibe ettigi, stomalarin kapanmasina sebep oldugu, bazi durumlarda
yaprak dokiilmesine ve yaslanmaya sebep oldugu bilinmektedir. Absisik asit bitki doku
kiiltiirtinde yiiksek konsantrasyonlarda kullandiginda kallus biiylimesini ve organogenezi
inhibe ettigi bildirilmistir [34]. Bu agiklamalar 100 uM absisik asidin kallus ve bitki

orneklerinin  biiylimesini  inhibe etmesi sonucunu  desteklenmektedir.  Sonraki
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calismalarda daha az konsantrasyondaki absisik asidin Inula helenium L. bitkisi ve

kallusu uzerindeki etkileri incelenebilir.

Melatonin bitkilerde strese karsi toleransi artiran; biiylimeyi, gelisimi ve sirkadiyen ritmi
diizenleyen bir bilesiktir. 100 pM ve 200 pM melatonin konsantrasyonunun kallus
rejenarasyonunu  kismen  inhibe ettigi  bildirilmistir. Bunun sebebi yiiksek
konsantrasyonda  melatoninin  sekonder metabolit {lirretimini artmasi1 olarak
gosterilmektedir [53]. Ancak 1 uM melatonin konsantrasyonunun kallus rejenarasyonunu
arttigt  bildirilmis olup bunun sebebinin melatoninin oksin gibi davranmasi
gosterilmektedir [54]. Bu agiklamalar iki ¢aligsma arasinda bir konsantrasyon olan 35 pM
melatonin Inula helenium L. kallus rejenerasyonuna ve in vitro bitki gelisimine belirgin
bir etkisi olmamasimi agiklamaktadir. Sonraki calismalarda daha az ve daha ¢ok
konsantrasyondaki melatoninin Inula helenium L. bitkisi ve kallusu tizerindeki etkileri

incelenebilir.

Bu caligmanin sonucunda toplam TFB konsantrasyonu en yiiksek ¢ikan 6rnegin 1 mg/L
BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 sa fotoperiyot) ortaminda gelisen kalluslar oldugu
gortilmiigtiir. Ayrica 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (Kkaranlik) igeren besin ortaminda
rejenere edilmis 35 uM melatonin uygulanmus kalluslarda ve 100 uM absisik asit
uygulanmuis kalluslarda 6nemli miktarda TFB konsantrasyonu artis1 gézlemlenmistir.
BAP ve NAA kombinasyonunun, giines 1s1gimin, melatoninin ve absisik asitin fenolik
bilesik iiretime yol agtigi diisiiniilmektedir (Tablo 4.11). Cingdz ve Karakas’in Bellis
perennis L. kallusu tizerinde yaptig1 aragtirmada dzellikle /2 MS besin stresi olmak {izere
besin stresinin fenolik bilesik sentezini 10 kat arttirdigr bildirilmistir. Bu artisin sebebinin
bitkinin kendisini abiyotik stresten korumak oldugu distinilmektedir [36]. Cui ve
arkadaslarinin yaptigi bagka bir ¢alismada ise Hypericum perforatum L. bitkinin kok
kiiltiirtine (2 ve ¥4 MS) besin stresi uygulandiginda yine fenolik bilesik ve flavonoid artist
oldugu analiz edilmistir [37]. Inula helenium L. kallusu tizerinde yapilan /2 MS ve % MS
besin stresinin ~%33 kadar TFB artisina sebep oldugu belirlenmistir. Ancak diger artis
gozlemlenen Orneklere gore daha fazla olmadig goriilmiistiir. Mehrizi ve arkadaslarimin
yaptig1 ¢alismaya gore tuz stresindeki biberiye yapraklarina bakir uygulandiginda TFB
miktarimn arttig gozlemlenmistir [41]. Inula helenium L. kallus {izerinde yapilan 25
uM Bakir  kloriir stresi ve 25 uM Bakir Siilfat stresi ise kalluslarda TFB
konsantrasyonunun azalmasina sebep oldugu belirlenmistir. Al Khayri c¢alismasinda

glimiis iyonunun fenolik bilesik tiretimi igin etkili bir elisitor oldugunu bildirmistir [44].
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Ancak 25 pM giimiis nitrat stresine maruz kalan kalluslarda TFB’1n %5 oramna diistiigi
gozlemlenmistir. Bunun sebebinin 25 puM glimiis nitratin kalluslar i¢in tistesinden
gelinemeyecek agir metal toksisitesine veya serbest radikal iliretimine yol agmus
olabilecegi diistiniilebilir. Coskun ve arkadaslarimin ¢alismasinda Rosmarinus officinalis
bitkisinde 100 pM ve 200 uM melatonin uygulanmasinin yaprak kalluslarinda TFB
konsantrasyonunda artisa sebep oldugu gozlenmistir [53]. Ayrica Riaz ve arkadaslarimin
Catharanthus roseu tizerinde yaptigi ¢alismada 1 uM melatonin uygulanmasinin yaprak
kalluslarinda TFB konsantrasyonunda artisa sebep oldugu bildirilmistir [54]. Bu
caligsmalar melatonin uygulamasinin Inula helenium L. kallus 6rneklerinde toplam fenolik
bilesik konsantrasyonu, klorojenik asit ve kuersetin artisim agiklamaktadir. Bu artisin
sebebinin melatoninin bitkilerde stres direncini arttirmast oldugu diistiniilmektedir [53].

Bu bulgu Coskun ve Riaz ¢aligmalarini desteklemektedir.

Bu ¢alismanin neticesinde en yiiksek toplam klorojenik asit konsantrasyonu 1 mg/L 2,4-
D + 0,3 mg/L KN (karanlik) i¢eren besin ortaminda rejenere edilmis, 35 uM melatonin
uygulanmig kalluslarda tespit edilmistir. Ayrica 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik)
iceren besin ortaminda rejenere edilmis 100 uM absisik asit, 25 pM giimiis nitrat ve Y4
MS besin stresi uygulannus kalluslarda da ciddi miktarda klorojenik asit artisi
goriilmistiir. Stojakowska ve arkadaslar1 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda ve 16/8 fotoperiyotta rejenere edilmis Inula helenium L. yaprak kalluslarinda
yiiksek konsantrasyonlarda klorojenik asit ve tiirevleri oldugunu tespit etmistir [29].
Cingdz ve Karakas’in Bellis perennis L. kalluslari iizerinde yaptigi arastirmaya gore
ozellikle Y2 MS ve Y MS besin stresi klorojenik asit miktarim 2,5 kat arttirmistir [36].
Inula helenium L. kalluslarinda ise 2 MS besin stresinin klorojenik asit miktarim 2 kat
arttirmig oldugu ancak %2 MS besin stresinin ise klorojenik asit miktarini 5 kat diisiirdiigii
gozlemlenmistir ve bu durum Cing6z ve Karakas’in bulgusunu kismen desteklemektedir.
Torres-Contreras ve arkadaglarimn yaptigi calismada yaralanmus patates meyvelerinin
klorojenik asit sentezledigi gozlenmistir [42]. Kalluslarin bitkilerin yarali yiizeylerini
kapatmak i¢in kullandigi organize olmamus hiicreler oldugunu diistindtigiimiizde [2], bu
caligsmadaki kallus kiiltiirlerindeki klorojenik artisinin diger faktorlere ek olarak eksplant
elde etmek i¢in bitkinin parcalamasi sonucunda kalluslarin verdigi bir tepki oldugu

diistiniilmektedir.

Bu caligmanin sonucunda en yiiksek kafeik asit konsantrasyonu toprakta yetistirilen

bitkilerde analiz edilmistir. Biitiin in vitro 6rnekler kafeik asit konsantrasyonu bakiminda
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toprakta yetistirilen Inula helenium L. bitkisinin altinda kalmustir. Ancak MS besin
stresinin 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) i¢eren besin ortaminda rejenere edilen
kalluslardaki kafeik asit konsantrasyonunu arttirdig goriilmiistiir. Cingéz ve Karakas’in
Bellis perennis L. kallusu iizerinde yaptig1 aragtirmaya gore 6zellik 2 MS ve ¥4 MS besin
stresi yaklagik 2,5 kat artmustir [36]. Ancak Inula helenium L. kalluslarinda ise Y4 MS
besin stresi kafeik asit miktarim sadece %10 artirdig1 diger yandan %2 MS besin stresinin
ise kafeik asit miktarim ciddi miktarda distrdiigli gorilmiistiir. Acikgdz ve
arkadaslarinin Echinacea purpurea L. kalluslarimn iizerinde yaptig1 ¢alismaya gore 1s13a
maruz kalms kalluslarda karanlikta inkiibe edilen kalluslara gore kafeik asit tiirevlerinin
konsantrasyonlarinda artig goriilmiistiir [38]. Karanlikta inkiibe edilen Inula helenium L.
kalluslarinda giines 15181 ile inkiibe edilen kalluslarda gore daha fazla kafeik asit
konsantrasyonuna rastlanmustir ancak giines 1s18imin sonucunda kafeik asitin tiirevlerine
sentezlenmis olabilecedi diistiniilmektedir. Riaz’in bildirdigine gore kafeik asit lignin
sentezinin  prekiirsor bilesigidir ve lignin bitki hiicrelerinde hiicre duvarimn
gliclendirilmesi amaciyla kullamilmaktadir [45]. Bu nedenle rejenere edilenin vitro Inula
helenium L. bitkilerinin ve kalluslarinin toprakta yetisen bitkilere nazaran daha az
biliyiime gosterdigi i¢in daha az lignin sentezledigi ve dolayisiyla daha az kafeik asit

sentezledigi diistiniilebilir.

Bu caligmanin neticesinde en yiiksek rutin konsantrasyonu 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN
(karanlik) igeren besin ortaminda rejenere edilmis 25 pM giimiis nitrat uygulanmis
kalluslarda gozlemlenmistir. Ayrica 1 mg/L 2,4-D+ 0,3 mg/L KN (karanlik) igeren besin
ortaminda rejenere edilmis 100 uM absisik asit uygulanmus kalluslarda ve 0,5 mg/L BAP
+ 2 mg/LL NAA ortaminda gelisen kalluslarda 6nemli miktarda rutin artis1 goriilmiistiir.
Lee ve arkadaslarimn Morus alba L. kalluslari ilizerinde yaptigi calismada sitokininin
rutin sentezini inhibe ettigi tespit edilmistir [39]. Ancak Han ve arkadaslarimn Morus
bombycis bitkisi kalluslar1 tizerinde yaptig1 ¢alismada 1 mg/l1 2,4-D + 0,1 mg/l KN igeren
ortamda rejenere edilen kalluslarda yani az miktar sitokinin igeren ortamdaki kalluslarda
en fazla rutin goriilmiistiir [40]. Inula helenium L. kalluslarinda ise sitokinin igermeyen
ya da diisiik konsantrasyonda sitokinin i¢eren kiiltiir ortamlarindaki kalluslarin yiiksek
konsantrasyonda sitokinin igeren kiiltir ortamlarindaki kalluslara gore daha ¢ok miktar
rutin icerdigi saptanmustir, dolayisi ile Lee’in ve Han’in ¢aligmalarimn sonucu

desteklenmistir.
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Bu ¢aligsmanin sonucunda en yiiksek kuersetin konsantrasyonu 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L
KN (karanlik) BBD’li besin ortaminda rejenere edilmis 35 pM melatonin uygulanmis
kalluslarda belirlenmistir. Ayrica 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) igeren besin
ortaminda rejenere edilmis ve stres uygulanmamus kalluslarda; 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L
NAA (16/8 sa fotoperiyot) ortaminda gelisen kalluslarda ve 0,5 mg/L BAP + 2 mg/L
NAA ortanunda gelisen kalluslarda yani hem oksin hem de sitokinin igeren kiiltiir
ortaminda biiyiiyen kalluslarda 6nemli miktarda kuersetin artis1 analiz edilmistir. Riaz ve
arkadaslarinin Catharanthus roseu tizerinde yaptigi ¢alismada melatonin uygulanmasinin
yaprak kalluslarinda kuersetin ve toplam flavonoid konsantrasyonun artisa sebep oldugu
bildirilmistir [54]. Bu artisa melatoninin bitkilerde stres toleransinin arttirmasi oldugu
diistiniilmektedir [53]. 35 uM melatonin uygulanmis Inula helenium L. kalluslarin en

yiiksek kuersetin konsantrasyona sahip olmasi Riaz’in ¢alismasini desteklemektedir.

Stres uygulanan in vitro bitki 6rneklerinde kuersetin konsantrasyonu hari¢ neredeyse
biitiin degerler toprakta yetisen bitki 6rneginde diisiik ¢iktigi gézlenmistir. Kayda deger
tek Ornegin rutin ve biiyiik miktar kuersetin artis1 gdzlemlenen "2 MS Besin stresine
maruz birakilan bitki 6rnekleridir. Asif ve arkadaslarimin bugday filizlerinde yaptigi
calismada tuz ve bakir siilfat stresleri filizlerinin biiyiimesini ve gelismesini olumsuz
yonde etkiledigi gézlemlenmistir [43]. Strese maruz kalan Inula helenium L. bitkilerinde
stresten dolayr gelisemedigi dolayis1 ile sekonder metabolit sentezleyemedigi

diistiniilmektedir.

Bu ¢aligsma ile 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8 fotoperiyot) kombinasyonunun, 100
uM absisik asit ve 35 uM melatonin uygulanmalarimn toplam fenolik bilesik
konsantrasyonunu; Y4 MS besin stresi, 25 uM giimiis nitrat stresi, 100 uM absisik asit ve
35 uM melatonin uygulanmalarinin klorojenik asit konsantrasyonunu; 0,5 mg/L. BAP +
2 mg/L NAA kombinasyonunun, 25 uM giimiis nitrat stresi ve 100 uM absisik asit
uygulamalarimn rutin konsantrasyonunu; 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (16/8
fotoperiyot) ve 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN (karanlik) kombinasyonlarimn, 25 uM
glimiis nitrat stresi, ve 35 pM melatonin uygulanmalarimn kuersetin konsantrasyonunu
Inula helenium L. kallus dokularinda arttirdig tespit edilmistir. Ayrica % MS besin stresi
uygulamasinin in vitro bitkilerde kuersetin konsantrasyonunu arttirdigi gozlemlenmistir.
Sonug olarak Inula helenium L. bitkisi farkli streslere farkli sekonder metabolit cevabi
vermektedir. Stres sonucunda bitkilerde reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller

olusmaktadir. Bitkiler tehditlere karsi sekonder metabolitler sentezlenmektedir [45].

67



Literatiirlerde belirtildigi tlizere her bitki tiirii bu tehditlere karsi farkli cevaplar
gelistirmistir. Hatta aym tlirdeki bitkilerde bile farkli sonuclar gozlemlenmektedir. Bu
calismada ¢ikan sonuglar bu deney sirasinda kullanilan Inula helenium L. tohumlarinin

genotipine, kimyasallarin farkliliklarina, hatta mekdna ve zamana baglanabilir.

Bu calismada Inula helenium L. bitkisinin farkli BBD’ler kullamlarak kallus hiicreleri
uretilmistir ayrica kalluslarin ve bitkilerin besin, metal, absisik asit ve melatonin gibi
cesitli uygulamalara ne tiir cevaplar verdigi gozlemlenmistir. Bu c¢alisma ile Inula
helenium L. bitkisinin in vitro sartlarda stres ve elisitor uygulamalar1 ile kallus ve in vitro
ortamda rejenere edilen bitki 6rneklerinde sekonder metabolit miktarinin artirabilecegi
tespit edilmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar Inula helenium L. bitkisinin
icerisindeki sekonder metabolitlerin kontrollii biyoreaktér ortaminda kitlesel olarak

iiretimine; eczaya ve endiistriye katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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Sekil 6.1 Toprakta ¢imlendirilen Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile

elde edilmis metabolitlerin miktarim gosteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.2 /n vitro ortamda ¢imlendirilen Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC

analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.3 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta Inula helenium L. bitkinin gdvde
eksplantiyle organogenez yolu ile rejenere edilen bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile
elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.4 /n vitro ve karanlik ortamda 2 mg/L 2,4-D igeren besin ortaminda rejenere
edilen Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC analizi ile elde edilmis
metabolitlerin miktarini gosteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.5 /n vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda rejenere edilen Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarim1 gésteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.6 I vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA iceren besin
ortaminda rejenere edilen Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarim gosteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.7 /n vitro ortamda 0,5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA igeren besin ortaninda
rejenere edilen Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC analizi ile elde edilmis
metabolitlerin miktarin1 gésteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.8 In vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 1/2 MS besin stresi uygulanmis Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC
analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.9 /n vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 1/4 MS besin stresi uygulanmuig Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC
analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.10 /n vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 25 pM gilimiis nitrat stresi uygulannus Inula helenium L. kallus 6rneklerinde
HPLC analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarini gésteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.11 In vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN iceren MS besin
ortaminda 25 pM bakir siilfat stresi uygulanmis Inula helenium L. 6rneklerinde HPLC
analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.12 [n vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 25 pM bakir kloriir stresi uygulanmis Inula helenium L. kallus 6rneklerinde
HPLC analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gosteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.13 /n vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 100 uM absisik asit uygulanmug Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC
analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu

100

075

']Ei:l-f

.j.}j-f_'- Ao _.-._.-A_n_.-._/‘_....L._
-""I""I""I""I""I""I""I""I
a 10 Kl 3 4 A 6l Tl &

Sekil 6.14 In vitro ve karanlik ortamda 1 mg/L 2,4-D + 0,3 mg/L KN igeren besin
ortaminda 35 pM melatonin uygulannus Inula helenium L. kallus 6rneklerinde HPLC
analizi ile elde edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.15 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 1/2 MS besin
stresi uygulanmuis Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde edilmis
metabolitlerin miktarin1 gésteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.16 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 1/4 MS besin
stresi uygulanmuis Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde edilmis
metabolitlerin miktarin1 gésteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.17 In vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 25 pM giimiis
nitrat stresi uygulanmuis Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.18 [n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 25 uM bakir
stilfat stresi uygulanmus Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarini gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.19 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 25 pM bakir
kloriir stresi uygulanmug Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.20 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortaminda 100 uM absisik
asit uygulanmus Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde edilmig
metabolitlerin miktarim gosteren kromatogram sonucu
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Sekil 6.21 /n vitro ortamda 16/8 fotoperiyotta BBD’siz besin ortamuinda 35 pM
melatonin uygulanmis Inula helenium L. bitki 6rneklerinde HPLC analizi ile elde
edilmis metabolitlerin miktarim gdsteren kromatogram sonucu
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