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OZET

BAZI NANOPARTIKULLERIN /N VITRO ORTAMDA YETISTIRILEN Hypericum
perforatum L. ve Hypericum. retusum Aucher’in HIPERISIN BILESIKLERININ
MIKTARI UZERINE ETKILERI

DOKTORA TEZI
Omer Faruk AKDEMIR

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2019

Bu ¢alismada, in vitro kosullarda yetistirilen Hypericum perforatum L. ve Hypericum
retusum Aucher siirgiinlerinde, 4 farkli nanopartikiil uygulamasinin, hiperisin ve tiirevi
bilesikleri lizerindeki etkisi ile HDPKS1 ve HpPKS2 genlerinin ekspresyonlar {izerindeki etkisi
incelenmistir.

Bu amagla oncelikle, H. perforatum ve H. retusum’un tohumlari bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen, Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda ¢imlendirilmistir. Cimlenme
ortamindan elde edilen siirgiinler 0.5 mgL™ BA igeren MS besi ortaminda belirli periyotlarda alt
kiiltiire alinip ¢ogaltilmis ve nanopartikiil denemelerinde kullanilmigtir. Tez 6nerisi kapsaminda
gergeklestirilen ilk denemelerde, farkli konsantrasyonlarda (25, 75 ve 200 mgL™) demir (111)
oksit (Fe20s), titanyum dioksit (TiO.), ¢inko oksit (ZnO) ve aliiminyum oksit (Al>Oz3)
nanopartikiilleri in vitro ortamda yetisen siirgiinlere uygulanmustir. 200 mgL? ZnO veya 75
mgL? Al,Os, Fe,O3 ve TiO; iceren besi ortaminda biiyiitiilen H. perforatum siirgiinlerindeki
hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktarinda artis gozlenmistir. H. retusum siirgiinlerinde ise artan
hiperisin ve tiirevleri, 200 mgL™* ZnO veya 25 mgL* Al,Os, Fe;Osve TiO: igeren besi ortaminda
gozlenmistir. ilk denemelerin ardindan, H. perforatum siirgiinleri ise 200, 250 ve 300 mgL™*
Zn0, Fe;03 ve Al,0Os ya da 15, 25 ve 75 mgL™ TiO; igeren besi ortaminda kiiltiire alinmistir. H.
retusum siirgiinleri, 10, 15 ve 25 mgL? oraninda Al,O3 ZnO, Fe,03 ve TiO, nanopartikiilleri
iceren besi ortaminda biiyitilmistir. H. perforatum’un yapraklarindaki hiperisin ve tiirevi
bilesiklerin miktar1, kontrol grubuna gére 250 mgL* Al,O3 veya Fe,0s, 200 mgL?* ZnO veya 75
mgL? TiO nanopartikiillerini iceren ortamda artis gdstermistir. H. perforatum govdelerindeki
hiperisin ve tiirevi bilesiklerin orani ise, 300 mgL? Fe,O3 veya ZnO nanopartikiillerini igeren
ortamda artig gostermistir. H. retusum yapraklarinda, Al,Os; ve ZnO nanopartikiillerinin ilgili
bilesiklerin konsantrasyonu iizerinde olumlu bir etkisi olmazken, 15 mgL™ Fe,O3 veya 10 mgL™*
TiO; igeren besi ortaminda ise hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktarinda artig gézlenmistir. H.
retusum govdelerinde ise hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktar1 ise 25 mgL™* Al,O3 veya Fe;O3
ya da 10 mgL?* ZnO ve TiO, varhiginda artis gdstermistir.
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H. perforatum’un qPCR analizi ile yaprak dokusunda AlOs; ve TiO; nanopartikiil
uygulamalarinin, HpPKS1 gen anlatimi {izerinde saptanabilir bir etkisi olmadigini, Fe.Os
nanopartikiil uygulamasinda ise, nanopartikiil konsantrasyonunun arttimi ile paralel artis
gosterdigi belirlenmistir. Govde dokusunda ise, farkli nanopartikiil uygulamalar1 HpPKS2 gen
anlatimi {izerine etki gdstermis ancak kontrol grubuna gore farkli uygulama gruplarinda gen
anlatiminin daha disiik oldugu belirlenmistir. Aliiminyum nanopartikiillerinin HpPKS2 geninin
yaprak dokusunda anlatimini nanopartikiil konsantrasyonuna ters orantili bir sekilde etkiledigi
gozlenmistir. Gévde dokusunda ise HpPKS2 gen anlatim miktar1 saptanabilir sinirlar iginde
bulunmadig1 belirlenmistir. H. retusum Aucher’de ise farkli nanopartikiil uygulamalar1 sonucu
HpPKS2 gen ekspresyon analizi, Fe;O; 200 mgL? deney grubu hari¢ tiim Orneklerde
saptanabilmistir. Bu deney gruplar1 arasinda 300 mgL™? ZnO uygulamasi HpPKS2 gen
anlatimini, govdede arttirmistir. HpPKSL1 i¢in ise yaprak kontrol &rneginde gen anlatimm
Olciilebilir sinirlarda degildir.

H. perforatum ve H. retusum tiirlerine uygulanan Al:Os;, Fe;Os ZnO ve TiO;
nanopartikiilleri hiperisin ve tlirevi bilesiklerin miktarini artirma konusunda basarili olmustur.
Denenen nanoartikiiller igerisinde en kiiclik boyuta sahip olan TiO, nanopartikiiliinii diger ii¢
nanopartikiile gore daha basarili sonuglar vermistir. Elde edilen sonuglart denenen
nanopartikiiliin tiiri, boyutu ve konsantrasyonu etkilemistir.

Anahtar sozciikler: H. perforatum, H. retusum, Hiperisin, Nanopartikiil, gen ekspresyonu,
HpPKS1, HpPKS2
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF SOME NANOPARTICLES ON THE AMOUNT OF HYPERISIN
COMPOUNDS OF Hypericum perforatum L. and Hypericum retusum Aucher
GROWN UNDER IN VITRO MEDIUM

PhD THESIS

Omer Faruk AKDEMIR

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2019

In this study, the effect of 4 different nanoparticle applications on hypericin and its
derivatives, and on the expression of HpPKS1 and HpPKS2 genes were investigated in the
shoots of Hypericum retusum Aucher and H. perforatum L. grown under in vitro conditions.

For this purpose, the seeds of H. retusum and H. perforatum were germinated in
Murashige and Skoog (MS) nutrient medium lacking plant growth regulator. The shoots
obtained from germination medium were taken into subculture and replicated periodically in
MS nutrient medium containing 0.5 mg™ BA, and were used in nanoparticle experiments. In the
first experiments conducted within the scope of the thesis proposal, iron (I1l) oxide (Fe20s),
titanium dioxide (TiO,), zinc oxide (ZnO) and aluminum oxide (Al.Os3) nanoparticles in
different concentrations (25, 75 and 200 mgL™) were applied to shoots grown under in vitro
medium. An increase was observed in the amount of hypericin and derivative compounds in H.
perforatum shoots grown in nutrient medium containing 200 mgL* ZnO or 75 mgL™* Al,Os,
Fe.O3; and TiO..Also, in H. retusum shoots; increased hypericin and its derivatives were
observed in nutrient medium containing 200 mgL™* ZnO or 25 mgL* Al,O;, Fe,Ozand TiO,.
After the first experiments, the H. retusum shoots were grown in nutrient medium containing
Al;Os, ZnO, Fe;0zand TiO. nanoparticles at 10, 15 and 25 mgLratio. H. perforatum shoots
were cultured in nutrient medium containing 200, 250 and 300 mgL* ZnO, Fe,Osand Al.O; or
15, 25 and 75 mgL* TiO,. The amount of hypericin and derivative compounds in the leaves of
H. perforatum increased in medium containing 250 mgL* Al,O3 or Fe,Os, 200 mgL™* ZnO or 75
mgL™! TiO, nanoparticles, compared to the control group. The rate of hypericin and derivative
compounds in H. perforatum bodies also increased in medium containing 300 mgL* Fe,Osand
ZnO nanoparticles. In H. retusum leaves, while Al,O; and ZnO nanoparticles did not have a
positive effect on the concentration of related compounds, the amount of hypericin and
derivative compounds increased in the nutrient medium containing 15 mgL* Fe,Osor 10 mgL™*
TiO,. In addition, in H. retusum shoots, the amount of hypericin and derivative compounds
increased in the presence of 25 mgL? Al,O; or Fe,O3 or 10 mgL' ZnO and TiO..
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It has been determined that the application of Al>Oz and TiO, nanoparticles in leaf
tissue by gPCR analysis of H. perforatum had no detectable effect on HpPKS1 gene expression;
on the other hand, it indicated parallel increase with increase in nanoparticle concentration for
Fe>O3 nanoparticle application. In shoot tissue, different nanoparticle applications had an effect
on HpPKS2 gene expression but it was determined that gene expression was lower in different
experiment groups compared to control group. It has been observed that aluminum
nanoparticles affect expression of HpPKS2 gene in leaf tissue in inversely proportional to
nanoparticle concentration. It was determined that the amount of HpPKS2 gene expression in
the body tissue was not within detectable limits. In H. retusum Aucher, HpPKS2 gene
expression analysis was detected in all samples except Fe,O3; 200 mgL™ experimental group due
to different nanoparticle applications. Among these experimental groups, application of 300
mgL? ZnO increased HpPKS2 gene expression in the stem. For HpPKS1 gene expression in the
leaf control sample is not within measurable limits.

Al,Os, Fe;03, ZnO and TiO, nanoparticles applied to H. perforatum and H. retusum
species have been successful in increasing the amount of hypericin and derivative compounds.
The TiO; nanoparticle having the smallest size among the tested nanoarticles has given more
successful results than the other three nanoparticles. The obtained results have affected the type,
size, and concentration of the nanoparticle tested.

Key words: H. perforatum, H. retusum, Hyperisin, Nanoparticle, gene expression,
HpPKS1, HpPKS2
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Omer Faruk AKDEMIR

1. GIRIS

Hypericum L.,Clusiaceae ailesinin bir cinsi olarak Hypericaceae (Guttiferae) alt
familyasina ait olup (Cronquist 1981), bu ailenin en ¢ok bilinen -cinsidir.
Hypericumbilinen 484 tiirii olan ¢ok yillik otsu veya ¢alimsi formlari bulunan ve
diinyanin biitiin kitalarinda (Antarktika disinda) yetisebilen bir cinstir (Crockett ve ark.
2011). Ulkemizde Hypericum’un 19 seksiyonu ve yaklasik 100 tak sonu bulunmaktadir.
Bu taksonlardan 45 tanesi endemiktir (Eroglu ve ark. 2013). H. perforatum L.,
Hypericum scabrum L., Hypericum trigquetrifolium, Hypericum calycinum, Hypericum
empetrifolium Willd. ve Hypericumtetrapterum Fries iilkemizde en yaygmn bulunan
tirlerdir (Robson 1967, Baytop 1974).

Bu ¢alismada kullanilan H. perforatum L., Kuzey Afrika, Orta Asya, Sibirya,
Avrupa ve Tiirkiye’nin biitiin bolgelerinde yayilis gosterirken, H. retusumise Suriye
¢olii ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yayilis gostermektedir (Davis 1967, Davis
1988, Giiner ve ark. 2000). H. perforatum ve H. refusum un Tirkiye’deki dagilis
alanlar1 Sekil 1.1."de gosterilmektedir (TUBIVES 2018).

Q Hypericum retusum
& Hypericum perforatum

Sekil 1.1. H. perforatum ve H. retusum’un iilkemizdeki yayilis alanlari
*Harita, Tiirkiye bitkileri veri servisinin sitesinden alinmustir.

H. perforatum, bir veya daha fazla sayida iki eseyli ¢igeklere sahiptir. Canak ve
tag yapraklar beser adettir. Genellikle sar1, bazen kirmizi (Hypericum capitatum subsp.

capitatum) veya kirmizi damarlidir. Meyve kapsiil formunda olup bdlmelerden acilir
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(Aslan 2014). Farkli salgisal yapr tiplerine (Oyuklar, saydam bezler, siyah nodiiller ve
salgt kanallari) sahip olmasi Hypericum tiirlerinin ayirt edici O6zelliklerindendir
(Sengiiler 2009).

H. perforatum, Anglo-sakson halk tibbinda “Ing.: St. John’s Wort, Alm.:
Johanniskraut” isimleriyle bilinirken, iilkemizde “bin bir delik otu, sar1 kantaron,
koyunkiran, kan otu, kili¢ otu, mayasil otu, yara otu ve batof” (Baytop 1991, GAP
2001) adlartyla ¢ok 1yi bilinen tibbi bir bitkidir. Bitkilerin yapraklari 1s18a tutuldugunda
yag guddeleri ¢ok miktarda parlak noktaciklar halinde kolaylikla goriiliir. ‘Bin bir delik
otu’ ismini bu 6zelliginden dolay1 almistir (Robson 1967, Sengiiler 2009).

Hypericum tiirleri tarihin her doneminde insanlarin tedavi amacgh kullandigi
bitkilerdendir. Antik Yunan ve Roma donemlerinin hekimlerinden Dioscorides (MS
1.yy) ve Galen (MS 2.yy) H. perfortum’u yara iyilestirici, idrar soktiirlicii ve menstural

rahatsizliklarin tedavisinde kullanmay1 6nermistir.

16. yiizyildan itibaren Avrupa’da bitkinin toprak {istii boliimlerinden elde edilen
ucucu yag yara iyilestirici olarak kullanilmaya baslamistir. Cerrahlar tarafindan ¢ok
etkili bulunan bu yag Avrupa’nin ilk resmi farmakopisine “Oleum Hyperici” adiyla
dahil edilmistir (Cirak ve Kurt 2014). Ingiliz bitki bilimci Gerard (1633) ve Ingiliz
hekim Culpeper (1652), H. perforatum’un yaralara, yaniklara ve zehirli hayvanlarin
wsirik ile sokmalarina karsi iyilestirici etkisi oldugunu belirtmistir (Istikoglou ve ark.
2010). H. perforatum’un tibb1 kullanim yelpazesi zaman igerisinde siirekli olarak
genislemistir. Bu bitkinin ¢ayr bobrekteki kumun, idrar yollarindaki iltihabin
giderilmesi (Hill 1808), sarilik, gut, bobrek tasi ve romatizma tedavisinde (Greene
1824), kullanilmustir.

19.yy. sonlarinda hazirlanan Amerikan kodeksinde H. perforatum’un histeri,
triner agrilar, sarilik, ishal, agrili adet, depresyonla ilgili sinirsel rahatsizliklarin
tedavisindeki dahili kullanomindan ve fiziksel travmalarin tedavisindeki harici

kullanimindan bahsetmektedir (King 1876).

20. yy.’da rahim kanseri, yumurtalik polipleri, lenf tiimdrleri ve mide kanseri
tedavisinde H. perforatum’un folklorik kullanimi Duke (1985), arastirict tarafindan
derlenmistir. Ayrica H. perforatum’un antitimor (Colasanti ve ark. 2000), antiviral
(Tang ve ark. 1990, Kirbay 1999), antidepresan (Thiele ve ark. 1993), antibakteriyal
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(Reichling ve ark. 2001), anti inflamatuar (Cubuklu ve ark. 2002), analjezik (Onder
1995) ve hepatoprotektif (Herakman 1996) etkilerinin oldugu belirlenmistir. Ulkemizde
de H. perforatum halk arasinda mide-bagirsak rahatsizliklari, iltihap kurutucu, sarilik,

safra kanali rahatsizliklari, balgam soktiiriicii, kan yapici, yanik ve yara tedavilerindeki

kullanim1 gibi saglikla ilgili bir¢ok alanda kullanilmaktadir (GAP 2001).

Hypericum tiirleri sekonder metabolitlerinin tibbi etkileri nedeniyle birgok
arastirmaya konu olmustur. Hypericum tiirlerinin sekonder metabolitleri; hiperisin ve
psodohiperisin ile temsil edilen antrakinonlar/naftodiantronlar, hiperforin ile
floroglusinol tiirevleri, kuersetin, kuersitrin, hiperosit ve rutin ile flavonoidler,
biflavonlar, ksantonlar, kumarinler, karotenoidler ve taninler (Porzel ve ark. 2014,
Tusevski ve ark. 2014, Brasili ve ark. 2016) olarak siralanabilir. Naftodiantronlar,
floroglusinollar ve flavonoidler bitkinin toprak istii boliimlerinde dagilmigsken

ksantonlar baslica koklerde tiretilir (Tocci ve ark. 2011).

Son yillarda Hypericum tiirlerinin 06zellikle desart kantaron’un kullanimi
yayginlagarak artmaktadir. Bunun temel nedeni ise gosterdigi antidepresan 6zelliktir. Bu

ozellik, icerdigi hiperisin ve tiirevleri (psddohiperisin) bilesiklerinden gelmektedir.

Lisansli Hypericum L. preparatlariAlmanya’da receteli olarak en ¢ok satilan 7.
ilagtir. Avrupa’da stres, uykusuzluk gibi insanin hayatini kotii etkileyen rahatsizliklarla
hafif ve orta siddetli depresyonlarin tedavisinde, piyasada satilan antidepresanlara
alternatif olarak bitkiden elde edilen preparatlar kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan
bir ¢ok arastirmada, sar1 kantaronun karaciger hipertrofisinin, jeneralize anksiyete
bozukluklarinin, akciger enfeksiyonunun, somatoform rahatsizliklarin, uyku
bozukluklarinin, sizofreninin, obsesifkompulsif rahatsizligin ve mevsimsel duygu

bozuklugunun tedavisinde de etkili oldugu kanitlanmistir (Newell ve ark. 1996).

H. perforatum’un ticari Oziitlerinin standart antidepresan ilaglarinin yerine
depresyon tedavisinde kullanilmasi tedavi maliyetlerini biiyiik oranda diisiirmektedir.
Antidepresan olarak satilan sentetik ilaglar uykusuzluk, sekstiel bozukluklar, kilo kayb1
gibi olumsuzluklara neden olurken H. Perforatum antidepresan ilaglarinin neden oldugu

ciddi yan etkilere sebep olmamaktadir (Solgar 2012).

Tiirkiye’de yilda yaklasik 9 milyon kisinin ruh ve sinir hastaliklar1 nedeniyle

doktora bagvurdugu rapor edilmistir (Beyazyiirek 2018). Ulkemizde antidepresan
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kullanim1 son 5 yilda %27 artmistir. 2009 yilindan 2013 yilina, antidepresan tiiketim
miktar1 neredeyse iki kat artarak 37 milyon 867 bin 254'e vardig tespit edilmistir. 2016
yilmin ilk 9 aymda ise 33 milyon 638 bin 916 kutu antidepresan ilag tliketildigi
bildirilmistir (Ayhan 2018).

Glinlimiizde insanlarin %25’inin hayatinin bir déneminde ruhsal hastaliklardan
etkilendigi belirtilmistir. Ozellikle 75 yasina gelmis bireyler arasinda da herhangi bir
ruh hastalig1 yasamis olanlarin oranm ise %50.8 olarak tespit edilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii’'ne (WHO 2017), gore ise 300 milyondan fazla bireyde depresif bozukluk, 250
milyondan fazla kiside ise kaygi bozuklugu oldugu belirtilmistir. Bu iki rahatsizligin
tiretkenligi azalttigi ve bunun diinya ekonomisine maliyetinin ise 1 trilyon dolardan

fazla oldugu kaydedilmistir.

H. perforatum’dan hazirlanan degisik formlardaki antidepresif farmakolojik
iiriinlerin yillik satis degerine bakildiginda Avrupa pazarlarinda 100 milyon dolari,
ABD’de ise 500 milyon dolar1 astig1 goriiliir. Diinya genelinde ise 1 milyar dolari

buldugu rapor edilmistir (Solomon ve ark. 2013).

Diinya’nin  farkli bolgelerinde H. perforatum’dan baska Hypericum
angustifolium, Hypericum androsaemum ve Hypericum brasiliense gibi diger bazi
Hypericum tiirlerinin de {iretimi yapilmaktadir (Satana ve Arslan 2012). Hypericum L.
cinsinin gen merkezi olan iilkemizde, Hypericum empetrifolium’un g¢igekleri Bati
Anadolu’da kumaslar1 sartya boyamak i¢in kullanilmistir (Baytop 1984). Tiirkiye’den
her yil tonlarca kantaron bitkisi ihra¢ edilmektedir. Bilhassa da Karadeniz Bolgesi'nde
H. perforatum ve benzer diger tiirleri dogadan toplanip hem yurticinde hem de
yurtdisinda satilmaktadir (Cirak ve ark. 2005).

Kimyasal ilaglara gore olumsuz etkilerinin daha az olmasi nedeniyle bitkisel
kokenli dogal iiriinlere talep her gegcen giin artmaktadir. Bitkilere talep artarken tarim
alanlarinin azalmasi, iklimsel degisikler, artan niifus ve sanayilesme, dogal bitki
tirlerinin biiyiime ortamlarinin bozulmasina ve bazi tiirlerinin de dogadan asir1 bir

sekilde toplanmasi nedeniyle neslinin tehlikeye girmesine neden olmustur.

Emek kaybmin engellenmesi, maliyetlerin disiiriilmesi, doga tahribatinin
Oonlenmesi ve mevsime bagli kalmaksizin bitkisel kokenli dogal iiriinlerin elde

edilmesinde bitki doku kiiltiirli yontemlerinin kullanilmasi biiyiik avantaj saglamaktadir.
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Sekonder metabolitlerin iiretiminde bitki hiicre ve doku kiiltiirleri alternatif bir yontem

olarak geligsmektedir.

Bitki doku kiiltiirleri kullanilarak ¢ok sayida fitokimyasal sentezlenebilmekte ve
ayni yontemle kimyasal bag iceren 30000°1 askin bilesik elde edilebilmektedir. Oysaki
mikroorganizmalar kullanilarak sentezlenebilecek fitokimyasal sayisi, bu saymin 1/40

kadardir (Zhong 2001).

Degerli sekonder metabolitler iceren Hypericum tiirleri de bitki doku kiiltiirti
yontemleri kullanilarak arastirmacilar tarafindan c¢ogaltilmistir. H. perforatumile
Hypericum bupleuroides (Cirak 2006), Hypericum spectabile (Karakus 2011),
Hypericum adenotrichum Spach. (Yamaner 2011) ve H. Scabroides (Surmus 2006)
bitki doku kiiltiirleri yoluyla ¢ogaltilan tiirlerden bazilaridir.

Bitki doku kiiltiirii yontemleriyle bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerin
tiretimi artirmak i¢in nanopartikiillerin kullanimiyla ilgili bazi ¢alismalar yapilmistir.
Calismalarin sonuglar1 analiz edildiginde nanopartikiillerin bazi bitkilerde sekonder
metabolit icerigini artirirken, bazi bitkilerde ise toksik etki yaptigi tespit edilmistir.
Artan ¢inko nanopartikiil konsantrasyonu Stevia rebaudiana Bertoni’daki stevioside
tiretimini azaltmigtir (Desai ve ark. 2015). S. rebaudiana Bertoni’nin mikrogogaltilan
siirglinlerine uygulanan ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri steviol glikozitlerin
miktarmi yaklasik iki kat artirmistir (Javed ve ark. 2017). Artemisia annua’nin hiicre
siispansiyon kiiltlirlerine uygulanan kobalt nanopartikiilleri artemisinin iceriginde
yaklasik 2.25 kat artis saglamistir (Ghasemi ve ark. 2015). Hyoscyamus reticulatus
L.’nin sagak kok Kkiiltiirline uygulanan demir oksit (Fe3O4) nanopartikiilleri
hyoscyamine ve scopolamine liretimini yaklasik 5 katina ¢ikarmistir (Moharrami ve ark.
2017). Calendula officinalis L. bitkisine uygulanan giimiis nanopartikiilleri anthocyanin,
flavonoid ve karotenoid iceriginde dnemli bir diisiise neden olurken saponin igeriginde
%177’e kadar artis olmustur (Ghanati ve Bakhtiarian 2014). Lilium ledebourii Bioss’in
in vitro ortamdaki siirgiinlerine uygulanan c¢inko oksit nanopartikiilleri flavonoid
iceriginde yaklasik iki kat, fenolik i¢eriginde sekiz kat, antosiyanin igeriginde ise yedi

katartis saglamistir (Chamani ve ark. 2015).

Sharafi ve ark. (2013), St John's Wort'un hiicre siispansiyon kiiltiiriinde ¢inko ve

demir nano oksitlerini kullanarak hiperisin ve hiperforin bilesiklerinin miktarmi énemli
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oOlgiide artirmiglardir. Sharafi ve ark. (2013), ¢alismasimin disinda Hypericum tiirlerinde
nanopartikiiller kullanilarak sekonder metabolit sentezlemeyle ilgili baska c¢alisma

bulunamamustir.

Hypericum tiirlerinin sentezledigi hipersin ve hiperforin bilesiklerinin biyosentez
mekanizmalariin tam olarak aydinlatilmast amaciyla gen diizeyinde c¢aligmalar
yapilmistir. HDPKS1, HpPKS2 ve hyp-1 genlerinin hiperisin ve hiperforin gibi dnemli
metabolitlerinin biyosentez yolaklarinda yer alan genler oldugu tespit edilmistir

(Karppinen 2010).

H. perforatum’dan HpPKS1 ve HpPKS2 olarak adlandirilan poliketid sentazlari
(PKSs) kodlayan onceden tanimlanmamis iki cDNA izole edilmistir. H. perforatum
dokularindaki HpPKS1'in ekspresyonunun hiperforin ~ ve  adhiperforin
konsantrasyonlariyla, HpPKS2'nin ekspresyonunun ise hiperisin ve psddohiperisin

konsantrasyonlart ile baglantili oldugu tespit edilmistir (Karppinen 2008).

Litertiirden derlenen bilgiler 1s18inda sunulan bu tez ¢aligmasinin temel amact,in
vitro kiiltiir ortamima eklenecek nanopartikiiller yoluyla H. perforatumve H.
retusum’dan elde edilen hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktarinda artis saglamaktir.
Bununla birlikte nanopartikiillerin hiperisin ve tiirevi bilesiklerin sentezinden sorumlu
genlerin ekspresyon seviyelerinde meydana getirdigi degisimler de molekiiler
analizlerle incelenecektir. Ayrica nanopartikiillerin  bitkilerin ~ morfolojisinde
olusturdugu etkilerin de gozlemlenmesi amaclanmaktadir. Calismay1
gerceklestirebilmek i¢in H. perforatum ve H. retusum bitki doku kiiltiirleri yoluyla
cogaltilacaktir. Dogadan toplanan H. perforatum ve H. retusum’un tohumlari in vitro
ortamda c¢imlendirilecektir. Cimlenme ortamindan elde edilen siirglinler alt kiiltiir
ortamina aktarilacaktir. Belli periyotlarla yapilan alt Kkiiltiirlerle her iki tiir de
cogaltilacaktir.  Yeterli sayida elde edilecek siirgiinlerin  ortamimna farklh
konsantrasyonlarda aliiminyum oksit (Al20z), demir (111) oksit (Fe20s3), titanyum dioksit

(TiO2) ve ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri verilecektir.

Bu ¢alismalarin sonucunda bitkilerden sekondermetabolit sentezi konusunda

elde edilecek verilerin literatiire saglayacagi katkilar1 soyle 6zetleyebiliriz.

1-H. perforatum ve H.retusum’un in vitro siirgiin kiiltiirii ortamlarma hiperisin

ve tlirevi bilesiklerin miktarmin artirilmasi i¢in dort farkli nanopartikiil tesvik edici
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elisitor olarak eklenecektir. Boylece nanopartikiillerin yeni bir elisitor tiirii olup
olamayacag1 konusunda veriler saglanmis olacaktir. Cilinkii bitki doku kiiltiirleri yoluyla
sekondermetabolit iiretiminin basarili bir sekilde gerceklesmesi icin kiiltiir ortami
optimizasyonu ile kiiltiirleri tesvik edici uygun elisitorlerin ortama verilmesi ¢ok 6nemli

iki faktordir.

2-Caligmada dort nanopartikiilin denenecek olmasi farkli nanopartikiillerin in

vitro siirgiin kiiltiirleri tizerinde olusturdugu etkiler gézlemlenebilecektir.

3-Nanopartikiillerayn1 cinsin iki farkl tiirii lizerinde kullanilmistir. Bu sekilde
aynt nanopartikiillere farkli tiirlerin verecegi cevaplari karsilastirma imkani

saglanacaktir.

4-Dogadan toplanan H. perforatum ve H. retusum’un farkli dokularinin fenolik
icerikleri ile in vitro ortamda nanopartikiil uygulanmis olanlarin igeriklerini

karsilastirma firsat1 verecektir.

5-Nanopartikiiller kiiltiirlere uygulandiktan sonra 3 hafta boyunca kiiltiirlerin
morfolojik degisimlerini incelemek maksadiyla belli araliklarla gbzlemler yapilacaktir.
Elde edilecek veriler nanopartikiillerin kiiltiirlerin morfolojik gelisiminde yarattigi

etkilere 1s1k tutacaktir.

6-H. perforatum ve H. retusum’un nanopartikiil uygulanmig in vitro siirglin
kiiltirlerinin nanopartikiillere verdigi tepkiler LC-MS/MS analizleriyle kimyasal
diizeyde ve yapilacak olan molekiiler analizlerle de gen diizeyinde degerlendirme

yapilabilecektir.

7-Son olarak bu calismanin verileri gelecegin tariminda var olacagi diisiiniilen

nanogiibreler i¢in On bilgiler saglamis olacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde Hypericum cinsine ait H. perforatum ve H. retusum tiirlerinin
biyolojik Ozellikleri, calisma materyalleri olarak se¢ilmelerinin gerekgesi olan tibbi
etkileri ve ekonomik Onemleri ile nanopartikiiller ©nceki c¢alismalar 15181nda

agiklanmustir.

Hiperisin ve tiirevi bilesiklerin {diretilmesi ig¢in H. perforatum’un hiicre
siispansiyon ve kallus kiiltiirleri hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Fakat siirgilin
primordiumu olan kallus (Gadzovska ve ark. 2005), adventif kok kiltiirleri (Cui ve ark.
2010 a,b,c, 2011, 2014; Wu ve ark. 2014), geng bitki veya siirgiin (Kirakosyan ve ark.
2000, Sirvent ve Gibson 2002, Pasqua ve ark. 2003, Zobayed ve ark. 2003, 2004;
Gadzovska ve ark. 2005, Pavlik ve ark. 2007, Savio ve ark. 2012) kiiltiirii gibi organize
kiiltiirlerin, hiperisin iiretimi i¢in daha ideal oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada da H.
perforatum ve H. retusum’un in vitro slirgiin kiltiri yapilmistir. Siirgiin kiiltiirii
ortamlarinda hiperisin ve tiirevi bilesiklerin iiretimlerinin arttirilmasi igin kiltiir
ortamlarinda elisitor olarak farkli nanopartikiiller denenmistir. Bu boliimde, ¢alismada
kullanilan bitkisel materyaller ve elisitor olarak kullanilan nanopartikiillerle 1lgili

bilgiler verilmistir.

2.1. Hypericum Cinsinin Kokeni ve Sistematigi

“Hypericum” ismi, Yunanca hyper (iistiinde) ve eikon (ikon ya da resim)
sozciklerinin bir araya gelmesiyle olusmustur. Hypericum’un ilk genel tanimi
Tournefort’a (1700:254, t.131) aittir (Niirk 2011). Hypericum cinsinin en ¢ok taninan
tirti olan H. perforatum’unasil kromozom sayist x=8 olup genel anlamda tetraploid
(2n=4x=32) bir bitkidir. Bunun yani sira diploid ve hekzaploid kromozomlu olma

durumlar1 da mevcuttur (Robson ve Adams 1968).

H. perforatum biiyiik ihtimalle ¢ok eski donemlerde H. attenuatum L. ve H.
maculatum Crantz arasinda kendiliginden meydana gelen melezlemenin ve ardi sira
gelen kromozom katlanmalarinin neticesinde meydana gelmistir (Robson 1981). H.
perforatum Kuzey Amerika ve Avrupa’nin yagissiz (kurak) bolgelerinden kokenini
almistir (Deltito ve Bayer 1998).
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Siélain (1899) ve Bonnier (1934), Hypericum cinsini Hypericineae familyasinda
incelerken yine Bonnier (1934), Hypericineae ve Hypericoideae’yi anlamdas olarak
verir. Hypericum cinsinin sistematik yeri Harder ve ark.’nmin (1965), yaptigi
smiflandirma ¢ergevesinde verilmistir. Buna gore Hypericum cinsi Angiospermae
boliimii, Dicotyledonae sinifi, Dialypetalae altsinifi, Parietales takimi, Hypericaceae

familyasi i¢inde yer almaktadir.

2.2. Hypericum Tiirlerinin Dagilisi

Hypericum tiirleri Tiirkiye’de dogal olarak 750 ila 3200 rakim araliginda yetigir
(Cakir ve ark. 1997). H. perforatum (Clusiaceae) anavatani Avrupa’nin batisi, Kuzey
Afrika ve Asya’dir (Walker ve ark. 2001). H. perforatum, iilkemizin tim cografi
bolgelerinde yayilis gostermektir. Diinya’daki yayilist ise Avrupa, Kuzey Afrika,
Kafkasya, Sibirya, Orta Asya, Iran, Kuzey Irak, Kibris, Bat1 Suriye’dir (Ugur 2012). H.
retusum ise iilkemizde Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yayilis gostermektedir. Genel
yayilis alan1 ise Suriye ¢olidiir (TUBIVES 2018). Cizelge 2.1.’de bu calismada
kullanilan H. perforatum ve H. retusum’un yetisme alanlarinin cografi o6zellikleri

verilmistir.

Cizelge 2.1. H. perforatum ve H. retusum’un yetisme alanlarinin cografik 6zellikleri*

Cografik ozellik | H. perforatumL. H. retusumAucher
Omiir Cok yillik Cok yillik
Yap1 Ot Ot
Ciceklenme 4-8 4-6
Habitat Mezofitik bolgelerdeki kuru Kalkerli step tepe ve tarla
habitatlar kenarlari
Yiikseklik 0-2500 m 360-1150 m
Endemik Endemik degil Endemik degil
Element Bilinmiyor Iran-Turan
Tirkiye dagilimi Kuzey, Bati, Orta, Dogu ve Giineydogu Anadolu
Gliney Anadolu
Genel Dagilimi Avrupa, K. Afrika, Kafkasya, Suriye ¢olii
Sibirya, Orta Asya, Iran, Kuzey
Irak, Kibris, Bat1 Suriye

*Cizelgedeki veriler TUBIVES (Tiirkiye bitkileri veri servisi) sitesinden alinmustir.
2.3. Hypericum Cinsinin Morfolojisi

Hypericum cinsi serbest dallanmanin tipik olarak 40 ila 80 cm arasinda degistigi,
dort veya bes ta¢ yaprakli, tek bir disi organ (Degar ve ark. 1992) ile ¢ok sayida erken

organa sahip sar1 veya bakirimsi renkte cicekleri olan ot ve ¢ali tipi formlar igerir
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(Muenscher 1946, Gleason ve Cronquist 1991). Gévde ve dallarin boyu 1-3 cm
uzunlugunda ve 0.3-1.0 cm genisliginde dikdortgenimsi, piirizsiiz kenarli yapraklar ile
yogun bir sekilde kaphdir. Olgun bitkilerin st kisimlari, tipik olarak 1-2 cm
genisliginde birkag¢ diizine bes yaprakli sar1 ¢igek iiretebilir. Tag yapraklarin kenarlar

genellikle siyah noktalar ile kaplidir (Shrivastava ve Dwivedi 2015).

N ~ 3 . - % 300 iy 3 f
7 gr £ e 1 J ’ f

Sekil 2.1. H. retusum Aucher'in ciceklenme donemindeki genel goriiniisi

Bitkinin ¢i¢ek ve yaprak kenarlarinda yogun bir sekilde siyah bezeler bulunur.
Bu siyah bezeler elle ovuldugunda kirmizi renkli bir sivi agiga c¢ikar. Bu sivinin
renginden dolay: bitkiye halk arasinda verilen isimlerden biri de “kan otu” olmustur.
Kirmizi renkli siv1 hiperisin olup sadece siyah bezeleri tastyan tiirlerde bulunur (Cirak
ve Kurt 2014). Hypericum tiirleri yapilarindaki farkli salgi sistemlerinin (Saydam
bezeler veya oyuklar, salgi kanallar1 ve siyah nodiiller) varligi ile 6zdeslesmistir

(Sengtiler 2009).

H. perforatum toprak iistiinde yayilan siirglinlerin diiglimlerinden kokler
olusturmaktadir. Cok dallanan kokleri ig seklindedir. H. perforatum’un gigekleri
hermafrodittir. Tohumlar endospermsizdir. Meyve kapsular, tohum septisidal olarak

ayrilir. Meyvede genellikle salgi iceren keseler mevcuttur (Sengiiler 2009).

11
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O -— ~S$2f w-F
e, L - > . ) < 1PN
Sekil 2.2. H. perforatum L.’nin ¢igeklenme dénemindeki genel
goruniisi

2.4. Hypericum Cinsinin Ureme Biyolojisi
2.4.1 Geleneksel Cogaltim

Ulkemizin iklim kosullarinda H. perforatum’da c¢igeklenme mayis ayinda
baslaylp haziran ortalarinda en iist diizeye c¢ikarak agustos ayma kadar devam
etmektedir. Meyveler temmuz ayinin basinda olusmaya baslayip agustos basinda ise
olgunlasir. Basta yesil renkte olan meyve olgunlastiginda kahverengi olur. Kapsiil
formundaki meyveler olgunlastiginda catlayarak tohum doker (Cirak ve Kurt 2014).
Tohumlar toprakta on seneden fazla canli kalabilirken ¢imlenme orani c¢ok diisiiktiir
(Crrak ve ark. 2004). Bitki ¢cogunlukla vejetatif iiremeyi tercih etmektedir. Vejetatif
ireme cesitlerinden de Ozellikle dollenme yapmadan ve kromozom sayisini yariya
diistirmeden yumurta hiicresinden tohum olusturma (apomiksis) yontemi ¢ogunlukla

goriiliir (Qu ve ark. 2010).

Hypericum tiirleri i¢inde, en fazla 16 apomiktik tiir tanimlanmistir (Matzk ve
ark. 2003). ik olarak Noack (1939), tarafindan H. perforatum ve Myers (1964),
tarafindan H. virginicum L. igin tarif edilmistir. Saha kosullarinda, St. John’s Wort
cicek acar ve yetistiriciligin ikinci yilinda hasat edilir ve tarla bitkileri her 2 ila 3 yilda

yeniden dikilebilir (McCoy ve Camper 2002).

12
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2.4.2. Doku Kiiltiirii Calismalar:
2.4.2.1. H. perforatum L.’nin In vitro Cogaltim

Cellarova ve Kimakova (1999), oksin ve sitokinin farkli konsantrasyonlarinin
H. perforatum siirgiinlerine morfogenetik etkisini belirlemek igin yaptiklar1 bu
calismada indole-3-asetik asit (IAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) etkisi altinda
konsantrasyona bagli  koklenme yeteneginin uyarildigim1 = gozlemlemislerdir.
Koklendirme, 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 1-naftalen asetik asitin (NAA)

etkileri ile artirilamamastir.

Pretto ve Santarém (2000), H. perforatum kalluslerinden siirgiin olusturup
cogaltmak icin, MS tuzlar, vitaminler, 4.4 uM BA, 30 gl siikroz ve 3 gl fitagel iceren

ortam kullandiklarini bildirmislerdir.

McCoy ve Camper (2002), H. perforatum’un nodal segment, aksiller tomurcuk
ile yaprak disk eksplantlarindan indol asetik asit (5.71, 2.85, 0.57 uM IAA) ve
benzilaminopiirin (8.88, 4.44, 2.22 uM BA) kombinasyonlari ile desteklenmis MS besi
ortamindan ¢oklu siirgiin ve kallus tiretmeyi amaglamislardir. JAA/BA’nin test edilen
biitlin kombinasyonlarinda siirgiin  gelisiminin oldugunu ancak, bitki biiyiime
diizenleticisi icermeyen besi ortamlarinda ¢ok az sayida siirgiin elde edildigini
belirtmislerdir. Kallus ise 4.44 uM BA+2.85 uM IAA veya 5.71 uM IAA iceren

ortamdan saglanmistir.

Santarém ve Astarita (2003), olgun H. perforatum’un nodal segmentlerini 4.5
uM BA, kinetin (KIN), tidiazuron (TDZ) ile desteklenmis MS besi ortami iizerine ayr1
ayri veya 0.05 uM NAA ile karistirarak kiiltiir baglatmiglardir. Organojenik eksplantlar,
BA veya KIN’in bulundugu veya naftelen asetik asit’in (NAA) bunlarla kombine
edildigi besi ortaminda goézlemlenmistir. Organojenik eksplantlarin 4.5 uM BA igeren
proliferasyon ortamindaki alt-kiiltiiri organojenik cevabi desteklemistir. Ortalama
olarak en yiiksek siirgiin olusumu (52.6 siirgiin) BA ve NAAmin varliginda
gerceklesmistir.

Ayan ve ark. (2005), H. perforatum i¢in etkili bir mikrogogaltim sistemi
tanimlamak ve hiperisini doku kiiltiirii yontemiyle {iretmek i¢in bir ¢alisma
yapmusglardir. Yaprak diskleri ile govdeden alinan boliimler kinetin, 2,4-D (0.5, 1 ve 1.5

mgL1) ve siikroz (30, 40 ve 50 gl™) bulunan MS besi ortamlarinda kiiltiire alimmmislardir.

13
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Kallus olusumu bitki biiyliime diizenleyicileri igeren tiim ortamlarda gozlenmistir. Fakat
kallus olusum siklig1 acisindan en yiiksek degerler 30 gLt siikroz, 0.5 mgL™? 2,4-D ve
0.5 mgL? KIN iceren MS besi ortamimdan alinmistir. Elde edilen kalluslar, siirgiin
iiretmek icin 1 mgL™ BA, kok olusturmak iginde 1 mgL™ IAA iceren MS ortamlarinda
alt kiiltlire alinmislardir. Yaprak disklerinden meydana gelen kalluslarin herbirinden
ortalama 19 adet siirgiin elde edilmis olup hiperisin igerikleri %0.048 olarak tespit

edilmistir.

Cirak (2006), H. bupleuroides ve H. perforatum tiirleri i¢in etkin bir
mikrocogaltim ve sekonder metabolit tliretim metodu gelistirmeye calismistir. Steril
stirglinler kallus meydana getirmeleri i¢in BA (1, 2.5 ve 5 mg/L), 2,4-D ve KIN (0.5, 1
ve 1.5 mg/L) ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Iki tiirde de denenen tiim
ortamlardankallus elde edilmistir. H. perforatum’a ait kalluslar 1 mg/L BA, H.
bupleuroides kallusleri ise 2 mg/L BA igeren ortamda yogun bir siirgiin gelisimi oldugu
rapor edilmistir. H. bupleuroides siirgiinleri hormon icermeyen MS ortaminda yiiksek
oranlarda koklenmistir. H. perforatum’da ise siirgiinler, kok gelisimini baglatmak igin 1
mg/L 1AA ek olarak jasmonik asit (JA, 0.1, 0.15 ve 0.2 mg/L) ve mannan (M, 0.05, 0.1
ve 0.15 mg/L) elisitorlerini igeren MS besi ortamlarina aktarilmistir. Koklenme i¢in

uygulanan hormon ve elisitorler etkisiz oldugu bildirilmistir.

Murch ve ark. (2006), H. perforatum’a aithipokotillerden, 5 umol/L TDZ
bulunan MS besi ortaminda siirgiin olusumu gergeklestirmistir. Bununla birlikte BAP ve

IAA hipokotiller lizerinde etki gdstermedigini tespit etmislerdir.

Frankhn ve Dias (2006), H. perforatum i¢in 2.2 mM BA ve 5.7 mM [AA ile

takviye edilmis MS optimal siirgiin gelisim ortamini1 kullanmislardir.

Karppinen ve ark. (2007), H. perforatum’dan ¢imlenme sonucu olusan
siirgiinleri 0.1 mgL* benziladenin (BA), 30 gl siikroz, 0.1 glI* myo-inositol ve 3.5 gl
fitagel iceren MS ortaminda cogaltmustir.

Pasqua ve ark. (2008), H. perforatum var. angustifolium Borkh’un
yapraklarindan elde ettikleri kalluslardan, somatik embriyogenezis ve siirgiin olusumu
basglatmiglardir. Ayr1 morfogenetik programlar kullanilarak somatik embriyogenezis ve
slirglin rejenerasyonu yoluyla iyi geligsmis bitkiler elde edilmistir. 5.8 uM 2,4-D, 1.34
uM NAA ve 1.16 pM KIN ile desteklenmis sivi B5S ve MS besi ortaminda
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proembriyonik kiitleler tiretilip hormon i¢cermeyen ortama aktarilmistir. Bu ortamda
kiiltiire aliman eksplantlar kiiresel ve beyazimsi yapilar olusturmustur. Farkli
konsantrasyonlarda (3, 6, 9, 12 uM) TDZ ve 2 uM IBA ihtiva eden MS besi ortamindan
yalnizca siirgiin olusumu ile somatik olmayan embriyogenezis elde edilmistir. 3 M

TDZ varliginda siirgiin sayisinda 6nemli bir artis saglanmustir.

Savio ve ark. (2011), H. perforatum’un in vitro ortamda yetismis
stirgtinlerinden nodal segmentler alip {i¢ farkli siv1 kiiltiir sisteminde [toplam daldirma
(TT), kismi daldirma (PI) ve kagit koprii destegi (PB)] gelistirmisler. Yar1 kat1 ortam (3
gL fitagel) kontrol olarak kullanilmistir. Adventif siirgiinlerin baslatilmas1 ve
cogaltilmasi agisindan PI ve SS sistemlerinin benzer sonuglar (Sirasiyla 65.3 ve 71.3
siirglin), PB sisteminin ise eksplant basina en az sayida siirgiin (29,5 siirgiin) verdigi
rapor edilmistir. Boyca en uzun siirgiinler PI sisteminde meydana gelmistir. En yiiksek
miktardaki hiperisin ve fenolik bilesikler PI ve PB sistemlerinden tiiretilmis siirgiinlerde

gozlemlenmistir.

Akhtar ve ark. (2013), H. perforatum'un dort genotipini farkli BAP (0.5, 1.0 ve
1.5 mgL?) ve IAA (0.0 ve 0.5 mgL™) kombinasyonlarini igeren MS ortamlarinda in
vitro siirgiin rejenerasyonu ve hiperisin igerigini aragtirmiglardir. “Topas” ve “Helos”
genotipleri en yiiksek siirglin sayisini verirken, en diisiik siirgiin sayist Ardabil’de elde
edilmistir. En yiliksek siirgiin indiiksiyonu, eksplant basina sirasiyla 42.4 ve 37.9
siirgiinle 1.0 ve 1.5 mgL™ BAP destekli besi ortamindan saglamistir. Maksimum
hiperisin seviyesi, 1.0 ve 1.5 mgL? BAP altindaki "Helos", "Topas" ve "New Stem"
genotiplerinden elde edilmistir. Ardabil genotipinde ise 1.5 mgL™* BAP konsantrasyonu

hiperisin tiretimi i¢in uygun ortam olarak vurgulanmistir.

Sood ve ark. (2015), farkli biiyiime hormonlart ve 1s1k, sicaklik gibi fiziksel
kosullarin H. perforatum siirgiinlerinin hiperisin iiretimine olan etkisini incelemislerdir.
Aydmlik ortam ve 254+2°C ortam sicakliginda, siikroz (%3), IBA (3mg/L), KIN
(Img/L) ve agar (%0.9) iceren MS besi ortaminda yetisen siirgiinlerde 0.119mg/g

diizeyde en yiiksek hiperisin muhtevasi tespit edilmistir.

Khakpour ve ark. (2015), H. perforatum’un en uygun mikrogogaltimi i¢in B
grubu vitaminlerinden olan Tiamin HCI, piridoksin HCI ile nikotinik asitin farklh

konsantrasyonlarii (kontrol ve MS’in 100 kati) ve siikrozun (30 ve 40 gl) siirgiin
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cogaltimma etkisini arastirmislardir./n vitro kosullarda yetistirilen tek nodlu siirgiin
govdelerini eksplant olarak kullanan arastiricilar, 40 gl siikroz ile 100 kat MS
vitaminlerini i¢eren besi ortamindaki eksplantlardan en yiiksek silirglin ve yaprak
sayisini elde ettiklerini bildirmislerdir. En yiiksek siirgiin ve yaprak uzunlugu 30 gl
Ysiikroz ile desteklenen ortamda basarilmistir. En yiiksek nod sayilar1 40 gl siikroz ile
nikotnik asit konsantrasyonlarinda basarilmistir. Bitkiler biiylidiikten iki ay sonra agik
ve koyu renkli guddelerin miktar1 sayilmistir. Maksimum sayida ag¢ik renkli gudde 30
gl siikroz ile 100 kat tiamin ve piridoksin iceren ortamdan elde edilmistir. Fakat en
yiiksek sayida koyu renkli gudde 40 gl siikroz ile 100 kat tiamin veya piridoksin igeren
ortamda meydana geldigi rapor edilmistir. H. perforatum’un siirgiinlerini ¢ogaltmada

0.5 mgL™! BAP igeren MS ortamini kullanmislardir.

Kwiecien ve ark. (2018), in vitro ortamda kiiltiirii yapilan H. perforatum’un {i¢
¢esidinin gelisimi ve flavonoid iiretimi lizerine besi ortami kompozisyonunun etkisini
arastirmuslardir. /n vitro ortamda yetistirilmis siirgiinler 0.1-3.0 mgL™! NAA ve BAP ile
desteklenmis Linsmaier ve Skoog (LS) ve Murashige ve Skoog (MS) ortamlarinda
paralel olarak kiiltiire alinmistir. Tiim g¢esitlerin siirgiinleri, diisilk seviyede bitki
biiyiime diizenleyicileri (0.1 mgL™) iceren LS ve MS ortamlarinda yiiksek miktarda
flavonoid biriktirmistir. En yiiksek miktarlar, MS ortaminda yetisen “Elixir” ¢esidinin

stirglinlerinde tespit edilmistir.
2.4.2.2. H. retusum Aucher’in In vitro Cogaltim

Namh ve ark. (2010), H. retusum tohumlarin1 hormonsuz MS besi ortaminda
cimlendirerek c¢ok sayida siirgiin elde etmislerdir. Arastiricilar siirglin geligimi {izerine
BAP ve KIN’in farkli konsantrasyonlarinin etkisini incelemeye yonelik ¢alismalarinda,
en fazla siirgiin sayisini1 (64.25 siirgiin/eksplant) 0.5 mg L* BAP iceren besi ortamindan
elde etmislerdir. Test edilen KIN konsantrasyonlari arasinda en iyi yanitt 27.87
(siirgiin/eksplant) siirgiin ile 1.5 mg L KIN igeren besi ortamimdan almislar. Besi
ortaminda oksinin etkisini belirlemeye yonelik siirgiinler ii¢ farkli oksin grubuyla (0.25
mgL™t IAA, NAA, IBA) kombine edilen BAP (0.5 mgL™?) veya KIN (1.5 mgL™)
bulunan MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Siirglin uzunlugu ve sayist bakimindan en

iyi sonu¢ 0.5 mgL™* BAP+0.25 mgL™ IBA (54.12 siirgiin/eksplant, 3.36 siirgiin boyu)
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ile destekli besi ortamindan saglanmigtir. H. retusum’unin vitro g¢ogaltimimda BAP’in

KIN’den daha iyi yanit verdigi sonucuna varilmaistir.

Asan (2013), H. retusum’un kallus ve stispansiyon kiiltiirlerini yaparak hiperisin
tiirevlerini iiretmeye ¢alismstir. /n vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen
stirglinler 0.5 mg/L BAP’l1 MS besi ortaminda ¢ogaltilarak 0.5 mg/L KIN+1.0 mg/L
2,4-D iceren ortamdan %70 oraninda kallus olusumunun gergeklestirildigi rapor
edilmistir. En iyi siispansiyon kiiltiirleri 0.1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L
KIN+1.0 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda gelisen kalluslardan elde edilmis ve
siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilmasinda bu ortamlar kullanilmistir. En yiiksek fenolik
bilesik miktar1 (hiperisin ve hiperosid hari¢) pH’nin 4.5 oldugu,0.1 mg/L BAP+0.5
mg/L 2,4-D ve 15 g/L siikroz i¢eren ortamdaki kiiltiirlerden elde edildigi bildirilmistir.

Hypericum cinsinin en verimli tiirii olan H. perforatum’un yani sira diger
tiirlerininde tibbi ve endiistriyel olarak degerlendirilebilecegi arastirmacilar tarafindan
ortaya konulmustur. Ornegin H. scabrum’un boyar madde kaynag olarak
degerlendirilebilecegi (Merdan ve ark., 2008), H. maculatum’un igerdigi sekonder
metabolitler bakimindan H. perforatum’a yakin bir potansiyel tasidigi (Bacila ve ark.
2010), H. triquetrifolium'un bircok tibbi 6zelliginden dolayr (anti-nosiseptif, anti-
enflamatuar, antibakteriyel, antifungal, antitimor ve antioksidan) tedavi edici olarak
kullanilabilecegi (Tahir ve ark. 2017), tespit edilmistir. Bu ¢alismada H. perforatum’un
yani sira Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeyetisebilen H. retusum da tibbi ve ekonomik

olarak degerlendirebilmek igin caligilmustir.
2.4.2.3. Diger Hypericum Tiirlerinin /n vitro Cogaltin

Karakas ve ark.(2009), H. triquetrifolium’un tohumlarini BAP (0.5, 1.0 ve 2.0
mgL™?), siikroz (%3) ve agar (%5.5) iceren MS besi ortaminda ¢imlendirmistir. Aksenik
siirgiinler, BAP’in (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mgL™) farkli miktarlarni iceren MS besi
ortamlarinda kiiltiire alinarak siirgiin sayis1 ve hiperisin miktarina etkileri arastirilmistir.
Sonugta en yiiksek sayida siirgiin, 2.0 mgL™ BAP ilaveli ortamdan ve hiperisinin en

yiiksek miktar1 da 1.0 mgL™* BAP bulunduran ortamdan elde edilmistir.

Meyer ve ark. (2009), Hyericum frondosum, Hypericum galioides ve Hpericum
kalmianum tiirlerinden 5 uM BA+2.5 uM TAA desteklli besi ortaminda kalluslardan in

vitro siirgiinler elde etmistir.
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Oluk ve ark.(2010), H. triquetrifolium kotiledonlarint 0.5 mg/L IAA ve 2 mg/L
BAP ihtiva eden yar1 kati MS ortaminda kiiltiire alip kallus olusturmuslar ve iiretilen

embriyojenik kalluslarda hiperisin miktarin1 48 uM/g olarak tespit etmisler.

Bacila ve ark. (2010), H. maculatum i¢in etkili bir mikro ¢ogaltim protokolii
olusturmayr hedeflemislerdir. Calismada eksplant kaynagi olarak steril kosullarda
¢imlenme ortamindan elde edilen siirgiinlerin nodal segmentleri kullanilmistir. Nodal
segmentler 0.1 mg/L KIN + 0.5 mg/L vy,y-(dimethylallyl) amino piirin (2iP) + 0.2 mg/L
BAP + 0.05 mg/L NAA iceren MS besi ortamima alinarak silirgiin olusumu
gerceklestirilmigtir. Siirgiin uzamasi ve koklenme igin siirgiinler, 0.5 mg/L giberellik
asit (GA3) ve iki farkli oksinin (IAA ve IBA), li¢ farkli konsantrasyonunu (0,0.5 ve 1.0
mg/L) iceren yar1 kuvvetteki MS ortami aktarilmiglar. Kok sayisi, uzunlugu ve siirgiin
agirhigr icin en etkili kiiltiir ortam1 1.0 mg/L IAA bulunduran yar1 kuvvetteki MS

ortaminin oldugu kaydedilmistir.

Hypericum tiirlerinin in vitro siirgiin ¢ogaltimi i¢in yapilmis olan ¢alismalarin
cogunda en etkili besi ortammin MS, bitki biiyiime diizenleyicisinin de BA
oldugusaptanmistir. BA i¢in aragtirmacilarin agirlikli olarak denedigi konsantrasyon
araligida 0.5-2.0 mg/L™t BA’dir. BA’nin belirtilen araliktaki miktarlari denenerek en
etkili konsantrasyon tespit edilip bu caligmadaki siirgiin ¢ogaltimi asamalarinda

kullanilmastir.
2.5. Hypericum Tiirlerinin Tibbi Ozellikleri
2.5.1. Hypericum Tiirlerinin Geleneksel Kullanimlar:

Hypericum tiirleriyle ilgili bilgiler MO 400 yilina kadar dayanmaktadir. Eski
Yunan ve Roma uygarliklari birgok hastaligin tedavisinde H. perforatum’un
kullanimindan bahsetmislerdir. Antik Yunan herbalistlerinden Hipokrat (ca. MO 460-
370;“Corpus Hippocraticum™), Theophrastus (MO 371-286;“De Historia Plantarum”),
Dioscorides (Birinci yiizyil;“De Materia Medica”), ve Galen (ca. 130-220), bitkinin
cicek agan kisimlarin siirlingen/yilan 1sir1g1, adet krampi, gastrointestinal sikinti, iilser,
depresyon, yiizeysel yaralar, yaniklar ve siyatik gibi ¢esitli tibbi endikasyonlar1 tedavi
etmek i¢in Onermislerdir (Gunther 1968, Bombardelli ve Morazzoni 1995, Hobbs 1990,
Leung ve Foster 1996, Upton 1997).
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H. perforatum yaginin yara ve morluklarin tedavisindeki etkinliginden dolay1

Londra’nin ilk farmakopisinde “Hyperici Oleum” olarak dahil edilmistir (Urdang 1944).

Amerikan Kizilderili kabileleri hastaliklarin tedavisinde Hypericum tiirlerinden
faydalanmistir. Cherokee, Iroquois ve Montagnais kabilelerinin H. perforatum’u
kullandiklariyla ilgili kayitlar1 bilinmektedir (Vogel 1970, Moerman 1998). Bu kabileler
bitkiyi oksiiriik ilaci olarak kullanmig goriiniiyorlar ancak Cherokee, bitkiyi daha genis
bir sekilde kullanmistir (Galeotti 2017). Gliniimiizde, modern Amerikan bitki uzmanlari
hala H. perforatum’u yillarca onerildigi kosullarin ¢ogunda kullaniyorlar (Lust 1974,
Moore 1979).

Tirkiye’de H. perforatum halk arasinda mide-bagirsak rahatsizliklari, sarilik,
safra kanali rahatsizliklari, iltihap kurutucu, balgam soktiiriicli, kan yapici ve yanik ve

yara tedavisindeki kullanimi rapor edilmistir (GAP 2001).

Hypericum bitkilerinin terapotik etkisi, igerdikleri biyoaktif bilesikler olan
flavonoidler (6rnegin rutin, hiperosit, kersetin ve kuersitrin), floroglusinoller (6rnegin,
hiperforin), naftodianthronlar (6rnegin hiperisinler), fenolik asitler (klorojenik asit gibi)

ve ucucu yaglardan kaynaklanmaktadir (Velingkar ve ark. 2017).

Hypericum tiirlerindeki kirmizi pigmentler tizerine ilk mantiksal arastirma 1830
yilinda Buchner tarafindan yapilmistir. Buchner pigmente ‘Hypericumrot’ adimi
vermistir. 1895 yilinda emilim spektrumu (alkolik ¢ozelti) arastirilmistir (Mohammed
2016). 1911°de molekiiler formiiliinii (C16H1005) analiz eden Cerny ‘Hypericin’ adini
vermistir (Miiller 2005).

2.5.2. Hypericum Tiirlerinin Antibakteriyel ve Antiviral Ozellikleri

Hiperforin antibakteriyel bir bilesen olup 6zellikle tiim gram pozitif bakterilerin
biiyiimesini inhibe ettigi bilinmektedir. Fakat gram negatif bakterilerde biiylime dnleyici

etkisi gdzlenmemistir (Bystrov ve ark. 1975).

Hiperisin, zarfl1 virlisleri yasam dongiileri boyunca farkli noktalarda (Lenard ve
ark. 1993) ve hiicre zarlariyla birlesmelerinde (Degar ve ark. 1929, Lenard ve ark. 1993)
etkisiz hale getirmistir. Hiperisin insan kaninda bulunan birgok zarfl1 viriisii etkisiz hale
getirmek ve AIDS (Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu) hastalarini tedavi etmek
icin dogal bir aday olarak kullanilabildigi belirtilmistir (Holden 1991, Meruelo 1993).
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Hepatit B ve C viriisii (HBV ve HCV) gibi diger ters transkripsiyonlu viriislerin,
in vitro kosullarda hiperisin tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (Muller ve ark.
1997, Thiede ve Walper 1994).

H. perforatum preparatlar, antiviral (Weber ve ark. 1994), antitiimoral
(Varghese ve Sooriamuthu 2013), antimikrobiyal (Simic ve ark. 2014), antioksidan
(Encarnagdo ve ark. 2016), anti-inflamatuar (Tanideh ve ark. 2014) olarak kullanilabilir

ve yara iyilesmesinin tedavisinde kullanilmaktadir (Derun ve ark. 2013).
2.5.3. Hypericum Tiirlerinin Antikanser Ozellikleri

Hiperforin ve hiperisin antikanser Ozellikleri agisindan da incelenmistir.
Hiperforin in vitrokosullarda timdr hiicresinin biiyiimesini inhibe etmistir (Schempp
2002). Calismalar, polifenolik prosiyanidin B2 ile birlikte hiperforinin, K562 ve U937
hiicrelerinde, beyin glioblastoma hiicrelerinde LN229 ve normal insan astrositlerinde

16seminin biiylimesini etkili bir sekilde inhibe ettigini géstermistir (Hostanska 2003).

T24 ile NBT-II mesane kanseri hiicre dizilerine kars1 H. perforatum’untoksik

etkileri rapor edilmistir (Skalkos ve ark.2005).

HT-29 kolon kanseri ve H-460 akciger kanseri hiicre dizilerine karsi H.
caprifoliatum, H. myrianthum ve H. ternum’iin hekzan ekstraktinin antikanser etki

gosterdigi tespit edilmistir (Ferraz ve ark.2005).

Tiimor olusturan MT-450 meme kanseri hiicreleri farelere enjekte edilmistir.
Daha sonra farelere hiperforin verilmistir. Hiperforin farelerde tiimor biiylimesini
engelleyip tiimor hiicrelerini apoptozise yonlendirmistir. Bunun yani sira damarlanmay1

da 6nlemistir (Schempp ve ark. 2005).

Yapilan bagka bir calismada hiperforin, matriks metalloproteinazlarin
aktivasyonunu engelleyerek tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapmasinin dniine

geemistir (Dell’ Aica ve ark. 2007).

Sagratini ve ark. (2008), Italya’da yetisen sekiz Hypericum L. alt tiiriiniin
kimyasal bilesenlerinin miktarini, antioksidan ve serbest radikal temizleyici 6zelligi
bakimindan incelemislerdir. Calisilan materyallerde kayda deger antioksidan aktivite

tespit edilmistir.
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H. retusum’un tohum, meyve ve ¢igek ekstrelerinin giiglii bir antioksidan ve
anti-genotoksik sergiledigi rapor edilmistir.H. retusum’un ¢icek metanol 6ziitii HeLa ve
NRK-52E hiicre hatlarina karsi énemli sitotoksik aktivite gdstermistir.Ayrica, tohum
metanol ekstresinin asetil ve butiril-kolinesteraz inhibitér aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Keskin ve ark. 2017).

2.5.4. Hypericum Tiirlerinin Antidepresan Ozellikleri

Depresyon; sensomotorik duyarliligin azalmasinin en hafif bi¢imi, ruhsal veya
bedensel diiskiinliik durumu, genel davranislarin hafif derecede azalmasi, sensomotorik

duyarliligin azalmasidir (TDK 2018).

Giliniimiizde psikiyatrik sorunlarin varligr dikkat c¢ekecek Olglide artmistir. Bu hem
bireysel hem de toplumsal boyutta énemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir.
Depresyon niifusun %]10’unu etkilemektedir. Diinya ¢apinda ise 340 milyon kisi bu
hastaliga yakalamistir. 2020 yilinda depresyonun diinyanin 6nde gelen hastaliklari
arasinda 2. sirada olacagi diistiniilmektedir. Avrupa, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve

Cin’de ¢ok yaygindir.
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Sekil 2.3. Depresyon ve diger yaygin ruhsal bozukluklarin oranlar1 (WHO 2017)
Depresyon belirtileri; mutsuzluk, ilgisizlik, karamsarlik, o6zgiliven eksikligi,

sucluluk, konsantre olamama ya da is, libido kaybi, uykusuzluk, motivasyonsuzluk ve
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istah kaybidir. Yapilan son caligmalara gore, beyindeki serotonin, dopamin ve
noradrenalin seviyesindeki azalmanin depresyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle depresyon hastaligini tedavi etmenin bir yolu MAO-A enzimini inhibe ederek
bu norotasiyicilarin seviyesini yiikseltmektir. Bu tiir ilaglara “MAO-A inhibitorii” denir

(Keskek 2016).

Anti-depresan etkisiyle tip sektoriiniin dikkatini ¢eken, H. perforatum’dan elde
edilen hiperisin bilesigi “Monoamin Oksidaz Inhibitdrii” olarak etki gdsterir (Erol
2017). Muller ve Russol (1994), Bladt ve Wagner (1994), Perovic ve Muller (1995),
Bol’shakova ve ark. (1997), yaptiklar1 ¢aligsmalarinda bilesigin etkisinin merkezi sinir
sistemindeki post sinaptik (sinir hiicrelerinin baglanti sonrasinda bulunan bdlge)
reseptorler tarafindan, serotonin hormonunun geri alinmasii engelleyerek calistigini,
bu konuda da hiperisinin uygulanma dozlari, kullanim siiresi, etki ettigi yas grubu,
yagin hareketiyle ilgili olarak bir¢ok ¢alisma oldugu bilinmektedir. (Muldner ve Zoller
1984, Sommer ve Harrer 1994, Woelk ve ark. 1994, Witte ve ark. 1995, Linde ve ark.
1996). Hiperisin bilesiginin goriilen depresyon semptomlarini ortadan kaldirdigi, biling
acarak anlama ve algilama giiclinii arttirdig1, yorgunluk, donukluk ve uyku halini
gidererek kullanildiginda dinglik goriildiigii tespit edilmistir (Okpanyr ve ark. 1990,
Jhonson ve ark. 1994, Hubner ve ark. 1994). Sommer ve Harrer (1994), Witte ve ark.
(1995) ve Linde ve ark. (1996), yaptiklar aragtirmalarda anti-depresan yoniiyle 6nemli

bir etkiye sahip olan bu bilesigin hi¢ bir yan etkisinin olmadigin bildirmislerdir.

H. perforatum depresyon rahatsizliginin tedavisindeki kullanimiyla diinya
genelinde iyi taninan tibbi bir bitkidir. Hypericum ekstratlar1 icerisinde antidepresan
etkinin daha =ziyade hiperforin, hiperisin ve kuersitrinden kaynaklandigi

diistintilmektedir (Westerhoff ve ark., 2002).

H. perforatum isvicreli hekim Paracelsus'un zamanindan beri (ca. 1493-1541),
nevralji, anksiyete, nevroz ve depresyon gibi psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde
Avrupa’nin geleneksel tibbinda ylizyillardir kullanilmaktadir (Reuter 1998, Rasmussen
1998).

H. perforatum, hafif ve orta diizeyde depresyon ve nevraljik bozukluklar i¢in en
etkili tedavi olarak kabul edilmektedir (Wada ve ark. 2002, Puri ve ark. 2006, Moretti
ve ark. 2009).

22



Omer Faruk AKDEMIR

Hypericum'un tiim tiirleri sakinlestirici, antiseptik ve antispazmodik olarak
kullaniliyorken o6zellikle H. perforatum, Avrupa’da diisiik ve orta dereceli depresyon
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Fiebich ve ark. 2011, Camas ve ark. 2014).

H. perforatum plasebo, trisiklik antidepresanlar ve selektif serotonin gerialim
inhibitorii (SSGI) grubu standart antidepresanlar ile yan etkileri ve ilag etkilesimleri
bakimindan karsilagtirma yapilan birgok c¢alisma mevcuttur. H. perforatum
ekstraklarinin hafif orta dereceli ve major depresyon hastalarinda plaseboya gore ¢ok
daha etkin oldugu tespit edilmistir (Lehrl ve Woelk 1993, Hiibner ve ark. 1994,
Hansgen ve Vesper 1996, Laakmann ve ark. 1998, Kalb ve ark. 2001, HDTS Group
2002, Lecrubier ve ark. 2002, Philipp ve ark. 1999, Kasper ve ark. 2006, 2008 a,b).

H. perforatum ekstraklari tirisiklik antidepresanlar ile karsilagtirildiginda
tirisiklik antidepresanlar kadar etkin oldugu ve bu ilaglardan daha iyi tolere edildigini
bildiren ¢ok sayida ¢alisma da mevcuttur (Bergmann ve ark. 1993, Harrer ve ark. 1994,
Wheatley 1997, Philipp ve ark. 1999, Woelk 2000).

Antidepresan olarak kullanimi, klinik veriler tarafindan bugiline kadar
desteklenen tek bitkisel preparat olan H. perforatum’un Avrupa ilag Ajansi tarafindan
kabul edilmis yerlesik bir tibbi kullanimi mevcuttur (EMEA 2009).

Major depresif bozukluk tanist alan 33 cocuktan olusan 6-16 yas arasi agik
etiketli bir pilot calisma, 8 hafta sonunda hastalarin %75'inin (n=25) yanit kriterlerini
karsiladigi  kanitlanmistir.  Sekiz  hafta boyunca uygulanan 450-900 mg H.

perforatum’un etkili bir tedavi oldugunu tespit edilmistir (Findling ve ark. 2003).

Cocuklarda depresyonu tedavi etmek onemli bir zorluk teskil eder ve maalesef
geleneksel antidepresanlar, bu popiilasyonda yer alan sayisiz yan etki nedeniyle cogu
zaman iyi tolere edilmez. Bu nedenle, St. John's Wort, {istiin giivenlik profili nedeniyle

antidepresanlara olas1 bir alternatif olarak aragtirllmistir (Monograf 2014).

Genellikle H. perforatum’un antidepresan ilag olarak kullanilmasinin
(Bombardelli ve Morazzoni 1995), yani sira bir¢ok calismada karaciger hipertrofisinin,
akciger enfeksiyonunun, jeneralize anksiyete bozukluklarinin, somatoform
rahatsizliklarin, uyku bozukluklarinin, sizofreninin, obsesif kompulsif rahatsizligin ve
mevsimsel duygulanim bozuklugunun tedavisinde de etkili oldugu kanitlanmistir

(Newell ve ark. 1996).
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2.5.5. Hypericum Tiirlerinin Yara lyilestirici Ozellikleri

Halk tibbinda yaralarin ve yaniklarin iyilesmesini hizlandirmak igin H.
perforatum’un tropikal olarak uygulanmasi ¢ok yaygin bir kullanim seklidir. Bitkinin bu
etkisinin  bir kisminin  antibakteriyel aktivitesinden kaynakli  olabilecegi
diisiiniilmektedir (Saddige ve ark. 2010). Bitkinin igerdigi hiperisin, amentoflavon ve
hiperforin gibi kimyasal bilesikler bitkinin antiviral, antiinflamatuar ve antibakteriyel
olarak kullanilmasini sagliyor. H. perforatum ile yapilan in vivo ve in vitro ortam
caligmalarinda fibroblast gdgiinii hizlandirdigi, kollajen depolanmasini arttirdigi,
enflamasyon periyodunu kisalttigi ve daha iyi epitelizasyonu gergeklestirdigi ispat

edilmistir (Altan ve ark. 2015).

Aynisefa (Calendula sp.) ve H. perfortum yag karisimi (30:70) ile bugday
tohumu yagi ve plasebo karistmi yara iyilestirebilme etkileri bakimindan
kargilastirilmistir. Bu ¢aligma sezaryen yoluyla dogum yapmis 24 hasta iizerinde
gergeklestirilmistir. Aynisefa ve kantaron yagi karisimi uygulanan hastalarin ameliyat
kesiginde kapanma oran1 %38 iken plasebo ve bugday tohumu yagi uygulanan
hastalarda bu oran %16 olmustur (Lavagna ve ark. 2001). Yara iyilestirici yagh
preparatin aktif ana maddesinin de hiperforin oldugu tespit edilmistir (Maisenbacher ve

Kovar 1992).

Hindistan’da H. hookerianum ve H. patulum tiirlerine ait yapraklar yara
tyilestirici olarak kullanilmaktadir. Mukherjee ve ark. (2000), bu iki tiirlin metanolik
ekstarktinin farelerde kesik yaralarmi bitistirici, doku yenileyici ve yara yilizeyinde

epitelyum olusumunu hizlandirici etkileri oldugunu tespit etmislerdir.

Ispanya’nin Kanarya takimadalarina has endemik tiir olan H. reflexum’un
metanollii ve sulu ekstraktlarinin farelerde asetik asit uygulamasi ile olusturulan agrilar
ve tetrakanoliforbol asetat uygulamasi ile olusturulan kulak &demini biiyiik 6lciide
azalttigi; bu nedenle Hypericum reflexum’un agrili ve iltihabi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Sanchez-Mateo ve ark. 2006). Bagka
bir tir olan Hypericum perfoliatumise ¢ocuklarda kulak agris1 tedavisinde
kullanilmaktadir (Sarrell ve ark. 2003).
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2.6. Ekonomik Onemi

Giliniimiizde bitkilerle tedavi her gecen gilin artmaktadir. Diinya genelindeki
niifusun %601 ve gelismekte olan iilkelerdeki niifusunun %80’i tedavi ihtiyaglarini
bliylik oranda tibbi bitkilerden karsilamaktadir (Dhillion ve ark. 2002). Bitkilerden elde
edilen yaklasik 100.000 adet biyolojik aktif bilesen tespit edilmis olup bu say1 her sene
artmaktadir (Penna, 2001). Bugiin diinya lizerinde kabul goriilmiis ilaclarm %25°1 ve
121 adet etken madde bitkisel kokenlidir. Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan
temel olarak kabul edilmis 252 ilacin 28’1 (%11.1) bitkisel kokenli olup 6nemli bir
boliimii de dogal hammaddelerden elde edilen sentetik ilaglardir (Hoareau ve DaSilva,
1999). Tibbi ve aromatik bitkilerin piyasasinin 2017 yilinda 107 milyar dolara
yaklastigini, bundan en yiiksek payr da Kuzey Amerika iilkeleri ile Avrupa ve
Japonya'nin aldigini saptanmistir (Aydin 2018).

Hypericum tiirleri de tibbi ve ekonomik bitkiler arasinda yer almaktadir. ilag
yapiminda ¢ok genis bir yelpazede kullanim alanlar1 mevcuttur. H.perforatum’un ticari
eksraktlarinin antidepresan ila¢ olarak kullanimi tiim diinyada yaygindir. Almanya’da
regeteli olarak en ¢ok satilan 7. ilag, lisansli Hypericum L. preparatlaridir (Solgar 2012).
Amerika ve Almanya’da depresyon tedavisinde siklikla basvurulan bu bitkiden
hazirlanan preperatlarin satisi Amerika’da 270 milyon dolari, diinyada ise 570 milyon
dolar1 agsmustir (Griinwald 1999). Ulkemizde Karadeniz Bélgesi'nde H. perforatum tiirii
ve benzer diger tiirleri dogadan toplanip yurti¢i ve yurtdist pazarlara satilmaktadir

(Crrak ve ark. 2005).

Hypericum driinleri birgok iilkede besin takviyeleri olarak satilmaktadir. H.
perforatum’un besin takviyesi olarak 2015 yilinda ABD'de 6 milyon dolarlik satist
yapilmistir (Smith ve ark. 2016). Baslica Avrupa iiretim bolgeleri Almanya (2003
yilinda 600 ha’dan fazla, Gérber ve Schenk 2004), Polonya ve Mallorca'da
bulunmaktadir (Roth 1990, Schempp ve ark. 2002, Gaudin ve ark. 2003). Avrupa
Konseyi tarafindan hiperisin ve xanthone'larda sinirlamalarla dogal bir gida aroma

kaynag1 (kategori 5) olarak siniflandirilmistir (Council of Europe 2000).

Hypericum tiirleri bu kullanimlar1 disinda bitkisel ¢ay olarak ve ayni zamanda

kirmizi1 ve sar1 boya iiretmek icin kullanilmaktadir.
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2.7. Nanopartikiiller

Nanoteknolojinin tanimi, Yunanca ‘“clice” anlamina gelen “nano” Onekine
dayanmaktadir. Daha teknik terimlerle, “nano” kelimesi 10° veya bir seyin milyarda
biri anlamina gelir (Joseph ve Morrison 2006).Yasamin her yoniiniin nano dokunusu
oldugu donem olan “Nano Cag”da yastyoruz. 2000'li yillarin basinda, nanoteknolojide
35'ten fazla lilkenin aragtirma programlarini agmasiylanano dénembaslamistir. Nano
donem, miihendislik iiretimi nanomateryallerin (MUN) iiretiminde istikrarli bir artist
beraberinde getirmistir (Roco 2003). 1-100 nm arasinda degisen boyutlardaki
nanopartikiiller, genis yiizey alanlarina, daha kiiciik boyutlarina atfedilen spesifik
fiziko-kimyasal o6zelliklere ve biiytikliiklerine oranla yiiksek reaktiviteye sahiptirler
(Yadav ve ark. 2013). Nanomateryallerin (Nm) kiigiikk boyutu, spesifik hiicresel
bolgelere niifuz etmelerine yardimci olur ve bunlarin ek yiizey alani, daha fazla
adsorpsiyon ve hedeflenen maddelerin dagitilmasinda kolaylik saglamaktadir (Kashyap
ve ark. 2015).

Esdeger hacimli malzemelerle karsilastirildiginda daha yiiksek ylizey alani-
hacim oranm1 ve reaktivite gibi miithendislik ¢aligmalariyla iiretilmis nanomateryallerin
0zel karakteristikleri, farkli teknolojilerde kullanimlarina izin vermistir (Zuverza-Mena
ve ark. 2016). Uretim, elektronik, iletisim, ilag, su ve atiksu aritma, kisisel bakim, tarim
ve gida paketleme teknolojileri, karbon bazli [fullerenler, grafen ve karbon nanotiipler
(CNT'ler)] ve metal bazli (Kuantum noktalari, metal ve metal oksit)
MUN'lerinkullanildig1 rapor edilmistir (Klaine ve ark. 2008, Peralta-Videa ve ark. 2011,
Roco ve ark. 2011, Bandyopadhyay ve ark. 2013). Ayrica, nano (n) 6lgekli boyutlarda
iiretilen MUN'ler genellikle dért tipte gruplandirilmistir: Karbon bazli, metal bazli,
metal oksitler, dendrimerler ve kompozitler (Yu-Nam ve Lead 2008). MUN'ler bitki
bilimi de dahil olmak {iizere neredeyse biitiin bilim alanlarinda devrim yarattilar.
Nanomateryaller yasam dongiisiiniin her asamasinda bitkileri etkiledigi gosterilmistir
(Canas ve ark. 2008, Lahiani ve ark. 2013, Siddiqui ve Al-Whaibi 2014, Liu ve ark.
2016).

2.7.1. Nanopartikiillerin Bitkiler Uzerinde Olusturdugu Ozellikleri

Nanopartikiiller bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri iizerinde birgok

etki meydana getirebilmektedir. Nanopartikiillerin olusturdugu etkiler bitki tiiriine,
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nanopartikiiliin cinsine, boyutuna, verilme sekline ve siiresine baglidir. Bu ¢alismada
kullanilan nanopartikiiller de dahil olmak iizere bazi nanopartikiillerin bitkilerde

olusturduklar etkiler ayrintili olarak rapor edilmistir.
2.7.1.1.Cinko (Zn) Nanopartikiiller

Cinko hiicre zarlarinin yapisal stabilizesinin korunmasinda ve siirdiiriilmesinde
temel bir rol oynar (Welch ve ark. 1982, Cakmak 2000). Cinko ¢evresel strese
toleransta, hiicre uzamasinda, membran fonksiyonunda ve protein sentezinde
kullanilmaktadir (Cakmak 2000). Cinko bakimindan fakir olan topraklarda yetisen
bitkilerde ¢inko eksikligi goriilir ve bitkiler zayif fide miicadelesine sahip olurlar
(Yilmaz ve ark. 1998). Gelismis bitkiler Zn'yi divalent katyon olarak genellikle
enzimlerin metal bileseni, fonksiyonel bir yapt veya ¢ok sayida enzimin diizenleyici
kofaktorii olarak absorbe ederler. Bitkilerin biiylimesi ve verimliligi i¢in ¢inkonun
roliive gerekliligi bir grup aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir (Camp ve Fudge 1945,
Chapman 1966, Viets 1966, Anderson 1972, Mengel ve Kirkby 1978, Marschner 1993,
Brown ve ark. 1993, Fageria ve ark. 2002).

Cinko elementinin bitkiler tarafindan kolaylikla alinabilmesi i¢in nanoboyutta
¢inko sentezi yapilmaktadir. Nanoboyuttaki ¢inko oksit [nano (n)-ZnO] optik,
antimikrobiyal, genis bant araligi, artan katalitik verim ve ylizey alani gibi benzersiz
ozelliklerinden dolay1 genis bir uygulama alanina sahiptir (Kotodziejczak-Radzimska ve
Jesionowski 2014). Nano boyut davranista, reaktivitede ve toksisitede 6nemli rol oynar.
Bu yonleri diislinlildiglinde nanopartikiillerin bitkiler i¢in bircok olumlu etkisi

olabildigi gibi olumsuz etkilerinin olabilecegi de unutulmamalidir.

Prasad ve ark. (2012), Arachis hypogaea L.'yi 3 saat boyunca 1000 mg/L ZnO
nanopartikiil slispansiyonuna maruz birakmis ve ¢imlenme ile fide canliliginda artis
oldugunu tespit etmistir. Ote yandan, ZnO nanopartikiillerin 2000 mg/L konsantrasyona
sahip bir silispansiyonunda 2 saat siireyle inkiibe edilen misir g¢ekirdekleri ¢imlenme

inhibisyonu gostermistir (Lin ve Xing 2007).

Bezelyenin (Pisum sativum) ZnO nanopartikiillere maruz kalmasi kok
uzunluguna etki edip birinci ve ikinci derece lateral koklerin sayisini azaltmigtir (Huang
ve ark. 2014). ZnO nanopartikiillerine maruz kalan turp (Raphanus sativus), kolza

(Brassica napus), cavdar (Lolium sp.), marul (Lactuca sativa), misir ve salatalik
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fidelerinde de daha kisa kok olusumu goézlemlenmistir (Lin ve Xing 2007). Ayrica Yoon
ve ark. (2014), bliylime ortami olarak topragi ve 500 mg/kg'lik bir ZnO nanopartikiil

konsantrasyonunu kullanarak benzer sonuglar bildirmistir.

Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada, 250 mg/kg'a kadar olan
konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiilleriyle iyilestirilen toprakta yetistirilen domates
(Solanum lycopersicum) fidelerinin boyunun arttig1 tespit edilmistir (Raliya ve ark.
2015).

Cinko fitotoksisitesi daha kiiciik yaprak olusumu ve antosiyanin {iretiminden
dolay1 gen¢ yapraklarin kizarmasiyla sonuglanabilen klorozisi ortaya ¢ikardigi rapor
edilmigtir (Masarovicova ve ark. 2003). Agir durumlarda bitkilerin, yapraklarinda
nekrotik  lezyonlar  olusabilmekte ve bu siire¢  yapraklarin  6liimiiyle
sonuclanabilmektedir (Harmens ve ark. 1993). Nanopartikiiller reaktif oksijen tiirlerinde
(ROS) artisa neden olmalarindan dolay1 hiicre ile temas halindeki lipid membran
peroksidasyonu artirabilir (Nel ve ark. 2006). Bitkiler bu toksik karsiliklarin {istesinden
gelmek i¢in ROS temizleyici enzim tiretimini artirirlar. ZnO np'lerin  Cyamopsis
tetragonoloba L. ve S. lycopersicum'a yapraktan uygulanmasi biyokiitle, klorofil ve
toplam c¢oziinebilir yaprak protein igerigi acisindan olumlu bir tepki gosterdigi

bildirilmistir (Raliya ve Tarafdar 2013, 2015).

Kumari ve ark. (2011), Zn?* iyonlari ile karsilastirildiginda ZnO np'lerin daha
yiiksek toksisiteye sahip oldugunu, sogandaki(Allium cepa) hidroponik bir ¢aligmaya
dayanarak rapor etmisler. Fakat Wang ve ark. (2013), ZnO nanopartikiilleri veya iyon
Zn ile iyilestirilmis toprakta boriilcenin (Vigna unguiculata) biiyiimesi ve gelisimi
acisinda higbir fark gostermedigini belirtmisledir. Bu sonuglar nanopartikiil-bitki
etkilesimlerinde hidroponik ve toprak deneyleri arasinda farklilik oldugunu

gostermektedir.

Bagka arastirmacilar tarafindan yapilan caligmalarda reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi, farkli iriin bitkilerinin (Lolium perenne, Glycine max, Cucumis sativus
ve Triticum aestivum) yapraklarinda olusturdugu sar1 pigmentasyonlar ve birlikte
nekrotik lezyonlarin olusumundan dolay1r ZnO nanopartikiiller biiytlik dlgiide fitotoksik
olarak bildirilmistir (Lin ve Xing 2008, Lopez-Moreno ve ark. 2010, Kim ve ark. 2012).

Toksisitenin etkileri nanopartikiillerin biiyiikliigli ve metal iyonlarinin ¢oziinmesi ile
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bitki hiicrelerine alim ve translokasyonlarina baghdir (Franklin ve ark. 2007, Jiang ve
ark. 2009). Cinko oksit (ZnO) nanopartikiillerin bazi bitkiler lizerinde gostermis oldugu
etkiler Cizelge 2.2.de verilmistir.

Cizelge 2.2. Cinko oksit (ZnO) nanopartikiillerin bitkiler tizerindeki etkileri

Bitki Np Np Biiyiime Np’nin Fizyolojik/ Referans*
Boyut | konsantras | ortami/Np’nin Verilme Biyokimyasal etkileri (Du ve ark.
(nm) yon (ppm) verilme sekli siiresi 2017’den
degistirilerek)
Farekulag: 44.4 400, 2000, Agar-Yari 18 giin Tohum cimlenmesine | Lee ve ark.
teresi 4000 mg/L | giigteki MS, engelleyici etkiler Kok | 2010
biiylime uzamasma ve toplam yaprak
ortamindaki sayisinda inhibe edici etkiler.
nanopartikiiller
Farekulag: <100 100 MS  ortami-6 | 7 giin Bitki biyokiitlesinde% 81,4 | Landa ve ark.
teresi mg/L haftalik azalma. Tohum c¢imlenmesine | 2012
bitkilerin engelleyici etkiler. 660 yukari
biiylime regiile edilmis gen ve 826 asagi
ortamlarina regiile edilmis gen
np'ler eklendi
Misir  ve | 10 0.1-1000 In vitro-np’lerin | 6-7 giin Her iki bitkide de ¢imlenme ve | Pokhrel ve
lahana mg/L stispansiyonund kok uzama sonuglari serbest | Dubey 2013
a yetistirilen iyonlara kiyasla daha diisiik NP
tohumlar toksisitesi gostermistir.
Kolza, turp, | 20 2000 mg/L | In vitro-Tohum | 2 saat Zea mays'ta ¢imlenme | Lin ve Xing.,
cavdar, agilama inhibisyonu gozlendi. Biitiin | 2007
marul, bitki tiirlerinde kok biylimesi
misir ve inhibisyonu gozlendi
salatalik
Piring <100 10, 100, In vitro-Tohum | 1,2ve3 Tohum ¢imlenmesi iizerinde | Boonyanitipong
500, 1000 asilama gilin etkisi gozlenmedi. Kok | veark. 2011
mg/L uzunlugu ve sayisi azaltildi
Soya <50 50 ve 500 Toprak-Kok 8-9 hafta | Onemli oranda uzunlugu, | Yoon ve ark.
fastilyesi mg/toprak ylizey alanim, toplam kok ve | 2014
kg govde hacmini azaltmistir. 500
mg/kg dozda ortalama govde
capini diigiirmiistiir.
Bugday <100 1000 mg/L | Toprak-Kok 21 giin Turp ¢imlenmesini inhibite | Garcia-Gomez
Turp etmistir.  Burgagin  siirgiin | ve ark. 2015
Burgak uzunlugunu artirmistir.

2.7.1.2. Aliiminyum (Al) Nanopartikiiller

Nano-aliminyum birgok sektorlerde yaygin olarak  kullanilmaktadir.
Ekosistemin 6nemli bir bolimiinii olusturan yiiksek bitkiler ile nano materyallerin

etkilesimi stirpriz sonuglar dogurabilir (Nair ve ark. 2010).

Herhangi bir modifikasyona tabi tutulmayan saf aliiminyum oksit (13 nm) nano
tanecikleri misir (Zea mays), salatalik (Cucumis sativus), soya fasulyesi (Glycine max),
havug (Daucus carota) ve lahana (Brassica oleracea) bitkileri tizerinde denenmistir. Bu
bitkilerde kok uzunlugunu azaltmistir bu nedenle bu bitkilerin biiylimesini geciktirmistir
(Yang ve Watts 2005). Fakat nanopartikiiller fenantren ile yiiklenince (polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin 6nemli bir bileseni), toksisiteleri 6nemli 6l¢lide azalmis ve

bitki kokleri lizerinde herhangi bir olumsuz etki gostermemistir (Nair ve ark. 2010).
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Al>03 ve onun karboksilat ligand kaplama tanecikleri (100nm biiytikliigiinde),
Kaliforniya kirmizi bobrek fasulyesi (Phaseolus vulgaris) ve cavdar otu (Lolium
perenne) iizerindeki ¢alisildi ve bitkilerin biiyiimesi iizerine olumsuz etkisi olmadigi
belirtilmistir (Lin ve Xing 2007, Doshi 2008). Al>Oznanopartikiillerin bazi bitkiler

izerinde gosterdigi etkiler Cizelge 2.3.’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Aliiminyum oksit (Al,O3) nanopartikiillerin bitkiler {izerindeki etkileri*

Bitki Np Np Biiyiime ortam Np’nin Fizyolojik/ Referans
Boyut konsantrasyon /Np’nin verilme sekli | Verilme Biyokimyasal *(Du ve ark.
(nm) (ppm) siiresi etkileri 2017’den degis.)
Su 20 Yi1gin halde Yari kuvvette Hutner’s | 7 giin Biiytimeyi  tesvik | Juhel ve ark.
mercimegi aliminyum medium- Besi edip biyokiitenin | 2011
1-1000 mg/L* ortamina karigtirilarak artisinda rol
oynamigtir
Misir 13 2 mg/ml Milli-Q su- Kok 24 saat Test edilen tim | Yang ve Watt
Salatalik tiirlerde kok | 2005
Soya biiyiimesini inhibite
fasulyesi etmistir.
Lahana
Havug
Farekulag: 150 400, 2000 ve 4000 | Yar1 kuvvette MS 18 giin Cimlenmesi ve | Lee ve ark.
teresi mg/L ortami- Kok yaprak sayist | 2010
iizerinde etki

gostermemistir. Kok
uzamasini artirmistir

Tiitiin - 0.1, 0.5 ve %1 MS ortami- Kok 3 hafta Verilen Sheykhbaglou
konsantrasyona ve ark. 2010
baglt olarak
biyokiitle, kok
uzamast ve yaprak
say1sint inhibe
etmistir

Tiitiin - 100, 500, 1,000 Petri kaplari- 3 hafta Doza bagli olarak | Burklew ve

mg/L Tohumlar tizerine fidelerinin  yaprak | ark. 2012
uygulama sayisinda, ortalama
kok uzunlugu ve
ortalama

biyokiitlede azalma
meydana gelmisgtir.

2.7.1.3. Demir (Fe) Nanopartikiiller

Nano FeOx’in organizmalar tarafindan nadiren alinmasindan dolay:1 ¢evre igin
genel olarak toksik degildir. 20 nm'den biiylik nanopartikiillerin hiicre duvarlarina niifuz
edemedigi diisiiniildiigiinde, nFeOx plazma membranlart boyunca tasinmadigi

bildirilmistir (Rico ve ark. 2013 a,b,c; Martinez-Fernandez ve ark. 2016).

Nano FeOx'un bitkiler {zerindeki etkileri, bitki koklerinin yilizeyinde
partikiillerin toplanmasiyla iligkilidir. nFeOx'un tikanma etkileri, yeterli su alimini
engelleyerek, kok hidrolik iletkenligini azalttigi tespit edilmistir (Ma ve ark. 2013 a,b;
Martinez-Fernandez ve ark. 2015). Martinez-Fernandez ve ark. (2016), aygicegi
stirgiinlerinde makro besinlerde (Ca, K, Mg ve S) bir azalma oldugunu bulunmustur.

Bunun, suda c¢oziinmiis besinleri degistiren nFeOx'un su engelleme etkilerinden
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kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ornegin, nFesOs ile muamele edilen bitkilerde
antioksidan enzim aktivitelerindeki artis, nFe3Os'lin dogrudan etkilerinden ziyade
mineral aliminin bozulmasiyla ilgili oldugu ileri striilmiistir (Trujillo-Reyes ve ark.
2014). Lipit peroksidasyonundaki artis, nFe3O4'lin aquaporinleri tikanmasi ve kokteki
solunum oraninin bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Wang ve ark. 2011 a,b). Nano
FeOx kok iletkenliginde azalmaya neden oldugundan ozellikle magnezyumun (Mg)
yeterli miktarda taginmasina engel olmaktadir. Bu nedenle yapraklarda klorofil birikimi
azalir ¢linkii Mg klorofil senteziyle iliskilidir (Ma ve ark. 2013 a,b; Trujillo-Reyes ve
ark. 2014; Martinez-Fernandez ve ark. 2016). Nano FeOx bitkiler i¢in toksik degildir,
fakat kok ylizeyine potansiyel bagliliklar1 nispeten yiiksek konsantrasyonlarda
uygulandiginda bitkilerde olumsuz etkilere neden oldugu belirlenmistir (Zuverza-Mena

ve ark. 2016).

Delfani ve ark. (2014), Fe ve Mg nanogiibre uygulamasinin bakla basina tohum
sayisint ve kara gozli bezelye de tohumunun protein igerigini Snemli OSlgiide
tyilestirdigini rapor etmistir. Fe2O3 nanopartikiillerin bazi bitkiler iizerinde gosterdigi

etkiler Cizelge 2.4.’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Demir (I11) oksit (Fe;O3) nanopartikiillerin bitkiler tizerindeki etkileri*

Bitki Np Np Biiyiime ortami/ Np’nin Fizyolojik/ Referans
Boyut | konsantrasyon Np’nin Verilme Biyokimyasal *(Du ve ark.
(nm) (ppm) verilme sekli siiresi etkileri 2017’den
degistirilerek)
Aygicegi 20-100 | 50, 100 mg/L Perlit substrat, 5 giin Alim ve Martinez-
Sonrahidroponik- translokasyoneksikli | Fernandez
20 giin sonra, §i,Kokiinhidrolik ve ark., 2016a
NP'ler  biiyiime iletkenliginin
ortamina dahil azaltma
edildi
Farekulagt 22-67 4 mg/kg Agar- 0, 7,12, 18, | Daha az klorofil, Marusenko ve
teresi (72mM) Nanopartikiillerag | 56 giin diisiik bitki | ark., 2013
ar icinde biyokiitlesi
Marul, turp, 246 1000 mg/L Sulu Petri kabi- | 3 giin Tohum yiizeylerinde | Wu ve ark., 2012
Salatalik Nanopartikiiller adsorbe egilimi
biiyiime
ortaminda
Soya - 0,0.25,0.5, Tarlada- Olgunlagma | Artan yaprak ve | Sheykhbaglou ve
fasiilyesi 0.75,1 g/L Piiskiirtme stirecine kuru baklagil | ark.,
kadar farkli | agirligs, 2010
evrelerde Tanecik veriminde%
piiskiirtme 48 artis
Farekulagi <50 400, 2000 ve Yar kuvvette MS | 18 giin Yaprak sayist | Leeveark. 2010
teresi 4000 mg/L ortami-Kok tizerinde etkili
olmamugtir. Kok
uzamasini
azaltmistir.
Ispanak - 100, 150 ve 200 | Hidroponik 45 giin 200 mg/L yas ve | Jeyasubramanian
mg/L kiiltiir-Kok kuru agirlik 6nemli | veark. 2016
Olciide azalmistir.
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2.7.1.4. Titanyum (Ti) Nanopartikiiller

Titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiileri diger nanopartikiiller gibi bitkiler
iizerinde cesitli etkiler olusturmaktadir. Zheng ve ark. (2005), nano TiO2’nin (5nm,
%0.254) 1spanak tohumlarinin su emilimini arttirdigini ve ¢imlenmenin hizlanmasin
sagladigini bildirmislerdir. Nano 6lgekli TiO2, 1spanak biiylimesini ve fotosentezi tesvik

ettigide belirtilmistir (Hong ve ark. 2005, Yang ve ark. 2006).

Titanyum nanopartikiillerin  fotokatalitik ~ 6zellikleri  nedeniyle, TiO>
nanopartikiillerinin yaprak seviyesinde kullanildigi c¢aligmalarin ¢ogu, bitki {lizerinde
olumlu etkiler gostermistir (Gao ve ark. 2008, Jaberzadeh ve ark. 2013, Raliya ve ark.
2015). TiOgznanopartikiillerinin etkisi altindaki 1spanak bitkisinin, taze ve kuru
agirhiginda %60'dan fazla artis oldugu rapor edilmistir (Gao ve ark. 2008). Arastirmact
ayrica fotosentezde rubisco aktivazinin miktarindaki ve aktivitesindeki artis1 da
gozlemlemistir. Domatese (Solanum lycopersicum) nTiO2’nin yaprak uygulamasi,
klorofil konsantrasyonunda ve meyve veriminde artis ile daha iyi bir bitki biiylimesi

gosterdigi rapor edilmistir (Raliya ve ark. 2015).

Jaberzadeh ve ark. (2013), nTiO2’nin ekmeklik bugdaym (Triticum aestivum L.)
tarimsal Ozelliklerini gelistirerek su stresine karsi koydugunu tespit etmisler. Feizi ve
ark. (2012), nTiO2'ye (20 nm, 1-500 mg/L), maruz kalan bugday tanelerinin
cimlenmesinde degisiklik olmadigini, 10 mg/L TiO2 uygulamasinin ise tohumlarin
¢imlenme siiresini kisalttigin1 bildirmislerdir. Fakat Castiglione ve ark. (2011),
nTiO2nin (<100 nm, %0.2-4.0) Vicia narbonensis tohumlarinda ¢imlenmeyi

geciktirdigini rapor etmistir.

Titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiillerin bazi bitkiler ilizerinde gosterdigi

etkiler Cizelge 2.5.’te verilmistir.
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Cizelge 2.5. Titanyum dioksit (TiO) nanopartikiillerin bitkiler iizerindeki etkileri*

Bitki Np Np Biiyiime Np’nin Fizyolojik/ Referans
Boyut | konsantrasyon ortamy/Np’nin Verilme Biyokimyasal etkileri *(Du ve ark.
(nm) (ppm) verilme sekli siiresi 2017°den
degistirilerek)
Su 5-10 0, 10, 50, 100, | 1/10 modifiye 30 Artan  enzimatik  aktivite | Song ve
mercimegi 200, 1,000, | Steinberg besiyeri- | giinliik SOD, CAT ve POD ark. 2012
2000 mg/L Nano bitkiler, 7
partikiillii ortam giinliik
maruz
kalma
Ispanak 4-6 0.25% nTiO, iginde 2 giin | 45 giinde | Ispanak biiytimesinde faydali | Yang ve
6nceden  islenmis | hasat etkiler.  Artan  glutamat | ark. 2006
tohumlar, daha dehidrojenaz (GDH),
sonra Hoagland’mn glutamin sentetaz (GS) ve
NS’inde biiylimiis- glutamik piruvik transaminaz
Fideler iki yaprak (GPT) aktivitesi

gosterdiginde bir
kez piiskiirtiiliir

Ada cay1 21 5, 20, 40, 60 ve | Filtreli petri kabi- | 21 giin Cimlenme oranmi artirip | Feizi ve
80 mg/L Kok siliresini dustirmiigtir. | ark. 2013
Siirgiin, kok, fide uzamasi ve
biyokiitle iizerinde 6nemli bir
etkisi olmamistir.

Tiitiin <25 0.1,1,25ve MS besi ortami- | 3 hafta Doza bagl olarak ¢imlenme, | Frazier ve
%5 Kok bitki gelisimi, biyokiitle ve | ark.2014
kok uzamasini azaltmigtir.
Misir 25 300 mg/L Hidroponik ortam- | 6 hafta Yaprak biiylimesi inhibe ve | Asli and
Cimlenmis kok su tasimimi tizerindeki | Neumann
tohumlara uygulama fiziksel  etkiler  yoluyla | 2009
terleme

2.7.1.5. Bakar (Cu) Nanopartikiiller

Bakir nanopartikiillerifarkli bitki tiirleri lizerinde denenmistir. Bitki tiiriine gore
bakir nanopartikiillerin meydana getirdigi etkiler farklililk gostermistir. Bakir
nanopartikiilleri kabak bitkisinin koklerinin uzunlugunda azalmaya neden olmustur
(Stampoulis  2009). Marul tohumlarinin ¢imlenmesinde ortama verilen Cu
nanopartikiillerinin, kontrol bitkilerine kiyasla siirglinlerdeki kok oranini artirdigi rapor
edilmistir. Ayrica marul tohumlarmin Cu nanopartikiilleri ile filizlenmesi, kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda kok filiz oraninda bir artig gosterdigi belirtilmistir (Shah

ve Belozerova 2009).

Cu nanopartikiillerine maruz birakilan mas fasiilyesi (Phaseolus radiatus L.) ve
ekmeklik bugdayda (T. aestivum L.) biiylime oraninin inhibite oldugunu ve nanopartikiil
konsantrasyonuyla fide boyunun negatif kolerasyonda oldugu tespit edilmistir (Lee ve
ark. 2008).

Bakir oksit (CuO) ve c¢inko oksit (ZnO) ile muamele edilen meyan kokii
fidanlarinin; antosiyanin, flavonoid, glisirizin, tanen vefenolik bilesiklerinin igeriginde

artis meydana geldigi saptanmistir (Oloumi ve ark. 2015).
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2.7.1.6. Giimiis (Ag) Nanopartikiiller

Glumiis nanopartikiiller ~bitki  biyoteknolojisinde farkli amaclar igin
kullanilmaktadir. Ucgen sekilli Ag nanopartikiiller, kiiresel olanlardan daha biyoaktif
oldugu bildirilmistir (Pal ve ark. 2007). Kabak bitkisinin hidroponik soliisyonuna
eklenen Ag nanopartikiilleri kabak tohumlarinin ¢imlenme ve kok biiyiimesine herhangi
bir olumsuz etkide bulunmadigi ve Ag np'lerinin varliginda kabak biiylimesi devam

ederken biyokiitle ve transpirasyonda bir azalma oldugu kaydedilmistir (Stampoulis ve

ark. 2009).

Ag nanopartikiillerin ¢esitli fitopatojenleri kontrol etmek i¢in bircok
antimikrobiyal fonksiyonu oldugu tespit edilmistir (Jo ve Kim 2009, Kim 2009). Ag
nanopartikiillerin sitotoksik ve genotoksik etkileri, soganin kok uglar1 kullanilarak
incelenmistir. Ag nanopartikiillerin hiicre bdliinmesi asamalarin1 bozdugu ve hiicre

par¢alanmasina neden oldugu saptanmistir (Kumari ve ark. 2009).

Abdi ve ark. (2008), Valeriana officinalis'de bakteriyel kontaminasyonu kontrol
etmek i¢in Ag nanopartikiilleri kullanmistir. Bu siire¢ %89 kontaminasyon

barindirmayan kiiltiirlerle sonuglandig bildirilmistir.
2.7.2. Nanopartikiillerin Bitkiye Giris Mekanizmalari

Nanopartikiillerin bitkiler tarafindan alinip tasinmasi ve olusturduklar1 etkilerle
ilgili yapilmig bazi c¢alismalar mevcuttur. Genel olarak ¢alismalardan birbirini
desteklemeyen farkli sonuglar elde edilmistir. Ciinkii c¢alismalarda kullanilan
nanopartikiiliin tiirli, boyutu ve uygulandig: bitki tiirii sonuclarin farkli olmasina neden

olmustur.

Bitkiler nanopartikiilleri kokleri veya toprak istii boliimleri vasitasiyla
alabilirler. Nanopartikiiller bitkilerle etkilesime girdiginde karsilastiklar1 ilk
engelingdzenek boyutu 5 ile 20 nm arasinda olan bitki hiicre duvar1 oldugu goriilmiistiir
(Dietz ve Herth 2011). Kiiclik boyuttaki nanopartikiiller daha biiylik boyuttaki
nanopartikiillere gore nispeten daha kolay bir sekilde bu tabaka boyunca ilerleyip

plazma membranina ulasabildigi saptanmistir (Rastogi ve ark. 2017).

Baz1 nanopartikiillerin bitkilerin hiicre duvarinda biiyiik gézeneklerin olusumunu

indiikleyerek biiyiik nanopartikiillerin girisini kolaylastirdig1 tespit edilmistir (Navarro
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ve ark. 2008, Kurepa ve ark. 2010). Hiicre duvar porlarindan gegemeyecek kadar biiyiik
boyuttaki nanopartikiillerin aquaporinler (Miwa ve ark. 2010), endositozlar
(Eggenberger ve ark., 2009), membran tasima sistemleri (Gojon ve ark. 2009, Miwa ve
ark. 2010), ¢evre ortamindaki organik kimyasallara veya tasiyici proteinlere baglanma
(Rico ve ark. 2011), hiicre duvari bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ile yeni porlar
yaratma (Fleischer ve ark. 1999) gibi farkli mekanizmalar1 bitki kok hiicrelerine
girebilmek i¢in kullandiklar1 belirtilmistir (Iannone ve ark. 2016). Nanopartikiillerin
bitkilere giris yollar1 Sekil 2.4.’te ayrintili olarak verilmistir.

Sikagtirilmg kok ucu: 3~ | % UNP’lerin endositoz Yyoluyla igeri alimi

R
* « Endositoz, clathrin bagimh ve
bagimsiz yolu igerir

Apikal
meristem

/ Kok
Kilegimi . U N
' . 5. Nnnopsmkﬂ"ersunplasnk Yo aspari geridi

Q’ . ‘,\ mek::};:g?lpf‘:;zk‘d"
o 00 o,

Kok tily hilcreleri tarafindan  Simplastik ve

nanopar¢acik alimi transmembran )
: yolu /6. Ksilem - UNPler igin
2. \_ iletken kanaldir /
“*UNP’ler genellikle por-boyut Apoplast T aadEES
bariyerine ragmen hiicre duvarin: : yolu |
gegerler >

Sekil 2.4. Nanopartikiillerin bitkilere giris yollari (Tripathi ve ark. 2017)

Nanopartikiillerin cesidine gore floem ve ksilem vasitasiyla diger dokulara
tasmabildigi veya kokte birikebildigi gorilmiistir (Cifuentes ve ark. 2010).
Nanopartikiillerin hiicreler arasindaki hareketi plasmodesmata araciliiyla ve hiicreler
icinde, onlar simplast ve apoplast iizerinden veya endo-ekzositoz ile tasinabildikleri

kaydedilmistir (Cifuentes ve ark. 2010, Rico ve ark. 2011, Chichiricco ve Poma 2015).

Yaprak yiizeyine uygulanan nanopartikiillerin ise stoma agikliklar1 boyunca ya

da trikom tabanlari araciligiyla, gesitli dokulara translokasyon yoluyla girebildigi
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arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Eichert ve ark. 2008, Fernandez ve ark. 2009,
Uzu ve ark. 2010).

2.7.3. Nanopartikiillerin Sekonder Metabolit Sentezinde Kullanimi

In vitro Kosullarda bitki hiicre ve organ Kkiiltiirleri ile sekonder metabolitlerin
iiretilmesi, geleneksel metotlara kiyasla belirgin avantajlara sahiptir. Kiiltlir ortamlarinin
optimize edilmesi, uygun elisitérlerin kullanimi iiretilen sekonder metabolit igerigini

Oonemli Olcilide artirabilir.

Hiicre silispansiyon kiiltiiriinde ortamdaki mikro elementlerin miktarinin
diizenlemesi sekonder metabolit igerigini artirmak i¢in uygun bir strateji oldugu
belirtilmistir (Jimenez-Aparicio ve Gutierrez-Lopez 1999). Ornegin nikel, kobalt, bakir,
cinko, demir gibi divalent metal iyonlarinin sekonder metabolit iiretimini etkiledigi
rapor edilmistir (Trejo-Tapia ve ark. 2001). Bu metal iyonlari, organizmalarin
bliylimesini saglayan proteinlerin aktivitelerinde 6nemli rol oynamalarina ragmen,
yiiksek konsantrasyonlar1 canli organizmalar i¢in zararlidir (Viehweger 2014). Nikel,
kobalt, ¢inko ve manganez gibi metal iyonlar yliksek konsantrasyonlarda olduk¢a toksik
olmalarma ragmen enzim aktivitelerini diizenlemek i¢in gereklidir (Ovecka ve Takac
2014). Bakir (Cu®") ve kadminyumun (Cd?*) Catharanthus roseus'te alkaloid iiretimi
tizerindeki pozitif etkisi tespit edilmistir (De Backer-Royer ve ark. 1990). Beta
vulgaris'ten betalains iiretimi i¢in kiiltiir ortamina verilen kobalt (Co?*,1-5 pM’ye kadar

artis1) betalains tiretiminde %60°a kadar artis saglamistir (Trejo-Tapia ve ark. 2001).

Mikroelementlerin  nanopartikiil olarak ortama verilmesi durumunda
olusturacag etkiler, yeni bir aragtirma konusu olup sonuclari heniiz 1yi bir sekilde
tanimlanamamstir. Ciinkii nano boyutta maddelerin O6zellikleri degisiyor ve daha
onemlisi yiizeyde atomlarin sayisi artig sagliyor. Bir yiizeydeki atom sayisini artirarak,
toplam serbest enerji de artacaktir ki bu da materyallerin bazi 6zelliklerini
degistirebilmektedir (Ghasemi ve ark. 2015). Bu fonksiyonlariyla nanopartikiiller, bitki
biyoteknolojisinde, sekonder metabolit iiretimi i¢in yeni ve etkili elisitdrler olma
potansiyele sahiptirler (Fakruddin ve ark. 2012). In vitro kiiltiir ortamindaki bitkilere
verilen nanopartikiiller, besin kaynagi ve elisitor olarak hareket edebilir (Kim ve ark.

2017).
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Literatirde bu konuda yapilan c¢alismalar mevcuttur. Ornegin Artemisia
annua'nin sagak kok kiiltiiriinde glimiis nanopartikiiller (Ag-SiO2, g¢ekirdek-kabuk)
kullanilarak, artemisin igerigi artirilmistir (Zhang ve ark. 2013).

H. perforatum’dan iiretilen hiperisin ve hiperforin iiretimini artirmak i¢in hiicre
siispansiyon kiiltiir ortamina ¢inko ve demir nano-oksitler verilmistir. Cinko ve demir
nano-oksitler uygulanan hiicrelerin hiperisin ve hiperforin diizeyleri kontrol hiicrelerine
gore ¢cok daha yiiksek ¢cikmistir. Bununla birlikte, yiliksek konsantrasyonlardaki ¢inko ve
demir nano- oksitlerin (150 ppb) hiperisin ve hiperforin {iretimini {izerinde olumsuz

etkiledigi de kaydedilmistir (Sharafi ve ark. 2013).

Tiitlin hiicre siispansiyon kiiltiirlerine verilen AloO3 nanopartikiillerinin (10-100
ng mL7), fenolik bilesik icerigini 6nemli dlciide artirdig1 tespit edilmistir (Poborilova
ve ark. 2013).

Calendula officinalis’in ugucu yag igerigi, MS besi ortamina eklenen 0.3 mgL*

glimiis nanopartikiilleriyle biiyiik 6l¢tide artmistir (Al-oubaidi ve Ameen 2014).

Cicer arietinum'un embriyonik kallusundaki gallik asit, klorojenik asit, o-
kumarik asit, tanik asit ve sinnamik asit icerigi, TiO2 np’lerinin (4.5 veya 6.0 mgL™)

varliginda 6nemli 6l¢iide artis gostermistir (Al-oubaidi ve Kasid 2015).

S. khuzestanicayaprak kiiltiirleri, BS ortamina ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
dahil edilmesi (25 veya 50 mgmL™), maksimum kallus biiyiimesi saglamistir. Buna
ragmen en yiiksek fenolik, flavonoid, rosmarinik asit ve kafeik asit i¢erigi 100 veya 250
mgmL? cok duvarli karbon nanotiipler iceren B5 ortamindan elde edilmistir

(Ghorbanpour ve Hadian 2015)

Datura metel'in sagak kok kiiltiirleri biyotik (Bacillus cereus ve Staphylococcus
aureus) ve abiyotik (AgNOs ve Ag nanopartikiiller) elisitorlere 12, 24 ve 48 saat igin
elisitorlere maruz birakilmistir.  Elisitorlerin  atropin iiretimine olan etkileri
arastirllmistir.  Caligilan  elisitorler arasinda glimiis (Ag) nanopartikiiller, sacak
koklerinde atropin igeriginin arttirilmasinda en etkili elisitorler olmustur (Shakeran ve

ark. 2015).

S. rebaudiana’dan stevioside iiretimine ¢inko nanopartikiillerinin etkisinin

incelenmesi i¢in Steviamin nodal eksplantlar1 ¢inko nanopartikiillerinin farkli
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konsantrasyonlarmi [Zn-np (< 100 nm) 50, 100, 200, 400 ve 1000 mgL™] iceren MS
ortaminda in vitro kiltire alinmistir. Cinko nanopartikiiller, 400 ve 1000 mg/L
konsantrasyonda  fitotoksik  olarak  bulunmustur. Zn  nanopartikiillerinin

konsantrasyonuna bagli olarak stevioside iiretiminin 6nemli Olgiide diistiigli rapor

edilmistir (Desai ve ark. 2015).

Prunella vulgaris’in  kallus  kiiltirlerine, altin-glimiis (Au-Ag, 1:3)
nanopartikiillerin uygulanmasi toplam flavonoid ve fenolik bilesiklerin maksimum

birikimini indiiklemistir (Fazal ve ark. 2016).

Verbena bipinnatifida fidelerinin toplam fenolik igerigi, 5 mM bakir (CuS04)
nanopartikiillerini igeren MS besi ortaminda biiyiitiildiiklerinde iki kat artis gosterdigi

belirtilmistir (Genady ve ark. 2016).

Mentha longifolia'yabakir (Cu) ve kobalt (Co) nanopartikiillerinin uygulanmasi,

esansiyel yag icerigini sirasityla %2.226 ve %?2.19 oraninda artirdig1 rapor edilmistir

(Talankova-Sereda ve ark. 2016).

Capsicum frutescens’in hiicre siispansiyonuna 3 mgL™? giimiis nanopartikiillerin
eklenmesinin, kapsaisin igerigini yaklagik 2 kat arttirdigitespit edilmistir (Bhat ve Bhat
2016).

Corylus avellana hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 5 mgL? Ag nanopartikiilleri ile

muamelesi taksol liretimini 6nemli 6l¢iide artirdig goriilmiistiir (Jamshidi ve ark. 2016).

Hyoscyamus reticulatus'un sagak kok kiiltiirlerinde hiposikamin ve skopolamin
icerigini arttirmak icin Fe3Os nanopartikiillerin (450-3600 mgL™) elisite etme
potansiyeli arastirilmistir. Sacak kok kiiltiirlerinin 24 saat siireyle 900 mgL™? FesOq
nanopartikiilleriyle ve 48 saat boyunca 450 mgL™? FesOsnanopartikiillerine maruz
kalmas1 hiposikamin ve skopolaminin bilesiklerinin miktarimi bes kat artirdigi

saptanmistir (Moharrami ve ark. 2017).

S. rebaudiana'nin siirgiin kiiltiirlerinde steviol glikozit birikimi, 1 mgL™ ¢inko
oksit (ZnO) nanopartikiilleri ile gili¢lendirilmis MS besi ortaminda 6nemli 6l¢iide
artmistir. Ayrica toplam flavonoid ve fenolik igerigi de ZnO uygulamasi ile artis
gostermistir. Ancak, ZnO'nun daha yiiksek konsantrasyonlar1 fitotoksik etkilerinden

dolay1 sekonder metabolit liretimini azaltmistir (Javed ve ark. 2017).
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Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerin {iretilen miktarlarini artirmak
icin nanoparcaciklarin elisitor olarak kullanilmasi mevcuttur. Ancak bu bitkinin tiiriine
nanopartikiiliin konsantrasyona tiirene boyutuna gore degismektedir. Sekil 5.’te
gorildiigli gibi her bitki tiiriindeki yolaklarin degistigi goriindiigiinden dolay1 her tiirde
ayr1 ayri rapor edilmesi gerekmektedir. Gelecek i¢in iimit vadedici bir strateji olarak
gorinmektedir.  Ancak  nanopartikiillerin ~ sekonder = metabolitlerin  {iretim
mekanizmalarina olan etkilerini tam olarak aydinlatmak i¢in daha ileri arastirmalara

ihtiyag vardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Orneklerinin Teshisi ve Temini

Dort farkli nanopartikiil (Al,O3, Fe203, ZnO ve TiO2) kullanilarak in vitro
stirgiin kiiltiirleri yoluyla H. retusum ve H. perforatum’da hiperisin ve tiirevi bilesikleri
artirmaya yonelik uygulamalarin yapildigi bu tez calismasinda H. retusum Tirkiye,
Mardin, Kasimiye medresesi ¢evresinden [02.07.2017 O. Faruk Akdemir -02 (DUF)],
H. perforatum Tiirkiye, Van cevresinden, [05.07.2017 O. Faruk Akdemir -01 (DUF)]
toplanmustir (Sekil 3.1.).

.,:‘\ o N
N S
Sekil 3.1. a) H. retusum Aucher, b) H. perforatum L.

H. retusum’unteshisi Prof Dr.A. Selguk ERTEKIN tarafindan, H. perforatum’un
teshisi ise Dr. Ogretim gorevlisi Mehmet FIDAN tarafindan yapilmistir. Calisma icin
toplanan bitki ornekleri Dicle Universitesi Fen Fakiiltesinde bulunan herbaryumda

muhafaza edilmistir.
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3.1.2. Kimyasal Analiz ve Doku Kiiltiirii Calismalar I¢in Bitki

Orneklerinin Hazirlanmasi

Dogadan toplanan H. perforatum ve H. retusum bitkileri kok, govde, yaprak,
cicek ve tohum bolimlerine ayrilmistir. Bitkilerin kok, goévde, yaprak ve cicek
boliimleri oda sicakliginda 1 hafta siireyle kurutulmustur. Kurutulmus bitkiler hipersin
ve tlirevi bilesiklerin tespiti i¢in analiz edilmistir. Bitkilerden alinan tohumlar agzi
kapali film kutularinda buzdolabinda (+4 ° C’de) muhafaza edilmistir. Tohumlar in vitro

kiiltiir ortaminda siirgiinler elde etmek i¢in ¢imlendirilmistir.
3.1.3. Deneylerde Kullanilan Nanopartikiillerin Temini ve Ozellikleri

Tez calismasinda ticari aliiminyum oksit (Al203), ¢inko oksit (ZnO), demir(I1I)
oksit (Fe203) ve titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiillerikullanilmistir. Kullanilan

nanopartikiillerin isimleri ve boyutlar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan nanopartikiiller

Nanopartikiil Boyut Uretim Firma

Al,O3 40 nm Ticari Sigma (544883)

TiO; <25 nm Ticari Alfa Aesar (044690)

Zn0O <100 nm Ticari Sigma (544906)

Fe20s <50 nm Ticari Sigma (544884)
3.2. Metot

3.2.1. Bitki Doku Kiiltiirii Ortam

Bitki doku kiiltiirii disiplininde bazi standart uygulamalar vardir. Bunlar transfer
ve biiylime odasinin kosullari, ¢alismalarda kullanilan alet ve ekipmanlarin sterlizasyon
islemleri ile besi yerinin hazirlanmasidir. Tezin metodunu ayrintili bir sekilde agiklamak

icin bu islemlerle ilgili detaylar agagida verilmistir.

3.2.1.1. Besi Ortamlariin Hazirlanmasi ve In vitro Kiiltiir Baslatmak Icin

Yiizey Sterilizasyonu

Caligmalarda temel olarak Murashige ve Skoog (1962), tarafindan gelistirilen
besi yeri kullanilmigtir. Amaca gore besi yeri igeriginde bazi degisiklikler yapilmistir.
Cimlendirme ve siirglin ¢ogaltimi1 ¢alismalarinda besi yerinin katilagtirilmasi igin 5.85
gr/L agar (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Biitiin kiiltiir besi ortamlarinda pH 5.8-5.85

araligina ayarlanmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan Murashige ve Skoog (MS) besi yerinin igerigi

Madde Miktar
MS ana ¢ozeltisi (Makro elementler) 100 cc
Mikro elementler | 10 cc
Mikro elementler Il lcc
Kompleks kelator 10 cc
Vitamin karigimi lcc
Myo-inositol 10 cc
Sukroz 30¢g
Distile su 1000 cc

MS besi ortamlar1 hazirlanirken Cizelge 3.2°de verilen alt1 ¢ozelti kullanilmistir.
Bu ¢ozeltilere ek olarak ihtiyaca gore besi ortamlarinda bitki biiyiime diizenleyicileri de
kullanilmigtir. Cozeltiler stok olarak hazirlanip ihtiyag duyulduk¢a kullanilmugtir.
Cizelge 3.3.’te icerikleri verilen ¢dzeltilerin hazirlanmasinda steril saf su kullanilmistir.
Stok ¢ozeltiler renkli siselerde buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilip belli araliklarla

tazelenmisgtir.

Cizelge 3.3. MS Besi Ortaminda Kullanilan Stok Cozeltilerin Hazirlanisi

Stok Cozelti Kullanilan  Kullanilan Kullanilan  Distile su ile
Kimyasal Miktar tamamlanan miktari
MS Ana NHsNO; 1659
Cozeltisi KNO; 19.0g
(makro elementler) CaCl,.2H,0 449 1000 cc
KH,PO, 17g
Mikro Elementler | H3BO; 620 mg
MnS0O4.4H,0 2230 mg
ZnS0,4.7H,0 860 mg 1000 cc
Kl 83 mg
Na,M00,.2H,0 25 mg
Mikro Elementler 11 CuS0,.5H,0 25 mg 100 cc
CoCl,.6H,0 25mg
Kompleks Kelator FeS0,4.7H,0 2789 1000 cc
Na,EDTA 3.73g
Vitamin Karigimi Nikotinik asit 50 mg
Glisin 2.0mg 100 cc
Pridoksin HCI 50 mg
B1 Vitamini Cozeltisi Tiamin HCI 100 cc 100 cc

3.2.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Stirgiin poliferasyonunda bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 6-benzyladenine
(BA) kullanilmistir. 1 mg/mL konsantrasyonda BA’nin stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve
besi ortamlarinda ihtiya¢ miktarinca kullanilmistir. Stok ¢ozeltileri, 100 mL’lik balon
joje de 100 mg olarak tartilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin birkag mL ¢6ziicii i¢inde
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Ardindan steril saf su ile istenilen
hacime tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler, renkli siseler igerisinde,

buzdolabinda 4 °C’de muhafaza edilmis ve belli periyotlarla tazelemek i¢in yeniden
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hazirlanmiglardir. BA gibi sitokininlerin stok ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda 0.1 N’lik

NaOH kullanilmistir.
3.2.2. Sterilizasyon
3.2.2.1 Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (erlenmayer, meziir, balon joje, pipet, beher) bulasik
makinesinde yikandiktan sonra saf sudan geg¢irilmistir. 180 °C’de etiivde iki saat

bekletilerek sterlizasyon islemleri yapilmistir.
3.2.2.2. Kiiltiir Kaplarinin Sterilizasyonu

Kiiltiir kab1 olarak Magenta GA7’ler kullanildi. Kaplar bulasik makinesinde
yikandi. Magentalar makineden c¢ikarilarak once sicak sudan sonra da saf sudan
gecirilerek temizlik islemleri yapilmistir. Magenta GA-7’lerin sterlizasyonu ise 121°C’

de ve 1 atm. basingta 20 dakika siire ile otoklavda yapilmistir.
3.2.2.3. Pens ve Bisturilerin Sterilizasyonu

Pens ve bisturiler 6nce % 96’lik etil alkol ile silinip aliiminyum folyolarla

sarilarak etlivde 180°C’de 2 saat siire ile sterilizasyonlar1 yapilmigtir.
3.2.2.4. Transfer Odasinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Kiiltiir islemlerinin gergeklestirildigi transfer odasi, kiiltiir yapilmadan bir giin
once seyreltilmis ticari ¢amasir suyu kullanilarak temizlenmistir. Kiiltiir transfer
odasinin ortam sterlizasyonu odada bulunan UV lambasinin kiiltlir yapilmadan 6nce 30
dakika siireyle acik birakilmasiyla saglanmistir. Bitki kiiltlir islemlerinin yapildigt
laminar hava akish kabin kiiltiir islemlerinden 6nce ve sonra %96’lik etil alkol ile
silinerek temizlenmistir. Ayrica kabinin igerisinde bulunan UV lambasi kiiltiir

yapilmadan 6nce 30 dakika agik tutularak kabinin sterlizasyonu saglanmistir.
3.2.3. Bitki Biiyiime Odasinin Sartlari

Biiylime odasi, beyaz floresan lamba ile aydinlatilmis ve bitkisel materyalin
gelisimi i¢in gerekli olan fotoperiyot, 1siklandirma sisteminin 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik olacak sekilde zaman ayarlayicisi ile ayarlanmistir. Ortam sicakligi, klima

yardimi ile 25 + 2 °C’de tutulmustur. Klimalardan birinin arizalanmasi durumunda
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ortam sicakliginin kontrol altinda tutulmasi i¢in yedek bir klima biiyiime odasina

takilmistir
3.2.4. Doku Kiiltiirii Asamalari

H. retusumve H. perforatum’da tohum ¢imlendirme ve siirglin ¢ogaltim
calismalari ile sekonder metabolit iiretimini artirmaya yonelik ¢caligmalarin agamalar1 ve

icerikleri asagida sunulmustur.
3.2.4.1. Tohum Yiizey Sterilizasyonu

H. perforatum ve H. retusum’un tohumlari ayr1 ayr1 erlenmeyerlere konularak
%75’lik ethanol ¢ozeltisinde 45 saniye calkalanmistir. Daha sonra tohumlar %10’luk
sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisine konularak 10 dakika siireyle ¢alkalanmistir. Bu
islemden sonra da tohumlar 4 defa 5’er dakika siireyle steril saf suda calkalanarak yiizey

sterlizasyonlar1 yapilmistir.
3.2.4.2. Tohum EKimi

Yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra tohumlar besi ortamina aktarilmadan
once steril kurutma kagitlart izerinde kurumalar1 i¢in bekletildiler. Daha sonra tohumlar
¢imlenmeleri i¢in herhangi bir bitki bliylime diizenleyicisi icermeyen (hormonsuz) MS
besi ortaminda kiiltiire alinmistir (Namli ve ark. 2010). Tohumlar citlatilarak ekimi
yapilmistir. Citlatilmadan ekilen tohumlarda c¢imlenme orani ¢ok diisiik olmustur.
Tohumlar ekimden sonra 1 hafta icerisinde tohumlarin biiylik cogunlugu ¢imlenmistir.
H. perforatum tohumlarinin ¢imlenme orani H. retusum’a gore genellikle disiik
olmustur. H. retusum tohumlarinda ¢imlenme basarist yaklasik %90 iken, H.

perforatum bu oran yaklasik %60 civarinda kalmstir.
3.2.4.3. Siirgiinlerin Cogaltim

Tohumlarin ¢imlenmesiyle elde edilen siirgiinler, 0.5 mg/L BA’nin bulundugu
MS besi ortamina aktarilarak siirgiinlerin gelistirilmesi ve ¢ogaltimi saglanmistir (Namh
ve ark. 2010). Siirgiin poliferasyonu H. retusum’da sayica ¢ok ve hizli bir sekilde
gerceklesirken H. perforatum’da siirgin poliferasyonu daha az sayida ve yavas

gerceklesmistir.
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3.2.4.4. Nanopartikiil Uygulamalar

In vitro ortamda siirgiin cogaltimlar1 yapilanH. perforatum ve H. retusum’adért
farkli nanopartikiille iki ayri1 uygulama yapilmistir. Nanopartikiillerle yapilan ilk
uygulamada nanopartikiillerin konsantrasyon aralikla genis tutularak uygulanmistir
(Cizelge 3.4.). 1k uygulama sonucunda bitkiler siirgiin (tiim bitki) olarak kurutulup

sekonder metabolit igerikleri analiz edilmistir.

Cizelge 3.4. H. perforatumveH. retusumsiirgiinlerine yapilan ilk nanopartikiil
uygulamalarinda kullanilan konsantrasyonlar

Nanopartikiil Konsantrasyon (mgL™)
H. retusum Aucher H. perforatum L.
Al,Os3 25-75-200 25-75-200
Fe203 25-75-200 25-75-200
TiO; 25-75-200 25-75-200
ZnO 25-75-200 25-75-200

*Her parametreden 250ml’lik besi yeri hazirlandigi i¢in verilen oranin 1/4 {i kullanilmustir.

[Ik uygulamanm sekonder metabolit igeriklerinin analiz  sonuglari
degerlendirilerek ikinci nanopartikiil uygulamasinda kullanilan konsantrasyonlar
belirlenmistir (Cizelge 3.5) .ikinci nanopartikiil uygulamasinda bitkiler yaprak ve govde

boliimlerine ayrilarak sekonder metabolit igerileri analiz edilmistir.

Cizelge 3.5. H. perforatum ve H. retusum siirgiinlerine yapilan ikinci nanopartikiil
uygulamalarinda kullanilan konsantrasyonlar

Nanopartikiil Konsantrasyon (mgL™)
H.retusum Aucher H. perforatum L.

Al,03 10-15-25 200-250-300

Fe203 10-15-25 200-250-300

TiO; 10-15-25 15-25-75

ZnO 10-15-25 200-250-300

*Her parametreden 250ml’lik besi yeri hazirlandigi igin verilen oranin 1/4 i kullanilmistir.

Dort farkli nanopartikiilin her bir konsantrasyonundan 5’er kap besi yeri
hazirlanmistir. Herhangi bir nanopartikiil icermeyen 5 kap kontrol grubu hazirlanmistir.
Bu islemler hem H. perforatum hem de H. retusum tiirleri i¢in uygulanmistir. Yapilan
iki nanopartikiil uygulamasinin her birinde kontrol grubu da dahil edildiginde her bir tiir
icin 65 kap, toplamda ise 130 kap besi yeri hazirlanmistir. Hazirlanan besi yerlerinde
0.5 mgL? BA igerenMS ortami kullanilmistir. Nanopartikiillerin bitkiler tarafindan
etkin bir sekilde alinabilmesi i¢in agar 5 gr/L kullanilmistir. Nanopartikiilli besi
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ortamlar1 otoklava konulmadan O©nce nanopartikiillerin ortama homojen olarak
dagilmasi i¢in 20 dakika ultrasonik banyoya konulmustur. Besi yerleri, otoklavlandiktan
sonra nanopartikiillerde olusabilecek topaklagsmanin oniine gecebilmek icin 20 dakika
siireyle tekrardan ultrasonik banyoyatutulmuslardir. Nanopartikiillii besi ortaminda 21
giinliik kiiltiir stirecinden sonrasiirglinlerbesi ortamindan alinip saf suyla iyice
yikandiktan sonra oda sicakliginda bir hafta siireyle kurumaya birakildilar. Kurutulmus

bitkiler sekonder metabolit analizleri i¢in kullanildilar.
3.2.5. Metabolit Analizi

3.2.5.1. Bitki Orneklerin Hazirlanmasi

H.retusum ve H.perforatum’un dogadan toplanan oOrnekleri, kok, govde ve
yaprak boliimlerine ayirildiktan sonra kurutma kagitlarinin {istiine serilerek oda
sicakliginda 2 hafta siireyle kurumaya birakildi. Kurumus ornekler bir 6giitiicii
yardimiyla toz haline getirildi. Her bir tiirtin farkli dokularina ait toz haldeki

orneklerden 200 mg tartildi. Deneylerde kullanilmak tizere muhafaza edildi.

In vitro ortamda {iretilmis siirgiinler besi yerlerinden ¢ikarildiktan sonra saf su
ile lic defa yikandi. Siirgiinlerin istenmeyen kisimlar1 pens ve bisturi yardimiyla
kesilerek uzaklastirildi. Bitkiler gévde ve yaprak olarak ayrilmigtir. Daha sonra oda
sicakliginda, kurutma kagitlart tizerinde 1 hafta kurumaya birakildi. Kuruyan 6rnekler

bir 6giitiicii de toz haline getirildi.

3.2.5.2. Ekstraksiyon islemleri

Bitkilerin kurutulan Orneklerinin her birinden aliman 0.20 g’lik O6rneklerin
tizerine 10 mL metanol ilave edilip ¢ozelti sonikatorde 5 dakika siireyledziitlendi.
Oziitleme isleminin ardindanolusan ¢ozelti vakum diizenegi yardimiyla siiziildii. Bu
islemler 3 defatekrar edildi. Uc islem neticesinde elde edilen metanollii 6ziit 50 mL’lik
cam balonlarda topland:. Oziitlerdekimetanol evaporatdr vasitasiyla uzaklastiriimasinin
ardindan kabin i¢inde, hiperisin bilesiklerini iceren renkli bir tortu olustu. Bu tortu

metanol ile ¢oziiliip uygun oranda seyreltme isleminden sonra LC-MS/MS’e enjekte
edildi.
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3.2.5.3. Kimyasal Analizler

Calismanin hiperisin ve tiirevi igerik analizleri, Dicle Universitesi Bilim ve
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi, Kimyasal Analiz Laboratuvari, Kiitle
Spektrometre ve Kromatografi Unitesi’nde yapilmistir. Hypericum’larin LC-MS/MS
metoduyla analizi yontemine iliskin parametreler Hypericum tiirlerinin LC-MS/MS

analizi i¢in Akdeniz ve ark.’nin (2018), optimize ettigi yontem kullanilmistir.
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(% RSDY) Geri Kazanmim
(%)
No | Analit AZ? Anaiyon | Pargalanma | Iyonlasma | Kalibrasyon °R2 Dogrusalhk | LOD/LOQ | Giini¢i | Giinler | Giin Giinler | U’
(m/z)° iyonlari modu Denklemi (ng/L) (ng/L)¢ arasi ici arasi
1 Protokatesik 7.00 153.4 109,1-108,0 | Neg y=590,460x+120226 0.9909 | 100-3200 4,26/5,32 0.0060 0.0060 | 10.096 | 0.9988 | 0.0215
asit
2 Kl.orojenik 08.Mar | 353.3 191,2-85,0 Neg y=697,935x+87418,5 0.9910 | 75-2400 2,44/3,36 0.0074 0.0055 | 0.9941 | 0.9999 | 0.0299
asit
3 Llutlioli_n-7 13.20 447.0 285,1-284,1 | Neg y=215,412x+36852,1 0.9939 | 75-2400 2,30/3,02 0.0052 0.0037 | 10.014 | 10.072 | 0.0086
ukozit
4 ??utin 13.67 609.1 300,1-301,1 | Neg y=469,333x+30144,8 0.9902 | 100-3200 1,283/1,90 | 0.0063 0.0070 | 10.049 | 10.037 | 0.0136
5 Hesperidin 13.68 611.1 303,0-449,3 | Poz y=2539,52x+123981 0.9942 | 50-1600 0,96/1,44 0.0081 0.0073 | 10.053 | 0.9994 | 0.0162
6 Hiperozit 13.69 463.0 300,1-271,0 | Neg y=185,593x+8126,67 0.9905 | 100-3200 5,48/6,50 0.0074 0.0056 | 10.039 | 10.015 | 0.0126
7 Apigetrin 14.54 431.0 268,1-269,1 | Neg y=1052,01x+146897 0.9902 | 50-1600 1,23/1,75 0.0047 0.0067 | 10.060 | 10.047 | 0.0132
8 Kersitrin 14.98 447.0 300,0-301,1 | Neg y=175,298x+33626,6 0.9918 | 100-3200 10,51/11,65 | 0.0079 0.0063 | 0.9999 | 10.002 | 0.0133
9 Astragalin 15.13 447.0 284,1-227,1 | Neg y=329,506x+44598,6 0.9900 | 100-3200 5,52/6,77 0.0086 0.0077 | 10.002 | 10.017 | 0.0153
10 | Kersetin 17.Eki | 301.2 151,1-179,1 | Neg y=1826,89x-146948 0.9962 | 50-1600 1,25/1,81 0.0177 0.0227 | 10.010 | 10.012 | 0.0573
11 | Luteolin 17.78 285.2 133,1-151,0 | Neg y=3166,03x+495252 0.9901 | 50-1600 0,61/0,87 0.0119 0.0079 | 0.9961 | 10.007 | 0.0188
12 | Apigenin 19.20 | 269.2 117,0- Neg y=3115,89x+483037 | 0.9910 | 50-1600 0,32/0,52 0.0087 | 0.0090 | 0.9985 | 10.022 | 0.0181
151,1
13 | Psddohiperisin | 26.34 | 519.0 487,1- Neg y=2548,96x+468900 | 0.9908 | 50-1600 2,152,55 0.0061 | 0.0089 | 10.033 | 10.034 | 0.0172
475,1
14 | Hiperforin 28.97 | 535.3 383,3- Neg y=44260,6x+203394 | 0.9901 | 10-320 0,32/0,51 0.0218 | 0.0164 | 10.076 | 10.061 | 0.0418
315,2
15 | Hiperisin 30.18 | 503.0 405,1- Neg y=7676,03x+605593 | 0.9925 | 50-1600 1,27/1,88 0.0093 | 0.0095 | 10.104 | 10.034 | 0.0189
433,1

3AZ: Alikonma Zamani, Ana iyon(m/z):Molecular ions of standard compounds (m/z oran1), °R%Korelasyon Katsayisi, RSD: Bagil Standart Sapma,

*LOD/LOQ (ug/L): Tespit Limiti/Tayin Limiti, U (%): 95% giiven arahginda (k=2) yiizde bagil belirsizlik
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Sekil 3.2. Metabolit analizinde kullanilan 15 fitokimyasal standardin LC-MS/MS kromatogrami

15 Fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan LC-MS/MS
sistemi; Shimadzu Nexera model UHPLC cihazi ile Shimadzu LCMS 8040 model ticlii
kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer,
CTO-10ASvp model kolon firmn1 ve SIL-30AC model oto drnekleyiciden olusmaktadir.
Kromatografik ayrim, Agilent Poroshell 120 (EC-C18 2,7 um, 4,6 mmx150 mm)
kolonda gercgeklestirilmistir. Analiz sirasinda kolon firin1 40 °C*ye ayarlanmistir.
Eliisyon gradiyentinde hareketli faz A icin ultrasaf su ve hareketli faz B i¢in metanol
kullanilmistir.  Ayrica, daha 1iyi bir kromatografik ayrim ve iyonlastirmay:
kolaylastirmak i¢in her iki faza 5 mM amonyum format ve %0,15 formik asit
eklenmistir. Analitlerin optimum ayriminin ger¢eklesmesi i¢in yapilan pek ¢ok
denemenin ardindan en uygun UHPLC gradiyent profili 20-100% B (0-25 dk), 100% B
(25-35 dk), 20% B (35-45 dk) seklinde optimize edilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,5

mL/dk ve enjeksiyon hacmi 2 pL olarak belirlenmistir.

Ucglii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda calisan
bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS verileri
cihazda kayitli olan LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile toplanarak
islenmistir. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cihaz ile MRM (multiple reaction
monitoring) modunda ¢alisilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki par¢alanma
iirlinii (product ions) (ilki kantitatif amagh digeri kalitatif amach kullanilmistir) ile
kombine edilmistir. Kiitle spektrometresinde optimize edilen diger parametreler

sunlardir: ara yiiz (interface) sicakligi; 350 °C, DL sicakligi; 250 °C, heat block
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sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N2) akisi; 3 L/dk ve kurutma gazi (N2) sicakligi; 15
L/dk. (Akdeniz 2018).

3.2.6. Molekiiler Analizler
3.2.6.1. Total RNA izolasyonu

Bitki yaprak ve govde dokularindan 20-30 mg alinarak, ticari RNA izolasyon
kiti kullanilarak (Intron, easy- spin™ Ilp Plant RNA extraction Kit) total RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amacla, bitki dokular1 O6ncelikle sivi azotta
pargalanarak homojene edilmis ve sonra RNA izolasyon kit protokolii uygulanmistir.
Elde edilen RNA’lar dncelikle %2 agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmis, daha sonra

miktar tayini i¢in nano-drop spektrofotometrede 6l¢iim alinmistir.

3.2.6.2. cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonunun ardindan, cDNA sentezi asagida belirtilen ticari Kit
(Invitrogen- SuperScript® III First-Strand Synthesis System) protokoliine uygun bir
sekilde gerceklestirilmistir: Total RNA’dan, mRNA’larin sec¢ilimi i¢in kit igerisindeki
oligo(dT)20 primeri kullanilmistir. Total RNA (100ng), 1 puL 50 uM oligo(dT)20
primeri, 1 pL 10 mM dNTP mix ve DEPC-water ile karistirilarak, 65°C’ta 5 dk inkiibe
edildikten sonra, en az 1 dk buz {istiinde bekletilmistir. Daha sonra bu karisimin {izerine,
2 uL 10x RT buffer, 4 nL25 mM MgClz, 2 pL 0.1 M DTT, 1 pL RNaseOUT (40
U/uL), 1 pL SuperScript III RT (200 U/uL ) eklenerek, sentez icin 50°C’ta 50 dk
inkiibe edilmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasi igin, bu karigim 85°C’ta 5 dk inkiibe
edilip, buza alinmistir. 1 pL RNase H eklenerek, 37°C’ta 20 dk inkiibasyon
gergeklestirilip, elde edilen cDNA’lar kullanima kadar -20 °C’ta saklanmustir.
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3.2.6.3. Kantitatif PCR (gPCR) Analizi

Hypericum bitkisine ait18S rRNA, GAPDH ve HpPKS1 ile HpPKS2 genlerine
ait qPCR primer dizileri su sekildedir.(Cizelge 3.7.)

Cizelge 3.7. Hypericum bitkisine ait18S rRNA, GAPDH ve HpPKS1 ile
HpPKS2 genlerine ait qPCR primer dizileri

HpPKS1 TGT ACG TCT CAT CCA GTG AGC (forward)
ACA CCA CCG TAA CAG CCT AAG (reverse)
HpPKS2 TAC ACA AGG AGA CAC CCA AGC (forward)
GGA ACT GGC AAC ATA GCA TCC (reverse)
18S rRNA AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG (forward)
CAA CCC AAA GTC CAA CTA CG (reverse)
GAPDH ATG GAC CAT CAA GCA AGG ACT G (forward)
GAA GGC CAT TCC AGT CAACTT C (reverse)

Yapilan tiim analizlerde Biorad iTaq Universal SYBR Green Supermix q-PCR
ticari karigimi kullanilmistir. Her bir gen igin 2 farkli tiirin 2 farkli dokusunda farkli
uygulama grubuna ait cDNA oOrnekleri ayr1 ayri1 kullanilarak en az 3 tekrarli sekilde
Biorad CFX96 g-PCR cihazi ile yiiriitiilmiis ve analiz edilmistir. Elde edilen gPCR’larin
sonuclart AACt metoduna gore analiz edilmistir ve her bir uygulama 6rneginde gen
anlatim seviyeleri dokunun kontrol grubuyla karsilastirilmak suretiyle goreceli anlatim
seviyesi olarak belirtilmistir. Primer 6zgiinliigii denetlemek amaciyla her bir 6rnek igin

erime egrisi analizi yapilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Dogal Ortamda Yetisen H. perforatum L. ve H. retusum Aucher’in
Farkh Dokularinin Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerinin Icerikleri

H. perforatum ve H. retusum’un tiirlerinin tohumlar1 dogal ortamlarindan
topland1 (Sekil 4.1.).

- \I
- » a
Sekil 4.1. a) H. perforatum L., b) H. retusum Aucher Haz
goriintiileri

.t *. x -
iran ayinda ¢igek agtiktan sonraki

Dogal ortamdan toplanan iki tiirlin kok, gévde, yaprak ve ¢igeklerinden drnekler
alimip oda sicakliginda kurutuldu. H. perforatum ve H. retusum’un farkli kok, govde,
yaprak ve ¢igekdokularinin fenolik igerikleri LCMS/MS cihazi ile tespit edildi (Cizelge
4.1)).
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Fenolik Hypericum retusum Aucher Hypericum perforatum L.

bilesik Cicek Yaprak Govde Kok Cicek Yaprak Govde Kok
Hiperisin 489303+92,5 309146,2458,4 31592,4+6 11969+2,3 517203,5497.8 195369,2+36,9 20241,343,8 33472,946,3
Hiperforin 7627,543,2 27816,4+11,6 779,3+0,3 18937,5+7,9 1709277+714,5 1010741,2+422,5 15655744654 82482,6+34,5
Hiperozit 4093518245158 669690,4+84,4 87676,3+11 383346,3+48,3 33353374,4+4202,5 32974074,2+4154,7 2121538,14267,3 1348512417
Psodohiperisin ~ 864761,7+148,7 357502,2461,5 63084,7+10,9 28816,1+5 790643,1+136 322981,2+55,6 54565,4+9,4 78637,4+13,5
Kersetin 159526,9491,4 27257,1+15,6 3731,742,1 6664,143,8 294801,4+168,9 1517,240,9 4843,942.8 2405,9+1,4
Rutin 810487,5+110,2 17762,32,4 202007,1427,5 2954234,6+401,8  5895749+801,8 473748,6564,4  22478,5+3,1
Kersitrin 11901431,1+1582,9  32385871,8+4307,3  11980629,1+1593,4  35346480+4701,1  3924054,84521,9  17865290,4+2376,1  455259,4+60,5  180504,6+24
Klorojenik asit ~ 463370,9+138,5 1116329,3+333,8  306067,4+91,5 7692,942,3 13081,8+3,9 13328,7+4 6827,6+2 44249413
zsri‘;“’katesik 34720,5+7,5 18677,2+4 13946,9+3 15160,7+3,3 15871,143 4 5044,5+1,1 3286,7+0,7 5929,7+1,3
Hesperidin 263375,4+42,7 109615,8+17,8 9824,5+1,6 116630,3+18,9 634410,3+102,8 1375992,642229 2241153363 13270,7+2,1
Luteolin 2501,540,5 1816+0,3 2085,4+0,4 558241 5107,8+1 1517,240,3 3835,6+0,7 590,8+0,1
'él‘ﬁg'zii?q 2582,5+0,2 310020,3 1118141 9293,1+0,8 5539,7+0,5 2487,7+0,2 519+0
Astragalin 1577122,4 10831,1+1,7 8700, 1 7136,2+1,1 396006, 1 148930,8+22,8 4008,5+0,6 93,8+0
Apigetrin 556,2+0,1 494,4+0,1 - - -

Apigenin 660,5%0,1 318,940, 1 530,940, 1 323,940, 1 797,7%0,1 311,620,1 726,140, 1 86,80

*Sonuglar {i¢ tekrarin ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.
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Dogadan toplanan 6rneklerin fenolik igerikleri in vitro ortamda yetistirilenler ile
karsilagtirma yapabilmek i¢in tespit edilmistir. Cizelge 4.1.’de H. perforatum ve H.
retusum’un farkli dokularmin fenolik bilesiklerinin miktarlarinda farklilik oldugu
goriilmektedir. H. perforatum’da fenoliklerin bilesiklerinin miktarca daha fazla oldugu

saptanmistir.

H. retusum’un c¢igeklerinde major bilesikler kersitrin ve hiperozit olarak tespit
edilmistir. Hiperisin, psddohiperisin, kersetin, rutin, klorojenik asit ve hesperidin
miktarca yiiksek olan diger bilesikler olarak belirlenmistir. H. retusum yapraklarindaki
major bilesikler kersitrin ve klorojenik asit iken miktarca fazla olan diger bilesikleri ise
hiperisin, hiperozit, psddohiperisin ve hesperidin olarak tespit edilmistir. H.
retusumyapraklarinda rutin bilesigi tespit edilmemistir. H. retusum govdelerinde miktar1
en yiksek olan bilesik kersitrin oldugu goriilmiistiir. Hiperisin, hiperozit,
psodohiperisin, rutin, klorojenik asit ve protokatesik asitmiktar1 yliksek olan diger
bilesiklerdir. H. retusum koklerinde kersitrin miktarca en fazla bilesiktir. Hiperozit ve
rutin yiiksek oranda bulunan diger bilesiklerdir. Fenolik bilesikler miktarca en fazla
sirastyla ¢icek, yaprak, kok ve govde de tespit edilmistir. H. retusum’un biitiin
dokularinda miktarca en fazla olan fenolik bilesik kersitrin olmustur. HiperisinbilesigiH.
retusum’da en fazla cigekte tespit edilmistir. Cirak ve ark.’nin (2016), H. retusum’un
cicek, yaprak ve govde boliimlerinde tespit ettikleri kersitrin ve hiperforin bilesiklerinin
miktar1, calismamizdaki H. retusum’a ait cicek, yaprak ve gévde boliimlerinden diisiik
cikarken hiperozit, rutin ve kersetin bilesikleri ¢alismamizdaki degerlerden yiiksek
cikmigtir. H retusum’un govdesindeki hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin
miktarigaligmamizda yiiksek ¢ikarken, Cirak ve ark.’nin (2016), caligmasindaki ¢igek ve
yaprak degerleri bizim ¢alistigimiz ¢igek ve yaprak degerlerinden yiiksek ¢ikmustir.

H. perforatum’un ciceklerinde ise miktar1 en fazla olan bilesikler hiperforin,
hiperozit, rutin ve kersitrin bilesikleridir. Miktar1 yliksek olan diger bilesikler ise
hiperisin, kersetin ve hesperidindir. H. perforatum yapraklarinda en fazla hiperforin,
hiperozit, rutin, Kkersitrin ve hesperidin bilesikleri bulunmustur. Hiperisin,
psodohiperisin ve astragalin miktar1 fazla olan diger bilesikler olarak saptanmistir. H.
Perforatum govdelerinde major bilesik olarak hiperozit tespit edilmistir. Hiperforin,

hiperozit, rutin, kersitrin ve hesperidin miktar1 fazla diger bilesiklerdir. H. perforatum
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koklerinde hiperozit ve kersitrin major bilesiklerdir. Hiperisin, hiperforin,
psodohiperisin ve hesperidin miktarca fazla olan dige bilesiklerdir. Fenolik bilesikler
miktarca en fazla sirasiyla c¢igek, yaprak, govde ve kokte tespit edilmistir. H.
perforatum 'un biitiin dokularinda miktarca en fazla olan fenolik bilesik hiperozittir.
Hiperisin bilesigi H.perforatum’da en fazla ¢igekte bulunmustur. Tusevski ve ark.
(2018), H. perforatum’un ¢igekli siirgiinlerindeki hiperisin, hiperforin, psddohiperisin,
kersetin ve rutin bilesiklerinin ¢alismamizdaki H. perforatum ve H. retusum’un tim
sonuglarindan daha yiiksek ¢ikmistir. Ayni ¢alismadaH. perforatum’un ¢igeksiz
strglinlerindeki hiperisin hiperozit, Psodohiperisin, kersetin ve kersitrin ve miktarlar
calismamizdaki H. perforatum’un gigek ve yaprak degerlerinden diisiik ¢ikmistir. Ayan
ve Cirak (2008), H. perforatum’un govde, yaprak ve c¢igeklerinde tespit ettikleri
hiperisin miktari, ¢alismamizdaki H. perforatum’un govde yaprak ve ¢icek
degerlerinden daha yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir. Psodohiperisin bilesigi de

calismamizdaki sadece ¢igekteki miktarindan daha diisiik ¢ikmustir.

Hypericumtiirlerindeki hiperisinlerin fonksiyonu hala net olmamakla birlikte,
otoburlara ve bitki patojenlerine karst savunmaya dayali bir rol oynadiklari
distintilmektedir (Fields ve ark. 1990, Fornasiero ve ark. 1998, Agostinis ve ark. 2002,
Onelli ve ark. 2002, Sirvent ve Gibson 2002, Sirvent ve ark. 2003, Bruni ve Sacchetti
2009).Yapilan onceki caligmalarla hiperisin lokalizasyonu iyi bir sekilde tespit
edilmistir (Briskin ve Gawienowski 2001). Bu bilesiklerin bitkinin tim toprak {istii
kisimlarinda (gigekler, kapsiiller, yapraklar, govdeler) dagilmis olan siyah bezelerde
(Cellérovéwe ark. 1994; Onelli ve ark, 2002) sentezlendigi bulunmustur.
Hypericumtiirlerinde siyah bezeler en fazla gigekte, sonrasinda ise en yogun olduklari
yer yaprak kenar bosluklaridir. Hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin dncelikle H.
perforatum cigceklerinde ve yaprak kenar bosluklar1 bulunan ¢ok hiicreli siyah bezelerin
icine biriktigi yapilan ¢aligmalarla saptanmistir (Briskin ve Gawienowski 2001, Onelli
ve ark. 2002, Zobayed ve ark. 2006, Kosuth ve ark. 2007). Siyah bezeler koklerde
bulunmazken gévde ise seyrek bir sekilde bulunmaktadir (Holzl ve Petersen 2003).
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4.2. Tohum Cimlenmesi

H. perforatum ve H. retusum tohumlari, hormonsuz MS besi ortaminaherbir
kapta 20 tohum olmak {izere her tiirden 20 Magenta tohum ekimi yapildi (Sekil 4.2.).
Tohumlarin ¢imlenmesi sonucunda her kaptan ortalama 15 siirgiin elde edildi (Sekli

4.3). Siirgiinler poliferasyon i¢in Naml1 ve ark. (2010), kullanmus olduklar1 0.5 mgL™

BA ilaveli MS besi ortami1 kullanild1 ve bu sekilde stok kiiltiirler tiretildi.

o yooal Y b

Sekil 4.2. Hormonsuz MS besi ortamina ekilmis a) H. perforatum L., b) H. retusum Aucher tohumlart.

Sekil SS_urgun poliferasyon ortamindaki (0.5 mgL? BA ilaveli MS besi ortami) 4 haftalik a) H.
perforatum L. ve b) H. retusum Aucher siirgiinleri.

4.3. Nanopartikiillerin /n vitro Kiiltiirii Ortamina Verilmesi

Fe203, Al,03, ZnO ve TiOznanopartikiilleriyle yapilan deneylerde 0.5 mgL™* BA
iceren standart MS besi ortami kullanmilmistir. Calismanin bitki materyalleri besi
ortamlarinda 4 hafta siireyle kiiltlire alinip gelisimleri saglanan H. perforatum ve H.
retusum siirgiinleridir. Gelisen siirglinler iki defa alt kiiltiire alindiktan sonra
strgiinlerden ortalama uzunlugu 20 mm olan eksplantlar kesilerek nanopartikiil

deneylerinde kullanilmistir. Deney ortamlarinda gelisen bitkilerin hiperisin ve tiirevi
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bilesikler ile baz1 fenolik bilesiklerinin icerigi Materyal ve metotta(Boliimde 3.2.5.)

verilen yontemle analiz edilmistir.

4.3.1. Aliiminyum Oksit (Al203) Nanopartikiilleri
4.3.1.1. Al203 Nanopartikiillerinin H. perforatum’un Siirgiin (Geng filiz)
Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi
H. perforatum eksplantlari Al.Os nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL™
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak tizere dort farkl
grupta kiiltiire alind1 (Sekil 4.4.). Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA igeren standart
MS besi ortami kullanildi.

Sekil 4.4. Al,O3 nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL* konsantrasyonunu igeren
besi ortaminda gelisen H. perforatum siirgiinleri

Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonuglar Cizelge

4.2.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Al;,O3 nanopartikiillerin H. perforatum L. siirgiinlerinin fenolik bilegiklerinin miktarina

etkisi*
Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgL? 75 mgL? 200 mgL*
Hiperisin 8373.2+1.6 14450.7+£2.7 22088.6+4.2 29207.6+5.5
Hiperforin 48.7+0.1 62.4+0.1 127.240.1 35.6+0.1
Hiperozit 727166.5£91.6  806883.2+101.7 974579.7£122.8 1075739.3+135.5
Psodohiperisin 116608.9+20.1 163957.4+£28.2 200832.8+34.5 231973.5£39.9
Kersetin 9334.7+5.3 6666+3.8 13809.2+7.9 7914+4.5
Rutin
Kersitrin 302880.6+40.3  327140.8+43.5 495865+66 488850+65
Klorojenik asit 995302.3£297.6  1188212+355.3 1264968.8+378.2 1284070.7+£383.9
Protokatesik asit 3101.7+0.7 3389.2+0.7 4726.1+1 5014.4+1.1
Hesperidin --- ---
Luteolin 1211.5+0.2 2683.8+0.5 2866.4+0.5 3174.7+0.6
Luteolin-7 glukozit  3361+0.3 4392.1+0.4 7979.1+0.7 7963.6+0.7
Astragalin 2278.1£0.3 4045.6+£0.6 4013+0.6 4258.2+0.7
Apigenin 158.7+0.1 356.3+0.1 378.1+0.1 447.8+0.1

*Sonugclar {i¢ tekrarmn ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgLVlik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilen fenolik
bilesiklerden hiperisin bilesigi, kontrol grubundaki miktarinin 1.7 katina; psddohiperisin
bilesigi ise kontroliin 1.4 katina ¢iktig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). Hiperforin ve
hiperozit bilesiklerinin miktarinda ise ¢ok diisiik oranda artis meydana gelmistir. 25
mgL*’lik Al>O3 nanopartikiil uygulamasinda rutin bilesigi tespit edilememistir. ilk alt:
bilesik disindaki bilesiklerden olan luteolin bilesigi kontrol grubunun 2.2 katina,
astragalin bilesigi 1.7 katina, apigenin bilesigi ise 2.2 katina c¢ikmistir. Kersetin
bilesiginin miktarinda ise kontrol grubundaki miktarina gore azalma meydana gelmistir.
25 mgL’lik Al,O3 nanopartikiilleri H. perforatum L. siirgiinlerinde tespit edilen fenolik

bilesiklerden bir¢ogunun miktarini artirmada etkili bir uygulama olmustur.

75 mgLlik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilen bilesiklerin
miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesiginin 2.6 katina, hiperozitin
1.3 katina, psddohiperisin 1.7 katina, kersetinin ise 1.5 katina ¢iktig1 tespit edilmistir
(Cizelge 4.2.). Hiperforin bilesiginin miktar1 kontrol grubunun yaklagik 2.5 katina
cikt1g1 saptanmustir. 75 mgL’lik A1203 nanopartikiil uygulamasinda rutin bilesigi tespit
edilememistir. ilk alt1 bilesik disindaki kersitrin bilesigi kontrol grubunun 1.6 katina,
protokatesik asit 1.5 katina, luteolin 2.3 katina, luteolin-7 glukozit 2.3 katina, astragalin
1.7 katma, apigenin bilesigi ise 2.3 katina ¢ikmustir. 75 mgLlik AlO3
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nanopartikiilleri, H. perforatum L. siirglinlerinde tespit edilen bilesiklerin fenolik

bilesiklerin tamaminin miktarinda artis saglayanetkili bir uygulama olmustur.

200 mgLlik Al203 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilen fenolik
bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesiginin miktar1 3.4
katina, hiperozit bilesigi 1.4 katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.9 katina ¢iktig1
goriilmistlir (Cizelge 4.2.). Hiperforin ve kersetin bilesiklerinin miktarinda azalma
oldugu saptanmustir. 200 mgLV’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamasinda rutin bilesigi
tespit edilememistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesikler kontrol grubundaki
miktarlartyla karsilagtirildiginda kersitrin ve protokatesik asit bilesikleri 1.6 katina,
klorojenik asit bilesigi ise 1.2 katina ¢ikmustir. Hesperidin bilesigi 200 mgL*’lik Al,O3
nanopartikiil uygulamasinda tespit edilememistir. Luteolin bilesigi kontrol grubunun 2.6
katina, luteolin-7 glukozit bilesigi 2.3 katina, astragalin bilesigi 1.8 katina, apigenin
bilesigi ise 2.8 katna ¢ikmustir.200 mgL™V’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamasi H.
perforatum siirgiinlerinde fenolik bilesiklerin birgogunun miktarini artirirken 6zellikle

hiperisin bilesiginin miktarini yiliksek bir oranda artirmistir.

H. perforatum siirginlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarin1 artirmada
Al;03 nanopartikiillerinin ti¢ farkli konsantrasyon uygulamasi da etkili olmustur.
Hiperisin ve tirevi bilesiklerin (ilk alt1 bilesik) miktarin1 artirmada Al2O3
nanopartikiillerinin 200 mgL"*’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamasiin, 25 ve 75mgL*’lik

Al203 nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.3.1.2. Al203 Nanopartikiillerin H. perforatum’un Gévde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina EtKkisi

H. perforatum eksplantlar1 Al,O3 nanopartikiillerinin 200, 250 ve 300 mgL*’lik
konsantrasyonlarindan olusan {i¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak {izere dort farkl
grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL ™ BA igeren standart MS besi
ortam1 kullanilmistir. Yirmi bir giinliik kiiltiir slireci sonunda gelisen biitiin siirgilinlerin
govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tlirevi bilesikleri ile bazi fenolik

bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonucglar Cizelge 4.3.te sunulmustur
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Fenolik Govde Yaprak
bilesik**

Kontrol 200 mgL* 250 mgL*! 300 mgL*! Kontrol 200 mgL! 250 mgL! 300 mgL*!
Hiperisin 5130.3+1 6614.5+1.3 11835.942.2 7157.5+1.4 23588.5+4.5 21448.6+4.1 37880.5+7.2 37664.247.1
Hiperforin 50587+21.1 68345.1428.6  96221.8+40.2 104403.7+43.6  195479.8481.7  199815.7483.5 302158441263  220744.2+92.3
Hiperozit 266036.6+33.5  356953.6+45 568371.7471.6  532030.5+67 1259560.3+158.7  1185626.6£149.4  1807341.74227.7  1562243.8+196.8
Psodohiperisin ~ 63798.9+11 62685.3+10.8  104997.9+18.1  69849.8+12 195550.6+33.6  171699.9429.5  252936.7+43.5 249505.2+42.9
Kersetin 290117 3908.542.2 6864.943.9 3177.941.8 27954.7+16 27842.1+16 35193.1420.2 22902.5+13.1
Rutin 808.8+0.1 737+0.1 549.90.1 894.50.1 825+0.1
Kersitrin 53385.447.1 77165.5¢103  126607.2416.8  115562.3+154  467297.3462.2  412492.64549  697885.2492.8 581055.3+77.3
aKs'i‘fmje”ik 769413.8+230.1  853095.3+255.1  1190849.8+356.1  1084558.2+324.3 223755254669  2400692.2+717.8  4099254.4+1225.7  2581236.3+771.8
g ;ﬁ“’kateﬁik 762.240.2 891.620.2 1429.5+0.3 910.240.2 645.5£0.1 1007.9+0.2 1544.9+0.3 159240.3
Hesperidin 305.140 1450.1 503.5%0.1 313.620.1 421.5%0.1 442.8+0.1
Luteolin 1487.240.3 2733+0.5 6518.11.2 2228.5+0.4 868+0.2 1462.7+0.3 24942405 142340.3
'g‘fJESESJ 2990.6+0.3 5770.840.5 8863.5:0.8 6595.7+0.6 4226.9+0.4 4103£0.4 5347.840.5 6039.8+0.5
Astragalin 1270.1£0.2 2921.8+0.4 5180.240.8 3610.2+0.6 20319.6+3.1 16255.242.5 25964 4+4 24723443 8
Apigenin 337.9+0.1 582.5+0.1 946+0.2 682.20.1 242.9+0.1 275.720.1 393.6+0.1 433.740.1
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*Sonuglar {i¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlar1 kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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200 mgLV’lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un gévde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin bilesigini kontrol grubundaki miktarinin
1.2 katina, hiperforin, hiperozit ve kersetin bilesikleri ise 1.3 katina ¢ikmistir (Cizelge
4.3.). Yapilan bu uygulama neticesinde psddohiperisin miktarinda azalma olurken rutin
bilesigi ise tespit edilememistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin,
klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin
miktarinda artis oldugu goriilmiistiir. Hesperidin bilesigi ise kontrol ve 200 mgL ™ ’lik
Al;03 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilememistir. 200 mgL™Vlik Al,O3
nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un gévde dokusunda tespit edilen bilesiklerden
olan psodohiperisin miktarinda azalmaya neden olurken geriye kalan bilesiklerin

tamaminin miktarinda artis saglayanetkili bir uygulama olmustur.

250 mgLV’lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubunun 2.3 katina, hiperforin
bilesigi 1.9 katina, hiperozit bilesigi 2 katina, psddohiperisin bilesigi 1.6 katina, kersetin
bilesigi ise 2.3 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.3.). Rutin bilesigi ise kontrol grubunda tespit
edilememisken 250 mgL’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. Ilk
alti bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit,
luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artis oldugu goriilmiistiir.
Hesperidin bilesigi kontrol grubunda yokken 250 mgL™lik AlOs nanopartikiil
uygulamasinda tespiti yapilmustir. 250 mgL™*’lik Al.Os nanopartikiil uygulamasi, H.
perforatum’un govde dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin tamaminin

miktarindaartig gerceklesmistir.

300 mgLV’lik Al203 nanopartikiil uygulamasindaH. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.3 katina; hiperforin 2
katina, hiperozit 1.9 katina c¢ikmustir (Cizelge 4.3.). Psoddohiperisin ve kersetin
bilesikleri kontroldeki miktariyla oldugu goriiliirken, rutin Dbilesigi ise tespit
edilmemistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit,
protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artis
saptanmistir. Hesperidin bilesigi ise kontrol grubunda tespit edilememisken, 250

mgLY’lik AlO3; nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. 300 mgL™’lik Al,O3
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nanopartikiil uygulamasi H. perforatum’un govde dokusunda tespit edilen fenolik

bilesiklerin miktarini artiran etkili bir uygulama olmustur.

H. perforatum’un goévde dokusundaki fenolik bilesiklerin miktart Al,O3
nanopartikiil uygulamalariyla arttigi  belirlenmistir. H. perforatum’un govde
dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarm1 en fazla artiran 250 mgL™V’lik AlO3

nanopartikiil uygulamasi olmustur.

200 mgL"lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperozit, psodohiperisin, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuna gore azalmistir (Cizelge 4.3.). Hiperforin
bilesiginin miktarinda ise onemli bir degisim olmadig1 saptanmustir. ilk alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerden klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin ve apigenin
bilesiklerinin miktarmin arttigi, Kersitrin, hesperidin, luteolin-7 glukozit ve astragalin
bilesiklerinin miktarinin ise azaldig1 goriilmektedir. 200 mgL*’lik Al,03 nanopartikiil
uygulamasi, H. perforatum’un yaprak dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin

cogunun miktarinda azalmaya neden olan basarisiz bir uygulama olmustur.

250 mgLPlik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubundaki miktarinin 1.6 katina,
hiperforin bilesigi 1.5 katina, hiperozit bilesigi 1.4 katina, psddohiperisin, kersetin ve
rutin bilesikleri ise 1.2 katina cikmistir (Cizelge 4.3.). Ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden hesperidin bilesiginin miktarinda azalma olurken, kersitrin, klorojenik asit,
protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artig
gerceklesmistir. 250 mgL™’lik A1,03 nanopartikiil uygulamas1 H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerden hesperidin hari¢ digerlerinin miktarini

artirdig tespit edilmistir.

300 mgL*’lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubunun 1.5 katina, hiperozit bilesigi
1.2 katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.2 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.3.). Hiperforin ve
rutin bilesiklerinin miktarinda ise ¢ok diisiik oranda artis meydana gelmistir. Kersetin
bilesiginin miktarinda ise azalma oldugu goriilmektedir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden hesperidin bilesiginin miktarinda azalma olurken, kersitrin, klorojenik asit,

protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artig
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gerceklesmistir. 300 mgL’lik Al,03 nanopartikiil uygulamasi H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin kersetin ve hesperidin disindaki biitiin

bilesiklerin miktarini artiran etkili bir uygulama olmustur.

H. perforatum’un yapraklarinda tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarini,
Al;03 nanopartikiillerinin 250 ve 300 mgL™’lik konsantrasyonlari artirmigtir. 200 mgL
Llik Al,O3 nanopartikiil uygulamasi ise fenolik bilesiklerin miktarinda azalmaya neden
olmustur. H. perforatum’un yapraklarinda fenolik bilesiklerin miktarint en fazla artiran
250 mgL " ’lik Al,Os nanopartikiil uygulamasi olmustur.

4.3.1.3. Al2O3Na Nopartikiillerin H. retusum’un Siirgiin Dokularindaki

Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi

H. retusum eksplantlart Al,Os nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL’
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkli grupta kiiltiire alindilar (Sekil 4.5.). Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA igeren
standart MS besi ortami kullanilmistir.

Sekil 4.5. Al,O3 nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL* konsantrasyonunu
iceren ortamdaki H. retusum siirgiinleri
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Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve

tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar Cizelge

4.4.’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Al;O3 nanopartikiillerin H. retusum Aucher siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina

etkisi*
Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgL? 75 mgL? 200 mgL*
Hiperisin 42428.6+8 53352.4+10.1 52998.5+10 48087.349.1
Hiperforin 48.4+0 141.6+0.1 628.2+0.3 99.5+0.1
Hiperozit 442378.2+55.7 524899.6+66.1 512505.8+64.6 457761.6£57.7
Psodohiperisin 420341.2+72.3 463286.3+79.7 437394.9+£75.2 426717.2+73.4
Kersetin 12852.3+7.4 11378.1+6.5 10436.7+6 9611.8+5.5
Rutin 42087.5+5.7 62651.448.5 65053.94+8.8 49798+6.8
Kersitrin 476609.8+63.4 590442.1+78.5 588837.8+78.3 507358.5+67.5
Klorojenik asit 19668.6+5.9 21726.5+6.5 19330.9+5.8 15480.3+4.6
Protokatesik asit 7404.7£1.6 6911.1£1.5 7129.7£1.5 7247.3£1.6
Hesperidin 19119.2+£3.1 28273.4+4.6 28451.9+4.6 22662.7+3.7
Luteolin 1706.1+0.3 1910.4+0.4 1300.6+0.2 1594.8+0.3
Luteolin-7 8007.6=0.7 8116.4+0.7 8830.6+0.8 8340.20.7
glukozit
Astragalin 4810.9+0.7 6203.1+0.9 5834.3+0.9 5531+0.8
Apigenin 344.9+0.1 358.8+0.1 291.5+0.1 356.3+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.
Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgL’lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda hiperisin bilesigi, kontrol
grubunun 1.2 katina; hiperforin bilesigi 2.9 katina, rutin bilesigi ise 1.4 katina ¢iktigi
saptanmistir (Cizelge4.4.). Hiperozit ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda ¢ok
diisiik oranlarda artis olurken, kersetin bilesiginin miktarinda ise azalma oldugu tespit
edilmistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerin miktar1 kontrol grubundaki
miktartyla karsilastirildiginda, kersitrin 1.2 katina, hesperidin 1.4 katina, astragalin
bilesiginin ise 2 katina ¢iktig1 goriilmektedir. Klorojenik asit ve luteolin bilesiklerinde
cok diisiik oranda artisolmusken, Iluteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda ise degisim olmadig:1 saptanmistir. Protokatesik asit bilesiginin miktarinin
azaldig1 belirlenmistir. 25 mgL’lik nanopartikiil uygulamas: H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen fenolik bilesiklerin 6zellikle de ilk bes bilesigin miktarini1 artiranetkili bir

uygulama olmustur.

75 mgL’lik Al203 nanopartikiil uygulamasinda hiperisin bilesigi, kontrol
grubunun 1.2 katina, hiperforin bilesigi 13 katina, rutin bilesigi de 1.5 katina ¢ikmistir
(Cizelge 4.4.). Hiperozit bilesiginde ise ¢ok diisiik oranda bir artis gergeklesirken,
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psodohiperisinin bilesiginin miktarinda ise degisim olmadigi saptanmistir. Kersetin
bilesiginin miktar1, 75 mgL ™ ’lik Al03 nanopartikiil uygulamasinda azalmistir. Ik alti
bilesik disindaki bilesiklerin miktari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda kersitrin
bilesigi 1.2 katina, hesperidin bilesigi 1.4 katina, astragalin bilesiginin de 1.2 katina
ciktigr tespit edilmistir. Luteolin-7 glukozit miktarinda c¢ok diisiik orandabir artis
gerceklesmisken, klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir. 75 mgL2’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamas1 H.
retusum siirgiinlerinde  6zellikle hiperforin  bilesiginin  miktarim1  artirmada

etkiliolmustur.

200 mgL™lik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda kontrol grubuna gore
hiperisin, hiperozit ve psodohiperisin bilesiklerinin miktarinda degisim olmadigi
saptanmistir (Cizelge 4.4.). Hiperforin miktar1 kontrol grubunun 2 katina ¢ikarken,
kersetin bilesiginin miktarinda azalma goriilmiistiir. Rutin bilesiginde c¢ok diisiik
orandabir artig gerceklesmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin
bilesiginin miktarinda degisim olmazken, klorojenik asit, protokatesik asit ve luteolin
bilesiklerinin miktarinda ise azalma tespit edilmistir. Hesperidin, luteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisiik oranda artis olmustur. 200
mgLY’lik Al,Os nanopartikiil uygulamasi ile H. retusum siirgiinlerindeki fenolik

bilesiklerin miktarinda 6nemli orandabir degisim meydana gelmemistir.

H. retusum siirgiinlerinde 25 mgL™%’lik AlO3 nanopartikiil uygulamasi, 75 ve
200 mgL™Y’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamalarina oranla &zellikle ilk alti bilesigin

miktarini artirma konusunda daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.3.1.4 Al203 Nanopartikiillerin H. retusum’un Govde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerinin Miktaria Etkisi

H. retusum eksplantlari Al203 nanopartikiillerinin 10, 15 ve 25 mgL"
'konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkl1 grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA igeren standart
MS besi ortami kullanilmistir. Yirmi bir giinliik kiiltlir siireci sonunda geligen biitiin
stirglinlerin govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik

bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar Cizelge 4.5.’da sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 10 mgL 15 mgL* 25 mgL! Kontrol 10 mgL* 15 mgL* 25 mgL™!
Hiperisin 13970.84+2.6 24650.8+4.7 34978.7+6.6 40646+7.7 50662.9+9.6 74873.5+14.2 73114.8+13.8 69196.1+13.1
Hiperforin 307694.2+£128.6  245663.7£102.7  255551.4+106.8  330222.6+138 607520.7+253.9 597219+249.6 418777.6+175 530951.2+221.9
Hiperozit 450227.6+56.7 483374.2+60.9 703827.4+88.7 779617.1£98.2 1713474.9£215.9  1969196.2+248.1  1382191.2+174.2  1789341.4+225.5
Psodohiperisin 199406.6+34.3 235299.4+40.5 273575.5+47.1 315365.1+£54.2 422071.7£72.6 472951.3+£81.3 455915.6+£78.4 463944.1+£79.8
Kersetin 28441.1£16.3 25059.6+14.4 41566.9+£23.8 51181.9+29.3 121111.6+£69.4 93863.4+53.8 90437.9+51.8 101893+58.4
Rutin 33304.8+4.5 43356.6+5.9 56661.3+7.7 55544.3+7.6 135872.9+18.5 123500.4£16.8 79314.7+10.8 108707.3+14.8
Kersitrin 470251.8+62.5 547001.9+72.8 796369.8£105.9  989987.5£131.7  1693904.7+225.3  1977016+262.9 1672283.1£222.4  2186234+290.8

Klorojenik asit
Protokatesik asit
Hesperidin

Luteolin

Luteolin-7 glukozit

Astragalin

Apigenin

40789.5+12.2

2125.3+0.5

17211.4+2.8

1925.7+0.4

9310.7+0.8

4398.5+0.7

525.4+0.1

28523.8+8.5
1969.5+0.4
21316.9+£3.5
2993.9+0.6
16884.9+1.5
2944.1+0.5

583.6+0.1

47864.8+14.3

2761.2+0.6

28386+4.6

1856.6+0.3

9230.7+0.8

8490+1.3

507.9+0.1

42924.3+12.8
3757.5+0.8
29031.6+4.7
1647.3+0.3
10170.6£0.9
8895.9+1.4

455.6+0.1

130287.2+39

2309.6+0.5

71614.1+11.6

1667.7+0.3

5851.7+0.5

26245.2+4

263+0.1

144052.1+43.1
3528.1+0.8
65793.9£10.7
2796.6+0.5
9388.7+0.8
32055.6+4.9

349.4+0.1

61420.9+18.4

3683.8+0.8

40196+6.5

1970.1+£0.4

5779+0.5

20947.7£3.2

231+0.1

68433.1+20.5
4321.1+0.9
53698.3+8.7
2795.8+0.5
6074.9+0.5
28742.5+4.4

412.8+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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10 mgLlik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.7 katina; rutin bilesigi ise
1.3 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.5.). Hiperozit ve psddohiperisin bilesiklerinin miktari
kontrol grubuyla karsilastirildiginda onemli oranda bir degisim meydana gelmemistir.
Hiperforin ve kersetin bilesiklerinin miktarinda ise azalma oldugu tespit edilmistir. Ilk
alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden klorojenik asit, protokatesik asit ve astragalin
bilesiklerinin miktarinda azalma gergeklesirken, kersitrin, hesperidin, luteolin, luteolin-
7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin de miktarinda artis olmustur. 10 mgL’lik Al,O3
nanopartikiill uygulamasinda H. retusum’un govde dokusunda tespit edilen fenolik

bilesiklerden 6zellikle hiperisin ve rutinin miktarinin arttig1 saptanmistir.

15 mgL¥lik AlOsnanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.5 katina; hiperozit
1.5katina, psddohiperisin 1.3 katina, kersetin 1.4 katina, rutin bilesigi ise 1.7 katina
cikmistir (Cizelge 4.5.). Hiperforin bilesiginin miktarinda azalma oldugu tespit
edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden luteolin, luteolin-7 glukozit ve
apigenin bilesiklerinin miktarinda azalma, kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit,
hesperidin ve astragalin bilesiklerinin miktarinda ise artis saptanmustir. 15 mgL™’lik
Al;03 nanopartikiil uygulamasit H. retusum’un gévde dokusunda Ozellikle hiperisin

bilesiginin miktarini artirmada etkili bir uygulama olmusgtur.

25 mgLlik AlO3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.9 katina; hiperozit 1.7
katina, ps6dohiperisin 1.5 katina, kersetin 1.7 katina, rutin bilesigi ise 1.6 katina ¢iktigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.5.). Hiperforin bilesiginin miktarinda 6nemli oranda bir degisim
olmamustir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden luteolin ve apigenin miktarlar:
azalirken, kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin-7 glukozit ve
astragalin bilesiklerinin miktar1 ise artmistir. 25 mgL™Vlik Al.Os nanopartikiil
uygulamast H. retusum’un goévde dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarini

artiran etkili bir uygulama olmustur.

H. retusum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma
konusunda, 25 mgLY’lik Al,Os nanopartikiil uygulamas1, 10 ve 15 mgL™lik Al,O3

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur
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10 mgLV’lik Al2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubunun 1.4 katina ¢ikmistir (Cizelge
4.5.). Hiperforin, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinin ise azaldig1 belirlenmistir.
Hiperozit ve psdodohiperisin miktarinda ¢ok diisiik oranda artis oldugu tespit edilmistir.
Ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden hesperidin bilesiginin miktarinda azalma
olurken, kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin miktarinda artis gerceklesmistir. 10 mgL’lik Al,O3 nanopartikiil
uygulamast H. retusum’un yaprak dokusundaki ilk alti1 bilesigin miktarin1 artirmada

basarisiz bir uygulama olmustur.

15 mgLPlik Al:O: nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubundaki miktarinin 1.4 katina
cikmistir (Cizelge 4.5.). Hiperforin, hiperozit, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda
ise azalma oldugu tespit edilmistir. Psodohiperisin bilesiginin miktar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda degismedigi saptanmustir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden
olan protokatesik asit ve luteolin bilesiklerinin miktar1 artmisken, kersitrin, klorojenik
asit, hesperidin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinin
azaldig1 goriilmiistiir. 15 mgL™’lik Al,Os nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un
yaprak dokusunda tespit edilen bir¢ok bilesigin miktar1 kontrolden daha distiik
cikmustir.

25 mgLVlik Al:O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.3 katina ¢ikmistir
(Cizelge 4.5.). Hiperforin, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu
tespit edilmistir. Hiperozit vepsddohiperisin bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuyla
karsilastinildiginda degismedigi saptanmustir. i1k alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden
olan klorojenik asit vehesperidin bilesiklerinin miktar1 azalirken, kersitrin, protokatesik
asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktar1 artmistir.
25 mgL’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamasi H. retusum’un yaprak dokusundaki fenolik

bilesiklerin miktarini arttirmada yeterince etkili olmamustir.

H. retusum’un yaprakdokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarini
artirmak i¢in yapilan Al,O3 nanopartikiillerinin ii¢ farkli konsantrasyonu basarisiz

olarak gerceklesmistir.
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Bitkilerin biliylime ortamlarma ortamlarina eklenen nanopartikiillerin bitkileri
dogrudan etkileyemedigi ama dolayli olarak bitkilerdeki biyokimyasal siireclere
miidahale ederek bitkilerde degisimlere yol actig1 diisiiniilmektedir(Navarro ve ark.
2008). Nanopartikiiller bitkilerle etkilesime girdiginde karsilastiklar ilk engel hiicre
duvaridir. Hiicre duvarmin varlifindan dolayr bitkiye girmekte zorlanmaktadirlar.
Nanopartikiiller hiicre zarlarina zarar veren ve gecirgenligi degistiren hidroksil
radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirabilirler (Hussain ve ark.
2017). Bunun sonucu olarak, nanopartikiillerin bitkiye girisi daha kolay hale geliyor ve
bu nanopartikiiller tarafindan indiiklenen stres, sekonder metabolitlerin tiretiminin
artmasina neden olur (Kim ve ark. 2007). Sekonder metabolitlerin miktarinin artmasi
uygulanan nanopartikiil c¢esidine, dozuna ve bitki tiirline gore degisiklik
gosterebilmektedir.  Bitki ve nanopartikiil etkilesimi optimum kosullarda
saglanamadiginda nanopartikiiller bitki agisindan toksik etki gdsterip beklenilenin aksi

sonuglarda verebilmektedir.

H. perforatum siirgiinlerinde 200 mgL*’lik Al>O3; nanopartikiil uygulamasi
ozellikle hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktarin1 artirmada en etkiliuygulama oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). H. perforatum siirgiinlerinde bulunan fenolik bilesiklerin
miktarlarin1 artirmada besi ortamina eklenen Al>O3 nanopartikiillerinin konsantrasyon

artisinin olumlu etkide bulundugu sdylenebilir.

H. perforatum’un govde ve yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarim
artirmada 250 mgL’lik Al,03 nanopartikiil uygulamasi, 200 ve 300 mgL’lik Al,O3
nanopartikiil uygulamalarina gére daha etkili olmustur (Cizelge 4.3.). H. perforatum’un
govde ve yaprak dokusunda Al,Oz nanopartikiillerinin konsantrasyon artisi bilesiklerin
miktarin1 artirmada olumlu etkide bulunmustur. Ciinkii 300 mgL™Y’lik AlQ3
nanopartikiil uygulamasinda her ne kadar fenolik bilesiklerin miktar1 250 mgL™’lik
konsantrasyona gore diismiisse bile kontrol grubu ve 200 mgL’lik Al,O3 nanopartikiil
uygulamasindaki miktarindan yine de yiiksek ¢ikmistir. H. perforatum siirgiin, govde ve
yaprak dokularimin fenolik bilesiklerinin miktarin1 artirmada Al2O3 nanopartikiil
uygulamalarinin etkili oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglardan anlasilan
bitkilerde sekonder metabolitlerin miktarin1 artirilabilmesi i¢in en 6nemli noktanin

nanopartikiilllerin bitkinin olumlu cevap verebilecegi uygun konsantrasyonlarda ortama
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verilmesidir. Benzer sonuglara Poborilova ve ark. (2013), Al2O3 nanopartikiillerini (10—
100 mgmL™?) tiitiin hiicresi siispansiyon kiiltiirlerine verdikleri calismada da
ulagmislardir. Al>O3 nanopartikiillerinin fenolik icerigin onemli 6l¢lide arttigini1 rapor
etmigler. Bununla Dbirlikte tiitin  hiicresi  silispansiyon kiiltiirlerine ~ Al2O3
nanopartikiillerin eklenmesinin, reaktif oksijen (ROS) ve azot tiirleri (RNS) olusumu
yoluyla hiicre canliligini 6nemli 6l¢lide azalttigr bildirilmistir. Al,Os nanopartikiilleri
tarafindan olusturulan bu stres durumu bitkinin kendini korumak i¢in sekonder
metabolit sentezini artirdif1 diisiiniilebilir. Fakat nanopartikiil konsantarasyonunun
artistyla birlikte bitki hiicreleri ic¢in toksik etki olusturdugu bu dolayida sekonder

metabolitlerin miktarinda diisiise neden oldugu bildirilmistir.

H. retusum siirgiinlerinde 25 mgL’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamas: &zellikle
ilk alt1 bilesigin miktarini artirma konusunda en etkili uygulama oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.4.).75 ve 200 mgL™’lik Al,O3 nanopartikiil uygulamalarinda her ne kadar
fenolik bilesiklerin miktar1 25 mgL¥’lik konsantrasyona gore diismiisse bile kontrol
grubundaki miktarindan yine de yiiksek ¢ikmistir. Bu nedenle H. retusum siirgiinlerinde
Al03 nanopartikiillerinin  konsantrasyon artisi  fenolik bilesiklerin  miktarini

artirmadaolumlu etkide bulunmustur

H. retusum’un gévde dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarini en fazla artiran
25 mgL™lik AlOs nanopartikiil uygulamasi olmustur (Cizelge 4.5.). AlO3
nanopartikiillerinin konsantrasyonunun artist H. retusum’un gévde dokusunda fenolik
bilesiklerin miktarin1 artirma konusunda olumlu etkide bulundugu soéylenebilir. H.
retusum’un yaprak dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarni artirmak icin
yapilan Al>O3; nanopartikiil uygulamalar1 (10, 15 ve 25 mgL™) basarisiz olmustur
(Cizelge 4.5.). H. retusum’un siirglinlerinde Al203 nanopartikiillerinin  diigiik
konsantrasyonu etkili olurken gdévde boliimiinde yapilan en yiiksek konsantrasyonun
etkili oldugu tespit edilmistir. Uygulanan nanopartikiil konsantarasyonuna gore elde
edilen sonuglar farklilik gostermistir. Benzer sekilde Jamshidi ve ark. (2016), Corylus
avellana hiicre siispansiyon Kkiiltiiriine yaptiklart 5 mgL™? Ag nanopartikiil muamelesi
taksol iiretimini 6nemli &lgiide artirmistir. Bununla birlikte, 2.5 ve 10 mgL? Ag
nanopartikiillerle muamele edilmesi, hiicrelerin taksol liretim potansiyelini, kontroliin

sirasiyla % 60 ve % 56'sina indirmistir. H. retusum’da siirgiin ve gdvde nanopartikiil
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uygulamasina olumlu cevap verirken yaprak dokusunda beklenen sonug¢ elde

edilememistir. Bu noktanin aydinlatilmasi ilerde yapilacak caligsmalarla gerceklesebilir.

4.3.2. Cinko OKksit (ZnO) Nanopartikiilleri

4.3.2.1. ZnO Nanopartikiillerin H. perforatum’un Siirgiin (Geng filiz)

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktaria Etkisi

H. perforatum eksplantlari ZnO nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL’
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkli grupta kiiltiire alindilar (Sekil 4.6.). Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA igeren
standart MS besi ortami kullanilmistir.

Sekil 4.6. ZnO nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL ! konsantrasyonunu
iceren ortamdaki H. perforatum siirgiinleri

Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonuclar Cizelge

4.6.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. ZnO nanopartikiillerin H. perforatum L. siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina etkisi*

Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgL! 75 mgL?t 200 mgL?
Hiperisin 8373.2+1.6 20577.1+£3.9 17477.9£3.3 28542.9+5.4
Hiperforin 48.7+0.1 149.1£0.1 35.6+0 503.5+0.2
Hiperozit 727166.5£91.6 820096.1+103.3 791227.5+£99.7 783164.9+£98.7
Psodohiperisin 116608.9+£20.1 171713.9£29.5 156617.5£26.9 184292.4+31.7
Kersetin 9334.74£5.3 10645.1+6.1 8456.2+4.8 8594.3+4.9
Rutin - 8225.4+1.1 7509.9+1 6980.6+0.9
Kersitrin 302880.6+40.3 509605.2+67.8 486800.6+64.7 549659.2+73.1
Klorojenik asit 995302.3+297.6 1058956.1+£316.6  1037391.6+£310.2  999391.2+298.8
Protokatesik asit  3101.7+0.7 3683.6+0.8 4353+0.9 4126.8+0.9
Hesperidin --- 21531.943.5 22360.6+3.6 21435.8+3.5
Luteolin 1211.5+0.2 4041.6+0.8 8967.4+1.7 26399.3+5
Luteolin-7 33610.3 9222.9+0.8 19290.5+1.7 2905742.5
glukozit

Astragalin 2278.1+£0.3 9531.1+1.5 8133.6+1.2 4022.8+0.6
Apigenin 158.7+0.1 720.24+0.1 550.6+0.1 808.5+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.** Analit derisimleri pug analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgL"lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen fenolik  bilesiklerin miktar1  kontrol = grubundakimiktar1 ile
karsilastirlldiginda, hiperisin  bilesigi 2.4 katina; hiperforin bilesigi  3katina,
psOdohiperisin bilesigi ise 1.4 katina ¢cikmistir (Cizelge 4.6.). Hiperozit ve kersetin
bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisiik oranda artis gergeklesmistir. Rutin bilesigi ise
kontrol grubunda tespit edilemezken, 25 mgL™’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda
tespit edilmistir. Ik alt1 bilesik disindaki bilesiklerden kersitrin bilesigi 1.6 katima;
luteolin bilesigi 3.3katina, luteolin-7 glukozit biesigi 2.7katina, astragalin bilesigi
4katina, apigenin bilesigi ise 4.5 katina ¢iktig1 goriilmiistiir. Klorojenik asit miktarinda
degisim gerceklesmezken, protokatesik asit miktarinda ¢ok diisiik oranda artis
gergeklesmistir. Hesperidin bilesigi ise kontrol grubunda tespit edilemezken, 25 mgL™*
ZnO nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir.25 mgL™’lik ZnO nanopartikiil
uygulamasi, H. perforatum siirgiinlerindeki ozellikle hiperisin, hiperforinve

psodohiperisin bilesiklerinin miktarini arttirma konusunda etkili bir uygulama olmustur.

75 mgL"lik Zn Onanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi 2
katina, psodohiperisin bilesiginin ise 1.3 katina ciktigi goriilmiistir (Cizelge 4.6.).
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Hiperozit bilesiginin miktarinda degisim gergeklesmezken, hiperforin ve kersetin
bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu belirlenmistir. Rutin  bilesigi ise
kontrolgrubunda tespit edilemezken, 75mgL™’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda
tespit edilmistir. Ilk alt1 bilesik disindaki bilesiklerden kersitrin 1.6 katina, protokatesik
asit 1.4katina, luteolin 7.4katina, luteolin-7 glukozit 5.7katina, astragalin 3.5katina ve
apigenin bilesigi ise 3.4 katina ¢ikmistir. Klorojenik asit miktarinda degisim olmadigi
saptanmistir. Hesperidin bilesigi kontrolgrubunda gériilmezken, 75mgL™Y’lik ZnO
nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir.75 mgL™lik ZnO nanopartikiil
uygulamasi, H. perforatum siirglinlerindeki hiperisin, psddohiperisin, kersitrin,
protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin

miktarini artirmada etkili bir uygulama olmustur.

200 mgLY’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi
3.4 katina, hiperforin bilesigi 10 katina, psddohiperisin bilesigi de 1.5 katina ¢ikmigtir
(Cizelge 4.6.).Hiperozit bilesiginin miktarinda degisim olmazken, kersetin bilesiginin
miktarinda azalma oldugu goriilmistiir. Rutin bilesigi kontrol grubunda bulunamazken,
200 mgL™Y’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. Ik alt1 bilesik
disindaki bilesiklerden kersitrin bilesigil.8 katina, protokatesik asit 1.3katina, luteolin
21katina, luteolin-7 glukozit 8.6katina, astragalin 1.7katina, apigenin bilesigi ise 5
katina ¢iktig1 saptanmistir. Klorojenik asit miktarinda kontrol grubundaki miktarma
gore degisim olmadig goriilmiistiir. Hesperidin bilesigi ise kontrol grubundatespit
edilemezken 200 mgL*’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir.200 mgL"
Llik ZnO nanopartikiil konsantrasyonuH. perforatum siirgiinlerinde tespit edilen

bilesiklerin miktarini artirmada oldukga etkili bir uygulama olmustur.

H. perforatum siirgiinlerinde 200 mgL’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, 25 ve
75 mgL’lik ZnO nanopartikiil uygulamalarina oranla &zellikle hiperisin ve tiirevi
miktarini artirma konusunda daha etkili oldugu tespit edilmistir
4.3.2.2. ZnO Nanopartikiillerin H. perforatum’un Govde ve Yaprak
Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarna EtKkisi
H. perforatum eksplantlar1 ZnO nanopartikiillerinin 200, 250 ve 300 mgL"

konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
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farkl1 grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA igeren standart
MS besi ortami kullanilmigtir. Yirmi bir giinliik kiiltiir slireci sonunda gelisen biitiin
stirgtinlerin govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik

bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar ¢izelge 4.7.’de sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 200 mgL! 250 mgL! 300 mgL! Kontrol 200 mgL! 250 mgL! 300 mgL™!
Hiperisin 5130.3+1 5090.3%1 7154.4+1.4 11274.9+2.1 23588.5+4.5 45283.7+8.6 28773.7+£5.4 43447+8.2
Hiperforin 50587+21.1 72707+30.4 78966.3+33 67105.6+28.1 195479.8+£81.7 201821+84.4 170930.5£71.4 284893.1£119.1
Hiperozit 266036.6+33.5 240126.6+30.3  222748.8428.1 270335.8+34.1 1259560.3+158.7  1643469.4+207.1  1183301.9+149.1  1321882+166.6
Psodohiperisin 63798.9+11 49937.4+8.6 66955+11.5 78108.9+13.4 195550.6+33.6 283982.4+48.8 200473.3+£34.5 252938.3+43.5
Kersetin 2901+1.7 6983.2+4 6675.9£3.8 7316.7+4.2 27954.7+16 35729.8+20.5 21229.5+£12.2 24857.5€14.2
Rutin - 379.7+0.1 775.7+0.1 --- 737+0.1 1231+0.2 - 711.4+0.1
Kersitrin 53385.4+7.1 71597+9.5 86579+11.5 84534.2+11.2 467297.3+62.2 660401.1+£87.8 422381.1£56.2 552201.9+73.4
Klorojenik asit 769413.84230.1  658588+196.9  625630.2+187.1  666983.3£199.4  2237552.5+669 2997691.3+£896.3  2576614.3£770.4 2634136.1£787.6
Protokatesik asit 762.2+0.2 1310.7+0.3 1385.8+0.3 1478.4+0.3 645.5+0.1 1017.2+0.2 934.8+0.2 1588.6+0.3
Hesperidin - 325+0.1 565.2+0.1 - 503.5+0.1 658.5+0.1 235.9+0 427.9+0.1
Luteolin 1487.2+0.3 36198.2+6.8 34889.7+6.6 36397.4+6.8 868+0.2 11890.2+2.2 15920.1£3 26829.2+5
Luteolin-7 glukozit  2990.6+0.3 7904+0.7 6936.8+0.6 10911.5+0.9 4226.9+0.4 2994.4+0.3 3494.5+0.3 8303.2+0.7
Astragalin 1270.1+0.2 2546.8+0.4 2782.2+0.4 2635.9+0.4 20319.6+3.1 26041.7+4 16511.442.5 18248.242.8
Apigenin 337.940.1 1678.5+0.3 1492.4+0.3 1568.2+0.3 242.9+0.1 500.4+0.1 816.1+0.1 789.1+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.** Analit derisimleri ug analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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200 mgL?lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperozit ve psddohiperisin bilesiklerinin miktari,
kontrol grubundaki miktarina gore azaldigi saptanmustir (Cizelge 4.7.). Hiperforin
bilesigi, kontrol grubunun 1.4 katina; kersetin bilesigi ise 2.4 katina ¢ikmistir. Rutin
bilesigi kontrol grubunda tespit edilemezken, 200 mgL? ZnO nanopartikiil
uygulamasinda tespit edilmistir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden klorojenik
asit bilesiginin miktar1 azalirken, kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, luteolin,
luteolin-7  glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda artma
gerceklesmistir. 200 mgL™ ZnO nanopartikiil uygulamas1 H. perforatum’un gévde
dokusundaki hiperforin, kersetin ve ilk alti bilesik disinda kalan bilesiklerden yedi

tanesininmiktarinda artisgerceklestirenetkili bir uygulama olmustur.

250 mgL"lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.3 katina; hiperforin
1.5katina, kersetin bilesigi ise 2.3 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.7.). Hiperozit bilesiginin
miktar1 azalirken, psddohiperisin bilesiginin miktarinda 6nemli oranda bir degisim
meydana gelmemistir. Rutin bilesigi kontrol grubunda tespit edilememisken, 250
mgLY’lik ZnO uygulamasinda tespit edilmistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden klorojenik asit bilesiginin miktar1 azalirken, kersitrin, protokatesik asit,
hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda
artma gergeklesmistir. 250 mgL™? ZnO nanopartikiil uygulamasiyla H. perforatum’un
govde dokusundaki hiperisin, hiperforin, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinin

artmasini saglamistir.

300 mgL*lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un gévde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.1 katina; hiperforin
1.3katina, psodohiperisin 1.2 katina, kersetin bilesigi ise 2.5 katina ¢ikmistir (Cizelge
4.7.). Hiperozit bilesiginin miktarinda degisim gerceklesmezken, rutin bilesigi ise tespit
edilememistir. Ilk alt: bilesik disinda kalan bilesiklerden klorojenik asit bilesiginin
miktar1 azalirken, kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda artma gerceklesmistir. 300mgL’lik
ZnO nanopartikiil uygulamasi H. perforatum’un gévde dokusunda tespit edilen fenolik

bilesiklerin genelinin miktarinin artmasinda etkili olmustur.

77



4. BULGULAR VE TARTISMA

H. perforatum’un gévde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarini artirma
konusunda, 300 mgL ™ ’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, 200 ve 250 mgL™’lik ZnO

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur

200 mgL"lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.9 katina; hiperozit
1.3katina, psddohiperisin 1.4 katina, kersetin 1.2 katina, rutin bilesigi ise 1.6 katina
cikmistir (Cizelge 4.7.). Hiperforin bilesiginin miktarinda da ¢ok diisiik oranda bir artis
meydana gelmistir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden luteolin-7 glukozit
bilesiginin miktar1 azalirken, kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin,
luteolin, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda artma gergeklesmistir.200
mgL’lik ZnO nanopartikiil uygulamasiH. perforatum’un yaprak dokusunda tespit

edilen fenolik bilesiklerin miktarinin artmasini saglayan etkili bir uygulama olmustur.

250 mg/L’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.2 katina g¢ikmustir.
Hiperforin ve hiperozit bilesiklerinin miktarinda azalma meydana gelmistir (Cizelge
4.7.). Kersetin bilesiginin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda degismedigi
saptanmistir. Rutin bilesiginin kontrol grubunda tespiti yapilmisken, 250 mgL™*’lik ZnO
nanopartikiil uygulamasinda tespit edilememistir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerdenkersitrin, hesperidin, astragalin ve luteolin-7 glukozit bilesiklerinin
miktarinda azalma meydana gelirken, klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, ve
apigenin bilesiklerinin miktarinda artis gergeklesmistir. 250 mgL*’lik ZnO nanopartikiil
uygulamas1 H. perforatum’un yaprak dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin

cogunlugunda miktar artis1 saglayamadigindan basarisiz bir uygulama olmustur.

300 mgL’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.8katina; hiperforin
bilesigi 1.4katina, psodohiperisin bilesigi ise 1.2 katina c¢ikmustir (Cizelge 4.7.).
Hiperozit bilesiginin miktarinda 6nemli oranda bir degisim meydana gelmemistir.
Kersetin ve rutin bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuna gore azaldig: tespit edilmistir.
Ik alt:1 bilesik disinda kalan bilesiklerdenhesperidin ve astragalin bilesiklerinin miktari
azalirken, kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit ve

apigenin bilesiklerinin miktarinda artis gerceklesmistir. 300 mgL™*’lik ZnO nanopartikiil
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uygulamasi, H. perforatum’un yaprak dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerden
sadece hiperisin, hiperforin ve psddohiperisin miktarinda artig gergeklestirirken, diger

bilesiklerde miktar artis1 konusunda yeterince etkili bir uygulama olmamustir.

H. perforatum’un yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarini artirmada 200
mgLY’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, 250 ve 300 mgL™¥’lik ZnO nanopartikiil

uygulamalarina gore daha etkili olmustur

4.3.2.3. ZnO Nanopartikiillerin H. retusum’un Siirgiin Dokularindaki

Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi

H. retusum eksplantlar1 ZnO nanopartikillerinin 25, 75 ve 200 mgL"
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkli grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA iceren standart

MS besi ortami1 kullanilmistir.

Sekil 4.7. ZnO nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL* konsantrasyonunu
iceren ortamdaki H. retusum siirgiinleri

Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda geligen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerin igerigi analiz edilerek sonuglar ¢izelge

4.8.’da sunulmustur.
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Cizelge 4.8. ZnO nanopartikiillerin H. retusum stirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina etkisi*

Fenolik Kontrol 25 mgL! 75 mgL?t 200 mgL?
bilesik**

Hiperisin 42428.6+8 38418.1+7.3 44385.1£8.4 42908.8+8.1
Hiperforin 48.4+0.1 144.34£0.1 574.5+£0.2 87.5+0.1
Hiperozit 442378.2+55.7 498625.6+62.8 427850.2+53.9 422602.1+£53.2
Psodohiperisin 420341.2+72.3 407110.2£70 404237.8+69.5 380012.2+65.4
Kersetin 12852.3+£7.4 13774.1£7.9 13055.4£7.5 13712.9£7.9
Rutin 42087.5+5.7 34869.5+4.7 39978.7+5.4 49048.2+6.7
Kersitrin 476609.8+63.4 540567.8+71.9 548242.5+72.9 603109.5+£80.2
Klorojenik asit 19668.6+5.9 21726.5+6.5 15936.2+4.8 22074.5+6.6
Protokatesik asit ~ 7404.7+1.6 5479.6£1.2 5787.6£1.2 6472.3£1.4
Hesperidin 19119.243.1 16955.64+2.7 17416.7+2.8 22763.8+3.7
Luteolin 1706.1+0.3 1897.8+0.4 2016.2+0.4 7768.6+1.5
Luteolin-7 8007.6:0.7 7418.940.6 55430.5 16027.6+1.4
glukozit

Astragalin 4810.9+0.7 4933.9+0.8 5230.5+0.8 4647.7+0.7
Apigenin 344.9+0.1 264.8+0.1 301.3+0.1 752.6+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgL’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen hiperisin, psodohiperisin ve rutin bilesiklerinin miktari, kontrol grubuna
gore azaldigr goriilmektedir (Cizelge 4.8.). Hiperforin bilesiginin miktari, kontrol
grubunun 2.9 katina ¢ikmistir. Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisiik
oranda bir artis meydana gelmistir. Ilk alt: bilesik disindaki bilesiklerden kersitrin,
klorojenik asit, luteolin ve astragalin bilesiklerinin miktarinda kontrol grubuna gore ¢ok
diisiik oranda artis meydana gelmistir. Protokatesik asit, hesperidin, luteolin-7 glukozit
ve apigenin bilesiklerinin miktarinda ise azalma oldugu tespit edilmistir. 25 mgL™*’lik
ZnO nanopartikiill uygulamasi, H. retusum

stirglinlerindeki  hiperforin bilesigi

disindakifenolik bilesiklerin miktarinda ¢ok diisiik oranda artis olusturmustur.

75 mgL?lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen hiperisin, psddohiperisin, kersetin ve hiperozit bilesiklerinin miktari
kontrol grubuyla karsilastirildiginda énemli oranda bir degisim olmadig1 saptanmistir
(Cizelge 4.8.). Hiperforin bilesiginin miktar1 miktarinin 11 katina ¢ikarken, rutin
bilesiginin miktarinda azalma gerceklesmistir. Ilk alt1 bilesik disindaki bilesiklerin

miktart kontrol grubuyla karsilastirildiginda kersitrin ve luteolin miktarinda ¢ok diisiik
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oranda artig oldugu goriilmiistiir. Klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin-
7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin miktarinda ise azalma oldugu tespit edilmistir.
Astragalin bilesiginin miktarinda ise degisim olmadig1 belirlenmistir.75 mgL*’lik ZnO
nanopartikiil uygulamasi H. retusum siirgiinlerindeki hiperforin bilesigi disindakifenolik

bilesiklerin miktarini artiramamistir.

200 mgLV’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerden hiperforin bilesiginin miktari, kontrol grubunun 1.8 katina
ciktig1; hiperisin bilesiginin miktarinin ise degismedigi goriilmiistiir (Cizelge 4.8.).
Hiperozit ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda azalma gerceklesmisken, kersetin
bilesiginin miktar1 degismemistir. Rutin bilesiginde ise c¢ok diisiikk oranda bir artig
meydana gelmistir. Ik alt1 bilesik disindaki bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit ve
hesperidin bilesiklerinin miktarindagok diisiik oranda bir artisoldugu belirlenmistir.
Protokatesik asit ve astragalinin miktar1 ise azalmistir. Luteolin bilesiginin miktar1 4.5
katina, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin miktar1 da 2 katina ¢ikmigtir.200
mgL ¥’ lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, H. retusum siirgiinlerindeki bilesiklerden
hiperforinin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin miktarinda artig saglarken geriye

kalan diger bilesiklerin miktarini1 artirmada yeterince etkili olamamaistir.

H. retusum siirgiinlerinde ilk bes bilesik disindaki bilesiklerin miktarini artirma
konusunda 200 mgL*’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, 25 ve 75 mgL¥’lik ZnO
nanopartikiil uygulamalarina oranla daha etkili olmustur (Cizelge 4.8.). ilk bes arasinda
yer alan hiperozit ve kersetin bilesikleri 25 mgL™' ZnO uygulamasi ile en yiiksek
miktarina ulasmisken, hiperisin ve hiperforin bilesikleri ise 75 mgL’lik uygulamada en

yiiksek miktarina ulagmistir.

4.3.2.4. ZnO Nanopartikiillerin H. retusum’un Govde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarima Etkisi

H. retusum eksplantlari ZnO nanopartikiillerinin 10, 15 ve 25mgL?
konsantrasyonunu igeren ii¢ farkli grup ile bir kontrol grubunda kiiltiire alinmiglardir.
Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™® BA iceren standart MS besi ortam1 kullanilmustir.
Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirglinlerin govde ve yaprak
dokularindaki hiperisin ve tiirevi bilesikler ile bazi fenolik bilesiklerin igerigi analiz

edilerek sonuglar Cizelge 4.9.’da sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 10 mgL? 15 mgL ! 25 mgL? Kontrol 10 mgL* 15 mgL* 25 mgL?
Hiperisin 13970.842.6 40201.7£7.6 20249.1+£3.8 26410.6+5 50662.9+9.6 49566+9.4 54337.2+10.3 59508.6+11.2
Hiperforin 307694.2+128.6  455395.7£190.4 320085+133.8  261810.1+109.4  607520.7+253.9 545727.9£228.1 572779.1£239.4 627799.3+£262.4
Hiperozit 450227.6+56.7 1143161.3+£144 529661.9+66.7  551637.3+£69.5 1713474942159  1683244.5+212.1  1538770.7£193.9  1643527.7+207.1
Psodohiperisin 199406.6+34.3 330636.7+£56.9 220471.5£37.9  247907.3+42.6 422071.7£72.6 391177+67.3 427056.3£73.5 452178.8+77.8
Kersetin 28441.1£16.3 76501.2+43.8 28945+16.6 30387.1+17.4 121111.6+£69.4 82806.5+47.4 69790.1+40 85756.8+49.1
Rutin 33304.8+4.5 78552.2+10.7 45365.1+£6.2 45696.5+6.2 135872.9+18.5 134331.3+18.3 111041.8+15.1 116548.8£15.9
Kersitrin 470251.8+62.5 1347925.8+179.3  615372+81.8 544850.1£72.5 1693904.74225.3  1789428.6+238 1648110.4+219.2  1863383.4+247.8
Klorojenik asit 40789.5+£12.2 65562.4+19.6 3351610 37097.9+11.1 130287.2+£39 96029.7+28.7 83069.5+24.8 99876.5+29.9
Protokatesik asit 2125.3+0.5 2795.7+0.6 2686.1+0.6 2846.2+0.6 2309.6+0.5 2803.4+0.6 2772.7+0.6 3187.4+0.7
Hesperidin 17211.4+2.8 38156.9+6.2 21819.3+3.5 20712.5+3.4 71614.1+11.6 63890.1+10.4 53821.5+8.7 56083.849.1
Luteolin 1925.7+0.4 4134.3+0.8 3742.9+0.7 3747.5+0.7 1667.7+0.3 1590.2+0.3 1399.4+0.3 2567+0.5
Luteolin-7 glukozit  9310.7+0.8 11465.7+1 8615.2+0.7 12445.6+1.1 5851.7+0.5 5506.7+0.5 4640.8+0.4 6532.8+0.6
Astragalin 4398.5+0.7 13004.4+2 5427.24+0.8 3289.8+0.5 26245.2+4 30145.7+4.6 23006.2+3.5 22763+3.5
Apigenin 525.4+0.1 1078.5+0.2 1069+0.2 600.4+0.1 263+0.1 151.7+£0 288.8+0.1 278.7£0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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10 mgL™V’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.8 katina; hiperforin
bilesigi 1.4katina, hiperozit bilesigi 2.5katina, psddohiperisin bilesigi 1.6katina, kersetin
bilesigi 2.6katma, rutin bilesigi ise 2.3 katma ¢ikmustir (Cizelge 4.9.). Ilk alt1 bilesik
disindaki bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin,
luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda da artis
gerceklesmistir. 10 mgL™V’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, H. retusum’un gévde
dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerinmiktariiartirarak oldukga etkili bir

uygulama olmustur.

15 mgLPlik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.4katina; rutin bilesigi ise
1.3 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.9.). Hiperforin bilesiginin miktarinda, kontrol grubuna
gore degisim olmadigr goriilmistiir. Hiperozit, psddohiperisin ve kersetin bilesiklerinin
miktarinda ¢ok diisiik oranda artis meydana gelmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerindenklorojenik asit ve luteolin-7 glukozit miktarinda azalma gergeklesirken,
kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, luteolin, astragalin ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda ise artis oldugu saptanmistir. 15 mgL™Y’lik ZnO nanopartikiil uygulamast,

hiperisin ve rutin miktarim artirirken diger fenolik bilesiklerin miktarini artiramamistir.

25 mgLYlik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.8 katina; hiperozit ve
psodohiperisin bilesikleri 1.2katina, rutin bilesigi ise 1.3 katina ¢iktigr goriilmiistiir
(Cizelge 4.9.). Hiperforin bilesiginin miktar1 azalmistir. Kersetin bilesigi miktarinda,
kontrol grubundaki miktariyla karsilastirldiginda degisim olmadigi saptanmugtir. i1k altt
bilesik disinda kalan bilesiklerinden klorojenik asit ve astragalin miktarinda azalma
olurken, diger bilesiklerin miktarlarinda da artis gerceklesmistir. 25 mgL™'’lik ZnO
nanopartikiill uygulamasi, H. retusum’un govde dokusundaki fenolik bilesiklerin

miktarini artiran etkili bir uygulama olmustur.

H. retusum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirmada, 10
mgLY’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, 15 ve 25 mgL¥lik ZnO nanopartikiil

uygulamalarina gore daha etkili olmustur
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10 mgL*lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperforin, hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktarinda kontrol grubuna gore azalma meydana gelmistir (Cizelge
4.9.).11k alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerinden kersitrin, protokatesik asit ve astragalin
bilesiklerinin miktarinda artma olurken diger bilesenlerin miktarinda azalma
olmustur.10 mgL™Ylik ZnO nanopartikiill uygulamasiyla H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin miktarini artirma konusunda basarisiz bir

uygulama olmustur.

15 mgLYlik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda degisme
olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.9.). Hiperforin, hiperozit, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir. ilk alt: bilesik disinda kalan
bilesiklerinden protokatesik asitve apigenin miktarinda artma oldugu gorilmiistiir.
Kersitrin, klorojenik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve astragalin
bilesiklerinin miktarinda ise azalma meydana gelmistir. 15mgL™"’lik ZnO nanopartikiil
uygulamasi, H. retusum’un yaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin bir¢ogunun

miktarinda artma olmazken bazi bilesiklerin miktar1 kontrol grubuna gére azalmistir.

25 mgLlik ZnO nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin ve hiperforin bilesiklerinin miktarinda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda c¢ok diisiik oranda bir artis oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.9.). Hiperozit, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu saptanmuistir.
Psddohiperisin bilesiginin miktarinda degisim olmamustir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerinden kersitrin, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin
miktarinda artis ger¢eklesmisken klorojenik asit, hesperidin ve astragalin miktarinda
azalma oldugu goriilmiistir. 25 mgL™V’lik ZnO nanopartikill uygulamasinda H.
retusum’un yaprak dokusundaki hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutin gibi 6nemli

bilesiklerin miktarinda artis gerceklesmemistir.

ZnO nanopartikiillerinin ti¢ farkli uygulamasi daH. retusum’un yapraklarindaki

fenolik bilesenlerin miktarini artirmada konusunda basarisiz olmustur.
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Sekonder metabolitlerin iiretiminde nanopartikiillerin etkisi iizerine yok denecek
kadar az sayida caligma bulunmaktadir. Sekonder metabolitlerin bitkideki tiiretim
nedenlerinden biri de stres durumlarina karsi bitkiyi savunmadir. Bu ¢alismada bitkiye
ZnO nanopartikiilleri  verilerilerek  bitkide stres durumunun olusturulmasi
hedeflenmistir. Ciinkii nanopartikiil durumundaki bilesikler sahip olduklar1 spesifik
ozelliklerden dolay1 bitki sistemine etkili bir sekilde niifus edebilirler. Bu ¢alismada da
H. perforatum ve H. retusum bitkilerindeki sekonder metabolitlerin iiretimine ZnO

nanopartikiillerinin etkisi 6l¢tilmiistiir.

H. perforatum’un siirgiinlerindeki 6zellikle hiperisin ve tiirevi bilesiklerin
miktarin1 en fazla artiran 200 mgLY’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi olmustur
(Cizelge 4.6). H. perforatum siirgiinlerindeki fenolik bilesiklerin miktar1 uygulanan

ZnO nanopartikiillerinin konsantrasyonu artik¢a artis gosterdigi soylenebilir.

H. perforatum’un govdesindeki fenolik  bilesiklerin  miktart  ZnO
nanopartikiillerinin ti¢ farkli uygulamasinda da artirmistir. Gévde bulunan fenolik
bilesiklerin miktarmi en fazla artiran 300 mgL™’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi
olmustur (Cizelge 4.7). H. perforatum’un govde dokusunda uygulanan ZnO
nanopartikiillerinin konsantrasyon artisi bilesiklerin miktarini artirmada olumlu etkide
bulundugu tespit edilmistir. H. perforatum’unyaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin
miktar1 ZnO nanopartikiillerinin ii¢ farkli uygulamasinda da arttigi goriilmiistiir. 200
mgL*’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi fenolik bilesiklerin miktarini artirmada en etkili
uygulama olmustur (Cizelge 4.7). Fenolik bilesikler miktarindaki artma ve azalmalar
ZnO nanopartikiillerinin  her konsantrasyonuna farkli tepkiler verdiginden

konsantrasyona gore sabit bir egilim tespiti yapilamamuigtir.

Elde edilen sonuglardan H. perforatum’un siirglin, gévde ve yapraklarinin
fenolik asit bilesiklerinin miktarca artirma konusunda yiiksek konsantrasyondaki ZnO
nanopartikiillerinin daha etkili oldugu goriilmektedir. Javed ve ark. (2017),Stevia
rebaudiana Bertoni’nin doku kiiltiirii ortamindaki siirgiinlerine ZnO nanopartikiillerinin
farkli konsantrasyonlarmi (0, 0.1, 1.0, 10, 100 veya 1000 mgL™) uyguladiklari
calismada 1 mgL' ZnO konsantrasyonunda steviol glikozitlerin miktar1 kontrol
grubunun 2 katma cikmustir. 1 mgL? konsantrasyonundan daha yiiksek

konsantrasyonlardaki ZnO nanopartikiillerinin S. rebaudiana Bertoni’de fitotoksik etki
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olusturup steviol glikozitlerin miktarinda diisiise sebep olmuslardir. Mevcut verilerden
hareketle ZnO nanopartikiillerinin her bitki tiirlinde farkli konsantrasyonlarda etkin

olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

H. retusum siirgiinlerinde 200 mgL*’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi, ilk bes
bilesik disindaki bilesiklerin miktarini1 artirmada daha etkili oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.8.). Ilk bes bilesik igin gecerli olmamakla beraber genel olarak ZnO
nanopartikiil konsantrasyonun artisi H. retusum siirgiinlerindeki fenolik bilesiklerin

miktarini artirmistir.

H. retusum’un gévde dokusunda ZnO nanopartikiil uygulamalari tespit edilen
fenolik bilesiklerin miktarini artirmistir. Bilesenlerin miktarinin artirilmasinda 10
mgL'’lik ZnO nanopartikiil uygulamasi en etkiliuygulama olmustur (Cizelge 4.9.).
Fenolik bilesikler miktarindaki artma ve azalmalar ZnO nanopartikiillerinin her
konsantrasyonuna farkli tepkiler verdiginden konsantrasyona gore sabit bir egilim
tespiti yapilamamistir. H. retusum’un yaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarini

artirma konusunda, ZnO nanopartikiil uygulamalar1 basarisiz olmustur.

H. retusum’da siirgiin ve govde de ZnO nanopartikiilleri olumlu etki
olustururken, yaprakta fenolik bilesiklerin miktarimi distirmistiir. H. retusum
yapraklarinda toksik etki olusturdugu diisiiniilmektedir. Desai ve ark. (2015), tarafindan
S. Rebaudiana’nin siirgiin kiiltiirlerinde stevioside iretimini artirma amaciyla 400 ve
1000 mgL™* konsantrasyonda verilen ¢inko nanopartikiillerin fitotoksik etki olusturdugu
rapor edilmistir. 50-1000 mgL™? konsantrasyon araligindaki Zn nanopartikiilleriS.
rebaudiana'nin  siirgiin ~ kiiltiirlerinde steviosid {retimini azalttigi saptanmistir.
Nanopatikiillerin bitkiler tizerinde olusturdugu etkiler tlire 6zgii olarak degisebilirken
aynt zaman ayni bitkinin farkli dokularinda da etkinliklerinin farkli olabilecegi

anlagilmaktadir.

H. perforatum siirgiinlerine yapilan 200 mgL™Y’lik ZnO hiperisin bilesigi 3.4
katina, hiperforin bilesigi 10 katina, ¢ikmustir. H. retusum siirglinlerine yapilan 75
mgL'’lik ZnO hiperisin miktar1 degismezken, hiperforin bilesiginin miktar1 11 katina
ciktigr goriilmistiir. Yapilan ZnO uygulamalar1 degerlendirildiginde genel olarak

hiperforin bilesiginin miktar1 hiperisin miktarindan daha cok artis gosterdigi tespit
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edilmistir. Sharafi ve ark. (2013), ¢inko oksitin (100 ppb) farkli konsantrasyonlarini (0,
50, 100 ve 150 ppb) H. perforatum hiicre siispansiyon kiiltiiriinde denemislerdir. Cinko
nano-oksit tarafindan uyarilan kiiltiirlerde, hiperisin ve hiperforin {iretimi, kontrol
grubuna gore 3 ve 13 kat daha yiiksek olanlara ulagmistir. Cinko nano-oksitler ile
muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde hiperisine kiyasla hiperforin iiretiminin daha fazla
oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ olarak nanopartikiiller spesifik bazi sekonder

metabolitlerin tiretiminde kullanilabilecek uygun bir strateji oldugunu kanitlamaktadir.

4.3.3. Demir(111) Oksit (Fe203) Nanopartikiilleri

4.3.3.1. Fe203 Nanopartikiillerin H. perforatum’un Siirgiin (gencg filiz)

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina EtKkisi

H. perforatum eksplantlart Fe,O3 nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkl1 grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA igeren standart
MS besi ortami1 kullanilmigtir.

Sekil 4.8. Fe;O3 nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL! konsantrasyonunu
iceren ortamdaki H. perforatum siirgiinleri
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Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitlin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar cizelge

4.10.’de sunulmustur.

Cizelge 4.10. Fe;O3 nanopartikiillerin H. perforatum siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina

etkisi*
Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgL? 75 mgL? 200 mgL*
Hiperisin 8373.2+1.6 23000.3+4.3 23552.8+4.5 25758+4.9
Hiperforin 48.7+0.1 140.5£0.1 242.7+0.1 32.1+0.1
Hiperozit 727166.5+£91.6 3573.3+0.5 4858.8+0.6 4235.8+0.5
Psddohiperisin 116608.9+20.1 175470.5+£30.2 220337.1£37.9 220463.5+£37.9
Kersetin 9334.7+£5.3 4480.2+2.6 6708.3+£3.8 7854.6+4.5
Rutin - 440865.2+60 519900+70.7 586879.5+79.8
Kersitrin 302880.6+40.3 217649.4+28.9 256046.2+34.1 299936.8+39.9
Klorojenik asit 995302.3+297.6 3118.7+0.9 3749.8+1.1 4267.4+1.3
Protokatesik asit 3101.7+0.7 3118.7+0.7 3749.8+0.8 4267.4+0.9
Hesperidin --- 314.8+0.1 294.1£0.1 253.940.1
Luteolin 1211.5+0.2 1994.4+0.4 2772.4+0.5 2501.8+0.5
Luteolin-7 336140.3 3573.340.3 4858.8+0.4 4235.8+0.4
glukozit
Astragalin 2278.1+£0.3 2378.1+0.4 2568.7+0.4 2550.2+0.4
*Apigenin 158.7+0.1 366.3+0.1 340.8+0.1 464.9+0.1

Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.** Analit derisimleri ug analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgL’lik Fe2Os3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi
2.7 katina, hiperforin bilesigi 2.8 katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.5 katina ¢ikmagtir
(Cizelge 4.10.). 25 mgL’lik Fe;Os nanopartikiil uygulamasi hiperozit ve kersetin
bilesiklerinin miktarinda azalmaya neden olmustur. Rutin bilesigi de kontrol grubunda
tespit edilemezken, 25 mgL*’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. ilk
alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin ve klorojenik asit bilesiklerinin miktari
azalirken, protokatesik asitin miktar1 kontrol grubuyla aynmi ¢ikmustir. Hesperidin
bilesigi kontrol grubunda gériilmezken, 25 mgL™’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda
goriilmiistiir. Luteolin bilesigi 1.6 katina, apigenin bilesigi ise kontrol grubundaki
miktarmin 2.3 katma c¢ikmustir. Luteolin-7 glukozit ve astragalin bilesiklerinin
miktarinda degisim olmadigi tespit edilmistir. 25 mgL?lik Fe,Os nanopartikiil
uygulamasi H. perforatum siirgiinlerindehiperisin, hiperforin, psddohiperisin ve rutin

gibi 6nemli bilesiklerin miktarin1 artirdigi icin etkili bir uygulama olmustur.
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75 mgL’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, hiperisin
bilesigi 2.8 katina; hiperforin bilesigi 4.9katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.8 katina
cikmistir (Cizelge 4.10.). Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarinda azalmaya
oldugu goriilmiistiir. Rutin bilesigi kontrol grubunda tespit edilememisken, 75 mgL ™ ’lik
Fe,O3; nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin ve klorojenik asit miktarinda azalma meydana gelmistir.
Protokatesik asit bilesiginde ¢ok diisiik oranda bir artis meydana gelmistir. Hesperidin
bilesigi kontrol grubunda goriilmezken, 75 mgL*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasinda
bulunmustur. Luteolin bilesigi, kontrol grubundaki miktarinin 2.2 katina; luteolin-7
glukozit bilesigi 1.4 katina, apigenin bilesigi ise 2 katina c¢ikmistir. Astragalin
bilesiginde de c¢ok diisiik oranda bir artis gerceklesmistir. 75 mgLlik Fe,O3
nanopartikiil  uygulamasi, H. perforatum siirgiinlerindehiperisin,  hiperforin
psodohiperisin verutin bilesiklerinin miktarin1 artirmada oldukga etkili bir uygulama

olmustur.

200 mgLVlik Fe2Os nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum
sirglinlerinde tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubundaki miktariyla
karsilastirildiginda, hiperisin bilesigi 3 katina; psodohiperisin bilesigi ise 1.8 katina
cikmistir (Cizelge 4.10.). Hiperforin, hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarinda
azalmaya oldugu gorilmiistiir. Rutin bilesigi kontrol grubunda tespit edilememigken,
200 mgLY’lik Fe;Os nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. Ik alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerden kersitrin ve klorojenik asit miktarinda azalma meydana
gelmistir. Protokatesik asit, luteolin-7 glukozit ve astragalin bilesiklerinin miktarinda
cok diisiik oranda bir artig gerceklesmistir. Hesperidin bilesigi ise kontrol grubunda
tespiti yokken, 200 mgL? Fe,Os nanopartikiil uygulamasinda bulunmustur. Luteolin
bilesigi kontrol grubunun 2 katina, apigenin bilesigi ise 2.9 katina ¢ikmistir.200 mgL"
L’lik Fe;O3 nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum siirgiinlerinde &zellikle hiperisin

bilesiginin miktarini artirmada etkili bir uygulama olmustur.

H. perforatum siirgiinlerinde 75 mgL*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi, 25 ve
200 mgLlik Fe,O3 nanopartikiil uygulamalarma oranla hiperisin ve tiirevi bilesiklerin

(ilk alt1 bilesik) miktarlarin1 artirmada etkili oldugu tespit edilmistir
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4.3.3.2. Fe203 Nanopartikiillerin H. perforatum’un Gévde ve Yaprak
Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarma Etkisi

H. perforatum eksplantlari Fe;Os nanopartikiillerinin 200, 250 ve 300 mg/L
konsantrasyonlarindan olusan ti¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak tlizere dort farkl
grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA igeren standart MS besi
ortami kullanilmistir. Yirmi bir glinliik kiiltiir slireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin
govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tlirevi bilesikleri ile bazi fenolik

bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonugclar ¢izelge 4.11.’de sunulmustur.
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16

Fenolik bilesen** Govde Yaprak g
Kontrol 200 mgL* 250 mgL! 300 mgL! Kontrol 200 mgL! 250 mgL! 300 mgL*! ai

Hiperisin 5130.3+1 4136.3+0.8 5019.8+0.9 8127.2+1.5 23588.5+4.5 26128.4+4.9 36397+6.9 25475.7+4.8 :
Hiperforin 50587+21.1 75828.3+31.7 94632+39.6 137217.6+57.4 195479.8+£81.7 275451.9£115.1 270314.9+113 287686.6+120.3 ; Ng
Hiperozit 266036.6+33.5 268957.3+£33.9 285380+36 398829.4+50.3 1259560.3£158.7  1112669.9£140.2  1492138.8+188 1411407.6+177.8 gT bé
Psodohiperisin 63798.9+11 46734.6+8 54163.1+9.3 81374.4+14 195550.6+33.6 204537.4+£35.2 265189.3+45.6 222865.4+38.3 % %
Kersetin 2901+1.7 5736.2+£3.3 6183+3.5 11420.5+6.5 27954.7+16 30610.4+17.5 43370.7£24.9 26993.6£15.5 gn. %
Rutin --- 392.7+0.1 - 1068.6+0.1 737+0.1 1489+0.2 791.1+0.1 444.8+0.1 ?; ?
Kersitrin 53385.4+7.1 81222.1+10.8 104581.9+13.9 154283.8+20.5 467297.3£62.2 466758.3£62.1 639316.8+£85 548242.9+£72.9 % i
Klorojenik asit 769413.8£230.1  754068.5+225.5 918138.1£274.5 962563.3£287.8  2237552.5+669 2185129.2+653.4  2725358.4+814.9  3060964.7+915.2 @E g
Protokatesik asit 762.2+0.2 1087.7+0.2 901.7+0.2 1715.2+0.4 645.5+0.1 2266.3+0.5 1673.8+0.4 2020.9+0.4 %' %h
Hesperidin --- 241.6+0.1 --- 763.2+0.1 503.5+0.1 610.3+0.1 445.1£0.1 358.1+0.1 % g
Luteolin 1487.2+0.3 1175.6+0.2 1251.5+0.2 1838.4+0.3 868+0.2 648.1+0.1 647+0.1 544.2+0.1 § 0%“
Luteolin-7 glukozit  2990.6+0.3 2057+0.2 1860.2+0.2 1421.1£0.1 4226.9+0.4 1796.8+0.2 2302.4+0.2 2926+0.3 ; %
Astragalin 1270.1+0.2 2830.9+0.4 3012.9+0.5 7191.9+1.1 20319.6+3.1 19166.5+2.9 28629+4.4 25442+3.9 % %
Apigenin 337.9+0.1 450.3+0.1 473.4+0.1 522.8+0.1 242.9+0.1 131.6+0.1 134.7+0.1 98.8+0.1 é
*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir. &rj

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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200 mgLV’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un gévde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin ve psddohiperisin miktari kontrol
grubuna gore azalmistir (Cizelge 4.11.). Hiperozit miktarinda ¢ok diisilk miktarda bir
atis meydana gelmistir. Hiperforin bilesiginin miktar1 1.4 katina, kersetin bilesigi ise 1.9
katina ¢ikmistir. Rutin bilesigi kontrol grubunda tespit edilememisken, 200 mgL™*’lik
Fe,O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, astragalin ve apigenin miktari
artarken, klorojenik asit, luteolin ve luteolin-7 glukozit bilesiklerinin miktari
azalmistir.200 mgLY’lik Fe,Os nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un gévde
dokusundakihiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda azalma olurken

hiperozit, hiperforinkersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda artis gergeklesmistir.

250 mgLV’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin ve psddohiperisin miktar1 kontrol
grubuna gore azalmistir (Cizelge 4.11.). Hiperforin bilesigi 1.8 katina, kersetin bilesigi
ise 2.1 katina gikmistir. Rutin bilesigi 250 mgL*’lik Fe;O3 nanopartikiil uygulamasinda
tespit edilememistir. Hiperozit bilesiginin miktari, kontrol grubundaki miktar
karsilastirildiginda ¢ok diisiik miktarda arttig1 saptanmustir. Ilk alt bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, astragalin ve apigenin
miktarinda artis oldugu goriilmistiir. Hesperidin, luteolin ve luteolin-7 glukozit
bilesiklerinin miktarinda azalma gerceklesmistir. 250 mgL™'’lik Fe,O3 nanopartikiil
uygulamasi H. perforatum’un gévde dokusuna ait fenolik bilesiklerin miktarini artirma

konusunda birkag bilesik disinda etkili bir uygulama olmustur.

300 mgLV’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un gévde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.5 katina;
hiperforin bilesigi 2.7 katina, hiperozit bilesigi 1.4 katina, psddohiperisin bilesigi 1.2
katina, kersetin bilesigi ise 3.9 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.11.). Rutin bilesigi kontrol
grubunda tespit edilememisken, 300 mgL*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit
edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden Kkersitrin, klorojenik asit,
protokatesik asit, astragalin ve apigenin miktar1 artmistir. Hesperidin bilesigi kontrol
grubunda tespit edilememisken, 300 mgL*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasinda tespit

edilmigtir. Luteolin ve luteolin-7 glukozit bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu
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saptanmustir. 300 mgLY’lik Fe,Os nanopartikiil uygulamas:1 H. perforatum’un gévde

dokusuna ait fenolik bilesiklerin miktarini artiran bir uygulama olmustur.

H. perforatum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarini artirma
konusunda, 300 mgL*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi 200 ve 250 mgL’lik Fe;O3

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur

200 mgL?lik Fe2Os nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin bilesiginin miktarinda kontrol grubuna
gore cok diisiik oranda bir artis olmustur (Cizelge 4.11.). Hiperforin bilesigi, kontrol
grubunun 1.4 katina; rutin bilesigi ise 2 katina c¢ikmistir. Hiperozit bilesiginin
miktarinda ise azalma gergeklesmistir. Psddohiperisin ve kersetin bilesiklerinin
miktarinda degisim goriilmemistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden
protokatesik asit, hesperidin ve luteolin-7 glukozit miktarinda artis olmustur. Kersitrin,
klorojenik asit, luteolin, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda ise azalma
oldugu saptanmistir. 200 mgL™V’lik Fe,Os nanopartikiil uygulamas: H. perforatum’un
yaprak dokusuna ait fenolik bilesiklerden hiperisin, hiperforin, rutin, protokatesik asit,
hesperidin ve luteolin-7 glukozit miktari1 artirma c¢ok diisiik oranlarda artirirken
hiperozit, kersitrin, klorojenik asit, luteolin, astragalin ve apigenin miktarinda azalma

gerceklesmistir.

250 mgL"lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.5 katina; hiperforin
bilesigi 1.3 katina, psddohiperisin bilesigi 1.3 katina, kersetin bilesigi ise 1.5 katina
cikmistir (Cizelge 4.11.). Hiperozit bilesiginin miktarinda ¢ok diisiik oranda bir artis
gerceklesmistir. Rutin bilesiginin miktarinda degisim olmadigi saptanmustir. Ilk alti
bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit ve
astragalin miktarinda artis gerceklestigi tespit edilmistir. Hesperidin, luteolin, luteolin-7
glukozit ve apigenin bilesiklerinin miktarinda ise azalma oldugu goriilmiistiir. 250 mgL”
L’lik Fe2Os nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un yaprak dokusuna ait fenolik

bilesiklerin miktarini artirmada etkili bir uygulama olmustur.

300 mgL'’lik Fe2OsnanopartikiiluygulamasindaH. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda

miktarinda degisim olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.11.). Hiperozit ve psddohiperisin
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bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisikk oranda bir artis meydana gelmistir. Hiperforin
bilesigi kontrol grubundaki miktarinin 1.4 katina c¢ikmistir. Kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktarinda azalma gerceklesmistir. Ik alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit ve astragalin miktarinda artis
oldugu goriilmiistiir. Hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda ise azalma tespit edilmistir. 300 mgL ™ ’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi H.
perforatum’un yaprak dokusundaki hiperozit, psddohiperisin, hiperforin kersitrin,
Klorojenik asit, protokatesik asit ve astragalin miktarini artirirken kersetin,
rutinhesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin miktarinda azalmaya neden

olmustur.

H. perforatum’un yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarini artirma

konusunda 250 mgL"*’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi en etkili uygulama olmustur.

4.3.3.3. Fe203 Nanopartikiillerin H. retusum’un Siirgiin Dokularindaki

Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi

H. retusum eksplantlart Fe2Os nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkli grupta kiiltiire alindilar (Sekil 4.9.). Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA iceren
standart MS besi ortami kullanilmistir.

Sekil 4.9. Fe;O3 nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL! konsantrasyonunu
iceren ortamdaki H.retusum siirgiinleri
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Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve

tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonuglar Cizelge

4.12.’de sunulmustur.

Cizelge 4.12. Fe;O3 nanopartikiillerin H. retusum siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina etkisi*

Fenolik bilesik** Kontrol 25 mgL? 75 mgL? 200 mgL?
Hiperisin 42428.6+8 75774.3+14.3 50318.3+9.5 56845.7+£10.7
Hiperforin 48.4+0.1 203.3£0.1 1357.3+0.6 337.9+0.1
Hiperozit 442378.2+55.7 638658.1+£80.5 570493.1£71.9 478576.3+60.3
Psodohiperisin 420341.2+£72.3 512536.2+88.2 456088.4+78.4 456656+78.5
Kersetin 12852.3+7.4 15818.549.1 14887.6+8.5 14013.1+8
Rutin 42087.5+5.7 64386.4+8.8 63365.6+8.6 39915.8+5.4
Kersitrin 476609.8+63.4 792977.9+£105.5 652416.6+86.8 586372.5+78
Klorojenik asit 19668.6+5.9 22231.34+6.6 28718.3+8.6 14070.7+4.2
Protokatesik asit 7404.7£1.6 8174.1+1.8 7773.9£1.7 7521.4+1.6
Hesperidin 19119.243.1 28944.1+4.7 28793.9+4.7 17052.242.8
Luteolin 1706.1£0.3 1195.8+0.2 1800.7+0.3 1357.4+0.3
Luteolin-7 glukozit 8007.6+0.7 7715.7+0.7 6396.4+0.6 5843.3+0.5
Astragalin 4810.9+0.7 792977.9+121.3 652416.6+£99.8 586372.5+89.7
Apigenin 344.9+0.1 248+0.1 258.4+0.1 218.5+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgLY’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubundaki miktariyla karsilastirildiginda
hiperisin bilesigi 1.7 katina, hiperforin bilesigi 4.2 katina, hiperozit bilesigi 1.4 katina,
psOdohiperisin ve kersetin bilesikleri 1.2 katina, rutin bilesigi ise 1.5 katina ¢ikmustir
(Cizelge 4.12.). Ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin kontrol grubundaki
miktariin 1.6 katina ¢gikmistir. Klorojenik asit ve protokatesik asit bilesiklerinde de ¢cok
diisiik oranda artis ger¢eklesmistir. Luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesikleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda miktarinin azaldig: tespit edilmistir. Hesperidin
bilesigi 1.5 katina, astragalin bilesigi ise kontrol grubundaki miktarinin 164 katina
ciktign  goriilmiistir. 25 mgL™Vlik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi H. retusum
siirgiinlerinde tespit edilen fenolik bilesiklerin 06zellikle de hiperforin bilesiginin

miktarinin artmasinda ettkili olmustur.

75 mgLVlik Fe2Os nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubundaki miktariyla karsilattirildiginda

hiperisin de ¢ok diisiik oranda bir artis gergeklesmistir (Cizelge 4.12.). Hiperforin
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bilesigi 28 katina, hiperozit bilesigi 1.2 katina, rutin bilesigi ise 1.5 katina ¢ikmustir.
Psodohiperisin  ve kersetin bilesiklerinin miktarlarinda kayda deger bir artis
gerceklesmemistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, kontrol
grubundaki miktarinin 1.3 katina; klorojenik asit 1.4 katina, hesperidin ise 1.5 katina
ciktigr goriilmiistiir. Luteolin bilesiginin miktar1 kontrol grubuna gore degismemisken,
luteolin-7 glukozit bilesiginin miktarinda azalma gergeklesmistir. Astragalin bilesigi
kontrol grubundaki miktarinin 135 katina ¢ikarken, apigenin bilesiginin miktarinda ise
azalma gerceklesmistir. 75 mgL™V’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum
strglinlerinde tespit edilen bilesiklerden ozellikle hiperforin bilesiginin miktarinda

yiiksek oranda bir artig olmustur.

200 mgL’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi
1.3 katina, hiperforin bilesigi ise 6.9 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.12.). Hiperozit,
psodohiperisin ve kersetin bilesiklerinin miktarinda kayda deger bir degisim olmamustir.
Rutin bilesiginin miktarinda azalma meydana gelmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin bilesigi kontrol grubundaki miktarinin 1.2 katina ¢ikmistir.
Klorojenik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda ise azalma gerceklesmistir. Astragalin bilesigi kontrol grubunun 121 katina
¢ikmugtir. 200 mgL’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasi H. retusum siirgiinlerindetespit
edilen bilesiklerden ozellikle hiperforin bilesiginin miktarmi artirmada etkili bir

uygulama olmustur.

H. retusum siirgiinlerinde 25 mgL ™ ’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi, 75 ve
200 mgLY’lik Fe,Os3 nanopartikiil uygulamalarina oranla 6zellikle hiperisin ve tiirevi

bilesiklerin (ilk alt1 bilesik) miktarlarini artirmada daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.3.3.4. Fe203 Nanopartikiillerin H. retusum’un Goévde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesin Miktarina EtKisi

H. retusum eksplantlart Fe,Os nanopartikiillerinin 10, 15 ve 25 mgL™
konsantrasyonlarindan olusan {i¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak {izere dort farkl
grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL ™ BA igeren standart MS besi

ortam1 kullanilmistir. Yirmi bir giinliik kiiltiir stireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin
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govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tlirevi bilesikleri ile bazi fenolik

bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonuglar Cizelge 4.13.’te sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 10 mgL! 15 mgL* 25 mgL! Kontrol 10 mgL* 15 mgL* 25 mgL?
Hiperisin 13970.8+2.6 26172.7+4.9 24370.9+4.6 29862+5.6 50662.9+9.6 58744.8+11.1 99090+18.7 55385.4+10.5
Hiperforin 307694.2£128.6  219436.3491.7 257061.3+£107.5 272773.9+114  607520.7+£253.9 487167.7+203.6 555668.2+232.3 399736+167.1
Hiperozit 450227.6+£56.7 462076.4£58.2  530768.9+66.9 671222.1£84.6  1713474.9£215.9 1934122.6+243.7 2131764.7£268.6  1547579+195
Psodohiperisin 199406.6+34.3 235815.9+40.6  223111.1+38.4 276483.2447.6  422071.7£72.6 426806.2+73.4 550696.5+94.7 446935.7£76.9
Kersetin 28441.1£16.3 29642.5+17 28472+16.3 40646.4+23.3 121111.6+69.4 102141.5+58.5 117700.7+£67.4 73808.4+42.3
Rutin 33304.8+4.5 37459.4+5.1 44591.3+6.1 51725.4+7 135872.9+18.5 128795.2+17.5 134973+18.4 91080.2+12.4
Kersitrin 470251.8+62.5 499867.4+66.5 495161.7+65.9 701895.2493.4  1693904.74+225.3  1854259.7+246.6  2102750.4+279.7 1474378.6+196.1
Klorojenik asit 40789.5+12.2 26437.6+£7.9 54753.6+16.4 38390.8+11.5 130287.2+£39 103668+31 131752.1£39.4 64747.8+19.4
Protokatesik asit 2125.3+0.5 2940.2+0.6 2908+0.6 2407.5+0.5 2309.6+0.5 3557.1+0.8 2695.5+0.6 3383.4+0.7
Hesperidin 17211.4+2.8 1823143 21676.6+3.5 24598.6+4 71614.1+11.6 60445.8+9.8 63937.1+10.4 44634.3+£7.2
Luteolin 1925.7+0.4 2032.3+0.4 2631.4+0.5 2104+0.4 1667.7+0.3 2737+0.5 1965.2+0.4 1799.9+0.3
Luteolin-7 glukozit  9310.7+0.8 8257.3+0.7 9334.7+0.8 9588.4+0.8 5851.7+0.5 8728.9+0.8 6672.2+0.6 4428.8+0.4
Astragalin 4398.5+0.7 4559.8+0.7 2656.2+0.4 7666.8+1.2 26245.2+4 31682+4.8 29190.9+4.5 21288.7+3.3
Apigenin 525.4+0.1 469.5+0.1 567.9+0.1 428+0.1 263+0.1 303.1+0.1 200.6+0.1 243.4+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.** Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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Omer Faruk AKDEMIR

10 mgLlik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin miktarikontrol grubunun 1.8 katina
cikmistir (Cizelge 4.13.). Hiperforin bilesiginin miktarinda ise azalma oldugu
saptanmistir. Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarinda degisim olmamustir.
Psodohiperisin ve rutin bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda ¢ok
diisiik oranda bir artis oldugu tespit edilmistir. Ilk alt: bilesik disinda kalan bilesiklerden
kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, luteolin ve astragalin miktarinda artig
gerceklesmistir. Klorojenik asit, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda ise azalma oldugu tespit edilmistir. 10 mgL™Y’lik Fe,Os; nanopartikiil
uygulamasi, H. retusum’un govde dokusundakihiperisin, psodohiperisin = ve
rutinbilesiklerin miktarini artirmistir. Fakat yapilan uygulama neticesinde bilesiklerin

genelinde miktar olarak yiiksek oranda bir artis saglanamamistir.

15 mgLYlik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un gdvde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin bilesiginin miktari, kontrol grubunun 1.7
katina; rutin bilesigi ise 1.3 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.13.).Hiperforin bilesiginin
miktarinda azalma oldugu saptanmustir. Hiperozit, psddohiperisin ve kersetin
bilesiklerinin miktarinda ise ¢ok diisiik oranda artis gerceklesmistir. Ilk alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerden astragalin hari¢ diger bilesiklerin miktarinda artis oldugu
goriilmiistiir. 15 mgL™Y’lik FeOs nanopartikiil uygulamast H. retusum’un govde
dokusundakihiperisin, rutin, hiperozit, psodohiperisin ve kersetin bilesiklerinin
miktarinda artis gergeklestirmistir. Bu uygulama bilesiklerin miktarim1 ¢ok diisiik

oranlarda artirmistir.

25 mgL"lik Fe2Os nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin bilesiginin miktari, kontrol grubunun 2
katina; hiperozit bilesigi 1.4katina, psddohiperisin bilesigi 1.3katina, kersetin bilesigi
1.4katina, rutin bilesigi ise 1.5 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.13.). Hiperforin bilesiginin
miktarinda ise azalma meydana gelmistir. ilk alt: bilesik disinda kalan bilesiklerden
klorojenik asit ve apigenin miktarinda azalma oldugu, kersitrin, protokatesik asit,
hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve astragalin bilesiklerinin miktarinda ise artma

oldugu saptanmistir. 25 mgL’lik Fe,O3 nanopartikiil uygulamas1 H. retusum’un gévde
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dokusundakihiperisin, hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutin gibi Onemli

bilesiklerin miktarini artirdigindan etkili bir uygulama olmustur.

H. retusum’un gbovde dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarini artirma
konusunda 25 mgL’lik Fe;Osuygulamasi, 10 ve 15 mgL™’lik Fe;Os nanopartikiil

uygulamalarina gore etkili olmustur.

10 mgLV’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen bilesiklerden hiperisin ve hiperozit miktar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda c¢ok diisiik oranda artis gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13.).
Hiperforin, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu saptanmuistir.
Psddohiperisin bilesiginin miktarinda degisim olmadig1 belirlenmistir. Ilk alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerden klorojenik asit ve hesperidin bilesiklerinin miktarinda
azalma olurken, kersitrin, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve
apigenin bilesiklerinin miktarinda ise artma olmustur.10 mgL?’lik Fe2O3 nanopartikiil
uygulamasindaH. retusum’un yaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin ¢ogunlugunun

miktarinda artis gerceklesmemistir.

15 mgL™V’lik Fe2Os nanopartikiil uygulamasindaH. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.9 katina; hiperozit bilesigi
1.2katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.3 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.13.). Hiperforin,
kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda ise azalma oldugu saptanmustir. ilk alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerdenhesperidin ve apigenin miktarinda azalma olurken kersitrin,
klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit ve astragalin bilesiklerinin
miktarinda artma oldugu belirlenmistir. 15 mgL™*’lik Fe2O3 nanopartikiil uygulamasi, H.
retusum’un yaprak dokusuna ait fenolik bilesiklerin miktarlarin1 artirmada etkili bir

uygulama olmustur.

25 mgLYlik Fe2Oz nanopartikiil uygulamasindaH. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda kayda deger bir degisim olmadig: tespit edilmistir (Cizelge
4.13.). Hiperforin, hiperozit, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu
saptanmistir. Ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden protokatesik asit ve luteolin

miktarinda artma olurken, kersitrin, klorojenik asit, hesperidin, luteolin-7 glukozit,
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astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir.25 mgL"
Llik Fe,Osz nanopartikiil uygulamasi H. retusum’un yaprak dokusuna ait fenolik
bilesiklerin ¢ogunun miktarinda artma olmadigi gibi bazi bilesiklerin miktarinda azalma

oldugundan basarisiz bir uygulama olmustur.

H. retusum’un yaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarmni artirmak
yapilan 15 mgL¥lik Fe,Os nanopartikiil uygulamasi;, 10 ve 25 mgL™Vlik Fe;Os3

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur.

Bitkilerin kiiltiire alindigir in vitro kiltiir ortamlarinda mikro elementlerin
miktarinin diizenlenmesi metabolitlerin igerigini artirmak i¢in uygun bir strateji oldugu
belirtilmistir (Jimenez-Aparicio ve Gutierrez-Lopez 1999). Demir, ¢inko, bakir, kobalt
ve nikel gibi divalent iyonlarin sekonder metabolitlerin iiretimini etkiledigi rapor
edilmistir (Trejo-Tapia ve ark. 2001). Fakat ¢ok yiiksek konsantrasyonlarinin canli
organizmalar i¢in zararli oldugu bilinmektedir. Soya fasiilyesinde, demir oksit
nanopartikiillerinin klorofil icerigini etkiledigi ve fotosentez reaksiyonlarinin farkl
asamalarinda biyokimyasal ve enzimatik etkinlik iizerinde etkisi olabilecegi tespit
edilmistir (Ghafariyan ve ark. 2013). Bu calismada divalent iyonlardan demir elementi
hiicrelere niifus etme konusunda etkin olan Fe2O3 nanopartikiilleri formunda H.
perforatum ve H. retusum bitkilerinde sekonder metabolitlerin miktarini artirma

amaciyla kullanilmistir.

H. perforatum siirgiinlerine uygulanan ii¢ farkli Fe,O3 nanopartikiil uygulamasi
fenolik bilesenlerin neredeyse tamaminda miktar artis1 gergeklesmistir. Fenolik
bilesiklerin miktarinda en fazla artis 75 mgL™'’lik Fe2Os; nanopartikiillerini iceren
ortamdan saglanmistir (Cizelge 4.10). Fe2O3 nanopartikiillerinin konsantrasyon artik¢a

H. perforatum siirgiinlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktar1 da artig gostermistir.

Fe203 nanopartikiilleri H. perforatum’un gévde dokusunda tespit edilen fenolik
bilesiklerin neredeyse tamaminin miktarin1 artirmistir. Govde dokusundaki fenolik
bilesiklerin miktarmi en fazla artiran 300 mgL*’lik Fe2Os nanopartikiilleri olmustur
(Cizelge 4.11). H. perforatum’un govde dokusunda Fe;O3 nanopartikiillerinin
konsantrasyon artig1 bilesiklerin miktarin1 artirmada olumlu etkide bulundugu tespit
edilmistir. Fe,O3 nanopartikiillerin sadece 250 mgL™’lik uygulamasi H. perforatum
yaprak dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarini artirma konusunda etkili bir uygulama
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olmustur (Cizelge 4.11). H. perforatum’un yaprak dokusunda Fe>O3 nanopartikiillerinin
konsantrasyonunun 250 mgL™? kadar artis1 bilesiklerin miktarin1 artirmada olumlu
etkide bulunurken konsantrasyon artismin devam ettirilip 300 mgL™? yapildiginda

bilesiklerin miktarinda diisiis yasandig1 goriilmiistiir.

H. perforatum’un siirgiinleri ile govde ve yaprak dokularina uygulanan Fe>O3
nanopartikiillerinin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarinin hiperisin ve tiirevi bilesiklerin
miktarin1  artirma konusunda daha etkili oldugu tespit edilmistir. Fe2Os
nanopartikiillerini benzer sekilde yiliksek konsantrasyonlarda kullanan arastirmaci
Moharrami ve ark (2017), Hyoscyamus reticulatus'un sagak kok kiiltiirlerinde
hiposikamin ve skopolamin igerigini arttirmak icin Fe nanopartikiillerin (450-3600
mgL™) elisite etme potansiyelini arastirmistir. Sagak kok kiiltiirlerinin 24 saat siireyle
900 mg L Fe nanopartikiillerine ve 48 saat boyunca 450 mgL? Fe nanopartikiillerine

maruz kalmasi, hiposikamin ve skopolamin tiretimini artirdiklarii rapor etmisler.

Fe>O3 nanopartikiillerinin bulundugu ortamlar H. retusum siirgiinlerinde fenolik
bilesiklerin miktarin1 artirmistir. Bilesiklerin miktarini artirmada en etkili uygulama 25
mgL " ’lik Fe;Os nanopartikiillerini iceren ortam olmustur (Cizelge 4.12.).H. retusum
stirglinlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlarini artirmada besi ortamina eklenen
Fe,Os nanopartikiillerinin 25 mgL ™ ’den sonraki konsantrasyon artislar1 olumsuz etkide

bulunmustur.

H. retusum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma
konusunda, 25 mgL*’lik Fe;Os nanopartikiil uygulamasi en etkili uygulama olmustur
(Cizelge 4.13.). H. retusum’un govde dokusunda FeoO3 nanopartikiillerinin
konsantrasyon artis1 bilesiklerin miktarin1 artirmada olumlu etkide bulundugu tespit
edilmistir. H. retusum’un yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma
konusunda, 15 mgL*’lik Fe2Os nanopartikiil uygulamasi en etkili uygulama olmustur
(Cizelge 4.13.). Fenolik bilesikler miktarindaki artma ve azalmalar Fe2Os
nanopartikiillerinin her konsantrasyonuna farkli tepkiler verdiginden konsantrasyona

gore sabit bir egilim tespiti yapilamamustir.

H. retusum’un siirgiinlerinde kullanilan Fe2O3z nanopartikiilleri 6zellikle

hiperforin bilesiginin miktarinda yiiksek oranda artis saglamistir. Benzer bir sonug
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arastirmact Sharafi ve ark. (2013), tarafindan demir oksitin (100 ppb) farklhi
konsantrasyonlarint (0, 50, 100 ve 150 ppb) H. perforatum hiicre siispansiyon
kiltiirinde denedikleri ¢alismalarindan elde edilmistir. Demir nano-oksit tarafindan
uyarilan kiiltiirlerde, hiperisin ve hiperforin iiretimi, kontrol grubuna gore 5.4 ve 12 kat
daha yiliksek olanlara ulagsmistir. Demir nano-oksitler ile muamele edilen hiicre
kiiltiirlerinde hiperisine kiyasla hiperforin iiretiminin daha fazla oldugu belirlenmistir.
Bu hareketle nanopartikiiller spesifik bazi sekonder metabolitlerin {iretiminde

kullanilabilecek uygun bir strateji oldugunu kanitlamaktadir.

Sonug olarak Fe,O3 nanopartikiilleri sekonder metabolitleri artirma konusundaH.
perforatum’da, H. retusum’dan daha etkili oldugu tespit edilmistir.

4.3.4. Titanyum Dioksit (TiO2) nanopartikiilleri

4.3.4.1. TiO2 Nanopartikiillerin H. perforatum’un Siirgiin (geng filiz)

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina EtKkisi

H. perforatum eksplantlart TiO2 nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL-
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkl1 grupta kiiltiire alindilar (Sekil 4.10.). Biitiin deney gruplarmda 0.5 mgL™' BA

igeren standart MS besi ortami kullanilmistir.
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Sekil 4.10. TiO; nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve c¢) 200 mgL* konsantrasyonunu iceren
besi ortamindaki H. perforatum siirgtinleri

Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar cizelge

4.14.’te sunulmustur.

Cizelge 4.14. TiO; nanopartikiillerin H. perforatum siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina etkisi*

Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgLt 75 mgL? 200 mgL*
Hiperisin 8373.2+1.6 33112+6.3 47289+8.9 27016.7+£5.1
Hiperforin 48.7+0.1 95.6+0.1 403.7+0.2 59.6+0.1
Hiperozit 727166.5£91.6 574217.5£72.4 586931.2+74 400151.5+50.4
Psodohiperisin 116608.9+£20.1 248870.2+42.8 261433+45 203257.4+35
Kersetin 9334.7+5.3 7760.8+4.4 6664.7+3.8 9126.5+5.2
Rutin --- - - ---

Kersitrin 302880.6+40.3 309778.3+41.2 309989.9+41.2 193442 .4+25.7
Klorojenik asit 995302.3+297.6 903207.2+270.1 886571.3+265.1 703372.8+210.3
Protokatesik asit 3101.7+0.7 4149.6+0.9 5239.7+1.1 4036.1+0.9
Hesperidin

Luteolin 1211.5+0.2 2930.1+0.6 5088.6+1 3011+0.6
Luteolin-7 33610.3 4972.7+0.4 6582.320.6 3164.8+0.3
glukozit

Astragalin 2278.1+0.3 2706.9+0.4 2771.9+0.4 1835.8+0.3
Apigenin 158.7+0.1 478.7+0.1 727.2+0.1 335.9+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.** Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.
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25 mgLV’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi
3.9 katina, hiperforin bilesigi 1.9katina, psddohiperisin bilesigi ise 2 katina ¢ikmistir
(Cizelge 4.14.). Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuna gore
azalmistir. Rutin ve hesperidin bilesikleri tespit edilememistir. ilk alt1 bilesik disinda
kalan bilesiklerden kersitrin miktarinda degisim olmazken, klorojenik asit miktarinin
azaldig1 goriilmektedir. Protokatesik asit bilesigi 1.3 katina, luteolin bilesigi 2katina,
luteolin-7 glukozit bilesigi 1.4 katina, apigenin bilesiginin ise 3 katina ¢iktigi
goriilmustiir. Astragalin bilesiginin miktarima ise c¢ok diisik oranda bir artig
gerceklesmistir. 25 mgL™lik TiO2 nanopartikiil uygulamas: H. perforatum
stirglinlerindehiperisin, hiperforin ve psddohiperisin bilesiklerinin miktarinda yiiksek

oranda artis saglayarak etkili bir uygulama olmustur.

75 mgL"lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktar1 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda hiperisin
bilesigi5.6 katina, hiperforin bilesigi 8.2 katina, psddohiperisin bilesigi ise 2.2 katina
cikmistir (Cizelge 4.14.). Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarlarinda azalma
meydana gelmistir. Rutin bilesigi ise tespit edilememistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin miktar1 degismezken klorojenik asit miktarinda ise azalma
meydana gelmistir. Protokatesik asit bilesigi 1.6 katina, luteolin bilesigi 4.2 katina,
luteolin-7 glukozit bilesigi 1.9 katina, astragalin bilesigi 1.2 katina, apigenin bilesigi ise
4.5 katina ¢ikmustir.75 mgL™V’lik TiO, nanopartikiil uygulamasinda hesperidin bilesigi
ise tespit edilememistir. H. perforatum siirgiinlerinde tespit edilen bilesiklerin miktari
75 mgL™lik TiO, nanopartikiil uygulamasiyla olduk¢a yiiksek oranlarda artis

gostermistir.

200 mgLY’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin
bilesigi3.2 katina, hiperforin bilesigi 1.7katina, psddohiperisin bilesigi 1.7 katina ¢iktigi
goriilmektedir (Cizelge 4.14.). Hiperozit ve kersetin bilesiklerinin miktarinda ise azalma
olmustur. Rutin bilesigi tespit edilememistir. ilk alt: bilesik disinda kalan bilesiklerden
kersitrin, klorojenik asit, luteolin-7 glukozit ve astragalin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda miktarinda azalma oldugu saptanmistir. Protokatesik asit bilesigi 1.3
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katina, apigenin bilesigi 2katina, luteolin bilesigi ise 2.4 katina ¢ikmistir. Hesperidin
bilesigi tespit edilememistir. 200 mgL™V’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasi H.
perforatum siirgiinlerindeki fenolik bilesiklerin miktarini artirmada etkili bir uygulama

olmustur.

H. perforatum siirgiinlerine uygulanan TiO2 nanopartikiillerinin {i¢ farkli
uygulamasida fenolik bilesiklerin miktarin1  artirmigtir.  Bilesiklerin - miktarinin

artmasinda en etkili uygulama 75 mgL™’lik TiO2 uygulamasi olmustur.

4.3.4.2. TiO2 Nanopartikiillerin H. perforatum’un Gévde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi

H. perforatum eksplantlart TiO2 nanopartikiillerinin 15, 25 ve 75mgL’
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkli grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA iceren standart
MS besi ortami kullanilmistir. Yirmi bir giinliik kiiltlir siireci sonunda gelisen biitiin
stirglinlerin gévde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik

bilesiklerinin icerigi analiz edilerek sonuclar Cizelge 4.15.’da sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 15 mgL* 25 mgL! 75 mgL! Kontrol 15 mgL* 25 mgL! 75 mgL!
Hiperisin 5130.3+1 12827.9+2.4 14198.3+2.7 11761.8+2.2 23588.5+4.5 51915.7+9.8 68047+12.9 96417.8+18.2
Hiperforin 50587+21.1 157022.7+£65.6 126510.4£52.9 105675.1+44.2  195479.8+81.7 333608.7£139.4 370707.9£155 375841.2+£157.1
Hiperozit 266036.6+£33.5 869752.9+£109.6 865594.3+109.1 422966+53.3 1259560.3£158.7  1832544.74230.9 2068518.9+260.6  2940573.2+370.5
Psodohiperisin 63798.9+11 111238.4£19.1 118072.7+20.3 91751+15.8 195550.6+33.6 295290.8+50.8 322382.9+55.4 391940.6+67.4
Kersetin 2901+1.7 8999.2+5.2 8186.4+4.7 10313.4+5.9 27954.7£16 42597.5+24 .4 38408+22 86863.9+49.8
Rutin --- 402+0.1 --- 358.6+0.1 737+0.1 969.2+0.1 1002.7+0.1 1515.2+0.2
Kersitrin 53385.4+7.1 190662.2+25.4 171057.2+£22.8 142698.6£19 467297.3£62.2 715364.4+95.1 795483.5+£105.8 1237686.6+164.6
Klorojenik asit 769413.84230.1  1592369.2+476.1  1564970.2+467.9  873553+261.2  2237552.5+669 3039774.24908.9  3202935.4+957.7  3579999.9+1070.4
Protokatesik asit 762.2+0.2 1403.14+0.3 1563.9+0.3 1817.7+0.4 645.5+0.1 962.9+0.2 1360.4+0.3 2879.8+0.6
Hesperidin - 189.9+0.1 271.4+0.1 428.2+0.1 503.5+0.1 496.9+0.1 567.7+0.1 946+0.2
Luteolin 1487.2+0.3 2347.9+0.4 2378.4+0.4 2844.4+0.5 868+0.2 928.5+0.2 1005.8+0.2 1347+0.3
Luteolin-7 glukozit  2990.6+0.3 11029+0.9 6154.9+0.5 4033.3+0.3 4226.9+0.4 5114.3+0.4 4889.3+0.4 3585.5+0.3
Astragalin 1270.1+0.2 9201.6+1.4 8870.9+1.4 6810.4+1 20319.6+3.1 31604.7+4.8 33297.445.1 5113247.8
Apigenin 337.940.1 523.4+0.1 547.5+£0.1 387.3+0.1 242.9+0.1 182.3+0.1 248.8+0.1 148.5+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.**Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

15 mgLV’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.4 katina; hiperforin
bilesigi 3 katina, hiperozit bilesigi 3.2 katina, psddohiperisin bilesigi 1.7 katina, kersetin
bilesiginin ise 3 katina ¢iktig1 saptanmistir (Cizelge 4.15.). Rutin bilesigi kontrol
grubunda tespit edilememisken, 15 mgL ™ ’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda tespit
edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit,
protokatesik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin
miktarinin artis gdsterdigi goriilmiistiir. 15 mgL ’lik TiO, nanopartikiil uygulamas1 H.
perforatum’un govde dokusundaki bilesiklerin tamaminin miktarin1 kontrol grubuna

gore artirmigtir.

25 mgL’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.7 katina; hiperforin
bilesigi 2.5 katina, hiperozit bilesigi 3.2 katina, psodohiperisin bilesigi 1.8 katina,
kersetin bilesigi ise 2.8 katina cikmistir (Cizelge 4.15.). 25 mgL*’lik TiO2 nanopartikiil
uygulamasinda, rutin bilesigi tespit edilememistir. Ik alt:1 bilesik disinda kalan
bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7
glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artis oldugu saptanmustir. 25 mgL ™ ’lik TiO2
nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un gévde dokusunda tespit edilen bilesiklerin

tiimiiniin miktarinda artig sagladigindan etkili bir uygulama olarak gerceklesmistir.

75 mgLlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.2 katina; hiperforin
bilesigi 2katina, hiperozit bilesigi 1.5 katina, psddohiperisin bilesigi 1.4katina, kersetin
bilesigi ise 3.5 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.15.). 75 mgL™V’lik TiO2 nanopartikiil
uygulamasinda rutin bilesigi tespit edilmistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden
kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin miktarinda artis oldugu goriilmiistir. 75 mgL ™ lik TiO;
nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un goévde dokusunda tespit edilen fenolik

bilesiklerin miktarini artirmada etkili olmustur.

H. perforatum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma
konusunda 15 mgL™’lik TiO, nanopartikiil uygulamasi 25 ve 75 mgL™lik TiO;

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur
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15 mgLVlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.2 katina; hiperforin
bilesigi 1.7 katina, hiperozit bilesigi 1.4 katina, psddohiperisin bilesigi 1.5katina,
kersetin bilesigi 1.5 katina, rutin bilesigi ise 1.3 katma ¢ikmustir (Cizelge 4.15.). 1k alt1
bilesik disinda kalan bilesiklerdenhesperidin ve apigenin miktar1 azalirken, Kersitrin,
klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit, ve astragalin bilesiklerinin
miktarinda ise artis gergeklesmistir. 15 mgL?’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda, H.
perforatum’un yaprak dokusunda tespit edilen hesperidin ve apigenin bilesikleri hari¢

diger bilesiklerin tiimiiniin miktarinda artig gerceklesmistir.

25 mgLYlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 2.8 katina; hiperforin
bilesigi 1.8 katina, hiperozit bilesigi 1.6 katina, psddohiperisin bilesigi 1.6 katina,
kersetin bilesigi 1.3 katina, rutin bilesigi ise 1.3 katma ¢ikmustir (Cizelge 4.15.). Ilk alt:
bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit,
hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin miktarinda artis oldugu
goriilmiistiir. 25 mgL™V’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen fenolik bilesiklerin tamaminin miktarinda artis gerceklestiren

basaril1 bir uygulamadir.

75 mgLV’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. perforatum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi kontrol grubunun 4 katina, hiperforin bilesigi
1.9 katina, hiperozit bilesigi 2.3 katina, psodohiperisin bilesigi 2 katina, kersetin bilesigi
3.1 katma, rutin bilesigi ise 2 katina ¢ikmustir (Cizelge 4.15.). Ilk alt1 bilesik disinda
kalan bilesiklerdenluteolin-7 glukozit ve apigenin miktar1 azalirken, kersitrin, klorojenik
asit, protokatesik asit, hesperidin, luteolin ve astragalin miktarinda artis oldugu
saptanmistir.75 mgL™V’lik TiO, nanopartikiil uygulamasi, H. perforatum’un yaprak
dokusundaki hiperforin, hiperozit, psodohiperisin, kersetin, rutin ve Ozellikle de
hiperisin bilesiklerinin miktarinda yiiksek oranda artis saglayan etkili bir uygulama

olmustur.

H. perforatum’un yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarini artirma
konusunda 75 mgLY’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasi, 15 ve 25 mgL™’lik TiO;

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur.
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4.3.4.3. TiO2 Nanopartikiillerin H. retusum’un Siirgiin Dokularindaki

Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarina Etkisi

H. retusum eksplantlari TiO2 nanopartikiillerinin 25, 75 ve 200 mgL
konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkl1 grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™ BA igeren standart
MS besi ortami kullanilmistir.

Sekil 4.11. TiO, nanopartikiillerinin a) 25, b) 75 ve ¢) 200 mgL* konsantrasyonunu
igeren ortamdaki H. retusum siirgiinleri

Yirmi bir giinliik kiiltiir siireci sonunda gelisen biitiin siirgiinlerin hiperisin ve
tiirevi bilesikleri ile bazi fenolik bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar ¢izelge

4.16.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.16. TiO2 nanopartikiillerin H. retusum siirgiinlerinin fenolik bilesiklerinin miktarina etkisi*

Fenolik bilesik**  Kontrol 25 mgL! 75 mgL?t 200 mgL?
Hiperisin 42428.6+8 60459.9+11.4 46762+8.8 51925.749.8
Hiperforin 48.4+0.1 260.9+0.1 458.24+0.2 305.9+0.1
Hiperozit 442378.2+55.7 613249.4+77.3 499174.2+62.9 549535+69.2
Psodohiperisin 420341.2+72.3 550209.7+94.6 425708.3+73.2 461617.5£79.4
Kersetin 12852.3+£7.4 15689.8+9 12326.6+7.1 14024.748
Rutin 42087.5+5.7 48778.8+6.6 40653.6+5.5 48698.5+6.6
Kersitrin 476609.8+63.4 670346.2+89.2 562407.5+74.8 622097+82.7
Klorojenik asit 19668.6+5.9 22892.6+6.8 21240.7+6.4 17941.6+5.4
Protokatesik asit ~ 7404.7+1.6 6198.2+1.3 5969.1+1.3 6446.3+=1.4
Hesperidin 19119.2+3.1 23568.7+3.8 18898.7+3.1 21900.9£3.5
Luteolin 1706.1+0.3 1225.7+0.2 1566.2+0.3 1081.6+0.2
Luteolin-7 8007.6:0.7 6884.4+0.6 5924.7+0.5 6649:0.6
glukozit

Astragalin 4810.9+0.7 7850.6£1.2 5911.4+0.9 6642.4+1
Apigenin 344.9+0.1 287.1+0.1 285.4+0.1 213.9+0.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu

esas alinarak degerlendirilmistir.

25 mgL’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin
bilesigi 1.4 katina, hiperforin bilesigi 5.3 katina, hiperozit bilesigi 1.3 Kkatina,
psOdohiperisin bilesigi 1.3katina, kersetin bilesigi ise 1.2 katina cikmistir (Cizelge
4.16.). Rutin bilesiginin miktarinda ise ¢ok diisiik oranda bir artis ger¢eklesmistir. ilk
alt1 bilesik disinda kalan kersitrin bilesigi 1.4 katina, astragalin bilesigi ise 1.6 katina
cikmistir. Klorojenik asit ve hesperidin bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisiik oranda artig
gerceklesmistir. Protokatesik asit, luteolin, luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesikleri
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda miktarlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. 25
mgLlik TiO, nanopartikiil uygulamas1 H. retusum siirgiinlerinde tespit edilen fenolik

bilesiklerin 6zellikle de hiperforin bilesiginin miktarini yiiksek oranda artirmigtir.

75 mgLPlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin ve
hiperozit bilesiklerinin miktarinda ¢ok diisilk oranda bir artis gerceklesmistir(Cizelge
4.16.). Hiperforin bilesigi 9.4. katina c¢ikmistir. Psddohiperisin, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktarlarinda énemli bir degisim olmamustir. ilk alt1 bilesik disinda kalan
kersitrin ve klorojenik asit bilesiklerinin miktarlarinda kayda deger bir degisim

gerceklesmemistir. Protokatesik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit ve
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apigenin bilesiklerinin miktarlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Astragalin bilesigi
ise kontrol grubundaki miktarinmn 1.2 katina ¢ikmistir. 75 mgL’lik TiO, nanopartikiil
uygulamas1 H. retusum siirgiinlerinde tespit edilen hiperforin bilesiginin miktarin

yiiksek oranda artirirken diger bilesiklerin miktarlarinda 6nemli bir degisim olmamuistir.

200 mgLV’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum siirgiinlerinde
tespit edilen bilesiklerin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin
bilesigil.2 katina, hiperforin bilesigi 6.3 katina, hiperozit bilesigi ise 1.2 katina
cikmistir(Cizelge 4.16.). Psoddohiperisin, kersetin ve rutin bilesiklerinin miktarinda
degisim gerceklesmemistir. ilk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin bilesigi
kontrol grubunun 1.3 katina ¢ikmustir. Klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin,
luteolin-7 glukozit ve apigenin bilesiklerinin miktarlarinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Hesperidin bilesigi kontrol grubuna gore ¢ok diisiik oranda artis gosterirken,
astragalin bilesigi ise 1.3 katina ¢ikmustir. 200 mgL*’lik TiO, nanopartikiil uygulamasi
H. retusum siirgiinlerinde tespit edilen fenolik bilesiklerde &zellikle de hiperforin

bilesiginde yiiksek oranda bir artis gergeklestirmistir.

H. retusum siirgiinlerinde 25 mgL*’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasi, 75 ve 200
mgL’lik TiO, nanopartikiil uygulamalarma oranla o6zellikle hiperisin ve tiirevi

bilesiklerin (ilk alt1 bilesik) miktarlarini artirmada daha etkili oldugu tespit edilmistir

4.3.4.4 TiO2 Nanopartikiillerin H. retusum’un Gévde ve Yaprak

Dokularindaki Hiperisin ve Tiirevi Bilesiklerin Miktarma Etkisi

H. retusum eksplantlar1 TiO2 nanopartikiillerinin 10, 15 ve 25 mgL’
'konsantrasyonlarindan olusan ii¢ farkli grup ve bir kontrol grubu olmak iizere dort
farkl1 grupta kiiltiire alindilar. Biitiin deney gruplarinda 0.5 mgL™* BA igeren standart
MS besi ortami kullanilmistir. Yirmi bir giinliik kiiltlir siireci sonunda geligen biitiin
stirglinlerin govde ve yaprak dokularindaki hiperisin ve tiirevi bilesikleri ile baz1 fenolik

bilesiklerinin igerigi analiz edilerek sonuglar cizelge 4.17°de sunulmustur.
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Fenolik bilesik** Govde Yaprak

Kontrol 10 mgL* 15 mgL! 25 mgL! Kontrol 10 mgL* 15 mgL* 25 mgL™!
Hiperisin 13970.8+2.6 20261.743.8 11581.742.2 11967.842.3  50662.9+9.6 75605.6+:14.3 57122.410.8 39458.5+7.5
Hiperforin 307694.2+128.6  394258.7+164.8 2504384+108.4 23134074967 607520.74253.9  654849.84273.7  679047.34283.8  532196.3222.5
Hiperozit 450227.6456.7 42619524537  256178.8+32.3 25951244327 1713474942159 2056830.3+259.2 1749303242204  1331022.3+167.7
Psidohiperisin 199406.6+34.3  217484.74374 14767234254 1806244311  422071.7472.6  510026+87.7 441158.5475.9  389622.6+67
Kersetin 2844114163 38177.7421.9  35031.1420.1  21391.5¢123 1211116694  106112.8460.8  97010.3%55.6 80382+46.1
Rutin 33304.8+4.5 37697.85.1 2256843.1 22608.743.1  135872.9+418.5  129444.8+17.6  139208.5+18.9  97757.7+133
Kersitrin 470251.8462.5 43877534584  335086.6+44.6  305342+440.6  1693904.7+2253 2145164742853 189471324252  1183634.84157.4
Klorojenik asit 40789.5+122  28195.6+8.4 23763.247.1 254053+7.6  130287.2439 11515934344 1287589385  130053.6+38.9
Protokatesik asit  2125.30.5 3466.9+0.7 4640.7+1 2924.5+0.6 2309.6+0.5 2951.8+0.6 4089.9+0.9 2411.940.5
Hesperidin 17211.442.8 17610.8+2.9 11306.5+1.8 11220.141.8  71614.1411.6 62907.7+10.2 70652.2+11.4 49044.3+7.9
Luteolin 1925.7+0.4 2491.120.5 2399+0.5 1295.5:0.2 1667.7+0.3 2081.9+0.4 2675.240.5 1321.420.2
'él‘ttl‘ig;ii't” 9310.7+0.8 7329.140.6 5634.240.5 3661.940.3 5851.740.5 4505.5:0.4 6836.7+0.6 3358.3+0.3
Astragalin 4398.540.7 4461.8+0.7 2714.4+0.4 2980.3+0.5 26245.244 40995.8+6.3 34941.9+53 20567.343.1
Apigenin 525.40.1 597.540.1 518.520.1 304.10.1 263+0.1 44440.1 316.920.1 155.40.1

*Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir. **Analit derisimleri pg analit/kg bitki olarak verilmistir.

Tespiti yapilan biitiin bilesiklerdeki artma veya azalma oranlari, kontrol grubu esas alinarak degerlendirilmistir.
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10 mgLV’lik TiO2 nanopartikiill uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.4 katina; hiperforin
bilesigi 1.2 katina, kersetin bilesigi ise 1.3 katina c¢ikmistir (Cizelge 4.17.).
Psodohiperisin  bilesiginin miktar1 degismemisken, hiperozit bilesiginin miktarinda
azalma oldugu saptanmistir. Rutin  bilesiginin  miktar1  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda ¢ok diisiik oranda artis meydana geldigi tespit edilmistir. ilk alti
bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, protokatesik asit, hesperidin, luteolin,
astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda artis olurken, klorojenik asit ve luteolin-
7 glukozit bilesiklerinin miktar1 azalma oldugu tespit edilmistir. 10 mgL ™ ’lik TiO2
nanopartikiil uygulamasi, H. retusum’un gévde dokusundakihiperozit, klorojenik asit ve
luteolin-7 glukozit bilesiklerinin miktarinda azalamaya neden olurken geriye kalan

bilesiklerden 10 tanesinin miktarinda artis gergeklesmistir.

15 mgLlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperforin, hiperozit, psédohiperisin ve rutin
bilesiklerinin miktarlari kontrol grubuyla karsilastirildiginda azaldig: tespit edilmistir
(Cizelge 4.17.). Kersetin bilesiginin miktar1 1.2 katina ¢tkmustir. Ilk alt bilesik disinda
kalan bilesiklerden protokatesik asit ve luteolin bilesiklerinin miktar1 artarken, kersitrin,
klorojenik asit, hesperidin, luteolin-7 glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin
miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir. 15 mgL™V’lik TiO2 nanopartikiil
uygulamasiyla, H. retusum’un goévde dokusundaki hiperisin, hiperforin, hiperozit,
psoddohiperisin ve rutin gibi 6nemli bilesiklerin miktarinda kontrol grubuna gore azalma

oldugundan yapilan uygulama basarisiz olarak gerceklesmistir.

25 mgLVlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un govde
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperforin, hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda azaldigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.17.). 1lk alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerden protokatesik asit bilesiginin
miktar1 artarken, kersitrin, klorojenik asit, hesperidin, luteolin, luteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir. 25 mgL”
Ylik TiO2 nanopartikiil uygulamasinin H. retusum’un gévde dokusundakiprotokatesik
asit hari¢ geriye kalan bilesiklerin miktarinda azalma oldugundan uygulama basarisiz

olmustur.
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H. retusum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma
konusunda 10 mgL¥’lik TiO, nanopartikiil uygulamas1 15 ve 25 mgL™lik TiO>

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur.

10 mgLlik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin bilesigi, kontrol grubunun 1.4 katina; hiperozit bilesigi
1.2 katina, psddohiperisin bilesigi ise 1.2 katina ¢ikmistir (Cizelge 4.17.).Hiperforin
bilesiginin miktarinda degisim olmadigi saptanmistir. Kersetin ve rutin bilesiklerinin
miktar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda azaldig: tespit edilmistir. ilk alt1 bilesik
disinda kalan bilesiklerdenkersitrin, protokatesik asit, luteolin, astragalin ve apigenin
bilesiklerinin miktarinin arttigi klorojenik asit, hesperidin ve luteolin-7 glukozit
bilesiklerinin miktarmin ise azaldigi belirlenmistir. 10 mgL™*’lik TiO2 nanopartikiil
uygulamasinda, H. retusum’un yaprak dokusundaki hiperisin, hiperozit,
psodohiperisinkersitrin, protokatesik asit, luteolin, astragalin ve apigenin bilesilerinin

miktarinda artig oldugundan etkili bir uygulama olmustur.

15 mgL?lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin ve hiperforin bilesiklerinin miktarlar1 kontrol grubuyla
karsilastinlldiginda ¢ok diisiik oranda artis oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.17.).
Hiperozit, psddohiperisin ve rutin bilesiklerinin miktarlarinin degismedigi saptanmistir.
Kersetin bilesiginin miktar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda azaldig: belirlenmistir.
Ilk alt: bilesik disinda kalan bilesiklerden kersitrin, protokatesik asit, luteolin, luteolin-7
glukozit, astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarlar1 artmisken, klorojenik asit ve
hesperidin bilesiklerinin miktarlariin azaldigi tespit edilmistir.15 mgL¥’lik TiO2
nanopartikiil uygulamas1 H. retusum’un yaprak dokusunda tespit edilen fenolik

bilesiklerin cogunun miktarinda artis saglayamadigindan etkili bir uygulama olmamustir.

25 mgL?lik TiO2 nanopartikiil uygulamasinda H. retusum’un yaprak
dokusunda tespit edilen hiperisin, hiperforin, hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutin
bilesiklerinin miktar1 kontrol grubuyla karsilagtirilldiginda azaldigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.17.). ik alt1 bilesik disinda kalan bilesiklerdenprotokatesik asit bilesiginin
miktar1 artarken, Kersitrin klorojenik asit, hesperidin, luteolin, Iuteolin-7 glukozit,
astragalin ve apigenin bilesiklerinin miktarinin azaldig1 saptanmstir. 25 mgL™’lik TiO>

nanopartikiil uygulamas1 H. retusum’un yaprak dokusundaki hiperisin, hiperforin,
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hiperozit, psddohiperisin, kersetin ve rutingibi 6nemli bilesiklerin miktarinda artis

saglayamadigindan basarisiz bir uygulama olarak ger¢eklesmistir.

H. retusum’un yaprak dokusunda fenolik bilesiklerin miktarim1 artirma
konusunda 10 mgL™’lik TiO, nanopartikiil uygulamasi 15 ve 25 mgL™’lik TiO;

nanopartikiil uygulamalarina gore daha etkili olmustur

Bitki, hiicre ve organ kiiltiirleri ¢esitli biyoaktif sekonder metabolitlerin {iretimi
icin etkili bir ara¢ oldugu bilinmektedir. /n vitro bitki kiiltiir ortamlarinda sekonder
metabolitlerin igeriginin artirilmast i¢in kiiltliir ortaminin optimize edilmesi, ortama
uygun Onciillerin ve elisitorlerin dahil edilmesi en 6nemli unsurlardir. Nanopartikiiller
in vitro bitki kiiltiir ortamlarina ilave edilen besin kaynagi veya elisitor olarak hareket
edebilir (Kim ve ark., 2017). Ciinkii nanopartikiiller yiizey karakteristiklerinden dolay1
onemli ve siradis1 ozelliklere sahiptir. Zhang ve ark. (2013) yaptiklar ¢alismada Ag-
SiO; kabuk-(Ag nanopartikiiller) ¢ekirdek kullanilarak, Artemisia annua'nin sagak kok

kiiltiirtinde artemisin igerigini artirmistir.

Bu ¢alismada da TiO2 nanopartikiilleri H. perforatum ve H. retusum’un in vitro
stirgiin kiiltliri ortamlarina hiperisin ve tiirevi bilesiklerin miktarin1 artirma amaciyla
verilmistir. H. perforatum siirgiinlerinde 75 mgL*’lik TiO2 nanopartikiil uygulamasi, 25
ve 200 mgL’lik TiO2 nanopartikiil uygulamalarina oranla 6zellikle hiperisin ve tiirevi
bilesiklerin (ilk alt1 bilesik) miktarlarin1 artirmada daha etkili oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.14 ve 4.16). H. perforatum siirgiinlerinde bulunan fenolik bilesiklerin
miktarlarm1  artirmada  besi  ortamina  eklenen TiO2  nanopartikiillerinin

konsantrasyonunun artist olumlu etkide bulundugu sdylenebilir.

H. perforatum’un gévde dokusundaki fenolik bilesiklerin miktari, TiO:
nanopartikiillerinin ii¢ farklluygulamasinda da arttigi belirlenmistir. Bazi fenolik
bilesiklerin miktari kontrol grubuna goére ili¢ kata kadar artmigtir. H. perforatum’un
govde dokusundaki fenolik bilesiklerin miktarini en fazla artiran uygulama ise 15 mgL”
Llik TiO2 nanopartikiil uygulamasi olmustur (Cizelge 4.15.). TiO2’nin konsantrasyon
artist H. perforatum’un govde dokusunda fenolik bilesiklerin miktarinda azalmaya
neden olmustur. H. perforatum’un yaprak dokusununinin fenolik bilesik miktarini

artirmada TiO2 nanopartikiillleri etkili olmustur. En etkili uygulama ise 75 mgL™’lik
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TiO2 nanopartikiil uygulamast olmustur. Yapilan bu uygulama fenolik bilesenlerin
miktarm1 t¢ kata kadar arttrmistir. H. perforatum’un yaprak bulunan fenolik
bilesiklerin miktarlarini artirmada besi ortamina eklenen TiO2 nanopartikiillerinin

konsantrasyon artis1 olumlu etkide bulunmustur.

H. perforatum siirgiinlerine yapilan 75 mgL? TiO2 uygulamasmnin sonuglari
kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperisin bilesigi 5.6 katina, hiperforin bilesigi 8.2
katina, psddohiperisin bilesiginin ise 2.2 katina c¢iktig1 goriilmektedir. TiO2
uygulamalari, H. perforatum’un goévde ve yaprak dokularinda da sekonder
metabolitlerin miktarinda 6nemli oranda artis gerceklesmistir. Raei ve ark. (2014), Aloe
vera siispansiyon hiicrelerinin, 48 saat boyunca 0.625 mg L Ag nanopartikiilleri veya
120 mg L TiO; nanopartikiilleri ile etkilestiginde, onemli lciide artan aloin igerigi
sergilediklerini bildirmistir. TiO2np uygulamasinin ardindan en yiiksek aloin igerigi elde
edildigi belirtilmistir.

H. retusum siirgiinlerinde TiO2 nanopartikiillerinin ii¢ farkli konsantrasyonunda
da fenolik bilesiklerin miktarinin arttig1 saptanmistir. Bilesiklerin miktarinin artmasinda
en etkili uygulama 25 mgL*’lik TiO2 nanopartikiillerini iceren ortam olmustur (Cizelge
4.16.). Fenolik bilesikler miktarindaki artma ve azalmalar TiO2 nanopartikiillerinin her
konsantrasyonuna farkli tepkiler verdiginden konsantrasyona gore sabit bir egilim

tespiti yapilamamuistir.

H. retusum’un govde dokusundaki bazi fenolik bilesenlerin miktari, TiO2
nanopartikiil uygulamalarinin sonucunda c¢ok diisiik oranda artirdigr goriilmiistiir.
Fenolik bilesenlerin miktarin1 artirmada en etkili uygulama 10 mgL™’lik TiOz
uygulamasi olmustur (Cizelge 4.17.). Fenolik bilesikler miktarindaki artma ve azalmalar
TiO2 nanopartikiillerinin  her konsantrasyonuna farkli tepkiler verdiginden
konsantrasyona gore sabit bir egilim tespiti yapilamamistir. H. retusum’un yapraklarinin
fenolik bilesik igerikleri TiO2 nanopartikiil uygulamasiyla diisiik miktarlarda da olsa
artmustir. Fenolik bilesiklerin miktarmni artirmada en etkili uygulama 10 mgL™’lik TiO-
uygulamasi olmustur. TiO2’nin konsantrasyon artist H. retusum’un yaprak dokusunda

fenolik bilesiklerin miktarinda azalmaya neden olmustur.

H. retusum siirgiinlerinde 25 mgL™, gévde ve yaprak dokusunda ise 10 mgL™

nanopartikiil uygulamasi fenolik bilesiklerin miktarin1 artirma konusunda en etkili
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uygulamalar olmustur. Bu sonuglar gosteriyor ki H. retusum’da TiO2
nanopartikiillerinin diigiik konsantrasyonlar1 etkili olmustur. H. retusum’da TiO:
nanopartikiillerinin daha diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasi metabolitlerin
miktarin1 artirma konusunda daha etkili olabilirdi. Al-oubaidi ve Kasid (2015),
yaptiklar1 calismada TiO2 nanopartikiillerini diisilk konsantarasyonlarda (4.5 veya 6.0
mgL1) kullanarak Cicer arietinum'un embriyonik kallusundaki gallik asit, klorojenik
asit, o-kumarik asit, tanik asit ve sinnamik asit igerigini 6nemli Sl¢iide arttirdiklarini

rapor etmislerdir.

4.4. Nanopartikiillerin Morfolojik Gelisime In vitro Etkileri

Nanopartikiillerin bitkilerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini olumlu veya
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Nanopartikiiller bitkiler iizerinde olusturacagi
etkiler nanopartikiiliin cinsine, biiyiikliigiine, maruz kalma ortamina siiresine ve bitkinin
tiiriine baghdir. Bu calismada 0.5 mg/L™ BA iceren MS besi ortaminda H. perforatum
ve H. retusum tirleri farkli konsantrasyonlardaki Fe>Os, TiO., Al.O3 ve ZnO
nanopartikiillerine 21 giin slireyle maruz birakilmistir. Bitkilerde kontrol grubuna
kiyasla meydana gelen morfolojik degisimler tespit edilip cizelge 4.18. ve 4.19.°de

verilmistir.

Cizelge 4.18. Nanopartikiillerin H.retusum 'un biiyiimesi iizerindeki morfolojik etkileri

Nanopartikiil NP Konsantrasyon
boyutu (mg/L) Bitki iizerindeki morfolojik etkileri
(nm)
v' Tabanda ¢oklu siirgiin olusumu var alt yapraklar ¢ok
sayida olup kiigiiktiir.
Aliiminyum 40 10, 15 ve 25 v" Yaprak deformasyonu ve klorofil kaybi vardir.
oksit (Al203) Aliminyum konsantrasyonu artika ozellikle alt

yapraklarda klorofil kayb1 ¢oktur.
Ust yapraklarda sekil bozuklugu vardir.
K6k uzamasi inhibe olmustur

ANRANERN

Yapraklar a¢ik yesil renkte dipteki yapraklar ¢ok kiiciik,
Cinko oksit <100 10, 15 ve 25 tepe yapraklar normal bityiikliiktedir.

(ZnO) Klorofil kayb1 var.

K6k uzamasi inhibe olmustur

Siirgiin gelisimi yok.

Geligen siirgilin u¢larinda da kuruma var.
Besi yeriyle temas yerinde vitrifikasyon var.
Koke yakin ¢oklu siirgiin var.

Klorofil kayb1 var.

K6k uzamasi inhibe olmustur

Demir (111) 65 10, 15 ve 25
oksit(Fe203)

A RS NENENENENENEN

Titanyum oranmi artikga siirgiin olusumunda azalma
Titanyum 1V 21 10, 15 ve 25 yapraklarda klorofil kayb1 yasandi.

oksit (TiO2) Yaprak kurumasi ve kivrilmast gerceklesmistir.
Titanyumun yiiksek konsantrasyonlarinda (15 ve 25
mg/L) nod ve internod arasinda agilma ger¢eklesmistir.

AN
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Cizelge 4.19. Nanopartikiillerin H.perforatum 'un biiylimesi lizerindeki morfolojik etkileri

Nanopartikiil Np Konsantrasyon

boyutu (mgL™?) Bitki iizerindeki morfolojik etkileri
(nm)
Aliiminyum 40 200, 250 ve 300 |v* Siirgiin sayis1 ¢ok fazla siirgiin  gelisimi yok.
oksit (Al203) Vitrifikasyon var.
v Kok uzamasi inhibe olmustur
v’ Geligim geriligi var.
Cinko oksit <100 200, 250 ve 300 |v* Yapraklarda klorofil kaybi var.
(Zn0O) v" Geligen siirgiinlerin uglarinda klorozis var.
v Kok uzamasi inhibe olmustur
Demir (I11) 65 200, 250 ve 300 |v* Gelisim yok siirgiin gelisimi yok.
oksit(Fe.03) v' Yapraklarda klorofil kaybi var.
v' K06k uzamasi inhibe olmustur
Titanyum IV 21 15,25 ve 75 v Herhangi bir gelisme yok siirgiinler vitrifiye olmus.
oksit (TiOy) Nod ve internod arasi daralmustir.
v' K06k uzamasi inhibe olmustur

H. retusum’da aliiminyum, demir ve ¢inko nanopartikiilleri kok uzamasini inhibe
ettigi tespit edilmistir. H. perforatum’da uygulanan dort nanopartikiilde kok uzamasini
inhibe etmistir. Aliiminyum nanopartikiillerin, musir, salatalik ve lahanay1 (Brassica
oleracea) igeren gesitli tiirlerde kok uzamasimi engelledigi rapor edilmistir (Yang ve
Watts 2005, Lin ve Xing 2007). Benzer sekilde demir (FesOs) nanopartikiillerin
salatalikta (Rem’edios 2012), c¢inko (ZnO) nanopartikiillerin bugday, misir ve soya
fasiilyesinde (Dimkpa ve ark. 2012, Yoon 2014, Zhang 2015) kdk uzamasini inhibe
ettigi kaydedilmistir. Sonuglar nanopartikiiller bircok bitkide kok uzamasimni
engelledigini ortaya koymaktadir. Ciinkii kokler np'lerle dogrudan temas halindeyken
kok dokusunda veya kok ylizeyinde birikmesi daha kisa kok uzunluguna neden olur.
Agar ortaminda nanopartikiillerin bulunmasi kok uzamasi lizerinde olumsuz etki yaratir
clinkii agar ortam1 gozeneksiz, daha az ¢oziinmiis oksijen iceren ve nanopartikiillerden

dolay1 daha az su emilen ortamdir (Langerud ve Sandvik 1987).

H. perforatum’da ZnO ve Fe;Os nanopartikiilleri klorofil kaybina neden
olmustur. H. retusum’da ise dort farkli nanopartikiil uygulamasinda da klorofil kayb1
meydana gelmistir. Klorofil sentezinin azalmasinin nedeni kok hidrolik iletkenliginin
azalmasiyla iligkili olabilmektedir. Nanopartikiiller apoplastik akimda goézenekleri ve
bariyerleri ttkama bunun sonucunda besin maddelerinin alimi ile hidrolik transferlerde
azalmaya (Dietz ve Herth 2011, Aken Van 2015) neden olmaktadir. Kok hidrolik
iletkenliginin azalmasit ile de ¢oOziinmiis besinlerin azalmasi1 Ozellikle de Mg

tasinmasimin azalmasi klorofil kaybin neden olmaktadir. Ciinkii magnezyum (Mg)
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klorofillerin sentezi ile iligkili bir besindir (Ma ve ark. 2013 a,b; Trujillo-Reyes ve ark.
2014, Martinez-Fernandez ve ark. 2016).

Al2Oznanopartikiilleri H. retusum’da yaprak deformasyonuna ve st yapraklarda
sekil bozukluguna, H. perforatum’da ise siirgiin gelisimini inhibe etmeye ve

vitrifikasyona yol agmustir.

ZnO nanopartikiilleri H. retusum’da siirgiinlerin alt yapraklarmin ¢ok kiiciik
olmasina, H. perforatum’da ise gelisim geriligine ve gelisen siirgiin uglarinda klorozise

sebep olmustur.

Fe2O3 nanopartikiilleri H. retusum ve H. perforatum’da siirgiin gelisiminin
durmasina neden olmustur. Ayrica H. retusum’da Fe.O3 nanopartikiilleri gelisen siirgiin

uclarinda kurumaya, besi yeriyle temas yerinde vitrifikasyona neden olmustur.

TiO2 nanopartikiillerin konsantrasyon artik¢a H. retusum’da siirgiin olusumunda
azalma, yaprak kuruma ve kivrilmasma yol agmistir. H. perforatum’da ise gelisimi
engelleme ve siirglinlerde vitrifikasyon olusturmustur. H. retusum’da titanyumun
yiiksek konsantrasyonlar1 (15 ve 25 mgL™) nod ve internod arasinda agilmaya, H.

perforatum’da nod ve internod arasinda daralma meydana getirmistir.

H. retusum’a uygulanan nanopartikiiller bitkinin gelisimini ve fizyolojisini
olumsuz etkilemistir. Calismada kullanilan nanopartikiillerin dordii de metal
nanopartikiillerdir. Metal nanopartikiillerin bugday (Triticum aestivum L.), piring
(Oryza sativa L.), misir (Zea mays L.) ve soya fasiilyesi gibi 6nemli bitkilerinde
gelisimi ve fizyolojisini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Dimkpa ve ark. 2012,

Antisari ve ark. 2015).

Bu calismada kullanilan nanopartikiiller gibi tasarlanmis olan nanopartikiiller
bitkiler iizerinde fotosentetik islemlerde azalma ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusumuna (Dietz ve Herth 2011, Miralles ve ark. 2012, Aken Van 2015) ve DNA
yapilarinda hasara neden olma (Rico ve ark. 2011, Aken Van 2015) gibi toksik

etkilerinin olusturdugu tespit edilmistir.
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4.5. Nanopartikiillii Ortamda Yetismis Bitkilerin Molekiiler Analizleri

Farkli konsantrasyonda c¢esitli nanopartikiil uygulanmig H. perforatum ve H.
retusum Dbitkilerinde HpPKS1 ve HpPKS2 genleri anlatim seviyeleri Q-RT-PCR
yontemi ile ¢alisilmistir. Bitkilerin yaprak ve govde dokularindan ayr1 ayr1 RNA izole
edilmesinin ardindan, bu RNA molekiilleri cDNA sentezinde kullanilmistir. Farkli
deneysel gruplarin birbiri ile karsilastirilabilmesi amaciyla 18S rRNA miktarlar ile
GeNorm yazilimi kullanilarak normalizasyon gergeklestirilmistir. Normalizasyon faktor

degerleri su sekildedir.

Cizelge 4.20. Q-RT-PCR analizlerinin degerlendirilmesinde kullanilan normalizasyon degerleri

H. perforatum L. H. retusum Aucher
Konsantrasyon Normallestirme Konsantrasyon Normallestirme
Doku Uygulama (mgL?) Faktorii Uygulama (mgL™) Faktorii
(w/18S rRNA) (w/18S rRNA)
Kontrol - 1.0914 Kontrol - 1.2730
Zn0 200 0.9555 Zn0 10 0.9144
Zn0 250 0.9653 Zn0O 15 0.9267
Zn0O 300 0.9947 Zn0O 25 0.8026
Al,Os 200 1.0616 Al,O4 10 1.0120
Al,O3 250 0.9060 Al,O3 15 1.0292
Yaprak | AlO; 300 1.0888 Al,O4 25 1.1346
TiO, 15 1.0282 TiO; 10 1.1034
TiO, 25 1.1345 TiO, 15 1.0486
TiO, 75 1.0395 TiO; 25 0.9395
Fe;0s3 200 1.0092 Fe,0s3 10 1.0732
Fe,05 250 1.0153 Fe,0s 15 1.0751
Fe;0s3 300 1.0224 Fe,0s3 25 0.9910
Kontrol - 1.1473 Kontrol - 0.9475
Zn0 200 0.7846 Zn0 10 1.0041
Zn0O 250 0.9272 Zn0O 15 1.1080
Zn0 300 1.0586 Zn0O 25 0.6387
Al,O3 200 1.0353 Al,O3 10 1.0340
Al,O4 250 0.9313 Al,O4 15 1.0544
Govde Al,O3 300 0.9521 Al,O3 25 1.0622
TiO, 15 0.9484 TiO, 10 1.0233
TiO, 25 0.9964 TiO, 15 0.8778
TiO, 75 1.1235 TiO; 25 0.7767
Fe,053 200 1.0262 Fe,0s 10 1.1291
Fe,053 300 0.9321 Fe,0s 25 1.1663

Q-RT-PCR deneyleri sonucu elde edilen cq degerleri, normalizasyon faktorleri
ile degerlendirilmistir ve ardindan goreceli gen anlatimi AAcq yontemi ile
hesaplanmistir. Bu gen anlatim degerleri de her dokunun kontrol grubuna

karsilagtirilarak sunulmustur. H. perforatum’da gen anlatimlari su sekildedir:
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Cizelge 4.21. HpPKS1 geninin H. perforatum bitkisindeki gen anlatim degerleri

Doku Uygulama | Konsantrasyon (mgL™) | HpPKS1 | AAct Goreceli ifade
Kontrol - 29.42213 | 0.000 1.000
Zn0O 200 36.6133 7.191 0.007
ZnO 250 36.60891 | 7.187 0.007
Zn0O 300 nd nd nd
Al,O3 200 nd nd nd
Al,O3 250 nd nd nd

Yaprak | Al,O; 300 nd nd nd
TiO, 15 nd nd nd
TiO, 25 nd nd nd
TiO, 75 nd nd nd
Fe,0; 200 35.08733 | 5.665 0.020
Fe;03 250 34.13623 | 4.714 0.038
Fe,0; 300 33.7576 4.335 0.050
Kontrol - 27.98816 | 0.000 1.000
Zn0O 200 43.41764 | 0.000 1.000
Zn0O 250 36.47716 | 15.429 0.000
ZnO 300 36.82187 | 8.489 0.003
Al,O3 200 32.56476 | 8.834 0.002
Al,O; 250 36.50301 | 4.577 0.042

Govde | Al,O3 300 37.28605 | 8.515 0.003
TiO, 15 37.19816 | 9.298 0.002
TiO, 25 34.60858 | 9.210 0.002
TiO, 75 nd nd nd
Fe, 05 200 nd nd nd
Fe,0; 250 nd nd nd
Fe,0; 300 nd nd nd

nd: Deger saptanabilir simirlarin altindadir.

Cizelge 4.22. HpPKS1 geninin H. perforatum bitkisindeki ifade edilen gen anlatim
degerleri

H. perforatumbitkisi Hp PKS1 gen anlatinm

1,2

0,8
0,6

0,4

Goreceli gen anlatim

0,2

0 —— [

Yaprak dokusunda Al.O3 ve TiO2 nanopartikiilleri uygulamalari, HpPKS1 gen

anlatimi iizerinde saptanabilir bir etki gostermemistir. Fe;O3 nanopartikiil uygulamasi,
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nanopartikiil konsantrasyonunun artimi1 ile paralel artis gostermektedir. Govde
dokusunda ise, farkli nanopartikiil uygulamalari1 HpPKS2 gen anlatimi iizerine etki
gostermistir ancak kontrol grubuna gore farkli uygulama gruplarinda gen anlatimi diistik

miktardadir.

Cizelge 4.23. HpPKS2 geninin H. perforatum bitkisindeki gen anlatim degerleri

Doku Uygulama | Konsantrasyon (mgL™?) | HpPKS2 | AAct Goreceli anlatim
Kontrol - 33.06897 | 0.000 1.000
Zn0O 200 nd nd Nd
Zn0O 250 nd nd Nd
Zn0O 300 nd nd Nd
Al,O3 200 34.58101 | 1.512 0.351
Al,O, 250 36.03772 | 2.969 0.128
Yaprak [7A],0, 300 nd nd Nd
TiO, 15 33.09575 | 0.027 0.982
TiO, 25 nd nd Nd
TiO, 75 35.93215 | 2.863 0.137
Fe, 05 200 nd nd Nd
Fe,0; 250 nd nd Nd
Fe,03 300 37.80187 | 4.733 0.038
Kontrol - nd nd Nd
Zn0O 200 nd nd Nd
Zn0 250 41.20129 | nd Nd
Zn0O 300 36.22675 | nd Nd
Al,O3 200 nd nd Nd
- Al,O3 250 36.86273 | nd Nd
Gévde [™A}0, 300 nd nd Nd
TiO, 15 43.02882 | nd Nd
TiO, 25 nd nd Nd
TiO, 75 34.99747 | nd Nd
Fe,0; 200 nd nd Nd
Fe, 05 250 nd nd Nd
Fe,0; 300 nd nd Nd

nd: Deger saptanabilir sinirlarin altindadir.

Cizelge 4.24. HpPKS2 geninin H. perforatum bitkisindeki ifade edilen gen anlatim

degerleri
H. perforatumbitkisi Hp PKS2 gen anlatin
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Al,O3 nanopartikiilleri HpPKS2 geninin yaprak dokusunda anlatimini
nanopartikiil konsantrasyonuna ters orantili bir sekilde etkilemistir. Gévde dokusunda
ise HpPKS2 gen anlatim miktar1 saptanabilir sinirlar iginde olmadigindan, diger
dokularda diigsiik miktarda anlatim go6zlenmis olmasina ragmen goreceli bir sekilde
gosterilememistir. H. retusum bitkisine uygulanan farkli nanopartikiillerin HpPKS2

geninin anlatimi tizerindeki etkisi su sekildedir.

Cizelge 4.25. HpPKS2 geninin H. retusum bitkisindeki gen anlatim degerleri

Doku Uygulama | Konsantrasyon (mgL™) | HpPKS2 AAct Goreceli Anlatim
Kontrol - 26.118900 | 0.000 1.000
Zn0 10 30.271254 | 4.152 0.056
ZnO 15 33.390696 | 7.272 0.006
ZnO 25 29.769088 | 3.650 0.080
Al,O3 10 34.018947 | 7.900 0.004
Al,O3 15 43.140408 | 17.022 | 0.000
Yaprak [74},0, 25 27.834555 | 1.716 | 0.304
TiO, 10 34.476761 | 8.358 0.003
TiO, 15 29.431375 | 3.312 0.101
TiO, 25 31.865929 | 5.747 0.019
Fe.O3 10 30.861191 | 4.742 0.037
Fe.O3 15 31.069946 | 4.951 0.032
Fe,O3 25 33.620676 | 7.502 0.006
Kontrol - 28.807499 | 0.000 1.000
Zn0 10 50.892891 | 22.085 | 0.000
ZnO 15 32.712958 | 3.905 0.067
ZnO 25 28.364240 | -0.443 | 1.360
Al,O3 10 34.907025 | 6.100 0.015
) AlLO; 15 37.861338 | 9.054 | 0.002
Govde 376, 25 36015171 | 7.208 | 0.007
TiO, 10 37.384428 | 8.577 0.003
TiO, 15 35.172261 | 6.365 0.012
TiO, 25 28.725462 | -0.082 | 1.059
Fe,03 10 nd Nd nd
Fe,0; 15 38.814336 | 10.007 | 0.001
Fe,0; 25 35.721418 | 6.914 0.008

Farkli nanopartikiil uygulamalar1 sonucu HpPKS2 gen anlatimi 6l¢iimii, Fe2O3
10 mgLtuygulamasi harig tiim &rneklerde saptanabilmistir. Bu deney gruplari arasinda
Zn025mgL*uygulamasi HpPKS2 gen anlatimmi, H. retusum bitkisinde govdede

artirmistir.
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Cizelge 4.26. HpPKS2 geninin H. retusum bitkisindeki ifade edilen gen anlatim degerleri

H. retustmn bitkisinin Hp PKS2 gen anlatuni
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HpPKS1 i¢in ise yaprak kontrol 6rneginde gen anlatimi olgiilebilir sinirlarda

degildir. Ancak govde ornekleri i¢in relative gen anlatimlar belirtilebilmistir.

Cizelge 4.27. HpPKS1 geninin H. retusum bitkisindeki gen anlatim degerleri

Doku Uygulama | Konsantrasyon (mgL™) | HpPKS1 | AAct Goreceli ifade
Kontrol - nd nd nd
Zn0O 10 nd nd nd
ZnO 15 nd nd nd
ZnO 25 32.99633 | nd nd
Al,O3 10 33.09264 | nd nd
Al,O3 15 39.41522 | nd nd

Yaprak Al,0; 25 nd nd nd
TiO, 10 34.76853 | nd nd
TiO, 15 31.49395 | nd nd
TiO, 25 34.26782 | nd nd
Fe,03 10 35.31523 | nd nd
Fe,03 15 34.13623 | nd nd
Fe,03 25 33.7576 nd nd
Kontrol - 26.97707 | 0.000 1.000
Zn0O 10 nd nd nd
ZnO 15 nd nd nd
ZnO 25 26.5348 | -0.442 | 1.359
Al,O3 10 33.66425 | 6.687 | 0.010
Al,O; 15 37.46404 | 10.487 | 0.001

Govde Al,O; 25 38.39413 | 11.417 | 0.000
TiO, 10 33.73982 | 6.763 | 0.009
TiO, 15 31.50584 | 4529 | 0.043
TiO, 25 27.68705 | 0.710 0.611
Fe,O3 10 32.62461 | 5.648 | 0.020
Fe,O; 15 38.09386 | 11.117 | 0.000
Fe,O3 25 31.0153 | 4.038 | 0.061

HpPKS2 gen anlatiminda gozlendigi gibi, HPPKS1 gen anlatimi da ZnO25mgL”
Ynanopartikiil uygulamasi sonucu gévde dokusunda artmis, ancak diger uygulamalarda

ve diger dokularda diisiik miktarda gézlenmistir.
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Cizelge 4.28. HpPKS1 geninin H. retusum bitkisindeki ifade edilen gen anlatim degerleri

H. retusumn bitkigsinin Hp PEST gen anlatin
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HpPKS1 ve HpPKS2 genlerinin, H. perforatum bitkisinde hiperisin ve hiperforin
fenolik bilesiklerinin sentezinde gorevli anahtar enzimleri sifreleyen genler oldugu
literatiirde yapilan ¢alismalarda onerilmistir. HpPKS1 ve HpPKS2 genlerinin dokuya
ozgii ekspresyon profilleri qPCR analizi ile H perforatum kok, govde, yaprak ig
kisimlari, yaprak kenarlar1 ve ¢igek tomurcuklarinda incelenmistir (Karppinnen ve
Hohtola 2008). Bu genlerin dokuya 6zgii ekspresyon profilleri bu iki genin sekonder
metabolitlerin iki farkli tipinin biyosentezinden sorumlu olabilecegini gostermistir.
HpPKS1 geni ¢ogunlukla ¢icek tomurcuklarinda eksprese edilirken, gévde, yaprak i¢
kisimlar1 ve yaprak kenarlarinda diisiik oranda eksprese edilmistir. HOPKS1’in koklerde
ise cok diisiik oranda eksprese edildigi belirlenmistir. HpPKS2 ise ¢igek dokularinda
cok yiiksek oranda eksprese edilirken, kok, govde ve yaprak i¢ kisimlarina gorece
yiiksek ekspresyonu yaprak kenarlarinda belirlenmistir. Hiperforin bileseni, H.
perforatum bitkisinde, incelenen farkli dokular arasinda en yiiksek miktarda ¢icek
tomurcugunda gozlenmistir ve bu bulguya paralel olarak HpPKS1 geni anlatimi da
hiperforin varligt ve miktarinin yiiksek oldugu dokularda daha yiiksek olarak
Olclilmiistiir. Ayn1 bitkide hiperisin bilesigi de ¢icek tomurcugunda ve bu dokuya ek
olarak yaprak kenarlarinda en yiiksek miktarda gozlenmistir. Bu kimyasalin varlig1 da
doku bazinda, HpPKS2 geni anlatimi ile pozitif ilinti gostermistir (Karppinnen ve
Hohtola 2008). Hiperisin ve psodohiperisin, 6zellikle yaprak kenarlar1 ve gigeklerde

bulunan cok hiicreli koyu bezelerde (dark glands) biriktirilirler (Briskin ve Gawenowski
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2001). H. perforatum govdeleri genellikle daha az koyu beze igerirken, kdkler ise bu
bezeleri hi¢ icermez (Kosuth ve ark. 2007). Bitkinin toprak {istii organlarinda,
hiperisinin bdoceklere karsi bitkinin kendi savunmasinda rol aldig1 diistiniiliirse aslinda
koklerde bu metabolitlerinin biriktirilmesine ihtiya¢ yoktur (Sirvent ve ark. 2003,

Kosuth ve ark. 2007).

Yapilan c¢alismada H. perforatum ve H. retusum bitkilerine farkli
konsantrasyonlarda dort farkli nanopartikiil uygulanmis ve bu uygulama sonucu govde
ve yaprak dokularinda fenolik bilesen miktarlar1 ile HpPKS1 ve HpPKS2 gen
anlatimlar1 ¢alisilmistir. Gen anlatimlar1 18S rRNA geni ile normalize edilip kontrol

grubuna gore goreceli anlatim seklinde sunulmustur.

Uygulanan nanopartikiillerden ZnO, H. perforatum bitkisi gévdesinde HpPKS2
gen anlatimini etkilememis ancak hiperisin miktarinin bu uygulama sonucu arttig1
gozlenmistir. HPPKS2 geninin anlatimi ile hiperisin birikimi arasinda dogru orant1 H.
retusum bitkisinde gdzlenebilmistir ancak bu ornekteki gen anlatim miktar1 da kontrol

grubuna gore diistiktiir.

Al,O3 nanopartikiili uygulamasinin H. perforatum bitkisi govdesinde hem
hiperisin hem de hiperforin miktarlarin1 arttirdigt goézlenmis ancak bu durum gen

anlatimina yansimamuigtir.

TiO2 nanopartikiilii uygulamast da H. perforatum bitkisinde hem hiperisin hem
de hiperforin bilesenlerinin birikimine yol agmistir ve bu bilesenlerin miktar1 artan TiO2
konsantrasyonu ile dogru oranti gozlenmistir. HpPKS2 geni anlatimi da TiO:
konsantrasyonu arttikga artis  gOstermistir. TiO2 uygulamasinin  en  diisiik
konsantrasyonda HpPKS2 gen anlatimini uyarmis olmasi olasidir ve bu durum sonucu
hiperisin miktarinda da artis gézlenmistir. H. perforatum bitkisine uygulanan Fe>O3
nanopartikiil sonucu gévdede nanopartikiil miktar1 ile dogru orantili olarak hiperisin ve
hiperforin miktart artmigtir. Ayn1 zamanda HpPKS1 gen anlatimi da uygulanan Fe2O3
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmistir ancak bu artis kontrol grubundan

diisiik miktarda kalmastir.

Gen anlatim sonuglar1 gen fonksiyonlar1 hakkinda aydinlatici bilgi vermektedir

ancak bitkiler gibi kompleks canli sistemlerinde bu iliski her zaman dogrudan
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olmayabilir. Hiperisin ve hiperforin sentezinde HpPKS1 ve HpPKS2 genlerinin ve
uygulanan nanopartikiiller sonucu bu fenolik bilesiklerin sentezinde yine HpPKS1 ve
HpPKS2 gen tiriinlerinin katkisi ¢ok yiiksek olabilir. Ancak eger bu gen {iriinleri sentez
mekanizmasinda erken basamaklarda gorevlilerse fenolik bilesen birikimi sirasinda
anlatimlarinin diismiis olmast ve buna bagl olarak Olclilememis olmalart olasidir.
Ayrica kullanilan 18S rRNA, HpPKS1 ve HpPKS2 primerleri H. perforatum bitkisine
ait dizi bilgisinden yararlanilarak tasarlanmistir. PKS gen ailesi farkl: tiirler aras1 belirli
bir miktarda benzerlik gosterse dahi, H. perforatum’a 6zgiin olan qPCR primerleri H.
retusum ornekleri ile %100 verimle ¢alismamistir. Bu nedenle, bu bitki 6rneklerinden

elde edilen sonuglarin yorumlanmasi pek miimkiin degildir.

Yapilan ¢alismalarda, bu iki gen ile ozellikle hiperisin ve hiperforin miktari
arasinda bir iliski oldugu bulunmussa da calismamizda bdyle bir gdzlemlenememistir.
Ilgili bilesenlerin biyosentezinin molekiiler mekanizmas1 hala tam aydinlatilamamustir.
Bagka birgok genin (hypl gibi), bu metabolitlerin biyosentezinde rol aldig
diisiiniilmektedir. Ornegin hiperisin biyosentezinde gorevli oldugu diisiiniilen hyp1 geni,
hiperisin miktar1 koklerde eser miktarda bulunmasina karsilik, bu dokuda en yliksek
oranda eksprese edilmistir (Kosuth ve ark. 2007). Bu durum da, hiperisin biyosentezinin
son asamalarinin, dogrudan koyu bezlerle iligskili olmayan ve hiperisin birikimi
gerceklesmeyen dokularda gerceklesebilecegini de gostermektedir. Ayrica bu durum,

biyosentez mekanizmasinda gorevi olan genler hakkinda soru isareti yaratmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hypericum tiirlerinin insanoglu tarafindan tibbi amaglarla kullanimi tarihin
baslangicina dayanmaktadir. Hypericum tiirleri igerdikleri sekonder metabolitler
nedeniyle basta yanik ve yara iyilestirici olmak {izere idrar soktiiriicli, anti mikrobiyal
etkileri bakimindan kullanilmigtir. Son zamanlarda yaygin olarak diisiik ve orta

diizeydeki depresyon tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda H. perforatum ve H. retusum’un hiperisin bilesiklerinin
miktarimi artirmak i¢in in vitro siirgiin kiiltiirlerine nanopartikiil stresi uygulanmis ve bu
durumun hiperisin bilesiklerinin miktar1 ile gen diizeyinde ne gibi degisiklikler

olusturdugu incelenmistir.

H. perforatum’un yapraklarindaki fenolik bilesiklerin miktarinda en fazla artis
75 mgLVlik TiO, nanopartikiil uygulamasinda gergeklesmistir. H. perforatum
govdelerindeki bilesikler ise en fazla artigt 300 mgL'lik Fe,Os nanopartikiil

uygulamasinda gostermistir.

H. retusum yapraklarindaki fenolik bilesik miktar1 en fazla 15 mgL™’lik Fe2O3
nanopartikiil uygulamasinda artis gostermistir. H. retusum govdelerindeki bilesikler ise

10 mgL"*’lik ZnO nanopartikiil uygulamasinda artis gerceklesmistir.

In vitro ortamda yetistirilen H. perforatum ve H. retusum bitkilerindeki fenolik
bilesiklerin miktarin1 artirma amaciyla kullanilan nanopartikiiller kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda bilesiklerin miktarin1 artirmada etkili olmuslardir. Ozellikle Fe2O3
nanopartikiilleri her iki tiirde de bilesiklerin miktarini1 artirmistir. Calismamizdaki in
vitro ortamlardan elde edilen bilesik miktarlar1 dogal ortamda yetisen H. perforatum ve

H. retusum’un yaprak ve govde degerlerinden diisiik ¢ikmistir

Sonug olarak nanopartikiiller bitki sekonder metabolitlerinin miktarini artirmak
icin bitki doku Kkiiltiiri ¢alismalarinda kullanilabilir. Fakat hangi bitkinin hangi
nanopartikiile olumlu cevap verecegi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle yapilacak
caligmalarda farkl ¢esit, boyut ve konsantrasyonlarda nanopartikiillerin in vivo ya da in

vitro kosullarda denenmesi ve optimize edilmesi gerekmektedir.
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