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Bu tez ¢alismasinda, gesitli oksinler ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinin E. pallida bitkisinde
iki farkli eksplant lizerinde adventif kok uyarimi, kdk biyokiitlesi ve kafeik asit tiirevleri miktarlarina
etkisi aragtirilmistir. Aragtirmada adventif kok uyarimi igin in vitro kosullarda MS besin ortaminda
¢imlendirilen fidelerin yaprak ve kok eksplantlari kullanilmistir. Yaprak eksplantlart IBA, TAA ve
NAA’nin 3 farkli konsantrasyonu (0.5, 1.0, 2.0 mg/L), kok eskplantlar1 ise IBA ve IAA’nin 3 farkli
konsantrasyonu (0.5, 1.0, 2.0 mg/L), %5 sakkaroz ve %2 phytagel iceren MS besin ortamlarinda karanlik
kosullarda Kkiiltiire alimmustir. Otuz giinliik kiiltiir sliresi sonunda yapraktan adventif kok uyarimi
konsantrasyon fark etmeksizin tiim IBA ve IAA iceren ortamlarda gerceklesirken, NAA uygulanan
ortamlarda gozlenmemis, bu ortamlarda sadece kallus uyarimi meydana gelmistir. Yaprak eksplantindan
en yliksek kok olusum yiizdesi 0.5 mg/L IBA (%25) ve 0.5 mg/L TAA (%23) igeren ortamlardan elde
edilirken biyokiitle bakimindan IBA daha yiiksek sonuglar vermistir. Kok eksplantindan adventif kok
uyarimi tiim IBA ve TAA konsantrasyonlarinda gozlenmis olup en fazla kok olusturma yiizdesi 0.5 mg/L
IBA (%57) uygulamasindan, toplam biyokiitle en fazla 1.0 mg/L IBA (2.44 mg) uygulamasindan elde
edilmigtir. Adventif kok gelisimi ve biyokiitle bakimindan yaprak eksplantindan uyarimin daha iyi
sonuglar verdigi gozlenmistir. Kafeik asit tiirevleri miktarlar1 yalnizca yapraktan elde edilen adventif
koklerde belirlenebilmistir. En yiiksek toplam kafeik asit tiirevleri miktar1 (6.54 mg/g) 0.5 mg/L IBA
uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek ekinakozit (2.38 mg/g) 0.5 mg/L |AA igeren ortamlarda kiiltiire
alan koklerden elde edilmistir. Kok olusum yiizdesi, toplam biyokiitle ve kafeik asit tiirevleri birikimi
icin 0.5 mg/L IBA uygulamasi en iyi sonuglari vermistir. Bu ¢alisma ile dnemli bir tiir olan E. pallida'nin
yaprak ve kok eksplantindan basarili bir sekilde adventif kok olusumu saglanmistir. Elde ettigimiz
sonuglar E. pallida tiiriine ait 6nemli kimyasal bilesiklerin temini ve bunlarin biiyiik 6lgekli tiretimi igin
kullanilabilecek faydali bir protokol niteligi tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Adventif kok kiiltiirii, Echinacea pallida, Kafeik asit tiirevleri, Oksin
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In this thesis, the effects of various auxins and their different concentrations on adventitious root
induction, root biomass and caffeic acid derivatives amounts on two different explants in E. pallida plants
were investigated. Leaf and root explants of seedlings germinated in MS medium under in vitro
conditions were used for adventitious root induction. Leaf explants were cultured with 3 different
concentrations of IBA, IAA and NAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) and root explants were cultured with 3
different concentrations of IBA and IAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L), 5% sucrose and 2% phytagel in MS
medium under dark conditions. At the end of the thirty-day culture period, adventitious root induction
from the leaves occurred in all IBA and IAA containing media regardless of the concentration, while it
was not observed in NAA treated media, only callus induction occurred in these media. The highest
percentage of root formation from leaf explant was obtained from media containing 0.5 mg/L IBA (25%)
and 0.5 mg/L IAA (23%), while IBA gave higher results in terms of biomass. Adventive root induction
from root explants was observed at all IBA and I1AA doses, with the highest percentage of root formation
obtained from a 0.5 mg/L IBA (57%) application and a maximum total biomass of 1.0 mg/L IBA (2.44
mg) application. It was observed that the use of leaf explants gave better results in terms of adventitious
root formation and biomass. The amounts of caffeic acid derivatives could be determined only in
adventitious roots obtained from the leaf. The highest total amount of caffeic acid derivatives (6.54 mg/g)
was obtained from 0.5 mg/L IBA treatment, while the highest amount of echinacoside (2.38 mg/g) was
obtained from roots cultured in media containing 0.5 mg/L IAA. For root formation percentage, total
biomass and accumulation of caffeic acid derivatives, 0.5 mg/L IBA treatment gave the best results. With
this study, successful adventitious root formation was achieved from the leaf and root explant of an
important species, E. pallida. Our results are a useful protocol that can be used for the supply of
important chemical compounds of E. pallida species and their large-scale production.

Keywords: Adventitious root culture, Echinacea pallida, Caffeic acid derivatives, Auxin
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrat Derece

%: Yiizde

mg/L: Miligram/ Litre

g/L: Gram/ Litre

ml: Mililitre

mg/g: Miligram/ Gram
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a/h: Agirlik/ Hacim

Lux: Birim Alana Diisen Isik Akis1 Olgii Birimi
M: Molar

mM: Milimolar

uM: Mikromolar

vvm: Hava hacmi/ Kiiltiir hacmi/ dk
UV: Ultraviyole 151n

HCI: Hidroklorik asit

KOH: Potasyum hidroksit

EtOH: Etil alkol

atm: Atmosfer basinci

dk: Dakika

2,4-D: 2,4-Diklorafenoksiasetik asit
NAA: a-naftalen asetik asit

IAA: Indol-3-asetik asit

IBA: Indol-3-biitirik asit

MS : Murashige ve Skoog ortami
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1. GIRIS

Ekinezya (Echinacea) Asteracea familyasina ait, ¢ok yillik, otsu bir bitki
(Bruneton, 1999) olup bu familya igerisine 9 tiir toplanmistir (McGregor, 1968).
McGregor tarafindan bu dokuz takson E. angustifolia DC, E. atrorubens Nutt., E.
laevigata (Boyton & Beadle) Blake., E. pallida (Nutt.) Nutt., E. paradoxa (Norton)
Britton, E. purpurea (L.) Moench., E. simulata McGregor., E. sanguinea Nutt., E.
tennesseensis (Beadle) Small. seklinde tanimlanip siniflandirilmistir. Belirlenen tiirler
icerisinde Echinacea angustifolia D.C., Echinacea pallida (Nutt) Nutt., Echinacea
purpurea (L.) Moench., potansiyel farmakolojik etkileriyle bilinen ve ekonomik
oneme sahip tiirler olup diinya genelinde preparatlar1 bitkisel ilag olarak
degerlendirilmektedir (Mazza ve Cottrell, 1999; McKeown, 1999; Mistrikova ve
Vaverkova, 2007). Diinya iizerinde Black Sampson, Hedgehog, Purple Coneflower,
Red Sunflower, Rudbeckia, gibi farkli isimlerle tanman bitki, lilkemizde daha ¢ok
pembe koni c¢icegi, mor koni ¢igegi veya kirpiotu isimleriyle bilinmektedir (Celik,
2016). Anavatam1 Kuzeydogu Amerika olan bitki, iilkemizde ilk kez 2005 yilinda
Konya’da kiiltiire alinmistir (Kurkin ve ark., 2011; Celik ve Yiiksel, 2019).

Kuzey Amerika'daki Kizilderililer tarafindan en yaygin kullanilan sifal
bitkilerden biri olan ekinezya; oksiiriik, soguk algmnlig, iltihap, kuduz, yilan 1sirigi,
bogaz agrisi, dis agrisi, bagirsak kurdu gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde ve ayrica
hayvanlari tedavi etmek i¢in yiizyillar boyunca kullanilmist: (Gruenwald ve ark., 1998;
Kindscher, 2016). Geleneksel kullaniminin yani sira bagisiklik sistemini diizenleyici
ozellikleri sayesinde gilinlimiizde {ist solumun yolu iltihaplanmasi tedavisinde
kullanilmaktadir (Barrett, 2003). Gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip olup ayrica
antiviral, antibakteriyel (Sharma ve ark., 2010), antimikrobiyel (Jamshidi ve ark.,
2014) ve yaralan iyilestirici (Speroni ve ark., 2002) &zelliklere sahiptir. Tiim bu
ozellikleri sayesinde ekinezya bitkisine olan talep her gecen giin artmaktadir.

Ekinezya tiirleri biinyelerinde terpenoidler, alkalamidler, alkoloidler,
poliasetilenler,  polisakkaritler ~ve fenolik bilesiklerden flavonoidler ile
fenilpropanoidler (kafeik asit tlirevleri) gibi tibbi bilesenler bulundurmalar1 sebebiyle
zengin bir kimyasal kompozisyona sahiptir. En sik goriilen kafeik asit tiirevleri
ekinakozit, kikorik asit, kaftarik asit, klorojenik asit, kafeik asit ve sinarindir (Bauer,
1991; Barnes ve ark., 2005; Mistrikova ve Vaverkova, 2006). Her fi¢ tiiriin

fitokimyasal bakimdan benzer oldugu goriilmektedir ancak yapilan bazi arastirmalarda



ozellikle kafeik asit tiirevleri bakimindan bazi farkliliklarin oldugunu bildirilmistir.
Omegin, ekinakozit en fazla E. pallida (Nutt.) tiiriiniin kok bolgesinde ve eser
miktarda E. angustifolia’da bulunurken, E. purpurea’da bulunmaz. Kikorik asit en
fazla E. purpurea tiirtiniin hem yaprak hem de kok bolgesinde bulunur. Sinarin ise
sadece E. angustifolia koklerinde bulunmaktadir (Pietta ve ark., 1998; Speroni ve ark.,
2002; Kabganian ve ark., 2003; Lin ve ark., 2011).

Basta Avrupa iilkeleri olmak iizere, diinyanin biiyiik bir boliimiinde kiiltiiri
yapilmakta olan ekinezya tiirlerinden E. pallida bitkisi tibbi ve ekonomik degerini
icerdigi bir grup kimyasal bilesimlerden almaktadir. Ekinakozit bu grup ic¢indeki
onemli kafeik asitlerden biri olup giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptir. Ayrica
giines hasarma karsi cilt dokusunu koruyucu etkisi oldugu ve yaralarin iyilesmesini
hizlandirdig1 bilinmektedir (Facino ve ark., 1995; Bauer, 1999; Speroni ve ark., 2002).
Bununla birlikte son yillarda yapilan calismalarda norodejeneratif hastaliklarin
(Alzheimer, Parkinson, SMA vb.) tedavisinde ilag gelistirmek igin ekinakozit
kullaniminin uygun olabilecegi bildirilmistir (Liu ve ark., 2018; Li ve ark., 2022).

Ticari degeri olan tibbi ve aromatik bitkilerin ¢ok az bir kismi tarlada
uretilmekte olup, geri kalan ¢ok biiyiik bir kismi ise floradan toplanarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle ekinezya gibi metabolit iiretiminin toprak alt:
organlarda gerceklestigi bitkilerin silirekli dogadan toplanmast dogal dengeyi
etkilemekte ve tiirlerinin yok olma tehlikesi gibi Ongoriilebilir zararlara neden
olmaktadir. Ayrica ilgili metabolitin miktar ve kalitesinin mevsime bagli olusu, belli
gelisim  donemlerinde ve eser miktarda sentezlenmeleri, materyallerin
mikroorganizmalarda bulagmasi1 gibi sebeplerle standart miktar ve kalitede sekonder
metabolit elde edilememektedir (Ozhatay ve Atay, 1997; Bayram ve ark., 2010;
Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Tim bu sorunlara alternatif ve yenilik¢i bir ¢6ziim olarak, gelecek vaat eden bir
teknik olan bitki hiicre ve doku kiiltiirii sunulmaktadir. Bu yontemle bitkinin yasam
alan1 korunurken kontrollii sartlar altinda, iklim ve toprak kosullarindan bagimsiz
olarak, minimum alan ve is giiciiyle, y1l boyunca iiriin elde edilebilmektedir (Vanisree
ve ark., 2004). Bitki doku kiiltiirinde sekonder metabolit iiretimi igin siklikla
kullanilan kok kiiltiirleri teknigi ile birgok tibbi bitkide insan sagligi icin faydali olan
metabolitler basarili bir sekilde tretilmistir (Yu ve ark., 2000; Kim ve ark., 2007;
Jeong ve ark., 2009b; Cui ve ark., 2010; Reis ve ark., 2011; Wu ve ark., 2011; Yin ve
ark., 2014; Saxena ve ark., 2017; Sharifzadeh Naeini ve ark., 2021).Ancak 6zellikle



sacak kok kiiltiirlerinin memeli hiicreleri igin potansiyel bir tehlike olarak goriilen bazi
opin benzeri substratlar igermeleri, bu yontemi tehlikeli ve maliyetli yapmakta olup
ayrica Agrobacterium rhizogenes araciligiyla genetik transformasyon yoluyla elde
edildigi icin ila¢ endistrisi tarafindan da tercih edilmemektedir (Gaosheng ve
Jingming, 2012; Khanam ve ark., 2022). Bu yiizden sekonder metabolit iiretiminde
adventif kok kiiltiirii teknigi daha uygun goriilmekte ve daha ¢ok tercih edilmektedir.

Adventif kokler genellikle bitkinin govde, yaprak, bogum ve bogum
aralarindan geliserek olumsuz c¢evre kosullarinda ortaya ¢ikan ve bitkinin bu sartlar
altinda hayatta kalmasini saglayan yapilardir (Murthy ve ark., 2016). Kok kiiltiirleri
adventif koklerin bu 6zeliginden yararlanarak, tibbi éneme sahip bitkilerden ticari
anlamda sekonder metabolit {iretimini amaclayan verimli biyoteknolojik yontemlerdir
(Baque ve ark., 2012). Karmasik bir molekiiler yapiya sahip olan adventif koklerin
(Sorin ve ark., 2005) biyoteknolojik yontemlerle verimli bir sekilde gelistirilmesi i¢in
besin ortami, eksplant tipi, pH, karbon kaynagi ve miktar1 ile kiiltiir sartlar1 gibi
faktorlerin etkili bir sekilde optimize edilmesi gerekir (Yu ve ark., 2001; Wu ve ark.,
2006; Paek ve ark., 2009). Uluslararasi literatiirde ekinezya ve diger tibbi bitkilerde
biyoteknolojik yollarla sekonder metabolit tiretimi i¢in kullanilan kok kiiltiirii
uygulamalarindan o6zellikle sacak kok kiltiirii alanindaki arastirmalara yogunluk
verildigi tespit edilmistir. Adventif kok kiiltiirii alaninda yiiriitiilen arastirmalar ise
daha ¢ok ekinezyanin diger tiirleri iizerinde yogunlagmistir (Wu ve ark., 2007d; Cui ve
ark., 2013). E. pallida tiiriinde ise bu teknikle yapilan ¢alismalar az sayida olup, sinirl
diizeyde kalmistir (Gao ve ark., 2018). Tiriin tibbi ve ekonomik Onemi
diisiiniildiiglinde, farkli doku kiiltiirii teknikleri ile caligmalar olduk¢a Onem arz
etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda tibbi ve ekonomik &neme sahip Echinacea pallida Nultt.
tiirtinde farkli oksin tipleri ve bunlarin farkli konsantrasyonlar: kullanilarak, yaprak ve
kok olmak tizere iki farkli eksplant tipinde kok uyarimlarini incelemek, bu anlamda
etkili bir protokol gelistirmek ve son olarak elde edilen adventif koklerde kok

biiylimesi ile kafeik asit tiirevlerinin miktarlarini belirlemek amaclanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ekinezyanin Morfolojisi

Ekinezya cinsi Asteraceae familyasinin ¢ok yillik, 6nemli bir iiyesi olup ismini
yunanca kirpi anlamimna gelen “echinos” kelimesinden almistir. Genellikle yari
dallanmis, dik gelisen, tiiylli, uzun bir govde ve bu govdeyi olusturan ¢ok yillik dikey
bir ana kokten olusmaktadir. Yapraklar oval, eliptik ya da mizrak seklinde govdeden
gelisir ve yaprak saplar1 yukar1 dogru ¢ikildike¢a kiigiilen bir yapidadir. Govdenin en ug
kisminda konik seklinde, dikenli, hafif kokulu cicekler bulunur. Bu ¢igekler ait
olduklar1 familyanin diger iiyeleriyle benzer, papatyams: bir goriiniimde olup renkleri
tirlere gore degismekle birlikte ¢cogunlukla beyaz, pembe, mor ve sar1 tonlarindadir.
Tiirlerin gogunlugu kazik kok yapisina sahip olmakla birlikte gii¢li dallanmisg lifli kok
yapisina sahip tiirler de bulunmaktadir. Genellikle yavas biiyiiyen ve kuraga dayanikli
bitkilerdir (Li, 1998; McKeown, 1999).

Echinacea pallida (Nutt.) tiirii nadiren dallanmis, ortalama 40-90cm
yiiksekliginde, maksimum 140 cm’ye kadar uzayabilen, tiiylii bir govdeye sahiptir.
Yapraklarin her iki ylizeyi tiiyll, koyu renkli, dikdortgen mizrak seklindedir. Cigekleri,
4-9 cm uzunlugunda, 0.5-0.8 cm genisliginde, mor, pembe ve beyazimsi renklerde
yukaridan asag1 dogru egilmis bir goriinimdedir (McGregor, 1968; Mistrikova ve
Vaverkova, 2007; Keller, 2014). Cicekler diger tiirlerden farkli olarak beyaz polenlere
sahiptir (McKeown, 1999).



Sekil 2.1. Ulkemizde yetistirilen E. pallida Nutt. tiiriiniin goriiniimii (Celik, 2016)

2.2. Ekinezya Tiirlerinde Yapilan Adventif Kok Calismalar:

Wu ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir arastirmada, E. angustifolia’da adventif
koklerden fenolikler ve biyokiitle iiretimi icin kiiltiir kosullarinin optimizasyonu
arastirilmistir. Farkli tip [a-naftalen asetik asit (NAA), Indol-3-asetik asit (IAA) ve
Indol-3-biitirik asit (IBA)] ve konsantrasyonlarda (1.0, 2.0, 4.0, 6.0 mg/L) oksin, MS
gici (1/4, 1/2, 3/4, 1/1, 3/2, 2/2), sakkaroz (%1, %3, %5, %7, %9), amonyum nitrat
icerigi (0:40, 0:35, 0:30, 5:25, 10:20, 15:15, 20:10, 25:5, 30:0) ve pH’nin toplam
adventif kok biiylimesi, fenoller ve flavonoidlere etkisine bakilarak optimum
konsantrasyonlar belirlenmistir. IBA’nin adventif kokler i¢in en uygun oksin oldugunu
bildiren arastirmacilar 2.0 mg/L IBA destekli ortamin biyokiitle ve sekonder
metabolitler i¢in en uygun ortam oldugunu bildirmislerdir. “aMS ortami, %5 sakkaroz
ve pH 5-6 olan ortamlardan maksimum biyokiitle ve sekonder metabolit elde edilmistir.
Ayrica amonyum yerine nitrat kullaniminin kék biiyiimesi i¢in daha uygun oldugu ve
5:25 mM amonyum/nitrat oraninin optimum oldugu bildirilmistir.

Wu ve ark. (2007a), yine bu konuyla ilgili yirittikleri bir arastirmada, E.
purpurea adventif kok gelisimi i¢in en uygun ortamin 2MS oldugunu, 6zellikle kikorik
asit, kaftarik asit ve klorojenik asit birikimlerinin 2MS ortamiyla muamelesinde en
yiiksek sonuglarin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Ayrica kiiltiire aldiktan 2. veya 3.

hafta sonra ortamlar1 yenileyen arastirmacilar, ortam yenilemenin biyokiitle ve kafeik



asit tiirevleri birikimi i¢in daha faydali oldugunu bildirmislerdir. Bu baglamda en iyi
sonug; 2MS ortamindan 2. hafta yapilan ortam degisikliginde alinmistir.

Dewir ve Paek (2007), kiiltiir ortam1 ve sartlarinin E. angustifolia bitkisinde
biyokiitle artisi, toplam fenoller ve flavonoidler lizerindeki etkisini aragtirdiklari
calismalarinda, adventif kok gelisimi i¢in en etkili oksinin IBA oldugunu, ortam
pH’smmin  5.0'in altinda veya 6.0'nin {izerinde tutuldugunda kok biiyiimesinin
engelledigini, kok biiyiimesi ve fenolik birikimi agisindan nitratin daha gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmada maksimum biyokiitle artis1 ve toplam fenoller ve
flavonoidler 2.0 mg/L IBA, %5 sakkaroz, 5:25 (mM) amonyum/nitrat ile desteklenmis
AMS ortamindan (pH 6.0), 10 g/L (yas agirlik) asilama yogunlugu kullanilarak elde
edilmistir. Arastirmacilar biiyilik 6l¢ekli tiretimlerde kiiltiir ortaminin optimizasyonunun
faydali olabilecegini bildirmislerdir.

E. purpurea’da kikorik asit, kaftarik asit ve klorojenik asit iiretimi i¢in adventif
kok kiiltiirlerinin biiyiik 6lgekli liretiminin amaglandigi bir arastirmada, (Wu ve ark.,
2007b), eksplant kaynagi olarak bitkinin dogal koklerini kullanmislardir. Baslangigta
1.0 mg/L IBA ve %5 sakkarozla desteklenmis 2MS ortamina alinan kokler, karanlik
kosullarda, 5 litrelik balon tipi biyoreaktorlerde, 4 hafta boyunca alinmistir. Elde edilen
adventif kokler 7 g/L olacak sekilde 2.0 mg/L IBA ve %5 sakkarozla desteklenmis
2MS ortam igeren, 20 L, 500 L ve 1000 L’lik biyoreaktorlere alinmigtir. 60 giinliik
kiiltiir siiresi sonunda 20 L biyoreaktorde maksimum verim, (11 g kuru biyokiitle) elde
edilmis ancak toplam fenolik madde miktar1 (57 mg/g Kuru Agirlik), flavonoidler (34
mg/g kuru agirlik) ve kafeik asit tiirevleri (38 mg/g kuru agirlik) 50. giinde en yiiksek
degere ulagsmistir. 500 L biyorektorde 3.6 kg, 1.000 L biyorektérde 5.1 kg kuru
biyokiitle elde eden arastiricilar, 1.000 L biyoreaktorlerde yetistirilen adventif kdklerde
5 mg/g klorojenik asit, 22 mg/g kikorik asit ve 4 mg/g kaftarik asit elde edildigini
bildirmislerdir.

Wu ve ark. (2007c), yirittiikleri arastirmada, nitrit oksit uygulamasinin E.
purpurea adventif koklerindeki sekonder metabolitlerin  sentezine etkisini
arastirmiglardir. Baslangicta adventif kok uyarimi i¢in E. purpurea taze kokleri 2.0
mg/L IBA ve 50 g/L sakkarozla desteklenmis MS (pH 6.0) besin ortaminda kiiltiire
alimmustir. Kiiltiirlerde 1 ay sonra kallus uyarimi gergeklesmis ve bu ¢ogalan kalluslar
kok uyarimi igin 2.0 mg/L IBA ve 50 g/L sakkarozla desteklenmis *2MS (pH 6.0) besin
ortaminda bir ay boyunca kiiltiirde tutularak adventif kok uyarimi gergeklestirilmistir.

Elde edilen adventif kokler ¢ogaltildiktan sonra 1.5-2.0 cm uzunluklarda kesilerek 2.0



mg/L IBA ve 50 g/L sakkarozla desteklenmis 2MS besin ortami igeren 5 L'lik
biyoreaktorlere asilama yogunlugu 7 g/L olacak sekilde koyulmus ve 4 haftalik
biiyiimeden sonra farkli konsantrasyonda sodyum nitroprussid (SNP) (0, 50, 100 veya
250 uM SNP) uygulanmistir. Arastirma sonucunda yiiksek konsantrasyonlarda SNP
(250 uM) uygulamasinin askorbik asit, askorbat peroksidaz ve sekonder metabolitlerin
birikimini azalttign goriilmiistir. 100 pM SNP uygulamasmin adventif koklerde
fenolikler, flavonoidler ve kafeik asit tiirevleri birikimini arttirdigin1  bildiren
arastirmacilar ayrica bu dozun koklerde antioksidan savunmalarin diizenlenmesinde
olumlu etkilerinin oldugunu bildirmistir.

Paek ve ark. (2009), E. purpurea adventif kok uyarimi i¢in bitkinin serada ya da
tarlada yetisen koklerinin eksplant kaynagi olarak kullanilabilecegini ve 50 g/L
sakkaroz, 4.9 mM IBA, %0.2 gelrite ile desteklenmis, pH’s1 6.0 olan 2MS besin
ortaminin bu amagla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Jeong ve ark. (2009b), E. purpurea bitkisinin adventif koklerinden balon tipi
hava kaldirmali biyoreaktorler kullanarak biyokiitle ve kafeik asit tlirevlerini iiretmek
amaciyla yrittiikleri ¢alismalarinda, adventif kokler 2.0 mg/L IBA ve 50 g/L sakkaroz
ile desteklenmis 2MS besin ortaminda, (5:25 mM amonyum/nitrat orani) karanlik
kosullarda kiiltiire alinmistir. Elde edilen adventif kokler optimum agilama yogunlugunu
belirlemek amaciyla 2.5-5.0-7.0-10.0 ve 15.0 g/L taze agirliklar kullanilarak 0.2 vvm
havalandirma oramiyla 25°C'de, karanlik kosullarda, 5 hafta boyunca tutulmustur.
Ayrica optimum havalandirma oranini belirlemek icin adventif kokler, 0.05-0.1-0.2 ve
0.3 vwvm'de 10 g/L konsantrasyonda asilanarak kiiltiire alinmistir. 4 haftalik kiiltiir siiresi
sonunda biyokiitle ve sekonder metabolitlerde yaklasik 10 kat artis gozlemleyen
aragtirmacilar en yiiksek biyokiitlenin (79.0 g/L yas agirlik ve 10.4 g/L kuru agirlik) 15
g/L taze agirlikli as1 yogunlugu kullanimindan elde edildigini bildirmistir. Bununla
birlikte, en yiiksek fenolik ve flavonoid igeriginin (sirasiyla 58.5 mg/g kuru agirlik ve
38.6 mg/g kuru agirhk) 7 g/L taze agirlikli ast yogunlugundan elde edilmistir.
Arastirmacilar 0.1 vvm'lik havalandirma orani ve 7 g/L taze agirlikli ag1 yogunlugunun
biyokiitle ve sekonder metabolitlerin birikimi i¢in en uygun degerler oldugunu
bildirmislerdir.

Cui ve ark. (2013), E. angustifolia’da adventif koklerin biiyiitiilmesi ve kafeik
asit tlirevleri iiretimi amaciyla yiiriittiikleri ¢calismada, eksplant kaynagi olarak bitkinin
in vitro’da yetistirilmis yesil yapraklarini kullanmiglardir. 1.0 mg/L IBA, %3 sakkaroz
ve %0.2 gelrite ile desteklenmis kat1 MS ortamina alinan ve 5 hafta karanlik kosulda



bekletilen yapraklarda kok uyarimi basarili bir sekilde gergeklesmistir. Elde edilen
kokleri ¢ogaltmak amactyla 1.0 mg/L IBA ve %5 sakkaroz ile desteklenmis sivi MS
ortami kullanilmistir. Cogaltilan kokler ortam tuzu ve sakkaroz konsantrasyonu
optimizasyonu i¢in kiiltiire alinmistir. Bes haftalik kiiltiir siiresi sonunda maksimum kok
verimi (6.50 g/L kuru agirlik) ile kafeik asit tiirevleri, flavonoidler ve fenoliklerin
tiretimi i¢in en uygun ortamin 2MS oldugunu belirleyen arastirmacilar, bu ortamda
kiiltiire alinan koklerde toplam fenolik birikimi 22.06 mg/g, toplam flavonoidler 5.77
mg/g ve toplam kafeik asit tiirevlerinin 10.63 mg/g miktarlarininda oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica %, 1 ve 2 MS gibi daha yiiksek tuz igeren ortamlarin bu
metabolitlerin {iretimi i¢in uygun olmadigini bildirmisler. Calismanin devaminda ¢esitli
sakkaroz konsantrasyonlariin biyokiitle ve biyoaktif maddelere etkisi incelenmis ve
%5 sakkaroz konsantrasyonunun bu maddelerin iiretiminde optimum miktar oldugu
bildirilmistir.

Wu ve ark. (2017) tarafindan ii¢ farkli ekinezya tiiriinde [E. pallida (Epa), E.
purpurea (Epu) ve E. angustifolia (Ean)] ortak kiiltiir kosullarini arastirmak ve biyoaktif
bilesikleri verimli bir sekilde tiretmek amaciyla yiiriitiilen bir arastirmada, ti¢ ekinezya
tirinde adventif kok uyarimi sagladiktan sonra tim gruplarda toplam asilama
yogunlugu 7 g/L olacak sekilde, 7 farkli grup (Epat+Epu, Epat+Ean, EpatEan,
Epa+Epa+Ean, Epa, Epu ve Ean) 1.0 mg/L IBA ve 50 g/L sakkaroz igeren 2MS besin
ortaminda (4 L), 5 L’lik balon tipi hava kaldirmali biyoreaktorde, karanlik kosullarda
kiiltiire almistir. Daha sonra ayni1 kosullarda, toplam 7 g/L asilama yogunlugunda, farkli
asillama oranlarinin (Epa:Epu=1:6, 2:5, 3:4, 1:1, 4:3, 5:2, 6:1) etkisini arastirmis ve
buradan ¢ikan sonuglar dogrultusunda adventif kok ortak kiiltiiriiniin farkli boyutlardaki
biyoreaktorlerde uyarlanabilirligi arastirilmak tizere 5 L (4 L ortam), 10 L (8 L ortam)
ve 20 L (16 L ortam) biyoreaktorlerde, Epa:Epu =4:3 oraninda, 7 g/L as1 yogunlugunda,
30 giin boyunca kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda adventif koklerin biyokiitlesi
Epu+Epu grubunda artmis, ancak Epa+Ean ve Epu+Epu+Ean'in ortak kiiltiir gruplarinda
azalmistir. Epa+Epu grubunda, toplam fenolikler, flavonoidler ile kafeik asit
tirevlerinin igerigi ve iretkenligi artmis, ayrica bu grup en yiiksek antioksidan
aktiviteyi gostermistir. Epa+Epu as1 oranlarinin ortak kiiltiir kosullarin1 6nemli derecede
etkiledigini bildiren arastirmacilar, 4:3 (Epa:Epu) asilama oraninin biyokiitle ve
biyoaktif bilesik birikimi i¢in en uygun oldugunu ve antioksidan aktivite de 4:3

oraninda zirveye ulasildigr bildirilmistir. Biiylik biyoreaktorler (10 ve 20 L) bir ortak



kiiltiir sistemi i¢in uygun bulunmus ve adventif kok biyokiitlesi ile biyoaktif bilesiklerin
miktarinda bir azalma olmadan artmuistir.

Wu ve ark. (2018), E. pallida ve E. purpurea adventif kok kiiltiirlerinin hava
kaldirmali biyoreaktor sistemlerinde ortak kiiltiir kosullarini optimize etmek amaciyla
yiriittiikleri ¢alismalarinda, MS besin ortam: gii¢lerinin (0.50-0.75 ve 1.0) ve sakkaroz
konsantrasyonlarinin (30, 50, 70 ve 90 g/L) adventif koklerde biyokiitle, biyoaktif
bilesik birikimi ve antioksidan aktivite {izerindeki etkilerini arastirmis ve uygun bir
kiltiir periyodu belirlemek icin bir kinetik ¢alisma yapmislardir. MS ortam giicli ve
siikroz konsantrasyonlarinin, adventif kok ortak kiiltiirii verimliligini kritik bir sekilde
etkiledigini bildiren arastirmacilar, en yiiksek adventif kok biyokiitlesi ve toplam
polisakaritler, fenolikler, flavonoidler ve toplam kafeik asit tiirevleri (kaftarik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, sinarin, ekinakozit ve kikorik asit) birikimi bakimindan en
iyi ortam1 50 g/L sakkaroz ilaveli %MS olarak belirlemislerdir. Kinetik ¢alismada,
kiiltiir siiresinin artmasiyla adventif kok biyokiitlesinin arttigini, biyoaktif bilesik
iceriklerinin ilk 10 giinde azalirken 10.-35. gilinlerde 6nemli 6l¢iide arttig1 ve 35.-50.
giinlerde tekrar azaldigi gézlemlenmistir. Biyoaktif bilesikler 35. giinde 502.1 mg/L
polisakkaritler, 564.3 mg/L fenolikler, 457.4 mg/L flavonoidler ve 416.1 mg/L kafeik
asit tiirevleri ile en yiiksek seviyelere ulagtigi bildirilmistir.

Gao ve ark. (2018), yiiriittiikleri arastirmada, nitrojen, fosfor ve sakkaroz gibi
kiiltir ortami bilesenlerinin E. pallida bitkisinde adventif kok fiiretimine etkisini
incelemislerdir. Ilk olarak adventif kék uyarmmi i¢in 1.0 mg/L IBA, 50 g/L sakkarozla
desteklenmis 4MS besin ortami kullanilmis ve adventif kok uyarimi gerceklesmistir.
Aragtirmanin devaminda elde edilen adventif kokler 12 farkli miktarda azot, fosfor ve
sakkaroz ile desteklenmis 1.0 mg/L IBA ilaveli % MS besin ortamina aktarilmis ve 30
giinliik kiltiir stiresi sonunda optimum kosullar1 belirlemek amaciyla adventif kok kuru
agirhigi, toplam fenolik ve flavonoid miktari belirlenmistir. Arastirma sonucunda
adventif kok kuru agirhig: (5.2 g/L), toplam fenolik (57.3 mg/g) ve flavonoid (40.8
mg/g) miktarinin en fazla 45 mM azot + 1.56 mM fosfor + 50 g/L sakkaroz igeren
ortamdan elde edildigi bildirilmistir.

An ve ark. (2022), yiiriittiikleri arastirmada, E. pallida ve E. purpurea adventif
kok kiltirinde metil jasmonatin (MeJa) biyoaktif bilesik sentezine etkilerini
arastirmislardir. Her iki tiirlin asilama i¢in kullanilacak kokleri 1.0 mg/L IBA ve %50
sakkarozla desteklenmis 2MS ortaminda, karanlik kosullarda tutulmustur. 30 giinliik

kiltiir siiresi sonunda elde edilen koklere 5 giin boyunca 0, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM
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MelJa ilave edilmistir. Arastirma sonucunda 25 pM MeJA uygulanan adventif koklerin
fenoliklerin (728.2 mg/L), flavonoidlerin (622.2 mg/L) ve kafeik asit tiirevlerinin (255.3
mg/L kikorik asit ve 143.9 mg/L ekinakozit) metabolit birikiminde maksimum verime
ulastigini, ancak MeJA konsantrasyonu 25 uM den yiiksek olanlarda azalma oldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak tibbi ve ekonomik éneme sahip Echinacea pallida
tohumlart kullanilacaktir. Tohumlar; Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimii, Tibbi Bitkiler Uygulama Ciftligi’nden, Prof. Dr. Yiiksel KAN

tarafindan yetistirilen bitkilerden temin edilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan E. pallida tohumlari

Arastirma 2021-2022 yillar1 arasinda, Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Biyoteknolojisi Doku Kiiltiirii ve Tibbi Bitkiler Laboratuvarlarinda yiiriitiilmustiir.

3.2. Yontem

3.2.1. In vitro calismalar i¢in yapilan 6n hazirhiklar

3.2.1.1. Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Tiim doku kiiltiirii uygulamalar1 0.22 um porozitede hepa filtreye sahip yatay
hava akish (laminar air flow) kabin i¢inde aseptik kosullarda gergeklestirilmistir. Steril
caligmalara baslamadan 6nce yatay hava akish kabinin i¢i %96°lik etil alkolle silinmis
ve kabin i¢i 20 dk siireyle acik birakilan ultraviyole (U.V.) lamba ile sterilize edilmistir.
Steril ¢alismalarda kullanilacak aletler (bisturi, pens vb.) oncelikle %70’lik etil alkol
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kullanilarak 6n sterilizasyon isleminden gegirilip kurutulduktan sonra, 250°C’ye kadar
isititlmis cam boncuklu sterilizator (Steri 250, Swiss-Made) igerisinde 10-20 sn
bekletilerek sterilize edilmislerdir. Denemelerde kullanilan kiiltiir kaplar1 (Magenta
GA7 ve cam petriler), otoklavda 1.5 atm basing altinda, 121°C’de 20 dk boyunca
sterilize edilmislerdir.

Sterilizasyonda kullanilacak saf su, 1siya dayanikli cam siseler iginde,
eksplantlarin kesiminde kullanilacak fayanslar (10x15 cm) ise aliiminyum folyo igine
sarilarak, otoklavda 1.5 atm basing altinda, 121°C’de 20 dk boyunca sterilize

edilmislerdir.

3.2.1.2. Stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Aragtirmamizda, tim uygulamalarda besin ortami olarak MS (Murashige ve
Skoog, 1962) temel ortam bilesimi kullanilmistir ve maliyeti diisiirmek igin stok
¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. MS besin ortami igerigi ve stok ¢ozeltilerin

hazirlanmasina ait bilgiler asagida verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. MS temel besin ortami igerigi ve stok ¢dzeltilerin konsantrasyonlari

Makro Elementler Stok Cozeltisi

Kimyasalin Adi MS (mg/L) 20x Stok (g/L)
NH4NO3 1650 33

KNO3 1900 38

MgS04.7H.0 370 7.4

CaCl,.2H.0 440 8.8

KH2PO4 170 3.4

Mikro Elementler Stok Cozeltisi

Kimyasalin Adi MS (mg/L) 200x Stok (mg/L)
MnS0O4.4H.0 22.3 4460
ZnS04.7H20 8.6 1720

H3BOs 6.2 1240

KI 0.83 166
Na,Mo004.2H,0 0.25 50

CuS04.5H.0 0.025 5

CoCl,.6H0 0.025 5

Vitamin Stok Cozeltisi

Kimyasalin Adi MS (mg/L) 100x Stok (mg/L)
Glisin 2 200

Nikotinik Asit 0.5 50

Pridoksin HCI 0.5 50

Thiamin HCI 0.1 10
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Makro besin elementi stok c¢ozeltisi, Cizelge 3.1°de belirtilen maddeler,
konsantrasyonlarinin 20 kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilarak 700 ml saf su
icerisine sirastyla ilave edilmis ve manyetik karistirici yardimiyla tamamen
¢ozindirilmistiir. Daha sonra hacim saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan

stok ¢ozelti, kabakli cam kavanoza alindiktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

Mikro besin elementi stok c¢ozeltisi, Cizelge 3.1’de belirtilen maddeler
konsantrasyonlarinin 200 kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilarak sirasiyla 700 ml
saf su icerisine ilave edilmis ve manyetik karistirict yardimiyla tamamen
¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra hacim, saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan
stok ¢ozelti, kabakli cam kavanoza alindiktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

Mikro besin elementleri igerisinde yer alan demirin, selatlanmis formu besin ortamina
ilave edilmesi gerektigi i¢in; FeNax-EDTA stok cozeltisi farkli olarak hazirlanmigtir.
Hassas terazide 5.57g FeSO4.7H20 ve 7.45g Na;EDTA tartilmig, maddeler tamamen
¢oziindiiriildiikten sonra hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Isiya dayanikli cam
sise icerisinde 121°C’de 20 dk boyunca otoklav edilerek selat olusmasi saglanmistir.

Hazirlanan stok ¢ozelti, oda sicakligina geldikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

Vitamin stok cozeltisi, Cizelge 3.1°de belirtilen maddeler konsantrasyonlarinin 100
kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilarak sirasiyla 70 ml saf su icerisine ilave edilmis
ve manyetik karigtirict yardimiyla tamamen ¢éziindiirilmistiir. Daha sonra hacim saf su
ile 100 mililitreye tamamlanarak hazirlanmistir. myo-inositol ¢okelti olusturdugu igin
vitamin stok soliisyonuna dahil edilmemis, besin ortami hazirlanirken 100 mg/L
tartilarak ortama ilave edilmistir. Hazirlanan stok ¢6zelti, cam siselere konulduktan

sonra +4°C de muhafaza edilmistir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri stok ¢ozeltisi, her ii¢ oksin (IBA, IAA, NAA) igin ayr1
ayrt 1/1 (mg/ml) oraninda hazirlanmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin 10 ml stok
¢ozeltisini hazirlamak i¢in 10 mg madde hassas terazide tartilmis ve yaklasik 2 ml 1M
(KOH) ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra stoklarin hacimleri saf su ile 10 ml

ye tamamlanmis ve temiz falkon tliplere alinarak +4 °C muhafaza edilmistir.

3.2.2. Besin ortamlariin hazirlanmasi
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Bir litre MS besin ortami1 hazirlamak i¢in 700 ml saf su igerisine 50 ml makro besin
elementi stok ¢ozeltisi, 5 ml mikro besin elementi stok ¢ozeltisi, 1 ml vitamin stok ¢ozeltisi
ile 5 ml FeNa>-EDTA stok ¢ozeltisi sirasiyla ilave edilmis ve manyetik karistiric
yardimiyla karistirilmistir. Daha sonra 100 mg myo-inositol tartilarak ortama ilave
edilmistir. Karbon kaynagi olarak %5 (a/h) sakkaroz (Wu ve ark., 2006) ilave edilmis ve
tamamen ¢ozilindiiriildiikten sonra ortam pH’s1 0.1-1 N KOH ya da 0.1-1 N HCl ile 5.8’e
ayarlanip hacim saf su ile 1L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ortamlar kavanozlara
bosaltilip, %0.2 (a/h) phytagel (Cui ve ark., 2013) eklenerek otoklavda 20 dk boyunca 1.5
atm basingta 121°C’de sterilizasyona tabi tutulmustur. Biiyiime diizenleyicileri i¢in de
hazirlanan stok ¢ozeltiler kullanilmistir. NAA yiiksek 1sidan etkilenmeyen bir biiylime
diizenleyicisi oldugu igin otoklavdan once besin ortamina gerekli miktarlarda ilave
edilmistir. IBA ve IAA yiiksek 1sidan etkilendikleri i¢in, 0.22 pum poroziteli filtreler
(milipor) ile sterilize edilmis ve ortamlara otoklav sonrasinda steril pipet yardimiyla

istenilen konsantrasyonlarda ilave edilmistir.

3.2.3. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve ¢cimlendirilmesi

Tez kapsaminda yiiriitillecek caligmalarda eksplant kaynagi olarak steril fideler
kullanilacagi i¢in Echinacea pallida tiiriine ait tohumlar, Oncelikle sekil 3.2'de
goriildiigli bigimde sterilize edilerek ¢imlendirilmeye alinmstir.

Tohumlar 6n sterilizasyon igin 10 dakika boyunca akan ¢esme suyunda yikanmis
ve strelizasyon 6ncesinde bez kese i¢ine alinmistir. Daha sonra keselenen tohumlar cam
bir beher igerisinde %96’lik etanol (a/h) ¢ozeltisinde 2 dakika ve yaklasik 2-3 damla
yayici-yapistirict  (Tween-20) ilave edilmis %10’luk sodyum hipoklorit (NaOCI)
cozeltisinde 10 dakika bekletildikten sonra 3 kere steril su ile 5’er dakika ¢alkalanarak
ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sterilizasyon islemi sonrasinda tohumlar
kabinde steril fayans tizerinde kurutulmus ve ¢imlendirme i¢in kiiltiir kaplar1 (Magenta
GA7) igerisinde, her kapta 8 adet tohum olacak sekilde steril MS besin ortamina
yerlestirilmistir. 244+2°C sicaklik, %65 nem, 5 LS 151k siddeti, 16/8 saat fotoperiyotta
kontrollii sartlar altinda, iklim odasinda ¢imlendirmeye alinmigtir. 6-8 haftalik steril

fideler eksplant kaynag1 olarak kullanilmigtir.
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Sekil 3.2. E. pallida tohumlarinin sterilizasyon ve ekim asamasi

3.2.4. Adventif kok Kiiltiirlerinin olusturulmasi

Kok kiiltiirli i¢in en uygun eksplant tipinin, biliylime diizenleyicisinin ve kiiltiir
stiresinin  belirlenmesi amaciyla baglatilacak kok kiiltiirlerinde, doku kiiltiirtinde
yetistirilen steril fidelerin kokleri ve yapraklart eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Steril fidelerin yaprak ve kokleri kabin igerisinde steril fayans tizerinde, steril bistiiri ve
pens kullanilarak esit pargalarda (kokler lecm uzunlugunda) kesilmis ve yaprak
eksplantlar1 alt kismi ortama bakacak sekilde, kokler ise tamamen ortama temas edecek
sekilde igerisinde 30 ml besin ortami1 bulunan cam petri kaplarina yerlestirilmistir.

En iyi kdk olusumunu saglayan biiylime diizenleyicilerinin belirlenebilmesi igin
her bir eksplant tipi (kok, yaprak), farkli tip (NAA, IAA veya IBA) ve farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) oksin igeren MS besin ortamlarinda, her petride
10 eksplant ve her tekerriirde 5 petri olmak iizere 3 tekerriirlii olarak kiiltiire alinmistir.
Kiiltiirler 24+2°C’de ve karanlik sartlardaki iklim odasinda 4 hafta boyunca muhafaza
edilmistir. Kiiltiir siiresi sonunda olusan adventif koklerde, yas agirlik, kuru agirlik ve

kok olusturma yiizdesi belirlenmistir.
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Sekil 3.4. . iklim odasinda karanlik kosullarda kiiltiire alinns eksplantlar

3.2.5. Adventif koklerde kafeik asit tiirevleri analizi

E. pallida adventif koklerinde bulunan kafeik asit tiirevleri igerigi Yiiksek
Basingli S1vi Kromatografi (YSBK veya HPLC) cihaz1 kullanilarak Erkoyuncu (2019)’a

gore analiz edilmistir.

3.2.5.1. Numunelerin hazirlanmasi

Kok ve yaprak eksplantlarindan elde edilen adventif kokler ayr1 ayri1 hasat
edildikten sonra kiigiik kese kagitlarina alinmis ve etiivde 50°C’de 48 saat boyunca
bekletilerek ekstraksiyon Oncesi kurutma islemi gerceklestirilmistir. Kurutulan
numuneler, havan yardimiyla parcalanarak toz haline getirilmistir. Daha sonra, 6érnekler

analiz i¢in numaralandirilip nem ¢ekmeyecek sekilde muhafaza edilmistir.
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3.2.5.2. Ekstraksiyon

Kurutulmus ve ogiitillmiis kok materyalleri hassas terazi yardimiyla 0.2 ¢
tartilarak 20 ml’lik balon joje igerisine alinmistir. Uzerine 8 ml metanol (%70 h/h) ilave
edilerek 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Ultrasonik banyo
sonrasinda 6rneklerin tizerine tekrardan 2 ml metanol (%70 h/h) ilave edilmis ve toplam
hacim 10 ml’ye tamamlanmistir. Tekrar hafifce ¢alkalandiktan sonra kati pargalarin
¢okmesi i¢in bir siire bekletilmistir. Son olarak sivi kisim bir siringaya bosaltilarak
0.45um’lik membran filtreden siiziilmiis ve 2 ml’lik seffaf cam HPLC siselerine (viyal)

aktartlmistir.

Sekil 3.5. Ekstraksiyon iglemi

3.2.5.3. Standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve Kromotogram

Fenolik standart stok ¢ozeltisini hazirlamak i¢in Oncelikle standartlar hassas
terazide 10 mg tartilip 10 ml’lik balon joje igerisine alinmis daha sonra iizerlerine 5 ml
metanol (%70 h/h) ilave edilerek 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢6ziinmesi
saglanmigtir. Ultrasonik banyo islemi sonrasinda ¢oziinen standartlar iizerine 5 ml
metanol (%70 h/h) ilave edilerek hacmi 10 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan standart
stok ¢ozeltileri 0.45um’lik membran filtreden siiziilmiis ve bu stoklardan 1, 5, 10, 25, 50
ve 100 ppm konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlanarak HPLC’de kosturulmustur.

Standartlarin alikonma zamanlar1 belirlenmistir (Sekil 3.6)



18

DAD1 A, Sig=330 4 Ref=360,100 (MUNIRE2023\MNR1909HAVVA 2023-05-08 13-30-121100.D)
=

mAU

horic acid

4.328 - caftaric acid
5291 - chlorogenic acid

10.430 -

8.110 - echinacoside acid

21.209

| E_a.sss

" H;;(
i

Sekil 3.6. Ayrilma zamanlarini gosteren kromotogram

3.2.5.4. Kromatografik metot ve kosullar

Kafeik asit tiirevlerinin miktar tayini i¢in, Avrupa Farmakopesi’nde aciklanmis
olan HPLC analiz metodu segilmistir. Agilent 1200 Series HPLC sistemi ve Zorbax OD
S4 tipi kolon kullanilmistir. Hareketli faz ¢ozeltileri, %0.1 fosforik asit (hareketli faz A)
ve asetonitril (hareketli faz B) akis hiz1 1.5 ml/dk ve akis tipi gradient eliisyon olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.2). Enjeksiyon hacmi ise 10 pl’dir. Diod-Array Dedektor
(DAD) ile 330 nm dalga boyunda caligilmistir.

Cizelge 3.2. Gradient eliiston programi

Akis Hizi
Zaman (dk) %A %B (ml/dk)
0 90 10 15
13 78 22 15
14 40 60 15

20 60 40 15
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3.2.6. Gozlem ve olciimler

3.2.6.1. Kok olusturma orani (%0)

Kiiltiire alinan eksplantlardan, 4 haftalik kiiltiir siiresi sonunda kok olusturanlar

say1lmis ve kok olusturma orani yiizde (%) olarak hesaplanmistir.

3.2.6.2. Kok yas agirhgi (mg)

Hasat edilen adventif kokler bulunduklart ortamdan dikkatli bir sekilde alinmig
ve ortam kalintilarin1 temizlemek amaciyla su ile yikanmistir. Agirlig: etkilememesi igin
yikama kaynakli su, kurutma kagitlar1 kullanilarak uzaklastirilmistir. Kisa siire sonra

hassas terazide tartim yapilmis ve kok yas agirliklart mg cinsinden kaydedilmistir.

3.2.6.3. Kok kuru agirhigi (mg)

Yas agirligi belirlendikten sonra kokler etiivde, 50°C'de 48 saat boyunca
kurutulduktan sonra hassas terazide tekrar tartilarak kuru agirliklar1 mg cinsinden

kaydedilmistir.

3.2.7. Verilerin analizi ve degerlendirilmesi

Denemeler “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni” yontemine gore kurulmustur.
Denemeye ait verilerin istatistiki analizi JIMP 13.0 istatistik programinda Tukey Testi ile

p<0.05 6nem seviyesinde karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Yaprak Eksplantindan Adventif Kok Uyarimi ve Biyokiitle Miktari

Kok olusum yiizdesi, kok taze agirligi ve kok kuru agirligina ait ortalama
degerler Cizelge 4.1°de verilmistir. Farkli tip ve konsantrasyonlardaki oksin
kaynaklarinin yaprak eksplantinin kék olusum yiizdesi (%) ve kok taze agirligr (mg)
tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01), kok kuru agirligi (mg) iizerine etkisi

ise istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.

Cizelge 4. 1. Farkli konsantrasyonlarda IAA, IBA ve NAA oksinlerinin E. pallida yaprak eksplantindan
adventif kok olusturma oranlar1 ve kok yas agirligi miktarlari

Oksinler Konsantrasyon Kok Olusum Kok Yas Kok Kuru
(mg/L) Oram (%)* Agirhg (mg)* Agirhg (mg)*
0.5 25a 11.63a 2.01
IBA 1.0 12b 12.88a 2.35
2.0 7bc 4.71b 1.05
0.5 Oc Oc 0
NAA 1.0 Oc Oc 0
2.0 Oc Oc 0
0.5 23a 4.53b 1.47
1AA 1.0 7bc 4.00b 0.47
2.0 13b 0.63c 0.27

* Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gére %5
diizeyinde farklilik vardir.

Farkli oksin tiirii ve konsantrasyonlarini igeren ortamlarda kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarinda ortalama 10-15 gilinliik periyottan sonra adventif kok uyarimi
gerceklesmeye baslamistir. Kok uyarimi i¢in gecen zaman, mevcut bitki biiylime
diizenleyicileri ve konsantrasyonlarina gore farklilik gostermistir. Kok uyarimi, farkl
konsantrasyonlarda 1AA ve IBA igeren tiim ortamlarda gozlenmistir. E. pallida'da
yaprak eksplantindan adventif kok uyarimi igin en iyi sonuglarin 0.5 mg/L IBA veya
IAA igeren ortamlardan elde edilmistir. Olusan koklerde konsantrasyonlar arasinda
morfolojik farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Diisiik konsantrasyonlarda IBA ve IAA
uygulamasindan elde edilen kokler genellikle az tiiylii, uzun ve beyazken, yiiksek IAA
ve IBA konsantrasyonuna sahip ortamlarin daha yogun kisa tiiylii, kisa ve sarimsi

kokler olusturdugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda IAA’nin yaprak eksplantindan adventif kok uyarimi a) 0.5 mg/L
IAA, b) 1.0 mg/L IAA, c) 2.0 mg/L IAA

Farkli konsantrasyonlarda NAA igeren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarin
higbirinde ise kok uyarimi saglanamamistir. Calismada kullanilan diger oksin tiirleri ile
karsilagtirildiginda NAA’nin tiim konsantrasyonlarinda kallus uyariminin saglandigi

gbzlemlenmistir.

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda NAA’nin yaprak eksplantindan kallus uyarimi

Kok olusum ytizdesi agisindan, diisiik IBA veya IAA konsantrasyonlart en 1yi
ortam olarak belirlenmis, taze kok agirlig: tiim IAA konsantrasyonlarinda IBA'ya gore
diisiik kalmistir. 0.5 mg/L IBA ve 1.0 mg/L IBA igeren ortamlarda daha kalin kokler
elde edilmistir. Hem kok olusum ytizdesi hem de taze kok agirligr agisindan en iyi oksin
tiri ve konsantrasyonu 0.5 mg/L IBA olarak belirlenmistir. Silja ve Satheeshkumar
(2015), diisiik IAA ve IBA konsantrasyonlarinin kombinasyon halinde veya tek basina
kullannommin yapraktan adventif kok biiylimesi ig¢in daha uygun oldugunu

gbzlemlemistir. Bu gézlemler sonuglarimizi dogrulamaktadir.
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Sekil 4.3. . Farkli konsantrasyonlarda IBA’ nin yaprak eksplantindan adventif kék uyarimi a-d) 0.5 mg/L
IBA, b-e) 1.0 mg/L IBA e-f) 2.0 mg/L IBA

IBA’nin, tibbi bitkilerin adventif kok kiiltiiriiniin uyarilmasi ve gelistirilmesi i¢in
en uygun oksin oldugu birgok arastirici tarafindan ifade edilmistir (Rahmat ve Kang,
2019). Panax ginseng (Kim ve ark., 2003), E. angustifolia (Wu ve ark., 2006),
Podophyllum hexandrum (Rajesh ve ark., 2012), Silyabum marianum (Riasat ve ark.,
2015) gibi birgok bitki tiirtinde IBA ile ilgili basarili sonuglar alindigi rapor edilmistir.
Bununla birlikte, adventif koklerin farkli oksinlere tepkisi bitki tiirlerine baglidir.
Ornegin, IAA ile muamele, Orthosiphon stamineus'un kok kiiltiirlerinden biyokiitle
tiretimini tesvik etmede NAA'dan daha etkilidir (Ling ve ark., 2009). Buna karsilik,
tibbi bitki Andrographis panikulata'nin yaprak eksplantindan adventif kok kiiltiiri
caligmasinda, NAA'da TAA ve IBA'ya kiyasla daha yiiksek biyokiitle birikimi elde
edilmistir (Praveen ve ark., 2009). Benzer sekilde Eurycoma longifolia tibbi bitkisinde
yapraktan adventif kok olusumu igin en etkili oksinin NAA (3.0 mg/L) oldugu
bildirilmistir (Hussein ve ark., 2012). Ote yandan, Zolman ve ark. (2000), koklenme
tepkisindeki listlin aktivite, kullanilan bitkinin tasinmasi, alinmasi, parcalanmasi veya
metabolizmasindaki farkliliklardan da kaynaklanabilir. Ayrica daha once eksplantlar
tarafindan kullanilmis olan sentetik oksinleri, NAA’y1 dogal IAA formuna doniistiirmek
icin daha fazla enerji harcanmasi, kok olusumu sirasinda hiicre biiylimesi ve gelisimi

icin yetersiz enerjiye yol agmaktadir (Krisantini ve ark., 2006). Dogal olarak olusan
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oksinlerin (IAA veya IBA), NAA gibi sentetik oksinlerle karsilastirildiginda koklerin
uyarilmasi ve uzamasi tizerinde farkli etkiler gosterdigi ifade edilmektedir (Biondi ve
ark., 1997).

Kullanilan oksin tiirlerinin yani sira, uygulanan oksin konsantrasyonunun da
adventif kok uyarimi i¢in 6nemli bir faktor oldugu, yiiksek konsantrasyonlarda (2.0
mg/L) oksin uygulamasiin yapraktan adventif kok olusumunu yavaslatarak kok
biyokiitlesini olumsuz yonde etkiledigi gozlemlenmistir. Benzer durumlar Plumbago
rosea (Silja ve Satheeshkumar, 2015) ve Silybum marianum (Khan ve ark., 2015) tibbi
bitkilerinde yapilan c¢alismalarda da goriilmiistiir. Ayrica g¢alismamizda yiiksek
konsantrasyonlarda oksin uygulamasinin yapraktan kallus uyarimina sebep oldugu
goriilmustiir. Rose ve ark. (2006), tarafindan bu durum klasik bir oksin tepkisi olarak
aciklanmis ve adventif kok uyariminin gerceklesmedigi farklilasmamis yaprak

hiicrelerinin kallus uyarimi yapmasindan kaynaklandigi seklinde bildirilmistir.

4.2. Kok Eksplantindan Adventif Kok Uyarimi ve Biyokiitle Miktar:

E. pallida bitkisinin kok eksplantindan olusan adventif koklerin farkli tip ve
konsantrasyonlarda oksin igeren ortamlarda uyarirmi ve biliylime tepkisi
degerlendirilmis, sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir. Oksinlerin farkli tip ve
konsantrasyonlarinin kok eksplantinda kok olusum yiizdesi (%), kok taze agirligi (mg)
ve kok kuru agirligi (mg) tizerindeki etkileri istatistiksel olarak ©nemli (p<0.01)
bulunmustur. (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda IBA ve 1AA oksinlerinin E. pallida kok eksplantinda adventif kok
olusturma oranlar1 ve kok yas agirligi miktarlar

Oksinler Konsantrasyon Kok Olusturma Kok Yas Kok Kuru
(mg/L) Orani (%)* Agirhg (mg)* Agirhgi (mg)*
0.5 57a 1.25bc 0.71a
IBA 1.0 20b 2.44a 0.44ab
2.0 21b 0.87c 0.16¢
0.5 22b 0.85c 0.18bc
IAA 1.0 19b 1.76b 0.29bc
2.0 19b 0.89c 0.19bc

*Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda Tukey karsilastirma testine gore %1
diizeyinde farklilik vardir.

Adventif kokler hem dogrudan kok eksplantlarindan hem de kok

eksplantlarindan olusan kalluslardan meydana gelmistir. Ozellikle IBA uygulamasinin
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eksplantlarda yogun bir kallus uyarimina sebep oldugu goézlemlenmistir. 15-20 giinliik
periyottan sonra kok eksplantlarindan adventif kok uyarimi baglamistir. Kok uyarimi
IBA ve IAA’min tiim konsantrasyonlarinda gerceklesirken iki tiirde de disiik
konsantasyonlarda daha fazla adventif kok uyarimi gozlenmistir. E. pallida‘’da kok
eksplantindan adventif kdk uyarimi igin en iyi sonuglar 0.5 mg/L IBA kullanilan
ortamlardan alinmistir. Yapraktan adventif kok uyariminda NAA kullanimindan kok

olusumu gézlemlenmedigi i¢in kdkten adventif kok uyariminda NAA kullanilmamastir.

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda IBA’nin kok eksplantindan adventif kok uyarimi a) 0.5 mg/L IBA b)
1.0 mg/L IBA ve ¢) 2.0 mg/L IBA

Farkli tip ve konsantrasyonlarda oksin uygulanmis besin ortamlarinda
gelistirilen adventif koklerin biyokiitlesi, uygulanan oksinin tiiriine ve konsantrasyonuna
gore farklilik gostermistir. Adventif kok biyokiitlesini arttirmada IBA’nin (2,44 mg)
daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir. IBA’nin farkli konsantrasyonlarinda biyokiitle
bakimindan farkliliklar da gézlenmis ve 1.0 mg/L IBA iceren ortamlarda maksimum
kok biyokiitlesine (3 kat daha fazla) ulasilmistir. Farkli konsantrasyonlarda IAA
uygulanan ortamlarda ise kok biyokiitlesi bakimindan fark tespit edilmemistir. Benzer
caligmalar ekinezyanin E. purpurea (Wu ve ark., 2006) ve E. angustifolia (Dewir ve
Paek, 2007) tiirlerinde de yapilmis ve kok eksplantindan adventif kok uyariminda,

yuksek miktarlarda biyokiitle verimi i¢in en uygun oksinin IBA oldugu bildirilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda IAA’ nin kok eksplantindan adventif kok uyarimi a) 0.5 mg/L 1AA,
b) 1.0 mg/L IAA c) 2.0 mg/L IAA

Oksin tipinin ve konsantrasyonunun adventif kok uyarimi ve kok biyokiitlesi
lizerine etkisi istatistiki olarak énemli bulunmustur. Arastirmamizda, bu anlamda IBA
uygulamasi 6ne c¢ikmustir. Yiritilen bir¢ok calismada hem siispansiyon hem kati
kiiltiirlerde kok eksplantlart kullanilarak adventif kok uyarimi ve verimli bir biyokiitle
icin optimum kosullar belirlenirken, IBA kullanimi &ne ¢ikmustir. Ornegin, Panax
notoginseng bitkisinde tek basina ya da kombinasyonlar halinde IBA kullanimi kok
eksplantindan adventif kok uyarimini olumlu yonde etkilerken, 2.4-D uygulamasindan
yalnizca kallus olusmustur (Gao ve ark., 2005). Benzer sekilde, Allochrusa
gypsophiloides bitkisinde IBA uygulamasmin kontroliin 3 kati fazla kok biyokiitlesi
olusturarak NAA’dan daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Mursaliyeva ve ark.,
2023). Ayrica Glycyrrhiza uralensis Fisch. (Yin ve ark., 2014), Panax ginseng (Jeong
ve ark., 2009a), Astragalus membranaceus (Wu ve ark., 2011) gibi tibbi bitkilerde de
kok eksplantindan adventif kok uyarimi i¢in IBA kullanilmistir. Bu ¢alismalarin aksine,
Ajuga bracteosa bitkisinde en yiiksek kok olusum orani ve biyokiitle 2.4-D ve [AA’ya
kiyasla (1.2 mg/L) NAA uygulamasindan alinmistir (Saeed ve ark., 2017). Reis ve ark.
(2011) Stevia rebaudiana bitkisinde kok uyarimi i¢in NAA kullaniminin daha uygun
oldugunu bildirmislerdir. Yiiriitiilen 6nceki ¢aligmalar, oksinlerin adventif kok uyarimi
ve biyokiitle tlizerindeki etkinliginin kullanilan tiire, eksplant tipine ve yetistirme
kosullarma gore degisiklik gosterdigini bildirmistir. Ornegin, Passiflora pohlii bitkisi
stispansiyon kiiltiirlerinde kok eksplantlarindan adventif kok biyokiitlesi diger oksinlerle
(IBA ve NAA) kiyaslandiginda (2.85 uM) IAA igeren ortamlarda 6nemli derecede artig
gosterirken, ayni bitkinin kat1 ortamlarda kiiltiire alinan bogum aras1 eksplantlarinda en
yogun adventif kdk uyarimi (2.7 pM) NAA iceren ortamlardan tespit edilmistir (Simao
ve ark., 2015). Boerhaavia diffusa bitkisinde en yiiksek kok olusum orant NAA (1.0
mg/L) iceren kati MS besin ortaminda, yaprak eksplantlart kullanilarak elde edilmistir.
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Ayn1 kosullar altinda tek bir tiiriin ¢esitli eksplantlar1 kiiltiirlerde farkl tepkiler verir, bu
durum eksplant tiplerinin genetik yapisindaki degiskenliklerle iligkili olabilir (Tripathi
ve Tiwari, 2004; Abbasi ve ark., 2016).

Adventif kok biyokiitlesi agisindan yaprak eksplantlar1 kok eksplantlarina gére
cok daha etkili bulunmustur. Bu durum hem iyi bir koklenme yiizdesi hem de daha fazla
kok yas ve kuru agirhigi degerleriyle kanitlanmistir. Konsantrasyon fark etmeksizin
yaprak eksplantindan ¢ok daha fazla adventif kok biyokiitlesi ger¢eklesmistir. Benzer
sekilde Orthosiphon stamineus (Ling ve ark., 2009), Withania somnifera (Sivanandhan
ve ark., 2012) ve Ajuga bracteosa (Saeed ve ark., 2017) tibbi bitkilerinde yapilan
caligmalarda adventif kok uyarimi ve biyokiitle icin en iyi eksplant tipinin yaprak
oldugu sonucuna ulagsmustir. Ling ve ark. (2009) bu durumun oksinler tarafindan
kolayca uyarilabilen yaprak damarlariyla iligkili hiicrelerin varligindan kaynakl

olabilecegi sonucuna varmistir.
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Sekil 4.6. Tki farkli eksplanttan kok uyarimi a) /n vitro E. pallida fideleri b-d) Kok eksplantindan adventif
kok uyarimi, c-e) Yaprak eksplantindan adventif kok uyarimi
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4.3. Elde Edilen Adventif Koklerde Kafeik Asit Tiirevleri Miktari

Farkli oksin tipi ve konsantrasyonlarinin uygulandigi, farkli eskplantlardan
uyarilan adventif koklerin kafeik asit tiirevleri igerigi kiiltiirden yaklasik 30 giin sonra
HPLC cihazi ile belirlenmistir.

Farkli tip ve konsantrasyonlarda oksin uygulamasmin E. pallida bitkisinin
yaprak eksplantindan elde edilen adventif koklerin kaftarik asit, klorojenik asit, kafeik

asit, ekinakozit ve kikorik asit igerigi Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli oksin tipi konsantrasyonlari uygulanan yaprak eskplantlarindan elde edilen adventif
koklerde kafeik asit tiirevlerinin miktarlar: (mg/g)

Oksinler  Konsantrasyon - Kaftarik Klorojenik  Kafelk - gyjpapqpe  KIKOTK o
05 1.76+0.01 1.43£0.00  0.2240.00  1.84+0.03  1.29+0.03 6.54
IBA 1.0 0.50+0.14 1.30£0.06  0.25:020  0.86+0.18  0.64+0.13 3.55
2.0 0.53+0.14 1.14+0.02 - 1.61£0.08  0.78+0.16 4.06
0.5 0.86+0.02 0.97+0.09  0.14+020 2.38£0.09  0.77+0.04 5.12
IAA 1.0 0.65+0.03 1.20+0.02  0.14+0.01  1.75£0.03  0.82+0.07 4.56
2.0 0.50+0.10 1.83+0.05  0.2940.00  2.01£0.07  1.20+0.03 5.38
1“12’.0.'1‘:" 1384002 0724005  0.72:0.10  150:0.02  0.84:0.06  5.16

Aragtirmamizda her iki oksin tiirii ve bu oksinlerin farkli konsantrasyonlarinda
kafeik asit disindaki tiim bilesikler tespit edilmistir. Elde edilen kafeik asit tiirevleri
arasinda tiim uygulamalarda en yiliksek miktarlar ekinakozitte tespit edilmistir. Diislik
konsantrasyonlarda (0.5 mg/L) IBA ve IAA uygulamalar1 adventif koklerde ekinakozit
birikimi i¢in daha uygun bulunmustur. IBA konsantrasyonlar1 arasinda en yliksek
ekinakozit 1.84 mg/g miktarinda 0.5 mg/L IBA uygulamasindan elde edilirken, en
diisik ekinakozit 0.86 mg/g miktarinda 1.0 mg/L IBA konsantrasyonundan elde
edilmistir. Benzer sekilde, [AA konsantrasyonlar1 arasinda en yiiksek ekinakozit miktari
(2.38 mg/g), 0.5 mg/L TAA igeren ortamlarda kiiltiire alinan koklerden elde edilirken; en
diisiik ekinakozit miktar1 (1.75 mg/g) ile 1.0 mg/L TAA uygulamasindan elde edilmistir.
IBA ile karsilastirildiginda, ekinakozit miktar1 bakimindan biiyiikk bir fark olmasa da
IAA uygulamasindan daha iyi sonuglar alinmigtir. Toplam kafeik asit tiirevlerinin
(kaftarik asit+ klorojenik asit+ kafeik asit+ ekinakozit+ kikorik asit) miktar
degerlendirildiginde, en yiiksek miktar (6.54 mg/g) 0.5 mg/L IBA uygulamasindan elde

edilmistir.
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Arastirmamizda, tim uygulamalarda en yiliksek miktarda elde edilen kafeik asit
tiri ekinakozit olmustur. Bunun en Onemli nedenlerinden biri, ekinakozitin E.
pallida'nin karakteristik bilesigi olmasi ve ¢ogunlukla kok bolgesinde bulunmasidir.
Ayrica Kikorik asit ve kaftarik asit, E. purpurea'nin ana bilesikleri olup, E. pallida'da az
miktarda ve ¢ogunlukla yapraklarinda bulunur (Kabganian ve ark., 2003).

Adventif koklere ait kafeik asit tiirevleri miktarlari, in vitro kosullarda
yetistirilen steril fide kokleriyle karsilastirildiginda, daha yiiksek cikmistir. Ozellikle
oksin uygulanan ortamlardaki ekinakozit icerigi, 1 mg/l IBA uygulamasinin digindaki
tiim uygulamalarda in vitro sartlarda yetistirilen steril fide koklerine gore daha yiiksek
cikmigtir.

O\/Y COOH IDW/%/COOH

COOH
Caftaric acid Chlorogenic acid
(1 (2)
o] HO
HOWOH HO HO/%,COOH OH
HO HO 0 O OH
o} 0]
Caffeic acid Cynarin

(3) (4)
OGlu

Echinacoside

(5)
HO
(IZOOH (o]
o .
HO = CHCHy = OH
o] COCH
OH
Cichoric acid

(6)
Sekil 4.7. Kafeik asit tlirevlerinin kimyasal yapilari

Arastirmamizda, toplam kafeik asit tiirevleri miktari, en fazla 0.5 mg/L IBA

iceren ortamlarda olusan koklerde gergeklesmistir. Elde ettigimiz sonuglara benzer
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sekilde, E. purpurea (Wu ve ark., 2007a) ve E. angustifolia (Cui ve ark., 2013)
tiirlerinde adventif kok kiiltiirlerinde, kafeik asit tiirevleri birikiminin basarili bir sekilde
gergeklesmesi i¢cin IBA kullanilmigtir. Oksinlerin kiiltiir ortamina eklenmesi adventif
koklerin uyarilmasi, ¢ogalmasi ve biyoaktif bilesiklerin icerigi bakimindan ¢ok biiyiik
onem arz etmektedir (Zhang ve ark., 2020). Ancak etkileri tiirler arasinda degisiklik
gostermektedir. Ornegin, Polygonum multiflorum bitkisinde biyoaktif bilesik birikimi
NAA’ya kiyasla IBA igeren ortamlarda daha yiiksek ¢ikmuistir (Ho ve ark., 2020).
Sonuglarimizla benzer sekilde Panax notoginseng (Zhao ve ark., 2020), Allochrusa
gypsophiloides (Mursaliyeva ve ark., 2023) ve Eurycoma longifolia (Lulu ve ark., 2015)
gibi tibbi bitkilerde de IBA kullanimi basarili sonuglar vermistir. Bunun tam aksine
onemli bir tibbi bitki olan Tripterygium wilfordii’de en yiiksek biyoaktif bilesik birikimi
2.0 mg/L NAA igeren ortamlarda gozlemlenmistir (Zhang ve ark., 2020). Ayn sekilde
Valeriana jatamansi tibbi bitkisinde biyoaktif bilesikler IBA ve IAA ile
karsilastirildiginda en fazla NAA (2.0 mg/L) uygulanan adventif koklerden elde
edilmistir (Pandey ve ark., 2021). Bununla birlikte, maksimum biyoaktif bilesik
verimini (3.38 mg/g) 2.0 mg/L IBA + 3.2 mg/L NAA kombinasyonlu ortamlarda
kiiltiire alinan adventif koklerden elde eden Yun ve ark. (2022), kombinasyon seklinde
oksin kullaniminin tek tiir oksin uygulamasina goére kok biiyiimesi ve sekonder
metabolit birikimini daha ¢ok etkiledigini bildirmistir. Bu durum adventif kok
kiiltiirlerinde bitki biiylime diizenleyicilerin se¢imi ve konsantrasyonlarinin yani sira
kiiltiir ortam1 ve Kkiiltiir sartlarinin da sekonder metabolit icerigini etkilemesinden

kaynaklanmaktadir (Wu ve ark., 2006).

Calismamizda, toplam kafeik asit tiirevleri miktari, en az (3.55 mg/g) 1.0 mg/L
IBA uygulamasindan elde edilmistir. Benzer sekilde, Cui ve ark. (2013), E. angustifolia
tirtinde kafeik asit tiirevlerinin 1.0 mg/L IBA ilaveli MS besin ortaminda kiiltlire alinan
koklerde diisiik miktarlarda (4.95 mg/g) elde edildigini bildirmislerdir. Bu sonuglar,

calismamizla paralellik gostermistir.

Arastirmamizda, kok eksplantindan elde edilen adventif koklerin miktarlari
yeterli olmadig1 i¢in kafeik asit tiirevleri miktarlari saptanamamistir. Ancak E. purpurea
tiriinde yapilan bir ¢alisma esas alinarak (Wu ve ark., 2007b), E. pallida tiiriinde sivi
kiiltiirlerde adventif kok bliylimesi ve kafeik asit tiirevleri miktarlarinin arastiriimasi
amaciyla, in vitro’da yetistirilen steril fidelerden alinan kok eksplantlart 1.0 mg/L IBA
ve %5 sakkaroz igeren 2MS sivi besin ortaminda (pH 6.0) karanlik kosullarda, iklim
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odasinda kiiltiire alinmistir. Elde edilen adventif koklere ait biyokiitle ve kafeik asit
tirevleri (Cizelge 4.4) tespit edilmistir. Baglangicta, 0.10 g miktarlarinda kiiltiire alinan
kokler, 30 giinliik kiiltiir siiresi sonunda 5.19 g yas agirlik ve 1.18 g kuru agirlik
degerlerine ulasmistir. Siv1 kiiltiirlerden ¢ok daha fazla biyokiitle elde edildigi icin
kafeik asit tlirevleri miktarlar1 daha kolay tespit edilmistir. Kati1 kiiltiirlerle
karsilastirildiginda toplam kafeik asit tiirevleri miktarlar1 benzer ¢ikmistir. Ancak en
yiiksek ekinakozit miktar1 (3.31 mg/g) sivi ortamlarda kiiltiire alinan adventif koklerden
elde edilmistir.

Cizelge 4.4. E. pallida tiiriinde sivi oramdan elde edilen adventif koklere ait kafeik asit tiirevleri miktart
(mg/g)

Kaftarik Klorojenik Kafeik Kikorik

Oksin Asit Asit Asit Ekinakozit Asit

Toplam

1.0 mg/L IBA 0.33+0.02 1.17+0.03 0.15+0.00 3.31+0.04  0.66+0.02 5.62

Sekil 4.8. Sivi ortamlarda kiiltire alinan E. pallida kok eksplantlarindan adventif kok uyarimi, a)
baslangicta kiiltiire alinan kok eksplantlarinin goriintimil, b-c) adventif kok uyarimi

Bu calisma, kok eksplantindan adventif kok uyariminda sivi ortamlarin
biyokiitle anlaminda daha uygun sonuglar verdigini gdstermistir. Bu alanda yapilacak

bundan sonraki ¢aligmalar genisletilerek devam edilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda, E. pallida tiiriinde in vitro sartlarda adventif kok kiiltiirii
teknigi kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda gesitli biiyiime diizenleyicileri uygulanan
iki farkli eksplant tiiriiniin bu uygulamalara tepkisi belirlenmistir. Ayrica olusan
adventif koklerden kafeik asit tiirevleri miktarlar1 tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
degerlendirilmis ve sonuglar 6zetlenmistir.

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, %96°lik etanol (a/h) ¢ozeltisinde 2 dakika ve
2-3 damla Tween-20 ilave edilmis % 10’luk sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde 10 dakika
bekletildikten sonra 3 kere steril su ile durulama seklinde yapilmistir. Sterilizasyon bu
sekilde yapildiginda kontaminasyonla karsilagilmamustir. E. pallida tohumlari in vitro
sartlarda basarili bir sekilde ¢imlendirilmis ve fideler saglikli bir sekilde biiytimiistiir.
Eksplantlar steril fidelerden alinmustir.

Kok olusum orani, toplam biyokiitle ve kafeik asit tiirevleri, kiiltlire alinan
eksplant, kullanilan oksin ve bu oksinin farkli konsantrasyonlarindan farkli sekilde
etkilenmistir.

Her iki eksplantta da kok uyarimi gerceklesmis ancak yaprak eskplantlarinda
daha saglikli ve uzun kokler olmustur. Buna bagli olarak toplam biyokiitle yaprak
eskplantlarindan uyarilan adventif koklerde daha yiiksek olmustur. Kafeik asit tiirevleri
miktarlar1 yalnizca yaprak eksplantindan uyarilan koklerde tespit edilebilmistir. Kok
eksplantindan elde edilen kokler analiz i¢in yeterli miktarlari saglayamamaistir.

Elde edilen sonuglara gore kok olusum orani ve toplam biyokiitle kullanilan
oksin tiiriine gore degisiklik gostermistir. Yaprak eksplantinda kok olusum orani ve
toplam biyokiitle i¢in en iyl oksinler IBA ve IAA segilmistir. NAA igeren ortamlarda
kok uyarimi gerceklesmemistir. Kok eksplantinda ise IBA daha iyi sonuglar vermistir.
Oksin konsantrasyonlar1 da kok olusumu ve toplam biyokiitleyi etkileyen faktorlerden
birisi olmustur. Diisiik oksin konsantrasyonlart (0.5 mg/L) hem yaprak eskplantlari i¢in
hem de kok eksplantlar1 i¢in en uygun olarak belirlenmistir.

Kafeik ait tiirevleri birikimi hem IBA hem de IAA igeren ortamlarda kiiltiire
alinan koklerden elde edilmistir. Toplam kafeik asit tiirevleri en fazla (6.54 mg/g) 0.5
mg/L IBA uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek ekinakozit miktar1 (2.38 mg/g) 0.5

mg/L TAA uygulamasindan elde edilmistir. Kullanilan oksin tiiriiniin kafeik asit
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tiirevleri birikimine ¢ok biiyiik etkisi olmasa da diisiik konsantrasyonlar daha iyi sonug
vermistir.
Calismamizda E. pallida tiiriinde adventif kok kiiltiiriinde 6zellikle biyokiitle

i¢in s1v1 ortam kullanilmasinin daha uygun oldugu gézlemlenmistir.

5.2 Oneriler

Diinya lizerinde yaygin olarak kullanilan, tibbi ve ekonomik Oneme sahip
ekinezya bitkisinde daha once yiiriitiilen ¢alismalarda etkili bir mikrogogaltim sistemi
kurulmus ve gesitli rejenerasyon protokolleri olusturulmustur. Giiniimiizde ekonomik
Ooneme sahip ekinezya tiirlerinde in vitro sekonder metabolit {iretimi ve elde edilen
metabolitleri arttirmaya yonelik galigmalar yogunluk kazanmustir. Ozellikle istenilen
standart ve kalitede sekonder metabolit iiretimi i¢in adventif kok kiiltlirleri Gmit
vadeden bir tekniktir. Bu baglamda c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar E. pallida
tirtine ait 6nemli kimyasal bilesiklerin temini ve bunlarin biiyiikk 6lgekli tiretimi igin
kullanilabilecek faydali bir protokol niteligi tasimaktadir. Bununla birlikte biiyiik
6lgekli liretim siirecinin endiistriyel tiretime uygulanmadan 6nce hala optimize edilmesi

gerekmektedir.
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EKLER

EK-1 Echinecea pallida Nutt. tiriiniin yaprak eksplantindan farkli tip ve
konsantrasyonlarda oksin uygulamasindan elde edilen adventif koklere ait
kramatogramlar

Sekil 1. 0.5 mg/L IBA

Sekil 2. 1.0 mg/L IBA



Sekil 4. 0.5 mg/L IAA
Sekil 5. 1.0 mg/L IAA
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Sekil 6. 2.0 mg/L IAA

Sekil 7. Sivi ortamlarda kiiltiire alinan Echinecea pallida Nutt. tiiriiniin kok eksplantindan elde edilen
adventif koklere ait kramatogram
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EK-2 Varyans analiz tablolari

Cizelge 1. E. pallida kok eksplantindan adventif kok olusum yiizdesi varyans analiz tablosu

Varyasyon sD Kareler Kareler F
Kaynag Toplami Ortalamasi Degeri
_Buytme 5 3326.0694 665.214 19.5412%*
Diizenleyicileri
Hata 12 408.5000 34.042
Genel 17 3734.5694

ns: dnemsiz (not significant) *: onemli %5 seviyesinde **: dnemli %1 seviyesinde

Cizelge 2. E. pallida kok eksplanti adventif kok yas ag

irlig1 varyans analiz tablosu

Varyasyon sD Kareler Kareler F
Kaynag Toplami Ortalamasi Degeri
 Biyime 5 6.1644155 1.23288 13.1619**
Diizenleyicileri
Hata 12 1.1240839 0.09367
Genel 17 7.2884995

ns: dnemsiz (not significant) *: onemli %5 seviyesinde **: dnemli %1 seviyesinde

Cizelge 3. E. pallida kok eksplanti adventif kok kuru agirligi varyans analiz tablosu

Varyasyon sD Kareler Kareler F
Kaynag Toplami Ortalamasi Degeri
Biyime 5 0.67723352 0.135447 13.9554%*
Diizenleyicileri
Hata 12 0.11646831 0.009706
Genel 17 0.79370184

ns: dnemsiz (not significant) *: onemli %5 seviyesinde **: 6nemli %1 seviyesinde
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