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OZET

Farkl: Biiyiime Diizenleyicilerinin Salvia sclarea’

da Sekonder Metabolit Uzerine Etkileri

Merve GEBES

Molekiiler Biyoloji ve GenetikAnabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Salvia  sclarea  antibakteriyel, antiseptik, antifungal, antikanserojen,
antiinflamatuar oOzelliklere sahip tibbi bir bitkidir. Sahip oldugu degerli
metabolitlerin tiretimini arttirmak amaciyla yapilan in vitro calismalarda bitki
bliylime diizenleyicilerinin etkili oldugu ortaya konulmustur. Bu calismada in
vivo ortamda S. sclarea bitkisine uygulanan farkli konsantrasyonlarda (25, 50,
100mg/L) 4 farkh bitki biiylime diizenleyicinin (BAP, KIN, TDZ, m-T) bitki
biiytime ve gelisimi ile sekonder icerige etkileri degerlendirilmistir. Bitki biiytiime
ve gelisimi yaprak sayisindaki artis, yaprak ile yaprak saplarinin yas ve kuru
agirliklar1 bakimindan degerlendirilmistir. Uygulamalar sonucunda bitki biiyiime
diizenleyicilerinin yaprak sayisinin artisi bakimindan anlamli farkliliga neden
olmadig1 fakat yaprak ve yaprak saplarinin yas ve kuru agirliklarina etkisinin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir. BAP ve KIN bitki

bliylime ve gelisimi {izerinde benzer etkiye sahip iken ve m-T’'nin digerlerine

xi



gore daha yiiksek oranda arttirici etki gosterdigi belirlenmistir. Uygulamalar
sonrast kurutulmus yaprak ve yaprak saplarinin hekzan ekstreleri hazirlanarak
icerikleri GK/MS ile analiz edilmistir. Ekstrelerde yiiksek oranda yag asidi
tlirevleri ile terpen ve mn-alkan tiirevleri tespit edilmistir. Sekonder metabolit
iceriginin uygulanan BBD c¢esidi ve konsantrasyonuna baglh olarak kalitatif ve
kantitatif olarak degistigi, yaprak ve yaprak sapinda bu etkilerin farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclar m-T’nin bitki biiyiime ve gelisimini
arttirmada daha etkili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte sekonder
metabolitlerin {iretiminde bitki biiyime diizenleyici uygulamalarinin farklilik
gostermesi nedeniyle istenilen metabolitin {iretiminde her bir metabolit icin

uygun bitki bliylime diizenleyicisinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bitki biiylime diizenleyicileri, sekonder metabolit, in vivo

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Effect of Different Growth Regulators on
Secondary Metabolites in Salvia sclarea

Merve GEBES

Department of Moleculer Biology and Genetics

Master's Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Salvia sclarea is a medicinal plant with antibacterial, antiseptic, antifungal,
anticarcinogenic, anti-inflammatory properties. Plant growth regulators have
been shown to be effective in in vitro studies to increase the production of
valuable metabolites. In this study, the effects of 4 different plant growth
regulators (BAP, KIN, TDZ, m-T) applied to S. sclarea plant in vivo at different
concentrations (25, 50, 100 mg/L) on plant growth and development and
secondary content were evaluated. Plant growth and development was evaluated
with the increase in the number of leaves, the fresh and dry weights of leaves
and petioles. As a result of the applications, it was determined that the plant
growth regulators did not cause a significant difference in terms of the increase
in the number of leaves, but the effect on the fresh and dry weights of the leaves
and petioles showed a statistically significant difference. It was determined that
BAP and KIN had similar effects on plant growth and development, and m-T had
a higher enhancing effect than the others. After the applications, hexane extracts
of the dried leaves and petioles were prepared and their contents were analyzed

by GK/MS. High levels of fatty acid derivatives and terpene and n-alkane

xiii



derivatives were detected in the extracts. It was determined that the content of
secondary metabolites changed qualitatively and quantitatively depending on
the type and concentration of PGR applied, and these effects differed in leaves
and petiole. The results obtained showed that m-T was more effective in
increasing plant growth and development. However, since plant growth
regulator applications differ in the production of secondary metabolites, it is
necessary to determine the appropriate plant growth regulator for each

metabolite in the production of the desired metabolite.

Keywords: Plant growth regulators, secondary metabolite, in vivo
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GiRiS

1.1 Literatiir Ozeti

Bitkileri biyotik ve abiyotik stres durumlarina karsi koruyan, temel fizyolojik
olaylarda gorev almayan, ihtiya¢c durumuna gore bitkinin cesitli kistmlarinda
sentezlenen bilesikler sekonder metabolitler olarak adlandirilmaktadir (Bakir,
2020). Bitkilerin biitiin organlarinda iiretilebilirler. Antioksidan (Taylor ve
Grotewold, 2005), anti-fungal (Pitarokili ve digerleri, 2003) anti-bakteriyel, anti-
inflamatuar 6zellige ve kanserli dokularda sitotoksik etkiye sahiptirler (Afonso ve
digerleri, 2019). Besin endiistrisinde (Dogan ve Dogan, 2012), parfiim
tiretiminde (Caniard ve digerleri, 2012), patojenlerle miicadelede (Cavalieri ve
Caporali, 2010), metaller ile kirletilmis topraklar1 arindirmada kullanilirlar

(Angelova ve digerleri, 2016).

Zengin sekonder metabolit icerigine sahip tiirleri iceren  Salvia,
Lamiaceae/Labiatae ailesine dahil en fazla sayida tiir barindiran cinstir. Salvia
tlirleri diinyanin her yerinde yetisebilme ozelligine sahiptirler (Ghorbani ve
Esmaeilizadeh, 2017). Bu cinse ait tiirler polifenol, fenolik bilesikler ve
flavonoitler (flavon, flavonol, flovonol glikozid) acgisindan fazlasiyla zengindir.
Bitki i¢indeki bilesenler cografi ve iklimsel farkliliklar, kullanilan ekstraksiyon
yontemi, secilen bitki organi ve gen farkliliklarina gore degisebilmektedir (Russo
ve digerleri, 2013). Salvia tiirlerinde genel olarak en fazla miktarda bulunan yag
asitleri linoleik asit, linolenik asit ve oleik asittir (Bagc1 ve digerleri, 2004).
Dogal yasam alani Kuzey Akdeniz Havzasi, Kuzey Afrika ve Orta Asya’nin bazi
bolgeleri olarak belirlenmistir. Yetistigi alanlar ise volkanik kaya¢ yamaclari,
ormanlar, tarlalar ve yol kenarlar1 seklinde belirlenmistir (Eker ve digerleri,

2022).



Diinyanin her yerinde yetisebilen bitkinin Akdeniz ve Avrupa’da yetismesine
iliman iklim ve subtropikal iklim olanak saglamistir (Aéimovi¢ ve digerleri,
2018).

Salvia tiirlerinde var olan degerli sekonder metabolit iiretimini artirmak icin
cesitli yontemler kullanilmaktadir, Bitki Biiyiime Diizenleyicisi (BBD)
uygulamalar1 bu yontemlerden sadece bir tanesidir (Yagci ve digerleri, 2008).
Asagida BBD kullanilarak gerceklestirilen calismalara ait Orneklere yer

verilmistir.

Salvia officinalis ile gerceklestirilen in vitro calismada besin ortamina ilave
edilen sitokininlerin sekonder metabolit icerigini arttirdig1 ve sekonder metabolit
artisinda en etkili sitokininin Kinetin (KIN) oldugu tespit edilmistir (Seabra ve
digerleri, 2002; Santos-Gomes ve digerleri, 2003). S. fruticosa ile gerceklestirilen
calismada 7n vitro ortamda kallus, hiicre siispansiyon ve kok kiiltiirii ile 7in vivo
ortamda yetistirilen bitkilerdeki rosmanirik asit (RA) miktar1 karsilastirilmistr.
In vivo ortamda yetistirilen bitki yapraklarindan elde edilen RA miktarina kiyasla
kallus kiiltiiriinden elde edilen RA miktarinin 2 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. Kallus olusumu ve RA birikimi i¢in 6.9 uM Thidiazuron (TDZ) ve
3uM indol 3 asetikasit (IAA) Onerilmistir (Karam ve digerleri, 2003).

Salvia leriifolia Benth. ile gerceklestirilen ¢alismada ise cesitli BBD’ lerin farkli
kombinasyonlarimi iceren ortamlardan elde edilen kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerindeki fenolik bilesik miktarlar1 belirlenmistir. Kallus kiiltiiriinde 5mg/L
naftalin asetikasit (NAA)+5mg/L benzilaminopurin (BAP) destekli Murashige ve
Skoog(MS) (MurashigeandSkoog, 1964) besiyerinde fenolik bilesik (rosmanirik
asit) miktarinin arttigi ve 16.72 mg/L oldugu belirlenmistir (Modarres ve

digerleri, 2018).

Salvia viridis e ait in vitro gercgeklestirilen calismada ise 4 farkli sitokinin
cesidinin (BAP, BPA, m-T, rBAP) farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2 mg/L)
uygulanmasinin sekonder metabolit {iiretimi {izerine etkisi arastirilmis ve
sekonder metabolit iiretiminde BBD’ lerin etkili oldugu belirlenmistir. meta

Topolin (zzT)’ nin fenil etanoid (fenolik bilesik) miktarini 6nemli sekilde
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arttirdit ve BAP’ 1n ise RA ve fenolik bilesiklerin {retimini arttirdig:

belirlenmistir (Grzegorczyk-Karolak ve digerler, 2020).

S. sclarea ile yapilan in vivo calismada KIN, Indolasetikasit (IAA), Paclobutrazol
(PBZ) uygulamalar1 yapilarak bitkinin biiyiime ve gelismesi ile temel bilesen
verimi belirlenmistir. KIN, IAA ile PBZ’ nin ciceklenme, siirgiin sayisi, bitki
agirhgl ve yag verimi iizerinde yaptigi etki belirlenmistir. KIN ve PBZ yag

verimini artirdig1 belirlenmistir (Singh ve digerleri, 2008).

S. sclarea L. ile in vitro ortamda gerceklestirilen calismada da sitokinin grubu
(BAP, KIN, TDZ, m-T) BBD uygulamalarinin sekonder metabolit birikimi iizerine
etkileri arastirllmistir. S. sclarea yapraklarindaki sekonder metabolitlerin icerigi
ve miktarinda, uygulanan sitokinin cesidine bagh olarak farklilik gozlendigi ve
degerli bir metabolit olan fitol'tin m-T iceren ortamda en yiiksek artis1 gosterdigi

belirlenmistir (Erisen ve digerleri, 2020).
1.2 Tezin Amaci

Bitki biiyime diizenleyicilerinin tarimda yaygin sekilde kullanildiklar
bilinmektedir. Salvia cinsine ait tiirlerde genellikle in vitro Xkiiltiirlerde
sitokininlerin sekonder metabolit {retimine etkileri ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir. /n vivo ortamda S. sclarea bitkisinde PBZ, IAA ve KIN’ 1
biliylime-gelisim ile sekonder icerikte degisiklere neden oldugu bildirilmistir
(Sing, 2008). Bununla birlikte Erisen ve digerleri, (2020)’ nin S. sclarea ile
gerceklestirdigi calismada in vitro ortamda 4 farkli BBD (BAP, KIN, TDZ, m-T)
kullanmislar ve sonucta sekonder metabolit iceriginde kullanilan BBD cesidine
bagli degisimlerinin oldugu goézlenmistir. Bu arastirmalardan yola cikilarak bu
calismada in vivo ortamda yetistirilen S. sclarea bitkisine uygulanan farkli (BAP,
KIN, TDZ, m-T) sitokinin kaynaklarinin bitki biiytime-gelisimine etkileri ile
sekonder metabolit icerigine etkilerinin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi

amaclanmistir.



1.3 Hipotez

Gec¢misten glintimiize BBD kullanilarak in vivo ve in vitro ortamda yetistirilen
cesitli bitkilerde, sekonder metabolit icerigindeki degisimler kaydedilmistir.
S. sclarea tibbi degeri yiliksek ve aromatik bir bitkidir. Bu tez calismada in vivo
ortamda yetistirilen S. sclarea bitkisine uygulanan BAP, KIN, TDZ ve m-T
sitokininlerin bitki biiylime ve gelisimini etkileyecegi bunun yani sira bitkideki
sekonder metabolit iceriginde hem cesit hem de miktar olarak degisime neden

olacagi bir durum ortaya cikacagi beklenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Salvia sclarea L.

Misk adacay1 (S. sclarea) (Carrubba ve digerleri, 2002) halk arasinda sabla, ay1
sablasi, adacayi, tiiylii adacayi, ay1 kulagi olarak bilinir (Doganoglu ve digerleri,
2006). S. sclarea tipta (Peana ve Moretti, 2002), kozmetikte (Caniard ve
digerleri, 2012), cesitli iceceklerin iiretiminde (Gonceariuc Balmus ve Cotelea,
2016), eczacilikta kullanilan (Giilgin ve digerleri, 2004). Ekonomik degeri
yliksek tibbi ve aromatik bir bitkidir. Lamiaceae familyasi Salvia cinsinde yer

alan bitkinin siniflandirilmasi Tablo 2.1’ de gosterilmistir (GBIF Database).
Tablo 2.1 S. sclarea siniflandirilmasi

Alem: Plantae

Sube:  Tracheophyta

Smmif:  Magnoliopsida

Takim: Lamiales

Aile: Lamiaceae

Cins: Salvia

Tiir: Salvia sclarea

S. sclarea bitkisi soluk kahve, sert kabuklu ve kazik kok yapisina sahiptir. Kok
uzunlugu 15-70 cm arasinda degisebilmektedir. Govde yapist dikdortgenimsi,
50-100 cm uzunlugunda olabilmektedir. Govde dik yapilidir ve biiytidikee

dallanma gostermektedir. Bitki govdesi gri-beyaz goriiniime sahiptir bunun
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sebebi bitki ylizeyinde bulunan ugucu yag iceren tiiylerdir. Bitkinin yapraklarinin
alt ve st ylizeyi tiiylerle kapli, basit, genis ve oval yapilidir. Yaprak damarlar
belirgin sekilde goriilmektedir. Bitkide yapraklar karsilikli bir sekilde
dizilmektedirler. Yaprak sapt 3-9 cm araliginda degisebilmektedir. Bitkide
cicekler 2-6 cicekten olusan dairesel dizilis gostermekte ve zigomorf simetrilidir.
Cicekler 2-3 mm araliginda degisen cicek sapiyla baglanmaktadirlar. Cigekler tist
ve alt dudak olmak tizere 2 parcalidir, iist dudak 2 disli ve oval bitisli bir yapiya
sahipken alt dudak 2 disli bir yapiya sahiptir (Ozdemir ve Senel, 1999). Cicek
rengi leylak veya kremsi yapida olabilmektedir (Sekil 2. 1). Ciceklerin mayis-
agustos aylarinda actig1 bilinmektedir. Bitki iki yillik veya kisa yasaml ¢ok yillik

bitki olarak tanimlanmaktadir.

Sekil 2.1 S. sclarea bitkisi (Dogan, 2019)
S. sclarea sklareol, manool, salvipison, 7-oksoroylenon, ferruginol, mikrostegiol,
kandidissiol, 2,3-dehidrosalvipison, oksoferruginol, karyofillen oksit, spatulenol,
6-hidroksiluteolin-6,7,3’,4’-tetra metil eter, salvigenin, 6-hidroksiapigenin-7,4’-
dimetil eter, 4-metil apigenin, apigenin, luteolin, a-amirin, f3-sitosterol gibi cesitli
sekonder metabolitleri icermektedir. Bunlar icinde sklareol yiiksek degere sahip
bir metabolittir (Caissard ve digerleri, 2012). 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada
Tirkiye’de yetisen S. sclarea bitkisinde 37 cesit temel yag asiti tespit edilmistir.
Bu yag asitleri icinde en fazla oranda bulunan temel yag asitlerinin spatulenol,
karyofillen oksit, linolil asetat, linalool oldugu belirlenmistir (Dogan ve digerleri,
2015). S. sclarea sklareol yiiksek degere sahip bir metabolittir metabolik
faliyetlere katkisinin yani sira antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip 6nemli bir

diterpendir (Ulubelen ve digerleri, 1994; Van den Brule ve digerleri, 2002).
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Kozmetik amacgli amber iiretiminde temel madde olarak kullanilmakla beraber
(Schmiderer ve digerleri, 2007), kanser hiicreleri {izerinde apoptotik etkileri de

bulunmaktadir (Dimas ve digerleri, 2001; Dimas ve digerleri, 2007).

Bitkiye ait ekstreler ve yaglar uzun yillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir.
Son yillarda yapilan calismalarla bitkiden elde edilen ekstrelerin ve yaglarin

etkileri ortaya konulmustur. Asagida bu ¢alismalara yer verilmistir:

S. sclared nin aseton ve kloroform ile elde edilen ekstrelerinin antioksidan ve
antibakteriyel etkileri oldugu belirlenmistir. Bacillus megaterium, Proteus
vulgaris, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphilococcus aureus, Basillus
brevis, Klebsiella pneumonie, Micrococcus Iuteus, Escherichia coli ve
Mycobacteriuin smegmatis bakterileri iizerinde E. coli hari¢ antibakteriyel ve
Penicillum frequentans, Fusarium equiseti, Aspergillus candidus ve Byssochlamys
fulva mantarlar iizerindeki antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Giilgin
ve digerleri, 2004). Linalil asetat, linalol ve germakrene temel yaglarn E. coli, S.
aureus, B. pumilus, K pneumonie, B. subtilis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeroginosa bakterilerinde hiicre zarinin gegirgenligini etkileyerek

antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir (Cui ve digerleri, 2015).

S. sclared dan elde edilen yaglar, ratlar ile yapilan bir calismada deri alti
dokusuna enjekte edilerek ve solunum yoluyla uygulanarak calisma sonucunda
antidepresan ilaglara benzer etki yaptig1 belirlenmistir (Seol ve digerleri, 2010).
Yine S. sclarea ekstrelerinin protozoalar iizerinde toksik etkiye sahip

olduguortaya konulmustur (Kirmizibekmez ve digerleri, 2011).

Bitkinin sacak kok kiiltiirlerinde belirlenen 4 diterpernin (ferruginol, salvipison,
atiopinon, 1-aksoatiopinon) insanda l6semi kanserine sebep olan lenfoblastik
NALM-6, promyolectic HL-60 ve coklu ila¢ direncine sahip HL-60 ADR hiicreleri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bitkide bulunan diterpenlerden salvipisone ve
aethiopinone’ nin yiiksek etkiye sahip olmakla birlikte sitotoksik etki

gosterdikleri de belirlenmistir (Ro "z’ alskia ve digerleri, 2014).

Fareler iizerine yapilan caligmalarda bitkiye ait yaglarin antidiyabetik (Raafat ve

Habib, 2018) ve rahim kaslan iizerinde oksitosin benzeri etkiye sahip oldugu
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belirlenmistir (De Golier ve Adamson, 2021). Bununla birlikte bitkinin yaprak ve
ciceklerinin etanol ekstrelerinina-glukozidaz, a-amilaz, pankreatiklipaz, biitiril-
kolinesteraz enzimleri iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu tespit edilmistir

(Ekin ve digerleri, 2019).
2.2 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitkilerde tiretilen, az miktarda salgilanmalar1 olumlu veya olumsuz etki
gostermeleri icin yeterli olan, iretildigi kisitmda etkin olabildigi gibi bitkinin
diger kisimlarina tasinabilen, tek basina veya birlikte fizyolojik degisiklige sebep
olabilen kimyasallara bitki hormonlar1 denilmektedir. Hormonlar bitki
blinyesinde siirekli olarak etkilesim halindedirler. Bu etkilesim sayesinde
hormonlar bitkide pozitif veya negatif geri bildirim saglayarak hormon diizeyini

dengede tutmaktadirlar (Kaynak ve Ersoy, 1997).

Bitkilerde fizyolojik olaylar1 diizenleyen bu kimyasallarin bilesik yapilar
kesfedildikten sonra sentetik olarak f{iretilmeye baslanmistir. Hem dogal
hormonlar hem de sentetik olarak iiretilen kimyasallar birlikte Bitki Biiyiime

Diizenleyici maddeler olarak adlandirilmaktadir (Halloran ve Kasim, 2002).

Bitki  hormonlar1  biiylimeyi tesvik edici ve engelleyici olarak
gruplandirilmaktadirlar. BBD’ leri Oksinler, Sitokininler, Giberellinler, Absisik
asit, Etilen olmak iizere 5 ana grupta toplanmaktadir. Bunlardan ilk iicii
bliylimeyi tesvik edici, digerleri biiylimeyi engelleyici etki yapmaktadir.
Glniimiizde Poliaminler (PA), Jasmonatlar (JA), Brassinosteroitler (BR) ve
Salisilik asit (SA) bitki hormonu olarak kabul edilmektedir. BBD’ ler tarimda
bitki gelisimini diizenlemek icin bitkinin ihtiyacina ve bitki tiirtine gore farkli
cesitte ve miktarda bitkilere uygulanabilmektedir (Giirel ve digerleri, 2016).
BBD’ lerin aktif bir sekilde gorevlerini yerine getirebilmeleri icin uygulama
zamani, miktari, diger BBD’ ler ile olan iligkisi, uygulamanin yapildig: bitki tiiri

temel sartlar arasindadir (Kaynak ve Imamgiller, 1997).



2.2.1 Biiyiimeyi Tesvik Edici Hormonlar
2.2.1.1 Oksinler

Bitkilerde kesfi yapilan ilk hormonlardir. Isiga duyarl olan oksinler tohum veya
bitki parcalarindan kok olusumunu saglamaktadir. Biiylime, partenokarpik
meyve olusumu ve apikal dominansiyi onleme gibi gorevleri bulunmaktadir
(Kaynak ve Ersoy, 1997). 1926’da yulaf bitkisinde biliylimeyi tesvik eden bir
madde oldugu ve bu maddeye biiyiitiici anlaminda Oksin adi1 verildigi
bilinmektedir. Indolasetikasit (IAA) ise kesfi yapilan ilk oksin hormonudur.
Triptofan aminoasitinden sentezlenmektedir. Oksinler gévde ve dal uglari, genc
yapraklar ve tohumlarda sentezlenmektedir (Kocacaliskan, 2012). Bitkiler
disinda bakteriler, alg ve mantarlarda bulunabilmektedir. Oksin cesitleri Tablo 2.

2’de gosterilmistir (Kacar, 2015).

Tablo 2.2 Oksin cesitleri

Dogal oksinler Sentetik oksinler
Indol asetik asit (IAA) Naftelen asetik asit (NAA)
Indolbutirikasit (IBA) 2,4-Diklor fenoksi asetik asit (2,4-D)
Fenil asetik asit (PAA) 2, 4, 5-Triklor fenoksi asetik asit (2,4,5-T)
4-Kloroindol-3 asetik asit (4-Cl-IAA) 2-Metoksi-3,6 diklorobenzoik asit

2.2.1.2 Giberellinler

Ik defa Gibberalle fujikuroi adli mantarda kesfedilmistir (Halloran ve Kasim,
2002). Admn1 pirin¢ bitkisinde gereginden fazla boy uzamasina sebep olan bu
mantardan almistir. Kok ve govde uclarinda, yaprak ve tomurcuklarda,
gelismekte olan tohum ve meyvelerde sentezlenmektedir (Kacar, 2015).
Bitkilerde dormansinin ortadan kaldirilmasi, bitkinin boliinmesi ve biiyiimesi,

kalitsal boy kisaliginin ortadan kaldirilmasi, partenokarpik meyve olusumu,
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amilaz iiretiminin artisi, bazi uzun giin bitkilerinin cicek acmasi giberellinlerin

etkileri arasindadir (Kaynak ve Imamgiller, 1997).
2.2.1.3 Sitokininler

Sitokininlerin adenin bazina cesitli yan gruplarin eklenmesiyle aktif hale gelen
bazik hormonlar oldugu bilinmektedir. Islah ¢alismalarinda ve doku kiiltiiriinde
siirglin gelisimini desteklemek icin kullanilan sitokininler kok uclarinda tiretilip
diger bitki kisimlarina tasinmaktadir. Sitokininler hiicre boéliinmesinin
gerceklesmesini, tohum dormansisinin kirilmasim1 saglamaktadir. Ayrica
klorofilin yapisinin korunmasini saglayarak yapraklarin sararmasini ve protein
yikimina engel olarak yapraklarin yaslanmasini geciktirdikleri bilinmektedir
(Kumlay ve Eryigit, 2011). Doku kiiltirii calismalarinda biitiin bunlarin
gerceklesmesi icin oksin ile birlikte kullanilmalar1 gerekmektedir (Oktiiren ve
Soénmez, 2005). Oksin ve sitokinin belirli Olgiilerde birbirlerinin etki
gostermelerini Onleyebilir bu sebepten kullanilan hormon miktarlarinin dengeli
bir bicimde ayarlanmasi gerekmektedir. Kullanilan hormon miktarlar1 bitki
tlirline, ortam sartlarina, kullanilan hormon cesidine gore degismektedir (Gaspar
ve digerleri, 1996). Biitiin bunlarin yaninda sitokininlerin bitkilerde fenolik
icerik miktarini, serbest radikal onleyici aktiviteyi ve antioksidan aktivitesini
arttirict  yonde etki gosterdigi bilinmektedir (Amoo ve digerleri, 2012).
Gliniimiizde 30’ dan fazla sitokinin ¢esidinin var oldugu tespit edilmistir (Algiil

ve digerleri, 2016).

Zeatin, izopentanil adenin, zeatin ribozid ribosilzeat, dihidrozeatin dogal
sitokininlerdir. Zeatin hormonu yiiksek bitkilerde en fazla miktarda bulunan
dogal hormondur. Adenin, kinetin, etoksi etil adenin, benziladenin sentetik
sitokininlerdir (Kacar, 2015). Bunlar disinda TDZ sentetik sitokinlerdendir
(Babaoglu ve digerleri, 2001).

TDZ ilk kez pamuk bitkisinin yaprak dokmesi icin tiretilmistir (Arndt ve digerleri,
1976). Adenin tipi sitokininler icinde en aktif olani olarak kabul edilmistir (Mok
ve digerleri, 1982). TDZ sentetik sitokininler icinde en iyi sitokinin olarak kabul

edilmektedir (Guo ve digerleri, 2011). TDZ ile yapilan doku kiltiiri
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calismalarinda kallus gelisiminde, siirgiin gelisiminde, somatik embriyogenezde
ve sekonder metabolit tiretiminde TDZ’ nin uyarici etkileri belirlenmistir (Khan
ve digerleri, 2006; Erisen ve digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2011,
Mohammed ve digerleri, 2019). Meta-topolin(in-T) ilk defa kavak bitkisinde
kesfedilen aromatik sitokinindir (Strnad ve digerleri, 1997). m-T’nin bitkilerde
senesensi geciktirici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Palavan-Unsal ve

digerleri, 2004).
e Sitokininlerin sinyal iletim mekanizmasi

Sitokininlerin sinyal iletimini gerceklestiren, hiicre zarindaki reseptorlere
baglanan 3 cesit tasiyici protein bulundugu bilinmektedir. Bunlar; purine
permease 1/2(PUB1/2), equilibrative nucleoside transporter (ENT), G subfamily
ATP-binding cassette 14(ABCG14). PUB1/2 ve ENT hiicre icine aktarim
gerceklestirirken, ABCG 14 hiicre disina aktarim gerceklestirir. Arabidopsis hiicre
zarinda tanimlanan cytokinin response 1 (CRE1)/Arabidopsis histidine kinase 4
(AHK4) sitokinin reseptorleri olarak kesfedilmistir. Tasiyic1 proteinler araciligi ile
tasinan sitokininlerin AHK4’ e baglandig1 ve ardindan yiiksek enerjili fosfat
histidine-containing phospho transfer protein (AHP)’ e aktarildig1 tespit
edilmistir. AHP cekirdek zarindan iceri gectigi ve B tipi Arabidopsis response
regulator (ARR)’ e baglanarak ve cevap olusturacak olan gen transkripsiyonunu

uyardig: bilinmektedir (Jiang ve Asami, 2018).
2.2.1.4 Brassinosteroitler

Hayvan ve bocek hormonlarina benzeyen polihidroksil tiirevi streoit yapisindaki
hormonlardir. Bitkilerin polen, tohum ve vejetatif siirgiinlerinde kesfedilmis olan
40 BR vardir. Genc bitki kisimlarinda hiicre boéliinmesi, farklilagmasi ve
biiyiimesini etkiledikleri belirlenmistir. Ilk kesfedilen BR, Brassinoliddir ve
Brassica napus (kanola)’da kesfedilmistir. BR’ lerin cesitli meyve ve sebzelerde
verimi arttirdig1 belirlenmistir (Clouse, 2001). BR’ ler bitkilerin stresli kosullarda

yetismesine olanak saglamaktadirlar (Bartwal ve digerleri, 2013).
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Lavender bitkisiyle yapilan calismada brassinosteroitlerin cicek verimi, ucucu yag
ve fenolik madde miktar {izerinde arttirici etki yaptiklari belirlenmistir (Asc1 ve

digerleri, 2018).
2.2.1.5 Poliaminler, Jasmonatlar ve Salisilik asit

Poliaminler iki veya daha fazla amino grubundan olusmaktadirlar. Etki
edebilmeleri i¢in ¢ok fazla miktarda salgilanmalar1 gerekmektedir. Bu durumdan
dolay1 BBD arasinda yer almamaktadirlar (Ozen ve Onay, 2013). Fakat bunun
yani sira kok, siirglin, embriyo gelisimini arttirici etki gosterdikleri de
bilinmektedir. Jasmonatlar ve salisilik asit BBD’ ler arasina yeni katilmislardir.
Jasmonatlarin senesens, absisyon, yumru ve pigment olusumu, doku
faklilasmasi, adventif kok gelisimini uyardiklar: tespit edilmistir. Salisilik asit ise
bitkilerin dayamikliligini arttirmak gibi fizyolojik etkileye sahiptir. Diisiik
miktarlarda salgilanmalar1 etki gostermeleri icin yeterlidir (Giirel ve digerleri,

2016).
2.2.2 Biiyiimeyi Engelleyici Hormonlar
2.2.2.1 Absisik asit

Seskiterpen yapisinda bir hormon olan Absisik asit (ABA) tiim bitki organlarinda
dort mevsim bulunmaktadir. Cevre sartlarina gore organlardaki miktarlar
degisebilmektedir. Miktar olarak en fazla dormansi halindeki tohumlarda ve
tomurcuklarda bulunur. Bitki biiyiimeye basladiginda ise miktar1 ya azalir ya da

tamamen ortadan kalkmaktadir (Cetin, 2002).

Bitkiler disinda karayosunlari, algler, mantarlar ve bakterilerde de bulunan ABA’
nin bitkiler iizerinde yaprak dokiilmesi, tomurcuk ve tohum dormansisini uyarici
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. DNA, RNA ve enzim sentezini inhibe
edebildigi gibi bitkilerde biiyiimeye engel olurken yaslanmay1 da arttirmaktadir
(Unsal, 2018). ABA’nin kuraklik stresi durumlarinda miktar: artar ve stomalarin
kapanmasina sebep olur. Bunun disinda soguk, kitlik gibi stres durumlarina karsi
da bitkiyi korumaktadir. DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi {iizerinde

engelleyici etkiye sahiptir (Del Pozo ve digerleri, 2005).

12



2.2.2.2 Etilen

Etilen gaz halinde bir hormondur. Meyvede olgunlasmay: saglayan etilen cicek

ve yapraklarda renk degisimlerinin gerceklesmesini saglar (Saglam, 2015).
2.3 Bitkisel Hormonlarin Gen Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim sentezi hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 2.2). DNA’ dan
sentezlenen mRNA cekirdekten ayrilmadan 6nce hormonlarin etkiledigi enzimler
tarafindan 2 noktada konrol edilmektedir. Cekirdekten ayrilan mRNA’ nin
izleyebilecgi 2 yol bulunmaktadir. 1. yol stoplazmaya gecen mRNA ribozomlara
baglanir. Enzime doniisecek ise; hormonlarin etkisi ile fosforilasyon, metilasyon
ve asetilasyon sayesinde degisiklige ugrar. 2. yol stoplazmaya gecen mRNA

riboniikleazlara parcalanir (Ozen ve Onay, 2013).

DNA

transkripsiyon

mRNA déniigimi
i
x-ic/ g

inaktif nRNA | <———— | mRNA

ribozomlar lizerinde
translasyon

translasyon

post-translasyon
modifikasyon

metabolik olaylar

Sekil 2. 1 Gen aktivitesinin hormonal kontrolii (Ozen ve Onay, 2013).
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2.4 Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Tarimda Kullanimu

BBD’ lerin bitkilerde dogal olarak iiretilmesinin yaninda zirai amaclarla da
kullanildig1 bilinmektedir. Bu kullanim bitki yapraklarina piskiirtiilerek, sulu
cozeltiler haline getirilip bitkiye verilerek ya da bitki organlarini bu cozeltilere
batirarak, bitkiye enjekte ederek, bitkilerin kesik yiizeylerine temas ettirilerek

yapilabilmektedir. (Kocacaliskan, 2012).

BBD kullanimi sirasinda verim alinabilmesi icin dikkat edilmesi gereken hususlar
bulunmaktadir: Oncelikle uygulamalar uzman kisiler tarafindan yapilmalidir.
Uygulamanin yapilacagi zaman ve uygulama yapilacak miktar dogru tespit

edilmelidir (Morsiinbiil ve digerleri, 2010).

Oksinler; narenciye iiretiminde, giberellin elma, armut, karnabahar, enginar
liretiminde, sitokininler; meyve boyutunu arttirmada, cileklerin hizli gelismesini
saglamada, etilen patates ve karnabaharda olgunlasmayi1 hizlandirdigina dair
bilgiler edinilmistir (Eris, 2007). Elma yetistirmede NAA kullanilmas: sonucu
meyve gelisiminde verim elde edilmistir. Elma agirligi, genisligi ve rengi

artmistir (Karakus ve Kalyoncu, 2010).

Sitokininler tarimda tohum c¢imlendirmede, meyve verimini arttirmada ayrica
marul, maydanoz gibi meyvelerin toplandiktan sonra dayaniklilik siirelerini

artirmak amaciyla kullanilmaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

Giberellik asit (GA;) bagclikta, iri cilek yetistirmede, cekirdeksiz armut
tiretmede, bitkilerin erken ciceklenmesinde faydalanilmaktadir (Kaynak ve
imamgiller, 1997; Korkutal ve Gokhan, 2007). Ayrica Giberellik asit (GA;) lale
bitkisinin daha erken gelismesi amaciyla kullanilabilmektedir (Zengin ve Kelen,

2016).

Etilen hormonunun bitkiyi olgunlastirici etkisi bulunmaktadir. Elma, kiraz, visne,
ananas, domates, biber, ceviz, findik, kurutmalik {iziime uygulandiginda
bitkilerin hasat zamanindan 6nce ve kolay toplanmasini saglamaktadir; ayrica

kiraz ve visnede ayrim tabakasi olusturmaktadir. Sakiz kabagi, kis kabagi ve
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hiyar bitkisinde disi ciceklerin erkek ciceklerden ©nce olgunlagsmasini

saglamaktadir (Halloran ve Kasim, 2002).
2.5 Sekonder Metabolitleri

Bitkilerde bulunan kimyasal maddeler primer ve sekonder metabolitler olmak
lizere 2 gruba ayrilmaktadirlar (Tiring ve digerleri, 2020). Primer ve sekonder
metabolitlerin boéliinme hatlar1 tam anlamiyla birbirlerinden ayrilmamaktadir.
Clinkii; primer ve sekonder metabolitlerin olusturdugu ara friinler ayni1 hat

tizerindedir (Yeoman ve Yeoman, 1996).

Sekonder metabolitlerin hepsi tiim canlilarda bulunmak zorunda degildir.
Canlilarin tiirlerine ve cinslerine gore bulundurduklari sekonder metabolit
cesitleri degisebilmektedir. Cok fazla cesitte sekonder metabolit bulunmaktadir.
Sekonder metabolitler belirli zaman dilimlerinde belirli miktarlarda
tiretilmektedir. Sentezlendikleri ve depolandiklar1 bitki kisimlari farklilik
gostermektedir (Kiirk¢tioglu, 2010). Ayrica bitkideki miktarlar1 bitkinin

toplanma zamanina gore degismektedir (Baydar, 2005).

Sekonder metabolitlerin bitkileri patojen organizmalara ve otcul canlilara karsi
savunma gorevinin oldugu tespit edilmistir (Wink, 1988; Korukluoglu digerleri,
2006). Bitkilerin hayatin1 siirdiirmesinde, tozlasma sirasinda boceklerin
cezbedilmesinde gorev almaktadirlar. Tozlasma sirasinda bocekleri cezbeden
koku, renk ve lezzet sekonder metabolitler sayesinde olusmaktadir (Yeoman ve
Yeoman, 1996). Sekonder metabolitler (Sekil 2.1) Terpenler, fenolik bilesikler,
alkaloidler, kiikiirtlii bilesiklerdir (Ulger ve Ayhan, 2020).
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Tablo 2.3 Sekonder metabolitlerin siniflandiriimas: (Ulger ve Ayhan, 2020)

‘ Sekonder Metabolitler ‘

| ] l
Terpenier Fenolik Bilesikler | Alkaloidler ‘ | Kikortld Bilesikler

|

Monoterpenler l Flavonoidler | | Nenflavonoidler ‘ l Benzil izokinolin alkaloitier ‘
x Fenaolik Asitler ve
Seskiterpenler Flavonlar Taninler l Tropan alkaloidler ‘
Diterpenler ‘ Flavan-3-oller | | Hidroksisinamatiar ‘ | Nikatin ‘

l l |

Triterpenler [ Antosiyanidinler | | Stilbenler ‘ I Piirin Alkaloidler ‘
Kalkenlar ve | Prolizidin Alkaloidler ‘

Tetraterpenler dihidrokalkonlar I
[] |

| Kinolizidin Alkaloidler ‘

Isoflavonoidier

H_

Politerpenler

Kumarinker

Furanokumarinier

o]

2.5.1 Terpenler (Terpenoidler)

Terpenoidler en az 40.000 cesidi oldugu tahmin edilen bitki metabolik
faaliyetleri icin gerekli olan ve biitiin bitkilerde bulunan bilesiklerdir.
Terpenoidlerin 6zel islevlere sahip olduklari diisiiniilmektedir. Cesit sayilarinin
fazla olmasi, dogada ne kadar fazla biyolojik olay icinde yer alabileceklerini
gostermektedir (Bohlmann ve Keeling, 2008). Sekonder metabolitlerin en zengin
grubudur. Bazilar1t memeliler i¢in toksik etki olusturabilmektedir (Alaca ve Neset,

2012).
2.5.2 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesiklerin sayisi 8000’ den fazladir. Bitkileri diger canlilarin zararl
etkilerine karsi ve cesitli cevresel faktorlere karsi korumaktadirlar. Karbon

halkas1 bulunduruslarina gore Flavonoidler ve Non-falavonoidler olmak iizere 2
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gruba ayrilirlar (Ahmed ve digerleri, 2017). Fenolik bilesikler hastaliklara karsi
bitkileri korumaktadirlar (Wuyts ve digerleri, 2006).

2.5.3 Alkaloidler

Hastaliklar tizerinde tedavi edici etkilerinden dolay: ila¢ tiretiminde kullanilan
alkoloidler bitkiler disinda mantar, bakteri ve bazi deniz canlilari tarafindan
iiretilebilmektedirler. Anti-bakteriyel, anti-kanser, anti-viral etkilere sahiptirler

(Topcu ve digerleri, 2020).
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 S. sclarea tohumlari

Calismada S. sclarea bitkisi kullanilmistir. Bitkiye ait tohumlar Ege Tarimsal

Arastirmalar Enstitiisii Gen Bankasindan temin edilmistir.
3.1.2. Galismada kullanilan kimyasallar ile alet ve cihazlar
Calismada kullanilan kimyasallar (Tablo 3.1) ile alet ve cihazlar (Tablo 3.2)

asagidaki tablolarda sunulmustur.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasallar

e Benzilaminopurin (BAP)

e Dimetil Silfoksit (DMSO)
e Kinetin (KIN)

e Meta-topolin (m-T)

e Murashige ve Skoog (MS)
e n-hekzan

e Potasyum hidroksit (KOH)
e Sodyum hidroksit (NAOH)

e Tidiazuron (TDZ)
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Tablo 3.2 Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Kullanilan alet ve cihazlar

Iklimlendirme dolab1 (SANYO)
Hassas terazi

Kurutma kagidi

Evaporator (BUCHI)

Bitki biiylitme kabini
(GROTECH)

Ultrasonik su banyosu

(Bandelin-SONOREX)
Isiticili manyetik karistirict
Tip karistiric1 (vorteks)
GK-MS cihaz1 (Agilent)
Mikropipet

Makas-bistiiri

Cesitli cam malzemeler
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3.2 Galismanin Yontemi

3.2.1 Bitkilerin Yetistirilmesi

Buzdolabinda (+4 °C) saklanan S. sclarea tohumlar1 ¢cesme suyu iginde 2 saat
bekletildikten sonra 12 adet petri kabina, her petri kabinda 30 adet tohum
olacak sekilde cimlendirilmek iizere kurutma kagitlar1 arasina yerlestirildi.
Distile su ile 1slatilan tohumlar 24+1 °C ve karanlkta iklimlendirme dolabina

alindi. 4. giin ve 8. giin tekrar distile su ilave edildi.

Cimlenen tohumlar (Sekil 3.1), 10. giin petri kaplarindan alinarak perlit ve torf
(1:1) iceren saksilara, her saksida 10 bitki olacak sekilde ekildi. Ekimi yapilan
bitkiler ilk olarak “4MS ile sulandi. Bitkiler 24 °C, 16 saat aydinlik ve 20 °C, 8
saat karanlik ortamda bitki biiylitme odasinda kiiltiire alindi. Sonrasinda 3 giin
ara ile 2 defa ¢esme suyu ile sulanan bitkiler ardindan 10 giin ara ile ¢esme suyu

ile sulanarak yetistirildi.

Sekil 3.1 Cimlenen S. sclarea tohumlari

45 giin yetistirilen bitkilerden (Sekil 3.2) aymi gelismislik diizeyine sahip olanlar
secilerek perlit ve torf (3:7) iceren 1,5 litre hacmindeki saksilara, her saksida 1
bitki olacak sekilde aktarildi. Haftada bir ile Hoagland ¢ozeltisiyle (Hoagland ve
Arnon, 1938) 1 ay boyunca sulandi.
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Sekil 3.2 45 giinliik S. sc/area bitkileri

BBD uygulamasi yapilmadan once her bir uygulama icin 5 bitki olmak {tizere,

gelismislik diizeyi birbirine benzer toplamda 60 bitki secildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Sitokinin uygulamasi yapilacak olan bitkiler

3.2.2 Sitokininlerin Uygulanmasi

Calismada sitokininlerin S. sclarea bitkisinde bitki biiyiime ve gelisimi ile

sekonder metabolit icerigine etkisini belirlemek amaciyla, bitkiler ti¢ farkl
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konsantrasyonda (25, 50 ve 100 mg/L) 4 farkl sitokinin (BAP, KIN, TDZ ve m-

T) iceren distile su ile sulandi.
3.2.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sitokinin iceren coOzeltilerin hazirlanmasinda her bir konsantrasyon icin
belirlenen miktarda sitokinin tartimi yapilarak uygun coziiciilerde (Tablo 3.3)
¢ozlindiikkten sonra distile su ile 50 ml’ ye tamamlanarak tam olarak
coziinmeleri saglandi. Buzdolabinda (+4 °C) saklandi. Uygulamalarda

hazirlanan stok ¢ozeltiler distile su ile seyreltilerek kullanildi.

Tablo 3.3 Kullanilan BBD ve ¢oziictileri

Uygulanan sitokinin Kullanilan c¢éziicii

BAP NaOH
KIN NaOH
m-T DMSO
TDZ KOH

3.2.2.2 Bitkilere Sitokinin Uygulamalarinin Yapilmasi

Bitkilere ilk sitokinin uygulamasi, bitkiler saksilara aktarildiktan 1 ay sonra
yapildi. Haftada 1 kez, bitkiler 100 mL sitokinin igeren (25, 50, 100 mg/L)
distile su ile sulandi. Bu uygulama 2 kez gerceklestirildi. 2. uygulamadan 7 giin
sonra bitkiler saksilardan alinarak topraklar uzaklastirildi ve bitkilerin yaprak ve
yaprak saplar1 (y. sap1) ayrilarak oda sicakliginda 2 hafta siire ile kurutuldu

(Sekil 3.4).
3.3. Sitokinin Uygulamalarinin Degerlendirilmesi

Bitkilere yapilan sitokinin uygulamalarin bitki gelisimine etkileri ve yaprak sayisi
artist  belirlenerek  degerlendirildi. Uygulama oOncesi ve uygulamalar

tamamlandiktan sonra bitkilerdeki yapraklar sayilarak degerler kaydedildi.
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Ayrica sitokinin uygulamalarinin biyokiitleye etkisini belirlemek amaciyla
uygulamalar sonrasinda bitkilere ait kisimlarinin (yaprak ve y. sap1) yas ve kuru

agirliklar belirlendi.

Sekil 3.4 Kurutulmus bitki organlari

3.4. Sekonder Metabolit iceriklerinin Belirlenmesi

Sitokinin uygulamalarinin S. sclarea bitkisinin sekonder metatabolit icerigine
etkisini belirlemek icin bitkilerin kurutulmus yaprak ve y. saplarinin hekzan
ekstreleri hazirlanarak icerikleri GK/MS ile analiz edildi. Yapilan islemler

asagida sunulmustur.

Kurutulan bitki organlar1 hassas terazide tartildiktan sonra kii¢iik parcalara
ayrilarak erlenmayer icerisine alind1 ve yaklasik olarak 1:5 hekzan ile muamele
edilerek 1 gece karanlikta bekletildi. Daha sonra ekstraksiyon isleminin
gerceklesmesi icin, ultrasonik su banyosunda 1 saat bekletildi. Uygulama 2 kez
tekrar edildi. Bitkide bulunan metabolit iceriginin hekzan icerisine ge¢mesi

saglandi (Sekil3.5).

Bitki parcalarini uzaklastirmak icin cozelti filtre kagidi (whatman no:2)
kullanarak siiziildi (Sekil 3.7), 45 °C sicaklikta evaporator ile hekzan
buharlastirildi (Sekil 3.6). Bitkide bulunan bilesenler ¢okelti halinde elde edildi.

Vakumlu etiiv ile su tamamen uzaklastirildi (Sekil 3.7).
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& b
Sekil 3.5 Ekstraksiyon islemi
a. Yaprak ve b. Y. sap1 cozeltisi

Sekil 3.6 Bitki ekstrelerinin elde edilmesinde kullanilan evaporatér (BUCHI)
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Sekil 3.7 S. sclarea ekstresi

a. Ektraksiyon islemi sonrasi elde edilen yaprak siiziintiisii, b. Hekzan
buharlastiktan sonra elde edilen ekstre

Biitiin numunelere ayni islem uygulandiktan sonra elde edilen ekstreler hassas
terazi ile tartilarak miktarlar1 belirlendi. Ekstreler n-hekzan (GC-grade) ile
1/100 oraninda konsantrasyonlari hazirlandi. GK viallerine aktarildi ve GK/MS

cihazi kullanilarak analizler gerceklestirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 GK/MS cihaz1 (Agilent)
GK-MS analizi Agilent 5975 GC-MSD sisteminde Innowax FSC kolonunda (60m

x 0.25 mm, 0.25 pm film kalinlig1) helyum mobil faz1 (1.0 mL/dak) ile yapildu.
GC firnin sicakligr 60 °C’ de 10 dakika tutuldu ve 220 °C’ ye 4°C/dakika hizla
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cikarildi, bu sicaklikta 10 dakika sabit tutuldu ve tekrar 1 °C/dakika hizla 240 °C’
ye cikarildi. Splitless modda analizler gerceklesti. Enjeksiyon sicaklig1 250 °C’ ye,
kiitle spektrometresi 70 eV iyonizasyon enerjisine, tarama araligir m/z 35 - 450

atomik kiitle birimi araligina ayarland.

Hekzan ekstre bilesenlerinin tanimlanmasi relatif gecikme zamanlarinin, orijinal
orneklerin gecikme zamanlar1 ile karsilastirlmasi veya relatif gecikme
zamanlarinin bir n-alkan serisi ile karsilastirilmasi ile yapildi. Ayrica bilgisayarda
ticari Wiley GK/MS Library ve NIST14 kiitle spektrum kiitiiphaneleri ve original
bilesikler ve bilinen ucucu yag icerikleri kullanilarak bilesiklerin kiitle spectrum
profilleri karsilastirilarak tanimlamalar yapildi. Biitiin analizler 2 kez tekrar
edildi.

3.5 Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim uygulamalar her saksida 1 bitki olmak {izere 5 biyolojik tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizlerde SSPS for Window version 26.0
(2019) programi kullanilmistir. Elde edilen veriler ANOVA testi ile

karsilastirilmis degerler arasindaki anlamlilik diizeyleri DUNCAN Coklu

karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4

SONUGC VE ONERILER

Bu tez calismasinda S. sclarea bitkisi in vivo ortamda yetistirilmis ve bitkilere
farkli konsantrasyonlarda, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri uygulamasi
yapimistir. 3 aylik fidelere yapilan uygulamalarin bitki biiyiime ve gelisimi
tizerindeki etkisini belirlemek icin yaprak sayisindaki artis, yaprak ve y. sapinin
yas/kuru agirliklar1 degerlendirimistir. Kurutulmus yaprak ve y. sap1 hekzan
ekstrelerindeki sekonder metabolit iceriklerindeki degisimleri belirlemek icin
GK/MS analizi yapilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirilmistir. Sonuclar asagida 6zetlenmistir.
4.1 BBD’ lerin Bitki Biiyiimesi ve Gelisimine Etkisi

Tez calismasinda BAP, KIN, TDZ ve m-T ile bunlarin farkli konsantrasyonlarinin
(25-50-100 mg/L) bitkilerin biiymesi ve gelisimine etkileri yaprak sayisindaki

artis, yaprak/y. sap1 yas ve kuru agirliklar ile degerlendirilmistir.

BBD ¢esidinin ve konsantrasyonlarinin yaprak sayisi artisi ile yaprak/y. sap1 yas
ve kuru agirhigina etkisi varyans analizi ile degerlendirildiginde; BBD cesidinin
etkisi yaprak sayisindaki artis bakimindan istatistiksel farklilik gostermezken
yaprak kuru agirligi bakimindan 0.05 diizeyinde, yaprak-y. sap1 yas agirligi ile
y.sap1 kuru agirligi bakimindan 0.01 diizeyinde anlamli farklilik gostermistir.
Uygulanan konsantrasyonlarin ve BBD cesidi X konsantrasyon interaksiyonunun
yaprak sayisi, yaprak/y. sapt yas ve kuru agrhigina etkisi bakimindan ise
uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 tespit
edilmistir (Tablo 4.1). Uygulamalar arasindaki farkin 6nem diizeyini belirlemek

icin DUNCAN testi yapilmistir (Tablo 4.2 ve 4.3)
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Tablo 4.1 BBD uygulamalarinin §. sclarea’da bitki biiylime ve gelisimine etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon s.p. Yaprak Sayisi Yaprak Yas Yaprak Kuru Yaprak Sap:1 Yas Yaprak Sapi1 Kuru
Artis Agirhig Agirhig Agirhig Agirhig

Kaynaklari

K.O. E K.O. E K.O. E K.O. E K.O. E
Genel 12
BBD cesidi 3 0.62 0.19 191.18 0.003** 3.95 0.03*  28.68 0.00** 0.40 0.001**
Konsantrasyon 2 0.72 0.16 29.18 0.67 29.18 0.25 0.45 0.95 0.01 0.89
BBD cesidi X 6 0.17 - 12.81 - 0.28 - 1.33 - 0.03 -
Konsantrasyon
Hata 8 0.31 16.90 0.80 1.11 0.02

**p<0.01 diizeyinde, *p=< 0.05 diizeyinde istatistiksel farklilik. F: Frekans, K.O.: Kareler ortalamasi, S.D.: Serbestlik derecesi



Yapilan varyans analizi sonucunda yaprak sayisinin artisinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gézlenmese de yaprak sayis1 bakimindan en yiiksek artis m-T
(2.26) uygulanan grupta gozlenmistir. Yaprak yas agirligi ile y. sap1 yas ve kuru
agirlig1 istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde, yaprak kuru agirhig: istatistiksel
olarak 0.05 diizeyinde anlaml farkliliga sahiptir. DUNCAN testi sonucuna gore
BAP ve KIN (26.86-26.95gr) uygulanan gruplar arasinda istatiksiksel bir farklilik
bulunmamaktadir. BBD cesitleri arasinda yas agirlik bakimindan en yiiksek
deger m-T (43.59 gr) uygulanan gruptan elde edilmistir. Uygulanan BBD
konsantrasyonlarinin etkileri degerlendirildiginde yaprak yas agirliklari BAP
uygulamasinda 24-30 gr, KIN uygulamasinda 24-32 gr, m-T uygulamasinda 39-
48 gr, TDZ uygulamasinda 29-40 gr arasinda degismektedir. BBD X
konsantrasyon uygulamas: birlikte degerlendirildiginde en yiiksek degerin 100

mg/L m-T (47.79 gr) uygulanan grupta oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).

Yaprak kuru agirliginda da benzer sekilde BAP ve KIN (4.54-4.57gr) uygulanan
gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gozlenmemistir, en yiiksek deger m-T
(6.93 gr) uygulanan grupta goézlenmistir. Uygulanan BBD konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik goézlenmemekle birlikte en
yiiksek deger ortalama 6.14 gr kuru agirlig: ile 100 mg/L uygulamalarindan elde
edilmistir. BBD X konsantrasyon uygulamalar birlikte degerlendirildiginde ise
yine 100 mg/L m-T uygulamasi en yiiksek (8.06 gr) sonucu vermistir (Tablo
4.2).

Y. sap1 yas agirligi 0.01 diizeyinde anlaml farklilik gostermektedir. Yaprak yas
agirhigi ile benzer sekilde BAP ve KIN uygulamalarn arasinda istatistiksel bir
farklilik bulunmamuastir. Yine en yiiksek deger m-T (15.23 gr) uygulanan grupta
gozlenmistir. Uygulanan BBD konsantrasyonlarinin etkileri degerlendirildiginde
BAP 7-9 gr, KIN 8-11 gr, m-T 14-17 gr, TDZ 11-14 gr arasinda degismektedir.
BBD X konsantrasyon uygulamasi birlikte degerlendirildiginde de en yiiksek
deger 100 mg/L m-T (16.45 gr) uygulanan gruptan elde edilmistir (Tablo 4.3).

Y. sap1 kuru agirlig1 0.01 diizeyinde anlaml farklihik gostermektedir. DUNCAN
testi sonucunda BAP ve KIN uygulamalari arasinda (1.02-1.10 gr) bir farklilik
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gozlenmedigi gibi uygulamalar icinde en yiiksek deger yine mT (2.07 gr)
uygulanan grupta gozlenmistir. Uygulanan BBD konsantrasyonlarinin etkileri
degerlendirildiginde BAP 0-1.1 gr, KIN 0.9-1.3 gr, m-T 1.5-2.1 gr, TDZ 1.3-1.6 gr
arasinda degismektedir. BBD X konsantrasyon uygulamasi birlikte
degerlendirildiginde en yiiksek deger 100 mg/L m-T (2.07 gr) uygulanan grupta
gozlenmistir (Tablo 4.3).

Yapilan calisma genel olarak degerlendirildiginde m-T’ nin Erisen ve digerlerinin
(2020) yaptig1 calismada rapor edildigi gibi biiyiime ve gelisimi arttirma
bakimindan en etkili BBD oldugu tespit edilmistir. BAP ve KIN’ in bitki ve
biiyiime gelisimi iizerinde benzer etkiye sahip oldugu, TDZ’ nin m-T ile

karsilastirildiginda etkisinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.2 BBD uygulamalarinin S. sc/area’da yaprakta bitki biiyiime ve gelisimine etkisine ait sonuclar

Yaprak Sayis1 Yaprak Yas Yaprak Kuru
Artis Agirhik Agirhik
(Adet) (Gr) (Gr)
BBD Konsantrasyon(mg/L)

25 50 100 Ort. 25 50 100 Ort.** 25 50 100 Ort.*
BAP 2.00 1.40 1.80 1.73 29.63 26.50 24.46 26.86c 4.65 4.21 4.78 4.54b
KIN 1.80 1.20 1.40 1.46 31.50 2491 24.46 26.95c 5.10 3.58 5.05 4.57b
m-T 3.20 1.20 2.40 2.26 43.01 39.98 47.79 43.59a 6.49 6.25 8.06 6.93a
TDZ 1.40 1.20 1.00 1.20 37.00 29.08 39.55 35.21b 6.42 4.50 6.70 5.87ab

Ortalama 2.10 1.25 1.65 35.28 30.11 34.06 5.66 4.63 6.14

Aymi siitunda fakl harflerle gosterilen gruplar arasinda **p < 0.01lveya * p < 0.05 diizeyinde anlaml faklilik vardir



(43

Tablo 4.3 BBD uygulamalarinin S. sc/area’da y. sapinda bitki biiylime ve gelisimine etkisine ait sonuclar

Yaprak Sap1 Yaprak Sap1
Yas Agirlhik Kuru Agirhik
(Gr) (Gr)
BBD
Konsantrasyon(mg/L)

25 50 100 Ort. 25 50 100 Ort.
BAP 8.98 8.56 7.16 8.23c 1.05 1.04 098 1.02b
KiN 10.73 9.48 8.93 9.71c 1.29  1.01 099 1.10b
m-T 14.69 1456 16.45 15.23a 1.59 1.78 2.07 1.81a
TDZ 12.02 11.48 13.87 12.45b 1.60 131 1.60 1.50a

Ortalama 11.60 11.02 11.60 1.38 1.28 141

Ayni siitunda fakli harflerle gosterilen gruplar arasinda p < 0.01diizeyinde anlamli faklilik vardir



BBD’ lerin bitki siirgiin sayisi, yaprak sayisi, agirlik degisimi iizerinde etkilerini
ortaya koyan caligsmalar mevcuttur. Yapilan uygulamalarda kullanilan BBD cesidi
ve konsantrasyonu kadar, uygulama yapilan bitki cesidinine bagh olarak BBD
etkisinin farkli olabilecegi gosterilmistir. Domates (Zycopersicon esculentum
Mill.) bitkisinde TDZ’ nin eksplant basina siirgiin sayisini olumlu yonde etkilegi
bununla birlikte yaprak sayisi artist bakimindan bu calisma sonuglarina benzer
sekilde BAP’ in TDZ’ den daha etkili oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve Biiriin,
2014). Patates bitkisinde (Solanum tuberosum 1.) TDZ’ nin bitki yas ve kuru
agirligy ile siirgiin sayisimi (Sajid ve Aftab, 2009), ananas bitkisinde (Ananas
comosus L. Merr) ise BAP’ 1n siirgiin sayisim ve yas agirlhigini (Al-Saif ve
digerleri, 2011) artirdig1 tespit edilmistir. Afrika meneksesi (Saintpaulia
Ionanthac WendLl.) ile yapilan bir calismada siirgiin gelisimi {izerinde m-T’ nin
siirglin sayis1 bakimindan TDZ’ den daha etkili oldugu (Sevgin, 2019), Santalum
album L. bitkisi in vitro kiiltiiriinde siirgiin gelisimini en fazla etkileyen BBD’ nin
m-T oldugu bildirilmistir (Manokari ve digerleri, 2021). Ayni sekilde BAP, KIN,
m-T uygulanarak in vitro yetistirilen Tecoma stans L. bitkisinde siirgiin gelisimi
bakimindan m-T en etkili sitokinin oldugu belirlenmistir (Hussain ve digerleri,
2019). Bu calisma sonucunda da m-T’ nin diger BBD’ lere (BAP, KIN, TDZ) gore

biiyiime ve gelisim iizerinde daha yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir.
4.2 BBD’ lerin Sekonder Metabolit icerigine Etkisi

S. sclarea’ da farkli konsantrasyonlarda, farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin
sekonder metabolit icerigi {izerine etkisi yaprak ve y. sap1 hekzan ekstreleri
GK/MS ile aniliz edilerek arastirilmistir. Uygulamalar sonrasinda yaprak ve vy.

sap1 sekonder icerikleri sirasiyla Tablo 4.4 ve 4.5 verilmistir.

Yapilan calismada GK/MS analizleri sonucunda yaprakta toplam 41 cesit, y.
sapinda toplam 44 cesit metabolit belirlenmistir. Metabolitlerin 24 tanesi hem
yaprak hem de y. sapinda bulunmaktadir. Analiz sonucunda yaprak ve y. sapinda
yag asiti miktarinin yogunlukta oldugu gozlenmekle birlikte seskiterpen,

diterpen, n-alkan tiirevlerinin de var oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4 ve 4.5).
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Yaprak analizinde fitol, 1-pentadesen, tetradekanal, hekzadekanal, dioktil
adipat, hekzadekanoik asit, (Z2)-7-hekzadesenoik asit, palmitoleik asit
metabolitleri  biitlin  uygulamalarda  mevcutken, miktarlar1  farklilik
gostermektedir (Tablo 4.4). Y. sapinda ise sadece palmitoleik asit ve dioktil
adipat icerigine tiim uygulamalarda rastlanmistir (Tablo 4.5). Baz
metabolitlerin tiretiminde belirli BBD cesidi ve konsantrasyonunun etkili oldugu
goriilmiistiir. Ornegin; yaprakta karyofillen, iiretimi sadece 25 ve 50 mg/L KIN,
(Z, E)-a-farnesen 25 mg/L BAP, 4,6-dimetildodekan ve 2-metil heptadekan 100
mg/L TDZ ve 50 mg/L m-T, heptadesen, 2-metil oktadekan ve nonadekan 100
mg/L TDZ ve m-T, 1l-okdesen 50 mg/L. m-T, 1l-nonadesen 25 mg/L m-T
uygulanan gruplarda belirlenmistir.Y. sapinda ise yapraktaki miktarinin aksine
fitol sadece 25 ve 100 mg/L TDZ uygulanan grupta belirlenmistir. 5-metil-3-
heptanon 50 mg/L KIN, 2,3,7-trimetildekan, pentadekan, 2-metil pentadekan,
oktadekan, 1-eikosen 25 ve 100 mg/L TDZ, hekzadekan, 5-metil eikosan 100
mg/L TDZ, 3-metil hekzadekan 25 ve 50 mg/L KIN, 7-metil oktadekan, 4- metil
oktadekan 25 mg/L KIN ve 100 mg/L TDZ, hekzadekanol 100 mg/L. BAP, 1-
eikosanol 25 mg/L TDZ ve 100 mg/L BAP uygulanan gruplarda belirlenmistir
(Tablo 4.4 ve 4.5).

Diterpen grubunda yer alan fitol klorofilin yapinda bulunan ve klorofilin tilakoid
zar lizerinde sabitlenmesini saglayan bir bilesiktir (Ahmed ve digerleri, 2017).
Fitol kozmetikte, parfiim, temizlik malzemesi {iretiminde kullanilmaktadir
(Erisen ve digerleri, 2020). Yaprakta tiim uygulamalarda tespit edilmekle
birlikte en yiiksek fitol degeri % 17.1 ile 100 mg/L KIN uygulamasindan elde
edilmistir. Yaprak sapinda ise sadece TDZ uygulamasinda (25 ve 100mg/L)
fitoliin varlig1 tespit edilmistir (Tablo 4.5). Muhtemelen fitol miktarinin artmasi

Kklorofilin yapisinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.

n-alkan tiirevi olan tetradekanal ise bakterilerde biyoluminesansa olanak

saglayan aldehit grubudur (Ulitzur ve Hastings, 1979). Bu ¢calismada hem yaprak

hem de y. sapinda (50 mg/L BAP hari¢) tiim uygulamalarda varlig1 tespit

edilmigtir. Fitole benzer seklide yaprakta en yiiksek deger % 15.1 ile 100 mg/L

KIN uygulamasindan elde edilmistir. Yaprak sapinda ise % 37.1 ile 100 mg/L m-
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T uygulamasinda tespit edilmistir (Tablo 4.5). Tetradekanal biyoliiminans
mikroorganizmalarin tespitinde kullanilacag: icin mikrobiyoloji ¢alismalarinda

misk adagayinin bu amacla kullanimi 6nemli olabilir.

Yag asiti tiirevi olan palmitoleik asit yaprak ve y. sapinda tiim BBD
uygulamalarinda tespit edilmistir. Palmitoleik asitin antibakteriyel etkiye sahip
bir metabolittir (Watanabe ve digerleri, 2021). Yaprak ve y. sap1 analizinde
yiiksek oranda bulunmaktadir. Yaprakta % 65. 2 ile 25 mg/L TDZ ve y. sapinda
% 83.0 ile 50 mg/L BAP uygulamalarinda en yiiksek miktarda iiretilen metabolit
palmitoleik asittir (Tablo 4.4).

2,4-Di-tert-butilfenoliin antioksidan, anti-inflamatuvar ve antikanser, herbisit,
antifungal, toksik etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Yoon ve digerleri, 2006;
Sang ve Kim, 2012; Chuah ve digerleri, 2016; Garcia ve digerleri, 2017; Nair ve
digerleri, 2020). Bu metabolit yaprakta % 2.9 ile 100 mg/L KIN, y. sapinda ise %
40.1 ile 25 mg/L BAP uygulamasinda en yiiksek degeri vermistir. Hypericum
retusum Aucher bitkisinde hiperisin miktarinin arttirllmasinda en etkili
uygulamanin 50 mg/L BAP uygulamasi oldugu belirlenmistir (Asan ve digerleri,

2015).

Yapilan calismada yag asiti tiirevlerinin yogunlukta oldugu belirlenmistir. Bu
durumda sitokininleri yag asit metabolizmasina etki ettigi séylenebilir (Khalid,
2017). S. sclarea ile in wvitro ortamda yapilan Onceki calismada BBD
uygulamalarinin sekonder metabolit iceriginde degisim meydana getirdigi rapor
edilmistir (Erisen ve digerleri, 2020), bu calismada da uygulanan BBD cesidine
ve konsantrasyonuna bagli olarak metabolit iceriginin hem kalitatif hem de
kantitatif olarak degistigi belirlenmistir. /n vitro ortamda yetistirilen S. sclarea
yapraklarinda sekonder metabolit iceriginde tetradekanal, oktadekanal,
hentriakontan yogun olarak tespit edilmisken, 7in wvo ortamda yetistirilen
bitkilerin yapraklarinda fitol, dioktil adipat, palmitoleik asit, 1- pentadesen,
tetradekanal, y. sapinda dioktil adipat ve palmitoleik asit sekonder metabolit

iceriginde yogun oldugu tespit edilmistir. Tetradekanal verimi tizerinde in vitro

ortamda en fazla etkiye sahip olan sitokinin BAP iken, in vivo ortamda yaprakta
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KIN, y. sapinda TDZ olarak tespit edilmistir. Yapraktaki fitol miktarinda her iki
ortamda da tiim uygulamalarda verim elde edilmistir. Bu durum uygulamanin in
vivo ve in vitro ortamda yapilmis olmasinin da sonuglart etkilegini
gostermektedir. Mevcut calismalara benzer sekilde Alkanna orientalis (L.) Boiss.
var. orientalis ve endemik Alkanna sieheana Rech. Fil. bitkileri ile yapilan
calismada in vivo ve in vitro ortamda yetistirilen bitkilerin sekonder metabolit
iceriklerinde farkliliklar belirlenmistir (Yaman ve digerleri, 2020). Sonuclar
istenilen metabolitin iiretiminde, uygulamalarin etkilerinin hem in vivo hem de

in vitro ¢aligmalar ile ortaya konulmasinin faydali olacagini gostermektedir.

Bu calismada BBD cesidinin ve konsantrasyonlarinin farkli metabolitler {izerinde
farkli etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. Ornegin; yaprakta fitol ve
tetradekanal 100 mg/L KIN uygulanan grupta en yiiksek verime sahipken,
palmitoleik asit 25 mg/L TDZ uygulanan grupta en yiiksek verime sahiptir.
Bunun disinda karyofillen yaprakta sadece 25 ve 50 mg/L KIN uygulanan grupta
mevcutken, 1-pentadesen tiim uygulamalarda mevcuttur. Y. sapinda 5-metil-3-
heptanon sadece 50 mg/L KIN uygulanan grupta belirlenmisken, palmitoleik asit
tim uygulamalarda belirlenmistir. Benzer sekilde BAP, KIN, TDZ ve 2IP’ nin
Hypericumhirsutum and H. maculatum bitkilerinde kullanilan BBD cesidine
bagli olarak sekonder metabolit iceriginde degisimlerin meydana geldigi ve
sitokininlerin sekonder metabolit birikimini etkileyen 6nemli faktorler oldugu

bildirilmistir (Coste ve digerleri, 2011).
4.3 Oneriler

S. sclarea bitkisi in vivo ortamda yetistirilerek 3 farkli konsantrasyonda 4 farkli
BBD uygulamas: ile bitki biiyiime ve gelisimi, sekonder metabolit degisimi
belirlenerek, BBD ve konsantrasyon etkileri karsilastirilmistir. Bitki biiytime
gelisiminde m-T en etkili BBD iken BAP ve KIN benzer etki gostermistir.
Uygulanan BBD’ lere gore sekonder metabolit iceriginde hem miktar hem de
metabolit cesidinde degisimler meydana gelmistir. Uygulamalarin etkisi
organlara gore farkhilik gostermektedir Ornegin  Palmitoleik asit yaprakta %

65.2 ile 25 mg/L TDZ uygulamsinda en yiiksek sonucu verirken y. sapinda 50
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mg/L BAP (% 83.0) uygulamasi1 daha etkili olmustur. Calismadan elde edilen
sonuclar kullanilan sitokininlerin bitki biiyiime ve gelisimini olumlu yoOnde
etkiledigini ve sekonder metabolit iceriginde degisimlere neden oldugunu
gostermistir. Dolayisiyla S. sclarea’ da verim artisini ve istenilen Onemli
metabolitlerin {iretimini saglamak icin sitokininler bir alternatif olabilir. Daha
ileriki caligmalarda sitokininlerin sekonder metabolizmaya etkileri molekiiler
diizeyde arastirllmalidir. Ayrica sitokininlerin farkli konsantrasyonlari, farkli
uygulama sekilleri ile yeni calismalar yapilabilecegi gibi S. sclarea iizerinde in
vivo ortamda farkli BBD uygulamalarinin etkileri de ortaya konulabilir. Bitki
ektraksiyonlar1 hekzan disinda etanol, metanol, eter, kloroform vb. organik

coziiciilerle gerceklestirilerek icerik analizleri zenginlestirilebilir.
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Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu

8¢

RRI RRI Bilesik 25TDZ 50TDZ 100TDZ 25MT SOMT 100M- 25KIN SO0KIN 100KIN 25BAP 50BAP 100BAP
Lit. (%) (%) (%) (%) (%) T (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Seskiterpen
1602 1612 Karyofillen - - - - - - 0.2 0.2 - - - -
1724 1726 Germakren D - 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.3 0.3 - - - -
1728 1728 (Z,E)-a-Farnesen - - - - - - - - - 0.1 - -
2128 2135 Hekzahidrofarnesil - - 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.3 0.4 0.2 0.3 -
aseton
Diterpen

1900 1901 Neofitadien - - - 0.4 0.2 0.1 0.1 0.3 0.6 0.2 0.3 0.4

2621 2622 Fitol 1.8 5.2 5.3 7.5 3.8 5.6 5.9 10.2 17.1 7.3 7.3 7.0
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Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

n-alkan
tiirevleri
1453 1456 4,6- - - 0.1 - 0.1 - - - - - - -
Dimetildodekan
1547 1545 1-Pentadesen 0.3 0.4 1.4 1.5 0.8 1.2 0.2 1.7 1.2 1.3 1.9 0.7
1655 1654 1-Hekzadesen - - 0.3 - 0.1 0.2 - 0.3 0.3 0.2 0.3 -
1700 1700 Heptadesen - - 0.1 - - 0.1 - - - - - -
1727 1722 Dodekanal - - - 1.2 - 0.8 - 1.3 2.5 1.1 1.5 1.6
1754 1751 1-Heptadesen - - 0.2 0.2 0.1 0.2 - 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3
1762 1764 2-Metil - - 0.1 - 0.1 - - - - - - -

heptadekan
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Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

1818

1846

1860

1900

1932

1945

1964

2027

2132

2237

1815

1852

1861

1900

1933

1943

1964

2025

2135

2245

2-Tridekanon

1-Oktadesen

2-Metil oktadekan

Nonadekan

Tetradekanal

1-Nonadesen

2-Metil nonadekan

2-Pentadekanon

Hekzadekanal

2-Heptadekanon

0.6

0.2

0.8

0.3

0.1

0.1

0.1

5.2

0.9

0.5

0.2

0.2

7.4

0.4

1.5

0.9

0.2

0.1

0.2

0.1

0.5

0.1

0.1

0.2

0.1

0.1

4.0

0.2

1.0

0.5

0.2

0.4

0.2

0.2

8.5

0.3

1.8

0.7

0.3

0.3

15.1

0.4

1.9

1.6

0.3

0.2

5.3

0.3

1.1

0.7

0.2

0.2

11.1

0.5

1.8

1.3

0.3

0.5

8.5

0.4

2.1

0.9

0.4
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Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

2355 2353 Oktadekanal - - 0.8 0.9 - 0.4 - 0.3 2.1 0.5 1.6 -
2450 2452  2-Nonadekanon - - 0.3 0.4 0.1 0.3 - 0.5 0.6 0.4 0.7 0.8
2780 2783 1-Dokosanol - 1.0 1.8 1.0 0.3 1.4 - 1.1 0.6 1.1 0.6 1.0
2790 2794 1-Eikosanol - 1.4 1.4 1.4 0.8 1.2 - 2.1 1.2 1.5 1.3 1.5
Yag asit
tiirevleri
1471 1483 Asetik asit oktil - - 0.3 0.4 0.2 0.3 - 0.7 0.7 0.6 0.8 1.3
ester
2670 2670 Etil arakidat - - - - - - - - 2.0 1.4 1.7 -
2713 2704 Tetradekanoik asit - - 1.1 0.6 0.4 0.3 - 0.3 - - - -
2840 2846 Dioktil adipat 19.9 23.1 13.1 12.5 12.7 14.5 12.4 9.7 7.5 15.1 8.8 11.8
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Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

2931

2997

3018

3078

3200

3225

2931

Hekzadekanoik

asit

(2)-7-

Hekzadesenoik asit

Trans-2-
Hekzadekanoik

asit

Palmitoleik asit

Oktadekanoik asit

Oleik asit

6.7

0.7

0.9

65.2

7.3

0.4

0.5

57.0

0.4

5.4

6.0

3.4

41.2

1.2

0.1

8.3

3.9

3.2

34.3

1.4

0.3

6.8

1.5

1.5

53.5

2.3

7.3

4.8

3.7

39.8

2.9

0.2

9.1

0.3

58.5

4.8

1.9

4.8

6.5

4.3

35.5

1.2

4.7

5.4

3.8

22.7

0.2

6.5

4.7

3.8

35.5

1.9

5.5

5.2

4.0

33.9

1.0

4.7

5.3

4.1

30.6

1.2

Digerleri




Tablo 4.4 Yaprak hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

v

2309 2315 2,4-Di-tert- - - 1.1 1.9 0.7 1.1 - 2.6 2.9 1.7 2.8 2.3
biitilfenol

2313 2322 Gliserin - - 0.1 - 0.1 0.1 - 0.6 0.4 0.5 0.4 2.1

2322 2325  Dihidroaktinolid 0.2 0.3 0.3 0.8 0.4 0.4 - 0.3 0.8 0.4 0.5 0.4

2752 2768 3-Hidroksi-5,6- - - - - - - - - 0.6 0.3 0.6 1.1

epoksi-B-ionon

TOTAL 96.5 98.2 92.5 93.1 87.8 93.6 94.4 97.2 98.2 94.3 96.5 91.0
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu

RRI RRI Bilesik 25TDZ 50TDZ 100TDZ 25MT 50MT 100MT 25KIN 50KIN 100KIN 25BAP 50BAP 100BAP
Lit. (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Diterpen
2616 2622 Fitol 0.4 - 04 - - - - - - - - -
n-alkan
tiirevleri
1204 1200 Dodekan 0.3 - 0.4 - - - 0.5 - - - - -
1241 1262 2-Metil 0.5 - 0.7 0.4 0.6 - 0.8 - - - - -
dodekan
1222 1265 5-Metil-3- - - - - - - - 1.9 - - - -
heptanon
1400 1400 Tetradekan 0.2 - 0.5 - - - 0.6 - - - - -
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devamai)

1453

1461

1462

1501

1547

1577

1600

1456

1465

1461

1500

1545

1575

1600

4,6-
Dimetildodekan

2-Metil

tetradekan

2,3,7-

Trimetildekan

Pentadekan

1-Pentadesen

2-Metil

pentadekan

Hekzadekan

0.7

0.2

0.4

0.4

0.2

2.7

1.1

0.3

0.4

0.5

0.2

0.2

1.1

0.9

1.6

0.9

1.2

0.4

0.4

3.8

1.8

2.1

1.7
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

1646

1655

1657

1701

1727

1754

1805

1853

1654

1654

1663

1700

1722

1751

1800

1853

2-Metil
hekzadekan

1-Hekzadesen

3-Metil
hekzadekan

Heptadekan

Dodekanal

1-Heptadesen

Oktadekan

5-Metil

oktadekan

0.4

0.3

0.2

0.2

0.7

5.3

6.9

1.4

0.6

0.4

0.2

0.3

0.9

1.2

0.5

0.4

0.8

1.9

0.6

0.5

1.2

3.6

1.4

0.6

0.3

0.5

0.2

0.2

4.9

1.3

2.0

6.5

7.6

0.5

1.5
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

1841

1846

1846

1856

1860

1900

1932

1848

1842

1852

1852

1861

1900

1933

6-Metil
oktadekan

7-Metil

oktadekan

1-Oktadesen

4-Metil

oktadekan

2-Metil

oktadekan

Nonadekan

Tetradekanal

0.3

0.3

0.4

0.1

1.2

3.2

31.7

0.4

0.3

0.5

0.3

0.4

0.2

1.3

0.5

0.4

2.1

0.7

0.6

4.0

37.1

1.0

0.6

0.5

0.2

1.2

2.6

1.3

14.4

4.1

22.0

30.6

0.4

5.7
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

1964

2025

2054

2059

2132

2355

2375

2790

1964

2025

2058

2052

2135

2353

2384

2794

2-Metil

nonadekan

2-Pentadekanon

1-Eikosen

5-Metil eikosan

Hekzadekanal

Oktadekanal

Hekzadekanol

1-Eikosanol

0.5

0.2

0.4

3.2

2.8

5.0

0.2

0.7

0.3

0.2

0.8

1.2

7.6

1.6

1.6

0.2

0.8

1.1

1.9

1.2

0.7

3.7

2.9

2.5

1.6

0.6

1.4

Yag asit

tiirevleri
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

2840 2846

2930 2931

2997

3018

3061

3200

Dioktil adipat

Hekzadekanoik

asit

(2)-7-
Hekzadesenoik

asit

Trans-2-
Hekzadekanoik

asit

Palmitoleik asit

Oktadekanoik

asit

21.5

6.2

0.7

0.8

53.7

2.1

4.9

9.8

16.3

7.1

0.8

1.0

52.1

2.0

18.6

7.3

1.2

56.9

13.7

8.6

1.8

0.7

53.0

13.3

3.2

32.0

15.3

9.3

55.6

2.6

8.4

4.5

30.8

11.4

29.5

1.9

7.7

17.0

83.0

26.1

6.4

2.6

1.3

48.7

Digerleri
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Tablo 4.5 Yaprak sap1 hekzan ekstrelerinin kimyasal kompozisyonu (devami)

1431 1436 1,3-Di-tert- 0.4 - 0.7 0.3 0.6 - 0.8 1.6 - - - -
biitilbenzen

2309 2315 2,4-Di-tert- 3.4 18.5 3.9 5.2 7.8 - 4.7 13.7 24.8 40.1 - 0.5
biitilfenol

2312 2314 Gliserin - - - - - - - - - 3.0 - 0.8
TOTAL 97.3 94.0 97.2 98.6 100.0 100.0 99.9 100.0 98.3 100.0 100.0 99.8
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