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OZET

IN VITRO KOSULLARDA JASMONIK ASIT VE SALISILIK ASIT
UYGULAMALARININ BIBERIYE BITKISINDE (Rosmarinus officinalis L.)
ROSMARINIK ASIT URETIMI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

CEVIK, Hatice
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigsman : Prof. Dr. Cemil iISLEK

Agustos 2024, 89 sayfa

Bitkiler, ilag endiistrisinde kullanilan dogal bilesikler i¢in ana kaynaktir. Rosmarinik
asit (RA) antiviral, antibakteriyel, anti-inflamatuar, anti-alerjik ve anti-kanser
aktiviteleri olan dogal bir antioksidan fenolik bilesiktir. Bu tez ¢alismasinda, tibbi
acidan biiyiikk 6nem arz eden Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisinin, bitkilerde
onemli iki sinyal molekiilii olan salisilik asit ve jasmonik asit uygulamalar ile RA
iiretimi lizerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu kapsamda ilk asamada farkl
sterilizasyon yontemleri uygulanarak uygun sterilizasyon yontemi belirlenmigtir. Daha
sonra biberiye bitkilerinin yaprak eksplantlarindan kallus elde edilmistir. Elde edilen
kalluslar alt kiiltiirde farkli dozlarda salisilik asit ve jasmonik asit ortaminda
gelistirilmistir. Kalluslardaki kallus indiiksiyon frekansi Ol¢lilmiistiir ve RA birikimi
incelenmistir. Tim uyarict konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda en iyi kallus
indiiksiyon frekans1 % 84 ile 50 mM salisilik asit uygulamasinda Sl¢ilmiistiir. Ayni
zamanda en fazla RA miktar1 yine 50 mM salisilik asit uygulamasinda 0,753 mg/g t.a.
olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler, salisilik asit ve jasmonik asit gibi uyarici
ilavesi ile biberiye yaprak eksplantlari kullanilarak olusturulan in vitro kiiltiirlerin RA

iretimi i¢in alternatif bir yontem olarak basariyla kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Rosmarinus officinalis L., In vitro, jasmonik asit, salisilik asit, rosmarinik asit
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF JASMONIC ACID AND SALICYLIC
ACID APPLICATIONS ON ROSMARINIC ACID PRODUCTION IN ROSEMARY
(Rosmarinus officinalis L.) IN VITRO CONDITIONS

CEVIK, Hatice
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology

Supervisor : Prof. Dr. Cemil iISLEK

August 2024, 89 pages

Plants are the main sources of natural compounds used in the pharmaceutical industry.
Rosmarinic acid (RA) is a natural antioxidant phenolic compound with antiviral,
antibacterial, anti-inflammatory, antiallergic, and anticancer activities. In this thesis
study, it was aimed to investigate the effects of salicylic acid and jasmonic acid, two
important signaling molecules in plants, on the production of rosmarinic acid in
Rosmarinus officinalis L. (rosemary), which is of great medical importance. In the first
stage, different sterilization methods were applied and the appropriate sterilization
method was determined. Then, callus was obtained from leaf explants of rosemary
plants. The callus obtained were grown in subculture in different doses of salicylic acid
and jasmonic acid medium. The callus induction frequency was measured and
rosmarinic acid accumulation was analysed. When all elicitor concentrations were
compared, the best callus induction frequency was 84% with 50 mM salicylic acid
treatment. At the same time, the highest amount of RA was determined as 0.753 mg/g
t.a. in 50 mM salicylic acid treatment. The data obtained showed that in vitro cultures
using rosemary leaf explants with the addition of elicitors such as salicylic acid and

jasmonic acid can be successfully used as an alternative method for RA production.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., In vitro, jasmonic acid, salicylic acid, , rosmarinic acid
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BOLUM |

GIRIS

Insanoglu yiizyillar boyunca bitkileri degerli kaynaklar olarak kullanmuslardir. Bu
kullanim alanlarina gesitli ilaglar, tat verici maddeler, zirai ilaglar ve ¢esitli pigmentler
ornek olarak verilebilir (Balandrin ve Klocke, 1988). Antioksidanlar, gida bitkilerinden
elde edilen ve insanlar i¢in olduk¢a dnemli bilesenlerdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
bir¢ok hastaligin temel sebebi olarak goriilmektedir. Antioksidan maddeler bu yoniiyle
de reaktif oksijen tiirleri ile miicadelede olduk¢a O6nem arz etmektedir. Genellikle
aromatik bitkilerde bulunan biyoaktif bilesenler singlet oksijeni siipiirerek, sitokrom ve
diger enzimleri indiikleyerek serbest radikallerin viicutta neden oldugu oksidatif stres
hasarlarindan koruma yetenegine sahiptirler (Couladis vd., 2003; Li, 2006). Giiniimiizde
tim diinyada var olan ilaglarin bir kismi sentetik olmasina karsin diger bir kismi da
dogal bitkisel kokenlidir (Baker vd., 1995; Cordell., 2008). 20. Yiizyila gelindiginde
tiim diinyada ilag talebi gitgide artmig, bunun sonucunda arastirmacilar bitkilerden uzun
stireclerde hammadde elde etmek yerine bu maddeleri kimyasal olarak sentezleme
yoluna gitmistir. Fakat kimyasal tiretimdeki ¢esitli sinirlamalar, bu siiregleri ekonomik
olmayacak duruma getirmistir. Tiim bu durumlar géz oniine alindiginda bitkiler, ilag
olarak kullanilan dogal iriinlerin hald onemli bir kaynagidir (Raskin vd., 2002). Bu
bitkilerin kullanimlar1 azalmadan devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nden
elde edilen veriler 1s181nda, diinyadaki niifusun ortalama %80°1, 6zellikle de gelismekte
olan iilkelerde, insanlar hala bitkisel ilaglara bagimli durumdadir (Peter, 2006; Gurib-
Fakim, 2006). Biberiye, kekik, nane, adacay1 ve sarimsak Akdeniz menseli olmasina
karsin tiim diinyada var olan aromatik bitkilerdir (Bampidis vd.,2005; Ocak vd., 2008;
Botsoglou vd., 2009; Adel vd., 2011). Polifenoller, kininler, flavonoidler, alkaloidler,
polipeptidler ve bunlarin oksijenli tiirevleri gibi ¢esitli kimyasal maddeleri de icerisinde
barmndirirlar (Cowan, 1999; Perumalla vd., 2011; Negi, 2012). Bu maddelerin bazilar
sinerjistik etkiye sahip olabilir. Bu nedenle biyoaktiviteleri aktiftir (Tiwari, 2008). Baz1
biyoaktif bilesikler antioksidan ve antiseptik aktiviteleri nedeniyle terapotik etki
gosterirler (Madsen ve Bertelsen, 1995; Li, 2006). Bu 6zellikleri sebebiyle de kanser

ve kardiyovaskiiler hastalik risklerini diisiiriirler (Duthie ve Brown, 1994).



Ayrica gida maddelerinde, Ozellikle de atistirmalik ve et iirlinlerinde mikrobiyal
cogalmay1 geciktirmeye yardimci olan antimikrobiyal bilesikler igerirler (Elgayyar,
2001; Li, 2006; Giannenas, 2008).

Aromatik bitkiler, ugucu yaglar adi verilen kokulu, yiiksek konsantrasyona sahip,
hidrofobik bilesiklere sahiptirler. Bunlar, bir bitkide yaprak, tomurcuk, meyve, tohum
kok ve gigek gibi ¢esitli kisimlarinda bulunurlar (Brenes vd., 2010; Negi, 2012). Ugucu
yaglar, oldukga diisiik kaynama noktasina sahip fenilpropen ve terpenlerden meydana

gelen sekonder metabolitlerin kompleks halidir (Greathead, 2003).

Ugucu yag bakimindan en 6nemli familyalar; Asteraceae veya Compositae, Lamiaceae
veya Labiateae, ve Apiaceae ya da Umbelliferae dir (Bernath vd., 2009). Bu ugucu
yaglarin ayrintili analizleri gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi ile yapilabilir
(Brenes vd., 2010). a-terpineol, borneol, linalool, thujanol, geraniol, menthol ve
cintronnillol gibi terpenoidlerin yani sira fenoller (timol, karvakrol, ojenol, gaiakol)
aromatik aldehitler (sinnamaldehit, cuminal, phellandral) gibi diisiik molekiiler agirliga

sahip hidrokarbonlarin karisimlarini igerdigi kanisina varilmistir (Bakkali vd., 2008).

Yaglar genellikle buhar damitma yontemi ile c¢ikarilirken, su anda siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu gibi yontemlerin kullanimi gittik¢e artmaktadir (Lubbe vd.,
2011).

Ucgucu yag icerikleri sebebiyle kullanimi popiiler olan 3000’den fazla bitki vardir.
Yaklasik olarak 300 tanesi ticari olarak kullanima sahiptir (Van de Braak vd., 1999).
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Sekil 1.1. Aromatik bitkilerin faaliyetleri ve kullanim alanlar1 (Lubbe, vd., 2011)’ den
degistirilmis)

Diinyanin her yerinde tiiketiciler sentetik kimyasallarin gidalarda meydana getirdigi
olumsuz etkilerden dolay1r endise duymaktadir. Bu nedenle,” temiz etiketli {irinler”
bulmaya yoOnelmiglerdir. Bu sebeple diger koruma yontemleri ile olan uyumlari,
giivenilir olmalar1  ve c¢esitli spesifik ozellikleri (antioksidan, antidiyabetik,
antimutajenik, anti-toksijenik, antibakteriyel) nedeniyle sentetik gida maddelerine
alternatif olarak dogal ekstraktlara biiyiik bir ragbet vardir (Nieto vd., 2011). Genel
olarak sifali bitkiler vitamin, glutatyon, enzim ve fenolik bilesikler gibi antioksidan

ozelliklere sahip bilesenler agisindan oldukga zengindir (del Bafio vd., 2004).
1.1 Rosmarinus officinalis L.
Ulkemizde kusdili, hasalban ve akpiiren gibi farkli isimlerle nitelendirilen biberiye

bitkisi ortalama 50-100 cm yiikseklikte, ¢ali formunda, kisin yapragmni dokmeyen,
cigekleri soluk mavi renkli ¢ok yillik bir bitkidir (Baytop, 1984) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Rosmarinus officinalis L.’nin bilimsel siniflandirmasi (Begum vd.,
(2013)’den degistirilmis)

Alem Bitkiler

Alt alem Tracheobionto
Siiper bolim Spermatofit
Bolim Magnoliophyto
Sinif Manoliyopsida
Alt sinif Astergiller
Emir Lamiales

Aile Lamiaceae
Cins Rosmarinus L.
Tiirler officinalis
Binom terminolojisi Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L. tibbi amaglar i¢in yaygin olarak kullanilan, ayni zamanda
baharat olarak da kullanim alanina sahip olan aromatik bir bitkidir (Werker vd., 1985).
50-100 cm uzunluguna sahip, ¢igcek rengi soluk mavi olarak tonlarinda olan ¢ok yillik
bir bitkidir (Baytop, 1984). Kendine has bir kokuya sahip, yaprak dokmeyen ¢ali
formunda olan bu bitkinin 200’e yakin cins ve 3500’e yakin tiir igeren bir familyaya

tiyedir.

Akdeniz bolgelerinin tiim kiy1 seritlerinde dogal olarak bulunur (Amaral Franco vd.,
1973). Tiirkiye’nin Ege ve Akdeniz seridinde dogal olarak yetismektedir. Hatay, Adana,
Mersin ve Canakkale gibi illerde orman i¢i florada, tarla ve baglarin kenarlar1 gibi

alanlarda yayilim gostermektedir (Basmacioglu Malayoglu, 2010).

Sekil 1.2. Rosmarinus officinalis L. genel goriiniim (Sar1, 2019)




1.1.1 Bitkisel ozellikleri

Rosmarinus officinalis L., iilkemizin zengin floras: icerisinde yer alan ¢ok yillik bir
bitkidir. Geng koklerin renkleri beyazimsi, daha yash kokler ise kahve tonlarindadir.
Igne seklinde yerlesmis olan yapraklar kisa saplidir. Yapraklarinin iist yiizeyi kaygan,
yesil renkte ve ¢ok az tiiylii yapidadir. Yaprak iistii stomasiz ve oldukca kuvvetli
kutikula tabakasina sahiptir. Yapraklarinin alt kisminda ise degisik tiplerde tiiy yapilari

bulunur. Bunlar, ¢ok hiicreli dallanmus tiiylerdir.

Lamiaceae familyasina ait yag keseleri ve kiiciik tiiylerdir. Siirglinlerinin ucunda yer
alan cicekler tek tek bulunurlar ve 5 ile 10 tanedirler. Can seklinde ¢anak yapraklari
vardir. Ta¢ yaprak renkleri ise mavimsi tonlardadir. Bitkide iki adet erkek organ
bulunur. Meyvesi yaklasik olarak 2 mm ¢apindadir (Ceylan, 1987). Disi organ iki
karpelli, stilusu uzun ve kivrilmis sekildedir. Meyvesi esmer ve kiigliktiir (Gida Tarim

ve Hayvancilik Bakanligi, 2012).

1.1.2 Tibbi ozellikleri

Rosmarinus officinalis L. karakteristik aromasi nedeniyle mutfak kullanimlarinin yani
sira (Jardak vd., 2017) elde edilen ozleri sebebiyle ¢abuk bozulabilecek olan gida
maddelerinin raf dmriinii uzatan dogal bir antioksidan kaynagidir (Habtemariam, 2016).
Lamiaceae familyasi antibakteriyel, antiviral, antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere
sahip olan rosmarinik asit gibi biiyiik miktarlarda fenolik asit iceriine sahip bitki
tiirlerini igerir (Naghibi vd., 2022). Geleneksel tipta Rosmarinus officinalis L. ‘nin
yapraklar1 antibakteriyel aktiviteleri (Bozin vd., 2007), gaz giderici (Evans, 2009;
Begum, A. vd., 2013; Heinrich vd., 2017), kas ve eklemlerde analjezik (Al-Sereiti, vd.,
1999; Begum vd., 2013; Cardoso vd., 2019), temelinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cigek ve yapraklarindan elde edilen ugucu yag o6zleri kiigiik yaralar, dokiintiiler, bas
agrist, hazimsizhk ve dolagim sistemi problemlerinin tedavisi amaciyla
kullanilmaktadir. Bunun yaninda balgam soktiiriicii, idrar soktiiriicii ve anti-spazmodik
olarak kullanimlari mevcuttur (Al-Sereiti vd., 1999; Ulbricht vd., 2010; Begum
vd.,2013; Cardoso vd., 2019). Antioksidan etkilerinin yaninda otgullara, patojenlere ve
yirticilara karsi bitki savunmasinda dnemli rollere sahiptirler. Bu sebeple insanlarda

enfeksiy6z ajanlarin kontroliinde uygulamaya sahiptirler (Doughari, 2012). Rosmarinus
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officinalis L. *de bulunan en yaygin polifenoller 6zellikle rosmarinik asit, klorojenik asit
ve kafeik asit ve apigenin, diosmin, luteolin, genkwanina ve fenolik asitlerdir (>%3)
(Wagstaff vd., 1998; Al-Sereiti vd., 1999; Samuelsson vd., 2017; Cardoso vd., 2019).

Diabetes mellitus bilinen adiyla seker hastaligi, tim diinyada var olan ve goriilme sikligi
en yiiksek metabolik bozukluklarin basinda gelmektedir. Bu metabolik hastaligin

tedavisinde yaygin olarak insiilin ve oral hipoglisemik ajanlar kullanilmaktadir.

Ancak bu yontemler hastaligi tam manasiyla iyilestirmez ve ayrica 6nemli yan etkilere
davetiye c¢ikarmaktadir (Rahimifard vd., 2014). Rosmarinus officinalis L. ile yapilan

cesitli in vivo galismalarda kan sekerini normal seviyelerde tuttugu gosterilmistir (Tu
vd., 2013).

Rosmarinus officinalis L. bitki bilesiklerinin bildirilen
biyolojik aktiviteleri

m Karsonik Asit

u Esansiyel Yag

= Karnosol
Rosmarinik Asit

H Digerleri

® Ursolik Asit

Sekil 1.3. Rosmarinus officinalis bitki bilesenlerinin biyolojik aktivite ¢alismalari
(Andrade vd., (2018)’den degistirilmis)

Rosmarinus officinalis L. ‘nin biyolojik aktiviteleri iki bilesik grubuna atfedilmistir:

ucucu bir fraksiyon ve fenolik bilesikler (Romo Vaquero vd.,2012).



Rosmarinus officinalis L. bitkisinin bildirilen biyolojik
aktiviteleri

m Antikanser

= Antioksidan
Antienfeksiy6z
Antiinflamatuvar/Analjezik

® Merkezi Sinir Sistemi

® Hiicre Koruyucu

m Endokrin Sistem

m Digerleri

m Kardiyovaskiiler Sistem

Sekil 1.4. Rosmarinus officinalis L. bitkisi le yapilan biyolojik aktivite calismalari
(Andrade vd., (2018)’den degistirilmis)

Biyolojik aktivite etkisi olarak meme kanserleri, melanom, kolon kanseri, karaciger
karsinomu ve losemi gibi hastaliklar en ¢ok ¢alisilanlardir. Aslinda, karnosol ve
karnosik asidin insan kanser hiicrelerine (HepG2, COLO 205 ve HL-60), meme kanseri
hiicrelerine ve kolon kanseri hiicrelerine karsi sitotoksisitesine iliskin birkag in vitro
caligmalar yapilmigtir (D6rrie vd., 2001; Bai vd., 2010). Bu calismalar, karnosik asidi
doza bagl bir sekilde kullanarak, direncli tiimor hiicreleri de dahil olmak {izere, hiicre
canliliginda bir azalma bildirmistir ve bu bilesik, tamamlayic1 bir anti-tliiméral yaklasim
olarak oOnerilmistir (Gonzalez-Vallinas vd., 2013). Ucgucu yaglar, antibakteriyel
ozelliklerinin yan1 sira, mikrobiyal kaynakli insan hastaliklarinin kontrolii i¢in 6nemli
olan bocek oldiiriicii, anti-paraziter ve anti-fungal aktivitelere de sahiptir (Lugman vd.,
2007). Baz1 deneysel calismalar, ugucu yagin ve karnosik asit, karnosol, ursolik asit ve
betulinik asit gibi biyolojik olarak aktif terpenlerin yani sira rosmarinik asit, rosmanol
ve oleanolik asidin anti-inflamatuar ve analjezik aktivitelerini bildirmistir (Beninca vd.,
2011).

1.1.3 Rosmarinus officinalis L. bitkisinin antioksidan etken bilesenleri
Rosmarinus officinalis L. bitkisinin farmakolojik etkilerinin bir¢ogu rosmarinik asit,

kafeik asit, karnosol, ursolik asit ve karnosik asit gibi ana kimyasallarin yiiksek

antioksidan aktivitesinin bir sonucudur (Ngo vd., 2011). Biyolojik aktiviteleri nedeniyle



esansiyel yaglarin gidalarin muhafaza edilmesinde, koku endiistrisi ve aromaterapi gibi
alanlarda faydali oldugu bildirilmistir (Kadri, vd., 2010). Rosmarinus officinalis L.
bitki igeriginden saglanan ugucu yag ekstrelerinin bilesenleri kendi igerisinde farklilik
gosterebilir. Buna ragmen elde edilecek ana bilesenler soyle siralanabilir; a-terpineol, B-
caryophyllene, limonene, camphene, a -pinene, verbenone, bornly acetate, 1,8- cineole,
camphor, borneol, linalool ve sabinene (Bayrak ve Akgiil, 1989; Baratta vd., 1998a; Fu
vd., 2007; Gachkar vd., 2007). Ekstre igerigi ise sOyledir; rosmarinik asit, karnosol,
rosmariquinon, rosmadial, karnosik asit, isorosmanol, rosmanol, rosmaridifenol ve
epirosmanol (Bracco vd., 1981; Nakatani ve Inatani, 1981; Nakatani ve Inatani 1984;
Houlihan vd., 1984; Houlihan vd., 1985) olarak saptanmustir.
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Sekil 1.5. Rosmarinus officinalis L. antioksidan etkiye sahip bilesenleri (Yanishlieva
vd., (2006)’den degistirilmis)

EFSA (European Food Safety Authority) biberiye oOziitlerinin giivenligini gézden
gecirmistir (Aguilar vd., 2008). Bunun sonucunda karnosol ve karsonik asit i¢in glinde
yashlar i¢in 0.09, cocuklar i¢in ise 0.81 mg/kg arasinda degisebilen yiiksek alim
tahminleri oldugu sonucuna varmistir. Gliniimiizde ise Avrupa Birligi’nde biberiye

Ozleri gidalara 400 mg/kg’a varan degerlerde eklenmektedir.



Antioksidan Ozellikler meyve verme asamalart ile dogrudan iliskilidir. Karnosol,
rosmarinik asit ve hesperidin i¢eren polifenollerin konsantrasyonlarinda meydana gelen
artig, ekstraktin antioksidan kapasitesinin gelismesiyle dogrudan iliski igerisindedir
(Kontogianni vd.,2013).

Rosmarinus officinalis L.’nin antioksidan aktivitesinin en elzem yonlerinden biri,
diterpenler ve radikal yakalama aktivitesi arasindaki iliskidir. Bu baglamda yapilan bir
calismada diterpenlerin antioksidan kapasitesi agiklanmaktadir. Rosmarinus officinalis
L. yapisindaki en dnemli unsurlar katekol grubunda bulunan aromatik halka (C11-Ciy)
ile beraber ii¢ temel halkanin konjugasyonudur. Katekol grubu, oksidasyon sonucu
olusan radikal elektronu siipiirmekten sorumludur. Ug¢ halkanin meydana getirdigi
iskelet, yiikiin yer degistirmesine izin verir. Karboksilik grubun varligi, 6zellikle sulu
sistemlerde bu konjugasyonu artirir. Yaglar gibi hafif polar ortamlarda ise daha fazla
stabilite saglayan lakton yapisidir (Munné-Bosch vd., 2001).

1.1.4 Rosmarinik asit

Rosmarinus officinalis L.” den ilk kez izole edilen saf bir bilesik olan rosmarinik asit,
admi yine bu bitkiden almistir. Yapi, 3,4-dihidroksifenillaktik asit esteri ve bir de kafeik
asit olarak aydinlatilmigtir. (Scarpati vd., 1958).

Sekil 1.6. Rosmarinik asidin yapisi

Rosmarinik asit (RA) ve RA tiirevleri (RAD), sikimat/fenilpropanoid biyosentetik
yolagindan iiretilir. RA baglangicta bazi egrelti otu ve boynuz otu tiirlerinin yani sira
Boraginaceae'nin daha yiiksek bitki tiirlerinde ve Lamiaceae'nin Nepetoideae alt
familyasinda bulunmustur (Petersen ve Simmonds, 2003). Cesitli bitki tiirlerinin yakin
zamanda taranmasi ile birlikte rosmarinik asidin kara bitkilerinin en eski gruplarindan,
bitkilerin olduk¢a gelismis tiirlerine kadar 26 bitki familyasina dagilmistir (Petersen vd.,
2009).



Rosmarinik asidin yapisi heniiz tam olarak aydinlatilmamisken benzeri yapilar

aydinlatilmistir. Bu bilesikler ‘‘Labiatengerbstoffe’’olarak bilinmektedir.

Bunlar Lamiaceae familyasindan bilinen bir tanen tiiridiir. Rosmarinik asit, kafeik asit
ile bitkiler aleminde klorojenik asidin yan1 sira en sik bulunan kafeik asit esterlerinden

biri olan 3,4-dihidroksifenillaktik asidin bir esteridir.

Kimyasal yap1 ilk olarak Scarpati ve Oriente tarafindan 1958 yilinda tanimlanmistir.
Rosmarinus officinalis L. bitkisinden izole edilmistir. Rosmarinik asit ¢ok sayida
biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahiptir. Ayrica bitkinin vakuollerinde depolanir
(Chaprin vd.,1984; Hausler vd., 1993).

Rosmarinik asit, ekonomik kullanim imkani sunan in vitro kiltiir bitki hiicrelerinde
yiikksek miktarlarda tretilebilir (Petersen, 2013). Her ne kadar yiiksek diizeyde RA

iireten siispansiyon kiiltlirleri kullanilmis olsa da cesitli bircok bitkiden elde edilebilir

(Matkowski., 2008).

iam - % 7 o Cm
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Sekil 1.7. Rosmarinik asit ve bazi tiirevlerinin yapisi (Scarpati vd., (1958)’den
degistirilmis)

1970 yilinda Ellis ve Towers’in biyogenetik caligmalari ile birlikte radyoaktif olarak
isaretlenmis aminoasitler ve iki aromatik aminoasit olan fenilalanin ve tirozinin
rosmarinik aside dahil edildigini gostermistir. Kafeik asit iceren kisim yalnizca

fenilalanin ve 3,4-dihidroksifenillaktik asitten olusur (Ellis ve Towers, 1970).

Rosmarinik asit (a-O-caffeoyl-3,4 dihidroksifenil laktik asit; RA), insan saglhigini

tyilestirmek ve gida bozulmasini 6nlemek i¢in 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip olan,
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en yaygin olarak Boraginaceac ve Lamiaceae familyalarinin tiirlerinde bulunan, iyi

bilinen bir hidroksisinnamik asit esteridir. (Petersen ve Simmonds, 2003).

En ¢ok bilinen rosmarinik asit tlirevleri, rosmarinik asidin eslenigi olan litospermik asit
ve karsonik asittir. Litospermik asit B ise rosmarinik asidin dimeridir (Kelley vd., 1975;
Tanaka vd., 1989).

Landmann vd., 2011 yaptiklar1 g¢alisma sonuglarina goére RA’ nin farkli bitki
sistemlerinde alternatif yollarla sentezlenme olasiligini da artirmaktadir. Fenilalanin ve
tirozin amino asitlerinin rosmarinik asit biyosentezinin Onciileri oldugu gosterilmistir

(Ellis ve Towers, 1970).
COOH

COOH COOH
NH,
L4

Fenilalanin Sinnamik Asit 4,

Glukoz / 4-OH Sinnamik Asit Kafeik Asit
s*Jamx Asit
I Rosmaliinik Asit
1 HO
H,
HO TAT

Tirozin \O/\{ (:‘/YCOOH 3.4.(OH)2- Fenilaktik Asit

4-OH-fenilpiruvik Asit ~ 4-OH-Fenillaktik Asit

PAL=Fenilalanin ammonia liyaz
TAT=Tirozin aminotransferaz

Sekil 1.8. Fenilalanin ve Tirozinden Rosmarinik asit biyosentezi (Mizukami ve Ellis,
1991; Sumaryono vd., 1991; Petersen vd., (1993)’den degistirilmis)

Radyoaktif fenilalanin ve tirozin kullanilarak bu iki amino asidin sirasiyla kafeik asit ve
3,4-dihidroksifenillaktik asit kisimlarina dahil oldugu tespit edilmistir (Ellis ve Towers,
1970). Fenilalanin ve tirozinden kaynaklanan RA biyosentezindeki adimlar karakterize
edilmistir (Sekil 1.8.) (Mizukami ve Ellis, 1991; Sumaryono vd., 1991 Petersen vd.,
1993). Cesitli hiicre kiiltiirlerinde fenilalanin amonyak liyaz aktivitesi RA ile korele
bulunmustur (Mizukami ve Ellis, 1991; Sumaryono vd., 1991). A. officinalis hiicre
siispansiyon  kiltlirleri  kullanilarak  tirozin aminotransferazin, tirozinin = 3,4-

dihidroksifenil-laktik asite doniistimiiniin ilk basamagini katalize ettigi bildirilmistir. A.
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officinalis'in  hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde tirozin aminotransferazin ¢esitli

izoformlarmin aktif oldugu da saptanmistir (Mizukami ve Ellis, 1991).

RA iretimi i¢in farkli biyoteknolojik yaklagimlar Park vd., 2008 tarafindan
tanimlanmistir.  RA  ve tiirevlerinin biyoteknolojik 6zelligi, kiiltiirlenmis bitki
hiicrelerinde nispeten kolay iiretilebilmeleridir. Onemli farmakolojik aktiviteleri ve
diisiik toksisiteleri goz Oniine alindiginda, bunlarin endiistriyel uygulamalarina ilgi
duyulmasi beklenebilir. Ayrica, kiiltiirlenmis bitki hiicreleri ve dokularinda bu
polifenollerin yiiksek verimlerinin elde edilmesinde 6nemli ilerleme olmasina ragmen,

bunlarin biyosentezinin kesin diizenleme mekanizmasi karakterize edilmemistir.

Endiistriyel dlcekte bitki hiicre kiiltiirlerinin ticarilestirilmesini engelleyebilecek onemli
bir sorun ise in vitro yetistirilen bitki hiicrelerinin genetik istikrarsizligi ve
heterojenligidir. Klonal ¢ogalmaya dayali doku kiiltiirii, i¢erik kalitesini ve miktarini
korumak icin gerekli olan, genetik olarak daha stabil kiiltiirler yetistirmek i¢in etkili bir
alternatif olarak diistiniilebilir (Santos-Gomes vd., 2002; Chun vd., 2005).
Fitokimyasallarin in vitro kiiltiir sistemlerinde birikmesi, metil jasmonat (MeJA) veya
salisilik asit (SA) gibi stresle iliskili bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasiyla kolayca
tetiklenebilir (Matkowski, 2008). Ikincisi, bitkilerde stres toleransinda énemli bir rol
oynayan fenolik hormonlardir (Horvéth vd., 2007; Vlot vd., 2009).

Rosmarinik asidin kimyasal sentezi 1991 yilinda Albrecht tarafindan elde edilmistir
(Zinsmeister vd., 1991). O zamandan beri rosmarinik asit ve tiirevlerinin kimyasal
sentezlerinin farkli stereoizomerleri ve benzerleri tarif edilmistir (Matsuno vd., 2002).
Rosmarinik asidin aminoasit onciillerinin biyosentezinde yer alan enzimler, Anchusa
officinalis ve Coleus blumei’nin siispansiyon kiiltiirlerinde belirlenmistir (Petersen vd.,
1993; Petersen, 1997).
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Sekil 1.9. Coleus blumei siispansiyon kiiltiirlerindeki rosmarinik asit biyosentetik
yolagi (Petersen vd., 1993; Petersen, (1997)’den degistirilmis)

Daha oOnceki c¢alismalarda RA'min antiviral, antibakteriyel, anti-inflamatuar ve
antioksidan aktivitelere sahip oldugunu gosterilmistir (Petersen ve Simmonds, 2003).
Ayrica RA'min antioksidan aktivitesi dogrulanmis ve membran stabilizasyonu ve
membranlarin oksidatif hasara karsi korunmasma yol agan radikal yayilliminin
engellenmesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Pérez-Fons vd., 2010). Rosmarinik asit
icin ¢ok sayida biyolojik aktivite tanimlanmistir. Ana etkileri siralanacak olursa
antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-mutajen, antibakteriyel ve antiviraldir (Parnham vd.,
1985). ikinci onemli noktas: Melissa officinalis’in rosmarinik asit iceren dzleri Herpes

simpleks enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir. Anti-inflamatuvar 6zelliklerin,
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lipoksijenaz ve sitooksijenazin inhibisyonuna ve rosmarinik asidin kompleman kaskadi

ile etkilesimine dayandig diistiniilmektedir (Parnham vd., 1985).

Rosmarinus officinalis L. ve Sanicula europaea L. gibi kozmetik endriistrisinde 6nemli
bir yere sahip olan bitkilerin yapisinda bulunan rosmarinik asit gibi fenolik bilesikler,
antioksidan aktiviteye katkida bulunurken kansere karst da koruyucu gorev

iistlenebilirler (D’ Amelio, 1999).

1.2 Sekonder Metabolitler

Metabolizma, bir organizmada meydana gelen tiim yapim ve yikim olaylarini igeren
biyokimyasal reaksiyonlarin tamami olarak agiklanabilir. Metabolitler ise
metabolizmadaki ara iiriin ve Urlinler olarak tanimlanabilirler. Genel olarak kii¢iik
molekiillerle sinirhdirlar.” ikincil” terimi ilk kez Kossel tarafindan 1891 yilinda ortaya
atilmistir. Primer metabolitlerin boliinme yetenegine sahip her canli hiicrede var
olmasina karsin, sekonder metabolitlerin tesadiifi olarak bulundugu ve organizmanin
yagam i¢in ¢ok Onem arz etmedigini savunur. Sekonder metabolitler, birincil
metabolizmadan tiiretilmelerine karsin organizmanin temel molekiiler iskeletini
olusturmazlar (Tiwari ve Rana, 2015). Primer ve sekonder metabolitler arasindaki
farklar ¢ok belirgin degildir. Bunun sebebi ise birincil metabolizmadaki ara iiriinlerin

birgogunun sekonder metabolitlerin ara tirtinleri ile Ortiisiiyor olmasidir (Verpoorte vd.,
2000).

Bir ara {irtiniin genel yapisi, birincil ve ikincil metabolizma tarafindan paylasilan ortak
biyokimyasal yolaga isaret eder (Yeoman ve Yeoman, 1996). Sekonder metabolitler,
fazla Karbon (C) ve Azot (N)’un birincil metabolizmanin aktif olmayan kismini
olusturmak iizere tampon bolge olarak gorev alir. Depolanan Karbon (C) ve Azot (N),
gerektiginde sekonder metabolitin, metabolik yollarla pargalanmasi sonucu primer

metabolite geri donebilir.
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Sekil 1.10. Primer ve sekonder metabolizmanin entegrasyonu (Collin, (2001)’den
degistirilmis)

Cok sayda sekonder metabolit, insanoglu tarafindan tibbi amacli (enzim inhibitorleri,
antitimor  ajanlar, antibiyotikler, immiinomodiilatérler, bitki-hayvan biiyiime
destekleyicileri gibi), beslenme piramidini desteklemek (pigmentler ve nutrasotikler) ve
tarimsal verimliligin iyilestirilmesi (insektisit ve herbisitler, simbiyozlar v.b) gibi

alanlarla ekonomiyi ve toplumu olumlu yonde etkilemislerdir (Demain ve Fang, 2000).

1.2.1 Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi

Iki milyondan fazla sekonder metabolitin varhigi bilinmektedir. Yapi, islev ve
biyosentezindeki gesitlilige gore siniflandirilirlar. Ribozomal olmayan polipeptidler, yag
asitlerinden tirevli maddeler ve poliketidler, enzim Kkofaktorleri, steroidler&
terpenoidler ve alkaloidler gibi bes ana sekonder metabolit siifi vardir (McMurry,
2015).

e Terpenoidler ve steroidler

Izopentenil difosfattan biyosentetik olarak tiiretilen ana gruptur. Su anda bilinen

35.000’den fazla terpenoid ve steroid bilesigi tanimlanmigstir. Terpenoidler farkh ilgisiz
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yapilara sahipken, steroidler ortak bir tetrasiklik karbon iskeletine sahiptir ve triterpen
lanosterolden biyosentezlenen modifiye terpenoidlerdir.

o Alkaloidler

Alkaloidlerin bilinen 12.000°den fazla bilesigi vardir ve temel yapilar1 bazik amin

grubundan meydana gelir. Aminoasitlerden biyosentetik olarak tiiretilir.

e Yag asidi tiirevli maddeler ve poliketidler

Propiyonil CoA, Asetil CoA ve metilmalonil CoA gibi basit asit onciillerinden yaklasik
olarak 10.000 bilesik tanimlanip biyosentezlenir.

e Nonribozomal polipeptidler

Bu aminoasitlerden tiiretilen bilesikler, dogrudan RNA transkripsiyonu olmadan ¢ok

islevli bir enzim kompleksi tarafindan biyolojik olarak sentezlenir.

e Enzim kofaktorleri

Enzim kofaktorleri protein olmayan diisiik molekiillii enzim bilesenleridir (McMurry,

2015).

1.2.2 Sekonder metabolitlerin fonksiyonlar:

Sekonder metabolitlerin baslica islevleri sunlardir:

a. Metal tasima ajanlari

b. Hayvanlar, bitkiler, bocekler ve mikroorganizmalar gibi diger canlilara karsi
rekabetci sayilabilecek bir madde

€. Organizmalar arasindaki iletisim ajanlar1

d. Simbiyotik iligki ajanlari

e. Farklilagsma efektorleri
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f.  Ureme ajan1

g. Farklilagma efektorleri

Diger islevleri ise spor olusumuna etki (zorunlu degil) ve ¢imlenmeyi igerir (Demain ve

Fang, 2000).

Agirlikli olarak sekonder metabolitler; Antimikrobiyal ve anti-parazitik maddeler,
enzim inhibitorleri ve antitiimor ajanlar, immunosupresif ajanlar gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteler i¢in kullanilirlar (Demain, 1999).

1.2.3 Sekonder metabolit kaynaklari

Sekonder metabolitlerin baslica kaynaklar1 bitkilerdir (sekonder metabolitin % 80°1).

Cizelge 1.2. Dogal sekonder metabolitler (Bérdy, (2005)’den degistirilmis)

Biyoaktifler Antibiyotikler

Bilinen Bilesikler

Dogal Uriinler >1.000.000 200.000-250.000 25.000-30.000
Bitki Alemi 600.000-700.000 150.000-200.000 -25.000
Mikroplar 50.000'den fazla 22.000-23.000 -17.000
Algler ve Likenler 3.000-5.000 1500-2000 -1000
Yiiksek Bitkiler 500.000-600.000 -100.000 10000-12000
Hayvan Alemi 300.000-400.000 50.000-100.000 -5000
Protozoa Birkag yiiz tane 100-200 -50
Omurgasizlar -100.000 NA -500

Deniz Hayvanlari 20.000-25.000 7.000-8.000 3000-5000
Bocekler/Solucanlar vs. 8.000-10.000 800-1000 150-200
Omurgalilar 200.000-250.000 50.000-70.000 -1000

Bakteri, mantar ve bir¢ok deniz anasi da (siingerler, mercanlar, salyangozlar vs.) baslica

kaynaklardandir.
1.2.4 Bitkilerde sekonder metabolitler
Bitki hiicrelerinden elde edilen iriinler primer metabolitler (birincil) ve sekonder

metabolitler (ikincil) olarak iki sinifta incelenirler. Primer (birincil) metabolitler,
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hiicrelerin canlilig1 i¢in oldukga elzemdir. Buna karsin sekonder metabolitler, yaralanma
veya biyotik/abiyotik stres kosullarina kars1 savunmada gorev alirlar (Yang vd., 2018).
Bu nedenle alkaloidler, tanenler, glikozitler, terpenoidler ve flavonoidleri igeren
sekonder metabolitler, insanlarda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde terapétik kullanim
alanlarina sahiptirler (Wisdom vd., 2016). Bitki sekonder metabolitleri, ekonomik
acidan oldukga degerli maddeleri temsil ederler. Bunlar; ilaglar, tatlar, kokular, bocek
Oldiirticiiler, boyalar olarak siralanabilir. Bitkiler, fenoller ve bunlarin oksijenli tiirevleri
olan aromatik maddeleri sentezlemek i¢in biiyiikk yetenege sahiptir (Elvin-Lewis ve
Lewis, 1995).

Primer ve sekonder metabolitler 6nciil molekiilleri, kimyasal yapilar1 veya biyosentetik
kokenleri temel alinarak kolayca ayirt edilemezler. Ornegin diterpenler (Cao) Ve
triterpenler (Cgp) arasinda hem primer metabolitler hem de sekonder metabolitler
bulunur. Ornegin diterpen grubunda hem kaurenoik asit ve abietik asit bulunur. ki

giberellin sentezinde temel bir ara maddedir. ikincisi ise bir reginedir.

Enzimatik reaksiyonlari oldukca benzer dizilere sahiptirler. Ayirt edilmeleri bir dizi
temellere dayalidir. Ayni sekilde, esansiyel bir aminoasit olan prolin bir primer
metabolittir. Buna karsin Cg analogu olan pipekolik asit bir alkaloiddir (Croteau vd.,
2000).

Primer Metabolit Sekonder Metabolit

!
7 “cooH 7 CcoOOH
Kaurenoik asit Abietik asit
Q\(I)(}H [ COOH
| I
H (K|
Prolin Pipekolik asit

Sekil 1.11. Kaurenik asit ve prolin primer metabolit iken yakin iliskili olan abietik asit
ve pipekolik asit sekonder metabolit olarak kabul edilir (Croteau vd., (2000)’den
degistirilmis)
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Yaklasik 25.000 terpenoid, sekonder bilesikler olarak bilinirler ve bes karbonlu 6ncii
izopentenil difosfattan (IPP) tiiretilir. Yaklagik olarak tanimlanan alkaloid sayisi ise
12.000 civarindadir.

Bilinen 8.000 fenolik bilesik ya sikimik asit yoluyla ya da malonat/asetat yoluyla
sentezlenirler (Croteau vd., 2000).

Sekonder Metabolit
} Proten
Sikimat —pe Af0t0AtK aminOAsit
Alfatik amimoasit

i Sekoader metabolst

KARBONHIDRAT e Pirutat o= 1CA dingisi bilegenlen
Asetil-CoA —_—

Lipadler b 0Oz /\
\

Malonsl CoA

Mevalonat

Sterecndler Sekosder Metabolit
Sekoader Metabolit

Sekil 1.12. Sekonder metabolit biyosentezi i¢in dort ana yol. Diyagram kisaltilmig
haldedir (Smith vd., (1998)’den degistirilmis)

Yapilan ¢esitli in vitro ¢aligmalar, dogal fenollerin antimikrobiyal (Rauha, vd., 2000),
antiviral (Perez, 2003), antiinflamatuvar (Santos vd., 2000) ve damar genisletici

ozelliklere (Padilla vd., 2007) sahip oldugunu gostermistir.

Cizelge 1.3. Bitkilerdeki bazi sekonder metabolitlerin biyolojik aktiviteleri (Merillon
ve Ramawat, (2007)’den degistirilmis)

Kapsaisin Vanilya
Vanilin Kauguk

Gutta Perka Esansiyel yag
Terpendidler Spazm ¢ziicii
Papaverin Hipertansif
Ajmalisin Uyarici

Kafein Antispazmodik
Berberin NA
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Organize olmayan kallus veya siispansiyon kiiltiirleri yoluyla sentezlenerek bitkiyi
olumsuz etmenlere karsi korur. Ancak bitkide 6zellesmis kisimlarla sinirli oldugunda
organ Kkiiltiirleri tercih edilebilir. Ornegin; antidepresif hiperisin ve hiperforin
farklilasmamis hiicrelerden sentezlenemeyen Hypericum perforatum’un yaprak
kisimlarinda lokalize haldedir (Smith vd., 2002). Bazi mikrobiyal bitki patojenleri
toksik yapida sekonder metabolitler iiretirler. Patojenler, mantarlar arasinda konakgi
lizerinde zararh etkilere sebep olurlar. Ornegin, Gibberella fujikuroi bitki hormonu olan
giberellik asidi biiylik miktarda tiretir (Cross vd., 1963).

1.3 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiiri, aseptik sartlar altinda ve uygun gevresel kosullar altinda yapay besi
ortaminda bir bitkinin belirli kisimlarindan (kok, govde, yaprak vs.) yeni doku, bitki
veya bitkisel iriinleri elde etme teknikleridir. Tiim canli organizmalarin yapisini, temel
hiicre birimini ve totipotensi kavramini deneysel bir yaklasim ile gostermistir

(Haberlandt, 1902). Bitki doku kiiltiiriinde temel ilkeler sz konusudur.

Oncelikle saghkli bir bitkiden eksplant elde edilmesi gereklidir. Doku kiiltiirii
tekniklerinin gelistirilmesi, hiicrelerin iki temel 6zelligine dayanir: Bunlardan ilki hiicre
totipotensisi (Vasil vd., 1965), ikincisi ise hiicre plastisitesi (Thrope, 2007). Hiicre
totipotensisi, tiim canli hiicrelerin yeni bir hiicre meydana getirebilmek i¢in sahip
oldugu genetik olarak korunan kapasitedir. Totipotensideki mantik, hiicre bdliinmesi ve
sonrasindaki farklilagma siireclerinde doku, organ ve sistemleri koruyarak eksiksiz

sekilde yeni bireyler olusturmaktir (Haberlandt 1902; Takebe vd., 1971).

Hiicre plastisitesi ise bitki ve hayvan hiicrelerindeki ¢ogalma, boliinme, farklilasma ve
yeni birey olusturma kapasitesidir. Hayvanlardan farkli olarak bitkiler, uzun yasam
periyotlarina sahip organizmalar olarak nitelendirilebilirler. Cesitli biyotik ve abiyotik
faktorlere maruz kaldiklarindan hayatta kalmak i¢in savunma mekanizmalar
gelistirmek zorundadirlar. Bunun i¢in dis uyaranlara yanit vermesi dogal bir siirectir

(Garcia- Gonzales vd., 2010).

Bitki doku kiiltiiriinde diinya capinda esas alinan birka¢ temel baslangic noktalari

vardir. Bitki doku kiiltiiriinde Oncelikle cesitli mikrobiyal kaynaklar ortadan
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kaldirilmali, eksplantta meydana gelebilecek olan kontaminasyona dikkat edilmeli ve

kiiltiirde kontrollii ¢evre kosullari saglanmalidir.

Tim bu asamalardan sonra ise aklimatizasyon islemi ile ex-vitro ortama aktarim
saglanmalidir. Bitkinin kiiltiire alinan kismima bagli olarak hiicre kiiltiirii (hiicre
slispansiyon kiiltiirii, protoplast kiiltiirli, gametik hiicreler), kallus kiiltiirii (farklilagmis
dokular) ve organ kiiltlirii (kokler, siirgiinler, anterler) tercih edilebilir. Her kiiltiir tipi

farkli temel ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanilir (Loyola-Vargas vd., 2018).
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Sekil 1.13. In vitro kosullarda biyoaktif bilesiklerin {iretimi i¢in kullanilan mevcut
yontemler (Debnath vd., 2006; Altpeter vd., (2010)’dan degistirilmis)

1.3.1 Hiicre kiiltiirii

Alman botanik bilimci Gottlieb Haberlandt, 1898 yilinda izole edilmis ve farklilasmis
hiicreleri kiiltiire alan ilk kisi unvanina sahiptir (Bhojwani vd., 1986). Bitki hiicre
kiiltiriinde bitki doku ve organlarin1 kullanarak deneme yapmak, yiiksek oranda besin
ortaminin kalitesi ile iligkilidir. Kimyasal olarak tanimlanmis bilesiklere” sentetik

ortam” adi verilir. En eski bitki doku kiiltiirlerinden biri olarak kabul edilen White
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(1939), bir kok kiiltlirii ortamidir. Murashige & Skoog (1962) tarafindan hazirlanan
formiil (MS Medium) standart ortam olarak kabul edilir. MS ortam1 doku kiiltiirlerinde
organik katkilarin etkilerini arastirabilmek igin tasarlanmistir. Linsmaier & Skoog (LS)
(1965), Gamborg vd., (1968) ve Schenk & Hildbrandt (SH) (1972) diger besin ortamlari
olarak siralanabilirler. Besiyerleri inorganik maddeler agisindan standart olacak sekilde

formiilize edilmistir.

1.3.2 Organ Kiiltiirii

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit iiretimi her zaman
miimkiin olmayabilir. Bu yiizden bitkilerde sekonder metabolitlerin tiiretiminde
kullanilmak iizere organ kiiltiirii yontemleri kullanilarak (kok, embriyo, siirgiin) farkl
alternatifler gelistirilmistir (Giri vd., 2000; Verpoorte vd., 2002; Murthy vd., 2008;
Baque vd., 2012). Birgok tibbi bitki i¢in uygulanmis ve sekonder metabolit birikiminin,
bitkinin kendisine oranla daha fazla oldugu gosterilmistir (Praveen vd., 2009). 20.
yiizyila gelindiginde eksize edilen bitki eksplantlarinin kiiltiir ortamlarinda biiyiitiilmesi
cabalar1 steril yontemlerin ivme kazanmasiyla da devam etmistir. Eksplantlarin
bliylimesi i¢in B vitamininin ve oksinlerin gerekliligi kesfedilmistir. Dokularin
biliylimesini siirdiirmeyi basaran ilk basarili calisma 1934 yilinda White tarafindan
yapilmistir. Aseptik kosullar altinda izole edilmis domates kok kiiltiirleri gelistirilmistir

(Gautheret, 1983).

1.3.3 Kallus kiiltiirii

Kallus Kkiiltiirleri, bitkisel kaynakli {iriinlerin insan yararma kullanilmasi agisindan
biyoteknoloji alaninda ¢ok onemlidir. Ilag, gida ve kozmetik endiistrileri acisindan
faydali igeriklerin tiretimleri saglanabilir (Eibl vd., 2018). Doku kiiltiirleri genellikle
kallus kiiltiirii ile baglar. Kallus, organize olmamis bitki hiicre yigimidir. Direkt ya da
indirekt organogenez, bitki rejenerasyonu, somatik embriyogenez ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin ilk adimi1 noktasi kallus kiiltiiriidiir (Topgu ve Colgegen, 2015). Kallus
kiiltiirleri, terapotik metabolitlerin yabani bitkilerden elde edilmesine kiyasla daha hizli
ve giivenilir bir yontemdir (Efferth, 2019). Biyoloji miihendisligi ve proses

miihendisliginde farmasotik bilesikler son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir.
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Bu bilesiklerin tiretimini en list diizeye ¢ikarmak i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmektedir

(Ogita, 2015).

Fotograf 1.1. Kallus kiiltiirii (Dagla, 2012)

Terapotik maddelerin iiretimi igin kallus kiiltiirlerinde iki asama vardir. Bunlardan ilki
kallus gelisiminin iyi olmasi, ikincisi ise maksimum diizeyde sekonder metabolit elde
edilmesidir (Efferth, 2019). Kallus olusumu i¢in 1s1k, sicaklik, nem ve besin
maddelerinin optimum diizeyleri gereklidir. Ayrica kalluslar farkli biyotik ve abiyotik
uyaranlar sonucu olusurlar. Bitki fizyologu FW Skoog, in vitro kallus olusumundan

oksin ve sitokinin oranlarmin sorumlu oldugunu bildirmistir (Skoog, 1957).

Biyotik (pektin, pektik asit, kitin, kitosan, glukanlar) ve abiyotik (yliksek sicaklik, UV,
osmotik basing, antibiyotikler) sekonder metabolitleri iiretmek i¢in bitki genomunun

ilgili boliimlerinin transkripsiyonunu indiikleyerek hareket ederler (Kaur vd., 2018).

1.4 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

In vitro yontemler, geleneksel 1slah yontemlerine ek olarak, 1960’lardan beri bitkilerde
modifikasyon ve iyilestirme amaciyla kullanim1 giderek artmistir. Bu teknikler in vitro
tozlasma ve dollenme, embriyo kiiltiirli, anter ve mikrospor yoluyla haploid iiretim

sayilabilir (Gaspar vd., 1996).

Oksinler, absisik asit (ABA), sitokininler, etilen ve giberellinler yaygin olarak

kullanilan ve dogal olarak meydana gelen, temel bes ana bitki hormonlarindandirlar.
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Oksinler, sitokininler ve oksin-sitokinin etkilesimlerinin diizenlenmesi, bitki doku ve
organ kiiltiirlerinde biiyiime ve gelisme agisindan oldukg¢a 6nem arz etmektedir (Evans
vd., 1981; Thrope, 1994). Bunun yan1 sira ABA, etilen, giberellinler ve diger hormon
benzeri bilesikler, ¢esitli kiiltiir sistemlerinde g6z ardi edilmemesi gereken diizenleyici
rollere sahiptirler. Bu hormonlar bilinenin aksine organizma igerisinde sentezlenirler.
Cesitli dokularda biiylime ve gelismede aktif ama gizli bir rol oynamaktadirlar. Ayni
zamanda ¢esitli hormon simiflari, direngli dokularda ve eksojen uygulamalarda iyi yanit
olusturabilirler. Dogal bitkisel hormonlar gibi davranis sergileyen sentetik bilesikler,
“bitki bliylime diizenleyicileri” olarak adlandirilirlar (Davies, 1995). Birgok bitki
tiriinde endojen hormona esit veya daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip biiylime
diizenleyicileri kesfedilmistir. Klasik bitki hormonlarina ek olarak doku kiiltiirlerinde
diizenleyici rollere sahip dogal bilesikler kesfedilmistir (Gross vd., 1994). Poliaminler,
jasmonatlar, brassinosteroidler, oligosakkarinler, steroller, fosfoinositositler, sisteminler
ve salisilik asit 6rnek olarak verilebilir. Genellikle farkli siniflardan bir veya daha fazla
biiylime diizenleyicinin kombinasyonlar1 ayni anda ya da sirayla uygulanir (Evans vd.,
1981). Dogrudan yapilan uygulamalarin yani sira, digsal olarak uygulanan sentetik ve
dogal diizenleyicilerin hiicresel mekanizmalar iizerindeki etkisi, yikim, aktivasyon,

tasima ve duyarlilik tizerinde degisimlere sebep olabilir (Beale vd.,1993; Davies, 1995).

1.4.1 Oksinler

Oksinler, hiicresel gelisim siireglerinde gii¢lii etkilere sahiptirler. Hiicre duvari, hiicre
boliinmesi, meristem dokularin organizasyonlarinda, bitkilerde kok olusumu ve doku
kiiltiirlerinde kallus olusumlarini ve farklilasmalar1 destekler. Oksinler dokularda adeta
anahtar rollere sahiptirler. Apikal dominans saglamak, kok ve tropistik hareketlerin
tesviki, yaprak yaslanmasini geciktirmek ve meyve olgunlagsmasi gibi etkilere sahiptirler
(Addicott, 1982; Sabater, 1985; Chandler vd., 1986; Liu vd., 1992; Tamas, 1995; Aloni,
2010).

e Dogal olarak olusan oksinler

En yaygin olarak bulunan dogal oksin, indol-3-asetik asittir (IAA). Fakat bitkinin

yasina, mevsimsel kosullara bagli olarak diger oksinler de meydana gelmistir.
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Ornek verecek olursak, 4-kloroindol-3asetik asit, indol-3-akrilik ve indol-3-biitirik asit
(IBA) tanimlanmigtir. IAA ’nin indol-3-piruvik asit ya da triptamin yoluyla L-
triptofandan olustugu bilinmesine ragmen baska yollar da mevcuttur (Bandurski vd.,
1995). Kendi baslarina oksin benzeri 6zelliklere sahip olan baz1 oksin dnciilleri, bazen
IAA ’nin yerine gecebilir, biiyiime tesviki veya indiiklemede orijinal oksinden daha

etkili olabilir.

Bitki doku Kkiiltiirlerinde, IAA ve diger dogal oksinler kiicliik molekiillerle (alkoller,

aminoasitler, sekerler) bir araya gelerek ester, amid, ya da glikozit konjugatlar1 iiretir

(Bandurski vd., 1995).
Boylece oksinleri hiicrelerde depo edip fazlaligi metabolize ederek serbest oksin
diizeyini stabilize eden bir sistem ortaya ¢ikarilmig olur. Oksin, konjuge molekiillerle

oksidatif parcalanmadan korunur ve gerektiginde enzimatik olarak salinir.

Bitkilerde biiyiime diizenleyicisi olarak IAA konjugatlariin kiiltiirler tizerine basarili

kullanimlari tizerine birkag rapor da bildirilmistir (Bandurski vd., 1995).
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Sekil 1.14. Bazi dogal ve sentetik oksinler (Bandurski vd., (1995)’den degistirilmis)

e Oksin benzeri biiyiime diizenleyicileri

Sentetik 1AA (indol-3-asetik asit) ve IBA (indol-3-biitirik asit) oksinler, bitki kiiltiir
ortamlarinda genis ¢apta kullanilmaktadir. Bitki dokularinda hizla metabolize edilir ve
ortamda denatiire olma egilimindedirler. Bu nitelikler daha az oksin kullaniminda
devam eden gelisim agsamalarinda (6rnegin koklendirme) ya da oksin-sitokinin oranini
degistirme gibi durumlarda (organogenez ve kallus farklilagsmasinda) yararh
olabilmektedir (Gaspar vd., 1994). Hem dogal olan hem de g¢esitli sentetik indol

tirevleri kiiltir ortamlarinda aktiftirler.

Ornegin; indol-3asetaldehit, indol-3-asetamid, indol-3-asetonitril, indol-3-laktik asit,
triptofan, indol-3-proprionik asit, indol-3-piruvik asit, indol-3akrilik asidin yani sira
fenilasetik asidin tiitiin kallus kiiltiirlerinde kallus ve siirgiin olusumunu destekledigi

bildirilmistir (Maeda vd., 1979).
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Doku kiltiirlerinde siklikla kullanilan sentetik oksinler 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D; kallus indiiksiyonunda) ve 1-naftalin asetik asit (NAA; organogenezde)’ tir.
Bunlarin yani sira 3,6-dikloro-o-anisik asit (dicambra), 4-amino-3,5,6-trikloropiridin-2-
karboksilik asit (pikloram; ticari olarak se¢ici herbisit olarak kullanilir) genelde
embriyojenik doku ya da silispansiyon kiiltiirlerinin siirdiiriilmesinde tercih edilir (Gray,
D.J. vd., 1985; Li, Y. vd., 1991). Benzo (b)selenienyl-3 acetic acid (BSAA), oksin
benzeri olan gii¢lii bir sentetiktir (Lamproye vd., 1990; Gaspar, 1995). Baz1 sentetikler
oksin tasinmasinin inhibitorleri olarak hareket eden anti oksinler olarak hareket ederler.
Fakat bu eylemler olduk¢a karmagiktir ve heniiz tam olarak anlasilamamistir.
Kiiltiirlerde siklikla kullanilan bilesikler TIBA (2,3,5-tri-iyodobenzoik asit), PTAA [(3,
fenil-1,2,4 tiadiazol-5-il) tioasetik asit], NPA (N-I-naftilftalamik asit), 2,4,6-
triklorofenoksiasetikasit (2,4,6-T) ve PCIB (p-klorofenoksiizobiitirik asit) ‘tir (George
vd., 2008).

1.4.2 Sitokininler

Sitokininlerin bitki kiiltiirlerinde iki temel 6zelligi vardir. Bunlardan birincisi hiicre
boliinmesinin uyarilmasi (genellikle oksinlerle birlikte), ikincisi yanal tomurcuk
gelisimi (Fabijan vd., 1981; Krikorian, 1995). Hiicre boliinmesi oksinlerin ve
sitokininlerin ortak etkisiyle diizenlenir. Her biri hiicre dongiisiiniin farkli agamalarini
etkilerler. Oksinler, DNA replikasyonunu etkiler. Bunun yani sira mitoz ve sitokinez
tizerinde kontrole sahiptirler (Veseley vd., 1994). Kiiltirlerde kullanilan oksin ve
sitokinin seviyeleri dikkatle kontrol edilmeli ve dengelenmelidir. Bitkilerde sitokininler,
tomurcuk gelisimini ve yaprak ayasi genislemesini tesvik eder. Ayrica yaprak
yaslanmasini geciktirir, klorofil sentezini ve kloroplast gelisimine etki eder (Kuhnle vd.,

1977).

e Dogal olarak olusan sitokininler
Sitokininler, serbest bilesikler, glikozitler ya da ribositler olarak tanimlanmistir. Bitki
doku kiiltiirlerinde en sik kullanilan sitokininler zeatin, 2 iP, dihidro-zeatin ve zeatin

ribosittir. Bu dogal sitokininler N°® konumuna bagl bir izoprenoid yan zincir

igermektedir.
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Sekil 1.14. Bazi dogal ve sentetik sitokininler (Gaspar vd., (1996)’den degistirilmis)

N® konumunda bulunan aromatik halkaya sahip sitokininler (6-benziladenin ve

glikozitleri) de son yillarda tanimlanmaistir.

Cizelge 1.4. Dogal olarak olusan sitokininler (Strnad vd., (1992)’den degistirilmis)
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Bir¢cok dokuda sitokininler genellikle etileni destekler niteliktedir. Bitki metabolizmasi
ve fizyolojisi iizerindeki etkileri, absisik asit (ABA) ile antagonize edilebilir (Gamborg
vd., 1971; Wright vd., 1979; Abeles, 1992).

1.4.3 Giberellinler

Giberellinler, ozelikle bazi bitki tirlerinde (uzun giin veya soguk gerektiren)
ciceklenmeye tesvik edebilir, bazi kozalakli agaglarda koni baslangicina zemin
hazirlayabilir, tohum c¢imlenmesi ve govde uzamasi gibi etkilere sebep olabilir.
Giberellik asidin etkisi, spesifik enzimlerin biyosentezindeki artiglardan veya
aktivitesindeki azalmalardan kaynaklanir. Bitki doku kiiltiirlerinde ortama giberellinler
eklendiginde, her ne kadar tersi bir durum goriilse de kok, siirgiin veya somatik embriyo
olusumunu azaltir ya da onler. Bazen de kallus gelisimi igin giberellinler gereklidir
(Lance vd., 1976b). Ayrica sivi kiiltiir ortamlarinda giberellik asit inhibisyonu, hiicre
gelisimini etkileyebilir (Ziv vd., 1991). Gelisigiizel kok ve siirgiin olusumunun
engellenmesi veya tesvik edilmesi, giberellik asitlerin meristemoid baglangica olumsuz
etki etmesinden kaynaklaniyor olabilir (Thrope vd., 1970), fakat énceden meydana
getirilmig bir sistemin biliylime ve gelismesine katki saglamasi agisindan gereklidir.
Giberellik asitler siirgiin kiiltiirlerine eklenerek meristem siirglinlerin gelistirilmesine

katki saglarlar (Fry vd., 1980).

Dogal olarak bulunan yaklasik 90 adet giberellik asit bilinmektedir. Dogal GA-O-
Glukozitler, potansiyel serbest bir giberellik asit kaynagi olarak kabul edilir. Kiiltiire
edilmis kallus hiicreleri kendi giberellik asitlerini kendileri sentezlerler ve disardan
eklenen giberellik asitleri metabolize edebilirler (Lance vd., 1976a). 19 karbon atomuna
sahip olan giberellik asit son derece florijeniktir. C-7 bir karboksil grubudur. A halkasi
A 12 ya da A 23 “tiir ve C halkast hidroksillenmistir (C-13) ya da C/D halkalar1
polihidroksillenir (C-12,13 ve 15) (Pharis vd., 1992).

Giberellik asitlerin diger hormonlarla bir¢ok etkilesimi vardir. Giberellik asit kaynakli
a-amilaz aktivitesi, ABA tarafindan antagonize edilir. Etilen bloklar1 giberellik asitlerin
yanit verme yeteneklerini destekler. Ayrica giberellik asit, yanal ve ta¢ yapraklarda

etilenin sebep oldugu yaslanma etkilerini antagonize eder. Isi§in dalga boyu ve
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fotoperiyod kosullari, giberellik asit metabolizmasini oldukca etkiler. Buna ragmen

kesin mekanizmayi saptamak igin gesitli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir (Reid, 1991).
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Sekil 1.16. Giberellin yapilar1 (Pharis vd., (1992)’den degistirilmis)
1.4.4 Absisik asit

ABA, genellikle inhibitor olarak kabul goriir. Bunun sebebi, tomurcuk ve tohum
dormansisini koruma 6zelligine sahip olmasindandir. Oksin tegvikli hiicreyi inhibe eder.
Stoma agikliklarinin kapanmasinda (terlemenin azaltilmasi) anahtar rol oynar. Kokler
araciligiyla alinan su ve iyonlarin kontroliinii (kismen hidrolik iletkenligi artirir) saglar

ve diger fitohormonlarla birlikte yapraklar1 absisyon ve yaslanmaya tesvik eder.
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Sekil 1.17. ABA ve analoglarinin yapisal formiilleri (Robertson vd., (1994)

Ayrica ABA, tohum olgunlagsmasinda olduk¢a énemlidir. Gelismekte olan tohumlarda
depo proteinlerinin sentezlenmesini indiikler. ABA, etilen ve jasmonik asit ile birlikte
boceklere karst savunmaya yardimei olur. Etilen ve ABA, ¢ok c¢esitli ¢evresel streslerde
bitkilerin tepkileri ile yakindan iliskilidirler (Pospisilova, 1993; Walton vd., 1995). Bitki
doku kiiltiirlerinde ekzojen olarak uygulanan ABA, kallus gelisimini ve organ
olusumunu (kok, tomurcuk, embriyo) etkiler. Diisiik konsantrasyonlarda pozitif, yiiksek
konsantrasyonlarda inhibe edici etkileri vardir. Bazi ABA, somatik embriyo

olgunlasmasinda ve normal gelisimi i¢in gereklidir.

Morfolojik ve biyokimyasal gelisimleri agisindan zigotik embriyolarla oldukg¢a
benzerdirler (Roberts vd., 1990; Rock vd., 1995). Endojen manipiilasyon veya eksojen
ABA seviyeleri olgun embriyolarin sikligint artirir (Label vd., 1994). ABA, eksenel
olarak yetistirilen bitki ve hiicre kiiltiirlerinin donma toleransini artirir. ABA’nin bitki
kiiltiir dokular1 tizerindeki bazi etkileri, sitokinin sentezini veya aktivitesini
degistirebilecegini disiindiirmektedir. Diger durumlarda ise IAA oksidasyonunu
artirabilir. Fluridon ve norfurazon, ABA sentezini inhibe eder. Fakat buna karsin
karotenoid biyosentezinin inhibitorleri olarak hareket ettikleri icin etkileri ABA’ ya

Ozgii degildir (Henson, 1984; Gamble vd., 1986).
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1.4.5 Etilen

Diger fitohormonlarla birlikte kullanildiginda bu gaz; meyvelerin olgunlasmasini,
yaslanmayi ve yaprak dokiilmesini destekler. Genellikle dogal oksin ve etilen seviyeleri
arasinda bir denge s6z konusudur. Bitkilerin oksinlere verdigi tepkilerden bazilar,
oksinle muamelesine tepki olarak artan etilenden otiirii kaynaklanabilir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise bu gaz, mikrotiibiill ve mikrofibril oryantasyonunu
degistirebilmektedir (Apelbaum vd., 1971; Steen vd., 1981). Alt kiiltiirden sonraki
zamanlamaya bagli olarak etilen,in vitro kiiltiirlerde biliylimeyi ve organogenezi

uyarabilir veya inhibe edebilir (Huxter vd., 1981).

Etilen, kallus kiiltiirleri ve stispansiyon Kkiiltiirlerinde biiyiimeyi, kok ve govde
kisimlarinda uzamaya, tomurcuk gelisiminine ve embriyogenezin spesifik olarak
etkilenmesine neden olabilir. Ethephon (Ethrel; 2-cloroethylphosphonic acid; 2-CEPA)
doku kiiltiirii ortamlarinda pH 5.0’in altinda etilen salinimi yapan bir kimyasal olarak
kullanilabilir (Abeles, 1992). Sitoplazmik pH’a maruz kaldiginda etilen geligir. Kiiltiir
ortamina 5.0 ‘in tizerindeki pH degerlerinde ekleme yapilirsa etilen hizla dagilir. Etilen,
sirastyla S-adenosilmetionine (AdoMet) ve ardindan ACC’ye doniistiiriilen metioninden
sentezlenir. ACC’ nin bitki kiiltiirlerine eklenmesi genellikle etilen iiretimini artirir.
Ciinkii ACC genellikle smirlayici faktordiir. Metionin eklenmesi ayni etkiye sahip
olabilir ve metionin bitkilerde aspartik asit, asparjin ve sisteinden tretilebildigi icin
bunlarin varligi da benzer etkilere sahiptir. ACC sentaz ve ACC oksidaz genleri
Klonlandigindan, mRNA antisens ve benzer teknikler kullanilarak etilen sentezini

modiile etmek miimkiindiir (McKeon vd., 1995).
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Sekil 1.18. Etilen biyosentezi. ACC (1-aminosiklopropan-I-karboksilik asit); AVG
(aminoetoksivinilglisin); EFE (etilen olusturan enzim) (McKeon vd., (1995)’den
degistirilmis)

1.4.6 Poliaminler

Poliaminler (PA) hakkinda diger fitohormonlara kiyasla daha az bilgi mevcuttur. Birgok
aragtirmaci, bu yoniiyle poliaminleri hormon olarak kabul etmemektedir. Poliaminler,
bir bitkide etkiye sahip olabilmek i¢in geleneksel bitki hormonlarindan ¢ok daha yiiksek
konsantrasyonlara ihtiya¢ duyarlar. Buna karsin alifatik poliaminler sinifinda yer alan
putresin, spermidin ve spermin bir¢ok kiiltiirde morfogenezi artirdigi gosterilmistir

(Bagni vd., 1993; Gaspar vd., 1996).

Fizyolojik pH degerinde, poliaminler polikatyon ve kompleks yapici olarak hareket
ederler. Fosfolipid gruplart ve membran iizerindeki anyonik bolgelerde akigkanligi

etkiler, hiicre duvari polisakkaritlerine, DNA ve RNAya gii¢lii bir bi¢imde baglanirlar.
Serbest haldeki poliaminler, iyon eksikliklerini ve bazi streslerin hiicre membranlarinda

meydana getirdigi zararlar1 telafi edebilirler. Poliaminlerin islevlerinden bazilari,

hiicresel pH’taki dalgalanmalar1 en aza indirmek, enzim aktivitelerini modiile etmek,
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DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu gelistirmek i¢in tampon gorevi gérmektir.
Poliaminler, bazi durumlarda oksin yerine kullanilabilir. Bu, bazi kesimler tarafindan
ikincil haberciler olarak goriilmelerine neden olmustur. In vitro kiiltiirlerde biyosentez
inhibitorlerinin kullanilmasi yolu ile poliaminlerin polen olgunlagmasi, kok ve siirgiin
olusumu ve somatik embriyogenezle iligkili oldugu bulunmustur (Bagni vd., 1993;
Galston vd., 1995; Gaspar vd., 1996). Poliaminlerin kendi baslarmna degil, katabolik
yollar ve H,0, olusumu yoluyla aktif olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Hausman vd., 1995).

Poliaminler sinnamik, kumarik, kafeik ve ferulik tiirevler gibi fenolik asitlerle konjuge

olur (Smith,1985).
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Sekil 1.19. Poliamin sentezi ve katabolik yollarmin sematik gosterimi (Hausman vd.,
(1994)’den degistirilmis)

1.4.7 Salisilatlar

Salisilik asit (0-hydroxybenzoic acid) ve tiirevleri (Salisilik asit glikozitleri, Salisilik asit
esterleri, Salisilik asit ester glikozitleri), bitki fenoliklerinin biiyiik bir grubuna tekabiil
eder ve yliksek yapili bitkilerde bulunurlar. Salisilik asit, sinnamik asitten tiirevlenir.
Antik caglardan beri kullanilan salisilatlar, antik caglardan beri g¢esitli ilaglarda
kullanilmaktadir. 1828 yilina gelindiginde Miinih’te ilk kez sdgiit agacinin gubugundan

az miktarda salisin, salisil alkoliin glikozidi izole edilmistir. On yi1l sonrasinda ise
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Raffaele Piria, sogiit agaci icin latince Salix kelimesinden tiirevli “salisilik asit” adini
verdi. Sentetik salisilik asidin ilk ticari iiretimi ise 1874 yilinda Almanya’da baslamistir
(Raskin, 1992a; Raskin, 1992b). Aspirin, salisilik asidin bir analogu niteligindedir.
Bayer Company sirketi tarafindan 1898 yilinda piyasaya siiriilmiis ve bununla birlikte
diinya genelinde popiiler olan farmasdtik maddeler arasinda yerini almistir. 19. Yiizyila

gelindiginde salisilat grubuna ait bir¢ok bilesik izole edildi (Weissmann, 1991).

Asetilsalisilik asidin (ASA) ticari ad1 olan aspirin, salisilik aside kendiliginden hidrolize
ugrar. Eksojen olarak uygulandiginda hizla salisilik aside doniistiiriiliir. Aspirinin dogal
bir iiriin olarak tanimlanmamasina ragmen, bir¢cok bilim insani tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fenolikler, igeriginde bir hidroksil grubu veya onun bir fonksiyonel
tirevini tastyan aromatik halka yapisina sahip maddeler olarak tanimlanir. Serbest
salisilik asit, kristal bir tozdur. 157-159 °C ’de erir. Sulu ortamda kismen ¢oziiniir buna
karsin polar organik ¢oziiclilerde ¢ok ¢Oziiniir. Salisilik asit aktif taginabilir, metabolize
veya konjuge edilebilir. Bitkilerde ilk uygulanan noktadan farkli dokulara yer
degistirebilir. Modern analitik tekniklerle salisilatlarin bir¢ok Onemli tarimsal bitki
tirtinde bulunmaktadir. Piring, yenge¢ otu, arpa, soya fasulyesi gibi bir¢ok bitkide
salisilik asit seviyeleri yaklasik olarak 1pg g™ olarak bulunmustur (Raskin vd, 1990).

Salisilik asit biyosentezi ve metabolizmasinda iki anahtar enzim yer alir: Benzoik asidi
salisilik aside doniistiiren benzoik asit2-hidroksilaz ve UDP glukoz. Salisilik asidin
doniistimiini katalize eden glukoziltransferaz ve SA glikozit. Son verilere gore ise
sinnamik asit — benzoik asit — Salisilik asit yolunun, piring bitkisinin fidelerinde
(Silverman vd., 1995) ve ftiitiin bitkilerinde (Yalpani vd., 1993) islevsel oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 1.20. Bitkilerde SA igin olasi biyosentez yollar1 (Silverman vd., 1995; Duan vd.,
(2014)’den degistirilmis)

Kioroplast

Tam cizgiler doniisiim adimlarini, noktali ¢izgiler kloroplasttan sitozole tasimayu,
kesikli ¢izgi alternatif, bilinmeyen bir biyosentez yoludur. Kloroplastik ve sitozolik
CM'ler oldugundan, fenilalanine giden adimlarin kloroplastta m1 yoksa sitozolde mi
yoksa her ikisinde de ayni anda m1 gergeklestirildigi agik degildir. Enzimler mavi renkle

gosterilmistir (Silverman vd., 1995; Duan vd., 2014).

Salisilik asit, bitkide g¢esitli degisikliklere ugrayabilir. Cogu SA’nin devre dist
kalmasina sebep olabilir. SA glukolize edildiginde ise SA glukozit (SAG) iiretilebilir.
Bu bilesik vakuollerde biiyiik miktarlarda depolanabilirler (Dean vd., 2003).

Pek ¢ok fenolik bilesigin bitkilerde biiylime-gelisme, fotosentez ve iyon alimi gibi
bir¢ok fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol aldig1 bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.
Bitki kokleri tarafindan iiretilen fenolik molekiiller, bitkilerde gelisim ve ¢imlenme i¢in
gereklidir (Lynn ve Chang, 1990). Salisilik asidin fizyolojik etkisinin ilk gostergesi ise
hiicre doku kiiltiiriinde ¢i¢ek ve tomurcuk olusumunun kesfedilmesidir (Eberhard vd.,
1989). Ayrica etilen biyosentezinin etkili bir inhibitoriidiir. Etkisi ise pH degerine
baglhdir. Bu etki elmada gosterilmistir (Romani vd., 1989). Yagh tohum bitkisi olan

kolza bitkilerine salisilik asit uygulanmasi, yapraklarindaki glukosinolat miktarinda
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artiglara neden oldugu bildirilmistir. Glukosinolatlar, turpgiller familyasindaki bitkilerde
bulunan bir grup tiyoglukozittir. Doku hasar1 meydana geldiginde, glukosinolatlar
hidrolize olur ve bitkinin ¢esitli mikroorganizma ve zararlilara kars1 katkida bulundugu
diisiiniilen c¢esitli trlinlerin salininmin1 yapar. Sekonder metabolit igeriginde artislar
gosterilmistir (Kiddle vd., 1994). Salisilik asit, patojenlere karsi bitki savunmasinin
onemli bir aracisidir. Bu etkisine dair ilk kanit, aspirin soliisyonunun tiitiin bitkisinin
yapraklarina uygulanmasiyla elde edilmistir (White, 1979). Salisilik asit
uygulamalarinin  bitkiler Tlizerinde ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal etkileri
gosterilmesine ragmen endojen salisilik asit uygulamalarinin diizenleyici mekanizmalari
heniiz tam manasiyla aydinlatilamamistir. Buna karsin sasirtict bir sekilde bitkilerde
salisilik asidin etkileri ile hayvanlardaki etkilerle biiyiik 06lgiide benzerlik
gostermektedir. Bu, bitkilerde ve hayvanlarda salisilatlarin terapétik etkileri arasinda
herhangi bir baglanti olup olmadigi konusunu giindeme getirir (Raskin, 1992a; Raskin,
1992D).

Salisilik  asidin  bitkilerde meydana getirdigi etkiler aym1 zamanda hastalik
semptomlarinin azalmasiyla da dogru orantilidir. Tiim bu sonuglar, salisilatlarin
gelecekte yapilacak cesitli arastirmalar i¢in umut verici bir alan oldugu gergegini

karsimiza cikarir.
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Sekil 1.21. Dogal olarak olusan bazi salisilik asit tiirevleri (Raskin, 1992a; Pierpoint
(1994)’den degistirilmis)

Salisilik asidin en tipik tepkileri sunlardir;

a. Ciceklenme indiiksiyonu (Ancak salisilik asidin ¢igeklenme diizenleyicisi olup
olmadig1 kesin degildir)

b. In vitro tiiberizasyon indiiksiyonu (jasmonatlar az aktif durumda)

c. Termojenezin uyarilmasi veya diizenlenmesi (¢igeklenme sirasindaki 1s1 tiretimi)

d. Nekrotrofik patojenlere karsi diren¢ ve pantogenez ile ilgili proteinlerin
indiikleyicisi (Chen vd., 1993).

e. Cimlenme inhibisyonu
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Salisilik asit, bazi agaglarin yaprak ve kabuk kisimlarindan sizar, bu agaclarin
golgeliklerinin altinda rejenerasyon kisitlanir. Bu 6zelligi sebebiyle allelopatik etkiye
sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Yaralanma ve patojen saldirilarinda salisilik asit,
oligosakkarinler, etilen ve jasmonatlarin rol ve etkilesimleri hala arastirmaya muhtag bir
konudur. Salisilik asidin sistemik kazanilmis direnci indiiklemekten sorumlu yer
degistirmis sinyal olmadigi, buna karsin sinyal iletim mekanizmasinda salisilik asidin
gerekli oldugu bilinmektedir. Ayrica bitki savunma genleri, etilen ve metil jasmonatlar

tarafindan sinerjistik olarak indiiklenir (Raskin, 1992a; Pierpoint, 1994).
1.4.8 Jasmonatlar

1962 yilinda metil jasmonat (MeJA) ilk kez Demole ve arkadaslari tarafindan Jasminum
grandifiorum’ un ugucu yaginin hos kokulu bileseni olarak tanimlanmistir (Demole vd.,
1962). Sentetik ve ticari olarak temin edilebilen metil jasmonat, dort stereoizomerden
olusur ve yan zincirde trans-¢ift bagi olan dort ek stereoizomer tarafindan kontamine

olabilir (Hamberg ve Gardner, 1992; Sembdner ve Parthier, 1993).

Biyosentetik yolak linoleik asit ile baslar ve lipoksinaj ile baglayan birka¢ enzimin sirali
etkisiyle sentezlenir. Dogal olarak olusan bir¢ok jasmonat tanimlanmistir (Sembdner ve
Parthier, 1993).

Dogal izomerleri <Enantiyomer_,  Sentetik izomerleri

o e 11 : o
= 75N 12 é’\:/\
s
COOH b COOH
4 3 3 . LY
HURLTR-)-JA HS)LT(SF(+rdA
Epimerizasyon # v Epimerizasyon
o o ¥
H ' b COOH
3(R). T(S){+)-T-epi-JA ’ (S).T(R)-(-)-T-ep-JA

Sekil 1.22. Jasmonik asidin (JA) izomerleri (Hamberg ve Gardner, 1992; Sembdner ve
Parthier, (1993)’den degistirilmis)

Metil jasmonat (MeJA) ve jasmonik asit olusumlar1t bitkiler aleminde yaygindir

(Hamberg ve Gardner, 1992).
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Jasmonatlar, kontrollii biiylime degisiklikleri baslatir. Yeni yapraklarin olusumu,
ozellikle yaralanmig bitkilerde daha fazla tiiy ve daha kii¢iik yaprak saplarina sebebiyet
verir (Yan vd., 2007; Zhang ve Turner, 2008; Yoshida vd., 2009).

1978 yilinda bitkilerde doymamis yag asitlerinin oksidatif metabolizmasi {izerine
yapilan arastirmalar, Jasmonik asidin biyosentetik yolagindaki ilk siklopentanon, cis--
12-oxo-fitodienoik asit (12-oxo-PDA), a-linolenik asidin bir keten tohumu aseton tozu
ekstresi ile inkiibasyonlari ile elde edilmis ve Jasmonik asidin potansiyel onciisii olarak
kabul edilmistir (Zimmerman vd., Feng, 1978). 1984 yilina gelindiginde ise jasmonik
asidin biyosentezindeki tiim ana ve ara maddeler tanimlanmistir (Vick ve Zimmerman,

1984).

TS TNANA OO
‘ Lipoksijenaz

Y

Hidroperoksi dehidraz / l
A Y

5 - |
\/\/\/\/COOH \\(

[12~okso-ﬁtodlcnoll: asit

| Rediktaz ¢
HOOC\ANNAN ool

la- oksidasyon [ ]

0=
COOH

[Jasmonl'k asit' -l

Sekil 1.23. Lineloik asitten jasmonik asit sentezi (Sembdner ve Parthier, (1993)’den
degistirilmis)
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Sekil 1.24. Jasmonik asidin biyosentezi (Vick ve Zimmerman, (1984)’den degistirilmis)

12-0x0-PDA ve metabolitlerinin yapisal analizi, yan zincirlerin, jasmonik asit
biyosentezi boyunca siirdiiriilen termodinamik olarak tercih edilmeyen cis-
konfigiirasyonuna sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Yasemin ¢ig¢eginin yagindan izole
edilen (-)- MeJA’nin mutlak stereokimyasinin, yan zincirler trans konfigiire edilmis
olarak 3 (R), 7 (R) olarak bulunmustur (Hill ve Edwards, 1965). Trans-(-) MeJA'nin,
C7'de metil ester olusumu ve epimerizasyon yoluyla biyosentezlenmis cis-(+)-7-epi-
jasmonik asitten tiiretilmesi beklendiginden, biyosentezlenmis (+)-7-epi-jasmonik asit

icin 3(R),7(S) konfigiirasyonu ¢ikarilmistir (Acree vd., 1985).

Jasmonik asit sentezi ve sinyali, jasmonatlarin kendi sentezlerini uyardig1 pozitif geri

besleme dongiisii ile birbirine baglidir.
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Sekil 1.25. Jasmonik asitte sinyal gelisimi genel bakis (Sasaki vd., (2001)’den
degistirilmis)

Hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretiminin miktari, bitki hiicrelerinin biyotik
veya abiyotik elisitdrlere maruz birakilmasiyla artirilabilir. Metil jasmonat (Mela),
mantar karbonhidratlari, maya ekstraktlar1 yaygin olarak kullanilan elisitorlerden
bazilaridir. Metil jasmonat, Taxus chinensis ‘den (Wu ve Lin, 2003) taxol ve panax
ginseng’den (Palazon vd., 1997; Yu, 2000; Yu vd., 2002; Kim vd., 2004; Thanh vd.,
2005) ginsenoside iiretiminde kullamilan etkili bir elisitordiir. Uretkenligi artirmak igin

metabolik miithendislik uygulamalari kullanilabilir.
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BOLUM II

MATERYAL VE METOT

2.1 Bitkisel Materyaller

2.1.1 Materyallerin temini

Bitki materyali olarak Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisi kullanilmistir. Bitki
fideleri ticari firmadan satin alinmis olup kontrollii sartlar altinda, Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Biyoteknoloji Béliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda
eksplantlarin  kullanilabilecegi olgunluga gelene kadar yetistirilmistir. Biiyiime
odasindaki 151k, 16/8 saat giindiiz gece fotoperiyoduna sahip, 24 + 2 °C sicaklik altinda

soguk beyaz floresan lambalarla saglanmistir.

(S

Fotograf 2.1. Calismada kullanilan eksplant kaynagi olan biberiye (Rosmarinus
officinalis L.) bitkisinin genel goriiniimii
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2.2 Metot

Aragtirmada ticari olarak elde edilen nod eksplantlari sterilizasyon prosediiriine uygun
olarak steril edildikten sonra standart MS (Murashige & Skoog, 1962) ortamina
aktarilmigtir. Elde edilen kalluslar alt kiiltiirlemeler ile gelistirilmeye c¢alisilmistir. Alt
kiiltiir asamasina ortama cesitli dozlarda jasmonik asit ve salisilik asit dozlar1 ilave

edilmistir.
2.2.1 Kiiltiire alinan eksplantlarin sterilizasyonu

Besin ortami igeren petri kaplarinin sterilizasyonu birka¢ basamakta gerceklestirilmistir.
Oncelikle petri kaplar1 1 saatlik kirli otoklavina tabi tutulmus, ardindan ticari camasir
suyu (NaOCI) ve deterjan igeren suda 1 giin boyunca bekletilmistir. Sonrasinda yikanip
iyice durulanip distile sudan (dH2O) geg¢irilmistir. Sonrasinda 200 °C'de aliiminyum
folyoya sarilip yaklasik 72 saat boyunca bekletilmis, ardindan 121 °C'de ve 1.1 kg cm™
basin¢ta 20 dakika otoklavlanmistir.

Bitki materyali olarak Rosmarinus officinalis L. bitkisinin yaprak ve nod kisimlari
kullanilmigtir.  Saglikli  siirgiinlerden alinan tiim eksplantlar Oncelikle standart
uygulamaya esas olarak antibakteriyel sabun iceren suda iyice yikanip sonrasinda
musluk suyu altinda durulanmistir. Daha sonra diger sterilizasyon yontemleri farkli
asamalarda gerceklestirilmistir. Kararma meydana gelmemesi i¢in eksplantlar,

sterilizasyon islemi sonrasinda ekim yapilincaya dek distile suda birakilmigtir.

Cizelge 2.1. Rosmarinus officinalis L. bitki eksplantlarina uygulanan sterilizasyon
yontemleri

STERILIZASYON YONTEMLERI

On Uygulama I I 11 \Y
Antibakteriyel sabun - - 10 dk 15 dk
Musluk suyu 5 dk 10 dk 15 dk 15 dk
Beyaz Sirke - - %5'lik 4 dk -
Sterilizasyon Bilesikleri
Etil Alkol %20'lik 5 dk | %8'lik 3 dk | %5'lik 3 dk -
NaOCl %10'luk 5 dk || %15'lik 5 dk || %10'luk 5 dk || %12'lik 4 dk
dH20 Standart Standart Standart Standart
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= Eksplantlara gesitli sterilizasyon islemleri uygulanmis olup, en iyi sonuca
sahip olan sterilizasyon yontemi son asamada uygulanmastir.

* On uygulama islemindeki amag, ¢esitli doku kayiplarinin engellenmesi ve
bitkisel kaynakli olarak gelisebilecek olan kontaminasyonlarin &niine
gecmektir.

* On uygulama islemi sonrasi uygulanan yontemler yukaridaki cizelgede
belirtilmis olup, en basarili sterilizasyon yonteminin IV numaral

sterilizasyon yontemi oldugu kanaatine varilmistir (Cizelge 2.1).
2.2.2 Besin ortamlarinin hazirlanmasi
Ortamin yiizey sterilizasyonu oncelikle %10’luk ticari ¢amasir suyu (NaOCI) ve
ardindan  %70’lik etanol ile saglanmistir. Sonrasinda kabin 2 saat boyunca UV lamba
ile standardize hale getirilmistir.
2.3 Besiyeri Hazirhg
Calismada, kallus kiiltiirii icin vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri ve agar igerigine
sahip standart MS (Murashige and Skoog) ortami kullanilmistir. Besin ortaminin

hazirlanmasinda, 1 L besin ortami igin gerekli olan miktarlar ve gesitli biiylime

diizenleyicileri 1000 ml kapasiteli erlene aktarilmistir.
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T

Fotograf 2.2. Besiyeri hazirligi

Yapismamasi i¢in bir miktar dH,O eklenen erlene Oncelikle 4.405 g/L vitamin igerikli
MS ve 24 g/L siikroz eklendikten sonra 2,4-D ve Kinetin ilave edilmistir. (Cizelge 2.2).
Daha sonra dH,0 ile 1 litreye tamamlanmistir.

Fotograf 2.3. Besin ortami bilesenlerinin homojenizasyonu ve pH ayarlanmasi
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Cizelge 2.2. MS (Murashige & Skoog) besin ortami biiyliime diizenleyicileri

OKSINLER

2,4-Diklorofenoksiasetik Asit 10 mg/L

SITOKININLER

 Kiefin T 15mglL

Igerik ¢oziiniip homojen hale geldikten sonra 1M NaOH ve HCI kullanilarak pH 5.8’¢
ayarlanmigtir. 8 g/L agar ilave edildikten sonra agzi aliiminyum folyo ile kapatilip

sterilizasyon i¢in 121 °C'de ve 1.1 kg cm basingta 20 dakika otoklavlanmistir.
2.3.1 Eksplantlarin kiiltiir ortamina alinmasi
Yiizeysel sterilizasyona tabii tutulan bitkisel materyaller kallus tesviki i¢in, hazirlanan

besin ortamiin bulundugu petri kaplarinin her birine en az 8 adet eksplant olacak

sekilde aktarimi saglanmistir.

Fotograf 2.4. Eksplantlarin besin ortamina aktarilmasi islemi
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Petri kaplari, gelisimleri izlenmek tizere 4000 lux aydinlatmada 16 saat aydinlik,8 saat
karanlik fotoperiyodunda, 24 + 2 °C sicaklik altinda soguk beyaz floresan lambalarla
kiiltiir kosullarinda gelistirilmistir.

Fotograf 2.6. Kiiltlire aktarimdan sonraki 14. giine ait goriiniim

Kalluslari alt kiiltiire aktarilabilecegi diizeye gelmesi 6 haftalik bir siireye denk

gelmektedir.
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Fotograf 2.7. Kallus gelisimlerine ait goriiniim

2.3.2 Kalluslarin alt kiiltiire alinmasi
Eksplantlar, 2,4-D ve kinetin igeren besi yeri ortamlarindaki 6 haftalik bir gelisme
periyodunun ardindan ¢esitli dozlarda salisilik asit ve jasmonik asit igeren besi yeri

ortamlarina aktarimi saglanmstir.

Cizelge 2.3. Uygulanan uyaricilar ve dozlar

ALT KULTURDE UYGULANAN UYARICILAR VE DOZLARI
Salisilik Asit (SA) Jasmonik Asit (JA)
1. Kontrol 1. Kontrol
2. 50 mM 2. 50 uM
3. 100 mM 3. 100 uM
4. 200 mM 4, 200 uM
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Fotograf 2.8. 45 giinliik (6 haftalik) siirecte gelisen kalluslar

Alt kiiltire alinan kallus ornekleri 8 ile 10 giinliik siire¢ boyunca gozlem altina
alinmistir. Bu siire doldugunda Ornekler analizler oncesinde hassas terazide agirlik

Olclimlerine tabii tutulmustur.

2.4 Kallus indiiksiyonu

Kiiltiirler 2 haftalik araliklarla alt kiiltiir edilmistir. Kallus indiiksiyon frekansi (Kif)
kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra asagidaki denklem kullanilarak Holme ve Petersen'e

(1996) gore hesaplanmustir:

Kif = Kallus olusturan eksplant sayisi/ Kullanilan toplam eksplant sayist x 100 (2.1)

2.5 Rosmarinik Asit Ekstraksiyonu ve Belirlenmesi

Toz haline getirilmis kallus 6rnekleri 1 g %50 etanol ile 70°C'de 1 saat siireyle ekstrakte
edilmistir. Etanolik ekstraktlar vakum buharlastiric1 ile buharlastirilmistir.  Ornekler
%70 etanolde ¢ozilmiis ve -20°C'de 24 saat saklanmistir. Elde edilen c¢okelti
ayrigtirtlmig ve siipernatant rosmarinik asit analizi i¢in kullanilmistir. Rosmarinik asit
tayini Lopez- Arnolodos vd., (1995) ve Komali ve Shetty (1998) yontemlerine gore
gerceklestirilmistir. Spektrofotometre kullanilarak 333 nm'de absorbans 6l¢iilmiis ve

konsantrasyonlar asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:
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A = ebc (2.2)

(A): 333 nm deki absorbans

(c): Rosmarinik asit konsantrasyonu

(€): ekstinksiyon katsayis1 € = 19000 L mol-1 cm1
(b): kiivet genisligi b= 1cm

2.6 Verilerin Degerlendirilmesi
Tez ¢aligmasindaki tiim deneyler toplam 3 tekrar ile gergeklestirilmistir. Tlim dl¢tim ve
analizlerden elde edilen veriler SPSS (Versiyon 24.0) yaziliminda varyans analizi

(Tukey testi) kullanilarak P<0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir. Program

ortalamalarin standart hata ve standart sapma degerlerini belirlemistir.
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BOLUM 111

BULGULAR
3.1 Kallus Indiiksiyonu
Salisilik asit ve jasmonik asit uygulamalarinin kallus indiiksiyon frekansi (Kif) {izerine
etkileri cizelge 3.1’ de verilmistir. Tiim uygulamalar karsilastirildiginda en yiiksek Kif

oran1 50 MM SA uygulamasinda belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Salisilik asit ve jasmonik asit uygulamalarinin Kallus indiiksiyon frekansi
tizerine etkileri

Uygulama Kallus indiiksiyon frekansi (%)

Kontrol 74,19
50 mM SA 84,00
100 mM SA 67,86
200 mM SA 57,14
50 uM JA 77,78
100 uM JA 82,76
200 u MJA 80,49

Uygulanan tiim JA konsantrasyonlar1 kontrole gore Kif oranini artirmigtir. Buna karsin
kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda 50 mM SA uygulamasi Kif oranini artirirken

diger SA uygulamalari ise azaltmistir.

3.2 Biberiye Kalluslarinda Salisilik Asit Uygulamalarimin RA Birikimi Uzerine
Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit iceren besiyerinde yetistirilen kalluslarda RA

birikim miktarlar1 ¢izelge 3.2 ve sekil 3. 1’ de gosterilmektedir.

Kontrol ornekleri ile karsilastirildiginda en fazla artis 50 mM SA uygulamasinda
belirlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 3.2. Biberiye kalluslarinda Rosmarinik asit birikimi iizerine farkl
konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalari

Uygulama  |Rosmarinik asit (mg/g TA)
Kontrol 0,39040,01 xa
S50 mMSA  10,753#0,31yb
100 mMSA |0,302+0,07 xa
200 mMSA |0,135+0,32yc

(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi gostermektedir. p <0,05 n:3)

100 mM SA ve 200 mM SA igeren besiyerlerinde yetistirilen biberiye kalluslarinda

kontrole gére rosmarinik asit birikimi azalmistir. 100 mM SA uygulamasinda belirlenen

0,302 mg/g miktar1 istatiksel olarak o6nemli degildir (p<0,05). 200 mM SA

uygulamasinda belirlenen diisiis istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 T
0,3
0,2
0,1

Rosmarinik asit (mg/g TA)

Kontrol

S %
1
Y
A

50 mM SA 200 mM SA

Sekil 3.1. Biberiye kalluslarinda Rosmarinik asit birikimi {izerine farkli
konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin etkisi

3.3 Biberiye Kalluslarinda Jasmonik Asit Uygulamalarinin Rosmarinik Asit

Birikimi Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda jasmonik asit iceren besiyerlerinde olusturulan kalluslarda

rosmarinik asit birikim miktarlar1 ¢izelge 3.3 ve sekil 3.2 ‘de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Biberiye kalluslarinda RA birikimi {izerine farkli konsantrasyonlarda

jasmonik asit uygulamalar1

Uygulama

Rosmarinik asit (mg/g TA)

Kontrol

0,39010,01 xa

50 uM JA

0,37010,02 xa

100 uM JA

0,37610,01 xa

200 L MJA

0,42010,02 yb

(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi gostermektedir. p<0,05 n:3)

Genel olarak kallus ornekleri istatistiksel acidan incelendiginde ise kontrol grubuna

gbre Onemli bir diisiis saptanmamistir. En fazla artis goriilen 6rnekler 0,420 mg/g ile

200 uM JA uygulamasinda meydana gelmistir ve RA birikimi agisindan en basarili

sonu¢ bu konsantrasyonda elde edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 50 uM

JA konsantrasyonunda ve ardindan 100 uM konsantrasyonuna sahip besiyerlerinde RA

miktarinda azalma tespit edilmistir (p<0,05). Bu diisiis gosteren degerler istatistiksel

acidan 6nemli degildir (p<0,05).

0,43
0,42
0,41

04
0,39
0,38
0,37
0,36
0,35
0,34
0,33

Rosmarinik aist (mg/g TA)

_

Kontrol 50 uM JA 100 uM JA 200 1 M JA

Sekil 3.2. Biberiye kalluslarinda Rosmarinik asit birikimi {izerine farkli
konsantrasyonlarda jasmonik asit uygulamalarinin etkisi

Sonuglar topluca degerlendirildiginde, uygulanan salisilik asit ve jasmonik asit

konsantrasyonlarinin biberiye kalluslarinda RA birikimi {izerine olan etkisi sekil 3.3’ de

verilmistir.



Rosmarinik asit (mg/g TA)
o
wv

0,3

0,2

0,1 -
0

Kontrol 50 mM SA 100mM 200mM 50 puM JA 100 uM JA200 p M JA
SA SA

Sekil 3.3. Biberiye kalluslarinda rosmarinik asit birikimi tizerine farkli
konsantrasyonlarda salisilik asit ve jasmonik asit uygulamalarinin etkisi

Biberiye bitkisinde in vitro olarak uygulanan tim JA ve SA konsantrasyonlar
karsilastirildiginda en fazla RA miktar1 50 mM salisilik asit uygulamasinda 0,753 mg/g

olarak saptanmustir.
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BOLUM IV

TARTISMA VE SONUC

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinde doku kiiltiirii ¢aligmalari, mikrogogaltim
ve buna paralel olarak da sekonder metabolit {iretimi iizerine yapilmaktadir. Cesitli
elisitorlerin varliginda yapilan ¢alismalar son yillarda ivme kazanmistir. Mikrogogaltim

calismalarinin sayisi ise oldukga diistiktiir.

Tez calismasinda in vitro kosullarda jasmonik asit ve salisilik asit uygulamalarinin
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinde rosmarinik asit {iretimi tizerine etkileri
irdelenmistir. Bu elisitérler dogal olarak varolmakta ve bitkilerde sinyal molekiilii
olarak gorev almaktadirlar. Salisilik asit ve jasmonik asidin Rosmarinus officinalis L.
bitkisinde rosmarinik asit tretimi iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Yaptigimiz c¢alismada literatiirde var olan sterilizasyon yoOntemleri denenmis ve
bircogunda basar1 saglanamamistir. Dong vd., (2012), calismalarinda biberiyenin
yaprak eksplantlarini kullanmis, sterilizasyon isleminde eksplantlarin %85°1lik kisminin
oluimi ile gerceklestirdigini bildirmislerdir. Caligmamizda birgok kombinasyon
denenmis ve etanoliin eksplant oliimleri ile iligskili oldugu kanismma varilmastir.
Literatiirlere zit bir sekilde etanole yer verilmeyen yontemde 6lim yiizdesi diistiriilmiis
ve basar1 saglanmistir. Sonrasinda besi ortamlarina 2,4-D ve Kkinetin ilavesi ile

eksplantlarin gelisimi saglanmustir.

Dong vd., (2012), yaptiklar1 ¢alismada, biberiyenin yaprak eksplantlarini kullanmais,
sterilizasyon islemini ise %75’lik (v/v) etanol ve %?2’lik (v/v) NaOCI igerisinde
bekleterek  gerceklestirmis ve eksplantlarin  %85°lik  kismmnin  Sliimii  ile
gerceklestirdigini bildirmislerdir. Yalnzca %2’lik (v/v) NaOCI ile gerceklestirdikleri
uygulamada ise %35’ lik 6lim orani elde etmislerdir. Bu sonuglara gore etanoliin
sterilizasyonda uygulanmasi sirasinda Rosmarinus officinalis L.” in etanolde ¢oziinen
fenolik iceriklerinden otiiri eksplantlarin Sliimiine sebebiyet verdigi ve sterilizasyon
isleminde kullaniminin uygun olmadigini1 bildirmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada

sterilizasyon prosediiriimiizde de etanol kullanilan sterilizasyon yontemlerinde eksplant
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Oliimleri ile karsilagilmis, daha once de bahsedildigi gibi IV numarali sterilizasyon
yonteminde etanole yer verilmemis, 6liim ylizdesi diisiiriilmiis ve basar1 elde edilmistir.

14. giinden itibaren kallus farklilagsmalar1 goriilmiis, fakat alt kiiltiire almak i¢in yeterli
kiitleye sahip olmadigi saptanmistir. Alt kiiltiir i¢in gerekli siire yaklasik olarak 45 giin
oldugu belirlenmistir. Bu siirecte ¢esitli renk degisimleri belirlenmis bunun sebebinin

bitki icerisindeki fenolik igerikler oldugu kanisina varilmstir.

Alt kiiltiirde salisilik asit kiiltiir ortamina 50, 100 ve 200 mM; jasmonik asit ise 50, 100
ve 200 uM olarak uygulanmistir. Bu konsantrasyonlarda bekleme siiresi ise 8-10 giin
olarak belirlenmistir. Salisilik asit ve jasmonik asit uygulamalarinin kallus indiiksiyon
frekans1 (Kif) {zerine etkileri ¢izelge 3.1° de verilmistir. Tim uygulamalar

karsilastirildiginda en yiiksek Kif oran1 50 mM SA uygulamasinda belirlenmistir.

Salisilik asit igeren besiyerinde yetistirilen kalluslarda RA birikim miktarlar ¢izelge 3.2
ve sekil 3. 17 de gosterilmektedir. Kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda en fazla artis
50 mM SA uygulamasinda 0,753 mg/g olarak belirlenmistir.100 mM SA ve 200 mM
SA iceren besiyerlerinde yetistirilen biberiye kalluslarinda kontrole goére RA birikimi
azalmistir. 100 mM SA uygulamasinda birikim 0,302 mg/g, 200 mM uygulamasinda
0,135 mg/g olarak belirlenmistir.

Jasmonik asit iceren besiyerlerinde olusturulan kalluslarda ise RA birikim miktarlar
cizelge 3.3 ve sekil 3.2 ‘de gosterilmistir. Kontrol grubunda RA miktar1 0,390 mg/g
olarak belirlenmistir. Buna gore en fazla artig goriilen 6rnekler 0,420 mg/g ile 200 uM
uygulamasinda meydana gelmistir ve RA birikimi agisindan en basarili sonu¢ bu
konsantrasyonda elde edilmistir. 50 uM’de bu deger 0,370 mg/g ve 100 uM’de ise
0,376 mg/g’dir. Salisilik asit ve jasmonik asit konsantrasyonlarmin biberiye

kalluslarinda rosmarinik asit birikimi iizerine olan etkisi sekil 3.3’ de verilmistir.

Krzyzanowska vd., (2012) yilinda yaptiklari c¢alismada, Mentha piperita'nin hiicre
siispansiyon Kkiiltiirlerinde jasmonik asit ve metil jasmonat olmak {izere iki elisitoriin
hiicre biiyiimesi ve rosmarinik asit birikimi tizerindeki etkilerini arastirmistir. En
yiiksek rosmarinik asit birikimi 100 uM metil jasmonat ilavesinden 24 saat sonra,
117.95 mg g* ka. Sl¢iilmiistir. Benzer bir konsantrasyon 200 uM jasmonik asit

uygulamasindan 48 saat sonra 110.12 mg g™ k.a olarak tespit edilmistir. Bu degerler,
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elisitasyon uygulanmayan kontrol 6rnegine kiyasla yaklasik 1,5 kat daha yiiksektir.
Yaptigimiz c¢aligmada salisilik asit uygulamalar1 daha basarili bulunmugstur. 50 mM
salisilik asit uygulamasinda kontrole gore yaklasik % 93 artis saglanmistir (Cizelge 3.1).
Coskun vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada farkli melatonin (MEL) konsantrasyonlari (0,
100 ve 200 uM) kullanilarak MS besi ortami igerisinde biberiye bitkisinde fenolik
bilesiklerin birikimi ve aromatik igerigindeki degisimleri Kkarsilagtirmali olarak
incelemislerdir. Rosmarinik asit, kafeik asit, hesperidin gibi fenolik bilesikler ve 45
aromatik bilesik biberiye yapragi kallusundan tanimlanmis ve sirastyla HPLC ve
GC/MS ile dlgtimleri yapilmistir. 200 uM MEL, biberiye kallusunun aromatik igerigini
degistirmede 100 uM MEL'den daha etkili oldugu, ayrica linalool, stiren ve methional
gibi baz1 6nemli aromatik bilesikler sadece MEL uygulanmis kalluslarda tespit edilmis
ve kontrol grubunda goériilmemistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da ¢esitli
konsantrasyonlarda JA (50, 100 ve 200 uM) ve SA (50, 100 ve 200 mM) elisitorleri
uygulanmis ve biberiye bitkisinde in vitro olarak uygulanan tim JA ve SA
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en fazla RA miktar1 50 mM salisilik asit

uygulamasinda 0,753 mg/g olarak saptanmustir.

Caruso vd., (2000) yaptiklar1 ¢alismada Rosmarinus officinalis L.’nin yaprak ve nodal
segmentlerinden elde edilen koklii rejenere siirgiinler, 9 hafta boyunca bazal bir besi
ortaminda yetistirilmistir. Rejenerantlarin antioksidan ve tibbi 6zelliklere sahip olan
karsonik asit igerigine sahip oldugu HPLC ve kiitle spektrometrisi ile gosterilmistir.
Calismada bes haftalik nodiiler kallusun igeriginde karsonik aside rastlanirken karanlik
ortamda tutulan ve yesil olmayan kallusta igerige rastlanmamistir. Tez calismasinda
baslangic asamasinda 6 haftalik bir siire¢ icerisinde besi ortaminda gelistirilmis
ardindan alt kiiltiirde cesitli SA ve JA konsantrasyonlar1 igeren besiyerlerinde 8-10
giinliik siiregte gelistirilmistir. Bu siiregte uygulanan tiim JA konsantrasyonlar1 kontrole
gore Kif oranini artirmigtir. Buna karsin kontrol 6rnekleri ile karsilagtirildiginda 50 mM

SA uygulamasi Kif oranini artirirken diger SA uygulamalar ise azaltmistir.

Al-Saeedi vd., (2022) ‘nin yaptiklar1 ¢alismada Rosmarinus officinalis L.’nin kallus
kiiltiirlerinde cesitli bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve 1s1k kosullarimin in vitro
cevresel etkileri incelenmistir. Calismada oksin ve sitokinin konsantrasyonlarinin
aydinlik ve karanlik kosullarda etkileri karsilastirilmistir. Eksplantlar etanol soliisyonu

ve sodyum hipoklorat ile sterilize edilmistir. MS ortamina farkli konsantrasyonlarda
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bitki biiyiime diizenleyicisi eklenmis, 25 °C sicaklikta 151k altinda gelistirilmistir. 1,0
mg/L 2,4-D ile 0,5 mg/L BA ve 1s1k, en iyi kombinasyon oldugu sonucuna varilmis ve
en biiyiik kallus agirligt 3,75 gm olarak belirlenmistir. Karanlik ortam verileri ise 1,0
mg/L NAA ve 0,5 mg/L. BA oldugu, en biiyiik kallus agirligi 3.60 gm oldugu sonucuna
varilmistir. Iki hafta sonrasinda en yiiksek kallus verimi ayni kombinasyonlarda
karanlikta %100 ve 1sikta %95 olarak belirlenmistir. Kalluslarin doku, renk ve sekil
olarak kombinasyonu ise degismistir. Bizim ¢alismamizda ise 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik 151k periyotlart kullanilmistir. Sterilizasyon sirasinda etanoliin uygulanmasi
sirasinda Rosmarinus officinalis L.” in etanolde ¢6ziinen fenolik igeriklerinden otiirii
eksplantlarin Gliimiine sebebiyet verdigi saptanmistir ve bu baglamda sterilizasyon

isleminde kullaniminin uygun olmadig1 kanaatine varilmistir.

Mascarello vd., (2015)’nin Rosmarinus officinalis L. nin hiicre biyokiitlesi gelisimi i¢in
mikro c¢ogaltimi ve kallus indiiksiyonu iizerine c¢alisilmistir. Calismada kallus
indiiksiyonunu tesvik eden faktorler arastirilmistir. IAA varliginda yiiksek koklenme
orani elde edilmesine karsin (0,5 mg/L’ de %75 ve 1 mg/L’de %78,6), biiylime
diizenleyici olmayan ortamda koklenme yiizdesi %50 olarak saptanmistir. En yiiksek
aklimatizasyon orani 1 mg/L IAA’ da % 65 olarak elde sera kosullarinda elde edilmistir.
Acik alan ve serada yetistirilen bitki tepe ve bogum kisimlari dezenfeksiyon sonrasi
yiiksek olim yiizdesi gostermistir. Kallus stok bitkilerden yaprak eksplantlarindan
olusturulmustur. Iki aylik kiiltiir siireci sonunda kallus gozlenmis, biyokiitle ise ayni
ortam tlizerinde 4 haftalik alt kiiltiirler yoluyla artmistir. Bizim ¢alismamizda ise ¢esitli
JA ve SA konsantrasyonlart ve kontrol grubuna ait kallus indiiksiyon frekanslar
incelenmigstir. Kontrol grubunun kif oran1 %74,19 iken en yiiksek kif oran1 %84 ile 50
mM SA grubunda saptanmig bu degerleri sirasiyla %82,76 ile 100 uM JA, %80,49 ile
200 uM JA ve %77,78 ile 50 uM JA takip etmistir. Buna karsin kontrol grubuna gore
kif orant %57,14 ile 200 mM SA ve %67,86 ile 100 mM SA konsantrasyonlarinda
diisiise sebep olmustur.

Misra, (2002), yaptig1 calismada siirgiin ucu proliferasyonu ile baglantili olacak sekilde
Rosmarinus officinalis L. ‘de olusan kallus izole edilmis ve en iyi gelisim i¢in farkli
islemlere tabi tutulmustur. MS ve SH ortamlarinda 0,25 mg BAP ve [AA ile
desteklenmis modifikasyonlar ve 2,4-D kullanilmistir. MS ortamindaki 6rnek kompakt

halde ve 30 giin boyunca taze ve yesil halde kalmistir. SH ortaminda ise kallus gelisimi
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daha hizli olmus ancak 15 giin i¢inde kahverengiye donmiistiir. NH ve NO ile kallusun
21 giin boyunca taze agirhginin 15 kat1 kadar biiyiidiigi ve 45 giinliik inkiibasyona
kadar taze kalmistir. Bu somatik kallusta siirgiin tomurcuklari, her birine 0,5 mg BAP,
2- izopentenil adenin, 1AA ve 10 mg giberellik asit (GA3) ilavesiyle farklilasmistir.
Histolojik olarak incelendiginde silirgiin tomurcuklarmin periferik ve bazal
farklilagmalar1 ortaya c¢ikarilmistir. Farklilasan siirgiinler c¢ogalmis, koklenmis ve
topraga nakledilmistir. Bizim ¢alismamizda birincil besiyerinde 10 mg/L 2,4-D ve 1,5
mg/L kinetin ilave edilmistir. Bu silire zarfinda bitkinin fenolik igeriginden Otiiri
kahverengimsi renk dontigiimleri goézlemlenmistir. 14. giinde kallus olusumlar1 gozle
goriilebilir derecede farklilasmaya baslamistir. Kalluslarin alt kiiltiire aktarilabilecegi
diizeye gelmesi ise 6 haftalik bir siireye denk gelmektedir. Bu siire zarfinda kiitle
artiglar1 devam etmistir. Alt kiiltiirde ise 8-10 giin bekletildikten sonra g¢alismamizin

planlamasi geregi tekrar alt kiiltiire alinmaksizin analiz asamasina gegilmistir.

Yang vd., (1997), Rosmarinus officinalis L. bitkisinde yiiksek miktarda RA igeren
klonal hatlarin seleksiyonu i¢in bitki doku kiiltiirii teknikleri ve mikrobiyal elisitér
olarak da Pseudomonas sp. F. susunu kullanarak bir calismaya imza atmiglardir.
Heterozigot Rosmarinus officinalis L. tohumlarindan in vitro kosullarda ¢imlenen
orneklerden alinan eksplantlar 1 mg/L benziladenin ve 2 mM prolin katkili MS
ortamina aktarilmistir. Elde edilen siirglinlerdeki sekonder metabolit {iretimini artirmak
icin Pseudomonas sp. F. susu ile inokiile etmislerdir. Mikrobiyal elisitoriin tesvik ettigi
yiksek RA iceren hatlar secilmistir. Bu sayede genetik olarak uniform fenotiplerin
seleksiyonu Rosmarinus officinalis L. bitkisinde sabit kalitede fenolik antioksidan
iretimini  saglayabilecegini bildirmislerdir. Ayrica ¢esitli biyosentetik yolaklarin
regiilasyonunu anlamak agisindan kullanilabilecegi belirtilmistir. Yaptigimiz bu ¢alisma
ile, yaygin olarak calisilan sinyal molekiilleri olan jasmonik asit ve salisilik asit
uygulamalarinin bitkilerde onemli metabolitlerin birikimlerine etkilerinin incelenmesi

acisindan yol gosterici olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonuglar topluca degerlendirildiginde biberiye bitkisinde in vitro olarak uygulanan tiim
JA ve SA konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en fazla RA miktar1 50 mM salisilik asit
uygulamasinda 0,753 mg/g olarak saptanmistir. Tez ¢alismasinda belirlenen RA miktari

bitkinin dogal ortaminda elde edilen verilere gore olduk¢a diisiiktiir. Ancak
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konsantrasyon, uygulama yontemi, uygulama siiresi ve hiicre siispansiyon kiiltiirii gibi

uygulanan tekniklerin degistirilmesi ile daha basarili sonuglar elde edilebilir.

Ulkemizde doku kiiltiirii calismalari son zamanlarda ivme kazanmis olsa da heniiz
yeterli seviyeye ulasmis degildir. Bu agidan yapilacak olan her calisma 6nem arz
etmektedir. Ozellikle tibbi ve aromatik bitkilerin bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda
yapilacak olan her tiirlii ¢alisma, lilkemizin zengin bitki ortiisii de géz oniine alindiginda
ulusal agidan da 6nem arz etmektedir. Bu agidan bakildiginda yaptigimiz galismanin

gelecekte yapilacak olan ¢aligmalara kaynak olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez calismasindan elde edilen sonuclar, doku kiiltiirii teknikleri ile salisilik asit ve
jasmonik asit kullanilarak bitki hiicrelerinde sinyal yolaklarinin arastirilmasi ve bu
elisitorlerin sekonder metabolit iceriklerine etkilerinin arastirilmast agisindan faydali

olacaktir.
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