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ÖZET 

 

BAZI BĠTKĠ BÜYÜME DÜZENLEYĠCĠLERĠNĠN CALENDULA OFFICINALIS L. 

VE CALENDULA ARVENSIS L. TÜRLERĠNĠN HÜCRE SÜSPANSĠYON 

KÜLTÜRLERĠNDE BELĠRLĠ SEKONDER METABOLĠTLER ÜZERĠNE 

ETKĠLERĠ 

 

Nergis KAYA 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Doktora Tezi 

DanıĢman: Prof. Dr. Cüneyt AKI 

21/06/2016, 122 

 

AraĢtırmamızın ilk aĢamasında tıbbi ve ekonomik öneme sahip olan Calendula 

officinalis ve Calendula arvensis fideleri embriyodan itibaren in vivo ve in vitro olarak 

yetiĢtirilmiĢtir. Ġkinci aĢamada, in vitro olarak yetiĢtirilen iki Calendula fidesinin yaprak 

eksplantları ile baĢlatılan ve MS0, MS1, MS4, MS6 besin ortamlarında yapılan biyokütle 

ölçümleri ile kallus kültürü optimize edilmiĢtir. Üçüncü aĢamada, MS1, MS3, MS4, MS6 

besin ortamlarının bulunduğu kallus kültürlerinden hücre süspansiyon kültürlerine geçiĢ 

yapılarak hücre sayımı, taze ve kuru ağırlık ölçümleri yapılmıĢtır. Dördüncü aĢamada, in 

vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen bitkilerin yapraklarında; kallus kültüründe ve hücre 

süspansiyon kültüründe biriken sekonder metabolitlerin (kuersetin, kaemferol, kafeik asit, 

beta karoten) miktarları araĢtırılmıĢtır. En fazla kafeik asit ve beta karoten miktarları, her 

iki Calendula türünün MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyon kültürlerinin 120. 

gününde saptanmıĢtır. Kafeik asit miktarının C. officinalis ve C. arvensis türünde sırası ile 

268,585 µg/g ve 235,865 µg/g; beta karoten miktarının ise C. officinalis ve C. arvensis 

türünde sırası ile 523,685 µg/g ve 385,115 µg/g olduğu ortaya konmuĢtur. Tamamlanan 

araĢtırmada C. officinalis ve C.arvensis türünün hücre süspansiyon kültürlerinde biriken 

kafeik asit ve beta karoten miktarları ilk defa belirlenmiĢtir.  

 

Anahtar sözcükler: C. officinalis, C. arvensis, oksin, sitokinin, kallus, süspansiyon 

kültür, kafeik asit, beta karoten, HPLC. 
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ABSTRACT 

 

EFFECTS OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS ON CERTAIN 

SECONDARY METABOLITES IN CELL SUSPENSION CULTURES OF 

CALENDULA OFFICINALIS L. AND CALENDULA ARVENSIS L. SPECIES 

 

Nergis KAYA 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

 Doctoral Dissertation in Natural Science 

Advisor: Prof. Dr. Cüneyt AKI 

21/06/2016, 122 

 

In the first stage of our research, C. officinalis and C. arvensis plants having 

medicinal and economically important were grown from embryo in the in vivo and in vitro 

conditions. In the second stage, callus culture was started with leaf explants of C. 

officinalis and C. arvensis plants and optimized with measuring of biomass in the MS0, 

MS1, MS3, MS4, MS6 nutrient medium. In the third stage, the callus culture in the MS1, 

MS3, MS4, MS6 nutrient medium was passed into the cell suspension culture and done the 

counting of cell, the measurement of fresh and dry weight in the cell suspension culture. In 

the fourth stage, secondary metabolites (quercetin, kaempferol, caffeic acid, beta carotene) 

accumulated in the leaves of plants grown in vivo and in vitro conditions, in the callus 

culture and the cell suspension culture were researched. The maximum amount of caffeic 

acid in the 120
th

 day of MS1 nutrient medium of the cell suspension cultures of C. 

officinalis and C. arvensis was found 268,585 µg/g and 235,865 µg/g, respectively. The 

maximum amount of beta carotene in the 120
th

 day of MS1 nutrient medium of the cell 

suspension cultures of C. officinalis and C. arvensis was found 523,685 µg/g and 385,115 

µg/g, respectively.The results of this research is important because of the detection of 

amounts of caffeic acid and beta carotene in the cell suspension cultures supplemented 

with plant growth regulators of C. officinalis and C. arvensis. 

 

Keywords: C. officinalis, C. arvensis, auxin, cytokinin, callus, suspension culture, 

caffeic acid, beta-carotene, HPLC. 



 

viii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

Sayfa No 

TEZ SINAVI SONUÇ FORMU ............................................................................................ ii 

ĠNTĠHAL (AġIRMA) BEYAN SAYFASI.......................................................................... iii 

TEġEKKÜR .......................................................................................................................... iv 

SĠMGELER VE KISALTMALAR ....................................................................................... v 

ÖZET .................................................................................................................................... vi 

ABSTRACT .........................................................................................................................vii 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ .............................................................................................................. xi 

ÇĠZELGELER DĠZĠNĠ ...................................................................................................... xiii 

BÖLÜM 1 .............................................................................................................................. 1 

GĠRĠġ ..................................................................................................................................... 1 

1.1. Sekonder Metabolitler ................................................................................................. 2 

1.2. In vitro Kültür Teknikleri ............................................................................................ 6 

1.2.1. Kallus Kültürü ...................................................................................................... 7 

1.2.2. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürü ......................................................................... 9 

1.3. Calendula officinalis L. ve C. arvensis L. Türleri .................................................... 14 

BÖLÜM 2 ............................................................................................................................ 18 

ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR ................................................................................................... 18 

2.1. C. officinalis ve C. arvensis Türünün Tıbbi Önemi .................................................. 18 

2.1.1. Antioksidan Aktivite .......................................................................................... 18 

2.1.2. Antiülser Aktivite ............................................................................................... 19 

2.1.3. Antimikrobiyal ve Antiviral Aktivite ................................................................. 19 

2.1.4. Hepatoprotektif Aktivite ..................................................................................... 20 

2.1.5. Yara ĠyileĢtici Aktivite ....................................................................................... 21 

2.1.6. Antienflamatuvar Aktivite .................................................................................. 21 

2.1.7. Sitotoksik ve Ġmmunomodulatör Aktivite .......................................................... 22 

2.1.8. Antimutajenik Aktivite ....................................................................................... 23 

2.1.9. Ağrı kesici ve AteĢ DüĢürücü Aktivite ............................................................... 23 

2.1.10. Diğer Etkiler ..................................................................................................... 24 

2.2. C. officinalis ve C. arvensis Türlerinde Sekonder Metabolitlerin Yapısı ve Biyolojik 

Aktiviteleri ....................................................................................................................... 24 

2.2.1. Kuersetin ............................................................................................................. 24 

2.2.2. Kaemferol ........................................................................................................... 27 

2.2.3. Kafeik Asit .......................................................................................................... 29 

2.2.4. Beta karoten ........................................................................................................ 30 



ix 

 

2.3. Asteracea Familyasındaki Bitkiler ile Ġlgili Bitki Doku Kültürü ÇalıĢmaları........... 32 

2.4. Asteraceae Familyasındaki Bitkiler Ġle Ġlgili Sekonder Metabolit ÇalıĢmaları ........ 36 

BÖLÜM 3 ............................................................................................................................ 43 

MATERYAL VE YÖNTEM ............................................................................................... 43 

3.1. Bitkisel Materyal ....................................................................................................... 43 

3.2. Yöntem ...................................................................................................................... 43 

3.2.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ......................................................................... 43 

3.2.2. Bitkisel Materyalin In vivo YetiĢtirilmesi .......................................................... 43 

3.2.2.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ve In vivo Embriyo Aktarımı .................. 43 

3.2.3. Bitkisel Materyalin In vitro YetiĢtirilmesi ......................................................... 44 

3.2.3.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ve In vitro Embriyo Aktarımı ................. 44 

3.2.4. Sterilizasyon ....................................................................................................... 45 

3.2.5. Bitki Büyüme Düzenleyicilerinin ve Besin Ortamlarının Hazırlanması ............ 45 

3.2.6. Kallus Kültürü .................................................................................................... 45 

3.2.6.1. Eksplanttan Kallus Eldesi ........................................................................... 46 

3.2.6.2. Kallus Alt Kültürleri ................................................................................... 46 

3.2.6.3. Kallus Biyokütle DeğiĢimi Ġle Ġlgili Ġstatistiksel Analizler ........................ 47 

3.2.7. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürleri ................................................................... 47 

3.2.7.1. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Kurulması .............................................. 47 

3.2.7.2. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Büyüme Parametreleri .......................... 47 

3.2.7.3.1. Hücre Canlılık Testi ............................................................................. 48 

3.2.7.3.2. Hücre Büyümesinin Belirlenmesi ........................................................ 48 

3.2.7.3. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Devamlılığı ........................................... 49 

3.2.8. Sekonder Metabolit Miktarının Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

Analizi .......................................................................................................................... 49 

3.2.8.1. Sekonder Metabolit Standardlarının HazırlanıĢı ......................................... 50 

3.2.8.2. Yapraktan, Kallus Kültüründen ve Hücre Süspansiyon Kültüründen 

Sekonder Metabolitlerin Ekstraksiyonu ................................................................... 51 

3.2.8.3. HPLC KoĢulları .......................................................................................... 51 

BÖLÜM 4                                                                                                           54 

ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA .................................................................. 53 



x 

 

4.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ............................................................................... 53 

4.2. Bitkisel Materyalin In vivo YetiĢtirilmesi ile Ġlgili Bulgular .................................... 53 

4.3. Bitkisel Materyalin In vitro YetiĢtirilmesi ile Ġlgili Bulgular ................................... 54 

4.4. Kallus Kültürü ........................................................................................................... 57 

4.4.1. Eksplanttan Kallus Eldesi ile Ġlgili Bulgular ...................................................... 57 

4.4.2. Kallus Alt Kültürleri ile Ġlgili Bulgular .............................................................. 59 

4.4.3. Kallus Biyokütle DeğiĢimi ile Ġlgili Ġstatistiksel Analizlere Dair Bulgular ....... 59 

4.5. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürleri ile Ġlgili Bulgular ............................................. 65 

4.5.1. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Kurulması ..................................................... 65 

4.5.2. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Büyüme Parametreleri ile Ġlgili Bulgular ..... 65 

4.5.2.1. Hücre Canlılık Testi ile Ġlgili Bulgular ....................................................... 66 

4.5.2.2. Hücre Büyümesinin Belirlenmesi ile Ġlgili Bulgular .................................. 70 

4.6. Sekonder Metabolit Miktarının Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

Analizine Dair Bulgular ................................................................................................... 74 

4.6.1. Sekonder Metabolit Standard Solüsyonlarının Hazırlanmasına Dair Bulgular .. 74 

4.6.2. Yapraktan, Kallus Kültüründen ve Hücre Süspansiyon Kültüründen Sekonder 

Metabolit Miktarlarına Dair Ġlgili Bulgular .................................................................. 77 

BÖLÜM 5 ............................................................................................................................ 87 

SONUÇ VE ÖNERĠLER ..................................................................................................... 87 

KAYNAKLAR .................................................................................................................... 91 

EKLERĠ ................................................................................................................................. I 

EK 1. Taze Ağırlık, Kuru Ağırlık ve Sekonder Metabolit Miktarını Hesaplamada 

Kulanılan Formüller ...................................................................................................... II 

ÖZGEÇMĠġ ......................................................................................................................... III 

 

  



xi 

 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ 

               Sayfa No 

ġekil 1.1. Bitki hücrelerinden sekonder metabolit üretimi .................................................. 13 

ġekil 2.1. Kuersetin .............................................................................................................. 24 
ġekil 2.2. Kaemferol ............................................................................................................ 27 
ġekil 2.3. Kafeik asit ............................................................................................................ 29 
ġekil 2.4. Beta karoten ......................................................................................................... 30 
ġekil 3.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarının torf, torf ve perlit, torf ve kum bitki 

                yetiĢtirme ortamlarını içeren viyollere in vivo embriyo aktarımı ........................ 44 
ġekil 3.2. C. officinalis ve C. arvensis tohumları (solda) ve tohum kabuğu çıkarılan  

                embriyoları (sağda) .............................................................................................. 44 

ġekil 3.3. Her 5 günde bir Thoma lamı ile mikroskopta yapılan hücre sayımları ............... 48 
ġekil 3.4. Filtrasyon sistemi ve 100 µm por çapına sahip elek ............................................ 48 
ġekil 4.1. 5 günlük C. officinalis (a); C. arvensis (b) fideleri ve sakıslara aktarım öncesinde 

                viyoldeki 67 günlük fideler (c) ............................................................................ 53 

ġekil 4.2. Saksılardaki Torf (2:1) bitki yetiĢtirme ortamında aktarılan embriyolardan  

                geliĢen beĢ aylık C. officinalis (a) ve C. arvensis (b) fideleri .............................. 54 
ġekil 4.3. C. officinalis (solda) ve C. arvensis (sağda) fideleri 9. ayında ............................ 54 
ġekil 4.4. MS0 besin ortamında geliĢen protoklorofil aĢamasındaki C. officinalis (solda) ve  

                C. arvensis (sağda) fidelerinin 0. günü ................................................................ 55 
ġekil 4.5. MS0 besin ortamında geliĢen protoklorofil aĢamasındaki C. officinalis (solda) ve  

                C. arvensis (sağda) fidelerinin 0. günü ................................................................ 55 

ġekil 4.6. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen on günlük (solda), yirmi günlük  

                (sağda) C. officinalis fideleri ............................................................................... 55 

ġekil 4.7. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen on günlük (solda), yirmi günlük  

                (sağda) C. arvensiss fideleri ................................................................................. 56 

ġekil 4.8. Aktif karbon eklenen MS0 besin ortamında 20 günlük C. officinalis fideleri .... 56 
ġekil 4.9. Aktif karbon eklenen MS0 besin ortamında 20 günlük C. arvensis fideleri ....... 56 

ġekil 4.10. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen 40 günlük C. officinalis ve C.  

                  arvensis fideleri .................................................................................................. 57 
ġekil 4.11. C. officinalis ve C. arvensis türünün yaprak eksplantının yerleĢtirildiği gün ... 57 

ġekil 4.12. MS1 (a), MS3 (b), MS4 (c), MS6 (d) besin ortamında yaprak eksplantları ...... 58 
ġekil 4.13. MS1 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus  

                  stereo mikroskop fotoğrafları ............................................................................. 58 
ġekil 4.14. MS3 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

                  stereo mikroskop fotoğrafları ............................................................................. 58 

ġekil 4.15. MS4 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

                  stereo mikroskop fotoğrafları ............................................................................. 58 
ġekil 4.16. MS6 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

                  stereo mikroskop fotoğrafları ............................................................................. 58 

ġekil 4.17. MS1 besin ortamında 1. kallus alt kültürü (a), 2. kallus alt kültürü (b), 3. kallus 

alt kültürü (c), 4. kallus alt kültürü (d) sonunda geliĢen kalluslar .................... 59 
ġekil 4.18. Hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda (120. gün). a) MS1, b)MS3, c) MS4, 

d) MS6 besin ortamları ..................................................................................... 65 
ġekil 4.19. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 10. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X40 objektif) .................................................................................................... 66 
ġekil 4.20. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 20. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X10 objektif) .................................................................................................... 66 



xii 

 

ġekil 4.21. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 30. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X10 objektif) .................................................................................................... 66 
ġekil 4.22. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü hücre canlılığı (%) ............................. 69 
ġekil 4.23. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü hücre canlılığı (%) ............................... 69 

ġekil 4.24. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü taze ağırlık (g/l) ................................. 72 
ġekil 4.25. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü kuru ağırlık (g/l) ................................ 72 
ġekil 4.26. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü taze ağırlık (g/l) ................................... 73 
ġekil 4.27. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü kuru ağırlık (g/l)................................... 73 
ġekil 4.28. Kuersetin (a), kaemferol (b), kafeik asit (c), beta karoten (d) standardlarına ait 

kromatogramlar ................................................................................................. 75 
ġekil 4.29. Kafeik asit (1), Kuersetin (2) ve kaemferol (3) standardlarının 330 nm’deki 

kromatogramı .................................................................................................... 75 

ġekil 4.30. Kuersetin standardı ............................................................................................ 76 
ġekil 4.31. Kaemferol standardı .......................................................................................... 76 
ġekil 4.32. Kafeik asit standardı .......................................................................................... 76 
ġekil 4.33. Beta karoten standardı ....................................................................................... 77 

ġekil 4.34. C. officinalis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda kafeik 

asit piki kromatogramı ...................................................................................... 78 
ġekil 4.35. C. arvensis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda kafeik 

asit piki kromatogramı ...................................................................................... 78 

ġekil 4.36. C. officinalis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda beta 

karoten piki kromatogramı ................................................................................ 79 
ġekil 4.37. C. arvensis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda beta 

karoten piki kromatogramı ................................................................................ 79 
ġekil 4.38. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 

saptanan kafeik asit miktarları (µg/g kuru ağırlık) ........................................... 83 
ġekil 4.39. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 

saptanan beta karoten miktarları (µg/g kuru ağırlık) ........................................ 83 
ġekil 4.40. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon kültüründe 

saptanan kafeik asit miktarları (µg/g kuru ağırlık) ........................................... 84 
ġekil 4.41. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon kültüründe 

saptanan beta karoten miktarları (µg/g kuru ağırlık) ........................................ 84 

 

  



xiii 

 

ÇĠZELGELER DĠZĠNĠ 

 Sayfa No 

Çizelge 3.1 .C. officinalis ve C. arvensis tohumlarına yapılan ön uygulamalar .................. 44 

Çizelge 3.2. Yaprak eksplant yerleĢtirilmesinin ve kallus biyokütle alt kültürlerinin 

                    yapıldığı MS besin ortamları (MS0-MS12 arası) ............................................ 46 

Çizelge 4.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarına yapılan ön uygulamalar ve çimlenme 

                    yüzdeleri (%) .................................................................................................... 54 
Çizelge 4.2. Biyokütleye göre bitki türü, alt kültür ve uygulamalara göre tanıtıcı 

                    istatistikler ve Tukey Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçları .............................. 61 
Çizelge 4.3. Alt Kültürlere Göre Tanıtıcı Ġstatistikler ......................................................... 62 
Çizelge 4.4. Bitki Türüne Göre Tanıtıcı Ġstatistikler ........................................................... 62 

Çizelge 4.5. Genel Tanıtıcı Ġstatistikler ............................................................................... 62 
Çizelge 4.6. C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyon kültürleri toplam hücre sayısı 

                    (n/ml) ve hücre canlılığı (%) ............................................................................ 68 
Çizelge 4.8. Kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten standardlarının HPLC sonuçları

 ........................................................................................................................... 77 
Çizelge 4.9. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis türlerinde  

                    kafeik asit ve beta karoten miktarı (µg/g kuru ağırlık) .................................... 81 
Çizelge 4.10. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon  

                      kültürlerinde kafeik asit ve beta karoten miktarı (µg/g kuru ağırlık) ............ 82 



1 

BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

 

Çağımızda dünyadaki insanların ciddiyetini anladığı ve önemli çalıĢmaların 

sürdürüldüğü etnobotanik, yüzyıllardan beri insanlar ve bitkiler arasında süregelen bağ 

sonucunda doğarak bitkilerin akademik düznyadaki değerlendirilmelerine dikkate değer 

katkısı olmuĢtur. Bitkiler, insanların ve bütün diğer canlıların beslenmesinde gerekli olan 

primer bileĢikleri (karbonhidratlar, lipidler, proteinler, vitaminler, mineraller) sağladıkları 

için çok önemlidir. Bunun yanı sıra insanlar bitkileri, sadece yiyecek olarak değil, aynı 

zamanda uyarıcı içecek, baharat, ilaç, Ģifalı bitki özü, zehir (sekonder bileĢikler) olarak da 

kullanmaktadır. Sekonder bileĢiklere alkaloidler, uçucu yağlar, reçineler, tanenler, 

glikozitler, saponinler vb. örnek verilebilir. Bunlar vücudun bağıĢıklık sistemini artırır, 

organların fonksiyonlarına yardımcı olur ve iyileĢmeyi hızlandırarak organizmadaki bazı 

dokuların ve organların fonksiyonlarına pozitif olarak etkilemektedir. Bitkilerin 

sentezlediği bu doğal ürünler doğrudan ya da dolaylı olarak endüstrinin temel ürünlerini 

oluĢturmaktadır. Sekonder metabolitlerin hem ekonomik öneme sahip olduğu hem de 

bitkilerin hayatında ekolojik ve fizyolojik görevleri bulunmaktadır. Örneğin bitkilerin 

karĢılaĢabileceği olumsuz ortam Ģartlarına adaptasyonunu sağlamanın yanı sıra, bitkileri 

mikroorganizmaların ve hayvanların hücumuna karĢı korumaktadır. Böylece sekonder 

metabolitler bitkilerin özel bir habitat için diğer bitki türleriyle yarıĢabilmesine olanak 

tanımaktadır. Sekonder metabolizma stres koĢullarında ortaya çıkması nedeniyle bitkiler 

için negatif etkisi varmıĢ gibi görünse de, bitkinin karĢılaĢtığı stres etmenleri sekonder 

metabolit üretimini uyardığından dolayı bilim adamları tarafından olumlu  etkisinin olduğu 

anlaĢılmaktadır. 

Tıbbi bitkiler; hastalıkların önlenmesi, hastalıkları iyileĢtirmek ve sağlıklı yaĢam 

amacı ile ilaç olarak kullanılan bitkilere verilen isimdir. Tıbbi bitkilerin tedavi amacı ile 

kullanımları dıĢında; diyet ile alınarak, parfümeride, vücut bakımında, tütsü 

hazırlanmasında ya da dini merasimlerde kullanıldığı bilinmektedir (Anonim, 2005). Tıbbi 

bitkiler genellikle etken maddelerine göre gruplandırılır. Bitkisel ilaç: iyileĢtirici nitelikte 

ve insan sağlığına faydası olan bir bitkinin ya da birden çok bitkinin sentezlediği 

bileĢiklerin ham ya da iĢlenmesiyle meydana getirilen ürünlerdir ya da maddelerdir. 

Bitkisel ilaçların; tıbbi yararlı ot ürünleri, iĢlenmemiĢ ve iĢlenmiĢ bitkisel materyal olarak 3 

grubu vardır (Van Overwalle, 2007).  



2 

Ġnsanlık tarihine bakıldığında, çoğu hastalığın (diyabet, hepatit B, astım vs.) 

tedavisinde bitkiler kullanılmıĢtır. Dünya Sağlık Örgütü (WHO), dünyadaki insanların 

yaklaĢık 4 milyarının (toplam nüfusun 80%’i) hastalıklarını öncelikle bitkisel droglarla 

iyileĢtirmek için uğraĢmıĢtır. Bunun yanı sıra, geliĢmiĢ ülkelerde reçete edilen ilaçların 

25% kadarının bitkisel kökenli etken maddelerden (vinblastin vs.) meydana geldiği 

bilinmektedir (Farnsworth ve ark., 1985). Özellikle 2000’li yıllarda, her geçen gün yeni 

kullanım alanları bulunan tıbbi bitkiler sayesinde doğal ürünlere olan talep artmıĢtır. Tıbbi 

bitkilerin ekonomik değeri, 2000’li yılların ilk 10 yılındaki piyasa değeri yaklaĢık 60 

milyar dolar olarak belirlenmiĢtir (Kumar, 2009).  

 

1.1. Sekonder Metabolitler  

Bitkilerin savunma mekanizmaları baĢlıca iki grup altında incelenmektedir. 

Bunlardan ilki bitkinin herhangi bir stres durumuna maruz kalmadan sahip olduğu 

korunma Ģeklindeki savunma durumu (Hutcheson, 1998), diğeri ise bitkinin strese maruz 

kaldıktan sonraki savunma durumudur. Bitkilerin stres faktörlerine karĢı aĢırı hassasiyet 

sürecine girdiklerinde, bir takım içsel sinyaller ilettikleri bilinmektedir. Bu sinyaller; 

salisilik asit, (Malamy ve Klessig, 1992), etilen (Ohtsubo ve ark., 1999) ve jasmonatlar 

(Farmer ve Ryan, 1992; Gundlach ve ark., 1992; Hiraga ve ark., 2000) olarak 

bilinmektedir. Bu sinyal maddelerinin her birisi, savunma mekanizmalarının 

baĢlatılmasında rol oynamaktadır. Bu nedenle sekonder bileĢikler bazı yazarlara göre iki 

tip olarak bulunmaktadır. Ġlk tip sekonder metabolitler, fitoaleksinlerdir. Bunlar stress 

metabolitleridir ve streslendirilmemiĢ ortamda meydana gelmemektedir (Meijer, 1989). Bir 

fitoaleksin olan ve bitkinin aktif savunma mekanizmasını oluĢturan jasmonik asit ve onun 

metil esteri metil jasmonat (Sökmen ve Gürel, 2001; Theis ve Lerdau, 2003) tüm yüksek 

yapılı bitkilerde bulunmaktadır. Bitki metabolizmasında bu bileĢiklerin önemli rol 

oynadığı ortaya konulmuĢtur (Creelman ve Mullet, 1997). Bunlara ek olarak berberin, 

rozmarinik asit, Ģikonin ve antrokinonlar fitoaleksinlere örnek olarak sayılabilmektedir 

(Meijer, 1989). Bu maddelerin üretiminin meydana getirilebilecek stresle, iz miktarlardan 

bir litre kültürde farklı gramlara kadar miktarlarının fazlalaĢabileceği bildirilmiĢtir (Meijer, 

1989). DüĢük moleküler ağırlıklı olan fitoaleksinlerin, bitkilerin strese maruz kalmalarının 

ardından birkaç saat sonra sentezlendikleri ve birkaç gün sonra da maksimum seviyeye 

ulaĢtıkları belirtilmiĢtir (Purkayashta, 1995). Fitoaleksinlerin tersine, çok düĢük 

miktarlarda bile olsa genellikle streslendirilmemiĢ ortamlarda da bulunan sekonder 

metabolitlerin ise morfolojik farklılaĢmaya bağlı olarak oluĢtuğu bilinmektedir. Ayrıca 
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fitoaleksinlerdeki kadar olmasa da bu sekonder metabolitlerin (ajmalisin, kinin, kodein, 

morfin) miktarı da stresle arttırılabilmektedir (Luckner ve Nover, 1977).  

Sekonder metabolitler: bitkilerden elde edilen ve bitkilerin kendi hayati iĢlevleri 

üzerinde primer bileĢikler (karbonhidrat, yağ, protein) gibi etki etmemesine ragmen, 

öncelikle ilaç sanayiinde (Göktürk Baydar ve ark., 2010); boya maddesi, tatlandırıcı, renk 

ve koku verici olarak gıda sanayiinde; pestisit olarak zirai mücadelede; kozmetikte 

ekonomik bakımdan önemli yeri olan kimyasallardır. Ayrıca ikincil metabolitlerin: 

kuraklığın, tuzluluğun, UV ıĢınlarının etkili olan çeĢitli stres ortamlarında bulunan bitkilere 

bu koĢullara karĢı koyma; mikroorganizmalar ve herbivorlara karĢı kendini savunma; 

böceklerle tozlaĢan bitkilerin tozlanma esnasında böcekleri kendine çekme gibi görevleri 

bulunduğu bilinmektedir (Göktürk Baydar ve ark., 2010). 

In vitro kültürlerde biriken sekonder metabolitlerden maddi yarar elde edilebildiği 

gibi, bu metabolitler canlıların yararlanımına da katkı sağlayabilmektedir (Parr, 1989; Park 

ve Martinez, 1992). Kültürdeki hücrelerden oldukça çeĢitli sekonder metabolitler elde 

edilebilmektedir (Vanisree ve ark., 2004). Bu nedenle in vitro kültürlerdeki hücrelerde 

biriken bütün bileĢikler önemlilik arz etmektedir. Biriken bu bileĢiklerin miktarının hem 

türler arasında hem de aynı türdeki canlılar içinde değiĢik olabileceği bildirilmiĢtir. Hücre 

süspansiyonlarından büyük ölçüde yararlanılabilmasia amacıyla belirlenen optimum Ģartlar 

hem hücrelerdeki ürün miktarını arttırmak, hem de bu bileĢiklerin hücre dıĢına çıkıĢını 

gerçekleĢtirme amacına hizmet etmelidir (Parr, 1989; Park ve Martinez, 1992; Misawa, 

1994; Nartop ve Gürel, 2004; Haq, 2005; Gürel ve ark., 2006). 

Mikroorganizmalar ile hayvanlar tarafından salgılanmayan bitkilerdeki hemen 

hemen bütün sekonder metabolitlerin benzersiz olduğu belirtilmiĢtir. Fakat gen aktarımı 

çalıĢmalarındaki geliĢmeler bitkilerdeki orijinal sentezleri gibi olmayan bazı metabolitlerin 

üretimini sağlamıĢtır (Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002). Sekonder metabolitlerin 

ticari olarak önem kazanmasıyla birlikte, doğadaki bitkiler önemli ölçüde tahrip edilmeye 

baĢlanmıĢ ve bu nedenle bazı türler yok olma tehlikesiyle karĢı karĢıya kalmıĢtır. Sentetik 

madde içeren ürünlerin insan ve çevre sağlığı bakımından yan etkilere sahip olması 

nedeniyle de son zamanlarda doğal yapıdaki sekonder metabolitlere yoğun bir ilgi ve talep 

artıĢı gözlenmektedir. Sentetik kimyada geliĢmeler olmasına rağmen, kompleks yapı 

özellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynaklı birçok sekonder metabolite halen 

daha ihtiyaç vardır (Ramachandra-Rao and Ravishankar, 2002). Son zamanlarda ikincil 

metabolitlerin ekonomik öneminde görülen artıĢ sekonder metabolik yolağı ve ikincil 

metabolitlerin hücre ve doku kültürlerinin aracılığıyla üretimi bilim adamlarının ve 
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insanlığın ilgisini çekmiĢtir (Vanisree ve Tsay, 2004). Bu nedenle ikincil bileĢiklerin bitki 

biyoteknolojisi ile elde edilmesine dair çalıĢmalar hızla artıĢ göstermiĢtir. Bitki hücre ve 

doku kültürleri aracılığıyla, kültür Ģartları en uygun hale getirilerek ve metabolik yolakta 

kalıtsal değiĢikliklerin meydana getirilmesiyle istenen sekonder metabolitler elde edilmeye 

baĢlanmıĢtır (Hayta, 2009). In vitro teknikler ile sekonder metabolitlerin elde 

edilmesindeki esas avantaj üretimdeki devamlılığın standardize edilebilmesidir. Bununla 

beraber, hücre ve doku kültürü yöntemleri ile çevredeki stres faktörlerine diğer bitkilere 

nazaran iyi karĢı koyabilen ve daha yüksek verimli çeĢitlerin geliĢtirilmesine katkıda 

bulunmaktadır. Bu yönüyle, dünya çapındaki açlık sorununun çözüme ulaĢmasında önemli 

rol oynayabilecektir (Vanisree ve Tsay, 2004).  

Sekonder metabolitlerin ekonomik düzeyde üretilememiĢ olmaları, söz konusu 

tekniğin önündeki en önemli problem olarak karĢımıza çıkmaktadır (Callebaut ve ark., 

1997; Kim ve ark., 2004). Bunun yanında kültür süresinin uzun olması ve sabit bir 

üretimin sağlanamamıĢ olması da aĢılması gereken bir diğer problem olarak görülmektedir. 

Hücre süspansiyon kültürlerinde istenen sekonder metabolit eldesinde istenilen baĢarının 

elde edilememiĢ olmasında çok sayıda mekanizmanın etkili olduğu ileri sürülmektedir. 

Bunlar içinde en önemlilerinin, kaynak bitki materyalinin genetik olarak heterojen olması, 

genetik ve epigenetik stabilitenin söz konusu olmaması, çevresel stres faktörleri ile doku 

farklılaĢmasının yetersiz olması ve kimyasal bir takım sinyal iletimlerinin etkisi olduğu 

düĢünülmektedir (Dörnenburg ve Knorr, 1995; Kim ve ark., 2004; Nail ve Roberts, 2004). 

Ayrıca bitki hücreleri mikroorganizmalarla kıyaslandığında nispeten büyük olmalarından 

ve çalkalama sırasında kolayca zararlanabilmelerinden dolayı da metabolit üretiminin 

düĢebileceği belirtilmektedir (Kieran ve ark., 1997). Tüm bu olumsuzlara karĢın her bitki 

türü için uygun olan sistem sağlanabildiğinde hücre süspansiyon kültürleri, sekonder 

metabolitlerin elde edilmesinde önemli bir yöntem haline gelebilecektir. 

Ġkincil metabolitlerin homojen ve yüksek saflıkta olmalarının önemli bir kriter 

olması nedeniyle hücre süspansiyon kültürleri büyük önem taĢımaktadır (Zhang ve 

Furusaki, 1999; Sajc ve ark., 2000; Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002; Qu ve ark., 

2006a). Hücre süspansiyon kültürlerinde ikincil bileĢiklerin sentezlenmesini artırmak 

amacıyla kimyasalların veya uygulamaların yalnız veya birlikte kullanılarak bitki hücre 

süspansiyonu kültürlerine çeĢitli müdahalelerin yapıldığı da bilinmektedir. Bunlar 

müdahaleler arasında en yaygın olarak kullanılanları; kültür ortamına bu metabolitlerin 

öncüllerinin ilavesi, elisitasyon (Cormier ve ark., 1990; Aoyagi ve ark., 1996; Rajendran 

ve ark., 1994), kültürden yüksek üretkenlikteki ırkların seçimi sayılabilmektedir. Ayrıca in 
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vitro kültürlerde oluĢturulan stres etmenleri bazı ikincil bileĢiklerin sentezlenmesini 

sağlamaktadır (Moreno ve ark., 1995). Bitkilerin kendilerini abiyotik ve biyotik stres 

faktörlerine karĢı korumak için farklı stratejiler geliĢtirmektedir. Bitki hücre kültürleri ile 

sekonder metabolitlerin birikimi; ozmotik Ģok, ıĢık radyasyonu, UV (ultraviyole) 

ıĢıklandırması, ortama inorganik tuzların veya metal iyonlarının (Cu
+2

, Hg
+2

, Cd
+2

, Pb
+4

 

vs.) ilavesi, bitkiler için stres etmeni olabilecek uygulamalar (jasmonik asit, etilen, metil 

jasmonat, ozon) sayesinde kısa sürede, yüksek kalitede ve miktarlarda elde 

edilebilmektedir (Van Der Heijden ve ark., 1989; Nojiri ve ark., 1996; Rakwal ve ark., 

1996; Whitmer ve ark., 1998; Qu ve ark., 2006b). Böylece strese karĢı oluĢan yanıt, 

birincil metabolizmadan değiĢik olan biyolojik yolağın enzimlerinin uyarılmasına neden 

olmaktadır. Böylece sekonder metabolitlerin birikimi meydana gelmektedir. Bu açıdan 

bitki hücre süspansiyon kültürleri, sekonder metabolit üretim olanakları sunmakta ve daha 

az çalıĢma alanına ihtiyaç duymaktadır. Bunun yanı sıra, son yıllarda bitki hücre ve doku 

kültürü uygulamalarındaki ilerlemeler transkripsiyon faktörleri ile oluĢan sekonder 

metabolitlerin miktarının arttırabileceğini gündeme getirmiĢtir (Vanisree ve ark., 2004). 

Ayrıca, doğada yetiĢen bitkiler ile laboratuvar koĢullarında yetiĢtirilen bitkiler 

karĢılaĢtırıldığında, in vitro hücre süspansiyon kültürlerindeki hücrelerin büyümesi daha 

hızlı bir Ģekilde sağlanabilmektedir. Ticari üretim yöntemlerinin geliĢtirilmesi ile ihtiyaç 

duyulan bazı sekonder metabolitler, bazı ürünler karĢılanabilir duruma gelebilmektedir ya 

da gelebilecektir. Hücre süspansiyonlarında kültür koĢulları kolaylıkla kontrol edilebilir 

(Misawa, 1994). Yüksek kalitedeki ürünlerin kontrollü ve güvenilir tedariği 

sağlanabilmektedir. Sekonder metabolitlerin küçük ve büyük ölçekli üretimi 

gerçekleĢtirilebilmektedir (Haq, 2005). Ayrıca doğal substratlara analog olan bileĢikler ile 

beslenme sağlanarak doğada mevcut olmayan yeni bileĢiklerin de sentezlenebilmektedir 

(Nartop ve Gürel, 2004; Gürel ve ark., 2006).  

Büyük ölçekli kültürlerde hızlı ve yüksek kalitede sekonder metabolit elde 

edilebilmesi için ortamda biyoreaktörlerin kullanımının zorunlu olduğu belirtilmiĢtir 

(Decendit ve ark., 1996). Sekonder metabolitlerin üretilen miktarlarının arttırılmasını 

sağlamanın yanı sıra, endüstriyel düzeyde üretilmelerini sağlamak için biyoreaktörler 

tasarlanmıĢtır (Endress, 1994). Biyoreaktör kullanımı sonucunda, temel amaç olan kaynak 

bitkide az miktarlarda sentezlenen sekonder bileĢiklerin düĢük maliyet ile çok miktarlarda 

üretilebilmeleri gerçekleĢtirilmiĢtir (SurmuĢ Asan, 2013). 
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1.2. In vitro Kültür Teknikleri 

Bitkilerin doğada sabit bir Ģekilde yaĢamaları ve uzun yaĢam süreleri nedeni ile zorlu 

koĢullarda yaĢamlarını devam ettirebilmeleri açısından, hayvanlardan daha yetenekli 

organizmalar olduğu bilinmektedir. Bitkiler, büyüme ve geliĢmede birçok çevresel uyum 

ve adaptasyon süreci içine dahil olmaktadır. Bu adaptasyonun önemli özelliği ise, bitkinin 

herhangi bir hücresinden hücre bölünmesini baĢlatabilmesi ve kaybolmuĢ organların 

rejenere olabilmesi veya herhangi bir uyarıcıya karĢı değiĢik geliĢimsel yollara 

yönelebilmesidir. Bu durum, bir tip hücre ya da organdan farklı tipte hücre ve organların 

oluĢturulmasına imkan vermektedir.  

In vitro kültürler, herhangi bitki kısmından alınan eksplant ile çoğaltılabilmektedir. 

Böylece, eksplantlardan uygun besin ortamı içeriğiyle tam organizasyonlu bir bitkinin 

geliĢmesi mümkün olabilmektedir. Bitki hücrelerinin totipotensi yeteneğinin, in vitro bitki 

üretimi amaçlı kullanılma çalıĢmaları 1900’lü yıllara dayanmaktadır. Alman bilim adamı 

Haberlandt tarafından, ilk in vitro kültür 1902 yılında denenmiĢtir. Bitki hücrelerinin 

canlılığını in vitro Ģartlarda sağlayabilmiĢtir fakat bitki büyüme düzenleyicileri o 

zamanlarda keĢfedilmemiĢtir. Dolayısıyla bu hücreleri çoğaltamamıĢtır. Bitki büyüme 

düzenleyicilerinin keĢfedilmesi ile 1940’lı yıllarda doku kültürü alanındaki asıl çalıĢmalar 

baĢlamıĢtır. Yapılan ilk çalıĢmalar, besin ortamına konulan bitki hücre, doku ya da organ 

gibi bitki kısımlarının in vitro çoğaltılması ve rejenerasyonunun sağlanması üzerine 

olmuĢtur (Babaoğu ve ark., 2002). Olgun embriyoların kültürü, kök kültürü, apikal 

meristem kültürü, kallus ve hücre süspansiyon kültürü ilk çalıĢmalar olarak 

sayılabilmektedir. Doku kültürü alanındaki çalıĢmalar, daha sonraki yıllarda çeĢitlilik 

göstermeye baĢlamıĢtır. Germplazm muhafazasından, somatik hibridizasyondan, haploid 

bitki üretiminden, doğada tozlaĢmayan bitki türlerinin hibritleĢtirilmesinden, somaklonal 

varyasyondan ve bitki ıslahı amacıyla yapılan gen transferinden; bunun dıĢında bitkilerin 

mikroçoğaltımında ve sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde yararlanılabilecek doku 

kültürü çalıĢmaları yapılmaya baĢlamıĢtır (Babaoğlu ve ark., 2002). (Çapan, 2006).Son 

zamanlarda, doku kültürlerinin genellikle kalıtım mühendisliği için bir yöntem olarak 

kullanıldığı görülmektedir. Son zamanlarda uygulanan in vitro yöntemler arasında; ovül ve 

ovaryum kültürleri, kallus ve hücre süspansiyon kültürü, embriyo, kök, anter, meristem, 

sürgün ve protoplast kültürleri ile farklı bitki organlarının kültürlerinin bulunduğu 

bildirilmiĢtir. 
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Bitki doku kültürü besin ortamları, herhangi bir bitki kısmının tamamen yapay 

ortamda geliĢmesine olanak tanımalıdır ve mineral elementler (makro ve mikro), organik 

maddeler (vitaminler, amino asitler), karbon kaynağını içermelidir (Smith, 2000). 

Genellikle herhangi bitkinin steril parçaları (eksplant) in vitro kültürleri baĢlatmak 

için kullanılır. Bu parçalar, yapraklardan ya da köklerden elde edilebileceği gibi polen ve 

endosperm gibi özel hücre tiplerinden elde edilebilmektedir. Kültürün baĢlatılmasında 

birçok neden eksplantı etkileyebilmektedir. Genellikle genç ve daha hızlı büyüyen (veya 

dokuların erken geliĢim evreleri) dokuların daha etkili olduğu bilinmektedir (Smith, 2000). 

Bitki doku kültürü; steril olarak hazırlanan doğal olmayan besin ortamında, tam 

organizasyonlu bitkinin veya hücrelerin, bitki dokularından (alınan eksplanttan), 

organlarından yeni dokuların, bitkilerin veya bitkilerin sentezlediği metabolitlerin (ikincil 

ve primer bileĢikler gibi) elde edilmesidir (Babaoğlu ve ark., 2002). Doku kültürünü 

baĢarılı olarak uygulayabilmemiz, bitki hücrelerinin sahip olduğu totipotensi ve rejenere 

olabilme karakteristikleri sayesindedir. 

Bitkilerin kullanıldığı in vitro kültür sistemleri geleneksel yöntemlere nazaran 

çeĢitli avantajlar sunmaktadır. Bu avantajlar arasında en önemlileri Ģunlardır;  

a) Sekonder metabolitler, optimizasyonu sağlanan laboratuvar koĢullarında 

mevsimsel değiĢimlere bakılmaksızın oluĢabilmektedir. 

b) In vitro ortamda kültüre alınan bitki kısımları ya da hücreleri ile ilgili çalıĢmalar 

steril Ģartlarda sürdürülür. 

c) Bitki hücrelerinin sayısının arttırılmasıyla, bu hücrelerden bitkinin karakteristik 

metabolitleri elde edilebilmektedir. 

d) Kültür periyodu süresince hücre çoğalmasının kontrollü Ģartlarda 

gerçekleĢtirildiği in vitro kültürlerde metabolizmaya ait iĢlevler düzenlenebilmektedir, bu 

nedenle daha fazla sarf edilecek olan iĢ gücünün daha az oranda kullanılmasıyla sekonder 

metabolitlerin birikimi daha fazla seviyeye yükseltilebilmektedir (ĠĢlek, 2009). 

 

1.2.1. Kallus Kültürü 

FarklılaĢmıĢ hücrelerin ve dokuların yaralanması ile mekanik yaralanmaya reaksiyon 

olarak yaralanma yerlerinde oluĢan farklılaĢmamıĢ/organize olmamıĢ parankimatik 

hücreleri içeren yığın kallus olarak adlandırılmaktadır. Kallus; doku farklılaĢmasının 

olmadığı yara hücreleridir (Kaya, 2012). Kallus kültürünün; bitkiden kesilip çıkarılan ve 

bölünme özelliğine sahip doku ya da organ bölümlerinin karbon ihtiva eden bir maddenin 

ve bitki büyüme düzenleyicilerinin eklendiği yarı-katı besin ortamında geliĢen morfolojik 
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olarak belli bir düzene sahip olmayan hücrelerden oluĢtuğu belirtilmektedir. Kallus kültürü 

ile sekonder metabolitlerin üretilmesi düĢünülmez. Kallus kültürü, süspansiyon kültürünün 

baĢlangıcı ya da organ oluĢumuyla seri üretimin amaç edinildiği bir geçiĢ kültürüdür 

(Türkmen, 2009).  

Kallus kültürü yapılan besin ortamındaki çeĢitli elementler homojen dağılmadığı için 

hücreler yavaĢ büyümektedir. Bu hücreler topluluk oluĢturarak birbirleriyle temas halinde 

bulunmaktadır. Ayrıca bu hücrelerin hücre farklılaĢmasının baĢlangıç aĢamasında olması 

nedenleriyle kallus kültürü sekonder metabolitlerin üretimini desteklememektedir (Lindsey 

ve Yeoman, 1983). 

Kalluslar sekonder metabolit sentezleyen ilgili kaynak dokudan ya da embriyo gibi 

baĢka dokulardan baĢlatılabilmektedir (Lindsey ve Yeoman, 1983). Kallus kültürlerinde 

besin ortamına uygun bitki büyüme düzenleyicisi eklenerek kallus yapısı istenilen dokulara 

dönüĢtürülebilmektedir. Kallus sertliği yara hücrelerinin birbirleri ile olan sıklığını 

göstermektedir. Süspansiyon kültüründe ise daha gevĢek ve yumuĢak olan kallus hücreleri 

istenmektedir (Türkmen, 2009). Kallus oluĢumuna neden olan uyarılmayı birçok faktör 

etkileyebilmektedir. Bunlar arasında mineral besin elementleri ve bitki büyüme 

düzenleyicileri gibi kimyasal faktörler; ıĢık sıcaklık, nem gibi çevresel faktörler ve bitkinin 

genetik yapısı sayılabilmektedir. Bu nedenle bir bitki türünde kallus oluĢumu bir ortamda 

teĢvik edilebilirken diğer bir türde baĢarısız olabilmektedir (Trigiano ve Gray, 1996). 

Kallus kültürlerinde genellikle gövde ve köklerdeki kambiyal dokular kullanılmaktadır. 

Fakat bu dokuların yanı sıra bitkilerin meyvelerinin, polenlerinin, endospermlerinin, 

embriyosunun kallus kültürlerini baĢlatmak için kullanıldığı bilinmektedir.  

Besin ortamına uygulanan bitki büyüme düzenleyicileri, bitki kısımlarından ve 

bunlardan geliĢen kalluslardan morfogenetik farklılıklar oluĢturabilmektedir (Akı, 1997). 

Oksin ve sitokinin miktarları önem arz etmektedir (Molnar ve ark., 2005). Oksin:sitokinin 

konsantrasyonu in vitro morfojenik fonksiyonlarda rejenerasyonu gerçekleĢtiren faktördür. 

EĢit oksin/sitokinin oranının, kallus oluĢumuna neden olmaktadır (Yamaguchi ve ark., 

2003). Her bitkide farklı konsantrasyonlarda bulunan endojen hormone miktarı farklı 

olduğundan dolayı in vitro Ģartlarda bitki eksplantlarından kallus geliĢiminin sağlanması 

için oksinler ve sitokininler farklı miktarlarda besin ortamına ilave edilmektedir. 

Catharanthus roseus türünde yapılan bir araĢtırmada farklı konsantrasyonlardaki oksin ve 

sitokinin kombinasyonlarının kallus biyokütle artıĢı üzerine olan etkileri ortaya konmuĢtur 

(Akçam Oluk ve Yürekli, 1995; Kaya, 2012; Kaya ve Akı, 2012; Kaya ve Akı, 2013). 

Besin ortamında oksinin sitokinine göre daha yüksek oranda kullanılmasının kallus 



9 

geliĢimine olumlu etki yaptığı belirlenmiĢtir (Kaya, 2012; Kaya ve Akı, 2012; Kaya ve 

Akı, 2013). Bitki biyoteknolojisinde ise kallus kültürü; in vitro çoğaltım, in vitro kültürde 

ortaya çıkan somaklonal varyasyondan yararlanmada ve hücre süspansiyon kültürlerinin 

oluĢturulması amacıyla kullanılmaktadır (Bürün, 1996).  

 

1.2.2. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürü 

Bitki hücre süspansiyon kültürlerinin hücre bölünmesi, viral enfeksiyona karĢı 

dokuların duyarlılığı, hücresel farklılaĢma gibi hücre fizyolojisi (Muir ve ark., 1958) ve 

hücre metabolizması (sekonder metabolit sentezlenmesi) araĢtırmalarında (Kurz ve 

Constabel, 1979) genellikle kullanıldığı akademik dünyada çok öncelerden beri 

bilinmektedir. Bitkilerin sentezlediği sekonder metabolitlere benzer niteliklere sahip olan 

veya bu sekonder metabolitlerden daha üstün niteliklere sahip olanların elde edilebildiği 

süspansiyon kültürlerinin kurulması özellikle son yıllarda artıĢ gösterdiği bilinmektedir. 

Canlı bilimine ait inceleme yöntemlerinin kullanılmasıyla yeni sekonder metabolitlerin 

tespit edildiği belirtilmiĢtir. Hücre süspansiyon kültürlerinin özelliklerinin 

düzenlenebilmesi sayesinde kültürdeki hücrelerin biyosentetik kapasitelerinin daha yüksek 

düzeye çekilebileceği ortaya konmuĢtur. Hem yapay seçilim sayesinde hem de metabolik 

kapasitesi fazla olan hücrelerin teĢvik edilmesi sayesinde bunlardan elde edilen sekonder 

metabolitlerin miktarının dikkate değer ölçüde fazla olduğu saptanmıĢtır. Bitkilerde 

morfolojik ve fizyolojik olarak farklılaĢmıĢ bitki organlarının sentezlediği bileĢikleri, 

farklılaĢmamıĢ hücrelerin de laboratuvar koĢullarında uyarılması sayesinde 

sentezleyebildiği bilinmektedir (Vanisree ve ark., 2004). 

Hücre süspansiyon kültürleri; çalkalanmakta olan besin elementlerinin ve büyüme 

etkenlerinin eklendiği sıvı besin ortamı içerisinde büyümekte olan dağının kallus hücreleri 

ve hücre kümelerinden meydana gelmektedir Bu Ģekilde hücre miktarının daha hızlı (hücre 

sayısının on beĢ saatte iki katına çıkabilmesi gibi) biçimde artması sağlanabilmektedir. 

Basit bir yöntem olması nedeniyle bitki hücrelerinden sekonder metabolitleri elde etmek 

amacıyla genellikle kullanılmıĢtır (Street, 1977; Lindsey ve Yeoman, 1983; Teli ve Timko 

2004; Oskay ve Oskay 2009). Bir kültür periyodu boyunca hücre sayısı artmaktadır ve en 

fazla olduğu noktaya ulaĢmaktadır. Kültür bu noktada geriye (baĢlangıç hücre sayısına) 

seyreltilirse [alt kültür], bunu izleyen kültür periyodunda benzer olarak büyümektedir ve 

aynı sayıda hücre sayısını oluĢturmaktadır (Street, 1977). Süspansiyon kültürlerine özgü 

olan bu özelliğin, sekonder metabolitlerin eldesi için önemli yarar sağladığı bilinmektedir. 

Süspansiyon kültürlerindeki hücrelerin yapısal düzenlenmesi birbirinden değiĢkenlik 
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gösterebilmektedir. Bazı kültürlerdeki hücrelerin birbirinden ayrılmıĢ olarak kültür 

ortamının tamamında dağıldığı; bazılarında ise hücrelerin biraraya gelerek milimetreler ile 

belirlenebilen agregatlar oluĢturduğu bilinmektedir. Büyüme hızı düĢük olan hücre 

agregatlarından meydana gelen kültürlerin çok miktarda sekonder bileĢik 

sentezleyebilmektedir (Lindsey ve Yeoman, 1983). 

Temeli 1800’lü yıllara dayanan hücre süspansiyon kültürlerinin esası, çok daha 

önceki zamanlardan süregelerek araĢtırılan ve bazı maddelerin (enzim, antibiyotik, etanol 

vb.) elde edilmesiyle endüstri alanındaki kullanımının belli bir yönteme oturtulduğu 

mikrobiyolojik sistemlere benzetilebilmektedir. Farklı olan öğenin ise, bitki hücre 

süspansiyon kültürlerinde mikroorganizmaların yerine bitki hücrelerinin bulunması 

gösterilmektedir. Kültürlerdeki hücreler sentezledikleri metabolitlerin bazılarını besin 

ortamına salgılarken bazılarını ise hücre bazında biriktirmektedir. Bu nedenle kültürlerdeki 

hücreler üretken birer fabrikaya benzetilebilir. Hücre süspansiyon kültürleri ile günümüzde 

ifade edilen metabolomikler terimi; son yıllarda kozmetik ürünlerin, aromatik maddelerin 

ve baharatların elde edilebildiğini belirtmektedir ve metabolitlerin (sekonder ve primer 

metabolit) biyolojik yolağında birbiriyle olan bağlantısını incelemek amacıyla yapılan 

analizleri kapsamaktadır (Hall ve ark., 2002). Böylece 1990’lı yıllara kadar hücre 

süspansiyon kültürlerinin kuruluĢu, bitki hücrelerinin üretkenliğinin arttırılması vb. 

amacıyla yapılan araĢtırmalar Ģimdilerde ise genellikle sentezlenen metabolitlerin 

izolasyonu ve belirlenmesi amacıyla yapılmaktadır. 

Hücre süspansiyon kültürlerinin eldesi için farklılaĢmıĢ doku parçasından alınan 

eksplant ya da farklılaĢmamıĢ bir hücre yığını olan kallus ta kullanılabilmektedir (Butcher 

ve Ingram, 1976). FarklılaĢmamıĢ yapılar olan kallustan hücre süspansiyon kültürlerine 

geçiĢ, farklılaĢmıĢ bitki kısımlarından geçiĢe gore daha kısa zaman gerektirmektedir. Bu 

nedenle kallusların hücre süspansiyon kültürlerinde baĢlangıç materyali olarak tercih 

edildiği belirtilmektedir (Dodds ve Roberts, 1985). Bununla beraber, kallustan bile serbest 

hücre elde etmek (dissosiasyon), yıllar boyunca araĢtırılmıĢtır (King ve ark., 1973). 

AraĢtırmacılar, hücrelerin birbirinden ayrılması içinönemli olan uygulamaların olduğunu 

belirlenmiĢtir. Birincisi kimyasal etmendir; ikincisi ise mekanik etmendir. (King ve ark., 

1973; Street, 1977). Kimyasal etmen uygulamasında; bitki türüne gore uygun besin ortamı 

seçilmektedir ve hücre çeperini ve özellikle orta lameli parçalayan ortama belli ozmotik 

basınçta uygulanan selülaz ve pektinaz enzimleri ortama ilave edilmektedir (King ve ark., 

1973). Mekanik etmen uygulamasında; mekanik olarak hücrelerin birbirinden ayrılmasını 

ve kültür atmosferi ile kültür ortamı arasındaki gaz alıĢveriĢini sağlayan çalkalama Ģekli 
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belirtilmektedir. Sıvı olan kültür ortamının hareket etmesi hücreleri ve hücre agregatlarını 

dağılmıĢ olarak bulunmasını sağlamaktadır (Street, 1977). Bu amaçla farklı tiplerdeki 

çalkalayıcılar kullanılabilmektedir. Yere 45°C’lik açıyla yatay olarak bulunan ve hücre 

süspansiyonlarının çeviriciyle döndürüldüğü çıkrık ve orbital çalkalayıcılar bulunmaktadır 

(Butcher ve Ingram, 1976; Street, 1977). Birçok tür için özellikle orbital çalkalayıcıların 

kullanıldığı belirtilmiĢtir (Butcher ve Ingram, 1976). Orbital çalkalayıcılardaki hücre 

süspansiyon kültürleri, belirli sürelerde alt kültüre (kültür ortamının ve kültür ortamında 

tükenen O2'nin geri kazanımı) alınmasına ihtiyaç duyulan kesintili kültürlerdir. Ayrıca 

sürekli kültür sistemleri de mevcuttur. Sürekli kültür sistemleri ise, 1 litreden 10 litreye 

kadar değiĢen kültür kapları ile yapılan ve büyük ölçekli araĢtırmalara amacıyla kullanılan 

sistemler olan açık ve kapalı olarak iki farklı kültür sistemi bulunan biyoreaktörlerdir 

(Moreno ve ark., 1995). 

Kültürdeki hücrelerden proteinler, çeĢitli sekonder metabolitler (alkaloidler, 

terpenoidler ve bazı fenolik moleküller) gibi oldukça farklı ürünler elde edilmesi mümkün 

olabilmektedir. Hücre süspansiyon kültürlerinde proteinlerin de elde edilebilmesi, 

bağıĢıklık sisteminde görevli olan terapötik özellikteki proteinlerin sentezlenebileceğini 

göstermiĢtir (Vanisree ve ark., 2004). 

Bitki hücre süspansiyon kültürü ile yapılan çalıĢmalarda; farklılaĢmamıĢ ve organize 

olmamıĢ kültürlerden yeterli miktarlarda sekonder metabolit eldesinin sağlanamadığını 

belirtilmiĢtir. Bu nedenle ürün arttırımı amacıyla çeĢitli tekniklerin kullanımı ile dıĢarıdan 

kültürlere muamele edilmesi gerekmektedir. Kallus kültürü ile yapılan çalıĢmalarda ise; 

sekonder metabolit üretiminde kültürün baĢlatıldığı doku parçasının orijininin önemli 

olduğu ve alt kültürlemeler boyunca genetik stabiliteyi sağlamanın gerekli, ancak zor 

olduğu belirtilmiĢtir. Özellikle, belli bir organ (yaprak, hipokotil, kök, sürgün veya 

embriyo benzeri yapılar) oluĢturmak üzere farklılaĢan kallus kültürlerinde sekonder 

metabolit birikiminin daha fazla olduğu gözlenmiĢtir. Bu nedenle, son yıllarda farklılaĢmıĢ 

ve organize olmuĢ kültürlerden elde edilen sekonder metabolitlerin, farklılaĢmamıĢ ve 

organize olmamıĢ kültürlere göre çok daha avantajlıdır (Sökmen ve Gürel, 2001). 

FarklılaĢmamıĢ ve organize olmamıĢ kültürler ya da farklılaĢmıĢ ve organize olmuĢ 

kültürlerin elde edilmesini ve devamlılığını sağlamak için her bitki için farklı 

konsantrasyon ve/veya kombinasyondaki bitki büyüme düzenleyicilerine ihtiyaç vardır. Bu 

bitki büyüme düzenleyicilerinden hem oksin ve sitokininlerin niteliği ve miktarı, hem de 

birbirlerine olan oranları kallus ya da organ oluĢumunu ve böylelikle sekonder metabolit 

sentezini önemli ölçüde etkilemektedir (Giri and Narasu, 2000). Akçam ve Demiray 
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(2000), C. roseus hcre süspansiyon kültürlerine ozmotik stress uyguladığında hücre 

sayısının en fazla olduğu zamanda kültürlerde araĢtırılan alkaloidlerden aymalisin 

alkaloidin saptamıĢtır. 

FarklılaĢmamıĢ hücrelerin tersine farklılaĢmıĢ hücrelerden elde edilen kültürlerin 

biyokimyasal ilerlemeleri önceden tahmin edilebilmektedir. Böyle hücre süspansiyon 

kültürlerinde sentezlenen sekonder metabolitler, nicelik ve nitelik açısından doğal 

ortamlarında bulunan bitkilerin sentezlediği metabolitlere yakın özelliktedir. Ayrıca 

bunların metabolik ve genetik bakımdan değiĢmez yapıdadır. Bu özellikleri nedeniyle 

ayrıca bir optimizasyon basamağına gerek olmadan kullanılabilmektedir (Parr, 1989). 

Kallus ve hücre süspansiyon kültürlerine uygulanan uyarıcılar kaldırıldığında 

hücrelerden elde edilen sekonder metabolitlerin miktarının da düĢtüğü belirlenmiĢtir. Bu 

nedenle sekonder metabolitlerin eldesini arttıracak yöntemler ortaya konmuĢtur. Besin 

ortamına uygulanan bitki büyüme düzenleyicilerinin çeĢitliliği ve miktarı sentezlenen 

sekonder metabolit miktarı üzerinde belirleyici olmaktadır. Kültür ortamına uygulanan 

besin seviyesi, ıĢık miktarı ve sıcaklık gibi çevresel faktörler hücrelerden sekonder 

metabolitlerin eldesini etkilemektedir. Ortamda azalan fosfat miktarının, sekonder 

metabolit sentezini arttırdığı belirlenmiĢtir (Lindsey, 1985). Bu çevresel etmenlerin 

kültürdeki hücreler üzerindeki etkileri türler arası farklılıklar göstermektedir. Bu nedenle 

optimum Ģartların saptanması için her kültür tek tek denenmeli ve bu çevresel faktörler 

türlere ait hücrelerin hücre süspansiyon kültürlerindeki durumuna göre uygulanmalıdır 

(Yeoman ve Yeoman, 1996).  

In vitro kültürlerde bazı sekonder metabolitlerin birikimi farklı biyotik (elisitasyon 

gibi) ya da abiyotik (metal iyonları vs.) uyarıcı bileĢiklerin besin ortamlarına ilave edilerek 

arttırılabildiği bilinmektedir (Di Cosmo ve Misowa, 1985; Zhao ve ark., 2005; Savitha ve 

ark., 2006; Namdeo, 2007). In vitro kültürlerde biriken sekonder metabolit miktarını 

arttırabilen bu bileĢiklerin çoğunlukla hem hücrelerin büyümesini hem de canlılığını 

azalttığı için iki basamaklı olacak Ģekilde uygulamaların yapıldığı kültürler ortaya 

çıkmıĢtır. Bu kapsamda öncelikle hücrelerin en uygun koĢullarda büyümesi ve sonrasında 

üretimin gerçekleĢtirileceği ortama geçirilmektedir. GeçiĢ yapılan bu kültür ortamındaki 

Ģartlar, elde edilmek istenen ürünün sentezlenmesini hem teĢvik etmelidir hem de 

arttırmalıdır. Üretim ortamındaki uygulamaların sonucunda verimli bir üretimi 

gerçekleĢtiren kültürün elde edilmesinin ardından, bu kültürün karalılığı devam eden 

süreçlerde takip edilmelidir. Çoğu kültürde belli bir zamanın geçmesinin ardından 

epigenetik (DNA asetilasyonu ve metillenmesi gibi) ve genetik (kromozom kırıkları, 
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kromozom translokasyonu ve kromozom delesyonu gibi) değiĢiklikler veya yapılarında 

meydana gelen farklılıklar gibi sebeplerle kültürlerdeki sentezlenen sekonder 

metabolitlerin verimi azalmaktadır. Kültürdeki hücrelerde meydana gelen farklılıklar 

nedeni ile ürün verimindeki bu azalmanın olumlu yönü olduğu da belirtilebilmektedir. 

Kültürdeki hücrelerin tümü aynı olmamaktadır ve kültürde maksimum sekonder metabolit 

sentezleyebilen hücreleri diğer hücrelerden ayırt edebilmek mümkündür. Bu hücreler 

kültürden izole edilerek baĢka bir kültür ortamına aktarılabilmektedir. Böylece yüksek 

üretkenliğe sahip olan bu hücrelerden daha fazla miktarlarda ürün elde edilebilir. Bu 

hücrelerin bulunduğu kültürler sentezlenen metabolitler açısından takip edilmelidir. 

Böylece bu kültürlerde bazen farklılaĢarak daha az miktarlarda sekonder metabolit 

biriktiren hücreler tespit edilebilmektedir. Az miktarlarda metabolit biriktiren hücrelerin 

elenmesi ve daha fazla miktarlarda metabolit üretenlerin kültürden izole edilmesiyle 

istenen sekonder metabolitin daha fazla miktarlarda eldesi gerçekleĢtirilebilir (Parr, 1989; 

Yeoman ve Yeoman, 1996). 

Bitki hücrelerinden sekonder metabolit üretimi amacıyla izlenen yol ġekil 1.1’de 

özetlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 1.1. Bitki hücrelerinden sekonder metabolit üretimi 

 

Sekonder metabolitlerin çeĢitli sanayi sektörlerindeki rollerinin anlaĢılmasından 

sonra özellikle son yıllarda bu metabolitlerin elde edilmesine yönelik çalıĢmalar giderek 

artıĢ göstermiĢtir. Bununla beraber yapılan son araĢtırmalar ile sekonder metabolitlerin 

insan sağlığı üzerindeki olumlu etkilerinin anlaĢılması sayesinde önemi daha da artmıĢtır 

(Göktürk Baydar ve ark., 2010). Bunlardan özellikle fenolik bileĢikler ve tokoferoller insan 
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sağlığı üzerine olumlu etkilerinin yanı sıra tedavi amaçlı antikanserojen, antifungal gibi tıp 

sektöründeki ilaçların bileĢim maddesi olarak da kullanılmaktadır. Calendula officinalis 

özellikle fenolik bileĢiklerce zengin bir tür olması nedeniyle, sekonder metabolit üretimi 

için de son derece uygun bir model oluĢturmaktadır (Olennikov ve Kashchenko, 2013; 

Rigane ve ark., 2013; Ghédira ve Goetz, 2016). 

 

1.3. Calendula officinalis L. ve C. arvensis L. Türleri 

Calendula officinalis ve C. arvensis türleri, Asteraceae (Compositae) familyasına ait, 

Doğu Avrupa’ya ve Akdeniz’e özgüdür. Bunun yanı sıra Mısır’dan köken aldığına da 

inanılmaktadır (Mohammad ve Kashani, 2012) ve Ģu anda Avrupa’da ve Orta Doğu’da 

tıbbi özellikleri nedeniyle yetiĢtirilmektedir (Khalid ve Silva, 2010; Hussain ve ark., 2011; 

Krol 2011; Rahmani ve ark., 2011; Taherkhani ve ark., 2011; Szwejkowska ve Bielski, 

2012). Sarı ve turuncu renklere sahip, aromatik, hızlı büyüyen ve tek yıllık otsu bitkilerdir 

(Gilman ve Howe, 1999). 

Calendula adı, Calendea kelimesinden gelmektedir. Latince isim olan Calendea 

kelimesi ayın ilk günü demektedir. Bu adın nedeni olarak ise, çiçeklerinin koparıldıkça 

yeni çiçekler oluĢturduğu belirtilmiĢtir. C. officinalis ingilizcede “pot marigold” denen 

kadife çiçeği olarak bilinmekle beraber; tıbbi nergis, aynısefa çiçeği, portakal nergisi, 

bahçe nergisi, susi, Ģamdan çiçeği, altıncık gibi isimlerle de bilinmektedir. Ayrıca Zergul 

olarak da bilinmektedir (Mehta ve ark., 2012). 

Calendula (C. officinalis) medikal özellikleri nedeniyle Roma döneminden beri 

yetiĢtirilmektedir (Macht, 1955). C. officinalis türü, süs bitkisi olarak kullanıldığı gibi 

çeĢitli hastalıkları tedavi etmek için geleneksel tıpta da kullanılmaktadır. Tıbbi aktivitesi 

sekonder metabolit içeriğine bağlıdır. C. officinalis türünde bulunan temel sekonder 

metabolitler: flavonoitler (kuersetin, rutin, narsisin, izorhamnetin, kaemferol), 

karotenoidler, glikozitler, steroller, fenolik asitler (kafeik asit vb.), terpenoidler, serbest ve 

esterlenmiĢ triterpenik alkoller, kalendulin, bitterler ve diğer bileĢiklerden oluĢmaktadır 

(Ukiya ve ark., 2006; Kurkin ve Sharova, 2007; Fonseca ve ark., 2010; Mehta ve ark., 

2012). Bitkilerin çiçeklerinde likopen ve beta karoten bulunmaktadır (Ukiya ve ark., 2006; 

Fonseca ve ark., 2010). C. officinalis türünün temel olarak triterpenleri, flavonoitleri, 

fenolik asitleri içerdiği bilinmektedir (Re ve ark., 2009). Fitokimyasal çalıĢmalar baĢlıca 

flavonoit glikozitleri ile rutin, narsisin ve kuersetin gibi klorojenik asitleri içeren bu polar 

ekstraktları belirtmektedir (Leach, 2008).  
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C. officinalis türünün farklı ekstraktlarında, bu türün fitokimyasal bileĢenleri 

değiĢiklik gösterebilmektedir. Örneğin metanolik ekstraktı karbonhidratları, glikozitleri, 

saponinleri, triterpenleri, yağ asitlerini ve diterpenleri; C. officinalis türünün etanolik 

ekstraktı ise karbonhidratları, glikozitleri, saponinleri, triterpenleri, yağ asitlerini ve 

diterpenleri; sulu ekstraktı karbonhidratları, glikozitleri, saponinleri, triterpenleri, 

flavonoitleri ve diterpenleri içermektedir (Roopashree ve ark., 2008).  

C. officinalis çiçekleri yenebilmektedir. Ayrıca bu çiçekler baharat ve çay olarak, 

yemek piĢirmek için, yiyeceklere tat ve renk katmak amacıyla kullanılabilmesinin yanı sıra 

tıpta merhem ve kozmetik amaçlarla da kullanılabildiği belirtilmektedir (Mehta ve ark., 

2012; Torbaghan, 2012). Deri problemlerine karĢı herkes tarafından kullanıldığı 

bilinmektedir. Bu bitki türünün; fitoterapi amaçlı kullanılmasının (Mehta ve ark., 2012) 

yanı sıra dermatoloji (yaralara ve güneĢ yanıklarına) (Azırak, 2007) ve kozmetikte de 

kullanıldığı bilinmektedir (Mehta ve ark., 2012). On iki parmak bağırsak ve mide 

kanserinde, mantar hastalıklarında kullanılmaktadır (Azırak, 207). Triterpen alkollerin 

antienflammatuvar aktiviteye katıldığı kanıtlanmıĢtır (Mehta ve ark., 2012). Antioksidan, 

sitotoksik, fotoprotektif (Ukiya ve ark., 2006; Fonseca ve ark., 2010), mide-

bağırsak/karaciğer bozuklukları üzerindeki etkililiği, nöro psikiyatri anatomisi üzerindeki 

olası sakinleĢtirici etkisi, östrojenik ve uterotonik etkilere, immün uyarıcı anti-

inflamatuvar, antibakteriyal, antiviral, antifungal gibi farklı biyolojik aktivitelere sahip 

olduğu belirtilmiĢtir (Kemper ve ark., 1999; Shah ve Seth, 2010). C. officinalis 

çiçeklerinden elde edilen ekstrağın, safra üretimini düzenleyen, antifungal aktivitesi 

bulunan, gastrik ve on iki parmak bağırsağı ülser tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir 

(Bako ve ark., 2002). Ekstraktın kardiyovasküler sistemi, böbrek fonksiyonlarını 

etkilemediği; anti-HIV aktivitesine sahip olduğu belirtilmiĢtir (Campos ve ark., 2005).  

C. officinalis ekstraktlarının terapötik özellikleri; kısmen terpen içeriği ve özellikle 

ülsere karĢı sedatif aktivitesi olan glikol terpenoidler sayesindedir (Bako ve ark., 2002). 

Ekstraktın en önemli bileĢeni; triterpenoidlerdir, özellikle anti-inflamatuar aktivitesiyle 

faradioldur (Kalvatchev ve ark., 1997). Ekstraktın kimyasal kompozisyonunun diğer 

bileĢenleri: flavanoidler, esansiyal yağ ve seskiterpenlerdir. C. officinalis türünün tıbbi 

aktivitesi esansiyel yağlar, flavonoitler, steroller, karotenoidler, taninler, saponinler, 

triterpen alkoller, polisakkaritler, müsilaj, resin gibi birkaç sekonder metabolit sınıfının 

içeriği ile iliĢkilidir (Vidal-Ollivier ve ark., 1989). 

Calendula cinsinin sekonder metabolitlerinin konsantrasyonu ise yetiĢtiği bölgeden 

ve yetiĢme koĢullarından etkilenmektedir. Calendula cinsine ait olan bitkilerin yetiĢmesi 
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güneĢli yerlerde, tınlı ya da kumlu topraklarda ve aĢırı nemli yerlerde zor olduğu için bu 

bitkiler drenajı iyi yapılmıĢ topraklarda daha iyi yetiĢmektedir (Hussain ve ark., 2011). 

Calendula yetiĢtirmenin amaçları; özel dekoratif olan değerli genotipleri elde etmek 

ve çok sayıda tohum sağlamak amacıyla bol çiçek elde etmek, bitkilerden türevlenen tıbbi 

ürünlerin niteliğini arttırmak, hastalık ve pestisitlere dirençli kültivarlar elde etmek olmak 

üzere 4 iĢlevine odaklanmıĢtır (Zitterl-Eglseer ve ark., 2001; Baciu ve ark., 2010). 

Calendula genusu, 25 tür içermektedir. Bunlardan en yaygın bulunanlar ise Ģunlardır: 

C. officinalis, C. arvensis, C. suffruticosa, C. stellata, C.tripterocarpa, C. alata olarak 

bilinmektedir. Bunlardan en çok yetiĢtirileni ise C. officinalis türüdür (Gonceariuc, 2003). 

C. officinalis, farklı toprak koĢullarını tolere edebilmektedir ve tohumdan hızlıca 

geliĢebilmektedir. Spiral olarak düzenlenmiĢ, hafifçe tüylü olan yapraklara sahiptir 

(Gilman and Howe, 1999). C. officinalis ve C. arvensis türlerinin yaprakları ve çiçekleri 

tıbbi tedavide kullanılabilmektedir (Kemper, 1999). 

C. officinalis ve C. arvensis türünün sistematik sınıflandırılması aĢağıda belirtilmiĢtir 

(Goodwin, 1954; USDA, 2005). 

Kingdom          : Plantae 

Subkingdom     : Tracheobionta 

Superdivision  : Spermatophyta 

Division           : Magnoliophyta 

Classis             : Magnoliopsida 

Subclassis         : Asteridae 

Ordo                : Asterales 

Familya            : Asteraceae (Compositae) (Papatyagiller 

Subfamilia        : Asteroideae 

Tribe                : Calenduleae 

Genus              : Calendula 

Species             : Calendula officinalis Linn. (Tıbbi nergis, Aynısefa) (Pot Marigold) 

 

  C. arvensis Linn. (Çayır nergisi) (Field Marigold) 

Doktora tezimizde, tıbbi ve ekonomik öneme sahip olan Calendula officinalis ve 

Calendula arvensis türlerinin in vivo ve in vitro Ģartlarda tohumdan fideleri yetiĢtirilmiĢtir. 

In vitro olarak yetiĢtirilen 10-12 haftalık fidelerin yaprak eksplantları alınarak 12 farklı 

konsantrasyondaki oksin ve sitokinin kombinasyonunun eklendiği MS besin ortamında ve 

MS0 ortamında kültüre alınmıĢtır. Bu ortamlardan sadece MS1, MS3, MS4, MS6 besin 

ortamında geliĢen kalluslardan devam ettirilen kültürlerde 120. güne kadar kallus biyokütle 
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karĢılaĢtırmaları, hücre süspansiyon kültürlerinde hücre sayımı, yaĢ/kuru kallus biyokütle 

karĢılaĢtırması yapılmıĢtır. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen bitkilerin yapraklarındaki 

sekonder metabolitlerin (kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten) 60. güne kadar 

olan miktarları araĢtırılmıĢtır. Sekonder metabolitlerden sadece kafeik asit ve beta karoten 

miktarları ortaya konmuĢtur.  

Tezimizin amaç ve hedefi, in vitro koĢullar altında kallus ve hücre süspansiyon 

kültürlerinde gerçekleĢen farklılaĢma olayından faydalanarak sekonder metabolitlerin, 

doğal bitkide bulunduğundan farklı miktarlarda ve içeriklerde elde edilebilmesi temeline 

oturtulmuĢtur. Kontrollü koĢullar altında tüm denetimlerin araĢtırıcılarda olduğu Ģartlarda 

araya öncül maddelerin eklenmesi neticesinde bitki tarafından üretilen son sekonder 

metabolitler değiĢime uğratılabilmekte ve biyotransformasyon neticesinde istenenin daha 

üzerinde ve kaliteli maddeler elde edilebilmektedir. Bu tür tıbbi ve ekonomik sekonder 

metabolitlere sahip olan bitkilerin hücre süspansiyon kültürleri yolu ile çoğaltılması ve 

seconder metabolitlerin daha ileri aĢamada biyoreaktör sistemlerinde ticari olarak yüksek 

miktarda üretilebilmeleri mümkün olmaktadır. Yapılan literatür taramalarında, in vivo ve 

in vitro koĢullarda tohumdan yetiĢtirilen Calendula officinalis ve Calendula arvensis 

türlerinin sekonder metabolit miktarlarının karĢılaĢtırıldığı, hücre süspansiyon kültürlerinin 

bitki büyüme düzenleyicileri yolu ile uyarılarak sekonder metabolit miktarındaki 

değiĢimlerin belirlendiği bilimsel bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bu yönü ile de 

tamamlanan Doktora tezimizin özgün nitelikte olduğu düĢünülmektedir. 
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

2.1. C. officinalis ve C. arvensis Türünün Tıbbi Önemi  

Calendula genusu üzerinde yapılan araĢtırmalar sayesinde, C. officinalis L. ve C. 

arvensis L. türünün birçok biyolojik aktivitesi kanıtlanmıĢtır. Bu biyolojik aktivitelerin 

baĢlıcaları; antioksidan, antiülser, antimikrobiyal, antiviral, hepatoprotektif, yara 

iyileĢtirici, antienflamatuvar, sitotoksik, immunomodulatör, antimutajenik, analjezik ve 

antipiretik aktivitelerinin yanı sıra diğer bazı etkileri de bulunmaktadır.  

 

2.1.1. Antioksidan Aktivite 

Cordova ve ark. (2002), C.officinalis türünün bütanolik fraksiyonunu reaktif oksijen 

ve nitrojen parçalarına karĢı etkisini araĢtırmıĢtır. Karaciğer mikrozomlarındaki 

Fe
(2+)

/askorbat indüklü demir peroksidasyonunun, 0,5mg/ml bütanollü fraksiyon varlığında 

100% inhibe edildiği belirlenmiĢtir. C. officinalis türünün bütanollü ekstresinin serbest 

radikal süpürücü ve antioksidan aktivitesinin olduğu belirlenmiĢtir.  

Herold ve ark. (2003),.C. officinalis türünün sulu alkollü ekstresinin, antioksidan 

kapasitesinin bir sonucu olarak, reaktif oksijen parçaları üreten sistemler (insan 

nötrofilleri) kullanıldığında, ekstrenin güçlü reaktif oksijen süpürücü özellik gösterdiği 

tespit edilmiĢtir. Bu özellikleri nedeni ile sulu alkollü ekstrenin; farklı iltihaplı alerjik 

hastalıklara karĢı ilaç olarak kullanılabilme potansiyeline sahip olduğu, yeni antioksidan ve 

antienflamatuvar ajanların içeriğine girebileceği belirtilmiĢtir. 

Kaurinovic ve ark. (2003), C. officinalis çiçeklerinden, yapraklarından, gövdesinden 

ve köklerinden hazırlanan bütün ekstrelerin dezoksiribozun kimyasal bozunması sonucu 

oluĢan hidroksi radikallerini inhibe ettiğini belirtmiĢtir. Özellikle etilasetatlı ekstresinin en 

yüksek hidroksi radikali süpürücü etkisi olduğu ortaya konmuĢtur. 

Cetkovic ve ark. (2004), C. officinalis ve C. arvensis türünün ekstrelerinin, 

uygulanan konsantrasyonlara bağlı olarak araĢtırılan bütün radikalleri süpürebildiği 

belirlenmiĢtir. C. officinalis türü ekstrelerinin, C. arvensis türü ekstrelerine göre daha iyi 

antioksidan ve radikal süpürücü olduğu tespit edilmiĢtir. Antioksidan özelliklerin 

ekstredeki toplam fenolik madde bileĢimi (14.49-57.47 mg/g) ve flavonoit bileĢimi (5.26-

18.62 mg/g) ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. Lipid peroksidasyon sisteminde o-semikinon 
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radikallerinin; rutin ve kafeik asitten oluĢması bu mekanizmanın doğruluğunu kanıtlamıĢtır 

(hidrojen donörluğu ve/veya bir elektron indirgeme). Böylece, C. officinalis türü 

ekstrelerinin in vivo ve in vitro antioksidan aktiviteleri olduğu belirlenmiĢtir. 

Preethi ve ark. (2006), C. officinalis ekstresinin in vivo olarak hidroksi radikallerini 

süpürücü; in vitro olarak ise lipid peroksidasyonunu inhibe edici özellikte olduğunu 

belirlemiĢtir. Ekstrenin IC50 (inhibe edici konsantrasyon) değerleri 6.5 ve 100 μg/ml olarak 

belirlenmiĢtir. Lipid peroksidasyonunun 50% inhibisyonu için gerekli konsantrasyonlar 

sırası ile 500, 480 ve 2000 μg/ml olarak bulunmuĢtur. Ayrıca ekstre, kültürde doza bağımlı 

nitrikoksit süpürücü etki de göstermiĢtir; IC50 575 μg/ml olarak bulunmuĢtur. Oral yolla 

alım sonrasında, makrofajlarda süperoksiti 12,6% ve 38,7% oranında inhibe ettiği 

belirlenmiĢtir. Farelere bir ay boyunca oral yolla verilmesi ile katalaz aktivitesinde, 

karaciğerde ve kanda glutatyon değerlerinde belirgin bir artıĢın olduğu görülmüĢtür 

(glutatyon redüktaz artmıĢ, glutatyon peroksidaz azalmıĢtır). Bu sonuçlar sayesinde, 

C.officinalis türü ekstrelerinin in vivo ve in vitro antioksidan aktiviteleri olduğu 

kanıtlanmıĢtır. 

 

2.1.2. Antiülser Aktivite 

Chakurski ve ark. (1981), duodenal ve gastroduodenal ülserli hastaların Symphytum 

officinalis ve C. officinalis türlerinden oluĢan bitki kombinasyonları ile tedavi 

edilebildiğini belirtmiĢtir. Hastaların 90%’ında hissedilen ağrıların kaybolduğu ve ülser 

yerinin iyileĢme gösterdiği kanıtlanmıĢtır.  

Yoshikawa ve ark. (2001), ratlar üzerinde yapılan bir çalıĢmada C. officinalis 

çiçeklerinin metanolik ekstresi ve bütanolde çözünebilen fraksiyonundan elde edilen 

kalendulaglikozit A, B, C, D ve F bileĢiklerini kullanmıĢtır. Bu maddelerin, ratlarda gastrik 

lezyonları inhibe ettiği belirtilmiĢtir. 

 

2.1.3. Antimikrobiyal ve Antiviral Aktivite 

Kalvatchev ve ark. (1997), C. officinalis türünün kurutulmuĢ çiçeklerinin 

ekstrelerinin in vitro deney ortamında potansiyel anti-HIV aktivite göstererek HIV-1 

replikasyonunu inhibe ettiğini belirtmiĢtir. Bu nedenle, C. officinalis çiçeklerinin organik 

ekstresinin, anti-HIV özellikleri bakımından terapötik özelliği ortaya konmuĢtur. 
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Kemper (1999), C. officinalis çiçeklerinin 70%’lik sulu alkollü tentürünün influenza 

virüsüne karĢı yüksek virüsidal aktivite gösterdiği ve Herpes simplex türünün büyümesini 

fark edilir olarak baskıladığını belirlemiĢtir.  

Sakharkar ve ark. (2000), C. officinalis çiçeklerinin petrol eteri ve kloroform 

ekstresinin in vitro Staphylococcus aureus, S. aureus coagulase pozitif, Bacillus subtilis, 

B. cereus, B. Stearothermophillus ve Pseudomonas aeruginosa türlerine karĢı yüksek 

aktivite gösterdiğini saptamıĢtır. Ekstrenin inhibe edici etkisinin, standart antibiyotik 

kullanımı ile elde edilen inhibe edici sonuca çok yakın olduğu belirtilmiĢtir. 

Malabadi ve ark. (2005), C. officinalis etanollü ekstrelerinin sulu ekstrelerinden daha 

aktif olduğu ve en yüksek antidermatofitik aktiviteyi 0.27 mg/ml dozda deri hastalığı 

bulunan kiĢilerden izole edilen Trichophyton rubrum ve T. mentragrophytes türleri 

üzerinde gösterdiğini belirtmiĢtir.  

Wiktorowska ve ark. (2009), C. officinalis türünden izole edilen 0,1-0,3 mg/ml 

konsantrasyonundaki glukuronitlere en duyarlı mantarın; inkübasyondan dört gün sonra F. 

oxysporum ve A. brassicicola (mantar büyümesinin inhibisyonu sırasıyla 36% ve 70%) 

olduğunu belirlemiĢtir. 0,2-0,3 mg/ml konsantrasyonundaki triterpenoidlerin, T. viride 

türünün büyümesinin inhibisyonu (47-62%) üzerinde benzer etki gösterdiği bildirilmiĢtir. 

En yüksek saponin konsantrasyonun (0.1%), en etkili konsantrasyon olduğu ve F. 

oxysporum f. sp. callistephi; Botrytis cinerea; B. tulipae; Phoma narcissi türlerinin 

büyümesini sırasıyla 84,4%; 69,9%; 68,6%; 57,2% inhibe ettiği belirlenmiĢtir. Böylece C. 

officinalis glukuronitlerinin, triterpenoidlerinin ve saponinlerinin antifungal özelliği olduğu 

belirlenmiĢtir. 

 

2.1.4. Hepatoprotektif Aktivite 

Pintea ve ark. (2003), karbontetraklorit ile muamele edilmiĢ sağlıklı erkek Wistar 

ratlara C. officinalis tohum yağını 7 gün süresince uygulamıĢtır. Ratlarda lipid 

peroksidasyonunun düĢtüğü ve süperoksit dismutaz aktivitesinin arttığı saptanmıĢtır. C. 

officinalis tohum yağının ise, ratlarda serum transaminazı ve alkalen fosfatazı düĢürdüğü 

belirtilmiĢtir. Böylece C. officinalis tohum yağının hepatoprotektif özelliği ortaya 

konmuĢtur. 

Rusu ve ark. (2005), C. officinalis çiçeklerinin sulu alkollü ekstresinin 

karbontetraklorürlü karaciğerdeki etkinliğini albino erkek Wistar ratlar üzerinde 

araĢtırmıĢtır. ÇalıĢmanın sonucunda; enzimlerin normal değerlere döndüğü görülerek 

olumlu etkilerinin olduğu saptanmıĢtır. 
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2.1.5. Yara ĠyileĢtici Aktivite 

Pommier ve ark. (2004), C. officinalis merheminin akut dermatitlerden koruyucu 

etkilerini ortaya koymak amacıyla meme kanseri nedeni ile operasyon geçirmiĢ ve 

operasyon sonrası radyoterapi uygulanmıĢ hastaları rastgele seçmiĢtir. Calendula 

uygulaması sonucunda, ikinci ve daha yüksek derecedeki dermatitlerde belirgin bir düĢüĢ 

olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca Calendula merhemi uygulanan hastalarda radyoterapiye daha 

az ara verilmiĢtir ve radyasyonun oluĢturduğu ağrılarda belirgin düzelme görüldüğü 

belirlenmiĢtir. Meme kanserinde operasyon sonrası adjuvan radyoterapi uygulanan 

hastalara, ikinci ve daha yüksek derecedeki akut dermatitlerden korunmak için Calendula 

merhemi önerildiği belirtilmiĢtir. 

Braun (2005), Calendula preparatının göğüs kanseri ameliyatı sonrası radyoterapi 

uygulanması ile oluĢan akut radyasyon indüklü dermatitleri önlemede etkili olduğunu 

belirtmiĢtir. 

Duran ve ark. (2005), C. officinalis çiçeklerinin ekstresini içeren merhemi 

bacaklardaki venöz ülserlere uygulamıĢtır. Tedavi edilen grupta tüm ülserlerin yüzey 

alanının 41,71%; kontrol grubunda ise 14.52% oranında azaldığı belirtilmiĢtir. C. 

officinalis çiçek ekstresinin uygulandığı hastalarda yara iyileĢmesinde hızlanma olduğu 

belirlendiğinden dolayı C. officinalis ekstresi merheminin venöz ülserlerde epitelizasyonu 

sağladığı saptanmıĢtır. 

Gopinathan ve ark. (2006), C. officinalis türünün yanık yaralarına karĢı etkisini 

buzağı ve düveler üzerinde çalıĢmıĢtır. Grup 1, Calendula gliserini; Grup 2, Calendula 

gliserin+himaks; Grup 3, Calendula gliserin+Calendula merhemi; Grup 4, Calendula 

gliserin+loreksan olarak ayrılmıĢtır ve karĢılaĢtırılmıĢtır. Calendula gliserin+loreksan 

kombinasyonunun, yanık yaralarını iyileĢtirmede etkili olduğu görülmüĢtür.  

Leach (2008), literatürde genellikle apolar ekstraktlardan izole edilen triterpenoid 

alkollerin biyoaktivitesi üzerine odaklanılmasına rağmen, C. officinalis sulu alkollü 

ekstraktlarının da yara iyileĢtirmesi için sıklıkla kullanılan halk ilacına benzediğini 

belirtmiĢtir. 

 

2.1.6. Antienflamatuvar Aktivite 

Zitterl-Eglseer ve ark. (1997), C. officinalis çiçek baĢlarından elde edilen faradiol-3-

miristik asit ester, faradiol-3-palmitik asit ester ve psi-taraksasterol bileĢiklerinin fare 

kulağında ödemi inhibe etmeleri ile anti-ödemik aktivitelerini test etmiĢtir. Her iki faradiol 
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esterin de, doz bağımlı olarak yaklaĢık aynı aktiviteyi gösterdiği belirtilmiĢtir. Psi-

taraksasterol’ün biraz daha düĢük aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir.  

Ukiya ve ark. (2006), C. officinalis çiçeklerinden oleanen-tip triterpen saponozitler; 

dört yeni bileĢik olan kalendulaglikozit A-6’-0-n-metil ester,  kalendulaglikozit A-6’-0-n-

butil ester, kalendulaglikozit B-6’-0-n-butil ester, kalendulaglikozit C-6’-0-n-butil ester; 

bilinen beĢ flavonol glikozitleri izole etmiĢtir. Kalendulaglikozit A hariç bütün bileĢiklerin, 

0,05-0,20 mg ID50 değerinde antienflamatuvar etki gösterdiği belirlenmiĢtir.  

 

2.1.7. Sitotoksik ve Ġmmunomodulatör Aktivite 

Amirghofran ve ark. (2000), C. officinalis çiçeklerini 70% etanolde ekstre etmiĢtir. 

C. officinalis çiçeklerinin insan lenfosit veya timositlerinde doğrudan mitojenik etkisinin 

olmadığını tespit etmiĢtir. Fitohemaglutinin varlığında, C. officinalis çiçeklerinin 

lenfositlerin çoğalmasında inhibitör etkisinin olduğu belirtilmiĢtir. 

Suzuki ve ark. (2001), C. officinalis tohum yağından elde edilen ana yağ asitlerinin 

(t8,t10,c13- konjuge linoleik asit ~33.4% oranında) 163 μM’ı aĢan konsantrasyonda bile 

fare tümör ve monositik lösemi hücreleri üzerinde sitotoksik etkiye sahip olmadığını 

belirtmiĢtir. 

Jimenez-Medina ve ark. (2006), C. officinalis çiçeklerinin lazer ile aktivite edilmiĢ 

sulu ekstresi (LACE)’nin in vitro sitotoksik ve immunomodulatör, in vivo antitümör 

aktivitesini araĢtırmıĢtır. LACE ekstresinin, çeĢitli insan ve fare tümör hücrelerinin 

proliferasyonu üzerinde güçlü bir in vitro inhibisyon gösterdiği belirlenmiĢtir (70-100% 

oranında). Ġnhibisyon mekanizmalarının, hücre siklusunun G0/G1 ve Kaspaz-3-indüklü 

apoptozis safhasında durdurma yoluyla olduğu tespit edilmiĢtir. Bu durumda in vitro 

olarak proliferasyonun uyarıldığı ve hücrelerin aktive olduğu görülmüĢtür. ÇalıĢmanın 

sonuçları; LACE sulu ekstresinin in vitro ortamda tümör hücreleri üzerinde sitotoksik 

aktiviteye ve lenfosit aktivasyonuna sahip olduğunu göstermektedir. Bunun yanı sıra, 

ekstrenin in vivo koĢullarda farelerin ando-2 melanoma hücrelerinde tümör büyümesini 

engellediği tespit edilmiĢtir. 

Ukiya ve ark. (2006), Uluslararası Kanser Enstitüsü programı kapsamında, C. 

officinalis türünün in vitro koĢullarda insan kanser hücreleri üzerindeki muhtemel 

sitotoksik etkisini incelemiĢtir. Ġnceleme sonucunda, kalendulaglikozit F6’-butilester ve 

kalendulaglikozitG6’-metilester triterpen saponozitlerinin kolon kanseri, lösemi ve 

melanomada yüksek sitotoksik etki sergilediği belirtilmiĢtir. 
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Matysik ve ark. (2008), C. officinalis çiçeklerinin heptan, etilasetat ve metanol 

ekstrelerini insan deri fibroblast hücre kültürlerine ve insan meme kanser hücrelerine 

uygulamıĢtır. 25 μg/ml’nin üzerindeki konsantrasyonlardaki etil asetatlı ekstrenin 

mitokondriyal dehidrogenazı aktivite ederek hücre çoğalmasını ve metabolizmasını stimüle 

ettiği belirlenmiĢtir. Konsantrasyon 75 μg/ml’yi geçtiğinde ise, bu ekstrenin hücreler 

üzerinde toksik etkisinin olduğu tespit edilmiĢtir. Bütün saponinlerin 400 μg dozda 

nontoksik ve antimutajenik olduğu belirtilmiĢtir.  

 

2.1.8. Antimutajenik Aktivite 

Ramos ve ark. (1990), C. officinalis çiçeklerinin sulu alkollü ekstresinin (0,1-1 

mg/ml arasında değiĢen beĢ farklı denemede) mitotik ayrılmada doz bağımlı toksisite ve 

genotoksisite (hem mitozun krossing over evresinde hem de kromozomların ayrılma 

döneminde) gösterdiği heterozigot diploit D-30 Aspergillus nidulas türünde belirtilmiĢtir. 

Elias ve ark. (1998), C. officinalis ve C. arvensis türlerinden izole edilen on üç 

saponin bileĢiğinin mutajenik ve antimutajenik aktivitelerini Salmonella mikrozomal 

deneyi modifiye sıvı inkübasyon tekniğini kullanarak araĢtırmıĢtır. Antimutajenik 

aktiviteyi gözlemlemek için sigara içen kiĢiden örnek alınmıĢtır. 

Perez-Carreon ve ark. (2002), C. officinalis çiçeğinden sulu, sulu-etanollü, etanollü, 

kloroformlu olmak üzere hazırlanan dört farklı ekstresinin kullanılmasıyla farelerin hem 

karaciğer hücrelerindeki hem de dietilnitrözamin indüklü programlanmıĢ DNA sentezini 

geri döndürebilmesine dair araĢtırma yapmıĢtır. Sulu ve sulu etanollü ekstrenin düĢük 

mg/ml konsantrasyonlarının dietilnitrozaminin etkilerine karĢı koruyucu; yüksek mg/ml 

konsantrasyonlarının genotoksik ve hasar yapıcı olduğu belirlenmiĢtir. Bu nedenle C. 

officinalis çiçeği ekstresinin; biyolojik olarak aktif olduğu, genotoksik ve koruyucu 

özelliklere sahip olduğu düĢünülmektedir. 

 

2.1.9. Ağrı kesici ve AteĢ DüĢürücü Aktivite 

Saify ve ark. (2000), C. officinalis yaprak ekstresini fareye iç karın zarına enjekte 

ettikten sonra bu ekstrenin ağrı kesici özellikler gösterdiği belirlenmiĢtir. 

Ahmad ve ark. (2000), C. officinalis türünün kuru etanolik ekstresinin ratlar üzerinde 

belirgin bir ateĢ düĢürücü (74,95% inhibisyon 300 mg/kg dozda) ve ağrı kesici (27,42% 

inhibisyon 40 mg/kg dozda) aktivite sergilediğini belirlemiĢtir.  

Braun (2005), C. officinalis türünün orta kulak iltihabı ile iliĢkili ağrılarda kullanımı 

üzerine araĢtırmalar yapmaktadır. 
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2.1.10. Diğer Etkiler 

Perez-Gutierrez ve ark. (1998), C. officinalis türünün sulu ekstresinin 

kardiyovasküler sistem üzerine olan etkilerini, erkek Wistar ratlarda araĢtırmıĢtır. Bu 

ekstrenin 0,3; 0,5; 0,7 ve 1 mg/ml dozlarının her birinde kalp kasılmalarını 100%’e yakın 

oranda inhibe edici etki sergilediği belirlenmiĢtir. 

Bashir ve ark. (2006), C. officinalis çiçeklerinin sulu-etanol ekstresinin izole edilen 

tavĢan bağırsak preparatları üzerinde muhtemel spazmojenik ve spazmolitik etkilerini 

araĢtırmıĢtır. C. officinalis çiçeklerinden hazırlanan ekstrenin, belirgin atropine hassas 

spazmojenik etki göstermesine rağmen hiçbir spazmolitik etki göstermediği gözlenmiĢtir. 

Bu nedenle abdominal kramp ve konstipasyonlar için ticari olarak C. officinalis türünün 

kullanılabileceği ileri sürülmektedir. 

 

2.2. C. officinalis ve C. arvensis Türlerinde Sekonder Metabolitlerin Yapısı ve 

Biyolojik Aktiviteleri 

2.2.1. Kuersetin 

Kuersetin, (3,3',4',5,7-pentahidroksflavon) olarak adlandırılır. Flavonoidlerin flavon 

grubuna ait olan hardal sarısı renkte sekonder metabolittir. Yapısında 3, 3', 4' ve 5, 7 

pozisyonlarında –OH grubu bağlıdır. Moleküler formülü C15H10O7’dir. Yapısal formülü 

ġekil 2.1’deki gibidir (Cui, 2014). Genellikle birçok bitkide farklı flavonoidlerle birlikte 

bulunur (Ergüzel, 2006). Moleküler ağırlığı 302,24 g/mol olan bileĢiktir. Kimyasal ismi: 2-

(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one’dir. 

 

 

ġekil 2.1. Kuersetin 

 

Kuersetin birçok etnik bitkide bulunan bir pigmenttir. Özellikle soğan ve çayda 

bulunmaktadır. Bu nedenle günlük olarak yeterli miktarda tüketilebilmektedir (Manach ve 

ark., 2005). Ġnsanların günlük diyetinde bulunmaktadır (Ferry ve ark., 1996). Kuersetin 

temel bir flavanoidtir ve insanların beslenmesinin önemli bir parçasını oluĢturur. 

Hollanda’da kuersetin bileĢiğinin beslenme sırasında ortalama günlük alım miktarının 
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23mg olduğu kanıtlanmıĢtır (Zhang ve ark., 2012). Kuersetin’in antioksidan, antikanser, 

nörolojik etkisi (nöroprotektif, nörotoksik), antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, antiviral, 

karaciğeri ve kardiyovasküler sistemi koruyucu, anti-obezite ajanı ve daha birçok biyolojik 

aktivitesinin olduğu bilinmektektedir (Dajas, 2012). 

Kuersetin, antioksidan özellikleri olan bir sekonder metabolittir. Etkili bir serbest 

radikal temizleyicisi olduğu belirtilmiĢtir (Ferry ve ark., 1996). Antioksidan aktivitesi 

kapsamında reaktif oksijen türlerini temizleme yeteneğine sahip olduğu belirtilmiĢtir 

(Boots ve Haenen, 2008). Vücuttaki hücreleri serbest radikallerin zararlarından da 

korumaktadır (Ergüzel, 2006). In vitro çalıĢmalarda kuersetin bileĢiğinin antioksidan 

aktivitesi, hidrojen peroksit ortamında kültüre edilen sıçan gözünün lensinde oksidatif 

stresin neden olduğu kataraktı inhibe edebilme yeteneğine sahip olmasını sağladığı 

bildirilmiĢtir (Stefek ve Karasu, 2011). Ayrıca kuersetin’in insan sperm hücrelerinde lipid 

peroksidasyonunu uyaran tert-butylhydroperoxide’i in vitro inhibe edici etkisinin olduğu 

belirtilmiĢtir (Moretti ve ark., 2012). Bir diğer çalıĢmada 25-50 mg/kg doz kuersetin’in 

sıçanlarda streptozotosin uyarımlı diyabetin neden olduğu oksidatif strese karĢı 

antioksidant özlellik gösterdiği belirlenmiĢtir (Maciel ve ark., 2013). Ayrıca kuersetin’in 

250 ppm dozundaki polietilende etkili bir antioksidant ve stabilizatör olduğu belirlenmiĢtir 

(Tátraaljai ve ark., 2014). Kötü kolesterolün okside olmasını önleyebilir ve hücrelerin 

kansere dönüĢmesini geciktirebilir. Kolesterolü, kalp hastalıkları ve akciğer kanserine 

yakalanma oranını düĢürdüğü bilinmektedir. Hem akciğerleri hem de solunum yollarını 

kirli havanın ve sigaranın olumsuz etkilerinden koruduğu belirlenmiĢtir. (Ergüzel, 2006). 

Kuersetin; karaciğer yaralanmasında geleneksel olarak tedavi için kullanılan bitki esaslı bir 

antioksidanttır (Cui ve ark., 2014). Astım hastalıklarının ve alerjinin tedavisinde 

kullanılabileceği belirtilmiĢtir (Ergüzel, 2006). 

Nörolojik etkisi kapsamında nöroprotektif ve nörotoksik olduğu belirtilmektedir. Bu 

nedenle balık yağı ile kombine olarak kullanıldığında fare beyninde nöroprotektör olarak 

davrandığı bildirilmiĢtir (Joseph ve Muralidhara, 2013). Asetilkolinesteraza karĢı inhibe 

edici etki gösteren nörodejeneratif hastalıklara (Alzeimer) karĢı yararlı etkiler gözterdiği 

belirlenmiĢtir (Choi ve ark., 2012). Ayrıca kuersetin’in sıçanların nöronlarında 6-

hidroksidopamin ile uyarılan oksidatif stresi azalttığı belirtilmektedir (Haleagrahara ve 

ark., 2013). Sağlıklı P19 nöronları üzerinde bir çalıĢmada quercetin muamelesinin nöron 

yaĢamını etkilemediği fakat hücreler arası glutatyon içeriklerindeki bir azalma durumunda 

sinir sisteminin çalıĢmasını etkileyebileceği belirtilmiĢtir (Jazvinscak ve ark., 2012).  
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Kuersetin bileĢiğinin antiviral aktivitesi kapsamında çeĢitli virüslere karĢı etkili 

olduğu belirlenmiĢtir. Ġnsan T-lenfotropik virüsü 1’in neden olduğu MT-2 hücrelerinin 

geliĢmesine karĢı potansiyele sahip olduğu bildirilmiĢtir (Coelho-Dos-Reis ve ark., 2011). 

IC50 = 212.1 µg/mL ile kuersetin’in düĢük antiviral aktivitesinin Japanese encephalitis 

olarak bilinen sivrisinek yoluyla bulaĢan bir hastalıktan sorumlu olan anti-Japanese 

ensephalitis virus (JEV)’üne karĢı etkili olduğu belirtilmiĢtir (Johari ve ark., 2012). Fakat 

kuersetin’in dengue virus tip-2’ye karĢı yüksek bir antiviral etkisi olduğu bildirilmiĢtir 

(Zandi ve ark., 2011). Lesithin formülasyonlarının katıldığı kuersetin’in Afrika yeĢil 

maymununun Vero hücrelerini üzerinde in vitro antiviral aktivitesi gösterdiği 

kanıtlanmıĢtır (Ramadan ve Selim, 2009). Ayrıca non-structural protein-3 proteaz 

aktivitesini inhibe ederek hepatitis C virüsünü baskıladığı belirlenmiĢtir (Bachmetov ve 

ark., 2012). In vivo çalıĢmalar süresince kuersetin-3-O-β-D-glukuronit’in influenza-A 

virüsüne karĢı etkili olduğu (Fan ve ark., 2011), kuersetin-7- ramnosit’in domuz ishal 

virüsüne karĢı etkili olduğu belirtilmiĢtir (Song ve ark., 2011). Klinik denemelerde (faz-1), 

kuersetin bileĢiğinin antitümör terapötik potensiyeli olduğu belirtilen tirozin kinaz üzerinde 

inhibe edici etkisinin olduğu belirtilmiĢtir (Jan ve ark., 2010). Bunun yanı sıra çeĢitli 

türevlerinin lethal virüslerin neden olduğu hastalıkların tedavisi amacıyla ilaç geliĢtirmek 

amacıyla kullanıldığı da bildirilmiĢtir (Maalik ve ark., 2014). 

Son zamanlarda yeni ve etkili olan yiyecek ya da tıbbi ilaçların geliĢtirilmesinde  

önde gelen bir bileĢik olması sağlık açısından önemli yararları kapsamında kuersetin 

bileĢiği dikkati çekmektedir (Zhang ve ark., 2012; D’Archivio ve ark., 2010). Fakat 

kuersetin bileĢiğinin daha düĢük biyoyararlanımına sahip olduğu bilinen kimyasal yapısı 

nedeniyle çözünürlüğü düĢüktür (Cui ve ark., 2014) ve kuersetinin sadece yenen küçük bir 

yüzdesi dolaĢıma emilmektedir (D’Archivio ve ark., 2010). Bu nedenle muhtemel 

uygulamalar için kuersetinin suda çözünür türevlerini geliĢtirmek önemlidir. Bunun için 

kimyasal modifikasyon yoluyla canlıların yararlanımını geliĢtirmek için çeĢitli denemeler 

yapılmaktadır (Needs ve Kroon, 2006) 

Cui ve ark (2014), elde ettiği sonuçlar ve histopatolojik gözlemler sonucu kuersetin 

sülfasyonunun farelerde kuersetinin hepatoprotektif etkilerini ve absorbsiyonunu 

arttırdığını belirtmiĢtir. Kuersetin-5',8-disülfonat molekülünün karaciğer hastalıkları için 

kemopreventif ve kemoterapötik bir ajan potansiyeline sahip olduğu anlaĢılmıĢtır. 
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2.2.2. Kaemferol 

Kaemferol, meyve ve sebzelerde bulunan polifenol bir flavonoidtir. Tıbbi ve 

nutrasötik aktivitelere sahip olan doğal bitki ürünüdür. Kaemferol düĢük moleküler ağırlığa 

(MW: 286,24 g/mol) sahiptir. Kimyasal ismi 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-

benzopyran-4-one olan yeĢil bir bileĢiktir (ġekil 2.2). Kemferol genellikle bitki türevli 

yiyeceklerde ve geleneksel tıpta kullanılan bitkilerde bulunmaktadır (Calderón-Montaño 

ve ark., 2011).  

 

 

ġekil 2.2. Kaemferol 

 

Yapılan araĢtırmalarda kaempferolün kanseri, arteriosklerozisi, kardiyovasküler 

bozuklukları azalttığı; anti-oksidant ve anti-inflammator gibi aktivitelere sahip olduğu 

belirtilmiĢtir (Lau, 2008).  

Süperoksit temizleyicisi olarak antioksidan olduğu belirlenmiĢtir (Wang ver ark., 

2006). Hücre içi ROS (reaktif oksijen türleri) birikimini azalttığı ve Caenorhabditis 

elegans türünün canlılığını arttırdığı belirlenmiĢtir (Kampkotter ve ark., 2007). 

Birçok çalıĢma besin olarak alınan kaemferol’ün kronik hastalıkları ve özellikle 

kanseri azalttığına iĢaret etmektedir (Chen ve Chen, 2013; Lin ve ark., 2013). 

Epidemiyolojik çalıĢmalar insanların kaemferol içeren yiyecekleri yemesi ile kanser ile 

kalp-damar hastalıklarının geliĢiminin azalması arasında pozitif bir bağıntı olduğunu 

belirtmektedir (de Pascual-Teresa ve ark., 2010; Lin ve ark., 2013). Akciğer kanserinde 

kaemferolce zengin yiyeceklerin tüketiminin (yaklaĢık 2 mg kaempferol/gün) akciğer 

kanseri riskiyle ters olarak bağlantılı olduğu bulunmuĢtur (Cui ve ark., 2008). Kaemferol 

içeren yiyeceklerin tüketiminin azalan gastrit kanseri (Garcia-Closas ve ark., 1999) ve 

pankreas kanseri (Nothlings ve ark., 2007) riskiyle ters olarak bağlantılı olduğu; koroner 

kalp hastalıklarından ölüm oranını azalttığı belirlenmiĢtir (Hertog ve ark., 1993). 

Kaemferol açısından zengin gıdalarla beslenmenin (yaklaĢık 11 mg kaempferol/gün alımı) 

epitelyal ovaryum kanseri riskini 40% azalttığı bulunmuĢtur (Gates ve ark., 2007).  

Kaemferol, kanser geliĢimini teĢvik eden serbest radikallere karĢı vücudun antioksidan 
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sistemini arttırarak yardımcı olabilir. Moleküler seviyede; kaemferolün apoptozis, 

angiogenesis, inflammasyon, metastaz ile bağlantılı hücresel sinyal iletiminde bir grup 

anahtar elementi düzenlediği bildirilmiĢtir. Özellikle kaemferol kanser hücre geliĢimini ve 

anjiojenesisi inhibe etmektedir ve kanser hücre apaoptozisini uyarmaktadır. Diğer yandan 

kaemferolün koruyucu etkisini ortaya çıkaran bazı araĢtırmalarda normal hücre canlılığını 

koruduğu görülmüĢtür (Chen ve Chen, 2013). Ġnsan dil skuamoz hücreli karsinom SCC4 

hücrelerinde anti-metastatik etkilere sahiptir, böylece kaemferolün ağız kanseri riskinden 

korunmada önemli olduğu belirtilmiĢtir (Lin ve ark., 2013).  

Diğer flavonoidler gibi kaempferol de antienflamatuvar aktiviteye sahiptir. In vitro 

ve in vivo olarak yapılan birçok çalıĢmada kaempferol’ün, kaempferol glikozitleri’nin 

antienflamatuvar aktivitesinin olduğu belirtilmektedir.  Kaempferol bileĢiğinin uyarılabilir 

nitrik oksit sentaz (iNOS) proteinini, mRNA ekspresyonunu ve doz bağımlı durumda nitrik 

oksit (NO) üretimini inhibe ettiği görülmüĢtür. iNOS için önemli bir trasnkripsiyon faktörü 

olan nüklear aktivasyon faktörü- κB (NF-κB)’yi inhibe ettiği bildirilmiĢtir. Ayrıca sinyal 

iletiminin aktivasyonunu ve transkripsiyon 1 aktivatörünü (STAT-1) inhibe etmektedir. 

Belirtilen çalıĢmada aktive edilen makrofajlarda kaemferolün iNOS ekspresyonu ve NO 

üretimi üzerine olan etkisi ve mekanizması belirtilmiĢtir. Böylece antienflamatuvar 

bileĢikler olarak kaemferolün tıbbi aktivitesi açıklanmıĢtır (Hämäläinen ve ark., 2007).  

Kaemferol bileĢiğinin, osteoblastik aktiviteyi düzenlediği bildirilmiĢtir. Böylece 

osteoporozisin tedavisi için yeni bir tıbbi araç olarak karĢımıza çıkmaktadır (Prouillet ve 

ark., 2004). Kaemferolün miyokardiyal iskemi/reperfüzyonu olan sıçanlarda antioksidan 

aktivitesi ve GSK-3𝛽 aktivitesinin inhibisyonu sayesinde kalbin korunmasının sağlandığı 

belirlenmiĢtir (Zhou ve ark., 2015).  

Kaemferol bileĢiğinin herpes simplex virus (Amoros ve ark., 1992; Lyu ve ark., 

2005), cytomegalovirus (Mitrocotsa ve ark., 2000), influenza virus (Jeong ve ark., 2009) 

ve human immunodeficiency virus (HIV)’e (Mahmood ve ark., 1996; Min ve ark., 2001) 

karĢı antiviral aktiviteye sahip olduğu belirtilmiĢtir.  

Kaemferol, antiprotozoal ajan olarak tanımlanmıĢtır (Barbosa ve ark., 2007; Calzada, 

2005; Calzada ve ark., 1999; Meckes ve ark., 1999). Ayrıca kaempferol Leismania spp. 

türüne karĢı ve (Marin ve ark., 2009; Muzitano ve ark., 2006) ishale neden olduğu bilinen 

Entamoeba histolytica and Giardia lamblia türlerine (Calzada ve ark., 1999) karĢı aktivite 

göstermektedir. Ayrıca kaempferolün antigiardial aktivitesi Giardia lamblia ile enfekte 

olan diĢi CD-1 sıçanlarında  in vivo olarak gözlenmiĢtir (Barbosa ve ark., 2007). 
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Kuersetin ve kaemferol bileĢiklerinin tiroid hormonlarının taĢınmasını, 

metabolizmasını ve çalıĢmasını etkilediği belirtilmektedir (Petkov ver ark., 1981). 

Flavonollerin endotelyal hücrelerin adenozin deaminaz aktivitesini inhibe ettiği; 

flavonların ise inaktive ettiği saptanmıĢtır (Nagai ve ark., 1992). 

 

2.2.3. Kafeik Asit 

Kafeik asit çoğunlukla kahve, zeytinyağı, meyve ve sebzelerde bulunan fenolik 

asittir. (Shahidi ve Naczk, 1995). Moleküler formülü C9H8O4,  Kimyasal ismi: 3,4-

Dihidrokinnamik asit, moleküler ağırlığı 180.16 g/mol olan bileĢiktir (ġekil 2.3). 

 

 

ġekil 2.3. Kafeik asit 

 

Kafeik asit; antioksidant (Vieira ve ark., 1998), antitümör (Tanaka ve ark., 1993), 

antienflamatuvar (Fernandez ve ark., 1998) aktivitesine ve HIV replikasyonunu inhibe 

etme özelliğine (Kashiwada ve ark., 1995; Fesen ve ark., 1993) sahiptir.  

Kafeik asit’in UVC indüklü sitotoksisiteden insan KF1 diploid fibroblastını ve 

A431 epidermoid karsinoma hücre hatlarını koruduğu bilinmektedir (Neradil ve ark., 

2003). 

Fare derisinde UVB (280–320 nm) radyasyonu indüklü IL-10 ekspresyonunu ve 

mitojen-aktive edilen protein kinaz (MAPKs)’ların aktivasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir (Staniforth ve ark., 2006). Ayrıca 2500 mikromolar konsantrasyondaki 

kafeik asit’in HT29 kolon kanser hücrelerinin büyümesini 50% inhibe ettiği belirtilmiĢtir. 

Böylece kolon kanser hücrelerinde kafeik asit’in apoptozis özelliği kanıtlanmıĢtır (Rao ve 

ark., 1992). HCT15 kolon kanseri hücrelerine karĢı kafeik asit’in antiproliferatif özelliği 

ortaya konmuĢtur. Kolon kanserinden korunmada kemopreventif aday olarak gösterilmiĢtir 

(Jaganathan, 2011).  

Diyabetik fare böbreğinde kafeik asit’in koruyucu etkisi araĢtırılmıĢtır. Farelerin 

diyetine kafeik asit ilavesinin diyabetik böbrek hastalıklarının önlenmesinde ve 
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azaltılmasında yardımcı olabileceği belirtilmiĢtir. Böylece antienflamatuvar etkisine iĢaret 

edilmiĢtir (Chao ve ark., 2010). 

MCF-7 hücrelerinde TAM (Tamoksifen) sitotoksisitesi üzerine birçok bitkide 

bulunan ve kafeik asit’in esterifikasyonu ile elde edilen (Nagaoka ve ark., 2002) bileĢik 

olan kafeik feniletil ester (CAPE)’in etkisinin araĢtırıldığı bir çalıĢma yapılmıĢtır. 

Tamoksifen, göğüs kanserini tedavi etmek için geniĢ çapta kullanılan ilaçtır. Fakat 

tamoksifen ile uzun süreli tedaviden sonra birçok kiĢinin hastalığının tekrar nüksettiği 

görülmektedir. Yapılan çalıĢmada MCF-7 hücreleri tamoksifen ve kafeik feniletil ester’in 

farklı konsantrasyonları ile 48 saat süresince muamele edilmiĢtir. ÇalıĢmanın sonucunda 

kafeik feniletil ester’in tamoksifen sitotoksisitesini arttırdığı görülmüĢtür. Direncin ve 

düĢük toksisitenin üstesinden gelebilen göğüs kanseri tedavisi için yeni bir terapötik 

yaklaĢım olarak kafeik feniletil ester belirtilmiĢtir (Motawi ve ark., 2015).  

 

2.2.4. Beta karoten 

Doğada 750’den fazla karotenoid izole edilmiĢtir (Ranawat ve Merillon, 2013). Fakat 

bunlardan sadece 40 karotenoid insan vücudunda absorbe ve metabolize edilerek 

kullanılabilmektedir (Britton ve Khachik, 2009). Karotenoidler tetraterpenoidler 

grubundadır; bitki ve mikroorganizmalar tarafından sentezlenebilmektedir. Ayrıca birçok 

hayvan türünde de bulunabilmektedir ve kuĢlarda, böceklerde, balıklarda, eklembacaklı 

kabuklularda önemli renlendiricilerdir (Britton, 1995; Olson ve Krinsky, 1995). Beta 

karoten karotenoidlerin en çok bilinenidir (Olson ve Krinsky, 1995; Woutersen ve ark., 

1999; Het Hof ve ark., 2000). Karotenoidler arasında insan vücudunda en bol bulunanıdır 

(Krinsky ve Johnson, 2005). Moleküler formülü C40H56 (ġekil 2.4), kimyasal ismi 1,3,3-

Trimetil-2-[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-3,7,12,16-tetrametil-18-

(2,6,6trimetilsiklohekzan-1-yl)oktadeka-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaenyl]siklohekzan, 

moleküler ağırlığı 536.88 g/mol olan  lipofilik bir bileĢiktir (Arnum, 2000).  

 

 

ġekil 2.4. Beta karoten 
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Beta karoten yoğun kırmızı-turuncu renklidir ve birçok bitki türünde çok renkli 

renklenmeden sorumludur; ayrıca ticari olarak yiyecek renklendirmede de 

kullanılabilmektedir. Tahıllarda, baklagillerde ve hayvansal gıdalarda (balık, kabuklu deniz 

hayvanları, yumurta sarısı) bulunmaktadır. Hint yer elması (tatlı patates), balkabağı, havuç, 

yeĢil biber gibi birçok yiyecek bu bileĢiği içermektedir 

(http://www.ankalab.com/fileadmin/standortseiten/synlab_tr/pdf/A_vitamini_ve_karotenler

.pdf, Haziran 2016). Karotenoidler, klorofilde bulunmaktadır ve tuttuğu ıĢığı klorofile 

aktarmaktadır. Bu Ģekilde  fotosenteze katkıda bulunduğu belirtilmektedir (Cerullo ve ark., 

2002). 

Bera karoten, insan fizyolojisi üzerine etkileri bakımından az sayıda çalıĢılan gıda 

karotenoidlerinin yüzlercesinden biridir. Meyve ve sebzelerde provitamin A (A 

vitamini)’nin en çok bulunan formudur. Diğer karotenoidlerle karĢılaĢtırıldığında daha 

yüksek provitamin A aktivitesi bulunmaktadır (Krinsky ve Johnson, 2005) ve genellikle 

güvenlidir (Olson, 1994; Ross, 1999). 

Bazı medikal yararları belirlenmiĢtir. Eritropoietik protoporfiri’de tedavide 

yardımcı olarak etkili olduğu; yaĢa bağımlı makular dejenerasyon riskini; menapoz öncesi 

kadınlarda göğüs kanseri riskini azaltmada kullanıldığı belirlenmiĢtir (Gandini ve ark., 

2000; Seddon ve ark., 1994; Thomsen ve ark., 1979).  

Beta karoten bileĢiğinin; düĢük kısmi oksijen basıncında immun düzenleyici, tekil 

oksijen giderici ve peroksi serbest radikal reaksiyonlarını inhibe etmek gibi kimyasal 

özellikleri belirlenmiĢtir (Sies and Stahl, 1995; Wang ve ark., 1999). Ayrıca GAP 

bağlantıları aracılığıyla normal hücre-hücre iletimini arttırdığı (Edes ve ark., 1989; 

Acevedo and Bertram, 1995).; karsinojenleri detoksifiye eden hepatik enzimleri uyardığı 

belirtilmiĢtir (Edes ve ark., 1989). Birçok karsinojen gap bağlantılarının iletiĢimini inhibe 

ettiği için (Gregus and Klaassen 1996), kansere karĢı korunmada diyet ile alınan maddeler 

sayesinde bu aktivitenin korunması önemli bir fonksiyon olabilmektedir. 

Karotenoid bakımından zengin meyve ve sebzelerin alımının kardiyovasküler 

hastalık riskiyle ters orantılı olarak iliĢkili olduğu ortaya konmuĢtur (Tavani ve La Vechia, 

1999). Epidemiyolojik çalıĢmalar beta karoten’in yüksek miktarlardaki alınımının kanser ve 

kalp hastalıkları gibi çeĢitli hastalıkların riskini azalttığını göstermiĢtir (Van Poppel ve 

Goldbohm, 1995; Ziegler ve ark., 1996). Birçok hayvan ve laboratuvar çalıĢması; tümör 

hücre büyümesini ve karsinojenezisin geliĢimini inhibe etme özelliği olduğunu 

göstermiĢtir. 
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Sigara içen kiĢilerde beta karoten’in yüksek dozlarda alımının akciğer kanseri riskini 

arttırdığı belirtilmiĢtir (Misotti ve Gnagnarella, 2013). Bu etkinin nedeni olarak tütün içimi 

durumunda beta karoten bileĢiğinin kararsızlığı-dayanıksızlığı nedeniyle bu bileĢiğin 

karsinojenik metabolitlere degredasyonuna neden olduğu hipotezi ileri sürülmektedir 

(Russell, 2002). Beta karoten’in yüksek dozlardaki alımının, özellikle sigara içme durumunda, 

histopatolojik değiĢiklikler tarafından gösterildiği üzere akciğer kanseri riskini arttırdığı ortaya 

konmuĢtur (Liu ve ark., 2000; Wolf, 2002). Fakat beta karoten’in korunan formlarla 

yürütüldüğü denemelerde akciğerlerde histopatolojik değiĢiklikler göstermediği belirlenmiĢtir 

(Kim ve ark., 2006; Fuster ve ark., 2008). 2012 yılında, the European Food Safety Authority 

(EFSA) çok sigara içenlerde beta karotene tüketimi ve kanser artıĢı arasında olası bir 

bağlantıyı belirtmiĢtir. Kanser riskine karĢı beta karoten takviyesi ile ilgili koruma 

eksikliği olduğu ortaya konulmuĢtur (Druesne-Pecollo ve ark., 2010). Beta karoten’in (25 

mg/gün) etkisinin klinik bir denemesinde, sigara içmeyen ve alkol tüketmeyen kiĢilerde 

nükseden kolerektal adenoma riskini azalttığını; fakat sigara içen ve alkol tüketenlerde bu riski 

arttırdığı belirtilmiĢtir. Böylece beta karoten’in sigara içen ve içmeyenler üzerinde farklı 

etkilere sahip olduğu ortaya çıkmıĢtır (Baron ve ark., 2003). 

 

2.3. Asteracea Familyasındaki Bitkiler ile Ġlgili Bitki Doku Kültürü ÇalıĢmaları 

Grezelak ve Janiszowska (2002), C. officinalis kotiledon eksplantlarından elde ettiği 

kalluslar ile 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l Kin ve 0.1mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2iP eklenen MS besin 

ortamlarında hücre süspansiyon kültürlerine karanlık ve aydınlık koĢullarda devam 

etmiĢtir. 0.1mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2ip eklenen MS besin ortamında 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l 

Kin eklenenlerinkine nazaran daha kompakt ve daha büyük kümeler (kütleler) oluĢturduğu, 

hücre dağılımının ise daha düĢük olduğu saptanmıĢtır. 0.1mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2ip 

kültüründe aydınlık koĢullarda maksimum agregat çapına (35mm); karanlık koĢullarda ise 

daha az agregat çapına (10mm) ulaĢtığı belirlenmiĢtir.. Her iki kültürde de aydınlık 

koĢulların hücre kümelenmesini arttırdığı belirtilmiĢtir. 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l Kin 

kültüründe ise daha az agregat çapının olduğu saptanmıĢtır. Üç ay boyunca, besin 

ortamlarında oluĢan kültürlerde hem dağılan hücrelerin artan miktarının ve hem de büyük 

agregatların artan boyutunun gözlendiği ortaya konmuĢtur. 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l Kin 

kültüründe, aydınlık koĢullar altında büyük kırılgan agregatların 5mm çapına ulaĢtığı, 

karanlık koĢullar altında ise agregatların görünmediği belirtilmiĢtir.  

Bertoni ve ark. (2006), C. officinalis mikroçoğaltımını tohumdan itibaren 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Böylece çiçek boyutu, rengi ve kimyasal niteliği farklılık gösteren 



33 

bitkilerin mikroçoğaltımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Eksplantlar, kapituladan alınmıĢtır. 0,5 mg/l 

:6,0 mg/l Kinetin:Phytagel
TM

 eklenen besin ortamı sürgün uzamasını arttırırken; 1,0:6,0 

mg/l BAP:Phytagel ilave edilen kültür ortamının ise kökün uzamasını arttırdığı 

belirtilmiĢtir. 1,0 mg/l IBA ilave edilen ½ MS ortamında kültüre alınan bitkiciklerin 

köklendirildiği belirtilmiĢtir.  

Arya ve ark. (2008), Pluchea lanceolata (Asteraceae) türünün yaprak 

eksplantlarından kallus uyarımı amacıyla oksinlerin (NAA, IAA, IBA, 2,4-D) tek olarak ya 

da sitokininler (BAP, Kin) ile kombine olarak eklendiği MS besin ortamında kültüre 

almıĢtır. Denenen oksinler arasında NAA’nın yeĢil, hızlı büyüyen ve kırılgan özellikte 

kallus oluĢturmak için en iyi oksin olduğu belirlenmiĢtir. 1mg/l IAA+IBA olan en uygun 

konsantrasyonun eklendiği MS besin ortamından kahverengi, yavaĢ büyüyen ve kallus 

geliĢiminin meydana geldiği saptanmıĢtır. NAA’nın optimum konsantrasyonu (1mg/l), 

BAP (0.25-2mg/l) ya da Kin (0.25-2mg/l) ile kombine edildiğinde 0.5mg/l BAP 

konsantrasyonunun kallus uyarımı için en uygun olduğu ortaya konmuĢtur. 

Leal ve ark. (2009), C. arvensis türünde bulunan çeĢitli sekonder metabolitleri elde 

etmek için bitkinin nodal segmentlerinin in vitro kültürlerinden kallus ve rejenere olan 

bitkicikleri elde etmiĢlerdir. ÇalıĢmada bitki büyüme düzenleyicilerinin eklenmediği MS0, 

iki sitokinin konsantrasyonun (1-2 mg/l) eklendiği, sitokinin:oksin kombinasyonunun 

(1:0.1 mg/l BAP:NAA; 2:0.1 BAP:NAA) eklenen besin ortamlarının etkileri 

değerlendirilmiĢtir. Kallus oluĢumunun, organogenesis ile eĢ zamanlı olarak in vitro 

kültürden 4 hafta sonra gözlendiği ve çiçek uyarımının elde edildiği belirtilmiĢtir. Sürgün 

sayısının kültür ortamından etkilenmediği belirlenmiĢtir.  

Singh ve Chaturvedi. (2012), Spilanthes acmella türünün yaprak eksplantlarını çeĢitli 

bitki büyüme düzenleyicilerinin ekelndiği yarı-katı MS besin ortamında kallus uyarımı 

amacıyla inkübe etmiĢtir. 5µM BAP+1µM 2,4-D+1µM NAA eklenen MS besin 

ortamından maksimum kallus geliĢiminin meydana geldiği belirtilmiĢtir. 2 hafta sonra, 

eksplantlardan kırılgan ve açık kahverengi özellikte kallus geliĢiminin baĢladığı 

saptanmıĢtır. GeliĢen kallusların, devam eden alt kültürler ile arttığı fakat 5 hafta aralıkla 

yapılan 2 alt kültür boyunca kahverengi özellikte kaldığı tespit edilmiĢtir. Kültürün 11. 

haftasında, açık yeĢil ve kırılgan özellikte farklılaĢmamıĢ kallus elde edildiği ortaya 

konmuĢtur. Belirtilen bitki büyüme düzenleyicileri kombinasyonu ile hücre süspansiyon 

kültürleri oluĢturulmuĢtur. Elde edilen yaĢ ve kuru kallus ağırlığına göre, en iyi çalkalama 

hızının 120 rpm olduğu belirlenmiĢtir. Ölüm fazı boyunca, ortamın ph’ının artmaya devam 
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ettiği ortaya konmuĢtur. Kullanılan karbon kaynakları arasında, spilantol bileĢiğinin 

maksimum miktarının sükroz eklenen ortamda; bunu takiben glukoz eklenen besin 

ortamında 56.8µg/g kuru ağırlıkta saptandığı belirtilmiĢtir. Spilantol bileĢiğinin, fruktoz 

eklenen besin ortamında saptanmadığı belirlenmiĢtir. Kültürün 6.gününden 21.gününe 

kadar ph’ın arttığı, sonrasında kütürün son günlerine kadar (24.gün) ph’ın sabit olduğu 

belirtilmiĢtir. Ph’taki artıĢın nedeni olarak intrasellüler maddelerin ortaya salınmıĢ 

olabileceği gösterilmiĢtir.  

Victorio ve ark. (2012), kök ve sürgün çoğalmasını sağlamak için C. officinalis 

fidelerinin segmentlerini kullanarak doku kültürü için bir yöntem uygulamıĢtır. Farklı 

tipteki eksplantların (bazal, aradaki, apikal) etkisini doğrulamak için NH4NO3 ve KNO3’ün 

konsantrasyonlarının yarısının azaltıldığı MS ortamı kullanılmıĢtır. MS ortamında agar 

yerine sahil kumu konulmuĢtur. In vitro bitki geliĢimi üzerine oksin ve sitokinin (TDZ; 

BAP; IAA; IBA; NAA) etkisi incelenmiĢtir. Katı ortamların C. officinalis kültürleri için 

daha uygun olduğunu belirtmektedirler. Sonuçlar, apikal eksplantlardan belirgin bir 

köklenmeyi göstermiĢtir. Bu eksplantlardan geliĢen köklerin daha çok uzadığı ve 

yaprakların sayısının daha çok olduğu gözlenmiĢtir. Kök geliĢimi diğer muameleler ile 

karĢılaĢtırıldığında, TDZ ve BAP’ın etkisinden daha iyi sonuç veren sitokine bağımlı 

olduğu belirtilmiĢtir. Bitkilerin TDZ içeren ortamda rejenere olduğu belirtilmiĢtir. En 

yüksek köklenme oranı (80%) IAA 0,1 mg/l’den elde edildiği belirtilmiĢtir. 

Torbaghan (2012), 6 farklı tuzluluk düzeyi ve tıbbi nergis fidelerinin 3 tipini 

(karenat, alat, orbikular) kullanarak tuzluluk stresinin bitki üzerinde gösterdiği etkiyi 

incelemiĢtir.  Deney sonucunda, artan tuzluluk ile çimlenme yüzdesi ve oranının arttığı 

belirlenmiĢtir. Karenat tipi fidenin, tüm tuzluluk düzeylerinde diğer iki tip tıbbi nergis 

fidelerinden daha fazla çimlenme oranına sahip olduğu belirtilmiĢtir. Alat tipi fidenin, 

düĢük tuzluluk düzeylerinde (0,1 ve 3 dS/m) orbikulardan daha fazla çimlenme düzeyine 

sahip olduğu gösterilmiĢtir. Tuzluluğun, kökçük ve plumula uzunluğunu her 3 tip fidede de 

azalttığı belirlenmiĢtir. Tuzluluk stresine maksimum duyarlılık, orbikular tıbbi nergis 

fidelerinde belirlenmiĢtir.  

Miri ve ark. (2013), çimlenme üzerine 2, 3, 4 ml konsantrasyonlarda biyolojik gübre 

olarak Nitragin ve kontrol olarak distile su ile tohum inokülasyonunun etkisi ve tıbbi 

nergisin erken büyümesi çalıĢılmıĢtır. Sonuçlar kontrolle kıyaslandığında, 3 cc ile inoküle 

edilen tıbbi nergis fidelerinde kök uzunluğunun 56% arttığı ortaya konulmuĢtur. 2 cc 

Nitragin ile ekimden önce, tıbbi nergis fidelerinin inokülasyonu, kök uzunluğunda 56% 
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artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir. Kontrolle kıyaslandığında, 2cc ile muamele edilen fide 

uzunluğunun 136mm’ye kadar ve kök/sürgün oranının 1.9% arttığı belirlenmiĢtir. 3cc 

Nitragin ile inoküle edildiğinde, fide ağırlığının 5.25 gram arttığı belirlenmiĢtir. Tıbbi 

nergis çiçeği üreticileri, Nitragin ile inoküle edilen tohumlar ile tıbbi nergis çiçeğinin 

çimlenmesini ve erken büyümesini geliĢtirebileceğini belirtmiĢtir. 

Çetin ve ark. (2015), C. officinalis türünün farklı eksplantlarını (hipokotil, kotiledon, 

kotiledon nod) kallus geliĢimi amacıyla farklı konsantrasyonlarda sitokinin (BAP; 1mg/l, 

2mg/l) ve oksin (IBA; 0.1mg/l, 0.5mg/l) eklenen MS besin ortamlarında inkübe etmiĢtir. 

Sekiz haftanın sonunda, 1mg/l BAP+0.5mg/l IBA ve 2mg/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen 

MS besin ortamında inkübe edilen  hipokotil ve kotiledon eksplantından sırasıyla %100 ve 

%88; 2mg/l BAP+0.1mg/l IBA eklenen MS besin ortamında inkübe edilen kotiledon nod 

eksplantından ise %100 kallus geliĢiminin meydana geldiği en iyi sonuçlar olarak 

belirtilmiĢtir. Hipokotil eksplanlarının farklı besin ortamlarında inkübe edilmesi sonucu 

geliĢen kallusun rengi ve dokusu bakımından farklılık gösterdiği belirtilmiĢtir. 1mg/l BAP 

eklenen MS besin oratmında inkübe edilen hipokotil eksplantından yeĢilimsi kahverengi ve 

sert yapıda; 1mg/l BAP+0.1mg/l IBA eklenen MS besin ortamında inkübe edilen hipokotil 

eksplantından ise kahverengi, yeĢil ve sarı renkli kırılgan yapıda kallus geliĢiminin 

meydana geldiği saptanmıĢtır. 1mg/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen MS besin ortamında 

inkübe edilen hipokotil eksplantından kahverengi sert ve kırılgan yapıda; 2mg/l 

BAP+0.1mg/l IBA ve 2mg/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen MS besin ortamında inkübe edilen 

hipokotil eksplantından kahverengi ve yumuĢak kallus geliĢiminin olduğu gözlenmiĢtir. 

2mg/l BAP eklenen MS besin ortamında inkübe edilen hipokotil eksplantından ise kallus 

geliĢiminin meydana gelmediği belirtilmiĢtir. 

Dakshayini ve ark. (2016), Cichorium intybus (Asteraceae) türünün yaprak 

eskplantlarının aktarıldığı 1.5mg/l NAA+ 0.25mg/l BAP eklenen MS besin ortamından en 

iyi kallus biyokütlesinin (27.65±0.850g) ve yeĢilimsi kırılgan özellikte kallusun elde 

edildiğini belirtmiĢtir. 0.5mg/l NAA+ 0.25mg/l BAP eklenen MS besin ortamından ise, en 

az kallus biyokütlesinin (4.2±0.473g) ve yeĢilimsi beyaz özellikte kallus elde edildiği 

saptanmıĢtır.  

Dwivedi ve ark. (2016), Stevia rebaudiana türünün yaprak eksplantlarını farklı 

konsantrasyonlardaki oksin (NAA, 2,4-D) ve sitokinin (BAP, Kin) kombinasyonlarının  

eklendiği MS besin ortamlarında kallus kültürüne almıĢtır. Denenen oksin:sitokinin 

kombinasyonları arasında en iyi kallus geliĢiminin (%94  0.061) ve koyu yeĢl, kırılgan 
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özellikte kallusun 4mg/l NAA+3mg/l BAP eklenen MS besin ortamından elde edildiği 

belirtilmiĢtir. 2mg/l NAA+2mg/l BAP ve 3mg/l NAA+3mg/l BAP eklenen MS besin 

ortamlarından sırasıyla 35.6% oranla beyaz, kırılgan ve 77.8% koyu yeĢil, kırılgan 

özellikte kallus geliĢiminin meydana geldiği saptanmıĢtır. BAP ya da NAA, 2,4-D ya da Ki 

ile kombine edilerek eklenen MS besin ortamından kompakt özellikte kallus geliĢiminin 

gözlendiği bildirilmiĢtir. 2,4-D:Kin kombinasyonunun minimum kallus uyarımını (22%-

38%) sağladığı belirtilmiĢtir. Elde edilen kalluslar ile hücre süspansiyon kültürüne 

geçilmiĢtir. Hücre süspansiyon kültürü ikinci alt kültüründen sonra kültürün açık 

kahverengi (fenolik bileĢiklerin salgılanması) olmuĢtur. 

 

2.4. Asteraceae Familyasındaki Bitkiler Ġle Ġlgili Sekonder Metabolit 

ÇalıĢmaları 

Vidal-Ollivier ve ark. (1989), C. officinalis türünün çiçeklerinden yedi flavonol 3-O-

glikoziti izole etmiĢtir. Isorhamnetin-3-O-glukozit, rutinosit, neohesperidosid, 2G-

ramnosilrutinosid, kuersetin glukozit, neohesperidosit ve 2-G-ramnosilrutinosit (rutin) 

bileĢiklerinin yapısal tayinlerinin; kağıt ve ince tabaka kromatografisi; UV, 13C-NMR, 

kütle spektroskopileri yapılarak aydınlatıldığı belirtilmiĢtir. C. officinalis türünde; 

isorhamnetin 3-O-neohesperidosit, 2-G-ramnosilrutinosit, kuersetin-3-O-neohesperidosit 

arasındaki interglikozidik bağ ve kuersetin 2-G- ramnosilrutinosit bileĢiğinin yapısal tayini 

ilk kez tespit edilmiĢtir.  

Bakó ve ark. (2002), C. officinalis türünün köklerinin, yapraklarının, petallerinin ve 

polenlerinin karotenoid bileĢiminin analizini HPLC ile yapmıĢtır. C. officinalis türünün 

petallerinde ve polenlerinde temel karotenoidlerin flavoksantin ve auroksantin; köklerinde 

ise çoğunlukla lutein ve β-karoten bileĢiklerinin olduğu saptanmıĢtır. C. officinalis 

çiçeklerinden yapılan 5 farklı bitkisel çay ve 2 renk tentür incelenmiĢtir ve endüstiyel 

ürünlerin karotenoid bileĢimi baĢlangıç materyaliyle karĢılaĢtırılmıĢtır.  

Grzelak ve Janiszowska (2002), C. officinalis yaprak eksplantlarından 0.4mg/l 2,4-

D+0.4mg/l Kin ve 0.45mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2iP kombinasyonlarının ilave edildiği MS 

besin ortamlarında geliĢen kallus hücreleri ile aynı konsantrasyonlardaki oksin:sitonin 

kombinasyonlarında hücre süspansiyon kültürleri baĢlatmıĢtır. Oleanolik asit varlığı 

karanlıkta inkübe edilen hücre süspansiyon kültürlerinde saptanmıĢtır. Oleanolik asit 

konsantrasyonunun; 0.45:0.5 mg/l 2,4-D: 2iP kombinasyonunda 0.4:0.4 mg/l 2,4-D: Kin 

kombinasyonundan daha yüksek olduğu belirtilmiĢtir. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165022X02001124
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Szakiel ve ark. (2003), mevalonik asit ile inkübasyon süresince sterollerin ve 

oleanolik asitin C. officinalis süspansiyon kültürleri üzerindeki etkisi 0,4 mg/l 2,4-D + 1,85 

mg/l Kinetin eklenerek ve ayrıca 0,1 mg/l 2,4-D+0,5 mg/l 6-pürin eklenerek ıĢıklı ve 

karanlık koĢullar altında incelemiĢtir. Triterpenoitlere neden olan izoprenoid yolağının test 

edilen tüm kültürlerde etkili olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca tüm oleanolik asit glukozitlerinin 

ve glukuronidlerin kadife çiçeği bitkisinin karakteristik yapraklarında [3-3H] oleanolik asit 

ilave edilen kültürlerden sonra sentez edildiği belirtilmiĢtir. Oleanolik asit glikozitlerinin 

biyosentezinin ve hücreler arası ortama salınımının, biyoteknolojik önemi olan kültürün 

hormonal koĢullarına bağlı olduğu belirtilmiĢtir. IĢığın monoglukuronit sentezlenmesini 

düzenlediğinin belirlenmesine rağmen, glukuronidlerin ıĢıkta ve karanlıkta bulunan 

kültürlerde daha çok sentezlendiği ve salındığı belirtilmiĢtir. 

Stewart (2003), C. officinalis türünün çiçek dokuları ve bitki organlarında kuersetin, 

rutin, izohamnetin-3-O-glukozit ve izohamnetin-3-rutinosit olan dört önemli sekonder 

metabolitin miktarını belirlemiĢtir. ÇalıĢmaının hedefi bitki doku ürününü, sekonder 

metabolitleri maksimum varyasyonu ise minimum edecek koĢulları belirlemek olmuĢtur. 

Kishimoto ve ark. (2005) tarafından, C. officinalis türünün sarı ve turuncu renkli 

kültivarlarına ait petallerinin ekstraktlarında 19 karotenoid belirlenmiĢtir. Bunlardan 10 

karotenoidin sarı çiçekli kültivarlara özgü olduğu bildirilmiĢtir. Bu 10 karotenoidin 

maksimum UV gücü absorbsiyonunun, C. officinalis petallerinin temel karotenoid 

içeriğinden ve flavoksantininkinden daha uzun dalga boylarında olduğu belirtilmiĢtir. 

Ayrıca bu karotenoidlerin petallerin turuncu renginden sorumlu olduğu belirlenmiĢtir.  

Arya ve ark. (2008), Pluchea lanceolata (Asteraceae) yaprak eksplantlarından elde 

edilen farklı yaĢlardaki kallus kültürlerinde HPLC ile kuersetin analizi yapmıĢtır. 

Maksimum kuersetin miktarının (0.23mg/g kuru ağırlık) 6 haftalık kallus hücrelerinden 

farkedilir düzeyde elde edildiği bildirilmiĢtir. Bunun durum ise stasyoner (sabit) kallus 

büyümesi fazında sekonder metabolit birikiminin olduğunu gösterdiğine 

dayandırılmaktadır. Daha sonra sırasıyla en çok kuersetin miktarının, 8 haftalık (0.20mg/g 

kuru ağırlık), 4 haftalık (0.17mg/g kuru ağırlık), 2 haftalık (0.12mg/g kuru ağırlık) kallus 

hücrelerinde saptandığı belirtilmiĢtir. Aynı Ģekilde, serbest ve bağlı kuersetinin 6 haftalık 

kallus hücrelerinde sırasıyla 0.08 ve 0.15mg/g kuru ağırlık olarak maksimum olarak elde 

edildiği belirtilmiĢtir. Ġzole edilen kuersetinin HPLC piki tutulma zamanı (tR~2.9dk.) 

belirlenmiĢtir.  
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Gadzovska ve ark. (2008), bitki büyüme düzenleyicilerinin C. officinalis invitro 

kültürlerinde sekonder metabolit miktarını arttırıp arttırmayacağını araĢtırmıĢtır. ÇalıĢmada 

birinci olarak bitki büyüme düzenleyicilerinin in vitro kültürlerin biyokütle üretimi; ikinci 

olarak ise flavonoid, antosiyanin üretimi üzerine etkileri arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır.  

Okoh (2008), C. officinalis türünün esansiyel yağın kimyasal profilini analiz 

etmiĢtir. Farklı büyüme ve mevsim aĢamasında bulunan yaprak ve çiçeklerden esansiyal 

yağların izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Spektroskopik metotlar kullanılarak bu esansiyal 

yağların yapısı belirlenmiĢtir. C. officinalis bitkisinin esansiyal yağı verimi, tam olarak 

çiçeklendiği aĢamada maksimum (0,97%), çiçeklenme öncesinde ise minimum (0,13%) 

olarak belirlenmiĢtir. BileĢiminin, vejetasyon döngüsünün farklı aĢamalarında farklı 

örnekleri gösterdiği belirtilmiĢtir. Seskiterpenlerin ve monoterpenlerin, bitkinin yaĢı ile 

yüksek korelasyon gösterdiği belirlenmiĢtir. Seskiterpenlerin taze yapraklarda (59,5%) ve 

çiçeklerde (26%); monoterpenlerin ise çoğunlukla kuru yapraklarda (70,3%) bulunduğu 

belirtilmiĢtir.  

Leal ve rak. (2009), C. arvensis türünde bulunan çeĢitli sekonder metabolitleri 

araĢtırmıĢtır. Kallus ve in vitro yetiĢtirilen bitki eksplantlarının kloroform ekstraktında GC-

MS ile en çok beta-sitosterol bileĢiğinin bulunduğunu belirtmiĢtir. 

Chakraborthy ve Ghorpade (2010), C. officinalis çiçeklerinden kuersetin analizini 

HPLC ile gerçekleĢtirmiĢtir. Kuersetin standardının tutulma değeri 0.43 dk. olarak 

belirlenmiĢtir. Doğrusal bağıntı 1.0-5.0µg aralığındaki konsantrasyon arasında 

gözlenmiĢtir. Kuersetin bileĢiğinin en yüksek miktarı 280.3mg/100gm olarak saptanmıĢtır. 

Chakraborthy (2010), C. officinalis türünde bulunan primer ve sekonder 

metabolitlerin belirlenmesini gerçekleĢtirerek biyolojik olarak aktif olan kısmın varlığının 

belirlenmesini sağlamıĢtır. C. officinalis türünün yapraklarının; petrol eteri, kloroform, 

metanol ve su ekstraktlarının fitokimyasal analizi TLC araçları ile yapılmıĢtır. C. 

officinalis türünün petrol eteri ekstraktında, yağ asitlerinin; kloroform ekstraktında 

triterpenlerin ve sterollerin varlığı belirlenmiĢtir. C. officinalis türünün sulu ekstraktında 

flavonoidlerin, karbonhidratların, amino asitlerin ve saponinlerin varlığını belirlemiĢtir.  

Wiktorowska ve ark. (2010), C. officinalis hücre süspansiyon kültürlerinde hücre 

büyümesi ve oleanolik asit birikimi üzerinde elisitörlerin etkisini araĢtırmıĢtır. Elisitörler, 5 

günlük hücre kültürlerinde çeĢitli konsantrasyonlarda tek tek eklenmiĢtir. Jasmonik asit, en 

etkili elisitör olarak belirlenmiĢtir. Ayrıca, mantar Trichoderma viride homojenat ile 48 

saat elisitasyon sonucunda, oleanolik asit içeriğinin 1.8 kat arttığı belirlenmiĢtir. Elisitör 
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uygulamasının, oleanolik asit birikimi ve kültür ortamında oleanolik asitin salgılanmasının 

yanı sıra, hücre büyümesinin az olarak inhibisyonuna neden olduğu belirtilmiĢtir.  

Bunghez ve Ion (2011), C. officinalis türünün yaprak ve çiçeklerinden UV-VIS ve 

FT-IR spektrofotometrik yöntemleri ile karotenoid ve klorofil analizini gerçekleĢtirmiĢtir. 

Likopen, klorofill II ve beta karoten bileĢikleri saptanmıĢtır. C. officinalis türünde en çok 

beta karoten ve lutein pigmantlerinin bulunduğu belirlenmiĢtir. 

Mritunjay ve ark. (2011), C. officinalis türünün çiçeklerinin etanolik 

ekstraktlarındaki kateĢin ve likopen bileĢiklerini standartlara karĢı HPTLC yöntemiyle 

belirlemiĢtir. En yüksek kateĢin ve likopen miktarlarının sırasıyla 6.88 mg/g and 13.54 

mg/g ekstrakta bulunduğu belirlenmiĢtir. 

Sujatha ve ark. (2011), C. officinalis türünün çiçeklerinden HPLC ile kuersetin 

analizini gerçekleĢtirmiĢtir. Çözücü olarak kloroform: glasiyal asetik asit: metanol: su (6.4: 

3.2: 1.2: 0.8) kullanılmıĢtır ve 254nm absorbansta HPLC’de ölçüm yapılmıĢtır. 

Kalibrasyon eğrisinin, 0.15-0.4µg aralığında doğrusal olduğu saptanmıĢtır. Kuersetin 

tutulma değerinin 0.6 dk. olduğu belirlenmiĢtir. C. officinalis çiçeklerinde kuersetin 

mktarını belirlemiĢtir. Önerilen metodun, C. officinalis türünde kuersetin bileĢiğinin 

saptanması ve miktarının belirlenmesi için kullanılabileceği belirtilmiĢtir.  

Anca ve ark. (2012), C. officinalis örneklerinin iki farklı çözücüde (etanol ve 

gliserin:su) ekstraksiyonunu gerçekleĢtirmiĢtir. Hplc ve spektrofotometre ile fenolik 

türevleri analiz edilmiĢtir. C. officinalis etanolik ekstrağının fenolik bileĢikler bakımından 

daha zengin olduğu belirlenmiĢtir. Antioksidant aktivite belirlenmiĢtir ve ardından fenolik 

bileĢim ile bağlantısı ortaya konulmuĢtur.  

Legha ve ark. (2012), C. officinalis kallus kültürlerinde in vitro karotenoid pigment 

üretimini, iki temel ortam olarak, yarı katı ortama karĢıt olarak sıvı ortam ve sükroz, 

amonyum, nitrat nitrojenin çeĢitli konsantrasyonları kullanılarak incelemiĢtir. Ġki tip 

eksplant değerlendirilmiĢtir. Çiçek eksplantları için, karanlık koĢullar altında 2 mg/l 2,4-D 

ilave edilen MS ortamı kullanılarak kallus uyarımı için en iyi olduğu belirlenmiĢtir. Kültür 

ortamında az miktarlarda kullanılan sükroz seviyelerinin, pigment uyarımının baĢlamasını 

geciktirdiği ve üretilen karotenoid pigmentlerinin tüm düzeylerini azaltmıĢ olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek karotenoid pigment miktarı ise kallus, amonyum nitrojen 

olmayan MS ortamında büyüdüğünde gözlenmiĢtir.  

Nan ve ark. (2012), Inula helenium L. türünün yapraklarının, infloresanslarının ve 

çiçeklerinin karotenoid bileĢimini HPLC ile belirlemeyi amaçlamıĢtır. Toplam karotenoid 

miktarının yapraklarda 4.87%’den ligulate çiçeklerde 47.7%’ye kadar değiĢtiği ortaya 
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konmuĢtur. Ligulate çiçeklerin temel bileĢiğinin lutein-5,6-epoksit olduğu; toplam 

karotenoidlerin 73.8%’ini kapsadığı ve β-karoten türevlerini içermediği belirtilmiĢtir. 

Tubular çiçeklerin, antheraksantin (36.9%) ve lutein (28.4%) bileĢiklerinin yüksek 

miktarlarını içerdiği belirlenmiĢtir. Bitkinin tüm toprak üstü kısımlarının neoksantin ve 

violaksantin bileĢiklerinin düĢük miktarlarını içerdiği tespit edilmiĢtir.  

Rahmani ve ark. (2012), çiçek baĢlarının bazı zirai özellikleri ve ürün üzerine farklı 

nitrojen oranlarının ve farklı sulama rejimlerinin etkisini belirlemiĢtir. Su eksikliği 

stresinin flavanoid içeriğini etkilememesine ragmen; petal ürününde, ekstrakt ürününde, 

petal/çiçek ağırlığı oranında ve çiçeğin niteliğinde azalmaya neden olduğunu 

belirlenmiĢtir.  

Sedghi ve ark. (2012), yaptıkları iki sera denemesinde tuzluluk stresi altında C. 

officinalis petallerindeki antioksidant enzim ve karotenoidlerin değiĢimi üzerine 

fitohormonların etkisini ortaya koymuĢlardır. Sonuçlar kontrol bitki ile kıyaslandığında su 

eksikliği durumunda petallerde SOD, CAT aktivitelerinin 47%, 73% arttığını 

gösterilmiĢtir. Giberellik asit, benzil amino pürin ile püskürtmenin kuraklık etkisini 

azalttığı, fakat absisik asit, jasmonik asit, salisilik asit uygulamasının bu enzimlerin 

aktivitesini teĢvik ettiği belirtilmiĢtir. Karotenoid konsantrasyonunun, karotenoid ve 

hormon muamelesini etkilediği belirtilmiĢtir. Karotenoid konsantrasyonunun, su eksikliği 

altında arttığı; fakat giberallik asit, benzilaminopürin, jasmonik asit uygulamalarının ise 

likopen ve karoten sentezi üzerinde inhibe edici etkiye sahip olduğu belirlenmiĢtir.  

Arya ve Patni (2013), Pluchea lanceolata (Asteraceae) türünde maksimum kuersetin 

miktarının (0.23 mg/g kuru ağırlık) 6 haftalık kallus hücrelerinden elde edildiğini 

saptamıĢtır. Bitkinin kısımlarında ise maksimum kuersetin miktarı, yapraklarda (0.22 mg/g 

kuru ağırlık) bunu takiben kök ve sap kısmında tespit edilmiĢtir. Yaprak kısmında ve 6 

haftalık kallus hücrelerinde saptanan kuersetin miktarındaki farklılığın az olduğu 

belirtilmiĢtir. Kuersetin miktarının, kallus hücrelerine kinnamik asit uygulanmasıyla 

kontrole göre 7-8 kat; fenilalanin uygulamasıyla ise 1-2 kat arttığı belirlenmiĢtir. 

Bianca ve ark. (2013), C. officinalis çiçeklerinde spektrofotmetrik yöntem ile 

karotenoidlerin, flavonoidlerin ve müsilajın önemli miktarda bulunduğunu ortaya 

koymuĢtur. 

Dlugosz ve ark. (2013), tüylü kök kültürü baĢlatmak için C. officinalis kotiledonunu 

ve hipokotillerini Agrobacterium rhizogenes ırkları ile enfekte etmiĢtir. Tüylü kök 

uyarımının, kotiledonlar için 33,8% ve hipokotiller için 66,6%’ya kadar ulaĢtığı 
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belirlenmiĢtir. Tüylü kök kültürleri glikozitler olarak baĢlıca oleanolik asiti (97%) 

sentezleme yeteneğini gösterdiği belirlenmiĢtir.  

Fernandes ve ark. (2013), kimyasal gübreleme, organik gübreleme ve saman örtüsü 

gibi farklı yetiĢme koĢulları altında büyüyen C. officinalis türünün polar ekstraktlarının 

kimyasal profilini değerlendirmiĢtir. Ayrıca, ekimden sonraki 60. ve 120. günde toplanan 

bitkilerden sekonder metabolitleri karĢılaĢtırarak bitki geliĢimi süresince sekonder 

metabolit varyasyonu araĢtırılmıĢtır. Sekonder metabolitleri belirlemek için HPLC-DAD-

MS/MS kullanılmıĢtır. Denetim altındaki toprak muameleri altında yetiĢen bitkilerden 

sekonder metabolitlerin ekspresyonunda istatistiksel olarak önemli bir farklılık 

bulunmadığı belirtilmiĢtir.  

Rigane ve ark. (2013), C. officinalis türünün yaprak ve çiçek kısmlarında fenolik 

bileĢiklerin varlığını araĢtırmıĢlardır. Çiçeklerde toplam fenol (109.27±0.23mg/g kuru 

ağırlık) ve toplam flavoidlerin (76.44 ±0.01 mg/g kuru ağırlık) varlığını saptamıĢtır. 

Yapraklarda toplam fenol (58.68 ±0.12) ve toplam flavanoidleri (44.91±0.02) saptamıĢtır. 

Gallik asit ve kuersetin-3-O-glukozit bileĢiklerini hem yaprak hem de çiçek kısmlarında 

varlığı tespit edilmiĢtir. Skopoletin-7-O-glukozit bileĢiği sadece yapraklarda saptanırken; 

rutin ve izorhamnetin-3-O-glukozit bileĢiklerinin ise sadece çiçek kısımlarında saptandığı 

belirtilmiĢtir.  

Al-Oubaidi ve Ameen (2014), HPLC tekniğini kullanarak C. officinalis türünün in 

vitro sekonder bileĢiklerinin nitel ve nicel analizlerini yapmıĢlar ve ana bitki ile 

karĢılaĢtırmıĢlardır. Sekonder metabolit üretimini arttırmak için salisilik asit 0, 50, 100, 

150, 200 mg/l konsantrasyonlarında kullanılmıĢtır. Sonuçların 200 mg/l salisilik asit 

konsantrasyonunun C. officinalis için birçok sekonder metabolitinde (esansiyel yağ) büyük 

öneme sahip olduğunu gösterdiği belirtilmiĢtir. 

ģurkoviĤ-Perica ve ark. (2014), Centaurea rupestris türünde fenolik bileĢiklerin 

varlığını araĢtırmıĢtır. Kuersetagetin 3’-metileter-7-O-ß-D-glukopiranoside ve kuersetin 

bileĢiklerinin en yüksek miktarının bu türünün çiçeklerinde saptandığı; luteolin ve p-

kumarik asit bileĢiklerinin en yüksek miktarının ise yapraklarda saptandığı belirtilmiĢtir. 

Kuersetin bileĢiği en fazla miktarda, in vivo yetiĢtirilen çiçeklerde (6917.72 µg/g kuru 

ağırlık), bunu takiben in vivo yapraklarda (65.49 µg/g kuru ağırlık) ve MS besin ortamında 

yetiĢtirilen in vitro sürgünlerde (13.81 µg/g kuru ağırlık) saptanmıĢtır.  

Islam ve Kumar (2014), C. officinalis türünün çiçeklerinden karotenoidlerin 

ekstraksiyonunu gerçekleĢtirmiĢtir. Toplam karotenoid ekstraksiyonu için hekzan-aseton-

etanol-toluen olarak dört çözücünün kombinasyonu kullanılmıĢtır. Craft ve Soares (1992), 
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çözücülerin kombine olarak kullanılmasının herhangi birinin tek olarak kullanılmasıyla 

karĢılaĢtırıldığında toplam karotenoid ürününü arttırdığını belirtmiĢtir. Polar çözücülerin 

(aseton, etanol) polar olmayan çözücüler (hekzan, tolüen) ile kombinasyonunun polar 

olmayan karotenoidlerin çözünürlüğünü arttırdığı belirtilmiĢtir. 

Sanghavi ve ark. (2014), Tridax procumbens L. (Asteraceae) türünün çiçeklerinden 

kuerstin analizi HPLC ile gerçekleĢtirmiĢtir. HPLC analizi sonucunda standard kuersetin 

ve bitkiden izole edilen kuersein için tutulma zamanının sırasıyla 8.408’inci ve 8.442’inci 

dakikalarda pik elde edildiği belirtilmiĢtir. Eklenen standard kuersetinin ortalama geri 

kazanımının, izole edilen kuersetin için 99.80% olduğu saptanmıĢtır.   

Casierra-Posada ve Ávila-León (2015), güneĢte ve 35% gölgede yetiĢtirilen C. 

officinalis türünün yapraklarında klorofilII ve beta karoten içeriği karĢılaĢtırılmıĢtır. 

KlorofilII a, klorofilII b ve toplam karotenoidler için önemli farklılıkların olmadığı tespit 

edilmiĢtir. Fakat gölgede yetiĢtirilen bitkilerde klorofilII a/klorofilII b oranı 8.41% 

artmasına karĢın; karotenoidler/klorofil II oranının 5.45%’e kadar düĢtüğü belirlenmiĢtir.  

Kurkin ve ark. (2015), C. officinalis türünün çiçeklerinde bulunan narsisin (3-O-

rutinoside of isorhamnetin) flavonoidinin belirlenmesinde HPLC yöntemini kullanmıĢtır. 

C. officinalis çiçeklerinde narsisin varlığının 0,68±0,02%’den 0,97±0,03%’e kadar değiĢen 

konsantrasyonlarda bulunduğu saptanmıĢtır. 

Dwivedi ve ark. (2016), Stevia rebaudiana (Asteraceae) türünün hücre süspansiyon 

kültürlerinin 14. gününde en yüksek pellet hücre hacmi (PVC)’nin (0.192ml pellet/ml 

kültür) 4mg/l NAA+3mg/l BAP+1mg/l askorbik asit eklenen MS besin ortamından; en 

düĢük pellet hücre hacmi (0.1073ml pellet/ml kültür) ise 1mg/l 2,4-D+1mg/l BAP 

kombinasyonunda saptamıĢtır. Pellet hücre hacmindeki önemli artıĢın 21. güne kadar 

(0.266ml pelet/5ml kültür) devam ettiği belirlenmiĢtir. PVC’de hafif bir azalmanın (0.24 

ml pelet/5ml kültür) kültürün 28. gününde olduğu bildirilmiĢtir. Hücreler 7. ve 14. günde 

yeĢil iken, kültürün 21. gününde açık sarı ve az kısmında yeĢil renkli olarak görülmüĢtür. 

Kültürün 7.gününe kadar hücrelerin logaritmik fazda olduğu tespit edilmiĢtir. Hücreler 

kültürün 14.gününde eksponansiyel faza geçmiĢtir. PVC’nin tekrar arttığı kültürün 

21.gününde, hücrelerin stasyoner faza geçtiği belirtilmiĢtir. 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Bitkisel Materyal 

AraĢtırmamızda bitkisel materyal olarak setifikalı Calendula officinalis ve C. 

arvensis tohumları kullanılmıĢtır. Tohumlar Ceylan Tarım firmasından alınmıĢtır. 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu  

C. officinalis ve C. arvensis tohum yüzeysel sterilizasyonu için farklı yüzdelerdeki 

sodium hipoklorit (NaOCl, 5%’lik)’te bekletilerek çeĢitli denemeler yapılmıĢtır. 

C. officinalis ve C. arvensis tohumları 98% EtOH’da 1 dk. beklettikten sonra, a) 5% 

NaOCl’de 30 dk., b) 7% NaOCl’de 30 dk., c) 10% NaOCl’de 30 dk., d) 15%NaOCl’de 30 

dk., e) 20% NaOCl’de 30 dk., f) 30% NaOCl’de 30 dk., g) 40% NaOCl’de 30 dk., f) 50% 

NaOCl’de 30 dk. bekletilmiĢtir. Ardından 3 defa steril saf su ile durulanmıĢtır.  

In vitro embriyo aktarımı amacıyla, C. officinalis ve C. arvensis tohum yüzeysel 

sterilizasyonu için uygun olan yöntem olan 98% EtOH’da 1dk, 50% NaOCl’de 30dk. 

bekletilerek ardından 3 defa steril saf su ile durulanma olarak belirlenmiĢtir. 

 

3.2.2. Bitkisel Materyalin In vivo YetiĢtirilmesi 

3.2.2.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ve In vivo Embriyo Aktarımı 

Torf bitki yetiĢtirme ortamını içeren 24 gözden oluĢan viyollere in vivo C. officinalis 

ve C. arvensis embriyo aktarımı yapılmıĢtır. Bu amaçla, tohumların yüzeysel 

sterilizasyonu in vitro embriyo aktarımı için belirlenen en uygun yöntem kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından bistüri ve pens yardımıyla tohum kabuğu çıkarılan C. 

officinalis ve C. arvensis embriyoları, steril edilmiĢ torf, torf ve perlit (2:1), torf ve kum 

(2:1) olmak üzere üç farklı bitki yetiĢtirme ortamını içeren her biri 24 gözden oluĢan 

viyollere her bir göze 2 embriyo, 3 cm derinlikte olacak Ģekilde aktarılmıĢtır. Viyollerin 

üzerine poĢet geçirilerek ortamın nemli kalması sağlanmıĢtır. 

C. officinalis ve C. arvensis türlerinin steril torf, torf ve perlit, torf ve kum bitki 

yetiĢtirme ortamlarına yapılan in vivo embriyo aktarımı sonrasında bitki yetiĢtirme 

odasında karanlıkta çimlenmeye bırakılan embriyoları içeren viyollerin fotoğrafları ġekil 

3.1’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarının torf, torf ve perlit, torf ve kum bitki 

yetiĢtirme ortamlarını içeren viyollere in vivo embriyo aktarımı 

 

3.2.3. Bitkisel Materyalin In vitro YetiĢtirilmesi 

3.2.3.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu ve In vitro Embriyo Aktarımı 

Tohum yüzeysel sterilizasyonu öncesinde tohumlara çeĢitli ön uygulamalar 

yapılmıĢtır. Tüm ön uygulamaların hepsinde tohumlar ilk önce 1 hafta süreyle +4°C’de, 

ardından 24 saat saf suda bekletilmiĢtir. Daha sonra 4 farklı Ģekilde ön uygulamalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hiçbir ön uygulama yapılmayan tohumlar kontrol olarak 

değerlendirilmiĢtir (Çizelge 3.1). Ayrıca besin ortamına 1g aktif karbon eklenerek 

çimlenme yüzdesi değerlendirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1 .C. officinalis ve C. arvensis tohumlarına yapılan ön uygulamalar 

 
Ön Uygulama 

Gruplar +4°C Derece Steril Saf Su KNO3 GA3 H2SO4 

Kontrol - - - - - 

1 1hafta 24 saat - - - 

2 1 hafta 24 saat 2 g/l, 2h - - 

3 1 hafta 24 saat 2 g/l, 2h 20mg/l, - 

4 1 hafta 24 saat - - 20%, 2dk. 

 

Tohum yüzeysel sterilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. C. officinalis ve C. arvensis 

tohumlarında fiziksel dormansi (testa dormansisi) bulunduğundan dolayı tohum kabukları 

steril kabin içinde pens ve bistüri yardımıyla çıkarılmıĢtır. C. officnalis ve C. arvensis 

tohumları ve embriyoları ġekil 3.2’de gösterilmiĢtir. 

 

       

ġekil 3.2. C. officinalis ve C. arvensis tohumları (solda) ve tohum kabuğu çıkarılan 

embriyoları (sağda) 
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Tohum kabuğu çıkarılan C. officinalis ve C. arvensis embriyolarının MS0 (¼ MS) 

besin ortamının döküldüğü petrilere in vitro aktarımı gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Petrilerin etrafı parafilm ile sarılmıĢtır. Bu Ģekilde hazırlanan petriler 5’li gruplar 

halinde alüminyum folyo ile sarılarak tohum çimlenmesi için yaklaĢık 1 hafta bitki 

yetiĢtirme odasında karanlık koĢullarda bekletilmiĢtir. Tohum çimlenmesi meydana 

geldikten sonra petriler alüminyum folyodan çıkarılarak bitki yetiĢtirme odasında ıĢıklı 

koĢullarda yaklaĢık 2 hafta bekletilmiĢtir. 

 

3.2.4. Sterilizasyon  

Kullanılacak her türlü malzemenin, hazırlanan besin ortamlarınının ve her türlü 

bitkisel materyalin belirlenen sterilizasyon yöntemlerinden biri ile steril edilmesi 

gerekmektedir. Denemelerde kullanılan laboratuvar malzemeleri, besin ortamı ve eksplant 

sterilizasyonu için çeĢitli yöntemler kullanılmıĢtır. Belirlenen miktarlarda hazırlanan besin 

ortamları ve laboratuvarda kullanılacak malzemelerin sterilizasyonu otoklavda 121ºC’de, 1 

atmosfer basınçta ve 15 dakika süresince yapılmıĢtır. 

 

3.2.5. Bitki Büyüme Düzenleyicilerinin ve Besin Ortamlarının Hazırlanması 

Denemelerde MS besin ortamına eklenen bitki büyüme düzenleyicileri stok çözelti 

halinde hazırlanmıĢtır ve her bir bitki büyüme düzenleyicisi için uygun olan çözücüler 

kullanılmıĢtır. NAA (Naftalaen Asetik Asit), IAA (Indol Asetik Asit), 2,4-D (2,4-

Diklorofenoksiasetikasit), BAP (6-Benzilaminopürin) için 1N NaOH; 4-CPA (4-

Klorofenoksiasetik Asit) için EtOH (99%’luk) çözücü olarak kullanılmıĢtır. 

C. officinalis ve C. arvensis eksplant aktarımı için MS besin ortamı hazırlanıĢına 

uygun olarak 1,1 gram/litre MS (Murashige&Skoog) (Sigma-S5519) (C. officinalis ve C. 

arvensis türleri için ¼ MS), 15gram/litre sükroz (%3) (Sigma-S-5391) eklenmiĢ ve 

belirlenen farklı konsantrasyonlardaki çeĢitli oksin ve sitokinin kombinasyonu eklenmiĢtir. 

1N HCl ve 1N NaOH ile ph 5,80’e ayarlanmıĢtır. Ardından 8 g/l agar (0,8%) (Merck-

1.01613.0500) ilave edilmiĢtir. 

 

3.2.6. Kallus Kültürü 

In vitro olarak yetiĢtirilen 10-12 haftalık C. officinalis ve C. arvensis yaprakları 

kallus kültürünü baĢlatmak için eksplant kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 
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3.2.6.1. Eksplanttan Kallus Eldesi 

Eksplanttan kallus eldesi için kullanılan farklı konsantrasyonlardaki çeĢitli oksin ve 

sitokinin kombinasyonlarının eklendiği ve MS0 besin ortamı ve 12 farklı MS besin ortamı 

Çizelge 2’de belirtilmiĢtir. Farklı konsantrasyonlardaki bitki büyüme düzenleyicilerinden 

oksin olarak NAA (α-Naftalen Asetik Asit, Duchefa Biochemie), IAA (Indol-3-Asetik 

Asit, Merck), 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit, Duchefa Biochemie), 4-CPA (4-

Klorofenoksi Asetik Asit, Sigma); sitokinin olarak BAP (6-Benzilaminopürin, Sigma)’ın 

farklı kombinasyonlarının eklendiği 12 farklı MS besin ortamı hazırlanmıĢtır (Çizelge 3.2). 

 

Çizelge 3.2. Yaprak eksplant yerleĢtirilmesinin ve kallus biyokütle alt kültürlerinin 

yapıldığı MS besin ortamları (MS0-MS12 arası) 

Besin Ortamı Oksin (mg/l) Sitokinin (mg/l) 

 
NAA (mg/l) BAP (mg/l) 

MS0 _ _ 

MS1 1 1 

MS2 1 2 

MS3 0,5 5 

 
IAA (mg/l) BAP (mg/l) 

MS4 1 1 

MS5 1 2 

MS6 0,5 5 

 
2,4-D (mg/l) BAP (mg/l) 

MS7 1 1 

MS8 1 2 

MS9 0,5 5 

 
4-CPA (mg/l) BAP (mg/l) 

MS10 1 1 

MS11 1 2 

MS12 0,5 5 

 

3.2.6.2. Kallus Alt Kültürleri 

Eksplant yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra eksplanttan oluĢan kallus biyokütlesi steril 

kabin içinde bistüri ve pens yardımıyla ile kesilerek hassas tartıda ölçülmüĢtür. Ardından 

eksplanttan ayrılan yaĢ kallus biyokütlesi, yeni hazırlanan MS0 besin ortamına ve 12 farklı 

MS besin ortamına aktarılarak birinci kallus alt kültürü baĢlatılmıĢtır. Dört defa kallus alt 

kültürü yapılarak kallus alt kültürleri 120 günde tamamlanmıĢtır. Kallus alt kültürleri 

süresince kallus aktarımları her 30 günde bir defa yapılmıĢtır. Dördüncü kallus alt kültürü 

baĢlatıldıktan 30 gün sonra kallus biyokütlesi steril kabin içinde hassas tartıda tartılmıĢtır. 
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Kallus kültürleri süresince 0 günden itibaren her kallus alt kültürü sonunda (0., 30., 60., 

90., 120. gün) kallus biyokütlesi tartılarak sekonder metabolit analizi amacıyla -20°C’de 

saklanmıĢtır. 

 

3.2.6.3. Kallus Biyokütle DeğiĢimi Ġle Ġlgili Ġstatistiksel Analizler 

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarından elde edilen kallus biyokütlesi, 

birinci kallus alt kültürüne baĢlanan gün (0.gün) ve her üç kallus alt kültürü sonunda (her 

30 gün sonra) steril kabin içinde hassas tartıda tartılarak artan kallus biyokütlesi 

saptanmıĢtır. En fazla kallus biyokütle artıĢı MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarından 

elde edildiği; diğer besin ortamlarından elde edilen kallus biyokütlesi az olduğu için en 

fazla kallus biyokütlesinin elde edildiği besin ortamlarıyla kallus alt kültürlerine devam 

edilmiĢtir. Kültür baĢlangıcından (0.kültür) 30 gün sonra yapılan 4 farklı kallus alt kültürü 

süresince değiĢen kallus biyokütlesi karĢılaĢtırılmıĢtır. Kallus alt kültürleri her tekrarda 20 

petri olacak Ģekilde birbirinden bağımsız 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.7. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürleri 

C. officinalis ve C. arvensis türlerine ait dördüncü kallus alt kültürü tamamlandıktan 

(120 gün) sonra hücre süspansiyon kültürlerine geçiĢ yapılmıĢtır. 

 

3.2.7.1. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Kurulması 

Hücre süspansiyonları kültürlerinde kullanılacak erlenlere beĢte bir oranında MS 

besin ortamı eklenmiĢtir. 100 ml’lik erlene 20 ml, 250 ml’lik erlene 50 ml MS besin ortamı 

eklenmiĢtir. Hücre süspansiyonları 0.kültürüne baĢlarken 100 ml’lik erlenlere 1’er gram 

olacak Ģekilde kallus aktarımı yapılmıĢtır. C. officinalis ve C. arvensis türlerine ait olan 

hücre süspansiyon kültürleri 110 rpm’e ayarlanmıĢ çalkalayıcıya yerleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.7.2. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Büyüme Parametreleri 

Hücre süspansiyonlarının 0. kültüründe en fazla hücre canlılığı, taze ve kuru ağırlığa 

ulaĢtığı kültür süresi belirlenmiĢtir. Bu amaçla hücre sayımı, taze ve kuru ağırlık ölçümü 

yapılmıĢtır. Böylece, hücre süspansiyon kültürlerinde hücre ölümleri baĢlamadan önce 

kültürler alt kültüre alınarak 1. kültür baĢlatılmıĢtır. 
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3.2.7.3.1. Hücre Canlılık Testi 

C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyonları, 0. günden itibaren her 5 günde bir 

40 gün süresince hücre canlılığının belirlenmesi amacıyla hücre sayımı yapılmıĢtır. Hücre 

süspansiyon kültürleri MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarının her birinden alınan 1ml 

örnek, 1ml metilen mavisi ile boyanarak örnek hacmi 2ml’ye tamamlanmıĢtır. Thoma 

lamında köĢelerdeki dört büyük karede hücre sayımı yapılmıĢtır (ġekil 3.3). Hücre 

sayımları 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Toplam hücre sayısı (n/ml) ve hücre canlılığı (%) 

belirlenmiĢtir. 

 

       

ġekil 3.3. Her 5 günde bir Thoma lamı ile mikroskopta yapılan hücre sayımları 

 

3.2.7.3.2. Hücre Büyümesinin Belirlenmesi 

Hücre süspansiyon kültürlerinde büyümenin belirlenmesi için taze ve kuru ağırlık 

ölçümü yapılmıĢtır. Bu amaçla filtrasyon pompası (Lab 312, DrVAC-300), filtrasyon 

erleni ve 100 µm por çapına sahip elekten (sartorius) oluĢan filtrasyon sistemi 

kullanılmıĢtır (ġekil 3.4). 

 

       

ġekil 3.4. Filtrasyon sistemi ve 100 µm por çapına sahip elek 

 

C. officinalis ve C. arvensis türlerinin 0.kültür-1.kültür arasındaki 40 gün süresince 

0.günden baĢlanarak her 5 günde bir hücre süspansiyon kültürlerinden 5ml örnek alınarak 

vakumlu filtrasyon cihazı ile 100 µm por çapındaki milipor filtreden süzülerek taze ağırlık 

ile sıvı besin ortamının birbirinden ayrılması sağlanmıĢtır. Filtrenin üzerindeki kalluslar, 

hassas tartıda tartılarak taze ağırlık (g/l) ölçümü yapılmıĢtır. Hücre süspansiyon 
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kültüründen izole edilerek taze ağırlığı ölçülen kallus hücreleri, sabit bir kallus biyokütlesi 

elde edilinceye kadar (2 gün) oda sıcaklığında, bekletilerek kurutulmuĢtur. Kuruyan 

kalluslar hassas tartıda tartılarak ölçüm sonuçları kaydedilmiĢtir. Taze ve kuru ağırlık 

ölçümleri 3 tekrarlı olarak yapılmıĢtır. 

 

3.2.7.3. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Devamlılığı 

C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyonları, 0. kültürün 30. gününden sonra 

ölüm fazına girdiğinden dolayı bir kültür periyodu 30 gün süre ile devam ettirilmiĢtir. Bu 

Ģekilde devam ettirilen hücre süspansiyonları 4. kültürün sonunda (120 gün) 

tamamlanmıĢtır.  

Kültüre içine 20 ml besin ortamı ilave edilen 100 ml’lik erlenler ile baĢlanmıĢtır. 

Birinci kültürden itibaren 100 ml’lik erlendeki hücre süspansiyonlarına, uygun 

oksin:sitokinin kombinasyonunun eklendiği yeni hazırlanan MS besin ortamı final kültür 

hacmi 50 ml olacak Ģekilde ilave edilerek 250 ml’lik erlenlere geçiĢ yapılmıĢtır. Her bir 

deneme serisinde 4 erlen bulunmaktadır. 

Bir alt kültür süresi sona erdikten sonra, bir sonraki alt kültürü baĢlatılan hücre 

süspansiyon kültürlerinde aynı oksin:sitokinin kombinasyonuna sahip besin ortamlarının 

bulunduğu kültürlerden dört erlenden bir tanesi alınarak 100 µm por çapındaki elek ile 

vakumlu filtrasyon sistemi kullanılarak süzülmüĢtür. Filtrenin üzerinde kalan taze ağırlık, 

spatül ile toplanarak tartılmıĢtır. Daha sonra ependorf içerisine aktarılarak sekonder 

metabolit analizi amacıyla -20°C’de saklanmıĢtır.  

 

3.2.8. Sekonder Metabolit Miktarının Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) ile Analizi  

Sekonder metabolit analizi amacıyla in vitro ve in vivo olarak yetiĢtirilen C. 

officinalis ve C. arvensis türlerinin yapraklarında; kallus kültürlerinde ve hücre 

süspansiyon kültürlerinde kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten miktarı HPLC ile 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla, öncelikle bu sekonder metabolitlere ait standardların uygun 

konsantrasyonlardaki solüsyonlarının hazırlandığı çözücülerle paralel olarak örneklerden 

ekstreler hazırlanmıĢtır. 
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3.2.8.1. Sekonder Metabolit Standardlarının HazırlanıĢı  

Kullanılan sekonder metabolit standardlarının her birinin stok solüsyonları ayrı ayrı 

hazırlanmıĢtır. Bu amaçla, öncelikle kuersetin, kaemferol, kafeik asit standardları metanol 

(CH3OH); beta karoten standardı n-hegzan (C6H14), aseton (C3H6O), etanol (C2H6O) ile 

çözülerek her bir standardın ayrı stok solüsyonu hazırlanmıĢtır. Daha sonra kuersetin 

standardı aseton ve etanol içinde çözünmüĢtür. Standardlar için en iyi pikleri; örnekler için 

en iyi pikleri ve sekonder metabolit miktarını veren çözücüler seçilerek çalıĢmaya devam 

edilmiĢtir. 

 

Kuersetin standardının hazırlanışı 

Kuersetin standardından (Roth, Kuersetin dihidrat, >95%, Art.-Nr. 2629.2, HPLC, 

50g), metanol (Carlo Erba Reagents, UN 1230, HPLC-GOLD-Ultragradient) ile 10ppm 

(mg/l) konsantrasyonunda 100ml’lik ĢiĢede kuersetin standardı stok solüsyonu 

hazırlanmıĢtır (www.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok 

solüsyondan 8, 6, 4, 2, ppm konsantrasyonlarına metanol ile seyreltme yapılmıĢtır.  

 

Kaemferol standardının hazırlanışı 

Kaemferol standardından (Roth, Rotichrom HPLC, Art. Nr. 7503.1, 10mg) metanol 

ile 10 ppm konsantrasyonunda 100 ml’lik ĢiĢede kaemferol standardı stok solüsyonu 

hazırlanmıĢtır (www.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok 

solüsyondan 8, 6, 4, 2, ppm konsantrasyonlarına metanol ile seyreltme yapılmıĢtır.  

 

Kafeik asit standardının hazırlanışı 

Standard kafeik asit (Roth, >98%, Art.-Nr. 5869.3, 5g) stok solüsyonu, metanol ile 

10ppm konsantrasyonunda 100ml’lik ĢiĢede hazırlanmıĢtır 

(www.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok solüsyondan 

8, 6, 4, 2, ppm konsantrasyonlarına metanol ile seyreltme yapılmıĢtır.  

 

Beta karoten standardının hazırlanışı 

Beta karoten standardı (97%, AB 139265, 1g) stok solüsyonu, HPLC için kulanılan 

aseton (LiChrosolv, for HPLC) ile 50 ppm konsantrasyonunda 100 ml’lik ĢiĢede 

hazırlanmıĢtır. Standart hazırlanması esnasında Chen ve Yang (1992)’ın ve Bhatnagar-

Panwar (2015)’ın kullandığı yöntem değiĢtirilerek uygulanmıĢtır. Bu stok solüsyondan 25, 

15, 5, 1 ppm konsantrasyonlarına aseton ile seyreltme yapılmıĢtır. 
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3.2.8.2. Yapraktan, Kallus Kültüründen ve Hücre Süspansiyon Kültüründen 

Sekonder Metabolitlerin Ekstraksiyonu  

In vivo ve in vitro koĢullarda yetiĢtirilen 15, 30, 45, 60 günlük C. officinalis ve C. 

arvensis fide yapraklarından; MS0, MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarının bulunduğu 

kallus kültürlerinden ve MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarının bulunduğu hücre 

süspansiyon kültürlerinden sekonder metabolit analizi amacıyla ekstraksiyon yapılmıĢtır.  

Fenolik bileĢiklerin flavonol grubundaki kuersetin ve kaemferol; fenolik asitler 

grubundaki kafeik asit bileĢikleri Rigane ve arkadaĢlarının (2013) ve Riedel ve arkadaĢları 

(2010) uyguladıkları yöntem değiĢtirilerek uygulanmıĢtır. 

1. Her örnekten 0.5 g tartılmıĢtır. Üzerine 2 ml metanol ilave edilerek soğuk havanda 

havan tokmağı ile ekstraksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2. Ekstrakte edilen örnek, ependorfa aktarılarak 5dk, 4500rpm’de, +4°C’de santrifüj 

edilmiĢtir. 

3. Üstte toplanan süpernatant alınarak yeni ependorfa aktarılmıĢtır. 

4. Süpernatantlar, su banyosunda 55°C sıcaklıkta konsantre edilerek MeOH’ın uçması 

sağlanmıĢtır. Ardından kalan tortu metanolde çözülmüĢtür.  

Terpenlerin karotenoidler grubundaki beta karoten bileĢiğini belirlemek için  

Bhatnagar-Panwar ve arkadaĢlarının (2015) uyguladıkları yöntem değiĢtirilerek 

uygulanmıĢtır. Temel olarak fenolik bileĢiklerin belirlenmesinde kullanılan metot 

kullanılmıĢtır. Sadece örneklerin ekstraksiyonunda ve su banyosundan sonra kalan tortuyu 

çözmek için aseton kullanılmıĢtır.  

Sekonder metabolit standard solüsyonları ve ekstraksiyonu yapılarak hazırlanan 

örnekler 0.20 µm çapında membrane filtreden (non-pirojenik, sartorius stedium biotech) 

geçirilerak viyallere aktarılmıĢtır ve HPLC’ye 20µl hacimde enjekte edilmiĢtir. C18 

kolonu (GL Sciences Inc., Intertsil ODS-3, 5µl molekül çapı, 4.6x150mm ebatı, S/N. 

1A5151685, C/N. 5020-01731) kullanılmıĢtır.  

 

3.2.8.3. HPLC KoĢulları  

Standardların tümü metanol (CH3OH): asetonitril (CH3CN) (Sigma Aldrich 34851, 

for hplc, gradient grade): 5% asetik asit (CH3COOH) (Sigma Aldrich 27225) (ultra pure 

saf su ile hazırlanmıĢtır) [20: 20: 60] mobil fazında (ph: 2,75), 1ml/dk. akıĢ hızında HPLC 

cihazında (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000) okutulmuĢtur. Örnekler 10 dk. 

süresince okutulmuĢtur. Fenolik bileĢiklerin analizi için bu yöntem uygun bulunmuĢtur. 

HPLC kolonu’nun sıcaklığı 40°C’ye ayarlanmıĢtır (www.glsciences.com/technical/ 

http://www.glsciences.com/
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technicalnote/064/, Haziran, 2016). Her bir örnek 280 nm (www.glsciences.com/ technical/ 

technicalnote/064/, Haziran, 2016), 330 nm (Rigane ve ark., 2013), 370 nm (Palacio ve 

ark., 2012) ve 450 nm (Dumbrava ve ark., 2013), 475 nm (Radu ve ark., 2012; Linga Rao 

ve Savithramma, 2014) dalga boylarında 10 dk. süre ile HPLC’de okutulmuĢtur. Bu HPLC 

koĢullarında, 280 nm ve 330 nm’de aseton ile hazırlanan beta karoten standardının stok 

solüsyonu pik vermiĢtir. Fakat literatürde böyle bir bilgi olmadığı için beta karoten için 

farklı bir metot kullanılmıĢtır. 

HPLC ile beta karoten analizi amacıyla metanol: asetonitril: kloroform (LiChrosolv, 

for liquid chromatography) (50: 40: 10) olarak solvent A ve metanol: asetonitril: kloroform 

(35: 35: 30) olarak solvent B mobil faz (ph: 10,26) olarak kullanılmıĢtır. Ġlk 2 dk. solvent 

A, sonraki 6 dk. solvent B ve ardından 4 dk. solvent A olarak ayarlanarak mobil faz, 

multistep gradient Ģeklinde 1,2 ml/dk. akıĢ hızında HPLC cihazına verilmiĢtir. Örnekler 20 

µl hacimde HPLC’ye enjekte edilerek her bir örnek 12 dk. süresince HPLC’de 

okutulmuĢtur. HPLC kolonunun sıcaklığı 30°C’ye ayarlanmıĢtır (Bhatnagar-Panwar ve 

ark., 2015). Beta karoten analizi amacıyla HPLC cihazı 450 nm (Dumbrava ve ark., 2013), 

455 nm (Strati ve ark., 2012; El-Qudah, 2014), 461 nm (Varzakas ve Kiokias, 2016), 475 

nm (Olives Barba ve ark., 2006; Radu ve ark., 2012) dalga boyuna ayarlanmıĢtır.  

Belirtilen mobil fazlar, öncelikle 15 dk. süreyle sonikatör (Bandelin Sonorex) ile 

sonike edilerek homojenizasyonu tamamlandıktan sonra HPLC’ye verilmiĢtir.  

Bitki örneklerinden HPLC’de 2 tekrarlı olarak okuma yapılmıĢtır.Standardların her 

birinin enjeksiyonları HPLC’de ayrı ayrı yapılmıĢtır. Ayrıca kuersetin, kaemferol, kafeik 

asit standardlarının (MeOH’da çözünen) her birinin 10 ppm konsantrasyonda eklenmesiyle 

oluĢturulan ana standard solüsyonu HPLC’ye enjekte edilmiĢtir. 

 

 

http://www.glsciences.com/
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BÖLÜM 4                                                                                                                                   

ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

 

4.1. Tohum Yüzeysel Sterilizasyonu  

C. officinalis ve C. arvensis tohum yüzeysel sterilizasyonu için farklı sürelerde farklı 

yüzdelerdeki sodium hipoklorit (NaOCl, 5%)’te tohumların bekletilmmesiyle yapılan 

çeĢitli sterilizasyon denemeleri sonucunda,  98% EtOH’da 1dk, 50% NaOCl’de 30 dk 

bekletilerek 3 defa steril saf su ile durulama en uygun yöntem olarak belirlenmiĢtir. 

 

4.2. Bitkisel Materyalin In vivo YetiĢtirilmesi ile Ġlgili Bulgular 

C. officinalis ve C. arvensis tohumları 24 saat süreyle saf suda bekletilmiĢtir. 

Ardından, C. officinalis ve C. arvenisis tohum yüzeysel sterilizasyonu için belirlenen en 

uygun yöntem kullanılarak sterilizasyon tamamlanmıĢtır. Üç farklı bitki yetiĢtirme 

ortamından en fazla çimlenme yüzdesi torfa yapılan embriyo aktarımı sonucu elde 

edilmiĢtir. C. officinalis ve C. arvensis in vivo embriyo aktarımından 1 hafta sonra torf 

bitki yetiĢtirme ortamında geliĢen C. officinalis ve C. arvensis fideleri ve saksılara aktarım 

öncesinde 67 günlük fidelerin viyoldeki fotoğrafı ġekil 4.1’de gösterilmiĢtir. 

 

     

ġekil 4.1. 5 günlük C. officinalis (a); C. arvensis (b) fideleri ve sakıslara aktarım öncesinde 

viyoldeki 67 günlük fideler (c) 

 

Viyollere tohum aktarımı sonucu çimlenen 67 günlük fideler, saksılara aktarılmıĢtır. 

Saksılara aktarılan beĢinci ayındaki C. officinalis ve C. arvensis fideleri gösterilmiĢtir 

(ġekil 4.2). 

a b c 
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ġekil 4.2. Saksılardaki Torf (2:1) bitki yetiĢtirme ortamında aktarılan embriyolardan 

geliĢen beĢ aylık C. officinalis (a) ve C. arvensis (b) fideleri 

 

In vivo aktarımı yapılan C. officinalis ve C. arvensis embriyolarından geliĢen dokuz 

aylık C. officinalis (sarı çiçekli) ve C. arvensis (turuncu çiçekli) bitkileri ġekil 4.3’de 

gösterilmiĢtir.  

 

       

ġekil 4.3. C. officinalis (solda) ve C. arvensis (sağda) fideleri 9. ayında 

 

4.3. Bitkisel Materyalin In vitro YetiĢtirilmesi ile Ġlgili Bulgular 

Embriyo çimlenme yüzdesini belirlemek amacıyla, tohumlara yapılan ön 

uygulamalara (priming) göre çimlenme yüzdeleri belirlenmiĢtir (Çizelge 3).  

 

Çizelge 4.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarına yapılan ön uygulamalar ve çimlenme 

yüzdeleri (%) 

 
Ön Uygulama Çimlenme Yüzdesi 

Gruplar +4°C Derece Steril Saf Su KNO3 GA3 H2SO4 C. officinalis C. arvensis 

Kontrol 
 

- - - - 26,666 % 33,333 % 

1 1hafta 24 saat - - - 53,333 % 40,000 % 

2 1 hafta 24 saat 2 g/l, 2h - - 86,67 % 93,333 % 

3 1 hafta 24 saat 2 g/l, 2h 20mg/l, - 53,333 % 40,000 % 

4 1 hafta 24 saat - - 20%, 2dk. - - 

a b 
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Çimlenme yüzdesine göre, in vitro embriyo aktarımı öncesinde tohumlar MS0 besin 

ortamına aktarılmadan önce +4°C’de 1 hafta, ardından steril saf suda 24 saat bekletilmiĢtir. 

Devamında 2g/l KNO3 2 hafta süresince tohumlara uygulanmıĢtır. Ardından, C. officinalis 

ve C. arvensis tohum yüzeysel sterilizasyonu için belirlenen en uygun yöntem kullanılarak 

sterilizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 

C. officinalis ve C. arvensis embriyolarının ¼MS eklenen MS0 besin ortamına 

aktarımının 0. gününde protoklorofil aĢamasındaki C. officinalis ve C. arvensis fidelerinin 

fotoğrafları ġekil 4.4 ve ġekil 4.5’de gösterilmiĢtir.  

 

   

ġekil 4.4. MS0 besin ortamında geliĢen protoklorofil aĢamasındaki C. officinalis (solda) ve 

C. arvensis (sağda) fidelerinin 0. günü 

 

   

ġekil 4.5. MS0 besin ortamında geliĢen protoklorofil aĢamasındaki C. officinalis (solda) ve 

C. arvensis (sağda) fidelerinin 0. günü 

 

In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen petrilerdeki C. officinalis fidelerinin 

fotoğrafları ġekil 4.6’da; C. arvensis fidelerinin fotoğrafları ise ġekil 4.7’de gösterilmiĢtir. 

 

   

ġekil 4.6. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen on günlük (solda), yirmi günlük 

(sağda) C. officinalis fideleri 

b
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ġekil 4.7. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen on günlük (solda), yirmi günlük 

(sağda) C. arvensiss fideleri 

  

In vitro ortamda köklenmeyi sağlamak için aktif karbon eklendiğinde, 1. grup ön 

uygulama sonucunda elde edilen çimlenme yüzdesi elde edildiği ve daha fazla emici tüy 

oluĢtuğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.8, ġekil 4.9). 

 

   

ġekil 4.8. Aktif karbon eklenen MS0 besin ortamında 20 günlük C. officinalis fideleri 

 

   

ġekil 4.9. Aktif karbon eklenen MS0 besin ortamında 20 günlük C. arvensis fideleri 

 

In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen ve kavanozlara aktarımı yapılan 40 

günlük C. officinalis ve C. arvensis fideleri ġekil 4.10’de gösterilmiĢtir. 

 

 

ba
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ġekil 4.10. In vitro aktarımı yapılan embriyolardan geliĢen 40 günlük C. officinalis ve C. 

arvensis fideleri 

 

4.4. Kallus Kültürü  

4.4.1. Eksplanttan Kallus Eldesi ile Ġlgili Bulgular 

Eksplantlar MS0 besin ortamı ve farklı konsantrasyonlardaki çeĢitli oksin ve 

sitokinin kombinasyonunun eklendiği 12 farklı MS besin ortamının eklendiği petrilere 

yerleĢtirildikten (ġekil 4.11) sonra, petriler bitki yetiĢtirme odasına yerleĢtirilmiĢtir.  

 

    
ġekil 4.11. C. officinalis ve C. arvensis türünün yaprak eksplantının yerleĢtirildiği gün 

 

MS0, MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamına yapılan C. officinalis ve C. arvensis 

yaprak ekplant aktarımından sonra ekplantların yaralı yüzeylerinde kallus oluĢtuğu 

gözlenmiĢtir.Yaprak eksplantlarının yerleĢtirilmesinden 30 gün sonraki fotoğraflar ġekil 

4.12’de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.12. MS1 (a), MS3 (b), MS4 (c), MS6 (d) besin ortamında yaprak eksplantları 

 

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarının MS1, MS3, MS4, MS6 besin 

ortamlarına aktarımından sonra geliĢen kallusların stereo mikroskop fotoğrafları verilmiĢtir 

(ġekil 4.13-4.16).  

 

      

ġekil 4.13. MS1 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

stereo mikroskop fotoğrafları 

 

      

ġekil 4.14. MS3 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

stereo mikroskop fotoğrafları 

 

      
ġekil 4.15. MS4 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

stereo mikroskop fotoğrafları 

 

       
ġekil 4.16. MS6 besin ortamına yaprak eksplantı yerleĢtirilmesinden 30 gün sonra kallus 

stereo mikroskop fotoğrafları 

a c d b 
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4.4.2. Kallus Alt Kültürleri ile Ġlgili Bulgular 

Kallsu alt kültürleri, dört alt kültür boyunca devam ettirilmiĢtir. MS0, MS1, MS3, 

MS4, MS6 besin ortamlarına kallus alt kültürü yapılmıĢtır. Diğer besin ortamlarından 

yeterli kallus biyokütlesi elde edilmediği için bu besin ortamlarına kallus alt kültürü 

yapılmamıĢtır. Her kallus alt kültürü 30 gün süresince devam ettirilmiĢtir. Kallus külltürü, 

yaprak eksplant aktarımını (0. kültür) takiben yapılan dört kallus alt kültürü sonunda (120 

gün) tamamlanmıĢtır. Besin ortamlarına aktarılan yaprak eksplantının yaralı yüzeyinden 

geliĢen kallus biyokütlesi 30 gün sonunda bistüri ile yaprak kısmından ayrılmıĢtır. Kallus 

biyokütlesi steril kabin içinde hassas tartıda tartılarak yeni hazırlanan MS besin 

ortamlarına aktarılarak 1. kallus alt kültürü baĢlatılmıĢtır. 1. kallus alt kültürü sonundan 

itibaren her kallus alt kültüründe geliĢen kalluslar, steril kabin içinde hassas tartıda 

tartılarak yeni hazırlnanan MS besin ortamlarına aktarılmıĢtır. 1. kallus alt kültürü 

sonundan itibaren her kallus alt kültürü sonunda kallusların petrilerdeki fotoğrafları ġekil 

4.17’de gösterilmiĢtir. 

 

        

ġekil 4.17. MS1 besin ortamında 1. kallus alt kültürü (a), 2. kallus alt kültürü (b), 3. kallus 

alt kültürü (c), 4. kallus alt kültürü (d) sonunda geliĢen kalluslar 

 

4.4.3. Kallus Biyokütle DeğiĢimi ile Ġlgili Ġstatistiksel Analizlere Dair Bulgular 

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarından elde edilen yaĢ kallus 

biyokütlesi birinci kallus alt kültürüne baĢlanan gün (0.gün) ve her dört kallus alt kültürü 

sonunda steril kabin içinde hassas tartıda tartılarak artan kallus biyokütlesi saptanmıĢtır. 

Bitki türü, alt kültür ve uygulamaların biyokütle (g) üzerine etkisinin araĢtırılmasında 

tekrarlanan ölçümlü varyans analizi (repeated measurements ANOVA) tekniğinden 

yararlanılmıĢtır. Bitki türleri, alt kültürler ve uygulamalar arasındaki farklılıkların 

belirlenmesinde ise Tukey Çoklu KarĢılaĢtırma Testi kullanılmıĢtır. Ġstatistik analizler 

Statistica for Windows (Ver. 10) istatistik paket programı kullanılarak yapılmıĢtır. Yapılan 

varyans analizi sonucunda bitki türü, alt kültür ve uygulamaların biyokütle miktarı üzerine 

birlikte etkisi (bitki türü X alt kültür X uygulama) istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur 

a b c d 
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(p˂0,005). Alt kültürler ve bitki türleri ne olursa olsun MS1 besin ortamında geliĢen kallus 

(1mg/l NAA+1mg/l BAP) en yüksek biyokütle değerine ulaĢmıĢtır. Bitki türü ve uygulama 

grubu ne olursa olsun en yüksek biyokütle miktarı 4. alt kültürde elde edilmiĢtir. En uygun 

alt kültürün 4. alt kültür olduğu belirlenmiĢtir. Her iki bitki türünde ve her uygulama 

grubunda, alt kültürler arttıkça biyokütle artıĢının olduğu belirlenmiĢtir. Uygulama grubu 

ve alt kültür ne olursa olsun C. officinalis, C. arvensis türünden daima en yüksek 

biyokütleye sahip olduğu saptanmıĢtır. 

Biyokütle bakımından bitki türü, alt kültür ve uygulamalar gore tanıtıcı istatistikler 

ve Tukey Çoklu KarĢılaĢtırma Testi bulguları Çizelge 4.2’de belirtilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. Biyokütle bakımından bitki türü, alt kültür ve uygulamalara göre tanıtıcı 

istatistikler ve Tukey Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçları 

   Calendula officinalis Calendula arvensis 

  Uygulama 
 

Min. Mak. 
 

Min. Mak. 

A
lt

 K
ü

lt
ü

r
 

0
.g

ü
n

 (
B

a
Ģl

a
n

g
ıç

) MS0 0.447 ± 0.001 D-e-I 0.445 0.448 0.318 ± 0.005 D-e-II 0.312 0.329 

MS1 1.351 ± 0.006 A-e-I 1.341 1.363 0.972 ± 0.001 A-e-II 0.971 0.973 

MS4 1.196 ± 0.020 B-e-I 1.161 1.230 0.838 ± 0.006 B-e-II 0.830 0.849 

MS3 1.089 ± 0.002 C-e-I 1.086 1.093 0.665 ± 0.002 C-e-II 0.661 0.669 

MS6 1.020 ± 0.003 C-e-I 1.016 1.026 0.611 ± 0.003 C-e-II 0.606 0.616 

I.
 A

lt
 K

ü
lt

ü
r
 MS0 0.556 ± 0.001 E-d-I 0.553 0.557 0.394 ± 0.007 E-d-II 0.383 0.406 

MS1 2.550 ± 0.006 A-d-I 2.540 2.562 1.401 ± 0.001 A-d-II 1.400 1.402 

MS4 2.189 ± 0.019 B-d-I 2.158 2.224 1.188 ± 0.006 B-d-II 1.181 1.201 

MS3 1.908 ± 0.002 C-d-I 1.903 1.911 0.937 ± 0.002 C-d-II 0.933 0.942 

MS6 1.631 ± 0.004 D-d-I 1.625 1.637 0.830 ± 0.003 D-d-II 0.825 0.835 

II
. 

A
lt

 K
ü

lt
ü

r
 MS0 0.665 ± 0.001 E-c-I 0.663 0.667 0.464 ± 0.007 E-c-II 0.453 0.477 

MS1 3.828 ± 0.013 A-c-I 3.804 3.849 1.950 ± 0.001 A-c-II 1.949 1.953 

MS4 3.250 ± 0.019 B-c-I 3.218 3.285 1.609 ± 0.005 B-c-II 1.602 1.619 

MS3 2.801 ± 0.006 C-c-I 2.788 2.810 1.264 ± 0.003 C-c-II 1.259 1.267 

MS6 2.331 ± 0.004 D-c-I 2.326 2.339 1.100 ± 0.002 D-c-II 1.097 1.103 

II
I.

 A
lt

 K
ü

lt
ü

r
 MS0 0.776 ± 0.002 E-b-I 0.772 0.779 0.528 ± 0.007 E-b-II 0.517 0.541 

MS1 5.477 ± 0.044 A-b-I 5.419 5.563 2.670 ± 0.001 A-b-II 2.669 2.673 

MS4 4.559 ± 0.018 B-b-I 4.529 4.590 2.130 ± 0.011 B-b-II 2.110 2.149 

MS3 3.791 ± 0.006 C-b-I 3.780 3.800 1.644 ± 0.001 C-b-II 1.642 1.645 

MS6 3.049 ± 0.002 D-b-I 3.047 3.053 1.422 ± 0.002 D-b-II 1.420 1.425 

IV
 A

lt
 K

ü
lt

ü
r
 MS0 0.868 ± 0.003 E-a-I 0.862 0.874 0.576 ± 0.009 E-a-II 0.559 0.586 

MS1 7.673 ± 0.043 A-a-I 7.609 7.755 3.535 ± 0.005 A-a-II 3.527 3.544 

MS4 6.171 ± 0.015 B-a-I 6.144 6.195 2.732 ± 0.012 B-a-II 2.711 2.752 

MS3 5.013 ± 0.007 C-a-I 5.000 5.025 2.089 ± 0.002 C-a-II 2.086 2.093 

MS6 3.897 ± 0.001 D-a-I 3.895 3.900 1.794 ± 0.001 D-a-II 1.793 1.795 
Not 1: Aynı bitki türü ve alt kültürde farklı büyük harflerle gösterilen uygulama ortalamaları arasındaki farklar önemlidir (P≤0.05). 

Not 2: Aynı bitki türü ve uygulamada farklı küçük harflerle gösterilen alt kültür ortalamaları arasındaki farklar önemlidir (P≤0.05). 

Not 3: Aynı Alt kültür ve uygulamada farklı roma rakamlarıyla gösterilen bitki türü ortalamaları arasındaki farklar önemlidir (P≤0.05). 
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Sadece alt kültürler arasında kallus biyokütle artıĢına dair istatistik analiz Çizelge 

4.3’de, sadece bitki türüne göre istatsitiksel analiz Çizelge 4.4’de, genel tanıtıcı istatistikler 

Çizelge 4.5’de belirtilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.3. Alt Kültürlere Göre Tanıtıcı Ġstatistikler 

Kültür 
 

Min. Mak. 

0.gün 0.8505 ±  0.0188 0.249 3.534 

1. Alt Kültür 1.3583 ±  0.0307 0.314 4.7301 

2. Alt Kültür 1.9261 ±  0.0454 0.374 6.033 

3. Alt Kültür 2.6047 ±  0.0645 0.438 7.753 

4. Alt Kültür 3.4347 ±  0.0904 0.481 9.933 

 

Çizelge 4.4. Bitki Türüne Göre Tanıtıcı Ġstatistikler 

Bitki Türü 
 

Min. Mak. 

C. officinalis 2.7233 ± 0.0504 0.3581 9.933 

C. arvensis 1.3464 ± 0.0211 0.249 4.102 

 

Çizelge 4.5. Genel Tanıtıcı Ġstatistikler 

 

Min. Mak. 

2.0349 ± 0.0301 0.249 9.933 

 

ÇalıĢmamızda C. officinalis yaprak eksplantlarından en fazla kallus biyokütle 

artıĢının olduğu farklı oksin ve sitokinin konsantrasyon ve kombinasyonlarının eklendiği 

MS besin ortamlarının belirlenerek böylece hücre süspansiyon kültürlerini baĢlatmak için 

yeterli kallus biyokütlesinin ve kırılgan özellikte, açık kahverengi, beyaz, açık yeĢil renkte 

kallusun elde edilmesi amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızın sonucunda eĢit oksin ve sitokinin konsantrasyonlarının kombine olarak 

(1:1 mg/l NAA:BAP ve 1:1 mg/l IAA:BAP) eklendiği MS besin ortamına aktarılan C. 

officinalis yaprak eksplantlarından farklılaĢmamıĢ, kırılgan, açık yeĢil ve beyaz renkli 

kırılgan özellikte kallus edilmiĢtir. Ayrıca bu besin ortamlarından denenen diğer oksin ve 

sitokinin kombinasyonlarına nazaran istatistiksel olarak daha fazla kallus biyokütlesinin 

elde edildiği saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, Grzelak ve Janiszowska (2002) 

eĢit oksin ve sitokinin konsantrasyonunun kombine olarak (0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l KIN) 

eklendiği MS besin ortamına aktarılan C. officinalis yaprak eksplantlarından en iyi kallus 

biyokütlesinin (168.5mg) ve yeĢil renkli kallusun elde edildiğini belirtmiĢtir. 



 

63 

ÇalıĢmamızda oksin (NAA, IAA)’in sitokinin (BAP)’e göre daha düĢük 

konsantrasyondaki kombinasyonlarının (0.5mg/l NAA+5mg/l BAP ve 0.5mg/l IAA+5mg/l 

BAP) eklendiği MS besin ortamına aktarılan yaprak eksplantlarından farklılaĢmamıĢ, 

beyaz, açık yeĢil, açık kahverengi kallusun geliĢtiği; ayrıca bu besin ortamından da, 

denenen diğer MS besin ortamlarından daha az olsa da, verimli kallus biyokütle eldesinin 

sağlandığı saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, Nikam ve Khan (2014) tarafından 

sitokinine oranla daha düĢük konsantrasyonda oksin kombinasyonunun 44(0.5mg/l 

NAA+5mg/l BAP) eklendiği MS besin ortamından 100% kallus geliĢiminin gözlendiği ve 

farklılaĢmamıĢ, açık yeĢil renli kallus elde edildiği belirtilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda 1mg/l NAA+1mg/l BAP kombinasyonunun 1mg/l IAA+1mg/l BAP 

kombinasyonundan; 0.5mg/l NAA+5mg/l BAP kombinasyonunun 0.5mg/l NAA+5mg/l 

BAP kombinasyonundan daha iyi kallus biyokütle geliĢimini sağladığı belirlenmiĢtir. Yani 

her iki NAA konsantrasyonunun (1mg/l ve 0.5mg/l) her iki IAA konsantrasyonunun 

eklendiği besin ortamına nazaran daha etkili kallus geliĢiminin elde edildiği saptanmıĢtır. 

ÇalıĢamızla uyumlu olarak, Nikam ve Khan (2014) tarafından C. officinalis yaprak 

eksplantlarından kallus uyarımı üzerinde NAA konsantrasyonunun önemli etkisi olduğu 

belirtilmiĢtir. 2mg/l NAA+5mg/l Kin, 4mg/l NAA+5mg/l Kin ve 0.5mg/l NAA+5mg/l Kin 

kombinasyonlarının eklendiği MS besin ortamlarında kompakt, açık yeĢil renkli, 100% 

kallus uyarımının olduğu belirtilmiĢtir. 

Nikam ve Khan (2014) oksinlerden IAA ve sitokininlerden Kin kombinasyonunun 

eklendiği MS besin ortamında kompakt, açık renkli ve 75% kallus uyarımının sağlandığı 

belirtilmiĢtir. NAA:BAP kombinasyonunun eklendiği MS besin ortamından ise 100% 

kallus uyarımının sağlandığı belirtilmiĢtir. ÇalıĢmamızda da bununla uyumlu olarak 

IAA:BAP kombinasyonunda kallus biyokütle eldesinin, NAA:BAP kombinasyonuna 

nazaran daha az olduğu; fakat açık yeĢil renkli kallus elde edilmesinin yanı sıra kırılgan ve 

gevĢek yapıda ve açık kahverengi kallus elde edildiği de belirlenmiĢtir.  

Nikam ve Khan (2014) C. officinalis yaprak eksplantlarından IAA’nın yüksek 

konsantrasyonlarının Kin ile kombinasyonlarında (2mg/l IAA+5mg/l Kin; 4mg/l 

IAA+5mg/l Kin), IAA’nın daha düĢük konsantrasyonu ile Kin kombinasyonuna (0.5mg/l 

IAA+5mg/l Kin) nazaran kallus geliĢiminin daha önce olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca üç 

farklı oksin sitokinin kombinasyonu arasında en iyi kallus geliĢiminin IAA’nın en yüksek 

konsantrasyonda (4mg/l IAA+5mg/l Kin) eklendiği MS besin ortamında gözlendiği 

belirtilmiĢtir. ÇalıĢmamızda da bununla uyumlu olarak IAA konsantrasyonunun yüksek 

olduğu BAP kombinasyonunda (1mg/l IAA+1mg/l BAP), IAA’in düĢük olduğu BAP 
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kombinasyonuna (0.5mg/l IAA+5mg/l BAP) nazaran daha iyi kallus geliĢiminin elde 

edildiği saptanmıĢtır. 

Mehrabi ve ark. (2013) tarafından C. officinalis türünün farklı eksplantları 

(meristem, kotiledon, hipokotil)  0.5mg/l NAA+2mg/l Kin, 1mg/l NAA+4mg/l Kin, 2mg/l 

NAA+6mg/l Kin içeren MS besin ortamlarında ko-kültüre alındığında bu besin 

ortamlarında kallus yüzdesinin sırasıyla 85.5%, 73.58%, 77.5% olduğu ve bu değerler 

arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı belirtilmiĢtir. ÇalıĢmamızın aksine 

belirtilen çalıĢmada NAA konsantrasyonunun az olduğu durumda (0.5mg/l) en yüksek 

kallus biyokütlesinin elde edildiği saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda ise NAA:BAP 

kombinasyonunda NAA yüksek konsantrayonda (1mg/l) kullanıldığında denenen 

kombinasyonlar arasında en yüksek kallus biyokütlesinin elde edildiği besin ortamı olarak 

saptanmıĢtır. 

Verma ve Jain (2011), Pluchea lanceolata (Asteraceae) türünün yaprak 

eksplantlarının aktarıldığı 2mg/l NAA+2mg/l BA eklenen MS besin ortamından fluoresan 

yeĢil, hızlı büyüyen ve kırılgan özellikte kallus elde etmiĢtir. Ayrıca yaĢ ve kuru kallus 

biyokütlesi bakımından en iyi sonuçların elde edildiği belirtilmiĢtir. Bu araĢtırma sonuçları 

yaĢ kallus biyokütlesi bakımından araĢtırma sonuçlarımız ile paralellik göstermektedir. 

Dangash ve ark. (2015), Artemisia annua L. (Asteraceae) türünün yaprak ve sap 

eksplantlarının MS0 ve oksin:sitokininin kombinasyonun eklendiği MS besin ortamından 

kallus geliĢiminin olduğunu saptamıĢtır. MS0 besin ortamında yaprak eksplantından ve sap 

eksplantından sırasıyla 90% ve 73% kallus eldesinin sağlandığı belirtilmiĢtir. 0.5mg/l 

NAA+0.5mg/l BAP, 1mg/l NAA+0.5mg/l BAP, 1.5mg/l NAA+0.5mg/l BAP eklenen MS 

besin ortamlarına aktarılan yaprak ve sap eksplantlarının her ikisinden de 100% kallus 

geliĢiminin elde edildiği belirtilmiĢtir. Yaprak ve sap eksplantlarının aktarıldığı 1.5mg/l 

NAA+0.5mg/l BAP, 1.5mg/l NAA+0.5mg/l BAP eklenen MS besin ortamlarından yeĢil, 

yumuĢak ve kırılgan kallus elde edildiği belirtilmiĢtir. ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, 

NAA:BAP kombinasyonlarından en iyi kallus biyokütlesi elde edilmiĢtir. Yaprak ve sap 

eksplantlarının aktarıldığı BAP ve Kin, NAA, 2,4-D, IBA’nın her birinin 

kombinasyonunun eklendiği MS besin ortamlarından 100% kallus uyarımının sağlandığı 

belirtilmiĢtir. AraĢtırmamızda Calendula türlerinin BAP ve 2,4-D, kombinasyonunun 

eklendiği ortamlarda bu tür bir sonuca rastlanmamıĢtır.  

ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, Amudha ve Shanthi (2011) Acmella calva (DC.) 

R.K.Jansen. (Asteraceae) türünün yaprak eskplantlarının aktarıldığı NAA:BAP 
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kombinasyonlarının eklendiği MS besin ortamlarında IAA:BAP kombinasyonlarınınkine 

nazaran kallus oluĢumu bakımından daha etkili olduğu saptamıĢtır.  

ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, Arya ve ark. (2008) 2,4-D tek olarak ya da NAA, IAA 

ile kombine olarak MS besin ortamına eklendiğinde 2,4-D’nin kallus uyarımı üzerine 

önemli etkisinin olmadığı gözlenmiĢtir  

 

4.5. Bitki Hücre Süspansiyon Kültürleri ile Ġlgili Bulgular 

4.5.1. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Kurulması 

Hücre süspansiyonları 0. kültürünün 0. gününde besin ortamının berrak olduğu ve 

kallusların henüz birbirinden ayrılmadığı gözlenmiĢtir On beĢinci gününde, besin 

ortamının renginin bulanıklaĢtığı ve kallus hücrelerinin kısmen birbirinden ayrılmıĢ 

durumda olduğu gözlenmiĢtir. Otuzuncu gününde, besin ortamının daha fazla 

bulanıklaĢarak renginin değiĢtiği ve kahverengiye döndüğü; kallus hücrelerinin ise 

neredeyse tamamen birbirinden ayrıldığı gözlenmiĢtir. Hücre süspansiyonları 4. kültürü 

sonunda (120. gün) kallus hücrelerinin MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarındaki 

fotoğrafları ġekil 4.18’de belirtilmiĢtir. 

 

       

ġekil 4.18. Hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda (120. gün). a) MS1, b)MS3, c) MS4, 

d) MS6 besin ortamları 

 

4.5.2. Hücre Süspansiyon Kültürlerinin Büyüme Parametreleri ile Ġlgili 

Bulgular 

C. officinalis ve C. arvensis türünün hücre süspansiyonları 0. kültür süresince (40 

gün), MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarından 0. günden itibaren her 5 günde bir alınan 

örneklerde hücre (canlı ve ölü) sayımı, taze va kuru ağırlık ölçümleri yapılmıĢtır. değiĢen 

a b c d 
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ortalama toplam hücre sayısı (n/ml), ortalama hücre canlılığı (%), ortalama taze ve kuru 

ağırlık (g/l) belirlenmiĢtir. 

 

4.5.2.1. Hücre Canlılık Testi ile Ġlgili Bulgular 

Thoma lamında yapılan hücre sayımlarına göre hücre süspansiyon kültürülerindeki 

hücre agragatlarının 10., 20. ve 30. gününe ait fotoğraflarda canlı hücreler yeĢil ok, ölü 

hücreler ise siyah ok ile gösterilmiĢtir (ġekil 4.19-4.21). 

 

         

         

ġekil 4.19. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 10. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X40 objektif) 

 

         

ġekil 4.20. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 20. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X10 objektif) 

 

     

ġekil 4.21. Hücre süspansiyonları 0. kültürün 30. gününde stereo mikroskop görüntüleri 

(X10 objektif) 
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Metilen mavisi bazik boya olduğu için hücrenin asidik yapıları olan hücrenin 

çekirdeğindeki nükleik asiti ve hücrenin organellerini boyamaktadır. Bu nedenle ortama 

göre daha açık mavi renkte boyanan hücreler canlı; daha koyu mavi boyanan hücreler ise 

ölü olarak sayılmıĢtır. Yapılan hücre sayımlarında, C. officinalis ve C. arvensis hücre 

süspansiyon kültürlerinde hücre sayısının 25. güne kadar arttığı, 25.-30. günler arasında 

sabit bir değere ulaĢtığı ve 30. günden sonra azalmaya baĢladığı belirlenmiĢtir. Hem C. 

officinalis ve hem de C. arvensis hücre süspansiyon kültürlerinde en fazla ortalama toplam 

hücre sayısının ve ortalama yüzde hücre canlılığının 30. günde ve sırasıyla MS1, MS4, 

MS3, MS6 besin ortamlarından elde edildiği ortaya konmuĢtur. C. officinalis ve C. 

arvensis hücre süspansiyon kültürlerinde en fazla ortalama toplam hücre sayısı MS1 besin 

ortamından en fazla olarak 30. günde her iki bitki türünde de 101,333 hücre/ml kültür 

olarak elde edilmiĢtir. Ortalama hücre canlılığı MS1 besin ortamında 30. günde C. 

officinalis ve C. arvensis için sırasıyla 99.016% ve 98.356% olarak saptanmıĢtır. Her iki 

bitki türünde de tüm besin ortamlarında 35. günde ortalama hücre sayısının azaldığı tespit 

edilmiĢtir. Her iki bitki türü için de, MS1 besin ortamında 35. gündeki ortalama hücre 

sayısının 98.333 hücre /ml kültür olduğu belirlenmiĢtir. MS1 besin ortamında 35. günde C. 

officinalis ve C. arvensis ortalama hücre canlılığı sırasıyla 97.969% ve 97.289% olarak 

belirlenmiĢtir.  

C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyonları 0. kültüründe, MS1, MS3, MS4, 

MS6 besin ortamlarında değiĢen ortalama toplam hücre sayısı (n/ml), ortalama hücre 

canlılığı (%) ve bu değerlere ait standard sapmalar hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.6).  
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Hücre süspansiyon kültürleri hücre sayımlarına göre belirlenen hücre canlılığı (%) 

grafikleri C. officinalis (ġekil 4.22) ve C. arvensis (ġekil 4.23) türü için verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.22. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü hücre canlılığı (%) 

 

 

ġekil 4.23. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü hücre canlılığı (%) 
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4.5.2.2. Hücre Büyümesinin Belirlenmesi ile Ġlgili Bulgular 

C. officinalis ve C. arvensis türünün hücre süspansiyonları 0. kültür süresince (40 

gün), MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarından 0. günden itibaren her 5 günde bir alınan 

örneklerde değiĢen taze ve kuru ağırlık (g/l) miktarı belirlenmiĢtir. 

C. arvensis ve C. officinalis hücre süspansiyon kültürleri süresince taze ve kuru 

ağırlığın; 0. günden itibaren 30. güne kadar arttığı, 30. günde maksimum taze ve kuru 

ağırlığa ulaĢtığu bu noktadan itibaren ise 35. günden itibaren 40. güne kadar azaldığı 

belirlenmiĢtir. Hücre süspansiyon kültürleri süresince, taze ve kuru ağırlık sırasıyla MS1, 

MS4, MS3, MS6 besin ortamlarından en fazla olarak elde edilmiĢtir.  

C. officinalis MS1 besin ortamındaki taze ve kuru ağırlığın 30. günde sırasıyla 

115.072 g/l ve 56.176 g/l’den 35. günde sırasıyla 109.056 g/l ve 49.349 g/l ağırlığa 

düĢtüğü belirlenmiĢtir C. arvensis MS1 besin ortamındaki taze ve kuru ağırlığın 30. günde 

sırasıyla 112.069 g/l ve 56.286 g/l olduğu; 35. günde sırasıyla 107.208 g/l ve 54.244 g/l 

miktarına düĢtüğü belirlenmiĢtir. 

C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyon kültürleri MS1, MS3, MS4, MS6 

besin ortamlarında taze ve kuru ağırlığa göre: 0-5. günler arasında lag (uyum) fazında; 5-

25. günler arasında log (eksponansiyel) fazda; 25-30.günler arasında, hücre ağırlığında az 

bir artıĢ olmuĢtur, kısmen stasyoner (durağan) fazda bulunmaktadır. Hücre süspansiyon 

kültürlerinin 30. günden sonra ölüm fazına girdiği tespit edilmiĢtir.  

Toplam ve canlı hücre sayımı, taze ve kuru ağırlık ölçümlerine göre; 30. günden 

sonra hücre sayısında ve kallus ağırlığında azalma olduğunun belirlenmesi sonucunda 

hücre süspansiyon kültürlerinin 30 günde bir alt kültüre alınmasına karar verilmiĢtir.   

Hücre süspansiyon kültürü süresince C. officinalis ve C. arvensis türünün MS1, 

MS3, MS4 ve MS6 besin ortamlarında değiĢen ortalama taze ve kuru ağırlık (g/l) ile 

ortalama standard sapmaları Çizelge 4.7’da gösterilmiĢtir. 
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C. offcinalis türünün değiĢen taze ağırlık miktarı ġekil 4.24’de ve değiĢen kuru 

ağırlık miktarı ġekil 4.25’de gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.24. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü taze ağırlık (g/l) 

 

 

ġekil 4.25. C. officinalis hücre süspansiyon kültürü kuru ağırlık (g/l) 
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C. arvensis türünün değiĢen taze ağırlık miktarı ġekil 4.26’da ve kuru ağırlık miktarı 

ġekil 4.27’de gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.26. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü taze ağırlık (g/l) 

 

 

ġekil 4.27. C. arvensis hücre süspansiyon kültürü kuru ağırlık (g/l) 
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Dlugosz ve ark. (2013), kotiledon ve hipokotilleri Agrobacterium rhizogenes ile 

enfekte edilen C. officinalis kotiledon ve hipokotillerini antibiyotikleri içermeyen, 

kanamisin eklenen MS besin ortamında hücre süspansiyon kültürüne geçiĢ yapmıĢtır. 

Kültürün ilk 20. güne kadar logaritmik faza girdiği, taze ve kuru ağırlığın arttığı ortaya 

konmuĢtur. Taze ağırlık artıĢının 30. güne kadar oldukça yavaĢladığı fakat denemenin 

sonuna kadar (45 gün) devam ettiği bildirilmiĢtir. Kuru ağırlığın ise, hızlıca artmaya 

devam ettiği ve ardından yavaĢça düĢtüğü belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda ise, bunun aksine 

taze ve kuru ağırlığın birbirine parallel olarak arttığı ve azaldığı saptanmıĢtır. Ayrıca 

çalıĢmamızda kültürün sonuna kadar taze ve kuru ağırlığın arttığı belirlenmemiĢtir. Belli 

bir günden sonra azalmaya baĢladığı ortaya konmuĢtur. Hücrelerin kültürün 30. gününden 

sonra ölmeye baĢladığı tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızla uyumlu olarak, Dlugosz ve ark. 

(2013) kırk gün sonra, hücre süspansiyonlarında hücrelerinin öldüğü belirlemiĢtir. 

ÇalıĢmamızda hücre süspansiyon kültürlerinin renginin kültürün günlerine göre 

farklılık gösterdiğinin saptanması bakımından Dwivedi ve ark. (2016) çalıĢması ile 

paralellik göstermektedir. 

 

4.6. Sekonder Metabolit Miktarının Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) ile Analizine Dair Bulgular 

C. officinalis ve C. arvensis türlerinin in vivo ve in vitro Ģartlarda yetiĢtirilen 

yapraklarından, kallus kültürlerinde 0. kültür, 1., 2., 3., 4. kallus alt kültürü sonunda, hücre 

süspansiyon kültürlerinde 0., 1., 2., 3., 4. kültür sonunda sekonder metabolit analizi 

yapılmıĢtır. Hazırlanan standardlara ve örneklere ait miktar (µg/g), pik alanı kullanılarak 

hesaplanmıĢtır. 

 

4.6.1. Sekonder Metabolit Standard Solüsyonlarının Hazırlanmasına Dair 

Bulgular 

HPLC’de standardların okutulması sonucu her bir sekonder metabolit standardına ait 

pikin tutulma zamanı ve pik alanı belirlenmiĢtir.  

Kuersetin ve kaemferol standardları 370 nm’de; kaemferol standardı 330 nm’de; beta 

karoten standardı 450, 455, 461 ve 475 nm’de pik vermiĢtir. Fakat beta karoten standard 

solüsyonu en iyi piki ve tutulma zamanını 475 nm’de vermiĢtir.  
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Kuersetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm), kafeik asit (10 ppm) ve beta karoten (50 

ppm) standardlarının her birinin ayrı ayrı HPLC’de okutulması sonucu elde edilen 

kromatogramlar ġekil 4.28’de verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.28. Kuersetin (a), kaemferol (b), kafeik asit (c), beta karoten (d) standardlarına ait 

kromatogramlar 

 

Metanol ile hazırlanan kuerseetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm) ve kafeik asit (10 

ppm) satandardlarının üçünü birden ihtiva eden numune HPLC’de okutulduğunda, her üç 

standardın 330 nm’de pik verdiği belirlenmiĢtir (ġekil 4.29). 

 

 

ġekil 4.29. Kafeik asit (1), Kuersetin (2) ve kaemferol (3) standardlarının 330 nm’deki 

kromatogramı 

 

Kuersetin, kaemferol, kafeik asit (10 ppm) ve beta karoten (50 ppm) standard stok 

solüsyonlarından seyreltilerek hazırlanan ve 3 tekrarlı olarak HPLC’de okutulan standard 

solüsyonlarından ppm’e karĢılık gelen alan verileri ile oluĢturulan doğrusal kalibrasyon eğrileri 

a 

c 

b 

d 

K
a

fe
ik

 A
si

t 

K
u

er
se

ti
n

 

K
a

em
fe

ro
l 



 

76 

ve elde edilen denklemler (yordama eĢitliği ve yordama katsayısı) ġekil 4.30-4.33’de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.30. Kuersetin standardı 

 

 

ġekil 4.31. Kaemferol standardı 

 

 

ġekil 4.32. Kafeik asit standardı 

3,193 

9,911 

20,335 

29,507 

40,629 
y = 4,7234x - 7,625 

R² = 0,9941 

0,000

15,000

30,000

45,000

0 2 4 6 8 10 12

A
la

n
 

Konsantrasyon (ppm) 

Kuersetin Standardı  

0,928 
1,785 

3,629 
4,383 

5,720 y = 0,6091x - 0,3657 

R² = 0,9855 

0,000

2,000

4,000

6,000

8,000

0 2 4 6 8 10 12

A
la

n
 

Konsantrasyon (ppm) 

Kaemferol Standardı 

1,098 
6,694 

14,838 

21,813 

30,756 y = 3,7218x - 7,2911 

R² = 0,9948 

0,000

10,000

20,000

30,000

40,000

0 2 4 6 8 10 12

A
la

n
 

Konsantrasyon (ppm) 

Kafeik Asit Standardı  



 

77 

 

ġekil 4.33. Beta karoten standardı 

 

Metanol ile çözülen kuersetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm), kafeik asit (10 ppm) 

standardına ve aseton ile çözülen beta karoten (50 ppm) standardına ait pikin tutulma 

zamanı, pik alanı ve miktarı Çizelge 4.8’de belirtilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.8. Kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten standardlarının HPLC sonuçları 

Standard 
Tutulma Zamanı 

(dk.) 
Pik Alanı Miktar (µg/g) 

Kuersetin 6.445 151.629 3,056 

Kaemferol 11.246 5.72 0,704 

Kafeik Asit 2.333 30.756 0,62 

Beta Karoten 9.614 165.979 3,94 

 

4.6.2. Yapraktan, Kallus Kültüründen ve Hücre Süspansiyon Kültüründen 

Sekonder Metabolit Miktarlarına Dair Ġlgili Bulgular 

HPLC’de en iyi piki ve tutulma zamanını veren dalga boyları (kuersetin ve 

kaemferol 370 nm; kafeik asit 330 nm; beta karoten 475 nm) ile örnekler incelenmiĢtir.  

Bitki örneklerinden yapılan kafeik asit ve beta karoten pik alanlarına göre, en fazla 

miktarların C. officinalis hücre süspansiyon kültürleri MS1 besin ortamından elde edildiği 

belirlenmiĢtir.  

C. officinalis türüne ait MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyonlarının 4. kültür 

sonunda en yüksek kafeik asit miktarı 268.585 µg/g kuru ağırlık olarak belirlenmiĢtir. 

HPLC kromatogramında tutulma zamanının 2,328 dk olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.34).  
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ġekil 4.34. C. officinalis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda kafeik 

asit piki kromatogramı 

 

C. arvensis türüne ait MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyonlarının 4. kültür 

sonunda en yüksek kafeik asit miktarı 235.868 µg/g kuru ağırlık olarak belirlenmiĢtir. 

HPLC kromatogramında tutulma zamanının 2,332 dk olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.35).  

 

 

ġekil 4.35. C. arvensis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda kafeik 

asit piki kromatogramı 

 

C. officinalis türüne ait MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyonlarının 4. kültür 

sonunda en yüksek beta karoten miktarı 523.685 µg/g kuru ağırlık olarak belirlenmiĢtir. 

HPLC kromatogramında tutulma zamanının 9,619 dk olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.36).  

 

K
a

fe
ik

 A
si

t 
K

a
fe

ik
 A

si
t 



 

79 

 

ġekil 4.36. C. officinalis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda beta 

karoten piki kromatogramı 

 

C. arvensis türüne ait MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyonlarının 4. kültür 

sonunda en yüksek beta karoten miktarı 385.115 µg/g µg/g kuru ağırlık olarak 

belirlenmiĢtir. HPLC kromatogramında tutulma zamanının 9.817 olduğu saptanmıĢtır 

(ġekil 4.37).  

 

 

ġekil 4.37. C. arvensis MS1 besin ortamı hücre süspansiyonları 4. kültür sonunda beta 

karoten piki kromatogramı 

 

C. officinalis ve C. arvensis kafeik asit miktarları karĢılaĢtırıldığında; en fazla kafeik 

asit miktarının C. officinalis hücre süspansiyon kültürünün 120. gününde sırasıyla MS1 

besin ortamından (268.585 µg/g kuru ağırlık) ve bunu takiben C. arvensis MS1 besin 
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ortamından (235.865 µg/g kuru ağırlık) elde edildiği belirlenmiĢtir. C. officinalis kafeik 

asit miktarının; in vivo olarak yetiĢtirilen 60. günündeki bitki yapraklarında (0.425µg/g 

kuru ağırlık), kallus kültüründe en fazla miktarın elde edildiği MS1 besin ortamında 

geliĢen 120. günündeki kalluslara (0.406 µg/g kuru ağırlık) nazaran daha fazla olduğu 

tespit edilmiĢtir. In vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis yapraklarında (0,383 µg/g kuru 

ağırlık) ve C. arvensis yapraklarında (0.140 µg/g kuru ağırlık), sırasıyla C. officinalis ve C. 

arvensis kallus kültürleri MS3, MS4, MS6 besin ortamlarına göre daha fazla kafeik asit 

miktarına sahip olduğu saptanmıĢtır. 

C. arvensis türünde en fazla kafeik asit miktarı; hücre süspansiyon kültürü 120. 

gününde sırasıyla MS1 (235,865 µg/g kuru ağırlık) ve MS4 besin ortamında (203.435 µg/g 

kuru ağırlık) belirlenmiĢtir. C.arvensis 120. günündeki kallus kültürlerinde en fazla kafeik 

asit miktarının; sırasıyla MS1 (0.267 µg/g kuru ağırlık) ve MS4 (0.161 µg/g kuru ağırlık) 

besin ortamından elde edildiği tespit edilmiĢtir. 

C. officinalis ve C. arvensis türlerinin MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarında 

geliĢtirilen hücre süspansiyon kültürlerinde saptanan kafeik asit ve beta karoten miktarının, 

kallus kültürlerinde saptananlara göre daha fazla olduğu belirlenmiĢtir. In vivo yetiĢtirilen 

60. günündeki C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında saptanan kafeik asit ve beta 

karoten miktarları, in vitro yetiĢtirilen 60. günündeki C. officinalis ve C. arvensis 

yapraklarında saptanan miktarlara göre daha fazla olduğu ortaya konmuĢtur. 

Kafeik asit miktarı; in vivo yetiĢtirilen 60. günündeki C. officinalis yapraklarında 

(0.425 µg/g kuru ağırlık) kallus kültüründen en fazla elde edilen miktara (0.406 µg/g kuru 

ağırlık) göre daha fazla saptanırken, in vivo yetiĢtirilen 60. günündeki C. arvensis 

yapraklarında (0.243 µg/g kuru ağırlık) kallus kültüründen en fazla elde edilen miktara 

(0.267 µg/g kuru ağırlık) göre daha az olduğu saptanmıĢtır. 

In vitro yetiĢtirilen 60. gününde C. officinalis ve C. arvensis yapraklarından elde 

edilen kafeik asit miktarları (sırasıyla 0.383; 0.140 µg/g kuru ağırlık); 120. gününde kallus 

kültürüne (MS3, MS4, MS6) göre daha fazla miktarda belirlenirken, in vivo yetiĢtirilen 60. 

günündeki C. officinalis ve C. arvensis yapraklarındakine göre (sırasıyla 0.425; 0.243 µg/g 

kuru ağırlık) daha az miktarda olduğu belirlenmiĢtir. 

C. officinalis ve C. arvensis türlerinin MS1 besin ortamındaki hücre süspansiyon 

kültürünün 120. gününde beta karoten miktarları sırasıyla 523,685 µg/g ve 385.115 µg/g 

kuru ağırlık olarak belirlenmiĢtir. 

In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen 0, 15, 30, 45, 60 günlük C. officinalis ve C. 

arvensis yapraklarından (Çizelge 4.9); MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarının 
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bulunduğu kallus kültüründe 0. günden itibaren her kallus alt kültürü sonunda ve MS1, 

MS3, MS4, MS6 besin ortamlarının bulunduğu hücre süspansiyon kültüründe 0. günden 

itibaren her kültürün stasyoner fazında (Çizelge 4.10) elde edilen kafeik asit ve beta 

karoten HPLC analiz sonuçlarına ait ortalama miktarlar (µg/g kuru ağırlık) ve ortalama 

standard sapmalar belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4.9. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis türlerinde 

kafeik asit ve beta karoten miktarı (µg/g kuru ağırlık) 

   
Kafeik Asit (µg/g kuru ağırlık) Beta Karoten (µg/g kuru ağırlık) 

Kültür Besin Ortamı Gün C. officinalis C. arvensis C. officinalis C. arvensis 

In vivo Torf 

0 0,009±0 0,006±0 0,023±0,009 0,016±0 

15 0,015±0 0,005±0,006 0,028±0,009 0,021±0 

30 0,029±0 0,016±0 0,057±0,017 0,043±0 

45 0,085±0 0,061±0 0,17±0,051 0,133±0 

60 0,425±0 0,243±0 0,887±0,164 0,672±0 

In vitro MS0 

0 0,008±0 0,004±0 0,021±0,008 0,014±0 

15 0,014±0 0,007±0,002 0,026±0,008 0,019±0 

30 0,025±0 0,013±0,002 0,051±0,015 0,039±0 

45 0,077±0 0,039±0,023 0,153±0,046 0,12±0 

60 0,383±0,001 0,14±0,111 0,817±0,16 0,606±0,003 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

82 

Çizelge 4.10. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon 

kültürlerinde kafeik asit ve beta karoten miktarı (µg/g kuru ağırlık) 

   
Kafeik Asit (µg/g kuru ağırlık) 

Beta Karoten (µg/g kuru 

ağırlık) 

Kültür 
Besin 

Ortamı 
Gün C. officinalis C. arvensis C. officinalis C. arvensis 

K
a

ll
u

s 
K

ü
lt

ü
rü

 

MS1 

0 0,009±0,001 0,006±0,001 0,022±0,008 0,013±0,002 

30 0,014±0,001 0,01±0,002 0,027±0,008 0,018±0,002 

60 0,027±0,001 0,016±0,003 0,054±0,016 0,037±0,005 

90 0,081±0 0,066±0,004 0,162±0,049 0,115±0,016 

120 0,406±0,001 0,267±0,004 0,812±0,244 0,581±0,08 

MS3 

0 0,017±0,014 0,003±0,001 0,019±0,009 0,01±0,001 

30 0,022±0,016 0,005±0,002 0,022±0,009 0,013±0,001 

60 0,023±0,015 0,01±0,003 0,028±0,011 0,018±0,001 

90 0,038±0,017 0,023±0,001 0,056±0,022 0,037±0,002 

120 0,117±0,02 0,064±0,004 0,225±0,089 0,154±0,009 

MS4 

0 0,017±0,014 0,005±0,001 0,02±0,009 0,011±0,002 

30 0,021±0,014 0,007±0,002 0,024±0,009 0,015±0,002 

60 0,027±0,014 0,012±0,003 0,036±0,013 0,023±0,003 

90 0,052±0,014 0,032±0,004 0,089±0,033 0,059±0,007 

120 0,202±0,014 0,161±0,004 0,4±0,148 0,271±0,033 

MS6 

0 0,019±0,02 0,003±0,001 0,017±0,008 0,009±0,001 

30 0,017±0,014 0,004±0,002 0,019±0,008 0,011±0,001 

60 0,018±0,014 0,005±0,003 0,021±0,009 0,013±0,001 

90 0,021±0,013 0,007±0,004 0,032±0,014 0,02±0,001 

120 0,045±0,013 0,026±0,004 0,117±0,01 0,063±0,002 

H
ü

cr
e
 S

ü
sp

a
n

si
y

o
n

 K
ü

lt
ü

rü
 

MS1 

0 4,055±0,007 1,36±1,853 8,115±2,44 5,81±0,806 

30 13,15±0,141 8,685±0,021 17,115±2,44 14,81±0,806 

60 27,25±0,141 20,68±0,028 51,345±7,319 44,445±2,425 

90 93,525±0,318 78,535±0,587 184,545±0,7 177,965±9,482 

120 268,585±1,633 235,865±0,021 523,685±0,049 385,115±0,134 

MS3 

0 1,17±0,198 0,645±0,049 2,25±0,891 1,545±0,092 

30 6,485±0,163 2,685±0,021 4,56±0,283 5,205±0,163 

60 14,125±0,163 9,43±0,028 13,58±0,198 15,675±2,454 

90 49,14±0,141 47,225±0,035 35,465±0,205 54,885±8,62 

120 191,65±0,283 169,99±0,071 225,84±0,141 236,33±6,93 

MS4 

0 2,02±0,141 1,61±0,042 4±1,485 2,705±0,332 

30 9,03±0,156 5,625±0,021 11±1,485 9,15±1,117 

60 20,64±0,156 12,82±0,028 25,295±3,401 21,05±2,588 

90 73,99±0,156 50,815±0,035 93,57±8,712 75,215±10,161 

120 213,36±0,141 203,435±0,064 325,48±0,141 309,87±0,057 

MS6 

0 0,445±0,134 0,26±0,042 1,17±0,099 0,625±0,021 

30 5,35±0,141 3,775±0,021 3,465±0,148 2,195±0,078 

60 10,605±0,148 8,67±0,028 11,45±0,283 8,78±0,311 

90 34,76±0,141 23,165±0,035 35,865±0,078 39,505±1,421 

120 121,66±0,283 102,54±0,057 152,545±0,148 131,62±3,536 
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In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 

saptanan kafeik asit miktarlarına ait bulgular ġekil 4.38’de ve ġekil 4.39’da verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.38. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 

saptanan kafeik asit miktarları (µg/g kuru ağırlık) 

 

 

ġekil 4.39. In vivo ve in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 

saptanan beta karoten miktarları (µg/g kuru ağırlık) 
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C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon kültüründe 

saptanan kafeik asit miktarlarına dair bulgular ġekil 4.40’da ve ġekil 4.41’de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.40. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon kültüründe 

saptanan kafeik asit miktarları (µg/g kuru ağırlık) 

 

 

ġekil 4.41. C. officinalis ve C. arvensis kallus kültüründe ve hücre süspansiyon kültüründe 

saptanan beta karoten miktarları (µg/g kuru ağırlık) 
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Anca ve ark. (2012), C. officinalis türü ile ilgili yaptıkları bir araĢtırmada HPLC 

analizlerine göre kafeik asit miktarını 148.3 µg/g ve toplam fenolik türevlerinin 

konsantrasyonunu 2195.0 µg/g olarak saptamıĢlardır. AraĢtırmamızda in vivo olarak 

yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında 60. günde saptanan kafeik asit 

miktarları sırası ile 0,425 ve 0,243 µg/g kuru ağırlık olarak belirlenmiĢtir.  

ģurkoviĤ-Perica ve ark. (2014), Asteraceae familyasından C. rupestris türü ile ilgili 

yaptıkları araĢtırmada, en yüksek kafeik asit miktarının in vivo olarak yetiĢtirilen 

yapraklarda 789.84 µg/g, bunu takiben çiçeklerde 109.18 µg/g ve köklerde 99.34 µg/g 

kuru ağırlık olarak belirlemiĢlerdir. Kallus ve in vivo sürgünlerde kafeik asit miktarı 33.77 

µg/g kuru olarak saptanmıĢtır.  

Bunghez ve Ion (2011), C. officinalis türünün yaprak ve çiçek kısımlarından UV-VIS 

ve FT-IR spektrofotmetrik yöntemleri ile beta karoten pigmentinin çok miktarda 

bulunduğunu ortaya koymuĢtur. Bakó ve ark. (2002), C. officinalis türünün köklerinin, 

yapraklarının, petallerinin ve polenlerinin karotenoid bileĢiminin analizini HPLC ile 

yapmıĢlardır. Yapraklarda çoğunlukla β-karoten bileĢiklerinin olduğu saptanmıĢtır. Britton 

ve ark. (1995), tipik yeĢil dokuların bileĢimi arasında çeĢitli karotenoidlerin yanı sıra β-

karoten bileĢiğini de içerdiğini tespit etmiĢtir. Nan ve ark. (2012), Inula helenium L. 

(Asteraceae) türünün yapraklarında, temel olarak 38.7% β-karoten olduğunu ve 18.84 µg/g 

miktarda bulunduğunu saptamıĢtır. Yapraklardaki toplam karotenoid miktarı (48.7 µg/g 

taze ağırlık) olarak belirlenmiĢtir. Ġnfloresanslarında ise beta karoten miktarı 1.33 µg/g 

olarak saptanmıĢtır. Tamamlanan araĢtırmamızda C. officinalis ve C. arvensis türlerinin 

yaprak eksplantlarında beta karoten varlığı saptanmıĢtır. C. officinalis türündeki beta 

karoten miktarının fazlalığı dikkati çekmektedir. 

Dumbrava ve ark. (2013), C. officinalis türünün çiçeklerinden petroleum eter: 

etanol 96% (8:2, v/v) olarak hazırlanan çözücü kullanılarak ekstrak hazırlanmıĢtır. Toplam 

karotenoidler ve β-karoten RP-HPLC ile belirlenmiĢtir. C. officinalis çiçeklerinden 

hazırlanan karotenoid ekstrağında en yüksek toplam karotenoid miktarı (1667.42 µg/g) ve 

β-karoten miktarı (145.45 µg/g) saptanmıĢtır.  

Nan ve ark. (2012), Inula helenium L. (Asteraceae) türünde infloresanslarda, β-

karoten miktarını (1.33 µg/g) belirlemiĢtir. 

Legha ve ark. (2012), C. officinalis kallus kültürlerindeki karotenoid miktarının, sıvı 

ortamda büyüyenlere göre yarı katı ortamda büyüyen kültürlerde çok az artmıĢ olduğunu 

belirtmiĢtir. Tamamlanan araĢtırmamızda da C. officinalis ve C. arvensis hücre 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165022X02001124
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süspansiyon kültürlerindeki kafeik asit ve beta karoten miktarlarının, kallus kültüründe 

saptananlara göre daha fazla olduğu belirlenmiĢtir.  

Chakraborthy ve ark. (2010), C. officinalis türünün doğadan topladıkları çiçeklerini 

kurutarak metanol ektraktlarını hazırlamıĢlardır. Bu ekstrakt içinde bulunan kuersetin 

miktarını HPTLC analizi ile belirlemiĢlerdir. Bu yöntemin rutin olarak kullanılan diğer 

kuersetin belirleme yöntemlerine göre daha hızlı ve ucuz olduğunu saptamıĢlardır. Sujatha 

ve ark. (2011), C. officinalis türünün çiçeklerinde yaptıkları HPLC analizinde kuersetin 

bileĢiğini 8.72% olarak belirlemiĢlerdir. AraĢtırmamızda, C. officinalis çiçeklerinden 

kuersetin analizi yapılmamıĢtır. Fakat yaprak, kallus kültüründe ve hücre süspansiyon 

kültüründe yapılan HPLC analizlerinde kuersetin bileĢiğine rastlanmamıĢtır. 

ģurkoviĤ-Perica ve ark. (2014), Centaurea rupestris (Asteraceae) türünün kültüründe 

kuersetin bileĢiğinin tespit edilmediğini belirtmiĢtir. AraĢtırmamızda da, kallus ve hücre 

süspansiyon kültürlerinde kuersetin saptanmamıĢtır.  

Dlugosz ve ark. (2013), C. officinalis hücre süspansiyon kültürleri üzerine yaptıkları 

bir araĢtırmada, üretilen sekonder metabolit konsantrasyonu ile kültürlerdeki hücrelerin 

taze ve kuru ağırlıkları arasında pozitif iliĢki olduğunu saptamıĢtır. ÇalıĢmamızda da taze 

ve kuru ağırlığın en fazla olduğu (her kültürün 30. gününde) zaman kafeik asit ve beta 

karoten miktarlarının maksimum miktarda oluĢtuğu saptanmıĢtır.  

Heng ve ark. (2013), Artemisia annua L. (Asteraceae) hücre süspansiyon 

kültüründe en yüksek ağırlığın kültürün 16. gününde elde edildiğini ve kültürün bu 

periyodunda araĢtırılan artemisinin sekonder metabolit miktarının 60.5 μg/g kuru ağırlık 

olduğu saptamıĢtır. Maksimum sekonder metabolit miktarının ise, A. annua hücre 

süspansiyon kültürleri 12. gününde (64.1±2.7 μg/g kuru ağırlıkta) saptandığı belirtilmiĢtir. 

Dwivedi ve ark. (2016) Stevia rebaudiana (Asteraceae) türü ile yaptıkları araĢtırmada, 

steviosid sekonder metabolitinin hücre süspansiyon kültürünün log fazında bol miktarda 

oluĢtuğunu belirtmiĢlerdir. Bunun aksine çalıĢmamızda kafeik asit ve beta karoten 

miktarlarının hücre süspansiyon kültürlerinin 25-30. günlerindeki durağan fazda daha fazla 

üretildiği belirlenmiĢtir. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Tamamlanan doktora tezimizde tıbbi ve ekonomik öneme sahip olan C. officinalis ve 

C. arvensis bitki türleri farklı koĢullarda yetiĢtirilerek sekonder metabolitlerinin analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan literatür araĢtırması göz önünde bulundurularak C. officinalis 

ve C. arvensis türünde fazla miktarlarda bulunduğu saptanan ve in vitro kültürlerdeki 

miktarları araĢtırılmayan tıbbi öneme sahip olan kuersetin, kaemferol, kafeik asit ve beta 

karoten bileĢikleri seçilmiĢtir.  

In vivo ve in vitro Ģartlarda yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarında; 

kallus ve hücre süspansiyon kültürlerinde belirtilen sekonder metaboltitlerin değiĢen 

miktarları HPLC ile analiz edilmiĢtir. Bu nedenle öncelikle tohum çimlendirilmesi aĢaması 

yapılmıĢtır. C. officinalis ve C. arvensis türlerinin tohumlarında (aken tipi) fiziksel 

dormansi çeĢidi olan testa dormansisi olduğundan dolayı, tohumdan bitki yetiĢtirilmesinde 

tohum kabukları çıkarılarak in vitro kültürde embriyo ekimi yapılmıĢtır. Ayrıca 

çalıĢmamızda tohum kabukları çıkarılmadan önce tohumlara hydropriming (H2O), 

halopriming (KNO3), bazı bitki büyüme düzenleyicileri (GA3) ile muamele ve prechilling 

(+4°C) gibi bazı ön uygulamaların (priming) yapılmasının tohum çimlenme yüzdesini 

arttırdığı belirlenmiĢtir. MS besin ortamına aktif karbon eklendiğinde köklerde daha fazla 

emici tüy oluĢtuğu gözlenmiĢtir. In vivo bitki yetiĢtirilmesi için, in vitro kültürde 

optimizasyonu sağlanan yöntem ile muamele edilen tohumlar belirlenen en iyi yetiĢtirme 

ortamı olan torfa aktarılmıĢtır. Bu nedenle çalıĢılacak bitkinin tohum yapısı göz önünde 

bulundurularak tohum çimlendirilmesi gerçekleĢtirilmelidir. Tohum dormansisini aĢarak 

çimlenmeyi sağlamak veya çimlenme yüzdesini arttırmak amacıyla tohumlara 

araĢtırmamızda yaptığımız ön uygulamalar dıĢında ozmotik basıncın oluĢturulması 

amacıyla PEG gibi moleküler ağırlığı yüksek tuzlar ya da bileĢikler kullanılarak 

osmopriming; termopriming; skarifikasyon (asit, sıcak su vb. ile mekanik aĢındıma); 

strafikasyon ve biopriming gibi ön uygulamalar yapılabilmektedir (Desai, 2004; Dalil, 

2014). Ayrıca çimlenme yüzdesini arttırmak amacıyla KNO3, GA3 vb. besin ortamına da 

uygun konsantrasyonlarda eklenebilir. 

Kallus elde etmek için, in vitro olarak yetiĢtirilen C. officinalis ve C. arvensis yaprak 

eksplantları 12 farklı MS besin ortamına yerleĢtirilmiĢtir. Kallus alt kültürleri süresince 4 

farklı MS besin ortamından, hücre süspansiyon kültürlerine geçiĢ yapmak için gerekli olan 

kallus özellikleri (beyaz, açık yeĢil ve açık kahverengi) ve en fazla kallus biyokütlesi elde 



 

88 

edilmiĢtir. Böylece kallus kültürü optimizasyonu gerçekleĢtirildikten sonra hücre 

süspansiyon kültürüne geçiĢ yapılmıĢtır. Hücre süspansiyon kültüründe, kallus kültüründe 

optimizasyonu sağlanan MS besin ortamları kullanıldığında kültürlerin dinamik olduğu 

gözlemler ve yapılan ölçümlerle doğrulanmıĢtır. Hücre süspansiyon kültürlerinde kültür 

süresinin ve çalkalama hızının önemi büyüktür bu nedenle hücre yaĢam döngüsünün iyi 

Ģekilde belirlenmesi önem arz etmektedir. Bu nedenle çalıĢma süresince bitkisel materyalin 

durumu nitel ve nicel olarak gözlenmelidir. Planlanan araĢtırmalarda fazla sayıda bitki 

büyüme düzenleyicisi kombinasyonlarını içeren farklı MS ortamları ile optimizasyon 

çalıĢmalarına baĢlamak her zaman avantajlıdır.  

HPLC analizinde, araĢtırılan sekonder metabolitler için uygun olan standard 

hazırlanıĢı, ekstraksiyon yöntemi ve HPLC koĢulları optimize edilmiĢtir. Fenolik 

bileĢiklerin (flavonoid, fenolik asit) ve karotenoidlerin (beta karoten) HPLC analizi 

amacıyla farklı ekstraksiyon yöntemi, kullanılmıĢtır. Fenolik bileĢikler suda; karotenoidler 

ise yağda çözünen bileĢiklerdir. Karotenoidler polar ve apolar çözücülerde çözünmektedir. 

AraĢtırmamızda bu durum dikkate alınarak standard hazırlanmıĢtır ve ekstraksiyon 

yapılmıĢtır. Bu nedenle çalıĢılacak olan sekonder metabolitlerin hangi çözücüde 

çözündüğü bilinerek uygun olan ekstraksiyon yöntemi seçmek önemlidir. 

Bitki büyüme düzenleyicilerinin in vitro kültürlere eklenmesinin artemisinin 

(McCoy, 2013); esansiyal yağlar, menthon, mentol, pulegon ve mentafuran (Santoro ve 

ark., 2013); furanokumarinler ve fenolik asitler (Szopa ve Ekiert, 2015) gibi sekonder 

metabolitlerin fazla miktarda eldesi üzerinde önemli olmaktadır. Bitki büyüme 

düzenleyicilerinin hücre süspansiyon kültürlerine eklenmesi sayesinde taksol (Ashrafi ve 

ark., 2010); flavonoidler (Tan ve ark., 2010; Bota ve Deliu, 2015); artemisinin 

(Mohammad et al., 2014) gibi çeĢitli sekonder metabolitlerin fazla miktarlarının elde 

edildği bilinmektedir. ÇalıĢmamızda da NAA:BAP (1:1 mg/l; 0.5:5 mg/l) ve IAA:BAP (1:1 

mg/l; 0.5:5 mg/l) eklenen hücre süspansiyon kültürlerinin 120. gününde yapılan HPLC 

analizleri sonucunda, kafeik asit ve beta karoten miktarları fazla saptanmıĢtır. Her iki 

Calendula türünde de, hücre süspansiyon kültüründe biriken kafeik asit ve beta karoten 

miktarlarının in vivo ve in vitro koĢullarda yetiĢtirilen bitki yapraklarındaki ve kallus 

kültüründe biriken miktarlara kıyasla daha fazla olduğu saptanmıĢtır. Kafeik asit’in 

antioksidan (Veira ve ark., 1998), antitümör (Tanaka ve ark.,1993), antienflamatuvar 

(Fernandez ve ark., 1998) aktivitesine ve HIV replikasyonunu inhibe etme özelliğine 

(Fesen ve ark., 1993; Kashiwada ve ark., 1995) sahip olduğu bilinmektedir. Beta karoten’in 

ise vitamin A’nın etkili bir kaynağı olduğu gibi, yaĢa bağımlı makular dejenerasyon riskini; 
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menapoz öncesi kadınlarda göğüs kanseri riskini azaltmada kullanıldığı (Thomsen ve ark., 

1979; Seddon ve ark., 1994; Gandini ve ark., 2000), antioksidan (Sies and Stahl, 1995; 

Wang ve ark., 1999), antitümör (Edes ve ark., 1989; Acevedo and Bertram, 1995; Gregus 

ve Klaassen, 1996) özelliği, kalp ve kanser hastalıklarına karĢı korunmada ve bu 

hastalıkların tedavisinde (Tavani ve La Vechia, 1999) etkili olduğu kanıtlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda C. officinalis ve C. arvensis hücre süspansiyon kültüründe oluĢan kafeik asit 

ve beta karoten miktarlarının, literatürde C. officinalis yapraklarından elde edilen kafeik 

asit miktarına (Anca ve ark., 2012) ve C. officinalis çiçeklerinden elde edilen beta karoten 

miktarına (Dumbrava ve ark., 2013) göre fazla olduğu tespit edilmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda bitki büyüme düzenleyicilerinin hücre süspansiyon kültüründe tıbbi ve 

ekonomik önemi olan kafeik asit ve beta karoten bileĢiklerinin daha fazla miktarlarda 

eldesinin sağlanması sayesinde literatürde eksik olan kısım tamamlanmıĢtır. Bundan sonra 

hücre süspansiyon kültüründen sonraki aĢamada daha büyük ölçekli kültürler olan 

biyoreaktörlerde kafeik asit ve beta karoten bileĢiklerinin çalıĢılabilmesi için avantaj 

sağlayacaktır. Günümüzde sekonder metabolitlerin biyoreaktörler yolu ile ticari olarak elde 

edilebilmesi için yapılan çalıĢmalarda artemisinin (Patra ve Srivastava, 2016; Patra ve 

Srivastava, 2014; Patra ve Srivastava, 2015), azadirakhin (Srivastava ve Srivastava, 2012) 

sekonder metabolitlerinin elde edildiği belirtilmiĢtir. 

Kuersetin ve kaemferol bileĢikleri C. officinalis ve C. arvensis türlerine ait 

yapraklardan, yaprak eksplantları ile baĢlatılan kallus kültüründen ve devamındaki hücre 

süspansiyon kültüründen alınan örneklerin ekstraksiyonunun çeĢitli çözücülerde 

yapılmasına rağmen belirlenememiĢtir. Yapılan farklı araĢtırmalarda sekonder 

metabolitlerin belirlenebilmesi için bitkilere ait olan farklı kısımlar (çiçek) kullanılmıĢtır 

(Cetkovic ve ark., 2003; Chakraborthy ve Ghorpade, 2010; Sujatha ve ark., 2011; Rigane 

ve ark., 2013). Bu kısımların analizleri için HPLC dıĢında HPLC-PDA (Bhatnagar-Panwar 

ve ark., 2015)., HPTLC (Chakraborthy ve Ghorpade, 2010; Sujatha ve ark., 2011 , TLC 

(Vidal-Ollivier ve ark., 1989; Cetkovic ve ark., 2003), RP-HPLC (Rigane ve ark., 2013), 

LC-MS (Rigane ve ark., 2013) ve spektrofotometri gibi farklı cihazlar kullanılmıĢtır. 

Bundan sonra C. officinalis ve C. arvensis türlerinde yapılması planlanan bilimsel 

araĢtırma ve projeler kapsamında kuersetin ve kaemferolün de bulunduğu diğer sekonder 

metabolitlerin analizinin yapılabilmesi için yaprak dıĢındaki diğer bitki kısımlarının (çiçek, 

meyve vb.) ve farklı analiz yöntemlerinin kullanılması sonucunda daha çeĢitli sekonder 

metabolit içeriklerinin ve miktarlarının saptanabileceği düĢünülmektedir. 
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Günümüze kadar çok farklı araĢtırma grupları tarafından bitki doku kültürleri yolu 

ile sekonder metabolitlerin eldesi ve veriminin arttırılmasına yönelik yapılan çalıĢmaları. 

kimi araĢtırıcılar toplu halde değerlendirerek sekonder metabolit eldesinde hücre 

süspansiyon kültürlerinin önemini ve klasik yaklaĢımlarla ekonomik yönden kıyaslamasını 

tartıĢmıĢtır (Akçam Oluk E, 2006). Tamamlanan doktora tez projemiz ile bu konudaki 

verilere yeni bilgilerin eklenmesi sağlanmıĢtır. 
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EK 1. Taze Ağırlık, Kuru Ağırlık ve Sekonder Metabolit Miktarını Hesaplamada 

Kulanılan Formüller 

 

Taze Ağırlık (g/l)=  
Taze Ağırlık (g)

Örnek Hacmi (ml)
 x 1000 

Kuru Ağırlık (g/l)=  
              ( )

            (  )
 x 1000 

Sekonder Metabolit Miktarı (mg/g kuru ağırlık) = 
    

    
xÖrnek hacmi (l)x 
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