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OZET

BAZI BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ CALENDULA OFFICINALIS L.
VE CALENDULA ARVENSIS L. TURLERININ HUCRE SUSPANSIYON
KULTURLERINDE BELIRLi SEKONDER METABOLITLER UZERINE
ETKIiLERI

Nergis KAYA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
21/06/2016, 122

Arastirmamizin ilk asamasinda tibbi ve ekonomik 6neme sahip olan Calendula
officinalis ve Calendula arvensis fideleri embriyodan itibaren in vivo ve in vitro olarak
yetistirilmistir. Ikinci asamada, in vitro olarak yetistirilen iki Calendula fidesinin yaprak
eksplantlar1 ile baglatilan ve MS0, MS1, MS4, MS6 besin ortamlarinda yapilan biyokiitle
Olctimleri ile kallus kiiltiirli optimize edilmistir. Uciincii asamada, MS1, MS3, MS4, MS6
besin ortamlariin bulundugu kallus kiiltiirlerinden hiicre silispansiyon kiiltiirlerine gegis
yapilarak hiicre sayimi, taze ve kuru agirlik 6lgtimleri yapilmistir. Dordiincii agsamada, in
Vivo Ve in vitro olarak yetistirilen bitkilerin yapraklarinda; kallus kiiltiiriinde ve hiicre
siispansiyon kiiltiiriinde biriken sekonder metabolitlerin (kuersetin, kaemferol, kafeik asit,
beta karoten) miktarlar1 arastirilmistir. En fazla kafeik asit ve beta karoten miktarlari, her
iki Calendula tiirliniin MS1 besin ortamindaki hiicre silispansiyon Kkiiltlirlerinin 120.
giiniinde saptanmustir. Kafeik asit miktarinin C. officinalis ve C. arvensis tiiriinde sirasi ile
268,585 ug/g ve 235,865 ng/g; beta karoten miktarmin ise C. officinalis ve C. arvensis
tiirtinde sirasi ile 523,685 pg/g ve 385,115 ng/g oldugu ortaya konmustur. Tamamlanan
arastirmada C. officinalis ve C.arvensis tiirliniin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biriken

kafeik asit ve beta karoten miktarlar1 ilk defa belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: C. officinalis, C. arvensis, oksin, sitokinin, kallus, siispansiyon
kiiltiir, 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
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Natural Science
Advisor: Prof. Dr. Ciineyt 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 MSO,
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" day of MS1 nutrient medium of the cell suspension cultures of C.
officinalis and C. arvensis was found 268,585 pg/g and 235,865 pg/g, respectively. The
maximum amount of beta carotene in the 120" day of MS1 nutrient medium of the cell
suspension cultures of C. officinalis and C. arvensis was found 523,685 pg/g and 385,115
ug/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.
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BOLUM 1
GIRIS

Cagimizda dilinyadaki insanlarin ciddiyetini anladigt ve Onemli c¢aligmalarin
stirdliriildiigii etnobotanik, ylizyillardan beri insanlar ve bitkiler arasinda siliregelen bag
sonucunda dogarak bitkilerin akademik diiznyadaki degerlendirilmelerine dikkate deger
katkis1 olmustur. Bitkiler, insanlarin ve biitlin diger canlilarin beslenmesinde gerekli olan
primer bilesikleri (karbonhidratlar, lipidler, proteinler, vitaminler, mineraller) sagladiklari
icin ¢cok onemlidir. Bunun yan1 sira insanlar bitkileri, sadece yiyecek olarak degil, ayni
zamanda uyarici igecek, baharat, ilag, sifali bitki 6zii, zehir (sekonder bilesikler) olarak da
kullanmaktadir. Sekonder bilesiklere alkaloidler, ucgucu yaglar, regineler, tanenler,
glikozitler, saponinler vb. 6rnek verilebilir. Bunlar viicudun bagisiklik sistemini artirir,
organlarin fonksiyonlarina yardimei olur ve iyilesmeyi hizlandirarak organizmadaki bazi
dokularin ve organlarin fonksiyonlarmma pozitif olarak etkilemektedir. Bitkilerin
sentezledigi bu dogal iriinler dogrudan ya da dolayli olarak endiistrinin temel iriinlerini
olusturmaktadir. Sekonder metabolitlerin hem ekonomik 6neme sahip oldugu hem de
bitkilerin hayatinda ekolojik ve fizyolojik gorevleri bulunmaktadir. Ornegin bitkilerin
karsilasabilecegi olumsuz ortam sartlarina adaptasyonunu saglamanin yani sira, bitkileri
mikroorganizmalarin ve hayvanlarin hiicumuna karsi korumaktadir. Boylece sekonder
metabolitler bitkilerin 6zel bir habitat i¢in diger bitki tiirleriyle yarisabilmesine olanak
tanimaktadir. Sekonder metabolizma stres kosullarinda ortaya ¢ikmasi nedeniyle bitkiler
icin negatif etkisi varmig gibi goriinse de, bitkinin karsilastig1 stres etmenleri sekonder
metabolit tiretimini uyardigindan dolay1 bilim adamlar: tarafindan olumlu etkisinin oldugu
anlasilmaktadir.

Tibbi bitkiler; hastaliklarin 6nlenmesi, hastaliklar1 iyilestirmek ve saglikli yasam
amaci ile ila¢ olarak kullanilan bitkilere verilen isimdir. Tibbi bitkilerin tedavi amaci ile
kullanimlar1 disinda; diyet ile alinarak, parfimeride, viicut bakiminda, tiitsii
hazirlanmasinda ya da dini merasimlerde kullanildig bilinmektedir (Anonim, 2005). Tibbi
bitkiler genellikle etken maddelerine gore gruplandirilir. Bitkisel ilag: iyilestirici nitelikte
ve insan saglhigina faydasi olan bir bitkinin ya da birden c¢ok bitkinin sentezledigi
bilesiklerin ham ya da islenmesiyle meydana getirilen triinlerdir ya da maddelerdir.
Bitkisel ilaglarin; tibbi yararli ot iiriinleri, islenmemis ve islenmis bitkisel materyal olarak 3

grubu vardir (Van Overwalle, 2007).



Insanlik tarihine bakildiginda, ¢ogu hastaligin (diyabet, hepatit B, astim vs.)
tedavisinde bitkiler kullanilmigtir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO), diinyadaki insanlarin
yaklagik 4 milyarinin (toplam niifusun 80%’i) hastaliklarini oncelikle bitkisel droglarla
tyilestirmek i¢in ugragsmistir. Bunun yani sira, gelismis iilkelerde regete edilen ilaglarin
25% kadarinin bitkisel kokenli etken maddelerden (vinblastin vs.) meydana geldigi
bilinmektedir (Farnsworth ve ark., 1985). Ozellikle 2000°li yillarda, her gecen giin yeni
kullanim alanlar1 bulunan tibbi bitkiler sayesinde dogal iiriinlere olan talep artmistir. Tibbi
bitkilerin ekonomik degeri, 2000’li yillarin ilk 10 yilindaki piyasa degeri yaklasik 60
milyar dolar olarak belirlenmistir (Kumar, 2009).

1.1. Sekonder Metabolitler

Bitkilerin savunma mekanizmalar1 baslica iki grup altinda incelenmektedir.
Bunlardan ilki bitkinin herhangi bir stres durumuna maruz kalmadan sahip oldugu
korunma seklindeki savunma durumu (Hutcheson, 1998), digeri ise bitkinin strese maruz
kaldiktan sonraki savunma durumudur. Bitkilerin stres faktorlerine karsi asir1 hassasiyet
siirecine girdiklerinde, bir takim ic¢sel 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 mekanizmalarinin
baglatilmasinda rol oynamaktadir. Bu nedenle sekonder bilesikler bazi yazarlara gore iki
tip olarak bulunmaktadir. Ilk tip sekonder metabolitler, fitoaleksinlerdir. Bunlar stress
metabolitleridir ve streslendirilmemis ortamda meydana gelmemektedir (Meijer, 1989). Bir
fitoaleksin olan ve bitkinin aktif savunma mekanizmasini olusturan jasmonik asit ve onun
metil esteri metil jasmonat (S6kmen ve Giirel, 2001; Theis ve Lerdau, 2003) tim yiiksek
yapili bitkilerde bulunmaktadir. Bitki metabolizmasinda bu bilesiklerin 6nemli rol
oynadig1 ortaya konulmustur (Creelman ve Mullet, 1997). Bunlara ek olarak berberin,
rozmarinik asit, sikonin ve antrokinonlar fitoaleksinlere ornek olarak sayilabilmektedir
(Meijer, 1989). Bu maddelerin tiretiminin meydana getirilebilecek stresle, iz miktarlardan
bir litre kiiltiirde farkli gramlara kadar miktarlarinin fazlalasabilecegi bildirilmistir (Meijer,
1989). Diisiik molekiiler agirlikli olan fitoaleksinlerin, bitkilerin strese maruz kalmalarinin
ardindan birka¢ saat sonra sentezlendikleri ve birka¢ giin sonra da maksimum seviyeye
ulastiklar1  belirtilmistir  (Purkayashta, 1995). Fitoaleksinlerin tersine, c¢ok diisiik
miktarlarda bile olsa genellikle streslendirilmemis ortamlarda da bulunan sekonder

metabolitlerin ise morfolojik farklilasmaya bagli olarak olustugu bilinmektedir. Ayrica



fitoaleksinlerdeki kadar olmasa da bu sekonder metabolitlerin (ajmalisin, Kkinin, kodein,
morfin) miktar1 da stresle arttirilabilmektedir (Luckner ve Nover, 1977).

Sekonder metabolitler: bitkilerden elde edilen ve bitkilerin kendi hayati islevleri
tizerinde primer bilesikler (karbonhidrat, yag, protein) gibi etki etmemesine ragmen,
oncelikle ilag sanayiinde (Goktiirk Baydar ve ark., 2010); boya maddesi, tatlandirici, renk
ve koku verici olarak gida sanayiinde; pestisit olarak zirai miicadelede; kozmetikte
ekonomik bakimdan Onemli yeri olan kimyasallardir. Ayrica ikincil metabolitlerin:
kurakligin, tuzlulugun, UV 1sinlariin etkili olan ¢esitli stres ortamlarinda bulunan bitkilere
bu kosullara karst koyma; mikroorganizmalar ve herbivorlara karsi kendini savunma;
boceklerle tozlasan bitkilerin tozlanma esnasinda bocekleri kendine ¢ekme gibi gorevleri
bulundugu bilinmektedir (Goktiirk Baydar ve ark., 2010).

In vitro kiiltiirlerde biriken sekonder metabolitlerden maddi yarar elde edilebildigi
gibi, bu metabolitler canlilarin yararlanimina da katki saglayabilmektedir (Parr, 1989; Park
ve Martinez, 1992). Kiiltiirdeki hiicrelerden oldukg¢a ¢esitli sekonder metabolitler elde
edilebilmektedir (Vanisree ve ark., 2004). Bu nedenle in vitro kiiltiirlerdeki hiicrelerde
biriken biitiin bilesikler 6nemlilik arz etmektedir. Biriken bu bilesiklerin miktarinin hem
tiirler arasinda hem de ayni tlirdeki canlilar i¢inde degisik olabilecegi bildirilmistir. Hiicre
siispansiyonlarindan biiyiik 6l¢lide yararlanilabilmasia amaciyla belirlenen optimum sartlar
hem hiicrelerdeki iiriin miktarii arttirmak, hem de bu bilesiklerin hiicre disina ¢ikisini
gerceklestirme amacina hizmet etmelidir (Parr, 1989; Park ve Martinez, 1992; Misawa,
1994; Nartop ve Giirel, 2004; Haq, 2005; Giirel ve ark., 2006).

Mikroorganizmalar ile hayvanlar tarafindan salgilanmayan bitkilerdeki hemen
hemen biitiin sekonder metabolitlerin benzersiz oldugu belirtilmistir. Fakat gen aktarimi
caligmalarindaki gelismeler bitkilerdeki orijinal sentezleri gibi olmayan bazi1 metabolitlerin
tiretimini saglamistir (Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002). Sekonder metabolitlerin
ticari olarak onem kazanmastyla birlikte, dogadaki bitkiler 6nemli 6lciide tahrip edilmeye
baslanmis ve bu nedenle bazi tiirler yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmistir. Sentetik
madde igeren iirlinlerin insan ve cevre sagligi bakimindan yan etkilere sahip olmasi
nedeniyle de son zamanlarda dogal yapidaki sekonder metabolitlere yogun bir ilgi ve talep
artist gozlenmektedir. Sentetik kimyada gelismeler olmasina ragmen, kompleks yapi
ozellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynakli bir¢ok sekonder metabolite halen
daha ihtiya¢ vardir (Ramachandra-Rao and Ravishankar, 2002). Son zamanlarda ikincil
metabolitlerin ekonomik Oneminde goriilen artis sekonder metabolik yolagi ve ikincil
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insanli@in ilgisini ¢ekmistir (Vanisree ve Tsay, 2004). Bu nedenle ikincil bilesiklerin bitki
biyoteknolojisi ile elde edilmesine dair ¢alismalar hizla artis gostermistir. Bitki hiicre ve
doku kiltiirleri araciligiyla, kiiltiir sartlar1 en uygun hale getirilerek ve metabolik yolakta
kalitsal degisikliklerin meydana getirilmesiyle istenen sekonder metabolitler elde edilmeye
baglanmistir (Hayta, 2009). In vitro teknikler ile sekonder metabolitlerin elde
edilmesindeki esas avantaj liretimdeki devamliligin standardize edilebilmesidir. Bununla
beraber, hiicre ve doku kiiltiirii yontemleri ile gevredeki stres faktorlerine diger bitkilere
nazaran iyi karsi koyabilen ve daha yiiksek verimli gesitlerin gelistirilmesine katkida
bulunmaktadir. Bu yoniiyle, diinya ¢apindaki ag¢lik sorununun ¢éziime ulagmasinda énemli
rol oynayabilecektir (\Vanisree ve Tsay, 2004).

Sekonder metabolitlerin ekonomik diizeyde iiretilememis olmalari, s6z konusu
teknigin onitindeki en 6nemli problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Callebaut ve ark.,
1997; Kim ve ark., 2004). Bunun yaninda kiiltiir siiresinin uzun olmasi ve sabit bir
tiretimin saglanamamis olmasi da agilmasi gereken bir diger problem olarak goriilmektedir.
Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde istenen sekonder metabolit eldesinde istenilen basarinin
elde edilememis olmasinda ¢ok sayida mekanizmanin etkili oldugu ileri siiriilmektedir.
Bunlar i¢inde en 6nemlilerinin, kaynak bitki materyalinin genetik olarak heterojen olmasi,
genetik ve epigenetik stabilitenin s6z konusu olmamasi, ¢evresel stres faktorleri ile doku
farklilagsmasinin yetersiz olmasi ve kimyasal bir takim sinyal iletimlerinin etkisi oldugu
diisiiniilmektedir (Dérnenburg ve Knorr, 1995; Kim ve ark., 2004; Nail ve Roberts, 2004).
Ayrica bitki hiicreleri mikroorganizmalarla kiyaslandiginda nispeten biiyiik olmalarindan
ve calkalama sirasinda kolayca zararlanabilmelerinden dolayr da metabolit iiretiminin
diisebilecegi belirtilmektedir (Kieran ve ark., 1997). Tiim bu olumsuzlara karsin her bitki
tirli icin uygun olan sistem saglanabildiginde hiicre siispansiyon kiiltiirleri, sekonder
metabolitlerin elde edilmesinde dnemli bir yontem haline gelebilecektir.

Ikincil metabolitlerin homojen ve yiiksek saflikta olmalarinin 6nemli bir kriter
olmast nedeniyle hiicre siispansiyon kiiltiirleri biiyiik O6nem tasimaktadir (Zhang ve
Furusaki, 1999; Sajc ve ark., 2000; Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002; Qu ve ark.,
2006a). Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde ikincil bilesiklerin sentezlenmesini artirmak
amaciyla kimyasallarin veya uygulamalarin yalniz veya birlikte kullanilarak bitki hiicre
slispansiyonu kiiltiirlerine ¢esitli miidahalelerin yapildigi da bilinmektedir. Bunlar
miidahaleler arasinda en yaygin olarak kullanilanlari; kiiltiir ortamima bu metabolitlerin
onciillerinin ilavesi, elisitasyon (Cormier ve ark., 1990; Aoyagi ve ark., 1996; Rajendran

ve ark., 1994), kiiltiirden yiiksek tiretkenlikteki irklarin se¢imi sayilabilmektedir. Ayrica in
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vitro kiiltiirlerde olusturulan stres etmenleri bazi ikincil bilesiklerin sentezlenmesini
saglamaktadir (Moreno ve ark., 1995). Bitkilerin kendilerini abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine karsi korumak igin farkli stratejiler gelistirmektedir. Bitki hiicre kiiltiirleri ile
sekonder metabolitlerin birikimi; ozmotik sok, 1sitk radyasyonu, UV (ultraviyole)
1siklandirmasi, ortama inorganik tuzlarin veya metal iyonlarmin (Cu*?, Hg™, Cd*?, Pb*
vs.) ilavesi, bitkiler igin stres etmeni olabilecek uygulamalar (jasmonik asit, etilen, metil
jasmonat, ozon) sayesinde kisa siirede, yiliksek 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). Boylece strese karsi olusan yanit,
birincil metabolizmadan degisik olan biyolojik yolagin enzimlerinin uyarilmasina neden
olmaktadir. Boylece sekonder metabolitlerin birikimi meydana gelmektedir. Bu agidan
bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, sekonder metabolit {iretim olanaklari sunmakta ve daha
az ¢aligma alanina ihtiya¢ duymaktadir. Bunun yan1 sira, son yillarda bitki hiicre ve doku
kiiltiiri uygulamalarindaki ilerlemeler transkripsiyon faktorleri ile olusan sekonder
metabolitlerin miktarinin arttirabilecegini giindeme getirmistir (Vanisree ve ark., 2004).
Ayrica, dogada yetisen bitkiler ile laboratuvar kosullarinda yetistirilen bitkiler
karsilastirildiginda, in vitro hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin biiylimesi daha
hizl1 bir sekilde saglanabilmektedir. Ticari liretim yontemlerinin gelistirilmesi ile ihtiyag
duyulan bazi1 sekonder metabolitler, bazi tiriinler karsilanabilir duruma gelebilmektedir ya
da gelebilecektir. Hiicre siispansiyonlarinda kiiltiir kosullart kolaylikla kontrol edilebilir
(Misawa, 1994). Yiiksek kalitedeki {rlinlerin kontrollii ve giivenilir tedarigi
saglanabilmektedir. Sekonder metabolitlerin kiiciik ve biiyiik 06lcekli iiretimi
gerceklestirilebilmektedir (Hag, 2005). Ayrica dogal substratlara analog olan bilesikler ile
beslenme saglanarak dogada mevcut olmayan yeni bilesiklerin de sentezlenebilmektedir
(Nartop ve Giirel, 2004; Giirel ve ark., 2006).

Biiyiik olcekli kiiltiirlerde hizli ve yiiksek kalitede sekonder metabolit elde
edilebilmesi icin ortamda biyoreaktorlerin kullaniminin zorunlu oldugu belirtilmistir
(Decendit ve ark., 1996). Sekonder metabolitlerin iiretilen miktarlarinin arttirilmasini
saglamanin yani sira, endiistriyel diizeyde iretilmelerini saglamak icin biyoreaktorler
tasarlanmistir (Endress, 1994). Biyoreaktor kullanimi1 sonucunda, temel amag olan kaynak
bitkide az miktarlarda sentezlenen sekonder bilesiklerin diisiik maliyet ile ¢ok miktarlarda

tiretilebilmeleri gergeklestirilmistir (Surmus Asan, 2013).



1.2. In vitro Kiiltiir Teknikleri

Bitkilerin dogada sabit bir sekilde yasamalari ve uzun yasam siireleri nedeni ile zorlu
kosullarda yasamlarim1 devam ettirebilmeleri agisindan, hayvanlardan daha yetenekli
organizmalar oldugu bilinmektedir. Bitkiler, biiyiime ve gelismede bir¢ok ¢evresel uyum
ve adaptasyon siireci igine dahil olmaktadir. Bu adaptasyonun 6nemli 6zelligi ise, bitkinin
herhangi bir hiicresinden hiicre boliinmesini baslatabilmesi ve kaybolmus organlarin
rejenere olabilmesi veya herhangi bir uyariciya karst degisik gelisimsel yollara
yonelebilmesidir. Bu durum, bir tip hiicre ya da organdan farkli tipte hiicre ve organlarin
olusturulmasina imkan vermektedir.

In vitro kiiltiirler, herhangi bitki kismindan alinan eksplant ile ¢ogaltilabilmektedir.
Boylece, eksplantlardan uygun besin ortami igerigiyle tam organizasyonlu bir bitkinin
gelismesi miimkiin olabilmektedir. Bitki hiicrelerinin totipotensi yeteneginin, in vitro bitki
tiretimi amaclh kullanilma ¢aligmalar1 1900’1l yillara dayanmaktadir. Alman bilim adam
Haberlandt tarafindan, ilk in vitro kiltir 1902 yilinda denenmistir. Bitki hiicrelerinin
canliigim1 in vitro sartlarda saglayabilmistir fakat bitki biiylime diizenleyicileri 0
zamanlarda kesfedilmemistir. Dolayisiyla bu hiicreleri ¢ogaltamamistir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kesfedilmesi ile 1940’11 yillarda doku kiiltiirli alanindaki asil ¢alismalar
baslamistir. Yapilan ilk ¢alismalar, besin ortamina konulan bitki hiicre, doku ya da organ
gibi bitki kisimlarmin in vitro ¢ogaltilmasi ve rejenerasyonunun saglanmasi iizerine
olmustur (Babaogu ve ark., 2002). Olgun embriyolarin kiiltiiri, kok kiiltiirii, apikal
meristem kiltiirii, kallus ve hiicre silispansiyon kiiltiirii ilk ¢alismalar olarak
sayilabilmektedir. Doku kiiltiirii alanindaki c¢alismalar, daha sonraki yillarda cesitlilik
gostermeye baslamistir. Germplazm muhafazasindan, somatik hibridizasyondan, haploid
bitki tiretiminden, dogada tozlagsmayan bitki tiirlerinin hibritlestirilmesinden, somaklonal
varyasyondan ve bitki 1slah1 amaciyla yapilan gen transferinden; bunun diginda bitkilerin
mikrogogaltiminda ve sekonder metabolitlerin sentezlenmesinde yararlanilabilecek doku
kiltiirii ¢aligmalar1 yapilmaya baslamistir (Babaoglu ve ark., 2002). (Capan, 2006).Son
zamanlarda, doku kiiltiirlerinin genellikle kaliim miihendisligi igin bir yontem olarak
kullanildig1 goriilmektedir. Son zamanlarda uygulanan in vitro yontemler arasinda; oviil ve
ovaryum Kkiiltiirleri, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirli, embriyo, kok, anter, meristem,
slirglin ve protoplast kiiltiirleri ile farkli bitki organlarmin kiiltiirlerinin bulundugu

bildirilmistir.



Bitki doku kiiltiirii besin ortamlari, herhangi bir bitki kismmin tamamen yapay
ortamda gelismesine olanak tanimalidir ve mineral elementler (makro ve mikro), organik
maddeler (vitaminler, amino asitler), karbon kaynagini igermelidir (Smith, 2000).

Genellikle herhangi bitkinin steril pargalar1 (eksplant) in vitro kiiltiirleri baslatmak
icin kullanilir. Bu pargalar, yapraklardan ya da koklerden elde edilebilecegi gibi polen ve
endosperm gibi Ozel hiicre tiplerinden elde edilebilmektedir. Kiiltiiriin baslatilmasinda
bircok neden eksplant1 etkileyebilmektedir. Genellikle gen¢ ve daha hizli biiyliyen (veya
dokularin erken gelisim evreleri) dokularin daha etkili oldugu bilinmektedir (Smith, 2000).

Bitki doku kiiltiirti; steril olarak hazirlanan dogal olmayan besin ortaminda, tam
organizasyonlu bitkinin veya hiicrelerin, bitki dokularindan (alinan eksplanttan),
organlarindan yeni dokularin, bitkilerin veya bitkilerin sentezledigi metabolitlerin (ikincil
ve primer bilesikler gibi) elde edilmesidir (Babaoglu ve ark., 2002). Doku kiiltiiriinii
basarili olarak uygulayabilmemiz, bitki hiicrelerinin sahip oldugu totipotensi ve rejenere
olabilme karakteristikleri sayesindedir.

Bitkilerin kullanildigi in vitro kiiltiir sistemleri geleneksel yontemlere nazaran
cesitli avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlar arasinda en 6nemlileri sunlardir;

a) Sekonder metabolitler, optimizasyonu saglanan laboratuvar kosullarinda
mevsimsel degisimlere bakilmaksizin olusabilmektedir.

b) In vitro ortamda kiiltiire alinan bitki kisimlar1 ya da hiicreleri ile ilgili ¢alismalar
steril sartlarda stirdiiriiliir.

¢) Bitki hiicrelerinin sayisinin arttirilmasiyla, bu hiicrelerden bitkinin karakteristik
metabolitleri elde edilebilmektedir.

d) Kiltir periyodu siiresince hiicre ¢ogalmasmnin kontrollii  sartlarda
gerceklestirildigi in vitro kiiltiirlerde metabolizmaya ait islevler diizenlenebilmektedir, bu
nedenle daha fazla sarf edilecek olan is giiciiniin daha az oranda kullanilmasiyla sekonder

metabolitlerin birikimi daha fazla seviyeye yiikseltilebilmektedir (Islek, 2009).

1.2.1. Kallus Kiiltiirii

Farklilagmis hiicrelerin ve dokularin yaralanmasi ile mekanik yaralanmaya reaksiyon
olarak yaralanma yerlerinde olusan farklilagmamis/organize olmamis parankimatik
hiicreleri igeren y18in kallus olarak adlandirilmaktadir. Kallus; doku farklilagsmasinin
olmadig1 yara hiicreleridir (Kaya, 2012). Kallus kiiltiiriiniin; bitkiden kesilip ¢ikarilan ve
boliinme 6zelligine sahip doku ya da organ bdliimlerinin karbon ihtiva eden bir maddenin

ve bitki biiylime diizenleyicilerinin eklendigi yari-kat1 besin ortaminda gelisen morfolojik



olarak belli bir diizene sahip olmayan hiicrelerden olustugu belirtilmektedir. Kallus kiiltiirii
ile sekonder metabolitlerin tiretilmesi diisliniilmez. Kallus kiiltiirii, siispansiyon kiiltiiriiniin
baslangict ya da organ olusumuyla seri iiretimin amag¢ edinildigi bir gecis kiltliriidiir
(Tturkmen, 2009).

Kallus kiiltiirii yapilan besin ortamindaki ¢esitli elementler homojen dagilmadig igin
hiicreler yavas biiylimektedir. Bu hiicreler topluluk olusturarak birbirleriyle temas halinde
bulunmaktadir. Ayrica bu hiicrelerin hiicre farklilasmasinin baslangi¢ asamasinda olmasi
nedenleriyle kallus kiiltiirii sekonder metabolitlerin tiretimini desteklememektedir (Lindsey
ve Yeoman, 1983).

Kalluslar sekonder metabolit sentezleyen ilgili kaynak dokudan ya da embriyo gibi
baska dokulardan baslatilabilmektedir (Lindsey ve Yeoman, 1983). Kallus kiiltiirlerinde
besin ortamina uygun bitki biiyiime diizenleyicisi eklenerek kallus yapisi istenilen dokulara
doniistiiriilebilmektedir. Kallus sertligi yara hiicrelerinin birbirleri ile olan sikligini
gostermektedir. Stispansiyon kiiltiiriinde ise daha gevsek ve yumusak olan kallus hiicreleri
istenmektedir (Tirkmen, 2009). Kallus olusumuna neden olan uyarilmay1 bircok faktor
etkileyebilmektedir. Bunlar arasinda mineral besin elementleri ve bitki biiyiime
diizenleyicileri gibi kimyasal faktorler; 151k sicaklik, nem gibi ¢evresel faktorler ve bitkinin
genetik yapisi sayilabilmektedir. Bu nedenle bir bitki tiirinde kallus olusumu bir ortamda
tesvik edilebilirken diger bir tiirde basarisiz olabilmektedir (Trigiano ve Gray, 1996).
Kallus kiiltiirlerinde genellikle govde ve koklerdeki kambiyal dokular kullanilmaktadir.
Fakat bu dokularin yani sira bitkilerin meyvelerinin, polenlerinin, endospermlerinin,
embriyosunun kallus kiiltiirlerini baslatmak i¢in kullanildigi bilinmektedir.

Besin ortamina uygulanan bitki biiyime diizenleyicileri, bitki kisimlarindan ve
bunlardan gelisen kalluslardan morfogenetik farkliliklar olusturabilmektedir (Aki, 1997).
Oksin ve sitokinin miktarlar1 6nem arz etmektedir (Molnar ve ark., 2005). Oksin:sitokinin
konsantrasyonu in vitro morfojenik fonksiyonlarda rejenerasyonu gergeklestiren faktordiir.
Esit oksin/sitokinin oraninin, kallus olusumuna neden olmaktadir (Yamaguchi ve ark.,
2003). Her bitkide farkli konsantrasyonlarda bulunan endojen hormone miktar1 farkl
oldugundan dolay1 in vitro sartlarda bitki eksplantlarindan kallus gelisiminin saglanmasi
icin oksinler ve sitokininler farkli miktarlarda besin ortamina ilave edilmektedir.
Catharanthus roseus tiiriinde yapilan bir arastirmada farkli konsantrasyonlardaki oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin kallus biyokiitle artisi iizerine olan etkileri ortaya konmustur
(Ak¢am Oluk ve Yirekli, 1995; Kaya, 2012; Kaya ve Aki, 2012; Kaya ve Aki, 2013).

Besin ortaminda oksinin sitokinine gore daha yliksek oranda kullanilmasinin kallus



gelisimine olumlu etki yaptig1 belirlenmistir (Kaya, 2012; Kaya ve Aki, 2012; Kaya ve
Ak, 2013). Bitki biyoteknolojisinde ise kallus kiiltiirsi; in vitro ¢ogaltim, in vitro kiltiirde
ortaya ¢ikan somaklonal varyasyondan yararlanmada ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin

olusturulmasi amaciyla kullanilmaktadir (Biiriin, 1996).

1.2.2. Bitki Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Bitki hiicre silispansiyon Kkiiltiirlerinin hiicre boliinmesi, viral enfeksiyona karsi
dokularin duyarliligi, hiicresel farklilasma gibi hiicre fizyolojisi (Muir ve ark., 1958) ve
hiicre metabolizmasi (sekonder metabolit sentezlenmesi) arastirmalarinda (Kurz ve
Constabel, 1979) genellikle kullanildigi akademik diinyada c¢ok Oncelerden beri
bilinmektedir. Bitkilerin sentezledigi sekonder metabolitlere benzer niteliklere sahip olan
veya bu sekonder metabolitlerden daha iistiin niteliklere sahip olanlarin elde edilebildigi
stispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi 6zellikle son yillarda artig gosterdigi bilinmektedir.
Canli bilimine ait inceleme yontemlerinin kullanilmasiyla yeni sekonder metabolitlerin
tespit  edildigi  belirtilmistir.  Hiicre  siispansiyon  kiiltiirlerinin ~ 6zelliklerinin
diizenlenebilmesi sayesinde kiiltiirdeki hiicrelerin biyosentetik kapasitelerinin daha yiiksek
diizeye ¢ekilebilecegi ortaya konmustur. Hem yapay secilim sayesinde hem de metabolik
kapasitesi fazla olan hiicrelerin tesvik edilmesi sayesinde bunlardan elde edilen sekonder
metabolitlerin miktarinin dikkate deger oOlgiide fazla oldugu saptanmustir. Bitkilerde
morfolojik ve fizyolojik olarak farklilasmis bitki organlarinin sentezledigi bilesikleri,
farklilasmamis  hiicrelerin  de  laboratuvar  kosullarinda uyarilmasi  sayesinde
sentezleyebildigi bilinmektedir (Vanisree ve ark., 2004).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri; ¢alkalanmakta olan besin elementlerinin ve biiylime
etkenlerinin eklendigi sivi besin ortami igerisinde biiyiimekte olan daginin kallus hiicreleri
ve hiicre kiimelerinden meydana gelmektedir Bu sekilde hiicre miktarinin daha hizli (hiicre
sayisinin on bes saatte iki katina cikabilmesi gibi) bigimde artmasi saglanabilmektedir.
Basit bir yontem olmasi nedeniyle bitki hiicrelerinden sekonder metabolitleri elde etmek
amaciyla genellikle kullanilmistir (Street, 1977; Lindsey ve Yeoman, 1983; Teli ve Timko
2004; Oskay ve Oskay 2009). Bir kiiltiir periyodu boyunca hiicre sayisi artmaktadir ve en
fazla oldugu noktaya ulasmaktadir. Kiiltiir bu noktada geriye (baslangi¢ hiicre sayisina)
seyreltilirse [alt kiltiir], bunu izleyen kiiltiir periyodunda benzer olarak biiytimektedir ve
ayni sayida hiicre sayisini olusturmaktadir (Street, 1977). Siispansiyon kiiltiirlerine 6zgii
olan bu 6zelligin, sekonder metabolitlerin eldesi i¢cin dnemli yarar sagladigi bilinmektedir.

Stispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin yapisal diizenlenmesi birbirinden degiskenlik



gosterebilmektedir. Bazi kiiltiirlerdeki hiicrelerin birbirinden ayrilmis olarak kiiltiir
ortaminin tamaminda dagildigi; bazilarinda ise hiicrelerin biraraya gelerek milimetreler ile
belirlenebilen agregatlar olusturdugu bilinmektedir. Biiylime hiz1 diisiik olan hiicre
agregatlarindan meydana gelen kiiltiirlerin  ¢ok  miktarda sekonder bilesik
sentezleyebilmektedir (Lindsey ve Yeoman, 1983).

Temeli 1800’14 yillara dayanan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin esasi, ¢ok daha
onceki zamanlardan siiregelerek arastirilan ve bazi maddelerin (enzim, antibiyotik, etanol
vb.) elde edilmesiyle endiistri alanindaki kullaniminin belli bir yonteme oturtuldugu
mikrobiyolojik sistemlere benzetilebilmektedir. Farkli olan 6genin ise, bitki hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde mikroorganizmalarin yerine bitki hiicrelerinin bulunmasi
gosterilmektedir. Kiiltiirlerdeki hiicreler sentezledikleri metabolitlerin bazilarini besin
ortamina salgilarken bazilarini ise hiicre bazinda biriktirmektedir. Bu nedenle kiiltiirlerdeki
hiicreler iiretken birer fabrikaya benzetilebilir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile glinlimiizde
ifade edilen metabolomikler terimi; son yillarda kozmetik Grtinlerin, aromatik maddelerin
ve baharatlarin elde edilebildigini belirtmektedir ve metabolitlerin (sekonder ve primer
metabolit) biyolojik yolaginda birbiriyle olan baglantisin1 incelemek amaciyla yapilan
analizleri kapsamaktadir (Hall ve ark.,, 2002). Boylece 1990’1 yillara kadar hiicre
stispansiyon Kkiiltlirlerinin kurulusu, bitki hiicrelerinin iiretkenliginin arttirilmast vb.
amaciyla yapilan aragtirmalar simdilerde ise genellikle sentezlenen metabolitlerin
izolasyonu ve belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir.

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin eldesi i¢in farklilagsmis doku pargasindan alinan
eksplant ya da farklilasmamus bir hiicre y1gin1 olan kallus ta kullanilabilmektedir (Butcher
ve Ingram, 1976). Farklilasmamis yapilar olan kallustan hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
gecis, farklilasmig bitki kisimlarindan gegise gore daha kisa zaman gerektirmektedir. Bu
nedenle kalluslarin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde baglangi¢ materyali olarak tercih
edildigi belirtilmektedir (Dodds ve Roberts, 1985). Bununla beraber, kallustan bile serbest
hiicre elde etmek (dissosiasyon), yillar boyunca arastirnlmistir (King ve ark., 1973).
Arastirmacilar, hiicrelerin birbirinden ayrilmasi i¢indnemli olan uygulamalarin oldugunu
belirlenmistir. Birincisi kimyasal etmendir; ikincisi ise mekanik etmendir. (King ve ark.,
1973; Street, 1977). Kimyasal etmen uygulamasinda; bitki tiiriine gore uygun besin ortami
secilmektedir ve hiicre ¢eperini ve Ozellikle orta lameli pargalayan ortama belli ozmotik
basingta uygulanan seliilaz ve pektinaz enzimleri ortama ilave edilmektedir (King ve ark.,
1973). Mekanik etmen uygulamasinda; mekanik olarak hiicrelerin birbirinden ayrilmasini

ve kiiltlir atmosferi ile kiiltlir ortam1 arasindaki gaz aligverigini saglayan calkalama sekli
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belirtilmektedir. Siv1 olan kiiltiir ortaminin hareket etmesi hiicreleri ve hiicre agregatlarini
dagilmis olarak bulunmasini saglamaktadir (Street, 1977). Bu amagla farkli tiplerdeki
calkalayicilar kullanilabilmektedir. Yere 45°C’lik aciyla yatay olarak bulunan ve hiicre
stispansiyonlarinin g¢eviriciyle dondiiriildiigii ¢ikrik ve orbital ¢alkalayicilar bulunmaktadir
(Butcher ve Ingram, 1976; Street, 1977). Birgok tiir i¢in 6zellikle orbital galkalayicilarin
kullanildig1 belirtilmistir (Butcher ve Ingram, 1976). Orbital calkalayicilardaki hiicre
stispansiyon kiiltiirleri, belirli siirelerde alt kiiltiire (kiiltiir ortaminin ve kiiltiir ortaminda
tikenen O,'nin geri kazanimi) alinmasina ihtiya¢ duyulan Kkesintili kiilttrlerdir. Ayrica
stirekli kiiltiir sistemleri de mevcuttur. Siirekli kiiltiir sistemleri ise, 1 litreden 10 litreye
kadar degisen kiiltiir kaplar ile yapilan ve biiyiik dl¢ekli aragtirmalara amaciyla kullanilan
sistemler olan agik ve kapali olarak iki farkli kiiltiir sistemi bulunan biyoreaktorlerdir
(Moreno ve ark., 1995).

Kiltiirdeki hiicrelerden proteinler, ¢esitli sekonder metabolitler (alkaloidler,
terpenoidler ve bazi fenolik molekiiller) gibi oldukga farkli tirtinler elde edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde proteinlerin de elde edilebilmesi,
bagisiklik sisteminde gorevli olan terapotik 6zellikteki proteinlerin sentezlenebilecegini
gostermistir (Vanisree ve ark., 2004).

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirii ile yapilan ¢aligmalarda; farklilasmamis ve organize
olmamis kiiltiirlerden yeterli miktarlarda sekonder metabolit eldesinin saglanamadigini
belirtilmistir. Bu nedenle iiriin arttirimi amaciyla gesitli tekniklerin kullanimi ile digaridan
kiiltiirlere muamele edilmesi gerekmektedir. Kallus kiiltiirii ile yapilan ¢alismalarda ise;
sekonder metabolit iiretiminde kiiltliriin baslatildigi doku pargasinin orijininin nemli
oldugu ve alt kiiltiirlemeler boyunca genetik stabiliteyi saglamanin gerekli, ancak zor
oldugu belirtilmistir. Ozellikle, belli bir organ (yaprak, hipokotil, kok, siirgiin veya
embriyo benzeri yapilar) olusturmak iizere farklilasan kallus kiiltiirlerinde sekonder
metabolit birikiminin daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, son yillarda farklilagsmis
ve organize olmus kiiltiirlerden elde edilen sekonder metabolitlerin, farklilasmamis ve
organize olmamis Kkiiltiirlere gore c¢ok daha avantajlidir (Sokmen ve Giirel, 2001).
Farklilasmamis ve organize olmamis kiiltiirler ya da farklilagmis ve organize olmus
kiiltiirlerin elde edilmesini ve devamliligini saglamak i¢in her bitki icin farkh
konsantrasyon ve/veya kombinasyondaki bitki biiyiime diizenleyicilerine ihtiyag¢ vardir. Bu
bitki biiyiime diizenleyicilerinden hem oksin ve sitokininlerin niteligi ve miktari, hem de
birbirlerine olan oranlar1 kallus ya da organ olusumunu ve bdylelikle sekonder metabolit

sentezini onemli Ol¢iide etkilemektedir (Giri and Narasu, 2000). Ak¢am ve Demiray
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(2000), C. roseus hcre siispansiyon kiiltiirlerine ozmotik stress uyguladiginda hiicre
sayisinin en fazla oldugu zamanda kiiltiirlerde arastirilan alkaloidlerden aymalisin
alkaloidin saptamistir.

Farklilasmamis hiicrelerin tersine farklilasmis hiicrelerden elde edilen kiiltiirlerin
biyokimyasal ilerlemeleri onceden tahmin edilebilmektedir. Boyle hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde sentezlenen sekonder metabolitler, nicelik ve nitelik agisindan dogal
ortamlarinda bulunan bitkilerin sentezledigi metabolitlere yakin oOzelliktedir. Ayrica
bunlarin metabolik ve genetik bakimdan degismez yapidadir. Bu o6zellikleri nedeniyle
ayrica bir optimizasyon basamagina gerek olmadan kullanilabilmektedir (Parr, 1989).

Kallus ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine uygulanan uyaricilar Kkaldirildiginda
hiicrelerden elde edilen sekonder metabolitlerin miktarimin da diistiigi belirlenmistir. Bu
nedenle sekonder metabolitlerin eldesini arttiracak yontemler ortaya konmustur. Besin
ortamina uygulanan bitki biliylime diizenleyicilerinin ¢esitliligi ve miktar1 sentezlenen
sekonder metabolit miktar1 lizerinde belirleyici olmaktadir. Kiiltiir ortamina uygulanan
besin seviyesi, 151k miktar1 ve sicaklik gibi ¢evresel faktorler hiicrelerden sekonder
metabolitlerin eldesini etkilemektedir. Ortamda azalan fosfat miktarinin, sekonder
metabolit sentezini arttirdigi belirlenmistir (Lindsey, 1985). Bu ¢evresel etmenlerin
kiiltiirdeki hiicreler iizerindeki etkileri tiirler aras1 farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle
optimum sartlarin saptanmasi i¢in her kiltlir tek tek denenmeli ve bu g¢evresel faktorler
tiirlere ait hiicrelerin hiicre siispansiyon Kkiiltlirlerindeki durumuna goére uygulanmalidir
(Yeoman ve Yeoman, 1996).

In vitro kiiltiirlerde baz1 sekonder metabolitlerin birikimi farkli biyotik (elisitasyon
gibi) ya da abiyotik (metal iyonlari vs.) uyarici bilesiklerin besin ortamlarina ilave edilerek
arttirilabildigi bilinmektedir (Di Cosmo ve Misowa, 1985; Zhao ve ark., 2005; Savitha ve
ark., 2006; Namdeo, 2007). In vitro kiiltiirlerde biriken sekonder metabolit miktarini
arttirabilen bu bilesiklerin ¢ogunlukla hem hiicrelerin biiylimesini hem de canliligini
azalttigi i¢cin iki basamakli olacak sekilde uygulamalarin yapildig:i kiiltiirler ortaya
cikmigtir. Bu kapsamda 6ncelikle hiicrelerin en uygun kosullarda biiyiimesi ve sonrasinda
tiretimin gergeklestirilecegi ortama gegcirilmektedir. Gegis yapilan bu kiiltiir ortamindaki
sartlar, elde edilmek istenen {iriiniin sentezlenmesini hem tesvik etmelidir hem de
arttrmalidir.  Uretim  ortamindaki  uygulamalarin  sonucunda verimli bir {iretimi
gerceklestiren kiiltlirlin elde edilmesinin ardindan, bu kiiltiiriin karalilifi devam eden
stireclerde takip edilmelidir. Cogu Kkiiltiirde belli bir zamanmn ge¢mesinin ardindan

epigenetik (DNA asetilasyonu ve metillenmesi gibi) ve genetik (kromozom kiriklari,
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kromozom translokasyonu ve kromozom delesyonu gibi) degisiklikler veya yapilarinda
meydana gelen farkliliklar gibi sebeplerle kiiltiirlerdeki sentezlenen sekonder
metabolitlerin verimi azalmaktadir. Kiiltiirdeki hiicrelerde meydana gelen farkliliklar
nedeni ile {iriin verimindeki bu azalmanin olumlu yonii oldugu da belirtilebilmektedir.
Kiiltiirdeki hiicrelerin tiimii ayn1 olmamaktadir ve kiiltiirde maksimum sekonder metabolit
sentezleyebilen hiicreleri diger hiicrelerden ayirt edebilmek miimkiindiir. Bu hiicreler
kiltirden izole edilerek baska bir kiiltiir ortamina aktarilabilmektedir. Boylece yiiksek
iiretkenlige sahip olan bu hiicrelerden daha fazla miktarlarda iiriin elde edilebilir. Bu
hiicrelerin bulundugu kiiltiirler sentezlenen metabolitler agisindan takip edilmelidir.
Boylece bu kiiltiirlerde bazen farklilagarak daha az miktarlarda sekonder metabolit
biriktiren hiicreler tespit edilebilmektedir. Az miktarlarda metabolit biriktiren hiicrelerin
elenmesi ve daha fazla miktarlarda metabolit iiretenlerin kiiltiirden izole edilmesiyle
istenen sekonder metabolitin daha fazla miktarlarda eldesi gergeklestirilebilir (Parr, 1989;
Yeoman ve Yeoman, 1996).

Bitki hiicrelerinden sekonder metabolit iiretimi amaciyla izlenen yol Sekil 1.1°de
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Sekil 1.1. Bitki hiicrelerinden sekonder metabolit tiretimi

Sekonder metabolitlerin c¢esitli sanayi sektorlerindeki rollerinin anlasilmasindan
sonra Ozellikle son yillarda bu metabolitlerin elde edilmesine yonelik caligmalar giderek
artig gostermistir. Bununla beraber yapilan son aragtirmalar ile sekonder metabolitlerin
insan saglig1 lizerindeki olumlu etkilerinin anlasilmasi sayesinde dnemi daha da artmistir

(Goktiirk Baydar ve ark., 2010). Bunlardan 6zellikle fenolik bilesikler ve tokoferoller insan
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saglig1 tizerine olumlu etkilerinin yani sira tedavi amacl antikanserojen, antifungal gibi tip
sektoriindeki ilaglarin bilesim maddesi olarak da kullanilmaktadir. Calendula officinalis
Ozellikle fenolik bilesiklerce zengin bir tiir olmasi1 nedeniyle, sekonder metabolit iiretimi
icin de son derece uygun bir model olusturmaktadir (Olennikov ve Kashchenko, 2013;
Rigane ve ark., 2013; Ghédira ve Goetz, 2016).

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

Calendula officinalis ve C. arvensis tiirleri, Asteraceae (Compositae) familyasina ait,
Dogu Avrupa’ya ve Akdeniz’e 6zgiidiir. Bunun yani sira Misir’dan kdken aldigina da
inanilmaktadir (Mohammad ve Kashani, 2012) ve su anda Avrupa’da ve Orta Dogu’da
tibbi 6zellikleri nedeniyle yetistirilmektedir (Khalid ve Silva, 2010; Hussain ve ark., 2011;
Krol 2011; Rahmani ve ark., 2011; Taherkhani ve ark., 2011; Szwejkowska ve Bielski,
2012). Sar1 ve turuncu renklere sahip, aromatik, hizli biiyliyen ve tek yillik otsu bitkilerdir
(Gilman ve Howe, 1999).

Calendula adi, Calendea kelimesinden gelmektedir. Latince isim olan Calendea
kelimesi aym ilk giinii demektedir. Bu adin nedeni olarak ise, ¢i¢eklerinin koparildik¢a
yeni ¢igekler olusturdugu belirtilmistir. C. officinalis ingilizcede “pot marigold” denen
kadife cigegi olarak bilinmekle beraber; tibbi nergis, aynisefa ¢icegi, portakal nergisi,
bahge nergisi, susi, samdan ¢igegi, altincik gibi isimlerle de bilinmektedir. Ayrica Zergul
olarak da bilinmektedir (Mehta ve ark., 2012).

Calendula (C. officinalis) medikal ozellikleri nedeniyle Roma doneminden beri
yetistirilmektedir (Macht, 1955). C. officinalis tiirii, siis bitkisi olarak kullanildigi gibi
cesitli hastaliklar1 tedavi etmek igin geleneksel tipta da kullanilmaktadir. Tibbi aktivitesi
sekonder metabolit icerigine bagldir. C. officinalis tiiriinde bulunan temel sekonder
metabolitler:  flavonoitler (kuersetin, rutin, narsisin, izorhamnetin, kaemferol),
karotenoidler, glikozitler, steroller, fenolik asitler (kafeik asit vb.), terpenoidler, serbest ve
esterlenmis triterpenik alkoller, kalendulin, bitterler ve diger bilesiklerden olusmaktadir
(Ukiya ve ark., 2006; Kurkin ve Sharova, 2007; Fonseca ve ark., 2010; Mehta ve ark.,
2012). Bitkilerin ¢i¢eklerinde likopen ve beta karoten bulunmaktadir (Ukiya ve ark., 2006;
Fonseca ve ark., 2010). C. officinalis tiiriniin temel olarak triterpenleri, flavonoitleri,
fenolik asitleri icerdigi bilinmektedir (Re ve ark., 2009). Fitokimyasal ¢aligmalar baslica
flavonoit glikozitleri ile rutin, narsisin ve kuersetin gibi klorojenik asitleri iceren bu polar

ekstraktlar1 belirtmektedir (Leach, 2008).
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C. officinalis tliriiniin farkli ekstraktlarinda, bu tiiriin fitokimyasal bilesenleri
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin metanolik ekstrakti karbonhidratlari, glikozitleri,
saponinleri, triterpenleri, yag asitlerini ve diterpenleri; C. officinalis tiirliniin etanolik
ekstrakt1 ise karbonhidratlari, glikozitleri, saponinleri, triterpenleri, yag asitlerini ve
diterpenleri; sulu ekstrakti karbonhidratlari, glikozitleri, saponinleri, triterpenleri,
flavonoitleri ve diterpenleri icermektedir (Roopashree ve ark., 2008).

C. officinalis ¢icekleri yenebilmektedir. Ayrica bu ¢i¢ekler baharat ve ¢ay olarak,
yemek pisirmek icin, yiyeceklere tat ve renk katmak amaciyla kullanilabilmesinin yani sira
tipta merhem ve kozmetik amaglarla da kullanilabildigi belirtilmektedir (Mehta ve ark.,
2012; Torbaghan, 2012). Deri problemlerine karsi herkes tarafindan kullanildigi
bilinmektedir. Bu bitki tiiriiniin; fitoterapi amagh kullanilmasinin (Mehta ve ark., 2012)
yani sira dermatoloji (yaralara ve giines yaniklarina) (Azirak, 2007) ve kozmetikte de
kullanildigi bilinmektedir (Mehta ve ark., 2012). On iki parmak bagirsak ve mide
kanserinde, mantar hastaliklarinda kullanilmaktadir (Azirak, 207). Triterpen alkollerin
antienflammatuvar aktiviteye katildigi kanitlanmistir (Mehta ve ark., 2012). Antioksidan,
sitotoksik, fotoprotektif (Ukiya ve ark., 2006; Fonseca ve ark., 2010), mide-
bagirsak/karaciger bozukluklar tizerindeki etkililigi, noro psikiyatri anatomisi tizerindeki
olas1 sakinlestirici etkisi, Ostrojenik ve uterotonik etkilere, immiin uyarici anti-
inflamatuvar, antibakteriyal, antiviral, antifungal gibi farkli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu belirtilmistir (Kemper ve ark., 1999; Shah ve Seth, 2010). C. officinalis
ciceklerinden elde edilen ekstragin, safra iiretimini diizenleyen, antifungal aktivitesi
bulunan, gastrik ve on iki parmak bagirsagi iilser tedavisinde Kullanildigi bilinmektedir
(Bako ve ark., 2002). Ekstraktin kardiyovaskiiler sistemi, bdbrek fonksiyonlarimi
etkilemedigi; anti-HIV aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (Campos ve ark., 2005).

C. officinalis ekstraktlarinin terapotik 6zellikleri; kismen terpen igerigi ve ozellikle
iilsere kars1 sedatif aktivitesi olan glikol terpenoidler sayesindedir (Bako ve ark., 2002).
Ekstraktin en onemli bileseni; triterpenoidlerdir, 6zellikle anti-inflamatuar aktivitesiyle
faradioldur (Kalvatchev ve ark., 1997). Ekstraktin kimyasal kompozisyonunun diger
bilesenleri: flavanoidler, esansiyal yag ve seskiterpenlerdir. C. officinalis tiiriiniin tibbi
aktivitesi esansiyel yaglar, flavonoitler, steroller, karotenoidler, taninler, saponinler,
triterpen alkoller, polisakkaritler, miisilaj, resin gibi birka¢ sekonder metabolit simifinin
igerigi ile iligkilidir (Vidal-Ollivier ve ark., 1989).

Calendula cinsinin sekonder metabolitlerinin konsantrasyonu ise yetistigi bolgeden

ve yetisme kosullarindan etkilenmektedir. Calendula cinsine ait olan bitkilerin yetismesi
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giinesli yerlerde, tinli ya da kumlu topraklarda ve asiri nemli yerlerde zor oldugu igin bu
bitkiler drenaj1 iyi yapilmis topraklarda daha iyi yetismektedir (Hussain ve ark., 2011).
Calendula yetistirmenin amaglari; 6zel dekoratif olan degerli genotipleri elde etmek
ve ¢ok sayida tohum saglamak amaciyla bol gigek elde etmek, bitkilerden tiirevlenen tibbi
tirtinlerin niteligini arttirmak, hastalik ve pestisitlere direncli kiiltivarlar elde etmek olmak
tizere 4 islevine odaklanmustir (Zitterl-Eglseer ve ark., 2001; Baciu ve ark., 2010).
Calendula genusu, 25 tiir icermektedir. Bunlardan en yaygin bulunanlar ise sunlardir:
C. officinalis, C. arvensis, C. suffruticosa, C. stellata, C.tripterocarpa, C. alata olarak
bilinmektedir. Bunlardan en ¢ok yetistirileni ise C. officinalis tiiriidiir (Gonceariuc, 2003).
C. officinalis, farkli toprak kosullarini tolere edebilmektedir ve tohumdan hizlica
geligebilmektedir. Spiral olarak diizenlenmis, hafifce tiiyli olan yapraklara sahiptir
(Gilman and Howe, 1999). C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin yapraklar1 ve ¢igekleri
tibbi tedavide kullanilabilmektedir (Kemper, 1999).
C. officinalis ve C. arvensis tiiriiniin sistematik siniflandirilmasi asagida belirtilmistir
(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. (T1bbi nergis, Aynisefa) (Pot Marigold)

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

Doktora tezimizde, tibbi ve ekonomik 6neme sahip olan Calendula officinalis ve
Calendula arvensis tiirlerinin in vivo ve in vitro sartlarda tohumdan fideleri yetistirilmistir.
In vitro olarak yetistirilen 10-12 haftalik fidelerin yaprak eksplantlari alinarak 12 farkli
konsantrasyondaki oksin ve sitokinin kombinasyonunun eklendigi MS besin ortaminda ve
MSO0 ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu ortamlardan sadece MS1, MS3, MS4, MS6 besin

ortaminda gelisen kalluslardan devam ettirilen kiiltiirlerde 120. giine kadar kallus biyokiitle
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karsilagtirmalari, hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde hiicre sayimi, yas/kuru kallus biyokiitle
karsilagtirmas1 yapilmistir. In vivo ve in vitro olarak yetistirilen bitkilerin yapraklarindaki
sekonder metabolitlerin (kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten) 60. giine kadar
olan miktarlar arastirilmistir. Sekonder metabolitlerden sadece kafeik asit ve beta karoten
miktarlar1 ortaya konmustur.

Tezimizin amag ve hedefi, in vitro kosullar altinda kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde gergeklesen farklilasma olayindan faydalanarak sekonder metabolitlerin,
dogal bitkide bulundugundan farkli miktarlarda ve igeriklerde elde edilebilmesi temeline
oturtulmustur. Kontrollii kosullar altinda tiim denetimlerin arastiricilarda oldugu sartlarda
araya Onciill maddelerin eklenmesi neticesinde bitki tarafindan {iretilen son sekonder
metabolitler degisime ugratilabilmekte ve biyotransformasyon neticesinde istenenin daha
tizerinde ve kaliteli maddeler elde edilebilmektedir. Bu tiir tibbi ve ekonomik sekonder
metabolitlere sahip olan bitkilerin hiicre stispansiyon kiiltiirleri yolu ile ¢ogaltilmas1 ve
seconder metabolitlerin daha ileri agsamada biyoreaktor sistemlerinde ticari olarak yiiksek
miktarda iiretilebilmeleri miimkiin olmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda, in vivo ve
in vitro kosullarda tohumdan yetistirilen Calendula officinalis ve Calendula arvensis
tiirlerinin sekonder metabolit miktarlarinin karsilastirildigi, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
bitki biliylime diizenleyicileri yolu ile uyarilarak sekonder metabolit miktarindaki
degisimlerin belirlendigi bilimsel bir calismaya rastlanmamistir. Bu yonii ile de

tamamlanan Doktora tezimizin 6zgiin nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. C. officinalis ve C. arvensis Tiiriiniin Tibbi Onemi

Calendula genusu iizerinde yapilan arastirmalar sayesinde, C. officinalis L. ve C.
arvensis L. tiiriiniin birgok biyolojik aktivitesi kanitlanmistir. Bu biyolojik aktivitelerin
baslicalar1; antioksidan, antililser, antimikrobiyal, antiviral, hepatoprotektif, yara
tyilestirici, antienflamatuvar, sitotoksik, immunomodulatdr, antimutajenik, analjezik ve

antipiretik aktivitelerinin yani sira diger bazi etkileri de bulunmaktadir.

2.1.1. Antioksidan Aktivite

Cordova ve ark. (2002), C.officinalis tiiriniin biitanolik fraksiyonunu reaktif oksijen
ve nitrojen parcalarina karst etkisini arastirmistir. Karaciger mikrozomlarindaki
Fe®")/askorbat indiiklii demir peroksidasyonunun, 0,5mg/ml biitanollii fraksiyon varliginda
100% inhibe edildigi belirlenmistir. C. officinalis tiiriniin biitanollii ekstresinin serbest

radikal siipiiriicli ve antioksidan aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

Herold ve ark. (2003),.C. officinalis tiiriiniin sulu alkollii ekstresinin, antioksidan
kapasitesinin bir sonucu olarak, reaktif oksijen pargalari tiireten sistemler (insan
notrofilleri) kullanildiginda, ekstrenin giiclii reaktif oksijen siipiiriicii 6zellik gosterdigi
tespit edilmistir. Bu 6zellikleri nedeni ile sulu alkollii ekstrenin; farkli iltihapli alerjik
hastaliklara kars1 ilag olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu, yeni antioksidan ve

antienflamatuvar ajanlarin icerigine girebilecegi belirtilmistir.

Kaurinovic ve ark. (2003), C. officinalis gi¢eklerinden, yapraklarindan, gévdesinden
ve koklerinden hazirlanan biitlin ekstrelerin dezoksiribozun kimyasal bozunmasi sonucu
olusan hidroksi radikallerini inhibe ettigini belirtmistir. Ozellikle etilasetatli ekstresinin en

yiiksek hidroksi radikali siipiiriicii etkisi oldugu ortaya konmustur.

Cetkovic ve ark. (2004), C. officinalis ve C. arvensis tiiriiniin ekstrelerinin,
uygulanan konsantrasyonlara bagli olarak arastirilan biitiin radikalleri siipiirebildigi
belirlenmistir. C. officinalis tiirii ekstrelerinin, C. arvensis tiirii ekstrelerine gore daha iyi
antioksidan ve radikal sipliriicii oldugu tespit edilmistir. Antioksidan 6zelliklerin
ekstredeki toplam fenolik madde bilesimi (14.49-57.47 mg/g) ve flavonoit bilesimi (5.26-
18.62 mg/g) ile iliskili oldugu belirtilmistir. Lipid peroksidasyon sisteminde o-semikinon
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radikallerinin; rutin ve kafeik asitten olusmasi bu mekanizmanin dogrulugunu kanitlamistir
(hidrojen donérlugu ve/veya bir elektron indirgeme). Boylece, C. officinalis tiirii

ekstrelerinin in vivo ve in vitro antioksidan aktiviteleri oldugu belirlenmistir.

Preethi ve ark. (2006), C. officinalis ekstresinin in vivo olarak hidroksi radikallerini
stiptiriici; In vitro olarak ise lipid peroksidasyonunu inhibe edici Ozellikte oldugunu
belirlemistir. Ekstrenin 1Csq (inhibe edici konsantrasyon) degerleri 6.5 ve 100 pg/ml olarak
belirlenmistir. Lipid peroksidasyonunun 50% inhibisyonu igin gerekli konsantrasyonlar
sirasi ile 500, 480 ve 2000 pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica ekstre, kiiltiirde doza bagiml
nitrikoksit siipiiriicii etki de gostermistir; ICso 575 pg/ml olarak bulunmustur. Oral yolla
alim sonrasinda, makrofajlarda siiperoksiti 12,6% ve 38,7% oraninda inhibe -ettigi
belirlenmigtir. Farelere bir ay boyunca oral yolla verilmesi ile katalaz aktivitesinde,
karacigerde ve kanda glutatyon degerlerinde belirgin bir artisin oldugu goriilmiistiir
(glutatyon rediiktaz artmis, glutatyon peroksidaz azalmistir). Bu sonuglar sayesinde,
C.officinalis tiirii ekstrelerinin in vivo ve in vitro antioksidan aktiviteleri oldugu

kanitlanmustir.

2.1.2. Antiiilser Aktivite
Chakurski ve ark. (1981), duodenal ve gastroduodenal iilserli hastalarin Symphytum
officinalis ve C. officinalis tiirlerinden olusan bitki kombinasyonlar1 ile tedavi
edilebildigini belirtmistir. Hastalarin 90%’1nda hissedilen agrilarin kayboldugu ve {ilser
yerinin iyilesme gosterdigi kanitlanmistir.
Yoshikawa ve ark. (2001), ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada C. officinalis
ciceklerinin metanolik ekstresi ve biitanolde c¢oziinebilen fraksiyonundan elde edilen
kalendulaglikozit A, B, C, D ve F bilesiklerini kullanmigtir. Bu maddelerin, ratlarda gastrik

lezyonlari inhibe ettigi belirtilmistir.

2.1.3. Antimikrobiyal ve Antiviral Aktivite

Kalvatchev ve ark. (1997), C. officinalis tiriinin kurutulmus ¢igeklerinin
ekstrelerinin in vitro deney ortaminda potansiyel anti-HIV aktivite gostererek HIV-1
replikasyonunu inhibe ettigini belirtmistir. Bu nedenle, C. officinalis ¢i¢eklerinin organik

ekstresinin, anti-HIV 6zellikleri bakimindan terapotik 6zelligi ortaya konmustur.
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Kemper (1999), C. officinalis ¢i¢eklerinin 70%’lik sulu alkolli tentiiriiniin influenza
virlisiine kars1 yiliksek viriisidal aktivite gosterdigi ve Herpes simplex tiiriiniin biiylimesini
fark edilir olarak baskiladigini belirlemistir.

Sakharkar ve ark. (2000), C. officinalis c¢iceklerinin petrol eteri ve kloroform
ekstresinin in vitro Staphylococcus aureus, S. aureus coagulase pozitif, Bacillus subtilis,
B. cereus, B. Stearothermophillus ve Pseudomonas aeruginosa tiirlerine karsi yiiksek
aktivite gosterdigini saptamustir. EKstrenin inhibe edici etkisinin, standart antibiyotik
kullanimiu ile elde edilen inhibe edici sonuca ¢ok yakin oldugu belirtilmistir.

Malabadi ve ark. (2005), C. officinalis etanollii ekstrelerinin sulu ekstrelerinden daha
aktif oldugu ve en yiiksek antidermatofitik aktiviteyi 0.27 mg/ml dozda deri hastalig
bulunan Kkisilerden izole edilen Trichophyton rubrum ve T. mentragrophytes tiirleri
tizerinde gosterdigini belirtmistir.

Wiktorowska ve ark. (2009), C. officinalis tiiriinden izole edilen 0,1-0,3 mg/ml
konsantrasyonundaki glukuronitlere en duyarlt mantarin; inkiibasyondan dort giin sonra F.
oxysporum ve A. brassicicola (mantar biiyimesinin inhibisyonu sirasiyla 36% ve 70%)
oldugunu belirlemistir. 0,2-0,3 mg/ml konsantrasyonundaki triterpenoidlerin, T. viride
tiiriiniin bliylimesinin inhibisyonu (47-62%) tizerinde benzer etki gdsterdigi bildirilmistir.
En yiliksek saponin konsantrasyonun (0.1%), en etkili konsantrasyon oldugu ve F.
oxysporum f. sp. callistephi; Botrytis cinerea; B. tulipae; Phoma narcissi tiirlerinin
biliylimesini sirasiyla 84,4%; 69,9%; 68,6%; 57,2% inhibe ettigi belirlenmistir. Boylece C.
officinalis glukuronitlerinin, triterpenoidlerinin ve saponinlerinin antifungal 6zelligi oldugu

belirlenmistir.

2.1.4. Hepatoprotektif Aktivite

Pintea ve ark. (2003), karbontetraklorit ile muamele edilmis saglikli erkek Wistar
ratlara C. officinalis tohum yagin1 7 giin siiresince uygulamistir. Ratlarda lipid
peroksidasyonunun diistiigii ve siliperoksit dismutaz aktivitesinin arttigi saptanmistir. C.
officinalis tohum yaginin ise, ratlarda serum transaminazi ve alkalen fosfatazi disiirdiigi
belirtilmistir. Bdylece C. officinalis tohum yagmin hepatoprotektif o6zelligi ortaya
konmustur.

Rusu ve ark. (2005), C. officinalis ¢igeklerinin sulu alkollii ekstresinin
karbontetrakloriirlii karacigerdeki etkinligini albino erkek Wistar ratlar {izerinde
arastirmistir. Calismanin sonucunda; enzimlerin normal degerlere dondiigii goriilerek

olumlu etkilerinin oldugu saptanmustir.
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2.1.5. Yara lyilestici Aktivite

Pommier ve ark. (2004), C. officinalis merheminin akut dermatitlerden koruyucu
etkilerini ortaya koymak amaciyla meme kanseri nedeni ile operasyon geg¢irmis ve
operasyon sonrasi radyoterapi uygulanmis hastalar1 rastgele se¢mistir. Calendula
uygulamasi sonucunda, ikinci ve daha yiliksek derecedeki dermatitlerde belirgin bir diisiis
oldugu belirtilmistir. Ayrica Calendula merhemi uygulanan hastalarda radyoterapiye daha
az ara verilmistir ve radyasyonun olusturdugu agrilarda belirgin diizelme goriildiigii
belirlenmistir. Meme kanserinde operasyon sonrasi adjuvan radyoterapi uygulanan
hastalara, ikinci ve daha yiiksek derecedeki akut dermatitlerden korunmak icin Calendula
merhemi onerildigi belirtilmistir.

Braun (2005), Calendula preparatinin gogiis kanseri ameliyati sonrasi radyoterapi
uygulanmasi ile olusan akut radyasyon indiiklii dermatitleri 6nlemede etkili oldugunu
belirtmigtir.

Duran ve ark. (2005), C. officinalis giceklerinin ekstresini igeren merhemi
bacaklardaki venoz iilserlere uygulamistir. Tedavi edilen grupta tim ilserlerin yilizey
alanmnin 41,71%; kontrol grubunda ise 14.52% oraninda azaldigi belirtilmistir. C.
officinalis ¢igek ekstresinin uygulandigi hastalarda yara iyilesmesinde hizlanma oldugu
belirlendiginden dolay1 C. officinalis ekstresi merheminin vendz ilserlerde epitelizasyonu
sagladig saptanmstir.

Gopinathan ve ark. (2006), C. officinalis tiiriiniin yanik yaralarma karsi etkisini
buzagi ve diiveler iizerinde ¢alismistir. Grup 1, Calendula gliserini; Grup 2, Calendula
gliserin+himaks; Grup 3, Calendula gliserin+Calendula merhemi; Grup 4, Calendula
gliserin+loreksan olarak ayrilmistir ve karsilastirilmistir. Calendula gliserin+loreksan
kombinasyonunun, yanik yaralarini iyilestirmede etkili oldugu gortilmiistiir.

Leach (2008), literatiirde genellikle apolar ekstraktlardan izole edilen triterpenoid
alkollerin biyoaktivitesi lizerine odaklanilmasina ragmen, C. officinalis sulu alkolli
ekstraktlarinin da yara iyilestirmesi i¢in siklikla kullanilan halk ilacina benzedigini

belirtmistir.

2.1.6. Antienflamatuvar Aktivite
Zitterl-Eglseer ve ark. (1997), C. officinalis ¢i¢ek baslarindan elde edilen faradiol-3-
miristik asit ester, faradiol-3-palmitik asit ester ve psi-taraksasterol bilesiklerinin fare

kulaginda 6demi inhibe etmeleri ile anti-6demik aktivitelerini test etmistir. Her iki faradiol
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esterin de, doz bagimli olarak yaklagik ayni aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir. Psi-
taraksasterol’tin biraz daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Ukiya ve ark. (2006), C. officinalis gi¢eklerinden oleanen-tip triterpen saponozitler;
dort yeni bilesik 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 bes flavonol glikozitleri izole etmistir. Kalendulaglikozit A harig biitiin bilesiklerin,

0,05-0,20 mg IDsp degerinde antienflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir.

2.1.7. Sitotoksik ve Inmunomodulatér Aktivite

Amirghofran ve ark. (2000), C. officinalis gigeklerini 70% ectanolde ekstre etmistir.
C. officinalis ¢igeklerinin insan lenfosit veya timositlerinde dogrudan mitojenik etkisinin
olmadigin1 tespit etmistir. Fitohemaglutinin varhiginda, C. officinalis ¢igeklerinin
lenfositlerin ¢ogalmasinda inhibitor etkisinin oldugu belirtilmistir.

Suzuki ve ark. (2001), C. officinalis tohum yagindan elde edilen ana yag asitlerinin
(t8,t10,c13- konjuge linoleik asit ~33.4% oraninda) 163 pM’1 asan konsantrasyonda bile
fare timor ve monositik 16semi hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigini
belirtmigtir.

Jimenez-Medina ve ark. (2006), C. officinalis gigeklerinin lazer ile aktivite edilmis
sulu ekstresi (LACE)’nin in vitro sitotoksik ve immunomodulatér, in vivo antitimor
aktivitesini arastirmistir. LACE ekstresinin, cesitli insan ve fare tiimor hiicrelerinin
proliferasyonu tizerinde giiglii bir in vitro inhibisyon gosterdigi belirlenmistir (70-100%
oraninda). Inhibisyon mekanizmalarmin, hiicre siklusunun GO/G1 ve Kaspaz-3-indiiklii
apoptozis safhasinda durdurma yoluyla oldugu tespit edilmigstir. Bu durumda in vitro
olarak proliferasyonun uyarildigr ve hiicrelerin aktive oldugu goriilmiistiir. Calismanin
sonuglar;; LACE sulu ekstresinin in vitro ortamda tiimor hiicreleri iizerinde sitotoksik
aktiviteye ve lenfosit aktivasyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira,
ekstrenin in vivo kosullarda farelerin ando-2 melanoma hiicrelerinde tiimor biiylimesini
engelledigi tespit edilmistir.

Ukiya ve ark. (2006), Uluslararas1 Kanser Enstitiisii programi kapsaminda, C.
officinalis tiiriinin in vitro kosullarda insan kanser hiicreleri tizerindeki muhtemel
sitotoksik etkisini incelemistir. Inceleme sonucunda, kalendulaglikozit F6’-butilester ve
kalendulaglikozitG6’-metilester triterpen saponozitlerinin kolon kanseri, ldsemi ve

melanomada yiiksek sitotoksik etki sergiledigi belirtilmistir.
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Matysik ve ark. (2008), C. officinalis ¢igeklerinin heptan, etilasetat ve metanol
ekstrelerini insan deri fibroblast hiicre kiiltiirlerine ve insan meme kanser hiicrelerine
uygulamistir. 25 upg/ml’nin iizerindeki konsantrasyonlardaki etil asetatli ekstrenin
mitokondriyal dehidrogenazi aktivite ederek hiicre cogalmasini ve metabolizmasini stimiile
ettigi belirlenmistir. Konsantrasyon 75 pg/ml’yi gectiginde ise, bu ekstrenin hiicreler
tizerinde toksik etkisinin oldugu tespit edilmistir. Biitiin saponinlerin 400 pg dozda

nontoksik ve antimutajenik oldugu belirtilmistir.

2.1.8. Antimutajenik Aktivite

Ramos ve ark. (1990), C. officinalis ¢igeklerinin sulu alkollii ekstresinin (0,1-1
mg/ml arasinda degisen bes farkli denemede) mitotik ayrilmada doz bagimli toksisite ve
genotoksisite (hem mitozun krossing over evresinde hem de kromozomlarin ayrilma
doneminde) gosterdigi heterozigot diploit D-30 Aspergillus nidulas tiirtinde belirtilmistir.

Elias ve ark. (1998), C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinden izole edilen on iig
saponin bilesiginin mutajenik ve antimutajenik aktivitelerini Salmonella mikrozomal
deneyi modifiye sivi inkiibasyon teknigini kullanarak arastirmistir. Antimutajenik
aktiviteyi gozlemlemek i¢in sigara igen kisiden 6rnek alinmistir.

Perez-Carreon ve ark. (2002), C. officinalis ¢i¢eginden sulu, sulu-etanollii, etanolli,
kloroformlu olmak iizere hazirlanan dort farkli ekstresinin kullanilmasiyla farelerin hem
karaciger hiicrelerindeki hem de dietilnitr6zamin indiiklii programlanmig DNA sentezini
geri dondiirebilmesine dair arastirma yapmustir. Sulu ve sulu etanollii ekstrenin diistik
mg/ml konsantrasyonlarinin dietilnitrozaminin etkilerine karst koruyucu; yiiksek mg/ml
konsantrasyonlarinin genotoksik ve hasar yapicit oldugu belirlenmistir. Bu nedenle C.
officinalis ¢icegi ekstresinin; biyolojik olarak aktif oldugu, genotoksik ve koruyucu

ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir.

2.1.9. Agn Kesici ve Ates Diisiiriicii Aktivite

Saify ve ark. (2000), C. officinalis yaprak ekstresini fareye i¢ karin zarina enjekte
ettikten sonra bu ekstrenin agr1 kesici 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.

Ahmad ve ark. (2000), C. officinalis tiiriiniin kuru etanolik ekstresinin ratlar {izerinde
belirgin bir ates distiriicti (74,95% inhibisyon 300 mg/kg dozda) ve agr kesici (27,42%
inhibisyon 40 mg/kg dozda) aktivite sergiledigini belirlemistir.

Braun (2005), C. officinalis tiirliniin orta kulak iltihabr ile iligkili agrilarda kullanimi

lizerine arastirmalar yapmaktadir.
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2.1.10. Diger Etkiler

Perez-Gutierrez ve ark. (1998), C. officinalis tiriinin sulu ekstresinin
kardiyovaskiiler sistem tizerine olan etkilerini, erkek Wistar ratlarda arastirmistir. Bu
ekstrenin 0,3; 0,5; 0,7 ve 1 mg/ml dozlarinin her birinde kalp kasilmalarin1 100%’e yakin
oranda inhibe edici etki sergiledigi belirlenmistir.

Bashir ve ark. (2006), C. officinalis ¢igeklerinin sulu-etanol ekstresinin izole edilen
tavsan bagirsak preparatlari lizerinde muhtemel spazmojenik ve spazmolitik etkilerini
arastirmistir. C. officinalis ¢igeklerinden hazirlanan ekstrenin, belirgin atropine hassas
spazmojenik etki gostermesine ragmen higbir spazmolitik etki gostermedigi goézlenmistir.
Bu nedenle abdominal kramp ve konstipasyonlar i¢in ticari olarak C. officinalis tiiriiniin

kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir.

2.2. C. officinalis ve C. arvensis Tiirlerinde Sekonder Metabolitlerin Yapis1 ve
Biyolojik Aktiviteleri

2.2.1. Kuersetin

Kuersetin, (3,3',4',5,7-pentahidroksflavon) olarak adlandirilir. Flavonoidlerin flavon
grubuna ait olan hardal saris1 renkte sekonder metabolittir. Yapisinda 3, 3', 4' ve 5, 7
pozisyonlarinda —OH grubu baglidir. Molekiiler formiili Ci5H1007’dir. Yapisal formiilii
Sekil 2.1°deki gibidir (Cui, 2014). Genellikle bircok bitkide farkli flavonoidlerle birlikte
bulunur (Ergiizel, 2006). Molekiiler agirlig1 302,24 g/mol olan bilesiktir. Kimyasal ismi: 2-
(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trinydroxy-4H-1-benzopyran-4-one’dir.

Sekil 2.1. Kuersetin

Kuersetin bircok etnik bitkide bulunan bir pigmenttir. Ozellikle sogan ve cayda
bulunmaktadir. Bu nedenle giinliik olarak yeterli miktarda tiiketilebilmektedir (Manach ve
ark., 2005). Insanlarin giinliik diyetinde bulunmaktadir (Ferry ve ark., 1996). Kuersetin
temel bir flavanoidtir ve insanlarin beslenmesinin Onemli bir parcasinit olusturur.

Hollanda’da kuersetin bilesiginin beslenme sirasinda ortalama giinlilk alim miktariin
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23mg oldugu kanitlanmistir (Zhang ve ark., 2012). Kuersetin’in antioksidan, antikanser,
norolojik etkisi (noroprotektif, norotoksik), antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, antiviral,
karacigeri ve kardiyovaskiiler sistemi koruyucu, anti-obezite ajani ve daha birgok biyolojik
aktivitesinin oldugu bilinmektektedir (Dajas, 2012).

Kuersetin, antioksidan Ozellikleri olan bir sekonder metabolittir. Etkili bir serbest
radikal temizleyicisi oldugu belirtilmistir (Ferry ve ark., 1996). Antioksidan aktivitesi
kapsaminda reaktif oksijen tiirlerini temizleme yetenegine sahip oldugu belirtilmistir
(Boots ve Haenen, 2008). Viicuttaki hiicreleri serbest radikallerin zararlarindan da
korumaktadir (Ergiizel, 2006). In vitro calismalarda kuersetin bilesiginin antioksidan
aktivitesi, hidrojen peroksit ortaminda kiiltiire edilen sigan goziiniin lensinde oksidatif
stresin neden oldugu katarakti inhibe edebilme yetenegine sahip olmasini sagladigi
bildirilmistir (Stefek ve Karasu, 2011). Ayrica kuersetin’in insan sperm hiicrelerinde lipid
peroksidasyonunu uyaran tert-butylhydroperoxide’i in vitro inhibe edici etkisinin oldugu
belirtilmistir (Moretti ve ark., 2012). Bir diger ¢alismada 25-50 mg/kg doz kuersetin’in
sicanlarda streptozotosin uyarimli diyabetin neden oldugu oksidatif strese karsi
antioksidant 6zlellik gdsterdigi belirlenmistir (Maciel ve ark., 2013). Ayrica kuersetin’in
250 ppm dozundaki polietilende etkili bir antioksidant ve stabilizatér oldugu belirlenmistir
(Tatraaljai ve ark., 2014). Kotii kolesteroliin okside olmasini Onleyebilir ve hiicrelerin
kansere doniismesini geciktirebilir. Kolesterolii, kalp hastaliklar1 ve akciger kanserine
yakalanma oranini disiirdiigii bilinmektedir. Hem akcigerleri hem de solunum yollarimi
kirli havanin ve sigaranin olumsuz etkilerinden korudugu belirlenmistir. (Ergiizel, 2006).
Kuersetin; karaciger yaralanmasinda geleneksel olarak tedavi i¢in kullanilan bitki esash bir
antioksidanttir (Cui ve ark., 2014). Astim hastaliklarinin ve alerjinin tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmistir (Ergtizel, 2006).

Norolojik etkisi kapsaminda néroprotektif ve ndrotoksik oldugu belirtilmektedir. Bu
nedenle balik yagi ile kombine olarak kullanildiginda fare beyninde ndroprotektor olarak
davrandig: bildirilmistir (Joseph ve Muralidhara, 2013). Asetilkolinesteraza karsi inhibe
edici etki gosteren norodejeneratif hastaliklara (Alzeimer) karsi yararli etkiler gozterdigi
belirlenmigtir (Choi ve ark., 2012). Ayrica kuersetin’in siganlarin ndronlarinda 6-
hidroksidopamin ile uyarilan oksidatif stresi azalttifi belirtilmektedir (Haleagrahara ve
ark., 2013). Saglikli P19 néronlart iizerinde bir ¢alismada quercetin muamelesinin néron
yasamin etkilemedigi fakat hiicreler arasi glutatyon igeriklerindeki bir azalma durumunda

sinir sisteminin ¢aligsmasini etkileyebilecegi belirtilmistir (Jazvinscak ve ark., 2012).
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Kuersetin bilesiginin antiviral aktivitesi kapsaminda cesitli viriislere karsi etkili
oldugu belirlenmistir. insan T-lenfotropik viriisii 1’in neden oldugu MT-2 hiicrelerinin
gelismesine kars1 potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Coelho-Dos-Reis ve ark., 2011).
IC50 = 212.1 pg/mL ile kuersetin’in diisiik antiviral aktivitesinin Japanese encephalitis
olarak bilinen sivrisinek yoluyla bulasan bir hastaliktan sorumlu olan anti-Japanese
ensephalitis virus (JEV)’line karsi etkili oldugu belirtilmistir (Johari ve ark., 2012). Fakat
kuersetin’in dengue virus tip-2’ye karsi yiiksek bir antiviral etkisi oldugu bildirilmistir
(Zandi ve ark., 2011). Lesithin formiilasyonlarinin katildigi kuersetin’in Afrika yesil
maymununun Vero hiicrelerini iizerinde In Vvitro antiviral aktivitesi gosterdigi
kanitlanmistir (Ramadan ve Selim, 2009). Ayrica non-structural protein-3 proteaz
aktivitesini inhibe ederek hepatitis C viriisiinii baskiladig1 belirlenmistir (Bachmetov ve
ark., 2012). In vivo calismalar siiresince Kkuersetin-3-O-B-D-glukuronit’in influenza-A
viriisiine kars1 etkili oldugu (Fan ve ark., 2011), kuersetin-7- ramnosit’in domuz ishal
virlisiine kars1 etkili oldugu belirtilmistir (Song ve ark., 2011). Klinik denemelerde (faz-1),
kuersetin bilesiginin antitlimor terapdtik potensiyeli oldugu belirtilen tirozin kinaz iizerinde
inhibe edici etkisinin oldugu belirtilmistir (Jan ve ark., 2010). Bunun yani sira gesitli
tiirevlerinin lethal viriislerin neden oldugu hastaliklarin tedavisi amaciyla ilag gelistirmek
amaciyla kullanildigr da bildirilmistir (Maalik ve ark., 2014).

Son zamanlarda yeni ve etkili olan yiyecek ya da tibbi ilaglarin gelistirilmesinde
onde gelen bir bilesik olmasi saglik agisindan Onemli yararlart kapsaminda kuersetin
bilesigi dikkati ¢ekmektedir (Zhang ve ark., 2012; D’Archivio ve ark., 2010). Fakat
kuersetin bilesiginin daha diisiik biyoyararlanimina sahip oldugu bilinen kimyasal yapisi
nedeniyle ¢oziiniirligii disiiktiir (Cui ve ark., 2014) ve kuersetinin sadece yenen kiigiik bir
yiizdesi dolasima emilmektedir (D’Archivio ve ark., 2010). Bu nedenle muhtemel
uygulamalar i¢in Kuersetinin suda ¢oziiniir tiirevlerini gelistirmek 6nemlidir. Bunun igin
kimyasal modifikasyon yoluyla canlilarin yararlanimini gelistirmek i¢in ¢esitli denemeler
yapilmaktadir (Needs ve Kroon, 2006)

Cui ve ark (2014), elde ettigi sonuglar ve histopatolojik gdzlemler sonucu kuersetin
stilfasyonunun farelerde kuersetinin hepatoprotektif etkilerini ve absorbsiyonunu
arttirdigin1 belirtmistir. Kuersetin-5',8-disiilfonat molekiiliiniin karaciger hastaliklari i¢in

kemopreventif ve kemoterapotik bir ajan potansiyeline sahip oldugu anlasilmistir.
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2.2.2. Kaemferol

Kaemferol, meyve ve sebzelerde bulunan polifenol bir flavonoidtir. Tibbi ve
nutrasotik aktivitelere sahip olan dogal bitki {irtiniidiir. Kaemferol diisiik molekiiler agirliga
(MW: 286,24 g/mol) sahiptir. Kimyasal ismi 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-one olan yesil bir bilesiktir (Sekil 2.2). Kemferol genellikle bitki tiirevli
yiyeceklerde ve geleneksel tipta kullanilan bitkilerde bulunmaktadir (Calderon-Montafio

ve ark., 2011).

Sekil 2.2. Kaemferol

Yapilan arastirmalarda kaempferoliin kanseri, arteriosklerozisi, kardiyovaskiiler
bozukluklar1 azalttigi; anti-oksidant ve anti-inflammator gibi aktivitelere sahip oldugu
belirtilmistir (Lau, 2008).

Stiperoksit temizleyicisi olarak antioksidan oldugu belirlenmistir (Wang ver ark.,
2006). Hiicre i¢i ROS (reaktif oksijen tiirleri) birikimini azalttigi ve Caenorhabditis
elegans tiiriiniin canliligini arttirdigi belirlenmistir (Kampkotter ve ark., 2007).

Birgok ¢alisma besin olarak alinan kaemferol’in kronik hastaliklar1 ve Ozellikle
kanseri azalttigina isaret etmektedir (Chen ve Chen, 2013; Lin ve ark., 2013).
Epidemiyolojik caligsmalar insanlarin kaemferol iceren yiyecekleri yemesi ile kanser ile
kalp-damar hastaliklarinin gelisiminin azalmasi arasinda pozitif bir bagmti oldugunu
belirtmektedir (de Pascual-Teresa ve ark., 2010; Lin ve ark., 2013). Akciger kanserinde
kaemferolce zengin yiyeceklerin tiiketiminin (yaklagik 2 mg kaempferol/giin) akciger
kanseri riskiyle ters olarak baglantili oldugu bulunmustur (Cui ve ark., 2008). Kaemferol
igeren yiyeceklerin tiiketiminin azalan gastrit kanseri (Garcia-Closas ve ark., 1999) ve
pankreas kanseri (Nothlings ve ark., 2007) riskiyle ters olarak baglantili oldugu; koroner
kalp hastaliklarindan Oliim oranini azalttigi belirlenmistir (Hertog ve ark., 1993).
Kaemferol acisindan zengin gidalarla beslenmenin (yaklasik 11 mg kaempferol/giin alimi)
epitelyal ovaryum kanseri riskini 40% azalttigi bulunmustur (Gates ve ark., 2007).

Kaemferol, kanser gelisimini tesvik eden serbest radikallere karsi viicudun antioksidan
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sistemini arttirarak yardimci olabilir. Molekiiler seviyede; kaemferoliin apoptozis,
angiogenesis, inflammasyon, metastaz ile baglantili hiicresel sinyal iletiminde bir grup
anahtar elementi diizenledigi bildirilmistir. Ozellikle kaemferol kanser hiicre gelisimini ve
anjiojenesisi inhibe etmektedir ve kanser hiicre apaoptozisini uyarmaktadir. Diger yandan
kaemferoliin koruyucu etkisini ortaya ¢ikaran bazi arastirmalarda normal hiicre canliligin
korudugu gériilmiistiir (Chen ve Chen, 2013). insan dil skuamoz hiicreli karsinom SCC4
hiicrelerinde anti-metastatik etkilere sahiptir, béylece kaemferoliin agiz kanseri riskinden
korunmada 6nemli oldugu belirtilmistir (Lin ve ark., 2013).

Diger flavonoidler gibi kaempferol de antienflamatuvar aktiviteye sahiptir. In vitro
ve in vivo olarak yapilan birgok c¢alismada kaempferol’iin, kaempferol glikozitleri’nin
antienflamatuvar aktivitesinin oldugu belirtilmektedir. Kaempferol bilesiginin uyarilabilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) proteinini, mRNA ekspresyonunu ve doz bagimli durumda nitrik
oksit (NO) iiretimini inhibe ettigi goriilmiistiir. iNOS i¢in 6nemli bir trasnkripsiyon faktorii
olan niiklear aktivasyon faktorii- kB (NF-kB)’yi inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica sinyal
iletiminin aktivasyonunu ve transkripsiyon 1 aktivatoriinii (STAT-1) inhibe etmektedir.
Belirtilen ¢alismada aktive edilen makrofajlarda kaemferoliin iNOS ekspresyonu ve NO
tiretimi lizerine olan etkisi ve mekanizmas1 belirtilmistir. Boylece antienflamatuvar
bilesikler olarak kaemferoliin tibbi aktivitesi agiklanmistir (Himaéldinen ve ark., 2007).

Kaemferol bilesiginin, osteoblastik aktiviteyi diizenledigi bildirilmistir. Boylece
osteoporozisin tedavisi igin yeni bir tibbi ara¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Prouillet ve
ark., 2004). Kaemferoliin miyokardiyal iskemi/reperfiizyonu olan si¢anlarda antioksidan
aktivitesi ve GSK-3f aktivitesinin inhibisyonu sayesinde kalbin korunmasinin saglandigi
belirlenmistir (Zhou ve ark., 2015).

Kaemferol bilesiginin 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)
kars1 antiviral aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.

Kaemferol, antiprotozoal ajan olarak tanimlanmistir (Barbosa ve ark., 2007; Calzada,
2005; Calzada ve ark., 1999; Meckes ve ark., 1999). Ayrica kaempferol Leismania spp.
tiiriine kars1 ve (Marin ve ark., 2009; Muzitano ve ark., 2006) ishale neden oldugu bilinen
Entamoeba histolytica and Giardia lamblia tiirlerine (Calzada ve ark., 1999) kars1 aktivite
gostermektedir. Ayrica kaempferoliin antigiardial aktivitesi Giardia lamblia ile enfekte

olan disi CD-1 siganlarinda in vivo olarak gézlenmistir (Barbosa ve ark., 2007).
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Kuersetin  ve kaemferol bilesiklerinin tiroid hormonlarinin  taginmasini,
metabolizmasini ve ¢alismasini etkiledigi belirtilmektedir (Petkov ver ark., 1981).
Flavonollerin endotelyal hiicrelerin adenozin deaminaz aktivitesini inhibe ettigi;

flavonlarin ise inaktive ettigi saptanmistir (Nagai ve ark., 1992).

2.2.3. Kafeik Asit
Kafeik asit cogunlukla kahve, zeytinyagi, meyve ve sebzelerde bulunan fenolik
asittir. (Shahidi ve Naczk, 1995). Molekiiler formiilii CoHgO4 Kimyasal ismi: 3,4-
Dihidrokinnamik asit, molekiiler agirligi 180.16 g/mol olan bilesiktir (Sekil 2.3).

A o)
HO

= OH
HO

Sekil 2.3. Kafeik asit

Kafeik asit; antioksidant (Vieira ve ark., 1998), antitiimor (Tanaka ve ark., 1993),
antienflamatuvar (Fernandez ve ark., 1998) aktivitesine ve HIV replikasyonunu inhibe
etme Ozelligine (Kashiwada ve ark., 1995; Fesen ve ark., 1993) sahiptir.

Kafeik asit’in UVC indiiklii sitotoksisiteden insan KF1 diploid fibroblastini ve
A431 epidermoid karsinoma hiicre hatlarin1 korudugu bilinmektedir (Neradil ve ark.,
2003).

Fare derisinde UVB (280-320 nm) radyasyonu indiiklii IL-10 ekspresyonunu ve
mitojen-aktive edilen protein kinaz (MAPKSs)’larin aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Staniforth ve ark., 2006). Ayrica 2500 mikromolar konsantrasyondaki
kafeik asit’in HT29 kolon kanser hiicrelerinin biiyiimesini 50% inhibe ettigi belirtilmistir.
Boylece kolon kanser hiicrelerinde kafeik asit’in apoptozis 6zelligi kanitlanmistir (Rao ve
ark., 1992). HCT15 kolon kanseri hiicrelerine karsi kafeik asit’in antiproliferatif 6zelligi
ortaya konmustur. Kolon kanserinden korunmada kemopreventif aday olarak gésterilmistir
(Jaganathan, 2011).

Diyabetik fare bobreginde kafeik asit’in koruyucu etkisi aragtirilmistir. Farelerin

diyetine kafeik asit ilavesinin diyabetik bobrek hastaliklarinin  dnlenmesinde ve
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azaltilmasinda yardimci olabilecegi belirtilmistir. Boylece antienflamatuvar etkisine isaret
edilmistir (Chao ve ark., 2010).

MCF-7 hiicrelerinde TAM (Tamoksifen) sitotoksisitesi tizerine birgok bitkide
bulunan ve kafeik asit’in esterifikasyonu ile elde edilen (Nagaoka ve ark., 2002) bilesik
olan kafeik feniletil ester (CAPE)’in etkisinin arastirildigi bir calisma yapilmstir.
Tamoksifen, goglis kanserini tedavi etmek i¢in genis capta kullanilan ilacgtir. Fakat
tamoksifen ile uzun siireli tedaviden sonra bir¢ok kisinin hastaliginin tekrar niiksettigi
gorilmektedir. Yapilan ¢alismada MCF-7 hiicreleri tamoksifen ve kafeik feniletil ester’in
farkli konsantrasyonlar1 ile 48 saat sliresince muamele edilmistir. Calismanin sonucunda
kafeik feniletil ester’in tamoksifen sitotoksisitesini arttirdigi goriilmiistiir. Direncin ve
diisiik toksisitenin {istesinden gelebilen gogilis kanseri tedavisi i¢in yeni bir terapotik

yaklagim olarak kafeik feniletil ester belirtilmistir (Motawi ve ark., 2015).

2.2.4. Beta karoten

Dogada 750°den fazla karotenoid izole edilmistir (Ranawat ve Merillon, 2013). Fakat
bunlardan sadece 40 karotenoid insan viicudunda absorbe ve metabolize edilerek
kullanilabilmektedir (Britton ve Khachik, 2009). Karotenoidler tetraterpenoidler
grubundadir; bitki ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilmektedir. Ayrica birgok
hayvan tiiriinde de bulunabilmektedir ve kuslarda, boceklerde, baliklarda, eklembacakli
kabuklularda 6nemli renlendiricilerdir (Britton, 1995; Olson ve Krinsky, 1995). Beta
karoten karotenoidlerin en ¢ok bilinenidir (Olson ve Krinsky, 1995; Woutersen ve ark.,
1999; Het Hof ve ark., 2000). Karotenoidler arasinda insan viicudunda en bol bulunanidir
(Krinsky ve Johnson, 2005). Molekiiler formiilii C4oHsg (Sekil 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,
molekiiler agirligi 536.88 g/mol olan lipofilik bir bilesiktir (Arnum, 2000).

Sekil 2.4. Beta karoten
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Beta karoten yogun kirmizi-turuncu renklidir ve bir¢ok bitki tiirlinde ¢ok renkli
renklenmeden sorumludur; ayrica ticari olarak yiyecek renklendirmede de
kullanilabilmektedir. Tahillarda, baklagillerde ve hayvansal gidalarda (balik, kabuklu deniz
hayvanlar1, yumurta saris1) bulunmaktadir. Hint yer elmasi (tath patates), balkabagi, havug,
yesil biber gibi bircok yiyecek bu bilesigi icermektedir
(http://www.ankalab.com/fileadmin/standortseiten/synlab_tr/pdf/A_vitamini_ve karotenler
.pdf, Haziran 2016). Karotenoidler, klorofilde bulunmaktadir ve tuttugu 1s181 klorofile
aktarmaktadir. Bu sekilde fotosenteze katkida bulundugu belirtilmektedir (Cerullo ve ark.,
2002).

Bera karoten, insan fizyolojisi ilizerine etkileri bakimindan az sayida calisilan gida
karotenoidlerinin yiizlercesinden biridir. Meyve ve sebzelerde provitamin A (A
vitamini)’nin en ¢ok bulunan formudur. Diger karotenoidlerle karsilastirildiginda daha
yiksek provitamin A aktivitesi bulunmaktadir (Krinsky ve Johnson, 2005) ve genellikle
giivenlidir (Olson, 1994; Ross, 1999).

Bazi medikal yararlar1 belirlenmistir. Eritropoietik protoporfiri’de tedavide
yardimc1 olarak etkili oldugu; yasa bagimli makular dejenerasyon riskini; menapoz dncesi
kadinlarda gogiis kanseri riskini azaltmada kullanildigi belirlenmistir (Gandini ve ark.,
2000; Seddon ve ark., 1994; Thomsen ve ark., 1979).

Beta karoten bilesiginin; diigiik kismi oksijen basincinda immun diizenleyici, tekil
oksijen giderici ve peroksi serbest radikal reaksiyonlarini inhibe etmek gibi kimyasal
ozellikleri belirlenmistir (Sies and Stahl, 1995; Wang ve ark., 1999). Ayrica GAP
baglantilar1 araciligiyla normal hiicre-hiicre iletimini arttirdigi (Edes ve ark., 1989;
Acevedo and Bertram, 1995).; karsinojenleri detoksifiye eden hepatik enzimleri uyardigi
belirtilmistir (Edes ve ark., 1989). Bir¢ok karsinojen gap baglantilarinin iletisimini inhibe
ettigi icin (Gregus and Klaassen 1996), kansere karsi korunmada diyet ile alinan maddeler
sayesinde bu aktivitenin korunmasi énemli bir fonksiyon olabilmektedir.

Karotenoid bakimindan zengin meyve ve sebzelerin alimmin kardiyovaskiiler
hastalik riskiyle ters orantili olarak iliskili oldugu ortaya konmustur (Tavani ve La Vechia,
1999). Epidemiyolojik ¢alismalar beta Karoten’in yiiksek miktarlardaki alimminin kanser ve
kalp hastaliklar1 gibi c¢esitli hastaliklarin riskini azalttigimi gostermistir (Van Poppel ve
Goldbohm, 1995; Ziegler ve ark., 1996). Bir¢ok hayvan ve laboratuvar ¢aligsmasi; tiimor
hiicre biiylimesini ve karsinojenezisin gelisimini inhibe etme 06zelligi oldugunu

gostermistir.
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Sigara igen kisilerde beta karoten’in yliksek dozlarda aliminin akciger kanseri riskini
arttirdigi belirtilmistir (Misotti ve Gnagnarella, 2013). Bu etkinin nedeni olarak tiitiin i¢imi
durumunda beta Kkaroten bilesiginin kararsizligi-dayaniksizligi nedeniyle bu bilesigin
karsinojenik metabolitlere degredasyonuna neden oldugu hipotezi ileri stiriilmektedir
(Russell, 2002). Beta karoten’in yiiksek dozlardaki aliminin, 6zellikle sigara igme durumunda,
histopatolojik degisiklikler tarafindan gosterildigi lizere akciger kanseri riskini arttirdigi ortaya
konmustur (Liu ve ark., 2000; Wolf, 2002). Fakat beta karoten’in korunan formlarla
yuriitiildigii denemelerde akcigerlerde histopatolojik degisiklikler gostermedigi belirlenmistir
(Kim ve ark., 2006; Fuster ve ark., 2008). 2012 yilinda, the European Food Safety Authority
(EFSA) ¢ok sigara igenlerde beta karotene tiiketimi ve kanser artigi arasinda olasi bir
baglantiy1 belirtmistir. Kanser riskine karsi beta karoten takviyesi ile ilgili koruma
eksikligi oldugu ortaya konulmustur (Druesne-Pecollo ve ark., 2010). Beta karoten’in (25
mg/gilin) etkisinin klinik bir denemesinde, sigara igmeyen ve alkol tiiketmeyen kisilerde
niikseden kolerektal adenoma riskini azalttigini; fakat sigara igen ve alkol tiiketenlerde bu riski
arttirdigr belirtilmistir. Boylece beta karoten’in sigara icen ve i¢gmeyenler iizerinde farkli

etkilere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Baron ve ark., 2003).

2.3. Asteracea Familyasindaki Bitkiler ile ilgili Bitki Doku Kiiltiirii Cahsmalar1

Grezelak ve Janiszowska (2002), C. officinalis kotiledon eksplantlarindan elde ettigi
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
ortamlarinda hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine karanlik ve aydinlik kosullarda devam
etmistir. 0.1mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2ip eklenen MS besin ortaminda 0.4mg/1 2,4-D+0.4mg/I
Kin eklenenlerinkine nazaran daha kompakt ve daha biiyiik kiimeler (kiitleler) olusturdugu,
hiicre dagilimmin ise daha diisik oldugu saptanmigtir. 0.1mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2ip
kiiltiirtinde aydinlik kosullarda maksimum agregat ¢apina (35mm); karanlik kosullarda ise
daha az agregat capma (10mm) ulastigr belirlenmistir.. Her iki kiiltirde de aydinlik
kosullarin hiicre kiimelenmesini arttirdigt belirtilmistir. 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l Kin
kiiltiiriinde ise daha az agregat ¢apinm oldugu saptanmistir. Ug ay boyunca, besin
ortamlarinda olusan kiiltiirlerde hem dagilan hiicrelerin artan miktarinin ve hem de biiytik
agregatlarin artan boyutunun goézlendigi ortaya konmustur. 0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l Kin
kiiltiiriinde, aydinlik kosullar altinda biiylik kirillgan agregatlarin Smm ¢apina ulastigi,
karanlik kosullar altinda ise agregatlarin goriinmedigi belirtilmistir.

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

gerceklestirilmistir. Boylece ¢igek boyutu, rengi ve kimyasal niteligi farklilik gdsteren
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bitkilerin mikrogogaltim1 gergeklestirilmistir. Eksplantlar, kapituladan alinmistir. 0,5 mg/1
:6,0 my/I Kinetin:PhytageITM eklenen besin ortami siirglin uzamasimi arttirirken; 1,0:6,0
mg/l BAP:Phytagel ilave edilen kiiltiir ortamimin ise kokiin uzamasini arttirdig
belirtilmistir. 1,0 mg/l IBA ilave edilen 2 MS ortaminda kiiltiire alinan bitkiciklerin
koklendirildigi belirtilmistir.

Arya ve ark. (2008), Pluchea lanceolata (Asteraceae) tiiriiniin yaprak
eksplantlarindan kallus uyarimi amaciyla oksinlerin (NAA, IAA, IBA, 2,4-D) tek olarak ya
da sitokininler (BAP, Kin) ile kombine olarak eklendigi MS besin ortaminda kiiltiire
almistir. Denenen oksinler arasinda NAA’nin yesil, hizli1 biiyiiyen ve kirillgan 6zellikte
kallus olusturmak i¢in en iyi oksin oldugu belirlenmistir. 1mg/l IAA+IBA olan en uygun
konsantrasyonun eklendigi MS besin ortamindan kahverengi, yavas biiyliyen ve kallus
gelisiminin meydana geldigi saptanmistir. NAA’nin optimum Kkonsantrasyonu (1mg/l),
BAP (0.25-2mg/l) ya da Kin (0.25-2mg/l) ile kombine edildiginde 0.5mg/l BAP
konsantrasyonunun kallus uyarimi i¢in en uygun oldugu ortaya konmustur.

Leal ve ark. (2009), C. arvensis tiiriinde bulunan ¢esitli sekonder metabolitleri elde
etmek i¢in bitkinin nodal segmentlerinin in vitro kiiltiirlerinden kallus ve rejenere olan
bitkicikleri elde etmislerdir. Caligmada bitki biiylime diizenleyicilerinin eklenmedigi MS0,
iki sitokinin konsantrasyonun (1-2 mg/l) eklendigi, sitokinin:oksin kombinasyonunun
(1:0.1 mg/l BAP:NAA; 2:0.1 BAP:NAA) eklenen besin ortamlarmin etkileri
degerlendirilmigtir. Kallus olusumunun, organogenesis ile es zamanli olarak in vitro
kiiltiirden 4 hafta sonra gozlendigi ve cicek uyariminin elde edildigi belirtilmistir. Siirglin

sayisinin kiiltiir ortamindan etkilenmedigi belirlenmistir.

Singh ve Chaturvedi. (2012), Spilanthes acmella tiiriiniin yaprak eksplantlarini ¢esitli
bitki biiyiime diizenleyicilerinin ekelndigi yari-kati MS besin ortaminda kallus uyarimi
amactyla inkiibe etmistir. 5uM BAP+1uM 24-D+1uM NAA ceklenen MS besin
ortamindan maksimum kallus gelisiminin meydana geldigi belirtilmistir. 2 hafta sonra,
eksplantlardan kirilgan ve acgik kahverengi oOzellikte kallus gelisiminin basladigi
saptanmistir. Geligen kalluslarin, devam eden alt kiiltiirler ile arttig1 fakat 5 hafta aralikla
yapilan 2 alt kiiltiir boyunca kahverengi 6zellikte kaldig: tespit edilmistir. Kiiltlirtin 11.
haftasinda, acik yesil ve kirilgan Ozellikte farklilasmamis kallus elde edildigi ortaya
konmustur. Belirtilen bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonu ile hiicre siispansiyon
kiiltiirleri olusturulmustur. Elde edilen yas ve kuru kallus agirligina gore, en iyi ¢alkalama

hizinin 120 rpm oldugu belirlenmistir. Oliim faz1 boyunca, ortamin ph’mnin artmaya devam
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ettigi ortaya konmustur. Kullanilan karbon kaynaklari arasinda, spilantol bilesiginin
maksimum miktarinin siikroz eklenen ortamda; bunu takiben glukoz eklenen besin
ortaminda 56.8ug/g kuru agirlikta saptandigi belirtilmistir. Spilantol bilesiginin, fruktoz
eklenen besin ortaminda saptanmadigi belirlenmistir. Kiiltiiriin 6.giiniinden 21.gilinline
kadar ph’in arttig1, sonrasinda kiitliriin son giinlerine kadar (24.giin) ph’in sabit oldugu
belirtilmistir. Ph’taki artisin nedeni olarak intraselliiler maddelerin ortaya salinmis
olabilecegi gosterilmistir.

Victorio ve ark. (2012), kok ve siirgiin ¢ogalmasini saglamak ic¢in C. officinalis
fidelerinin segmentlerini kullanarak doku kiiltlirii i¢in bir yontem uygulamistir. Farkl
tipteki eksplantlarin (bazal, aradaki, apikal) etkisini dogrulamak igin NH4NO3; ve KNO3’iin
konsantrasyonlarinin yarisinin azaltildigt MS ortami kullanilmigtir. MS ortaminda agar
yerine sahil kumu konulmustur. In vitro bitki gelisimi iizerine oksin ve sitokinin (TDZ;
BAP; IAA; IBA; NAA) etkisi incelenmistir. Kati ortamlarin C. officinalis kiiltiirleri igin
daha uygun oldugunu belirtmektedirler. Sonuglar, apikal eksplantlardan belirgin bir
koklenmeyi gostermistir. Bu eksplantlardan gelisen koklerin daha ¢ok uzadigi ve
yapraklarin sayisinin daha ¢ok oldugu gozlenmistir. Kok gelisimi diger muameleler ile
karsilagtirildiginda, TDZ ve BAP’in etkisinden daha iyi sonu¢ veren sitokine bagimli
oldugu belirtilmistir. Bitkilerin TDZ igeren ortamda rejenere oldugu belirtilmistir. En
yiiksek koklenme oran1 (80%) IAA 0,1 mg/I’den elde edildigi belirtilmistir.

Torbaghan (2012), 6 farkli tuzluluk diizeyi ve tibbi nergis fidelerinin 3 tipini
(karenat, alat, orbikular) kullanarak tuzluluk stresinin bitki lizerinde gosterdigi etkiyi
incelemistir. Deney sonucunda, artan tuzluluk ile ¢imlenme ylizdesi ve oranmnin arttig
belirlenmistir. Karenat tipi fidenin, tim tuzluluk diizeylerinde diger iki tip tibbi nergis
fidelerinden daha fazla ¢imlenme oranma sahip oldugu belirtilmistir. Alat tipi fidenin,
diisiik tuzluluk diizeylerinde (0,1 ve 3 dS/m) orbikulardan daha fazla ¢imlenme diizeyine
sahip oldugu gosterilmistir. Tuzlulugun, kok¢iik ve plumula uzunlugunu her 3 tip fidede de
azalttig1 belirlenmistir. Tuzluluk stresine maksimum duyarlilik, orbikular tibbi nergis

fidelerinde belirlenmistir.

Miri ve ark. (2013), ¢imlenme iizerine 2, 3, 4 ml konsantrasyonlarda biyolojik giibre
olarak Nitragin ve kontrol olarak distile su ile tohum inokiilasyonunun etkisi ve tibbi
nergisin erken biiylimesi ¢alisilmistir. Sonuclar kontrolle kiyaslandiginda, 3 cc ile inokiile
edilen tibbi nergis fidelerinde kok uzunlugunun 56% arttig1 ortaya konulmustur. 2 cc

Nitragin ile ekimden Once, tibbi nergis fidelerinin inokiilasyonu, kok uzunlugunda 56%
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artis gosterdigi belirlenmistir. Kontrolle kiyaslandiginda, 2cc ile muamele edilen fide
uzunlugunun 136mm’ye kadar ve kok/siirgiin oraninin 1.9% arttig1 belirlenmistir. 3cc
Nitragin ile inokiile edildiginde, fide agirliginin 5.25 gram arttigi belirlenmistir. Tibbi
nergis ¢igegi lreticileri, Nitragin ile inokiile edilen tohumlar ile tibbi nergis ¢iceginin

¢imlenmesini ve erken biiylimesini gelistirebilecegini belirtmistir.

Cetin ve ark. (2015), C. officinalis tiiriintin farkli eksplantlarin1 (hipokotil, kotiledon,
kotiledon nod) kallus gelisimi amaciyla farkli konsantrasyonlarda sitokinin (BAP; 1mg/I,
2mg/l) ve oksin (IBA; 0.1mg/l, 0.5mg/l) eklenen MS besin ortamlarinda inkiibe etmistir.
Sekiz haftanin sonunda, 1mg/l BAP+0.5mg/l IBA ve 2mg/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen
MS besin ortaminda inkiibe edilen hipokotil ve kotiledon eksplantindan sirasiyla %100 ve
%88; 2mg/l BAP+0.1mg/l IBA eklenen MS besin ortaminda inkiibe edilen kotiledon nod
eksplantindan ise %100 kallus gelisiminin meydana geldigi en iyi sonuglar olarak
belirtilmistir. Hipokotil eksplanlarinin farkli besin ortamlarinda inkiibe edilmesi sonucu
gelisen kallusun rengi ve dokusu bakimindan farklilik gosterdigi belirtilmistir. 1mg/l BAP
eklenen MS besin oratminda inkiibe edilen hipokotil eksplantindan yesilimsi kahverengi ve
sert yapida; 1mg/l BAP+0.1mg/l IBA eklenen MS besin ortaminda inkiibe edilen hipokotil
eksplantindan ise kahverengi, yesil ve sari renkli kirllgan yapida kallus gelisiminin
meydana geldigi saptanmistir. Img/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen MS besin ortaminda
inkiibe edilen hipokotil eksplantindan kahverengi sert ve kirilgan yapida; 2mg/l
BAP+0.1mg/l IBA ve 2mg/l BAP+0.5mg/l IBA eklenen MS besin ortaminda inkiibe edilen
hipokotil eksplantindan kahverengi ve yumusak kallus gelisiminin oldugu gdzlenmistir.
2mg/l BAP eklenen MS besin ortaminda inkiibe edilen hipokotil eksplantindan ise kallus
gelisiminin meydana gelmedigi belirtilmistir.

Dakshayini ve ark. (2016), Cichorium intybus (Asteraceae) tiiriiniin yaprak
eskplantlarinin aktarildigi 1.5mg/l NAA+ 0.25mg/l BAP eklenen MS besin ortamindan en
iyi kallus biyokiitlesinin (27.65+0.850g) ve yesilimsi kirilgan &zellikte kallusun elde
edildigini belirtmistir. 0.5mg/l NAA+ 0.25mg/l BAP eklenen MS besin ortamindan ise, en
az kallus biyokiitlesinin (4.2+0.473g) ve yesilimsi beyaz Ozellikte kallus elde edildigi
saptanmuistir.

Dwivedi ve ark. (2016), Stevia rebaudiana tiiriiniin yaprak eksplantlarini farkli
konsantrasyonlardaki oksin (NAA, 2,4-D) ve sitokinin (BAP, Kin) kombinasyonlarinin
eklendigi MS besin ortamlarinda kallus kiiltiiriine almistir. Denenen oksin:sitokinin

kombinasyonlar1 arasinda en iyi kallus gelisiminin (%94 0.061) ve koyu yesl, kirilgan
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ozellikte kallusun 4mg/l NAA+3mg/l BAP eklenen MS besin ortamindan elde edildigi
belirtilmistir. 2mg/l NAA+2mg/l BAP ve 3mg/l NAA+3mg/l BAP eklenen MS besin
ortamlarindan sirasiyla 35.6% oranla beyaz, kirillgan ve 77.8% koyu yesil, kirilgan
Ozellikte kallus gelisiminin meydana geldigi saptanmistir. BAP ya da NAA, 2,4-D ya da Ki
ile kombine edilerek eklenen MS besin ortamindan kompakt 6zellikte kallus gelisiminin
gozlendigi bildirilmistir. 2,4-D:Kin kombinasyonunun minimum kallus uyarimini (22%-
38%) sagladig1 belirtilmistir. Elde edilen kalluslar ile hiicre siispansiyon Kkiiltiiriine
gecilmistir. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirii ikinci alt kiiltiirlinden sonra kiiltiiriin agik

kahverengi (fenolik bilesiklerin salgilanmasi) olmustur.

2.4. Asteraceae Familyasindaki Bitkiler 1le Ilgili Sekonder Metabolit
Cahsmalan

Vidal-Ollivier ve ark. (1989), C. officinalis tiiriiniin ¢igeklerinden yedi flavonol 3-O-
glikoziti izole etmistir. Isorhamnetin-3-O-glukozit, rutinosit, neohesperidosid, 2G-
ramnosilrutinosid, kuersetin glukozit, neohesperidosit ve 2-G-ramnosilrutinosit (rutin)
bilesiklerinin yapisal tayinlerinin; kagit ve ince tabaka kromatografisi; UV, 13C-NMR,
kiitle spektroskopileri yapilarak aydinlatildigi belirtilmistir. C. officinalis tiiriinde;
isorhamnetin 3-O-neohesperidosit, 2-G-ramnosilrutinosit, kuersetin-3-O-neohesperidosit
arasindaki interglikozidik bag ve kuersetin 2-G- ramnosilrutinosit bilesiginin yapisal tayini
ilk kez tespit edilmistir.

Bako ve ark. (2002), C. officinalis tiiriiniin koklerinin, yapraklarinin, petallerinin ve
polenlerinin karotenoid bilesiminin analizini HPLC ile yapmustir. C. officinalis tiiriiniin
petallerinde ve polenlerinde temel karotenoidlerin flavoksantin ve auroksantin; koklerinde
ise ¢ogunlukla lutein ve B-karoten bilesiklerinin oldugu saptanmugtir. C. officinalis
ciceklerinden yapilan 5 farkli bitkisel ¢ay ve 2 renk tentiir incelenmistir ve endiistiyel

iirlinlerin karotenoid bilesimi baslangic materyaliyle karsilagtirilmistir.

Grzelak ve Janiszowska (2002), C. officinalis yaprak eksplantlarindan 0.4mg/1 2,4-
D+0.4mg/l Kin ve 0.45mg/l 2,4-D+0.5mg/l 2iP kombinasyonlarinin ilave edildigi MS
besin ortamlarinda gelisen kallus hiicreleri ile ayni konsantrasyonlardaki oksin:sitonin
kombinasyonlarinda hiicre siispansiyon kiiltiirleri baglatmistir. Oleanolik asit varligi
karanlikta inkiibe edilen hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde saptanmistir. 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 yiiksek oldugu belirtilmistir.
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Szakiel ve ark. (2003), mevalonik asit ile inkiibasyon siiresince sterollerin ve
oleanolik asitin C. officinalis siispansiyon kiiltiirleri iizerindeki etkisi 0,4 mg/l 2,4-D + 1,85
mg/l Kinetin eklenerek ve ayrica 0,1 mg/l 2,4-D+0,5 mg/l 6-piirin eklenerek 151kl ve
karanlik kosullar altinda incelemistir. Triterpenoitlere neden olan izoprenoid yolaginin test
edilen tiim kiiltiirlerde etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica tiim oleanolik asit glukozitlerinin
ve glukuronidlerin kadife ¢icegi bitkisinin karakteristik yapraklarinda [3-3H] oleanolik asit
ilave edilen kiiltiirlerden sonra sentez edildigi belirtilmistir. Oleanolik asit glikozitlerinin
biyosentezinin ve hiicreler arasi ortama saliniminin, biyoteknolojik 6nemi olan kiiltiirtin
hormonal kosullarina bagli oldugu belirtilmistir. Isigin monoglukuronit sentezlenmesini
diizenlediginin belirlenmesine ragmen, glukuronidlerin 1sikta ve karanlikta bulunan

kiiltiirlerde daha ¢ok sentezlendigi ve salindig1 belirtilmistir.

Stewart (2003), C. officinalis tiiriiniin ¢icek dokulari ve bitki organlarinda kuersetin,
rutin, izohamnetin-3-O-glukozit ve izohamnetin-3-rutinosit olan dort 6nemli sekonder
metabolitin miktarin1 belirlemistir. Calismamin hedefi bitki doku iriiniinii, sekonder

metabolitleri maksimum varyasyonu ise minimum edecek kosullar1 belirlemek olmustur.

Kishimoto ve ark. (2005) tarafindan, C. officinalis tiiriiniin sar1 ve turuncu renkli
kiiltivarlarina ait petallerinin ekstraktlarinda 19 karotenoid belirlenmistir. Bunlardan 10
karotenoidin sar1 ¢icekli kiiltivarlara 6zgli oldugu bildirilmistir. Bu 10 karotenoidin
maksimum UV giicii absorbsiyonunun, C. officinalis petallerinin temel karotenoid
iceriginden ve flavoksantininkinden daha uzun dalga boylarinda oldugu belirtilmistir.

Ayrica bu karotenoidlerin petallerin turuncu renginden sorumlu oldugu belirlenmistir.

Arya ve ark. (2008), Pluchea lanceolata (Asteraceae) yaprak eksplantlarindan elde
edilen farkli yaslardaki kallus kiiltiirlerinde HPLC ile kuersetin analizi yapmustir.
Maksimum kuersetin miktarinin (0.23mg/g kuru agirlik) 6 haftalik kallus hiicrelerinden
farkedilir diizeyde elde edildigi bildirilmistir. Bunun durum ise stasyoner (sabit) kallus
bliylimesi  fazinda  sekonder  metabolit  birikiminin  oldugunu  gosterdigine
dayandirilmaktadir. Daha sonra sirasiyla en ¢ok kuersetin miktarinin, 8 haftalik (0.20mg/g
kuru agirlik), 4 haftalik (0.17mg/g kuru agirlik), 2 haftalik (0.12mg/g kuru agirlik) kallus
hiicrelerinde saptandigi belirtilmistir. Aynmi sekilde, serbest ve baglh kuersetinin 6 haftalik
kallus hiicrelerinde sirasiyla 0.08 ve 0.15mg/g kuru agirlik olarak maksimum olarak elde
edildigi belirtilmistir. izole edilen kuersetinin HPLC piki tutulma zamani (tg~2.9dK.)

belirlenmistir.

37



Gadzovska ve ark. (2008), bitki biiyime diizenleyicilerinin C. officinalis invitro
kiiltiirlerinde sekonder metabolit miktarini arttirip arttirmayacagini arastirmistir. Calismada
birinci olarak bitki biiytime diizenleyicilerinin in vitro kiiltiirlerin biyokiitle tiretimi; ikinci
olarak ise flavonoid, antosiyanin iiretimi lizerine etkileri arasindaki iliski arastirilmistir.

Okoh (2008), C. officinalis tiiriiniin esansiyel yagmn kimyasal profilini analiz
etmistir. Farkli biiylime ve mevsim asamasinda bulunan yaprak ve ¢igeklerden esansiyal
yaglarin izolasyonu gergeklestirilmistir. Spektroskopik metotlar kullanilarak bu esansiyal
yaglarin yapisi belirlenmistir. C. officinalis bitkisinin esansiyal yagi verimi, tam olarak
ciceklendigi asamada maksimum (0,97%), ¢iceklenme Oncesinde ise minimum (0,13%)
olarak belirlenmistir. Bilesiminin, vejetasyon dongiisiiniin farkli asamalarinda farkl
ornekleri gosterdigi belirtilmistir. Seskiterpenlerin ve monoterpenlerin, bitkinin yasi ile
yiiksek korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Seskiterpenlerin taze yapraklarda (59,5%) ve
cigceklerde (26%); monoterpenlerin ise ¢ogunlukla kuru yapraklarda (70,3%) bulundugu
belirtilmistir.

Leal ve rak. (2009), C. arvensis tiriinde bulunan ¢esitli sekonder metabolitleri
arastirmistir. Kallus ve in vitro yetistirilen bitki eksplantlarinin kloroform ekstraktinda GC-
MS ile en ¢ok beta-sitosterol bilesiginin bulundugunu belirtmistir.

Chakraborthy ve Ghorpade (2010), C. officinalis ¢igeklerinden kuersetin analizini
HPLC ile gerceklestirmistir. Kuersetin standardinin tutulma degeri 0.43 dk. olarak
belirlenmistir. Dogrusal bagintt  1.0-5.0ng araligindaki  konsantrasyon arasinda
gozlenmistir. Kuersetin bilesiginin en yliksek miktar1 280.3mg/100gm olarak saptanmistir.

Chakraborthy (2010), C. officinalis tiirinde bulunan primer ve sekonder
metabolitlerin belirlenmesini gerceklestirerek biyolojik olarak aktif olan kismin varliginin
belirlenmesini saglamistir. C. officinalis tiirliniin yapraklarinin; petrol eteri, kloroform,
metanol ve su ekstraktlarinin fitokimyasal analizi TLC araglart ile yapilmistir. C.
officinalis tiirtiniin petrol eteri ekstraktinda, yag asitlerinin; kloroform ekstraktinda
triterpenlerin ve sterollerin varligi belirlenmistir. C. officinalis tiiriiniin sulu ekstraktinda
flavonoidlerin, karbonhidratlarin, amino asitlerin ve saponinlerin varligini belirlemistir.

Wiktorowska ve ark. (2010), C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicre
bliylimesi ve oleanolik asit birikimi lizerinde elisitorlerin etkisini arastirmistir. Elisitorler, 5
giinliik hiicre kiiltiirlerinde ¢esitli konsantrasyonlarda tek tek eklenmistir. Jasmonik asit, en
etkili elisitor olarak belirlenmistir. Ayrica, mantar Trichoderma viride homojenat ile 48

saat elisitasyon sonucunda, oleanolik asit igeriginin 1.8 kat arttig1 belirlenmistir. Elisitor
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uygulamasinin, oleanolik asit birikimi ve kiiltiir ortaminda oleanolik asitin salgilanmasinin
yant sira, hiicre biiylimesinin az olarak inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir.

Bunghez ve lon (2011), C. officinalis tiiriiniin yaprak ve ¢igeklerinden UV-VIS ve
FT-IR spektrofotometrik yontemleri ile karotenoid ve klorofil analizini gergeklestirmistir.
Likopen, klorofill II ve beta karoten bilesikleri saptanmstir. C. officinalis tiirinde en ¢ok
beta karoten ve lutein pigmantlerinin bulundugu belirlenmistir.

Mritunjay ve ark. (2011), C. officinalis tiriiniin g¢igeklerinin etanolik
ekstraktlarindaki katesin ve likopen bilesiklerini standartlara kars1t HPTLC yontemiyle
belirlemistir. En yiiksek katesin ve likopen miktarlarinin sirasiyla 6.88 mg/g and 13.54
mg/g ekstrakta bulundugu belirlenmistir.

Sujatha ve ark. (2011), C. officinalis tiiriiniin ¢igeklerinden HPLC ile kuersetin
analizini gergeklestirmistir. Coziicii olarak kloroform: glasiyal asetik asit: metanol: su (6.4:
3.2: 1.2: 0.8) kullanmilmistir ve 254nm absorbansta HPLC’de Olglim yapilmistir.
Kalibrasyon egrisinin, 0.15-0.4ug araliginda dogrusal oldugu saptanmistir. Kuersetin
tutulma degerinin 0.6 dk. oldugu belirlenmistir. C. officinalis ¢igeklerinde kuersetin
mktarmni belirlemistir. Onerilen metodun, C. officinalis tiiriinde kuersetin bilesiginin
saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir.

Anca ve ark. (2012), C. officinalis o6rneklerinin iki farkli ¢6ziiciide (etanol ve
gliserin:su) ekstraksiyonunu gerceklestirmistir. Hplc ve spektrofotometre ile fenolik
tiirevleri analiz edilmistir. C. officinalis etanolik ekstraginin fenolik bilesikler bakimindan
daha zengin oldugu belirlenmistir. Antioksidant aktivite belirlenmistir ve ardindan fenolik
bilesim ile baglantis1 ortaya konulmustur.

Legha ve ark. (2012), C. officinalis kallus kiiltiirlerinde in vitro karotenoid pigment
iiretimini, iki temel ortam olarak, yar1 kati ortama karsit olarak sivi ortam ve siikroz,
amonyum, nitrat nitrojenin g¢esitli konsantrasyonlar1 kullanilarak incelemistir. Iki tip
eksplant degerlendirilmistir. Cigek eksplantlari i¢in, karanlik kosullar altinda 2 mg/1 2,4-D
ilave edilen MS ortami kullanilarak kallus uyarimi i¢in en iyi oldugu belirlenmistir. Kiiltiir
ortaminda az miktarlarda kullanilan siikroz seviyelerinin, pigment uyariminin baglamasini
geciktirdigi ve iretilen karotenoid pigmentlerinin tim diizeylerini azaltmis oldugu
belirlenmistir. En yiiksek karotenoid pigment miktar1 ise kallus, amonyum nitrojen
olmayan MS ortaminda biiyiidiigiinde gézlenmistir.

Nan ve ark. (2012), Inula helenium L. tiiriiniin yapraklarimin, infloresanslarinin ve
ciceklerinin karotenoid bilesimini HPLC ile belirlemeyi amaglamigtir. Toplam karotenoid

miktarinin yapraklarda 4.87%’den ligulate ciceklerde 47.7%’ye kadar degistigi ortaya
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konmustur. Ligulate ¢igceklerin temel bilesiginin lutein-5,6-epoksit oldugu; toplam
karotenoidlerin 73.8%’ini kapsadigi ve B-karoten tiirevlerini igermedigi belirtilmistir.
Tubular ciceklerin, antheraksantin (36.9%) ve lutein (28.4%) bilesiklerinin yiiksek
miktarlarini igerdigi belirlenmistir. Bitkinin tiim toprak {istii kisimlarinin neoksantin ve
violaksantin bilesiklerinin diisiik miktarlarini igerdigi tespit edilmistir.

Rahmani ve ark. (2012), ¢icek baslarinin bazi zirai 6zellikleri ve iiriin iizerine farkl
nitrojen oranlarmin ve farkli sulama rejimlerinin etkisini belirlemistir. Su eksikligi
stresinin flavanoid igerigini etkilememesine ragmen; petal iriiniinde, ekstrakt iriiniinde,
petal/cicek agirligt oraninda ve ¢igegin niteliginde azalmaya neden oldugunu
belirlenmistir.

Sedghi ve ark. (2012), yaptiklar1 iki sera denemesinde tuzluluk stresi altinda C.
officinalis petallerindeki antioksidant enzim ve karotenoidlerin degisimi {izerine
fitohormonlarin etkisini ortaya koymuslardir. Sonuglar kontrol bitki ile kiyaslandiginda su
eksikligi durumunda petallerde SOD, CAT aktivitelerinin 47%, 73% arttigini
gosterilmistir. Giberellik asit, benzil amino piirin ile piiskiirtmenin kuraklik etkisini
azalttig1, fakat absisik asit, jasmonik asit, salisilik asit uygulamasinin bu enzimlerin
aktivitesini tesvik ettigi belirtilmistir. Karotenoid konsantrasyonunun, karotenoid ve
hormon muamelesini etkiledigi belirtilmistir. Karotenoid konsantrasyonunun, su eksikligi
altinda artt1ig1; fakat giberallik asit, benzilaminopiirin, jasmonik asit uygulamalarinin ise
likopen ve karoten sentezi lizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Arya ve Patni (2013), Pluchea lanceolata (Asteraceae) tiiriinde maksimum kuersetin
miktariin (0.23 mg/g kuru agirlik) 6 haftalik kallus hiicrelerinden elde edildigini
saptamistir. Bitkinin kisimlarinda ise maksimum kuersetin miktari, yapraklarda (0.22 mg/g
kuru agirlik) bunu takiben kok ve sap kisminda tespit edilmistir. Yaprak kisminda ve 6
haftalik kallus hiicrelerinde saptanan kuersetin miktarindaki farkliligin az oldugu
belirtilmistir. Kuersetin miktarinin, kallus hiicrelerine kinnamik asit uygulanmasiyla
kontrole gore 7-8 kat; fenilalanin uygulamasiyla ise 1-2 kat arttig1 belirlenmistir.

Bianca ve ark. (2013), C. officinalis ¢iceklerinde spektrofotmetrik yontem ile
karotenoidlerin, flavonoidlerin ve miisilajin 6nemli miktarda bulundugunu ortaya
koymustur.

Dlugosz ve ark. (2013), tiiyli kok kiiltiirii baglatmak icin C. officinalis kotiledonunu
ve hipokotillerini Agrobacterium rhizogenes irklar1 ile enfekte etmistir. Tiyli kok

uyariminin, kotiledonlar i¢in 33,8% ve hipokotiller i¢cin 66,6%’ya kadar ulastii
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belirlenmistir. Tiylii kok kiilttirleri glikozitler olarak baslica oleanolik asiti (97%)
sentezleme yetenegini gosterdigi belirlenmistir.

Fernandes ve ark. (2013), kimyasal gilibreleme, organik giibreleme ve saman oOrtiisii
gibi farkli yetisme kosullar1 altinda biiyiiyen C. officinalis tiiriiniin polar ekstraktlarinin
kimyasal profilini degerlendirmistir. Ayrica, ekimden sonraki 60. ve 120. giinde toplanan
bitkilerden sekonder metabolitleri karsilastirarak bitki gelisimi siiresince sekonder
metabolit varyasyonu arastirilmistir. Sekonder metabolitleri belirlemek i¢cin HPLC-DAD-
MS/MS kullanilmigtir. Denetim altindaki toprak muameleri altinda yetisen bitkilerden
sekonder metabolitlerin ekspresyonunda istatistiksel olarak Onemli bir farklilik
bulunmadigr belirtilmistir.

Rigane ve ark. (2013), C. officinalis tiiriiniin yaprak ve ¢igek kismlarinda fenolik
bilesiklerin varligini arastirmiglardir. Cigeklerde toplam fenol (109.27+0.23mg/g kuru
agirlik) ve toplam flavoidlerin (76.44 +£0.01 mg/g kuru agirlik) varligin1 saptamistir.
Yapraklarda toplam fenol (58.68 +0.12) ve toplam flavanoidleri (44.91+0.02) saptamistir.
Gallik asit ve kuersetin-3-O-glukozit bilesiklerini hem yaprak hem de ¢icek kismlarinda
varlig1 tespit edilmistir. Skopoletin-7-O-glukozit bilesigi sadece yapraklarda saptanirken;
rutin ve izorhamnetin-3-O-glukozit bilesiklerinin ise sadece ¢i¢ek kisimlarinda saptandigi
belirtilmistir.

Al-Oubaidi ve Ameen (2014), HPLC teknigini kullanarak C. officinalis tiirliniin in
vitro sekonder bilesiklerinin nitel ve nicel analizlerini yapmislar ve ana bitki ile
karsilastirmislardir. Sekonder metabolit {iretimini arttirmak i¢in salisilik asit 0, 50, 100,
150, 200 mg/l konsantrasyonlarinda kullanilmistir. Sonucglarin 200 mg/l salisilik asit
konsantrasyonunun C. officinalis i¢in birgok sekonder metabolitinde (esansiyel yag) biiyiik
oneme sahip oldugunu gosterdigi belirtilmistir.

Curkovi¢-Perica ve ark. (2014), Centaurea rupestris tiiriinde fenolik bilesiklerin
varhigmi arastirmistir. Kuersetagetin 3’-metileter-7-O-8-D-glukopiranoside ve kuersetin
bilesiklerinin en yiiksek miktarmin bu tiriiniin ¢i¢eklerinde saptandigi; luteolin ve p-
kumarik asit bilesiklerinin en yiiksek miktarinin ise yapraklarda saptandigi belirtilmistir.
Kuersetin bilesigi en fazla miktarda, in vivo yetistirilen ¢igeklerde (6917.72 pg/g kuru
agirlik), bunu takiben in vivo yapraklarda (65.49 ug/g kuru agirlik) ve MS besin ortaminda
yetistirilen in vitro siirgiinlerde (13.81 pg/g kuru agirlik) saptanmustir.

Islam ve Kumar (2014), C. officinalis tiiriiniin ¢iceklerinden karotenoidlerin
ekstraksiyonunu gergeklestirmistir. Toplam karotenoid ekstraksiyonu i¢in hekzan-aseton-

etanol-toluen olarak dort ¢oziiciiniin kombinasyonu kullanilmigtir. Craft ve Soares (1992),
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coziiciilerin kombine olarak kullanilmasinin herhangi birinin tek olarak kullanilmasiyla
karsilastirildiginda toplam karotenoid {iriiniinii arttirdiint belirtmistir. Polar ¢oziiciilerin
(aseton, etanol) polar olmayan c¢oziiciiler (hekzan, toliien) ile kombinasyonunun polar
olmayan karotenoidlerin ¢oziiniirliigiinii arttirdig belirtilmistir.

Sanghavi ve ark. (2014), Tridax procumbens L. (Asteraceae) tiiriiniin ¢igeklerinden
kuerstin analizi HPLC ile gerceklestirmistir. HPLC analizi sonucunda standard kuersetin
ve bitkiden izole edilen kuersein i¢in tutulma zamaninin sirasiyla 8.408’inci ve 8.442’inci
dakikalarda pik elde edildigi belirtilmistir. Eklenen standard kuersetinin ortalama geri
kazaniminin, izole edilen kuersetin i¢in 99.80% oldugu saptanmustir.

Casierra-Posada ve Avila-Leén (2015), giineste ve 35% golgede yetistirilen C.
officinalis tiiriiniin yapraklarinda klorofilll ve beta karoten igerigi karsilastirilmistir.
Klorofilll a, klorofilll b ve toplam karotenoidler i¢in 6nemli farkliliklarin olmadig: tespit
edilmistir. Fakat golgede yetistirilen bitkilerde klorofilll a/klorofilll b orami 8.41%
artmasina karsin; karotenoidler/klorofil II oraninin 5.45%’e kadar diistiigii belirlenmistir.

Kurkin ve ark. (2015), C. officinalis tiiriiniin ¢igeklerinde bulunan narsisin (3-O-
rutinoside of isorhamnetin) flavonoidinin belirlenmesinde HPLC yontemini kullanmustir.
C. officinalis ¢igeklerinde narsisin varligiin 0,68+0,02%’den 0,97+0,03%’e kadar degisen
konsantrasyonlarda bulundugu saptanmustir.

Dwivedi ve ark. (2016), Stevia rebaudiana (Asteraceae) tiirliniin hiicre siispansiyon
kiiltirlerinin 14. giiniinde en yiiksek pellet hiicre hacmi (PVC)’nin (0.192ml pellet/ml
kiltiir) 4mg/l NAA+3mg/l BAP+1mg/l askorbik asit eklenen MS besin ortamindan; en
diisik pellet hiicre hacmi (0.1073ml pellet/ml kiiltir) ise 1mg/l 2,4-D+1mg/l BAP
kombinasyonunda saptamustir. Pellet hiicre hacmindeki 6nemli artisin 21. giine kadar
(0.266ml pelet/5Sml kiiltiir) devam ettigi belirlenmistir. PVC’de hafif bir azalmanin (0.24
ml pelet/5ml kiiltiir) kiiltiiriin 28. giiniinde oldugu bildirilmistir. Hiicreler 7. ve 14. giinde
yesil iken, kiiltiirtin 21. giinlinde agik sar1 ve az kisminda yesil renkli olarak goriilmiistiir.
Kiiltiirin 7.giinline kadar hiicrelerin logaritmik fazda oldugu tespit edilmistir. Hiicreler
kiiltiiriin  14.glinlinde eksponansiyel faza ge¢mistir. PVC’nin tekrar arttii kiiltiiriin

21.glinilinde, hiicrelerin stasyoner faza gegtigi belirtilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal
Arastirmamizda bitkisel materyal olarak setifikali Calendula officinalis ve C.

arvensis tohumlari kullanilmistir. Tohumlar Ceylan Tarim firmasindan alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohum Yiizeysel Sterilizasyonu

C. officinalis ve C. arvensis tohum yiizeysel sterilizasyonu i¢in farkli yiizdelerdeki
sodium hipoklorit (NaOCI, 5%’lik)’te bekletilerek gesitli denemeler yapilmistir.

C. officinalis ve C. arvensis tohumlar1 98% EtOH’da 1 dk. beklettikten sonra, a) 5%
NaOCl’de 30 dk., b) 7% NaOCl’de 30 dk., ¢) 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%
NaOCI’de 30 dk. bekletilmistir. Ardindan 3 defa steril saf su ile durulanmustir.

In vitro embriyo aktarimi amaciyla, C. officinalis ve C. arvensis tohum yiizeysel
sterilizasyonu i¢in uygun olan yontem olan 98% EtOH’da 1dk, 50% NaOCI’de 30dk.

bekletilerek ardindan 3 defa steril saf su ile durulanma olarak belirlenmistir.

3.2.2. Bitkisel Materyalin In vivo Yetistirilmesi

3.2.2.1. Tohum Yiizeysel Sterilizasyonu ve In vivo Embriyo Aktarimi

Torf bitki yetistirme ortamini i¢eren 24 gbzden olusan viyollere in vivo C. officinalis
ve C. arvensis embriyo aktarimi yapilmistir. Bu amagla, tohumlarin yiizeysel
sterilizasyonu in vitro embriyo aktarimi igin belirlenen en uygun yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ardindan bistiiri ve pens yardimiyla tohum kabugu c¢ikarillan C.
officinalis ve C. arvensis embriyolari, steril edilmis torf, torf ve perlit (2:1), torf ve kum
(2:1) olmak tiizere ti¢ farkli bitki yetistirme ortamini igeren her biri 24 gdzden olusan
viyollere her bir géze 2 embriyo, 3 cm derinlikte olacak sekilde aktarilmistir. Viyollerin
lizerine poset gegirilerek ortamin nemli kalmasi saglanmistir.

C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin steril torf, torf ve perlit, torf ve kum bitki
yetistirme ortamlarina yapilan in vivo embriyo aktarimi sonrasinda bitki yetistirme
odasinda karanlikta ¢imlenmeye birakilan embriyolar1 igeren viyollerin fotograflar1 Sekil

3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarmin torf, torf ve perlit, torf ve kum bitki

yetistirme ortamlarini iceren viyollere in vivo embriyo aktarimi

3.2.3. Bitkisel Materyalin In vitro Yetistirilmesi

3.2.3.1. Tohum Yiizeysel Sterilizasyonu ve In vitro Embriyo Aktarimi

Tohum ylizeysel sterilizasyonu Oncesinde tohumlara g¢esitli on uygulamalar
yapilmistir. Tim 6n uygulamalarin hepsinde tohumlar ilk 6nce 1 hafta siireyle +4°C’de,
ardindan 24 saat saf suda bekletilmistir. Daha sonra 4 farkli sekilde 6n uygulamalar
gerceklestirilmistir.  Hicbir 6n  uygulama yapilmayan tohumlar kontrol olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 3.1). Ayrica besin ortamima 1g aktif karbon eklenerek

cimlenme ylizdesi degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1 .C. officinalis ve C. arvensis tohumlarina yapilan 6n uygulamalar

On Uygulama
Gruplar +4°C Derece Steril Saf Su KNO; GA; H,SO,
Kontrol - - - - -
1 lhafta 24 saat - - -
2 1 hafta 24 saat 2g/l,2h - -
3 1 hafta 24 saat 2g/l,2h  20mgl/l, -
4 1 hafta 24 saat - - 20%, 2dk.

Tohum yiizeysel sterilizasyonu gergeklestirilmistir. C. officinalis ve C. arvensis
tohumlarinda fiziksel dormansi (testa dormansisi) bulundugundan dolay1 tohum kabuklar
steril kabin ig¢inde pens ve bistiiri yardimiyla ¢ikarilmistir. C. officnalis ve C. arvensis

tohumlar1 ve embriyolart Sekil 3.2°de gosterilmistir.

-

Sekil 3.2. C. officinalis ve C. arvensis tohumlar1 (solda) ve tohum kabugu ¢ikarilan

embriyolar1 (sagda)
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Tohum kabugu ¢ikarilan C. officinalis ve C. arvensis embriyolarinin MSO (¥4 MS)
besin ortaminin dokiildiigii petrilere in vitro aktarimi gergeklestirilmistir.

Petrilerin etrafi parafilm ile sarilmistir. Bu sekilde hazirlanan petriler 5’1 gruplar
halinde aliiminyum folyo ile sarilarak tohum g¢imlenmesi i¢in yaklasik 1 hafta bitki
yetistirme odasinda karanlik kosullarda bekletilmistir. Tohum ¢imlenmesi meydana
geldikten sonra petriler aliiminyum folyodan ¢ikarilarak bitki yetistirme odasinda i1gikli

kosullarda yaklasik 2 hafta bekletilmistir.

3.2.4. Sterilizasyon

Kullanilacak her tiirlii malzemenin, hazirlanan besin ortamlarininin ve her tiirlii
bitkisel materyalin belirlenen sterilizasyon yontemlerinden biri ile steril edilmesi
gerekmektedir. Denemelerde kullanilan laboratuvar malzemeleri, besin ortami ve eksplant
sterilizasyonu i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir. Belirlenen miktarlarda hazirlanan besin
ortamlar1 ve laboratuvarda kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu otoklavda 121°C’de, 1

atmosfer basingta ve 15 dakika siiresince yapilmistir.

3.2.5. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin ve Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

Denemelerde MS besin ortamina eklenen bitki biliylime diizenleyicileri stok ¢ozelti
kullanilmisti. NAA (Naftalaen Asetik Asit), IAA (Indol Asetik Asit), 2,4-D (2,4-
Diklorofenoksiasetikasit), BAP (6-Benzilaminopiirin) i¢cin 1N NaOH; 4-CPA (4-
Klorofenoksiasetik Asit) icin EtOH (99%’luk) ¢6ziicii olarak kullanilmistir.

C. officinalis ve C. arvensis eksplant aktarim: igin MS besin ortami hazirlanigina
uygun olarak 1,1 gram/litre MS (Murashige&Skoog) (Sigma-S5519) (C. officinalis ve C.
arvensis tirleri i¢in % MS), 15gram/litre siikroz (%3) (Sigma-S-5391) eklenmis ve
belirlenen farkli konsantrasyonlardaki ¢esitli oksin ve sitokinin kombinasyonu eklenmistir.
IN HCI ve 1IN NaOH ile ph 5,80’e ayarlanmistir. Ardindan 8 g/l agar (0,8%) (Merck-
1.01613.0500) ilave edilmistir.

3.2.6. Kallus Kiiltiirii

In vitro olarak yetistirilen 10-12 haftalik C. officinalis ve C. arvensis yapraklari

kallus kiiltiirtinii baglatmak i¢in eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
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3.2.6.1. Eksplanttan Kallus Eldesi

Eksplanttan kallus eldesi i¢in kullanilan farkli konsantrasyonlardaki g¢esitli oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin eklendigi ve MSO0 besin ortam1 ve 12 farklt MS besin ortami
Cizelge 2’de belirtilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki bitki biiylime diizenleyicilerinden
oksin olarak NAA (a-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-Benzilaminopiirin, Sigma)’in

farkli kombinasyonlarinin eklendigi 12 farkli MS besin ortami hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Yaprak eksplant yerlestirilmesinin ve kallus biyokiitle alt kiltiirlerinin
yapildigi MS besin ortamlart (MS0-MS12 arasi)

Besin Ortam Oksin (mg/l) Sitokinin (mg/l)
NAA (mg/l) BAP (mg/l)
MSO0 _ _
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 Kiiltiirleri

Eksplant yerlestirilmesinden 30 giin sonra eksplanttan olusan kallus biyokiitlesi steril
kabin icinde bistiiri ve pens yardimiyla ile kesilerek hassas tartida dl¢lilmiistiir. Ardindan
eksplanttan ayrilan yas kallus biyokiitlesi, yeni hazirlanan MS0 besin ortamina ve 12 farkl
MS besin ortamina aktarilarak birinci kallus alt kiiltlirii baslatilmistir. Dort defa kallus alt
kiltlirii yapilarak kallus alt kiiltiirleri 120 glinde tamamlanmistir. Kallus alt kiiltiirleri
stiresince kallus aktarimlari her 30 giinde bir defa yapilmistir. Dordiincii kallus alt kiiltiiri

baslatildiktan 30 giin sonra kallus biyokiitlesi steril kabin icinde hassas tartida tartilmistir.
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Kallus kiiltiirleri siiresince 0 giinden itibaren her kallus alt kiiltiirii sonunda (0., 30., 60.,
90., 120. giin) kallus biyokiitlesi tartilarak sekonder metabolit analizi amaciyla -20°C’de

saklanmustir.

3.2.6.3. Kallus Biyokiitle Degisimi Ile Tlgili istatistiksel Analizler

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus biyokiitlesi,
birinci kallus alt kiiltiiriine baslanan giin (0.giin) ve her ti¢ kallus alt kiiltiirii sonunda (her
30 giin sonra) steril kabin i¢inde hassas tartida tartilarak artan kallus biyokiitlesi
saptanmistir. En fazla kallus biyokiitle artist MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarindan
elde edildigi; diger besin ortamlarindan elde edilen kallus biyokiitlesi az oldugu icin en
fazla kallus biyokiitlesinin elde edildigi besin ortamlariyla kallus alt kiiltiirlerine devam
edilmistir. Kiiltiir baglangicindan (0.kiiltiir) 30 giin sonra yapilan 4 farkl kallus alt kiiltiiri
stiresince degisen kallus biyokiitlesi karsilagtirllmigtir. Kallus alt kiiltiirleri her tekrarda 20

petri olacak sekilde birbirinden bagimsiz 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.7. Bitki Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri
C. officinalis ve C. arvensis turlerine ait dordiincu kallus alt kiilturi tamamlandiktan

(120 giin) sonra hiicre siispansiyon kiiltiirlerine gegis yapilmistir.

3.2.7.1. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Hiicre siispansiyonlari1 kiiltiirlerinde kullanilacak erlenlere beste bir oraninda MS
besin ortami1 eklenmistir. 100 ml’lik erlene 20 ml, 250 ml’lik erlene 50 ml MS besin ortam1
eklenmistir. Hiicre siispansiyonlar1 O.kiiltlirline baglarken 100 ml’lik erlenlere 1’er gram
olacak sekilde kallus aktarimi yapilmistir. C. officinalis ve C. arvensis tiirlerine ait olan

hiicre siispansiyon kiiltiirleri 110 rpm’e ayarlanmis ¢alkalayiciya yerlestirilmigtir.

3.2.7.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiyiime Parametreleri

Hiicre siispansiyonlarinin 0. Kiiltiriinde en fazla hiicre canliligi, taze ve kuru agirliga
ulastig kiiltiir siiresi belirlenmistir. Bu amacla hiicre sayimi, taze ve kuru agirlik dl¢iimii
yapilmistir. Boylece, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicre oliimleri baslamadan once

kiltiirler alt kiiltiire alinarak 1. kiiltiir baslatilmistir.
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3.2.7.3.1. Hiicre Canlilik Testi

C. officinalis ve C. arvensis hiicre siispansiyonlari, 0. glinden itibaren her 5 gilinde bir
40 giin siiresince hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre
stispansiyon kiiltiirleri MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinin her birinden alinan Iml
ornek, Iml metilen mavisi ile boyanarak 6rnek hacmi 2ml’ye tamamlanmistir. Thoma
laminda koselerdeki dort biiyiikk karede hiicre sayimi yapilmistir (Sekil 3.3). Hiicre

sayimlar1 3 tekrarli olarak yapilmistir. Toplam hiicre sayis1 (n/ml) ve hiicre canliligi (%)

belirlenmistir.

Sekil 3.3. Her 5 giinde bir Thoma lami ile mikroskopta yapilan hiicre sayimlari

3.2.7.3.2. Hiicre Bilyiimesinin Belirlenmesi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimenin belirlenmesi i¢in taze ve kuru agirlik
Olglimii yapilmigtir. Bu amagla filtrasyon pompasi (Lab 312, DrVAC-300), filtrasyon
erleni ve 100 um por capina sahip elekten (sartorius) olusan filtrasyon sistemi
kullanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Filtrasyon sistemi ve 100 pm por ¢apina sahip elek

C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin 0.kdiltiir-1.kiiltiir arasindaki 40 giin siiresince
0.glinden baslanarak her 5 giinde bir hiicre silispansiyon kiiltlirlerinden 5ml 6rnek alinarak
vakumlu filtrasyon cihazi ile 100 um por ¢apindaki milipor filtreden siiziilerek taze agirlik
ile siv1 besin ortaminin birbirinden ayrilmast saglanmstir. Filtrenin tizerindeki kalluslar,

hassas tartida tartilarak taze agirhk (g/l) Ol¢iimi yapilmistir. Hiicre siispansiyon
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kiiltiiriinden izole edilerek taze agirlig1 dlgiilen kallus hiicreleri, sabit bir kallus biyokiitlesi
elde edilinceye kadar (2 giin) oda sicakliginda, bekletilerek kurutulmustur. Kuruyan
kalluslar hassas tartida tartilarak 6l¢im sonuglar1 kaydedilmistir. Taze ve kuru agirlik

Olctimleri 3 tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.7.3. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Devamhihgi

C. officinalis ve C. arvensis hiicre siispansiyonlari, 0. kiiltiiriin 30. giiniinden sonra
Oliim fazina girdiginden dolay1 bir kiiltiir periyodu 30 giin siire ile devam ettirilmistir. Bu
sekilde devam ettirilen hiicre siispansiyonlar1 4. kiiltiirlin sonunda (120 giin)
tamamlanmaistir.

Kiiltiire i¢ine 20 ml besin ortamu ilave edilen 100 ml’lik erlenler ile baslanmistir.
Birinci  kiiltiirden itibaren 100 ml’lik erlendeki hiicre siispansiyonlarina, uygun
oksin:sitokinin kombinasyonunun eklendigi yeni hazirlanan MS besin ortami final kiiltiir
hacmi 50 ml olacak sekilde ilave edilerek 250 ml’lik erlenlere gegis yapilmistir. Her bir
deneme serisinde 4 erlen bulunmaktadir.

Bir alt kiiltiir siiresi sona erdikten sonra, bir sonraki alt kiiltiirii baslatilan hiicre
siispansiyon kiiltlirlerinde ayni oksin:sitokinin kombinasyonuna sahip besin ortamlarinin
bulundugu kiiltiirlerden dort erlenden bir tanesi alinarak 100 pm por ¢apindaki elek ile
vakumlu filtrasyon sistemi kullanilarak siiziilmiistiir. Filtrenin iizerinde kalan taze agirlik,
spatiil ile toplanarak tartilmistir. Daha sonra ependorf igerisine aktarilarak sekonder

metabolit analizi amaciyla -20°C’de saklanmistir.

3.2.8. Sekonder Metabolit Miktarinin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile Analizi

Sekonder metabolit analizi amaciyla in vitro ve in vivo olarak yetistirilen C.
officinalis ve C. arvensis tiirlerinin yapraklarinda; kallus kiiltiirlerinde ve hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten miktar1t HPLC ile
arastirllmistir. Bu amacla, Oncelikle bu sekonder metabolitlere ait standardlarin uygun
konsantrasyonlardaki soliisyonlarinin hazirlandigi ¢oziiciilerle paralel olarak érneklerden

ekstreler hazirlanmustir.
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3.2.8.1. Sekonder Metabolit Standardlarimin Hazirlanisi

Kullanilan sekonder metabolit standardlarin her birinin stok soliisyonlar1 ayr1 ayri
hazirlanmistir. Bu amagla, 6ncelikle kuersetin, kaemferol, kafeik asit standardlar1 metanol
(CH30H); beta karoten standardi n-hegzan (CgHi4), aseton (C3HgO), etanol (C,HgO) ile
¢oziilerek her bir standardin ayri stok soliisyonu hazirlanmistir. Daha sonra kuersetin
standard1 aseton ve etanol i¢inde ¢oziinmiistiir. Standardlar i¢in en iyi pikleri; 6rnekler igin
en 1iyi pikleri ve sekonder metabolit miktarini1 veren ¢oziiciiler segilerek ¢alismaya devam

edilmistir.

Kuersetin standardinin hazirlanist

Kuersetin standardindan (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 sisede kuersetin standardi stok soliisyonu
hazirlanmistir (www.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok

soliisyondan 8, 6, 4, 2, ppm konsantrasyonlarina metanol ile seyreltme yapilmustir.

Kaemferol standardinin hazirlanis

Kaemferol standardindan (Roth, Rotichrom HPLC, Art. Nr. 7503.1, 10mg) metanol
ile 10 ppm konsantrasyonunda 100 ml’lik sisede kaemferol standardi stok soliisyonu
hazirlanmistir (www.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok

soliisyondan 8, 6, 4, 2, ppm Konsantrasyonlarina metanol ile seyreltme yapilmstir.

Kafeik asit standardinin hazirlanist

Standard kafeik asit (Roth, >98%, Art.-Nr. 5869.3, 5g) stok soliisyonu, metanol ile
10ppm konsantrasyonunda 100ml’lik sisede hazirlanmistir
(wwwe.glsciences.com/technical/technicalnote/064/, Haziran, 2016). Bu stok soliisyondan

8, 6, 4, 2, ppm konsantrasyonlarina metanol ile seyreltme yapilmustir.

Beta karoten standardinin hazirlanigi

Beta karoten standardi (97%, AB 139265, 1g) stok soliisyonu, HPLC i¢in kulanilan
aseton (LiChrosolv, for HPLC) ile 50 ppm Konsantrasyonunda 100 ml’lik sisede
hazirlanmistir. Standart hazirlanmasi esnasinda Chen ve Yang (1992)’in ve Bhatnagar-
Panwar (2015)’1in kullandig1 yontem degistirilerek uygulanmistir. Bu stok soliisyondan 25,

15, 5, 1 ppm konsantrasyonlarina aseton ile seyreltme yapilmistir.
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3.2.8.2. Yapraktan, Kallus Kiiltiiriinden ve Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriinden
Sekonder Metabolitlerin Ekstraksiyonu

In vivo ve in vitro kosullarda yetistirilen 15, 30, 45, 60 giinliik C. officinalis ve C.
arvensis fide yapraklarindan; MS0, MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinin bulundugu
kallus kiiltiirlerinden ve MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinin bulundugu hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinden sekonder metabolit analizi amaciyla ekstraksiyon yapilmistir.

Fenolik bilesiklerin flavonol grubundaki kuersetin ve kaemferol; fenolik asitler
grubundaki kafeik asit bilesikleri Rigane ve arkadaslarinin (2013) ve Riedel ve arkadaslari
(2010) uyguladiklar1 yontem degistirilerek uygulanmistir.

1. Her 6rnekten 0.5 g tartilmustir. Uzerine 2 ml metanol ilave edilerek soguk havanda
havan tokmagi ile ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.

2. Ekstrakte edilen ornek, ependorfa aktarilarak 5dk, 4500rpm’de, +4°C’de santrifiij
edilmistir.

3. Ustte toplanan siipernatant aliarak yeni ependorfa aktarilmstir.

4. Siipernatantlar, su banyosunda 55°C sicaklikta konsantre edilerek MeOH’n ugmasi
saglanmistir. Ardindan kalan tortu metanolde ¢oziilmiistiir.

Terpenlerin karotenoidler grubundaki beta karoten bilesigini belirlemek igin
Bhatnagar-Panwar ve arkadaslarinin (2015) uyguladiklart yontem degistirilerek
uygulanmistir. Temel olarak fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan metot
kullanilmistir. Sadece 6rneklerin ekstraksiyonunda ve su banyosundan sonra kalan tortuyu
¢0zmek i¢in aseton kullanilmistir.

Sekonder metabolit standard soliisyonlar1 ve ekstraksiyonu yapilarak hazirlanan
ornekler 0.20 um g¢apinda membrane filtreden (non-pirojenik, sartorius stedium biotech)
gecirilerak viyallere aktarilmistir ve HPLC’ye 20pl hacimde enjekte edilmistir. C18
kolonu (GL Sciences Inc., Intertsil ODS-3, 5ul molekiil ¢ap1, 4.6x150mm ebati, S/N.
1A5151685, C/N. 5020-01731) kullanilmustir.

3.2.8.3. HPLC Kosullari

Standardlarin tiimii metanol (CH3;OH): asetonitril (CH3CN) (Sigma Aldrich 34851,
for hplc, gradient grade): 5% asetik asit (CH;COOH) (Sigma Aldrich 27225) (ultra pure
saf su ile hazirlanmistir) [20: 20: 60] mobil fazinda (ph: 2,75), 1ml/dk. akis hizinda HPLC
cihazinda (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000) okutulmustur. Ornekler 10 dk.
stiresince okutulmugstur. Fenolik bilesiklerin analizi i¢in bu yontem uygun bulunmustur.

HPLC kolonu’nun sicakligi 40°C’ye ayarlanmistir (www.glsciences.com/technical/
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technicalnote/064/, Haziran, 2016). Her bir 6rnek 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 boylarinda 10 dk. siire ile HPLC’de okutulmustur. Bu HPLC
kosullarinda, 280 nm ve 330 nm’de aseton ile hazirlanan beta karoten standardinin stok
soliisyonu pik vermistir. Fakat literatiirde bdyle bir bilgi olmadigi ig¢in beta karoten igin
farkli bir metot kullanilmustir.

HPLC ile beta karoten analizi amaciyla 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 kullanilmistir. ilk 2 dk. solvent
A, sonraki 6 dk. solvent B ve ardindan 4 dk. solvent A olarak ayarlanarak mobil faz,
multistep gradient seklinde 1,2 ml/dk. akis hizinda HPLC cihazina verilmistir. Ornekler 20
ul hacimde HPLC’ye enjekte edilerek her bir 6rnek 12 dk. siiresince HPLC’de
okutulmustur. HPLC kolonunun sicakligi 30°C’ye ayarlanmistir (Bhatnagar-Panwar ve
ark., 2015). Beta karoten analizi amaciyla HPLC cihaz1 450 nm (Dumbrava ve ark., 2013),
455 nm (Strati ve ark., 2012; EI-Qudah, 2014), 461 nm (Varzakas ve Kiokias, 2016), 475
nm (Olives Barba ve ark., 2006; Radu ve ark., 2012) dalga boyuna ayarlanmuistir.

Belirtilen mobil fazlar, oncelikle 15 dk. siireyle sonikatér (Bandelin Sonorex) ile
sonike edilerek homojenizasyonu tamamlandiktan sonra HPLC’ye verilmistir.

Bitki orneklerinden HPLC’de 2 tekrarli olarak okuma yapilmistir.Standardlarin her
birinin enjeksiyonlart HPLC’de ayr1 ayr1 yapilmistir. Ayrica kuersetin, kaemferol, kafeik
asit standardlarinin (MeOH’da ¢6ziinen) her birinin 10 ppm konsantrasyonda eklenmesiyle

olusturulan ana standard soliisyonu HPLC’ye enjekte edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tohum Yiizeysel Sterilizasyonu

C. officinalis ve C. arvensis tohum yiizeysel sterilizasyonu i¢in farkl: siirelerde farkli
yiizdelerdeki sodium hipoklorit (NaOCl, 5%)’te tohumlarin bekletilmmesiyle yapilan
cesitli sterilizasyon denemeleri sonucunda, 98% EtOH’da 1dk, 50% NaOCIl’de 30 dk

bekletilerek 3 defa steril saf su ile durulama en uygun yontem olarak belirlenmistir.

4.2. Bitkisel Materyalin In vivo Yetistirilmesi ile Tlgili Bulgular

C. officinalis ve C. arvensis tohumlar1 24 saat siireyle saf suda bekletilmistir.
Ardindan, C. officinalis ve C. arvenisis tohum yiizeysel sterilizasyonu igin belirlenen en
uygun yontem kullanilarak sterilizasyon tamamlanmistir. Ug farkli bitki yetistirme
ortamindan en fazla ¢imlenme yiizdesi torfa yapilan embriyo aktarimi sonucu elde
edilmistir. C. officinalis ve C. arvensis in vivo embriyo aktarimindan 1 hafta sonra torf

bitki yetistirme ortaminda gelisen C. officinalis ve C. arvensis fideleri ve saksilara aktarim

oncesinde 67 giinliik fidelerin viyoldeki fotografi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. 5 giinliik C. officinalis (a); C. arvensis (b) fideleri ve sakislara aktarim oncesinde
viyoldeki 67 giinliik fideler (c)

Viyollere tohum aktarimi sonucu ¢imlenen 67 giinliik fideler, saksilara aktarilmistir.
Saksilara aktarilan besinci ayindaki C. officinalis ve C. arvensis fideleri gosterilmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Saksilardaki Torf (2:1) bitki yetistirme ortaminda aktarlian embriyolardan

gelisen bes aylik C. officinalis (a) ve C. arvensis (b) fideleri

In vivo aktarimi yapilan C. officinalis ve C. arvensis embriyolarindan gelisen dokuz

aylik C. officinalis (sar1 ¢icekli) ve C. arvensis (turuncu cicekli) bitkileri Sekil 4.3’de

gosterilmistir.

Sekil 4.3. C. officinalis (solda) ve C. arvensis (sagda) fideleri 9. ayinda
4.3. Bitkisel Materyalin In vitro Yetistirilmesi ile Tlgili Bulgular
Embriyo ¢imlenme yilizdesini belirlemek amaciyla, tohumlara yapilan 6n

uygulamalara (priming) gore ¢cimlenme yiizdeleri belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 4.1. C. officinalis ve C. arvensis tohumlarina yapilan 6n uygulamalar ve ¢imlenme

yiizdeleri (%)
On Uygulama Cimlenme Yiizdesi
Gruplar | +4°C Derece | Steril Saf Su | KNO; GA; H,SO, C. officinalis | C. arvensis
Kontrol - - - - 26,666 % 33,333 %
1 lhafta 24 saat - - - 53,333 % 40,000 %
2 1 hafta 24 saat 2g/l, 2h - - 86,67 % 93,333 %
3 1 hafta 24 saat 2.g/l, 2h | 20mgl/l, - 53,333 % 40,000 %
4 1 hafta 24 saat - - 20%, 2dk. - -
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Cimlenme ylizdesine gore, in vitro embriyo aktarimi dncesinde tohumlar MSO besin
ortamina aktarilmadan 6nce +4°C’de 1 hafta, ardindan steril saf suda 24 saat bekletilmistir.
Devaminda 2g/l KNOj 2 hafta siiresince tohumlara uygulanmigtir. Ardindan, C. officinalis
ve C. arvensis tohum yiizeysel sterilizasyonu i¢in belirlenen en uygun yontem kullanilarak
sterilizasyon gerceklestirilmistir.

C. officinalis ve C. arvensis embriyolarinin 4MS eklenen MSO besin ortamina
aktariminin 0. giiniinde protoklorofil asamasindaki C. officinalis ve C. arvensis fidelerinin

fotograflar1 Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de gosterilmistir.

Sekil 4.4. MSO0 besin ortaminda gelisen protoklorofil asamasindaki C. officinalis (solda) ve

C. arvensis (sagda) fidelerinin 0. giinii

Sekil 4.5. MSO0 besin ortaminda gelisen protoklorofil asamasindaki C. officinalis (solda) ve

C. arvensis (sagda) fidelerinin 0. giinii

In vitro aktarimi yapilan embriyolardan gelisen petrilerdeki C. officinalis fidelerinin

fotograflar1 Sekil 4.6°da; C. arvensis fidelerinin fotograflar ise Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.6. In vitro aktarimi yapilan embriyolardan gelisen on giinliik (solda), yirmi giinlitk
(sagda) C. officinalis fideleri
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Sekil 4.7. In vitro aktarimi yapilan embriyolardan gelisen on giinliik (solda), yirmi giinliik
(sagda) C. arvensiss fideleri

In vitro ortamda koklenmeyi saglamak icin aktif karbon eklendiginde, 1. grup 6n
uygulama sonucunda elde edilen ¢imlenme yiizdesi elde edildigi ve daha fazla emici tily

olustugu belirlenmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Sekil 4.8. Aktif karbon eklenen MSO besin ortaminda 20 giinliik C. officinalis fideleri

Sekil 4.9. Aktif karbon eklenen MSO0 besin ortaminda 20 giinliik C. arvensis fideleri

In vitro aktarimi yapilan embriyolardan gelisen ve kavanozlara aktarimi yapilan 40

giinliik C. officinalis ve C. arvensis fideleri Sekil 4.10’de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. In vitro aktarimi yapilan embriyolardan gelisen 40 giinliik C. officinalis ve C.

arvensis fideleri

4.4. Kallus Kiiltiirii

4.4.1. Eksplanttan Kallus Eldesi ile Ilgili Bulgular

Eksplantlar MSO besin ortami ve farkli konsantrasyonlardaki ¢esitli oksin ve
sitokinin kombinasyonunun eklendigi 12 farkli MS besin ortaminin eklendigi petrilere

yerlestirildikten (Sekil 4.11) sonra, petriler bitki yetistirme odasina yerlestirilmistir.

Sekil 4.11. C. officinalis ve C. arvensis tiirliniin yaprak eksplantinin yerlestirildigi giin

MSO0, MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamina yapilan C. officinalis ve C. arvensis
yaprak ekplant aktarimidan sonra ekplantlarin yarali yilizeylerinde kallus olustugu
gozlenmistir.Yaprak eksplantlarinin yerlestirilmesinden 30 giin sonraki fotograflar Sekil

4.12’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. MS1 (a), MS3 (b), MS4 (c), MS6 (d) besin ortaminda yaprak eksplantlari

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarinin MS1, MS3, MS4, MS6 besin

ortamlarina aktarimindan sonra gelisen kalluslarin stereo mikroskop fotograflar: verilmistir

(Sekil 4.13-4.16).

Sekil 4.13. MS1 besin ortamina yaprak eksplant1 yerlestirilmesinden 30 giin sonra kallus

stereo mikroskop fotograflar

Ahers

Sekil 4.14. MS3 besin ortamina yaprak eksplant1 yerlestirilmesinden 30 giin sonra kallus

stereo mikroskop fotograflari
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Sekil 4.15. MS4 besin ortamina yaprak eksplanti yerlestlrllmesmden 30 giin sonra kallus

stereo mikroskop fotograflari

Sekil 4.16. MS6 besin ortamina yaprak eksplantl yerlestirilmesinden 30 giin sonra kallus

stereo mikroskop fotograflari

58



4.4.2. Kallus Alt Kiiltiirleri ile Tlgili Bulgular

Kallsu alt kiiltiirleri, dort alt kiiltiir boyunca devam ettirilmigtir. MSO, MS1, MS3,
MS4, MS6 besin ortamlarina kallus alt kiiltiirii yapilmistir. Diger besin ortamlarindan
yeterli kallus biyokiitlesi elde edilmedigi i¢in bu besin ortamlarina kallus alt kiiltiirii
yapilmamuistir. Her Kallus alt kiiltiirii 30 giin siiresince devam ettirilmistir. Kallus killtiirt,
yaprak eksplant aktarimini (0. kiiltiir) takiben yapilan dort kallus alt kiiltiirii sonunda (120
giin) tamamlanmistir. Besin ortamlarina aktarilan yaprak eksplantinin yarali yiizeyinden
gelisen kallus biyokiitlesi 30 giin sonunda bistiiri ile yaprak kismindan ayrilmistir. Kallus
biyokiitlesi steril kabin iginde hassas tartida tartilarak yeni hazirlanan MS besin
ortamlarina aktarilarak 1. kallus alt kiiltiirii baglatilmistir. 1. kallus alt kiiltiirii sonundan
itibaren her kallus alt kiiltiiriinde gelisen kalluslar, steril kabin iginde hassas tartida
tartilarak yeni hazirlnanan MS besin ortamlarina aktarilmistir. 1. kallus alt kiiltiirii
sonundan itibaren her kallus alt kiiltiirii sonunda kalluslarin petrilerdeki fotograflar1 Sekil

4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. MS1 besin ortaminda 1. kallus alt kiiltiirii (a), 2. kallus alt kiiltiirii (b), 3. kallus
alt kultiirii (¢), 4. kallus alt kiiltiirii (d) sonunda gelisen kalluslar

4.4.3. Kallus Biyokiitle Degisimi ile Tlgili istatistiksel Analizlere Dair Bulgular

C. officinalis ve C. arvensis yaprak eksplantlarindan elde edilen yas kallus
biyokiitlesi birinci Kallus alt kiiltiiriine baslanan giin (0.glin) ve her dort kallus alt kiiltiirii
sonunda steril kabin iginde hassas tartida tartilarak artan kallus biyokiitlesi saptanmuistir.
Bitki tiirti, alt kiiltiir ve uygulamalarin biyokiitle (g) tizerine etkisinin arastirilmasinda
tekrarlanan Olglimlii varyans analizi (repeated measurements ANOVA) tekniginden
yararlanilmigtir.  Bitki tiirleri, alt kiiltiirler ve uygulamalar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde ise Tukey Coklu Karsilastirma Testi kullanilmistir. Istatistik analizler
Statistica for Windows (Ver. 10) istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda bitki tiirii, alt kiiltiir ve uygulamalarin biyokiitle miktar1 tizerine

birlikte etkisi (bitki tiirii X alt kiiltiir X uygulama) istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
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(p<0,005). Alt kiiltiirler ve bitki tiirleri ne olursa olsun MS1 besin ortaminda gelisen kallus
(Img/l NAA+1mg/l BAP) en yiiksek biyokiitle degerine ulagsmustir. Bitki tiirii ve uygulama
grubu ne olursa olsun en yiiksek biyokiitle miktar1 4. alt kiiltiirde elde edilmistir. En uygun
alt kiiltiiriin 4. alt kiiltiir oldugu belirlenmistir. Her iki bitki tiiriinde ve her uygulama
grubunda, alt kiiltiirler arttik¢a biyokiitle artisinin oldugu belirlenmistir. Uygulama grubu
ve alt kiiltir ne olursa olsun C. officinalis, C. arvensis tiirinden daima en yiiksek
biyokiitleye sahip oldugu saptanmistir.

Biyokiitle bakimindan bitki tiirii, alt kiiltiir ve uygulamalar gore tanitici istatistikler

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi bulgulart Cizelge 4.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.2. Biyokiitle bakimindan bitki tiirli, alt kiiltiir ve uygulamalara gore tanitici

istatistikler ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Calendula officinalis Calendula arvensis
Uygulama X+5¢ Min. | Mak. X+5g Min. | Mak.
) MSO0 0.447+0.001 D-e-l |0.445|0.448 | 0.318+0.005 D-e-Il | 0.312 | 0.329
E: MS1 1.351 £ 0.006 A-e-l | 1341|1363 | 0.972+0.001 A-e-lIl |0.971|0.973
é: MS4 1.196 £ 0.020 B-e-1 | 1.161 | 1.230 | 0.838+0.006 B-e-1l | 0.830 | 0.849
:?D MS3 1.089 +0.002 C-e-l | 1.086 | 1.093 | 0.665+0.002 C-e-1l | 0.661 | 0.669
= MS6 1.020 +0.003 C-e-l | 1.016 | 1.026 | 0.611+0.003 C-e-1l | 0.606 | 0.616
. MSO0 0.556+0.001 E-d-I | 0.553 | 0.557 | 0.394 +0.007 E-d-1l | 0.383 | 0.406
% MS1 2.550 £ 0.006 A-d-1 | 2.540 | 2.562 | 1.401 +£0.001 A-d-1l | 1.400 | 1.402
i MS4 2.189+£0.019 B-d-1 |2.158|2.224 | 1.188+0.006 B-d-1I | 1.181|1.201
j MS3 1.908 £0.002 C-d-1 | 1.903 | 1.911 | 0.937 +0.002 C-d-1l | 0.933 | 0.942
MS6 1.631 £0.004 D-d-1 | 1.625|1.637 | 0.830+0.003 D-d-1l | 0.825 | 0.835
. MSO0 0.665+0.001 E-c-1 |0.663|0.667 | 0.464 +0.007 E-c-1l | 0.453| 0.477
=§ % MS1 3.828+0.013 A-c-l |3.804|3.849| 1.950+0.001 A-c-1l | 1.949 | 1.953
:Q i MS4 3.250+0.019B-c-I |3.218 | 3.285| 1.609 +0.005 B-c-1l |1.602 | 1.619
i : MS3 2.801 £0.006 C-c-I |2.788 |2.810 | 1.264+0.003 C-c-Il |1.259 | 1.267
MS6 2.331+0.004 D-c-I |2.326|2.339| 1.100+0.002 D-c-Il |1.097 | 1.103
o MSO0 0.776 £ 0.002 E-b-1 | 0.772 | 0.779 | 0.528 +£0.007 E-b-1l | 0.517 | 0.541
% MS1 5.477+0.044 A-b-1 |5.419|5.563 | 2.670+0.001 A-b-1l | 2.669 | 2.673
; MS4 4.559+£0.018 B-b-1 |4.529 {4590 | 2.130+£0.011 B-b-1l | 2.110 | 2.149
= MS3 3.791 £0.006 C-b-l |3.780|3.800 | 1.644+0.001 C-b-1l | 1.642 | 1.645
- MS6 3.049 £ 0.002 D-b-1 | 3.047 | 3.053 | 1.422+0.002 D-b-1l1 | 1.420 | 1.425
Ny MSO 0.868 + 0.003 E-a-1 |0.862 | 0.874| 0.576+0.009 E-a-11 | 0.559 | 0.586
% MS1 7.673 £0.043 A-a-l |7.609 | 7.755| 3.535+0.005 A-a-Il | 3.527 | 3.544
i MS4 6.171 £0.015B-a-1 |6.144 |6.195| 2.732+0.012 B-a-1l | 2.711 | 2.752
; MS3 5.013 +£0.007 C-a-1 |5.000 | 5.025 | 2.089+0.002 C-a-1l |2.086 | 2.093
MS6 3.897+0.001 D-a-1 |3.895|3.900| 1.794+0.001 D-a-Il | 1.793 | 1.795

Not 1: Ayn1 bitki tiirii ve alt kiiltirde farkli biiyiik harflerle gosterilen uygulama ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
Not 2: Ayni bitki tiirii ve uygulamada farkli kiigiik harflerle gosterilen alt kiiltiir ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
Not 3: Ayn1 Alt kiiltiir ve uygulamada farkli roma rakamlartyla gosterilen bitki tiirii ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
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Sadece alt kiiltiirler arasinda kallus biyokiitle artisina dair istatistik analiz Cizelge
4.3’de, sadece bitki tiiriine gore istatsitiksel analiz Cizelge 4.4’de, genel tanitic istatistikler
Cizelge 4.5°de belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Alt Kiiltiirlere Gore Tanitici Istatistikler

Kiiltiir X+ S¢ Min. Mak.
0.giin 0.8505 + 0.0188 0.249 3.534
1. Alt Kiiltiir 1.3583 + 0.0307 0.314 4.7301
2. Alt Kiiltiir 1.9261 £ 0.0454 0.374 6.033
3. Alt Kiiltiir | 2.6047 = 0.0645 0.438 7.753
4. At Kiiltiir | 3.4347 £ 0.0904 0.481 9.933

Cizelge 4.4. Bitki Tiiriine Gore Tanitici Istatistikler

Bitki Tiirii X+ 5S¢ Min. Mak.
C. officinalis 2.7233+0.0504 0.3581 9.933
C. arvensis 1.3464 +0.0211 0.249 4.102

Cizelge 4.5. Genel Tanitici Istatistikler

X+ 5¢ Min. Mak.

2.0349 +0.0301 0.249 9.933

Calismamizda C. officinalis yaprak eksplantlarindan en fazla kallus biyokiitle
artisinin oldugu farkli oksin ve sitokinin konsantrasyon ve kombinasyonlarinin eklendigi
MS besin ortamlarinin belirlenerek boylece hiicre siispansiyon kiiltiirlerini baglatmak igin
yeterli kallus biyokiitlesinin ve kirilgan 6zellikte, acik kahverengi, beyaz, agik yesil renkte
kallusun elde edilmesi amaglanmustir.

Calismamizin sonucunda esit oksin ve sitokinin konsantrasyonlarinin kombine olarak
(1:1 mg/l NAA:BAP ve 1:1 mg/l IAA:BAP) eklendigi MS besin ortamina aktarilan C.
officinalis yaprak eksplantlarindan farklilagmamis, kirilgan, agik yesil ve beyaz renkli
kirtlgan 6zellikte kallus edilmistir. Ayrica bu besin ortamlarindan denenen diger oksin ve
sitokinin kombinasyonlarina nazaran istatistiksel olarak daha fazla kallus biyokiitlesinin
elde edildigi saptanmistir. Calismamizla uyumlu olarak, Grzelak ve Janiszowska (2002)
esit oksin ve sitokinin konsantrasyonunun kombine olarak (0.4mg/l 2,4-D+0.4mg/l KIN)
eklendigi MS besin ortamina aktarilan C. officinalis yaprak eksplantlarindan en iyi kallus

biyokiitlesinin (168.5mg) ve yesil renkli kallusun elde edildigini belirtmistir.
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Calismamizda oksin  (NAA, 1AA)’in sitokinin (BAP)’e gore daha diisiik
konsantrasyondaki kombinasyonlarinin (0.5mg/l NAA+5mg/l BAP ve 0.5mg/l IAA+5mg/I
BAP) eklendigi MS besin ortamina aktarilan yaprak eksplantlarindan farklilasmamus,
beyaz, agik yesil, acik kahverengi kallusun gelistigi; ayrica bu besin ortamindan da,
denenen diger MS besin ortamlarindan daha az olsa da, verimli kallus biyokiitle eldesinin
saglandig1 saptanmistir. Calismamizla uyumlu olarak, Nikam ve Khan (2014) tarafindan
sitokinine oranla daha diisiik konsantrasyonda oksin kombinasyonunun 44(0.5mg/l
NAA+5mg/l BAP) eklendigi MS besin ortamindan 100% kallus gelisiminin gozlendigi ve
farklilagsmamus, agik yesil renli kallus elde edildigi belirtilmistir.

Calisgmamizda 1mg/l NAA+1mg/l BAP kombinasyonunun 1mg/l IAA+Img/l BAP
kombinasyonundan; 0.5mg/l NAA+5mg/l BAP kombinasyonunun 0.5mg/l NAA+5mg/|
BAP kombinasyonundan daha iyi kallus biyokiitle gelisimini sagladigi belirlenmistir. Yani
her iki NAA konsantrasyonunun (1mg/l ve 0.5mg/l) her iki IAA konsantrasyonunun
eklendigi besin ortamina nazaran daha etkili kallus gelisiminin elde edildigi saptanmistir.
Calisamizla uyumlu olarak, Nikam ve Khan (2014) tarafindan C. officinalis yaprak
eksplantlarindan kallus uyarimi tizerinde NAA konsantrasyonunun 6nemli etkisi oldugu
belirtilmistir. 2mg/l NAA+5mg/l Kin, 4mg/l NAA+5mg/l Kin ve 0.5mg/l NAA+5mg/l Kin
kombinasyonlarinin eklendigi MS besin ortamlarinda kompakt, acik yesil renkli, 100%
kallus uyariminin oldugu belirtilmistir.

Nikam ve Khan (2014) oksinlerden 1AA ve sitokininlerden Kin kombinasyonunun
eklendigi MS besin ortaminda kompakt, acik renkli ve 75% kallus uyariminin saglandigi
belirtilmistir. NAA:BAP kombinasyonunun eklendigi MS besin ortamindan ise 100%
kallus uyarimimin saglandigi belirtilmistir. Caligmamizda da bununla uyumlu olarak
IAA:BAP kombinasyonunda kallus biyokiitle eldesinin, NAA:BAP kombinasyonuna
nazaran daha az oldugu; fakat agik yesil renkli kallus elde edilmesinin yan1 sira kirillgan ve
gevsek yapida ve agik kahverengi kallus elde edildigi de belirlenmistir.

Nikam ve Khan (2014) C. officinalis yaprak eksplantlarindan IAA’nin yiiksek
konsantrasyonlarinin  Kin ile kombinasyonlarinda (2mg/l TAA+5mg/l Kin; 4mg/l
IAA+5mg/l Kin), IAA’nin daha diisiik konsantrasyonu ile Kin kombinasyonuna (0.5mg/|
IAA+5mg/l Kin) nazaran kallus gelisiminin daha 6nce oldugu belirlenmistir. Ayrica ii¢
farkli oksin sitokinin kombinasyonu arasinda en iyi kallus gelisiminin IAA’nin en yiiksek
konsantrasyonda (4mg/l IAA+5mg/l Kin) eklendigi MS besin ortaminda gozlendigi
belirtilmistir. Calismamizda da bununla uyumlu olarak IAA konsantrasyonunun yiiksek

oldugu BAP kombinasyonunda (Img/l IAA+1mg/l BAP), IAA’in diisik oldugu BAP

63



kombinasyonuna (0.5mg/l IAA+5mg/l BAP) nazaran daha iyi kallus gelisiminin elde
edildigi saptanmustir.

Mehrabi ve ark. (2013) tarafindan C. officinalis tiiriiniin farkli eksplantlari
(meristem, kotiledon, hipokotil) 0.5mg/l NAA+2mg/l Kin, 1Img/l NAA+4mg/l Kin, 2mg/I
NAA+6mg/l Kin igeren MS besin ortamlarinda ko-kiiltiire alindiginda bu besin
ortamlarinda kallus yiizdesinin sirasiyla 85.5%, 73.58%, 77.5% oldugu ve bu degerler
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadig1 belirtilmistir. Calismamizin aksine
belirtilen ¢alismada NAA konsantrasyonunun az oldugu durumda (0.5mg/l) en yiiksek
kallus biyokiitlesinin elde edildigi saptanmistir. Calismamizda ise NAA:BAP
kombinasyonunda NAA vyiikksek konsantrayonda (Img/l) kullanildiginda denenen
kombinasyonlar arasinda en yiiksek kallus biyokiitlesinin elde edildigi besin ortami olarak
saptanmistir.

Verma ve Jain (2011), Pluchea lanceolata (Asteraceae) tiiriiniin Yyaprak
eksplantlarinin aktarildigr 2mg/l NAA+2mg/l BA eklenen MS besin ortamindan fluoresan
yesil, hizli biiyliyen ve kirilgan 6zellikte kallus elde etmistir. Ayrica yas ve kuru kallus
biyokiitlesi bakimindan en iyi sonuglarin elde edildigi belirtilmistir. Bu arastirma sonuglari
yas kallus biyokiitlesi bakimindan arastirma sonuglarimiz ile paralellik gostermektedir.

Dangash ve ark. (2015), Artemisia annua L. (Asteraceae) tiirtiniin yaprak ve sap
eksplantlarinin MSO ve oksin:sitokininin kombinasyonun eklendigi MS besin ortamindan
kallus gelisiminin oldugunu saptamigtir. MSO besin ortaminda yaprak eksplantindan ve sap
eksplantindan sirastyla 90% ve 73% kallus eldesinin saglandigi belirtilmistir. 0.5mg/I
NAA+0.5mg/l BAP, 1mg/l NAA+0.5mg/l BAP, 1.5mg/l NAA+0.5mg/l BAP eklenen MS
besin ortamlarina aktarilan yaprak ve sap eksplantlarinin her ikisinden de 100% kallus
gelisiminin elde edildigi belirtilmistir. Yaprak ve sap eksplantlarinin aktarildigi 1.5mg/1
NAA+0.5mg/l BAP, 1.5mg/l NAA+0.5mg/l BAP eklenen MS besin ortamlarindan yesil,
yumusak ve kirillgan kallus elde edildigi belirtilmistir. Calismamizla uyumlu olarak,
NAA:BAP kombinasyonlarindan en iyi kallus biyokiitlesi elde edilmistir. Yaprak ve sap
eksplantlarimin  aktarildigt BAP ve Kin, NAA, 24-D, IBA’nin her birinin
kombinasyonunun eklendigi MS besin ortamlarindan 100% kallus uyariminin saglandigi
belirtilmistir. Arastirmamizda Calendula tiirlerinin BAP ve 2,4-D, kombinasyonunun
eklendigi ortamlarda bu tiir bir sonuca rastlanmamastir.

Calismamizla uyumlu olarak, Amudha ve Shanthi (2011) Acmella calva (DC.)
R.K.Jansen. (Asteraceae) tiiriiniin yaprak eskplantlarmin aktarildigi NAA:BAP

64



kombinasyonlarinin eklendigi MS besin ortamlarinda IAA:BAP kombinasyonlarininkine
nazaran kallus olusumu bakimindan daha etkili oldugu saptamistir.

Calismamizla uyumlu olarak, Arya ve ark. (2008) 2,4-D tek olarak ya da NAA, IAA
ile kombine olarak MS besin ortamina eklendiginde 2,4-D’nin kallus uyarimi iizerine

onemli etkisinin olmadig1 gézlenmistir

4.5, Bitki Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri ile Ilgili Bulgular

4.5.1. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Hiicre siispansiyonlart 0. kiiltiiriiniin 0. giiniinde besin ortaminin berrak oldugu ve
kalluslarin heniiz birbirinden ayrilmadigi gozlenmistir On besinci gliniinde, besin
ortaminin renginin bulaniklagtigt ve kallus hiicrelerinin kismen birbirinden ayrilmis
durumda oldugu gozlenmistir. Otuzuncu giinlinde, besin ortaminin daha fazla

PR

bulaniklasarak renginin degistigi ve kahverengiye dondiigii; kallus hiicrelerinin ise

neredeyse tamamen birbirinden ayrildigi gozlenmistir. Hiicre siispansiyonlar1 4. Kiltiiri
sonunda (120. giin) kallus hiicrelerinin MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarindaki
fotograflar1 Sekil 4.18”de belirtilmistir.

Sekil 4.18. Hiicre siispansiyonlar1 4. kiiltiir sonunda (120. giin). a) MS1, b)MS3, ¢) MS4,

d) MS6 besin ortamlari

45.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiyiime Parametreleri ile Tlgili
Bulgular

C. officinalis ve C. arvensis tiirliniin hiicre siispansiyonlar1 0. kiiltiir siiresince (40
giin), MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarindan 0. giinden itibaren her 5 giinde bir alinan

orneklerde hiicre (canli ve 6lii) sayimi, taze va kuru agirlik 6l¢iimleri yapilmistir. degisen
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ortalama toplam hiicre sayis1 (n/ml), ortalama hiicre canliligi (%), ortalama taze ve kuru

agirlik (g/1) belirlenmistir.

4.5.2.1. Hiicre Canlilik Testi ile ilgili Bulgular
Thoma laminda yapilan hiicre sayimlarma gore hiicre siispansiyon kiiltiiriilerindeki
hiicre agragatlarmin 10., 20. ve 30. giiniine ait fotograflarda canli hiicreler yesil ok, 6lu

hiicreler ise siyah ok ile gosterilmistir (Sekil 4.19-4.21).

Sekil 4.19. Hiicre siispansiyonlar1 0. kiiltiiriin 10. giinlinde stereo mikroskop goriintiileri

(X40 objektif)

Sekil 4.20. Hiicre siispansiyonlart 0. kiiltlirtin 20. giiniinde stereo mikroskop goriintiileri

(X10 objektif)

Sekil 4.21. Hiicre siispansiyonlart 0. kiiltlirtin 30. giiniinde stereo mikroskop goriintiileri
(X10 objektif)
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Metilen mavisi bazik boya oldugu i¢in hiicrenin asidik yapilari olan hiicrenin
cekirdegindeki niikleik asiti ve hiicrenin organellerini boyamaktadir. Bu nedenle ortama
gore daha acik mavi renkte boyanan hiicreler canli; daha koyu mavi boyanan hiicreler ise
olii olarak sayilmistir. Yapilan hiicre sayimlarinda, C. officinalis ve C. arvensis hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde hiicre sayisinin 25. giline kadar arttigi, 25.-30. giinler arasinda
sabit bir degere ulastigi ve 30. giinden sonra azalmaya basladig1 belirlenmistir. Hem C.
officinalis ve hem de C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde en fazla ortalama toplam
hiicre sayisinin ve ortalama yiizde hiicre canliliginin 30. giinde ve sirasiyla MS1, MS4,
MS3, MS6 besin ortamlarindan elde edildigi ortaya konmustur. C. officinalis ve C.
arvensis hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde en fazla ortalama toplam hiicre sayist MS1 besin
ortamindan en fazla olarak 30. giinde her iki bitki tiiriinde de 101,333 hiicre/ml kiiltiir
olarak elde edilmistir. Ortalama hiicre canliligt MS1 besin ortaminda 30. giinde C.
officinalis ve C. arvensis i¢in sirasiyla 99.016% ve 98.356% olarak saptanmistir. Her iki
bitki tiirlinde de tiim besin ortamlarinda 35. giinde ortalama hiicre sayisinin azaldig: tespit
edilmistir. Her iki bitki tiirii i¢in de, MS1 besin ortaminda 35. giindeki ortalama hiicre
sayisinin 98.333 hiicre /ml kiiltiir oldugu belirlenmistir. MS1 besin ortaminda 35. giinde C.
officinalis ve C. arvensis ortalama hiicre canlilig1 sirasiyla 97.969% ve 97.289% olarak
belirlenmistir.

C. officinalis ve C. arvensis hiicre siispansiyonlar1 0. kiiltiirinde, MS1, MS3, MS4,
MS6 besin ortamlarinda degisen ortalama toplam hiicre sayisi (n/ml), ortalama hiicre

canlilig1 (%) ve bu degerlere ait standard sapmalar hesaplanmistir (Cizelge 4.6).
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Hiicre siispansiyon kiiltiirleri hiicre sayimlarina gore belirlenen hiicre canliligi (%)

grafikleri C. officinalis (Sekil 4.22) ve C. arvensis (Sekil 4.23) tiirii i¢in verilmistir.

C. officinalis

110,000 ,
— 100,000
S
/&D
'S 90,000
Q
[5)
5
=1
T 80,000

70,000 >

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Kiiltiir siiresi (giin)
—@=MS]l =@=MS3 —0=MS4 =@=MS6

Sekil 4.22. C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicre canliligi (%)

C. arvensis
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Sekil 4.23. C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicre canlilig (%)
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4.5.2.2. Hiicre Biiyiimesinin Belirlenmesi ile ilgili Bulgular

C. officinalis ve C. arvensis tiirliniin hiicre siispansiyonlar1 0. kiiltiir siiresince (40
giin), MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarindan 0. giinden itibaren her 5 giinde bir alinan
orneklerde degisen taze ve kuru agirlik (g/l) miktar1 belirlenmistir.

C. arvensis ve C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirleri siiresince taze ve kuru
agirh@in; 0. glinden itibaren 30. giline kadar arttigi, 30. giinde maksimum taze ve kuru
agirliga ulastigu bu noktadan itibaren ise 35. gilinden itibaren 40. giine kadar azaldigi
belirlenmistir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri siliresince, taze ve kuru agirlik sirasiyla MSI,
MS4, MS3, MS6 besin ortamlarindan en fazla olarak elde edilmistir.

C. officinalis MS1 besin ortamindaki taze ve kuru agirhgin 30. giinde sirasiyla
115.072 g/l ve 56.176 g/I’den 35. giinde sirasiyla 109.056 g/l ve 49.349 g/l agirliga
diistiigh belirlenmistir C. arvensis MS1 besin ortamindaki taze ve kuru agirhigm 30. giinde
sirasiyla 112.069 g/l ve 56.286 g/l oldugu; 35. giinde sirasiyla 107.208 g/l ve 54.244 g/l
miktarina diistiigl belirlenmistir.

C. officinalis ve C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltiirleri MS1, MS3, MS4, MS6
besin ortamlarinda taze ve kuru agirliga gore: 0-5. giinler arasinda lag (uyum) fazinda; 5-
25. giinler arasinda log (eksponansiyel) fazda; 25-30.giinler arasinda, hiicre agirliginda az
bir artis olmustur, kismen stasyoner (duragan) fazda bulunmaktadir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin 30. glinden sonra 6liim fazina girdigi tespit edilmistir.

Toplam ve canli hiicre sayimi, taze ve kuru agirlik Ol¢iimlerine gore; 30. giinden
sonra hiicre sayisinda ve kallus agirliginda azalma oldugunun belirlenmesi sonucunda
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 30 giinde bir alt kiiltiire alinmasina karar verilmistir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirii siiresince C. officinalis ve C. arvensis tiiriiniin MS1,
MS3, MS4 ve MS6 besin ortamlarinda degisen ortalama taze ve kuru agirhik (g/l) ile

ortalama standard sapmalar1 Cizelge 4.7’da gosterilmistir.
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C. offcinalis tiirtiniin degisen taze agirhk miktari Sekil 4.24°de ve degisen kuru
agirlik miktar1 Sekil 4.25°de gosterilmistir.

C. officinalis Taze Agirlik
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Sekil 4.24. C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirii taze agirlik (g/l)

C. officinalis Kuru Agirlik
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Sekil 4.25. C. officinalis hiicre stispansiyon kiiltiirii kuru agirlik (g/l)
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C. arvensis tiiriiniin degisen taze agirlik miktart Sekil 4.26’da ve kuru agirlik miktart

Sekil 4.27°de gosterilmistir.

C. arvensis Taze Agirlik
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Sekil 4.26. C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltiirii taze agirlik (g/l)

C. arvensis Kuru Agirlik
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Sekil 4.27. C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltiirii kuru agirlik (g/l)
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Dlugosz ve ark. (2013), kotiledon ve hipokotilleri Agrobacterium rhizogenes ile
enfekte edilen C. officinalis kotiledon ve hipokotillerini antibiyotikleri icermeyen,
kanamisin eklenen MS besin ortaminda hiicre siispansiyon kiiltiiriine gecis yapmuistir.
Kiiltiiriin ilk 20. gline kadar logaritmik faza girdigi, taze ve kuru agirligin arttigi ortaya
konmustur. Taze agirlik artisinin 30. giline kadar olduk¢a yavasladigi fakat denemenin
sonuna kadar (45 giin) devam ettigi bildirilmistir. Kuru agirligin ise, hizlica artmaya
devam ettigi ve ardindan yavas¢a diistiigii belirlenmistir. Calismamizda ise, bunun aksine
taze ve kuru agirligin birbirine parallel olarak arttigi ve azaldigi saptanmistir. Ayrica
calismamizda kiiltliriin sonuna kadar taze ve kuru agirligin arttig1 belirlenmemistir. Belli
bir giinden sonra azalmaya bagladig1 ortaya konmustur. Hiicrelerin kiiltiiriin 30. giiniinden
sonra 6lmeye basladigi tespit edilmistir. Calismamizla uyumlu olarak, Dlugosz ve ark.
(2013) kirk giin sonra, hiicre siispansiyonlarinda hiicrelerinin 61diigli belirlemistir.

Calismamizda hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin renginin kiiltiiriin giinlerine gore
farklilik gosterdiginin saptanmasi bakimindan Dwivedi ve ark. (2016) c¢aligmasi ile

paralellik gostermektedir.

4.6. Sekonder Metabolit Miktarimin Yiiksek Basinghh Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile Analizine Dair Bulgular

C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin in vivo ve in vitro sartlarda yetistirilen
yapraklarindan, kallus kiiltiirlerinde 0. kiiltiir, 1., 2., 3., 4. kallus alt kiiltiirii sonunda, hiicre
siispansiyon kiltlirlerinde 0., 1., 2., 3., 4. kiiltiir sonunda sekonder metabolit analizi
yapilmistir. Hazirlanan standardlara ve orneklere ait miktar (nug/g), pik alani kullanilarak

hesaplanmuistir.

4.6.1. Sekonder Metabolit Standard Soliisyonlarimin Hazirlanmasina Dair
Bulgular
HPLC’de standardlarin okutulmasi sonucu her bir sekonder metabolit standardina ait

pikin tutulma zamani ve pik alani belirlenmistir.

Kuersetin ve kaemferol standardlar1 370 nm’de; kaemferol standard1 330 nm’de; beta
karoten standardi 450, 455, 461 ve 475 nm’de pik vermistir. Fakat beta karoten standard

soliisyonu en iyi piki ve tutulma zamanini 475 nm’de vermistir.
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Kuersetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm), kafeik asit (10 ppm) ve beta karoten (50
ppm) standardlarinin her birinin ayr1 ayrt HPLC’de okutulmasi sonucu elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.28°de verilmistir.

T ImAU . WVLIT0nm v JmAu p o WvLsTonm
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Sekil 4.28. Kuersetin (a), kaemferol (b), kafeik asit (c), beta karoten (d) standardlarina ait
kromatogramlar

Metanol ile hazirlanan kuerseetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm) ve kafeik asit (10
ppm) satandardlarinin ii¢iinii birden ihtiva eden numune HPLC’de okutuldugunda, her ii¢

standardin 330 nm’de pik verdigi belirlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Kafeik asit (1), Kuersetin (2) ve kaemferol (3) standardlarinin 330 nm’deki

kromatogrami

Kuersetin, kaemferol, kafeik asit (10 ppm) ve beta karoten (50 ppm) standard stok
soliisyonlarindan seyreltilerek hazirlanan ve 3 tekrarli olarak HPLC’de okutulan standard

soliisyonlarindan ppm’e karsilik gelen alan verileri ile olusturulan dogrusal kalibrasyon egrileri

75



ve elde edilen denklemler (yordama esitligi ve yordama Kkatsayisi) Sekil 4.30-4.33’de

gosterilmistir.
Kuersetin Standardi
40,629
45,000 » y =4,7234x - 7,625
R?=0,9941 29,507
30,000
3
< 15,000
3,193
0,000 >

0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.30. Kuersetin standard1

Kaemferol Standardi
8,000

Ny =0,6091x - 0,3657 5,720
6,000 R?=0,9855 4,383
c 3629
S 4,000
< 1,785
2,000 0,928 g
0,000 >
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.31. Kaemferol standardi

Kafeik Asit Standardi
40,000
A y =3,7218x - 7,2911 30,756
30,000 R2=10,9948 21813
j_f 20,000 14,838
6,694
10,000 1,098
0,000 >
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.32. Kafeik asit standard1
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Beta Karoten Standardi

200,000 v = 31508x + 11,877 165,979
150,000 R2= 0,9942

- 97,123

< 100,000 62202 A"

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.33. Beta karoten standard1
Metanol ile ¢6ziilen kuersetin (10 ppm), kaemferol (10 ppm), kafeik asit (10 ppm)
standardina ve aseton ile ¢oziilen beta karoten (50 ppm) standardina ait pikin tutulma

zamant, pik alani ve miktar1 Cizelge 4.8 de belirtilmistir.

Cizelge 4.8. Kuersetin, kaemferol, kafeik asit, beta karoten standardlarinin HPLC sonuglari

Tutulma Zamanm
Standard Pik Alam Miktar (ng/g)
(dk.)
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 Kiiltiiriinden ve Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriinden
Sekonder Metabolit Miktarlaria Dair ilgili Bulgular

HPLC’de en iyi piki ve tutulma zamanimi veren dalga boylar1 (kuersetin ve
kaemferol 370 nm; kafeik asit 330 nm; beta karoten 475 nm) ile 6rnekler incelenmistir.

Bitki 6rneklerinden yapilan kafeik asit ve beta karoten pik alanlara gore, en fazla
miktarlarin C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirleri MS1 besin ortamindan elde edildigi
belirlenmistir.

C. officinalis tiirtine ait MS1 besin ortamindaki hiicre slispansiyonlarinin 4. kiiltiir
sonunda en yiiksek kafeik asit miktar1 268.585 pg/g kuru agirlik olarak belirlenmistir.
HPLC kromatograminda tutulma zamaninin 2,328 dk oldugu saptanmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. C. officinalis MS1 besin ortam1 hiicre siispansiyonlar1 4. kiiltiir sonunda kafeik

asit piki kromatogrami
C. arvensis tiriine ait MS1 besin ortamindaki hiicre siispansiyonlarinin 4. kiiltiir

sonunda en yiiksek kafeik asit miktar1 235.868 pg/g kuru agirlik olarak belirlenmistir.
HPLC kromatograminda tutulma zamaninin 2,332 dk oldugu saptanmistir (Sekil 4.35).

=== mAU WVL:330 nm|

; Kafeik Asit

1,004

250 —mm™8e ™ m™—m™—m——m————m—m———7——F—J7 7| 77—

Sekil 4.35. C. arvensis MS1 besin ortami hiicre siispansiyonlart 4. kiiltiir sonunda kafeik

asit piki kromatogrami
C. officinalis tiirtine ait MS1 besin ortamindaki hiicre siispansiyonlarinin 4. kiiltiir

sonunda en yiiksek beta karoten miktar1 523.685 ng/g kuru agirlik olarak belirlenmistir.
HPLC kromatograminda tutulma zamaninin 9,619 dk oldugu saptanmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. C. officinalis MS1 besin ortam1 hiicre siispansiyonlar1 4. kiiltiir sonunda beta

karoten piki kromatogrami

C. arvensis tiriine ait MS1 besin ortamindaki hiicre siispansiyonlarinin 4. kiiltiir
sonunda en yiiksek beta karoten miktar1 385.115 pg/g pg/g kuru agirlik olarak
belirlenmistir. HPLC kromatograminda tutulma zamaninin 9.817 oldugu saptanmistir

(Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. C. arvensis MS1 besin ortami hiicre siispansiyonlari 4. kiiltiir sonunda beta

karoten piki kromatogrami
C. officinalis ve C. arvensis kafeik asit miktarlar1 karsilastirildiginda; en fazla kafeik

asit miktarmin C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 120. giliniinde sirasiyla MS1

besin ortamindan (268.585 pg/g kuru agirlik) ve bunu takiben C. arvensis MS1 besin
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ortamindan (235.865 pg/g kuru agirlik) elde edildigi belirlenmistir. C. officinalis kafeik
asit miktarinin; in vivo olarak yetistirilen 60. giliniindeki bitki yapraklarinda (0.425ug/g
kuru agirlik), kallus kiiltiiriinde en fazla miktarin elde edildigi MS1 besin ortaminda
gelisen 120. giiniindeki kalluslara (0.406 pg/g kuru agirlik) nazaran daha fazla oldugu
tespit edilmistir. In vitro olarak yetistirilen C. officinalis yapraklarinda (0,383 pg/g kuru
agirlik) ve C. arvensis yapraklarinda (0.140 pg/g kuru agirlik), sirastyla C. officinalis ve C.
arvensis kallus kiltiirleri MS3, MS4, MS6 besin ortamlarina gére daha fazla kafeik asit
miktarmna sahip oldugu saptanmustir.

C. arvensis tiirinde en fazla kafeik asit miktari; hiicre siispansiyon kiiltiirii 120.
giintinde sirastyla MS1 (235,865 pg/g kuru agirlik) ve MS4 besin ortaminda (203.435 pg/g
kuru agirlik) belirlenmistir. C.arvensis 120. giiniindeki kallus kiiltiirlerinde en fazla kafeik
asit miktariin; sirastyla MS1 (0.267 ng/g kuru agirlik) ve MS4 (0.161 pg/g kuru agirlik)
besin ortamindan elde edildigi tespit edilmistir.

C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinda
gelistirilen hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde saptanan kafeik asit ve beta karoten miktarinin,
kallus kiiltiirlerinde saptananlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir. In vivo yetistirilen
60. giiniindeki C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda saptanan kafeik asit ve beta
karoten miktarlari, in vitro yetistirilen 60. giiniindeki C. officinalis ve C. arvensis
yapraklarinda saptanan miktarlara gére daha fazla oldugu ortaya konmustur.

Kafeik asit miktari; in vivo yetistirilen 60. giiniindeki C. officinalis yapraklarinda
(0.425 pg/g kuru agirhik) kallus kiiltiiriinden en fazla elde edilen miktara (0.406 png/g kuru
agirhik) gore daha fazla saptanirken, in vivo yetistirilen 60. giiniindeki C. arvensis
yapraklarinda (0.243 pg/g kuru agirlik) kallus kiiltiiriinden en fazla elde edilen miktara
(0.267 pg/g kuru agirlik) gore daha az oldugu saptanmaistir.

In vitro yetistirilen 60. giiniinde C. officinalis ve C. arvensis yapraklarindan elde
edilen kafeik asit miktarlar1 (sirasiyla 0.383; 0.140 pg/g kuru agirlik); 120. giiniinde kallus
kiiltiiriine (MS3, MS4, MS6) gore daha fazla miktarda belirlenirken, in vivo yetistirilen 60.
gliniindeki C. officinalis ve C. arvensis yapraklarindakine gore (sirasiyla 0.425; 0.243 pg/g
kuru agirlik) daha az miktarda oldugu belirlenmistir.

C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin MS1 besin ortamindaki hiicre siispansiyon
kiiltliriiniin 120. giiniinde beta karoten miktarlar1 sirasiyla 523,685 ng/g ve 385.115 pg/g
kuru agirlik olarak belirlenmistir.

In vivo ve in vitro olarak yetistirilen 0, 15, 30, 45, 60 giinliikk C. officinalis ve C.
arvensis yapraklarindan (Cizelge 4.9); MS1, MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinin
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bulundugu kallus kiiltiiriinde 0. giinden itibaren her kallus alt kiiltiirii sonunda ve MS1,

MS3, MS4, MS6 besin ortamlarinin bulundugu hiicre siispansiyon kiiltiiriinde 0. giinden

itibaren her kiiltiiriin stasyoner fazinda (Cizelge 4.10) elde edilen kafeik asit ve beta

karoten HPLC analiz sonuglarina ait ortalama miktarlar (ug/g kuru agirlik) ve ortalama

standard sapmalar belirlenmistir.

Cizelge 4.9. In vivo ve in vitro olarak yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinde

kafeik asit ve beta karoten miktar1 (ug/g kuru agirlik)

Kafeik Asit (ng/g kuru agirhk)

Beta Karoten (ng/g kuru agirhk)

Kiiltiir | Besin Ortanm | Giin C. officinalis C. arvensis C. officinalis C. arvensis
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

In vivo Torf 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
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

In vitro MSO0 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
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Cizelge 4.10. C. officinalis ve C. arvensis kallus kiiltiiriinde ve hiicre silispansiyon

kiiltirlerinde kafeik asit ve beta karoten miktart (ng/g kuru agirlik)

Kafeik Asit (ug/g kuru agirhk)

Beta Karoten (ng/g kuru

agirhk)
Kiiltiir Besin Giin | C. officinalis C. arvensis C. officinalis C. arvensis
Ortam
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
MS1 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
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
= MS3 60 0,023+0,015 0,01+0,003 0,028+0,011 0,018+0,001
:E, 90 0,038+0,017 0,023+0,001 0,056+0,022 0,037+0,002
E 120 0,117+0,02 0,064+0,004 0,225+0,089 0,154+0,009
2 0 0,017+0,014 0,005+0,001 0,02+0,009 0,011+0,002
E 30 0,021+0,014 0,007+0,002 0,024+0,009 0,015+0,002
MS4 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
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
MS6 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
0 4,055+0,007 1,361,853 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
MS1 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
0 1,17£0,198 0,645+0,049 2,25+0,891 1,545+0,092
Z 30 | 6485+0,163 | 2,685+0,021 | 4,56+0,283 | 5,205+0,163
= MS3 60 14,125+0,163 9,43+0,028 13,58+0,198 15,675+2,454
E 90 | 49,14+0,141 | 47,225+0,035 | 35,465+0,205 | 54,885+8,62
E‘ 120 191,65+0,283 169,99+0,071 225,84+0,141 236,33+6,93
§_ 0 2,02+0,141 1,61+0,042 4+1,485 2,705+0,332
é,% 30 9,03+0,156 5,625+0,021 11+1,485 9,15+1,117
5 MS34 60 20,64+0,156 12,8240,028 | 25,29543,401 | 21,05+2,588
:E 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
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
MS6 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 yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda

saptanan kafeik asit miktarlarina ait bulgular Sekil 4.38’de ve Sekil 4.39’da verilmistir.

Kafeik Asit

0,450 ,
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

0. 15. 30. 45, 60.

H C. officinalis In vivo ®C. officinalis In vitro & C. arvensis In vivo ®C. arvensis In vitro

Sekil 4.38. In vivo ve in vitro olarak yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda

saptanan kafeik asit miktarlar1 (ng/g kuru agirlik)

Beta Karoten
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Sekil 4.39. In vivo ve in vitro olarak yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda

saptanan beta karoten miktarlar1 (ng/g kuru agirlik)
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C. officinalis ve C. arvensis kallus kiiltiiriinde ve hiicre siispansiyon kiiltiiriinde

saptanan kafeik asit miktarlarina dair bulgular Sekil 4.40°da ve Sekil 4.41°de verilmistir.
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i C. arvensis Kallus Kiiltiirti

H C. officinalis Hiicre Stispansiyon Kiiltiirii

E C. arvensis Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Sekil 4.40. C. officinalis ve C. arvensis kallus kiiltiiriinde ve hiicre siispansiyon kiiltiiriinde

saptanan kafeik asit miktarlar: (ng/g kuru agirlik)

Beta Karoten
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Sekil 4.41. C. officinalis ve C. arvensis kallus kiiltiiriinde ve hiicre siispansiyon kiiltiiriinde

saptanan beta karoten miktarlar1 (ng/g kuru agirlik)
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Anca ve ark. (2012), C. officinalis tiirii ile ilgili yaptiklar1 bir arastirmada HPLC
analizlerine gore kafeik asit miktarin1 148.3 pg/g ve toplam fenolik tiirevlerinin
konsantrasyonunu 2195.0 pg/g olarak saptamislardir. Arastirmamizda in vivo olarak
yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda 60. giinde saptanan kafeik asit
miktarlart sirasi ile 0,425 ve 0,243 pg/g kuru agirlik olarak belirlenmistir.

Curkovié¢-Perica ve ark. (2014), Asteraceae familyasindan C. rupestris tiirii ile ilgili
yaptiklar1 arastirmada, en yiiksek kafeik asit miktariin in vivo olarak yetistirilen
yapraklarda 789.84 ng/g, bunu takiben ¢iceklerde 109.18 ng/g ve koklerde 99.34 ng/g
kuru agirlik olarak belirlemislerdir. Kallus ve in vivo siirgiinlerde kafeik asit miktar1 33.77
ng/g kuru olarak saptanmustir.

Bunghez ve lon (2011), C. officinalis tiirtiniin yaprak ve ¢igek kisimlarindan UV-VIS
ve FT-IR spektrofotmetrik yontemleri ile beta karoten pigmentinin ¢ok miktarda
bulundugunu ortaya koymustur. Bako ve ark. (2002), C. officinalis tiiriiniin koklerinin,
yapraklarinin, petallerinin ve polenlerinin karotenoid bilesiminin analizini HPLC ile
yapmiglardir. Yapraklarda ¢ogunlukla -karoten bilesiklerinin oldugu saptanmistir. Britton
ve ark. (1995), tipik yesil dokularin bilesimi arasinda cesitli karotenoidlerin yani sira -
karoten bilesigini de icerdigini tespit etmistir. Nan ve ark. (2012), Inula helenium L.
(Asteraceae) tiirliniin yapraklarinda, temel olarak 38.7% B-karoten oldugunu ve 18.84 ug/g
miktarda bulundugunu saptamistir. Yapraklardaki toplam karotenoid miktart (48.7 pg/g
taze agirlik) olarak belirlenmistir. Infloresanslarinda ise beta karoten miktar1 1.33 pg/g
olarak saptanmistir. Tamamlanan arastirmamizda C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin
yaprak eksplantlarinda beta karoten varligi saptanmustir. C. officinalis tiiriindeki beta
karoten miktariin fazlalig: dikkati gekmektedir.

Dumbrava ve ark. (2013), C. officinalis tiiriniin ¢igeklerinden petroleum eter:
etanol 96% (8:2, v/v) olarak hazirlanan ¢oziicti kullanilarak ekstrak hazirlanmigtir. Toplam
karotenoidler ve [-karoten RP-HPLC ile belirlenmistir. C. officinalis ¢igeklerinden
hazirlanan karotenoid ekstraginda en yiiksek toplam karotenoid miktar1 (1667.42 ng/g) ve
B-karoten miktar1 (145.45 ng/g) saptanmaistir.

Nan ve ark. (2012), Inula helenium L. (Asteraceae) tiiriinde infloresanslarda, -
karoten miktarini (1.33 pg/g) belirlemistir.

Legha ve ark. (2012), C. officinalis kallus kiiltiirlerindeki karotenoid miktarinin, sivi
ortamda bilyiliyenlere gore yar1 kat1 ortamda biiyiiyen kiiltiirlerde ¢ok az artmis oldugunu

belirtmistir. Tamamlanan arastirmamizda da C. officinalis ve C. arvensis hiicre
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siispansiyon kiiltiirlerindeki kafeik asit ve beta karoten miktarlarinin, kallus kiiltiiriinde
saptananlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Chakraborthy ve ark. (2010), C. officinalis tiirtiniin dogadan topladiklari gigeklerini
kurutarak metanol ektraktlarini hazirlamiglardir. Bu ekstrakt icinde bulunan kuersetin
miktarin1t HPTLC analizi ile belirlemislerdir. Bu yontemin rutin olarak kullanilan diger
kuersetin belirleme yontemlerine gore daha hizli ve ucuz oldugunu saptamislardir. Sujatha
ve ark. (2011), C. officinalis tiiriiniin ¢igeklerinde yaptiklart HPLC analizinde kuersetin
bilesigini 8.72% olarak belirlemislerdir. Arastirmamizda, C. officinalis ¢i¢eklerinden
kuersetin analizi yapilmamistir. Fakat yaprak, kallus kiiltiiriinde ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlinde yapilan HPLC analizlerinde kuersetin bilesigine rastlanmamastir.

Curkovié-Perica ve ark. (2014), Centaurea rupestris (Asteraceae) tiiriiniin kiiltiiriinde
kuersetin bilesiginin tespit edilmedigini belirtmistir. Arastirmamizda da, kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde kuersetin saptanmamuistir.

Dlugosz ve ark. (2013), C. officinalis hiicre siispansiyon kiiltiirleri {izerine yaptiklari
bir arastirmada, {iretilen sekonder metabolit konsantrasyonu ile kiiltiirlerdeki hiicrelerin
taze ve kuru agirliklar1 arasinda pozitif iliski oldugunu saptamistir. Calismamizda da taze
ve kuru agirlhi@in en fazla oldugu (her kiiltiriin 30. giiniinde) zaman kafeik asit ve beta
karoten miktarlarinin maksimum miktarda olustugu saptanmustir.

Heng ve ark. (2013), Artemisia annua L. (Asteraceac) hiicre siispansiyon
kiiltiiriinde en yiiksek agirhigin kiiltiirtin 16. giiniinde elde edildigini ve kiiltiiriin bu
periyodunda arastirilan artemisinin sekonder metabolit miktarinin 60.5 pg/g kuru agirlik
oldugu saptamistir. Maksimum sekonder metabolit miktariin ise, A. annua hiicre
stispansiyon kiiltiirleri 12. giiniinde (64.1+2.7 pg/g kuru agirlikta) saptandig belirtilmistir.
Dwivedi ve ark. (2016) Stevia rebaudiana (Asteraceae) tiirii ile yaptiklar1 arastirmada,
steviosid sekonder metabolitinin hiicre siispansiyon kiiltiirliniin log fazinda bol miktarda
olustugunu belirtmislerdir. Bunun aksine c¢alismamizda kafeik asit ve beta karoten
miktarlariin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 25-30. giinlerindeki duragan fazda daha fazla

tiretildigi belirlenmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tamamlanan doktora tezimizde tibbi ve ekonomik 6neme sahip olan C. officinalis ve
C. arvensis bitki tiirleri farkli kosullarda yetistirilerek sekonder metabolitlerinin analizleri
gerceklestirilmistir. Yapilan literatiir arastirmasi goz oniinde bulundurularak C. officinalis
ve C. arvensis tiiriinde fazla miktarlarda bulundugu saptanan ve in vitro kiiltiirlerdeki
miktarlar arastirilmayan tibbi 6neme sahip olan kuersetin, kaemferol, kafeik asit ve beta
karoten bilesikleri secilmistir.

In vivo ve in vitro sartlarda yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yapraklarinda;
kallus ve hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde belirtilen sekonder metaboltitlerin degisen
miktarlar1 HPLC ile analiz edilmistir. Bu nedenle oncelikle tohum ¢imlendirilmesi asamasi
yapilmistir. C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinin tohumlarinda (aken tipi) fiziksel
dormansi cesidi olan testa dormansisi oldugundan dolay1, tohumdan bitki yetistirilmesinde
tohum kabuklar1 ¢ikarilarak in vitro kiiltiirde embriyo ekimi yapilmigtir. Ayrica
calismamizda tohum kabuklar1 ¢ikarilmadan o©nce tohumlara hydropriming (H20),
halopriming (KNO3), bazi1 bitki biiylime diizenleyicileri (GA3) ile muamele ve prechilling
(+4°C) gibi baz1 6n uygulamalarin (priming) yapilmasinin tohum ¢imlenme yiizdesini
arttirdig1 belirlenmistir. MS besin ortamina aktif karbon eklendiginde koklerde daha fazla
emici tily olustugu gdzlenmistir. In vivo bitki yetistirilmesi igin, in vitro kiiltiirde
optimizasyonu saglanan yontem ile muamele edilen tohumlar belirlenen en iyi yetistirme
ortami olan torfa aktarilmistir. Bu nedenle ¢alisilacak bitkinin tohum yapisi g6z oniinde
bulundurularak tohum c¢imlendirilmesi gergeklestirilmelidir. Tohum dormansisini asarak
cimlenmeyi saglamak veya ¢imlenme yiizdesini arttirmak amaciyla tohumlara
aragtirmamizda yaptiZimiz 6n uygulamalar disinda ozmotik basincin olusturulmasi
amaciyla PEG gibi molekiiler agirligi yiiksek tuzlar ya da bilesikler kullanilarak
osmopriming; termopriming; skarifikasyon (asit, sicak su vb. ile mekanik asindima);
strafikasyon ve biopriming gibi 6n uygulamalar yapilabilmektedir (Desai, 2004; Dalil,
2014). Ayrica ¢imlenme yiizdesini arttirmak amaciyla KNO3, GA3 vb. besin ortamina da
uygun konsantrasyonlarda eklenebilir.

Kallus elde etmek i¢in, in vitro olarak yetistirilen C. officinalis ve C. arvensis yaprak
eksplantlar1 12 farkli MS besin ortamina yerlestirilmigtir. Kallus alt kiiltiirleri siiresince 4
farklt MS besin ortamindan, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine gecis yapmak i¢in gerekli olan

kallus 6zellikleri (beyaz, agik yesil ve agik kahverengi) ve en fazla kallus biyokiitlesi elde
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edilmistir. Boylece kallus kiiltiirii optimizasyonu gercgeklestirildikten sonra hiicre
siispansiyon kiiltliriine gegis yapilmistir. Hiicre slispansiyon kiiltiiriinde, kallus kiiltiiriinde
optimizasyonu saglanan MS besin ortamlar1 kullanildiginda kiiltiirlerin dinamik oldugu
gozlemler ve yapilan Slgiimlerle dogrulanmistir. Hiicre silispansiyon Kkiiltiirlerinde kiiltiir
stiresinin ve c¢alkalama hizinin énemi biyiiktiir bu nedenle hiicre yasam dongiisiiniin iyi
sekilde belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu nedenle ¢aligsma siiresince bitkisel materyalin
durumu nitel ve nicel olarak gozlenmelidir. Planlanan arastirmalarda fazla sayida bitki
bliylime diizenleyicisi kombinasyonlarini igeren farkli MS ortamlar1 ile optimizasyon
calismalarina baglamak her zaman avantajhidir.

HPLC analizinde, arastirilan sekonder metabolitler i¢in uygun olan standard
hazirlanigi, ekstraksiyon yontemi ve HPLC kosullari optimize edilmistir. Fenolik
bilesiklerin (flavonoid, fenolik asit) ve karotenoidlerin (beta karoten) HPLC analizi
amaciyla farkli ekstraksiyon yontemi, kullanilmistir. Fenolik bilesikler suda; karotenoidler
ise yagda ¢6ziinen bilesiklerdir. Karotenoidler polar ve apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir.
Arastirmamizda bu durum dikkate alinarak standard hazirlanmistir ve ekstraksiyon
yapilmistir. Bu nedenle calisilacak olan sekonder metabolitlerin hangi ¢d6ziiciide
¢oziindiigi bilinerek uygun olan ekstraksiyon yontemi segmek 6nemlidir.

Bitki biliylime diizenleyicilerinin in vitro kiiltiirlere eklenmesinin artemisinin
(McCoy, 2013); esansiyal yaglar, menthon, mentol, pulegon ve mentafuran (Santoro ve
ark., 2013); furanokumarinler ve fenolik asitler (Szopa ve Ekiert, 2015) gibi sekonder
metabolitlerin fazla miktarda eldesi {izerinde oOnemli olmaktadir. Bitki biiylime
diizenleyicilerinin hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine eklenmesi sayesinde taksol (Ashrafi ve
ark., 2010); flavonoidler (Tan ve ark., 2010; Bota ve Deliu, 2015); artemisinin
(Mohammad et al., 2014) gibi ¢esitli sekonder metabolitlerin fazla miktarlarinin elde
edildgi bilinmektedir. Calismamizda 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 hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin 120. giliniinde yapilan HPLC
analizleri sonucunda, kafeik asit ve beta karoten miktarlar1 fazla saptanmistir. Her iki
Calendula tiiriinde de, hiicre stispansiyon kiiltiiriinde biriken kafeik asit ve beta karoten
miktarlarinin in vivo ve in vitro kosullarda yetistirilen bitki yapraklarindaki ve kallus
kiltirinde biriken miktarlara kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Kafeik asit’in
antioksidan (Veira ve ark., 1998), antitimor (Tanaka ve ark.,1993), antienflamatuvar
(Fernandez ve ark., 1998) aktivitesine ve HIV replikasyonunu inhibe etme ozelligine
(Fesen ve ark., 1993; Kashiwada ve ark., 1995) sahip oldugu bilinmektedir. Beta karoten’in

ise vitamin A’nin etkili bir kaynagi oldugu gibi, yasa bagimli makular dejenerasyon riskini;
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menapoz oncesi kadinlarda gogiis kanseri riskini azaltmada kullanildig1 (Thomsen ve ark.,
1979; Seddon ve ark., 1994; Gandini ve ark., 2000), antioksidan (Sies and Stahl, 1995;
Wang ve ark., 1999), antitimor (Edes ve ark., 1989; Acevedo and Bertram, 1995; Gregus
ve Klaassen, 1996) ozelligi, kalp ve kanser hastaliklarima karst korunmada ve bu
hastaliklarin tedavisinde (Tavani ve La Vechia, 1999) etkili oldugu kanitlanmistir.
Calismamizda C. officinalis ve C. arvensis hiicre siispansiyon kiiltliriinde olusan kafeik asit
ve beta karoten miktarlarinin, literatiirde C. officinalis yapraklarindan elde edilen kafeik
asit miktarina (Anca ve ark., 2012) ve C. officinalis ¢i¢eklerinden elde edilen beta karoten
miktarina (Dumbrava ve ark., 2013) gore fazla oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda bitki biiylime diizenleyicilerinin hiicre siispansiyon kiiltiiriinde tibbi ve
ekonomik onemi olan kafeik asit ve beta karoten bilesiklerinin daha fazla miktarlarda
eldesinin saglanmasi sayesinde literatiirde eksik olan kisim tamamlanmistir. Bundan sonra
hiicre siispansiyon kiiltiiriinden sonraki asamada daha biiylik oOlgekli kiiltiirler olan
biyoreaktorlerde kafeik asit ve beta karoten bilesiklerinin calisilabilmesi i¢in avantaj
saglayacaktir. Giiniimiizde sekonder metabolitlerin biyoreaktorler yolu ile ticari olarak elde
edilebilmesi igin yapilan caligmalarda artemisinin (Patra ve Srivastava, 2016; Patra ve
Srivastava, 2014; Patra ve Srivastava, 2015), azadirakhin (Srivastava ve Srivastava, 2012)
sekonder metabolitlerinin elde edildigi belirtilmistir.

Kuersetin ve kaemferol bilesikleri C. officinalis ve C. arvensis tiirlerine ait
yapraklardan, yaprak eksplantlari ile baglatilan kallus kiiltiiriinden ve devamindaki hiicre
siispansiyon kiiltiiriinden alinan Orneklerin ekstraksiyonunun ¢esitli  ¢oziiciilerde
yapilmasimna ragmen belirlenememistir.  Yapilan farkli arastirmalarda sekonder
metabolitlerin belirlenebilmesi i¢in bitkilere ait olan farkli kisimlar (¢i¢ek) kullanilmistir
(Cetkovic ve ark., 2003; Chakraborthy ve Ghorpade, 2010; Sujatha ve ark., 2011; Rigane
ve ark., 2013). Bu kisimlarin analizleri i¢in HPLC disinda 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 farkli cihazlar kullanilmustir.
Bundan sonra C. officinalis ve C. arvensis tiirlerinde yapilmasi planlanan bilimsel
arastirma ve projeler kapsaminda kuersetin ve kaemferoliin de bulundugu diger sekonder
metabolitlerin analizinin yapilabilmesi i¢in yaprak disindaki diger bitki kisimlarinin (¢igek,
meyve vb.) ve farkli analiz yontemlerinin kullanilmasi sonucunda daha cesitli sekonder

metabolit igeriklerinin ve miktarlarinin saptanabilecegi diisiintilmektedir.
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Gilintimiize kadar ¢ok farkli arastirma gruplar tarafindan bitki doku kiiltiirleri yolu
ile sekonder metabolitlerin eldesi ve veriminin arttirilmasina yonelik yapilan ¢alismalart.
kimi arastiricilar toplu halde degerlendirerek sekonder metabolit eldesinde hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin 6nemini ve klasik yaklasimlarla ekonomik yonden kiyaslamasini
tartismistir (Ak¢am Oluk E, 2006). Tamamlanan doktora tez projemiz ile bu konudaki

verilere yeni bilgilerin eklenmesi saglanmistir.
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EKLERI



EK 1. Taze Agirhik, Kuru Agirhik ve Sekonder Metabolit Miktarin1 Hesaplamada

Kulanilan Formiiller

Taze Agirlik (g/1)= ﬁm x 1000

x 1000

Kuru Agirlik (g/)= = Kuru Agirlik (g)

Ornek Hacmi (ml)

Sekonder Metabolit Miktar1 (mg/g kuru agirlik) = %x@mek hacmi (I)x

1

Ornek biyokiitlesi(g)
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