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OZET

VERBASCUM SCAMANDRI MURB. TURUNUN KALLUS KULTURU iLE
SEKONDER METABOLIT URETIiMi

Ebru CAMBAZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Nursen CORDUK
08/08/2022, 94

Bu tez ¢alismasinin amact; Verbascum scamandri Murb. tiiriinde, in vitro kiiltiir
kosullarinin optimize edilerek kallus kiiltiirii ile verbaskozit, luteolin ve okubin sekonder
metabolitlerinin iiretimi ve analizinin gerceklestirilmesidir. Bu dogrultuda, kallus
indiiksiyonu i¢in yaprak eksplantlari sitokinin (BA, Kin, 0, 0,5, 1, 2, 3 mg/L) ve oksin (NAA,
2,4-D, 0, 0,1, 0,5, 1 mg/L), 1 g/L PVP, %3 siikroz ve %0,7 fito agar igeren MS bazal besin
ortamina alinmstir. Kiiltiirden 3 hafta sonra kallus indiiksiyon orani, kararma orani, renk ve
yap1 gibi Ozellikleri hesaplanmistir. Gelisen kalluslar, kallus indiiksiyon ortami ile ayni
oranda bitki bliylime diizenleyicileri iceren MS bazal ortaminda ¢ogaltilmistir. Cogaltilan
kalluslardan, dogal bitki ve in vitro kosullarda yetistirilen bitki 6rneklerinden sekonder
metabolit ekstraksiyonlar1 yapilmistir. HPLC analizi ile 6rneklerin verbaskozit, luteolin ve
okubin igerikleri belirlenmis ve karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 0,5 mg/L
Kin+1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L Kin+1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L Kin+1 mg/L 2,4-D ve 3 mg/L Kin+1
mg/L 2,4-D igeren ortamlarin kallus indiiksiyonu i¢cin BBD igermeyen ortamlara gore %100
daha etkili olduklar1 belirlenmistir. Calismamizda 2 mg/L Kin ilave edilen ortamin
verbaskozit (13,77 mg/g) eldesi i¢in en uygun ortam oldugu belirlenmistir. Luteolin (0,51
mg/g) Uretimi i¢in 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D ilave edilen MS besin ortaminin en uygun
oldugu bulunmustur. 0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D igeren ortamin ise okubin (9,32 mg/g)

iretimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, V. scamandri tiiriinden



verbaskozit, luteolin ve okubin sekonder metabolitlerinin {liretimi i¢in bir ara¢ olarak

kullanilabilecek etkili bir kallus indiiksiyon protokolii ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: endemik, in vitro, kallus, ikincil metabolit, sigirkuyrugu,

Scrophulariaceae



ABSTRACT

SECONDARY METABOLITE PRODUCTION IN CALLUS CULTURE OF
VERBASCUM SCAMANDRI MURB.

Ebru CAMBAZ
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nursen CORDUK
08/08/2022, 94

The aim of this study is to establish to an efficient callus culture for Verbascum
scamandri and analyses of verbascoside, luteolin and aucubin. Leaf explants were cultured
on MS medium supplemented with cytokinin (BA, Kin, 0, 0,5, 1, 2, 3 mg/L) and auxin
(NAA, 2,4-D, 0, 0,1, 0,5, 1 mg/L), 1 g/L PVP, 3% sucrose, and 0,7% phyto agar for callus
induction. Callus induction rate, colour, and texture of callus were recorded after 3 weeks in
culture. The induced primary callus was proliferated on MS basal medium with 3% sucrose,
0,7% agar, and the same plant growth regulators as the callus induction medium.
Verbascoside, luteolin, and aucubin were extracted from callus, plants collected from field
and in vitro germinated plants and then quantified by using HPLC. The results showed that
0,5 mg/L Kin+1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L Kin+1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L Kin+1 mg/L 2,4-D, and 3
mg/L Kint1l mg/L 2,4-D were more effective for callus induction with 100 % callus
induction rate. According to the secondary metabolite analysis, MS medium with 2 mg/L
Kin was found to be suitable for verbascoside production (13,77 mg/g). MS medium with 2
mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D was found to be suitable for luteolin production (0,51 mg/g). MS
medium with 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D was found to be suitable for aucubin production
(9,32 mg/g). In conclusion, this study revealed an efficient callus induction protocol for V.

scamandri that can be used as a tool to production of secondary metabolite of this species.

Keywords: endemic, in vitro, callus, secondary metabolite, mullein, Scrophulariaceae
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Sekil Ad1 Sa{\fﬁ
Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi. 2
V.?I"Z.)ats“C{/.tm scamandri tiriniin dogal yayilis alanindaki genel 6
goriiniisi.

Verbaskozit bilesiginin kimyasal yapisi. 7
Luteolin bilesiginin kimyasal yapisi. 8
Okubin bilesiklerinin kimyasal yapisi. 8
Kiiltiir calismalarinin gerceklestirildigi laminar flow kabin. 19
a) V. scamandri tohumlarlnln stereo mihoskopta gorliiniimii (bar = 5 20
mm), b) MS bazal besin ortamina ekilen tohumlar.

a) Kallus kiiltiirlerinde baslangi¢ materyali olarak kullanilan yaprak 2

eksplantlari, b) Bitki yetistirme odasina yerlestirilmis kiiltiir kaplari.

a) Etiivde kurutulmaya birakilmis kallus oOrnekleri, b) Orbital
calkalayictya yerlestirilmis 6rnekler, ¢) Su banyosunda kurutulmaya 23
birakilmis 6rnekler.

Araziden toplanan bitki yapraklarinin kurutulmasi. 24
Verbascum scamandyi tiirliniin toplandig1 habitat. 26
1 mg/L GA3 ilaveli MS besin ortaminda ¢imlenen bitkiler. 28

a) Cimlenen V. scamandri tohumlari, b) 4 haftalik bitkiler, c) 8

haftalik bitkiler, d) 14 haftalik anag bitki (bar = 5 mm), 29
BBD i¢ermeyen MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik 3
degisimi.
Artan NAA konsantrasyonlar1 ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.
Artan 2,4-D konsantrasyonlar1 ilaveli MS bazal besin ortamindaki

e SR 34
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.
Artan BAP konsantrasyonlar1 ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.
Artan Kin konsantrasyonlar ilaveli MS bazal besin ortamindaki 36

eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Xi
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Sadece BAP ilaveli MS bazal besin ortaminda 3. haftada gelisen
kallus ve siirgilinler (bar = 5 mm).

Sadece Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus
ve siirgiinler (bar = 5 mm).

Artan BAP konsantrasyonlar1 ile 0,1 mg/L NAA ilaveli MS bazal
besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Artan Kin konsantrasyonlar ile 0,1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal
besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Artan BAP konsantrasyonlar ile 0,1 mg/L NAA ilaveli MS bazal
besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler (bar = 5 mm).

Artan Kin konsantrasyonlart ile 0,1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal
besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve siirgtinler (bar = 5 mm).

Artan BAP konsantrasyonlart ile 0,5 mg/L NAA ilaveli MS bazal
besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliikk degisimi.

Artan Kin konsantrasyonlart ile 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal
besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliikk degisimi.

Artan BAP konsantrasyonlar ile 0,5 mg/L NAA ilaveli MS bazal
besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve stirgiinler (bar = 5 mm).

Artan Kin konsantrasyonlart ile 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal
besin ortaminda 3. haftada gelisen kalluslar (bar = 5 mm).

Artan BAP konsantrasyonlari ile 1 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin
ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Artan Kin konsantrasyonlart ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin
ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Artan BAP konsantrasyonlari ile 1 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin
ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler (bar = 5 mm).

Artan Kin konsantrasyonlart ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin
ortaminda 3. haftada gelisen kalluslar (bar = 5 mm).

Cogaltim1 gergeklestirilen kalluslarin ilk alt kiiltiirde ve ikinci alt
kiltlirde 0. giin ile 21. glinde yapilan ¢ap (mm) 6l¢timleri.

Cogaltilan kalluslarin ilk alt kiiltiirde ve ikinci alt kiiltiirdeki yas
agirliklar ile kuru agirliklari.

Cogaltilmis kalluslarin biiylime indeksleri.

1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde
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gelisen kallus (bar = Smm).

1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt
kiltiirde kalluslarin gelisimleri.

2 mg/L Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde gelisen
kallus (bar = 5Smm).

2 mg/L Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt kiilttirde
kalluslarin gelisimleri.

0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk
alt kiiltiirde gelisen kallus (bar = Smm).

0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk
ve alt kiiltiirde gelisen kalluslar.

2 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal ortaminda ilk alt
kiiltiirde gelisen kallus (bar = Smm).

2 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk
ve ikinci alt kiiltiirde gelisen kalluslar.

3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk
alt kiiltiirde gelisen kallus (bar = Smm).

3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk
ve ikinci alt kiiltiirde gelisen kalluslar.

Kallus, in vitro bitki ve dogal bitkiden elde edilen siipernatant
ornekleri.

Verbaskozit bilesigine ait kalibrasyon grafigi.

Luteolin bilesigine ait kalibrasyon grafigi.

Okubin bilesigine ait kalibrasyon grafigi.

Verbaskozit ve luteolin bilesiklerinin standart kromatograma.
Okubin bilesiginin standart kromatogramu.

Verbaskozit bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki
Oorneklerindeki miktari.

Luteolin bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki 6rneklerindeki
miktari.

Okubin bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki 6rneklerindeki
miktari.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Organizmalarin biinyelerine aldiklart maddeleri doniisiime ugratarak sentezledikleri
bilesikler metabolit olarak adlandirilmaktadir. Bitki metabolitleri fonksiyon ve
sentezlendikleri yollara gore primer (birincil) ve sekonder (ikincil) metabolit olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Primer metabolitler tiim bitkilerde bulunan ve hayati 6neme sahip olan lipit,
karbonhidrat, mineral ve protein gibi bilesikler olup bitkilerin biiyiime, gelisme, solunum ve
iireme gibi islevlerde gorev almaktadirlar (Croteau vd., 2000; Mammadov, 2014). Sekonder
metabolitler ise bitkilerin yasamlar i¢in dogrudan etkili olmayip ¢esitli stres kosullarina
(abiyotik ve biyotik) maruz kaldiklarinda, degisen ¢evre kosullarna karsi gelistirdikleri
yanitlar ile primer metabolitlerden enzimatik reaksiyonlar sonucu yiiksek miktarda

sentezlenen bilesiklerdir (Meijer, 1989; Topcu ve Colgecen, 2015).

Molekiil agirliklar1 diisiik olan sekonder metabolitler farkli bitki tiirleri, cins ve
familyalarda degisik oranlarda sentezlenmesinin yani sira organa, dokuya veya hiicreye 6zgi
olarak bitkilerin belirli gelisim asamalarinda sentezlenebilmektedir (Wink, 2008). Karmasik
yapilar1 ve farkli kimyasal 6zelliklerinin bulunmasi nedeniyle sekonder metabolitler genel
olarak terpenoid, alkaloid ve fenol olmak tizere {li¢ farkli grup altinda siiflandirilmaktadir

(Sekil 1) (Bartwal vd., 2013; Baydar, 2013).

Bitkiler kendilerini koruma amaciyla yirtict ve patojenlere kars1 savunma yaniti
olarak sekonder metabolitleri sentezleyebilmektedir. Savunmanin yani sira sekonder
metabolitler diger bitkiler icin toksik ya da anti-germinatif, polinatdrler i¢in cezbedeci
olmasi, degisen ¢evre kosullarina kars1 bitkilere adaptasyon yetenegi kazandirmasi ve bitki
hiicrelerinin yapilarina desteklik saglamasi gibi birgok dnemli rol ve islevleri bulunmaktadir

(Bourgaud vd., 2001).



v &
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Sekil 1. Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi.

Sekonder metabolitler; antioksidan (Kirca ve Arslan, 2008), antimikrobiyal (Yakoub
vd., 2018), antifungal (Perczak vd., 2019), antiinflamatuar (Yan vd., 2013), antidiabetik
(Prasath ve Subramanian, 2011) ve antikanser (Jafari vd., 2014) gibi etkilere sahiptirler. Bu
etkilerinin yani1 sira kardiyovaskiiller (Rangel-Huerta vd., 2015) ve norodejeneratif

hastaliklar (Alvi vd., 2019) gibi rahatsizliklarin tedavisinde de kullanilmaktadirlar.



1.1. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki eksplantlarinin (embriyo, hiicre, doku veya organ gibi) aseptik kosullar altinda,
bitki yapisina uygun sentetik besin ortami igerisinde kiiltiirlenmesi doku kiiltiirii yontemleri
ile yapilabilmektedir. Bunun sayesinde yeni hiicreler, dokular, bitkiler ya da bitkisel iiriinler
elde edilebilmektedir (Babaoglu vd., 2001). Her bir bitki hiicresinin sahip oldugu totipotensi
yeteneginden dolayi, meristematik evreye donme, belli hiicre ¢esidinden baska bir hiicre
cesidine doniisebilme ve biitlin bir bitkiyi meydana getirebilme yetkinligi mevcuttur. Mikro
ve makroelementler, ¢esitli vitaminler, biiylime diizenleyicileri ve karbon kaynagi bulunan
sentetik besin ortamlar1 igerisinde in vitro kiiltiirlenmis eksplantlarin, somatik
embriyogenesis veya organogenezis araciligi ile bitki liretimi gergeklestirilebilmektedir.
Bitki ya da bitkisel {irtinlerin tiretimi, kullanilacak bitkinin tiirii, eksplant kaynagi olarak
secilen bitkinin genotipi, eksplant ¢esidi, eksplantin fizyolojik durumu, secilen besin ortamu,
bitki biliylime diizenleyicilerinin c¢esit, miktar ve kombinasyonlar1 ve cevresel kiiltiir
sartlarinin etkisiyle meydana gelmektedir. /n vitro kiiltiire alinan bitkilerin, besin ortamlar1
icerisine disaridan eklenen bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢esit, miktar ve birbirleri ile
kombine edilmelerinin bitki ve bitkisel {iriin iiretiminde onemli faktorlerden biri oldugu

bilinmektedir (Yamaguchi vd., 2003; D’onofrio ve Morini, 2006).

Bitki doku kiiltiirii, haploid bitki iiretimi, gen aktarimi, somatik melezleme, tiirlerin
hibridizasyonu ve somaklonal varyasyon gibi bitki 1slah uygulamalar ile sentetik tohum,
hastaliksiz bitki, sekonder metabolit iiretimi ve mikrocogaltim gibi bir¢ok 1slah dis1 ve ticari
caligmalarda kullanilmaktadir. Ayrica, vejetatif ve generatif yollarla ¢cogaltilmasi zor veya
miimkiin olmayan, genetik olarak degerli bitki tiirlerinin ve dogadan yok olma riski ile kars1
karsiya olan bitkisel gen kaynaklarinin koruma altina alinmasi i¢in kullanilmaktadir
(Mikulik, 1999; Rout vd., 2000). Bitki sekonder metabolitlerinin giinlimiizde bir¢ok ilacin
hammaddesi olmasi, ticari agidan bir hayli 6nemli olmas1 ve bitki tiirlerinin yok olmasi
tehlikesi nedeni ile iiretimlerinin arttirtlmasi i¢in biyoteknolojik yontemlerinden biri olan

bitki doku kiiltiirii teknigi kullanilarak sekonder metabolitlerin tiretimi yapilabilmektedir.

Kallus kiiltiirii, bitki doku kiiltiirii tiplerinden biridir. Dogada yaralanmis veya zarar
gormiis bitkilerin dokularinda kallus olusumu yaygin goriilen bir yanittir ve biitiin canli
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bitkilerde goriilmektedir. I/n vitro kosullarda ise kiiltiire aliman bdliinme yetenegini
yitirmemis bitki eksplantlarinin ylizeylerinde olusturulan yaralanmalar neticesinde
parankimatik hiicrelerin diizensiz ve farklilasmamis hiicrelerden yiginlar olusturmasinin
uyarilmasi ile kallus dokusu elde edilmektedir (S6kmen ve Giirel, 2001; Caligkan vd., 2019).
Kallus kiltiirii, tibbi 6neme sahip bitki tiirlerinin sekonder metabolitlerinin {iretiminde

yaygin sekilde kullanilmaktadir.

1.2. Verbascum L.

Scrophulariaceae (Yiiksiikotugiller) familyasi, diinya genelinde 200’den fazla cins ve
3.000 kadar tiir bulundurmaktadir. Bu familya Tiirkiye’de ise 30 cins ile birlikte 466 tiir
barindirmaktadir (Heywood, 1979; Se¢men vd., 1998). Yiiksiikotugiller familyas1 bitkileri
bir veya ¢ok yillik tiirlerdir. Ayrica otsu, ¢ali veya agacsi formlar1 da bulunabilmektedir.
Cogunlukla ototrof olmalarina ragmen yar1 parazit ya da nadiren tam parazit tiirleri de vardir

(Davis, 1978; Se¢men vd., 1998).

Verbascum L. cinsi Scrophulariaceae familyasina aittir ve yaygin olarak “sigir
kuyrugu, kral samdan1” gibi halk dilinde farkl isimlerle bilinmektedir. Cinsin ismi Linnaeus
tarafindan verilmistir ve tiiylii yapraklarmin bulunmasi nedeniyle Latince ’de kaba tiiylii
veya sakal tiiyli anlamlarina gelen ‘“barba” kelimesinden tiiretilerek “barbascum”
sozciigiinden koken almistir (Karaveliogullari, 2004). Cinse ait bitki tiirleri iki y1lda bir veya
cok yillik, nadiren tek yillik otsu formdadirlar ve derin kazik koklere sahiptirler. Bitkiler
yasamlarinin ilk yillarinda yogun sekilde yaprak rozeti olustururlar. Rozet yaprak
olusumunu saglam ve ¢igekli bir sap (0,3-2 m) bilyiimesi izlemektedir (Turker ve Gurel,

2005).

Verbascum cinsi agirhikli olarak Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika'da dagilis
gostererek yaklasik 360 tiir bulundurmaktadir (Heywood vd., 1993). Tiirkiye florasinda da
253 dogal tiir ve bunlara ait 130 hibrit tiir bulundurmakla birlikte 13 grup altinda
incelenmektedir. Cinsin lilkemizdeki endemizm orani yaklasik %80’dir ve 198 tiir endemik

olarak belirtilmistir (Huber-Morath, 1978; Karaveliogullari, 2015a; 2015b; Cingay ve



Karaveliogullari, 2016; Duman vd., 2017; Cingay vd., 2018). Tohum morfolojisine gore
Aulacospermae Murbeck ve Bothrospermae Murbeck olarak iki farkli seksiyona ayrilan
Verbascum cinsinin Tiirkiye’deki taksonlari Bothrospermae seksiyonuna ait oldugu

bilinmektedir (Murbeck, 1925; 1933; Huber-Morath, 1971).

1.2.1. Verbascum scamandri Murb.

Ulkemizde, Kazdagi’nda yayilis gosteren ve “Kazdag1 Sigirkuyrugu” olarak bilinen
Verbascum scamandri Murb. tiirii iki y1llik bir bitki olup 50-80 cm boylarinda, kisa ve yogun
bicimde yildizs1 tiiylii (tomentoz) veya tiiysiiz bir bitki tlirtidiir (Sekil 2). Govdesi silindirik,
uzun ve basittir. Bazal yapraklari iistte yesilimsi, altta grimsi veya sarimsi tomentoz, 5-15 x
2.5-5 cm, yaprak kenar1 krenat, sap 2-8 cm; kaulin benzeri ancak daha kiiciiktlir. Cigek
durumu gevsek, basit, altta kesintili, 2-4'lii kiimeler halinde ¢igekler bulundurmaktadir.
Brakteler ovat ila ovat-lanseolat, mukronat ila akiiminat; brakteol 2 adettir. Cigek sap1 4 mm
kadardir. Kaliks 6-7 mm, loblar oblong, sivri ve mikro bezlidir. Ta¢ yapraklari sar1, 25-30
mm capinda, pellusid bezler bulunmaz ve dis1 tiiylidiir. 5 adet stamen ve filamentler
anterlere kadar beyazimsi sart tiiylii, 6nde 2.5-3 mm dik 2 adet anter bulunmaktadir. Kapsiil
oval-eliptik, 6 x 4 mm ve yildizs1 tomentoz 6zellikleri ile morfolojik olarak taninmaktadir
(Huber-Morath, 1978). Verbascum scamandri Murb. tiirii lilkemizde endemik bir tiirdiir ve

TUCN kriterlerine gore Tehlikede (EN) kategorisinde siniflandirilmaktadir (IUCN, 2001).

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Sumf: Magnoliopsida
Takim: Scrophulariales
Familya: Scrophulariaceae
Cins: Verbascum

Tiir: Verbascum scamandri



Sekil 2. Verbascum scamandri tiriiniin dogal yayilis alanindaki genel goriintisti.

1.2.2. Verbascum Tiirlerinin Sekonder Metabolitleri ve Tibbi Onemi

Verbascum tiirlerinin ¢ogu yaygin sekilde iridoid glikozitlerden; okubin, ajugol,
harpajit, harpagozit, katalpol, feniletanoit glikozitlerden; verbaskozit, forsitozit B,
l6koseptozit B, flavonoidlerden; luteolin, sinarozit, apigenin, apigetrin, kemferol,
saponinlerden; Ilvensisaponin A, B ve C ve ayrica fenolik smifindan bir¢ok sekonder
metabolit bilesigini igerdigi bilinmektedir (Alaniya vd., 2014; Alipieva vd., 2014; Anil vd.,
2014; Dalar vd., 2014; Sen vd., 2015; Boga vd., 2016; Paun vd., 2016; Nykmukanova vd.,
2017; Dimitrova vd. 2018). Ayrica okubin, ajugol, harpajit ve katalpol gibi iridoid glikozit
bilesiklerinin Scrophulariaceae familyasi ve Verbascum tirleri i¢in marker bilesikler

olduklar1 bilinmektedir (Tatli vd., 2008; Venditti vd., 2016).



Verbascum tiirleri igerdikleri bu sekonder metabolitleri nedeniyle geleneksel tipta
solunum yolu hastaliklari, kuru 6kstiriik, bogmaca, tiiberkiiloz, astim, balgam soktiiriict,
terletici, idrar soktiiriicli, biiziicii, yatistirici, yumusatici, antiseptik, egzama, romatizma,
soguk alginligi, migren, adet sancisi, kulak agrisi, hemoroit, damar sertligi, iltihap, sitma
Onleyici, yara iyilestirme, mantar enfeksiyonlari, diyabet ve tiimor tedavisi gibi bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (Dimitrova vd., 2013; Baser, 2015;
Miikemre vd., 2015; Aysu vd., 2016; Kiiglik vd., 2016; Nofouzi vd., 2017).

Verbaskozit, Luteolin ve Okubin Bilesikleri ve Onemleri

Fenilpropanoid sinifinda yer alan verbaskozit (Sekil 3) sekonder metabolit bilesigi,
akteozit olarak da bilinmektedir. Birgok Verbascum tiiriinde bulunan verbaskozit bilesiginin
agr1 kesici, antikanser, noroprotektif, yara iyilestirici ve antihipertansif gibi etkilerinin

oldugu belirlenmistir (Esposito vd., 2010; Akdemir vd., 2011; Zhao vd., 2013).
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Sekil 3. Verbaskozit bilesiginin kimyasal yapist.

Flavonoid siifinda bulunan bir diger sekonder metabolit luteolin (Sekil 4), benzer
sekilde Verbascum tiirlerinde yaygin bulunmaktadir. Luteolin bilesigi antioksidant,
antimikrobiyal, kemopreventif, kemoterapdtik, noroprotektif ve antialerjik gibi etkiler

gostermektedir (Lopez-Lazaro, 2009).



Sekil 4. Luteolin bilesiginin kimyasal yapisi.

Iridoid glikozit sin1finda bulunan okubin (Sekil 5) ise benzer sekilde antispazmodik,
antimikrobiyal, cilt yaralarinin iyilesmesinde, antikanser, antifibroz ve anti-fotoyaslanma

gibi etkiler gosterdigi bilinmektedir (Ho vd., 2005; Hung vd., 2008; Wu vd., 2018).

OH OH

Sekil 5. Okubin bilesiklerinin kimyasal yapisi.

Bu Yiiksek Lisans tez calismasinda, Canakkale Kazdagi endemiklerinden ve IUCN
tehlike kategorilerine gore Tehlikede (EN) kategorisinde yer alan Verbascum scamandri
Murb. tiiriiniin, ilk kez in vitro ortam kosullarinin optimizasyonu elde edilen kalluslardan
kiiltiir olusturularak bu kiiltiirlerdeki verbaskozit, luteolin ve okubin sekonder
metabolitlerinin tiretimi ve HPLC yo6ntemi ile bu sekonder metabolitlerin miktarlarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun yani sira dogal ortamda yayilis gosteren ve in vitro olarak
yetistirilmis bitki yapraklarinin da sekonder metabolit analizi gerceklestirilerek farkli besin
ortamlarindan elde edilen kallus kiiltiirlerindeki sekonder metabolit igerigi ile

karsilagtirilmistir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Sekonder Metabolit Analiz Calismalar

Verbascum marschallianum ve Verbascum orientale tiirlerinin toprak isti
kisimlarindan metanol (MeOH) ekstrakti ile elde edilen etil asetat fraksiyonunun sekonder
metabolit icerigi arastirilmistir. HPLC analizi ile V. marschallianum tiirtinden elde edilen
alt1 flavonoid (kaempferit, luteolin ve tlirevi, kuersetin ve tiirevi ile izoramnetin tiirevi) ve
V. orientale (kaempferit, luteolin, kuersetin ve luteolin 7-O-f-D-glukopiranozit) tiirlinden
elde edilen flavonoid bilesikleri izole edilerek spektrofotometrik ve kiitle spektral verileri ve

fizikokimyasal  verilerin literatiirle  karsilastirilmasiyla  yapilar1  aydinlatilmistir

(Nykmukanova vd., 2019).

Bir calismada, ilk kez Verbascum glabratum subsp. bosnense (K. Maly) Murb.
tiriiniin fenolik bilesikleri ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin analizi
yapilmistir. Dort farkl: ekstraktin (petroleter, kloroform, etanol (EtOH) ve su) analizi sonucu
tiiriin fenolikler ve flavonoidler acisindan ¢ok zengin oldugunu ortaya ¢ikartmistir. EtOH
ekstraktinda kuersitrin ve rosmarinik asit yogun bulunurken 12 farkli bilesigi daha igerdigi
bildirilmistir. Su ekstrakt1 ise yogun olarak 4-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, morin ve
apigenin bilesikleri ac¢isindan zengin oldugu sdylenmistir. Ayrica tiim ekstraktlar, 0,139-
0,021 mg/mL arasinda degisen ICso (yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyon) degerleri
yiikksek antioksidan potansiyeli gosteritken, EtOH ekstraktinin test edilen tiim

mikroorganizmalara kars1 direncli oldugu raporlanmistir (Karalija vd., 2020).

Verbascum bugulifolium Lam. tliriiniin toprak {istli kistmlarindan ilk kez bes iridoid
glikozit (katalpol, spesiozit, ajugol, ajugozit ve 8-O-asetilharpagit), iki feniletanoid glikozit
(verbaskozit ve glukopiranosil-(1—Gi-6)-martinozit), bes flavonoid (luteolin ve tiirevleri
apigenin tiirevi ve kuersetin tiirevi) ve fitosterol (B-sitosterol) izole edilerek yapilar1 niikleer

manyetik rezonans ve kiitle spektrometresi ile aydinlatilmistir. Ayrica luteolin, en yiiksek



antiinflamatuar ve antioksidan aktivite sergiledigi ancak tiim bilesiklerin zayif

antimikrobiyal aktivite sergiledigi yapilan ¢aligma ile kanitlanmistir (Gokmen vd., 2021).

2.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bir diger calismada, endemik Verbascum nobile Velen tiiriiniin toprak iistl
kisimlarindan elde edilen MeOH ekstraktinin fitokimyasal bilesikler ile birlikte, izole edilen
bu bilesiklerin konkanavalin A ile indiiklenen T hiicresi proliferasyonu ve Jurkat T hiicre
hatt1 ve dalak murin CD3"* T hiicreleri iizerindeki aktivitelerine bakilmistir. Ekstrakt ve
degerlendirilen bilesiklerin (katalpol ve tiirevleri ile verbaskozit) hiicre hattinin lektin
kaynakli hiicre biiylimesinin inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir. Elde edilen yeni
iridoid glikozit bilesiklerinin (katalpol tiirevleri), G1 fazinda hiicre dongiisii durmasina,
kaspazlarin aracilik ettigi apoptoza veya splenik murin CD3" T hiicre proliferasyonunun
dinamiginde siddetli bir degisiklige neden olmadan S fazindaki hiicrelerin frekanslarin
azalttig1 raporlanmistir. Yeni bilesiklerin Concanavalin A indiiklenmis hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz fosforilasyonu tiizerinde bilinen biyoaktif bilesiklerden (katalpol ve
verbaskozit) daha giiclii inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica erken aktivasyon
markorii CD69'un ekspresyonunu, hiicre igi interferon gama seviyesi ile CD3" interferon

gama efektorler olusumunu da bastirdigi gosterilmistir (Dimitrova vd., 2018).

Verbascum pterocalycinum var. mutense Hub.-Mor. tiirliniin ¢iceklerinden elde
edilen MeOH ekstraktindan saponinler (ilwensisaponin A ve C) izole edilerek, %1 lik steril
soliisyonlar1  antiinflamatuar, antinosiseptif ~ve antiviral aktiviteleri acisindan
degerlendirilmistir. Her iki sollisyonun da sitotoksik (ilwensisaponin A 125 pg/mL ve
ilwensisaponin C 62,5 pg/mL) etki gdsterdigi ancak hicbirinin Bovine Herpes Viriis Tip-1’e
kars1 antiviral aktivite gostermedigi belirtilmistir. Bununla birlikte 100 mg/kg'lik dozlarda
antiinflamatuar (ilwensisaponin A 9%9,6-36,6 ve ilwensisaponin C 9%13,5-25,5) ve
antinosiseptif (ilwensisaponin A %36,8 ve ilwensisaponin C %28,6) aktivitesi gdsterirken,

siklooksijenaz aktivitesini azalttig1 raporlanmistir (Diker vd., 2019).
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Verbascum armenum var. armenum tirlinin MeOH ve EtOH ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antifungal, antioksidan gibi biyolojik aktivitesinin yani sira DNA ile
etkilesimi de arastirilmistir. Sonuglara gore, her iki ekstraktin test edilen bakteriler (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae) lizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu, ancak funguslar tizerinde etki gostermedigi belirtilmistir. Ayrica EtOH ekstrakti ile
MeOH ekstraktinin antioksidan etkisi (sirastyla; 1Cso: 58,52+0,88 pg/mL ve 50,15+£308
pg/mL) saptanmistir. Toplam fenolik igerigi her iki ekstrakt (EtOH ekstrakt1 97,87+4,40 pg
GAE/mg ve MeOH ekstrakti 80,75+2,64 ng GAE/mg) i¢in Ol¢lilmiistiir. Antioksidan
aktivitesinin yaninda ayrica ekstraktlarin pBR322 plazmid DNA’s1 iizerine etkisi
arastirildiginda DNA kesme aktivitesi gosterdigi ve bu nedenle V. armenum var. armenum
tiiriiniin potansiyel olarak ila¢ kategorisinde degerlendirilebilecegi sdylenmistir (Kilig,

2019).

Baska bir calismada, Verbascum calvum tiirtiniin ¢i¢eklerinden elde edilen MeOH ve
hidrometanol ekstraktinin igerigi arastirilmistir.  Ekstraktlar genel olarak zayif
antimikrobiyal ve yiiksek antioksidan aktivite sergilemistir. MeOH ekstrakti, akciger kanseri
hiicre hattina (A549) kars1 onemli antiproliferatif etki gosterdigi ayrica, her iki ekstraktin
DPPH radikaline kars1 doza bagimli olarak 6nemli bir serbest radikal siiplirme etkisi
sergiledigi belirtilmistir. Orta basingli sivi kromatografisi ile MeOH ekstraktindan iridoid
glukozit (ajugol ve okubin) izolasyonu gergeklestirilerek okubin bilesiginin yiiksek

antiinflamatuar etkileri gézlenmistir (Amin vd., 2020).

Verbascum exuberans tiirlinlin antiinflamatuar aktivitesi ve antinosiseptif etkisi
MeOH ekstrakti kullanilarak arastirilmistir. Ekstraktin, merkezi spinal antinosiseptif etkisi
gosterdigi, merkezi supraspinal antinosiseptif etki gostermedigi ve periferik antinosiseptif
etkisinin bulundugu belirtilmistir. Bunun yani sira ekstraktin 6dem progresyonu ile TNF-a
ve IL-1B iiretimleri lizerindeki inhibisyonlar1 ve antiinflamatuar aktivitesi kanitlanmistir

(Eyiis vd., 2020).

Bir diger calismada, Verbascum letourneuxii tiiriiniin sulu MeOH ekstrakt1 ve farkli

fraksiyonlarinin (dietil eter, etil asetat, kloroform ve MeOH) antioksidan ve sitotoksik
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aktiviteleri aragtirllmistir. DPPH analiz sonuglarina (100 pg/mL) goére askorbik asit (%98.4)
ile karsilastirilan ekstrakt ve fraksiyonlar (MeOH %85,7, sulu MeOH %380, dietil eter %76,
kloroform %64 ve etil asetat %23) Onemli derecede siipiirme aktivitesi gostermistir.
Sitotoksik aktivite olarak dietil eter fraksiyonu HepG2’ye karsi (ICso: 52,5 pg/mL) etki
gosterirken, kloroform fraksiyonu HepG2, MCF-7 ve PC3 hattina (sirasiyla ICso: 70,1, 63,6
ve 73,4 ng/mL) kars1 etki gostermistir. Ayrica bu iki fraksiyonun gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi analiz sonucu 53 kimyasal bilesik saptanmistir ve MeOH fraksiyonunun sivi
kromatografi elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle spektrometri analizinden ise 21 bilesik

tanimlanmustir (Farid vd., 2020).

Verbascum thapsus L.'nin yapraklarindan elde edilen MeOH, etil asetat, hekzan ve
su ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi sekiz farklt mikroorganizma iizerinde disk
difizyon ve kuyu diflizyon potansiyeli ile antifulgal/antibakteriyal tarama i¢in
degerlendirilmistir. Etil asetat ekstrakti 3000 pg/disk'te Klebsiella pneumoniae'ye karst
maksimum %70 inhibisyon zonu gelistirmis, MeOH ekstraktlar1 Salmonella typhi’ye karsi
%68 inhibisyon zonu, Citrobacter freundii'ye karst %50 inhibisyon zonu, Agrobacterium
tumefaciens’e kars1 %54 inhibisyon zonu ve mantar tiirli olan Alternaria solani’ye kars1 %50
inhibisyon zonu gelistirmistir. Hekzan ekstrakti bakteri tiirleri lizerinde orta derecede etki
gosterdigi ve mantar tiirlerine karsi ise etki gostermedigi, ayrica Trichophyton rubrum
direnglilik gostererek higbir ekstraktin etkinlik gostermedigi raporlanmistir (Khan vd.,
2020).

Baska bir calismada, V. thapsus tiriinlin su ekstraktinda bulunan feniletanoid
glikozitler ve toplam fenolik igerigi analiz edilmis ve ekstraktin antiinflamatuar ile
antiosteoartritik potansiyeli murin monosit/makrofaj benzeri hiicrelerde (RAW 264.7) ve
insan kondrosit hiicrelerinde arastirilmigtir. Alt1 feniletanoid glikozit tanimlanarak toplam
fenolik icerigi ekstrakta 124,0+0,7 mg GAE/g olarak saptanmistir. Bitkinin su ekstrakti hem
kontrol hiicreleri hem de pozitif kontrol olarak kullanilan Harpagophytum procumbens
Burch. DC ex. Meisn ile tedavi edilen hiicrelerle karsilagtirildiginda, hiicresel inflamatuar

belirteclerin cogunu 6nemli 6l¢iide azaltabildigi gdsterilmistir (Calabrese vd., 2021).
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Yapilan bir diger calismada, Verbascum pinnatifidum ve Verbascum antinori
tiirlerinin aseton, MeOH ve etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri 8 farkli mikroorganizma iizerinde arastirilmistir. V. antinori ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesinin, V. pinnatifidum ekstraktlarina kiyasla daha fazla oldugu
belirtilmistir. Antibiyofilm aktiviteleri ise V. pinnatifidum ekstraktlarinda %8,93 ile %92,18
arasinda olurken, V. antinori ekstraktlarinda %14,56 ile %91,19 arasinda oldugu tespit

edilmistir (Gose ve Hacioglu, 2021).

Bir diger calismada, Verbascum arianthum tiriiniin fitokimyasal ve antimikrobiyal
aktivitesini belirlemede 4 farkli bakteri tiirinde EtOH, MeOH ve distile su (dH20)
ekstraktlar1 caligilmistir. Tiirlin flavonoid, fenol, kinon, steroid, saponin, tanen, alkaloid,
kumarin gibi fitokimyasallar i¢erdigini belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite sonu¢larinda
yaprak MeOH ekstraktinin bakteri kolonileri lizerinde kok ve govde ekstraktlarindan daha
iyl oldugu, antifungal aktivite sonuclarinin ise yaprak ve govde MeOH ekstraktlarinin
Aspergilus niger tiiriine kars1t onemli derecede aktivite sergiledigi agiklanmistir (Tariq,

2021).

2.3. Antitiimor ve Sitotoksik Aktivite Calismalari

Verbascum alceoides tiriiniin toprak isti kisimlarindan elde edilen farkli
ekstraktlarin (heksan, diklorometan, kloroform-metanol ve MeOH) ve MeOH ekstraktinin
su ile biitanol fraksiyonlarinin sitotoksisite etkisi acisindan degerlendirilmistir. En giiclii
sitotoksik etkileri gosteren biitanolik fraksiyonu orta performansli sivi kromatografisi ile
fraksiyonlara ayrilarak A-E olarak adlandirilmistir. Bu fraksiyonlarin insan servikal epiteloit
karsinoma ve insan gobek damar1 endotel hiicresine karsi in vitro sitotoksisitesi MTT testi
ile degerlendirilmistir. Fraksiyonlardan D, E ve A hiicre proliferasyonunun anlamli ve doza
bagli inhibisyon (sirastyla ICso: 30, 39,8 ve 188,6 ug/mL) gosterdigi belirtilmistir. Ayrica
sitotoksik etkilerin saponin ve flavonoid bilesiklerinin varligindan kaynaklanabilecegi

distintilmektedir (Dinani vd., 2020).
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Verbascum nigrum toprak iistii kisimlarindan elde edilen MeOH ekstrakti ve
fraksiyonlar1 oliimsiizlestirilmis insan keratinositlerinin ve epidermoid karsinom hiicre
hattinin canlilig1 iizerine etkileri arastirilmistir. Ekstraktlarin hi¢birinin HaCaT hiicrelerinin
canlilig1 iizerine etki etmedigi belirtilmistir. MeOH ekstrakt1 ve fraksiyon 4 (sirasiyla ICso:
81,92 ve 12,27 pg/mL) epidermoid karsinom hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermistir.
Metabolit profillemede 23 bilesik tanimlanirken, MeOH ekstraktinin iridoid glikozitleri
(harpagosid, lateriosid, acillenmis okubin tiirevleri) icerdigi ve fraksiyon 4’iin ise triterpen
saponin glikozitleri (ilwensisaponinler A ve C, songarosaponinler A ve B) yiiksek miktarda

icerdigi raporlanmistir (Iliescu vd., 2020).

Baska bir arastirmada, Verbascum lasianthum tirinin MeOH ile aseton
ekstraktlarinin A549 hiicre hattinda genotoksik, sitotoksik, inflamasyon ve oksidatif stres
etkileri caligilmistir. Analiz sonuclarina gore V. lasianthum tiiriine ait iki ekstraktin da A549
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi ve MeOH ekstraktinin daha sitotoksik oldugu
belirtilmistir. Her iki ekstraktin, A549 hiicre hattinda inflamasyon ve oksidatif stresi
azaltmistir. Bu sebep ile de inflamasyon ve oksidatif stresin bagka yolaklar ile sitotoksisiteye
neden olabilecegi sdylenmistir. Ekstraktlarin yiiksek dozlart A549 hiicrelerinde DNA
hasarina yol agmis ve V. lasianthum tliriiniin sitotoksisite/antikanserojen aktivitelerini DNA

hasar1 ile gosterilebilecegi ifade edilmistir (Sindarov, 2020).

2.4. Yara iyilestirme Calhismalar

Verbascum speciosum tiiriinden elde edilen MeOH ekstrakt1 in vitro hiicre canliligi,
hiicre gocti, hiicre dongiisii, apoptoz, fibroblast (fare ve insan) ve endotel hiicrelerinde gen
ekspresyon modellerinin etkinligi degerlendirilmistir. Sonuglara gore, ekstraktin (200
pug/mL) fibroblast hiicrelerinde ¢ogalma ve go¢ etme etkisinin arttigini (yara kapanma
oranlari sirasiyla %20+4 ve %16+7), apoptotik gen seviyelerinin (p53 ve kaspaz-3) kontrol
grubuna gore %7,25'ten %4,08'e diistiigii, kolajen tip I gen seviyesinin kontrole kiyasla daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. Insan gébek bagi damarlarindaki endotel hiicrelerinin ise tiip
benzeri yap1 olusumunu arttirarak anjiyogenezi (%27+2) tesvik ettigi gosterilmistir (Demirci

vd., 2014).
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Baska bir calismada, V. speciosum tiriiniin yapraklarindan elde ettikleri MeOH
ekstrakti vazelin bazli bir kreme ilave edilerek in vivo yaralar iizerinde test edilmistir.
Makroskobik sonuglara gore %5 (w/v) ve %10 (w/h) MeOH ekstrakti iceren kremlerle
muamele edilen gruplarin, negatif kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek yara iyilestirme

etkisi sergiledigi tespit edilmistir (Kayir vd., 2018).

2.5. In Vitro Kiiltiir Calismalari

Verbascum sinuatum L. tiiriinde olgun embriyolar kullanilarak organogenez ve
somatik embriyogenez yolu ile bitki rejenerasyonu saglanmistir. Naftalen asetik asit (NAA,
0 ile 3 mg/L) ve 6-benziladenin (BA, 0 ile 5 mg/L) ilave edilen Murashige ve Skoog (MS,
1962) ortamindan embriyojenik ve embriyojenik olmayan kalluslar indiiklenmistir. Somatik
embriyoidlerin gogaltilmas1 ve siirgiin tomurcuklarmin farklilagmasi icin gevsek ve sari
renkli kalluslar farkli besin ortamlarina aktarilmis ve gelisen siirgiinler 1 mg/L BA veya
kinetin (Kin) iceren MS ortamina kiiltiirlenmistir. Gelisen bitkilerin daha sonra topraga

aktarildig belirtilmistir (Karamian ve Ghasemlou, 2014).

V. thapsus tiirli stirgiin cogaltimi i¢in MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplantlar
(yapraklar ve yaprak sapi1), kallus indiiksiyonu i¢in BA ve NAA kombinasyonu ile
desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En 1y1 taze ve kuru kallus agirligi 0,5 mg/L
BA kullanilarak elde edilmistir. HPLC ile yapilan kantitatif analizler, kumarin, 6jenol ve
timol gibi fenolik bilesiklerin igerigi sirastyla ana bitkinin yapraklarinda (10, 41, 310 ppm)
nispeten diisiik oldugunu gdstermistir. Farkli konsantrasyonlardaki amino asitlerin (proline,
glutamin, triptofan ve fenil alanin) kiiltiir ortamina ayr1 ayr1 bir oncii olarak eklenmesi, kallus
dokusunda fenolik bilesiklerin birikim seviyelerinin yiikselmesine yol actig1 bildirilmistir.
Sonuglara gore 150 mg/L proline kumarin iiretimini %2752'ye, 50 mg/L proline 6jenol
birikimini %290'a ve 150 mg/L triptofan amino asitinin ise timol iiretimini ana bitkiye

kiyasla %390'a yiikselttigi raporlanmistir (Al-Jibouri vd., 2016).

Balkan bdlgesinin endemik tiirlerinden biri olan Verbascum eriophorum Godr

bitkisinin in vitro siirglin kiiltlirtiniin yapildig1 bir calismada, tohumlar %70 etanol sterilize
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edilmistir. Anag bitkilerden alinan eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda BA (0,1 ile 1,0
mg/L arasinda) ve indol-3-biitirik asit (0,1 ile 1,0 mg/L arasinda) ile desteklenmis MS ortami
icerisinde kiiltiirlenmistir. Tiim indol-3-biitirik asit konsantrasyonlart kék olusumunu
uyarmis, ancak siirgiin gelisimini ve yaprak olusumunu baskiladigi belirtilmistir. Siirgiin
gelisimini tesvik etmede ise 0,5 mg/L BA ilaveli MS igerisinde daha etkili oldugu ve
eksplantlarin yaklasik %98'inin siirgiin proliferasyonu (14,22+0,2) gosterdigi gozlenmistir
(Yordanova vd., 2016).

Bagka bir ¢calismada, V. thapsus tliriinii in vitro kallus kiiltliriinde abiyotik elisitorler
kullanilarak bazi fitokimyasal bilesiklerin birikimini arttirmaya yonelik bir g¢alisma
yapilmigtir. Calismada farkli seker tiirevleri (glukoz, siikroz, fruktoz, sorbitol, mannitol ve
mannoz) ile bunlarin farkli konsantrasyonlari (30 ve 60 g/L) ve ayrica farkli 1s1k spektrumlari
(siyah, mavi, kirmizi ve ultraviyole-C) kullanilmistir. Ug fitokimyasalin (kumarin, djenol ve
timol) konsantrasyonundaki degisiklikler, HPLC analizi ile belirlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kalluslarin farkli seker tiirevleri ve farkli konsantrasyonlarinda kumarin
(30 g/L siikroz ve glukoz igeren ortamlarda sirasiyla %802, %324) ve 6jenol (60 g/L glukoz
%437,5 ve 30 g/L fruktoz %495,6) igeriginde artis gozlenirken, timol konsantrasyonlarinda
azalma gosterdigi belirtilmistir. Benzer sekilde kalluslarin mavi, kirmiz1 ve ultraviyole -C
151k kosullarinda inkiibasyonu kumarin (kirmizi 1sikta %1171 ve ultraviyole-C %938) ve
6jenol (mavi 1s1kta %760) bilesiklerinin iiretimini arttirdigi, ¢ogu in vitro uygulamanin ise

anag bitkilere kiyasla timol {iretimini engelledigi bildirilmistir (Abed vd., 2020).

Baska bir calismada, V. thapsus tiiriiniin anag¢ bitkilerinden elde edilen yaprak
eksplantlar ile in vitro kallus ve hiicre siispansiyon kiiltlirleri olusturulmustur. Anag bitki
yapraklart (30 mg/g), kallus (12-45 mg/g) ve hiicre siispansiyon (32 mg/g) kiiltiirlerinden
elde edilen ekstraktlarda verbaskozit seviyeleri belirlenmistir. Bunun yani sira hazirlanan 5
ekstraktan verbaskozit (26,27-47,27 mg/g) ile birlikte ii¢ farkli feniletanoit glikozit olan
izoverbaskozit (29,02-49,69 mg/g), 16koseptozit A (1,55-8,90 mg/g) ve lokoseptozit B
(10,05-38,24 mg/g) bilesiklerinin miktarlar1 belirlenmistir. Ekstraktlarin toplam feniletanoit
glikozit miktar1 ise 79-116,24 mg/g oldugu raporlanmistir (Temporiti vd., 2020).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal ve Toplanmasi

Verbascum scamandri tiiriine ait bitki 6rnekleri, Tarim ve Orman Bakanligi, Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii'nden alinan arastirma izni ile 2021 yilinin
Agustos ayinda Canakkale ilinin Bayramig¢ ilgesindeki Cirpilar kodyline yapilan arazi
caligmasindan toplanmistir. Arazi ¢alismasinda toplanan bitki 6rnekleri Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr.
Ersin KARABACAK tarafindan teshis edilmistir. Bitki 6rnekleri 2 farkli yiikseklikten (625
m ve 675 m) birer birey olacak sekilde toplanmis ve nemli ortamda tutularak zarar goérmeleri
engellenmistir. Orneklerin toplandig1 koordinatlar ve yiikseklikler GPS cihazi (Garmin
eTrex Venture HC) ile belirlenerek kaydedilmistir. Ayrica arazi g¢alismasinda, bitkilerin
yayilis gosterdigi dogal alanlar fotograf makinesi (Olympus SP-800UZ) ile c¢ekilmistir.
Tiirlin bir 6rnegi 2743 no ile Canakkale Botanik Bahgesi Herbaryumuna kaydedilmistir.

Laboratuvara getirilen bitki Orneklerinin yapraklar1 saf su ile yikanip tozdan
arindirilarak kurutma kagitlar1 tizerinde 3-4 giin kurutulmustur ve daha sonra analizlerde
kullanilmak tizere etiketlenerek uygun kosullarda muhafaza edilmistir. Bitki tohumlar ise

+4°C’de saklanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sarf ve Kimyasal Malzemelerin Sterilizasyonu

Steril kosullarda gergeklestirilecek olan bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
kullanilacak sarf malzemeler, besin ortamlar1 ve anag¢ bitki elde etmede kullanilacak

tohumlar uygun sartlar ve yontemler ile steril edilmistir.
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Petri kaplari, tiip, pipet uglari, magenta, fayans, sise, beher ve diger cam malzemeler
deterjan ile yikanarak temizlenmis ve kurutulmustur. Daha sonra cam malzemeler ve fayans
aliminyum folyo ile sarilmistir. Besin ortamlari, distile saf su, tampon ¢ozeltiler ve stok
sollisyonlar da hazirlandiktan sonra sarf malzemeler ile birlikte 1 atmosferlik basingta 15

dakika boyunca 121°C’de otoklavda (Wiseclave) sterilizasyona tabii tutulmustur.

Bitkisel materyallerin kiiltiirlinde kullanilacak bistiiri, bistiiri ucu, pens ve makaslar
ise aktarim islemlerinin her basamaginda %70’lik EtOH ile alkol ocagin alevinden

gegirilerek steril edilmistir.

3.2.2. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

In vitro kiiltiir ortam1 olarak, MS bazal besin ortami (4,4 g/L, Duchefa-M0222)
kullanilmistir. dH2O igerisinde MS besin ortami ve %3 (w/v) siikroz (Duchefa-S0809),
manyetik  karistiricidda  ¢ozdiiriilmistiir.  Bitki  biiylime  diizenleyicilerinin  stok
sollisyonlarindan belirlenen miktarlarda ortama ilave edilerek ortamin pH’1 1 N sodyum
hidroksit (NaOH) veya 1 N hidroklorik asit (HCI) eklenmesi ile 5.75’e ayarlanmistir. Daha
sonra %0,7 (w/v) fito agar (Duchefa-P1003) eklenmis ve ortamin son hacmi dH>O ile
tamamlanmistir. Hazirlanan besin ortamlarinin tiimii otoklavda steril edilmistir. Sterilize
edilen tiim besin ortamlar1 agar igermeleri nedeniyle ¢ok fazla sogumadan (yaklasik 55-

60°C’de) steril petrilere 20 mL olacak sekilde esit miktarda aktarilmistir.

3.2.3. In Vitro Kiiltiir Sartlarn

In vitro kiiltiir uygulamalarinin tamami steril laminar flow kabin igerisinde
yapilmistir (Sekil 6). Calismaya baslamadan once kabin %70’lik EtOH ile silinmistir.
Otoklavdan c¢ikarilan steril malzemeler, 15 dakika sonra yiizeylerine %70’lik EtOH
puskiirtiilerek kabine alinmistir. Daha sonra icerisinde bitkisel materyal bulunmayan kabinin

ultraviyole lambasi1 20 dakika stireyle agilmistir.
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Calisma esnasinda eksplantlarin veya kalluslarin kiiltiir kaplarina aktarimi sirasinda
kullanilacak steril pens ve bisturilerin steril kalmalar1 i¢in %70’lik EtOH ile muamele
edildikten sonra yiizey sterilizasyonlar1 kabin icerisinde siirekli yanan alkol ocag1 alevinde

gerceklestirilmistir. Eksplantlar kiiltiir kaplarina aktarildiktan sonra kaplarin agiz kisimlar

alevden gecirilerek kapatilmistir.

Sekil 6. Kiiltiir calismalarinin gerceklestirildigi laminar flow kabin.

Hazirlanan biitiin kiiltiirler, %55-60 nem orani, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik

fotoperiyoda, 25+2°C sicakliga ve 72 pmol m™s’

151k yogunluguna sahip bitki yetistirme
odasina aktarilmigtir. Kiiltiir baglangicindan sonra eksplantlardaki degisimlerin incelenmesi

stereo mikroskop ile yapilmis ve eksplantlar diizenli periyotlarda fotograflandirilmistir.

3.2.4. Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve Anac Bitki Eldesi

V. scamandyri tiirtiniin tohumlarindan (Sekil 7a) eksplant kaynagi olarak kullanilacak
anag bitkilerin aseptik kosullarda elde edilmesi ve kallus kiiltiirlerinde kontaminasyonu en
aza indirmek i¢in dort farkl sterilizasyon uygulamasi denenmis (Tablo 1) ve her denemenin
sonunda tohumlar 4-5 kez steril dH>O ile durulanarak sodyum hipoklorit (NaOCI)

uzaklastirilmigtir.
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Tablo 1

Tohumlarn sterilizasyon uygulamalari

Uygulama  %70’lik NaOCl
No EtOH (sn) (%) (dk)
1 30 %1 - 10
2 - %1 - 20
3 - %5 - 10
4 - %5 - 20

Yiizey sterilizasyonu ger¢eklestirilen tohumlarin ekimi, 1 mg/L giberellik asit (GAs3,
Duchefa-G0907) ilave edilen ve edilmeyen %3 siikroz ile %0,7 (w/v) fito agar iceren MS
bazal besin ortamlarina gergeklestirilmistir (Sekil 7b). Tohumlarin petri kaplarina ekimleri
laminar flow kabini igerisinde steril kosullarda yapilmistir. Cimlenen ve gelisen bitkilerin
ortamdaki besinleri tiikketmeleri nedeniyle her dort haftada bir igerisinde taze MS bazal besin
ortam1 bulunan kavanozlara aktarimi yapilmistir. Yeterli biiyiiklige ulasan in vitro anag

bitkilerin bir kism1 sekonder metabolit analizinde kullanilmak iizere kurutulurken, bir kismi1

da kallus kiiltiirlerinde eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.

Sekil 7. a) V. scamandri tohumlarinin stereo mikroskopta goriiniimii (bar = 5 mm), b) MS

bazal besin ortamina ekilen tohumlar.
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3.2.5. Kallus Indiiksiyonu

14 haftalik saglikli ve yeterli biiytikliikte olan anag bitkiler eksplant kaynagi ve kallus
indiiksiyon kiiltiiriinde baglangi¢ materyali olarak kullanilmigtir. Kallus indiiksiyonu i¢in
yaprak eksplantlari, Tablo 2°de belirtilen 40 farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BBD
ile %3 siikroz, 1 g/L polivinilpirolidon (PVP) ve %0,7 (w/v) fito agar iceren MS bazal besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Her bir petriye yaprak eksplantindan (5x5 mm) 5 adet
konulmus ve her bir deneme ii¢ tekrarli olacak bigimde kurulmustur (Sekil 8a). Biitiin in

vitro kiiltiir denemeleri bitki yetistirme odasina aktarilmistir (Sekil 8b).

Tablo 2

Kallus indiiksiyonunda kullanilan MS besin ortaminin i¢erdigi BBD ¢esitleri, oranlari ve

kombinasyonlari

Ortam BAP NAA Ortam Kin 2.4-D

No (mg/L) (mg/L) No (mg/L) (mg/L)
1 - - 21 - -

2 - 0,1 22 - 0,1
3 - 0,5 23 - 0,5
4 - 1 24 - 1

5 0,5 - 25 0,5 -

6 1 - 26 1 -

7 2 - 27 2 -

8 3 - 28 3 -

9 0,5 0,1 29 0,5 0,1
10 1 0,1 30 1 0,1
11 2 0,1 31 2 0,1
12 3 0,1 32 3 0,1
13 0,5 0,5 33 0,5 0,5
14 1 0,5 34 1 0,5
15 2 0,5 35 2 0,5
16 3 0,5 36 3 0,5
17 0,5 1 37 0,5 1
18 1 1 38 1 1
19 2 1 39 2 1
20 3 1 40 3 1
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Sekil 8. a) Kallus kiiltiirlerinde baslangi¢ materyali olarak kullanilan yaprak eksplantlari, b)
Bitki yetistirme odasina yerlestirilmis kiiltiir kaplart.

Kallus indiiksiyonundan 3 hafta sonra gelisen kalluslarin yapisi ve rengi ile ilgili
veriler ile eksplant basina gelisen kallus indiiksiyon oran1 (KiO) ve kallus kararma orani

(KO) asagida verilen formiillere gore hesaplanmustir;

Kallus Olusturan Eksplant Sayist
Kallus Indiiksiyon Orani (%) = x 100
Toplam Eksplant Sayisi

Kararan Eksplant Sayisi
Kallus Kararma Orani (%) = x 100
Toplam Eksplant Sayisi

3.2.6. Kallus Gelisimi ve Cogaltilmas

Kallus indiiksiyon ortaminda gelisen kalluslarin ¢ogaltilmalarinda ayn1 oranda bitki
biliyiime diizenleyicileri ilaveli MS ortamlaria ii¢ hafta sonra alt kiiltiire alinmislardir.
Kalluslarin ¢ogaltimi igin iki kez alt kiiltiirleme yapilmistir. Ayrica eksplantlarda meydana
gelen morfolojik farklilagmalar stereo mikroskop ile giinliik olarak gdézlemlenerek her bir

besin ortami fotograf makinesi ile fotograflandirilmistir.

22



Alt kiiltiirlemeler sirasinda gelisen kalluslarin biyokiitlesi, ¢ap1, yapisi ve rengi ile
ilgili veriler kaydedilmistir. Belirtilen bu parametreler dikkate alinarak en iyi kallus elde
edilen ortamlar belirlenmistir. Ayrica ¢ogaltilan kalluslarin biiyiime indeksleri asagidaki

formiile gére hesaplanmaistir;

Kallus biiyiime indeksi = Son Agirlik - {lk Agirhik

ik Agirlik

3.2.7. Sekonder Metabolit Ekstraksiyonu ve HPLC Analizi

Kalluslarin sekonder metabolit ekstraksiyonu i¢in Colgecen vd. (2018)’nin
kullandig1 yontem degistirilerek uygulanmistir. Cogaltilan kalluslarin yas agirliklar
tartildiktan sonra 72 saat boyunca etiivde (Memmert INB 500) 37°C’de kurutulmustur (Sekil
9a) ve kalluslarin kuru agirliklar tartilmistir. Segilen deneme serilerinden, kurutulmus 0,1 g

kallus alinarak sivi azot ile muamele edilerek toz haline getirilmistir. Daha sonra 6rnekler

ekstraksiyon yapilincaya kadar uygun kosullarda (-20°C) saklanmastir.

Sekil 9. a) Etiivde kurutulmaya birakilmis kallus 6rnekleri, b) Orbital calkalayiciya

yerlestirilmis 6rnekler, ¢) Su banyosunda kurutulmaya birakilmig 6rnekler.

Kurutulan kallus 6rnekleri, 10 mL %99’luk MeOH igerisinde 48 saat boyunca orbital
calkalayicida (WiseShake SHO-2D) 22+3°C'de karistirilmistir (Sekil 9b). Siire sonunda 20
dakika 8000 rpm’de santrifiijlenmistir (Hettich Uviversal 320). Santrifiijden sonra

orneklerden siipernatant kisimlar1 alinip, 40°C’ye ayarli su banyosunda (Daihan Scientific
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WB-11) MeOH ucuruluncaya kadar 1 giin bekletilerek kurutulmustur (Sekil 9c). Daha sonra
kurutulan 6rneklerin lizerine 1 mL %99’luk MeOH eklenerek vortex (Stuart SAS) ile
cozdiiriilmiistiir. Sekonder metabolit i¢eriklerinin karsilastirilmasi i¢in araziden toplanan ve
in vitro olarak yetistirilen V. scamandri tirinin bitki Ornekleri golgede 224+2°C'de

kurutularak 0,1 g tartilmistir ve ayn1 ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Dogal bitki yapraklarinin kurutulmasi.

Orneklerdeki sekonder metabolit igeriklerinin HPLC ile analizi tez kapsaminda
hizmet alimi yoluyla Burdur Mehmet Akif Ersoy Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde gerceklestirilmistir. Analizlerin tamami Shimadzu Prominence
Marka HPLC cihaz1 ile Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron) kolon kullanilarak
gergeklestirilmigtir. Dereceli ayristirmada %3 Formik asit (A) ve Metanol (B) mobil fazi
kullanilmistir. Program; 93% A+7% B (3 dk), 72% A+28% B (28 dk), 67% A+33% B (60
dk), 58% A+42% B (62 dk), 50% A+50% B (70 dk), 30% A+70% B (75 dk), 93% A+7% B
(90 dk) olarak yapilmistir. Standart olarak verbaskozit (Sigma Aldrich-820580), luteolin
(Sigma Aldrich-72511) ve okubin (Sigma Aldrich-55561) bilesikleri kullanilmistir. Her bir
ornegin analizleri iki tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Orneklerin sekonder metabolit

miktarlari, 1 g kuru agirhigin icerdigi mg cinsinden hesaplanmaistir.
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3.3. istatiksel Analiz

Tiriin kallus kiltiir asamalarinin optimizasyonu i¢in her asamada kurulan deney
diizeneklerindeki tiim veriler istatistiksel olarak hesaplanip analiz edilmis ve
karsilastirilmistir. Ayrica HPLC analiz sonucu orneklerin sekonder metabolit igerikleri
hesaplanmistir. Tiim veriler, SPSS 20.0 (IBM) programinda tek yon varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica denemeler arasi anlamli fark Duncan Coklu

Karsilagtirma Testi ile (p<0,05) belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bitkisel Materyale Ait Bulgular

Calisma kapsaminda 2021 yilinin Agustos ayinda Canakkale’nin Bayramig ilgesinde
bulunan Cirpilar kdyiine arazi calismasi yapilmistir. Arazide V. scamandri tiiriine ait bitki

ornekleri yayilis gosterdigi bolgede iki farkli yiikseklikten toplanmistir (Sekil 11) ve Tablo

3’te belirtilmistir.

Sekil 11. Verbascum scamandri tiirlinlin toplandig1 habitat.

Tablo 3

Bitki 6rneklerinin toplandig yiikseklik ve koordinatlar

Lokasyon No Yiikseklik (m) Koordinat
1 625 39°47'26.4" N 26°53'48.2" E
2 675 39°47'03.2" N 26°53'57.5" E
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Toplanan bitkiler laboratuvara getirildikten sonra yapraklar1 kesilerek akan musluk
suyu altinda 1 saat boyunca temizlenmistir. Daha sonra yapraklar kurutma kagitlar1 iizerinde
kurumaya birakilmistir ve analiz i¢in kullanilmak tizere etiketlenerek 25°C’de saklanmuistir.
Bitkilerden elde edilen tohumlar ise in vitro kiiltiir calismasinda kullanilmak tizere +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

4.2. Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve Anac Bitki Eldesine Ait Bulgular

Arazi c¢aligmasiyla toplanan tohumlar kiiltiire edilmeden once ylizeylerindeki
kontaminantlar1 uzaklastirmak amaciyla yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Yiizey
sterilizasyonunda kullanilan farkli uygulamalara bagli olarak kontaminasyon ve ¢imlenme

oranlarinda degisiklik gdsterdigi belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4

Sterilizasyon uygulamalarinin kontaminasyon ve ¢imlenme oranlari

Uygulama EtOH NaOCl GAs; Kontaminasyon = Cimlenme
No (%70) (sn) (%) (dk) (mg/L) (%) Orani (%)
1 30 %1-10 - %0 %31,25

2 - %1-20 - %11 %55,56

3 - %5-10 - %100 Gelisim yok
4 - %5-10 1mg/L %100 Gelisim yok
5 - %5-20 - %0 %43.,75

6 - %5-20  1mg/L %0 %75

Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra BBD’siz MS bazal besin ortami ve 1 mg/L
GAs3 ilaveli MS bazal besin ortami bulunan petrilere ekimi gergeklestirilerek
cimlendirilmistir. V. scamandri tohumlar1 i¢in en uygun yiizey sterilizasyonu %5’lik NaOCl
ile 20 dakika muameleden sonra MS bazal besin ortamina ekilen tohumlardan elde
edilmistir. %70’lik EtOH’da 30 saniye muameleden sonra %1’lik NaOCl ile 10 dakika
muamele ile ylizey sterilizasyonu yapilan tohumlarin ¢imlenme oraninda (%31,25) diistikliikk

gozlemlenmistir. %5°lik NaOCl ile 20 dakika sterilizasyonu yapilan tohumlarin, GA3 ilaveli
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MS bazal besin ortamina kiiltiire alinmasindan 15 giin sonra ¢imlenme orani (%75) artmustir.

Ancak gelisen bitkilerin kotiledon evresinde kaldiklari, boylarinin uzamadig: ve kok tiiyt

olusumu gozlemlenmistir (Sekil 12).

Sekil 12. 1 mg/L GA3 ilaveli MS besin ortaminda ¢imlenen 15 giinliik bitkiler.

Farkl: sterilizasyon uygulamalar1 sonucu tohumlardan ¢imlenen bitkiler (Sekil 13a),
anag bitki olarak yetistirilmek {izere ve gelisebilmeleri icin 4 haftalik periyotlarla taze MS
bazal besin ortamina aktarilarak 14 hafta boyunca kiiltiire edilmislerdir (Sekil 13b-c). 14.
haftanin sonunda saglikli bitkiler kallus indiiksiyonunda eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir (Sekil 13d).
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Sekil 13. a) Cimlenen V. scamandri tohumlari, b) 4 haftalik bitkiler, c¢) 8 haftalik bitkiler, d)
14 haftalik anag bitki (bar = 5 mm).

4.3. Kallus indiiksiyonu ile Tlgili Bulgular

Kallus indiiksiyon asamasinda, tohumlardan ¢imlendirilmis 14 haftalik saglikl
bitkilerden kesilen yaprak eksplantlari, BBD’lerin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlari
ilave edilen MS bazal besin ortamlarinda kiiltiire edilmistir. Kallus indiiksiyon denemeleri,
petri basma 5 eksplant olacak sekilde 3 tekrarli kurulmustur. Kiiltiir baslangicinin 0.
giiniinden itibaren eksplantlarin haftalik degisimleri 21 giin boyunca kaydedilmistir. 21 giin
sonunda eksplantlarda meydana gelen morfolojik farklilagmalar incelenmis ve her bir besin
ortami karsilagtirilmistir. Ayrica en uygun kallus indiiksiyon ortamlarinin belirlenmesi i¢in
40 farkli ortamin kallus indiiksiyon orani1 (KiO), kararma oran1 (KO), yap1 ve renk gibi
verileri 3 haftalik kiiltiir siireci sonunda 15 eksplant i¢in belirlenerek karsilastirilmistir

(Tablo 5 ve Tablo 6).
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Tablo 5

Kallus indiiksiyon ortamlarinda gelisen kalluslarin indiiksiyon ve kararma orani (*Bir

stitundaki farkli tist simge harfler, istatistiksel olarak anlamli farki belirtir, p<0.05)

Ortam Kal{us . Kararma Ortam Kallus . Kararma
No Indiiksiyon Oram No Indiiksiyon  Oram

Oram (%) (%) Orani (%) (%)
1 0+0,00° 100 21 0+0,00° 100
2 0+0,00° 100 22 0+0,00? 100
3 0+0,00° 100 23 100+0,00f 100
4 53,3+46,2bcde 86,7 24 100+0,00¢ 100
5 73,3+30,6°%F 66,7 25 0+0,00? 6,7
6 53,3+41,6d 60 26 33,3+41,6° 66,7
7 46,7+41,6° 46,7 27 53,3+50,3%4 66,7
8 53,3423, ] bede 33,3 28 20+34,6% 13,3
9 73,3+11,50¢f 40 29 100+0,00° 66,7
10 73,3+11,50¢f 533 30 100+0,00" 46,7
11 93,3+11,5¢ 26,7 31 80+20,0%" 6,7
12 80+20,09f 40 32 100+0,00° 13,3
13 60:-£34,6 bedef 26,7 33 100+0,00° 26,7
14 93,3+11,5¢ 333 34 100+0,00° 46,7
15 73,3+30,6°%F 6,7 35 100+0,00° 66,7
16 80209 60 36 100+0,00f 20
17 73,3+11,5 cdef 6,7 37 100+0,00f 33,3
18 60+34,6°det 46,7 38 100+0,00° 6,7
19 80+20,04f 93,3 39 100+0,00¢ 66,7
20 93,3+11,5¢ 46,7 40 100+0,00¢ 0
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Tablo 6

Kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlardan gelisen kalluslarin yapt ve

renkleri

;):)'tam Kallus Yapis1i  Kallus Rengi g(r)'tam Kallus Yapis1  Kallus Rengi

1 Gelisim yok - 21 Gelisim yok -

2 Gelisim yok - 22 Gelisim yok -

.. Yumusak- Beyaz-
3 Gelisim yok i 23 Sulu Kahverengi
. Yumusak- Beyaz-

4 Sert Kahverengi 24 Sulu Kahverengi

5 Sert Kahverengi- 5 Sert Yesil
Yesil

6 Sert Kahverengi- ¢ Sert Yesil
Yesil

7 Sert Yesil 27 Sert Yesil

8 Sert Yesil 28 Sert Yesil

9 Sert Yesil 29 Sert Kahverengi-

Yesil

10 Sert Yesil 30 Sert Yesil

11 Sert Yesil 31 Sert Yesil

12 Sert Yesil 32 Sert Yesil

13 Sert Yesil 33 Sert Yesil-Sar1

14 Sert Yesil 34 Sert Yesil

15 Sert Yesil 35 Sert Yesil

16 Sert Kahverengi- 5 Sert Yesil
Yesil

17 Sert Kahy crengl- 37 Yumusak Yesil-Sar1
Yesil

18 Sert Kahy crengl- 3 Yumusak Yesil-Sar1
Yesil

19 Sert Kahy crengl- 39 Yumusak Yesil-Sar1
Yesil

20 Sert Yesil 40 Yumusak Yesil-Sar1
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Kallus indiiksiyon ortamlar1 karsilastirildiginda, BBD icermeyen MS bazal besin
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda farklilasma gdzlenmemistir ve kallus indiiksiyon
oraninin %0 oldugu, kararma oraninin ise %100 oldugu saptanmistir (Sekil 14). BBD igeren
MS bazal besin ortamlarindaki eksplantlarda ise kiiltiirden bir hafta sonra hacimsel artisin
ve kallus olusumunun basladigi gozlemlenmistir. Ayrica BDD igeren ortamlarda kallus
indiiksiyon orani, kararma orani, yap1 ve renk verileri farklilik gosterdigi belirlenmistir ve

birbirleri ile karsilastirilmistir.

Ortam No 0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

Sekil 14. BBD i¢cermeyen MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Sitokinin igermeyen sadece NAA ya da 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda
kiiltiire edilmis eksplantlar degerlendirildiginde, artan NAA konsantrasyonlari igeren
ortamlardan sadece, yliksek konsantrasyonda (1 mg/L) NAA ilaveli bazal besin ortaminda
kallus indiiksiyonu gozlemlenirken (KIO %53,3£46,2), artan 2,4-D konsantrasyonlarini
iceren ortamlarda ise 0,5 ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli ortamlarda kallus indiiksiyonu gézlenmistir
(her iki ortamin KiO’su %100+0,00). Ayrica her iki oksinin artan konsantrasyonlarinda
eksplantlarda kararma meydana geldigi gozlenmistir ve 2,4-D’nin  yiiksek
konsantrasyonlarinda (0,5 ile 1 mg/L) kararan eksplantlarin yara bdlgelerinden beyaz-
kahverengi renkte ve yumusak-sulu yapida kalluslarin gelistigi gézlemlenmistir (Sekil 15,

Sekil 16).
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Ortam No

Sekil 15. Artan NAA konsantrasyonlar1 ilaveli MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21

giinliik degisimi.
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Ortam No

22

0,1 mg/L |
2,4-D)

Sekil 16. Artan 2,4-D konsantrasyonlar1 ilaveli MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21

giinliik degisimi.

Sadece  BAP ya da Kin’in artan konsantrasyonlarmni iceren ortamlar
karsilastirildiginda, her iki sitokinin de kallus olusumunu ve siirgiin olusumu indiikledigi
belirlenmistir. BAP nin artan konsantrasyonlarinda kiiltiir baglangicindan bir hafta sonra
eksplantlarda hacimsel artig meydan gelmistir. Eksplanlarin kesik bolgelerinde yesil renkli
kallus olusumu ve sonrasinda siirgiin olusumu gozlemlenmistir (Sekil 17). Kin’in artan
konsantrasyonlarini iceren MS bazal besin ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda BAP
iceren ortamdaki eksplantlara gore daha fazla hacimsel artis ve direkt siirgiin olusumu

gozlemlenmistir (Sekil 18).
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Ortam No

0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

Sekil 17. Artan BAP konsantrasyonlari ilaveli MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21

giinliik degisimi.
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Ortam No

25
(0,5 mg/LL
Kin)
26

(1 mg/LL
Kin)

Sekil 18. Artan Kin konsantrasyonlar ilaveli MS bazal besin ortamindaki eksplantlarin 21
giinliik degisimi.

BAP’nin tek basina ve artan konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, 0,5 mg/L BAP
iceren MS bazal besin ortaminda siirgiin gelisiminin meydana geldigi ve olusan siirglin
sayisinin fazla oldugu goriilmiistiir. 0,5, 1, 2 ve 3 mg/L BAP iceren MS bazal besin
ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarin kesik bolgelerinde kahverengi-yesil veya sadece
yesil renkli ve kompakt yapida kallus indiiksiyonu (sirastyla KIO %73,3+30,6, %53,3+41,6,
%46,7+41,6 ve %53,3+23,1) goriilmiistiir. Bu kalluslarin bazi bolgelerinde meristemoidlerin

olustugu ancak kararma dolayisiyla siirgiine gelisimleri gozlemlenmemistir (Sekil 19).
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0,5 mg/L BAP 1 mg/L BAP

2 mg/L BAP 3 mg/L BAP

Sekil 19. Sadece BAP ilaveli MS bazal besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler

(bar =5 mm).

Tek basina Kin igeren besin ortamlar1 karsilastirildiginda, 0,5, 1 ve 3 mg/L Kin
(swrastyla; KIO %0+0,00, %33,3+41,6 ve %20+34,6) ilaveli ortamlardaki eksplantlarda
kallus indiiksiyonunun yaninda direkt siirgiin gelisimi de gozlemlenirken, sadece 2 mg/L Kin
iceren ortamda yesil ve sert yap1 kallus indiiksiyonu gozlemlemistir (KIO %553,3+50,3).
Ayrica siirgiin indiiksiyonunun, diisiik konsantrasyonda Kin ilaveli ortamda daha yiiksek

oldugu goriilmistiir (Sekil 20).
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0,5 mg/L Kin 1 mg/L Kin

2 mg/L Kin 3 mg/L Kin

Sekil 20. Sadece Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda 3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler

(bar =5 mm).

BAP’nin artan konsantrasyonlar1 ile 0,1 mg/L NAA, Kin’in artan konsantrasyonlari
ile 0,1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortamlar1 degerlendirildiginde, eksplantlarda
kallus ve siirglin gelisimi gozlenmistir. Ayrica BAP ve Kin sitokinlerinin artan
konsantrasyonlarinda kallus ve siirgiin olusumunun arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 21, Sekil
22). Artan BAP konsantrasyonlari ile 0,1 mg/L NAA ve artan Kin konsantrasyonlari ile 0,1
mg/L 2,4-D kombinasyonlarinin kallus indiiksiyonu {izerine etkileri karsilagtirildiginda,
artan BAP konsantrasyonlari ile 0,1 mg/L NAA igeren ortamlarda kallus olusumunun daha

fazla oldugu gézlemlenmistir.
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Ortam No
9

(0,5 mg/L
BAP +
0,1 mg/L
NAA)

10

(1 mg/L
BAP+
0,1 mg/L
NAA)

11

(2 mg/LL
BAP +
0,1 mg/L
NAA)

12

(3 mg/LL
BAP +
0,1 mg/L
NAA)

Sekil 21. Artan BAP konsantrasyonlar: ile 0,1 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin
ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.
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Ortam No
29

(0,5 mg/L
Kin +
0,1 mg/L
2,4-D)

30

(1 mg/L
Kin +
0,1 mg/L
2,4-D)

31

(2 mg/L
Kin +
0,1 mg/L
2,4-D)

32

(3 mg/L
Kin +
0,1 mg/L
2,4-D)

Sekil 22. Artan Kin konsantrasyonlari ile 0,1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

0,1 mg/L NAA ile artan BAP konsantrasyonlarini igeren MS bazal besin ortamlari
karsilagtirildiginda, yiiksek oranda BAP (2 ve 3 mg/L) iceren ortamlarda kallus
indiiksiyonunun (sirastyla KIO %93,3+11,5 ve %80+20,0) 0,5 ve 1 mg/L BAP iceren
ortamlara (her ikisi i¢in de KIO %73,3+11,5) kiyasla daha da artti1 gézlemlenmistir (Sekil
23). Gelisen kalluslarin yesil ve sert yapida olduklari belirlenmistir. Bununla birlikte tiim
ortamlarda siirgiin gelisiminin gézlemlendigi ancak BAP konsantrasyonu arttik¢a eksplant
basina diisen siirgiin sayisinin arttigr goriilmiistiir (Sekil 23c-d). 0,1 mg/L NAA ile artan
BAP konsantrasyonlarini iceren MS bazal besin ortamlardaki eksplantlar ile sadece BAP
iceren bazal besin ortamlarindaki eksplantlar karsilastirildiginda, 0,1 mg/L. NAA ile artan
BAP konsantrasyonlarini igceren MS bazal besin ortaminda kallus olusumunun arttig1 ancak

eksplant bagina diisen siirgilin sayisinda ciddi bir azalma meydana geldigi gortilmiistiir.
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0,5 mg/L BAP + 1 mg/L BAP +
0,1 mg/L NAA 0,1 mg/L NAA

2 mg/L BAP + 3 mg/L BAP +
0,1 mg/L NAA 0,1 mg/L NAA

Sekil 23. Artan BAP konsantrasyonlart ile 0,1 mg/L. NAA ilaveli MS bazal besin ortaminda

3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler (bar = 5 mm).

0,1 mg/L 2,4-D ile artan Kin konsantrasyonlarini igeren MS bazal besin ortamlari
degerlendirildiginde ise, Kin’in 0,5, 1 ve 3 mg/L konsantrasyonlarini (KIO %100+0,00)
iceren ortamlarda kallus indiiksiyonu artig gosterirken, 2 mg/L Kin iceren ortamda kallus
indiiksiyonunda (KIO %80+20,0) azalma gozlemlenmistir. Ayrica yiiksek Kin
konsantrasyonlarinin (2 ve 3 mg/L) kallus indiiksiyonu ile birlikte siirgiin gelisimini de
tesvik ettigi gozlemlenmistir. Gelisen kalluslarin yesil ve sert yapida olduklar1 gézlenmistir

(Sekil 24).
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0,5 mg/L Kin + 1 mg/L Kin +
0,1 mg/L 2,4-D 0,1 mg/L 2,4-D

2 mg/L Kin + 3 mg/L Kin +
0,1 mg/L 2.4-D 0,1 mg/L2,4-D

Sekil 24. Artan Kin konsantrasyonlari ile 0,1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda

3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler (bar = 5 mm).

BAP’nin artan konsantrasyonlari ile 0,5 mg/L NAA, Kin’in artan konsantrasyonlari
ile 0,5 mg/L 2,4-D iceren MS bazal besin ortamlar1 degerlendirildiginde, BAP ilaveli
ortamlarda kallus ve siirglin indiiksiyonu gézlemlenirken, Kin ilaveli ortamlarda sadece
kallus indiiksiyonu goézlemlenmistir (Sekil 25, Sekil 26). Ayrica bu ortamlar, BAP nin artan
konsantrasyonlar1 ile 0,1 mg/L NAA, Kin’in artan konsantrasyonlar1 ile 0,1 mg/L. 2,4-D
iceren MS bazal besin ortamlar1 karsilastirildiginda, kalluslarin hacimsel olarak azaldigi
gozlemlenmistir. Artan BAP konsantrasyonlar1 ile 0,5 mg/L NAA ve Kin’in
konsantrasyonlari ile 0,5 mg/L 2,4-D igeren ortamlarin kallus indiiksiyonu {izerine etkileri
karsilastirildiginda, artan Kin konsantrasyonlari ile 0,5 mg/L 2,4-D igeren MS bazal besin

ortamlarinda daha fazla kallus olusumu gézlemlenmistir.
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Ortam No

0. giin 7. giin 14. giin 21. giin
13 L - o

(0,5 mg/L
BAP +
0,5 mg/L
NAA)

14

(1 mg/LL
BAP+
0,5 mg/L
NAA)

15

(2 mg/LL
BAP +
0,5 mg/L
NAA)

16

(3 mg/LL
BAP +
0,5 mg/L
NAA)

Sekil 25. Artan BAP konsantrasyonlar: ile 0,5 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin
ortamindaki eksplantlarin 21 giinliik degisimi.
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Sekil 26. Artan Kin konsantrasyonlari ile 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

BAP’nin artan konsantrasyonlart (0,5, 1, 2 ve 3 mg/L) ile 0,5 mg/L NAA ilave
edildigi MS bazal besin ortamlar1 karsilastirildiginda, biitiin BAP konsantrasyonlarini iceren
ortamlarda kallus indiiksiyonu (sirasiyla KIO %60+34,6, %93,3+11,5, %73,3+30,6ve
%80420) ile birlikte siirgiin gelisiminin olustugu gézlemlenmistir. Ancak, 3 mg/L BAP +
0,5 mg/L NAA ig¢eren MS bazal besin ortamindaki eksplantlardan kallus ve siirgiin
gelisiminin diger ortamlara gore daha yavas oldugu goriilmiistiir (Sekil 27). Ayrica gelisen
kalluslarin genellikle yesil renkte (3 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA igeren ortamda kahverengi-
yesil) ve sert yapida oldugu gozlemlenmistir.
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R

0,5 mg/L BAP + 1 mg/L BAP +
0,5 mg/L NAA 0,5 mg/L NAA

2 mg/L BAP + 3 mg/L BAP +
0,5 mg/L NAA 0,5 mg/L NAA

Sekil 27. Artan BAP konsantrasyonlari ile 0,5 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin ortaminda

3. haftada gelisen kallus ve siirgiinler (bar = 5 mm).

Kin’in farkli konsantrasyonlarinin 0,5 mg/L 2,4-D ile kombinasyonunu iceren MS
bazal besin ortamlar1 degerlendirildiginde, biitiin ortamlarda kallus indiiksiyonunun (KiO
%100+0,00) gergeklestigi belirlenmistir. Ayrica bazi kalluslarda meristemoid benzeri
yapilarin da gelistigi goriilmiistiir ancak siirgiine gelismedikleri gozlenmistir (Sekil 28).
Gelisen biitlin ortamlardaki kalluslarin hacimsel artisinin birbirleri ile yakin oldugu
gbzlemlenmistir. 0,5 mg/L Kin ile 0,5 mg/L 2,4-D ilave edilmis MS bazal besin ortaminda
indiiklenen kalluslarin diger ortamlara gore daha yesil-sar1 ve sert yapida oldugu
gorilmistiir. 1 ve 3 mg/L Kin ile 0,5 mg/L 2,4-D igeren ortamlardaki kalluslarin yesil renkte
ve 2 mg/L Kin ile 0,5 mg/L 2,4-D iceren ortamdaki kalluslarin ise kahverengi-yesil renkte

ve sert yapida olduklar1 gozlemlenmistir.
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0,5 mg/L Kin + 1 mg/L Kin +
0,5 mg/L 2,4-D 0,5 mg/L 2,4-D

2 mg/L Kin + 3 mg/L Kin +
0,5 mg/L 2,4-D 0,5 mg/L 2,4-D

Sekil 28. Artan Kin konsantrasyonlar ile 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda
3. haftada gelisen kalluslar (bar = 5 mm).

BAP’nin artan konsantrasyonlari ile 1 mg/L NAA, Kin’in artan konsantrasyonlari ile
1 mg/L 2,4-D igeren MS bazal besin ortamlar1 degerlendirildiginde, BAP ilaveli ortamlarda
kallus indiiksiyonunun yani sira siirgiin gelisimi de gézlemlenmistir (Sekil 29). Kin’in artan
konsantrasyonlarini igeren ortamlarda ise sadece kallus indiiksiyonu gézlemlenmistir (Sekil
30). Ayrica bu ortamlar, BAP nin artan konsantrasyonlar1 ile NAA (0, 0,1, 0,5 mg/L), Kin’in
artan konsantrasyonlar1 ile 2,4-D (0, 0,1, 0,5 mg/L) iceren MS bazal besin ortamlari
karsilastirildiginda, 0,5 mg/L BAP+1 mg/L NAA igeren ortam hari¢ indiiklenen kalluslarin
hacmi ve eksplant basina diisen siirgiin sayisinin azaldigi1 goriilmiistiir. Sitokininlerin artan

konsantrasyonlar1 ile 1 mg/L oksin igeren ortamlarin kallus indiiksiyonu {izerine etkileri
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karsilastirildiginda, artan Kin konsantrasyonlari ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli ortamlarda daha

fazla kallus olusumu gézlemlenmistir.

Ortam No
17

(0,5 mg/L
BAP +

1 mg/L
NAA)

18

(1 mg/L
BAP +
1 mg/L
NAA)

19

(2 mg/LL
BAP +
1 mg/L
NAA)

20

(3 mg/LL
BAP +

1 mg/L
NAA)

Sekil 29. Artan BAP konsantrasyonlari ile 1 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 gilinliik degisimi.
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37

(1 mg/LL

1 mg/L
2,4-D)

39

(2 mg/L
Kin +

1 mg/L
2,4-D)

40

(3 mg/LL
Kin +
1 mg/L
2,4-D)

Sekil 30. Artan Kin konsantrasyonlari ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortamindaki
eksplantlarin 21 giinliik degisimi.

Artan BAP oranlari ile 1 mg/L NAA igeren ortamlar karsilastirildiginda, 0,5, 2 ve 3
mg/L BAP ile 1 mg/L NAA ilaveli ortamlarda kallus indiiksiyonunun (sirastyla KIiO %
73,3£11,5, %80+20,0 ve %93,3+11,5), 1 mg/L BAP (KiO %60+34,6) ilaveli ortama kiyasla
arttig1 gozlemlenmistir. Ayrica diisik BAP (0,5 mg/L) konsantrasyonu iceren ortamda
siirgiin gelisiminin yiliksek BAP (1, 2 ve 3 mg/L) konsantrasyonlarina kiyasla daha fazla
olustugu gozlenmistir (Sekil 31). Gelisen kalluslar kahverengi-yesil renkte ve sert yapida

olduklar1 gézlemlenmistir.
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0,5 mg/L BAP + I mg/L BAP +
I mg/L NAA 1 mg/L NAA

2 mg/L BAP + 3 mg/L BAP +
1 mg/L NAA 1 mg/L NAA

Sekil 31. Artan BAP konsantrasyonlar1 ile 1 mg/L NAA ilaveli MS bazal besin ortaminda 3.

haftada gelisen kallus ve stirglinler (bar = 5 mm).

1 mg/L 2,4-D ile artan Kin konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, artan Kin
konsantrasyonlarinin kallus indiiksiyonunu (biitiin ortamlarda %100+0,00), ayn1 oranlarda
BAP ile NAA kombinasyonuna gore arttirdigi belirlenmistir. Artan Kin konsantrasyonlari
(0,5, 1,2 ve3mg/L)ile 1 mg/L 2,4-D iceren MS bazal besin ortamlarinda kallus indiiksiyon
oraninin benzer oldugu ve siirgiin gelisiminin olusmadig1 belirlenmistir (Sekil 32). Yap1 ve
renk bakimindan incelendiginde ise biitliin ortamlardaki kalluslarin yesil-sar1 renkte ve

yumusak yapida olduklar1 gozlemlenmistir.
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0,5 mg/L Kin + I mg/L Kin +
1 mg/L 2,4-D 1 mg/L 2,4-D
c d

2 mg/L Kin + 3 mg/L Kin +
1 mg/L 2,4-D 1 mg/L 2,4-D

Sekil 32. Artan Kin konsantrasyonlar ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda 3.
haftada gelisen kalluslar (bar = 5 mm).

4.4. Kallus Gelisimi ve Cogaltimu ile Tlgili Bulgular

Kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan gelisen
kararmamus, siirgiin gelisimi goriilmeyen, renk ve yapi bakimindan uygun kalluslarin
cogaltimi yapilmistir. Kallus indiiksiyonunda elde edilen kalluslar ayn1 konsantrasyon ve
kombinasyonda BBD igeren (1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L Kin, 0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D, 2
mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ve 3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D) MS bazal besin ortamlarinda
3 hafta olacak sekilde 2 kez alt kiiltiire alinmistir (Tablo 7).
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Tablo 7

Kallus ¢ogaltim ortamlarinin igerdigi BBD’leri

Ortam No  BBD icerigi (mg/L)

24 1 mg/L 2,4-D

27 2 mg/L Kin

33 0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D
35 2 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D
36 3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D

Alt kiiltiire alinan ortamlarin kallus ¢ogaltimi i¢in kurulan denemelerde ilk alt kiiltiir
ve ikinci alt kiiltiirde ¢ogaltilan kalluslarin ¢aplart dl¢iilmiistiir (Sekil 33) ve yas agirliklart
tartilarak kallus biiylime indeksi hesaplanmistir (Sekil 34 ve Sekil 35). Ayrica sekonder
metabolit analizinde kullanilmak {izere etiivde 37°C’de 72 saat boyunca kurutulan

kalluslarin kuru agirliklar tartilmistir (Sekil 34).
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- = n o
4 T T
. i -
0
24 27 33 35 36
Ortam No
1. Alt Kiltiir 0. glin-~— = 1. Alt Kiiltiir 21. giin 2. Alt Kiiltiir 0. giin -~ =2, Alt Kiiltiir 21. giin
24: 1 mg/L 2,4-D 27: 2 mg/L Kin
33: 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 35: 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 36: 3 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D

Sekil 33. Cogaltim1 gerceklestirilen kalluslarin ilk alt kiiltiirde ve ikinci alt kiiltiirde 0. giin

ile 21. giinde yapilan ¢ap (mm) 6lgiimleri.
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24 27 33 35 36
Ortam No
= 1. Alt Kiltiir Yas Agirlik 2. Alt Kiiltiir Yas Agirlik m 2. Alt Kiiltiir Kuru Agirhik
24: 1 mg/L2,4-D 27: 2 mg/L Kin
33: 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 35: 2 mg/L Kin+0,5 mg/L2,4-D  36: 3 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D

Sekil 34. Cogaltilan kalluslarin ilk alt kiiltiirde ve ikinci alt kiiltiirdeki yas agirliklari ile kuru

agirliklari.

Kallus Biiyiime indeksi
S = N W kR U0 N O X

1,34 1,29
I - [ ]
24 33 35 36
Ortam No
24: 1 mg/L 2,4-D 27: 2 mg/L Kin
33: 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 35: 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 24-D  36: 3 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D

Sekil 35. Cogaltilmis kalluslarin biiylime indeksleri.

Cogaltilan kalluslar degerlendirildiginde, sadece 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin
ortaminda (24) yumusak-sulu yapida ve beyaz renkte kalluslarin (Sekil 36) gelismeye devam
ettigi ve ilk alt kiiltlirde yas agirlik 0,35 g iken ikinci alt kiiltiirde 0,82 g olarak kallus biiylime
indeksinin arttig1 (1,34) gdzlemlenmistir (Sekil 37).
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Sekil 36. 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde gelisen kallus (bar

= 5Smm).

Ortam No 0. giin 7. giin 1 giin 21. giin

24

ik Alt
Kiiltiir

24

ikinci Alt
Kiiltiir

Sekil 37. 1 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt kiiltlirde kalluslarin

gelisimleri.

Sadece 2 mg/L Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda (27) alt kiiltiire alinan
kalluslarin yesil ve sert yapida gelismeye devam ettigi gdzlemlenmistir (Sekil 38). Ikinci alt
kiiltiirde 11,94 g yas agirlik ile en fazla kallus biiylime indeksi (7,12) gosteren MS bazal
besin ortami1 olmustur (Sekil 39).
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Sekil 38. 2 mg/L Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde gelisen kallus (bar =

Smm).

27

ik Alt
Kiiltiir

27

ikinci Alt
Kiiltiir

Sekil 39. 2 mg/L Kin ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt kiiltiirde kalluslarin

gelisimleri.

Esit konsantrasyonlardaki Kin (0,5 mg/L) ve 2,4-D (0,5 mg/L) ilaveli MS bazal besin
ortaminda (33) ise sari-beyaz renkte ve yumusak-sert yapida kallus (Sekil 40) gelisimi
gdzlemlenmistir. i1k alt kiiltiirde 1,53 g yas agirlik var iken ikinci alt kiiltiirde (2,24 g) artis
gostererek kallus biiylime indeksi 0,46 olmustur (Sekil 41). Diger BBD igeren ortamlara gore

en diistik kallus biliylime indeksine sahip oldugu saptanmustir.
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Sekil 40. 0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde
gelisen kallus (bar = Smm).

Ortam No 0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

33

ik Alt
Kiiltiir

33

ikinci Alt
Kiiltiir

Sekil 41. 0,5 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve alt kiiltiirde

gelisen kalluslar.

2 mg/L Kin ile 0,5 mg/L 2,4-D kombinasyonunu igeren MS bazal besin ortamindaki
(35) kalluslar degerlendirildiginde, sar1 ve sert yapida kallus gelisimi (Sekil 42)
gozlemlenmistir. ikinci alt kiiltiirde yas agirlik 1,97 g olarak belirlenmistir ve kallus biiyiime

indeksi 1,29 olarak tespit edilmistir (Sekil 43).
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Sekil 42. 2 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal ortaminda ilk alt kiiltiirde gelisen

kallus (bar = Smm).

Ortam No 0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

P A— O,

35

ik Alt
Kiiltiir

39

ikinci Alt
Kiiltiir

Sekil 43. 2 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt

kiiltiirde gelisen kalluslar.

Yiiksek Kin konsantrasyonu (3 mg/L) ile 0,5 mg/L 2,4-D kombinasyonunu iceren
MS bazal besin ortamindaki (36) kalluslarin ise sar1 renkte ve yumusak-sert yapida (Sekil
44) gelistigi gézlemlenmistir. Ilk alt kiiltiirde 1,36 g tartilan yas agirlik, ikinci alt kiiltiirde
2,23 g olarak tespit edilmistir. Kallus biiyiime indeksi ise 0,64 olarak saptanmistir (Sekil 45).
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Sekil 44. 3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk alt kiiltiirde

gelisen kallus (bar = Smm).

Ortam No 0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

+ LAE

36

ilk Alt
Kiiltiir

36

ikinci Alt
Kiiltiir

Sekil 45. 3 mg/L Kin + 0,5 mg/L 2,4-D ilaveli MS bazal besin ortaminda ilk ve ikinci alt

kiiltiirde gelisen kalluslar.

Farkli BBD’ler iceren MS bazal besin ortamlari kuru agirlik bakimindan
degerlendirildiginde, en diisiik kuru agirlik sadece 0,5 mg/L 2,4-D (0,13 g) ilaveli ortamda
gorliliirken, en yiiksek kuru agirlik ise sadece 2 mg/L Kin (0,82 g) ilaveli MS bazal besin

ortaminda belirlenmistir.
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4.5. Sekonder Metabolit Analizi ile Ilgili Bulgular

Kallus ¢ogaltim asamasindan 1 mg/L 2,4-D (24), 2 mg/L Kin (27), 0,5 mg/L Kin+0,5
mg/L 2,4-D (33), 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D (35) ve 3 mg/L+0,5 mg/L 2,4-D (36) ilaveli
ortamlardaki kalluslar ile V. scamandri tiiriniin dogal bitki ve in vitro yetistirilen bitki
orneklerinden sekonder metabolit analizinde kullanilmak tizere ekstraksiyon yapilmistir
(Sekil 46). Daha sonra hazirlanan 6rneklerden verbaskozit, luteolin ve okubin igeriklerinin
belirlenmesi ve tayini i¢gin HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizinde standartlara ait

kalibrasyon grafikleri ve kromatogramlar alinmistir (Sekil 47-51).

Sekil 46. Kallus, in vitro bitki ve dogal bitkiden elde edilen sﬁpernatar;t ornekleri.

3000000 y = 29820x + 543,09

R?=0,9991
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Sekil 47. Verbaskozit bilesigine ait kalibrasyon grafigi.
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Sekil 48. Luteolin bilesigine ait kalibrasyon grafigi.
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Sekil 49. Okubin bilesigine ait kalibrasyon grafigi.
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Sekil 50. Verbaskozit ve luteolin bilesiklerinin standart kromatograma.
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Sekil 51. Okubin bilesiginin standart kromatograma.

Orneklerin igerdikleri verbaskozit, luteolin ve okubin miktarlari, 1 g kuru agirhigin
icerdigi mg cinsinden Sekil 52, Sekil 53 ve Sekil 54°te verilmistir. Dogal bitkide 7,03 mg/g
verbaskozit, 0,66 mg/g luteolin ve 2,99 mg/g okubin bulunmustur. /n vitro bitkide 1,62 mg/g
verbaskozit, 0,18 mg/g luteolin ve 1,32 mg/g okubin saptanmistir. Kallus 6rneklerinin
tiimiinde verbaskozit, luteolin ve okubine rastlanmistir. HPLC sonuglarina gore tiim
orneklerde luteolin miktarlar1 okubin ve verbaskozite gore daha diisiik bulunmustur. 2 mg/L
Kin ilave edilen besin ortaminda (27) gelisen kalluslarda verbaskozit (13,77 mg/g) igeriginin
diger kalluslara gore fazla oldugu tespit edilmistir. Kalluslar luteolin igerigi bakimindan
karsilastirildiginda 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D iceren ortamlarda (35) gelisen kalluslarda
0,51 mg/g oldugu ve diger ortamlara gore daha yiiksek bulunmustur. Okubin metaboliti en
yiksek 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D iceren ortamlarda (33) gelisen kalluslarda (9,32 mg/g)
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saptanmistir. Ayrica bu kalluslarin dogal bitkilerden daha yiiksek oranda okubin icerdikleri
belirlenmistir. Dogal bitki drneklerinde luteolin igeriginin ise en yiiksek miktarda oldugu
bulunmustur. Metabolitler bakimindan bitki o6rnekleri degerlendirildiginde, in vitro

cimlendirilen bitki 6rneklerinde diger o6rneklere gére okubin ve verbaskozit igerigi diisiik

bulunmustur.
16
13,77
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24 (Kallus) 27 (Kallus) 33 (Kallus) 35 (Kallus) 36 (Kallus) Dogal Bitki in vitro
.. . (Yaprak) Bitki
Ornek Kaynag (Yaprak)
B Verbaskozit
24: 1 mg/L 2,4-D 27: 2 mg/L Kin
33: 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 35: 2 mg/L Kint+0,5 mg/L 24-D  36: 3 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D

Sekil 52. Verbaskozit bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki 6rneklerindeki miktart.
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Sekil 53. Luteolin bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki 6rneklerindeki miktart.
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24: 1 mg/L 2,4-D 27: 2 mg/L Kin
33: 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 35: 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D 36: 3 mg/L Kin+0,5 mg/L. 2,4-D

Sekil 54. Okubin bilesiginin kallus, dogal bitki ve in vitro bitki 6rneklerindeki miktari.
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4.6. Tartisma

Bu tez ¢alismasinda Verbascum scamandri tiriiniin kallus kiiltiiriinlin kurulmasi ve
verbaskozit, luteolin ve okubin sekonder metabolitlerinin iiretimi itizerine BBD’lerin farkli

konsantrasyon ve kombinasyonlarinin etkileri arastirilmistir.

Verbascum scamandyri tiriiniin in vitro kiiltiir kosullarinin optimize edilmesi, en etkili
kallus indiiksiyon ortaminin kurulmasi ve sekonder metabolit iretiminin gergeklestirilmesi
icin eksplant kaynagi olarak bitkinin rozet yapraklar1 kullanilmistir. Bitki doku
kiiltiirlerinden kallus iiretilmesi i¢in secilen eksplantin tiirii, yasi, genotipi, kullanilacak
BBD’lerin ¢esidi, konsantrasyonu ve kombinasyonunun 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(Shirin vd., 2007; Adil vd., 2018). Daha 6nce yapilmis ¢alismalar sonucunda, yaprak
eksplantlarinin in vitro kosullara uyum saglamasinin fazla oldugu ve hiicre boliinmeleri ile
iretilen yeni hiicrelerin genetik yapilarinda farklihik goézlenmedigi belirtilmistir

(Byamukama vd., 2009; Ling vd., 2013).

Calismamizda BBD igermeyen MS besin ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda
kallus indiiksiyonu gézlenmemistir. Bu ortamlardaki eksplantlarin endojen BBD oranlarinin
farklilasmaya yetecek seviyede olmamasindan dolayr kallus indiiksiyonunun
ger¢eklesmedigi diistiniilmektedir. Bu yilizden bu tiiriin in vitro kiiltiiriinde BBD icermeyen
ortamlarin kullanilamayacagi belirlenmistir. Benzer duruma farkli bitki tiirlerinin in vitro
kiiltiirlerinde de karsilasildigi bildirilmistir (Ray vd., 2011; Mathur ve Shekhawat, 2013;
Karamian ve Ghasemlou, 2014; Farid vd., 2020). Diger taraftan Verbascum thapsus ile
yapilan bir calismada BBD igermeyen besin ortaminda kallus indiiksiyonunun gerceklestigi

rapor edilmistir (Temporiti vd., 2020).

Bitki doku kiiltiiriinde baslica role sahip olan BBD’lerin konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin bitkilerde organogenez ve morfogenezi kontrol ettigi yapilan bir
caligma ile rapor edilmistir (Khanam vd., 2000). In vitro kiiltiirlerde 6zellikle ortama ilave
edilen oksin ve sitokinin oran1 6nemli goriilmektedir (Christianson ve Warnick, 1983). Bu

iki bitki biliylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde, diisiik sitokinin
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yliksek oksin genellikle kok gelisimini uyarirken, yiiksek sitokinin diisiik oksin siirgiin
gelisimini uyarmaktadir. Ayrica besin ortamina ayni konsantrasyonlarda ilave edilen oksin
ve sitokinin kallus olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir (Yamaguchi vd., 2003; Ikeuchi vd.,
2013; Firoozi vd., 2019). Ancak morfogenik farklilasmada endojen BBD konsantrasyonu
etkilidir ve ekzojen BBD’lerin konsantrasyonlariyla birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu dogrultuda c¢alismamizda, BBD’lerin farkli konsantrasyonlarni ve
kombinasyonlarini igeren 40 farkli besin ortami ile deneme diizenegi kurulmustur. Bu
calismada yaprak eksplantlar1 BAP, Kin, NAA ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarin1 iceren MS bazal besin ortamina alinarak kallus indiiksiyonu {izerine

etkileri arastirilmistir.

Besin ortamina tek basina oksin veya sitokinin ilavesinin V. scamandri tiiriiniin
kallus indiiksiyonu i¢in ¢ok fazla yeterli olmadig1 goriilmistiir. Tek basina NAA’nin
kullanimi1 eksplantlar {izerinde neredeyse hi¢ etki etmedigi tespit edilmistir. Benzer sekilde
NAA’nin kallus indiiksiyonunda etkili olmadig1 V. thapsus tiiriinde ve Verbascum sinuatum
tiirtinde yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Karamian ve Ghasemlou, 2014; Al-Jibouri vd.,
2016). 2,4-D’nin yiiksek konsantrasyonlarinda (0,5 ve 1 mg/L) ise kallus indiiksiyonu
gozlenmistir. Hiicrelerin uzamasi ve bollinmesine sebep olmasi dolayisiyla 2,4-D kallus
indiiksiyonu i¢in genis kullanima sahip oksinlerden biridir (Venkov vd., 2000;
Bhuvaneswari vd., 2012). Farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalara gore 2,4-D’nin tek
basina kullanilmasinin kallus indiiksiyonunu tesvik ettigi belirtilmistir (Samanta vd., 2019;
Klimek-Chodacka vd., 2020; Srinivasan vd., 2021). Benzer sekilde, Al-Jibouri vd.
(2016)’nin V. thapsus tiriinde yaptiklar1 ¢alismaya gore 2,4-D’nin tek basina kullaniminin
kallus indiiksiyonu iizerine etkisinin daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Bagka bir
caligmada ise her iki oksinin de tek basina kullanilmasi Naregamia alata tirtinde diisiik
oranda kallus indiiksiyonuna sebep oldugu bildirilmistir (Raja vd., 2022). Calismamizda
ayrica, her iki oksin tiirliniin tek basina kullanildig1 ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarin
karardigr saptanmasma ragmen 2,4-D iceren ortamlarda kallus indiiksiyonunun
gozlenmesinin bu ortamlardaki hiicre canliliginin NAA’ya kiyasla daha yiiksek olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Benzer sekilde, Melia azedarach L. tiiriinde yapilan
bir calismada NAA iceren ortamlardaki eksplantlarda kararmanin 2,4-D’ye kiyasla daha
fazla oldugu raporlanmistir (Ahmadpoor vd., 2022). Calismamizda 0,5 mg/L BAP’in
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eksplantlarda siirglin gelisimini de tesvik ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde Verbascum
eriophorum tiirlinde yapilan caligmada tek basma 0,5 mg/L BA’nin kullanimi siirgiin
indiiksiyonunu tesvik ettigi belirtilmistir (Yordanova vd., 2016). Diger taraftan V. thapsus
tiiriinde yapilan ¢alismada tek basina 0,5 mg/L BAP sitokininin kullanimi en yiiksek kallus
indiiksiyonunu verdigi raporlanmistir (Al-Jibour vd., 2016). Farkli bitki tiirleri ile yapilan
caligmalara bakildiginda ise BAP’1in morfogeneze yol agtig1 ve siirgiin indiiksiyonunda
yaygin sekilde kullanildig1 bildirilmistir (Mozafari vd., 2015; Agustina vd., 2020).
Verbascum speciosum Schard. ve V. thapsus tirlerinde yapilan iki ayr1 calismada ise tek
basina Kin igeren ortamlardaki eksplantlarin BAP’a kiyasla daha fazla siirgiin cogaltimina
neden oldugu sonuglarimiz ile benzerlik gdstermektedir (Turker vd., 2001; Karamian ve

Ghasemlou, 2012).

Oksin ve sitokini birlikte igeren besin ortamlarmin V. scamandri tiirtiniin kallus
indiiksiyonu i¢in daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu durum oksin ve sitokininlerin birlikte
hiicre boliinmesini uyarmasindan ve diizenlemesinden kaynaklanmaktadir. Sitokinin ve
oksinlerin birlikte kullaniminin tek baslarina kullanimlarina goére daha etkili oldugu daha
once yapilmis ¢calismalar ile raporlanmistir (Yasmin vd., 2003; Shirin vd., 2007). Buna artan
ekzojen oksin orani ile endojen oksin ve sitokinin oranlarindaki degiskenligin, hiicrelerin

morfogenezine yol agtig1 diisiiniilmektedir.

BAP+NAA ve Kin+2,4-D kombinasyonlarinin Verbascum scamandri tiiriiniin kallus
indiiksiyonu tiizerine etkileri incelendiginde, 6zellikle artan BAP konsantrasyonlart (0,5-3
mg/L) ile artan NAA konsantrasyonlariin (0,1-1 mg/L) birlikte kullanimi yesil ve sert
kalluslarin indiiksiyonunu arttirmis olsa da siirgiin gelisimine de yol actig1 belirlenmistir.
Bunun yani sira, Kin+2,4-D kombinasyonunun daha fazla kallus olusumunu indiikledigi
belirlenmistir. Bu durum BAP+NAA kombinasyonunda olusan kalluslarin siirgiine
farklilasmasina olanak saglamasindan kaynaklanmaktadir. Ancak ¢alismamizda Kin+2,4-D
iceren ortamlarda yiiksek sitokinin ile diisiik oksin konsantrasyonlarinin (2 veya 3 mg/L Kin
ile 0,1 mg/L 2,4-D) kullaniminin da siirglin indiiksiyonunun yol actig1 belirlenmistir.
Kint+2,4-D kombinasyonlu ortamlarda oksin oraninin arttirilmasi ise tam tersi kallus
indiiksiyonunu tesvik etmistir (0,5-3 mg/L Kin ile 1 mg/L 2,4-D) ve gelisen kalluslarin

stirglin primordiyumlarina farklilasmadigi saptanmistir. Kallus indiiksiyonunun esit ekzojen
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ve endojen bitki biiylime diizenleyicilerinin sonucunda gerceklestigi gdz Oniine alinarak
artan Kin konsantrasyonlar1 ile 1 mg/L 2,4-D ilaveli ortamlardaki eksplantlarin oksin ve
sitokinin oranlarinin esit seviyede oldugu diisiiniilmektedir. Withania coagulans tiiriinde
yapilan bir ¢aligmada en iyi kallus indiiksiyonunun Kin ve 2,4-D destekli ortamlardan elde
edildigi bildirilmistir (Valizadeh ve Valizadeh, 2009). Benzer sekilde, farkli Citrus
tirlerinde yapilan calismada 2,4-D (2 veya 3 mg/L) ile Kin (3 veya 6 mg/L)
konsantrasyonlarinin birlikte kullaniminda en yiiksek kallus indiiksiyon oranlarini elde

etmislerdir (Hosseini vd., 2015).

Kallus indiiksiyon orani, renk, yap1 ve siirgiin gelisimi gibi verilerden elde edilen
sonuglara gore V. scamandpri tiriiniin kallus indiiksiyonu i¢in en uygun ortamlarin, artan Kin
konsantrasyonlar1 (0,5, 1, 2 ve 3 mg/L) ile 1 mg/L 2,4-D’nin birlikte kullanildig1 ortamlar
oldugu tespit edilmistir. Bu ortamlarda elde dilen kalluslarin renkleri yesil-sar1 ve yap1 olarak
yumusak olduklar1 gézlemlenmistir. Ortamda oksin konsantrasyonunun yiikseltilmesi kallus
yapist ve rengine etki etmistir. Daha Onceki ¢alismalarda da 2,4-D’nin farkli oranlarda
ortama ilave edilmesi ile yumusak, yesilimsi veya sarimsi kallus olusturdugu bildirilmistir
ve sonuclarimizla benzerlik gostermektedir (Thiruvengadam vd., 2010; Zhang vd., 2011;

Najhah vd., 2021).

Fenoliklerin oksidasyonundan kaynaklanan kararmay1 engellemek i¢in ¢alismamizda
1 g/L PVP’nin MS bazal besin ortamina bitki biiylime diizenleyicileri ile birlikte ilave
edilmistir. Ancak V. scamandri tiirii i¢in fenolikleri baskilamada yeterli olmadig1r ve bu
nedenle kallus ve eksplant kayiplarinin ¢ok fazla yasandigi calismamizda gozlenmistir.
Benzer sekilde Citrus grandis tiiriiniin kallus kiiltiirinde PVP’nin kararmada etkili olmadigi
raporlanmistir (Wang vd., 2020). Bagka bir calismada, askorbik asit ile sitrik asitin ortama
eklenmesi sonucu Sideritis trojana tiriinde kalluslardaki kararmayi1 engelledikleri

belirtilmistir (Cordiik ve Aki, 2011).

Calismamizda elde ettigimiz sonuclarimiza gore kallus indiiksiyonunda elde edilen
kalluslarin biyokiitlesel olarak yeterli olmadigi belirlenmis ve alt kiiltiirlemeler ile kalluslarin

cogaltimlar1 gerceklestirilmistir. Kallus indiiksiyon ortamlari ile ayn1 konsantrasyon ve
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kombinasyonlarda BBD’leri igeren MS bazal besin ortamlarinin kallus ¢ogaltimi i¢in uygun
oldugu belirlenmistir. Calismamizda alt kiiltiirleme iki kez gergeklestirilmistir. Kallus
biyokiitlelerinin arttig1 gézlemlenmistir ve alt kiiltiirlemenin, kallus ¢ogaltiminda dénemli
oldugu tespit edilmistir. Catharanthus roseus ile yapilan bir ¢alismada, alt kiiltiirlemeler ile
kallus biyokiitlesinin %139 ile %168 arasinda arttig1 belirtilmistir (Kaya ve Aki, 2013).
Benzer sekilde Chlorophytum borivilianum tiiriinde yapilan bir ¢alismada alt kiiltiirlemenin

kallus ¢ogaltiminda etkili oldugu belirtilmistir (Nakasha vd., 2016).

Calismamizda araziden toplanan dogal bitki Orneklerinin yapraklari, in vitro
cimlendirilen bitkilerin yapraklar1 ve farkli bitki biiylime diizenleyicileri igeren ortamlarda
gelisen kalluslarin verbaskozit, luteolin ve okubin igerigi belirlenmis ve karsilastirilmistir.
Secilen ekstraksiyon yonteminin her tic metabolitin analizi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
HPLC sonuglarina gore kalluslarin verbaskozit, luteolin ve okubin igeriginin dogal bitkiyle
karsilastirildiginda biitlin kallus 6rneklerinin her {i¢ metaboliti de i¢erdikleri belirlenmistir.
Dogal bitkiye kiyasla verbaskozit iceriginin %196, luteolin %77 ve okubin miktarinin ise
kallus kiiltiiriinde %312 oraninda arttig1 saptanmstir. /n vitro bitki 6rneklerinde ise bilesik
miktarlarinin dogal bitki ve kallus 6rneklerine kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda 2 mg/L Kin ilave edilen MS besin ortaminin (27) verbaskozit eldesi i¢in en
uygun ortam oldugu belirlenmistir. Luteolin iiretimi i¢in 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D ilave
edilen MS besin ortaminin (35) en uygun oldugu belirlenmistir. 0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-
D igeren MS besin ortaminin (33) ise okubin tiretimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Kallus
orneklerinin farkli miktarda sekonder metabolit igermesinde besin ortamina ilave edilen
Kinetin ve 2,4-D konsantrasyonlarmin etkili oldugu distiniilmektedir. Sekonder
metabolitlerin, BBD’lere baglh olarak kalluslarin farklilasma siiregleriyle iliskili oldugu
sOylenmistir (Smetanska, 2008). Bu nedenle sekonder metabolitlerin eldesi igin
calisgmamizda belirlenen kallus kiiltiiriiniin kullanilabilir oldugu belirlenmis ve ayrica bu
ortamlarda beyaz, yesil, sari-beyaz, sar1 renkte ve yumusak-sulu, yumusak-sert, ve sert
yapida gelisen kalluslarin yap1 ve renk olarak da sekonder metabolit birikimi {izerine
etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit tiretimi iizerine
yapilan calismalara bakildiginda, V. thapsus tiirlinlin kallus ekstraktlarindan elde edilen
verbaskozit miktarinin 26,27-47,27 mg/g oldugu belirlenmistir (Temporiti vd., 2020).

Verbena officinalis tiriinde yapilan bir calismada ise farkli 1s1k spektrumlarindaki kalluslarin

67



verbaskozit igeriginin 2277 ile 6716 mg/100g kuru agirlik arasinda arttigi belirtilmistir
(Kubica vd., 2020). Capsicum chinense tiiriinde yapilan bir calismada, elde edilen
kalluslarda luteolin igeriginin 2,65 pg/g kuru agirlikta oldugu belirlenmistir (Sherova vd.,
2019). Baska bir ¢alismada ise Cynara cardunculus subsp. scolymus tlriiniin kallus kiiltiir
ortamina elisitdr olarak 50 uM metil jasmonatin ortama eklenmesi sonucu 1,08 mg/g kuru
agirlik oraninda luteolin elde edildigi bildirilmistir (Abbas vd., 2021). Bir diger ¢alismada
Globularia trichosantha subsp. trichosantha tiirinden elde edilen kallus ekstraktlarinda
okubinin 1,538-3,061 mg/kg ve verbaskozitin 0,018-0,742 mg/kg arasinda oldugu tespit
edilmistir (Colgegen vd., 2018).
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Verbascum tirlerinin igerdigi saponinler, iridoidler, feniletanoid glikozitler,
terpenler ve flavonoidler gibi sekonder metabolitler bir¢ok hastaligin tedavisinde hem
alternatif tip hem de giinlimiiz ilag, kozmetik vb. gibi endiistriyel alanlarda etken madde ve
ham madde kaynagi olarak kullanildig1 bilinmektedir. Bitkisel sekonder metabolitlerin tibbi
ve ekonomik Onemleri nedeniyle dogal kaynaklari olan bitkilerden elde edilmeleri
biyocesitliligi ve gen kaynaklarini tehlikeye atmaktadir. Bu nedenle bitki tiirlerine zarar
vermeden, biyoteknolojik yoOntemler ile sekonder metabolitlerin {iretimi Onem
kazanmaktadir. Bitki doku kiiltiirliniin, degerli bitkisel gen kaynaklarinin koruma altina
alimmasina yardimci oldugu gibi bitkisel iiriinlerin iiretilmesine de olanak saglayan bir
tekniktir. Bitki doku kiiltiirlinden yararlanarak bitkisel iirlinlerin elde edilmesi ve
strdiirtilebilirligi; iklim degisikliklerinden ve toprak kosullarindan etkilenmemesi, aseptik
kosullar altinda iiretim yapilarak bakteri ve virlis gibi organizmalart bulundurmamasi,
hiicrelerin y1l boyunca kolayca ¢ogaltilabilmesi, tek tip ham madde kaynagi saglamasi ve
dogal yayilis gosteren bitkilere gore sekonder metabolitlerin daha kolay izole edilerek bitki

popiilasyonlarina zarar verilmemesi gibi birgok avantaja sahip oldugu bilinmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Canakkale ilinin endemik bitki tiirlerinden ve tehlike
altinda bulunan Verbascum scamandri tiriinlin ilk kez in vitro kiiltiir kosullar1 optimize
edilerek kallus kiiltiirii ile verbaskozit, luteolin ve okubin sekonder metabolitlerinin tiretimi
ve analizi ger¢eklestirilmistir. Bu calismada elde edilen veriler dogrultusunda, 2 mg/L Kin
ilaveli besin ortaminin verbaskozit, 2 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D iceren ortamin luteolin ve
0,5 mg/L Kin+0,5 mg/L 2,4-D igeren ortamin ise okubin iiretimi i¢in uygun olduklari
belirlenmistir. Bu ortamlarin kallus kiiltiirinden sekonder metabolit eldesi i¢in etkili
ortamlar oldugu belirlenmistir. Ayrica optimize edilen kallus kiiltiir kosullar1 bu tiiriin
stispansiyon kiiltliriinii olusturmak icin kullanilabilecektir. Bitki doku kiiltiiriinde iiretilen
sekonder metabolit miktarinin arttirilmasi i¢in hiicreler cesitli biyotik (fitokimyasallar,
bakteri saldirilari, kitosan, metil jasmonat gibi) ya da abiyotik (inorganik tuzlar, agir
metaller, yiiksek ya da diisiik ozmolarite, asir1 sicaklik gibi) strese maruz birakilmaktadir.

Bir bilesigin sentezlenmesini uyaran elisitorler ticari 6neme sahip sekonder metabolitlerin
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sentezlenmesinde Onemli rol oynayarak diiretimlerinin arttirilmasinda kullanilmaktadir.
Verbascum scamandri tiiriiniin in vitro sekonder metabolit i¢eriginin arttirilmasinda etkili
olacak metil jasmonat, salisilik asit gibi elisitorlerin secilen bu besin ortamina ilavesi
onerilmektedir. Ayrica, fenoliklerin ortamda birikmesi sonucu eksplant ve kalluslarin
kararmasim1 engelleyici farkli kimyasallarin denenerek kararma sorununun Oniine
gecilmesinin gerekli oldugu distiniilmektedir. Ayrica kallus biyokiitlesini daha fazla

arttirmak i¢in alt kiiltiirleme sayisinin da arttirilmasinin etkili olabilecegi diistintilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda elde edilen veriler, Verbascum scamandri tiri ile ileride
yapilacak in vitro ¢aligmalar i¢in 6nemli bir kaynak niteligindedir. Bu veriler dogrultusunda
bu tiirlin hiicre slispansiyon kiiltiirii, sekonder metabolit liretiminin arttirilmasi ve gen ifade

caligmalari ele alinabilinecektir.
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