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BiTKi DOKU KULTURU YONTEMI iLE ELDE EDILEN BAZI BiTKi TURLERININ
ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Halit Ozkan Igigen
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OZET

Tibbi bitkilerin bitki doku kiiltlirii yontemleri ile {iretimi konusunda yapilacak ¢aligmalar
son derece Onemlidir. Bu tez ¢alismasinda Valeriana officinalis L., Prunella vulgaris L. ve
Taraxacum officinale L. tibbi bitkilerinin yaprak eksplantlarina uygulanan farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlardaki bitki biiylime diizenleyicilerinin kallus ve kok olusumlarina etkileri

aragtirllmistir. Daha sonra elde edilen rejeneratlarin antimikrobiyal aktiviteleri aragtirilmistir,

Bitkilere ait kurutulmus adventif kok ve kalluslardan elde edilen ekstrelerin Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli bakterileri ve Candida
kruseii fungusu tizerindeki etkileri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite testi sonuglarina gére, P.
vulgaris adventif kokleri ve kalluslart Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterileri; V.
officinalis adventif kokleri Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli bakterileri ve Candida
kruseii fungusu; T. officinale kalluslarinin ise Staphylococcus aureus bakterisi ve Candida kruseii
fungusu tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Farkli konsantrasyon ve
kombinasyondaki bitki biiyiime diizenleyicilerinin antimikrobiyal aktivite iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Adventif Kok, Antimikrobiyal Aktivite, Bitki Doku Kiiltiirii, Kallus, Tibbi
Bitki
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DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF SOME PLANT SPECIES
OBTAINED BY PLANT TISSUE CULTURE METHOD

Halit Ozkan Igigen
Biology, M. SC. Thesis, 2019
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Burcu CETIN

SUMMARY

Valeriana officinalis L, Prunella vulgaris L and Taraxacum officinale L have medical
importances. In this study, the effects of plant growth regulators in different concentrations and
combinations on callus and root formations applied to the leaf explants grown in vitro by plant
tissue culture method were investigated. Then the antimicrobial activity of the regenerate tissues

were investigated.

The effects of extracts obtained from dried adventitious roots and calli belonging to plants
on Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
bacteria and Candida kruseii fungi were investigated. According to the results of antimicrobial
activity test, P. vulgaris adventif roots and calli have antimicrobial effect on P. aeruginosa and E.
coli bacteria. V. officinalis adventive roots have antimicrobial effect on P. aeruginosa, E. coli
bacteria and C. kruseii fungi. T. officinale callus was found to have antimicrobial effect on S. aureus
bacterium and C. kruseii fungus. Plant growth regulators of different concentrations and

combinations were observed to be effective on antimicrobial activity.

Key Words: Adventive Root, Antimicrobial Activity, Callus, Medical Plant, Tissue Culture
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1. GIRiS

Tiirkiye florasi, 10.000°den fazla bitki tiirli sayisi ile yaklasik 12.000 tiir olarak belirlenmis
Avrupa’daki bitki sayisina yakindir. Bu rakamlar Tirkiye'nin bitki ¢esitliliginin ne kadar zengin
oldugunu gostermektedir (Temel vd., 2018). Bitkilerin eski donemlerden bugiine kadar tedavi etme
amaciyla kullanildiklar1 bilinmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de tedavi edici
ozellikleri kesfedilen ve yillardir kullanilan pek ¢ok bitki tiirii bulunmaktadir (Benli ve Yigit, 2005).
Tarim ve Orman Bakanligi'na ait tibbi bitki listesinde 615 adet bitki bulundugu rapor edilmektedir
(Tarim ve Orman Bakanlig1, 2019).

Ilag, kozmetik ve gida gibi énemli sanayi dallarinda kullanilmalarindan dolay: pek ¢ok bitki
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan arastirilmis ve bu ¢alismalardan 6nemli sonuglar elde edilmistir
(Mahesh ve Satish, 2008; Rasool vd., 2010; Sohail vd., 2014; Cetin vd., 2018). Antimikrobiyal
etkinlige sahip olan bitkiler ilag, gida koruyucu, tibbi ve tarimsal miicadele amacgli olarak

kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013).

Bitkiler yasamin yapitaslari olan karbonhidrat, protein ve yag fiiretimine yani birincil
metabolitlere ek olarak "sekonder metabolitler" olarak adlandirilan maddeleri de sentezleyebilirler.
Sekonder metabolitlerin biyoaktif 6zelliklerinin kesfedilmesi ve bunlarin tip, kozmetik, kimya, gida,
tekstil, tarimsal miicadele, boya ve koku gibi bir¢ok endiistri alaninda yaygin olarak kullanilmasi,
tibbi ve aromatik bitkilerin diinya pazarlarindaki 6nemini giderek arttirmaktadir (Ramachandra ve

Ravishankar, 2002).

Biyoteknolojik yontemler dogal ortamlarda karsilasilan sorunlar ¢dzmek icin sekonder
metabolitlerin iiretiminde alternatif yontemler olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bitki doku kiiltiirii
teknikleri ile sekonder metabolit iiretimine olan ilgi giderek artmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar,
2015). Mikrogogaltim, organizma meristemlerinden veya olgunlasmis/olgunlasmamis somatik
hiicrelerden istenen miktarlarda bitki {retebilen bitki doku kiiltiirii yOntemlerinden biridir.
Mikrogogaltim, bitki hiicrelerindeki genetik bilginin tam bir bitki liretme kabiliyeti olarak tarif
edilen totipotensi Ozelligine dayanmaktadir. Totipotensi Ozelligine sahip bitki hiicreleri, bitki
bliylime diizenleyicileri tarafindan siirgiin, kok veya kallus {iretimine yonlendirilebilirler. Bu
sayede, biitlin bir bitki tek bir hiicreden veya dokudan elde edilebilir. Mikrogogaltim

uygulamalarinda en sik kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ise oksinler ve sitokininlerdir (Dias



vd., 2016; Cetin ve Kalyoncu, 2018).

Labiatae familyasina ait olan Prunella vulgaris L. tibbi 6neme sahip bir bitkidir. Bu bitki
“self heal (kendi kendini tedavi eden)” olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel Avrupa tibbinda
bogaz agrisini hafifletmek, atesi diisiirmek ve yara iyilegsmesini hizlandirmak amacryla kullanildig
bilinmektedir (Psotova vd., 2003). Cin'de halk arasinda ates disiiriicii olarak kullanilmistir.
Fitokimyasal calismalar P. vulgaris' in fenoller, saponinler, alkaloitler, tanenler, terpenler ve
anyonik polisakarit prunellin igerdigini gostermektedir. Bitkinin antimikrobiyal, antioksidan,
antiviral gibi pek c¢ok aktivitesinin oldugu onceki ¢alismalarla tespit edilmistir (Mahboubi vd.

2015).

Valerianaceae familyasina ait Valeriana officinalis L. geleneksel tipta kullanilan degerli bir
bitkidir. Bitkinin kokleri uyku ve kaygi bozukluklarina karsi sedatif olarak kullanilmaktadir.
Tiirkiye'de “kedi otu” olarak bilinen V. officinalis' in antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikler

barmndirdig: belirlenmistir (Diizgiiner ve Erbil, 2019).

Taraxacum officinale L., Asteraceae (Compositae) familyasinin bir iiyesi olup Kuzey yarim
kiireye 0zgii ¢ok yillik bir bitkidir. Karahindiba olarak bilinmektedir. Yiiksek besin degerine sahip
olmasi dolayisiyla yapraklari cay ya da salata olarak ve kokleri de kahve olarak tiiketilmektedir.
Eski donemlerden beri tibbi amagla da kullanilmaktadir. ishal, dalak ve karaciger rahatsizliklar1 ve
gut tedavisinde faydali oldugu bilinmektedir. Yakin donemlerde yapilan c¢aligsmalarla
karahindibanin antioksidan, antienflamatuar, antidiyabetik Ozelliklerinin oldugu belirlenmistir

(Cetin vd., 2018).

Bu tez calismasinda in vitro kosullarda yetistirilmis V. officinalis, P. vulgaris ve T.
officinale bitkilerinin yaprak eksplantlarina uygulanan farkli konsantrasyon ve kombinasyonlardaki
Benzil Amino Piirin ve Naftalen Asetik Asit bitki biiyiime diizenleyicilerinin kallus ve kok

rejenerasyonlarina etkisi ve bu rejeneratlarin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bitki Doku Kiiltiirii

Tibbi bitkilere karsi giderek artan taleple birlikte dogal kosullarda zorlu sartlar altinda
olusan sekonder metabolitler yetersiz gelmeye baglamistir. Bu metabolitlerin elde edilmesinde,
dogal ortamdan bitki toplamanin gii¢liigii ve masrafli olmas, siirekli toplanan bitkilerin nesillerinin
titkenme tehlikesi ile kars1 karsiya kalmasi, iklimsel kosullarin olusan sekonder metabolit miktarini
ve kalitesini degistirmesi, bitki kiiltiirlerinde yasanan basarisizliklar ve yeterli miktar elde
edilebilmesi i¢in biiyiik tarim alanlarinin gerekmesi gibi ¢esitli zorluklarla karsilagilmaktadir. Bu
gibi sebeplerle yetersiz kalan dogal {iretime alternatif olarak biyoteknolojik yontemler o6zellikle

bitki hiicre ve doku kiiltiirleri kullanilmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Bitki doku kiiltiirii yontemleri, bitkinin ¢esitli kistmlarinin (apikal, meristem, kok, yaprak
ve govde gibi doku veya organlari), bitki hiicrelerinin (meristematik veya kallus hiicreleri) ya da
tam bir bitkinin aseptik kosullarda ve yapay besin ortaminda kiiltiire alimmasi islemleridir (Giiven
ve Girsul, 2014). Bitki doku kiiltiiriine yonelik ilk ¢alisma 1902 yilinda Gottlieb Haberlandt
tarafindan bitkilerin totipotensi 6zelliginin kesfedilmesinden sonra yapilmistir. Bu ¢aligmada, izole
edilmis bitki hiicreleri bir besin ¢ozeltisi icinde yetistirilmistir. Bununla birlikte, ilk basarili bitki

hiicresi kiiltiirti 1922'de Kolte ve Robbins tarafindan gergeklestirilmistir (Dias vd., 2016).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile iiretilen sekonder metabolit miktarlar1 dogal ortamda
yetisen bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerden daha verimli olabilmektedir; iklim, cografi
kosullar, mevsimsel sinirliliklar gibi ¢evresel etkenlerin olumsuzluklari ortadan kalkmakta, ihtiyag
duyulan tarimsal alan miktar1 azalmakta, kontrolsiiz toplanma nedeniyle bitkilerin neslinin tiikenme
tehlikesinin Oniline gecilmekte, miktar olarak daha fazla, hizli ve aym1 zamanda daha kaliteli ve

standart nitelikli tiretim yapilabilmektedir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Sekonder metabolit iiretiminde kullamilan farkli bitki doku kiiltiirii yOntemleri
bulunmaktadir. Tez c¢aligmas1 kapsaminda Kallus Kiiltiirii ve Organogenez yodntemlerinden

bahsedilecektir.
2.2. Kallus Kiiltiirii

Kallus yani bitki yara dokusu, ana bitkiden alinan boliinme yetenegini yitirmemis



eksplantlarin in vitro kosullarda steril besin ortamlarina alinmasi ile elde edilen morfolojik diizeni
olmayan hiicre kiitleleridir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Son yillarda yapilan pek cok
calismada bitki doku kiiltliri yontemlerinden birisi olan kallus kiiltiiriiniin, dogal antimikrobiyal
bilesiklerin elde edilmesi i¢in kullanildig: bildirilmektedir (Cetin vd., 2017).

2.3. Organogenez

Bitki hiicrelerinin totipotent ozellik tasimalar1 organogenez olaymnin temelini
olusturmaktadir. Eger bir bitki hiicresi zarar gérmemis bir hiicre zar ve ¢ekirdege sahipse mitoz
boliinmelerle yeni bir bitkisel doku meydana getirebilmektedir. Bu bdliinmeler sonucu dogrudan
adventif kok veya siirgiinler olugsmasi direkt organogenez, nce kallus sonra kallustan siirgiin veya
kokler olusmasina ise indirekt organogenez olarak adlandirilir (Babaoglu vd., 2001). Organogenezi
saglamak i¢in besin ortamindaki oksin/sitokinin oraninin uygun sekilde ayarlanmasi1 gerekmektedir.
Besin ortaminda oksin konsantrasyonunun sitokinin konsantrasyonundan fazla veya sadece oksin
bulunmasi kdk olusumunu, sitokinin konsantrasyonunun oksinden fazla olmasi veya tek basina

sitokinin igermesi siirgiin olusumunu uyarir (Kocagaliskan, 2008).
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Fig. 18.1: S g g the used and the pathways for Apical shoot tip culture, Node culture, Calius culture and Suspension cultre

Sekil 2.1. Mikrogcogaltim Yontemleri (http://www.biologydiscussion.com/plants/plant-
tissue-culture/study-notes-on-organogenesis-biotechnology/61330).


http://www.biologydiscussion.com/plants/plant-tissue-culture/study-notes-on-organogenesis-biotechnology/61330
http://www.biologydiscussion.com/plants/plant-tissue-culture/study-notes-on-organogenesis-biotechnology/61330

2.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

3

Hormon kelimesi Yunanca “uyarma” manasma gelmektedir. Cok hiicrelilerin tiimiinde
bulunan hormonlar, organizmanin pargalarini kontrol eden kimyasal sinyallerdir. Hormon viicudun
bir boliimiinde iiretildikten sonra diger boliimlere tasinarak, tasindigi bolgede 6zgiil bir reseptore
baglanip hedef hiicrelerin yanit vermesini tetikler. Cok kii¢iik miktarlar1 bile ciddi degisliklere

sebep olabilir (Campell ve Reece, 2008).

Son yillarda kimya sektorii tarafindan dogal hormonlarla benzer fizyolojik aktiviteler
gosteren sentetik bilesikler de tretilmistir. Bitkiler tarafindan dogal olarak iiretilen hormonlar ve
kimya endiistrisi teknikleriyle sentezlenenlere genel olarak bitki biiylime diizenleyicileri adi

verilmektedir (Gtirel vd. 2013).

Cizelge 2.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri.

HORMON URETILDIGI YER ANA ISLEVLER

. - Govde uzamasini (sadece diisiik
OKSIN

konsantrasyonlarda ) kék
- Indol-3-asetik asit(IAA),

-Geng yapraklar, biiyiimesini, hiicre farklilagmasini
- Indol butirik asit ( IBA ),
-Tohum embriyosu, ve dallanmay1 saglar; meyve
- Naftalen asetik asit (NAA ), ) o )
-Apikal tomurcuklarin gelisimini diizenler; apikal
- 2,4-diklor fenoksi asetik asit
meristemleri. dominansiyi artirir; fototropizma
(2,4-D) . .
ve gravitropizmada is goriir.
. L Kok bitytime ve farklilasmasini
SITOKININLER
-Koklerde tiretilirler ve diger etkiler; hiicre boliinmesi ve
-Zeatin .. .
organlara tagmuirlar. biiyiimesini tesvik eder;

-izopentenil adenin (21P) cimlenmeyi tesvik ede
i yi tesvi T;

senesensi geciktirir.




Cizelge 2.1. (devam). Bitki Biiyiime Diizenleyicileri.

-Apikal tomurcuklarin ve

Tohum ve tomurcuk

¢imlenmesini, gdvde uzamasimni ve

GIBERELLINLER koklerin meristemleri, yaprak biiylimesini artirir;
- GA3 -geng yapraklar, Ciceklenmeyi ve meyve gelisimini
-embriyo tesvik eder, kok biiylimesini ve
farklilagmasini etkiler.
- Govde, B F 1 )
iyiimeyi engeller; su stresi
.. . - Yaprak,
ABSISIK ASIT ) sirasinda stomalar kapanur;
- Yesil meyve, )
dormansinin kirilmasini engeller.
- Kok
Meyve olgunlagsmasini artirir, bazi
-Yasli yaprak ve ¢icekler, oksin etkilerini bastirir; tiire bagl
ETILEN - Olgun meyve dokulari, olarak, koklerin yapraklarin ve
- Govde nodyumlar1 cigeklerin biiylimesini artirir veya

engeller

2.5. Prunella vulgaris L.’ nin Sistematigi ve Genel Bilgiler

Alem (Kingdom) : Plantae (Bitkiler)

Alt Alem (Subkingdom): Tracheobionta (Damarl: Bitkiler)

Boliim (Division): Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Sinif (Class): Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)

Alt Sinif (Subclass): Asteridae
Takim (Order): Lamiales

Familya (Family): Lamiaceae

Cins (Genus): Prunella

Tiir (Species): Prunella vulgaris L. (Yara Otu) (Tubives, 2019).




Sekil 2.2. Prunella vulgaris'in gérinimii
(http://powo.science.kew.org/taxon/urn:1sid:ipni.org:names:455176-1,
https://lucillelucasgallery.com/artworks/prunella-vulgaris-self-heal/).

Lamiaceae familyasindan olan P. vulgaris ¢ok yillik ve otsu bir bitkidir. Cogunlukla
tarlalar, korular, yol kenarlari, nemli kenarlar ve derelerde yetismektedir. Mayis ve Eyliil aylar
arasinda ¢igeklenme goriilmektedir. Avrupa ve Sibirya kokenli olan P. vulgaris' in Avrasya, Kuzey
Afrika'da yaygin olarak yetistigi bilinmektedir. P. vulgaris Tirkiye’de ise Amasya, Ankara,
Antalya, Artvin, Aydin, Balikesir, Bitlis, Bolu, Bursa, Cankiri, Canakkale, Denizli, Eskisehir,
Giresun, Hakkari, Istanbul, icel, Kayseri, Malatya, Mardin, Mus, Ordu, Osmaniye, Rize, Sinop,

Tunceli ve Karaman’da yetismektedir (Tubives, 2019).



el

Sekil 2.3. P. vulgaris'in Tiirkiye'deki yayilimi (Tubives, 2019).

P. vulgaris tibbi agidan 6neme sahiptir. Bu bitki kendi kendini iyilestiren, tedavi eden (self
heal) bitki olarak bilinmektedir. 17. yiizyilda geleneksel Avrupa tibbinda popiiler oldugu ve bogaz
agrisin1 hafifletmek, atesi diisiirmek ve yara iyilesmesini hizlandirmak icin bir ilag olarak
kullanildig1 bilinmektedir (Psotova vd., 2003).

Cin geleneksel tibbinda ates disiiriicii olarak siklikla kullanilmaktadir. Prunella tiirleri
tizerinde yapilan biyolojik etkinligine iligkin yiiriitiilen c¢aligmalar sonucunda antimikrobiyal,
antienflamatuvar, antiviral, antikanser, antioksidan, antihipertansif ve antihiperglisemik etkilere
sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan fitokimyasal ¢aligmalar sayesinde Prunella tiirlerinin triterpenik
saponinler, flavonoitler, anto-siyaninler, tanenler, organik asitler, kumarinler, steroitler, yag asitleri,
ozlar, ugucu yaglar, diterpenler, seskiterpenler, vitaminler, aminoasitler ve eser elementleri igerdigi

belirlenmistir (Mahboubi vd., 2015; Rasool vd., 2010; Ahmed ve Ezer, 2008).

2.6. Valeriana officinalis L. 'nin Sistematigi ve Genel Bilgiler

Alem (Kingdom) : Plantae (Bitkiler)
Alt Alem (Subkingdom): Tracheobionta (Damarli Bitkiler)
Boliim (Division): Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif (Class): Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Alt Smif (Subclass): Asteridae
Takim (Order): Dipsacales
Familya (Family): Valerianaceae
Cins (Genus): Valeriana

Tiir (Species): Valeriana officinalis L. (Kedi otu) (Tubives,2019).



e officinale. Valeriana officinalis L.

Sekil 2.4. Valeriana officinalis L. 'in gorintimil (http://evyziva.sk/s-valeriana-sa-vyspime-do-
ruzova/, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:156_Valeriana_officinalis_L.jpg).

Valeriana officinalis L. Valerianaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Haziran
Temmuz doneminde ¢iceklenmektedir. Caliliklar ve 1slak cayirlarda rastlanmaktadir. Avrupa,
Kafkasya, Orta ve Kuzey Asya'da dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye’nin kuzey batisindan kuzey
dogusuna uzanan daglik bolgelerde bolca yetismektedir. Bolu, Kars, Agri, Bursa, Canakkale,

Erzurum, Kayseri sehirleri bitkinin en ¢ok yetistigi yerlerdir (Tubives, 2019).

T

e o

Sekil 2.5. Valeriana officinalis L."in Tiirkiye'deki Yayilim Alanlari (Tubives,2019).

V. officinalis Tirk Kodeksinde 1954’ de Tirkce isim olarak kediotu denilmistir.
Valerianaceae familyasina kayitli bitkinin ¢ok eski donemlerden bu yana halk arasinda 6nemli bir

tedavi edici olarak tercih edilmektedir (Diizgiiner ve Erbil,2019). V. officinalis’ in sedatif,


http://evyziva.sk/s-valeriana-sa-vyspime-do-ruzova/
http://evyziva.sk/s-valeriana-sa-vyspime-do-ruzova/
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:156_Valeriana_officinalis_L.jpg
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antidepresan anksiyolitik, hipnotik ve antikonviilsan amaglartyla kullanildigi bilinmektedir.
Kurutulmus kok ve rizomlar1 uykusuzluk ve kaygi bozukluklar: gibi rahatsizliklar i¢in sakinlestirici

olarak kullanilmaktadir (Letchamo vd., 2004).

V. officinalis kimyasal bilesiminde alkaloidleri, aminoasitler ve epoksi iridoid esterleri
icermektedir. Yapilan calismalarla farkli in vitro sartlar altinda V. officinalis ekstrelerinin

antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Neamati vd., 2014).
2.7. Taraxacum officinale L.' nin Sistematigi ve Genel Bilgiler

Alem (Kingdom) : Plantae (Bitkiler)
Alt Alem (Subkingdom): Tracheobionta (Damarli Bitkiler)
Boliim (Division): Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif (Class): Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Alt Sinif (Subclass): Asteridae
Takim (Order): Asterales
Familya (Family): Asteraceae

Cins (Genus): Taraxacum

Tiir (Species): Taraxacum officinalis L. (Karahindiba)

Sekil 2.6. Taraxacum officinale L. nin goriiniimii
(https://www .frozenseeds.com/collections/medicinal-herb-seeds/products/dandelion-seeds-
taraxacum-officinale, http://www.paundurlic.com/vlaski.recnik/celarec.php?id=2160).

Taraxacum officinale L., Asteraceae (Compositae) familyasina aittir. Cok yillik otsu bir

bitkidir ve kuzey yarim kiirede yetismektedir. Ilman bolgelerde, yol kenarlarinda c¢okga


https://www.frozenseeds.com/collections/medicinal-herb-seeds/products/dandelion-seeds-taraxacum-officinale
https://www.frozenseeds.com/collections/medicinal-herb-seeds/products/dandelion-seeds-taraxacum-officinale
http://www.paundurlic.com/vlaski.recnik/celarec.php?id=2160
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yetismektedir. 7. officinale halk arasinda karahindiba olarak bilinmektedir. Yapraklarinin
salatalarda ve koklerinin kahve olarak tiiketilmesinin yani sira ge¢mis donemlerde tibbi amaclida
kullanildig1 bilinmektedir. Karaciger (hepatit) ve dalak rahatsizliklari, 6dem, gut ve ishal gibi
hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir. Karahindiba bitkisinin kokleri Kanada'da kayit

altia alimus bir ilagtir ve idrar soktiiriicii olarak satilmaktadir (Sohail vd., 2014).
2.8. Literatiir Calismalari

2.8.1 Prunella vulgaris ile yapilan calismalar

Rasool vd. (2008) P. vulgaris’in dogal ortamda yetisen siirglin uglarin1 eksplant kaynagi
olarak kullandiklar1 ¢aligmalarinda, 6-benzilamino piirin (BAP) ve naftalenasetik asitin (NAA) in
vitro ortamda P. vulgaris’in ¢ogaltilmasina etkisini incelemisglerdir. Yarim kuvvette ve 15 uM BAP
iceren Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde eksplant basina en yiiksek sayida (3040.6) siirgiin
elde ettiklerini, ayn1t BAP seviyesine sahip tam kuvvet MS besiyerinden ise (1540.4) sayida siirglin
elde ettiklerini bildirmislerdir. NAA ve BAP kombinasyonlu besiyerinin kdklenme ile birlikte coklu
aksiller siirglin rejenerasyonunu destekledigini ispatlamiglardir. Yarim kuvvetteki MS ortamda
gelistirilen siirgiinlerin, MS besin ortaminda gelistirilenlerden daha saglikli olduklarini, siirgiinlerin
(*2) MS bazal besiyerinde iyi bir sekilde koklendigini ve siirglin basina ortalama 8 kok verdiklerini

belirlenmiglerdir.

Turker vd. (2009) P. vulgaris bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada siirgiin ucu eksplantlarindan
3,0 mg/L BA ile 0,1 mg/L IAA iceren MS ortamda en iyi siirgiin olusumlarin1 elde etmislerdir.
Rejenerasyon caligsmalarinda, denedikleri diger eksplantlar olan yaprak ayasi, yaprak sapi, gévde
internodlar1 ve kok eksplantlarinda basarisiz olmuslardir. Siirgiin ucu eksplantlarindan elde ettikleri
stirgiinleri 3 mg/L IAA veya 3 mg/L IBA igeren ortamlarda inkiibe ederek, en iyi kok olusumlarimi

gozlemlemislerdir.

Rasool vd. (2010) tarafindan dogal ortamda ve in vitro kosullarda yetismis P. vulgaris
bitkisinin MeOH, EtOH, CHCIl3 o6ziitleri, antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri agisindan
karsilastinlmistir. [n vitro ve dogal bitki dzleri Agar kuyusu difiizyon yontemi ile tibbi agidan
Oonemli bakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktivite agisindan farkli ¢oziicli sistemlerinde
taranmistir. Hem dogal hem de in vitro bitki Oziitlerinin MeOH 0zii, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium ve Kleibsella pneumonae' ye karsi neredeyse esit
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derecede etkili oldugu gozlemlenmistir. Caligma hem in vitro hem de dogal kurutulmus bitki
Ozlerinin benzer antioksidan ve antimikrobiyal inhibisyon gostermesi nedeniyle in vitro olarak
yetistirilen P. vulgaris' in, doku kiiltirii tekniginin, farmasotik endistrisinde dogal P. vulgaris

yerine kullanilabilme potansiyeli oldugunu gdsterir.

Kour vd. (2014) vyaptiklar1 calismada P. vulgaris’e ait g¢esitli eksplantlar1 farkli
kombinasyonlarda tidiazuron (TDZ) ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) iceren MS besin
ortaminda callus elde edebilmek i¢in inkiibe etmislerdir. En iyi kallus bu eksplantlar arasindan 1,0
mg/L TDZ ve 0,5 mg/L 2,4-D'ye sahip ortamda internod eksplantinda gdzlenmistir. Daha sonra 1,0
mg/L TDZ ve 0,05 mg/L indol-3-asetik asit (IAA) iceren MS ortaminda kalluslart ¢cogaltmiglardir.
Kalluslar aktarildiklar1 1,5 mg/L benzil amino purin (BAP) ve 0,01 mg/L IAA ile desteklenmis MS
ortaminda siirgiin olusturmuslardir. Diger bir calisma olarak direkt siirgiin eldesi caligmalar1 igin
nod eksplantlarim1 kullanmislardir. Bu eksplantlardan 0,5 mg/L BAP ve 0,05 mg/L IAA eklenmis
MS ortaminda en iyi siirgiin olusumlarini gézlemisler. Bu ortamlarda olusan siirgiinleri, hormonsuz
MS ortaminda uzatnuslar. ilk kallustan elde edilen (indirekt) siirgiinleri ve direkt (nodlardan) elde
edilen siirgiinleri 0,5 mg/L, 1 mg/L ve hormonsuz IAA da koklendirmislerdir. En iyi kok olusumlari

0,5 mg/L. IBA da gozlemlenmistir.

Fazal vd. (2014) calismalarinda P. vulgaris tohumlarini 30 giin boyunca katt Murashige ve
Skoog (MS) besin ortaminda inkiibe etmislerdir. 30 giiniin sonunda elde ettikleri bitkiciklerin
yapraklarini, 6-benziladenin (BA; 1.0 mg/L) ve naftalen asetik asit (NAA; 1.5 mg/L) iceren kat1
Murashige ve Skoog (MS) ortamina aktarmislar. Aktarilan yaprak eksplantlarindan 30 giin sonunda
kirtllgan yapida kalluslar elde etmiglerdir. Elde edilen kalluslari her birinde 0,49 g olacak sekilde
farkli NAA konsantrasyonlari (0,5-2,0 mg/L) iceren sivi MS ortamina aktarmislardir. Calluslar 49
giin boyunca 25 °C derece ortamda 125 rpm olarak ayarlanmis calkalayicida birakilmis ve 7 giin
arayla gelisimleri gozlemlenmistir. Biitiin ortamlarda en yiiksek biyokiitle oram 21.glin tespit
edilmis ve 28-49 giin arasinda giderek azalmistir. 21.giin yapilan gozlem sonrasinda 1,0 mg/L NAA
iceren sivi ortamda en yiiksek biyokiitle birikimi (2,13 g/L) gbzlenmistir. 49.glin sonunda toplam
fenolikler (TP), toplam flavonoidler (TF) ve antioksidan aktivitelerin aragtirilmasi igin kokler
toplanip kurutulmustur. Daha yiiksek TPC (0.995 GAE mg / g-DRB) ve TFC (6.615 RE mg/g-
DRB), 0,5 mg/LL NAA ile muamele edilmis kiiltiirlerde gozlenmis. Buna karsilik, daha yiiksek
antioksidan aktivite (% 83.53) 1,5 mg/L NAA ile muamele edilmis kiiltiirlerde gbzlenmistir.
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Mahboubi vd. (2015) P. vulgaris ekstraktlarinin (metanol, etanol ve sulu) toplam fenolik ve
toplam flavonoid igeriklerini bir spektrofotometre ile belirlemislerdir. Ayrica bitkinin
antimikrobiyal aktivite gosterip gostermedigini sivi diliisyon yontemi ile analiz etmislerdir. Analiz
sonuglarma gore P. vulgaris ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi en ¢ok sulu ekstraktta (156,5 mg
GAC / g) daha sonra sirasiyla etanol ve metanol ekstraktindadir ve P. vulgaris metanol ekstraktinin
(82.8 mg QE / g) toplam flavonoid icerigi etanol ekstraktindan (22,7 mg QE / g) ve sulu ekstrakttan
(16.2 mg QE/g) daha yiiksektir. Ayrica metanol veya etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri sulu ekstrakttan daha yiiksektir. Mikroorganizmalarin farkli ekstraktlara duyarliligi
patojen tipleri ile ilgilidir. Toplam fenolik igerik ile antimikrobiyal aktivitesi arasinda pozitif bir
iliski yoktur. Fenolik ve flavonoid igerik kaynagi olarak P. vulgaris etanolik ekstresi,

antimikrobiyal olarak kullanilabilir.

Fazal vd. (2016) P. vulgaris ile ilgili yaptig1 calismada, farkl oranlarda (1:2; 1:3; 2:1; 3:1)
giimiis (Ag) ve altin (Au) nanopargaciklarinin (NP) tek baslarina ya da naftalen asetik asit ile
kombinasyonunun etkilerinin kallus kiiltiirii gelisimine ve sekonder metabolitlerin iiretimine etkisini
arastirmistir. Ag (30 pg/L), AgAu (1: 2) ve AgAu (2: 1) NP'leri, NAA (2,0 mg/L) ile kombinasyon
halinde, % 95 kontrol ile karsilagtirildiginda % 100 kallus artis1 gézlemlenmistir. Test edilen farkli
NP'ler arasinda, NAA olan veya olmayan AuNP'ler, biiyiime kinetiginin log fazlarinda (35-42 giin)
daha yiiksek biyokiitle iiretmiglerdir. Ayrica, kallus kiiltiirlerinde yalnizca AgAu (1:3) ve AuNP'ler
toplam protein icerigini (855 -ug-BSAE / mg-taze agirlik (FW)), siliperoksit dismutazi (0.54 nM /
dak / mg-FW) ve peroksidaz enzimini (0,39 nM / dak/ mg FW) arttirmistir. AgAuNP'ler (1:3), NAA
ile birlikte, maksimum fenolik birikimi (TPC 9.57 mg / g-kuru agirlik (DW)) ve flavonoid (6.71 mg
/ g-DW) igerigini indiiklemistir.

Fazal vd. (2016) yapilan bu c¢alismada P. vulgaris'in kallus kiiltiirlerinde cesitli spektral
isiklarin - biyokiitle birikimi ve antioksidant sekonder metabolitlerin iiretimine etkilerini
incelemislerdir. P. vulgaris’in yesil 1s1kta kallus miktarinda bir artis oldugunu, sart ve mor 1giklarin,
biiyiime kinetigi sirasinda taze biyokiitleyi gelistirdigini, mavi 1siklarin fenolik ve flavonoid
iiretimini arttirdigini, sar1 1518in toplam fenolikler ve flavonoidler iiretimi ayrica, sliperoksit

dismutaz, peroksidaz ve proteaz aktivitelerini arttirdigini gozlemlemislerdir.

Komal vd. (2018) calismalarinda P. vulgaris' in etanolik ve sulu ekstratlarini 38 direngli

Escherichia coli susu lizerinde engelleyici 6zelligi olup olmadigim arastirmiglar ve kuyu difiizyon
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yontemiyle de Ciprofloxacin, Ofloxacin, Cefixime ve Tobramycin ile karsilagtiriimasini
yapmislardir. Sonug¢ olarak P. vulgaris' in Escherichia coli ye karsi antibakteriyel aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.
2.8.2 Valeriana officinalis ile yapilan cahsmalar

Castillo vd. (2000) ¢alismalarinda Valeriana edulis ssp. procera bitkisini, yaprak kaynakli
kallus ve siispansiyon kiiltlirlerinden, dolayli organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla elde
edilmesini arastirmiglardir. Kallus gelisimi icin yapraklar, 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve
kinetin ile desteklenmis yar1 kati MS ortaminda kiiltiire alinmistir ve embriyogenik ve organogenik
kallus gelisimi, 16 hafta sonra gozlenmistir. Olusan kalluslar, kinetin ve 1-naftalenasetik asit (NAA)
ile takviye edilmis yar1 kat1 ve sivi Murashige ve Skoog (MS) ortamina aktarilmistir. Siirgiin ve
somatik embriyo gorliniimii 4 hafta sonra ger¢eklesmistir. Olusan siirglinlerde koklenme ve somatik
embriyolarda filizlenme gdzlenmistir. Daha sonra seraya aktarilmistir. Siispansiyon kiiltiirlerinde
kallus kiiltiirlerine gore daha iyi bir organogenik ve embriyogenik tepki verdigi gdzlenmistir.
Morfogenik kallusun histolojik gdzlemleri, hem somatik embriyolarin hem de siirgiinlerin ayni

kallus tiiriinden olustugunu ortaya koymustur.

Letchamo vd. (2004)'nin ¢aligmasinda sertifikali ticari organik alanlardan se¢ilmis iki cesit
V. officinalis, bitkisinin yeralt1 kisimlarinin bilesimi ve ugucu yag icerigi hidrodistillasyon, ardindan
gaz kromatografisi ve spektrometre ile analiz edilmistir. Bitkilerden daha yash olanda valerenal,
valerenik asit ve alfa-humulen igeriklerinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Ugucu yagin
Aspergillus niger, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Saccharomyces cerevisiae' ye karsi

giiclii bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugu sonucuna ulagilmistir.

Zayova vd. (2010) calismalarinda Kediotu’nun (V. officinalis) in vitro kontrolli kosullarda
¢imlendirilmis fidelerden hizli ve efektif mikrogogaltimi ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. En
yiiksek tohum ¢imlenme yiizdesi, soguk stratifikaskon isleminden sonra GAj3 ¢6zeltisine batirilan
tohumlarin MSG3 (0,1 mg/L BAP + 0,2 mg/L. GAs + 0,2 mg/L NAA) ortaminda inkiibe edilmesiyle
elde edilmistir. Murashige ve Skoog (MS) ortaminin varyantlar1 olarak degerlendirilen sekiz farkli
besin ortamindan (MS1 - MS8), BAP ve askorbik asit ile takviye edilmis MS3 (1 mg/L BAP + 10

mg/L. AA (Askorbik asit)) ortaminda mikrogogaltma ve tomurcuk olusumunun uyarilmasinda en
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etkili sonucu vermistir. En iyi koklenme diisiik konsantrasyonda 0,1 mg/LL NAA veya IBA ile
giiclendirilmis yari-kuvvetli MS ortaminda gerceklesmistir.

Tousi vd. (2010) ¢alismalarinda V. officinalis’e ait kdok ve rizomlarin valepotriatlar ve
valerenik asitleri igermesinden dolay1 (varsayilan farmakolojik aktivitelerle) kok c¢ogalmasinin
oldukca 6nem arz ettiginden bahsetmis ve bitki doku kiiltiirii yontemi ile koklerin pratik, hizli ve
biiyiik miktarlarda elde etme yontemini aragtirmiglardir. Dort aylik bitkilerin yapraklari, saplart ve
kok boliimlerinden (hem bazal hem de apikal) tiiretilen eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda
(0,625-5 uM) oksin ve sitokinin hormonlart ile takviye edilmis MS besiyerinde Kkiiltiire
almmiglardir. Daha sonra, en verimli kosullar1 bulmak igin, gelismis kok kiiltiirlerinde valerenik
asitlerin ve valepotriatlarin birikimi incelenmistir. Maksimum valerenik asit (% 0.84) 1.25 pM
indol-3-asetik asit ile takviye edilmis ortamda yaprak sapi eksplantlarinda gelistirilen kdklerde ve
ve valepotriat igerikleri (% 7,41) 0.625 uM indol-3-asetik asit ile takviye edilmis ortamda kok bazal
segmentlerinde olusturulan koklerde Ol¢lilmistiir. Bu degerler, kontrol olarak bitki biiyiime
diizenleyicileri olmayan bazal ve apikal kdk segmentlerinden alinan kdklerden anlamli olarak daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda yaprak eksplantlarindan 5 pM a-
naftalen asetik asit ile desteklenmis ortamlarda direkt olugan kdklerin en yliksek ortalamasi (29.00)
olarak belirlenmistir. Ayrica 2,5 pM a-naftalen asetik asit iceren ortamlarda kok apikal
segmentlerinde dolayli olarak gelistirilen maksimum kok sayist (30.05) olarak gozlenmistir. Bu
sonuclarin, bitki biiylime diizenleyicilerin yani sira eksplant tipinin organogenezi etkiledigini

bildirmislerdir.

Zamini vd. (2016) calismalarinda in vitro ortamda oksinlerin (2,4-D ve NAA) kallus
indiiksiyonu iizerindeki etkilerini, V. officinalis'in bazal yaprak+yaprak sap1 (L1) ve orta yaprak
(L2) eksplantlarini kullanarak arastirmislardir. En iyi kallus olusumuna (% 95,8) L2 eksplantlarinda
2,4 D (1,5 mg/L) + KIN (1 mg/L) iceren MS'te ulagmis, ancak 2,4-D (2 mg/L) + KIN (0,5 veya 1
mg/L) ile anlaml bir fark olmadigini tespit etmistir. Tiim kalluslardan kdk elde eitmislerdir, bunun
gelecekte biiyiik Olgekli iiretim icin zaman ve maliyetten kazang saglayacagini bildirmislerdir.
Kallus farklilagmasi igin test edilen sitokininler (BAP, TDZ ve KIN) arasinda en yiiksek
rejenerasyon (%62,5), siirgiin sayis1 (5,87) ve siirgiin uzunlugu (5,96 cm) ile BAP (0,5 mg/L) + IBA
(0.5 mg/Ll) kombinasyonu iizerinde meydana gelmistir. Elde edilen sonuglarin, eksplant tipinin

kallus olusumu {iizerindeki etkisinin de anlamli oldugunu ortaya koymustur. KIN veya TDZ'nin
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aksine, BAP'a IBA'nin eklenmesi, bitki rejenerasyonu ve kallus basina siirgiin sayisi i¢in pozitif

sinerjistik etki gostermistir.

Diizgiiner ve Erbil (2019) Ardahan ilinden toplanan V. officinalis bitkisinin antimikrobiyal
ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. Calismada kediotunun hem metanol hem de ethanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi Bacillus megaterium (DSM 32), Candida albicans,
Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa (ATCC 9027), Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ve Yarrovia lipolytic' ya kars1 incelenmistir. Bitkilerin toplam
oksidan ve antioksidan diizeyleri ELISA yontemiyle Glutatyon (GSH) diizeyi ise spektrofotometrik
olarak oOlgiilmiistiir. Sonuglar kediotunun analiz edilen mikroorganizmalara karsi diisiik diizeyde
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. GSH diizeyi ve antioksidan kapasitesi etanol
ekstraktlarinda metanol ekstraktlarina gore daha diisiiktiir. Sonug olarak V. officinalis’ in yararh
etkilerini belirleyen antibakteriyal ve antioksidatif iceriklerinin etki mekanizmasi ile iligkisinin in

vitro ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi kanisina varilmstir.
2.8.3 Taraxacum officinale ile yapilan calismalar

Furuno vd. (1993) arastirmalarinda 7. officinale kallus kiiltiirlerinden bitkinin tamaminm
tretmislerdir. Siirgiin kiiltiirleri Oncelikle O0.1ppm N6-benzyladenine ile birlikte 0.lppm a-
naphthaleneacetic acid iceren ya da icermeyen 2 MS besi yerinde bekletilmistir. Daha sonra
fitohormonsuz besi yerinde kok veren bu siirgiinler topraga aktarilmislar ve normal ¢icekli ve

tohumlu bitki olarak biiytitiilmiislerdir.

Ermayanti ve Martin (2011) galigmalarinda besiyerinde yetismis olan 7. officinale bitkisinin
yaprak ayasi, yaprak sap1 ve kok eksplantlarmin rejenerasyonunu aragtirmiglardir. En iyi ortami
secmek i¢in tiim eksplant tiirleri NAA (0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L) ile birlikte BAP (0, 0,5 ve 1,0 mg/L)
ile desteklenmis MS kati ortamda kiiltiirlenmistir. Eksplantlar 6 hafta boyunca biiyiitiildiikten sonra
kallus, siirgiin ve kok olusumlar1 gozlemlenmistir. Sonuglara gore siirgiin olusumu i¢in 0,5 mg/L
NAA ile birlikte 1 mg/L'de BAP kombinasyonu, yaprak aya ve sapindan kok olusumu igin ise
sadece NAA kombinasyonlu MS ortami uygundur. Siirgiin rejenerasyonu i¢in en iyi eksplantin kok
oldugu, iki hafta sonra kallus olusumu ve ii¢ hafta sonrada ¢oklu siirglinlerin biiylidiigii tespit

edilmistir. Kok eksplantlarindan kok elde edilemedigi ve ¢oklu siirgiin rejenerasyonu igin en iyi
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ortamin 0,5 mg/L NAA igeren veya hic NAA icermeyen 1 mg/LL BAP MS besin yeri oldugu

bulunmustur.

Sohail vd. (2014) calismalarinda T. officinale bitkisinin yaprak ekstraktlarinin antibakteriyel
aktivitesini, segilen farkli bakteri suslarina karsi arastirilmasini amaglamislardir. Metanol,
kloroform ve distile su ekstraktlari, agar kuyusu difiizyon yontemi ile analiz edilmistir. Metanol ve
Kloroform ekstraktlarinin test edilen tiim bakteriyel patojenlere (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus,
Bacillus Subtilis ve Micrococcus luteus ) karsi etkili oldugu ve distile su ekstraktlarinin higbir
aktivite gostermedigi bulunmustur. Yapilan farkli fitokimyasal analiz sonuglari, antibakteriyel etki
saglayabilecek olan Alkaloitler, Tanenler ve Flavonoidler gibi sekonder metabolitlerin varligini

gostermektedir.

Cetin vd. (2018) tarafindan gergeklestirilen calismada 7. officinale’ nin yaprak
eksplantlarindan organogenez yontemiyle mikrogogaltimi yapilmis bitkilerin antimikrobiyal
etkisine bakilmistir. Calismada dort haftalik ¢imlenme fidesinden elde edilen yaprak eksplantlari 2
cm?'lik pargalara boliinerek organogenez ¢alismalari i¢in 2 mg/L benzil amino piirin (BAP) ve 2 mg
/L indol butrik asit (IBA) ile desteklenmis MS ortaminda aktarilmistir. Elde edilen siirgiinler her 4
haftada iki kez alt kiiltiirlenerek siirgiinler hasat edilmis ve 24+2 °C oda sicakliginda kurutulmustur.
T. officinale den elde edilen etanol ve kloroform ekstreleri dokuz bakteri tiiriine (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Salmonella typhimurium CCM 5445, Proteus vulgaris ATCC 6896, Enterobacter
cloacae ATCC 13047 , Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Kocuria rhizophila ATCC 9341)
kars1 analiz edilmistir. Sonug olarak, 7. officinale’ nin etanol ekstreleri, sirasiyla Escherichia coli ve
Proteus vulgaris' e karst 21 mm ve 23 mm inhibisyon zonlar1 olusturmus ancak gram negatif

bakteriler {izerinde zayif etkili bulunmustur.

Muhammed vd. (2018) caligmalarinda yerel olarak Irak'tan toplanan yabani bitkiler ve in
vitro ortamda ¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen T. officinale bitkilerinin farkli kisimlarini
(yapraklar, saplar ve kokler) kullanmislar ve in vitro ortamda mikrogogaltim i¢in hizli ve etkili bir
protokol olusturmak i¢in farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri
(NAA, BAP, TAA ve BA) ile desteklenmis Murashige ve Skoog (MS) ortami iizerinde kiiltiire
almiglardir. Calisma sonuglari, 7. officinale bitkisinin in vitro ortamda mikrogogaltma yeteneginin

dogrudan ve dolayli organogenez yoluyla gergeklestigini gostermistir. [/n vitro ortamda
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cimlendirilmis bitkinin, yabani bitkiye gore daha iyi bir eksplant kaynagi oldugu, yaprak saplarinin
dogrudan organogenez yoluyla mikrogogaltim i¢in koklerin ise dolayli organogenez icin en iyi
eksplant oldugunu belirlemislerdir. En iyi kallus olusumunun yaprak sap1 eksplantlarindan, en iyi
stirgiin olusumunun kok eksplantlarindan ve en iyi kok rejenerasyonunun ise yaprak

eksplantlarindan gézlemlendigi belirtilmistir.

Sahu vd. (2018) cesitli oksin ve sitokinin kombinasyonlari ile takviye edilmis MS ortami
kullanilarak, yaprak kaynakli kallustan ve 7. officinale' nin in vitro rejenere kiiltiirlerinden biyolojik
olarak aktif antioksidan bilesiklerin in vitro biyosentezi i¢in etkili ve tekrarlanabilir bir protokol
gelistirmislerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda ile 0,25 mg/L 2,4-D (2,4-Dikloro fenoksiasetik asit)
ile 0,05 mg/L KIN (kinetin) ve 0,25 mg/L 2,4-D (2,4-Dikloro fenoksiasetik asit) ile 0,05 mg/L 2-iP
[N6- (2-Izopentenil adenin)] iceren MS ortamlarinda, sirasiyla %80 ve % 92 kallus olusumlar
belirlenmistir. Yaprak eksplantlarindan direkt siirglin organogenezi 0,5 mg/L BAP (6-Benzil
aminopurin) ve 2,5 mg/L NAA (a-Naftalin asetik asit) i¢eren besin ortaminda gézlenmistir. Daha
sonra ¢alismada in vitro rejenere olan bitkiler topraga aktarilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore
in vitro kallus ve rejenere bitkilerin, yabani yetisen bitkilere kiyasla kontrollii kosullarda 38 kat

daha fazla kinik asit bilesik icerikli biyosentez yaptig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitki Materyalleri

Tez ¢alismasinda bitki materyali olarak tibbi ve ekonomik agidan 6nemli olan Valeriana
officinalis, Prunella vulgaris ve Taraxacum officinale bitkilerinin yaprak eksplantlar1 kullanilmistir.
Eksplantlarin elde edilmesi i¢in, V. officinalis tohumlar in vitro kosullarda ¢imlendirilmis, in vitro
steril olarak elde edilen bitkiciklerden yapraklar izole edilmistir. Diger bitkiler olan P. vulgaris ve
T. officinale bitkilerinin yaprak eksplantlar1 ise in vitro kosullarda mikrogogaltimi yapilan

bitkilerden elde edilmistir.
3.2. Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlari

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasallarin giivenilir markalardan segilmesi,
cihazlar ve laboratuvar ekipmanlarinin ise kalibrasyonlarinin yapilmis olmasi elde edilen sonuglarin
dogrulugu ve basarisi agisindan biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Tez c¢aligmasinda Cizelge 3.1.°de

belirtilen cihaz ve laboratuvar ekipmanlar1 kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlar.

URUN KULLANIM ALANI
pH metre Hazirlanan besiyerinin pH’ 1 6l¢gmek
Istticilt manyetik karistirict Besiyeri hazirlamak
Otoklav Malzemeleri steril hale getirmek
Saf su cihazi Cozelti ve besiyeri hazirlamak
Buzdolabi1 Stok soliisyonlarini saklamak
Mikropipet Istenilen oranda siv1 aktarmak
Cork borer Esit Ol¢iilerde eksplant kesmek
Biyogiivenlik kabini Caligsma esnasinda kontaminasyonu dnlemek
Hassas terazi Istenilen oranda tartim yapmak
Beher Cozelti ve besiyeri hazirlamak
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Cizelge 3.1. (devam). Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlar.

Erlen Cozelti ve besiyeri hazirlamak

Meziir Istenilen oranda ¢ozelti hazirlamak

Otoklav band1 Sterilizasyonu kontrol etmek

Pens Eksplantlar1 ve tohumlar1 tutmak

Bistiiri ve Bistiiri ucu Eksplantlar1 kesmek

Pegete Tohumlarn sterilizasyon sonrasi kurutmak
Buzdolabi poseti Otoklava konulacak malzemeleri bir arada tutmak
Porselen levha Eksplantlar1 diizgilin olarak kesmek

Aliiminyum folyo Otoklava konulacak malzemeleri sarmak

Etiiv Bitkileri kurutmak

Calkalama cihaz1 Sivi1 kiiltiire alinan bitkileri ¢alkalamak

Cam pipet Besiyeri hazirlarken stok ¢ozeltileri aktarmak
Kauguk puar Cam pipete istenilen hacimde stok ¢ozelti cekmek
Parafilm Kavanoz kapaklarmin etrafin1 kapatmak

Bitki doku kiiltiirli uygulamalarinda farkli konsantrasyonlarda elementler igeren bircok
besin ortami bilesimi kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda, bitki besin ortami olarak Murashige ve
Skoog (MS) tarafindan gelistirilen ortam kombinasyonu kullanilmistir (Cizelge 3.2). Tohum
cimlendirme ¢aligmalar1 herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS besin ortaminda
yapilmistir. Diger c¢aligmalarda ise MS besin ortamina eklenen farkli konsantrasyon ve

kombinasyonlardaki bitki biiylime diizenleyicileri ile kdk ve kallus olusumlari tesvik edilmistir.



Cizelge 3.2. MS besin ortaminin igerigi (mg/L), (Babaoglu vd., 2001).

Komponentler Kiiltiir Ortamindaki Konsantrasyon (mg/L)
Makro MS
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl H,O 440
MgSO047H20 370
KH,PO 170
Mikro Elementler MS
KI 0,83
H3BO; 6,2
MnS0O44H20 22,3
Zn SO47H,0 8,6
Na;Mo0O42H,0 0,25
Cu SO45H,0 0,025
CoCLL6H0 0,025
Na,EDTA 37,3
FeSO.7H»O 27.8
Organik Bilesikler MS
myo-Inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCL 0,5
Thiamin- HCL 0,1
Glisin 2,0

3.2.1. Stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi ve saklanmasi
Besiyerinin hazirlanmasindaki ilk basamak, stok ¢ozeltileri hazirlanmasidir.

Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi ( 100 mL i¢in ) ;



ii.

iii.

1v.
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Cizelge 3.3. MS stok soliisyonlari iceriginde (gr/100ml) bulunan kimyasallar belirtilen
gramajlarda tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziilmiis daha sonra hacimleri 100 mL’ ye
tamamlanmustir. Ornegin: Stok A da belirtilen dért kimyasal ayr1 ayri olarak tartilmis.
Tartilan kimyasallar 100 mI’lik sisenin icerisine aktarilmig ve dncelikle bir miktar saf
su ile ¢Ozdirilmiistir. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra ¢ozelti 100 mL’ye
tamamlanmustir.

Stok adina gore siselerinin {izerine harflendirme yapilmis ve hazirlanma tarihleri
sisenin lizerine yazilmistir.

Giines 1s1nlarindan korumak amaciyla amber siseler kullanilmistir.

Hazirlanan stok ¢ozeltiler +4° C* de buzdolabinda saklanmuistir.

Cizelge 3.3. MS stok c¢ozeltileri igerigi (gr/100ml).

Glisin 0,04
STOK A Nikotinik asit 0,01 VITAMINLER
Pridoksin-HCL 0,01
Thiamin- HCL 0,002
NaEDTA.2H>,O 0,746 .
STOK D MIKRO ELEMENTLER
FeS04.7H>0 0,556
STOK E CaClLH-0 8,8 KALSIYUM VE KLORUR KAYNAGI
STOKF KH2PO4 34 MAKRO ELEMENT
H3BO3 0,124
NaxMoO4.2H>0 0,005 .
STOK G MIKRO ELEMENTLER
CoCL.6H.O 0,0005
KI 0,0166
MnSO4+H>O 0,338
MgS04.7H,0 74 .
STOK H MIKRO ELEMENTLER

CuS045H0 0,0005
ZnS0O4.7H20 0,1725
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3.2.2. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin hazirlanmasi ve saklanmasi
Bitki biiyiime diizenleyicilerinin hazirlanmasi (100 mL igin) ;

i. BAP ve NAA 0,02 g olacak sekilde ayr1 ayri tartilmistir.

ii. Cozicileri olan NaOH 0,1 N olarak hazirlanmigtir.

iii. Toz halde buluna BAP iizerine damla damla NaOH eklenmis ve tamamen ¢oziinme
gerceklesinceye kadar karistirtlmistir.

iv. Tamamen ¢oziinme gerceklestikten sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

v. Ayniislemler NAA icinde tekrarlanmistir.

vi. Siselerin lizerine igerikleri ve hazirlanma tarihleri yazilmistir.

vii. Giines 1sinlarindan korumak amaciyla amber siseler kullanilmistir.

viii. Hazirlanan stok ¢ozeltiler +4° C’ de buzdolabinda saklanmigtir.

Cizelge 3.4. MS besin ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicileri ve ¢oziiciileri.

BITKI BUYUME DUZENLEYICILERI cOzUCU
NAA NaOH
BAP NaOH

3.2.3. MS besiyerinin hazirlanmasi
MS besiyerinin hazirlanmasi (1 L i¢in) ;

i.  MS besin ortamini hazirlamak i¢in 1,5 litrelik bir beherin i¢erisine 500 mL kadar saf su

konmustur,

ii.  Cizelge 3.3’de belirtilen A’dan H’ye kadar olan stok ¢6zeltilerinin her birinden beser ml
puar yardimiyla cam pipete ¢ekilip beher igine ilave edilmistir,

iii. Beherin igerisine 30 gr. sakkaroz, 1,9 gr KNO; ve 0,1 gr myo-Inositol tartilarak ilave
edilmistir.

iv.  Cozeltiye saf su ilave edilerek ¢ozelti hacmi 1 litreye tamamlanmustir,

v.  Cozeltinin pH’s1 5,7-5,8 olarak 0,1 N NaOH veya/ve 0,1 N HCl ile ayarlanmistir,

vi.  Besin ortaminin yar1 kat1 olmasi i¢in 1 litreye 7 gr agar ilave edilmistir, siv1 besin ortami

hazirlanacak ise agar eklenmemistir,
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vii.  Cozelti, 1siticthh manyetik karigtirict  yardimiyla yaklagik 250°C ve 600 rpm
de seffaflagincaya kadar kaynatilmistir,

viii. Hazirlanan besin ortami, kavanozlar igerisine 30’ar ml olacak sekilde paylastirilmis ve
kavanoz kapaklar gevsek sekilde kapatilmistir,

ix. Besiyeri, otoklav ile steril edilmistir.

3.2.4. Bitki biiyiime diizenleyicisi eklenmis MS besiyerinin hazirlanmasi (250 mL icin)

Cizelge 3.5. Bitki biiyiime diizenleyici konsantrasyonlari.

KOD | NAA-BAP (mg/L) | NAA ( mg/250 mL ) | BAP ( mg/250 mL )
1 0-0 - -
2 1-0 1.25 0
3 1-05 1.25 0.625
4 1-1 1.25 1.25
5 2-0 2.5 0
6 2-05 2.5 0.625
7 2-1 2.5 1.25
8 3-0 3.75 0
9 3-05 3.75 0.625
10 3-1 3.75 1.25

1. MS besin ortamini hazirlamak icin 500 mililitrelik bir beherin igerisine 125 mL kadar saf su
konmustur,
ii.  Cizelge 3.3’de belirtilen A’dan H’ye kadar olan stok ¢6zeltilerinin her birinden 1,25 ml puar
yardimiyla cam pipete ¢ekilmis ve direkt tartilan elementler beher igine ilave edilmistir,,
iii.  Beherin igerisine 30 gr. sakkaroz, 1,9 gr KNO; ve 0.1 gr myo-inositol tartilarak ilave edilmistir,
iv.  Cizelge 3.5° de belirtilen hacimlerde BAP ve NAA kodda belirtilen behere mikropipet
yardimiyla ilave edilmistir,

v.  Cozeltiye saf su ilave edilerek ¢dzelti hacmi 250 mililitreye tamamlanmuistir,



V.
Vii.
viii.

iX.

X1.

Xii.

Xiii.
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Cozeltinin pH’ s1 5.7-5.8 olarak 0.1 N NaOH ve/veya 0.1 N HCl ile ayarlanmustur,

Besin ortaminin yar1 kati olmasi i¢in 1 litreye 7 gr agar ilave edilmistir,

S1v1 kiiltiir hazirlanmak isteniyorsa agar eklenmemistir,

Cozelti, 1siticili manyetik karigtirici yardimiyla yaklagik 250 °C ve 600 rpm de seffaflagincaya
kadar kaynatilmigtir,

Hazirlanan besin ortami kat1 ise, kavanozlar igerisine 25’er ml olacak sekilde paylastirilmis ve
kavanoz kapaklar1 gevsek sekilde kapatilmistir,

Hazirlanan besin ortami sivi ise, kavanozlarm hacminin 1/5' 1 sivi besin ortami ile
doldurulmustur.

Kavanozlarin lizerine hangi kodlu hormon konsantrasyonuna gore hazirlandiklar yazilmistir,

Besin ortami kodlarina gore ayr ayri posetlenmis ve otoklav ile steril edilmistir.

3.3. Sterilizasyon Asamalari

Bitki doku kiiltiirii calismalarinda yapilan sterilizasyon islemleri ¢aligmalarin basarisi igin

en Onemli asamalardan birisidir. Bir bitkinin ve patojen bir bakterinin biiyiimesi gerekli sartlar
birbirine ¢ok yakindir. Uygun bir besin ortami, uygun sicaklik ve nem miktar1 saglandiginda bir
bitki kolayca biiyliyebildigi gibi bir bakteri de kolayca iireyebilmektedir. Ortamdan bakteri ve
maya-kiiflerin uzaklastirilmasiyla g¢aligmalar sorunsuz olarak devam edecektir. Aksi takdirde

kontamine olan bir ortamda bitki kiiltiirliniin yapilmasi zorlagacaktir.

Bitki doku kiiltiiri c¢alismalarinda kullanilacak olan bitki tohumlarimin, besiyerinin,

ekipmanlarin ve g¢aligma ortaminin ¢aligma Oncesinde mutlaka steril edilmesi gerekmektedir.

Uygulanan sterilizasyon tekniklerinin 6nceden valide edilmesi, ¢alismanin basarisini artiracaktir.

Sterilizasyon iglemlerini, steril edilecek yer ve malzemeye gore 4’e ayirabiliriz;

. Biyogiivenlik kabininin sterilizasyonu
. Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu
. Besiyeri ve kavanozlarin sterilizasyonu

. Bitki tohumlarinin sterilizasyonu
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3.3.1. Biyogiivenlik kabininin sterilizasyonu

Calisma biyogiivenlik seviye 2 tip kabin kullanilmistir. Calismaya baslamadan 6nce kabin
ici dikkatli bir sekilde % 70’lik etil alkolle silinmistir. Kullanilacak malzemeler kabin igine
alinmadan 6nce % 70°lik etil alkolle silinmis daha sonra kabin ultraviyole lambas1 15 dakika

acilarak ¢aligma ortaminin steril olmasi saglanmaistir.

3.3.2. Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Kullanilacak laboratuvar aletleri (pens, bistiiri, bistiiri ucu, pecete, siizgeg, fayans, distile su,
cork borer) igine yeterli 1s1 girebilecek sekilde gevsek olarak aliiminyum folyoya sarilmistir.
Aliiminyum folyoya sarili aletler setler halinde buzdolabi posetine konulmus ve 1 atmosfer basing
altinda 20 dakika siire ile 121°C’ de otoklavda steril edilmistir. Sterilitenin kontrolii i¢in otoklav

bandi kullanilmastir.
3.3.3. Besiyeri ve kavanozlarin sterilizasyonu

Icerisine MS besiyeri konulacak olan kavanozlar ve kapaklari dokiim yapilmadan once
dikkatli bir sekilde temizlenmistir. Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in kapaklar ve kavanozlar
agizlan agik sekilde otoklavlanarak on sterilizasyon yapilmistir. MS besin ortami ve bitki biiylime
diizenleyicileri eklenmis MS besin ortam1 kavanozlara dokiildiikten sonra ayni konsantrasyonda
bitki biiylime diizenleyicisi igeren kavanozlar bir arada olacak sekilde buzdolab1 posetine

yerlestirilmis ve 1 atmosfer basing altinda 20 dakika siire ile 121°C’ de otoklavda steril edilmistir.
3.3.4. Bitki tohumlarinin sterilizasyonu

Tohum sterilizasyona baslamadan once sterilizasyon isleminde kullanilacak malzemelerin
steril edilmesi gerekmektedir. Bu yiizden 3 adet igi saf su dolu kavanoz, 2 adet bos kavanoz,
aliminyum kagida saril1 peceteler, tohum siizgeci ve pensten olusan set otoklavlanarak steril hale
getirilmistir. Biyogiivenlik kabini icerisinde gerceklestirilen islemde bos siselerden birisinin
igerisine % 70’lik etil alkol diger bos sisenin icerisine ise %10’luk ¢amasir suyu (%0.5 NaOCl
igerir) konulmustur. Sterilizasyon iglemleri i¢in tohumlar siizgeg igine konulduktan sonra sirasiyla 3
dk % 70’lik etil alkol icerisinde ardindan 5 dakika % 10’ luk ¢amagir suyunda (%0.5 NaOCl igerir)

bekletilmistir. Boylece tohumlar iizerlerinde bulunmasi muhtemel olan mikroorganizmalardan
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arindirilmistir. Uygulanan kimyasallarin uzaklastirilmas: amaciyla tohumlar 3 er dakika 3 ayri

distile steril su i¢cinde durulanmislardir.

Cizelge 3.6. Tohum Sterilizasyonu.

%70’lik Etil Alkol %10’luk Camasir Suyu (%0.5 NaOCl icerir) | Steril dH,0

3 Dakika 5 Dakika 3 Seri — 3’er Dakika

3.4. In Vitro Doku Kiiltiirii Calismalar

Calismada V. officinalis; P. vulgaris; T. officinale yaprak eksplantlarina uygulanan bitki
bliyime diizenleyicilerin  etkileri arastirilmigtir. Bu amagla farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda yalnizca BAP ve BAP ile NAA kombinasyonundan olusan 9 uygulama ve ek
olarak kontrol amaci ile herhangi bir biiylime diizenleyicisi icermeyen 10 MS besin ortami

kullanilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. V. officinalis; P. vulgaris; T. officinale yaprak eksplantlarina uygulanan bitki biiyiime

diizenleyicileri.
Bitki Biiyiime Diizenleyiciler (mg/L)
NAA BAP NAA BAP

1 0 0 6 2 0.5
2 1 0 7 2

3 1 0.5 8 3 0
4 1 9 3 0.5
5 2 0 10 3 1

3.5. P. vulgaris In Vitro Doku Kiiltiirii Calismalar
3.5.1. P. vulgaris yaprak eksplantlarina bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi

In vitro kosullarda mikrogogaltim sonucu elde edilmis P. vulgaris bitkisinin yapraklar:
farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besin ortamlarina aktarilmislardir (Cizelge 3.5).
Yapraklar cork borer yardimiyla 1cm?’lik biiyiikliikte kesilmistir. Eksplantlar 5 adet kavanoza her



28

bir kavanozda 3 yaprak olacak sekilde aktarilmigtir. Her uygulama igin 15 eksplant toplamda ise
150 eksplant kullanilmistir. Eksplantlar 22 hafta boyunca kiiltiire edilmislerdir ve 2 alt yar1 kati
kiiltiir ve 1 alt s1v1 kiiltiir olmak {izere toplam 3 alt kiiltiire alinmistir. En iyi gelisim gosteren 2-3-4-
8 numarali uygulamalardaki eksplantlar ise gelisimlerinin devami amaciyla 1 defa daha alt sivi
kiiltiire alinarak toplam 4 alt kiltiir yapilmistir. Diizenli olarak yapilan gdzlemler sonucunda
eksplantlarda meydana gelen; ilk koklenme, ilk kallus, kallus biiyiikliiklerindeki ve sayilarindaki
artis oranlar1 tespit edilmistir. Kiiltiir islemleri sonucunda elde edilen materyaller oda sicakliginda
kurutulmustur. Kuruyan kok ve kalluslar tartilarak antimikrobiyal aktivite analizleri igin

saklanmugtir.

Sekil 3.1. /n vitro kosullarda mikrogogaltimi yapilan P. vulgaris.

3.6. V. officinalis tohumlarimin in vitro ¢cimlendirilmesi

Biyogiivenlik kabinine daha onceden otoklavda steril edilmis malzemeler ve MS besiyeri
iceren kavanozlar % 70°lik etil alkolle silinerek almmuistir. Steril edilmis tohumlar steril pens
yardimiyla MS besiyeri igeren kavanozlara aktarimlari gergeklestirilmistir. Tohum yerlestirilmis
olan kavanozlarin iizerleri etiketlenmis ve kapaklar1 kapatildiktan sonra etrafi parafilm veya streg

film yardimiyla sarilarak disaridan gelen kontaminasyonlar1 6nlemek igin hava ile temasi tamamen
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engellenmistir. Kavanozlar bitki biiyiime odasinda 24+2 °C de 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik
kosullarda inkiibe edilmislerdir. Tohumlarin ¢imlenme kontrolii 7 giin ara ile yapilmis ve ilk

¢imlenme giinii belirlenmistir.

Sekil 3.2. V. officinalis tohumlar1.

3.6.1. In vitro cimlendirilen V. officinalis yaprak eksplantlarina bitki biiyiime

diizenleyicilerinin etkisi

MS besin ortamina ekimi yapilan V. officinalis tohumlarindan 12 hafta sonunda elde edilen
bitkilerinden izole edilen yapraklar farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besin
ortamlarina aktarilmislardir (Cizelge 3.5). Eksplantlar bir kavanozda esit biiyiikliikte 3 adet olacak
sekilde her ortamdan 5’er kavanoza aktarilmistir. Her uygulama icin 15 eksplant toplamda ise 150
eksplant ile ¢alisilmigtir. Eksplantlar 23 hafta boyunca kiiltiire edilmis; 2 alt yar1 kati kiiltiir ve 1 alt
stvi kiiltiir olmak tizere toplam 3 defa alt kiiltiire alinmiglardir. Alt kiiltiire almak yani aym bitki
biiylime diizenleyicisi konsantrasyona sahip MS besiyerine eksplantlar1 aktarmak, eksplantlar
acisindan besin yetersizligine bagh gelismeme durumunu engellemektedir. Diizenli araliklar ile
yapilan gdzlemler sonucunda eksplantlarda meydana gelen gelismeler belirlenmistir. Kiiltiir
islemleri sonucunda elde edilen kok ve kalluslar hasat edilerek golgede oda sicakliginda

kurutulmuslar, antimikrobiyal aktivite analizleri igin saklanmuistir.
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Sekil 3.3. Cimlenmis V. officinalis.

3.7. T. officinale In Vitro Doku Kiiltiirii Calismalar
3.7.1. T. officinale yaprak eksplantlarina bitki biiyiime diizenleyicilerinin etKkisi

In vitro kosullarda mikrogogaltim ile biiyiitiilmiis olan T. officinale bitkisinin yaprak
eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren MS besin ortamlarma aktarilmiglardir
(Cizelge 3.5). Eksplantlar bir kavanozda 3 yaprak olacak sekilde her ortamdan 5’er kavanoza
aktarilmigtir. Her farkli konsantrasyon igin 15 eksplant toplamda ise 150 eksplant kullanilmistir.
Yapraklar cok ince olmasi nedeniyle bistiiri yardimiyla esit boylarda kesilmistir. Eksplantlar 12
hafta boyunca kiiltiir ortamlarinda inkiibe edilmislerdir. Eksplantlarda meydana gelebilecek kararma
ve besin eksikligi problemlerinin 6nlenmesi amaciyla, dort hafta ara ile 2 defa alt yar1 kat1 kiiltiir
islemi yapilmistir. Diizenli olarak yapilan goézlemler sonucunda eksplantlarda meydana gelen
gelismeler; ilk kallus gozlenme zamani, kallus olusum ve gelisim durumlar1 ile kalluslardan
meydana gelen kok sayilar tespit edilmistir. Kiiltiir islemleri sonucunda elde edilen materyaller 40
°C’ de etiivde 48 saat kurutulmuslardir. Kuruyan kok ve kalluslar tartilarak antimikrobiyal aktivite

analizleri i¢in saklanmustir.
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Sekil 3.4. [n vitro kosullarda mikrogogaltimi yapilan T. officinale.

3.8. Antimikrobiyal aktivite calismalari

Uygulamalar sonucunda elde edilen kallus ve kok ekstrelerinin elde edilmesi i¢in kuru
materyaller 0.3 gram tartilarak 5 ml etanol igerisine alinmistir. Ekstraksiyon iglemi karanlikta, oda
sicakliginda ve 120 rpm hizinda ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilmistir. Onuncu giin sonunda
etanol bir siizge¢ araciligi ile siiziilerek ayrilmis ve evaporatdorde ucurularak ekstreler elde
edilmistir. Her bir ekstrenini iizerine 5 ml DMSO ilave edilerek ekstre tekrar ¢oziilmiis ve
antimikrobiyal aktivite testlerinde kullamilacak siispansiyonlar elde edilmistir. Testlerde bakteri
kiiltiirii  olarak Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Enterococcus faecalis;
Escherichia coli ve fungus kiiltiri olarak da Candida kruseii kullanmilmistir. Her bir
mikroorganizma 6ncelikle Mueller Hinton Broth besiyerine aktarilarak 48 saat 30 °C” de inkiibe
edilmistir. 48 saat boyunca 30 ° C'de inkiibe edilen bakteriyel suslar % 0.85 NaCl icinde
stispansiyon haline getirildi ve 0,5 MacFarlanda ayarlanmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerden Mueller
Hinton Agar besiyeri yiizeyine steril ekiivyon ile yayma ekim yapilmig ve tiim petri yiizeyine
bosluk birakilmadan mikroorganizma asilanmasi saglanmistir. Tiim petri kaplarinin merkezine steril
cam pastdr pipeti ile 6 mm c¢apinda kuyucuklar acilmis ve bitki ekstresi Orneklerinden bu
kuyucuklara 0,5 ml aktarim yapilmistir. Asilama ve aktarim islemleri sonras1 petri kaplar1 24-48
saat siire ile 30 °C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca petri kaplar1 incelenerek

mikrobiyal gelisimin olmadig1 zon ¢aplar 6lgiilerek kaydedilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Prunella vulgaris Bitkisi ile Yapilan Calisma Bulgular:
4.1.1. P. vulgaris bitki eksplantlarina bitki bilyiime diizenleyicilerin etkileri

Mikrogogaltim ile elde edilmis olan P vulgaris bitkiciklerinin yapraklari cork borer
yardimiyla 1 em?’ lik eksplantlar halinde kesilerek farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP
ve NAA iceren MS besin ortamlarinda (Cizelge 3.7) inkiibe edilmislerdir. Eksplantlar 2 defa yar
kat1 kiiltiire alinmustir. Oncelikle bu kiiltiir uygulamalarinda en iyi gelisimi gdsteren 4 deney
grubundaki (2, 3, 4, 8) eksplantlar siv1 kiiltiirlere aktarilmislardir. Daha sonra ise tiim deney gruplari
alt siv1 kiiltiire alinarak toplam 4 alt kiiltiire alinmistir. Kiiltiir ¢alismalar1 yaklasik 22 hafta
surmiuistur.

Yapilan gozlemler sonucunda kok olusumlarinin yaprak eksplantlarinin yarali bolgelerinde
meydana geldigi, kdklerin MS ortama degdikleri yerlerde kallus olusturduklar1 ve bu bolgelerden
tekrar ¢ok sayida kok olusturduklari belirlenmistir. Kiiltiir islemlerinin 26. giiniinde yapilan
gozlemler sonucunda ilk kok olusumlar: 3 mg/L. NAA (Deney Grup No:8) igeren besin ortaminda
%80, 1 mg/LL NAA (Deney Grup No:2) iceren besin ortaminda %53.3 ve 2 mg/L NAA (Deney
Grup No:5) igeren besin ortaminda %46.6 oranlarinda belirlenmistir. Kiiltiir iglemlerinin 47.
giiniinde yapilan gézlemde tiim uygulamalarda kok olusumlar1 gézlenmistir. En iyi kok gelisimleri
yine ilk kok olusumlarinin gozlendigi 3 mg/L NAA(Deney Grup No:8) igeren besin ortaminda %80
olarak belirlenmistir (Cizelge 4. 5.).

En iyi kok gelisimleri 3, 4, 8 numarali deney gruplarinda, en uzun kék olusumlan 2, 4, 8
numarali deney gruplarinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda goézlenmistir. Sivi kiiltiir
caligmalart i¢in, Oncelikle en iyi ve en uzun kok gelisimlerinin gozlendigi 2, 3, 4 ve 8 numarali
deney gruplarinda elde edilen kokler sec¢ilmistir ve kdkler ayni bitki biiylime diizenleyicileri iceren

stvi ortamlarda alt kiiliire alinmiglardir (Sekil 4.13. ; 4.14.; 4.15.; 4.19.).

Yapilan uygulamalar sonucunda herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol
grubu hari¢ tim uygulamalarda kallus olusumlar1 gézlenmistir. En iyi kallus olusumlart 3 mg/L

NAA (Deney Grup No:8) bitki biiylime diizenleyicisini igeren MS besin ortaminda gozlenmistir.



Cizelge 4.1. P. vulgaris e ait Gozlem Sonuglarina Gore Belirlenen Kok ve Kallus Yiizdeleri.

Eksplant sayist
Deney 4.Hafta | 4.Hafta | 7.Hafta | 7.Hafta | 12.Hafta | 12.Hafta
Gbu | NAA | BAP || % % % % % %
Kallus Kok Kallus Kok Kallus Kok
1 0 0 151515 0 0 0 0 0 0
2 1 0 1511515 %80 %353.3 %80 %60 %80 9%66.6
3 1 05 [ 15|12 | 12| %933 % 0 %100 %75 %100 9%91.6
4 1 1 15|15 15 %80 %0 %93.3 %13.3 9%93.3 %73.3
5 2 0 15| 15| 15| %86.6 %46.6 %86.6 %60 %86.6 %60
6 2 05 | 15| 15| 15| %733 %13.3 %73.3 %53.3 %80 9%66.6
7 2 1 15 15|15 | %733 %0 %73.3 9%26.6 %73.3 %60
8 3 0 1I5(15|15| %100 %80 %100 %80 %100 %80
9 3 05 |15 15| 15 %60 %0 %60 %40 %60 %60
10 3 1 15| 3 3 %0 %0 %33.3 %33.3 9%33.3 %33.3
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Cizelge 4.2. P. vulgaris’e ait gdzlem sonuglarina gore 7 hafta sonra belirlenen kok, kallus ve toplam

kok sayilart.
Deney Kavanoz Eksplant Kallus olusturan Kok olusturan Eksplantlarda olugan
grubu numarast sayis1 eksplant sayis1 eksplant sayis1 kok sayilari
1 3 2 2 25+11
2 3 3 3 Cok sayida
2 3 3 1 1 30
4 3 3 2 7+11
5 3 3 1 5
1 3 3 2 1+3
2 3 3 2 549
3 3 Kontamine
4 3 3 3 1+1+1
5 3 3 2 243
1 3 3 0 0
2 3 3 1 4
4 3 3 2 0 0
4 3 3 0 0
5 3 3 1 3
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Cizelge 4.2. (devam). P. vulgaris’e ait gozlem sonuglarina gore 7 hafta sonra belirlenen kok, kallus

ve toplam kok sayilar.

Deney Kavanoz Eksplant Kallus olusturan Kok olusturan Eksplantlarda olusan
grubu numarast sayisl eksplant sayisi eksplant sayis1 kok sayilari
1 3 3 3 1+11+18
2 3 3 3 8+2+13
5 3 3 3 1 11
4 3 2 0 0
5 3 2 2 2+17
1 3 2 0 0
2 3 3 2 6+13
6 3 3 2 2 3+1
4 3 2 2 7+7
5 3 2 2 8+4
1 3 2 1 1
2 3 3 1 4
7 3 3 2 0 0
4 3 2 1 2
5 3 2 1 7
1 3 3 1 10
2 3 3 2 15+6
8 3 3 3 3 12+4+COK
4 3 3 3 20+14+2
5 3 3 3 18+1+6
1 3 2 2 1+1
2 3 2 0 0
9 3 3 1 1 4
4 3 3 2 15+4
5 3 1 1 15
1
2 KONTAMINE
10 3
4 3 1 1 1
5 KONTAMINE




Cizelge 4.3. Uygulamalar sonucunda elde edilen ve antimikrobiyal analiz i¢in kurutulan

P. vulgaris’e ait kok -kallus toplam miktarlart (gr).
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Bitki Biiylime Diizenleyicileri (mg/L)

Deney Grup No Elde edilen kok-kallus miktar1 (gr)
NAA BAP

2 1 0 0.9920 g
3 1 0.5 0.8555 ¢
4 1 1 0.9865 g
5 2 0 039¢

6 2 0.5 0.257 g
7 2 1 0.5180 g
8 3 0 1.8365 g
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Sekil 4.1. 1 mg/LL NAA igeren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olugan kok ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, ¢) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 102 giinliik, f) 115 giinliik,
g) 149 giinliik, h ) 149 giinliik (aktarim), 1) 172.giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.2. 1 mg/LL NAA + 0.5 mg/L BAP i¢eren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, c) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 102 giinliik, f)
115 glinliik, g) 149 giinliik, h ) 149 giinliik(aktarim), 1) 172.giin kurutulan kdk ve kalluslar.
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Sekil 4.3. 1 mg/L NAA + 1 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, c) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 102 giinliik,

f) 115 giinliik, g) 149 giinliik, h ) 149 giinliik(aktarim), 1) 172.giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.4. 2 mg/L. NAA iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan kok ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, c¢) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 115 giinliik, f) 149 giinliik, g)
172. giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.5. 2 mg/LL NAA + 0.5 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 glinliik, b) 21 giinliik, c) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 115 giinliik, f) 149
giinliik, g) 172.giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.6. 2 mg/LL NAA + 1 mg/L BAP igeren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan
kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, c) 58 giinliik, d) 91 giinliik, e) 115 giinliik, f) 149
giinliik, g) 172.giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.7. 3 mg/L. NAA igeren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan kdk ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, c) 58 giinliik, d) 91 giinliik, ) 102 giinlik, f) 149 giinliik, g)
172. giin kurutulan kok ve kalluslar.
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Sekil 4.8. 3 mg/L. NAA + 0.5 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, ¢) 58 giinliik, d) 91 giinliik.

Sekil 4.9. 3 mg/L. NAA + 1 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan
kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 21 giinliik, ¢) 58 giinliik, d) 91 giinliik.



4.1.2. Elde edilen P. vulgaris adventif koklerinin ve kalluslarinin antimikrobiyal

aktivite sonuclari
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Sekil 4.10. 3 mg/L. NAA iceren MS besin ortamindaki yapraklardan olusan kallus kiiltiiriiniin

bakterilere kars1 olusturmus olduklar1 zonlar.

Cizelge 4.4. P. vulgaris’e ait antimikrobiyal aktivite zon ¢aplar1 (mm).

Bitki Bilylime
o Zon Capi (mm)
Diizenleyicileri (mg/L)
DENEY Staphylococcus | Pseudomonas | Enterococcus | Escherichia | Candida
NAA | BAP
GRUBU aureus aeruginosa faecalis coli krusei
2 1 0 0 15 0 10 0
3 1 0.5 0 14 0 12 0
4 1 1 0 15 0 12 0
5 2 0 0 0 0 0 0
6 2 0.5 0 0 0 0
7 2 1 0 0 0 0 0
8 3 0 0 25 0 18 0

“0” olarak yazilanlar tekrarlanan denemelerde istatistiksel olarak anlamsiz sonuglar alinan veya hig¢

zon ¢ap1 goriilmeyen olarak degerlendirilmstir.
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4.2. Valeriana officinalis BitKkisi ile Yapilan Calismalarin Bulgular
4.2.1. V. officinalis tohumlarinin in vitro ¢cimlendirme bulgulari

Steril eksplantlarin elde edilmesi amaciyla V. officinalis tohumlar 3 dakika etil alkol, 5
dakika camagir suyunda (%0.5 NaOCI igerir) bekletilerek yiizey sterilizasyonu iglemlerinden
gecirilmistir. Tohumlar in vitro kosullarda basan ile ¢imlendirilmis, herhangi bir kontaminasyon
problemi ile karsilagilmamistir. Yapilan haftalik gézlemler sonucunda ilk ¢gimlenmelerin 17. giinde

oldugu belirlenmistir.

4.2.2. In vitro ¢imlendirilen V. officinalis yaprak eksplantlarina bitki biiyiime

diizenleyicilerinin etkisi

Elde edilen V. officinalis bitkiciklerinin yapraklari, 1 cm?’ lik eksplantlar halinde kesilerek
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besin ortamlarinda (Cizelge
3.7) inkiibe edilmislerdir. Eksplantlar 2 defa yari-kati, 1 defa siv1 olarak alt kiiltiire alinmis, kiiltiir
islemleri 23 hafta siirmiistiir. Stv1 kiiltiire alman eksplantlar, yari-kat1 kiiltiir ortaminda en iyi
gelisim gosteren eksplantlardan secilmis olup her deney grubundan 6 eksplant se¢ilmistir. Yapilan
gozlemler sonucunda ilk olarak 1 mg/L NAA (Deney Grup No:2) igeren MS besin ortaminda kok
olusumlar belirlenmistir (Sekil 4.1.). Kontrol grubu hari¢ tiim deney gruplarinda kok olusumlart
ticlincii hafta sonunda gozlenmistir (Cizelge 4.1.) (Sekil 4.2.;4.3.;4.4.;4.5.;4.6.;4.7.;4.8.;4.9.
; 4.10.). Yapilan tartim iglemleri sonucunda en yiiksek kok agirligir 2 mg/L NAA + 0.5 mg/L BAP
(Deney Grup No:6) iceren MS besin ortaminda elde edilmistir (Sekil 4.6.). Yapilan kiiltiir iglemleri
sonucunda elde edilen kokler antimikrobiyal etki c¢alismalari i¢in oda sicaklifinda golgede

kurutulmuslardir.
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Sekil 4.11. V. officinalis yaprak eksplantlarinda gozlenen ilk kok olusumlar (1 mg/L NAA + MS).

Cizelge 4.5. V. officinalis yaprak eksplantlarinda kok olusturan eksplant sayist ve kdk olusturma

yiizdesi.

Bitki Bitylime
Diizenleyicileri (mg/L)

2. hafta gdzlemleri

3.hafta gzlemleri

Deney
Grup Kok Kok Kok Kok
No NAA BAP Eksplant |  olusturan olusturma | Eksplant | olusturan olusturma
sayis1 eksplant yiizdesi sayis1 eksplant yiizdesi
sayis1 sayi1s1
1 0 0 15 0 0 15 0 0
2 1 0 15 12 80 15 14 93
3 1 0.5 15 15 100 15 15 100
4 1 1 15 7 47 15 14 93
5 2 0 15 4 27 15 15 100
6 2 0.5 15 2 13 15 14 93
7 2 1 15 2 13 15 15 100
8 3 0 15 6 40 15 12 80
9 3 0.5 15 15 100 15 15 100
10 3 1 15 6 40 15 14 93
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Sekil 4.12. 1 mg/L. NAA igeren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a) 15 giinliik, b) 36
giinliik, ¢) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.

Sekil 4.13. 1 mg/L NAA + 0.5 mg/L BAP iceren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a)
15 giinliik, b) 36 giinliik, ¢) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.
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Sekil 4.14. 1 mg/L. NAA + 1 mg/LL BAP igceren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a) 15
giinliik, b) 36 giinliik, c) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.

Sekil 4.15. 2 mg/L. NAA igeren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a) 15 giinliik, b) 36
giinliik, ¢) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.



49

Sekil 4.16. 2 mg/L. NAA + 0.5 mg/LL BAP iceren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a)
15 giinliik, b) 36 giinliik, c) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.

Sekil 4.17. 2 mg/L NAA + 1 mg/L BAP igeren MS besi ortamlarinda olusan adventif kdkler a) 15
giinliik, b) 36 giinliik, ¢) 71 gilinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.
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>

s |
Sekil 4.18. 3 mg/L NAA iceren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a) 15 giinliik, b) 36
giinliik, ¢) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f)Kurutulan kokler.

Sekil 4.19. 3 mg/L. NAA + 0.5 mg/L. BAP igeren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a)
15 giinliik, b) 36 ginliik, ¢) 71 giinliik, d) 111 giinliik, e) 136 giinliik, f) Kurutulan kokler.
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Sekil 4.20. 3 mg/LL NAA + 1 mg/L BAP igceren MS besi ortamlarinda olusan adventif kokler a) 15
giinliik, b) 36 giinliik, c) 71 giinliik, d) 111 giinliik, ) 136 giinliik, f) Kurutulan kokler.

Sekil 4.21. Deney gruplarindan elde edilen koklerinin bir arada gorlintiisi.



In vitro ortamda ¢imlendirilmis ve herhangi bir biiyiime diizenleyici eklenmemis MS besin
ortaminda yaklasik 3 ay inkiibe edilerek biiyiimiis olan V. officinalis bitkicigi de antimikrobiyal

aktivite ¢aligmasi igin kurutulmus ve saklanmistir.

Sekil 4.22. Biiyiime diizenleyici eklenmemis MS besin ortaminda yetisen 3 aylik V. officinalis.
Yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen kokler hasat edilmis 72 saat oda sicakliginda,
golgede kurutulmuslardir. Hassas terazi kullanilarak her bir deney grubu ayri ayr tartilmistir

(Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.6. Antimikrobiyal aktivite analizi i¢in kurutulan V. officinalis kok miktarlari (gr).

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L)
Deney Grup No Elde edilen kok miktar (gr)
NAA BAP
1 0 0 0.4570 g
2 1 0 2.148 g
3 1 0.5 2.147 g
4 1 1 0.0789 g
5 2 0 230¢g
6 2 0.5 237¢g
7 2 1 148 ¢
8 3 0 097¢g
9 3 0.5 1.19g
10 3 1 097 ¢




53

4.2.3. Elde edilen V. officinalis adentif koklerinin antimikrobiyal aktivite sonuclari

Sekil 4.23. V. officinalis adentif koklerinin bakterilere karsi olusturmus olduklar1 zonlar a) 2 mg/L
NAA+0,5 mg/L BAP, b) 2 mg/L. NAA+1 mg/L. BAP, c¢) 3 mg/L NAA, d) Kontrol.

Cizelge 4.7. V. officinalis’e ait antimikrobiyal aktivite zon gaplart (mm).

Bitki Biiyiime
Zon Cap1 (mm)
Diizenleyicileri (mg/L)
DENEY Staphylococcus Pseudomonas Enterococcus Escherichia Candida
NAA BAP
GRUBU aureus aeruginosa faecalis coli krusei
1 0 0 0 0 0 0 30
2 1 0 0 0 0 0 0
3 1 0.5 0 18 0 45 20
4 1 1 0 0 0 0 0
5 2 0 0 20 0 50 26
6 2 0.5 0 24 0 48 20
7 2 1 0 25 0 50 25
8 3 0 0 0 0 12 20
9 3 0.5 0 0 0 0 0
10 3 1 0 0 0 0 0

“0” olarak yazilanlar; tekrarlanan denemelerde istatistiksel olarak anlamsiz sonuglar alian veya hic

zon ¢ap1 goriilmeyen olarak degerlendirilmistir.
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4.3. Taraxacum officinale Bitkisi ile Yapilan Calisma Bulgular:
4.3.1. T. officinale bitki eksplantlarina bitki biiyiime diizenleyicilerin etkileri

Mikrogogaltim ile elde edilmis olan 7. officinale bitkiciklerinin yapraklar1 bistiiri ucu
yardimiyla 1 cm?’ lik eksplantlar halinde kesilerek farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP
ve NAA iceren MS besin ortamlarinda (Cizelge 3.7) inkiibe edilmislerdir. Eksplantlar 2 defa yar

kat1 kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir calismalar1 yaklasik 12 hafta stirmiistiir.

Yapilan gozlemler sonucunda kiiltiir islemlerinin 2. haftasindan itibaren kallus olusumlar1
gozlenmistir. Kiiltiir iglemlerinin 22. gliniinde yapilan gozlemler sonucunda 1 mg/L. NAA+0.5 mg/L
BAP (Deney Grup No:2) iceren MS besin ortami ile 1 mg/L NAA+1 mg/L. BAP (Deney Grup
No:4) igeren MS besin ortamlarinda bulunan eksplantlarin tiimiinde kallus olusumu gozlenmistir.
Kiiltiir islemlerinin 50. giiniinde yapilan goézlemlerde ise daha onceki ortamlara ek olarak 2 mg/L
NAA+1 mg/L BAP (Deney Grup No:7) iceren MS besin ortami, 3 mg/L NAA+0.5 mg/L BAP
(Deney Grup No:9) igeren MS besin ortami ve 3 mg/L NAA+1 mg/L BAP igeren (Deney Grup
No:10) MS besin ortamlarindaki tiim eksplantlarda da kallus gdzlenmistir. Uygulamalarin
sonucunda en ¢ok kallus olusumu 3 mg/L NAA+0.5 mg/L BAP (Deney Grup No:9) iceren MS
besin ortaminda gerceklesmistir. 2 mg/L NAA+1 mg/L BAP (Deney Grup No:7) igeren MS besin
ortami ve 3 mg/L. NAA + 1 mg/L BAP (Deney Grubu No:10) igeren MS besin ortamlarindaki kallus
olusumlar1 da en ¢ok kallus olusturan deney gruplarindandir.

Kiiltiir islemlerinin 22. giiniinde yapilan gézlemler sonucunda ilk kdk olusumlar1 3 mg/L
NAA igeren besin ortaminda goriilmiistiir ve eksplantlarda %20 oraninda kék olusumu gézlenmistir.

Kiiltiir iglemlerinin 2. ayinda tiim deney gruplarinda koklenmeler gézlenmistir.
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Cizelge 4.8. T. officinale e ait gdzlem sonuglarina gore belirlenen kok ve kallus yilizdeleri.

DENEY NAA BAP Eksplant 3. Hafta 3. Hafta 7. Hafta 7. Hafta 11. Hafta | 11.Hafta
GRUBU sayis1 Gozlem Gozlem Gozlem Gozlem Gozlem Gozlem
L 15 3 | %Kallus | %Kok | %Kallus | %Kok | %XKallus | %Kok
1 0 o |1s]15]15 0 0 0 0 0 0
2 1 o |1s115]15 0 0 33 0 60 33
3 1 05 | 333 100 0 100 0 100 20
4 1 1 151515 100 0 100 0 100 50
5 2 0 919 |09 133 13.3 333 20 333 20
6 2 05 |[15|15 |15 533 0 66.6 0 75 25
7 2 1 151515 | 6153 0 100 13.3 100 40
8 3 0o |[13|13]13 40 20 60 20 60 20
9 3 05 15|15 15 80 6.6 100 20 100 40
10 3 1 15|15 15 86.6 0 100 20 100 40

Sekil 4.24. 1 mg/LL NAA iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olugan kdk ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, c) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinliik.
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Sekil 4.25. 1 mg/lL NAA+0.5 mg/L BAP igeren igeren MS besin ortamindaki yaprak
eksplantlarindan olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, c¢) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e)
70 giinlik.

Sekil 4.26. 1 mg/L NAA + 1 mg/L BAP igeren igeren MS besin ortamindaki yaprak
eksplantlarindan olusan kok ve kalluslar, 1 giinliik, b) 13 giinliik, c) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70
giinliik.
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Sekil 4.27. 2 mg/L. NAA igceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan kdk ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, c) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinlik.

Sekil 4.28. 2 mg/LL. NAA + 0.5 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, c) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinliik.



58

Sekil 4.29. 2 mg/L. NAA + 1 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarmdan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, ¢) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinliik.

Sekil 4.30. 3 mg/L. NAA igeren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan kok ve
kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, ¢) 22 giinliik, d) 54 giinliik, ) 70 giinliik.
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Sekil 4.31. 3 mg/L NAA+0.5 mg/L BAP igeren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan
olusan kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, ¢) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinliik, f ) 70
giinliik.

Sekil 4.32. 3 mg/L NAA+1 mg/L BAP iceren MS besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan olusan
kok ve kalluslar, a) 1 giinliik, b) 13 giinliik, ¢) 22 giinliik, d) 54 giinliik, e) 70 giinlik, f) 70 giinliik.
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Sekil 4.33. Etiiv icerisinde kurutulan kalluslar ve kurutulmus kalluslar.

4.3.2. Elde edilen T. officinale kalluslarinin antimikrobiyal aktivite sonuc¢lari

Sekil 4.34. T. officinale kalluslarinin bakterilere karsi olugturmus olduklari zonlar; a) 3 mg/L NAA
+ 0.5 mg/L BAP b) 3 mg/LL NAA + 1 mg/L. BAP.



Cizelge 4.9. T. officinale’e ait antimikrobiyal aktivite zon ¢aplar1 (mm).
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Bitki Biiyiime
.y Zon Cap1 (mm)
Diizenleyicileri (mg/L)
DENEY Staphylococcus | Pseudomonas | Enterococcus | Escherichia | Candida
NAA | BAP

GRUBU aureus aeruginosa faecalis coli krusei
2 1 0 0 0 0 0 0
3 1 0.5 0 0 0 0 0
4 1 1 0 0 0 0 0
5 2 0 0 0 0 0 0
6 2 0.5 0 0 0 0 0
7 2 1 15 0 0 0 40
8 3 0 0 0 0 0 0
9 3 0.5 16 0 0 0 42
10 3 1 12 0 0 0 28

“0” olarak yazilanlar; tekrarlanan denemelerde istatistiksel olarak anlamsiz sonuglar alinan veya hig

zon ¢ap1 goriilmeyen olarak degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tibbi 6neme sahip bitkiler diinya genelinde yogun olarak kullanilmaktadir. Kullanilan tibbi
bitkilerin bir kisminin antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu yapilan fitokimyasal analizlerle
belirlenmistir. Kimyasal ilaglarm zararlar1 ve antibiyotik direngli bakteriler dolayisiyla bitkisel
kaynakli antimikrobiyallere son donemlerde giderek artan bir ilgi vardir. Bitkiler birincil
metabolitlerle birlikte biyoaktif 6zellige sahip "sekonder metabolitler" olarak adlandirilan maddeleri
de sentezleyebilirler. Artan ilginin bitki tiirleri izerinde olumsuz etkiler yaratmamasi i¢in sekonder
metabolitlerin biyoteknolojik yoOntemlerle iiretilmesi hizli, basit ve giivenilir bir yol olarak
goriilmektedir. Literatiirde bitki doku kiiltiiri yontemleri kullanilarak sekonder metabolitlerin
iretimi tlizerine bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Perez-Alonso vd., 2018; Sarkar vd., 2018; Shasmita

vd., 2018; Grzegorczyk-Karolak vd., 2017; Bayraktar vd., 2016).

Calismalarda P. vulgaris, V. officinalis, T. officinale yaprak eksplantlarina farkl
konsantrasyon ve kombinasyonlarda yalnizca BAP ve BAP ile NAA kombinasyonundan olusan 9
uygulama ve kontrol igin herhangi bir biiylime diizenleyicisi icermeyen 10 MS besin ortami

kullanilmis, elde edilen rejeneratlarin antimikrobiyal etkinlikleri belirlenmistir.

Uygulamalarda yaprak eksplantlarinin kullanilmasinda; bu bitkiler ile yapilan daha 6nceki
caligmalar ve yaprak eksplantlarinin basarili sonuglar verdigi birgok literatiir yol gosterici olmustur
(Cetin ve S6nmez, 2017; Cetin vd., 2018; Sadik, 2014; Islam ve Alam, 2018; Enyew ve Feyissa,
2019). Yaprak eksplantlari, V. officinalis de tohumlarinin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi sonucu
elde edilen bitkiciklerden, P. vulgaris ve T. officinale bitkilerinde ise in vitro kosullarda

mikrocogaltimi yapilan bitkilerden elde edilmistir.

P, vulgaris bitkisinin 22 hafta siiren kiiltiir ¢aligmalarinda yaprak eksplantlari; 2 defa yari
kat1 kiiltiire ardindan 2 defa siv1 kiiltiire alinarak toplamda 4 alt kiiltiir ¢aligmasi yapilmistir. Kok
gelisimi yaprak eksplantlarinin yarali bolgelerinde, kallus gelisimi ise koklerin MS ortamina
degdikleri yerlerde gozlenmistir. Kalluslarla birlikte bu bolgelerde tekrar ¢ok sayida kok geligimi
olmustur. Dordiincii haftada ilk kok olusumlart 3 mg/LL. NAA igeren besin ortaminda %80, 1 mg/L
NAA igeren besin ortaminda %53.3 ve 2 mg/L. NAA igeren besin ortaminda %46.6 oranlarinda
belirlenmistir. En iyi kok gelisimleri de 3 mg/L NAA iceren besin ortaminda %80 oraninda

gozlemlenmistir. Bununla birlikte 9. haftada yapilan gézlemde tiim uygulamalarda kok olusumlar
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gorilmiistiir. Bitki doku kiiltiiri uygulamlarinda besin ortamina konulan oksin grubu bitki biiylime
diizenleyicilerin kok olugsumlari iizerinde olumlu etkisinin oldugunun bildirildigi birgok literatiir

bulunmaktadir (Yu, vd., 2017; Simao vd., 2016; Enders ve Strader, 2015).

V. officinalis tohumlar1 3 dakika etil alkol, 5 dakika ¢amagir suyunda (%0.5 NaOClI igerir)
bekletildikten sonra in vitro kosullarda ¢imlendirilmis, kontaminasyon problemi yasanmadan
3.hafta igerinde ilk ¢imlenme gézlemlenmistir. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP ve
NAA iceren MS besin ortamlarinda 2 defa yari-kati, 1 defa siv1 alt kiiltiire alinarak 23 haftada
tamamlanmistir. Kok olusumlari ilk olarak 1mg/L NAA igeren MS besin ortaminda 2.hafta sonunda,
tiim deney gruplarinda ise iiglincii hafta sonunda gézlemlenmistir. Yapilan gézlemler sonucunda en
iyi kok gelisimlerinin 0.5mg/L BAP+1mg/L NAA iceren besin ortaminda oldugu belirlenmistir.
Nikolova vd. (2017) V. officinalis koklerinin in vitro kosullardaki yapilarini ve biyosentetik
kapasitesitelerini arastirdiklar1 ¢alismada, tez sonuglarina benzer olarak 0.5mg/L. BAP+1mg/L NAA

igeren besin ortaminda kok olusumlar1 gézlediklerini bildirmislerdir.

Kiiltiir calismalan yaklasik 12 hafta siiren 7 officinale bitkiciklerinin yaprak eksplantlar 2
defa yar kat1 kiiltiire alinnmustir. Ugiincii haftadan itibaren ekplantlarda hacimsel biiyiime ve kesilen
kisimlarinda kallus olusumlari gdzlemlenmistir. Ik kok olusumlari 4. hafta icerisinde 3 mg/L NAA
iceren besin ortaminda, 8. haftada ise deney gruplarinin tamaminda gézlemlenmistir. Ermayanti vd.
(2011) T' officinale yaprak eksplantlarina uyguladiklart BAP+NAA kombinasyonu igeren tim

uygulamalarda tez sonuglarina benzer sekilde kallus olusumlari gézlemislerdir.

Prunella vulgaris, Valeriana officinalis ve Taraxacum officinale bitkilerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in bitkilere ait kurutulmus adventif kok ve kalluslardan Oncelikle
ekstraktlar elde edilmistir. Testlerde bakteri kiiltiiri olarak Staphylococcus aureus; Pseudomonas
aeruginosa; Enterococcus faecalis; Escherichia coli ve fungus kiiltiirii olarak da Candida kruseii

kullanilmugtir.

Antimikrobiyal aktivite testi sonuglarina gore; P. vulgaris adventif kokleri ve kalluslar
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterileri; V. officinalis adventif kokleri
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli bakterileri ve Candida kruseii fungusu; T. officinale
kalluslariin ise Staphylococcus aureus bakterisi ve Candida kruseii fungusu iizerinde

antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Yapilan test calismalari sonucunda bitki
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biliylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin antimikrobiyal aktivite {izerinde etkili oldugu

belirlenmistir.

Prunella vulgaris’in kallus-kok ekstraktinin E. coli bakterisine karst etkisinin belirlendigi
sonuglar Cetin ve Kalyoncu (2018) tarafindan in vitro kosullarda yetisen Prunella vulgaris
strgiinlerinin S.aureus, E.coli, B.cereus, B.subtilis, S. typhimurium, P.vulgaris, E. faecalis, E.

cloacae, K.rhizophila bakterilerine kars1 etkili oldugunun bildirildigi calisma ile uyumludur.

Diizgiiner ve Erbil (2019) de calismalarinda V. officinalis bitkisinden elde ettikleri
ekstraktlarin tez sonuglarina benzer olarak P. aeroginosa, Escherichia coli bakterilerine kars: etkili
oldugunu tespit etmislerdir. Farkli olarak Staphylococcus aureus bakterisine kars1 da etki gosterdigi

sonucuna ulagsmislardir.

T. officinale antimikrobiyal aktivite ¢alismalari sonucunda S. aureus bakterisi ve Candida
kruseii fungusuna karsi bulunan etki, Sohail vd. (2014) ¢alismalarindaki 7. officinale bitkisinin
yaprak ekstraktlarinin S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli, karst etkili oldugunu bildirdikleri

aragtirma sonuglari ile uyumludur.

Tez caligmasi verileri ileride yapilabilecek sekonder metabolit ve antimikrobiyal ¢alismalar

i¢in yol gosterici niteliktedir.
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