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OZET

DOKTORA TEZi

BiYOREAKTORLER iLE YERLI BITKiSEL GEN KAYNAKLARINDAKI
BAZI SEKONDER METABOLITLERIN DOKU KULTURUNDE
URETILMESI

Berk BASTUG

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tamer OZCAN
II. Damisman : Doc. Dr. Ozge KARAKAS METIN

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yerli gen kaynaklarinda mevcut olan Rosmarinus officinalis L. ve
Salvia officinalis L. eksplantlarindan kallus kiiltiiriiniin olusturulmasini takiben Salvia
officinalis L. kalluslarinda TIS biyoreaktorii ve jasmonik asit uygulamasi ile sekonder metabolit
tiretiminin arttirtlmast amaclanmistir. Amag¢ dogrultusunda farkli bitki biiylime diizenleyici
konsantrasyonlarma sahip besiyerlerinde 6n denemeler yapilmistir. On denemelerde TIS
biyoreaktor sistemine en uygun kallus olusumu elde edilen besiyeri formiilasyonu ile sistemin
optimizasyonu yapilmistir. On denemeleri ve optimizasyonu takiben Salvia officinalis L.
eksplantlarindan kat1 kiiltiirde kallus kiiltiirii olusturulmustur. Elde edilen kalluslarda, sekonder
metabolit iceriginin arttirilmasi amaciyla jasmonik asit uygunlanmis kati1 besiyeri ve TIS
biyoreaktdriinde, jasmonik asit uygunlanmamis TIS biyoreaktoriinde kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir
stiresinin sonunda kalluslardan elde edilen ekstraklar toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan
madde miktarlar tespit edilerek, ilgili veriler karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore TIS
biyoreaktér yontemi ve jasmonik asit uygulamalarinin in vitro kiltiir kosullarinda, klasik in
vitro kiiltiir yontemlerine gore sekonder metabolit icerigini arttirdigr ve sekonder metabolit
tiretimi i¢in kullanilabilecegi belirlenmistir.

Aralik 2022, 65 sayfa.
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

PRODUCTION OF SOME SECONDER METABOLITS FROM NATIVE
PLANT GENETIC RESOURCES IN TISSUE CULTURES BY
BIOREACTORS

Berk BASTUG

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Tamer OZCAN
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ozge KARAKAS METIN

Within the scope of this thesis, it was aimed to increase the production of secondary metabolites
by the application of TIS bioreactor and jasmonic acid in the callus of Salvia officinalis L.
following the formation of callus culture in the TIS bioreactor in Rosmarinus officinalis L. and
Salvia officinalis L.. For this purpose, preliminary experiments were carried out on media with
different plant growth regulator concentrations. In the preliminary trials, the system was
optimized with the medium formulation in which the most suitable callus formation was
obtained for the TIS bioreactor system. Following preliminary experiments and optimization,
callus culture was established the solid culture of Salvia officinalis L. from explants. In order
to increase the secondary metabolite content, the obtained calluses were cultured in a solid
medium and TIS bioreactor with jasmonic acid, and in a TIS bioreactor without jasmonic acid.
At the end of the culture period, the amounts of total phenolic, flavonoid and antioxidants of
the extracts obtained from the calluses were determined and the relevant data were compared.
According to the data obtained, it was determined that the TIS bioreactor method and jasmonic
acid applications increased the secondary metabolite content compared to classical in vitro

Xiii



culture methods and could be used for secondary metabolite production under in vitro culture
conditions.

December 2022, 65 pages.

Keywords: Salvia officinalis L., plant tissue culture, temporary immersion system bioreactors,
jasmonic acid
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca bitkiler yiyecek, hayvan yemi, koku verici, tatlandiric1 ve tedavi edici
olarak kullanilmaktadir. Bazi bitkilerden tekstil lifi tiretimi yapilirken, ¢cok sayida tiir siis bitkisi
olarak degerlendirilmekte, buna ek olarak pek c¢ok bitkiden de igerdikleri kimysallar sebebiyle
ilagc elde edilmektedir. Tiirkiye’de tedavi amaciyla kullanilan takson adedinin en az 500,
diinyada ise 100.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Glinlimiiz teknolojisi ile s6z konusu
bitkilere bu 6zellikleri kazandiran kimyasal bilesiklerin bir kismi1 bilimsel olarak tespit edilmis
olup, ¢aligmalar endiistriyel dlgekte iiretim ve yararlanmaya odaklanmistir. Gliniimiizde birgok
modern ilag, dogrudan veya dolayli olarak bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. Bitkisel
kokenli kimyasal bilesiklerden 6zellikle kanser tedavisi ve enfeksiyon hastaliklarinin yani sira,
metabolik sendrom, immiin hastaliklar, depresyon, Alzheimer gibi vakalarda; antioksidan,
antilipidemik, kardioprotektif ozellik tasiyan biyoaktif maddelerde fonksiyonel gidalarin ve

gida destekleyicilerinin iiretiminde yararlanilmaktadir.

Bitki sekonder metabolitleri, basta saglik ve gida olmak tizere bir¢ok endiistride yogun olarak
kullanilan hammaddeler oldugundan; bu kullanimin olusturdugu talebi karsilamak amaciyla,
bitkilerde ¢ok az miktarlarda iretilen sekonder metabolitlerin biiylik miktarlarda
tiretilebilmesine olanak saglayan in vitro bitki doku kiiltiirii ¢aligmalar1 giin gegtikce
artmaktadir. Son yillarda iilkemizin bitkisel kimyasallar agisindan disa bagimliligini azaltmak
amaciyla degerli sekonder metabolitlerin liretiminde yerli kaynaklarin kullanimi giderek 6nem
kazanmaktadir. Bu kapsamda yerel kaynaklarin devreye sokularak iiretilmesinde biitiin bir
bitkiyi yetistirmek yerine bitki hiicre ve doku kiiltiirli uygulamalari alternatif bir iiretim metodu

olarak genis olanaklar sunmaktadir.

Bitki hiicre ve doku kiiltiiri uygulamalarinin son geldigi nokta ise iiretimde biyoreaktorlerin
kullanilmasidir. Yiiksek degerli sekonder metabolitlerin liretiminde biitiin bir bitki yerine,
cesitli alternatif in vitro kiiltiir tekniklerinin kullanilmasi bir¢ok ag¢idan cazip olanaklar
sunmaktadir. Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin son yillardaki gelisimi siirecinde biyoreaktorlerin
kullanimi, siv1  kiiltiirlerde  bitkilerin  ¢ogaltilip  {iretilebilmesini  miimkiin  kilmustir.
Biyoreaktorler, canli organizma, hiicre veya dokularin sivi besi ortaminda kiiltiire alindigi,

igerisindeki tlim biliylime kosullarinin sik1 bir sekilde kontrol altinda tutuldugu mekanik kap



veya tanklar olarak tanimlanabilir. Jellestirici ajanlarin uygulandigi kati kiiltiir ortamlarina
kiyasla daha verimli ve hizli bir gelisim saglayan sivi kiiltiirlerin kullanilmasinin, maliyetin
diismesi ve iiretim siiresinin kisalmasi gibi siirece olumlu etkileri bilinmektedir. Giincel
biyoreaktor sistemlerinden olan gecici daldirma sistemi (TIS) biyoreaktorleri, kiiltiir ortaminin
aseptik sartlarin1 bozmaksizin taze besi ortami eklenmesine ve iriinlerin ¢ikarilmasina, pH
diizenlemesi, hava saglama, karistirma ve 1s1 kontroliine olanak saglayan, genellikle cam veya
plastikten yapilan kaplardir. Boylelikle biyoreaktor, kiiltiir sartlarinin yakin takibini miimkiin
kilan, gerekli fiziksel ve kimyasal miidahalelerin kolayce yapilabildigi ya da
programlanabildigi mekanik ve bazi durumlarda elektronik ozelliklere sahip teknolojik bir
sistemdir. Sekonder metabolit iiretimininde etkisi olan CO2 dongiisii, oksijen destegi, pH,
karbonhidratlar, bitki biiylime diizenleyiciler, sivi ortam akiskanligi, elisitér etkisi, hiicre
yogunlugu gibi faktorlerin biyoreaktor sistemlerinde kolayca kontrol edilebilmesi, iiretime

yonelik olarak bu teknolojinin tercih edilmesine sebep olmaktadir.

Bu tez kapsaminda, yerli bitkisel gen kaynaklarindan olan Salvia officinalis L. eksplantlarindan
kallus kiiltiirii elde edilmesi, TIS biyoreaktorlerinde kallus kiiltiiriine basaril1 bir sekilde devam
edilmesi, kalluslarda mevcut olan bazi sekonder metabolitlerin TIS biyoreaktorii ve elisitor

uygulamalari1 sonucunda artisinin saglanmasi amaclanmistir.

Bu amag dogrultusunda ayni familyaya ait olan Rosmarinus officinalis L. bitkisinde yapilan 6n
denemeler ile farkli hormon konsantrasyonlar1 kullanilarak kallus tiretimi i¢in en uygun besiyeri
tespit edilmis ve calismanin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Uygun besiyerinin tespit
edilmesini takiben Salvia officinalis L. eksplantlarindan kallus kiiltiirii olusturulmustur.
Olusturulan kallus kiiltlirtiniin TIS biyoreaktoriinde de gelismesi saglanmistir, kalluslarin
icerdigi toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan miktarlar tespit edilmistir. Kallus kiiltiirleri
kat1 besiyerinde ve TIS biyoreaktoriinde Jasmonik asit uygulamasi ile kiiltiire alinmis, kiiltiir
sonunda kalluslardan elde edilen ekstraklarin toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan

miktarlan tespit edilerek, karsilastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BALLIBABAGILLER (LAMIACEAE) FAMILYASI

Lamiaceae familyasi diinyanin bir¢ok yerinde, ¢cok cesitli habitat ve rakimlarda yayilis gosteren,
diinyada yaklasik olarak 250 cins ve 6500 adet tiirii saptanmis, iilkemizde endemik olarak 245
tiirii bulunan, genis yayilig alanina sahip olan bir familyadir. Familya adagayi, biberiye, kekik,
lavanta, nane, ogulotu feslegen gibi bir¢cok tibbi ve ekonomik degeri olan bitkileri icermekte
olup, bitkileri genellikle ¢cok yillik otsu veya ¢ali formundadir (Tirkmenoglu ve dig., 2019).
Familya bitkilerinden bir¢ok tiirin tip ve eczacilikta, kozmetik endiistrisinde, organik ve
konvensiyonel tarimda, boya endiistrisinde ve gida endiistrisinde genis kullanim alani

mevcuttur (Donmez ve dig., 2011) (Tirkmenoglu ve dig., 2019).
2.2. TIBBI ADACAYI (Salvia officinalis L.) BITKISI

Lamiaceae familyasina dahilinde, yaklasik 900 tiir ile en biiyiik cins grup olan Salvia cinsi;
degerli tibbi aromatik bitkilerden olusup, cinsin ticari degeri en yliksek olan tiirlerinden biri
Salvia officinalis L. (T1ibbi Adacay1)’dir. Bitki Orta Dogu ve Akdeniz bolgelerinde dogal olarak
yayilis gostermektedir. Salvia officinalis L. 60 cm yiikseklige ulasabilen ¢ok yillik cali
formunda bir bitkidir. Bitkinin gdvdesi dik veya egimli olup, ¢ok sayida ince koyu yesil renkli
dallara sahiptir. Yapraklar sapli, uzamis, zit, basit, bazen bazal loplu, tirtikl1 kenarli, burusuk
yiizeyli olabilir. Yapraklarinin alt yiizeyinde bulunan tiiyler beyaz, iist ylizeyinde bulunan tiiyler
yesilimsi veya yesilimsi-gri renktedir. Cigekleri 2-5 mm uzunlukta c¢icek sapt olan,
psodovertisillasterlerde 5-10 ¢igek bulunan ve sahte olusan basak formundadir. Kaliks 10-14
mm uzunlugunda tiiylii ve bes dislidir. Korolla yaklasik 35 mm uzunlugunda, pembe, mor-mavi
ve nadiren beyaz renktedir. Bitki bulundugu ortamin iklim kosullarma bagli olarak Mart

ayindan Temmuz ayina kadar ¢icekli haldedir (Davis, 1982) (Grdisa ve dig., 2015).

Salvia officinalis L. tiriiniin toprak {istli kistmlar1 uzun yillardan beri yemek pisirme amaciyla
ve geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir. Tarih boyunca aromasi sebebiyle baharat
olarak kullanilan bu bitki; geleneksel tipta iilser, ndbet, gut, iltihaplanma, bas donmesi, ishal,
titreme, hiperglisemi ve felg gibi birgok rahatsizligin tedavisinde kullanilmistir. Bunun yaninda
Avrupa geleneksel tibbinda hazimsizlik, asir1 terleme, yasa bagli demans, bogazda ve ciltte

iltihaplanmalar gibi bir¢ok hafif dereceli hastaligin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir



(Ghorbani ve Esmaeilizadeh, 2017). Salvia officinalis L. tliriiniin taksonomisi Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1: Salvia officinalis L. taksonomisi.

Alem Plantae (Bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Takim ) o iales

Familya || . ceac (Ballibabagiller)

Cins Salvia

Tr Salvia officinalis L. (Tibbi adacay1)

Son yillarda, Salvia officinalis L."in geleneksel kullanimlarini belgelemek ve bu bitkinin yeni
biyolojik etkileri belirlemek amaciyla bircok aragtirma yapilmistir. Bu ¢alismalar antikanser,
anti enflamatuvar, antinosiseptif, antidemans, antioksidan, antimikrobiyal, anti mutajenik,
hipolipidemik ve hipoglisemik etkiler olmak iizere genis bir farmakolojik aktivite varligini
ortaya cikarmistir. Salvia officinalis L. tiriinlin ¢igeklerinde, yapraklarinda ve gdvdesinde
tanimalanan baslica fitokimyasallar ve ¢esitli bilesenler arasinda alkaloidler, karbonhidrat, yag
asitleri, glikosidik tiirevler (6rn. kardiyak glikozitler, flavonoid glikozitler, saponinler), fenolik
bilesikler (6rn. 6rnegin monoterpenoidler, diterpenoidler triterpenoidler, seskiterpenoidler) ve
mumlar bulunmaktadir. Salvia officinalis L. bitkisinde bildirilen fitokimyasallarin ¢ogu, ugucu
yagindan, alkollii ekstraktindan, sulu ekstraktindan, biitanol fraksiyonundan ve infiizyon

preparasyonundan izole edilmistir (Fu ve dig., 2013).
2.3. BIBERYE (Rosmarinus officinalis L.) BITKISI

Lamiaceae familyasi, Rosmarinus cinsine ait bir tiir olan Rosmarinus officinalis L. Akdeniz
bolgesi kokenli ¢ok yillik odunsu bir bitkidir. Rosmarinus officinalis L. bitkisi dogal ortaminda
1-2,5 metre yiikseklikte, govdesi dik, dort koseli ve ikinci yilda odunlasma egilimindedir.
Yapraklar koyu yesil renkte kiiciik igne benzeri sekle sahip olup, dallar1 yogun bir sekilde
kaplamaktadir. Bitki Haziran ay1 basindan Agustos ay1 sonuna kadar ¢icek acar. Cicekleri ¢cok

kiigiik, beyaz veya morumsu mavi renkte olup, terminal salkimda toplanmaktadir (Davis, 1982)



(Santos ve dig., 2005). Rosmarinus officinalis L. igerdigi sekonder metabolitler, yaglar ve besin
degerleri ile 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki tiirdiir (Andrade ve dig., 2018). Antik ¢caglardan
beri baharat ve tibbi tedavi olarak kullanilan bitki gilinlimiizde de tatlandirici ve koruyucu
ozelliklerinden otiirii gida endiistrisinde; antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden otiiri
kozmetik tirtinlerde kullanilmaktadir (Begum ve dig., 2013). Rosmarinus officinalis L. tiiriinlin

taksonomisi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Rosmarinus officinalis L. taksonomisi.

Alem Plantae (Bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smf | Magnoliopsida (iki genekliler)
Takim 1) oiales

Familya Lamiaceae (Ballibabagiller)

Cins Rosmarinus

Tiir Rosmarinus officinalis L. (Biberiye)

Son yillarda bu bitkiye ilgi artmis olup, 2010 yilindan beri yilda ortalama 120 ¢aligma
yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar bitkinin dispepsi ve spazmodik gastrointestinal bozukluklarinin
hafif formlarinin tedavisinde, dolasim anomalilerinde, kas veya eklem agrilarinin ve
iltihaplarinin tedavisinde tamamlayici tedavisinde kullanildigini ortaya koymaktadir. Ayrica bu
caligmalarda iltihaba bagl hastaliklarin tedavisinde kullanilmak tizere, Rosmarinus officinalis
L. tiirliniin anti-enflamatuar aktivitesi hem in vitro hem de in vivo olarak rapor edilmistir
(Borges ve dig., 2019). Rosmarinus officinalis L. tiirliniin ugucu yaglarindan ve 6zlerinden izole
edilebildigi en ¢ok bildirilen fitokimyasallar arasinda kafeik asit, karnosik asit, karnosol,
rosmarinik asit, monomerik asit, oleanolik asit, ursolik asit, kafur, alfa-pinen, okaliptol,
rosmadial, 6jenol, rosmanol, rosmakinonlar, ve luteolin tiirevleri yer almaktadir (Oliveira ve

dig., 2019).



2.4. BITKi SEKONDER METABOLITLERI

Bitkilerin igerdigi kimyasallar genellikle 2 temel gruba ayrilmaktadir. Karbonhidrat, yaglar ve
protein gibi yapiya katilan kimyasallar primer metabolitler olarak tanimlanir. Primer
metabolitler en ¢ok bitkinin tohum ve vejetatif organlarinda bulunup; temel hiicre
metabolizmasinda rol oynamalarindan 6tiirti, bitkinin fizyolojik gelisimi i¢in gereklidir (Oskay

ve Oskay, 2009).

Bitkinin primer metabolitlerden biyosentetik yolla {irettigi, tozlagma, mevcut ¢evreye uyum,
diger bitkilerle rekabet, mikroorganizma, bocek ve diger avcilara karst savunma amaciyla
sentezledigi diisiiniilen, iiretimi stres ortaminda artan kimyasallar ise sekonder metabolitler
olarak tanimlanir. Bitki organlarinda oldukg¢a diisiik miktarlarda biriktirilmelerinden G&tiirii

ekstraksiyonlari ile saflastirilmalari oldukg¢a zordur (Topgu ve Colgecen, 2015).

Sekonder metabolitler farmasotik, zirai kimyasal, tatlandirici, koku ve renk verici, biyopestisit
ve gida katki maddesi olarak kullanildiklar1 icin ekonomik degeri yiiksek kimyasallardir.
Ozellikle ilag endiistrisinde kullanilan kimyasallarin yaklasik % 25’i bitkisel kaynaklidur.
Diinyada ticari degeri yiiksek olan baz1 seconder metabolitler, kullanim alanlari, izole edildigi

bitki tiirti ve ticari degerleri Tablo 3’te verilmistir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Tablo 3: Ticari degeri yiiksek olan bazi sekonder metabolitler.

Uriin Kullanim Bitki Tiirii Fiyat (US$ / kilogram)
Ajmalisin Antihipertensif Catharanthus roseus 37.000
Artemisinin Antimalaryal Artemisiaannua 400
Ajmalin - Rauvolfia serpentina 75.000
Asinitin - Acotinumspp. -
Berberin Intestinalailment Coptis japonica 3.250
Kamptotesin Anti-tumor Camptothecaacuminata 432.000
Kapsaisin Counterirritant Capsicum frutescens 750
Kastanospermin Glycosideinhibitor Castanospermumaustrale -
Kodein Sedatif Papaver somniferum 17.000
Kolsisin Anti-tumor Colchiumautumnale 35.000
Digoksin Kalp uyarict Digitalis lanata 3.000
Diosgenin Steroidalprecursor Dioscoreadeltoidea 1.000
Elliptisin Anti-tumor Orchrosiaelliptica 240.000
Emetin - Cephaclisipecaccuanha 1.500
Forskolin Bronsiyal astim Coleusforskolii -
Cinsenosidler Tibbi tonik Panaxginseng -
Morfin Sedatif Papaver somniferum 340.000
Podopillotoksin Anti-tumér Podophyllumpetalum -
Kuinin Antimalaryal Cinchon. ledgeriana 500




Tablo 3’iin devami

Sanguinarine Antiplaque Sanguinariacanadensis 4.800
Sikonin Antibakteriyal Lithospermum erythrorhizon 4.500
Paklitaksel Anti-kanser Taxusbrevifolia 600.000
Vinkristin Anti-l6kemik Catharanthus roseus 2.000.000
Vinblastin Anti-16kemik Catharanthus roseus 1.000.000

Sekonder metabolitlerinin bitkideki fonksiyonlar1 bilim adamlar arasinda tartigmali olsa da
ortak goriisler, bitkiyi herbivorlara, bakteriyal ve fungal patojenik saldirilara karst korumasi,
cevredeki diger bitkilerle rekabet etme yeteneginin arttirmasi, tozlasmada faydali organizmlari
¢ekmesi, bitkinin ortaminda gergeklesen sicaklik degisimleri, 151k, su ve mineral madde gibi
stres faktorlerine karsi koruma saglamasi, hiicresel diizeyde transdiiksiyon mekanizmalarinda,
bitki bliyiime ve gen diizenleyicileri olarak gorev almalari sayilabilir (Oskay ve Oskay, 2009)
(Cetin ve Baydar, 2016).

Bu o6zellikleri sebebiyle bitki sekonder metabolitlerinin kitlesel {iretimi ve liretimin arttirilmasi
ticari olarak biiyiik onem tagimaktadir. Son yillardaki ¢calismalar sekonder metabolit iiretiminde
tim bitkinin yetistirilmesi yerine in vitro kosullarda hiicre ve doku kiiltiirii tekniklerinin
alternatif olabilecegini gdstermektedir. Biyoteknolojik olarak sekonder metabolit miktarinin
bitki hiicre ve dokularinda arttirllmaya calisilmasinda doku kiiltiirii yonteminin uygulama
alanlarindan biri olan biyoreaktor kullanimi en giincel ve yenilik¢i yaklagimlardandir (Topgu

ve Colgecen, 2015).
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Sekil 1: Sekonder metabolitlerin siiflandiriimas.

Sekonder metabolitler genel olarak terpenler, alkoloidler ve fenolik bilesikler olmak {izere 3

grupta siniflandirilirlar (Sekil 1).
2.4.1. Terpenler

Bitkilerde biiylime diizenleyiciler, fotosentetik pigmentler ve membranlarin yapisal bilesenleri
gibi islevlerde rol oynayan, en biiyilik dogal {iriin siniflarindan biridir. Bir¢ok bitkide savunma
gorevi goren bilesiklerdir. Bu bilesiklerin koku potansiyelleri sebebiyle parfiimeri ve gida
endiistrisinde kullanimlar1 yaygindir. Bitki dokularinda genellikle serbest, bazen proteinlerle
birlesmis, bazen de organik asit esterleri ya da glikozitleri halinde bulunabilirler.
Bulundurduklar1 bes karbon birim sayisina gére hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cio),
seksiterpenler (Cis), diterpenler (Coo), triterpenler (Cao), tetraterpenler (Ca40), meroterpenler
olmak tizere 7 gruba ayrilmaktadirlar a(Tiring ve dig., 2021).

2.4.2. Alkaloidler

Yaklagik 3000 yildir agr kesici, zehir ve tedavi edici yonleri i¢in kullanilmaktadir. Bitkilerde

daha ¢ok herbivor, sinekler ve mikroorganizmlara karsi savunma amaciyla iiretilmektedir.



Bunun yaninda bitki tarafindan salgilan bu bilesikleri, feromon ya da savunma gibi islerde kendi
yararlarina kullanmak amaciyla bocekler tarafindan cesitli mekanizmalar gelistirilmistir.
Insanlar tarafindan giiniimiizde ilag endiistrisinde aktif olarak kullanilmaktadir. ilag
endistrisinde kullanilan alkoidlerin en Onemlileri arasinda kodein, morfin, atropine ve
skopolamin sayilabilir. Alkoloidler genellikle gercek alkoloidler, protoalkoloidler, poliamin
alkoloidler, peptit ve siklopeptit alkoloidler, psddoalkoloidler olarak 5 ana gruba ayrilir (Tiring
ve dig., 2021) (Topgu ve Colgecen, 2015).

2.4.3. Fenolik Bilesikler

Fenolikler aromatik halkasinda bir yada daha fazla hidroksil grubu igeren bilesikler olup,
yaklasik 10.000 cesit bilesigin yer aldig1 biiyiik bir gruptur. Bitkilerde bu bilesikler proteinler
ile kompleks yap1 olusturmalarinin yaninda, enzim aktivitesini inhibe eden iiriinlerin iiretiminde
rol oynarlar. Fenolik bilesikler bitkinin biiylimesinde, gelisiminde, tozlagmasinda,
dollenmesinde, tohum gelisiminde ve savunmasinda aktif rol oynamaktadir. Bunun yaninda
bazi fenolik bilesikler antioksidan etkileri sebebiyle kalp hastaliklarinin, iltihaplarin, kanserin
ve diyabetin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Bitkide fenolik bilesikler yaralanma, kuraklik,
metal ve aglik stresi, UV radyasyonu, patojen ve bocek saldirilart gibi etkenlere karsi tepki
olarak sentezlenmektedirler. Fenolik bilesikler icerdikleri karbon sayilarina gore Tablo 3’teki

gibi siiflandirilmaktadir.

Tablo 4: Fenolik bilesiklerin i¢erdikleri karbon sayilarina gore siniflandirilmasi.

Yapi Siif
Ce Basit fenolikler
Ce-C1 Fenolik asitler
Ce-C, Asetofenonlar ve fenilasetik asit
Cs-C3 Sinamik asitler, sinnamil aldehitler, sinnamil alkoller
Cs-C3 Kumarinler, izokumarinler
Cis Kalkonlar, auronlar, dihidrokolonlar
Cis Flavanlar
Cis Flavonlar
Cis Flavanonlar
Cis Antosiyanidin
Cis Antosiyanin
Cso Biflavonil
Cs-C1-Cg, C6-C1-Cs Benzofenonlar,ksanton, stilbenler
Cs,C10,C14 Kinon
Cis Betasiyanin
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Tablo 4’iin devami

Lignanlar ve neolignanlar Dimer veya oligomerler
Lignin Polimerler
Tanenler Oligomer veya polimerler
Filobafenler Polimerler
2.5. BITKI DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiirii laboratuvarda tiim bitkinin, bitki organlarinin, dokularinin ya da hiicrelerinin
kontrollii ortamlarda ve aseptik kosullarda gelistirilebilmesine olanak saglayan in vitro kiiltiir
teknigidir (Loyola-Vargas ve Ochoa-Alejo, 2018). Yontemin temeli 1902°de Haberlandt
tarafindan ileri siiriilen; “her bir bitki hiicresi bagimsiz olarak, uygun besin maddesi, 151k ve
sicaklik gibi ortam kosullar1 saglandiginda ana bireye benzer sekilde tam bir bitki gelistirme
yetenegine sahip olmasi” olarak tanimlanan totipotensi kavramina dayanir (Onay ve dig.,
2012). Sistem, bitkilerin ya da eksplantlarinin gelismesi i¢in gerekli olan besinleri, enerjiyi ve
suyu bazal besiyeri araciligiyla saglar. Buna ek olarak, optimize edilmis 151k ve sicaklik
degerleri saglayan kontrollii inkiibasyon sartlar1 bitki gelisimini tesvik eder (Phillips ve Garda,
2019).

Konvansiyonel bitki doku kiiltiirii tekniklerinin temeli {i¢ ana kisimdan olugmaktadir:

- Gerekli inorganik ve organik maddeleri iceren kiiltiiriin gelismesi i¢in steril bir besi

ortaminin hazirlanmasi,

- Kiiltiire alinacak eksplantlarin (bitki pargalarinin) kaynagini olusturan, mantar, bakteri

ya da her ikisini de tasiyan ana bitki materyalinin steril edilmesi,

- Ana bitki materyalinin meristem, anter, embriyo, yaprak ucu vb. bolgelerinden alinan
eksplantlarin steril besi ortamina, steril sartlarda aktarilmasi ve gelisimine uygun

sartlara yerlestirilmesidir (Goniilsen, 1987).

Sistemler dahilinde, ortama bitki biiylime diizenleyicileri (fitohormonlar ya da sentetik
tiirevleri) eklenerek; c¢esitli evrelerde, bitki materyali gelisimi manipiile edilebilir (Phillips ve
Garda, 2019). In vitro kiiltiir teknikleri gliniimiizde hastaliksiz bitki {iretimi, nadir genotiplerin
hizli ¢ogaltilmasi, nesli tilkenme tehlikesine sahip ya da tehdit altinda olan bitkilerin

cogaltilmasi (Oseni ve dig., 2018), bitki genom transformasyonu, ticari degeri yiiksek bitkisel
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metabolitlerin iiretimi gibi uygulamalarda vazgeg¢ilmez olmustur (Chandran ve dig., 2020).
Yontemin, kallus kiiltiirii, hiicre siispansiyon kiiltiirii, sagak kok kiiltiirli, embriyo kiiltiirii ve
govde kiiltiirii gibi kat1 ortamlardan sivi biyoreaktor calismalarina kadar uzanan farkli alanlari

bulunmaktadir (Karatas ve dig., 2016).

Bitki doku kiiltiiri uygulamalarinda eksplantlarin biiylimesi gelismesi ve farklilagmasi icin
kullanilan besiyerlerine eklenen maddelerin ¢esitliligi ve miktalar1 ¢ok 6nemlidir. Kat1 kiiltiir
besiyerleri; inorganik bilesikler olarak mikro ve makro elementleri; organik bilesikler olarak
sekerleri, vitaminleri, bitki biiylime diizenleyicileri, aminoasitleri; jellestirici ajanlar olarak
agar1, agarozu, kerrajani, gellan sakizin1 ve molekiiler mekanizmasi tanimlanmamis gesitli
destek maddelerini igermektedir. Besiyerine eklenen bu maddelerin cesitleri ve

konsantrasyonlar1 yapilan ¢aligmalara gore farkliliklar igermektedir (Hiirkan ve dig., 2021).

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda en ¢ok karsilagilan sorunlarin basinda kontaminasyon
gelmektedir. Sistemde kontaminasyon varligi, tim eksplantlara bulagma riski tasiyarak, bulasi
sonrast biitlin materyalin kaybedilmesine yol agabilir. Yontemde kullanilan besiyerleri bitkilere
ek olarak bakteri, kiif ya da maya gibi organizmalarin gelismesi i¢in de zengin bir ortam
sagladigindan kontaminasyonu tesvik eder. Doku kiiltiirii sistemlerinde kontaminasyon sebebi
kaynaklar evrensel degildir. Ana bitki materyali, besiyeri, kullanilan ekipman, ¢aligma ortamu,
kiiltiir kaplar1 kontaminasyonun kaynagi olabilir. Bu sebeple her adimda miikemmellik
kontaminasyon riskini azaltmay1 hedef alir (Singh, 2018). Laboratuvarlar, aseptik kosullar
saglamak amaciyla sterilizasyon uygulamalarina ek olarak, besiyerlerine antibiyotikler ya da
ticari  fungisit/biyositler eklemektedir. Kontaminasyona sebep olan organizmanin
tanimlanamadig1 durumlarda farkli antibiyotiklerden hazirlanan kokteyl soliisyonlar
kullanilmaktadir. Fakat bu durum antibiyotiklerin fiyatlar1 ve cesitliligi sebebiyle ciddi bir
maliyet artigina sebep olmaktadir. Ayrica ¢esitli antibiyotiklerin eksplant gelisimine olumlu ya
da olumsuz etkileri bulunmasi sebebiyle, kiiltiirde istenilen manipiilasyonu etkilemektedir
(Cosma ve Vancea, 2017). Bitki doku kiiltiirlerinde karsilagilan problemlerden biri de
fenoliklerin oksidasyonu sebebiyle eksplantlarin kararmasidir. Bitki hiicreleri ya da dokulari
uirettikleri fenolik bilesikleri zaman iginde bulunduklar1 ortama salmaktadir. Ortama gegen
fenolik bilesikler okside olarak dokularda kararmaya sebep olmaktadir (Singh, 2018). Doku
kararmalarinin Oniine ge¢mek i¢in besiyerlerine aktif karbon ve polyvinyl pyrolidone (PVP)

gibi fenolik bilesik tutucular1 eklenmektedir (Alp ve dig., 2010).
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2.6. BITKi BUYUME DUZENLEYIiCILERI

Bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD); ¢imlenme, gévde uzamasi, yaprak biiylimesi ve gelisimi,
ciceklenme, meyve olusumu ve olgunlasmasi gibi bitkilerin biiylime ve gelisme siireglerini
kontrol ederler. Bitki biiylime diizenleyicileri genellikle hatali olarak bitki hormonlar1 ya da
fitohormanlar olarak ifade edilir. Bitki biiylime diizenleyicilerinin fonksiyonlar1 hakkindaki
arastirmalar karmasik olabilir, ¢linkii bitki biiyiime diizenleyicileri tipik olarak birbirleri ile
uyum i¢inde calisirlar. Bitkilerdeki konsantrasyonlari zaman, mevsim ve bitkinin gelisme
siirecine gore degisebilir. Bazi bitki biiylime diizenleyicileri hiicre i¢inde hiicrenin kendi
kullanimi i¢in sentezlenebilir. Bunun yaninda diger bitki biiylime diizenleyicileri bitkinin bir
organinda sentezlenerek spesifik bir amag i¢in bitkinin farkli bir organina aktarilabilir. Bitki
tarafindan sentezlenen bu maddeler endojen bitki biiylime diizenleyicileri olarak ifade edilir.
Bununla birlikte bitki biiytime diizenleyicilerinin bircok dogal ve sentetik cesitleri
tanimlanmistir; ve bitki tiretimi ya da doku/hiicre kiiltiirii calismalari i¢in tedarik edilebilmekte
ve kullanilmaktadir. Bu durumda maddeler ekzojen bitki biiyiime diizenleyicileri olarak ifade
edilir (Gaba, 2004).

Bitki doku kiltiirii uygulamalarinda ortama ekzojen olarak bitki biiyiime diizenleyicileri
eklenmesi, ortamda gelistirilmek istenen bitki eksplantlarinin kiigiik ve bu maddeleri
sentezleyemeyecek durumda olmalari nedeniyle aktif olarak kullanilan bir yontemdir. Bitki
biiylime diizenleyicilerinin bitki doku kiiltiirinde kullanimi hassas bir konudur. Uygulanan
dozlara gore eksplantlar ya da bitki materyali i¢in uyarict olmasinin yaninda baskin etkileri de
olabilir. Bu etkiler doku kiiltiirlinde istenen amaglar i¢in olumlu ya da olumsuz olabilir. Bu
sebeple bitki biiylime diizenleyicilerin kullanimin optimizasyonu bitki doku kiiltiirii teknikleri
icin hayati Onem tasir. Bitkilerin morfogenetik gelisimine etkilerinin yaninda, dogru
optimizasyon yapildiginda in vitro kiiltiir kosullarinda sekonder metabolit tiretimini de

etkilemektedir (Gaba, 2004).

Bitki biiyiime diizenleyicileri oksinler, sitokininler, gibberellinler, absisik asit ve etilen olarak
bes biiylik grup altinda tanimlanabilir. Bu gruplarin ¢ogu bitki biiylimesi ve gelisiminde ¢ok
yonlii rollere sahip olmasi yaninda, doku kiiltiirii tekniklerinde bitkileri manipiile etmek igin de

kullanilmaktadir (Gaba, 2004).
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Dogal oksinlere Indole-3-Acetic Acid (IAA); sentetik oksinlere Indole-3-Butyric Acid (IBA),
2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4 D), a-Naphtalene Acetic Acid(NAA) ve Dicamba 6rnek
verilebilir. Dogal sitokininlere Zeatin ve 2-iP; sentetik sitokininlere 6-Benzylaminopurine (6-
BAP), Thidiazuron (TDZ), ve Kinetin (KIN) 6rnek verilebilir. Dogal gibberellinlere Gibberellic
acid A3, sentetik gibberellinlere Gibberellic acid 4 +7 6rnek verilebilir. Absisik asit ve etilen
ayr1 birer grup olsa da, her biri tek bir dogal maddeyi igeren bitki biiyiime
diizenleyicilerindendir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri Tablo 4’de verilmistir (

https://www.duchefa-biochemie.com/).

Tablo 5: Bitki biiyiime diizenleyicilerinin doku kiiltiiriindeki etkileri

BBD Bitki Doku Kultiiriindeki Etkileri

* Meristemlerin adventif koklerinin olusumu.

* somatik embriyolarin uyarilmasi (6zellikle 2,4-D).
) * Hicre bolinmesi.

Oksinler i
* Kallus olugumu ve biiylimesi.

* Kanat alti tomurcuk gelisiminin engellenmesi.

* Kok bluylumesinin engellenmesi.

* Adventif sirgin olusumu

» Adventif kék olusumunun engellenmesi

* Hicre bolinmesi.

Sitokininler * Kallus olusumu ve blyimesi.

* Kanat alti tomurcuk gelisiminin engellenmesi.

» Silrgln uzamasinin engellenmesi

* Yaprak senesensinin engellenmesi.

e Siirglin uzamasinin tesvik edilmesi ya da engellenmesi
e Tohumlarda, somatik embriyolarda, apikal tomurcuklarda ve gicek
soganlarinda dormansiden c¢ikilmasi
Gibberellinler e Adventik kdk olusumunun engellenmesi
e Kok gelisiminin desteklenmesi
e Tuber ve bitki sogani gelisiminin desteklenmesi
e Ortama alistirmanin kolaylastirilmasi
e Yapraklarin senesensi
Etilen e Meyve olgunlasmasi
e Adventif rejenerasyonun desteklenmesi veya engellenmesi

e Somatik embriyolarin olgunlasmasi

. . e Ortama alistirmanin kolaylastiriimasi
Absisik Asit . e
e Tuber ve bitki sogani olusumu

e Dormansinin tesvik edilmesi
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2.7. KALLUS KULTURU

Temel doku kiiltiirii yontemleri bitkinin yaprak, kok ya da govdesinden alinan eksplantlarin
steril ortamda uygun besiyerine yerlestirilmesi ve gelistirilmesidir. Farkli ortamlarda ve farkli
bitki eksplantlar1 ile yapilan kiiltiirler ¢ogunlukla kallus kiiltiirii ile bagslar. Kalluslar ana
bitkiden kesilen, boliinme 6zelligini kaybetmemis eksplantlarin bitki biiyiime diizenleyicileri
ve karbon kaynagi igeren uygun besiyerinde biiyiitiilmesi sonucu olusan Ozellesmemis
hiicrelere sahip yapilardir. Bu yontemin bir¢ok uygulama alaninin mevcut olmasina ek olarak
degerli sekonder metabolitlerin iiretimin aragtirilmasinda etkin bir yontem oldugu birgok

arastirmaci tarafindan ifade edilmistir (Topcu ve Colgecen, 2015).

Bu c¢alismalara ornek olarak Takeya ve Itokowa (1981) kallus kiiltiiriinde birgok flavonoid
bilesik elde etmislerdir. Fedoreyev ve dig. (2000) Maackia amurensis tiiriiniin yaprak sapi,
yaprak ve apikal meristemlerinden aldiklar1 eksplantlardan kallus gelistirmigler. Gelistirilen
kalluslarin ekstraksiyonlar1 elde edildikten sonra, ekstraklara izoflavonoid analizi yapmuistir.
Analizlere gore kallus kiiltiiriinde daidzein, retuzin, genistein, formononetin ve
pterokarpanlardan maakianin ve medikarpine izoflavonoitlerine rastlamistir. Kalluslarda
toplam miktar1 20.8 mg/g olan izoflavonoit ve pterokarpinleri tespit edilmis olup, bu bitkideki
miktardan 4 kat fazladir.

2.8. SIVI KULTURLER VE GECIiCi DALDIRMA SIiSTEMi (TIS)
BiYOREAKTORLERI

Geleneksel doku kiiltiirii uygulamalarinda genellikle kati besiyerleri kullanilmaktadir. Bu
uygulamalarda besiyerlerine eklenen ve besiyerinin katilasmasini saglayan jellestirici ajanlar
dokularda kararmaya sebep olur. Bu sebeple kati kiiltiirlerde bulunan eksplantlar periyodik
olarak 2-4 haftadan sonra yeni besiyerlerine aktarilmaktadir. Bu aktarim, eksplantlarda
kontaminasyon olugma ihtimalini ylikseltmekte ve Orneklerin kaybedilmesine yol
acabilmektedir (Etienne ve Berthouly, 2002). Ayrica kati kiiltiirlerde jellestirici ajanlar olarak
kullanilan agar, karajenan ve gellan sakizi maddeleri ticari olarak pahali iirtinler olup, liretim
maliyetini ciddi bir sekilde arttirmaktadir. Bunun yaninda sivi ortamlar ise mikro ¢cogaltimda
bitki liretim maliyetlerini azaltmak ve otomasyon i¢in idealdir. Kat1 ortamlara gore, siv1 kiiltiir
sistemlerin ¢ok daha {iiniform kiiltiir kosullar1 saglamasi, kap degistirmeden besiyerinin

yenilenmesine olanak saglamasi, mikrofiltrasyon ile sterilizasyona olanak saglamasi ve kiiltiir
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sonrasi kaplarinin kolay temizlenmesi gibi yontemsel istiinliikleri vardir. Sivi kiiltiirlerin
olumsuzluklar arasinda ise kiiltiir ortamindaki oksijen yetersizligi, mevcut dokularin vitrifiye

(cam haline gelmesi) ve hiperhidrisite olmas1 gosterilebilir (Etienne ve Berthouly, 2005).

Swvi kiiltiirlerin kullanildigi ve olumsuzluklarin tistesinden gelindigi yontemlerden biri de gegici
daldirma sistemi (TIS) biyoreaktorleridir. Bu sistemlerin ¢aligma prensibi basitge eksplant ve
besiyerinin ayr1 kaplarda oldugu, besiyerinin hava basinci ile birlikte daldirma evresi sirasinda
bitki materyalinin bulundugu kaba iletilmesi, besiyerinin evre sonunda hava basincinin
kesilmesi ile kabina geri donmesi olarak agiklanabilir. Daldirma evresinde siv1 besiyeri ve bitki
materyali bir araya gelerek materyalin gerekli besini almas1 saglanmaktadir. Bu biyoreaktor
sistemi bitki materyalinin siirekli olarak besiyeri ile temas halinde olmasi yerine, diizenli
araliklar ile besiyerine maruz birakilmasina imkan saglamaktadir. Bu durumda sivi kiiltiirlerde
karsilasilan oksijen eksikliginden kaynaklanan sorunlari, dokularin vitrifiye ve hiperhidrisite

olmasini en aza indirmektedir (Georgiev ve dig., 2014).

Gegici daldirma sistemi biyoreaktorlerinin ticari formlarindan biri olan SETIS biyoreaktor
sistemi mevcut ticari sistemler arasinda en biiylik hacime sahip biyoreaktorlerdendir. Sistem
besiyeri ve eksplantlar i¢cin ayr1 olmak tizere 2 plastik kap, kaplarin her birine ayr1 ayr steril
hava girigini saglamak i¢in filtreler, filtreler ve kaplar arasinda baglantiyr saglamak icin
hortumlar gibi ana elemanlardan olugmaktadir. Besiyeri kab1 4 litre, eksplant kab1 5,5 litre
hacime sahiptir. Filtreler 0,22 pm por biiytikliigiine sahip membrandan olugmaktadir. Sistem
hava basincini saglamak icin pompalara ihtiya¢c duymaktadir. Sistemin bir dongiiliikk ¢alisma
prensibi durgun(a), daldirma(b), bosaltma(c) ve havalandirma(d) olarak 4 evrede Sekil 2’de
gosterildigi gibi ifade edilmektedir (Georgiev ve dig., 2014) (https://setis-systems.be/home).
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Sekil 2: SETIS biyoreaktor sisteminin evreleri.

Durgun evrede (a), sistemde hava basinci veya bir akis yoktur; besiyeri materyal kabinda kalinti
olarak mevcuttur, sistemin en uzun olarak kaldig1 evrelerden biridir. Daldirma evresinde (b)
besiyeri kabina hava verilir, hava basinci ile besiyeri materyal kabina ¢ikar, sivi besiyeri ile
bitki materyalinin temasi saglanir. Bosaltma evresinde (c¢) sistemdeki hava akis1 kesilir, takiben
besiyeri yercekimi etkisi ile besiyeri kabina doner. Havalandirma evresinde (d), materyal kabina
hava akig1 verilir, bitki materyalinin bulundugu ortamin havasinin kontrollii olarak
yenilenmesini saglar. Bu sistemde havalandirmanin stirekli olmamasi ve kontrol edilebilmesine
ek olarak mekanik calkalama olmamasi bitki materyalinin strese girmesini engellemekte olup

daha kontrollii bir ortam saglamaktadir (https://setis-systems.be/home).

Bitki iiretiminde, gecici daldirma sistemi biyoreaktdrlerinin ¢esitli caligmalar sonucunda
saptanan diger istiinliiklerine 6rnek olarak gelistirilmis mikrocogaltim kalitesi, diisiik sarf
malzemesi maliyetleri, diislik iscilik maliyetleri, daha hizli eksplant gelisimi, azaltilmis
hiperhidrisite ve dokularin yeterli oksijeni almasi1 gosterilebilir (Alister ve dig. 2005). Gegici
daldirma sistemi biyoreaktorleri, bu tistiinliikleri sayesinde bitkilerin mikrogogaltim1 ve cesitli
bitki biyoteknolojisi uygulamalarinda gelecekte baskin bir rol oynayacagi ongoriillmiistiir (Preil,

2005).
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2.9. ELISITORLER VE ELIiSiTASYON

Bitkilerde, ¢esitli etkenlerin, maddelerin ya da organizmalarin ortama dahil edilmesi ile normal
sartlarda mevcut olmayan spesifik bilesenlerin sentezlenmesi ya da az miktarda bulunan
bilesiklerin biyosentezinin 6nemli seviyede artmasi elisitasyon; ortama dahil edilen bilesenler
ise elisitor olarak tanimlanir (Radman ve dig., 2003). Elisitorlerin ortamdaki varlig: bitkiler igin
stres faktorii olusturmakta, bitkinin savunma amaciyla trettigi sekonder metabolitlerin
miktarinda artisa sebep olmaktadir. Elisitorler bitkide sinyal olusumunu tetikleyerek, savunma
sistemi bilesikleri olan fitokimyasal bilesiklerin iiretimine sebep olur. Bu uyaricilar hiicre i¢i ya
da hiicre dis1 olabilir. Kékenlerine ve molekiiler yapilarina gore biyotik ve abiyotik olmak tizere
iki ana grupta simiflandirilabilir (Vuran ve Tiirker, 2021). Elisitorlerin siniflandirilmasi Sekil

3°teki gibi gosterilmistir (Naik ve Al-Khayri, 2016).

= %

| Mineral

= 2 E=
‘\

Sekil 3: Elisitorlerin siniflandirilmast (Naik ve Al-Khayri, 2016).

Biotik elisitorlere mikrobiyal ve fungal etkenler (Agrobacterium rhizogenesis, Phytophthora
cinnamoni), maya oziitii, organik molekiiller (pektin, seliiloz, kitin, glukan), diisiik molekiiler
agirhga sahip organik asitler (Jasmonik asit ve Salisilik asit); abiyotik elisitorlere UV-
irritasyonu, agir metal tuzlart ve membran biitiinliigiine zarar veren kimyasallar (Aliminyum

Kloridin, glimiis iyonu) 6rnek verilebilir (Radman ve dig. 2003).

Hastalik enfeksiyonu haricinde bazi dogal ve sentetik bilesikleri ile bitki dokularmi elisite
etmek miimkiindiir. Spesifik bilegenlerin sentezinin artirilmasi tizerine farkli gruplardan

elisitorlerin etkilerinin arastirildigi birgok g¢alisma mevcut olup, ekonomik degeri yiiksek
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sekonder metabolitlerin in vitro kiltiir yontemleri kullanilarak iiretiminde elisitér kullanimi

oldukga yayginlasmaktadir (Wang ve dig., 2005).
2.10. ONCEKI CALISMALAR

Gala ve dig. (2005), Arabidopsis thaliana hiicre kiiltiiriinde yaptiklari ¢alismada, ortama
eklenen jasmonik asit uygulanmasinin baslangig kiiltiiriine oranla a-tokoferol miktarinda %66

gibi yliksek bir oranda artisa yol ac¢tigini bildirmislerdir.

Gadzovska ver dig. (2013) , Hypericum perforatum L. kallus, siirgiin ve hiicre siispansiyon
kiiltiirleri ile yaptiklari ¢alismada, ortama eklenen salisilik asit ile yapilan elisitasyon

uygulamasinin bazi fenolik bilesiklerin miktarin arttirdig: ifade edilmistir.

Gadzovska ve dig. (2014), Hypericum perforatum L. siirgiin kiiltiirleri ile yapmis olduklar
caligmada, ortama eklenen bazi polisakkarit (pektin, kitin ve kitosan) elisitorlerin baslangi¢
kiiltirlerine gore fenolik madde miktarin1 9 mg/g’dan 17 mg/g’a, flavonoid madde miktarini

1.6 mg/g’dan 2.8 mg/g’a arttirdigin tespit etmislerdir.

Ali ve dig. (2015) tarafindan, Artemisia absinthium L. hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile yapilan
calismada, kiiltiire farkli dozlarda (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) eklenen metil jasmonat, jasmonik asit
ve gibberellik asidin; fenolik ve flavonoid madde birikimini en ¢ok arttiran konsantrasyonu 1.0

mg/l olarak belirlenmistir.

Khan ve dig. (2016) tarafindan, Fagonia indica kallus kiiltiirleri ile gergeklestirilen ¢alismada
uygulanan Thidiazuran (TDZ) bitki bityiime diizenleyicisinin farkli dozlarinda (0, 1, 2, 3, 4 ve
5 mg/l) fenolik madde ve flavonoid madde miktarini 6nemli 6lgiide arttiran konsantrasyonun

1 mg/l TDZ oldugunu bildirilmistir.

Wang ve dig. (2016) tarafindan, Dendrobium candidum kiiltiiriinde gergeklestirilen ¢alismada,
ortama eklenen farkli dozlarda (25, 50, 75, 100 ve 125 uM ) metil jasmonat ve salisilik asitin
sekonder metabolit iiretimine etkisi arastirilmistir. iki elisitoriin de kontrol 6rneklerine gore

toplam flavonoid, fenolik ve alkaloid miktarlarini arttirdiklar1 gozlenmistir.

Papenfuss ve Carman (1987), Triticum aestivum L. tiriiniin doku kiiltiirii ile yapilan
calismalarinda Dicamba’nin farkli evrelerde kallus olusumuna olumlu etkilerini tespit

etmislerdir.
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Arencibia ve dig. (2013), Vaccinium corymbosum L. tiiriniin kiiltiirlerinde kat1 kiiltiire gore,

TIS biyoreaktoriinde 26,2 kat cogaltma katsayisi tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Alberto ve dig. (1998), in vitro ortamda Hypericum perforatum’un kallus kiiltiirlerinde
flavonoid bilesikleri tespit ettiklerini, belirlenen bazi flavonoidlerin ana bitkide bulunmadigini

rapor etmislerdir.

Petrova ve dig. (2014), Arnica montana L. tiiriiniin kok kiiltiirlerinde gegici daldirma sistemi
biyoreaktoriinde, toplam lakton miktarin statik siv1 kiiltiire gére 1,11 kat, kat1 kiiltiire gore

2,01 kat arttigini1 bildirmislerdir.

Skrzypczak-Pietraszek ve dig. (2019), Centella asiatica L. tiiriiniin kok kiiltiirinde TIS
biyoreaktorii kullanilarak yapilan ¢calismada kontrol 6rnegine gore, metil jasmonat uygulanmis
orneklerde fenolik asit bilesiklerinde 1,8 kat artis, flavonoid bilesiklerde 1,7 kat artis oldugunu

gozlemislerdir.

Perez-Alonso ve dig. (2011), Digitalis lanata tiiriiniin siirgiin kiiltiiriinde TIS biyoreaktorii
kullanarak cesitli elisitdr uygulamalari ile yaptiklar1 ¢alismada; TIS biyoreaktoriinde elisitor
uygulanmadigi kosullarda bile siirgiinlerde sekonder metabolit iceriginin tespit edildigini
bildirmiglerdir. Calisma kapsaminda c¢ok c¢esitli elisitor uygulamalar1 sonucunda gecici

daldirma sisteminde elisitor uygulamalariin biyokiitle artisina olumlu etkileri tespit edilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYALIN ELDESI

Zeytinburnu Tibb1 ve Itri Bitkiler bahgesinden aliman Rosmarinus officinalis L. ve Salvia
officinalis L. fideleri canli eksplant kaynag: saglamak amaciyla istanbul Universitesi Biyoloji
Boliimii Botanik Anabilim Dali’na getirildi. Fidelerin saksi ve topragi degistirildi. Calisma

boyunca eksplant kaynagi olarak kullanilmak iizere Botanik Anabilim Dali’nda muhafaza
edildi.

Sekil 4: Zeytinburnu Tibb1 ve Itri Bitkiler Bahgesi’nden tedarik edilen Salvia officinalis L. ve
Rosmarinus officinalis L. fideleri

3.2. YONTEM
3.2.1. Calisma Yapilan Laboratuvar ve Ortam

Tiim galismalar Istanbul Universitesi Biyoloji BSliimii Botanik Anabilim Dal1 Doku Kiiltiirii
Laboratuvari’'nda gergeklestirilmistir. Calisma siiresince yapilan yapilan Orneklerin
sterilizasyonu, eksplantlarin kiiltiirlere aktarilmasi, jasmonik asit uygulamasi g¢alismalari
Heraeus markali HS12 model Class |l yatay akis kabininde gergeklestirilmistir. Besiyerlerinin,
biyoreaktorlerin ve ¢alisma siiresince kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu Alp markali CLG-
32L model otoklav cihazinda 121°C’de, 1,5 atmosfer basingta, 15 dakikalik programda
gerceklestirilmistir. Dokularin kiiltiire alinmas1 V6tsch markali VB 0714 model bitki biiyiitme
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kabininde 24 saat 2000 Lux 1sikta, 25°C sicaklikta, %65 nem oranina sahip ortamda

gergeklestirilmistir.
3.2.2. Orneklerin Sterilizasyonu

Rosmarinus officinalis L. ve Salvia officinalis L. fidelerinden kesilen yaprak ve govde kisimlari
kiiltiir oncesi sterilizasyona alinmistir. Eksplantlar ilk olarak %50’lik sodyum hipoklorit
soliisyonunda 3 dakika bekletilmistir. Ardindan i¢inde 1ml/L PPM ( Plant Preservative

Mixture) soliisyonunu bulunan ayri kaplarda 3 defa yikama gergeklestirilmistir.
3.2.3. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi
3.2.3.1. On Denemeler

On denemelerde besiyeri igin, ticari olarak hazir satilan Murashige & Skoog (1964) mikro ve
makro element formiilasyonu; Gamborg B5 vitamin formiilasyonu ile birlikte kullanilmigtir
(katalog no: MO0231, Duchefa). Ilgili formiilasyon MS olarak isimlendirilmistir. lgili

formiilasyonun vitamin, makro ve mikro element igerigi Tablo 4’de detayli olarak verilmistir.

Tablo 6: Murashige & Skoog (1964) mikro ve makro element, Gamborg B5 vitamin
formiilasyonlarinin igerigi.

Mikro Elementler mg/l uM
CoCl,.6H.0 0,025 0,11
CuS04.5H.0 0,025 0,10
FeNaEDTA 36,70 100,00
H3:BOs 180,54 100,27
Kl 0,83 5,00
MnSQO4.H20 16,90 100,00
Na,Mo004.2H,0 0,25 1,03
ZnS04.7H,0 8,60 29,91
Makro Elementler mg/I mM
CaCl;, 332,02 2,99
KH2PO4 170,00 1,25
KNO; 1900,00 18,79
MgSO, 180,54 1,50
NHiNO; 1650,00 20,61
Vitaminler mg/I uM
myo-Inositol 100,00 554,94
Nicotinic acid 1,00 8,12
Pyridoxine HCI 1,00 4,86
Thiamine HCI 10,00 29,65

MS besiyeri ile birlikte karbonhidrat kaynagi olarak Sukroz, kat1 besiyerleri i¢in jellestirici ajan
olarak agar kullanilmistir. Besiyerlerinde, 6rneklerden ortama salinan fenolik bilesikleri tutmasi

amaciyla ortalama molekiiler agirligi 10.000 olan polyvinyl pyrolidone (PVP-10) eklenmistir.
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Besiyerlerinde olusabilecek kontaminasyonu baskilamasi ve yayilmasini1 engellemesi amaciyla
ticari olarak satilan genis spekturumlu bir Fungusit/Biyosit soliisyonu olan “Plant Preservative
Mixture” (Plant Cell Technology) kullanilmistir. “Plant Preservative Mixture”, PPM olarak
isimlendirilmistir. Besiyerlerinde deneme amagli bitki biiyiime diizenleyicileri olarak 6-
benzylaminopurine (6-BAP), a-naphtalene acetic acid (NAA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), thidiazuron (TDZ), Kinetin ve Dicamba kullanilmistir. En etkili kiiltiir gelisiminin
gozlenebilecegi besiyerini segmek amaciyla farkli iceriklerde besiyerlerleri (pH: 6,5-7)

hazirlanmustir. Tlgili besiyerlerinin kisa kodlar1 ve igeriklerinin detaylar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 7: Ondenemelerde kullanilan besiyerlerinin kisa kodlar1 ve igerikleri.

Isim | Besiyeri |PVP Agar |Sukroz |PPM |Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

F1 |44q9r/L |15gr/L |6gr/L [30gr/L |1ml/L |1mg/mL NAA +1mg/mL 6-BAP
F2 |44q9r/lL |15gr/L |6gr/L |30gr/L |1ml/L |2mg/mL 2,4-D

F3 |449r/L |15gr/L |6gr/L |30gr/L |1ml/L |3 mg/mL NAA + 3 mg/mL 6-BAP
FB1 |44q9r/lL |15gr/L |- 30gr/L |1ml/L |1mg/L NAA + 1 mg/mL 6-BAP
K1 |[44gr/L |159gr/L [7gr/L |15gr/L |3 ml/L |3,3 mg/mL Dicamba

S1 |44q9r/L |15gr/L |7gr/L |30gr/L |3 ml/L |1mg/mL Kinetin +1 mg/mL TDZ
S2 |44qgr/L |15gr/L |7gr/L |30gr/L |3 ml/L | 3 mg/mL Kinetin + 3 mg/mL TDZ
S3 |44q9r/L |15gr/L |7gr/L |30gr/L |3 ml/L |3 mg/mL 6-BAP

Rosmanirus officinalis L. tiiriiniin yaprak ve goévde kisimlarindan kesilen eksplantlar; ilgili
besiyeri formiilasyonlarinin her birinden 4 petri olmak iizere 8 hafta boyunca kiiltiire alind1.
Kiiltiir stiresince eksplantlar diizenli olarak her 2 haftada bir yeni besiyerine aktarildi. Cok fazla
kallus gelisimi ve biiyiikliigii gosteren eksplantlar, 2 haftalik taze/yeni besiyerine aktarma

islemleri sirasinda daha kiiciik parcalara kesilerek alt kiiltiire alinmastir.
3.2.3.2. Salvia officinalis L. Bitksininden Elde Edilen Eksplanlarin Kiiltiire Alinmasi

Salvia officinalis L. yaprak ve govde pargalari steril edildikten sonra, kii¢iik ekpslantlar halinde
kesilmistir. Kesilen eksplantlar, 5n denemelerde etkin kallus olusumu goézlenen K1 besiyerinde

kiltiire alinmistr.
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Sekil 6: K1 besiyerinde kiiltiire alinan Salvia officinalis L. eksplantlarinin 3 hafta sonundaki
gorintiileri.
Olusan kalluslar 2 haftada bir taze besiyerine aktarma iglemleri sirasinda diizenli olarak daha
kiigiik pargalara kesilerek alt kiiltiirlere alinmis, stok materyal olarak kullanilmak {izere

kiltiirlerine devam edilmistir.

Sekil 7: K1 besiyerinde alt kiiltiire alinmig Salvia officinalis L. kalluslari.

8-10 hafta stiresince kati besiyerinde gelisen kalluslarin bir kisminin 4 hafta kati besiyerinde
kiiltiiriine devam edilmis, 4 hafta sonunda kontrol 6rnegi olmak iizere ekstraksiyon ig¢in

tartilarak -20°C’de muhafaza edilmek iizere buzdolabina alinmustir.

Kalluslar 8-10 hafta sonunda biyoreaktor sistemine uygun biiyiikliige ve yapiya geldiklerinde,

K1 besiyerinin agar eklenmemis sivi formu ile birlikte biyoreaktdr sistemine aktarilmistir.
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Sekil 8: Biyoreaktor sistemine aktarilacak ve ¢aligmalara devam edilebilecek kallus boyutlariin
gorseli.
Calismada SETIS™ (katalog no: SEO1, Vervit) model ticari bir gegici daldirma sistem
biyoreaktorii kullanilmistir. Sistemde hava basincini yaratabilmek igin 0,1-0,3 bar ¢alisma
aralig1 olan basit bir elektromanyetik pompa kullanilmistir. Sistemde daldirma dongiistinii
kontrol edebilmek amaciyla dijital zaman saati kullanilmistir. Déngii programi olarak 24 saatlik

periyodta 5 dakikalik daldirma evresini takiben 4 dakikalik havalandirma evresi kullanilmistir.

Sekil 9: SETIS model gegici daldirma sistemi (TIS) biyoreaktdriiniin genel goriiniimii.
Biyoreaktor icinde 4 hafta kiiltiiriin sonunda olusan kalluslar alinarak, kontrol 6rnegi olmak
tizere ekstraksiyon i¢in tartilmis, -20°C’de muhafaza edilmek tizere buzdolabina kaldirilmistir.

Alt kiiltiirde 8-10 hafta sonunda uygun biiyiikliiklere gelen kalluslar K1 besiyerine litrede 10uM
konsantrasyona sahip olacaksekilde Jasmonik asit eklenerek; agarli formiilasyonu petride,
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agarsiz formiilasyonu biyoreaktorde kiiltire alinmustir. 4 haftalik kiiltiir sonunda olusan

kalluslar, ekstraksiyon igin tartilarak -20°C’de muhafaza edilmek iizere buzdolabina alinmistir.

4 tip (Kontrol Petri, Kontrol Biyoreaktdr, JA Petri ve JA Biyoreaktor) kiiltiirden alinan yas
kalluslar 2 biyolojik tekrarli ¢alisilmak tizere 15 gr (+0,05) tartilarak, ekstraksiyon i¢in -20°C’de

muhafaza edilmek lizere buzdolabina alinmistir.
3.2.4. Ekstraksiyon

Farkli kiiltiirlerden elde edilen yas materyalden 2 biyolojik tekrarli olmak tizere 15 gr (£0,05)
tartilan ve muhafaza edilen kalluslar Christ Alpha marka liyofilizatorde -55 °C’de 48 saat
dondurularak kurutulmustur. Kurutulan Salvia officinalis L. kalluslar1 1 gram tartilarak
tizerlerine 5 mL %80 metil-alkol eklenmistir. Kudos marka SK3310HP model ultrasonik su
banyosunda 53 kHz frekans ve 160 watt parametreleri ile 30 dakika 40 °C’de tutulmustur.
Karigim +4 °C’de 20 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra supernatanti alinarak,
kalan siiziintiiye 5 mL %80 methanol eklenmis ve tekrar ultrasonik su banyosuna koyularak 30
dakika 40 °C’de ekstrakte edilmistir. Karigim +4°C’de 20 dakika 10.000 rpm’de santrifiij
edilerek siipernatantt alinmistir. Birlestirilen siipernatantlar 0,22 um membran filtresinden
gegirildikten sonra 10 mL’ye %80 metanol ile tamamlanarak analize kadar -20 °C’de

saklanmustir.
3.2.5. Analiz

Ekstrakte edilen &rneklerin analizleri Istanbul Universitesi Biyoloji Boliimii Cevre, Gida ve
Enstriimantal Analiz Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Analizler sirasinda laboratuvarda

bulunan ve Tablo 6’da gosterilen cihazlar kullanilmistir.

Tablo 8: Cevre, Gida ve Enstriimantal Analiz Laboratuvarinda bulunan ve ¢aligmalarda kullanilan

altyapi/ekipmanlar.
Laboratuvarda Bulunan Altyapi/Ekipman Tiri Calsmalarda kullanim amaci
(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat, vb.)

Multivapor Solventlerin uzaklastirnimasinda kullanilacaktir.
Ultrasonik Su Banyosu Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacaktir.
pH metre Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacaktir.
Hassas Terazi Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacaktir.
Ultrasonik Ekstraksiyon (5-30 ml) Biyoaktif madde ekstraksiyonunda kullanilacaktir.
Azot altinda ugurma sistemi Solventlerin uzaklastirimasinda kullanilacaktir.
Elisa Microplate Reader Biyoaktif madde analizlerinde kullanilacaktir.
Ceker Ocak Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacaktir.
Etiv Ekstraksiyonlarda kullanilacaktir.
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Tablo 8’in devami

Santrifij Ekstraksiyonlarda kullanilacaktir.
Liyofilizator Ekstraksiyonlarda kullanilacaktir.
Distile Su Sistemi (Type 1) Ekstraksiyonlarda kullanilacaktir.
Sogutmali Santrif(j Ekstraksiyonlarda kullanilacaktir.
Vakum Filtrasyon Sistemi Ekstrakt filtrelemesinde kullanilacaktir.

Bu tez calismasinda elde edilen kalluslarin toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi
icin Modifiye Folin-Ciocalteu yontemi, toplam flavonoid miktarlarinin belirlenmesi i¢in AICI13
kolorimetrik yontemi, toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in CUPRAC ve
CERAC yontemleri kullanilmigtir. Analizler her bir yontem ve ekstrakt i¢in 5 teknik tekrarli

olmak tizere gergeklestirilmistir.
3.2.5.1. Toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi

Folin ve Ciolcalteu (1927) tarafindan gelistirilen yontem Onceleri protein analizi igin
kullanilmaktaydi. Bu yontem ilk olarak Singleton ve dig. (1999) tarafindan, giiniimiizde rutin
olarak toplam fenolik maddelerinin miktarmin tayin edilmesinde kullanilmaktadir. Ydntem
fenolik bilesiklerden, molibdenyuma’a elektron transfer edilmesi temeline dayanmaktadir.
Spektrofotometrik olarak 750-765 nm’de mavi renkli kompleksin olusumu ile belirlenir. Gallik
asit genellikle kullanilan standarttir, bu sebeple sonuglar gallik asit esdegeri (mg/L) olarak ifade
edilmektedir.

Modifiye Folin-Ciocalteu yontemi cozeltilerinin hazirlanmast;

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, distile su ile 1:5 (v/v) oraninda seyreltilerek stok hazirlanmstir.
40 gr Sodyum hidroksit (NaOH) 'den tartilarak bir miktar distile ultrasonik su banyosunda
¢Ozdiiriilmiis, stok olmasi amactyla 1000 m1’ye distile su ile tamamlanmak {izere balon jojeye

aktarilmistir.
Prosediir;

50 pl Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, 50 ul o6rnek ekstraktt ve 100 pl NaOH c¢ozeltisi
kanigtirilarak 3 oda sicakliginda bekletildikten sonra, 760 nm’de kor c¢ozeltiye karsi
absorbanslar1 dlgiilmiistiir. Olgiimlere gore hazirlanan ekstraktlarin mg / nmol gallik asit/g

ornek esdegeri cinsinden toplam fenolik miktar1 hesaplanmistir.
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3.2.5.2. Toplam Flavonoid Madde miktarlarinin belirlenmesi

Toplam flavonoid madde miktarlarinin belirlenmesinde Aliiminyum Kloriir Kolorimetrik
Metodu kullanilmigtir. Metodun temeli “aliiminyum kloriiriin, flavonoidlerin hidroksil grublari
ile kararli bir asit kompleksinin olusturulmasina” dayanmaktadir. Olugsan bu komplekslerin

dalga boyu Chang ve dig. (2002) tarafindan 415-440 nm olarak verilmistir.

Altiminyum klorir kolorimetrik vontemi ¢ozeltilerinin hazirlanmasi;

12,5 gr sodyum nitrit (NaNO2) tartilarak, 100 ml saf suda ¢ozdiiriilmis, 250 ml’ye saf su ile
tamamlanmak iizere balon jojeye aktarilmis, stok % 5°lik Sodyum Nitrit (NaNO2) ¢06zeltisi
hazirlanmistir. 25 gr aliiminyum kloriir (AlCl3.6H20) tartilarak, 150 ml saf suda ¢ozdiiriilmiis,
250 ml’ye saf su ile tamamlanmak iizere balon jojeye aktarilmis, stok % 10’luk aliiminyum
kloriir (AICI3.6H20) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 40 gr Sodyum hidroksit (NaOH) 'den tartilarak
bir miktar distile/saf suda ultrasonik su banyosunda ¢ozdiiriilmiis, stok olmasi amaciyla 1000

ml’ye distile su ile tamamlanmak iizere balon jojeye aktarilmstir.

Prosediir;

4-x ml distile su, x ml 6rnek ve 0,3 ml NaNO> ¢ozeltisi karistirilarak, karisim 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda karigima 0,6 ml AICI3.6H20 ¢ozeltisi eklenmis ve
karisim 6 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda karisima 2 ml NaOH ¢d6zeltisi ve
3,1 ml distile su eklenerek oda sicaklifinda 10 dakika bekletildikten sonra 510 nm’de kor
¢ozeltiye karsi absorbanslari dlgiilmiistiir. Olgiilen degerlere gére, hazirlanan ekstraktlarin

mmol katesin/g 6rnek esdegeri cinsinden toplam flavonoid miktar1 hesaplanmistir.
3.2.5.3. Toplam Antioksidan Madde Miktarlarinin belirlenmesi
Toplam antioksidan madde miktarlarinin belirlenmesinde CUPRAC ve CERAC olmak iizere

iki yontem kullanilmistir.

CUPRAC yonteminin prensibi, Apak ve dig. (2004) tarafindan, kromojenik yiikseltgen olan
Cu(lD)- neokuproin (Nc) reaktifi antioksidanlar ile reaksiyona girerek indirgenmesi sonucunda

olusan Cu(I)-Nc kelat kompleksinin 450 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi olarak ifade edilmistir.

CERAC ydnteminin prensibi, Ozyurt ve dig. (2007) tarafindan, siilfat asitli Ce (IV) iyonlarinm

antioksidanlar ile reaksiyona girmesi sonucu olusan Ce (III) iyonlarinin absorbansinin Ce (1V)
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iyonlarinin absorbanslarinin farkina bakilarak toplam antioksidan miktarinin hesaplanmasi

olarak ifade edilmistir.

CUPRAC yontemi ¢cozeltilerinin hazirlanmasi;

0,4262 gr CuCl,.2H0 tartildiktan sonra 1,0 x 102 M Cu (II) kloriir stok ¢dzeltisi hazirlamak
icin 250 ml’ye saf su ile tamamlanmistir. 0,156 gr neocuproin (Nc) tartilarak bir miktar %97’lik
etil alkolde ¢ozdiiriildiikten sonra 7,5 x10° M neocuproin (Nc) stok ¢ozeltisi hazirlamak igin
100 mI’ye etil alkol ile tamamlanmustir. 19,27 gr amonyum asetat (NH4AC) tartilarak bir miktar
saf suda ¢ozdirtildiikten sonra 1,0 M amonyum asetat (NH4Ac) stok ¢ozeltisi hazirlamak

amactyla 250 ml’ye saf su ile tamamlanarak balon jojeye aktarilmistir.

Prosediir;

Iml Cu (Il) kloriir ¢ozeltisi, 1ml neocuproin (Nc) ¢ozeltisi ve 1 ml NHiAc ¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra, x ml érnek eklenerek (1,1-x ml) H2O ile 4,1 ml’ye tamamlanmustir. fgili
karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 450 nm’de kor c¢ozeltiye karsi
absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. Hazirlanan ekstraktlarin mmol Troloks/g 6rnek esdegeri cinsinden

toplam antioksidan miktarlar1 hesaplanmistir.

CERAC yontemi ¢ozeltilerinin hazirlanmast;

0,0404 g Ce(S04)2.4H,0 tartilarak bir miktar saf su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 1,0 x 10° M
Ce(lV) stok ¢ozeltisi hazirlamak amciyla 100 ml’ye saf su ile tamamlanarak balon jojeye
aktartlmistir. 17,0 ml % 98’lik H2SOg4 stok ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla 100 ml’ye saf su ile

eklenerek tamamlanmustir.

Prosediir;

1 ml Ce (IV) ¢ozeltisi, x ml 6rnek eklenerek ve (9-x) ml H2O karistirilarak 10 ml’ye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda 30 dakika beklendikten sonra 320 nm’de kor ¢ozeltiye karsi
absorbanslar dl¢iilmiistiir. Hazirlanan ekstraktlarin mmol Troloks/g 6rnek esdegeri cinsinden

toplam antioksidan miktarlar1 hesaplanmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. ON DENEMELER

On denemelerde Rosmarinus officinalis L. érneklerinden hazirlanan eksplantlarin F1, F2, F3 ve
FB1 besiyerleri ile hazirlanan 8 haftalik deneme kiiltiirleri sonucunda herhangi bir kallus
olusumu goézlemlenmemistir (Sekil 10). Kiiltiir gelisimi gozlenmeyen F1, F2, F3 ve FBI1

besiyelerleri ile calismalara devam edilmemistir.

Sekil 10: F1 (A), F2 (B), F3 (C) ve FB1 (D) besiyerlerinde 8 hafta sonunda kallus geligimi
gozlenmeyen Ornekler.

On denemelerde Rosmarinus officinalis L. drneklerinden hazirlanan eksplantlarin S1, S2 ve S3
besiyerleri ile hazirlanan 8 haftalik deneme kiiltiirleri sonunda gézlemlenen kallus olugumlari
ve biiylikliikleri Sekil 11°deki gibi gozlemlenmistir. S1 ve S2 besiyerlerinde olusan kalluslar
beyaz renkli ve kirilgan olmasindan 6tiirii biyoreaktor ¢aligmalari i¢in uygun goriillmemistir. S3
besiyerinde ise doku kararmalar1 gozlemlenmistir. Kallus gelisimleri uygun goriillmeyen S1, S2

ve S3 besiyerleri ile ¢alismalara devam edilmemistir.

Sekil 11: S1 (A), S2 (B), S3 (C) besiyerlerinde 8 hafta sonunda kallus gelisimi

On denemeler sirasinda, K1 besiyerinde 8 haftalik kiiltiir sonunda Rosmarinus officinalis L. ve

Salvia officinalis L. orneklerinden alinan eksplantlarda uygun kallus olusumu ve kallus
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biytikligi Sekil 12°deki gibi gézlemlenmistir. K1 besiyerinde mevcut olan Dicamba sentetik
oksininin iki bitkide de etkili ve hizli kallus gelisimine etki etmesinden otiirii, caligmalara K1

besiyeri formiilasyonu ile devam edilmistir.

Sekil 12: K1 besiyerinde gelisimleri uygun goriilen Salvia officinalis L. (A ve B) ve Rosmarinus
officinalis L. (C ve D) kalluslar1

4.2. TIBBI ADACAYI (Salvia officinalis L.) BITKISINDEN KALLUS KULTURU
ELDESI

K1 besiyerinde Salvia officinalis L. tiirliniin yaprak ve gévde pargalarindan karisik olarak alinan
eksplantlarin 8-10 haftalik gelisimi, ¢ogalmasi ve kiiltiire adaptasyonu Sekil 13°teki gibi

gozlemlenmistir.

Sekil 13: K1 besiyerinde Salvia officinalis L. kalluslarinin 3. (A), 4. (B), 7. ve 10. haftalardaki
gelisimi.
Biyoreaktor ortaminda K1 besiyerinde, Salvia officinalis L. eksplantlarindan elde edilen

kalluslarin 4 haftalik kiiltiirde gelisimi ve ¢ogalmas1 Sekil 14’teki gibi gézlemlenmistir.
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Sekil 14: Biyoreaktor uygulamalarinda K1 besiyerinin sivi formunda Salvia officinalis L.
eksplantlarindan elde edilen kalluslarinin 2. (B) ve 4. (C) haftalardaki gelisimi ve biyoreaktoriin
genel goriiniimii (A).

Calismalar sirasinda Salvia officinalis L. eksplantlarinin stok kiiltiir olarak muhafaza edilmesi
ve tiim ¢alismalar sirasindaki kiiltiirlerinde, gesitli asamalarda kat1 kiiltiirlerde kontaminasyon
belirtileri  gozlemlenmistir (Sekil 15). Kontaminasyonun kati besiyerinde bulasmadigi
eksplantlar yeni kiiltiirlere aktarilarak kiiltiirlerine kontaminasyon belirtisi gostermeden devam
edilebilmistir. Bu durum besiyerine eklenen PPM soliisyonunun kontaminasyonun hizli bir
sekilde yayilmasini inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. Kontaminasyon belirtisi gdsteren

kalluslar kaybedilmistir.

Sekil 15: Cesitli asamalarda kat1 kiiltlirlerde karsilasilan kontaminasyonlarin goriiniimii

TIS biyoreaktoriinde sivi  kiiltiir ile gelisen kalluslarda kontaminasyon belirtisi
gozlemlenmemistir. Kat1 kiiltlirde bu kadar kontaminasyon goriilmesinin sebebi, 2 haftalik
besiyeri degisimi sirasinda kalluslarin bulunduklar1 ortamin agilarak; yeni besiyerine fiziksel
olarak aktarilmasindan kaynaklanmaktadir. SETIS biyoreaktor sisteminde, besiyerinin ve bitki
materyalinin bulunduklari kaplarin farkli olmasi; bitki materyallerinin fiziksel olarak baska bir
kaba aktarilmadan besiyeri degisiminin yapilabilmesi kontaminasyon sorununu en aza

indirmektedir.
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Calismalar sirasinda Salvia officinalis L. eksplantlarinin stok kiiltiir olarak muhafaza edilmesi
ve tim calismalar sirasindaki kiiltiirlerinde, ¢esitli asamalarda zaman zaman Kalluslarda
oksidasyona bagli kararmalar gozlemlenmistir. Bu kararmalar yeni besiyerine aktarim islemleri

sirasinda temizlenerek kiiltiirlere devam edilmistir.

Sekil 16: Calismalar sirasinda gozlemlenen doku kararmasi i¢in 6rnek goriintiisii.

4.3. FITOKIMYASAL ANALIZLER

Kat1 besiyerinde 4 hafta kiiltiire alinan kalluslarin 2 biyolojik tekrar yapilarak elde edilen
ekstraktlar1 Kontrol 1 (Petri) ve Kontrol 2 (Petri) olarak isimlendirilmistir. Siv1 besiyerinde TIS
biyoreaktorii iginde 4 hafta kiiltiire alinan kalluslarin 2 biyolojik tekrar yapilarak elde edilen
ekstraktlar1 Kontrol 1 (Biyoreaktor) ve Kontrol 2 (Biyoreaktor) olarak isimlendirilmistir.
Jasmonik asit uygulanmis kati besiyerinde 4 hafta kiiltiire alinan kalluslarin 2 biyolojik tekrar
yapilarak elde edilen ekstraklar1 JA 1 (Petri) ve JA 2 (Petri) olarak isimlendirilmistir. Jasmonik
asit uygulanmis siv1 besiyerinde TIS biyoreaktorii icinde 4 hafta kiiltiire alinan kalluslarin 2
biyolojik tekrar yapilarak elde edilen ekstraklar1 JA 1 (Biyoreaktor) ve JA 2 (Biyoreaktor)

olarak isimlendirilmistir.

Elde edilen tiim ekstraklarin analizi sonucunda tespit edilen toplam fenolik madde miktarlarinin

karsilastirilmast Sekil 17°deki gibidir.
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Sekil 17: Ekstraklarin analizi sonucunda toplam fenolik maddelerin karsilastirilmasi.

Yapilan analiz sonucunda ortalama olarak toplam fenolik madde miktarinda Kontrol Petri
ornegine gore Kontrol Biyoreaktor drneginde 2,17 kat, yani %117°lik bir artig tespit edilmistir.
JA Petri 6rnegine gore JA Biyoreaktér orneginde 4,62 kat, yani %362’lik bir artig tespit
edilmistir. Kontrol Petri 6rnegine gore JA Petri 6rneginde 0,72 kat, yani %28’lik bir diisiis tespit
edilmistir. Kontrol Biyoreaktor 6rnegine gore JA Biyoreaktor 6rneginde 1,53 kat, yani %53 liik
bir artig tespit edilmistir.

Elde edilen tiim ekstraklarin analizi sonucunda tespit edilen toplam flavonoid madde

miktarlarinin karsilagtirilmas: Sekil 18°deki gibidir.
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Sekil 18: Ekstraklarin analizi sonucunda toplam flavonoid maddelerin karsilagtirilmas.
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Yapilan analiz sonucunda ortalama toplam flavonoid madde miktarinda Kontrol Petri 6rnegine
gore Kontrol Biyoreaktor drneginde 2,81 kat, yani %181°lik bir artig tespit edilmistir. JA Petri
ornegine gore JA Biyoreaktor 6rneginde 7,46 kat, yani %746’lik bir artis tespit edilmistir.
Kontrol Petri 6rnegine gore JA Petri 6rneginde 0,42 kat, %58’lik bir diisiis tespit edilmistir.
Kontrol Biyoreaktor drnegine gore JA Biyoreaktor 6rneginde 1,27 kat, yani %27’°lik bir artis

tespit edilmistir.

Elde edilen tiim ekstraklarin CUPRAC ve CERAC yontemleri ile yapilan analizi sonucunda
tespit edilen toplam antioksidan madde miktarlarinin karsilastiriimas: Sekil 19 ve Sekil 20°deki
gibidir.
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Sekil 19: Ekstraklarin CUPRAC yontemi ile analizi sonucunda toplam antioksidan maddelerin
karsilagtiriimasi.

Yapilan CUPRAC ydntemi analizi sonucunda ortalama olarak toplam antioksidan madde
miktarinda Kontrol Petri 6rnegine goére Kontrol Biyoreaktor 6rneginde 2,57 kat, yani %157°1lik
bir artis tespit edilmistir. JA Petri 6rnegine gore JA Biyoreaktor drneginde 4,14 kat, yani
%?314°liik bir artig tespit edilmistir. Kontrol Petri 6rnegine gore JA Petri 6rneginde 0,91 Kat,
%9’ luk bir diisiis tespit edilmistir. Kontrol Biyoreaktor 6rnegine gore JA Biyoreaktor 6rneginde

1,46 kat, yani %46’lik bir artig tespit edilmistir.
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Sekil 20: Ekstraklarin CERAC y6ntemi ile analizi sonucunda toplam antioksidan maddelerin
kargilastirilmasi.

Yapilan CERAC yontemi analizi sonucunda ortalama olarak toplam antioksidan madde
miktarinda Kontrol Petri 6rnegine gore Kontrol Biyoreaktor 6rneginde 1,52 kat yani %52°1lik
bir artig tespit edilmistir. JA Petri 6rnegine gore JA Biyoreaktor 6rneginde 1,45 kat, yani
%45°1ik bir artig tespit edilmistir. Kontrol Petri 6rnegine gore JA Petri 6rneginde 1,23 Kat,
%23’ luk bir artis tespit edilmistir. Kontrol Biyoreaktor 6rnegine gore JA Biyoreaktor drneginde

1,18 kat, yani %18’lik bir artis tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasindan elde edilen verilerin, yerli gen kaynaklarimizda bulunan bitkilerin
ekonomik degeri yiiksek sekonder metabolitlerinin iiretiminde kullanilabilecek yiiksek
potansiyele sahip gecici daldirma sistemi biyoreaktorleri ve faydalari konusu arastirilarak
literatiire katki saglamasi hedeflenmistir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri yoluyla, Salvia
officinalis L. eksplantlarindan kallus kiiltiirti olusturulmasini takiben, kallus kiiltiiriiniin gegici
daldirma sistemi (TIS) biyoreaktoriinde alt kiiltiire alinarak, jasmonik asit uygulamasi ile
sekonder metabolit iiretiminin arttirtlmasit hedeflenerek ¢alisma planlanmistir. Farkli
yontemlerin birlikte kullaniminin in vitro kosullarda sekonder metabolitlerin iiretiminde

etkilerinin gozlemlenmesi ve bu konuda 6ncii verilerin elde edilmesi amag¢lanmustir.

Ayni familyaya ait Rosmarinus officinalis L. tiiriinde 6n denemeler ve gegici daldirma sistemi
biyoreaktorii optimizasyon calismalar1 yapilmistir. 7 farkli formiilasyona sahip besiyeri

denenmis ve ¢aligmalar i¢in en uygun kallus gelisimi gosteren besiyeri belirlenmistir.

Tez ¢alismasinin amaci dogrultusunda Salvia officinalis L. tiiriinden elde edilen eksplantlarin
kat1 ortamda kallus kiiltiirii ile kontrol grubu olusturulmus; kontrol kalluslari, jasmonik asit
uygulanmis kat1 ortamda ve biyoreaktorde ayrica jasmonik asit uygulanmamis biyoreaktdrde
kiiltiire alinmigtir. Kiiltiirler sonunda 4 kiiltiir tipine ait kalluslardan elde edilen ekstraklar
toplam fenolik, flavanoid ve antioksidan bilesikleri tespit edilmis, karsilastirilmis ve sekonder
metabolit iiretimi i¢in TIS biyoreaktoriinde jasmonik asit uygulamasinin etkili oldugu

gorilmiistiir.

Salvia officinalis’in kallus kiiltiiriinlin basarili bir sekilde TIS Biyoreaktoriinde devamlilig
saglanmis, siiregte TIS biyoreaktoriinde tiretilen kalluslar yiiksek biyokiitle artisi, hizli biiyiime
ve gelisme gostermistir. Kati ortamda olusan kalluslar ile karsilastirildiginda, TIS
biyoreaktoriinde gelisen kalluslarda toplam fenolik, flavaonoid ve antioksidan madde

miktarlarinda anlaml artiglar gériilmiistiir.

On denemelerde Rosmarinus officinalis L. eksplantlarmin kiiltiirde kallus olusturulmasi
amaciyla 1 mg/mL NAA + Img/mL 6-BAP, 2 mg/mL 2,4-D, 3 mg/mL NAA + 3 mg/mL 6-
BAP, 3,3 mg/mL Dicamba, 3 mg/mL 6-BAP, 1 mg/mL Kinetin + 1 mg/mL TDZ, 3 mg/mL

Kinetin + 3 mg/mL TDZ olmak iizere kullanilan 7 farkli hormon konsantrasyonundan; sadece
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3,3 mg/mL Dicamba hormon konsantrasyonunda ¢alisma i¢in istenen siki ve sert formatta,

kompakt (Tip 1), yesil veya koyu yesil renkte ve stabil kallus olusumu gézlenmistir.

1 mg/mL Kinetin + 1 mg/mL TDZ, 3 mg/mL Kinetin + 3 mg/mL TDZ hormon
konsantrasyonlarinda olusan kalluslar stabil olsa da kirilgan ( Tip 2) formatta ve beyaz renkte
olduklarindan biyoreaktor ¢aligmalari i¢in uygun goriilmemistir. Tip 1 ve Tip 2 kallus tipleri
Armstrong ve ve Green (1985) tarafindan embriyonik Zea mays L. bitkisinde tanimlanmustir.
Ayrica kullanilan diger bitki biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlarina gore 3,3 mg/mL
Dicamba’nin doku ¢ogalma hizinda gozle goriilebilir olumlu etkileri tespit edilmistir. ilgili
konsantrasyon Salvia officinalis L. bitkisinde de kullanildiginda ikinci alt-kiiltiir sonrasinda
calisma i¢in istenen siki, sert, yesil veya koyu yesil renkte kallus olusumu Sekil 21°deki gibi

gozlenmistir.

Sekil 21: Biyoreaktor ¢alismalarina uygun gériilmeyen kirtlgan (Tip 2) formatta ve beyaz renkte
kalluslar (A ve B), caligmalara uygun goriilen kompakt (Tip 1), yesil veya koyu yesil renkte
kalluslar (C ve D).

Papenfuss ve Carman (1987) tarafindan Triticum aestivum L. bitkisi ile yapilan ¢alismalarda
Dicamba’nin farkli evrelerde kallus olusumuna olumlu etkileri tespit edilmistir. Ayrica
Nyochembeng ve Garton (1996), Xanthosoma sagittifolium ile yaptiklar1 ¢alismada gévde ve
petiyolden elde edilen eksplantlar ile Dicamba, 2-iP ve Thidiazuron kullanilarak olusturulan
kiiltiirlerinde  kallus olusumunu incelemislerdir. 1,36-13,6 uM aralifinda Dicamba
konsantrasyona sahip besiyerlerindede 3 hafta sonunda petiyolden elde edilen eksplantlarin
%70’inde, govdeden elde edilen eksplantlarin %50’sinde etkin kallus olusumu rapor
etmislerdir. En yiiksek kallus agirliginin her iki eksplant tipi i¢inde 1,36 uM Dicamba
konsantrasyonuna sahip besiyerinde elde edildigini bildirmislerdir. Buna ek olarak Dicamba ile
0.045 puM konsantrasyonda kullanilan Thidiazuron’in tiim Dicamba konsantrasyonlarinda

kallus agirligina olumlu etkilerini rapor etmislerdir. Bu bilgiler 1s1g1nda sentetik bir oksin olan
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Dicamba’nin Rosmarinus officinalis L. ve Salvia officinalis L. bitkilerine ek olarak, bir¢cok
baska bitkinin kallus kiiltiirii elde edilmesi ¢alismalarinda olumlu etkileri olacagi ve benzer
calismalar1 yapilabilecegi sonucu c¢ikarilabilir. Dicamba’nin farkli bitkilerde ve farkli bitki

biiylime diizenleyicileri ile birlikte etkileri detayli olarak bu veriler dnciiliigiinde arastirilabilir.

Salvia officinalis L. eksplanlarindan elde edilen kalluslarin 4 haftalik kiiltiirii sonunda K1
besiyerinin biyoreaktdrde sivi formunda, kati formuna gore daha yliksek biyokiitle artis1 ve
doku ¢ogalmasi gozlenmistir. 4 haftalik kiiltiir sonunda kati besiyerinde ve biyoreaktorde sivi

formunda olusan kallus biiyiikliikleri Sekil 22°deki gibi gézlemlenmistir.

Sekil 22: Salvia officinalis L. kalluslarinin kat1 besiyerinde (A) ve TIS biyoreaktoriinde 4 haftalik
kiiltiir sonundaki goriiniimii.

Kati kiiltiirlere gore, gecici daldirma sistemi biyoreaktorlerinde tespit edilen bu durum,
Arencibia ve dig. (2013) tarafindan Vaccinium corymbosum L.’de kat1 kiiltiire gore, TIS
biyoreaktoriinde 26,2 kat ¢ogaltma katsayisi tespit ettikleri sonuglar1 desteklemektedir. Mujib
ve dig. (2014), Catharanthus roseus ile yaptiklar1 ¢alismada kallus olusumunu kat1 besiyeri,
kiiltiir sisesinde s1v1 besiyeri ve TIS biyoreaktoriinde sivi besiyeri olmak tizere 3 farkli kiiltiir
ortaminda karsilastirmiglardir. 45 giinliik kiiltiir sonunda kallus biyokiitlesini kati besiyerinde
1,65 g, kiiltiir sisesi icinde sivi besiyerinde 1,95 g olarak bildirmis, en yiiksek kallus
biyokiitlesini TIS biyoreaktoriinde 2,11 g olarak tespit etmislerdir. McAlister ve dig. (2005), 6
Eucalyptus klonu ile yaptiklar1 kiiltiir ¢alismalarinda kat1 ortam ve TIS biyoreaktoriindeki
gelisimlerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda 100 siirgiin ile basglayan kiiltiirlerde 28 giin
sonunda kat1 agarda olusan siirgilin adetlerinin farkli klonlarda 2 ya da 3 kat daha fazlasinin 14
giin sonunda TIS biyoreaktoriinde elde edildigini bildirmislerdir. Ayrica McAlister ve dig.
(2005), TIS biyoreaktoriinden elde edilen bitkiciklerin kalitesinin kati ortama gore ¢cok daha
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yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Alvarez ve dig. (2021), Colocasia esculenta L. Schott ile
farkli tip biyoreaktorler ve kati agar kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu ve en yiiksek ¢ogalma katsayilarini kat1 agara gore TIS biyoreaktoriinde 6 kat
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonucunda kallus biyokiitlesinin arttirilmasinda
kat1 besiyerine gore TIS biyoreaktoriiniin ¢ok daha etkili oldugu anlasilmaktadir. Mevcut
veriler, siv1 kiiltiirlerde 6zellikle TIS biyoreaktoriintin kallus kiiltiiriinde biyokiitle artisinda
basarili oldugunu gostermistir. Ayrica bu sistemlerde farkli bitki kiiltiirlerinin hizli ve saglikli
gelisiminin miimkiin oldugu ifade edilebilir. Alvarez ve dig. (2021) bu konuda SETIS™
sisteminin yar1 otomasyona izin vererek, diisik maliyetle, canliligi yiiksek kaliteli bitki

tiretimine olanak saglayacagini belirtmislerdir.

Vendrame ve dig. (2022), Brassavola nodosa L. ile yaptiklar1 ¢alismada kat1 ortam ve TIS
biyoreaktoriiniin in vitro silirglin ¢ogalma katsayilarma etkilerini karsilagtirmislardir. Kati
ortamda ¢ogalma katsayis1 2,8 siirgiin/eksplant tespit edilirken, TIS biyoreaktdriinde bu oran
4,6 siirglin/eksplant olarak tespit edilmistir. Ayrica Vendrame ve dig. (2022) TIS
biyoreaktoriinde farkli dongii frekanslarinda cogalma katsayilarinin degistigini belirtmislerdir.
Bu durum TIS biyoreaktorlerinin  kullanildigi c¢alismalarda dongii  frekanslarinin
optimizasyonunun onemine isaret etmektedir. Bu sebeple TIS biyoreaktdrlerinin kullanilacak

bitkide farkl: dongii frekanslarindaki etkilerinin de arastirilmasi onemlidir.

Salvia officinalis L.’in, ozellikle kontrol olarak kullanilan kati besiyerinde elde edilen
kalluslarina ek olarak, tiim 6rneklerde tespit edilen fenolik, flavanoid ve antioksidan bilesikler,
Alberto ve dig. (1998) in vitro ortamda Hypericum perforatum’un kallus kiiltiirlerinde
flavonoid bilesikleri tespit etmeleri ile tutarlidir. Bitkilerin kallus kiiltiirlerinin sekonder
metabolit i¢erdigi sonucunu desteklemektedir. Bu konuda giincel olarak Perez-Alonso ve dig.
(2011), Digitalis lanata stirgiin kiiltiirinde TIS biyoreaktorii kullanarak ¢esitli elisitor
uygulamalari ile gergeklestirdikleri ¢alismada; TIS biyoreaktoriinde elisitor uygulanmadan bile
stirgiinlerde sekonder metabolit iceriginin tespit edildigini bildirmislerdir. Tez g¢aligmasi
kapsaminda elde edilen veriler, literatiirde mevcut olan, bitkilerin kat1 besiyeri ya da TIS

biyoreaktorlerindeki kallus kiiltiirlerinin sekonder metabolit igerdigi sonuglari ile tutarhdir.

Salvia officinalis L. kallus kiiltiirlerinde kat1 besiyerine gore biyoreaktorde iiretilen kalluslarda
tespit edilen toplam fenolik madde miktarinda 2,17 kat, toplam flavonoid madde miktarinda

2,81 kat, toplam antioksidan madde miktarinda CUPRAC analizine gore 2,57 kat, CERAC
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analizine gore 1,52 kat artiglar; Petrova ve dig. (2014) Arnica montana L. kok kiiltiirlerinde
toplam lakton miktarinin gegici daldirma sistemi biyoreaktdriinde, statik sivi kiiltiire gore 1,11
kat, kati kiiltiire gore 2,01 kat artis tespit ettikleri sonuglar ile tutarlidir. Stvi kiiltiirlerin 6zellikle
gecici daldirma sistemi biyoreaktorlerinin klasik yontemlere gore daha yiiksek sekonder

metabolit liretimi gerceklestirdigi sonucunu desteklemektedir.

Yadegari (2018), Salvia officinalis L.’in tohum kiiltiirlerinde yaptig1 ¢alismada jasmonik asit
ve salisilik asit uygulamalarinin ugucu yag bilisimleri tizerine etkilerini aragtirmistir. Jasmonik
asit ve salisilik asit uygulamalarimin kiiltiirde ugucu yaglar tizerinde artan etkileri tespit edilmis;
en iyi elisitasyonun jasmonik asit i¢gin 0.1051 g/L ve 0.2102 g/L konsantrasyonlarinin, salisilik
asiti¢in 0.138 g/L oldugunu belirtmistir. Jasmonik asit gibi elisitor uygulamasinin klasik kiiltiir
ortaminda, gesitli metabolitlerin miktarinin arttirilmasinda olumlu etkileri ortadadir. Bu sebeple
tez calismamizda TIS biyoreaktoriinde de benzer etkileri olacag: diisiiniilerek Jasmonik asit
uygulamasi1 yapilmigtir. Salvia officinalis L. kallus kiiltirlerinde JA uygulanmamig
biyoreaktore gore, JA uygulanmis biyoreaktdrde iiretilen kalluslarda tespit edilen toplam
fenolik madde miktarinda 1,53 kat, toplam flavanoid madde miktarinda 1,27 kat, toplam
antioksidan madde miktarinda, CUPRAC analizine gore 1,46 kat, CERAC analizine gore 1,18
kat artiglar; Skrzypczak-Pietraszek ve dig. (2019) tarafindan Centella asiatica L. kok
kiiltiiriinde TIS biyoreaktorii kullanilarak yapilan ¢aligmada kontrol drnegine gore, elisitor
(MelJa) uygulanmis orneklerde tespit edilen fenolik asit bilesiklerinde 1,8 kat artis, flavonoid
bilesiklerde 1,7 kat artis sonuglarini desteklemektedir. Ayrica Gala ve dig. (2005), Arabidopsis
thaliana hiicre kiiltiirinde yaptiklari ¢aligmada, ortama eklenen jasmonik asit uygulanmasinin
baslangig kiiltiiriine oranla a-tokoferol miktarinda %66 gibi yiiksek bir oranda artiga yol agtigini
bildirmislerdir. Bu veriler 1s181nda, elisitér uygulamalarinin TIS biyoreaktorlerinde sekonder
metabolit iiretimini arttirdi§i sonucu ¢ikarilabilir. Tez calismamizda birlikte kullanilan bu
yontemlerin, elisitor tipinin ve konsantrasyonlarinin detayli arastirilabilecegi ¢aligmalar igin

oncii ve destekleyici olacaktir.

Hamrouni —Sellami ve dig.(2012), Salvia officinalis L. ile ¢esitli kurutma yontemlerinin total
fenolik bilesik miktarina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada; Folin—Ciocalteu yontemi
kullanilarak tespit edilen toplam fenolik madde miktarlarinin kurutma yontemine gore ana
bitkide 0.399-2.337 mg GAE/g araliginda oldugunu bildirmislerdir. Tez ¢aligmasi kapsaminda
Kontrol Biyoreaktor drneginde ortalama 6,874 mg GAE/g ve JA Biyoreaktor orneginde
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ortalama 10,528 mg GAE/g olarak tespit edilen degerlerle, ana bitkiye gore TIS
biyoreaktorlerinin toplam fenolik madde miktarinda artisa sebep oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
Jain ve dig. (2012), Sericostoma pauciflorum ile kallus kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢alismada, farkli
bitki biliylime diizenleyicilerinin toplam fenolik madde miktarina etkilerini arastirmiglardir.
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak yapilan analizlerde Kinetin, indole 3-acetic acid ve indole
3-butyric acid (IBA) bitki biiylime diizenleyicileri arasinda en yiiksek toplam fenolik madde
miktarinin 107.33 = 1.76 mg GAE/g degeri ile IBA’da tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu
durum ve tez calismamizda Dicamba ile edilen veriler, farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin
toplam fenolik madde miktar1 artisina etkilerinin ¢ok cesitli olabilecegi ve daha detayl

arastirilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Ergetin (2013), Arnebia densiflora kallus kiiltiiriinde sikonin ve tiirevlerinin tiretilmesi lizerine
yaptiklar1 ¢calismada kallus kiiltiirtinde, bitki kok kabuklarindan daha diisiik sikonin miktari
tespit etmislerdir. Fakat tespit edilen degerlerin bitki kok kaburaklarinda dogal yollar ile 5-7
yilda tiretildigi, in vitro kiiltiirde ise bu siiresinin 20-40 giinliik olmas1 diisiiniildiigiinde in vitro

stv1 kiilttirlerin degerli metabolit tiretimin nasil siire avantaj1 saglayabilecegi anlagilabilir.

Ticari liretimlerde biyokiitle artis1 ve cogalma hizinin 6nemi diistintildiigiinde kat1 ortamlarin
yerine siv1 kiiltiirlerin etkili bir yontem olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Trentini ve dig. (2021),
Arisotelia chilensis kiiltiirlerinde; optimize edilen TIS biyoreaktorlerinde elde edilen yiiksek
biyokiitle degerleri ile, gida endiistrisinde kullanilan sekonder metabolitlerinin in vitro

tiretiminde biyokiitlenin 6nemine isaret etmislerdir.

Tez c¢alismamiz gecici daldirma sistemi biyoreaktorlerinin mikrogogaltim disinda farkl
caligmalarda da kullanilabilecegi gostermektedir. Bitkilerdeki nadir metabolitlerin klasik
yontemlere gore daha ¢ok iiretilmesini saglayarak tespit edilmesini ve takiben daha kolay izole
edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu sistemlerin az yer kaplamasi, kapal1 sistem olmas1 sonucu
kontaminasyonu en aza indirgemesi ve her adimin kontrol edilebilmesine olanak saglamasi;

tiretim i¢in kullanilmasinda yiiksek bir potansiyel gostermektedir.

Bu tez calismasinda ilk kez birlikte kullanilan yontemlerin toplam olarak etkileri
incelendiginde, JA Biyoreaktor 6rneginde Kontrol Petri 6rnegine gore ortalama; toplam fenolik
madde miktarinda 3,3 kat, toplam flavanoid miktarinda 3,6 kat, toplam antioksidan miktarinda

CUPRAC yonteminde 3,8 kat, CERAC yonteminde 1,78 kat artig tespit edilmistir. Salvia
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officinalis L. in vitro kosullarda kallus kiiltiirii ¢alismalarinda, TIS biyoreaktorii kullanilmasi
ve Jasmonik asit elisitoriiniin uygulanmasinin sekonder metabolit {iretimini énemli Olgiide
arttirdigin1 gostermektedir. Yontemin farkli bitkilerde de kullanilabilecegi ve olumlu sonuglar

elde edilebilecegini soylemek miimkiindiir.

TF CUPRAC CERAC

Toplam Flavanoid Madde (mg CA/g)
Toplam Antioksidan Madde (mg TE / g)
Toplam Antioksidan Madde (mg TE / g)

Sekil 23: Kontrol Petri ve JA Biyoreaktor 6rneklerinin toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan
miktarlarinin karsilastirilmasi

Literatiirde ayr1 ayr1 uygulamalariin bagarili oldugu birgok caligsma ile ifade edilmis olan bu
yontemlerin, bir aradaki uyumunu ve etkisini gozlemek i¢in yaptigimiz bu ¢alisma gosteriyor
ki; yontemlerin birlikte kullanilmast miimkiin ve etkilidir. Elde edilen sonuglarin farklh
caligmalarda, farkli yonleri dikkate alinarak optimize edildigi takdirde degerli ve nadir
metabolitlerin gelecekte {iretiminde vazgecgilmez olacagi diisiiniilebilir. Bu yontemler
kullanilarak metabolitlerin olusum mekanizmalarinin arastirilmasi, bitkilerde diistik
miktarlarda bulunan tanimlanmamis metabolitlerin tespit edilmesi, farkli bitkilerde de bu ve
benzer c¢aligmalarin yapilmasi énemlidir. Bu konudaki arastirmalarin, s6z konusu yontemler

kullanilarak daha kontrollii ve kolay olacagi ifade edilebilir.

Lotfi ve Werbrouck (2020), SETIS gibi gecici daldirma sistemi biyoreaktorlerinin, ticari
mikrogogaltim ya da metabolit liretimi ¢aligmalar1 i¢in heyecan verici yeni bir ara¢ oldugunu
belirtmislerdir. Ozellike sistemin kontaminasyondan kagmarak, 6zel ilgi gosterildigi takdirde
orneklerin her tiirlii manipiilasyonuna izin verdigini belirtmisler, sistemin farkli ¢caligmalar i¢in

optimizasyonunun aragtirilmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Ulkemizde mevcut olan floristik zenginlik, endemik ve nadir takson g¢esitliligi dikkate
alindiginda, degerli sekonder metabolitlerin iiretimi bakimindan bitkisel gen kaynaklarindaki
potansiyelin ¢ok yiiksek oldugu ve aktif metabolitlerin, tez ¢alismamizda kullandigimiz

yontemler ile arastirilmasmin bilimsel literatiire 6nemli katkilar saglamasi s6z konusudur.
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Bunun yanisira, yerel gen kaynaklarmin igerdigi sekonder metabolitlerin analiz edilip
aydinlatilmasi, ilag ham maddeleri ve fonksiyonel gida ingredientleri olarak ilgili sektorlere
girdi yaratan yeni biyoaktif bilesiklerin ve lretim verimliliginin kazandirilmasi ve yon

verilmesi agisindan etkili olacaktir.

Bu tez calismasi kapsaminda yeni yontemlerin ilk kez birlikte kullanilmasi, s6z konusu

yontemlerin uyumlu ve verimli bir sekilde uygulanabilecegi konusunda oncii niteliktedir.

Bitki doku kiiltiirii metodolojik kombinasyonlarinin test edildigi ¢alismamizdan elde edilen
veriler; in vitro kiltiir teknikleri igerisinde, konvansiyonel kati ortam kiiltiirii yontemlerinin
yaninda, s1vi ortam kiiltiirlerinin ve sivi ortam kiiltiirlerinin kullanildig1 TIS biyoreaktorlerinin
sekonder metabolit tiretimine olumlu etkilerini ortaya koymaktadir. TIS biyoreaktorlerinin
tespit edilen tistiinliiklerine ek olarak, sistemlere jasmonik asit gibi elisitorlerin uygulanmasi ve
kullanilan metodlarin optimizasyonu ile sekonder metabolit iiretimininde belirgin artiglar
gbzlenmistir. Bu veriler 151¢1nda sekonder metabolit iiretimi ya da tespiti calismalarinda, s6z
konusu yontemlerin birlikte kullanimi ile tiretimin olabilecek en yiiksek Seviyeye ¢ikarilmasi
miimkiin goriillmektedir. Gergeklestirilen tez galismasi kapsaminda elde edilen 6zgiin bilimsel
bulgularin, ayni zamanda iiniversite sanayi is birligi modeli ile, Onemli biyoaktif
komponentlerin biyoreaktor sistemleri kullanilarak verimli iiretim modelleri olusturulmasina

katk1 saglayacagi diigiiniilmektedir.
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EKLER
Ek Tablo 1: Orneklerdeki toplam fenolik madde miktar1.
Brnek Adi Toplam Fenolik Madde (mg GAE /g)
ORT STD
Kontrol 1 (Petri) 2,902204 0,1409061
Kontrol 2 (Petri) 3,448318 0,2173395
Kontrol 1 (Biyoreaktor) 6,974207 0,2454645
Kontrol 2 (Biyoreaktor) 6,775377 0,1152668
JA 1 (Petri) 2,255784 0,0939374
JA 2 (Petri) 2,305714 0,0883913
JA 1 (Biyoreaktor) 11,29898 0,0669824
JA 2 (Biyoreaktor) 9,757826 0,8563341
Ek Tablo 2: Orneklerdeki toplam flavonoid madde miktar:
Brnek Adi Toplam Flavonoid Madde (mg CA/g)
ORT STD
Kontrol 1 (Petri) 2,371405 0,1409061
Kontrol 2 (Petri) 2,806163 0,1811191
Kontrol 1 (Biyoreaktor) 7,306187 0,1738444
Kontrol 2 (Biyoreaktor) 7,266663 0,1719081
JA 1 (Petri) 1,11983 0,060373
JA 2 (Petri) 1,067132 0,1185703
JA 1 (Biyoreaktor) 9,854506 0,2992665
JA 2 (Biyoreaktdr) 8,642455 0,3290982
Ek Tablo 3: CUPRAC yontemine gore 6rneklerdeli toplam antioksidan madde miktari
Srnek Adi Toplam Antioksidan Madde (mg CA/g)
ORT STD
Kontrol 1 (Petri) 6,285664 0,4581885
Kontrol 2 (Petri) 6,008292 0,1288682
Kontrol 1 (Biyoreaktor) 16,18996 0,8661157
Kontrol 2 (Biyoreaktor) 15,45599 0,318075
JA 1 (Petri) 5,538894 0,5323644
JA 2 (Petri) 5,641308 0,1816467
JA 1 (Biyoreaktor) 24,60498 0,5966224
JA 2 (Biyoreaktor) 21,69045 1,0460168

Ek Tablo 4: CERAC yontemine gore 6rneklerdeli toplam antioksidan madde miktar.

Toplam Antioksidan Madde (mg CA/g)

Ornek Ad
ORT STD

Kontrol 1 (Petri) 18,1008 0,36173413a
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Kontrol 2 (Petri) 20,42223 1,5818769

Kontrol 1 (Biyoreaktor) 31,28271 1,93605231
Kontrol 2 (Biyoreaktor) 27,11758 1,45060581
JA 1 (Petri) 24,53074 1,13198553
JA 2 (Petri) 22,86398 0,38135051
JA 1 (Biyoreaktor) 35,37353 0,83747775
JA 2 (Biyoreaktor) 33,29273 0,74314133

Ek Tablo 5: Toplam fenolik madde miktari sonuglarinin Tukey metodu kullanilarak %95 giivenirlilik ile ANOVA testi

gruplart
Faktor N Ort Gruplama
JA
Biyoreaktor 6 10528 | A
Kontrol
Biyoreaktor 6 6,8748 B
Kontrol Petri 6 3,175 C
JA Petri 6 2,2807 D

Ek Tablo 6: Toplam flavonoid madde miktar1 sonuglarinin Tukey metodu kullanilarak %95 giivenirlilik ile ANOVA testi

gruplari
Faktor N Ort Gruplama
JA Biyoreaktor 6 9,248 | A
oo | ©] 1o 2
Kontrol Petri 6 2,589 C
JA Petri 6| 1,0935 D

Ek Tablo 7: Toplam antioksidan madde miktar1t CUPRAC sonuglarmnin Tukey metodu kullanilarak %95 giivenirlilik ile ANOVA testi

gruplari
Faktor N Ort Gruplama
JA Biyoreaktor | 6 23,1 A
Kontrol
Biyoraktor 6 15,8 B
Kontrol Petri 6 6,15 [
JA Petri 6 5,59

Ek Tablo 8: Toplam antioksidan madde miktar1t CERAC sonuglarinin Tukey metodu kullanilarak %95 giivenirlilik ile ANOVA testi gruplari

Faktor N |Ort Gruplama

JA Biyoreaktor |6 | 34,3 A

Kontrol

Biyoraktor 6 |29,2 B

JA Petri 6 |23,7 C

Kontrol Petri 6 [19,3 D
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