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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ENDEMIK Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis BITKISININ KALLUS
KULTURLERININ OPTIMiZASYONU VE ETANOL EKSTRELERININ
BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI
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2022, 70 Sayfa
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Dr. Ogr. Uyesi Veysel SUZERER

Bu tez kapsaminda, tibbi ve aromatik 6neme sahip degerli sekonder metabolitler iceren Salvia
cinsine ait endemik bir tiir olan Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis bitkisinin kallus kiiltiirlerinin
bagslatilmas1 ve optimizasyonu igin etkili bir protokol gelistirilmistir; ayrica kallus kiiltiirlerinin biyolojik
aktiviteleri aragtirilmigtir.

Bu baglamda oncelikle kallus kiiltiirlerinin olusumuna, her biri 1 mg/1 olan oksin (IAA, IBA ve
2,4 D) ve sitokinin (BAP, Kin ve TDZ) BBD kombinasyonunun etkisi test edilmistir. Kallus gelisiminin
optimizasyonu i¢in ise, her biri 1/1 kuvvette hazirlanan farkli besi yeri (MS, WPM, SH, Gamborg B5),
farkli seker tipi (glukoz ve sukroz) ve konsantrasyonlari (15, 30 ve 45 mg/1), farkli pH (4.5, 5.8, ve 7) ve
farkli 151k yogunlugu (aydinlik ve karanlik) uygulamalar denenmistir. 1 mg/l TDZ+ IBA igeren MS besi
ortaminda %100 yesil ve dagilgan tekstiirde kallus dokularinin olustugu gériilmistiir. Ayrica aydinlik, 15¢
stikroz, 1 mg/l TDZ + 1 mg/l IBA igeren, 6.2 g agar destekli, ¥ kuvvette hazirlanmis ve pH 7’ye ayarlanmig
MS besi ortaminda ise optimum kallus gelisimi elde edilmistir. Kallus dokularina ait etanol ekstresinin ise,
yiiksek oranda toplam fenolik (52.65+1.87 pg PEs/mg) ve toplam flavonoid igerige (16.19+0.81 pg
QEs/mg) sahip oldugu, antioksidan, biitirilkolinesteraz (BChE), antitirozinaz, antikollajenaz ve
antihipertansif aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Ayrica, kallus dokularinin oleanonik (1172,745 ppm),
oleanolik (878,191 ppm) ve moronik asit (519,113 ppm) triterpen gesitlerini igerdigi ancak alfa amirin,
betulinik, ursolik ve ursonik asit gibi triterpen gesitlerini ise icermedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik bilesik, kallus kiiltiirleri, Salvia cerino-pruinosa Rech var.
elazigensis, terpenler



ABSTRACT

MSC THESIS

OPTIMIZATION OF CALLUS CULTURES OF ENDEMIC PLANT Salvia
cerino-pruinosa Rech var. elazigensis AND DETERMINATION OF
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF ETHANOL EXTRACTS
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Within the scope of this thesis, a practical protocol was developed for the initiation and
optimization of callus cultures of Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis, an endemic species
belonging to the genus Salvia, containing valuable secondary metabolites with medicinal and aromatic
importance; and the biological activities of callus cultures were investigated.

In this context, the effect of the combination of auxin (IAA, IBA and 2,4 D) and cytokinin (BAP,
Kin and TDZ) BBD, each of which is 1 mg/l, on the formation of callus cultures was tested. For the
optimization of callus development, different media (MS, WPM, SH, Gamborg B5) prepared at 1/1
strength, different sugar types (glucose and sucrose) and concentrations (15, 30 and 45 mg/l), different pH
(4.5, 5.8, and 7) and different light intensity (light and dark) applications were tried. It was observed that
100% green and friable texture callus tissues were formed in MS broth containing 1 mg/l TDZ+ IBA. In
addition, optimum callus development was obtained in an MS medium containing 15 g sucrose, 1 mg/I
TDZ + 1 mg/l IBA, supplemented with 6.2 g agar, prepared at % strength and adjusted to pH 7. It was
determined that the ethanol extract of callus tissues had high total phenolic (52.65+1.87 ug PEs/mg), total
flavonoid content (16.19+0.81 pg QEs/mg) and exhibited antioxidant, butyrylcholinesterase (BChE),
antityrosinase, anti-collagenase and antihypertensive activities. In addition, it was determined that callus
tissues contain oleanonic (1172,745 ppm), oleanolic (878,191 ppm), and moronic acid (519,113 ppm)
triterpene varieties, but they do not contain triterpenes such as alpha amirine, betulinic, ursolic and ursonic
acid.

Keywords: Phenolic compound, callus cultures, Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis,
terpenes
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler ve Kisaltmalar

°C . Santigrat derece

cm : Santimetre

dk : Dakika

g : Gram

g/l : Gram/litre

Lux : Lix

m2 st . metre?/saniye

mg > Miligram

mg/l : Miligram/litre

ml : Mililitre

mM : Milimolar

pH : Hidrojen iyon konsantrasyonu

S : Saat

sn : Saniye

U : Enzim {initesi

uv : Ultraviyole

uM : Mikromolar

2,4-D : 2,4 Diklorofenoksi asetik asit

2iP : 2-izopentiladenin

ABTS : 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat)
ACE . Anjiyotensin-doniistiiriicii enzim

ACh > Asetilkolin

AChE : Asetilkolinesteraz

Acl : Asetiltiyokolin iyodiir

AH : Alzheimer Hastaligi

B5 : Gamborg (1968)

BAP : Benzil amino piirin

BBD : Bitki biiylime diizenleyicileri

CUPRAC : Bakar (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

GC-MS : Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi
IAA : Indol asetik asit

IBA : Indol biitirik asit

Kin : Kinetin

LC-MS/MS : S1v1 kromatografisi-Kiitle spektrometresi
MS : Murashige ve Skoog

NAA : Naftalen asetik asit

NaOClI : Sodyum hipoklorit

NaOH : Sodyum hidroksit

TDZ

: Thidiazuron
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1. GIRIS

Antik caglardan beri, yaygin veya nadir birgok bitki tiirli, alternatif tipta ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Efferth, 2019). Tibbi bitkilerin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasinin ilk bilimsel izleri ve yazili delilleri olarak, M.O. 5.000-3.000
yillar1 arasinda, Stimerler tarafindan Kil tabletler {izerine yazilan mevcut en eski kayitlarda
yerini almistir. Bitkilerin yaklagik 60.000 y1l dncesinde ise, tibbi amagl olarak kiiltiire
alindigini gosteren kanitlar mevcuttur. O zamanlardan giiniimiize degin, tibbi ve aromatik
bitkiler hakkinda birikmis bilgiler nesilden nesile aktarilmis ve neredeyse her medeniyet
ve kiiltiire 6zgii ilaglarin elde edilebilmesi i¢in yiizyillarca bu bitkilerden faydalanilmistir
(Inoue ve ark., 2018). Ozellikle 20. yy’1n baslarinda sentetik ilac hammadde sektoriindeki
hizl artis ile birlikte dogal kaynakli tibbi bitkilere olan ilgi azalsa da, 20. yy’in sonlarina
dogru, yeniden 6nem kazanarak “Fitoterapi; phytos=bitki, therapy=tedavi” teriminden ilk
kez 1870- 1953 yillar1 arasinda La Presce Medical adli dergide bahsedilmistir (Vardar ve
ark., 2018).

Uluslararas1 Dogay1 Koruma Birligi'ne gore, diinya ¢apinda tibbi amagh olarak
kullanilan 50.000 ila 80.000 ¢igekli bitki tiirii bulunmaktadir (Jamshidi-Kia ve ark.,
2018). Bu Dhitkilerdeki fonksiyonel fitokimyasallar, genellikle bitki sekonder
metabolitlerinin (BSM'ler) varlig1 ile agiklanmaktadir. Giiniimiize kadar 4000'den fazla
fitokimyasal tanimlanmis ve yaklasik yaris1 kadar fitokimyasal ayrintili olarak
incelenmistir (Twaij ve Hasan, 2022). Potansiyel saglik yararlar1 olan sekonder
metabolitlerin artan klinik bulgular1 nedeniyle, tiiketimleri yillik olarak %5-10 oraninda
istikrarl1 bir biiyiime kaydetmektedir. Insanliga fayda saglayan yeni ilaglar iiretmek igin
muazzam bir potansiyele sahip olduklarindan, bitkilerde bulunan yeni biyoaktif
kimyasallara yonelik calismalar devam etmektedir. Bitkiler, benzersiz savunma
mekanizmalarina katkida bulunmak icin sasirtici derecede c¢ok ¢esitli fitokimyasallari
sentezleyebilir ki cogu da bir dizi karmasik biyokimyasal tepkimeler sonucunda
tiretilmistir. Bunlara 6rnek olarak alkaloidler (organik nitrojen iceren bir kimyasal
bilesikler sinif1), flavonoidler (15 karbonlu polifenolik bilesikler), polifenoller (bilesikler
fenol halkalar1 igerenler), antosiyaninler, glukosinolatlar, siyanojenik glikozitler (bir
sekerin karbonhidrat olmayan bir kisma baglandig1 bir molekiil), terpenler (5 karbon
atomlu izopren bilesikleri icerir), kumarinler, tanenler (protein, amino asit ve alkaloidler

de dahil olmak tizere gesitli diger organik bilesikleri baglayan ve ¢okelten bir polifenolik



bilesik), saponinler (glikosillenmis steroidler, triterpenoidler ve steroid alkaloidler olan
bilesikleri igerir), steroidler, lignanlar ve ucucu yaglar verilebilir (Sharangi, 2017)

Bitki doku kiiltlirii teknikleri, degerli sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in bir
alternatif kaynak saglamakla birlikte sekonder metabolit biyosentezinin aydinlatilmasi
icin de bir arag olarak uzun yillardan beri kullanilmaktadir (Farjaminezhad ve ark., 2013).
I1gili metabolitleri sentezlemek icin siirgiin, kok, kallus, hiicre siispansiyonu ve sagak kok
kiiltiirleri kullanilmaktadir. Birden fazla dokuda lokalize olan metabolitler, genellikle
kallus veya siispansiyon kiiltiirleri yoluyla sentezlenebilir (Thirumurugan ve ark., 2018).
Kallus dokulari, in vitro veya bir tiip iginde siirekli boliinen hiicrelerden olusan amorf
(sekilsiz veya farklilasmamis) hiicrelerdir. Boliinme yetenegini yitirmemis organ veya
doku pargalarmin (eksplant) in vitro kosullarda kiiltiire alinmasi sonucu olusan organize
olmamis hiicre yiginlar1 kallus kiiltiirlerini  olusturur. Bugiline kadar yapilan
arastirmalarda kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri yoluyla bir¢ok degerli biyokimyasal
bilesik elde edilmistir (Caliskan ve ark., 2019).

[liman iklim kusaginda yer alan Tiirkiye, cografi konumu, iklim cesitliligi,
tarimsal potansiyeli ve genis yiizol¢limii nedeniyle birbirinden farkli flora bolgelerine
sahip olup, bu bdlgelere ait cok sayida 6zel bitki yayilis gostermektedir. Bunlardan
bazilar1 endemik, bazilarinin da yayilis alani iilke sinirlar1 disina tagan bitkilerdir (Avc,
2005). Adagay (Salvia), Lamiaceae familyasina mensup kozmopolit degerli bir tibbi ve
aromatik bitkidir. Tiirkiye'de Lamiaceae familyasina ait 45 cins ve 586 tiir bulunmaktadir.
Bu tiirlerden 239 takson endemiktir. Lamiaceae familyasi Tiirkiye'nin 3. biiylik endemik
takson bulunduran familyasidir (Sefali ve Gidik 2018). Ballibabagiller olarak da bilinen
Lamiaceae familyasi, genellikle tipta ve parflimeride yaygin kullanim alani1 bulan ugucu
yaglar bakimindan zengin olan Salvia, Rosmarinus, Mentha, Origanum, Thymus,
Lavandula ve Melissa vb. cinslerine ait tiirleri kapsamasi bakimindan 6nemli bir
familyadir. Tibbi ve aromatik bitkiler icerdikleri biyoaktif maddeler nedeniyle kiiltiirii
yapilan bitkilerdir. Sadece tedavi amaglh degil ayn1 zamanda baharat, gida, igecek olarak,
parfiimeri, kozmetik, insektisit amacli kullanilmaktadir. Ulkemizde kesin olarak
bilinmemekle birlikte bu amagla 1000-2000 arasinda bitki tirii kullanildigi tahmin
edilmektedir (Ipek ve Giirbiiz, 2010). Ugucu yaglar, terpenoid bilesikler ve fenolik
tirevler gibi ¢esitli kimyasal gruplara ait alisilmadik derecede fazla sayida faydal
sekonder metabolit, diinya ¢apinda bir¢ok iilkede belirgin bir sekilde bu cinsten izole
edilmistir. Halk arasinda "adagay1" olarak da bilinen Salvia tiirleri antibakteriyel,

antifungal, antiviral, antiseptik, analjezik (agr1 kesici), antispazmodik, karminatif,



antidiyabetik gibi tibbi 6zelliklerinden dolay1 eski devirlerden beri halk hekimliginde
kullanilmaktadir. Ugucu yaglar1 nedeniyle antiseptik ve spazmolitik etkileri olan degerli
bir tibbi ve aromatik bitki olarak bir¢ok iilkede yetistirilmektedir. S. officinalis'in toprak
istli kisimlar1 diyabet, kanser, ates basmasi, obezite, ishal gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde, kolesterol seviyesinin diizenlenmesinde ve hafizanin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir (Hamidpour ve ark., 2013; Abdelkader ve ark., 2014). Antiseptik ve
spazmolitik etkileri, esas olarak ugucu yaglardan kaynaklanmaktadir (Mossi ve ark.,
2011; Traykova ve ark., 2019). Flavonoidlere Salvia tiirlerinde sik bir sekilde
rastlanmaktadir. Salvia tiirlerinin en 6nemli etken maddelerini ugucu yaglar, terpenoitler
ve polifenoller olusturmaktadir. Ugucu yag bilesenlerini olusturan en 6nemli bilesenlerin
a ve B-tuyon, 1,8-sineol ve kafur oldugu ifade edilmistir (Karakus ve ark., 2014). Hos
kokulu ugucu yaglari nedeniyle kozmetik sanayiinde de genis kullanim alani1 bulmakta ve
ayrica ugucu yaglarinin antioksidan etkisi sayesinde gidalarin raf émriinii uzatmaktadir
(Uyanik, 2020).

Uluslararasi Dogay1 Koruma Birligi'ne gore, Diinya capinda tibbi 6neme sahip
yaklagik 15.000 tiir, yiiksek hasat ve habitat tahribat1 nedeniyle yok olma riskiyle karsi
karstyadir ve artan insan popiilasyonu ve asir1 bitki tiiketimi nedeniyle dogal yasam
kaynaklarinin %20'si azalmaktadir (Jamshidi-Kia ve ark., 2018). Salvia tiirleri dogal
yasam alanlarindan artan sayida hizla yok edildiginden bu tez ¢alismasinda bolgemizin
bir degeri olan endemik Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin ilk kez kallus
kiiltiirlerine yonelik bir optimizasyon protokoliiniin ¢ikarilmasi ve biyolojik yonden
aktivitelerinin detayli bir sckilde ortaya konmasinin yani sira (antioksidan,
antikolinesteraz, antihipertansif, antitirozinaz, antilireaz, antikollajenaz ve antielastaz

aktivite) bazi terpenoid bilesiklerinin de incelenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis Tiirii Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi

Hermafrodit bazen ginodioik, aromatik eterik yag tireten kisa sapli glandular tiiyst
otsu bitkiler, ¢alilar ya da nadiren agaglardan olusur. Govdeler en azindan gencken
genellikle 4 koselidir (enine kesitte kare). Yapraklar basit (nadiren pinnat), stipulsuz,
karsilikli, bazen dairesel (nadiren sarmal) dizilislidir. Cigeklenme durumu bir
vertisilasterde lateral simoz, tirs (dallanmis ¢ok ¢igekli panikula) ya da tek ¢icekli, aksillar
ciceklidir. Cicekler iki eseyli (nadiren tek eseyli), cogunlukla zigomorf, brakte ve
brakteollii, hipogindir. Periant iki sirali ve diklamid; korolla genellikle bilabiat, bazen
aktinomorf ve hipantiumu yoktur. Kaliks sinsepal, 5 zigomorf, bazen bilabiat, lobludur.
Korolla simpetal, 4 ya da 5 loblu (iki lob birlesirse 4), Stamenler 2. 4 ya da 2 verimli +2
staminodlu, dairesel, epipetaldir (korolla tiipiine bagl). Anterler, Salvia ve iliskili tiirlerde
anterlerin tekalarin1 ayiran konnektif catlagi boyunca agilir (bazi taksonlarda teka
kaybolmus). Ginekeum sinkarp iki karpelli ve 4 gozlii, tist durumlu ovaryumludur. Stilus
tek, ucta iki parcali, terminal ya da ginobazik; ovaryum her bir karpeli ayiran yalanci
septumlu 4-loblu; stigmalar genellikle 2 adettir. Plasentalanma bazal; oviiller anatroptan
hemitropa kadar degisen sekillerde, unitegmik (tek integiimentli), her karpelde 2 her
lokusta 1 adettir. Nektaryumlar ovaryum tabaninda bir disk ya da yastik seklindedir.
Meyve genellikle, 4 (1-3) kismi findiks1 meyvelerden olusan sizokarp, drupa ya da
tiziimsiidiir (Ipek, 2018).

2.2.2. Salvia L. cinsi

Otsu, yar1 calimsi ya da ¢alims1 ¢ok yillik, iki yillik ya da tek yillik, ¢ogunlukla
giiclii aromatik bitkilerdir. Govde dik veya toprak iizerine yatik, salgi tiiylii, salgi tliysiiz
ya da ciplaktir. Yapraklar tam, lirat ya da pennatisekttir.

Cigek durumu gesitli sekillerde diizenlenmis simozdur. Vertisillastrumlar (1-)2-
10(-40) ¢igekli, sik ya da araliklidir. Kaliks ¢an seklinde, tiipsii ya da huni seklinde, 2
dudakly; tist dudak 3 disli, tam olarak gelismemis ya da hafif girintili; alt dudak 2 disli,
meyvede yer alan kaliks meyve igerisinde az ya da ¢ok genislemis, sonra zarimsi hale
gelmistir. Korolla beyaz, sari, pembe, mavi ya da menekse renkli, bilabiat; {ist dudak
diizden falkata kadar; alt dudak orta lobu genis konkav ve iki kii¢iik yan lobu olmak tizere
3 lobluy, tiip diiz ya da kivrik, ice dogru katlanmig ya da sigkin, halkali ya da degil,

pulcuklu ya da degildir. Stamenler 2 adet, kisa bir filamentli ve tist ucunda az ¢ok kisa



veya daha uzamis konnektif tasityan, verimli tekali ve alt ucunda ya daha kiiciik verimli
ya da hemen hemen verimli tekali (A tipi stamen) veya steril (verimsiz) dokuda gesitli
sekillerde (B tipi stamen); stamenler normalde filamentle konnektifin birlestigi yerde
eklem ile bagli, nadiren degil (C tipi stamen); staminodlar (stamenlerin arkadaki ¢ifti)
herzaman var ve kiigliktiirler. Stilus 2 lobludur. Findiks1 meyveler tiliysiiz, yumurtamst,
iic koseliden dairemsiye kadar, siklikla 1slaninca miisilaj iiretir (Igen, 2019).

2.2.3. S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis tiirii

Alem : Plantae

Alt alem : Tracheobionta

Boliim  : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Altsimf : Asteridae

Takim : Lamiales

Aile : Lamiaceae
Cins > Salvia
Tiir : Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis

Cok yillik yar1 ¢alimsi bitkiler. Gévde genellikle dik, 25-45 cm, glabrous.
Yapraklar basit, elliptik (oblong-elliptik), 2.3-6 x 1.1-2.4 cm, daima bir ¢ift lateral taban
loplarina sahip, glabros to glaukos ve sesil glandlara sahip, rugos, yaprak kenarlari
krenulat to serrat, petiole 2-5 (-6) mm. Ci¢ek durumu genellikle dallanmaz, glabrous,
vertisillat 2-8 (-10) ¢icekli, mesafeli. Ustteki brakteler genisce ovat, daima kaliksden kisa,
6-15 x 5-16 mm, genellikle yesil, glabrous, alttaki brakteler yaprak benzeri, brakteol yok.
Pedisel (2.5-) 3-7 (-10) mm, glabros. Canak yapraklar mor’dan yesil renge dogru,
glabrous, meyvedeki kaliks zarimsi, genisce campanulate, ¢icekte 15-20 x 12-20 mm,
meyvede genisler ve 19-25 X 18-30 mm. Ta¢ yapraklar menekse mavisi, 25-35 mm;
korolla tiipii 20-25 mm annulat. Stamenler 2, staminal konnektifler filamentten kisa;
filament 4.3-8 mm, anterler genellikle uzun villous tiiylii, nadiren glabrous, 3.0-3.8 mm,
anterler 1.1-1.7 mm; st teka 3.1-4.6 mm, alt teka 2.7-4.3 mm. Stilus (25-) 27-35 (-40)
mm. Tohumlar kahverengi’den siyah renge dogru, roundad trigonous, suboblat, 4.5-5.1 x
3.7-4.4 mm. ve hilum ¢ap1 1.1-1. mm’dir (Dogan ve ark., 2008).

Dagihs: B7 Elazig: Elazig-Pertek

Ciceklenme ve Habitat: May. Kire¢ tasli yamaglar. 900-1000 m.

Endemik. iran-Turan. Tehlike kategorisi EN



Degerlendirme: S.cerino-pruinosa var. elazigensis, var. cerino-pruinosa’dan

yapraklar, brakteler ve ¢anak yapraklarin pilose tiiylii olmasindan dolay1 farklilik gosterir.

J

Sekil 2.1. S. cerino-pruinosa Rech. var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan
(Dogan ve ark., 2008)
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Sekil 2.2. S. cerino-pruinosa var. cerino-pruinosa (* ), var. elazigensis (m) dagilhm haritas:
(Dogan ve ark., 2008)

2.2. Doku Kiiltiirii Uygulamalar1 ve Onemi

Biyoteknoloji, canli organizmalar1 farkli tekniklerle manipiile etmemize izin
veren bir multidisiplindir (Limera ve ark., 2017). Bitki doku kiiltiirii, temel bilim ve ticari
uygulamada 6nemli bir teknigi temsil eder. Son yillarda, biyoteknoloji, molekiiler ve
hiicresel biyolojide anlamli gelismelere ulagmis, hiicre ve mikroorganizmalarin fizyolojik
ve genetik yonleri lizerine in vitro kiiltiirde yapilan ¢aligmalarda derinlesmeye izin veren

teknikler gelistirmistir (Currin ve ark., 2021; Garibaldi ve ark., 2021; Suntar ve ark.,



2021). Bu teknikler, seckin ¢esitlerin apikal veya nodal tomurcuklar tarafindan klonal
cogaltilmasi; dogrudan organogenez ve somatik embriyogenez; meristem kiiltiirli ile
hastaliksiz bitki iiretimi; nesli tiikkenmekte olan bitkilerin uzun siireli korunmasi; dolayl
organogenez yoluyla somaklonal varyasyonun uyarilmasi; anter veya mikrospor
kiiltiirleri ile haploid ve diploidlerin elde edilmesi; kallus veya hiicre siispansiyon
kiiltiirleri yoluyla sekonder metabolitlerin biyosentezi; ve protoplast fiizyonu ile somatik
melezlerin elde edilmesi gibi genis bir pratik uygulama yelpazesi sunar (Anis ve Ahmad,
2016). Gilinlimiizde doku kiiltiirlerinin gida olarak kullanilan veya tibbi 6neme sahip
tirlerde kullanildigina dair ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmistir (Gulzar ve ark., 2020).
2.2.1. Kallus Kkiiltiirleri

Karasal bitkilerin tiim biiylik ailelerinde, yarali doku, farklilagmamis kallus
hiicreleri tarafindan kurtarilir. Bu kallus hiicreleri, biyoteknolojik uygulamalar i¢in in
vitro olarak kiiltiirlenebilir. Bitkinin hemen hemen her pargasi kallus kiiltiirii olusturmak
igin kullanilabilir. Bitki dokularindan alinan eksplantlar, in vitro olarak amorf ve
renksizden soluk kahverengiye kadar degisen renklerde bir hiicre kiitlesine doniisiirler
(Efferth, 2019). Biiyiimeyi tesvik eden iki hormon olan oksin ve sitokinin
kombinasyonunun in vitro olarak bitki eksplantlarindan kallus olusturdugunun tarihi
kesfinden bu yana, bu sistem hem temel arastirmalarda hem de bahgecilik
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kallus kiiltiirleri yoluyla, ¢ok az
miktarda kallus materyalinin yiliksek miktarlarda iiretilebilmesi miimkiindiir. Ayni
zamanda kallus kiltlirleri mevsimlik kisitlamalar nedeniyle iiretilemeyen, istenilen
iirtinlerin y1l boyunca {iretimine de imkan saglar.

Kallus kiiltiirleri, bir in vitro kiiltiir baglatmak i¢in en énemli adimdir ve yeterli
biiyiimeleri i¢in optimum besin kaynagi gerektirir. Bununla birlikte, yavas biiytime hizi
ve yliksek biyokimyasal degiskenlik, bitki doku kiiltiiriinde kullanimini engellemektedir.
Bu nedenle ortam optimizasyonu, farkli ortam bilesenlerinin dokunun biiyiime hizi
iizerindeki etkisini degerlendirmek icin dnemli bir parametredir. Biiyiime indeksi, taze
agirlik ve kuru agirlik gibi parametreler, kallus kiiltlirlerinin biiylimesini belirlemek i¢in
siklikla kullanilir (Bhatia, 2015). Dagilgan ve yesil renkli kallus olusumu, bitki biyoaktif
bilesik calismalar1 i¢cin homojen bir hiicre siispansiyon kiiltiirlerini baslatmak ve
olusturmak igin esastir. Istenen morfojenik tepki ile optimum kallus indiiksiyonunu elde
etmek icin cesitli kallus indiiksiyon faktorleri uygulanabilir. Bazal kiiltiir ortam tiirleri,

bitki biiyiime diizenleyicileri, sakkaroz bilesimleri, kiiltiir ortaminin pH'" ve sicaklik gibi



cevresel faktorlerdeki farkliliklar, indiiklenen kallusun indiiksiyon potansiyelini ve
morfolojisini etkileyebilecek faktorler arasindadir (Osman ve ark., 2016).
2.2.2. Kallus Kiiltiirlerinin sekonder metabolit sentezindeki rolii

Ilag, kozmetik, gida ve ilgili endiistrilerde ikincil metabolitlerin siirdiiriilebilir ve
biiyiik 6lgekli tiretimi igin kallus kiiltlirleri kullanilabilir. Tibbi bitkilerden elde edilen
kallus kiiltiirleri, ¢ok cesitli hastaliklar1 (6rn. kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, bulasici hastaliklar, vb.) tedavi etmek icin kullanilabilen
biyoaktif fitokimyasallar iiretir; ayrica tretilen kimyasal maddelerin belirli kimyasal
siiflarla sinirli olmadigi, genis bir kimyasal ¢eside sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge

2.1).

Cizelge 2.1. Kallus kiiltiirleri yoluyla bitkilerden tiretilen fitokimyasallar (Efferth, 2019)

Tiir Uretilen Fitokimyasal Kaynak
Abrus pecatorius Glisirizin Karwasara ve ark., 2010
Ammi majus Furokumarin Staniszewska ve ark., 2003
Arachis hypogaea Resveratrol Nandagopal ve ark., .2018
Aralia elata Aralin Tomatsu ve ark., 2004
Arnebia euchroma Sikonin Hao ve ark., 2014
Brugmansia candida Hiyosiyamin Spollansky ve ark., 2000
Brugmansia suaveolens Tropan Alkaloidler Alves ve ark., 2007
Calendula officialis Oleanolik Asit Wiktorowska ve ark., 2010
Camptotheca acuminata Kamptotesin Pi ve ark., 2010
Carthamus tinctorius A-Tokoferol Chavan ve ark., 2011
Chrysanthemum cinerariefolium Kuersetin Purwianingsih ve ark., 2016
Datura stramonium Tropan Alkaloidler Kurosaki ve ark., 2001
Drosera burmanii Plumbagin Putalun ve ark., 2010
Ephedra (E.) sp. 1-Efedrin O’Dowd ve ark., 1993
Eschscholtzia California Sanguinarin Thoma ve ark., 2003

Ginkgo biloba L.
Glycine max
Glycyrrhiza glabra
Hypericum perforatum
Hypericum perforatum L.
Linum flavum
Linum narbonense
Lithospermum erythrorhizon
Lycopersicon esculentum
Ocimum basilicum
Panax ginseng
Pharbitis nil
Podophyllum hexandrum
Rhodolia sachalinensi
Rubia tinctorum
Salvia miltiorrhiza
Saussurea medusa
Scopalia parviflora
Silybium marianum
Solidago chilensis
Taxus baccata
Taxus chinensis
Vitis vinifera

Ginkgolid B ve Ginsenosid
Apigenin, Daidzein, Genistein
Soyasaponin
Hiperisin ve Hiperforin
Hiperisin
Podofillotoksin
Justisidin B
Sikonin ve Rosmarinik Asit
Skopoletin
Rosmarinik Asit
Saponinler
Umbelliferon Ve Skopoletin
Podofillotoksin
Salidrositler
Tropan Alkaloidler
Rosmarinik Asit, Salvianolik Asit
Flavonoidler
Skopolamin
Silimarin
Klorojenik Asit ve Rutin
Paklitaksel
Paklitaksel
Stilben, Resveratrol, Antosiyanin

Hu ve ark., 2003
Modolo ve ark., 2002
Hayashi ve ark., 2003
Walker ve ark., 2002
Murthy ve ark., 2014

Nandagopal ve ark., 2018
lonkova ve ark., 2013
Yazaki ve ark., 2002
Thoma ve ark., 2003

Bais ve ark., 2002

Wau ve ark., 2002

Yaoya ve ark., 2004
Nandagopal ve ark., 2018
Zhou ve ark., 2007
Boldizsar ve ark., 2008
Wau ve ark., 2016
Liu ve ark., 2009
Jung ve ark., 2003
Sanchez-Sampedro ve ark., 2005

Schmeda-Hirschmann ve ark., 2005

Tabata ve ark., 2004
Wang ve ark., 2001
Nandagopal ve ark., 2018

Fitokimyasallar tiim bitkiye gerek kalmadan dogrudan kallustan ekstrakte

edilebildiginden, kallus teknolojisi nadir ve tehlike altindaki tiirlerin korunmasina da



yardimci olabilir. Baz1 sekonder metabolitler (6rnegin antosiyanin) organize olmus
dokulardan daha zor elde edilirken, kallus kiiltiirlerinden kolay elde edilir (Demir, 2018).
Kallus kiiltiirlerinin en ¢ok tercih edildigi ¢aligma alanlar1 arasinda ikincil bitki {iriini
tretimi  gelmektedir. Sekonder metabolit tretiminde kallus kiiltiirii diger in vitro
yontemlere gore daha fazla kullanilmaktadir. Kallus kiiltiirlerinin kullanilmasi ile elde
edilecek hedef bilesigin miktari, ortamda kullanilan biiyiimeyi diizenleyici, uyarici veya
oncii maddeler katkisi ile diizenlenerek artirilabilmektedir (Yage1 ve ark. 2008; Demir,
2018).
2.2.4. Sekonder metabolitler ve biyoaktiviteleri

Caglar boyunca insan temel ihtiyaclari, yiyecek, barinak, giyecek, ulasim, giibre,
aroma, koku ve ilag iiretimi i¢in dogaya giivenmistir. Bitkiler hem geleneksel olarak hem
de ilaglarin yapiminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Geleneksel tipta kullanilan bir¢ok
psikoaktif madde bitki kokenlidir. Geleneksel olarak kullanilan sifali bitkiler, bilinen
cesitli terapotik ozellikler tiretir Tibbi bitki, terapotik amacla kullanilabilecek bilesikleri
veya kemofarmasdtik sentezin Onciilerini iceren herhangi bir bitki olarak tanimlanir.
(Sathuluri ve Gokare, 2002). Bitkilerin biiyiik cogunlugu biiyiime ve gelismeye dogrudan
katilmayan c¢ok cesitli organik bilesikler tiretir. Geleneksel olarak ikincil metabolitler
olarak adlandirilan bu maddeler, genellikle bitkiler aleminde sinirli taksonomik gruplar
arasinda farkli sekilde dagitilir. Sekonder metabolitlerin gelisen ticari 6nemi, son yillarda
ozellikle biyoaktif bitki metabolitlerinin iiretimini doku kiiltiirii teknolojisi kullanarak
degistirme olasiligina biiyiik ilgiyle sonuglanmistir. Bitki hiicre ve doku kiiltiiri
teknolojisi, ikincil metabolitlerin hem g¢ogaltilmas1 hem de ekstraksiyonu i¢in yaprak,
govde, kok ve meristemler gibi eksplantlardan steril kosullar altinda rutin olarak
kurulabilir (Jain ve ark., 2019). Tibbi bitkiler, ilag ve farmasétik endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan alkaloidler, glikozitler, aminler, bocek o6ldiiriiciiler, steroidler,
flavonoidler ve ilgili metabolitleri igeren ¢esitli kimyasallar grubu olan ikincil
metabolitler bakimindan zengindir (Santosh ve ark., 2011). Giiniimiize toplamda 33.000
terpenoid, 16.000 alkaloid ve 8.182 flavonoid bildirilmistir. Temel metabolizmanin
ayrilmaz bir parcasi olan bu bilesikler ekolojik bir role de sahiptir ve genellikle biyotik
veya abiyotik streslere karsi bitki korumasinda yer alir (Weisshaar ve Jenkines 1998; Jain
ve ark., 2019).

Bitkilerin sekonder metabolitleri genellikle biyosentetik yollarina gore
smiflandirilir ve 3 bilyiik molekiil ailesine ayrilirlar; fenolik bilesikler, terpenler ve azot

iceren sekonder metabolitler (alkaloidler, siyanogenik glikozitler vb.).
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Sekil 2.1. Sekonder metabolitler (Oskay ve Oskay, 2009)

1 Fenolik Bilesikler: Fenolik bilesikler, bitkiler aleminde en yaygin sekilde
dagilmis sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde pentoz fosfat, sikimat ve
fenilpropanoid yollarinin tiirevleri olan ikincil metabolitlerdir. Cesitli 6nemli islevlerde
(biiylime, yapi, savunma, pigmentasyon, lignifikasyonlar vb.) yer almalari nedeniyle
bitkilerin fizyolojisi i¢in gereklidirler. Polifenollerin ¢ogu, 6nemli yapisal gesitlilige sahip
cok sayida kimyasal bilesigin biyosentezinden sorumlu olan fenil propanoid yolu ile
sentezlenir (Kumar ve ark., 2014). Flavonoidler ise, bir grup polifenolik bilesiktir.
Fotosentez yapan hiicrelerde ve genellikle meyveler, sebzeler, kabuklu yemisler,
tohumlar, saplar, ¢igekler, ¢ay, sarap, propolis ve balda bulunurlar. Tibbi 6zelliklere sahip
olduklar1 ve eski ¢aglardan beri basarili tibbi tedavilerde onemli bir rol oynadiklar
bilinmektedir ve kullanimlar1 bugiine kadar devam etmistir. Oksidatif hiicre hasarini
onleyen ve giiclii antikanser aktivitesine sahip, suda ¢6ziinen giiclii antioksidanlar ve

serbest radikal siipiiriiciilerdir. Antienflamatuar, antispazmodik ve antialerjik,
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antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilirlar. Flavonoidler, bitkileri farkli biyotik ve
abiyotik streslerden korur ve benzersiz UV filtresi gorevi goriir, sinyal molekiilleri,
alelopatik bilesikler, fitoaleksinler, detoksifiye edici maddeler, antimikrobiyal savunma
bilesikleri olarak islev goriir.

2. Terpenler: Coklu izopren birimlerine sahip basit hidrokarbonlardir. Bu arada
terpenoidler, farkli fonksiyonel gruplar i¢eren terpen tiirevleridir. Terpenoidler tedavi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal, antikanser, antihiperlipidemik,
antihiperglisemik, antienflamatuar, antioksidan, antiparaziter, immiinomodiilator ve
antikolinesterasik aktiviteler gibi genis biyolojik aktiviteleri nedeniyle bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilir (Ninkuu, ve ark., 2021). Ornegin, Taxol® (paklitaksel) en gok
kullanilan ve klinik olarak iyi bilinen terpen bazli kemoterapi ilaglarindan biridir
(Brahmkshatriya ve Brahmkshatriya 2013). Keza triterpen yapidaki steroller, bitkilerin
biyosentezinin baglangic maddesidir. Bitki sterolleri, steroid bilesikleri, bdcek
oldiriictiler, antioksidan ve antikanser ilaglar1 i¢in endiistriyel olarak dnemli kimyasal
kaynaklardir. Yiiksek bitkilerde p-sitosterol, B-stigmasterol, lanosterol ve kampesterol’iin
yumurtalik kanserine ve Ostrojene bagimli meme kanserine karsi kanser onleyici
aktiviteye sahip oldugunu gosterilmistir (Ju ve ark., 2004; Irtegiin Kandemir ve ark.,
2022).

3. Azot iceren sekonder metabolitler: Heterosiklik nitrojen bilesikleridir.
Tiretildigi birincil metabolitler, triptofan, tirozin ve lizin gibi amino asitleri igerir.
Biyosentez yollar1 uzun olabilir ve birgok alkaloid buna uygun olarak karmasik kimyasal
yapilara sahiptir. Alkaloitlerin yilan sokmasi, ates ve delilik durumlarinda miishil,
okstirtik kesici ve yatistirict olarak insan tibbi kullaniminda 3000 yillik bir gegmisi vardir.
Bir benzilizokinolin alkaloidi olan papaverinin, Cryptolepsis sanguinolenta’dan gelen
cesitli viriisler ve indokinolin alkaloidleri {izerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Literatiirler, bitki alkaloitlerinin 6nemli biyolojik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir (Okunade ve ark., 2007). Sekonder metabolitler olarak
alkaloitlerin bitkide otgullara ve patojenlere karst koruyucu bir rol oynadig
diisiiniilmektedir. Giiglii biyolojik aktiviteleri nedeniyle, yaklasik 12000 bilinen alkaloit,

farmasoétikler, uyaricilar, narkotikler ve zehirler olarak kullanilmistir.

Antioksidan Aktivite

Antioksidanlarin, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 6nledigi

bildirilmistir. Ttim organizmalar, serbest radikalleri temizleyen ve stabilize eden savunma
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mekanizmalari tarafindan serbest radikal saldirisindan korunur, ancak serbest radikallerin
iretim hiz1 oksidatif stresi astiginda, lipidler, proteinler ve DNA dahil hiicre yapilarina
zarar verebilecek zararli bir siire¢ olusur. Mekanizmalar1 oksidatif stres siirecini i¢eren
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bir¢ok antioksidan bazli ilag formiilasyonu
kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilmelerinden dolay1
kisitlanmasindan dolayi, gidalarda, kozmetiklerde veya ilag malzemelerinde sentetik
olanlarin yerini alacak dogal olarak olusan antioksidanlarin bulunmasina olan ilgi 6nemli
Olglide artmustir.

Antiiireaz Aktivite

Ureaz (nikel igeren), daha fazla ayrisma iizerine amonyak ve karbon dioksit
iiretmek icin iireyi hidrolize eden bir enzimdir. Ureaz bircok bitkide, se¢ilmis mantarlarda
ve cok cesitli prokaryotlarda bulunur (Amtul ve ark., 2007). Mikrobiyal iireazlarin
isleyisi, hiicresel yerlesimlerine, diizenlemelerine, genetik yapilarina ve mikrobiyal iireaz
ile iyi karakterize edilmis ikna edici inhibitor aralig1 arasindaki iliskilere baglidir. Ureaz
inhibitorleri, 6zellikle kopeklerde ve kedilerde mide yolu sendromlari, idrar yolu
enfeksiyonlari, Struvit iirolitiyazis dahil olmak {izere Helicobacter pylori tarafindan iireaz
salgilanmasinin neden oldugu ¢ok sayida ciddi enfeksiyona karsi etkilidir (Amtul ve ark.,
2004; Zahid ve ark., 2015).

Antitirozinaz Aktivite

Melanin, cilt pigmentasyonuna onemli bir katkida bulunur ve cildi zararh
ultraviyole radyasyona karsi korur. Melanogenez, melanin sentezini, melanozomun
tasinmasini ve salinmasini i¢ceren karmasik bir siirectir. Melanin bozunmasinin kozmetik
acidan biiyiik onemi vardir ve melanin sentezine miidahale eden dogal ve kimyasal ajanlar
alaninda arastirma ve gelistirmeleri tesvik etmistir (Subramanian ve Sahithya 2016).
Tirozinaz, pigmentasyonda rol oynayan bakir i¢eren bir enzimdir. Bu enzim, 1-tirozinin
3,4-Dihidroksi-I-Fenilalanin'e (I-DOPA) hidroksilasyonunu ve |-DOPA'nin DOPA
kinon'a oksidasyonunu katalize eder. Ikincisi, kirmizi-sar1 veya siyah-kahverengi
pigmentler olan feomelaninlerin veya eumelaninlerin sentezi igin bir substrattir. Bu
nedenle, tirozinazin diizenlenmesi, pigmentasyon bozukluklarinin tedavisinde ve
kozmetik beyazlatma ajanlarinin gelistirilmesinde faydali olmustur. Tirozinaz inhibitdri,
melanogenezin azaltilmasi igin bir hedeftir.

Antikolinesteraz Aktivite

Alzheimer hastalig1 genellikle yillar i¢inde kdotiilesen demans ile karakterizedir ve

genellikle geriatrik insanlar etkiler. Patolojik 6zellikleri, kolinerjik néronlarin 6nemli
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eksikligini, B-amiloid (A) proteini igeren senil plaklarin ortaya ¢ikmasini ve mikrotiibiil
ile iligkili protein tau'nun ndrofibriler yumaklarini igerir (Guo ve ark., 2020). Beyindeki
oksidatif stres ve yetersiz kolinerjik islevsellik hastaligin gelisiminde iki hayati olay
olarak kabul edilir (Collin ve Bigley, 2018). Son yillarda etiyolojisi ve patogenezinin
algilanmasindaki makul ilerlemeye ragmen, etkili ilaglar smrli kalmaktadir.
Asetilkolinin (ACh) tiikenmesi ile birlikte azalan kolinerjik aktarimlar demansin
olusumundan ve ilerlemesinden sorumlu tutulmaktadir. Bu nedenle, asetilkolini hidrolize
etmekten sorumlu olan kolinesteraz enzimlerini inhibe etmeyi hedeflemek, hastaligin
tedavisinde ana strateji olarak gelismistir. Donepezil, galantamin ve rivastigmin, simdiye
kadar ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan AD tedavisi icin onaylanan tek
antikolinesteraz ajanlaridir. Bu ilaglarin higbiri hastaligin gelisimini kisitlamada veya
tersine ¢evirmede basarili olmamustir (Atri, 2019). Ancak son yillarda, asetil-kolinesteraz
inhibitorleri hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yaymlanmistir. Valerianaceae, Myristicaceae,
Amaranthaceae, Rutaceae, Amaryllidaceae, Lycopodiaceae ve Polygonaceae gibi bitki
familyalar1 bu tiir inhibitorlerin potansiyel kaynaklari oldugundan 6zellikle bitki bazli
AChE inhibisyonu ve yeni ajanlarin kesfi tedavi i¢in ilgi odaginda tutulmaktadir (Taqui
ve ark., 2022).

Antielastaz ve Kollajenaz Aktivite

Cilt yaglanmas1 karmasik bir biyolojik siirectir. Ciltte kuruluk, kirigikliklar, ince
cizgiler, cilt elastikiyetinde azalma, cilt sikiligit ve yumusak doku kaybi gibi cesitli
istenmeyen gozle goriiliir belirtilere neden olur (Yagi ve ark., 2017). Hem igsel hem de
digsal faktorlerin bir sonucu olarak gelisir. I¢sel faktorler, genetik, hormonal ve hiicresel
metabolik faktorleri igerir. Dis faktorler, toksinler, kimyasallar, nikotin, kirleticiler gibi
cilde zararl etkileri olan ajanlara kronik maruziyetin ve 6zellikle foto yaslanmaya ve cilt
kanserine neden olan UV-B basta olmak {izere giines isinlarina maruz kalmanin
sonucudur (Ganceviciene ve ark., 2012). Bu faktorler, insan derisinde matriS
metalloproteinazlarin (MMP'ler) ekspresyonunda bir artisa yol agabilir. MMP'ler
yaslanan hiicrelerin birikmesinden, bag dokusu bozulmasindan ve elastik liflerin
bozulmasindan sorumludur (Cavinato ve ark., 2017). Kollajenaz ve elastaz, sirasiyla
kolajen agin1 bozan ve elastin liflerini parcalayan MMP ailesinin tiyeleridir. Bunun
sonucunda kirigiklik goriiniimii, cilt elastikiyeti kaybi ve buna bagli olarak cilt yaslanmasi

meydana gelir (Banglao ve ark., 2020).
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Antihipertansif Aktivite

Sistemik arteriyel hipertansiyon, sistolik kan basinct igin 130 ve 139 mmHg
ve/veya diyastolik kan basinct i¢in 80 mmHg'nin iizerinde kan basincinin siirekli
korunmasi ile karakterize edilir. Hastaligin nedenleri genetik, metabolik, davranigsal
faktorlere kadar uzanir ve hatta diger organlardaki patofizyolojik degisikliklerden
kaynaklanabilir (Précoma ve ark., 2019). BP kontroliinde yer alan yollar arasinda nitrik
oksit (NO), anjiyotensin Il ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi 6nemli bir yer tutar
(Forstermann ve ark. 2017). Hastaligin tedavisinde genellikle anjiyotensin-doniistiiriicti
enzim (ACE) inhibitorleri, beta-blokdrleri ve kalsiyum kanali bloke edicileri gibi ¢esitli
antihipertansif ilaglar kullanilmakla birlikte yan etkilerinin fazlaligi da rapor edilmistir
(Batibay, 2020). Ayrica, mevcut ilaglar veya bunlarin kombinasyonlar1 tedavi icin etkili
olmayabilir ve birgok hasta diger kardiyovaskiiler hastaliklara neden olabilecek sessiz bir
semptom sunabilir ve dliimle sonuglanabilir (Pijacka ve ark. 2016, Pike ve ark. 2017).
Bitkisel ilaclarin kullanimi, biyoaktif molekiillerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu
izerine yapilan arastirmalar son yillarda artmistir. Artemetin bakimindan zengin bir bitki
olan Achillea millefolium, resveratrol, hidroksibenzoik asit, kumarik asit ve fenolik
bilesikler igeren Rosmarinus officinalis ve flavonlar igeren Cecropia pachystachya gibi
bitkilerin ACE inhibisyonu nedeniyle antihipertansif etki gosterdigini bildirmis olup
calismalar devam etmektedir (Trindade ve ark., 2021).

2.3. Salvia Tiirleri Uzerine Yapilan Kallus Kiiltiirii ve Biyolojik Aktivite Calismalar:

Marconi ve ark. (2013), S. hispanica L. (Chia) gévde kisimlarindan baslattiklari
kallus kultiirlerinde, IAA ve NAA’in, sitokininli/sitokininsiz test edilen tiim
konsantrasyonlarda, hem karanlik ortamda hem de 151k varliginda adventif koklerin
gelisimine yol acgtigini, 2,4-D (2,25 uM)’nin aydmlik ortamda embriyojenik dokularin
gelisimini indiikledigi ancak 1518 hizli biiyliyen kalluslarin baslatilmasini  ve
muhafazasini tegvik ettigini bildirmiglerdir. NAA + Kin (0.54 uM/ 0.46 uM) veya
Pikloram (1.72 uM, 3.43 uM) ile destekli MS besi ortamlarinda alt kiiltiirlenen kalluslarin
iki y1l boyunca kirillganliklarint korudugunu rapor etmislerdir.

Mpumelelo (2014) S. africanalutea’nin 5 farkli popiilasyonuna ait (Brackenfell,
Koeberg, Silwerstroomstrand, Yzerfontein ve Stellenbosch) kimyasal igerikleri ve
antimikrobiyal aktivitelerine yonelik calismasinda Stellenbosch popiilasyonunun diger
dort popiilasyonda bulunmayan bazi bilesikleri i¢erdigini (propanoik asit, ritronik asit, 2-
keto-1-glukonik asit ve 1,3-dibromobisiklon), ayrica diger dort popiilasyonda saptanan

ksilitol’iin de bu popiilasyonda bulunmadig1 belirtilmistir. Tiim test numunelerinin,
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minimum inhibitdr konsantrasyon (MIC) degerleri bakimindan iyi aktivite sergiledigini
ve Stellenbosch popiilasyonu nispeten farkli bir kimyasal profilin yani sira en iyi
aktiviteyi de gosterdiginden, bu bitkilerden elde edilen yapraklari in vitro olarak farkli
BBD’lerini iceren MS besi ortaminda kiiltiire aldigini ve sonug olarak elde ettigi kallus
ekstrelerinin antifungal aktivitesinin, in vivo kosullardan aldig1 yaprak ekstreleri ile ayni
aralikta oldugu rapor edilmistir.

Qadri ve ark. (2014), S. santolinifolia tiiriinde kallus kiiltiiriinii baslatmak
amaciyla o6ncelikle NAA (0.5 mg/l) iceren MS besi ortaminda kiiltiire almig akabinde ise,
BA (0.5 + 1.5 mg/l) ve NAA destekli MS besi ortaminda ise alt kiiltiirleme yapmislardir.
Elde edilen kallus kiiltiirlerinden yeni bir bilesik olan Salvialaktomin ile iki farkli
fitokimyasal olan Pentatriakontanoik asit 1, 3-dihidroksipropil ester ve 5-Metilflavon’i
izole etmislerdir. Hela (Rahim agz1 kanseri hiicresi) ve PC-3 (Prostat kanseri hiicreleri)
iizerinde test ettikleri bilesiklerin standart olarak kullanilan Doksorobisin’den yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Boix ve ark. (2012), R. officinalis’in, in vitro kiiltiir sonras1 elde ettikleri
kalluslarin anatomisini ile kimyasal ve morfolojik o6zelliklerini degerlendirmeyi
amagladiklar1 ¢alismalarinda 2,4D ve TDZ igeren besi ortaminda yaprak eksplantlarindan
kallus elde etmislerdir. Kalluslarin hem kapitat hem de peltat glandiiler trikomlar
tasidigini, kapitat trikomlar ve parankima veya meristematik hiicrelerin lipofilik ve
terpenoid bilesiklere pozitif reaksiyonlar gosterdigini, TDZ'ye kiyasla 2,4D ortamindan
elde edilen kirilgan kalluslarin monoterpen bilesikleri liretme kapasitesi lizerine olumlu
bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Gryszczynska ve ark. (2015), S. miltiorrhiza ve S. przewalskii tiirlerinin aktif
bilesiklerini arttirmanin yani sira, kallus kiiltiirlerinde taginon ve fenolik bilesikleri
belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada sacak kok ve kallus kiiltiirlerine ait elisite
dokularin taginon iirettigini tespit etmislerdir. Ayrica ekstrelerin antialkolik aktivitelerini
de test ettikleri ¢alismalarinda her iki Salvia tiiriiniin de bazi aktif bilesiklerin i¢eriginde
farklilik gosterdigi, hidroalkolik ekstrelerde, kalluslara kiyasla bazi bilesiklerin i¢eriginin
arttigin1 ve sadece S. przewalskii kalluslarindan elde edilen ekstrelerin alkole bagimli
hayvanlarda alkol alimin1 6nemli 6lgiide azalttigi bu durumunda S. przewalskii kallus
ekstrelerindeki tasinonlarin (6zellikle kriptotasinon) icerigi ile bagintili bulundugu ortaya
konmustur.

Ozcan ve Ozkan (2015), dogal yasam alanlarindan toplanan 2 adagay1 (S.

fruticosa ve S. officinalis) ekstrelerinin toplam fenolik madde, flavonol miktarlari,
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antioksidan kapasitesi ve antiradikal aktivite degerlerinin sirastyla 51.19-118.13 mg
Gallik Asit Esdegeri (GAE)/gm, 820.71-1000.65 mu g RE/gm, 67.26-138.44 mg AAE ve
725.19-815.56 IC50 = mu g/ml olarak belirlendigi, S. fruticosa ekstrelerinin antiradikal
aktivite degerlerinin 599.10 mu g/m ile 890.14 mu g/ml arasinda degistigi ve elde edilen
sonuclarin adacaymnin 6nemli bir dogal antioksidan kaynagi olarak goriilebilecegini
gosterdigi tespit edilmistir.

Duletic ve ark. (2016), yaz ve kis mevsiminde toplanan Sirbistan ve Montenegro
orjinli S. officinalis L. ekstrelerini antioksidan aktivite, fenolik ve flavonoid igerikleri
acisindan analiz ettikleri caligmalarinda, ekstrelerin fenolik ve flavonoid igerigi ile
antioksidan aktivitelerinin ¢cogunlukla ekstraksiyon ¢oziiciisiine ve hasat mevsimine bagli
oldugu, Sirbistan kokenli bitki ekstrelerinin daha gii¢lii antioksidan aktivite gosterdigi,
genel olarak, yaz mevsiminde toplanan bitkilerin daha yiiksek aktivite gosterdigi, test
edilen ekstreler arasinda etanol ekstrelerinin analiz edilen diger ekstrelere kiyasla daha
1yi antioksidan aktiviteler gosterdigi rapor edilmistir.

Uyanik (2017), Tirkiye’de degisik tehlike kategorilerinde bulunan ve klasik
yollarla ¢ogaltiminda problemler yasanan bazi endemik Salvia tiirlerinin (S.
albimaculata, S. chrysophylla, S. ephratica var. euphratica ve S. nydeggeri) doku kiiltiirti
yontemiyle ¢ogaltim olanaklarini aragtirdigi ¢alismasinda materyal olarak koltukalti ve
sirglin uglarim1 eksplant kaynagi olarak kullanmistir. S. chrysophylla tiiriiniin
rejenerasyon yeteneginin diger tiirlere gore daha iyi oldugunu, S. chrysohylla disindaki
tirlerde hizli ¢ogaltim metodunun basarisiz oldugunu dolayisiyla, S. chrysophylla
disindaki tiirlerde koklenme c¢aligmalarinin yapilamadigini, koklenmeye alinan
stirglinlerin % 51.2°si koklenmis olup, koklenen bitkicikler 1:1 oraninda torf: perlit
karisiminda saksiya aktarilmis ve dis kosullara kolaylikla adapte olabilmislerdir.

Jan ve ark. (2018), S. santolinifolia kalluslarindan yeni bir bilesik olan
Salvialaktomin ile birlikte ender olarak goriilen Pentatriakontanoik asit 1, 3-
dihidroksipropil ester ve 5-Metilflavon izole edilmistir. Kallus kiiltiirleri 0.5 mg/l NAA
iceren MS ortaminda baglatilmis akabinde 0. 5 mg/l BA ve 1.5 mg/l NAA iceren MS
ortaminda alt kiiltiire alimmustir. izole edilen bilesiklerin yapilar: kiitle spektrometri, 1D
ve 2D-NMR teknikleri kullanilarak belirlenmistir. Salvialaktomin ve 5-Metilflavon iki
farkli kanser hiicre hattinda (Hela-Rahim agz1 kanseri) ve PC-3-Prostat kanseri hiicreleri)
test edilmistir. IC50 degeri standart olarak kullanilan Doksorobisin (0.912 + 0.12 pmol
L—1)den yiiksek bulunmustur.
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Khoshsokhan ve ark. (2018), S. nemorosa'da in vitro kallus olusumu ve RA
tiretimini inceledikleri ¢alismalarinda geng yaprak eksplantlarin1 2,4-D (0, 0.5, 1,2 ve 5
mg/1)’nin farkli konsantrasyonlar1 ya da BAP ve Kin (0.5, 1 ve 2 mg/l) kombinasyonlarini
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alarak kallus olusumu, taze agirlik ve kallus
tekstiirlerini degerlendirmislerdir. En yiiksek kallus olusumunu 5 mg/l 2,4-D + 2 mg/I
BAP, 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l Kin destekli 3 farkli besi
ortamindan elde ettiklerini, kalluslarin 2 kat daha fazla RA icerdigini ve 1 mg/l BAP ve
1 mg/l 2,4-D BBD kombinasyonlarinin RA iiretimi i¢in en uygun yontem olarak
kullanilabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Balur Adsiz (2018), In vivo S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin toprak
alt1 ve toprak iistii kistmlarindan hazirlanan aktif etanol ekstrelerinden farkli 30 madde
elde edildigi, bu bilesiklerden triterpen yapisinda olanlarin ursolik ve oleanolik asitler ile
beta-amyrin oldugu, steroit yapida olanlarin B-sitosterol, stigmasterol, 7-a-hidroksi-p-
sitosterol, y-sitostenon, diterpen yapisinda olanlarin ferruginol, sugiol, 7-asetil royleanon,
kriptanol, 6,7-dehidroroyleanon, flavonoid yapida olanlarin ise salvigenin, apigenin,
luteolin 7-glikosit, fenolik yapida olanlarin rozmarinik asit, fumarik asit, kaffeik asit,
Salvianolik asit A ve B, benzoik asit, protokatesik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 4-
hidroksibenzaldehit, scoparon ve bis-(2-etil hekzil benzen 1,2 dikarboksilat), bis(2-etil
heksil) teraftalat oldugu belirlenmistir.

Fidan (2019), 6 endemik Salvia tiiriinden (S. cerino-pruinosa var. cerino-
pruinosa; S. cerino-pruinosa var. elazigensis; S. pseudeuphratica; S. siirtica; S. rosifolia
ve S. kurdica) elde edilen 12 ekstre ile saflastirilan sekonder metabolitlerin sitotoksik
etkileri ve gen diizeyinde antikanser aktivitelerini incelemistir. 12 ekstrenin de ancak
yliksek konsantrasyonlarda HT-29 ve MCF-7 hiicre serilerine karsi sitotoksik etki
gosterdigini, ancak bu konsantrasyonlarda saglikli fibroblast hiicre serisine karsi da toksik
etki gosterdigini, ekstrelerin aksine izole edilen bazi maddelerin oldukga sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu belirlemistir. Yine elde ettigi diterpen yapisindaki 6,7-
dehidroroyleanon, asetil royleanon, ferruginol, inuroyleanol, 12-demetilmultikaulin, 12-
hidroksi abieta-1,3,5(10),8,11,13-hekzan ve triterpen yapisindaki 4 yeni bilesigin (21a-
hidroksi-2a,3p-diasetoksi urs-9(11),12-dien, 3B-hidroksi-2a-asetoksi urs-9(11),12-dien,
20,3P,21a-trihidroksi urs-9(11),12-dien, la,21a-dihidroksi-2,3-(1',1'-dimetil-
dioksimetilen) urs-9(11),12-dien) olduk¢a yiiksek bir sitotoksik potansiyele sahip

oldugunu 6ne siirmiistiir.


https://ijhs.ut.ac.ir/?_action=article&au=578745&_au=Fatemeh%2B%2BKhoshsokhan&lang=en
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Hemmati ve ark. (2020), 8 haftalik S. tebesana bitkisinden aldiklar1 farkli
eksplant kaynaklarindan (stirgiin apikal meristemi, yaprak ve yaprak sap1) kallus olusumu
iizerine farkli BBD (2,4-D, NAA ve BAP)’lerin etkisi ile fenolik bilesik icerigi ve
antioksidan potansiyelini arastirmislardir. Elde edilen kalluslarin renk, taze-kuru agirlik
ve ylizdeye bagl olarak biyokiitle artisinin 56 giin sonra kaydedildigi, maksimum kallus
olusumunun (%100) 0.5-1.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP ve 1- 1.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/I
BAP ile desteklenmis MS ortaminda siirgiin apikal meristeminden elde edildigi ayrica en
yiiksek taze (15.06 + 0.88 @) ve kuru (0.33 £ 0.02 g) agirhigin da 1.5 mg/1 2,4-D + 0.5
mg/l iceren MS besi ortamindan elde edildigini belirtmislerdir. Kombine BBD ile
zenginlestirilmis MS besi ortamlarinda polifenollerin, fenolik asitlerin ve flavonoid
bilesiklerin birikiminin daha yiiksek oldugunu, 2,4-D + BAP > NAA + BAP >2,4-D +
NAA sirasini takip ettiklerini rapor etmislerdir.

Ozhan-Kocakaya ve ark. (2020), ¢alismalarinda Salvia cinsine ait rosmarinik
asit, salvigenin, Salvianolik asit A ve B, tanshinone 1| ve IIA, cyrtotanshinon,
dihidrotanshinone I, karnosik asit, karnosol ve danshensu sodyum tuzunun
asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve tirozinaz ve lireaz enzim inhibisyonu {izerine
potansiyellerini arastirmislardir. Dihidrotanshinon I, karnasol ve karnosik asitin asetil- ve
butirilkolinesteraz iizerine yiiksek inhibitor etkilerini, ayrica, diger tiim sekonder
metabolitlerin, butirilkolinesteraza karsi aktif oldugunu, Tanshinon I'in antiiircaz ve
antitirozinaz aktivitelerinin bulundugunu dolayisiyla Salvia tiirlerinin bir antialzheimer
aktif bilesik kaynagi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Sotiropoulou ve ark. (2020), ii¢ farkli sicaklikta (25, 80, 100 °C) hazirlanan
papatya ve adacay1 sulu ekstrelerinin toplam fenolik igerigini, antioksidan aktivitesini ve
potansiyel toksisitesini belirlemek ve fenolik profillerini optimum sicaklikta tespit etmek
amaciyla yaptiklar1 aragtirmada, 80 °C'deki ekstraksiyon sicakliginin, her iki bitki icin de
maksimum antioksidan aktivite ve en yiiksek toplam fenolik igerik gosterdigini, tiim sulu
ekstrelerin Vibrio fischeri'ye kars1 toksisiteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Papatyada
bulunan major fenolik bilesiklerin rutin hidrat, ferulik asit, klorojenik asit ve apigenin-7-
O- glucoside ve adagaymin ise; rosmarinik asit, Salvianolik asit K ve luteolin-7-O-
glucuronide oldugu ve son olarak 80 °C'de bitkisel sulu ekstrelerin énemli biyoaktif ve
antioksidan bilesikler saglayabilecegi, ancak tiiketimlerinin Olgiilii olmasi gerektigi
bildirilmistir.

Yener (2020), S. poculata'nin ugucu yag, aroma, yag asidi, terpenoid ve fenolik

iceriklerini, ugucu yag ve etanol ekstrelerinin antioksidan, toksik-sitotoksik
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aktivitelerinin yan1 sira antikolinesteraz, antilireaz, antitirozinaz ve antielastaz
enzimlerinin inhibisyon aktivitelerini arastirdigi ¢alismasinda, GC—-MS sonucuna gore
ucucu yag, aroma ve yag asidi kompozisyonlar i¢in sirastyla germacrene D (%20.07),
karyofillen (%17.57) ve trikozanoik asiti (%17.01) ana bilesenler olarak belirledigini,
GC-MS ve LC-MS/MS sonuglarina gore ise, bu tliriin dnemli miktarda ferruginol
(9292.9ug analit/g 6ziit) ve rosmarinik asit (15612.08ug analit/g 6ziit) igerdigini, tiiriin
yiiksek toplam fenolik ve rosmarinik igerigine paralel olarak, etanol 06ziitii yiiksek bir
antioksidan potansiyele sahip oldugunu ancak asetilkolinesteraz enzimine karsi aktif
olmadigint ve kok etanol ekstresinin butirilkolinesteraz enzimine karsi iy1 aktivite
(Inhibisyon %:63.01+1.12) gosterdigini belirlemistir. Tiiriin tiim ekstrelerinin oldukga
yiiksek antiiireaz aktivitesine sahip bulundugunu (Inhibisyon %: 89.67+0.72), ancak
antitirozinaz ve antielastaz aktivite analizlerinde orta ve benzer aktiviteler gosterdigini
sonug olarak toplam fenolik ve rosmarinik asit icerigi, antioksidan kapasitesi, antiilireaz
ve antibiitirilkolinesteraz enzim aktivitesi nedeniyle gida koruyucu ve ilag endiistrisinde
potansiyele sahip oldugunu rapor etmistir.

Szymczyk ve ark. (2021), ¢alismalarinda oncelikle tohumlarini in vivo olarak
cimlendirmis ve akabinde yapraklarini kallus elde etmek amaciyla kullanmiglardir. 0.5%
NaOCI ve Tween 20 ile 10 dk boyunca steril edilen eksplantlar 1 mg/l 2,4-D ve 30g/I
stikroz iceren MS besi ortaminda 1 ay karanlikta bekletmek suretiyle kallus kiiltiirlerini
baslatmiglardir. Akabinde sentetik bir oksin olan NAA ve SA (salisilik asit)’in, MS besi
ortaminda kiiltiire alman S. miltiorrhiza kallus kiiltiirlerinde toplam tanshinone ile
dihydrotanshinone (DHT), cryptotanshinone (BT) tanshinine (TI) ve tanshinone A
(TiIA) miktarini incelemisler ve sonug olarak, NAA’in hicbir tanshinone iizerinde etkili
bulunmadigini, SA’in ise konsantrasyon ve zamana bagli olarak artisa yol agtigini,
bununla birlikte S. miltiorrhiza Poland ¢esidinde muhtemelen metabolik 6zgiilligii
nedeniyle verimin nispeten diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Fidan ve ark. (2021), tarafindan petrol eter, kloroform ve etanol ile hazirlanan S.
siirtica farkli kisimlarina ait in vivo ve in vitro kokenli ekstrelerinin fitokimyasal i¢erikleri
incelenmis ve farkli teknikler (GC-MS ve LC-MS/MS) kullanarak belirlenmistir. Calisma
sonucunda analizi yapilan 6rneklerin antioksidan potansiyelleri yiiksek, enzim aktivite
potansiyelleri ise diisiik bulunmustur. Ayrica in vitro S. siirtica-TIS 6rnegi MCF-7 (meme
kanseri) hiicre hattina kars1 yiiksek sitotoksik aktivite (% 2,12 £ 0,06 canlilik)
gostermistir. GC-MS ve LC-MS/MS analizlerinin sonuglari, ferruginol ve sugioliin S.

siirtica koklerinin etanol ekstrelerinden, salvigenin ve sitosteroliin de toprak stii
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kisimlarinin kloroform ekstrelerinden ve fenolik bilesiklerin ise yine toprak iistii
kisimlarmin etanol ekstrelerinden izole edilebilecegini gostermistir. Ayrica in Vitro
orneklerin rosmarinik asit, kafeik asit ve 12-demetilmultikauline miktarlar1 in vivo
orneklere gore daha yiiksek bulunmustur. Hem in vivo hem de in vitro tiim numuneler
yiiksek seviyelerde rosmarinik asit ve sitosterol icermistir. Solarak bitki materyalinin
dogasi, uygun solvent secimi ve kullanilan materyalin kisimlarinin kimyasal igerikte
oldukea etkili oldugu ifade edilmistir.

Yilmaz ve ark. (2021), 2015, 2016 ve 2017 yillarinda toplanan Salvia tiirlerinin
kokleri, gigekleri, yapraklari, dallar1 ve tiim bitkinin kullanildig1 ¢alismalarinda Salvia
tirlerinin kok ve dallarinin Salvianolik asit A, kafeik asit ve 6,7-dehidroroylenon
bilesenleri agisindan benzer oldugunu, buna gore apigenin, rosmarinik asit, luteolin 7-O-
glukozit, kafeik asit, Salvianolik asit B ve 6,7-dehidroroylenonun incelenen Salvia
tirlerinde bulunan dikkate deger fitokimyasallar oldugunu belirtmislerdir.

Ovidi ve ark. (2021), Laurus nobilis, S. officinalis ve S. sclarea tiirlerinin
esansiyel yaglar1 ve hidrolatlar kimyasal bilesimlerini ve biyolojik 6zelliklerini
tanimlamak i¢in yaptiklar1 arastirmada, esansiyel yaginin ana bilesenleri bakimindan L.
nobilis’te 1,8-Sineol (%42.2,%33.5) ve a-pinen (%16.7, %39.0) bulunurken, S. officinalis
icin 1,8-sineol (%30.3, %48.4) ve kafur (%17.1,%8.7) S. sclarea’da ise; linalil asetat
(%62.6,%30.1) ve linalool (%11.1,%28.9) hidrolatlarin kimyasal profili bakimindan ise,
L. nobilis ve S. officinalis’nin ana bileseni olarak 1,8-sineol (% 65,1,% 61,4) ile
karakterize edilirken, S. sclarea’da ise linalool (%89,5) ana bilesen olarak tespit edildigi
belirtilmistir. L. nobilis ve S. officinalis esansiyel yaglar1 6nemli antibakteriyel aktivite
gosterirken, S. sclarea'nin daha az etkili oldugu ancak Acinetobacter bohemicus DSM
102855 ve Bacillus cereus ATCC 10876'a kars1 da en biiyiik inhibisyon ¢apina sahip
oldugu yine diisiik 1Cso degerleri gosteren L. nobilis ve S. sclarea igin oldukga yiiksek bir
antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Kolak ve ark. (2021), endemik bir tiir olan S. cerino-pruinosa var. cerino-
pruinosa'nin toprak Ustii ve kok kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerine ait
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirdikleri calismalarinda 20
cesit bilinen sekonder metabolit (rosmarinic asit, Kklorojenik asit, kafeik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, benzoik asit, luteolin 7-O-glucoside, bis-(2-ethylhexyl)benzene-
1,2-dicarboxylate, Salvianolik asit A, Salvianolik asit B, 7-acetylroyleanone, 6,7-
dehydroroyleanone, ferruginol, inuroyleanol, 12-hydroxy-6,7-secoabieta-8,11,13-triene-

6,7-dial, ursolik asit, oleanolik asit, taraxasterol, lupenone, B-sitosterol ve stigmasterol
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izole etmislerdir. Rosmarinic asitin serbest radikal siliplirme testleri bakimindan izole
edilen sekonder metabolitler arasinda en iyi antioksidan bilesik oldugu, sirasiyla
klorojenik ve kafeik asitler, luteolin 7-O-glukozit, Salvianolik asitler A ve B ve
inuroyleanoliin de s6z konusu deneyde yiiksek antioksidan aktivite sergiledigini
bildirmisglerdir.

Ertas ve ark. (2021), endemik bir tiir olan ve dogal ortaminda yetisen S. cerino-
pruinosa var. cerino-pruinosa‘dan hazirladiklar1 etanol ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin  belirlenmek amaciyla yaptiklar1 calismada aktif antioksidan
fraksiyonlarindan bilinen 20 sekonder metabolit izole edilmistir ki bunlar; rosmarinik
asit, klorojenik asit, kafeik asit, 4-hidroksibenzoik asit, benzoik asit, luteolin 7-0-glukozit,
bis-(2-etilheksil)benzen -1,2-dikarboksilat, Salvianolik asit A, Salvianolik asit B, 7-asetil
royleanon, 6,7-dehidroroyleanon, ferruginol, inuroyleanol, 12-hidroksi-6,7-secoabieta-
8,11,13-trien-6,7-kadran, ursolik asit, oleanolik asit, taraksasterol, lupenon, B-sitosterol
ve stigmasterol’diir. DPPH serbest radikal ve ABTS katyon radikal siipirme ve CUPRAC
analizlerinde toprak istii kisimlarindan elde edilen rosmarinik asit, izole sekonder
metabolitler arasinda en 1yi antioksidan bilesik olarak bulunmustur. Klorojenik ve kafeik
asitler, luteolin 7-O-glukozit, Salvianolik asitler A ve B ve inuroyleanol de bahsedilen
deneylerde yliksek antioksidan aktivite sergilemistir.

Akdeniz ve ark. (2021), S. multicaulis ugucu yagini antioksidan, sitotoksik,
antialzheimer, antiiireaz, antitirozinaz, antielastaz ve antikollajenaz aktiviteleri agisindan
degerlendirmistir. Enzim aktiviteleri ve tiirlere ait tiim etanol ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri oldukca yiiksek bulunmustur. Ozellikle ugucu yag ve yaprak kisimlarinm
etanol ekstrelerinin kanser hiicre dizilerinde ((PDF (Saglikli primer dermal fibroblast
hiicre dizisi), HT-29 (kolon kanseri hiicre dizisi), MCF-7'de (meme kanser hiicre hatt1),
Caco-2 (kolon kanseri hiicre hatti) ve Skov-3 (yumurtalik kanseri hiicre hatti))’un yiiksek
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. GC-MS sonuglarina gore, dogal ornekte 1,8-
sineole (%33,05) ve D- limonen (%21.18), kiiltiirii yapilan ornekte ise, 1.8-cineole
(%42.35) ve a-pinen (%15.74) ucucu yag ve aromanin ana bilesenleri olarak tespit
edilmistir. Kiiltlire alinan 6rnekler Sitosterol acisindan zengin bulunmustur.

Ayrica dogal orneklerin kok ekstrelerinin abieatan diterpen (ferruginol, kriptanol, sugiol
ve inuroyleanone) bilesikleri acisindan diger ekstrelerden daha zengin oldugu tespit
edilmistir. LC-MS/MS sonuglarinda hem dogal hem de kiiltiire alinan Orneklerin
rosmarinik asit agisindan olduk¢a zengin oldugu goriilmiistiir. Dogal 6rnegin ¢igek

kisminin diger kisimlara gére daha fazla rosmarinik asit icerdigi bulunmugtur. Tiirlerin
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yaprak kisimlarinin etanol ekstrelerinin yiiksek toplam fenolik ve rosmarinik asit icerigi,
sitotoksik, yaslanma karsit1 ve antioksidan potansiyeli nedeniyle gida takviyesi, gida
koruyucu ve farmasdtik olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

Uysal ve ark. (2021), limon kokulu bir bitki olan S. ceratophyllanin metanolik,
hidro-metanolik, diklorometan, heksan ve sulu ekstreleri toplam fenolik (TPC) ve
flavonoid igerigi (TFC) i¢in test edilmis ve antioksidan aktiviteleri (DPPH, ABTS,
FRAP) ile toplam antioksidan kapasitelerini (TAC) ve hedef enzimler olarak asetil-
(AChE), butiril-kolinesteraz (BChE), tirozinaz, a-amilaz ve a-glukosidaz kullanilarak
enzim inhibitor etkilerini ve ayrica HepG2, B164A5 ve S17 hiicre hatlarinda sitotoksik
aktivelerini aragtirdiklar1 calismalarinda, metanol ekstrelerinin en yiiksek fenolik ve
flavonoid igerigine sahip oldugu, hidro-metanol ekstrelerinin, 6nemli DPPH ve
CUPRAC'a kars1 en yiiksek indirgeme potansiyeli gosterdigini ve en iyi tirozinaz
aktivitesinin diklorometan kok ekstresinden elde edildigini bildirmislerdir. Test ettikleri
ekstreler arasinda, en yiliksek antimikrobiyal potansiyeli, 0.048 mg m/l MIC degeri ile
heksan kokii ekstresinin gosterdigini, metanol kok ekstresinin ise HepG2 hiicrelerine
kars1 en diisiik sitotoksisiteyi (%28) gosterdigini belirtmislerdir.

Ertas ve ark. (2022), S. cerino-pruinosa var. cerino-pruinosa, S. cerino-pruinosa
var. elazigensis, S. pseudeuphratica, S. rosifolia ve S. kurdica ugucu yag, aroma ve yag
asidi bilesimlerini GC-FID, GC-MS/Head Space ve GC-MS ile analiz ederek yaptiklari
kemometrik degerlendirme sonucunda, ugucu yag ana bilesenlerinin germacrene-D (bu
tirler i¢in en yiiksek %41,79), kafur (9%55,80), linalool (%33,38), caryophyllene oksit
(%32,99), 1,8-sineole (%26,30) ve geraniol asetat (%31.63) olarak belirlenirken, aroma
icin ise 1,8-sineole (bu tiirler igin en yiiksek %45.95), kafur (%58.54), D-limonen
(%40.83), linalool (%27.67) ve cis-linalool oksit (%25.87) oldugunu saptamislardir.
Ayrica, oleik (bu tiirler igin en yiiksek %72.65), erusik (%44.61), 2-palmitoleik (%42.17)
ve nervonik (%32.61) asitler, yag asitlerinin ana bilesenleri olarak bildirilmistir. PCA ve
HCA'ya gore sdzkonusu taksonlarin ugucu yag bilesenlerinin yillardan etkilenmedigi ve

Salvia taksonlarinin kendi aralarinda gruplandigi rapor edilmistir.
3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma, 2019-2022 yillar1 arasinda Batman Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari‘nda gergeklestirildi.
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3.1. Materyal

Calismamizda materyal olarak S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A.
Kahraman, F.Celep & Dogan'a ait tohumlar (Sekil 3.1.) kullanilmigtir. 2017 y1l1 Haziran-
Agustos aylarinda toplanan tohumlarin teshisi Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen
Fakiiltesi'nde Ars. Gor. Mehmet Firat tarafindan yapildi. Tohumlar, laboratuvara transfer

edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C da muhafaza edildi.

—— -
Sekil 3.1. S. cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan'a ait olgun
tohumlarin genel goriiniimii (Bar: 1 cm)

3.2. Yontem
3.2.1 Doku Kkiiltiirii uygulamalari calismalari
3211 Besi yeri ve stok soliisyonlarin hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda tohumlardan itibaren kallus kiiltiirlerinin baglatilmas1 ve
optimizasyonunda kullanilan MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok
sollisyonlar ve miktarlar1 ile diger tiim besi ortam icerikleri, besi ortamlarina ilave edilen
BBDlerin ¢esitleri ve hazirlanisi ile stok soliisyonlarin hazirlanmasina yonelik bilgiler
asagida cizelgeler halinde sunuldu (Cizelge 3.1, 3.2 ve 3.3).

Cizelge 3.1. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok soliisyonlar ve miktarlar
MS (Makro Elementler) Ana Soliisyonu

NH;NOs 16.5¢
KNO; 19.0¢g
CaCl,.2H.0 444
MgS0,4.7H,O 379
KH2PO,4 179
Distile Su 1000 m1’ye tamamlanir.

MS (Mikro Elementler-1) Ana Soliisyonu

HzBOs 620 mg
MnS0O4.4H,0 1695 mg
ZRS0% TH;0 860 mg

KI 83 mg
Na,Mo0042H,0 35 mg




Distile Su 1000 mI’ye tamamlanur.

MS (Mikro Elementler-2) Ana Soliisyonu

CuSO4.5H,0 25mg
CoClI,.6 H,O 25 mg
Distile Su 200 ml’ye tamamlanir.

Komplex Kelator Ana Soliisyonu

FeS04./H20 3,725¢g
Na,EDTA 2,785¢
Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu

Nikotinik asit 50 mg
Glisin 200 mg
Pridoksin HCI 50 mg
Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

B: Vitamini Ana Soliisyonu (10~)

Tiamin HCI 10 mg
Distile Su 100 ml’ye tamamlanur.

Myo-inositol (107%)

myo-inositol 100 mg
Distile Su 1000 m1’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2. Besi ortamlarina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinin tip ve gesitleri.
BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu (10°°)

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanur.

Kin (Kinetin) Ana Soliisyonu (107)

Kin 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Ana Soliisyonu

2,4-D 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

IBA (Indol Biitirik Asit) Ana Soliisyonu

IBA 100 mg
%95’lik Etil Alkol 3-56ml
Steril saf su 100 ml

TAA (Indol Asetik Asit) Ana Soliisyonu




I1AA
%95’lik Etil Alkol
Steril saf su

100 mg
3-5ml
100 ml

25
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Cizelge 3.3. Standart besi ortamlarinin igerigi* (g/l)

Kimyasallar MS WPM SH Gamborg B5
NazSO4 0 0 0 0
KCI 0 0 0 0
(NH4)2S04 0 0 0 134 mg
NaH,PO4.H,0 0 0 0 150 mg
NH4H2PO4 0 0 300 0
NH;NO; 1650 mg 400 mg 0 0
KNO3 1900 mg 0 2500 mg 2500 mg
KH2PO, (Monobasic) 170 mg 168 mg 0 0
Ca(NOs), 0 460 mg 0 0
MgSO4 0 0 0 122 mg
MgS0O..7H,0 370 mg 368 mg 400 mg 250 mg
CaCl.2H,0 440 mg 72mg 200 mg 150 mg
K2SO,4 0 988 mg 0 0
MnSO4.H20 16,9 mg 16,9 mg 10 mg 10 mg
ZnS04.7H,0 8,6 mg 8,6 mg 1 mg 2 mg
NaM0O4.2H,0 0,25 mg 0,25 mg 0.1 mg 0,25 mg
KI 0,83 mg 0,83 mg 1mg 0.75 mg
H3:BOs 6,20 mg 6,20 mg 5mg 3mg
CoCl2.6H.0 0,025 mg 0,025 mg 0.1 mg 0,025 mg
CuS0,4.5H.0 0,025 mg 0,025 mg 0,2 mg 0,025 mg
FeS04.7H,0 28 mg 28 mg 20 mg 28 mg
Na.EDTA 37 mg 37 mg 15 mg 37 mg
Glisin 2mg 2mg 0 0
Nikotinik Asit 0,5mg 0,5mg 5mg 1mg
Thiamin HCI 0,1 mg 0,1 mg 5mg 10 mg
Pyridoxine HCI 0,5mg 0,5mg 0.5mg 1mg
Siikroz 30 gr 30 gr 30 gr 20 gr
Myo-Ins. 100 mg 100 mg 1000 mg 100 mg
Agar 7qr 7qr 7qr T7qr
pH 5,8 5,8 5,8 55

* Tez ¢alismasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alinmistir.

3212. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu ve kiiltiir sartlari

Sterilizasyon, bir madde ya da bir cismin birlikte bulundugu mikroorganizmalarin
tim sekillerinin (sporlar dahil) Oldiriilmesi, tahrip edilmesi veya ortamdan
uzaklastirilmasi islemidir. Doku kiiltiiri uygulamalarinda kullanilan malzemelerden
kaynakli olarak gelisen kontaminasyonlar en ¢ok kayba neden olan faktorlerden biridir.
Dolayisiyla bu tez kapsaminda tiim asamalar dikkatli bir sekilde uygulanarak bu risk
ortadan kaldirilmaya c¢alisilmistir.

Pipet, erlenmayer, beher vb. tiim cam malzemelerin agiz kisimlari folyo ile
kaplanarak 180 °C’ye ayarlanmis bir etiivde 3 saat boyunca sterilize edildi. Kallus
kiiltiirlerinin baglatilmas1 asamalarinda tek kullanimlik ve steril olan petri kaplari
kullanilmis olup tohum c¢imlendirme asamasinda ise, Magenta GA7 Kkiiltiir kaplan

kullanilmis olup sterilizasyon islemi 105 kPa basing altinda, 121°C’de 20 dk boyunca bir
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otoklav igerisinde yapildi. Islem 6ncesinde Magenta GA7 kaplarinin agizlar1 kapatilip
otoklav bandi1 kullanilarak sterilizasyon islemi gergeklestirildi.

Pens, bistiiri, bistliri ucu gibi kullanilacak laboratuvar aletleri %70’lik ticari alkol
icerisine daldirilarak silinmis ve kurutulduktan sonra, 250 °C’ye kadar 1sitilmis bir cam
boncuklu sterilizatér (Steri 350 Swiss-Made) igerisinde 10-20 sn bekletilerek sterilize
edildi.

Kiiltiire alma iglemlerinin yapildig1 transfer (ropikaj) odasi ve laminar hava akish
kabin (laminar flow) kullanimdan yarim saat 6nce %10’luk Benzalkonyum kloriir iceren
ticari zefiran antiseptik ¢ozeltisi ile akabinde ise %70’lik teknik alkol ile silindi.
Kullanilan bengler ticari alkol, yerler ise ticari gamasir suyu ile silindi. UV lambasi kiiltiir
isleminden en az 30 dk 6nce agik birakilarak, oda hazir hale getirildi.

Kiiltiirler genellikle bir biiyiime odasinda 25+2 °C de 20umol m2 s yogunluklu
16/8 s fotoperiyot altinda bitylimeye birakildi. Isik kaynagi olarak 3500 liix 151k siddetine
sahip floresan lambalar (400W MBFR/U, Thorn) kullanildu.

3213. Kallus Kiiltiirlerinin baslatilmasi

Oncelikle tohumlardan aksenik kallus Kkiiltiirlerinin baslatilmas1 ¢alismalari
kapsaminda olgun S. cerino-pruinosa var. elazigensis tohumlarin yiizey sterilizasyonu
icin Huii ve ark. (2012) tarafindan rapor edilen metot modifiye edilerek uygulandi. Bu
metoda gore yiizey sterilizasyonu i¢in olgun tohumlar Oncelikle musluk suyunda 20
dakika boyunca yikanarak ve sonrasinda tohumlarin dis kisimlarinda olusan mukus
tabakasindan arindirildi. Akabinde 3-5 saniye %75'lik etil alkol icerisinde bekletildikten
sonra % 5 sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda 10 dk boyunca sterilize edildi. Daha
sonra tohumlar S'er dk olmak iizere S'ser kez steril saf su ile yikanarak NaOCI’nin
dokulardan uzaklagmasi saglandi.

Kallus kiiltiirlerinin baglatilmasi ¢alismalarinda farkli BBD uygulamalarinin etkisi
test edildi. Bu baglamda genellikle literatiir bilgileri 15181nda bir¢ok bitki tiiriinde kallus
olusumuna neden olan farkl sitokin (Kin, BAP ve TDZ) ve oksin (IAA, IBA ve 2,4 D)
kombinasyonlarinin etkileri arastirildi. Bu baglamda steril edilen tohumlar % 3 siikroz ve
6.2 g agar destekli ve her biri 1 mg/l oksin-sitokinin BBD kombinasyonunu igeren
standart 1/1 MS besi ortamlarinda (Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiire alind1. Kiiltiirler,
50 umol m2s? 151k siddetinde 25+2°C de sabit bir sicaklikta 16 saat aydinlik ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda 4 hafta siiresince gelismeye birakildu.
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3214. Kallus kiiltiirlerinin optimizasyonu

Kallus kiiltiirlerinin optimizasyonu asamasinda asagida alt basliklar halinde
sunulan uygulamalar denendi. 4 haftalik bir kiiltiir periyodu sonrasinda denenen her bir
parametreye ait kiiltiir gelisimi izlendi. Ortalama 28 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda
gelisen kalluslarin, taze ve kuru agirlik degerleri yine her bir parametre i¢in ayri ayri
kaydedilerek ve elde edilen veriler istatistiksel olarak hesaplanarak tablolar halinde
sunuldu.

Besi ortam tiplerinin etkisi

Kalluslarin biiylime ve gelisimine farkli besi ortami c¢esitlerinin etkisini
belirlemek amaciyla, kalluslar sirasiyla tam kuvvetteki (1/1) MS, SH, Gamborg B5 ve
WPM besi ortamlarinda kiiltiire alinda.

En iyi besi ortam tipinin farkl kuvvetlerinin etkisi

Kallus kiiltiirlerinin optimizasyon caligmalarinda, kallus kiiltiirlerinin biiylimesi
ve gelisimi tizerine en iyi besi ortaminin farkli kuvvetlerinin etkisini belirlemek amaciyla,
kalluslar en iyi gelisim elde edilen besi ortaminin 1/2, 1/1 ve 2/1 kuvvetlerinde hazirlanan
besi ortamlarinda kiiltiire alindu.

Karbon kaynaklari ve kuvvetlerinin etKisi

Kalluslarin gelisimlerine glikoz ve siikroz karbon kaynaklari ile bunlarin farkl
15, 30 ve 45 g/I’lik konsantrasyonlarinin etkileri test edildi.

Isik yogunluklarimin etkisi

Bu calismada, kallus kiiltiirleri karanlik ve aydinlik ortam seklinde farkli 151k
yogunlugu olusturulmus biiyiime ortamlarinda kiiltlire alindi.

pH uygulamalarinin etkisi

Kallus kiiltiirlerinin gelisimleri {izerine asidik ya da alkali ortam seviyelerinin
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, sirastyla pH 4.5, 5.8 ve 7.0 derecelenmelerinde kiiltiire
alind1.
3215, Kallus kiiltiirlerinde biiyiimenin karakterizasyonu

Optimize edilmis besin ortami1 ve sartlarda kiiltiire almman kalluslar, 4 hafta
boyunca 25+2 °C 16/8 saat fotoperiyot uygulanan bitki biiylitme odasinda kiiltiire alindu.
1. giin ve 28. giinlerde kalluslarin yas agirliklar1 ve 28. giiniin sonunda kuru agirliklari
alinarak kaydedildi. Istatistiksel olarak hesaplanan veriler sonucunda kalluslarin
biiyiimelerinin ifadesi rapor edildi. Hesaplama i¢in agagida verilen veriler kullanildi.

Kallus (%0): Kiiltiirlerin 4. hafta sonunda, kallus olusturan tohumlarin kiiltiirdeki

tiim tohum say1sina oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade edildi.
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Ortalama Kallus Taze Agirhgi: Kiiltiirden 4 hafta sonra tohumdan gelisen
kalluslarin agirliklarinin toplaminin, kallus olusturan tohum sayisina orani olarak ifade
edildi.

Ortalama Kallus Kuru Agirhig: Taze agirligi 6lgiilen kalluslar, oda sicakliginda
kurutulduktan sonra kalluslarin agirliklarinin toplaminin, kallus olusturan tohum sayisina
orani olarak ifade edildi.

3.2.2. Biyolojik aktivite ¢calismalari

Optimize edilen kallus kiiltiirlerinden elde edilen ekstreler biyolojik aktivite
caligmalarinda kullanildi.

Ekstraksiyon

Elde edilen oOrnekler golgede kurutularak etanol ile ekstre edildi. Coziicii
evaporator sisteminde ucurulduktan sonra elde edilen ekstrelerin 4000 ppm stok
¢oOzeltileri hazirlandu.

3221. Toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 100 ppm'lik
pirokatekol ¢6zeltisi hazirlanacak ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 mL alinarak
hacimleri distile su ile 184 pL'ye tamamlandi. Calisilan bitkinin etanol ekstrelerinin 1000
ppm konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlandi. Bir miligram ekstre i¢eren 6rnek ¢ozeltiden 4
pL alindi, distile su ile 184 puL' ye tamamlandi. Pirokatekol ¢bzeltisi ve orneklere 4 pL
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2'lik Na2COs ¢ozeltisinden 12 pL ilave
edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicaklifinda bekletildi ve 6rnegin absorbansi 760
nm'de okundu. Ekstrenin toplam fenolik icerigi standart pirokatekol grafiginden elde
edilen esitlik kullanilarak belirlendi. Hazirlanan ekstrenin toplam flavonoid igerigi
kersetine esdeger olarak alliminyum nitrat metodu ile belirlendi (Moreno ve ark., 2000).
1000 ppm'lik kersetin ¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 mL
alinarak hacimleri %80'lik etanol ile 192 pL'ye tamamlandi. 4 pL 1 M potasyum asetat
eklendi ve bir dakika sonra 4 pL %10'luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika
inkiibasyon siiresinden sonra 415 nm'de mikroplaka reader ile absorbansi okundu.
Calisilacak etanol ekstresinin tek konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan ¢ozeltilerinin
de absorbans degerleri okundu. Ekstrenin toplam flavonoid igerigi, standart kersetin
grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak belirlendi.

Total fenolik ve flavonoid igerikler asagidaki denklemlerden hesaplanmistir;

Pirokatekole esdeger fenolik igerik.( y = 0.0548(ug) + 0.0333 (r?: 0.9949)
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Kersetine esdeger flavonoid igerik. (y = 0.0398 (ug) + 0.0039 (r?: 0.9936)

3222. Antioksidan aktivite

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi

Ekstrenin, fraksiyonlarin ve elde edilecek olan miktarca yeterli olan saf
maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest
radikali kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Ornegin etanol ¢dziiciisiinde 1000 ppm'lik
stok c¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok cozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile
hacimleri 40 pL'ye tamamlandi ve tizerlerine 0,1 mM DPPH ¢o6zeltisinden 160 pL ilave
edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra
517 nm'de absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon
degerleri hesaplandi. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi.
Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi;

% Inhibisyon = (Akontrol - Adrnek) / Akontrol x 100 A: Absorbans

ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi

Ekstrenin, fraksiyonlarin ve elde edilecek olan miktarca yeterli olan saf
maddelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark., 1999). Ornegin etanol ¢dziiciisiinde
1000 ppm'lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak
etanol ile hacimleri 40 pl'ye tamamlandi ve iizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali
¢ozeltisinden 160 uL ilave edildi. Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734
nm'de absorbanslar1 &l¢iildii. Ornegin absorbans degeri kontrole karsi degerlendirildi.
ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi;

% Inhibisyon = (Akontrol - Adrnek) / Akontrol x 100

CUPRAC yontemi (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, Orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu (II)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm'de
absorbansi 6l¢iiliir. Son konsantrasyonlar 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak (67-x uL) sekilde
1000 ppm lik hazirlanan 6rnegin stok ¢dzeltisinin ve standartlarin iizerine, 61 pL CuCl2,
61 pL neokuproin ve 61 pL NH4OAc tamponu ilave edildi ve 1 saat sonra 450 nm'de
absorbans 6lciildii (Apak ve ark., 2004). Ornegin absorbans degeri standartlara karst
degerlendirildi.
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NOT: Biitiin antioksidan yontemlerde 10, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda calisildi, ¢ok aktif durumlarda 1, 2.5, 5 ve 10 pg/mL, aktif olmayan
durumlarda 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢aligilarak her yontemde
ICs0 hesaplandi.

3223. Enzim inhibisyon  aktiviteleri

Kolinesteraz aktivite tayin yontemi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu
olarak (Ellman ve ark., 1961) bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak olgtildii.
Enzim olarak elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve at serumundan elde
edilen biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetilkolin iyodiir ve biitirilkol
iniyodiir, aktivitenin 6l¢iimii i¢in sar1 renkli 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarin herbir kuyucuguna 0,1 M pH=8 fosfat
tamponundan 130 pL, 10 pLnumune, AChE veya BChE ¢d6zeltisinden ise 20 pL ilave
edildi. 25 °C de 10 dakika inkiiasyona biakildi, daha sonra iizerine 20 uLL DTNB ¢6zeltisi
ve 20 uL asetilkoliniyodii veya biiirilkolin iyodii ilave edildi. Sirasiyla asetilkolin iyodu
veya biiirilkolin iyodu enzimatik hidrolizi ile agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile
reaksiyona girmesi sonucu olusn sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi. Kontrol olarak etanol, standart olarak ise
galantamin kullanildi.

-AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢n enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodii kullanimaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm'de spektrofotometrede O¢iilmektedir.
Mikroplakadaki kuyucuklara 130 uL fosfat tamponu (pH =8), bilesklerin etanol i¢gnde 0,5
mM konsantrasyonda hazilanan 10 pL ¢ ozeltilerden ve asetil kolinesteraz (AChE) enzim
¢ozeltisinden 20 puL konuldu. Bu solityon 10 dakika siie ile 25° de inkiibe edildi. 10 dakika
sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve asetilkolin iyodii (Acl) (20 pL) her bir kuyucuga ilave
edildi. Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ilag olan
galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlesirilerek 412 nm dalga
boyunda absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programii
yardimui ile absorbanslardan Vmax degrleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit
edilildi. Aktivite goteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM'dan 0.125 mM'a kadar
seyreltilmis soliiyonlar1 hazilanarak ICso degerleri de ayni islemler tekrarlanarak

hesaplandi.
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-BChE aktivite testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢cn enzim olarak at serumundan elde
edilen Dbutirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodii
kullanimaktadir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8),
numunelerin etanol ignde 0,5 mM konsantrasyonda hazilanan ¢ozeltilerden 10 pL ve
BChE enzimi ¢gzeltisinden 20 pLL konuldu. Bu soliiyon 10 dakika stire ile 25° de inkiie
edildi. 10 dakika sonra 20 uLL DTNB reaktifi ve substrat olarak biiirilkoliniyodii (Bul) (20
ul) herbir kuyucuga ilave edildi. Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilen
alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlesirilerek
412 nm dalga boyunda absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar
programi yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite goteren
bileskler tespit edildi. Aktivite gosteren bilesklerin seri halinde, 0,5 mM'dan 0.125 mM'a
kadar seyreltilmis soliiyonlar1 hazilanarak ICso degerleri de ayni isemler tekrarlanarak
hesaplanda.

Tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak trozinaz kullanildi.
Mikroplakadaki kuyucuklara 150 pL fosfat tamponu (pH =6,8), ekstrenin etanol i¢inde
4000 ppm konsantrasyonda hazilanacak c¢ozeltilerinden 10 puL ve enzim ¢ozeltisinden 20
uL konuldu ve 3 dk karistirarak 475 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Daha sonra
bu ¢ozelti 10 dakika stie ile 37° de inkiibe edilerek ve 10 dakika sonra 20 uL L-DOPA
ilave edilerek ve yine 37° de inkiibe edilerek ve 10 dakika sonra Mikroplaka ELISA
okuyucuya vyerlesirilerek 475 nm dalga boyunda son absorbans okundu. Trozinaz
aktivitesi (% inhibisyon) asgidaki estlik kullanilarak hesaplandi. Standart olarak kojik asit
kullanildi.

% Inhibisyon = (Akontrol - Adrnek) / Akontrol x 100

Her bir onekten ii¢ paralel calisma yapildi.

Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi

Ureaz inhibisyon aktivitesi icn enzim olarak Ureaz kullanild1 (Hina ve ark., 2015).
Mikroplakadaki kuyucuklara etanol ignde 4000 ppm konsantrasyonda hazilanan
¢ozeltiden 10 puL, enzim ¢ozeltisinden 25 pL ve Substrat olarak 50 pL iie konuldu ve 630
nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Daha sonra bu ¢ozelti 15 dakika siire ile 30° de
inkiibe edildi ve 15 dakika sonra 45 pL fenol reaktifi ve 70 uL alkali reaktif ilave edilerek
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ve yine 30° de inkiibe edilerek ve 20 dakika sonra Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlesirilerek 630 nm dalga boyunda son absorbans okundu. Ueaz aktivitesi (%
inhibisyon) asgidaki estlik kullanilarak hesaplandi. Standart olarak tiyotire kullanild.

% Inhibisyon = (Akontrol - Adrnek) / Akontrol x 100

Her bir onekten ii¢ paralel calisma yapildi.

Elastaz enzim inhibisyon aktivitesi

Elastaz inhibitor etkisi spektrofotometrik olarak tayin edildi (Kraunsoe ve ark.,
1996). Ornegin farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazilanarak, bu farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 0,05'er mL alinarak iizerine elastaz enziminden 0,05 mL
ilave edildi. Daha sonra 0,9 mL Tris-HCI tamponundan (pH: 7,8; 0,2 M) eklenerek,
sonrasida kontrol ¢ozeltisi olarak 0,1 mL enzim ¢ozeltisi ve tizerine 0,9 mL Tris-HCI
karisim ilave edildi. Hazilanan bu karisim 15 dakika 37°'de inkiibe edilerek 6rnek tiirii ve
kontrol ¢ozeltilerinin iizerine inkiibasyondan sonra 0,05 mL, 5 mM N-siisinil-(Ala)3-
nitroanilide ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika 37° inkiibe edildi. 410 nm'de kore karsi
absorbans degerleri okundu.

Kollajenaz enzim inhibisyon aktivitesi

0.8 U/mL kollajenaz iceren ¢ozeltiden 50 pL aliarak, iizerine hazilanan farkl
konsantrasyonlardaki ekstrelerden 50 puL eklendi (Thring ve ark., 2009). Daha sonra pH:
7.5 olan Tris tampon ¢6zeltisinden 0.9 mL ilave edildi. Kontrol ¢ozeltisine bitki ekstresi
ve ugucu yag konulmayarak, kor i¢in ise enzim yerine enzim miktar1 kadar
dimetilsiifoksit ¢ozeltisi kullanildi. Kor kontrol ve 6rnek ¢ozeltileri 30 dakika 25°C'de ilk
inkiibasyona birakildi. Bu ilk inkiibasyonun ardindan tiim ¢ozeltilere 1 mM 0.05 mL N-
(3-[2-Furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (kollajenaz enzimi substrati ¢ozeltisinden ilave
edilerek 25°C'de 15 dakikalik ikinci bir inkiibasyona birakildi. Ornek ¢ozeltileri ve
kontrol ¢ozeltisinin UV spektrofotometresinde 340 nm'de, kore kars1 absorbans degerleri
okundu.

Antihipertansif aktivite (Angiotensin I-converting Enzyme, ACE, Inhibition)

Kwon ve arkadasglar1 (2006) tarafidan gelisirilen y6temde kii¢itk modifikasyonlar

yapildi. 50 mikrolitre numune solilyonu 10 dakika inkiibe edildi. 2 mU ACE i¢ren 200

uL NaCl-borat tampon ¢ozeltisi (0.3 M NaCl, pH 8.3) ile 25°C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, reaksiyon ¢dzeltisine 100 uL 5.0 mM substrat (hippuril-histidil-
16in) ilave edildi ve ¢ozelti, 37°C'de 1 saat siireyle inkiibe edildi. K&r numune (enzim ve
substrat yerine tampon soliilyonu i¢ren), kontrol (numune ekstrakt: yerine saf su igeren)

ve bos (numune ekstrakti ve enzim yerine tampon igeren) de analiz edildi. Reaksiyon,
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150 uL 0.5 N HCl eklenerek sonlandirildi ve ortaya ¢ikan hippurik asidin belirlenmesi,
228 nm dalga boyunda ultraviyole detektorlii (HPLC-UV) yiisek performansli sivi
kromatografisiyle gergklesirildi. Standart olarak lisinopril kullanildi. ACE inhibisyonu,
asagidaki denklemle tepe alanlar1 kullanilarak hesaplandi;

% Ihibisyon = [Akontrol - (Adrnek - Akorornek)]/(Akontrol - Akér) x 100
3224. Terpenoid bilesiklerin GC-MS/MS ile analizi

Orneklerin triterpen igerikleri % 1 trimethylchlorosilane igeren N,O-
bis(trimethylsilyl) trifluoro acetamide (BSTFA) ile tiirevlendirilen (70°C'de 120 dk)
(Agilent Technologies, USA) marka 7890A Model GC/FID ile birlikte 5977B model
kiitle spektrometresi (MS) cihazi kullanilarak tayin edildi. Kromatografik ayirim apolar
HP-5MS kolonu (30m x 0,25mm x 0.25 pm film kalinlig1) ile yapildi. GC firin sicakligi
200°C'den baslanarak, 300°C'ye 10°C/dakika hizla ¢ikarildi ve bu sicaklikta (300°C) 15
dakika sabit tutuldu. Daha sonra 5°C/dakika hizla sicaklik 310 °C'ye ¢ikarildi ve bu
sicaklikta da 2 dakika sabit tutuldu. Tasiyic1 gaz olarak sabit akista helyum gazi (0.8
mlL/dak) kullanildi. Enjeksiyon blogu ve transfer line sicakliklar1 300 °C’ye ayarlandi.
Enjeksiyonlar splitless modunda yapildi. Enjeksiyon hacmi 2,0ul alindi. Kiitle
spektrometresi (EI/MS) 70 eV iyonizasyon enerjisine ayarlandi. Iyon kaynaginin sicaklig
230°C'ye ayarlandi. Kiitle spektrometresi (MS) verileri full tarama (scan) modunda ve
tarama araligit m/z 50-650 atomik kiitle birimi (amu) aralifina ayarlanarak elde edildi
(Yigitkan ve ark., 2022).
3.2.3. istatistiksel Analiz

Calismalarda en az 20 eksplant kullanildi ve elde edilen veriler SPSS (IBM SPSS
versiyon 20.0.0) programi kullanilarak istatistik analizleri yapildi. Gergeklestirilen
caligmalarda test edilen parametler arasinda farkliliklar1 tespit etmek i¢in elde edilen
veriler SPSS 22.0 (IBM) programina islenerek, ANOVA P<0.05’e gore PostHoc ¢oklu
karsilagtirma testine (Duncan) tabi tutuldu. Calismalardaki oransal verilere ise, Ki kare

(%2 ) testi uygulanarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda ilk kez endemik bir bitki olan S. cerino-pruinosa var.
elazigensis tohumlarindan itibaren basarili bir kallus kiiltiirii baglatma ve optimizasyon

caligmasi gerceklestirilmis ve bu tiiriin kallus kiiltiirlerinin biyolojik aktivite
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potansiyelleri ortaya g¢ikarilmistir. Test edilen parametrelere ait bulgular ve tartisma
kismina asagida detayli bir sekilde deginilmistir.
4.1. Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmas1 Calismalarima Ait Bulgular ve Tartisma
Tohumlarm ylizey sterilizasyonu, Huii ve ark. (2012) tarafindan rapor edilen
metot uygulanarak yapilmistir. Buna gore tohumlar musluk suyunda 20 dk 6n yikama
isleminden sonra birkag¢ saniye %75'lik etil alkol icerisinde bekletilmistir. Daha sonra %
5’lik NaOCI soliisyonunda 10 dk boyunca sterilize edilmis ve steril saf su ile yikanarak
NaOCl’ten arindirilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, 30g siikroz ve 6.2 g
agar destekli ve her biri 1 mg/l oksin (IAA, IBA ve 2,4 D) ve 1 mg/l sitokinin (BAP, Kin
ve TDZ) BBD kombinasyonunu igeren standart tam kuvvetteki MS besi ortamlarinda
(Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiire alinmistir. Kontrollii sartlarda gelismeye birakilan
tohumlardan ortalama 4. haftanin sonunda elde edilen ve her bir denemeye ait istatistiksel
veriler Cizelge 4.1’de ve morfolojik veriler ise, Sekil 4.1 A-B-C-D’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlarinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis
kallus olusumuna etkisi

BBD Ortalama Ortalama Kallus
Kombinasyonu Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
(2 mg/l) Agirhig (mg) Agirhg (mg) Yitzdesi ()

KIN + 2,4-D 0,66+0,03 f 0,024+0,001 e %2100 Yesil, yumusak
KIN + IAA 2,17+0,08 d 0,107+0,020 a %2100 Yesilimsi kahve, yumusak
KIN + IBA 2,30+0,09 cd 0,086=+0,003 be %2100 Yesilimsi koyu kahve, kompakt
BAP+ 2,4-D 0,69+0,05 g 0,023+0,001 ef %2100 Yesil, dagilgan ve kompakt
BAP+ IAA 2,46+0,11 be 0,076+0,002 d %2100 Yesil, yumusak
BAP+ IBA 1,87+0,08 ¢ 0,075+0,003 d %2100 Yesilimsi kahve, yumusak
TDZ+ 2,4-D 2,68+0,11 ab 0,093+0,020 ab %2100 Yesilimsi kahve, yumusak
TDZ+ IAA 2,26+0,08 cd 0,073+0,003 d %100 Koyu yesil, yumusak ve dagilgan
TDZ+ IBA 2,69+0,11 ab 0,082+0,003 bc %100 Koyu yesil, dagilgan

Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir. *Her bir siitunda yer alan farkl kii¢iik harfler, Post Hoc-Duncan (P<0.05)

¢oklu karsilastirilmali testine gore farkli uygulamalar arasinda anlamsal farkliliklart olusturmaktadir. **Ortalama +
Standart hata.

Cizelge 4.1 dogrultusunda, farkli konsantrasyonlarda denenen tiim oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin (1 mg/l Kin ile 1 mg/1 2,4-D, 1AA, IBA; 1 mg/l BAP ile 1
mg/l 2,4-D, IAA, IBA; 1 mg/l TDZ ilel mg/l 2,4-D, TAA, IBA) kallus olusumuna yol
actiklar1 tespit edilmistir. Denenen sitokinin tipleri bakimindan, Kin ve TDZ
kombinasyonlarinin BAP kombinasyonlarina oranla daha yiiksek yas ve kuru agirliga
sahip kalluslar olusturdugu gériiliirken, TDZ + IAA ve TDZ + IBA kombinasyonlarinin

ise kalluslarda arzu edilen 6zellikte, daha iyi ve daha saglikli kalluslar meydana getirdigi
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gbzlenmisgtir. Kin + TAA; Kin + IBA; BAP + IBA ve TDZ + 2,4-D kombinasyonlarinda
ise, yer yer doku kararmasi ile kalluslarda kahverengilesme goriilmiistiir. En yiiksek
ortalama kallus yas agirligr (2,69+0,11 mg) 1 mg/l TDZ+ IBA kombinasyonununda
gozlenirken, en yiiksek ortalama kallus kuru agirlhigr ise (0,107+0,020 mg), 1 mg/l Kin +
IAA kombinasyonundan elde edilmistir. 1 mg/l Kin + IAA kombinasyonu, en yiiksek
ortalama kuru agirliga sahip kalluslart olusturmasina ragmen meydana gelen kalluslar iyi
kalitede olmadigindan dolay1 tercih edilmemistir. Keza, daha diisiik degere sahip oldugu
bilinen (0,082+0,003 mg) 1 mg/l TDZ+ IBA kombinasyonu (Sekil 4.1 C) morfolojik
yonden istenen Ozellikte kalluslar (yesil ve dagilgan) olusturdugundan ve yapilan alt
kiiltiirleme c¢alismalarinda bu 6zelliklerini de koruduklarindan dolay1 bir sonraki agama

olan optimizasyon denemelerinde de ayni kombinasyon kullanilmaya devam edilmistir.

Sekil 4.1. A- 1 mg/l TDZ+ IBA igeren MS besi ortaminda kiiltlire alinan S. cerino-pruinosa var.
elazigensis tohum eksplantlari, (Bar: 1 cm)., B- Kiiltiiriin 45. giiniinde gelisen kalluslar, (Bar: 1 cm) C- 3.
alt kiiltiirlemenin sonunda gelisen kalluslar (Bar: 1 cm)

Bitki biiylime diizenleyicileri, bitkilerin biiylime ve gelisme asamalarinda farkl
fizyolojik siireclerde kilit rol oynarlar (Ashry ve ark., 2018). Bu durum, bitkileri yiiksek
rejenerasyon ve genis uygulama saglayan biyoteknolojik manipiilasyon i¢in tercih edilen
bir ara¢ haline getirir. Oksin ve sitokininlerin, bliylime ve farklilagma asamalarinda
kiiltiire alman hiicrelerin metabolizmas1 lizerinde dikkate deger etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Cuenca ve Amo-Marco 2000). Oksinler genellikle kallus ve hiicre
stispansiyonlarinda kok olusumunu indiiklemek, uzama ve hiicre bdliinmesini uyarmak

icin kullanilirken, sitokinler ise, daha ¢ok hiicre boliinmesini, biiyiimesini ve gelisimini
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saglayan BBD’leridir. Oksinin adagayinda farkli konsantrasyonlarda in vitro koklenme
icin de gerekli oldugu rapor edilmistir (Jan ve Khatoon, 2014: Petrova ve ark., 2015; Fu
ve ark., 2016; Erisen ve ark., 2020). Oksinin bitki dokusundaki fizyolojik aktivitesi, kallus
olusumu ve morfolojisinde fark yaratir (Anjusha ve Gangaprasad 2017). Ayrica,
oksinlerin ve sitokininlerin karsilikli etkisi, hiicre boliinmesi siirecini kontrol eder.
Oksinler, siklin bagimli kinazlarin cdc2/cdk2 sinift ile ilgili hiicre dongiistindeki
proteinlerin uyarilmasinda hayati bir rol oynar. Ustelik, oksinlerin sitokinin ile
kombinasyonlariin, daha fazla kallus tireten cdc2/cdk2 benzeri kinaz aktivitesinde bir
artis1 sinerjistik olarak etkiledigi (Pasternak ve ark., 2000) ve optimum oksin/sitokinin
oraninin maksimum seviyede kallus baslatilmasi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir
(Rahman ve ark., 2019). Birgok arastirici tarafindan 2,4-D, TDZ, BAP, Kin ve NAA gibi
BBD’leri Salvia tiirlerinde genellikle kallus olusumunu baslatmak amaciyla
kullanilmistir (Tawfik ve Mohamed 2007; Marconi ve ark., 2013; Modarres ve ark.,
2018; Bano ve ark., 2022). Fatima ve ark. (2009), kallus dokusunun olusumunun
genellikle eksplant kaynagina ve ayrica oksin ve sitokinin kombinasyonuna bagl
oldugunu, bu eksojen olarak uygulanan BBD'lerinin endojen sitokinin ve oksin sentezini
arttirdigin1 ve sonug olarak kallus biiylimesi ve kiitlesinde artisa yol agtig1 belirtilmistir.
Kallus biyokiitlesindeki (taze ve kuru) artis, oksinler ve sitokinin tarafindan
embriyogenezdeki artistan da kaynaklanabilir. Bu tez kapsaminda en yiiksek kallus
olusumu 1 mg/l TDZ + IBA uygulamasindan elde edilmis olup bu yondeki bulgularimiz,
TDZ uygulamasiyla S. officinalis’te kallus biyokiitlesinin 6nemli 6lgiide arttigini bildiren
Tawfik ve Mohamed (2007) ile Chung ve Ouyang (2021)’1n ¢alismalar1 ve ayrica IBA
uygulamasiyla da Farzinebrahimi ve ark. (2016)’nin c¢alismalar1 ile paralellik
gostermektedir.

Kallusun tekstiirii, besi ortaminda bulunan farkli konsantrasyonlar ve BBD tiirleri
tek basina veya kombinasyon halinde kullanilarak degistirilebilir (Siddique ve ark.,
2014). Eksojen BBD'lerinin uygulanmasi ayrica enzimlerin ve bitki hormonlarinin ig
konsantrasyonunu da etkiler. Endojen bitki hormonlari, bu eksojen bitki hormonlarinin
yardimiyla sentezlenir ve bdylece kallus rengini, dokusunu ve yapisini etkiler. Elaleem
ve ark. (2009) besi ortamlarmin hazirlanmasi sirasinda kullanilan BBD'nin
konsantrasyonu ve kombinasyonunun kallus tekstiirlinii etkiledigini gézlemlenmistir.
Nitekim ¢alismamizda 1 mg/l TDZ+ IBA kombinasyonunun koyu yesil ve dagilgan
kalluslar olusturdugu goriilmiistiir. Benzer sekilde S. fruticosa’da TDZ ve IAA destekli

besi ortamindan iyi tekstiirde kallus dokular1 elde edilmistir (Karam ve ark., 2003). S.
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officinalis tlizerine yapilan bir arastirmada ise, BAP + NAA kombinasyonunun dagilgan
bir kallus tekstiiriine yol agcarken, BAP + NAA kombinasyonunun ise kompakt kallus
olusumuna yol agtig1 rapor edilmistir (Abdipour ve ark., 2019). NAA+ Kin veya Pikloram
ile destekli MS besi ortamlarinda ise S. hispanica kalluslarinin dagilgan yapilarini uzun
stire koruduklart bildirilmistir (Marconi ve ark., 2013). Diisik NAA + BAP
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan S. tomentosa eksplantlar1 kompakt bir tekstiir
gosterirken, yiiksek konsantrasyonlari ise dagilgan bir kallus tekstiirii sergilemistir
(Georgiev ve ark., 2011). Yanitlardaki farkliligin nedeni S. cerino-pruinosa var.
elazigensis’in farkli bitki dokularinda bulunan hormon konsantrasyonlarina ve bunlarin
spesifik reseptorlerine karsi hiicre duyarliligindaki degisiklikler olabilir.
4.2. Kallus Kiiltiirlerinin Optimizasyonu Calismalarina Ait Bulgular ve Tartisma
4.2.1. Farkh besi ortam tipinin kallus gelisimine ait bulgular ve tartisma

Kalluslarin gelisimine farkli besi ortami ¢esitlerinin etkisini belirlemek amaciyla,
her biri 1/1 kuvvette hazirlanan farkli besiyeri tiplerinin (MS, Gamborg BS, SH, WPM,
SH) etkileri test edilmistir. Kalluslardan ortalama 4. haftanin sonunda elde edilen
kalluslarin, taze ve kuru agirlik degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmis ve Cizelge

4.2’de ve ayrica morfolojik verileri ise Sekil 4.2. A-B-C-D’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Farkli besi ortam tiplerinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in kallus gelisimi {izerine

etkisi
Besi Ortam Yas Agirlik (*g) Kuru Agirhik (*g) o
Kallus Morfolojisi

(1/2X) (Ort+SH) (Ort+SH)
MS (Kontrol) 1,36+0,09 b 0,050+0,003 b Yesil, dagilgan
Gamborg B5 1,75+¢0,10 a 0,061+0,004 a Acik yesilimsi kahve, kompakt

SH 0,28+0,02 ¢ 0,012+0001 ¢ Kahverengi, yumusak
WPM 0,36+0,02 ¢ 0,018+0,001 ¢ Koyu kahverengimsi yesil, yumusak

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanildi.
Cizelge 4.2. irdelendiginde, besi ortam tiplerinin etkisiyle farkli renk ve yapida

kalluslarin olustugu gozlenmistir. Hem ortalama yas agirlik hem de ortalama kuru agirlik
bakimindan en yiiksek kallus gelisimi 1,75+0,10 g ile Gamborg B5 ortamindan elde
edilmistir. Ancak kallus ortalama agirliklar1 en yiiksek parametre olmasina ragmen,
Gamborg B5 (Sekil 4.2. B) besi ortamindan alinan kalluslarin morfolojik olarak agik
yesilimsi kahverengi oldugu ve ayrica kompakt bir tekstiire sahip olusu nedeniyle test
edilen diger besi ortamlar1 arasinda ortalama yas ve kuru agirlik bakimindan daha diisiik
agirligi veren ancak aranan nitelikte yesil renk ve dagilgan kalluslarin olustugu MS (Sekil
4.2. A) besi ortami tercih edilmistir. SH (Sekil 4.2. C) ve WPM (Sekil 4.2. D) besi
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ortamlarinin da yine Gamborg BS5 besi ortami gibi kahverengilesmeye yol agtigi
dolayisiyla istenen kallus tekstiiriinii muhafaza edemedikleri ve ayrica diisiik seviyede

agirlik olusturdugu da tespit edilmistir.

Sekil 4.2. Farkl besi ortam tiplerinde kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus dokularinin
gelisimi, Bar: 1 cm (A-MS, B-Gamborg B5, C-SH ve D-WPM besi ortamlari).

Her bitki, tiir, gesit ve genotip igin in vitro ¢ogaltimda farkli doku kiiltiirii
protokolleri gerekmektedir. Doku kiiltiirti protokolii belirlenirken, galisilan bitkinin besin
ortaminin kompozisyonu 6nemli kistaslar arasinda yer alir (Tekdal, 2020). Belirli bir
kiiltlir agamasi i¢in optimal tuz formiilasyonu kiiltiiriin diger asamalar1 i¢in olumlu sonug
vermeyebilir. In vitro kiiltiirlerde, azot konsantrasyonunun protein veya aminoasit
iirinlerinin miktar1 tizerine etkili oldugu bilinmektedir. Bitki doku kiiltiirii ortamlar1 olan
MS ve Gamborg B5’te azot kaynagi olarak daha yiiksek nitrat ve amonyum tuzlari
bulunurken SH ve WPM de ise daha diisiik seviyelerde bulunur (Phillips ve Garda 2019).
Tuz miktarlarindaki degisiklikler hem kallus olusumunu hem de bitki sekonder metabolit
iiretimini etkilemektedir. Ornegin, toplam azot miktarmin artmasi Vitis tiirlerinde
antosiyanin lretimini artirmistir (Keskin ve Kunter, 2010).

Literatiirde bulgularimiza paralel sekilde MS besi ortaminin kallus gelisimi
tizerinde optimum yanitlar olusturduguna dair Salvia tiirleri iizerine yapilan ¢alismalar
bulunmaktadir. S. leriifolia (Modarres ve ark. 2018), S. officinalis (Grzegorczyk ve ark.
2005), S. santolinifolia (Jan ve ark., 2018), S. miltiorrhiza (Szymczyk ve ark., 2021), S.
nemorosa (Khoshsokhan ve ark., 2018) ve S. fruticosa (Karam ve ark., 2003) tiirlerinin

MS besi ortaminda iyi tekstiirde kallus dokulari elde edildigi bildirilmistir. Bunun
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yanisira S. tomentosa’da Gamborg B5 besi ortaminin (Georgiev ve ark., 2011) nitelikli
kallus olusumunu sagladigi da rapor edilmistir. Besi ortamlari igindeki tuzlarin
miktarlarindaki degisiklikler doku kiiltiirii sirasinda bitki genotipinin bazal tuz
gereksinimleriyle ve kiiltiir agsamasindaki rolleri ile ilgili de olabildigi ve dolayisiyla
farklilik gosterebilecegi diistiniilmustiir.
42.2. Farkhh MS besi ortam tipi kuvvetlerinin kallus gelisimine ait bulgular ve
tartisma

1/2, 1/1 ve 2/1 kuvvette hazirlanan MS besi ortaminda kontrollii sartlarda
gelismeye birakilan kalluslardan ortalama 4. haftanin sonunda elde edilen kalluslarin,
morfolojik verileri Sekil 4.3 A-B-C ve taze ve kuru agirlik degerlerine yonelik istatistiksel
veriler ise, Cizelge 4.3’te sunulmustur.

Cizelge 4.3. MS besi ortam tipi kuvvetlerinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in kallus
gelisimi iizerine etkisi

MS Besi Ortam Yas Agirhik (*g) Kuru Agirhik (*g) .
Kallus Morfolojisi

Kuvveti (Ort+SH) (Ort+SH)
1/2 1,30+0,09 a 0,043+0,003 a Acik yesil, dagilgan
1/1 (Kontrol) 1,31+0,10 a 0,042+0,003 a Acik yesil, yumusak
2/1 0,69+0,06 b 0,027+0,003 b Agcik yesilimsi kahve, kompakt

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanildi.

Elde edilen veriler 1s18inda, 1/2 ve 1/1 kuvvette hazirlanan besi ortaminda
gelismeye birakilan kalluslarin, ortalama 4. hafta sonunda elde edilen yas ve kuru
agiliklar1 arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gozlenmemistir. Ancak en yiiksek
ortalama yas agirlik (1,31+0,10 g) 1/1kuvvette hazirlanan MS besi ortamindan elde
edilirken (Sekil 4.3. B), en yiiksek ortalama kuru agirlik ise (0,043+0,003 g), 1/2 kuvvette
hazirlanan MS besi ortamindan elde edilmistir. Acik yesil, dagilgan kalluslarin ise yine
1/2 kuvvette hazirlanan MS besi ortamina ait oldugu goriilmistir (Sekil 4.3. A). 2/1
kuvvette hazirlanan besi ortamindaki kalluslarda kahverengilesme meydana gelmis ve

biiylimenin diger parametrelere oranla ¢ok daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3. C).
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Sekil 4.3. Farkl1 MS besi ortam tipi kuvvetlerinde kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus
dokularimin geligimi, Bar:1 cm. (A-1/2MS, B-1/1MS, C-2/1MS).

Ortamin optimizasyonu, kallus dokularinin gelistirilmesinin ana noktalarindan
biridir. Bu baglamda MS besi ortamlar1 en yaygin olarak kullanilan ortamlardan biridir.
Cesitli arastirmacilar tarafindan, yiiksek seker konsantrasyonlarinin biiytimeyi onleyici
bir etkisi oldugu o6ne siiriilmiistiir (Ciereszko, 2018). Kiiltiir ortaminda daha yiiksek
sikroz  konsantrasyonlarinin,  dokularda nekroza ve fenolik  bilesiklerin
konsantrasyonunda bir artisa yol agtigi ii¢ seker pancari (Beta vulgaris) hattinda yapilan
bir ¢alismada rapor edilmis ve siirgiin rejenerasyonunda keskin bir diisiis gdzlenmistir
(Setiaji ve ark., 2020). Karbon kaynaklari, ortamin su potansiyelini etkileyerek hiicre
biiyiimesini etkileyebilir. Bu faktér ¢cok dnemlidir, ¢iinkii karbon kaynaklar1 mineral ve
su bilesenlerinin bitki dokularina hareketini belirler ve ayrica bitki hiicreleri i¢in turgoru
saglar (Buah et al., 2011). Nitekim ¢alismamizda, 2/1 kuvvette hazirlanan MS besi ortami
da yer yer kararma ve kahverengilesmeye yol acarak kallus gelisimini olumsuz yonde
etkilemistir. 1/2 kuvvetteki MS ortaminin ise, ortamdaki fenolik ve toksik bilesik
iretimini azaltabildigi bildirilmistir (Sagharyan ve ark., 2020). S. splendens (Kabir ve
ark., 2014), S. brachyodon (Misic ve ark., 2006) ve S. officinalis (Grzegorczyk ve ark.,
2005) in vitro doku kiiltiirii ¢alismalarinda 1/2 kuvvette MS ortami kullanilmustir.

4.2.3. Farkh karbon kaynagi ve konsantrasyonlarinin kallus gelisimine ait bulgular
ve tartisma

Siikroz ve glukozun 15, 30 ve 45 g/I’lik konsantrasyonlarina ortalama 4 hafta
stiresince birakilan kalluslarin gelisimine ait morfolojik veriler Sekil 4.4 A-B-C-D-E-F ve

istatistiksel veriler ise, Cizelge 4.4’te sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Farkl karbon kaynagi ve konsantrasyonlarinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in kallus
gelisimi lizerine etkisi

Karbon Kaynag Yas Agirhk Kuru Agirhik (*g)
ve Kuvveti (g/l) (*0) (Ort+SH) Kallus Morfolojisi
(Ort+SH)
Siikroz 15 2,03+0,07 a 0,040+0,001 ¢ Yesil, dagilgan
Siikroz 30 (Kontrol) 1,40+0,07 ¢ 0,049+0,002 b Yesil, yumusak

Siikroz 45 1,43+0,05 ¢ 0,068+0,002 a Koyu yesil, yari-kompakt
Glukoz 15 1,60+0,07 b 0,037+0,001 ¢ Yesil, yari-dagilgan
Glukoz 30 0,26+0,02 d 0,012+0,001 d Agik yesilimsi kahve, kompakt
Glukoz 45 0,41+0,02 d 0,015+0,001 d Acik yesilimsi kahve, kompakt

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanild.

Cizelge 4.4. incelendiginde, genel anlamda siikroz ilave edilen kiiltiir ortamlarinda
daha fazla biyokiitleye sahip kalluslarin varligi1 dikkati ¢gekmistir. Ayrica her iki karbon
kaynag1 bakimindan da artan konsantrasyonlarin morfolojik olarak kompakt bir yapiya
ve yer yer kararmalara yol a¢tigi gézlenmistir. 15 g/l siikroz igeren kallus gelisim
ortaminda en yiiksek ortalama yas agirlik (2,03+0,07 g) elde edilirken (Sekil 4.4 A), 45 g/l
siikroz igeren kallus gelisim ortaminda ise en yiiksek ortalama kuru agirlik (0,068+0,002
g) elde edilmistir (Sekil 4.4 C). Yesil ve dagilgan tekstiirde aranan nitelikte iyi kalluslar,

yine 15 g/l siikroz igeren kallus gelisim ortaminda olusmustur.

Sekil 4.4. Farkli karbon kaynagi ve konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa var.
elazigensis kallus dokularinin gelisimi, Bar: lcm. (A-15 g/l siikroz, B-30 g/l sitkkroz, C-45 g/1 siikroz,
D-15 g/l glukoz, E-30 g/l glukoz, F-45 g/l glukoz ).
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Nispeten yiiksek seviyede (30 ve 45 g/l) glukoz ilave edilen kiiltiir ortamlarinda
gelisen kalluslarin ortalama yas ve kuru agirlik bakimindan istatistiksel olarak herhangi
bir fark gostermedigi, bunun yanisira kahverengilesme ile beraber yer yer kararmalar
sergiledigi gortilmiistiir (Sekil 4.4 D-E). En diislik ortalama kallus yas (0,26+0,02 g) ve
kuru agirhigr (0,012+0,001g) da 30 g/l glukoz destekli kallus kiiltiir ortamdan elde
edilmistir. Ancak diisiik seviyede (15 g/l) glukoz igeren besi ortaminda ise, agik yesil ve
yari-dagilgan 6zellikteki kalluslarin meydana geldigi tespit edilmistir.

Stikroz, bulunabilirligi ve diger karbon kaynaklarina gore daha ucuz fiyati
nedeniyle bitki doku kiiltiiriinde en yaygin kullanilan karbon kaynaklarindan biridir.
Stikrozun hiicrelerdeki etkisi, hiicrelerde yeterli karbon talebinin fotosentez siirecini
engelleyebilecegidir (Lobo ve ark., 2015). Ote yandan, kullanilan karbon kaynagi ve
konsantrasyonu da kallus kiiltiirlerinde strese neden olabilir. Siikroz, glukoz ve fruktoz
olusturmak i¢in hizla hidrolize edilebilir. Bu islemler ortamin ozmolalitesini arttirir.
Stikrozla muamele edilmis ortam, bitki hiicresine difiizyon ve ozmoz siirecleri yoluyla
girebilir. Shahnewaz ve Bari (2004) calismalarinda siikroz konsantrasyonunun etkisinin,
karbon kaynagi olarak kullanilmasindan ziyade ortamin ozmotik potansiyeline
katkisindan kaynaklanabilecek kallus indiiksiyon sikliginin artisini etkiledigini ortaya
koymustur. S. tomentosa (Georgiev ve ark., 2011) kallus kiiltiirii ve S. brachyodon (Misic
ve ark., 2006) mikrogogaltim ¢alismalarinda 30 g/ siikroz kullanilmistir. Costa ve ark.
(2015)’nin yaptig1 bir baska c¢alismada ise, S. hispanica tohumlarin 30 g/1 siikroz i¢eren
MS sivi ortaminda siikroz icermeyen ortamlara kiyasla daha yiiksek c¢imlenme
sergiledigini bildirmistir. Caligmamizda istenen tekstlirde kalluslarin olusumu ig¢in
kullanilan karbon kaynagi bakimindan 6nceki bulgular ile uyum igerisindedir. Ancak
optimum konsantrasyon miktar1 15 g/l olarak bulunmustur.

4.24. Farkl isik yogunluklarinin kallus gelisimine ait bulgular ve tartisma

Farkli 151k yogunluklarinin kallus gelisimine etkisinin belirlenebilmesi amaciyla
ortalama 4 hafta siireyle karanlik ve aydinlik ortamlarda gelisime birakilan kalluslarin
ortalama yas ve kuru agirliklar1 her bir deneme igin ayr1 ayri1 kaydedilerek istatistiksel
olarak hesaplanmis ve elde edilen veriler Cizelge 4.5°te, morfolojik bulgular ise, Sekil 4.4.

A-B’de sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Farkli 151k yogunluklarinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in kallus gelisimi iizerine

etkisi
Isik Yas Agirhik (*g)  Kuru Agirhk (*g) .
Kallus Morfolojisi
Yogunlugu (Ort+SH) (Ort+SH)
Aydimlik (Kontrol) 1,74+0,11 a 0,056+0,003 a Yesil, dagilgan
Karanhk 0,46+0,04 b 0,011+0,001 b Agik kahve, kompakt

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanildi.

Cizelge 4.5. dogrultusunda aydinlik ve karanlik ortam sartlarinin istatistiksel ve
morfolojik olarak olduk¢a farkli yamtlar verdigi goézlenmistir. Aydinlik kosullar,
kalluslarin gelisimi bakimindan pozitif etki gostermis olup hem yesil ve dagilgan (Sekil
4.4. A) ozellikte nitelikli kalluslarin olusumuna yol acarken, hem de biyokiitle (ort. yas
agirhik: 1,74+0,11 g; ort. kuru agirlik: 0,05640,003 g) bakimindan ¢ok daha yiiksek
sonuglar vermistir. Karanlik ortam sartlari ise, kalluslarda hem kahverengilesmeye hem

de daha diisiik ortalama yas ve kuru agirlia sahip kallus olusumuna neden olmustur.

Sekil 4.5. Farkli 1g1k yogunluklarinda kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus dokularinin
gelisimi, Bar: 1cm. (A-Aydinlik, B-Karanlik ).

Belirli niteliklere sahip 15181n, kallus dokularimin biiyiime ve gelisiminin
diizenlenmesinde islev gordiigii bilinmektedir (Siddique ve Islam 2015). S. officinalis
apikal siirgtinlerinin eksplant kaynagi olarak kullanildig: bir ¢alismada, kiiltiirlerin 1 hafta
karanlik ve 4 hafta aydinlik kosullarda birakildiktan sonra kallus dokularinin meydana
geldigi bildirilmistir (Tawfik ve Mohamed, 2007). S. miltiorrhiza aksenik yapraklarindan
kallus baslatilmasi ¢alismalarinda, kiiltiire alinan eksplantlarin etrafi folyo ile kaplanarak
1 ay boyunca karanlik sartlarda kiiltiirlendigi, altkiiltiirlemenin ise 20 giinde bir yine
tamamen karanlik kosullarda yapildigi ve kallus olusumunun goézlezlendigi rapor
edilmistir (Szymczyk ve ark., 2021). Yukarida verilen ve Salvia tiirlerinde yapilan bu
calismalarin aksine karanlik ortam kosullarinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in
kallus gelisimi iizerine olumsuz yonde bir etki gosterdigi, ayrica morfolojik olarak da

kahverengilesmeye yol actig1 gorilmiistiir. Keza 151k kosullarinin S. hispanica
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eksplantlarinda yesil, dagilgan ve hizli biiyiiyen kallus olusumunu tesvik ettigi Marconi
ve ark., (2013) tarafindan bildirilmis olup elde edilen sonuglar bu kapsamda bulgularimiz
ile paralellik gostermektedir.
4.2.5. Farkh pH uygulamalarinin kallus gelisimine ait bulgular ve tartiyma

Farkli pH derecelenmelerinde (4.5, 5.8 ve 7.0) kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa
var. elazigensis kalluslarmin ortalama 4. hafta sonunda gelisimlerine ait morfolojik
veriler Sekil 4.6 A-B-C’de, ortalama yas ve kuru agirliklarina ait istatistiksel veriler ise

Cizelge 4.6°da sunulmustur.

Cizelge 4.6. Farkli pH uygulamalarinin S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in kallus gelisimi iizerine

etkisi
pH Yas Agirhik (*g) Kuru Agirhk (*g) L
Kallus Morfolojisi
(Ort+SH) (Ort+SH)
7 1,46+0,07 a 0,053+0,002 a Koyu yesil, dagilgan
5,8 (Kontrol) 0,72+0,03 b 0,031+0,002 b Yesil, yumusak
45 0,51+0,02 ¢ 0,027+0,006 b Acik kahverengimsi yesil, kompakt

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanildi.

Yukarida verilen c¢izelge irdelendiginde, uygulanan pH derecelenmelerine bagh
olarak {ii¢ farkli kallus dokusunun (dagilgan, yumusak ve kompakt) gelistigi
goriilmektedir. Istenen 6zellikte yesil ve dagilgan tekstiirde ve biyokiitle bakimindan da
en yiiksek kalluslarin n6tr pH ortaminda (pH 7) olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.6 A). Besi
ortaminin asitligi yiikseldikce ise, ortalama yas ve kuru agirliklarinda diisiis meydana
gelmistir. Uygulamalar arasinda en asidik ortam olan pH 4,5 uygulamasinda, artik
kahverengilesmenin basladig1 ve yer yer kararmalarin olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.6
C). Ortalama kuru agirlik bakimindan pH 5,8 ve 4,5 uygulamalar1 arasinda istatistiksel

olarak herhangi bir fark gézlenmemistir.

Sekil 4.6. Farkli pH uygulamalarinda kiiltiire alinan S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus
dokularimin geligimi, Bar: 1cm. (A-pH 7, B- pH 5,8 ve C- pH 4,5).
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Bitki hiicreleri ve dokulari, kiiltiirlerde biiylime ve gelisme i¢in optimum bir pH
gerektirir. pH, bitkilerde besin aliminin yani sira enzimatik ve hormonal aktiviteleri
etkiler. Optimum pH seviyesi, hiicre bdliinmesini ve siirglinlerin biiylimesini etkileyen
sitoplazmik aktiviteyi diizenler. Hiicrelerin asir1 diisiik pH'ya maruz kalmasi, hiicre dis1
bolgede inorganik fosfatin organik fosfata doniistiiriilmesine yol agar. Buna ayrica
ATP'lerde bir azalma eslik eder ve bu da bitki biiylimesinin gerilemesine neden olur. pH
ayrica bir ortamdaki katilastirict maddenin durumunu da etkiler. Bu nedenle, pH seviyesi
sirglin rejenerasyonunu dogrudan etkilediginden, kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonu i¢in pH seviyesinin optimize edilmesi gereklidir (Rashid ve ark., 2018).

Salvia tiirleri tizerine yapilan kallus galismalarinda genellikle pH 5,5-5,8 araligi
kullanildig1 bildirilmistir (Krajewska-Patan ve ark., 2007; Szymczyk ve ark., 2021; Jan
ve ark., 2021; Bano ve ark., 2022). Oysa ki ¢alismamizda S. cerino-pruinosa var.
elazigensis’in kallus morfolojisi ve biyokiitlesi tizerine optimum pH araligi 7 olarak tespit
edilmis olup ilgili literatiir bulgularindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Genellikle
ortam, kullanilan bitki tiirline ve amaca bagh olarak belirli bir pH'ya ayarlanir. Ortamin
pH'st genel olarak 5.5-6.0 olarak Onerilse de bu konuda ¢ok fazla arastirma
bildirilmemistir Nitekim Elma doku kiiltiirii i¢in nispeten genis bir pH aralig1 (5.5-7.5)
uygun bulunmustur (Shi ve ark., 2017).

426. S. cerino-pruinosa var. elazigensis Kkallus Kiiltiirlerinde biiyiimenin
karakterizasyonu

Yukarida tek tek deginildigi tizere bu tez kapsaminda 6ncelikle S. cerino-pruinosa
var. elazigensis kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ve optimizasyonu iizerine pek ¢ok
caligma uygulanmistir. Gelistirilen kallus kiiltiirlerinde biiyiimenin karakterizasyonunu
ifade eden caligmalara ait en basarili uygulama sonuglarina ait veriler bir biitiin halinde
Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

Deney siiresince S. cerino-pruinosa var. elazigensis tohumlarindan yiiksek
biyokiitle ve istenen tekstiirde yesil ve dagilgan kalluslarin olusmasi i¢in ortam
kombinasyonlarinin aydinlik kosullarda, 15g Siikroz, 1 mg/l TDZ — 1 mg/l IBA BBD
kombinasyonlarini igeren, 6.2 g agar destekli, 2 kuvvette hazirlanmig ve pH 7’ye

ayarlanmig MS besi ortami1 oldugu sonucuna ulastlmigtir.
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Cizelge 4.7. S. cerino-pruinosa var. elazigensis eksplantlarindan gelisen kallus kiiltiirlerinde bliyiimenin
karakterizasyonu

Uygulama sonucu

Uygrlﬂ)a}ma ]fjnygjlszfn?: Max. Ort. Max. Ort. Kallus
Yas Agirhik (g) Kuru Agirhik (g) Morfolojisi
Besi Ortamlar ve 1 mg/l TDZ+ IBA 2,69+0,11 0,082:0,003 Koyu yesil, dagilgan
Konsantrasyonlari
Besi Ortam Tipleri MS 1,36+0,09 0,050-+0,003 Yesil, dagilgan
MS Besi Ortam Kuvveti 1/2 1,30+0,09 0,043+0,003 Acik yesil, dagilgan
Karbon Kaynagimin Tipi )
15g Sukroz 2,03+0,07 0,040+0,001 Yesil, dagilgan
ve Konsantrasyonlari
Isik Yogunluklar: Aydinlik 1,74+0,11 0,056+0,003 Yesil, dagilgan
pH 7 1,46+0,07 0,053+0,002 Koyu yesil, dagilgan

*Her denemede ortama 50 eksplant kullanildi.

4.3. Biyolojik Aktivite Cahsmalaria Ait Bulgular ve Tartisma
431. Toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini ile antioksidan aktivite
calismalarina ait bulgular ve tartisma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin
toplam fenolik miktar1 Pirokatekole, toplam flavonoid miktar1 ise kersetine esdeger
olarak hesaplanmistir. Ekstreye ait toplam fenolik ve flavonoid igerikleri (ICso) ile
antioksidan aktivitelerine ait sonuglar Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8 incelendiginde, ekstreye ait toplam fenolik icerik 52.65+1.87 pg
PEs/mg, toplam flavonoid igerigi ise, 16.19+0.81 ug QEs/mg olarak bulunmustur.
Fenolik bilesikler, cesitli bitki tlirlerinde bulunan ve ¢esitli hastaliklara kars1 yararl olan
disiik molekiiler agirlikli antioksidan bilesiklerdir. Flavonoidler ise, antimikrobiyal,
antioksidan, antienflamatuar ve antialerjik aktivitelere sahip fenolik bilesiklerin bir
smifidir. Fenolik ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesikler, elektron verici olarak islev
goriir ve serbest radikalleri daha kararli tirtinlere dontstiiriir (El-Beltagi ve ark., 2019;
Bano ve ark., 2022). Salvia tiirlerinin igerdikleri fenolik bilesikler ve yiiksek antioksidan
etkileri nedeniyle son yillarda bir¢ok arastirmaya konu oldugu bilinmektedir. In vivo S.
cerino-pruinosa var. elazigensis tiirii i¢in toplam fenolik ve flavonoid i¢erik bakimindan
yaprak ekstresinin daha zengin oldugu tespit edilmistir (Balur Adsiz 2018). S. tebesana
kalluslarinda BBD kombinasyonlariin polifenol, fenolik asit ve flavonoid bilesiklerin
artisina yol actigr bildirilmistir (Hemmati ve ark., 2020). S. verticillata L. var.
amasiaca’nin total fenolik icerigi 119.45 mgGAE/g, S. microstegia’nin ise, 118.08 mg

GAE /g oldugu bildirilmistir (Erbil ve Digrak, 2015). S.virgata metanol ekstrelerinin ise,
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fenolik bilesen ve o6zellikle rozmarinik asit bakimindan yiiksek seviyede oldugu rapor
edilmistir (Karatoprak ve ark., 2016). Son c¢alismalar fenolik bilesiklerin Snemli
antioksidan aktivitelerini ve gida endistrilerinde dogal antioksidanlar olarak
uygulamalarinin avantajlarini agik¢a gostermistir (Ghorbanpour 2015). Bahsi gecen
calismalara paralellik gosterecek sekilde, S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarinin
fenolik bilesikler bakimindan aktif ve antioksidan 6zellige sahip oldugu dikkate alinarak
biyoteknolojik tabanli bazi caligmalar ile gida koruyuculugu olan bu bilesiklerin

miktarlarinin arttirilmasi yoluna gidilebilir.

Cizelge 4.8. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait toplam fenolik ve flavonoid
icerikleri? ile antioksidan aktiviteleri

) Toplam fenolik f;l;\(\)/glri;?d Antioksidan Aktivite (ug/mL)
Ornek icerigi o el DPPH ABTS CUPRAC
(ug PEs/mg)? (ﬂglglglsg/:ng)“ (I1Cs0) (1Cs0) (Aos)
Ekstrakt 52.65+1.87 16.1940.81 90.24+1.13 56.80+1.09 56.98+1.03
BHT - 50.69+1.44 14.87+0.93 10.56+0.38
a-TOC - - 15.28+0.98 9.15+0.29 15.20+0.67

a:Sonuglar ICso degerleri olarak, 3 paralel dl¢iimiin ortalamas Ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Pirokatekole esdeger fenolik icerik.( y = 0.0548(ng) + 0.0333 (r*: 0.9949)
¢: Kersetine esdeger flavonoid igerik. (y = 0.0398 (ug) + 0.0039 (r*: 0.9936)

Cizelge 4.8’de goriildiigii tizere, S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus
ekstresinde antioksidan aktivite tayini 3 farkli yontemle (DPPH, ABTS ve CUPRAC)
belirlenmistir. Calismada kullanilan ekstrenin DPPH serbest radikal giderme ve ABTS
katyon radikal giderme aktiviteleri, mevcut serbest radikallerin %50'sini temizlemek igin
gereken konsantrasyon olarak tanimlanan ICsp degeri olarak hesaplanmistir. Aktivite
sonuglar1 standart olarak kullanilan BHT ve a-TOC’{in serbest radikal giderme aktivitesi
ile karsilastirilmistir. Her iic metotta da kontrol ekstrelerinin antioksidan 6zellik
sergiledigi, ancak sOzkonusu aktiviteler arasinda DPPH ve ABTS degerlerinin
karsilastirilan standartlara oranla daha diisiik, ancak Cu*? indirgeme Kapasitesi
bakimindan ise 56.98+1.03 pg/mL degeri ile standartlara oranla oldukca yiiksek
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Karatoprak ve ark., (2017) tarafindan S. virgata sulu
metanol ekstresinin (ICso: 0.20 mg/ml), sulu ekstresine kiyasla (ICso: 0.16 mg/mL) daha
aktif DPPH aktivite gosterdigi bildirilmistir. DPPH, ABTS ve FRAP analizlerine gore
Sirbistan orjinli S. officinalis toprak istii kisimlarina ait ekstrelerinin dogal bir
antioksidan kaynagi olabilecegi rapor edilmistir (Duletic ve ark., 2016). S. halophila, S.

tomentosa, S. heldreichiana ve S. dichroantha tiirlerine ait bitkilerin toprak iistii
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kisimlarmin ekstraktlarinin in vitro antioksidan kapasitelerinin arastirildigi bir diger
caligmada ise s6z konusu tiirlerin antioksidan kapasite degeri bakimindan birbirine yakin
sonuglar verdigi ancak en yiiksek aktivitenin S. heldreichiana (80.207 mg GAE/g)’ya ait
oldugu belirtilmistir (Er, 2012). Salvia tiirleri {izerine yapilan antioksidan ¢aligmalarin
sayisini attirmak miimkiindiir. Genel anlamda antioksidan 6zellik gostermeleri tiirlerin
icerdikleri fenolik bilesiklere atfedilmektedir. Nitekim S. cerino-pruinosa var. elazigensis
kallus ekstresinin de yukarida verilen ¢alismalarda deginildigi iizere fenolik bilesiklerine
ait bulgularinin antioksidan kapasiteleri ile pozitif bir korelasyon sergiledigi goriilmistiir.

432. Enzim inhibisyonu aktivite calismalarina ait bulgular ve tartisma

4321. Antikolinesteraz aktiviteye ait bulgular ve tartisma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin
antikolinesteraz aktivitesine ait sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. irdelendiginde, kontrol grubu olarak test edilen S. cerino-pruinosa var.
elazigensis kallus etanol ekstresinin asetilkolinesteraz aktivite i¢in herhangi bir yanit
olusturmadig1 goriilmiistiir. Enzim inhibisyon yiizdelerine ait maksimum sonuglar,
standart olarak kullanilan galantamin (AChE % 87,54+1,68; BChE % 81,37+1,29)’den elde

edilmistir.

Cizelge 4.9. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait antikolinesteraz aktivitesi
(% inhibisyon?)

Ornek AChE BChE
Ekstrakt AD AD
Galantamin® 87.22+1.68 81.37+1.29

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

On beyin kolinerjik sisteminin 6grenme ve hafizadaki rolii oldukca onemlidir.
ACh, 6grenme ve hafiza isleyisi icin Onemli olan uyarilma ve dikkat gibi bir dizi
biligsel/davranigsal siireci diizenler. ACh, 6grenme ve bellek isleme ile ilgili davraniglarin
iretiminde merkezi bir role sahip olmaktan c¢ok modiilatér bir role sahiptir Cogu
farmakolojik olarak arastirilmamis olmasina ragmen, Cin bitkisel ilaglarinda kullanilan
birgok regetede depresyon, epilepsi ve yasa bagli hafiza kaybi gibi bozukluklarin tedavisi
icin Salvia tiirlerinin kullanildig: bildirilmistir (Jia ve ark, 2018; Lin ve Hsieh, 2021). S.
officinalis etanol ekstrelerinin siganlarda hafiza tutulmasini arttirmis ve pilokarpin ve
nikotin hafiza gelisimini giiclendirmistir (Eidia ve ark., 2006). S. cryptantha (Orhan ve

ark., 2013) diklorometan ve etanol ekstreleri ile S. pseudeuphratica (Temel ve ark., 2016)
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ekstresinin hem AChE hem de BChE aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Antikolinesteraz bulgularimiza kismen benzerlik gosterecek sekilde In vivo yetisen S.
cerino-pruinosa var. elazigensis dal kismindan hazirlanan etanol ekstresinin arastirildigi
bir caligmada, asetilkolinesteraz aktivitesinin bulunmadig1 fakat diisiik derecede
butirilkolinesteraz enzim aktivitesi gosterdikleri bildirilmistir (Balur Adsiz, 2018).

4322. Tirozinaz ve iireaz enzim inhibisyon aktivitesine ait ait bulgular ve tartiyjma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin
tirozinaz ve 1lireaz enzim inhibisyon aktivitelerine ait sonuglar Cizelge 4.10.’da
gosterilmistir.

Cizelge 4.10.’da goriildiigii iizere, en yliksek tirozinaz ve iireaz enzim inhibisyon
aktiviteleri sirastyla standart olarak kullanilan kojik asit (% 87.43+1.38) ve tiyoiire (%
97.12+1.53)’den elde edilmistir. Ornegimiz olan S. cerino-pruinosa var. elazigensis
kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin ise kojik asit ile kiyaslandiginda diisiik
oranda ve sadece antitirozinaz aktiviteye sahip oldugu (% 4.27+0.01) antiiireaz aktivite

bakimindan ise aktif olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.10. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait tirozinaz ve tireaz aktivitesi
(% inhibisyon?)

Ornek Tirozinaz Ureaz
Ekstrakt 4.27+0.01 AD
Kojik Asit? 87.43+1.38 -
Tiyoiire® - 97.12+1.53

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) memelilerde, bitkilerde, bakterilerde ve mantarlarda
bulunan bakir i¢eren bir enzimdir ve melanin olusumu i¢in kilit rol oynar. Memelilerde
cilt ve sa¢ renginden sorumlu pigmenti olusturur ve cildin ultraviyole (UV)'ye karsi
korunmasinda rol oynar (Chai ve ark., 2018). Ek olarak, tirozinazin etkisiyle meyve,
sebze ve igeceklerin enzimatik esmerlesmesi, besin ve organoleptik kalitelerinin kaybina
yol acar ve gida endiistrisinde biiylik bir sorun teskil edebilir (Kim ve Uyama 2005).
Antioksidan ozelliklere sahip tirozinaz inhibitorleri bu nedenle farmasotik, kozmetik ve
gida endiistrilerinde ¢esitli uygulamalara sahip olabilir. Nitekim bulgularimiz
kapsaminda S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol

ekstresinin diisiik te olsa tirozinaza kars1 bir inhibitor etki gosterdigi ifade edilmistir. El
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Aanachi ve ark. (2021) ise, S. officinalis’in sirasiyla 20.43 +1.39 ug/mL ICso degeri ile
tirozinaz iizerinde standart olarak kullanilan kojik asitten daha giiclii bir inhibitor etkiye
sahip oldugunu saptamistir. Ayrica S. modesta iizerine yapilan bir ¢aligmada ise tiiriin
metanol ekstrelerinin yiliksek miktarda antitirozinaz aktivite gosterdigi Zengin ve ark.
(2019) tarafindan belirlenmistir. S0z konusu aktivite sonuglarinin da, enzimin
inhibisyonuna katkida bulunan flavonoidler, tanenler ve aldehitler gibi farkli molekiillerin
varligi ile agiklanabilecegi bildirilmistir (Chang 2009, Suntar ve ark., 2011).

Ureaz (EC 3.5.1.5; iire amidohidrolaz) bir dizi bitki, mantar, bakteri ve omurgasiz
tarafindan tretilen bir enzimdir ve iirenin amonyaga hidrolizinde rol oynar (Hassan ve
Zemlicka, 2016) H. pylori basta olmak iizere bazi insan ve hayvan patojenlerinin iireolitik
aktivitesi, bazi durumlarda kansere yol agabilen gastrit ve iiriner rahatsizliklarin nedeni
olarak kabul edilir (Upadhyay, 2012). Midede iireden amonyak olusumu pH'in
ylikselmesine neden olur ve bu nedenle bakteriler i¢in ideal biiylime kosullarini saglar ve
hayatta kalmalarini saglar (Kosikowska ve Berlicki, 2011). Ureazin H. pylori iizerindeki
onemli rolii ve tarimsal driinler tizerindeki olumsuz etkisi, H. pylori enfeksiyonlarinin
tedavisinde ve tarimsal amagclar i¢in iireaz inhibitorlerini bulmak ve tanimlamak icin
cesitli calismalarin yapilmasina neden olmustur. Yine, bu kapsamdaki bulgularimiz S.
cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin ilgili
aktivite i¢in uygun olmadigi ancak literatiirde S. officinalis ve S. poculata'nin (Yener,
2020) tireaza karsi oldukca fazla inhibitor etki gosterdigini ve dolayisiyla bu bitkilerden
yararlanilabilecegi rapor edilmistir.

4323. Elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyon aktivitesine ait bulgular ve tartisma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin
elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyon aktiviteleri ile ilgili sonuglar Cizelge 4.11.°de
sunulmustur.

Cizelge 4.11.’de gorildigii gibi, elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyon aktiviteleri
icin sirasiyla oleanolik asit ve epikatesin gallat standart olarak kullanilmstir. S. cerino-
pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin elastaz enzim
inhibisyonu i¢in herhangi bir aktivite gostermezken, antikollajenaz aktivite bakimindan
ise aktif oldugu ve bu aktif degerin 16.48+0.19 %inhibisyon degeri ile Epikatesin gallat

ile mukayese edildiginde daha diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.11. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait elastaz ve kollajenaz
aktivitesi (% inhibisyon?)

Ornek Elastaz Kollajenaz

Ekstrakt AD 16.48+0.19
Oleanolik Asit® 62.25+1.76 -

Epikatesin gallat® - 86.11£1.19

a: Degerler 3 paralel 6lgiimiin ortalamas ve standart sapmast olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

Matriks metalloproteinleri olan elastaz 6zellikle elastinin, kollajenaz ise 6zellikle
kollajenin pargalanmasindan sorumludur (Imokawa ve Ishida, 2015). Bu enzimlerin
yanlis diizenlenmesi cildin yaslanma siireclerinde rol oynar. Aslinda, dermal elastin lif
agimin asir1  hidrolizi, cilt elastikiyetinin kaybolmasina ve bunun sonucunda cilt
sarkmasina neden olur. Temelde, elastaz ve kollajenaz inhibitorleri, cilt elastikiyetinin
korunmasini destekleyen kirisiklik dnleyici aktiviteye sahiptir. Bitkilerden elde edilen
dogal {iriinler, icsel cilt yaslanma siireclerini yavaslatma ve dissal olanlara zithk
olusturma yetenekleri nedeniyle kozmetik veya kozmetik i¢erik maddeleri olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin yaslanma karsit1 6zellikleri genellikle serbest radikal
aktiviteyi en aza indiren ve cildi gilines 1sinlarina karsi koruyan antioksidan
metabolitlerine atfedilir (Sahu ve ark., 2013). Yapilan literatiir taramalarinda S.
poculata'min etanol ekstrelerinin orta seviyede anticlastaz aktivite gosterirken,
bulgularimiza benzerlik gosterecek sekilde S. ekimiana’nin ise metanol, etil asetat ve n-
butanol ekstrelerinin elastaz iizerinde herhangi bir inhibe edici aktivite gostermedigi
ancak kollajenaz iizerinde 6nemli bir inhibitor aktivite sergiledigi bildirilmistir.
4324. Antihipertansif aktiviteye ait bulgular ve tartisma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarindan elde edilen etanol ekstresinin
antihipertansif aktiviteleri ile ilgili sonuglar Cizelge 4.12.’de verilmistir.

Cizelge 4.12°ye gore, kontrol ekstresinin antihipertansif aktivite sergiledigi, ancak
bu aktivitenin standart olarak kullanilan lisinoprile karsi diisiik degerde kaldig: tespit
edilmistir.

Cizelge 4.12. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait antihipertansif aktivite
(% inhibisyon?)

Ornek ACE
Ekstrakt 15.44+0.12
Lisinopril® 99.10+2.23

a: Degerler 3 paralel 6l¢liimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (50 pg/mL).
b: Standart madde
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Kardiyovaskiiler hastaliklar, erken 6liimiin 6nemli bir nedeni oldugundan temel
bir toplumsal saglik sorunu olusturur. Yiiksek tansiyon genetik ve ¢evresel bilesenlerin
etkilesimi de dahil olmak iizere bir dizi faktor tarafindan tetiklenir. Hipertansiyon diinya
capinda yillik yaklasik %16.5 oliimden sorumludur. Hastaligin tedavisinde ACE
inhibitorleri, beta-blokdrleri ve kalsiyum kanali bloke edicileri gibi ¢esitli antihipertansif
ilaclar kullanilmakta olup hastalik semptomlart ve ilaglarin yan etkilerini azaltmak
amaciyla yeni terapoétiklerin arastirilmasi Onem arzetmektedir. Salvia cinsine ait
bitkilerin, kafeik asit, rosmarinik asit ve litospermik asit gibi antioksidan fonksiyonlara
sahip (Segura-Campos ve ark., 2016) yiiksek oranda aromatik bilesikler i¢eriginden ACE
aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir Pellegrini ve ark., 2016; Poulios ve ark., 2020).
Hidroalkolik S. elegans ekstrelerinin ise, sistolik kan basincini 6nemli 6lgiide azalttigi,
hatta standart olarak kullanilan Losartandan daha yiiksek bir antihipertansif etki
gosterdigi rapor edilmistir (Jimenez-Ferrer ve ark., 2010). Arredondo-Mendoza ve ark.
(2020) tarafindan ise, S. hispanica etanol ekstresinin hipertansif siganlarda saglikli
sicanlara kiyasla ACE aktivitesini inhibe ettigi saptanmistir. Test edilen parametre ile
ilgili olarak, S. cerino-pruinosa var. elazigensis kalluslarinin yukarida deginilen dnceki
caligmalar ile uyumlu oldugu goriilmiustiir.

433. Terpenoid bilesiklerin analizine ait bulgular ve tartisma

S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait triterpenoid bilesiklerin
cesit ve miktari ile ilgili sonuglar Cizelge 4.13’te verilmistir. Cizelge 4.13’te gorildigii
tizere, kallus dokularinin incelenen triterpenler arasinda en fazla 1172,745 ppm degeri ile
oleanonik asiti akabinde ise sirasiyla 878,191 ppm ile oleanolik asit ve 519,113 ppm ile
moronik asit triterpenlerini barindirdigir goézlenmistir. Ancak alfa amirin, betulinik,

ursolik ve ursonik asit gibi triterpen gesitleri ise tespit edilememistir.

Cizelge 4.13. S. cerino-pruinosa var. elazigensis kallus ekstresine ait triterpenoid bilesiklerin gesit ve

miktar1 (ppm)
Triterpenoid cesidi Triterpenoid miktari

Alfa Amirin TE
Moronik Asit 519,113
Oleanonik Asit 1172,745
Oleanolik Asit 878,191
Betulinik Asit TE

Ursolik Asit TE

Ursonik Asit TE

*TE; Tespit edilemedi
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Tiim diinyaya dagilmis olan Salvia tiirleri, terpenoidler ve fenolik tiirevler dahil
olmak {iizere ¢ok ¢esitli sekonder metabolitler icerir. Tibbi bitkilerde, meyvelerde ve
sebzelerde yaygin olarak bulunan terpenoidler, bes karbonlu izopren biriminden tiiretilir
icerdigi karbon sayisina gore farkl kategorilerde siniflandirilir. Triterpenoidler (C30Has)
cesitli yapilara sahip organik bilesiklerdir ve bugiine kadar 15.000'den fazla tiirii
benzersiz ve potansiyel olarak kullanilabilir biyolojik 6zelliklere sahiptir (Lewinska ve
ark., 2017). Betulinik asit, oleanolik asit ve ursolik asit, genis biyolojik aktiviteleri
nedeniyle olduk¢a degerli triterpenik asitlerdir (Pai ve ark., 2016). Terpenik asitlerin
antienflamatuar, antioksidan, antiHIV, antifungal aktiviteleri iceren cesitli biyolojik
etkileri karakterize edilmistir. Son zamanlarda, tip 2 diyabet tedavisi i¢in yukarida
deginilen terpenik asitlerin potansiyel etkileri de vurgulanmistir (Silva ve ark., 2016).
Yakin zamanlarda ise, farkli insan kanser hiicre hatlarina karsi terpenik asitlerin
biyotahlili kapsamli bir sekilde tanimlanmustir (Gai ve ark., 2016; Potze ve ark., 2016).
Yapilan bir ¢caligmada S. multicaulis toprak iistii kisimlarinin maksimum betulinik asit
(3.12 £ 0.03 mg/g DW) ve oleanolik asit (1.96 + 0.05 mg/g DW) igerdigi, S. officinalis
toprak iistii kistmlariin ise maksimum ursolik asit icerdigi (4,34 +0,1 mg/g DW) ve 9
tirde ise, (S. aristata, S. atropatana, S. candidissima, S. hydrangea, S. limbata, S.
mirzayanii, S. syriaca, S. urmiensis ve S. xanthocheila) betulinik asite rastlanmadigi
bildirilmistir (Abdollahi-Ghehi ve ark., 2019). Bir diger ¢alismada ise, S. palaestina'dan
3 sesterterpenoid, 1 triterpen ve 5 diterpen dahil 9 yeni terpen bilesigi ortaya konmustur
(Cioffi ve ark., 2008). Ertas ve ark., (2018) 6 Salvia tiiriinde 4’1 yeni olmak tizere toplam
52 bilesik elde etmistir. HPLC ile elde edilen maddelerin ¢ok yiiksek bir antioksidan
kapasiteye sahip oldugu, Ozellikle yiiksek miktarda elde edilen 6,7-dehidroroyleanon
bilesiginin ve tiirevi olan asetil royleanon bilesiklerinin elde edilen terpenler icinde en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. S. rosifolia ve S. cerino-
pruinosa var. elazigensis tiirlerin etanol ekstrelerinin bilinen yapiya sahip 39 sekonder
metabolit izole edilmis, 17'sinin fenolik-flavonoid yapida, 7'sinin abietan tipi diterpen,
4'linlin lupan yapida olan triterpen yapisinda oldugu bildirilmistir. Ayrica izole edilen
bilesiklerden fenolik bilesiklerin terpenoidal bilesiklere gore daha aktif oldugu
belirlenmistir (Yaris ve ark., 2021). Calisilan Salvia tiirleri arasindaki terpen bilesiklerin
nicel degiskenligi, belirli ¢evresel ve iklim kosullarinin yani sira genetik varyasyona da
atfedilebilir. Bu baglamdaki bulgularimiz yukarida deginilen diger bitkilerden elde edilen

ve literatiirde bildirilen verilerle benzerlik gdstermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuglar

Tibbi ve aromatik bitkiler, diinya tlizerindeki dogal zenginlikler ve kimyasal
rezervleri arasindadir. Ne yazik ki, tibbi bitkilerin pazarlanmasina yonelik artan ilgi, bu
dogal kaynaklar i¢in sorunlar yaratmis ve birgok tibbi tiiriinii risk altinda birakarak
tahribata yol agmistir. Bu nedenle, tibbi tiirlerin genetik rezervlerinden yararlanmak ve
korumak i¢in, 6zellikle tibbi bitkilerin yetistirilmesi ve sanayisi nedeniyle bu gereklilik,
bu tiirlerin 1slah1 ve tarimsal sistemlere girmesi lehinde gériinmektedir. Bu nedenle, bu
bitkilerin kimliklerini ve dogalarini ¢esitli genetik, kimyasal ve iiretim perspektifleri ile
degerlendirmek gerekir. Bu nedenle tez calismamizda, iilkemizde Elazig-Pertek
yoresinde dogal olarak yetisen ve endemik bir tiir olan S. cerino-pruinosa var. elazigensis
bitkisinden, ilk kez biyoteknolojik olarak kallus kiltiirlerinin baglatilmas1 ve
optimizasyonunu igeren etkin bir protokol tanimlanmis akabinde kallus kiiltiirlerinden
hazirlanan ekstrelerin biyolojik aktiviteleri ortaya konmustur.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler asagida ana basliklar halinde siralanmstir;

- Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar (% 5’lik NaOCI-10 dk), 30g siikroz, 1
mg/l TDZ+ IBA ve 6.2 g agar destekli MS besi ortamina inokiile edildi ve 3. alt
kiiltiirlemenin sonunda yesil ve dagilgan tekstiirde kallus dokularinin olustugu gdzlendi.

- Aydinlik kosullarda, 15¢g Siikroz, 1 mg/l TDZ + 1 mg/l IBA igeren, 6.2 g agar
destekli, 2 kuvvette hazirlanmis ve pH 7’ye ayarlanmis MS besi ortaminda optimum
kallus gelisimi elde edildi.

- Kallus dokularina ait etanol ekstresinin toplam fenolik igerigi 52.65+1.87 g
PEs/mg ve toplam flavonoid igerigi ise, 16.19+0.81 pg QEs/mg olarak bulundu. Ayrica
DPPH ve ABTS degerlerinin karsilastirilan sirasiyla karsilastirilan BHT ve a-TOC’e
oranla daha diisiik, CUPRAC degeri bakimindan ise oldukga yiiksek aktivite sergiledigi
ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriildii.

- Kallus dokularina ait etanol ekstresinin asetilkolinesteraz aktivite gostermedigi
ancak karsilastirilan standarda oranla diisiik derecede butirilkolinesteraz enzim aktivitesi
gosterdigi ayrica, kojik asit ile kiyaslandiginda diisiik oranda antitirozinaz aktiviteye
sahip oldugu ancak antilireaz aktivite gdstermedigi saptandi.

- Ornek ekstresinin elastaz enzim inhibisyonu igin aktif olmadig1 ancak diisiik
seviyede antikollajenaz aktivite gosterdigi ayrica Lisinoprile karsi diisiik degerde

antihipertansif aktivite sergiledigi tespit edildi.
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- Kallus dokularimin incelenen triterpenler arasinda oleanonik, oleanolik ve
moronik asit triterpenlerini barindirdig1 ancak alfa amirin, betulinik, ursolik ve ursonik

asit gibi triterpen ¢esitlerini ise icermedigi goriildii.

5.2 Oneriler

Tez konumuz, 6zellikle tibbi ve aromatik bitki kategorisinde 6nemli bir yere sahip
Lamiaceae familyasina mensup endemik bir bitki olan S. cerino-pruinosa var. elazigensis
bitkisinin biyoteknolojik uygulamalarla farmasoétik sanayiye kazandirilmasi ile kallus ve
hiicre siispansiyon kiiltiirleri gibi biyoteknolojik c¢alismalara da temel olusturmasi
potansiyelinden dolay1 6nem arz etmektedir.

Literatiirde Akdeniz ve ark. (2022), yaptigi calismada S. cerino-pruinosa var.
elazigensis dahil oldugu 6 Salvia tiiriiniin ferruginol, kriptanol, 6,7-dehidroroylenon, lup-
(20)29-ene-2a.-hydroxy-3[3-acetate, salvigenin ve p-sitosterol bilesikleri bakimindan
oldukga zengin olduklar1 ve bu tiirlerin bu bilesenler i¢in kaynak tiir olarak ¢ogaltilmalari
gerektigini belirtmislerdir. Bu yiizden bu tiirlin bu bilesenlerin eldesi i¢in biyoteknolojik
olarak ¢ogaltilmasi ayr1 bir 6nem kazanmustir.

Optimize edilmis kallus kiiltiirleri sekonder metabolit sentezi igin alternatif bir
yontem olup bu kiiltiirler lizerinde denenecek onciil ve elisitor uygulamalar: ile mevcut
olan degerli sekonder metabolitlerin de artisina yol acabilecek bir platform
olusturmaktadir. Endiistride etken madde olarak kullanilabilecek aday maddelerin
belirlenmesinin saglanmasi iilke kaynaklarmin potansiyel ilag ham veya katki maddesi
eldesi icin kullanilmasimma ve bu yolla iilkemizin siirdiiriilebilir kalkinmasina katk1

saglamasi beklenmektedir.
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