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OZET
Doktora Tezi

Hypericum TURLERINDE IN VITRO BIiTKi REJENERASYONU VE SEKONDER
METABOLIT URETIMI

Seyma ONLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN
Es Danisman: Do¢.Dr. Ozlem BAHADIR ACIKARA

Hypericum cinsi icerdigi biyoaktif bilesiklerden dolayr tibbi ve ekonomik olarak onemli bir bitki
grubudur. Bu tez caligmasinda da Hypericum perforatum ve Tiirkiye’de simirli bolgelerde yetismekte olan
H. pruinatum ile endemik H. heterophyllum tiirlerinde in vitro siirgiin rejenerasyonu, kallus eldesi ve dig
kosullara alistirma ¢alismalar: yiiriitilmiistiir. H. heterophyllum tiiriinde, 0.5 mg/L Thidiazuron (TDZ) ve
0.5 mg/L Indol Biitirik Asit (IBA) iceren Linsmaier ve Skoog (LS) besin ortaminda yesil, kirllgan ve sulu
kallus elde edilmistir. Ug tiirde de en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 1 mg/L benzilaminopiirin (BAP)
iceren LS ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisi H. perforatum tiiriinde
9.77, H. pruinatum’da 3.20 ve H. heterophyllum tiiriinde ise 5.30 adet olmustur. H. pruinatum tiiriinde in
vitro sartlarda elde edilen bitkicikler dis kosullara basarili bir sekilde adapte edilirken, H. heterophyllum
tiiriine ait bitkiciklerin adaptasyonunda basari saglanamamustir. Ayrica, in vitro sartlarda gelisen siirgiin
ve kalluslar absisik asit (ABA) ve salisilik asit (SA) elisitorleri ile muamele edilmistir. Dogadan (in vivo)
toplanan bitkilerde, elisitasyon uygulanan in vitro siirgiin ve kalluslar ile dis kosullara adapte edilen in
vitro bitkiciklerde toplam fenolik igerigi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) aktivitesi ve Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) analizleri yapilmistir. Toplam fenolik ve DPPH ¢alismalarinda,
iic tirde de dogadan toplanan bitkilerin yaprak orneklerinde en yiiksek sonuglar elde edilmistir. Ote
yandan, Hypericum cinsinin 6nemli bilesiklerinden olan hiperisin ve psdédohiperisin H. perforatum
tiriiniin serada yetistirilen bitkilerinin yaprak kisimlarinda en yiiksek seviyede tespit edilmistir. H.
pruinatum tiirinde hiperisin, psddohiperisin, rutin, klorojenik asit, hiperozit, katesin, kersetin, kersitrin,
kemferol ve apigenin bilesikleri YPSK analizlerinde belirlenmistir. Hem H. pruinatum hem de H.
perforatum tiiriinde 0.05 mg/L ABA elisitér uygulamasinda psédohiperisin miktarinda artis meydana
gelmistir. Ayrica, H. heterophyllum tiirlinde klorojenik asit, hiperozit, katesin, kersetin, kemferol ve
apigenin biyoaktif bilesikleri de tespit edilmistir.

Eyliil 2019, 128 sayfa

Anahtar Kelimeler: H. perforatum, H. pruinatum, H. heterophyllum, In vitro rejenerasyon, Antioksidan
Aktivite, In vitro Elisitasyon, ABA, SA, YPSK Analizi



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

IN VITRO PLANT REGENERATION AND SECONDARY METABOLITE PRODUCTION IN
Hypericum SPECIES

Seyma ONLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Ozlem BAHADIR ACIKARA

Hypericum genus is a medicinal and economically important plant group because of the bioactive
compounds it contains. In this thesis study, in vitro callus formation, in vitro shoot regeneration and
acclimatization of in vitro plantlets of Hypericum perforatum, H. pruinatum that grows in limited areas in
Turkey and endemic H heterophyllum were carried out. In H. heterophyllum species, green, fragile and
succulent callus were obtained in LS nutrient medium containing 0.5 mg / L TDZ and 0.5 mg / L IBA.
The highest shoot regeneration in all three species was obtained from LS medium containing 1 mg / L
BAP. The maximum number of shoots per explant was 9.77 for H. perforatum, 3.20 for H. pruinatum and
5.30 for H. heterophyllum. While the plantlets of H. pruinatum regenerated in vitro conditions were
successfully adapted to external conditions, the adaptation of H. heterophyllum species failed. In addition,
shoots and calli developed in vitro were treated with ABA and SA elicitors. Total phenolic content,
DPPH activity and HPLC analyzes were performed in plants collected from nature (in vivo), in vitro calli
and shoots exposed to elicitation, and in vitro plantlets adapted to external conditions. In total phenolic
and DPPH studies, the highest results were obtained in leaf samples of plants collected from nature in all
three species. On the other hand, hypericin and pseudohypericin, one of the most important compounds of
the genus Hypericum, were found at the highest level in the leaf parts of the plants grown in the
greenhouse of H. perforatum species. Compounds of H. pruinatum species such as hypericin,
pseudohypericin, rutin, chlorogenic acid, hyperoside, catechin, quercetin, quercitrin, kaempferol and
apigenin were determined in HPLC analysis. In both H. pruinatum and H. perforatum species, 0.05 mg /
L ABA elicitor application increased the amount of pseudohypericin. In addition, bioactive compounds of
chlorogenic acid, hyperoside, catechin, quercetin, kaempferol and apigenin of H. heterophyllum species
were determined.

September 2019, 128 pages

Key Words: H. perforatum, H. pruinatum, H. heterophyllum, In vitro regeneration, Antioxidant Activity,
In vitro Elicitation, ABA, SA, HPLC Analysis
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1. GIRIS

Hypericum (Clusiaceae/Guttiferae) diinya genelinde genis yayilis gosteren, halk
tibbinda bir¢ok hastaliga kars1 ylizyillardir kullanilan ve tedavi edici etkisi yiiksek olan
bir cinstir. Avrupa'da tarla, yol ve orman kenarlarinda kendiliginden yetisen Hypericum
tirleri Kuzey Amerika'ya da uyum saglamis ve naturalize olmustur. Hypericum cinsi
icerisinde bulunan Hypericum perforatum L. ise en yaygin kullanilan tiir olup,
genellikle sicak iklimlerde yayilis gosteren cok yillik bir bitkidir. Bu tiir Tiirkiye’de
genellikle sar1 kantaron, kanotu, kilicotu, yaraotu, peygamber ¢igegi, kuzukiran,
binbirdelikotu gibi isimlerle bilinmektedir (Baytop 1999). Ulkemizde Hypericum cinsi
igerisinde, H. perforatum (sar1 kantaron) ile birlikte toplam 96 tiir dogal olarak
yetismekte olup, bunlarin 46’s1 endemiktir. Halk tibbinda insanlar yasadiklar1 bolgede
bulunan Hypericum tiirlerini tercih etmektedir. Bu nedenle tiirlere farkli yoresel isimler

verilmigtir.

Ulkemizde H. perforatum geleneksel olarak bobrek tasi diisiiriicii, idrar yolu
hastaliklari, seker hastaligi, tansiyon diisiiriicli, soguk alginligi, mide rahatsizliklari,
egzama, kalp hastaliklari, astim, damar sertligi, kanama, uykusuzluk, idrar kagirma,
gastrit, gogiis rahatsizliklari, bronsit, agr1 kesici, tliberkiiloz, yara, yanik, kesik, faren;jit
ve lilser tedavisinde kullamlmaktadir (Ozkan ve Mat 2013). Ote yandan geleneksel
kullanimi diginda, tilkemizde yetisen Hypericum tiirlerinin kimyasal igerikleriyle ilgili
giincel ve farmakolojik bilimsel ¢alismalarin, Tiirkiye’de bulunan tiir sayisina oranla
oldukca az oldugu belirtilmektedir (Cirak ve Kurt 2014). Ozellikle H. perforatum’da
bulunan hiperisin ve hiperforin gibi etken maddelerin ekonomik ve tibbi Gneminin
oldukca yiiksek olmasi nedeniyle, bu maddelerin diger tiirlerde de arastirilmasi ve

bilimsel ¢aligmalara katki saglanmasinin elzem oldugu ifade edilmektedir.

Hypericum tiirlerinin geleneksel kullanimi disinda, tibbi olarak antidepresan, antiviral
ve antibakteriyel Ozellikleri vardir. Dahilen orta siddette depresyon, anksiyete, sinirsel
rahatsizliklar ve Ozellikle de menapozda endise ve sikinti giderici olarak
kullanilmaktadir (Varel, 2012). Amerika ve Avrupa’da Hypericum tiirlerinden elde

edilen antidepresan ilaglar yesil recete ile doktorlar tarafindan tavsiye edilmektedir.



Haricen 0zellikle yara, yanik ve hafif kesiklerin tedavisinde ve viral enfeksiyonlarda
topikal olarak kullanilmaktadir (Varel, 2012). Ayrica, H. perforatum iizerinde yapilmis
birgok bilimsel c¢alisma bulunmaktadir. H. perforatum bitkisinin genis Olgiide
farmakolojik olarak etkili olmasi; eczacilik, tip, dis, ziraat ve kozmetik gibi bir¢ok

alanda ¢aligma yapilmasina neden olmustur.

Bitkilerin bir savunma mekanizmast olarak gelistirdigi sekonder metabolizma
sonucunda agiga c¢ikan sekonder metabolitler, tibbi ve aromatik bitkilerde oldukca
O6nemlidir. Bu bitkilerin diinyanin bir¢ok iilkesinde, yiizyillardir tedavi ve gida amagh
kullanilmasi, ikincil bilesik olarak tanimlanan metabolitlerin insan sagligina olan
faydasindan ileri gelmistir. Ancak, sekonder metabolitlerin bitkilerde dogal olarak az
miktarlarda bulunmasi, insanoglu i¢in her zaman bir dezavantaj olmustur. Sar1 kantaron
bitkisinde bulunan hiperisin ve hiperforin gibi biyoaktif maddelerin seri {iretimi ve
hastaliklarin tedavisinde yaygin kullanimi i¢in zemin olusturulmasinin da oldukca
onemli oldugu ifade edilmektedir. Teknolojinin ilerlemesi ile gelisen biyoteknoloji
bilimi; bitki, hayvan ve mikrobiyal biyoteknoloji alt dallarinda yapilan bilimsel
calismalar ile ¢ok onemli bir yere sahip olmustur. Bitki biyoteknolojisi, ¢ogaltilmasi
istenen tibbi ve endemik bitkilerin kiiltiir ortamlarinda kisa siirede rejenerasyonunu ve
hizli ¢ogaltimimi saglayabilmektedir. Ayrica hiicre, kallus ve kok kiiltiirleri ile
ekonomik Oneme sahip sekonder metabolitlerin {iretimi de yapilabilmekte ve ¢esitli
biyotik/abiyotik elisitdrler kullanarak hedeflenen sekonder metabolitlerin hiicre
icerisinde  iiretim  seviyelerindeki degisim de farkli analiz yOntemleriyle
saptanabilmektedir. Bitki biyoteknolojisinde kullanilan doku kiltiirii (in vitro)
yontemleriyle tibbi Oneme sahip ve endemik olan tiirlerin hizli c¢ogaltimi
yapilabilmektedir. Yine, dogal kaynaklarin smirli oldugu durumlarda da bitkisel
bilesiklerin {iretiminde, in vitro yontemlerin kullanimi 6nemli bir potansiyel

olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda da iilkemizin dogal ve Onemli tibbi bitkilerinden olan H.
perforatum, H. heteropyhllum ve H. pruinatum tiirlerinin in vitro hizli ¢ogaltimi ile
farkli uygulamalarin bu tiirlerde in vitro sekonder metabolit ve biyoaktif bilesiklerinin

tiretimine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Hypericum tiirleri incelendiginde,



tilkemizde endemik olan H. heteropyhllum ve sinirli alanlarda yayilis gosteren H.
pruinatum tiirlerinin icerdigi etken maddelerin biyoteknolojik yontemler kullanilarak
iiretilmesine yonelik herhangi bir bilimsel c¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica H.
perforatum tiiriinde bulunan hiperisin ve hiperforin gibi biyoaktif maddelerin, ekonomik
ve tibbi hayata kazandirilmasi, seri iiretiminin yapilmasina zemin hazirlanmasi da
oldukca oOnemlidir. Bu nedenle, ©onemli tibbi bitkilerimizin ekonomik hayata
kazandirilmas1 ve bilimsel farkindaligin arttirilmasi da bu ¢alismanin hedefleri

igerisindedir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Hypericum Cinsinin Bitkisel Ozellikleri ve Yayilisi

Clusiaceae (Guttiferae) familyasindan olan Hypericum tiirleri genellikle ¢ok yilliktir. En
yaygin tlirli olan H. perforatum’un temel kromozom sayisi x=8’dir. Genel anlamda
tetraploid (2n=4x=32) bir bitki olmakla birlikte, diploid ve hekzaploid formlar1 da
mevcuttur (Robson ve Adams 1968, Cirak ve Kurt 2014). Deltito ve Bayer (1998),
bitkinin Avrupa ve Kuzey Amerika’nin kurak bolgelerinden koken aldigimi
bildirmektedir. H. maculatum Crantz ve H. attenuatum L. arasinda kendiliginden
melezlemenin ve miiteakip kromozom katlanmalarinin bir sonucu olarak ortaya ciktigi

diisiiniilmektedir (Robson 1981, Cirak ve Kurt 2014).

H. perforatum sagak kok sistemine sahiptir. Yapraklar, tam yaprak formunda olup, sap
tizerine karsilikli dizilmislerdir (Sekil 2.1). Latincede gbzenekli anlamina gelen
‘perforatum’ 1ismini, yapraklar tiizerinde 1s18a tutuldugunda goriilebilen saydam
gozeneklerin varligindan almistir (Sekil 2.2). Cigekler 5-10’lu gruplar halinde ana ve
yan dallarin u¢ kisimlarinda olusurlar (Sekil 2.1). Cicek ve yapraklarin ozellikle
kenarlarinda yogun olarak bulunan siyah bezeler (Sekil 2.2) elle ovalandiginda kirmizi
renkli bir sivi agiga c¢ikmaktadir. Bu sividan dolayr Tiirkcede ‘kan otu’ olarak da
isimlendirilmektedir. Siyah bezeler igerisinde hiperisin maddesi yer almaktadir (Sekil

2.3). Siyah beze tasimayan tiirlerde hiperisin bulunmamaktadir (Cirak ve Kurt, 2014).

Tiirkiye’de Mart ayinda havalarin 1sinmasiyla birlikte, bitkiler toprak iizerinde
yesermeye baglar. Mayis ayinda baglayan ¢igeklenme, Haziran aymin ikinci yarisinda en
ist seviyeye ulagsmaktadir. Ciceklenme Agustos ayina kadar devam etmektedir. Kapsiil
seklindeki meyveler Temmuz aymindan itibaren olusmaktadir. Ilk olarak yesil,
olgunlaginca da kahverengi olan bu kapsiiller Agustos aymdan itibaren olgunlasir ve
catlayarak tohum dokerler. Tohumlar1 10 yildan daha uzun bir siire toprakta canli
kalabilmelerine ragmen, ¢imlenme oranlar1 oldukca diisiiktiir (Cirak vd. 2004, Cirak ve
Kurt 2014). Apomiktik (dollenme olmaksizin tohum olusumu) iireme yaygin olmakla

birlikte (Qu vd. 2010), daha ziyade vejetatif iireme tercih edilmektedir.
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Sekil 2.2 H. perforatum’un ¢igek ve yapraklar iizerinde gudde ve saydam noktalar (Bruni ve Sacchetti
2009)



Sekil 2.3 H. perforatum’un yapraklarinda yer alan koyu renkli bezler ve yaprak kanallari (Bruni ve
Sacchetti 2009)

H. heteropyhllum 6zellikle Anadolu’da kurak, taslik veya kayalik kalkerli bolgelerde
yetisen endemik bir tiirdiir. Bitki govdesi 20-60 cm uzunlugunda, dik veya tabandan
dallanan bir yapiya sahiptir. Yapraklar 5-35 cm uzunlugunda, dikdortgen, dogrusal veya
ovaldir. Sar1 ¢i¢ekleri yapraklara benzer sekilde ¢ok sayida ve beneksizdir. H.pruinatum
tiiriiniin bitki govdesi 15-35 cm uzunlugunda, pruinoz, dik veya yiikselen bir dallanma
gostermektedir. Ana govde lizerindeki yapraklar 10-35 mm uzunlugunda, pruinoz,
eliptik, dikdortgen seklindedir. Cigeklenme piramidal ve silindiriktir. Canak yapraklar
genis capta eliptik, yuvarlak, biitiin veya minumum siyah bezeli-¢entikli ve dikdortgen
seklindedir. Tag yapraklart 9-14 mm, kapsiilleri 7-10 mm ve ovaldir (Davis 1988).

Hypericum cinsi sicak, 1liman subtropikal ve daglik tropikal bolgelerde iyi bir gelisme
gostermektedir (Robson 2001, Camas vd. 2012). Ekvator kusagindan kuzeyde
Iskandinav iilkelerine kadar diinyanin farkli cografyalarinda yayilis gosteren 482
Hypericum tiirii bulunmaktadir (Sekil 2.4, Crockett ve Robson 2011). Ulkemiz
Hypericum tiirleri bakimindan onemli bir merkez olup, mevcut 96 tiiriin 46’s1

endemiktir (Davis 1988, Giiner vd. 2012).
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Sekil 2.4 H. perforatum tiiriiniin diinya tizerinde dagilimi. a. Giiney Amerika kitasinda, b. Akdeniz ve
Kuzey Avrupa’da, c. Dogu ve Orta Asya’da, d. Avustralya ve Yeni Zelanda’da (Robson ve
Adams 1968)

Sekil 2.5’de H. perforatum tiirtiniin Tirkiye genelinde dagilimi gosterilmistir.
Genellikle yol kenarlarinda, ¢imenli nehir kenarlarinda, kayalik ve tash yerlerde, orman
kenarlarinda, cayirlarda, bakimsiz tarlalarda, kis1 nemli ve yazi kurak olan bolgelerde
yayilis gostermektedir. H.pruinatum tiirti, Tirkiye’nin kuzeyinde, yiiksek rakimli
kayalik yamaglarda yabani olarak yetismektedir (Davis, 1988). Sekil 2.6’da Tiirkiye’de
bulundugu kareler gosterilmistir. Endemik olan H. heterophyllum tiirii ise Ig
Anadolu’da dagilim gostermektedir (Sekil 2.7).

Sekil 2.5 H. perforatum L. tiirliniin Tiirkiye genelinde Dagilimi

(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=2102)




Sekil 2.6 H. pruinatum Boiss&Bal. tiiriiniin Tiirkiye genelinde dagilimu.

(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax id=2048)

Sekil 2.7 H. heterophyllum VENT. tiiriiniin Tiirkiye genelinde dagilim.

(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=2022)

2.2 Hypericum Cinsinin Kullamim Alanlari

Hypericum cinsi igerisinde, 6zellikle biyolojik aktivitesi ve sekonder metabolit bilesimi
genis Olglide ¢alisilmis olan H. perforatum ve diger birgok tiir farmakolojik olarak 6nem
tasimaktadir (Bombardelli ve Morazzoni 1995, Camas vd. 2012). Bu cinse ait tiirler
diinyanin birgok yerinde, yara iyilestirici, yatistirici, iltthap giderici gibi etkileriyle
tedavi amagli olarak yiizyillardir kullanilmaktadir (Cirak ve Kevseroglu 2004, Cirak ve
Kurt 2014). Ozellikle kurutulmus ¢igekleri, bitkisel yag icinde ekstre edilerek antiseptik
ve yara iyilestirici dzellikleri ile uzun yillardir bilinmektedir. Ulkemizde, H. perforatum
cicek ve yapraklarinin zeytinyagi igerisine konularak bir kavanoz igerisinde 15 giin
giineste veya karanlikta bekletilmesi sonucu elde edilen maserasyon kantaron yagi
olarak adlandirilmakta ve geleneksel olarak yara yanik tedavisi ile mide hastaliklarinda

kullanilmaktadir (Sekil 2.8).



Sekil 2.8 H. perforatum’un ¢igek ve yapraklarmin zeytinyaginda 15 giin bekletilmesi sonucu elde edilen
sar1 kantaron yagi

Ekonomik olarak 6nemli olan H. perforatum tiiriiniin 2008 yilinda Amerika’da en ¢ok
satan 10 bitkisel besin takviyesi arasinda oldugunu Crockett ve Robson (2011)
yaptiklar1 arastirmada bildirmistir. 2004 yilinda tiim Avrupadaki bitkisel iiriin
satiglarinin yaklasik %13 iinii temsil ettigi, sadece Almanya’da 70 milyon euro tizerinde

bir degere sahip oldugu belirlenmistir.

Geleneksel kullanimi ve ekonomik &nemi, H. perforatum bitkisinin igeriginde
bulundurdugu biyoaktif bilesiklerden kaynaklanmaktadir. H. perforatum tiiriiniin
antiviral ve antidepresan oOzellikleri genis Ol¢iide aydinlatilmig olmasina ragmen
farmakolojik etkisi iizerindeki ¢aligmalar halen devam etmektedir (Di Carlo vd. 2001;
Gadzovska vd. 2012). H. perforatum ekstrelerinden, naftodiantronlar (hiperisin,
psodohiperisin, izohiperisin), floroglusinoller (hiperforin, adhiperforin), flavonoitler
(hiperozit, rutin, kersitrin, izokersitrin, kesretin, kemferol), biflavonoitler (biapigenin),
proantosiyanidinler (katesin, epikatesin, lokosiyanidin), fenolik asitler (kafeik asit,
klorojenik asit, ferulik asit), fenilpropanoitler, steroller, ve ksantonlar elde edildigi
bilinmektedir (Nahrstedt ve Butterweck 1997; Gadzovska vd. 2012, Varel 2012).
Hypericum perforatum’un depresyona karsi, serotonin geri alim inhibitorii sinifindan
olan fluoksetin (Prozac) ilacindan daha etkili oldugu ifade edilmektedir (Dewick 2002).
Depresyon tedavisinde etkili mekanizmalarin hala iyi anlasilmadigi gercegini dikkate
alarak, H. perforatum’un antidepresan aktivitesinin, ¢ok sayida biyoaktif bilesikten ve
etki mekanizmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Bununla birlikte, H. perforatum
bitkisi ve antidepresan etki gosteren fluoksetin yanisira, dosulepin, moklomebid,

mirtazapin ilaglarinin da kiyaslamasi yapilmistir. Mide-bagirsak hastaliklarinda


http://myrobalanclinic.files.wordpress.com/2013/08/0708hypericumoil.jpg
http://myrobalanclinic.files.wordpress.com/2013/08/0730hypericumoil.jpg

kantaronun etkisinin fluoksetin, dosulepin, moklomebid, mirtazapinden daha yiiksek
oldugu ortaya ¢ikmigtir. Kantaronun, yorgunluga kars1 diger ilaglardan dort kat daha
etkili oldugu; huzursuzluk, cilt reaksiyolari, fotofobi ve titreme gibi rahatsizliklarda
sentetik ilaclarin yerine kullanilabilecegi vurgulanmistir (Di Carlo vd. 2001). Hiperisin
ve psodohiperisin H. perforatum’da bulunan naftodiantronlar, koyu kirmizi renkli
bilesiklerdir, yaprak ve ciceklerin kenarlarinda salgi hiicrelerinde birikmektedir. H.
perforatum ekstrelerinin antidepresan etkisinden sorumlu bilesikler olarak hiperisin ve
tiirevleri varsayllmasina ragmen, son zamanlarda floroglusinol tlirevlerinin; hiperforin
ve adihiperforinin farmakolojik etkilerden daha fazla sorumlu oldugu kanitlanmistir
(Osbourn ve Lanzotti, 2009). Di Carlo vd. (2001), hiperforinin antidepresan etkisinin,
biyokimyasal ve hayvan deney caligsmalar ile tespit edildigini belirtmistir. Bunun
yanisira bitkinin igerdigi cesitli flavonoitlerin de antidepresan etki gosterdigi rapor
edilmistir. (Greeson vd. 2001, Butterweck ve Schmidt 2007, Nahrstedt ve Butterweck
2010, Oliveira vd. 2016). Kurutulmus halde kantaronun antidepresan etkinliginin
naftodiantronlardan; hiperisin (yaklasik %0.1), psodohiperisin (yaklasik %0.2) ve
floroglusinol tiirevi olan hiperforinden ve ayrica, 6nemli 6lgiide ( yaklasik %4-5)
icerdigi fenolik bilesiklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Taze bitkide kurutma
esnasinda 1518 etkisiyle hiperisin ve psoddohiperisine doniisen, protohiperisin ve
protopsddohiperisini 6nemli seviyelerde icermektedir. Hiperforin yapraklarda ve
ciceklerde (%2-3) yer alan lipofilik bir bilesiktir ve nonpolar-yagl ekstrede
antidepresan Ozelliklerinin yani sira antibakteriyel etkiye biiyiikk katkisinin oldugu
diisiiniilmektedir (Dewick, 2002). Toprak {istli bitki kisimlarimin ekstreleri ile yapilan
antimikrobiyal ¢aligmalarda da pozitif sonuglar alinmigtir. Hiperforinin, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes ve Corynebacterium diphtheriae bakterilerine kars
etkili oldugu rapor edilmistir. Flavonoitlerden; kersitrin, hiperozit, avikularin, rutin,
kersetin ve kemferoliin Helminthosporium sativum’a kars: antifungal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Schempp vd. 1999, Reichling vd. 2001, Saddige vd. 2010, Oliveira vd.
2016). Kubin vd. (2005), antimikrobiyal aktiviteye sahip diger bilesigin de hiperisin

oldugu ve ilave olarak in vitro antiviral 6zellik gosterdigi de belirtilmistir.

Hiperisin, baz1 virlislere karsi son derece giiclii antiviral aktivite gostermektedir. Ancak

bu 6zellik 151k gerektirmekte ve polisiklik kinon sisteminin foto-uyarma yolu ile ortaya
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cikabilmektedir. HIV ve hepatit C’ye kars1 antiviral etkisi halen arastiriimaktadir.
Antiviral aktivite, protein kinaz C ailesi de dahil olmak iizere, ¢esitli protein kinazlarin

inhibisyonu sonucunda meydana gelmektedir (Dewick 2002).

Yapilan ¢alismalar, H. perforatum un klinik etkilerinin hiperforin igerigi ile baglantili
oldugunu gostermistir. Standardize edilmis etanollii ekstrelerde genellikle 9%0.15
hiperisin, %35 hiperforin igerigi mevcuttur. Islenmemis ekstrelerde flavonoit tiirevlerinin
varhig1 (6zellikle bir dimer olan epikatesin ve prosiyanidin B2) hiperisin ve
psOdohiperisinin sulu cozeltilerinde belirgin 6l¢iide artmaktadir (Dewick, 2002). H.
perforatum’un yapraklarinda bulunan seffaf bezelerde biriken hiperforin, bitkiye 6nemli
bir antidepresan Ozellik saglamaktadir (Soelberg vd. 2007). Hiperforin, esi benzeri
goriilmemis bir mekanizma ile serotonin, noradrenalin, dopamin ve gama-aminobiitirik
(GABA) norotransmitter geri alimini inhibe etmektedir, bdylece beyin sinapslarinda
norotransmitter maddelerin konsantrasyonlar1 artmaktadir (Miiller, 2003; Osbourn ve
Lanzotti, 2009). Hiperforin ve suda ¢Oziinebilen kararli bir tiirevi olan aristoforinin
antitiimoral aktivite ile antiproliferatif, proapoptotik, antiinvaziv, antimetastatik ve
antianjiyogenik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Hostanska vd. 2003, Schwarz vd.
2003, Dona vd. 2004, Martarelli vd. 2004, Gartner vd. 2005, Martinez-Poveda vd.
20053, Rothley vd. 2009, Oliveira vd. 2016).

Sarraou vd. (2018) yaptiklar1 arastirmada H. perforatum ekstrelerinin kolon kanseri
tizerindeki etkilerini ¢aligmislardir. Hiperforinin bir¢ok kanser hiicresinin ¢ogalmasina
engel oldugu, apoptotik etki gosterdigi belirlenmistir. Hiperisinin diger fenolik
bilesiklerle sinerjik etki gostererek, insan girtlagi (Lima vd. 2013, Bernal vd. 2015) ve
yemek borusu (Hopfner vd. 2003) hiicre hatlarinda sitotoksik etki yaptigi tespit
edilmistir. Antidepresan, antimikrobiyal, antiviral ve agr kesici etkili olarak, Parkinson,
Alzheimer, felg¢ gibi sinir sistemi hastaliklarina ve kansere karsi, yaralarin iyilesmesinde
H. perforatum tiirlerinin igerdigi aktif bilesenlerin etkili oldugu klinik ¢alismalar ile de
gosterilmistir (Wolf vd. 2013).
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2.3 Hypericum Cinsinde In Vitro Bitki Rejenerasyonu

Bitki doku kiiltiirli, yapay besin ortaminda steril sartlar altinda bitki hiicre, doku veya
organlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) elde
edilmesidir. Kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasi ile liretimi zor olan
tiirlerin tiretiminde cesitli doku Kkiiltiiri yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir
(Babaoglu vd. 2002). Bitki doku kiiltiirii alani, bitkilerin kendi bilesen pargalarina
(organ, doku veya hiicre) ayrilabilecegi, in vitro olarak manipiile edilebildigi ve
sonrasinda tiim bitkilere doniisebilecegi dnermesine dayanmaktadir (Trigiano vd. 2005).
Bitki doku kiiltiirlerinin bitki 1slahindaki uygulama alanlari; embriyo kiiltiirii, haploid
bitki iiretimi, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, in vitro ddllenme, in vitro
germplazm muhafazasi, somatik hiicre melezlemesi ve gen transferidir. Bitki doku
kiiltiirintin ticari ve 1slah dis1 uygulamalari ise; meristem kiiltlirli, mikrogogaltim,

sentetik tohum {iiretimi, sekonder metabolit iiretimi ve kimeralardir (Babaoglu vd.

2002).

Pretto ve Santarem (2000)’in yaptig1 kallus kiiltiirii ve rejenerasyona yonelik ¢aligmada
H. perforatum bitkisinin yaprak eksplantlar1 baslangi¢ materyali olarak kullanilmistr.
MS temel mineral ve vitaminleri (Murashige ve Skoog,1962) 30 g siikroz, 3 g fitajel,
farkli 2,4-D (0.45 ve 4.5 uM), kinetin (0.46 ve 4.6 uM) ve BA (0.44 ve 4.4 uM)
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlar1 ile desteklenmistir. Karanlik/1sik uygulamalar
sonucu kallus elde edilmistir. Karanlik kosullarda, 4.4 uM BA ve 4.5 uM 24-D
kombinasyonu ile en yiiksek yas kallus agirligr elde edilmistir.

Murch vd. (2000) yaptiklar1 ¢alisma ile H. perforatum’un Anthos g¢esidinde TDZ’ nin
rejenerasyona etkisini arastirmislardir. Besin ortaminda diisiik dozlarda var olan
TDZ’ nin siirglin olusumunu olumlu etkiledigi bildirilmistir. Ayn1 sekilde, Balkanlar’a
endemik olan H. rumeliacum Boiss. tiiriiniin in vitro sartlarda ¢ogaltimi ile ilgili bir
arastirma da Danova vd, (2010) tarafindan yapilmistir. Bitkinin taze toprak {istii
aksamindan kestikleri govde bogumu %70°1ik etanol ve % 0.1 HgCl ile steril edildikten
sonra steril suyla yitkanmigtir. Daha sonra eksplantlar 0.3 mg/L BA, %3 siikroz ile % 0.7

agar iceren ve kontrol grubu olarak biiyiime diizenleyici icermeyen MS ortamlarinda
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inkiibe edilmistir. BA’nin kiiltiir ortamina eklenmesi, H. rumeliacum eksplantlarindan
elde edilen siirglin farklilagmasinin bagarili bir sekilde uyarilmasi i¢in faydali, hatta
gerekli oldugu bildirilmistir. Biiylime diizenleyici igermeyen MS ortaminda yetisen
stirglin kiiltiirlerinin in vitro fenolik ve flavonoit liretimi i¢in 6nemli bir potansiyele

sahip oldugu belirtilmistir.

Cirak vd. (2007), H. bupleuroides Gris bitkisinin yaprak ve bogum arasi eksplantlarini
kullanarak direkt ve indirekt rejenerasyon protokolii olusturmustur. Buna gore, 9
haftalik in vitro bitkiciklerden alinan yaprak ve bogum arasi eksplantlar1 farkl
konsantrasyonlarda BA (1.0 veya 0.1 mg/L™) ve 2,4-D (1.0 veya 0.1 mg/L™?) igeren MS
besin ortamina aktarilmistir. Kullanilan BA ve 2,4-D kombinasyonuna bagli olarak, her
iki tip eksplantin yiizeyinden asir1 kallus iliretiminin yanisira direkt adventif siirgiin
olugsmustur. 2 mg/LL. BA iceren besin ortaminda, her iki eksplant tipinden olusan
kalluslarin yilizeyinden c¢ok sayida siirgiin elde edilmistir. Direkt ve indirekt
rejenerasyona, eksplant olarak bogum arasi kisimlarin yaprakdan daha uyumlu oldugu
tespit edilmistir. Rejenere olan siirglinler biiylime diizenleyici icermeyen MS besin
ortaminda koklendirildikten sonra dis kosullara aktarilmis ve %90 oraninda basar1 elde

edilmistir.

H. triquetrifolium Turra. tiirtinde yapilan ¢alismada, BAP biiyiime diizenleyicisinin
slirglin olusumuna etkisi arastirilmistir. H. triquetrifolium tohumlart 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/L BAP igeren MS besin ortaminda ¢imlenmeye alinmistir. Cimlenmeden 7 giin
sonra alman apikal uclar, 0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L BAP igeren MS besin ortamina
aktarilmistir. En ytiksek siirglin olusumu 2.0 mg/L BAP bulunduran ortamda meydana
gelmistir (Karakas vd. 2009).

Palmer ve Keller (2011) H. perforatum’un rejenerasyonunda, eksplant olarak tag
yapraklarini kullanmistir. Bu calismada, dogadan toplanan tohumlar sera kosullarinda
cimlendirilmigtir. Sera kosullarinda ¢imlendirilen ve c¢igeklenme asamasina kadar
yetistirilen bitkiden eksplant se¢imi yapilmistir. A¢ilmamis tomurcuklar (kademe A),
petalleri sadece sepal iistiinde goriinen tomurcuklar (B asamasi), yapraklari yariklardan

cikintili ancak kapali olan tomurcuklar (asama C) ve yapraklart tamamen agilmis
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tomurcuklar (asama D) olmak {izere dort tiir tomurcuk, eksplant olarak kullanilmistir.
Eksplantlar oksin ve sitokinin (Kinetin) ilave edilen MS ortaminda kallus ve siirgiin
olusumu i¢in karanhik kosullarda 28 giin bekletilmistir. 10:1'lik bir oksin/sitokinin
oraninda sadece 2,4-D kallus olustururken; TAA, IBA ve NAA hormonlart siirgiin
olusumuna neden olmustur. Bitki biiylime diizenleyicileri olmadan kallus ve siirgiin
olusmamustir. Biiylime diizenleyicisi igermeyen yarim MS iceren ortamda kdklendirme
basariyla meydana gelmis ve kokli bitkicikler sera kosullarina adapte edilmistir. Bitki
rejenerasyonunda petalin eksplant olarak kullanilabilecegi ve oksin hormonunun etkili

oldugu sonucuna varilmstir.

Akbasg vd. (2011) H. spectabile'nin in vitro’da gelisen yaprak eksplantlarini kullanarak
dogrudan bitki rejenerasyonu icin etkili bir metot olusturmustur. Yaprak eksplantlari
ayrt ayri, alti farkli konsantrasyonda (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mg/L) BAP ve
kinetin ilave edilmig MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Tim BAP konsantrasyonlarinda
kallus olusumu olmadan dogrudan siirgiin rejenerasyonu meydana gelmistir. Ancak
sirglinlerin sayisi, BAP'1In farkli konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik
gostermistir. En yliksek ve en diisiik siirgilin sayisi, 1.0 ve 2.5 mg/L BAP (sirasiyla %
90-% 50) ilave edilmis besin ortaminda elde edilmistir. 0.25, 0.5 ve 2.5 mg/L Kin igeren
ortam adventif siirglin olusumunu desteklememistir. Kin konsantrasyonlar1 arasinda,
hem siirgiin sayis1 hem de morfogenik 6zellikler agisindan en iyi sonuglar, 1.0 mg/L Kin
(% 60) ile desteklenen MS ortamindan elde edilmistir. 0.5 mg/L TAA igeren MS besin

ortaminda koklendirilen siirglinler 6 hafta sonra dis kosullara aktarilmistir.

Cellarova (2011) baz1 Hypericum tiirlerinde kallus ve siirgiin olusumunda kullanilan
besin ortamlari, bitki biiylime diizenleyicileri ve fiziksel kosullar1 derleyerek cizelge

halinde 6zetlemistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Farkli Hypericum tiirlerindeki farkli besin ortamlarinda, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri

ve farkli fiziksel kosullarda siirgiin ve kallus olusumu (Cellarova, 2011)

Hypericum Besin Ortam ve Fiziksel Kosullar Morfogenetik | Kaynaklar
Tiiril Biiyiime cevap
Diizenleyici
H. MS+ 4.57x10° M | 16/8 fotoperiyod, 52 | Siirgiin Guedes vd. 2003
androsaemum | IAAve 2.32x10° | pmol.m?s™,
M KIN 24+2°C
H. erectum LS+10°M BAP ve | Karanlik, 25°C Kallus Yazaki ve Okuda,
10 °M 1AA 1990, 1994
H. erectum LS+10°M BAP ve | 12/12 fotoperiyod, Cok sayida Yazaki ve Okuda,
10 °M IAA 81 pmol.m?.s yesil siirgiin | 1990, 1994
1.25°C
H. frondosum | MS+5x10°BAP Karanlik, 23+2°C Canli kallus Meyer vd. 2009
veya meta-topolin ve stirgiinler
ve 3.75x10° M
1AA
H. galioides MS+5x10°BAP Karanlik, 23+2°C Canli kallus Meyer vd. 2009
veya meta-topolin ve stirgiinler
ve 3.75x10°M
I1AA
H. MS+5x10°BAP Karanlik, 23+£2°C Canl1 kallus Meyer vd. 2009
kalmianium veya meta-topolin ve strgiinler
ve 3.75x10°M
1AA
H. maculatum | MS+2.46x10° 16/8 fotoperiyod, 25 | Cok sayida Bacila vd. 2010
62iP+ 0.89x10°® umol.m?.s™, siirgiin
M BAP+ 2.69x10" | 25+1°C
‘M NAA
H. maculatum | MS+5.71x10°M 16/8 fotoperiyod, 35 | Uzun kok ve Bacila vd, 2010
I1AA pmol.m?2.s™, stirgiinler
25+1°C
H. perforatum | LS+4.4x107 - 16/8 fotoperiyod, 65 | Cok sayida Cellarova vd.
4.4x10°M BAP pmol.m?.s™, 25- yesil sirgin | 1992, 1994
29°C
H. perforatum | LS+4.6x107 - 16/8 fotoperiyod, 65 | Siirgiin Cellarova vd.
2.3x10°M KIN pmol.m?s™. 25- 1992
29°C
H. perforatum | LS+4.6x10° KIN - | 16/8 fotoperiyod, 65 Cok sayida Cellarova vd.
5.4x10"M NAA pmol.m?s™?. 25- 1992

29°C

yesil siirgiin

H. perforatum | Yarim MS+ 10°M | Siirekli 151k, 27 Kallus ve Kartnig vd. 1996

BAP ve 107 M umol.m™.s™. hiicre siis.

NAA 2442°C kiiltiiri
H. perforatum | LS+0.57x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Kok Cellarova ve

‘M IAA pmol.m?.s? 22°C Kimakova, 1999
H. perforatum | LS+0.49x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Kok Cellarova ve

‘M IBA pmol.m?s™. 22°C Kimakova, 1999
H. perforatum | LS+0.45x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Kallus Cellarova ve

*M 2,4-D pmol.m?.s™, 22°C Kimakova, 1999
H. perforatum | LS+0.54x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Kallus Cellarova ve

‘M NAA pmol.m?.s™, 22°C Kimakova, 1999
H. perforatum | LS+0.44x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Cok sayida Cellarova ve

‘M BAP pmol.m?s™. 22°C | siirgiin Kimakova, 1999
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Cizelge 2.1 Farkli Hypericum tiirlerindeki farkli besin ortamlarinda, farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri ve farkli fiziksel kosullarda siirgiin ve kallus olusumu (Cellarova,
2011) (devam)

H. perforatum | LS+0.46x10°-10" | 16/8 fotoperiyod, 25 | Cok sayida Cellarova ve
‘M KIN pmol.m?.s?. 22°C | siirgiin Kimakova, 1999
H. perforatum | MS+5x10°M TDZ | 16/8 fotoperiyod, Siirgiin Murch vd. 2000
40-60 pumol.m?s™.
H. perforatum | MS+0.44x10°-10 | Siirekli 151k,30 Siirgiin Pretto ve
M BAP pmol.m?.s™, Santarem, 2000
26+2°C
H. perforatum | MS+0.45x10°-10” | Siirekli 151k veya Kallus Pretto ve
M 2,4-D karanlik ,30 pmol.m" Santarem, 2000
25t 26+2°C
H. perforatum | MS+0.46x10°-10" | Siirekli 151k veya Kallus Pretto ve
M KIN karanlik , 30 Santarem, 2000
pmol.m?s™,
26+2°C
H. perforatum | MS+0.49x10> M Strekli 151k veya Kok Pretto ve
IBA karanlik, 30 pmol.m Santarem, 2000
25t 26+2°C
H. perforatum | MS+ 10°M BAP Strekli 151k, 40 Kallus Kirakosyan vd.
ve 107 M NAA pmol.m?.s™, 2000a
26+2°C
H. perforatum | MS+ 0.9x 10°M Karanlik, 25+1°C Kallus Bais vd. 2002
2,4-D ve 0.1x10°°
M KIN
H. perforatum | MS+ 5.0x10°M 16/8 fotoperiyod,20- | Kok Zobayed ve
IAA veya IBA 25 pmol.m™?.s™. Saxena, 2003
24°C
H. perforatum | MS+ 5.0x10°M 16/8 fotoperiyod,20 | Cok sayida Zobayed ve
TDZ pmol.m?.s?. 24°C | siirgiin Saxena, 2003
H. perforatum | MS+ 4.5x10°M 16/8 fotoperiyod, 30 | Cok sayida Santarem ve
BAP ve 5.0x10® | pmol.m?s™. siirgiin Astarita, 2003
M NAA 25+2°C
H. perforatum | MS+ 0.44- 16/8 fotoperiyod, 50 | Siirgiin Gadzovska vd.
8.90x10°M BAP | pmol.m?.s™. 2005
26+1°C
H. perforatum | MS+ 14.8- 16/8 fotoperiyod, 50 | Kallus Gadzovska vd.
22.2x10°M BAP | umol.m?s™. 2005
26+1°C
H. perforatum | MS+ 2.2x10°M 16/8 fotoperiyod,25 | Siirgiin Franklin ve Dias,
BAP ve 5.7x10°M | umol.m?s™. 25°C 2006
1AA
H. perforatum | MS+ 3.0x10°M 16/8 fotoperiyod, 70 | Siirgiin Pasqua vd. 2008
TDZ ve 2.0x10° pmol.m?.s™t,
M IBA 26+1°C
H. perforatum | MS+19.7x10°M | 14/10 Kok Goel vd. 2009
IBAveya 10°M | fotoperiyod,20
IAA pmol.m?.s™,
25+2°C
H. perforatum | MS+9.3x10° M 14/10 fotoperiyod,20 | Siirgiin Goel vd. 2009
KIN pmol.m?.s™,
25+2°C
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Cizelge 2.1 Farkli Hypericum tiirlerindeki farkli besin ortamlarinda, farkli bitki bliyiime diizenleyicileri

ve farkli fiziksel kogullarda siirgiin ve kallus olusumu (Cellarova, 2011) (devam)

H. perforatum | Half MS+0.46x10" | Karanlik, 25+1°C, Adventif K6k | Cui vd. 2010
®* M KIN ve Biyoreaktor hava
4.9x10° M IBA akim orani 400
ml/min
H. retusum MS+ 2.22x10°M 16/8 fotoperiyod, 40 | Siirgiin Namli vd. 2010
BAP pmol.m?.s™,
25+2°C
H. MS+ 5.67x10°M 16/8 fotoperiyod, 54 | Siirgiin Oluk ve Orhan,
triquetrifolium | TDZ ve 2.85x10° | pmol.m?.s™. 2009
M IAA 27+4°C
H. MS+ 5.71x10°M 16/8 fotoperiyod, 54 | Kok Oluk ve Orhan,
triquetrifolium | 1AA pmol.m?.s™, 2009
27+4°C

2.4 Sekonder Metabolitler

2.4.1 Sekonder metabolit tanimi

Verpoorte ve Alfermann’in (2000) gore sekonder metabolitler bitkilerde taksonomik
gruplarda sinirli olarak olugmaktadir. Sekonder metabolitler bir hiicrenin veya
organizmanin yasamasi i¢in gerekli olmamalarina ragmen, organizma ile gevre iligkisi
acisindan onemli rolleri bulunmakta ve ekosistemde bitkinin yasamasini garanti altina
almaktadirlar. Diger taraftan karbohidrat, protein ve yaglar bitkilerin temel besin
gereksinimlerini  gidermek icin iretilmekte ve ‘primer metabolit’ olarak
adlandirilmaktadir. Besin ve enerji saglama gibi yasamsal deger tasimayan ve bitkilerde
az miktarda sentezlenen lriinler ise ‘sekonder metabolit’ olarak isimlendirilmektedir.
Sekonder metabolitlerin kuraklik, tuzluluk ve UV 1sinlart gibi degisik c¢evresel
etkenlerin olusturdugu stres ortamina kars1 koyma, herbivorlara ve mikroorganizmalara
kars1 savunma, bazi metabolik islevler, polinasyon ile tohum yayilmasini saglamak
amaciyla hayvanlar1 ve diger tasiyicilar1 cezbettirme gibi 6nemli islevleri bulunmaktadir

(Babaoglu vd. 2002).

Mammadov (2014)’a gore sekonder metabolitleri primer metabolitlerden ayiran baslica
fark, bitki yasaminda her iki grubun iistlenmis oldugu fonksiyonel gorevlerdir.

Sekonder metabolitler sadece hiicre icerisinde degil, tiim bitki igerisinde sentezlenmesi

17



acisindan da onemlidir. Ekonomik ac¢idan 6nem tasiyan alkaloit ve fenolik bilesik gibi
kimyasallar1 ¢cogu bitki, biinyesinde biriktirmektedir. Boylece bilimsel, teknolojik ve
ticari uygulamalara dogal hammadde olusturmaktadir. Endistride dogrudan veya
dolayli olarak dogal bitki iiriinleri kullanilmaktadir. Taksol ve morfin gibi bitkisel

bilesikler ilag endiistrisinde yaygin olarak kullanilan hammaddelerdir.

Bitki sekonder metabolitleri terpenler, alkaloitler ve fenolik bilesikler seklinde genel
olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.10). Terpenler, sekonder tiriinlerin en genis sinifini
olusturmaktadir. Asetil-koA ya da glikolitik ara {irlinler {izerinden biyosentezleri
gerceklesmektedir. Birgcok bitkide herbivorlara karsi savunma gorevi yapmaktadir.
Diger grup ise yapisinda azot bulunduran alkaloitlerdir. Pek ¢ogunun biyosentezi
aminoasitler lizerinden gerceklesmektedir. Fenolik bilesikler ise yapisinda fenol grubu
tagiyan, yaklasik 10 bin c¢esit bilesigin yer aldig1 oldukca genis bir gruptur (Taiz ve
Zeiger, 2008).

Fotozentez
Yaglar » l ¥ Protzinler
" ) Birincil Mztzbolizmz~
Karbonhidratlar T Y
Klorofil
= Sshonder Matzbolizm:
¢ : e . \>\‘\4
Ao | \, * Alizloidler
N N

| Ay PN A S
Fenolik 2sitler g Fenolikler Styanojenik glikozitler
N

N\
h Y

Ligninler = -
3 " Kumzrinler
Kalkonlar

Flavonlar gu——"

Flavanonlar

ollavontr =" Antosiyaninier

Dihidroflavonoller

U Flavanollar

Flavonoller l

YoZunlzgmis Teninler

Sekil 2.9 Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasindaki iligki ile sekonder metabolit gruplari
(Giada 2013)
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2.4.2 Sekonder metabolitlerin biyosentez yolu

Verpoorte ve Alfermann (2000) sikimat yolu, izoprenoit ve terpenoit yolu olmak {izere
metabolik yollarin ii¢ kisma ayrildigini bildirmektedir. Temel iskelet olustuktan sonra,
bitki tiirliniin spesifik bilesikleri degisik modifikasyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu
modifikasyonlar prenil-, malonil- ve glukozil parcalar1 gibi karbon atomlarinin
eklenmesi ile hidroksi, metoksi, aldehit ve karboksil gruplarinin yapiya katilmasi ile
ilgilidir. Ayrica, c¢esitli oksidasyon tepkimeleri ve yeni iskelet olusumuda yeniden
diizenlemelere dnciiliikk edebilmekte veya molekiiliin belirli fragmanlarinin kaybolmasi

ile sonuclanabilmektedir (Sekil 2.11).

Son zamanlarda, ikincil metabolit {iretiminin yollar1 genisletilmis ve aragtirmalara konu
olmustur. Tiim bitkilerde metabolik yolaklarin derinlemesine incelenmesi, genellikle
belirli bir bitki organinda spesifik hiicre tiplerinde veya mevsime gore sentezlenebilen
biyosentetik aktiviteler nedeniyle zor olmaktadir (Dornenburg ve Knorr 1995,

Gadzovska vd. 2005).

Fenolik bilesikler sikimik asit yolu ile sentezlenmektedir. Bitkilerde en sik rastlanan
fenolik gruplar fenilalaninden tiirevlenmektedir. Tepkimeleri katalizleyen fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) bitkisel sekonder metabolizmada en ¢ok ¢alisan enzimdir. PAL,
primer ve sekonder metabolizmanin ayrilma noktasinda bulunmaktadir. Bu nedenle
cogu fenoliklerin sentezinde onemli bir basamagi katalizlemektedir (Taiz ve Zeiger,
2008).

19



SO+

Fatasa'_t:_-zJ
) _ / \ \
S - e A W
i [ o -D",, e e ey -y ¥
o
Eritroz-4-Fosit Fozfoenolpirivat Piriwvat 3-Fosfo-glizarat
/rriszbak;ilika;itédmgjsﬂ’,’/l
ieimmite Asit Azetil Kol
YolzEr
Aliftils =mino =
zzitler Alalonik Asit Mevalondk MMEP Yolaf
Foilag Azit Yolagr
Asromatik
=ming zzitler Aot igeren ssloonder
1 S
i
Fenolik Terpenler
Bilesi

Sekil 2.10 Sekonder metabolitlerin biyosentez yolaklari (Verpoorte ve Alfermann, 2000)

2.4.3 H. perforatum tiiriiniin sekonder metabolit icerigi

Tibbi bitkiler arasinda H. perforatum fitokimyasal olarak en iyi arastirilan tiirlerden
biridir. Ham ekstrelerinde fenilpropanoitler, flavonol tiirevleri, biflavonlar,
proantosiyanidinler, ksantonlar, floroglusinoller, bazi amino asitler, naftodiantronlar ve
ucucu yag bilesenleri tespit edilmistir (Butterweck 2003). H. perforatum tiiriinde

bulunan sekonder metabolitler ¢izelge 2.2 de verilmistir.

Cizelge 2.2 Hypericum cinsinin aktif bilesenleri (Barnes vd. 2001)

Naftodiantronlar Hiperisin, psodohiperisin, izohiperisin
Floroglusinoller Hiperforin, adihiperforin
Flavonoitler -Flavonoller (kemferol, kersetin)

-Flavonlar (luteolin)
-Glikozitler (hiperozit, izokersitrin, kersitrin, rutin)
-Biflavonoitler (biapigenin, amentoflavon)

-Katesinler

Diger Fenoller Kafeik, klorojenik, p-kumarik, ferulik, p-hidroksibenzoik ve vanilik
asitler

Tanenler Proantosiyanidinler

Ucucu yag, terpenler o ve B-pinen,a-terpinol,geraniol,mirsen ve
limonen(monoterpenler), karyofilen ve humulen(seskiterpenler)
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Sekil 2.12’de H. perforatum tiiriiniin nemli metabolitlerinden olan hiperisin bilesiginin
Ongoriilen biyosentez yolu gosterilmistir. Buna gore, emodin bilesiginin hiperisinin
temel yapisim1 olusturdugu ve Hyp-1 gen iriinii ile protohiperisine doniistiigii
belirlenmistir. Ayrica, protohiperisinin de 151k ve Hyp-1 gen diiriinii ile hiperisin
bilesigini olusturdugu tespit edilmistir (Huang vd. 2014). H. perforatum’da bulunan

onemli bilesiklerin organik yapilar1 Sekil 2.13°de gosterilmistir.

CnAS\[(CH3 O, CH, HO CH,
o Tip Il PKS bo) o o Tip Il PKS
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T R ™ e OH O OH
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OH O OH
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OH O OH OH O OH
R = CH,, Hiperisin R = CH, Protohiperisin
R = CH,OH, pgsdohiperisin R = CH,OH, protopssdohiperisin

Sekil 2.11 Ongoriilen hiperisin biyosentez yolu (Huang vd. 2014)

21



Biyoaktif Yap Bilesenler Kantaron bitkisi

Bilesikler ham ekstresindeki
yaklasik % miktar:

Flavonoitler 1.R=H Kersetin 1.0.2-0.6

2% 2.R=0-L-rhamnosil Kersetin | 2.0.2-0.4
‘ 3.R=p-D-glucosil izokersetin | 3.0.5-0.8
VAV A" 4.R=p-D-galactosil Hiperosit | 4.2-4
T \ j 5.R=p-D-rutinosil Rutin 5.2-3
N “oR 6.R=p-D-glukuronit 6.0.4-0.05
Mikulianin
HO O
Naftodiantronlar 1. R = CHs; Hiperisin 1.0.08-0.20
OH 0O OH 2.R=CH,0OH 2.0.15-0.40
fj\ - Psodohiperisin
. 7
HO b If\ﬂ
HO. A L 1\\/CHQ
T%,/T /E =
OH o] OH
Floroglusinoller ~ Hiperforin 0.9-5
P
OVL_ _OH
L ~
Ty
e
I
Biflavonlar o 1. 13, 118-biapigenin 1.0.2-0.6
[/\” 2. 13’, 118-biapigenin = 2.0.01-0.05
I amentoflavon
A ,OHOJ -
o /[*}Iff\o
NN Ho” S oy
T
Fenolpropanlar Klorojenik asit <1
Ksantonlar 1,3,6,7-tetrahidroksiksanton <0.0004
Proantosiyanidler Ay, A Prosiyanidin B2 Toplam

proantosiyanidin
B2~8.8

Sekil 2.12 Hypericum biyoaktif bilesiklerin organik yapisi (Butterweck 2003)
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2.5 Elisitorler

Bitki stresi ve fitokimya arasindaki baglantidan faydalanilarak istenilen kimyasal
tepkinin indiiklenmesi i¢in, bitki stres cevabinin aktif olarak uyarilmasi veya agiga
cikarilmasi elisitasyon olarak adlandirilmaktadir. Elisitér; canli bir sisteme diisiik
miktarlarda uygulandiginda, bitkilerin stresli kosullara adaptasyonunda énemli bir role
sahip olan spesifik bilesigin biyosentezini indiikleyen veya gelistiren bir madde olarak
tanimlanmaktadir (Radman vd. 2003, Naik ve Al-Khayri 2016). Ayrica hiicre, organ ve
bitki sistemlerinde istenen ikincil bilesiklerin iiretimini arttirmak i¢in en pratik olarak
uygulanabilir strateji ise elisitasyon olarak kabul edilmektedir (Poulev vd. 2003;
Namdeo 2007, Naik ve Al-Khayri 2016). Elisitorler biyotik ve abiyotik olarak ikiye
ayrilmaktadir (Sekil 2.14). Abiyotik faktorler hormonal, fiziksel ve kimyasal
kaynaklidir. Biyotik faktorler ise kitin, pektin ve seliiloz gibi bitki hiicre duvarlarindan
ve mikroorganizmalardan kaynaklanan polisakkaritleri iceren biyolojik kokenli
maddelerdir. Elisitasyon ¢alismalarinda g¢esitli bitki hormonlart yaygin olarak
kullanilmaktadir. En ¢ok c¢aligilanlar ise bitki savunma tepkisindeki kilit rollerinden

dolay1 jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) tiirevleridir (Naik ve Al-Khayri 2016).
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Sekil 2.13 Elisitorlerin siniflandirilmasi (Naik ve Al-Khayri 2016)

Absisik asit (ABA) bitkilerde kuraklik donemlerinde stomalarin kapanmasindan ve

dormansiden sorumlu, tohumlarda depo protein sentezini uyaran ve ¢imlenmekte olan
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tahil tanelerinde giberellinin a-amilaz sentezi iizerindeki etkisini dnleyen bitki biiyliime
diizenleyicisidir (Davies, 2010). Aragtirmalar, ekzojen ABA uygulamasinin biiylimeyi
ve fitokimyasal igerigi etkiledigini, baz1t meyve ve sebzelerin besin degerini arttirdigi
icin gida ve beslenme bilimlerinde 6zellikle ilgi ¢ekici oldugunu gostermistir. ABA'nin
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenler dahil, antioksidan genlerin ekspresyonunu
indiikleyebildigi ve antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesini artirabildigi,
Ibrahim ve Jaafar (2013)1n yaptiklar1 arastirma ile tespit edilmistir. Ayrica, ekzojen
ABA'nin misket tizimlerinde antosiyanin biyosentezini uyardigi ve fenolik bilesiklerin

igerigini arttirdig1 Sandhu vd. (2013) yaptiklar1 ¢calisma ile ortaya koymustur.

Salisilatlarin uzun siiredir sogiit aga¢ kabugu icinde bulundugu bilinmektedir, ancak
yakin zamanda potansiyel diizenleyici bilesikler olarak kabul edilmistir. Salisilik asit,
fenilalanin aminoasidinden sentezlenmektedir. Salisilik asit (SA), patojenlere bitki
direnci saglayan ve sekonder metabolit iiretimini uyaran endojen bir diizenleyici sinyal
molekiilidiir. Ayrica ¢igek Omriinii arttirdigi, etilenin biyosentezini inhibe ettigi ve

ABA'n etkilerini tersine ¢evirdigi bildirilmektedir (Davies 2010).

SA bitki savunma metaboliti iiretiminin genel bir uyaricis1 olmamasima ragmen, bazi
ikincil metabolit smiflarinin biyosentezi ile ilgili gen ekspresyonunu bitkilerde
indiiklemektedir (Schenk vd. 2000, Taguchi vd. 2001, Gadzovska vd. 2013). SA hiicre
slispansiyon kiiltiirlerinde Catharanthus roseus'ta alkaloitlerin (Godoy-Hernandez ve
Loyola-Vargas 1997), Hyoscyamus muticus'ta lubimin (Mehmetoglu ve Curtis 1997),
Capsicum frutescens'te kapsaisin (Sudha ve Ravishankar 2003) ve Taxus chinensis’de
taksol (Wang vd. 2004) iretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Ayni sekilde H.
perforatum hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, salisilik asidin hiperisin ve psddohiperisin

tiretimini uyardig1 Gadzovska vd. (2013)’nin yaptiklart arastirma ile tespit edilmistir.

2.6 Hypericum Cinsinde In Vitro Sekonder Metabolit Uretimi

Hypericum cinsinde yapilan calismalar ile kallus, siirgiin ve fidelerin hiperisin ve
psodohiperisini Tretebildikleri belirlenmistir. Kallus kiiltiirtinde sekonder metabolit

kompozisyonunun tiim bitkiden farklilik gosterdigi Gadzovska vd. (2005) tarafindan net
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olarak ortaya konmustur. H. perforatum ve H. androsaemum bitkilerinde HPLC-DAD
metodu kullanilarak in vitro ve in vivo bitkiler arasindaki fenolik bilesik farklilig: ile
rapor edilmistir. H. perforatum’un hiicre ve kallus kiiltiirlerinde hiperisinin tespit
edilmedigi, ancak in vitro siirgiinlerde (1.5 mg/g) ve in vivo bitkilerde tespit (0.3 mg/g)
edildigi bildirilmistir (Dias vd. 1998). Ote yandan, Gadzovska vd. (2005) kendi
caligmalarinda kalluslarin naftodiantronlar1 {irettigi sonucuna varmislardir. Yaptiklari
arastirmada in vitro kiiltlirde hiperisin ve psddohipersinin, diisiik miktarlarda tespiti i¢in
HPLC floresan metodu kullanilmistir. Bu metodun olduk¢a hizli oldugu ve in vitro
kiiltiir icinde degisik Hypericum profillerini ilk kez gosterdigi belirtilmistir. Iki
aragtirma sonuclarindaki uyumsuzlugun farkli biiyiime kosullari, biiyiime diizenleyici
kullanimi, siirekli 1sikta biliylime veya hiicre dizilerindeki farkliliklar ile in vitro
biyokiitlenin hiperisin ve psddohiperisin iiretme yeteneginden kaynaklanabilecegi ifade
edilmistir. Ayrica, kallus ve hiicre siispansiyonundaki flavonoitlerin ¢ok az miktarlarda
biriktigini ve her iki tiirin in vivo Ornekleri ile kiyaslandiginda neredeyse yok
sayildigin1 ve kimyasal olarak da farkli olduklarini1 gézlemlenmistir (Tolonen vd. 2003,

Gadzovska vd. 2005).

Kirakosyan vd. (2000) siirgiin kiiltiirlerine mayadan elde edilen mannan, $-1,3-Glukan
(curdlan) ve narenciyeden lretilen pektin ekleyerek hiperisin iiretimini arastirmislardir.
Mannan elisitorii ile psddohiperisin oran1 dort kat (0.82 mg/g) ve hiperisin orani iki kat
(0.04 mg/g) artmustir. S-1,3-Glukan ve pektin az miktarda psddohiperisin oraninda artig
gosterse de hiperisin miktarinda degisiklik gostermemistir. Diger bir calismada ise
stikroz, polietilen glikol (PEG), metiljasmonat (MJ) ve inaktif Agrobacterium
tumefaciens elisitorlerinin fideler tizerine etkileri Pavlik vd. (2007) tarafindan
aragtirtlmistir. Farkli oranlarda slikrozun (10-30 g/L) hiperisin oranina etki ettigi,
stikroza ek olarak 1.25-5 g/L oranlarinda PEG ilavesiyle in vitro kiiltiirde hiperisin
oraninin arttig1 tespit edilmistir. MJ veya A. tumefaciens varliklarinda da hiperisin artis

gozlenmistir.

Sirvent ve Gibson (2002) ile Murthy vd. (2014) MS, %2 siikroz, 1 mg/L NAA ve 0.1
mg/L BAP igeren temel besin ortaminda H. perforatum’un apikal meristemlerini kiiltiire

almiglardir. Ayn1 zamanda bu besin ortamina metiljasmonat (MJ; 50,100 ve 200 uM) ve
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salisilik asit (SA; 1.0, 2.5 ve 5.0 mM) ilave edilerek etkileri arastirilmistir. Temel besin
ortamma 200 uM MJ ilave edilmesiyle, kontrole gore 3 kat oranda hiperisin artisi
gozlenmistir. Ayn1 zamanda, 5 mM salisik asit ilavesi de fidelerde hiperisin birikiminde
etkili olmustur. Ancak salisilik asidin olumlu etkisi hiicre, kallus ve siirgiin kiiltiirlerinde
goriilmemistir. MJ 1 gosterdigi bu olumlu etki Liu vd, (2007) tarafindan da rapor
edilmistir. Bu ¢alismada, siv1 kiiltiirde 100 uM MJ ve 50 mg/L L-triptofan hiperforin

tiretimini kontrole gore 1.81 oraninda artirmistir.

Gadzovska vd. (2013), salisilik asidin (0,50,100,250 uM) H. perforatum siirgiin, kallus
ve hiicre slispansiyon kiiltiirleri iizerindeki etkilerini arastirmiglardir. 21 giin
elisitasyona maruz birakilan hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, kontrol grubunun hiicre
canlilifinda %10 oraninda azalma meydana gelmistir. Kullanilan en diisiik (50 uM) ve
en yliksek (250 uM) SA konsantrasyonlarinda, hiicre siispansiyonu kiiltiirlerinin
canlilig1 sirastyla % 20 ve % 35 oraninda azalmistir. Kallus kiiltiirlerinde, kiiltiiriin son
haftasinda 100 pM SA varliginda yesil renk, kirmizi1 ve kahverengiye dontigmiistiir.
Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, siyah bezeler kontrol ve elisitérle muamele
edilmis hiicrelerde olugsmamistir. Siirgiin kiiltiirlerinde ise 14 giin sonra, SA'nin
varliginda veya yoklugunda, yapraklarin kenarlarinda koyu renkli yag bezleri
gorilmistir. Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, kontrole gore, her {ic SA
konsantrasyonunun, hiperisin ve psddohiperisin seviyesini (12—-13 ug/g'l) iki katina
cikarmigtir. Elisite edilmis kalluslarin naftodiantronlarin seviyesinin kontrole gore
diisiik oldugunu (15 pg/g?) tespit edilmistir. Siirgiin kiiltiirlerinde naftodiantron
seviyesinin (70-100 pg/g™) hiicre ve kalluslara gore daha yiiksek oldugu, ancak SA’nin

hiperisin ve psosohiperisin seviyesinde bir farklilik meydana getirmedigi belirtilmistir.

Farkli bir ¢alismada (Yamaner vd. 2013), H. adenotrichum Spach.’un in vitro
bitkicikleri, mannan (10, 50 ve 100 mg/L) ve pektin (10, 50 vel00 mg/L) biyotik
elisitorleri igeren modifiye edilmis MS besin ortaminda 15 ve 30’ar giin inkiibe
edilmistir. In vitro bitkicikler metanol ile ekstre edilmistir. Yiiksek performansl sivi
kromatografide psddohiperisin ve hiperisin seviyelerindeki degisiklikler saptanmistir.
Buna gore, 15 giin strese maruz birakilan 50 mg/L mannan ve 50 mg/L pektin iceren

ortamlar en 1yi sonucu gostermistir. Mannan elisitorii psodohiperisini 2.8 kat, hiperisin
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tiretimini 1.7 kat arttirirken, pektin elisitorii psddohiperisini 4.8 kat, hiperisini ise 2.7 kat
artirdig1 tespit edilmistir. Boylece mannan ve pektin elisitorlerinin in vitro’da sekonder

metabolit liretiminde rol oynadig1 ortaya konmustur.

Karanlik kosullarda MS, 0.90 uM 2,4-D, 0.11 uM kinetin ve 30 g sukroz igeren besin
ortaminda baslatilan hiicre siispansiyon kiiltliriinde, 500—1000 pm boyutlarinda hiicre
kiimelenmesi ile hiperisin igeriginin arttig1 rapor edilmistir (Bais vd. 2002, Murthy vd.
2014). Yine, karanlik ortamda salisilik asit (50, 100 ve 200 uM) ve jasmonik asidin
(100, 250 ve 500 uM) etkilerinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde test edildigi diger
calismalarda 250 uM jasmonik asidin (0.31 mg/g kuru agirlik) kontrol grubu (0.14 mg/g
kuru agirlik) ile karsilagtirildiginda 2.4 kat hiperisin biriktirdigi gézlenmistir (Walker
vd. 2002, Murthy vd. 2014). Diger taraftan salisilik asit iceren hiicre kiiltiirlerinde

hiperisin birikimi olmamustir.

Kwiecien vd. (2015) tarafindan yapilan bir arastirma, farkli konsantrasyonlarda (0.1-3.0
mg/L) NAA ve BA igeren LS (Linsmaier ve Skoog ) ve MS (Murashige ve Skoog)
besin ortamlarinda ii¢ farkli H. perforatum ¢esidinin (Elixir, Helos ve Topas) strese
maruz kalmis siirglin kiiltiirleri {izerinde kurulmus ve siirdiiriilmiistiir. Biyokiitlenin
metanolik ekstraktlarinda serbest fenolik asitler ve sinnamik asit miktarlart HPLC ile
belirlenmistir. Toplamda 17 bilesik analiz edilmistir. Bu bilesiklerden alt1 tanesi (3,4-
dihidroksifenilasetik asit, p-kumarik asit, protoksekuik asit, siringik asit, iki depsid-
Klorojenik ve neoklorojenik asitler) tiim ekstrelerde tespit edilmistir. Tek tek bilesiklerin
miktar1 ve kullanilan ortam varyantlarina bagli toplam fenolik asit miktar1 ve artiglar
sirastyla; 1.2 ile 15.0 kat ve 1.2 ile 1.9 kat arasinda degismistir. Diisiik
konsantrasyonlarda (0.1-1.0 mg/L) NAA ve BA igeren LS ve MS ortamlarinda
yetistirilen Helos ¢esidi siirgiinlerinde en yiiksek oranda fenolik asitler tespit edilmistir.
Ayni arastiricilarin 2018 yilinda yaptiklari diger bir in vitro ¢aligmada (Kwiecien vd.
2018) da yine H. perforatum’un Elixir, Helos, ve Topas ¢esitleri kullanilmistir. Farkli
oranlarda (0.1, 1.0, 2.0, ve 3.0 mg/L) NAA ve BA bitki biiyiime diizenleyicilerini igeren
LS ve MS besin ortaminda gelisen siirgiin kiiltiirlerine stres uygulanmigtir. LS
ortaminda 3 haftalik kiiltiir boyunca kuru biyokiitle birikiminde artislar gostermistir.
Elixir ¢esidinde 5.1-9.2, Helos gesidinde 5.8-9.8 ve Topas ¢esidinde 7.5-9.1 kat kuru
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biyokiitle artisi tespit edilmistir. 1.0 - 3.0 mg L™ BAP ve NAA igeren LS ortaminda
biiyiitiillen Helos c¢esidinde flavonoitlerde 9.6 ila 9.8 kat oraninda artis meyadana
gelmistir. Tek tek metabolitlerin seviyeleri incelendiginde, flavonoitlerin toplam
seviyeleri LS ortamindaki bitki biiylime diizenleyicilerinin miktarlarina bagli olarak
6nemli 6lgiide degismistir. En yiiksek hiperisin igerigi ise 0.1 mg L™ BAP ve 0.1 mg L™

iceren LS ortami {izerinde gelisen Helos ¢esidinin 6ziitlerinden elde edilmistir.

2.7 H. perforatum Tiiriinde Yapilan Ekstraksiyon ve YPSK Calismalari

Gadzovska vd. (2005) tarafindan gelistirilen yontemde hiperisin ve psddohiperisin
ekstraksiyonu igin liyofilize edilen ve toz haline getirilen bitki materyalleri (50-100 mg)
5 ml metanol ile 15 dakika muamele edildikten sonra Buchner hunisi ile filtre edilmistir.
Stiziintii daha sonra diisiik basing altinda kuruyana kadar yogunlastirilmis ve kuru ekstre
%1 asetik asit iceren distile su ile yikanmistir. Elde edilen metanollii ekstreler apolar
kati fazli (C18U-S-500/6-Interchim, France) ekstraksiyon kartusu ile filtrelenmis ve %1
asetik asit igeren 5 ml su ile kosullandirilmistir. Saflastirilmis olan ekstreler tekrar
buharlastirilmis ve kuru kalintilar son hacim 1.5 mL olacak sekilde metanol i¢inde
¢cOziilmiistiir. Bu c¢alismada hiperisin ve psddohiperisin Ol¢limii i¢in, metanollii
ekstrelere dansilamid ilave edilmis ve i¢ standart olarak kullanilmistir. Ayn1 arastiricilar
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise fenolik iceriginin belirlenmesi i¢in toz haline
getirilmis ve liyofilize edilen bitki materyali (0.2-0.5g) ultrasonik banyoda 4 °C %80’lik
(h/h) metanolde 30 dakika ekstre edilmistir (Gadzovska vd., 2007). Toplam fenolik
igerigi 0.7 M NayCO3; ve Folin-Ciocalteau reaktiflerinin karisiminda metanol ile
ekstraksiyon yapilarak belirlenmistir. Ornekler 50 °C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra
sonra oda sicakliginda 5 dk sogutulmustur. Spektrofotometrik Ol¢iim 765 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde miktar1 hesaplamasinda katesin (0—10 mg

ml™) standart olarak kullanilmustir.

Gadzovska vd. (2007) yiiriittiikleri bir ¢calismada flavonol igerigini metanollii ekstreler
ile belirlemislerdir. Elde edilen ekstreler klorofil ve karetonoit pigmentlerini elimine
etmek i¢in, Sep paketi C18 kartuslarinda gecirilerek filtre edilmistir. Absorbansin

spektrofotometrik Ol¢timleri 360 nm'de yapilmistir. Diger bir calismada ise flavonol
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icerikleri 4-(Dimetilamino)-sinnamaldehit (DMACA) reaktifi ile metanollii ekstrelerde
belirlenmistir (Treutter vd. 1994). Seyreltilmis (1:10-1:100, h/h) ekstrelere DMACA
reaktifi eklenmistir. Karisimlar 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilikten sonra absorbans
637 nm'de Olcililmiistiir. Flavonollerin igerigi standart olarak (+)-katesin (0-20 pg ml‘l)
kullanilarak hesaplanmistir (Gadzovska vd. 2007).

Antosiyanin tayini i¢in Giusti ve Wrolstad (1999) tarafindan yapilan ¢alismada toz
haline getirilmis olan (0.2-0.5 g) bitki materyali 2 ml %]1°’lik HCI/CH3OH (15/85,
h/h)’de 4°C’de 60 dakika siireyle ultrasonik banyoda ekstre edildikten sonra 30 dakika
20.000 rpm’de santriflij edilmistir. Siipernatantin absorbanst 530 nm'de ol¢iilmiistiir.
Antosiyanin icerigi asidik metanolde siyaniirlii-3-glukozitin (€530 = 34300 M cm™)
molar kullanilarak hesaplanmistir (Giusti and Wrolstad 1999; Gadzovska vd. 2007).

Gadzovska vd. (2005) tarafindan yapilan calismada hiperisin ve psodohiperisin
bilesikleri Yiiksek Performansl Sivi kromatografisi yontemi ile belirlenmistir. iki farkl
¢Oziici karisimindan olusan gradient sistem mobil faz olarak kullanilmigtir
(Piperopoulos vd. (1997). Mobil faz A: trietilamonyum asetat tamponu (0.01 M) ile pH
7.0’ye ayarlanmis su ve B: metanol ve asetonitril (5:4, h/h) karsimindan olusmustur.
Analizler, 20 ul enjeksiyon hacminde uygulanmis, 1.5 ml/dk akis hiz1 ile gradient
program uygulanmustir; %40 A ve %60 B (0-3 dk), %8 A ve %92 B (4-9 dk), %0 A ve
%100 B (10 dk) ile baslatilmistir. Toplam analiz siiresi 10 dakika olarak belirlenmistir.
Dansilamid, psddohiperisin ve hiperisin i¢in alikonma siiresi degerleri (Rt) sirasiyla

1.98, 7.18 ve 8.38 dk olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismada ¢ farkli Hypericum tiiri materyal olarak kullanilmigtir. Hypericum
perforatum L. tiiriniin toprak iistli kisimlar1 ve tohumlar1 Samsun Ballica mevkiinden
toplanirken, Hypericum pruinatum Boiss & Bal. tiiriiniin toprak tstii kisimlart ve
tohumlar1 ise Amasya ilinin Gimishacikdy beldesinden toplanmistir. Hypericum
heterophyllum Vent. tiiriiniin toprak istii kisimlart ve tohumlar1 ise Yozgat Bozok
Universitesi Kampiisiinden temin edilmistir (Sekil 3.1). Herbaryum numaralari;
Hypericum heterophyllum Selguk Universitesi Herbaryumu 28030, On dokuz Mayis
Universitesi, H. perforatum OMUZF # 61, H. pruinatum OMUZF # 107, olarak

belirtilmistir.

Sekil 3.1 H. heterophyllum Vent, H. perforatum L., H. pruinatum Boiss&Bal., tiirlerinin dogadaki
gorselleri
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3.2 Yontem

3.2.1 Doku kiiltiirii calismalar:

3.2.1.1 Tohum sterilizasyonu

H. perforatum, H. heterophyllum ve H. pruinatum tiirlerine ait tohumlar (100 tane)
oncelikle akan su altinda 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra tohumlar %70 ‘lik etanol
de 1 dakika, sirasiyla %5, %10 ve % 15’lik ticari camasir suyunda (Domestos, %4,6
Klor) 5’er dakika bekletilerek steril edilmistir. Sterilizasyon islemini takiben 3 kez steril
su ile durulanan tohumlar filtre kagidinda kurutulduktan sonra ¢imlendirme igin
hazirlanan besin ortamlarina aktarilmistir. Tim doku kiiltiirii ¢alismalar1 steril kabin

icerisinde yapilmistir.

3.2.1.2 On muamele ve ¢cimlendirme

Tohum sterilizasyonundan sonra besin ortamina alinan ve dormansi oldugu tespit edilen
H. heterophyllum ve H. pruinatum tiirlerinde farkli 6n muamele uygulamalar
yapilmistir (Cizelge 3.1). On muamele uygulamas: ile H. heterophyllum ve H.
pruinatum tohumlar1 24 saat +4°C’de, 1,5 mg/L GAs 1,5 mg/L GA;3 ile %37’lik HCI ve
%37’lik HCI soliisyonlarinda bekletilmistir. 24 saat sonunda, %15’lik ticari camasir
suyu ile 5 dakika steril edilen tohumlar ii¢ kez steril su ile yikanmistir. Steril filtre

kagidinda kurutulduktan sonra besin ortamina aktarilmistir (Camas ve Caliskan, 2011).

Cizelge 3.1 Dormansi oldugu tespit edilen H. heterophyllum ve H. pruinatum tohumlari igin yapilan 6n
muamele uygulamalar1

Siire/Sicakhk | Uygulamalar

1.1,5 mg/L GA;
24 saat(+4°C) | 2. 1,5 mg/L GA; ve %37’lik HCI

3. %37’lik HCI
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On muamele ile 1,5 mg/L GAj igeren soliisyonda bekletilen tohumlarda ¢imlenme
orani, diger uygulamalara gore daha yiiksek olmustur. Giberellik asidin etkisini artirmak
amaciyla bekleme siiresi 48 saate ¢ikarilmistir. 1,5 mg/L GAsigeren soliisyonda 48 saat
bekletilen, %15°lik ticari ¢amasir suyu ile 5 dakika steril edilen tohumlar, ii¢ kez steril
su ile yikanmustir. Steril filtre kdgidinda kurutulduktan sonra her bir tiirden 15’er tohum,
bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen ve 1 mg/L giberellik asit igeren iki farkli besin

ortamina ekilmistir.

3.2.1.3 Besin ortamu ve Kiiltiir kosullar:

MS (Murashige ve Skoog’s, 1962) mineral tuzlart ve Gamborg B5 vitaminlerini iceren
ortam ile LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) olmak tizere iki farkli temel besin ortami
kullanilmistir (Cizelge 3.2). Ayrica temel besin ortamlarina %3 seker ve %0.6 agar ilave
edimistir. Besin ortaminin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCIl kullanilarak 5.8’e
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda, 121°C’de 20 dakika tutularak steril
edilmistir. Tiim kiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik
fotoperiyotta 2542 °C sicaklikta tutulmustur. Biiylimeyi diizenleyiciler uygun
¢oziiclilerde ¢ozildiikten sonra, steril saf su ile istenilen miktarda ve oranda stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Biiylimeyi diizenleyiciler, besin ortamlarina otoklavda steril
edildikten sonra ilave edilmistir. Kullanilan biiylime diizenleyiciler, ¢dziinme ortamlari

ve saklanma kosullar ¢izelge 3.3°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Kullanilan MS, Gamborg BS ve LS temel besin ortamlarimin igerigi

Bilesikler MS(mg/L) Gamborg LS(mg/L)
B5(mg/L)
Mikro Besin | CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025
Elementleri CuS0O,4.5H,0 0.025 0.025 0.025
FeNaEDTA 36.70 36.70 36.70
HsBO; 6.20 3.00 6.20
Kl 0.83 0.75 0.83
MnS0O,4.H,0 16.90 10.00 16.90
Na,M00,.2H,0 0.25 0.25 0.25
ZnS0,.7H,0 8.60 2.00 8.60
Makro Besin | CaCl, 332.02 113.23 332.02
Elementleri KH,PO, 170.00 - 170.00
KNO; 1900.00 2500.00 1900.00
MgSOQO, 180.54 121.56 180.54
NH;NO; 1650.00 - 1650.00
NaH,PQO, - 130.44 -
(NH,),S0, - 134.00 -
Vitaminler Myo-Inositol 100.00 100.00 100.00
Thiamin-HCI 0.10 10.00 0.40
Nicotinic Acid 0.50 1.00 -
Pyridoxine-HCl 0.50 1.00 -
Glycine 2.00 - -
Cizelge 3.3 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri ve ¢oziiciileri
Biiyiime Coziicii Saklama
Diizenleyecileri sicakhigi( °C)
Giberellik Asit 1IN NaOH +4
(GAs)
Oksinler
IBA 1N NaOH +4
NAA 1N NaOH +4
2,4-D Etanol +4
Picloram Etanol +4
Sitokininler
TDZ 1N NaOH +4
BAP 1N NaOH +4

33




3.2.1.4 Eksplant hazirlama

In vitro ¢imlendirme ortamina alinan tohumlardan gelisen steril fideler 20-30 mm
uzunluga ulastiginda bunlardan alinan koltukalt1 ve yaprak parcalari, siirgiin ve kallus
olusumunda eksplant olarak kullanilmistir. H. perforatum ve H. heterophyllum
tiirlerinde yapilan arastirmalarda steril bitkiciklerden alinan koltukalt1 eksplantinin
baslangi¢ materyali olarak kullanildigi bildirilmistir (Cellarova, 2011). H. pruinatum
tiiriinde ise doku kiiltiirii ¢alismalart daha 6nce yapilmadigr icin kok, yaprak, koltukalt:

ve hipokotil kisimlar1 baglangi¢ eksplanti olarak kullanilmastir.

3.2.1.5 Siirgiin ve kallus olusturma ortamlari

Siirgiin ve kallus olusumunda temel besin ortamlarina farkli oranlarda oksin ve sitokinin
ilave edilmistir. Siirgiin olusumu i¢in 6-benzilaminopiirin (BAP) ve oa-naftalenasetik
asit (NAA)’in farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 kullanilmistir. Kallus
olusumunda ise besin ortamlarina farkli oranlarda 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D),
thidiazuron (TDZ) ve indole-3-butrik asit (IBA) ilave edilmistir. Kullanilan bitki

biiylime diizenleyici oranlar1 ¢izelge 3.4’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4 Calismalarda kullanilan Bitki Biiylime Diizenleyicileri (BBD) ve miktarlari

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L)
001 p1 02 25 05 075 10 |15 RO 3.0
BAP + +
NAA + + +
TDZ + + + + +
IBA + + + + + +
IAA + + +
2,4-D + + +
PICL + + +
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3.2.1.6 Elde edilen siirgiinlerin koklendirmesi ve dis sartlara alistirilmasi

Rejenere olan siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 1 veya 1.5 mg/L IBA kullanilmistir.
Kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta ve
2542 °C sicaklikta tutulmustur. Rejenerasyon sonucu yaklasik 10-15 cm boylarina
ulasan bitkiler kiiltiir kaplarindan ¢ikartilarak koklerindeki agar kalintilart musluk suyu
altinda yikanmis ve koklere zarar vermeden uzaklastirlmistir. Bitkiler daha sonra
hazirlanmis olan torf-perlit adaptasyon topragina aktarilmigtir. Topraga aktarilan
bitkilerin nem kaybin1 engellemek amaciyla iki hafta siire ile {istli kapali tutulmustur.
Daha sonra kademeli olarak nemli ortama maruz birakilmis ve sera ortaminda dis

sartlara aligtirma caligmalar1 yapilmustir.

3.2.1.7 Elisitor uygulamalari

Elisitor olarak absisik asit ve salisilik asit kullanilmistir. Absisik asit ve salisilik asidin 1
mg/L stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. LS ve B5 vitaminleri igeren besin ortamina ayri
ayr1 0.01 mg/L, 0.05 mg/L ve 0.1 mg/L olarak ilave edilmistir. Ug farkli doz ve kontrol
grubu olmak iizere in vitro sartlarda koklendirilmis bitkiciklere ve kalluslara elisitor

uygulamalar1 yapilmistir.

3.2.2 Liyofilizasyon

Liyofilizasyon (freez dry), maddenin kurutulmasi i¢in siiblimasyon adi verilen bir
siirecten gecen koruma teknigidir. Uriinlerin i¢inde bulunan su ilk olarak dondurulmakta
ve dondurulmus halde iken siiblimasyonla su uzaklastirilmaktadir. Siiblimasyon,
maddenin sivi faz kismi atlanarak, buzun erimesine imkan vermeden, maddenin
kati(buz) halden gaz(su buhari) haline gecisi olarak tanimlanmaktadir. Buz haline
gelmis olan su, diisiik basingta ve hafif sicaklik artiglarinda dogrudan buharlasmaktadir.

Boylece yiiksek sicakliklara gerek kalmadan istenilen kuruma elde edilmektedir.

H. perforatum, H. pruinatum ve H. heteropyhllum tiirlerinin in vitro drnekleri ependorf

tiiplerin igerisine yerlestirilerek, -53°C’de 24 saat bekletilerek liyofilize (Thermo, Heto
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Power Dry LL3300,Cek Cumhuriyeti) edilmistir. Ornekler 6ncelikle dondurulmus,
sonra igerisindeki su siiblimasyonla uzaklastirilmigtir. Boylelikle 6rneklerin molekiiler
ve hiicre yapisinda bir degisiklik olmasi onlenmektedir

(http://www.techmech.com.tr/tr/freez_dry_teknolojisi/Liyofilizasyon_freez_dry Nedir).

Sekil 3.2 Liyofilize edilen in vitro 6rnekler

3.2.3 Ekstraksiyon

H. perforatum, H. pruinatum ve H. heteropyhllum tiirlerine ait dogadan toplanan, sera
kosullarinda yetistirilen, aklimitize edilen ve in vitro’dan elde edilen orneklerlerden
20’ser mg tartilarak homojenize edilmistir. Bu 6rneklere 2 ml %80°lik metanol (Merck
106009) eklenip vorteks edilmistir. Daha sonra 6rnekler 15 dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim ekstre
olarak analizlerde kullanilmistir (Gadzovska vd. 2005).
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Sekil 3.3 Ekstraksiyon agsamalar1

3.2.4 Antioksidan Calismalari

3.2.4.1 Toplam Fenolik iceriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik (TF) igerigi Folin-Ciocalteau ayiract yontemi kullanilarak yapilmistir
(Singleton ve Rossi, 1965). SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices
Corp., Sunnyvale, CA) cihazinda SoftMax Pro (v. 5.4.1) yazilmi kullanilmistir.
Spektrofotometrik analiz i¢in Folin-Ciocalteau ayiraci ve 0.7 M Na,CO3 ¢oziiciileri ile
96’lik plakalarda karisim hazirlanmistir. Plakalara 120 pl Na,CO3 (0.7 M), 150 pl Folin-
Ciocalteau ayiraci (CarloErba Reagenti, Rodanao, Italy), 25 ul %80°lik metanol ve 5 pl
metanolik ekstre eklenmistir. Okumalar ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Kontrol olarak
%80’1lik metanol ¢oziiciisii ve standart olarak 0.5 mg/ml gallik asit kullanilmistir.
Hazirlanan plakalar oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra 765 nm’de absorbanslari

Olclilmiistiir.

3.2.4.2 DPPH Radikal Kovucu Aktivitesinin Belirlenmesi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrolhidrazil-Sigma D9132) aktivitesi Brand-Williams vd. (1995)
metoduna uyarlanarak yapilmistir. 10 mg DPPH 100 ml metanol igerisinde
¢ozdiiriilmiistiir. 96’11k plakalarda 10 pl ekstre {izerine 290 ul DPPH ilave edilmistir.
Standart olarak trolox kullanilmis olup, 10 mg trolox 40 ml (1 nM/ul) metanolde
¢ozlinduriilmiistir. SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices Corp.,
Sunnyvale, CA) cihazinda SoftMax Pro (v. 5.4.1) yazilim1 kullanilmistir. Okumalar ii¢

tekrarli yapilmistir. Kontrol olarak, %80’lik metanol ¢oziiciisii kullanilmistir. Ornekler
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10 dk karanlikta bekletildikten sonra, 518 nm’de 10 dk spektrofotometrik analiz
yapilmustir.

3.2.5 YPSK (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi) Analizi

Bu calismada ti¢ farkli Hypericum tiiriiniin dogadan toplanan, sera kosullarinda
yetistirilen bitkilerin ¢igek, yaprak, govde ve toprak iistii kisimlari ile in vitro 6rneklerin
icerdigi bilesikler YPSK yontemi ile belirlenmistir. Hypericum bitkisininde bulunan
hiperisin, psddohiperisin, hiperforin, rutin, klorojenik asit, luteolin, kersetin, kersitrin,
katesin, amentoflavon, ferulik asit, kemferol, apigenin, hiperozit bilesikleri analiz

edilmistir.

Ekstreler 0,45 pum’lik filtrelerden siiziilmiis ve viallere alinmistir. YPSK analizinde
hiperisin, hiperforin ve diger fenolik bilesikler i¢in en uygun ¢oziiciilerin su, fosforik

asit, asetonitril ve metanol oldugu belirlenmistir (Brolis vd. 1998).

Cihazin Ozellikleri: YPSK analizleri Agilent 1260 G1315 DAD cihazi ile yapilmistir.

Cihazin 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Kolon: ACE 5, C18 (250 x 4,6 mm; 5 um partikiil biiytikliigii)

Standartlar icin Calisma Kosullari:

Coziicii: Metanol (Standart maddeler ve ekstreler metanol ile ¢6ziilerek hazirlanmistir)
Dedektor dalga boyu: Psodohiperisin ve Hiperisin i¢in 590 nm

Hiperforin i¢in 275 nm

Diger Fenolik Bilesikler i¢in 210, 254, 328, 330 nm

Akis mzi: 1 ml/dak

Kolon sicakhigi: 30°C

Enjeksiyon hacmi: 10 pl

Kullanilan ¢oziiciiler: Metanol (Isolab- 947.047), Asetonitril (Isolab- 901.037),

Fosforik asit (Merck), ultra saf su (Milli-Q). Kullanilan tiim ¢oziiciiler YPSK i¢in uygun

saflikta kullanilmstir.
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Standart maddeler: Psddohiperisin 1 mg (Sigma- H9416)
Hiperisin 1 mg ( Sigma- 56690)

Hiperforin 250 ug (Sigma- H5160)

Klorojenik asit 250 mg (Sigma- C3878)

Rutin 50 g (Sigma- R5143)

Hiperozit 25 mg (Kersetin-3-D-galaktozit) (Sigma 83388)
Kersitrin 10 mg (Kersetin-3-O-ramnozit) (Sigma Q3001)
Kemferol 25 mg (Sigma 60010)

Kersetin 10 g (Sigma Q4951)

Amentoflavon 5 mg (I3°, II8 Biapigenin) (Sigma 40584)
Apigenin 25 mg (Sigma 10798)

Luteolin 25 mg (Sigma 03880590)

Katesin 100 g (Sigma G7384)

Ferulik Asit 25 mg (Sigma 1270311)

Metot: Cizelge 3.5°de verilen gradient yontem kullanilmistir (Brolis vd. 1998).
Hareketli Faz A: Fosforik asit / Su ( 3:1000 V/V)
Hareketli Faz B: Fosforik asit / Asetonitril ( 1:1000 V/V)
Hareketli Faz C: Metanol (0/1000 V/V)

Cizelge 3.5 Hypericum tiirleri i¢in YPSK’da kullanilan gradient yontemi

Zaman (dk) | Hareketli Faz A | Hareketli Faz B | Hareketli Faz C
(% viv) (% viv) (% viv)
0-10 100 0 0
10 85 15 0
30 70 20 10
40 10 75 15
55 5 80 15
56 100 0 0
65 100 0 0
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3.2.6 Istatistiksel Analizler

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus olup, her bir tekerriirde 10 eksplantin kiiltiire alindigir 100x10 mm’lik petri
kutular1 kullanilmigtir. Calismadan elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS for
Windows” programi ile tesadiif parselleri deneme desenine gore analiz edilmistir.
Uygulama ortalamalari Duncan testi ile karsilastirilmistir. Yiizde degerleri istatistik
analizi yapilmadan Once “arcsin transformasyon”una tabi tutulmustur (Snedecor ve

Cochran 1967).

40



4. BULGULAR

4.1 Doku Kiiltiirii Calismalar:

4.1.1 Hypericum tohumlarinin ¢imlendirilmesi

Hypericum tiirlerine ait tohumlarin farkli besin ortamlarinda ¢imlenme oranlarini
artirmak i¢in yiizey sterilizasyonda degisik ¢amasir suyu oranlar1 ve 6n muameleler
uygulanmistir. Tohumlarin kiiltiire alindig1 besin ortamlarinda tohum ¢imlenmesi kiiltiir
baslangicindan 3 giin giin sonra baslamistir. Tiim denemelerde ¢imlenme oranlarinin
belirlenmesiyle ilgili sayimlar tohumlarin besin ortamlarina ekilmesinden 21 giin sonra

yapilmistir.

Camasir suyu ile yiizey sterilizasyonun etkisi

Ticari camasir suyunun % 5, % 10 ve % 15’lik oranlariyla ylizey sterilizasyona tabi
yapilan Hypericum tohumlart MSO ve MSBS5 besin ortamlarinda ¢imlendirilmistir.
Sekil 4.1°de tohumlarin besin ortamina alindiktan 15 giin sonraki ¢imlenme goriintiileri
verilmistir. Ayni sterilizasyon yontemi uygulanan H. pruinatum tiirlinde sonug
almamamistir. Tohumlarinda dormansi oldugu tespit edilen H. pruinatum tiiri ile
¢imlenme oranlar1 diisiik olan H. heterophyllum tiirlerinde daha sonra 6n muamele

uygulanmigtir.
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Sekil 4.1 H. perforatum (a) ve H. heterophyllum (b) tohumlarinin ¢amagir suyu ile yiizey
sterilizasyonundan sonra MSBS5 besin ortaminda ¢imlendirilmesi

Cizelge 4.1°de H. perforatum ve H. heterophyllum tohumlarinin % 5, % 10 ve % 15’lik
camasir suyu ile ylizey sterilizasyonundan sonra ¢imlenme sonuglarina ait varyans
analizi verilmistir. H. perforatum tiiriinde farkli oranlardaki ¢amasir suyunun MSBS5
besin ortamda ¢imlenme oranina etkisi 0.01 diizeyinde, MSO ortaminda ise 0.05
diizeyinde onemli oldugu tespit edilmistir. Sterilizasyon oranlar ile tiirler arasindaki
etkilesim de 0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. Diger taraftan H. heterophyllum
tiriinde ylizey sterilizasyon uygulamalarinin her iki besin ortamindaki etkisi 0.05
diizeyinde Onemli bulunmustur. Sterilizasyon uygulamalar1 ile tiirler arasindaki

interaksiyonun ise 0.01 diizeyinde énemli oldugu belirlenmistir

Cizelge 4.1 Farkli oranlarda ¢amagir suyu ile yiizey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum
tohumlarinin MSO ve MSBS5 besin ortamlarinda ¢imlenmesine etkisine ait varyans analizi

V. K. SD | H. perforatum H. heterophyllum
MSO MSB5 MSO MSB5
KO F KO F KO F KO F

Camagir | 2 107.9 5.75* 709.6 | 15.7** 118.4 5.72* 1511 14.2*
suyu

C.suyu |3 7748.4 | 412.543 | 18174 | 402.307* | 7649.64 | 369.624* | 7288.9 | 685.373*

*Tiir 8 bl .03 * * 4 *
Hata 6 112.69 271.0 124.175 63.810
3 47
Genel 11
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli
**0.01 diizeyinde 6nemli
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Farkli oranlardaki ¢amasir suyu ile ylizey sterilizasyonun H. perforatum ve H.
heterophyllum tohumlarin ¢imlenmesine etkisine ait Duncan testi sonuglar1 Cizelge
4.2°de verilmistir. H. perforatum tiirinde MSO besin ortamda en yiiksek ¢imlenme
orani (%70) %5’lik camasir suyuyla sterilizasyondan sonra elde edilmistir. Diger
taraftan H. perforatum tohumlarinin MSBS5 besin ortaminda en yiiksek ¢imlenme
oranlar sirastyla %99.3 ve %98.7 ile %15 ve %10’luk ¢amasir suyu uygulamasindan
sonra elde edilmistir. H. heterophyllum tiiriinde ise en yiiksek ¢imlenme orani %70 ile
%15’lik camasir suyu uygulamasindan sonra MSB5 besin ortaminda meydana gelmistir.
Ayni sekilde MSO besin ortaminda da %10 ve %15’lik ¢amasir suyu uygulamalarinda
da yiiksek oranlarda ¢imlenme elde edilmistir. Kullanilan her iki tiirden elde edilen
sonuglar birlikte degerlendirildiginde ¢imlenmenin MSBS ortaminda daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.2 Farkli oranlarda ¢amasir suyu ile yiizey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum
tohumlarinin MSO ve MSBS5 besin ortamlarinda ¢imlenmesine etkisi

Cimlenme Orani (%)
Camasir suyu H. perforatum H. heterophyllum
o,
oranlacii(ge) MSO MSB5 MSO MSB5
5 70.0a 73.3b 46.7b 46.7h
10 58.3b 98.7a 63.3a 53.3b
15 50.0c 99.3a 66.7a 70.0a

Aynt stitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

g 100

s 80

%)

g 60

§ 40

S 20

o 0
S N R o N R
&7 &7 % \{Z«\/ &7 &

Q;Q QQ@ «2»Q & «2? «25\

Camasir suyu uygulamalari
EMSO ®MS+B5

Sekil 4.2 Farkli oranlarda ¢amagsir suyu ile yiizey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum
tohumlarinin MSO ve MSBS besin ortamlarinda ¢imlenmesine etkisi
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On muamelenin etkisi

Yiizey sterilizasyon uygulamasindan sonra yiliksek oranda ¢imlenme gostermeyen H.
heterophyllum ile g¢imlenmeyen H. pruinatum tohumlarinda dormansi oldugu
diistiniilmiis ve tohumlara 6n muamele islemi uygulanmistir. Bu tiirlerin tohumlar1 4
°C’de ve 24 saat siireyle 1,5 mg/L GA3, %37’lik HCI veya 1,5 mg/L GA3 + %37°1lik HCI1
iceren soliisyonda ©n muameleye tabi tutulduktan sonra ylizey sterilizasyonu yapilarak
(%15°lik ¢amasir suyu) MSO veya MSBS5 ortamlarinda ¢imlendirmeye almmistir. On
muamele igleminde tek basina 1,5 mg/L. GAz uygulamas her iki tiirde de olumlu sonug
vermis olup, bu uygulama ile H. pruinatum tohumlarinda %25, H. heterophyllum
tohumlarinda ise %38 oraninda ¢imlenme meydana gelmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

HCl igeren diger 6n muamelelerde ise tohumlarda ¢imlenme olmamustir.

H. pruinatum

=

£ 30%

=)

GE-» 20%

E_, 10%

£ 0%

4 MS0 MS+B5

On muamele uygulamalar:

EGA; EHCI mGA;+HCI

Sekil 4.3 Yirmi dort saat siireyle farkli 6n muamelelerin H. pruinatum tohumlarinin MSO ve MSB5 besin
ortamlarinda ¢imlenmesine etkisi

H_ heterophyilum

z
= 40%

=

g

o 20%

& A 4
£ 0%

iE‘ GA; HCI GAz+HCI
o

On muamele uygulamalar

= MSO0 = MS+B5

Sekil 4.4 Yirmi dort saat siireyle farkli 6n muamelelerin H. heterophyllum tohumlarinin MSO ve MSB5
besin ortamlarinda ¢imlenmesine etkisi
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Tohumlarin GAj3 ile 24 saat siireyle 6n muamelesinden olumlu sonuglarin alinmasi
neticesinde, 1,5 mg/L GAj; ile 6n muamele siiresi 48 saate ¢ikartilarak denemeler
tekrarlanmistir. Ayrica ¢imlenmede kullanilan MS ve LS ortamlarma 1,5 mg/L GA3z

ilavesi de yapilmistir. GA3 uygulamasi ve muamele siiresinin uzatilmasi ile her iki tiirde

de ¢imlenme oranlarint 6nemli oranda yiikselmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 GA; ile 48 saat 6n muamele edilen H. heterophyllum (a) ve H. pruinatum (b) tohumlarinin GA3
igeren MS besin ortaminda ¢imlenmesi

Cizelge 4.3’de 1,5 mg/L GA; ile 48 saat 6n muamelenin H. pruinatum ve H.
heterophyllum’un tohumlarinin ¢imlenme oranlarina etkisine ait varyans analizi
verilmistir. Cizelge’den de goriildiigii gibi, GA3 ile yapilan 6n muamele, H. pruinatum
tohumlarinin in vitro ¢imlenmesine 0.01 diizeyinde 6nemli bir etki yapmistir. Aym
tirde, 6n muamele ile tiir interaksiyonu da 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. H.
heterophyllum tohumlarinin GAjile n muamele uygulamasi ise 0.05 diizeyinde dnemli
bir etki goOstermistir. Tir ile 6n muamele etkilesimi ise 0.01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Gozlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.3 GA3 ile 48 saat 6n muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarinin farkli besin
ortamlarinda ¢imlenmesine etkisine ait varyans analizi

V.K. S.D. H. pruinatum H. heterophyllum
K.O F K.O F

On muamele 3 393.4 23.96** 984.9 39.62*

On muamele*tiir 4 9102.464 554.260** 9930.007 399.418**

Hata 8 131.382 198.889

Toplam 15

*0.05 diizeyinde 6nemli
**0.01 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6’da goriildiigii gibi H. pruinatum tohumlarmin GA3; ile 48 saat
on muameleden sonra GAjz iceren MS besin ortaminda ¢imlenme orani %86.7 olup,
istatistiksel olarak diger uygulamalarla arasindaki fark O6nemli bulunmustur. H.
heterophyllum tiiriinde ise en yiiksek ¢imlenme orani %86.7 ile MSO besin ortamindan
elde edilirken, GA3 iceren MS besin ortamindan elde edilen sonugla arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli olmamistir. Elde edilen sonuglara gére MS H. heterophyllum
tirlinde besin ortamma GAj ilavesi ¢imlenme oranimi etkilemezken, H. pruinatum
tiiriinde GA3 ilavesi ¢imlenme oranini énemli dlgiide artirmistir. Ote yandan, kullanilan

LS ortaminda ¢imlenme oranlari oldukca diisiik kalmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 GA3 ile 48 saat 6n muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarinin farkli besin
ortamlarinda ¢imlenmesine etkisi

Tiirler Besin Ortamlar:

MSO0 MSB5 MS+ GA; LS+ GA;
H. pruinatum 71.7b 50.0c 86.7a 50c
H. heterophyllum 86.7a 66.7b 85.0a 25¢

Ayni satirdaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

MS+B5 MS+GA; LS+GA;
Besin ortamlari

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Cimlenme oranlari

& H.pruinatum  ®H.heterophyllum

Sekil 4.6 GA; ile 48 saat on muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarinin farkli besin
ortamlarinda ¢gimlenmesine etkisi
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4.1.2 Kallus olusumu

2.4-D ve pikloramin etkisi

In vitro sartlarda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen steril bitkicigin koltukalti
kisimlar1 kallus olusumunda baslangi¢ eksplanti olarak kullanilmigtir. H. perforatum’un
koltukalt1 meristemlerinden farkli oranlarda 2,4-D (0.5, 1, 2 mg/L) ve pikloram (0.5, 1,
2 mg/L) iceren MS besin ortamlarinda 60 giin sonunda olusan kalluslar Sekil 4.7°de
gosterilmistir. 0.5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda elde edilen kalluslarin
kahverengi-yesil renklerde, sert ve kiigiik yapiya sahip oldugu gozlenirken, 1 mg/L 2,4-
D igeren MS besin ortaminda biiyliyen kalluslarin sert ve yesil renkte oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan, 2 mg/L 2,4-D igeren besin ortaminda ise sari-kahverengi
renklerde, sert kalluslar elde edilmistir. Pikloramin 0.5 ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda
sonug alinamamistir. MS besin ortamina 2 mg/L pikloram ilave edildiginde ise gelisen
kalluslarin sert ve kahverengi bir yapida oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu
denemelerde canli, yesil ve kirilgan kalluslar elde edilemedigi i¢in, oksin tiirevi olan

2,4-D ve pikloram biiyiime diizenleyicilerinin H. perforatum tiiriinde kallus olusumunda

tek basina yeterli olmadig1 sonucuna varilmstir.

Sekil 4.7 H. perforatum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda 2,4-D ve Pikloram i¢eren MS
besin ortamlarinda 60 giin sonra kallus olusumu a: 0.5 mg/L 2,4-D, b:1 mg/L 2,4-D, c: 2 mg/L
2,4-D, d: 2 mg/L Pikloram
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H. pruinatum tiirinde 2,4-D ve pikloram ile yapilan uygulamalarda sonug elde
edilememistir (Sekil 4.8). Ug¢ farkli 2,4-D konsantrasyonu ile inkiibe edilen
H.pruinatum koltukalti eksplantlarindan kiiciik, kahverengi ve az gelismis yapida
kalluslar elde edilmistir. Benzer sekilde pikloram iceren besin ortamlarinda gelisme

olmamustir.

Sekil 4.8 H. pruinatum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda 2,4-D iceren MS besin
ortamlarinda 60 giin sonra kallus olusumu a: 0.5 mg/L 2,4-D, b: 1 mg/L 2,4-D, c: 2 mg/L 2,4-
D

H. heterophyllum’un koltukalti meristemlerinden, 2,4-D ve pikloram igeren MS besin
ortamlarinda elde edilen kalluslarin gelisim durumlar1 Sekil 4.9’da gosterilmistir. 1
mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda kahverengi ve az gelismis kalluslar elde
edilirken, 0.5 ve 2 mg/L 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu
gozlenmemistir. Ayni sekilde 0.5 ve 1 mg/L pikloram igeren MS besin ortaminda
gelisme olmazken, 2 mg/L pikloram igeren ortamda kahverengi ve az geligmis kalluslar
olusmustur. Pikloram ve 2,4-D hormonlari ile tez ¢alimasinda yer alan ii¢ Hypericum
tiriinde beklenilen sonuclar elde edilemedignden dolay: farklu biiylime diizenleyicileri

ve besin ortamlarinin kullanimina gidilmistir.

Sekil 4.9 H. heterophyllum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda 2,4-D ve pikloram i¢eren MS
besin ortamlarinda 60 giin sonunda olusan kalluslar a:1 mg/L 2,4-D b: 0.5 mg/L pikloram c: 2
mg/L pikloram
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TDZ ve IBA’in etkisi

Farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin ortamlarinda Hypericum tiirlerinin koltuk
alt1 meristemlerinden kiiltiir baglangicindan 60 giin sonra olusan kallus olusum oranina
ait varyans analizi Cizelge 4.5’te verilmistir. H. perforatum tiirtinde kallus olusum orani
istatistiksel olarak onemsiz, ortam interaksiyonu ise 0.05 oraninda 6nemli bulunmustur.
H. heterophyllum tiiriinde ise kallus olusum orani ve ortamla etkilesimi 0.01 diizeyinde
olup, istatistiksel agidan Onemli bir sonug¢ elde edilmistir (Cizelge 4.5). Gozlenen
farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da

verilmigtir.

Cizelge 4.5 Farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alti
meristemlerinden kiiltlir baglangicindan 60 giin sonra kallus olusumuna etkisine ait varyans

analizi

V.K. SD | Kallus Olusum Oram (%)

H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum

KO F KO F KO F
Ortamlar | 4 2.525 .826 4.500 1.250 59.707 28.831**
Ort*Tiir 5 101.200 29.765* 15.600 | 4.333 268.104 129.462**
Hata 10 | 34.000 36.000 24.851
Genel 19
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli
**0.01 diizeyinde 6nemli

LS besin ortamina ilave edilen TDZ ve IBA’nin kallus olusumuna etkisi tiirlere goére
farklilik gostermistir (Cizelge 4.6). H. perforatum tiiriinde en yiiksek oranda kallus
olusumu %73.3 ile 0.25 mg/L TDZ ve 0.75 mg/L IBA iceren LS ortamindan elde
edilmis olup, diger uygulamalarla arasindaki fark ta istatiksel olarak 6nemli
bulunmustur. Genel olarak kullanilan tiim ortamlarda H. perforatum eksplantlarindan
geligen kalluslarin yapisinin sert ve kiiciik oldugu, bazilarinda kararma meydana geldigi
belirlenmistir. Ayrica, kallus tizerinde olusan adventif siirgiinlerin u¢ kisimlarinda siyah

bezelerin varligi da tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Cizelge 4.6 Farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alti
meristemlerinden kiiltlir baslangicindan 60 giin sonra kallus olusumuna etkisi

Biiyiime Kallus olusum orani (%)
diizenleyicileri
(mg/L)
TDZ | IBA H. Kallus H. Kallus H. Kallus
perforatum | yapisi ve pruinatum | yapisi ve heterophyllum | yapisi
rengi rengi Ve rengi
0.1 1- 60.0aAB Yesil, az 0.0b Gelisme 0.0bC Gelisme
gelismis yok yok
0.25 | 0.75 73.3aA Yesil, az 16.7bA Kararmig 70.0aA Sert,
gelismis yapida ve kararmis
az yapida
gelismis
0.5 0.5 56.7bB Yesil, az 26.7cA Yesil, az 73.3aA Yesil ve
gelismis gelismis canli
yapida
0.75 | 0.25 46.7aB Sert, az 30.0bA Yesil, az 46.7aB Sert ve
gelismis gelismis kiigiik
yapida
1 0.1 50.0aB Sert ve 26.7bA Yesil, az 36.7abB Yesil, az
kararmis gelismis gelismis
yapida

Aynt siitunda farkli biiylik harfler ve ayni satirda farkli kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.10 H. perforatum’un koltukaltt meristemlerinden farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin
ortamlarinda 60 giin sonra kallus olusumu. a: 0.1 mg/L TDZ ve 1 mg/L IBA, b: 0.25 mg/L
TDZ ve 0.75 mg/L IBA- Isaretle gosterilen bdlgelerde siyah beze varlig1 tespit edilmistir c: 0.5
mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA, d: 0.75 mg/L TDZ ve 0.25 mg/L IBA, e: 1 mg/L TDZ ve 0.1
mg/L IBA igeren besin ortamlari
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H. pruinatum tiirtinde kallus olusum orani %30 ile en yiiksek 0.75 mg/L TDZ ve 0.25
mg/L IBA ilave edilen besin ortamindan elde edilirken, diger ortamlarla arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.6). Elde edilen kalluslarin kiigiik,
sert, kararmig ve az gelismis yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 H. pruinatum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin
ortamlarinda 60 giin sonra kallus olusumu. a: 0.25 mg/L TDZ ve 0.75 mg/L IBA, b: 0.5 mg/L
TDZ ve 0.5 mg/L IBA, c¢: 0.75 mg/L TDZ ve 0.25 mg/L IBA, d: 1 mg/L TDZ ve 0.1 mg/L IBA

H. heterophyllum tiirinde ise kallus olusum orani en yiiksek (%73.3) olarak belirlenmis
ve 0.5 mg/L TDZ ile 0.5 mg/L IBA iceren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica bu
grupla 0.25 mg/L TDZ ve 0.75 mg/L IBA igeren grup arasinda istatistiki olarak fark
olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Ancak, 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA besin
ortaminda olusan kallus yapisinin daha canli, kirilgan, yesil renkte oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 H. heterophyllum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda TDZ ve IBA igeren LS besin
ortamlarinda 60 giin sonra kallus olusumu. a: 0.1 mg/L TDZ ve 1 mg/L IBA, b: 0.25 mg/L
TDZ ve 0.75 mg/L IBA, c: 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA, d: 0.75 mg/L TDZ ve TDZ ve
0.25 mg/L IBA, e: 1 mg/L TDZ ve 0.1 mg/L IBA igeren besin ortamlari

H. heterophyllum’un 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA igeren LS besin ortaminda elde
edilen kalluslar1 60 giiniin sonra alt kiiltiire alinmigtir. ABA ve SA elisitor uygulamalari
icin yeterli miktarda kallus elde edilene kadar eksplantlar 15 giin arayla 3 defa alt
kiiltiire alinmistir. Cizelge 4.7°de ABA ve SA elisitor uygulamalarindan 15 giin sonra
H. heterophyllum’dan elde edilen kallus yas agirligina ait Duncan testi sonuglar
verilmistir. Kallus yas agirligi, 0.01 ve 0.05 mg/L ABA uygulamalarinda kontrole gore
artis gostermistir. Ancak absisik asit uygulamalari ile kontrol arasindaki fark istatistiki
olarak 6nemsiz bulunmustur. Salisilik asit elisitdriinde, 0.01 mg/L SA uygulamasi ile
kontrol ve diger gruplar arasindaki farkin istatistiki ac¢idan onemli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, salisilik asidin tiim uygulamalarinda kallus yas agirligi kontrole gore
artis gostermistir. Sekil 4.13’de elisitdor uygulamasi sonrasi elde edilen kalluslar

gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren ve B5 vitaminleri ilave edilen LS besin ortamlarinda alt
kiiltiire alinan H. heterophyllum kalluslarinin 15 giin sonraki yas agirliklari

Elisitorler Konsantrasyon (mg/L)

Kontrol 0.01 0.05 0.1
Absisik Asit 1.49 1.78 1.88 1.29
Salisilik Asit 1.49b 3.52a 2.33b 2.09b

Ayni satirdaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

52



Sekil 4.13 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren ve B5 vitaminleri ilave edilen LS besin ortamlarinda alt
kiiltiire alinan H. heterophyllum kalluslarinin 15 giin sonraki goriiniimleri. a: Kontrol, b: 0.01
mg/L ABA, c: 0.05 mg/L ABA, d: 0.1 mg/L ABA, e: 0.01 mg/L SA, f: 0.05 mg/L SA, g: 0.1
mg/L SA

4.1.3 Siirgiin rejenerasyonu

Tohumlardan in vitro sartlarda elde edilen steril bitkiciklerden alinan koltuk alt1
eksplantlari, siirgiin rejenerasyonu amaciyla farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS
besin ortamlarina aktarilmistir. Kiiltiir baglangicindan 15 giin sonra eksplantlar {izerinde
once kallus gelisimi gozlenmis ve kallus olusumundan 10 giin sonra da bu kalluslar
iizerinde silirglinler meydana gelmistir. Genel olarak siirglin gelisimi yavas olmasina
ragmen, H. perforatum tiiriiniin besin ortamlarina adaptasyonu ve siirgiin olusumu,
diger iki tiire kiyasla daha kolay olmustur. H. perforatum tiirinden elde edilen
sirglinlerin daha canli oldugu gozlemlenmistir Ayrica, H. perforatum tiiriiniin

yapraklarinda siyah bezelerin varligi tespit edilmistir. Boylece in vitro kosullarda da,
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dogadaki morfolojisine benzerlik gostermistir. H. heterophyllum ve H. pruinatum

tiirlerinde siirgiin gelisimi daha yavas olmustur.

Ug farkli Hypericum tiiriine ait koltuk alt1 meristemlerinin degisik oranlarda BAP ve
NAA igeren LS besin ortaminda kiiltiire alinmasindan 8 hafta sonra siirgiin olusturan
eksplant oranina ait varyans analiz sonucu Cizelge 4.8’da verilmistir. Varyans analiz
cizelgesi incelendiginde farkli BAP ve NAA oranlarinin H. perforatum tiiriinde siirgiin
olusturan eksplant oranina etkisi 0.05 diizeyinde, H. heterophyllum tiiriinde ise 0.01
diizeyinde 6nemli olmustur. Her {i¢ tiirde ortam ve tiir etkilesimi ise istatistiksel agidan
0.01 oraninda anlamli diizeydedir. Farkli BAP ve NAA oranlarimin H. pruinatum
tiiriinde rejenerasyona etkisi ise Onemsiz bulunmustur. Elde edilen farkliligin 6nem

diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuclar1 da Cizelge 4.9°de verilmistir.

Cizelge 4.8 Farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alti
meristemlerinden kiiltiir baslangicindan 60 giin sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

V. K. SD | Siirgiin olusturan eksplant oram(%)
H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum
KO F KO F KO F
Ortamlar 6 298.44 2.970* 5.985 0.251 1366.8 135.81**
Ort*Tiir 5 75.725 29.283** 62.329 20.313** 45.917 11.334**
Hata 16 | 41.375 46.027 52.667
Genel Toplam 27

*0.05 diizeyinde 6nemli
**0.01 diizeyinde 6nemli

LS besin ortamina ilave edilen biiyiime diizenleyicileri H. perforatum, H. pruinatum ve
H. heterophyllum tiirlerinin siirgiin rejenerasyonunu 6nemli oranda etkilemistir (Cizelge
4.9). Kullanilan biiylime diizenleyicileri ile tiirler birlikte incelendiginde en yiiksek
stirgiin veren eksplant oran1 %86.67 ile tek basina 1 mg/L BAP igeren besin ortaminda
H. perforatum ve H. heterophyllum tiirlerinden elde edilmistir. Test edilen tiim oksin ve
sitokinin kombinasyonlar1 birlikte diisiiniildiigiinde H. perforatum tiiriiniin in vitro
rejenerasyon kapasitesinin diger iki tiirden daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Ote yandan, H. heterophyllum tiiriinde biiyiime diizenleyici igermeyen, 1 mg/l BAP ve
0.01 mg/L NAA ile 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA igeren besin ortamlarinda siirgiin
gelisimi  gozlenmemistir. Sekil 4.14 ve 4.15°de H. perforatum koltukalti
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meristemlerinden farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortaminda elde edilen

siirglin rejenerasyonu sonuglari gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alt1
meristemlerinden kiiltlir baglangicindan 8 hafta sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime diizenleyicileri Siirgiin olusturan eksplant oram (%)
(mg/L)
BAP | NAA H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum
Kontrol 66.7 aBC 53.3b 0.0cE
1 - 86.7 aA 56.7 b 86.7 aA
2 - 66.7 aBC 56.7 b 53.3bB
3 - 73.3aB 56.7 b 20.0cD
0.01 63.3aC 50.0b 0.0cE
0.1 60.0 aC 50.0b 0.0cE
1 0.25 50.0 bD 55.0b 36.7 cC

Aynt siitunda farkli biiylik harfler ve ayni satirda farkli kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

V

Sekil 4.14 H. perforatum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin
ortaminda siirgiin rejenerasyonu. a. 1 mg/L BAP, b. 2 mg/L BAP, c. 3 mg/L BAP, d. 1 mg/L
BAP ve 0.01 mg/L NAA, e. 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA, f. 1 mg/L BAP ve 0.25 mg/L
NAA
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Sekil 4.15 H. perforatum koltukalti meristemlerinin farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin
ortaminda karanlikta 15 giin bekletildikten sonraki goriiniimleri. a. 1 mg/L BAP ve 0.01 mg/L
NAA, b. 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA, c. 1 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA.

Sekil 4.15°de H. perforatum’un farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin
ortaminda karanlikta 15 giin bekletilen koltukalti meristemlerinden elde edilen kiiltiir
sonuglar1 gosterilmistir. Karanlik ortamda adventif siirgiinler ile seffaf/beyaz renkte
olugsan kalluslar elde edilmistir. Isik alamadigi i¢in klorofil ile yesil renk sentezi
yapamayan hiicreler beyaz renkte dokular olusturmustur. Ayrica dokularda yer yer
kararma ve nekrozlar meydana gelmistir. Kullanilan BAP ve NAA konsantrasyonlarinin
karanlik kosullarda siirgiin rejenerasyonu ve kallus olusumu i¢in uygun olmadig
sonucuna varilmistir. Sekil 4.16’da H. pruinatum tiirinden BAP ve NAA igeren LS

besin ortaminda elde edilen siirglinler gosterilmistir.

Sekil 4.16 H. pruinatum’un koltukalti meristemlerinden farkli oranlarda BAP ve NAA iceren LS besin
ortaminda siirgiin rejenerasyonu. a. Bilyiime diizenleyici igcermeyen kontrol grubu, b. 1 mg/L
BAP, c. 2 mg/L BAP, d. 3 mg/L BAP
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Farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortaminda Hypericum tiirlerinin koltuk
alt1 meristemlerinden kiiltiir baslangicindan 8 hafta sonra eksplant basina siirgiin
sayisina ait varyans analizi Cizelge 4.10°da gosterilmistir. H. perforatum tiiriinde BAP
ve NAA oranlarmin eksplant basina siirgiin sayisina etkisi 0.05, H. heterophyllum
tirtinde 0.01 diizeyinde 6nemli iken, H. pruinatum tiiriinde istatistiksel agidan 6nemsiz
oldugu tespit edilmistir. Ortam ve tiir interaksiyonu ise H. perforatum ve H.
heterophyllum ‘da istatistiksel olarak 0.01, H. pruinatum tiiriinde 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Elde edilen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonuglari da Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.10 Farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alt1
meristemlerinden kiiltiir baslangicindan 60 giin sonra eksplant bagma siirgiin sayisina
etkisine ait varyans analizi

V.K. SD | Eksplant Basina Siirgiin Sayisi (adet)
H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum
KO F KO F KO F
Ortamlar 7 25.86 16.04* 2.506 1.083 11.191 80.207
**
Ort*Tiir 7 56.264 34.895** 13.808 5.969* 12.535 89.843
**
Hata 14 | 22.573 32.387 1.953
Genel 28
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli
**0.01 diizeyinde 6nemli

LS besin ortamina ilave edilen farkli oranlardaki BAP ve NAA’in eksplant bagina
sirgiin sayisina etkisi incelendiginde, en yiiksek deger 9.77 adet ile H. perforatum
tiriinde tek basina 1 mg/L BAP iceren besin ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.11).
H. heterophyllum tiiriinde ise eksplant basina en yiiksek siirgiin sayist 5.30 adet ile tek
basina 1 mg/L BAP iceren besin ortamindan elde edilmistir. Ayni tiirde, biiyiime
diizenleyici icermeyen, 1 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA ile 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L
NAA igeren besin ortamindan sonug elde edilememistir. Hypericum tiirlerinde 1 mg/L
BAP sitokininin kullanilmas: siirgiin gelisimine o6nemli oranda katki sagladigi

gozlenmistir.
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Cizelge 4.11 Farkli oranlarda BAP ve NAA igeren LS besin ortamlarinin Hypericum tiirlerinin koltuk alt1
meristemlerinden kiiltiir baslangicindan 60 giin sonra eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Biiyiime diizenleyicileri Eksplant Basina Siirgiin Sayisi (adet)

(mg/L)

BAP | NAA H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum
Kontrol 3.17b B 3.20b 0.0cC

1 - 9.77 aA 3.20b 5.30 abA

2 - 3.27bB 1.73b 0.97 bB

3 - 2.83bB 1.87b 0.30 cBC

1 0.01 1.90 bB 0.80b 0.0cC

1 0.1 1.30 bB 1.27b 0.0cC

1 0.25 1.37bB 1.73b 0.37 bBC

Ayni siitunda farkli bityilik harfler ve ayni satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.1.4 In vitro Koklendirme ve Di1s Kosullara Ahstirma

BAP ve NAA biiyiime diizenleyicileri ile yapilan siirgiin rejenerasyonu sonucu, 1 mg/L
BAP igeren besin ortamlarindan elde edilen siirglinler koklendirme ortamlarina
aktarilmistir. In vitro koklendirme igin MS besin ortamina IAA ve IBA ilave edilmistir.
IAA 0.5, 1 ve 1.5 mg/L olmak {iizere li¢ farkli konsantrasyonda besin ortamlarina
eklenmistir. H. perforatum her {i¢ IAA konsantrasyonunda %100 kdklenme gosterirken,
H. pruinatum ve H. heterophyllum tiirlerinde kararma meydana gelmis ve kok geligimi
ciliz bir yapida olmustur. IAA’in H. pruinatum ve H. heterophyllum tiirlerinde in vitro
koklendirmeye etkisi olmamistir. IBA ile koklendirme ¢alismalarinda ise 1 ve 1.5 mg/L
IBA igeren MS besin ortaminda Hypericum siirgiinleri koklendirmeye alinmistir. Her iki
IBA konsantrasyonunda da koklenme basariyla gerceklesmistir. Besin ortamina IBA

ilavesiyle daha kalin ve saglam kokler elde edilmistir. (Sekil 4.17).

Sekil 4.17 In vitro sartlarda elde edilen siirgiinlerin 1.5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda
koklendirilmesi a: H. perforatum, b: H. heterophyllum, ¢: H. pruinatum
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IBA igeren besin MS ortaminda koklendirilen siirglinler yaklasik 10-15 cm oldugunda
kiiltiir kaplarindan ¢ikartilarak koklerindeki agar kalintilart musluk suyu altinda koklere
zarar vermeden yikanarak uzaklastirilmistir. Bitkicikler daha sonra hazirlanmis olan
torf-perlit (1:1) adaptasyon topragina aktarilmustir. Sekil 4.18’de H. pruinatum tiiriine
ait in vitro gelisen bitkiciklerinin topraga aktarilma asamalar1 gdsterilmistir. Topraga
aktarilan bitkilerin nem kaybini engellemek amaciyla iki hafta siire ile stii kapali
tutulmustur. Daha sonra iizerine gecirilen seffaf posetlerde kiiciik delikler agilarak hava
almas1 saglanmistir. Kademeli olarak dis ortama maruz birakilmis, oncelikle poset
delikleri biiyiitilmiistiir. Sonrasinda posetler tamamen ¢ikarilmistir. Diizenli araliklarla
sulanan H. pruinatum tiiriine bitkiler sera sartlarina kolaylikla adapte olarak ii¢ ay sonra
ciceklenmistir. Elde edilen ¢icekli bitkiler YPSK analizlerinde kullanilmak iizere
herbaryum tekniklerine uygun olarak kurutularak kuru ve serin bir ortamda muhafaza

edilmistir.

Sekil 4.18 H. pruinatum tiiriiniin in vitro sartlarda koklendirilen siirgiinlerinin dis kosullara alistirma
asamalari

H. heterophyllum’un in vitro gelisen bitkiciklerinin dis kosullara alistirma asamalari
Sekil 4.19°da verilmistir. 1.5 mg/L IBA ilave edilen besin ortaminda kdklendirilen H.
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heterophyllum bitkicikleri torf:perlit (1:1) karisimina aktarilmistir. Sera kosullarina
yavas yavas alistirmak ve topragin nem dengesini saglamak ic¢in 15 giin siire ile iistii

kapali tutulmustur. Bu siire sonunda kapaklar1 agilan bitkiler bir hafta sonra kurumaya

basladigindan dolay1 H. heterophyllum bitkicikleri dis kosullara adapte edilememistir.

Sekil 4.19 H. heterophyllum tiiriiniin in vitro sartlarda koklendirilen siirglinlerinin dis kosullara alistirma
asamalar1

4.2 Antioksidan Calismalari
4.2.1 Toplam Fenolik icerigi

Toplam fenolik igerigi caligmalarinda standart olarak kullanilan gallik asidin standart

egrisi ve regresyon denklemi Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20 Gallik asit standart egrisi ve regresyon denklemi

Hypericum perforatum

H. perforatum tiiriiniin dogadan toplanan ve sera Kkosullarinda tohumlarin
cimlendirilmesi ile elde edilen bitki kisimlarinin toplam fenolik igerigi Cizelge 4.12°de
verilmistir. Cizelgeye gore in vivo bitki kisimlarinda en yiiksek fenolik icerige 109.4
mg GAE/g ekstre ile yaprak kism1 sahip olup, diger gruplara gore istatistiksel olarak
onemli bir farklilik gostermistir. Sera kosullarinda yetisen bitki kisimlarinda ise ayni
sekilde yaprak kisminin (55.6 mg GAE/g ekstre) en yiiksek fenolik igerige sahip oldugu
belirlenmistir. Hem in vivo hem de sera kosullarindaki yapragin toplam fenolik

igeriginin, istatistiki olarak 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.12 In vivo ve sera kosullarinda gelisen H. perforatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki
toplam fenolik icerigi (mg GAE/g ekstre)

Gelisme Ortam: Bitki Kisimlari

Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 89.5+1.25b 109.443.59a 48.5+1.36¢ 92.7+2.95b
Sera 34.3+1.20b 55.6x1.54a 25.94+1.24¢ 51.7+1.59a

Ayni satirdaki farkl kiiclik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.13°de H. perforatum tiiriiniin absisik asit ve salisilik asit uygulamalar ile
strese maruz birakilan in vitro bitkiciklerinin toplam fenolik igerigine ait Duncan testi

sonuglart verilmistir. Her iki asitten 0.05 mg/L igeren ve BS5 vitaminleri ile
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zenginlestirilmis LS besin ortaminda biiyliyen bitkiciklerin toplam fenolik icerikleri
(33.8 ve 29.6 GAE/g ekstre) kontrole gore artig gostermistir. Absisik asit ve salisilik asit
uygulamalarinda, 0.05 mg/L iceren besin ortaminin istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde

Ooneme sahip oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.13 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren LS-BS5 besin ortamlariin in vitro sartlarda 15 giin
stireyle gelisen H. perforatum bitkiciklerinin toplam fenolik igerigine etkisi (mg GAE/g

ekstre)
Uygulama Konsantrasyon(mg/L)
Kontrol 0.01 0.05 0.1
Absisik Asit 24.9+1.06b 24.2+0.66b 33.8+x1.31a 24.5+1.28b
Salisilik Asit 24.9+1.06b 25.8+1.07b 29.6+1.02a 18.6+0.64c¢

Ayni satirda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

H. perforatum tiiriinde in vivo, sera ve in vitro sartlarda gelisen bitkilerin farkli organ ve
kisimlarindan elde edilen toplam fenolik igerikleri Sekil 4.21°de ozetlenmistir. H.
perforatum orneklerinin mg GAE/g ekstre esdegerleri incelendiginde, in vivo yaprak
kisminin en yiiksek degeri gosterdigi belirlenmistir. Yaprag: sirasiyla herba, ¢igek ve
govde takip etmistir. Ayni sekilde sera 6rnekleri de in vivo’dan saglanan Orneklerle
uyum gdstermistir. Ote yandan, in vivo ve serada gelisen bitkilerle karsilastirildiginda in

vitro sartlarda gelisen bitkilerde toplam fenolik igerigi oldukca diisiik bulunmustur.
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Sekil 4.21 Farkl sartlarda gelisen H. perforatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki toplam fenolik
igerigi
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Hypericum pruinatum

H. pruinatum tiirtinde in vivo ve sera sartlarinda tohumdan gelisen bitkiler ile in vitro
sartlarda elde edildikten sonra sera sartlarina alistirilan (aklimitize edilen) bitkilerde
toplam fenolik igerigine bakilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen verilere ait Duncan testi
sonuclart Cizelge 4.14’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore in vivo ile sera
kosullarinda yetistirilen ve aklimitize edilen bitkilerde yapragin en yiiksek fenolik
icerige sahip oldugu tespit edilmistir. Ug grupta da yapragin 0.05 diizeyinde istatistiki
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Ayrica in vivo, sera ve aklimitize edilen gruplar
aras1t kiyaslama yapildiginda, in vivo gelisen bitkilerden alinan yapragin en yiiksek
toplam fenolik icerigine (89.6 mg GAE/g ekstre) sahip oldugu tespit edilmistir. Ilave
olarak dogadan toplanan in vivo bitki 6rneklerinin daha fazla toplam fenolik igerikleri

istatiksel olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.14 In vivo ile sera kosullarinda gelisen ve aklimitize edilen H. pruinatum bitkilerinin farkls
organ ve kisimlarindaki toplam fenolik igerigi (mg GAE/g ekstre)

Gelisme Ortam Bitki Kisimlari

Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 61.1+£0.6bA 89.6+4.6aA 38.3+0.43cA 65.4+2.8bA
Sera 20.9+0.73¢cB 51.3+2.49aB 25.2+1.09bcB 28.9+3.14bB
Aklimitize Edilen 23.04+1.13cB 35.5+0.65aC 28.4+1.50bB 30.5+1.38bB

Ayni siitunda farkli bityiik harfler ve ayni satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Absisik asit ve salisilik asit uygulamalar1 ile 15 gilin strese maruz birakilan H.
pruinatum’un in vitro’da gelisen bitkiciklerinin toplam fenolik icerigine ait sonuglar
Cizelge 4.15’te verilmistir. Cizelge incelendiginde besin ortamina ilave edilen 0.1 mg/L
ABA’in kontrole gore toplam fenolik miktarini artirdigi tespit edilmistir. Bu sonug
istatistiksek olarak ta dnemli bulunmustur. Ote yandan SA’in 0.05 mg/L uygulamasinda
(21.7 mg GAE/g ekstre) kontrole gére dnemli bir artis meydana gelmistir. Ayrica, 0.05
mg/L uygulamas1 ile istatistiksel olarak diger SA gruplar1 arasindaki farkin 0.05

diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.15 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren LS-B5 besin ortamlarinin in vitro sartlarda 15 giin
slireyle gelisen H. pruinatum bitkiciklerinin toplam fenolik igerigine etkisi (mg GAE/g

ekstre)
Uygulama Konsantrasyon(mg/L)
Kontrol 0.01 0.05 0.1
Absisik Asit 16.7+0.59b 13.4+0.47¢ 8.6+0.33d 23.442.19a*
Salisilik Asit 16.7+0.59b 18.440.68b 21.7+0.28a* 12.24+0.42¢

Aynt satirdaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir. *0.05

H. pruinatum tiiriinde in aklimitize edilen, in vivo, sera ve in vitro sartlarda gelisen
bitkilerin farkli organ ve kisimlarindan elde edilen toplam fenolik icerikleri Sekil
4.22°de Ozetlenmistir. H. pruinatum oOrneklerinin mg GAE/g ekstre esdegerleri
incelendiginde H. perforatum ile 6enmli bir benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. In
vivo yaprak kisminin en yiiksek degeri gosterdigi belirlenmistir. Yapragi sirastyla
herba, c¢icek ve govde takip etmistir. Aymi sekilde sera, aklimitize edilen ve in vitro
ornekleri de in vivo’dan saglanan drneklerle uyum gostermistir. Ote yandan, in vivo
gelisen bitkilerle karsilastirildiginda in vitro sartlarda gelisen bitkilerde toplam fenolik
igerigi oldukea diisiik bulunmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Farkli sartlarda gelisen H. pruinatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki toplam fenolik
icerigi
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Hypericum heterophyllum

Cizelge 4.16’de H. heterophyllum tiiriiniin in vivo kosullarinda elde edilen bitki
kisimlarinin toplam fenolik igerigine ait Duncan testi sonucu verilmistir. Yaprak
kisminin en yiiksek toplam fenolik igerige (77.6 mg GAE/g ekstre) sahip oldugu tespit
edilmistir. En diisiik toplam fenolik igerigi ise ¢icek kismindan elde edilmistir. Elde

edilen farklilik istatistiksel olarak ta dnemli bulunmustur.

Cizelge 4.16 In vivo kosullarda gelisen H. heterophyllum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki
toplam fenolik icerigi (mg GAE/g ekstre)

Gelisme Ortami Bitki Kisimlar1
$ Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 54.7+1.16¢ 77.6+2.60a 36.1+£1.23d 66.77+1.99b

Aynt satirdaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

H. heterophyllum tiiriiniin in vitro bitkicik ve kalluslarina uygulanan ABA ve SA stres
sonucu elde edilen toplam fenolik icerigi Cizelge 4.13°de verilmistir. In vitro bitkicigin
toplam fenolik icerigi, her iki elisitdr uygulamasinda kontrole gore diisiis gostermistir.
[statistiksel olarak kontrol grubu 37.04 mg GAE/g ekstre ile 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Kallus uygulamalarinda, ABA ve SA’nin her ii¢ konsantrasyonu kontrole
(991 mg GAE/g ekstre) gore onemli bir artis gostermistir. ABA ve SA elisitor
uygulamalarinin, kallus kiiltiiriinde toplam fenolik igerigini artirdigr ve 0.05 diizeyde

onemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.17 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren LS-BS besin ortamlarinin in vitro sartlarda 15 giin
stireyle gelisen H. heterophyllum bitkicik ve kalluslarinin toplam fenolik igerigine etkisi

(mg GAE/g ekstre)
Eksplant Konsantrasyon(mg/L)
Elisitor Kontrol 0.01 0.05 0.1
In vitro bitkicik ~ ABA 37.04+0.57a 24.8+0.64b 15.3+0.31¢ 26.3+0.67b
SA 37.04+0.57a 15.3+0.31¢ 16.7+0.14¢ 22.3+0.60b
Kallus ABA 9.91+0.10b 29.5+1.27a 28.2+1.11a 27.7+1.73a
SA 9.91+0.10b 27.03t1.11a 26.5+0.62a 26.9+1.75a

Ayni satirda farkl: kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.23’de H. heterophyllum tiiriinde aklimitize edilen, in vivo, sera ve in vitro

sartlarda gelisen bitkilerin farkli organ ve kisimlarindan elde edilen toplam fenolik
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icerikleri Ozetlenmistir. In vivo yaprak kismmin en yiiksek degeri gosterdigi
belirlenmistir. Yaprag: sirastyla herba, cicek ve govde takip etmistir. In vitro gelisen
bitkiciklere uygulanan ABA ve SA kontrole gore toplam fenolik icerigini diisiiriirken,
kallus kiiltiirlerinde kontrole goére ABA ve SA uygulamasinda onemli bir artis
saglanmustir (Sekil 4.23). Ote yandan, in vivo gelisen bitkilerle karsilastirildiginda in
vitro sartlarda gelisen bitkicik ve kalluslarda toplam fenolik igerigi olduke¢a diisiik

bulunmustur
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Sekil 4.23 Farkli sartlarda gelisen H. heterophyllum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki toplam
fenolik igerigi

4.2.2 DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

DPPH radikal siiplirme aktivite ¢alismalarinda standart olarak kullanilan troloksun

standart egrisi ve regresyon denklemi Sekil 4.24’de verilmistir.

5 Troloks Standardi
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Sekil 4.24 Troloks standart egrisi ve regresyon denklemi

66



Hypericum perforatum

H. perforatum tiiriiniin in vivo ve sera kosullarinda gelisen bitkilere ait farkli organ ve
herba kisimlarinin DPPH siipiirme aktivitesi Cizelge 4.18 ve Sekil 4.25°te verilmistir. In
vivo bitkilerden alinan yaprak 453.2 mg TEs/g ekstre ile DPPH aktivitesi en yiiksek
olan bitki organi olmustur. Herbanin DPPH aktivitesi (443.1 mg TEs/g ekstre)
yapraktan sonra ikinci sirada yer almistir. In vivo herba ve yaprak kisimlari istatistiksel
olarak ayni gruba girmis ve diger kisimlardan 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Sera
kosullarinda yetistirilmis bitkilerden elde edilen herba kendi grubu igerisinde en yiiksek
DPPH aktivitesine sahip olup, istatistiksel agidan 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18 In vivo ve sera kosullarinda gelisen H. perforatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki
DPPH radikal kovucu aktivitesi (mg TEs/g ekstre)

Gelisme Ortam Bitki Kisimlar1

Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 352.0+0.36b 453.2+2.03a 247.9+ 8.50c¢ 443.1+ 4.11a
Sera 132.6+ 7.42¢ 173.0+ 10.23b 124.3+ 4.24¢ 239.9+ 13.3a

Ayni satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.
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Sekil 4.25 Farkli sartlarda geligen H. perforatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki DPPH radikal
kovucu aktivitesi
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H. perforatum tiiriiniin in vitro bitkiciklerinin ABA ve SA elisitorleri ile muamele
sonuclart incelendiginde, 0.1 mg/L ABA iceren ortamin DPPH aktivitesinin (118.5 mg
TEs/g ekstre) kontrole gore daha yiiksek oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.19, Sekil 4.25). Salisilik asit uygulamasinda ise 0.01 mg/L iceren besin
ortamindaki bitkiciklerin, kontrol grubuna gore daha yiiksek radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére 0.01 mg/L SA igeren grup ile

diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak ta dnemli bulunmustur.

Cizelge 4.19 Farkli oranlarda ABA ve SA iceren LS-B5 besin ortamlarinin in vitro sartlarda 15 giin
stireyle geligsen H. perforatum bitkiciklerinin DPPH aktivitesine etkisi (mg TEs/g ekstre)

Uygulama Konsantrasyon(mg/L)

Kontrol 0.01 0.05 0.1
Absisik Asit 92.8+ 3.05b 93.9+2.57b 102.2+ 1.82b 118.5+5.89a
Salisilik Asit 92.8+3.05¢ 156.1+1.32a 134.8+1.80b 60.3+0.08d

Ayni satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Hypericum pruinatum

H. pruinatum tiiriinde in vivo ve sera sartlarinda tohumdan gelisen bitkiler ile in vitro
sartlarda elde edildikten sonra sera sartlarina alistirilan (aklimitize edilen) bitkilerde
DPPH aktivitesine bakilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen verilere ait Duncan testi
sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir. Tim gruplarda en yiiksek radikal kovucu
aktiviteyi yaprak kismi gostermistir (Sekil 4.26). In vivo, sera ve aklimitize edilen
gruplar1 arasinda siralama yapildiginda, in vivo yaprak kisminin DPPH aktivitesi en
yiiksek seviyede (421.8 mg TEs/g ekstre) bulunmustur. Istatistiki olarak gruplar

arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemli olmustur.

Cizelge 4.20 In vivo ile sera kosullarinda geligsen ve aklimitize edilen H. pruinatum bitkilerinin farkli
organ ve kisimlarindaki DPPH aktivitesi (mg TEs/g ekstre)

. Bitki Kisimlari
Gelisme Ortam
Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 322.6+0.52cA 421.8+ 0.83aA 254.0+ 3.10dA 363.5+2.11bA
Sera 84.3+1.00cC 216.2+1.30aB 86.2+1.70cC 106.3+0.93bB
Aklimitize Edilen 96.5+1.40bB 104.1+4.98aC 97.5+1.00bB 85.6+1.88cC

Ayni siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05
diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.26 Farkli sartlarda gelisen H. pruinatum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki DPPH
aktivitesi

ABA ve SA uygulamalar ile 15 giin strese maruz birakilan H. pruinatum’un in vitro’da
gelisen bitkiciklerinin DPPH aktivitelerine ait sonuglar Cizelge 4.21°te verilmistir.
Cizelge 4.21 ve Sekil 26 incelendiginde besin ortamina ilave edilen 0.1 mg/L. ABA’in
kontrole gore toplam DPPH aktivitesini (83.2 mg TEs/g ekstre) artirdigi tespit
edilmistir. Bu sonug istatistiksek olarak ta nemli bulunmustur. Ayni sekilde SA’in 0.05
mg/L uygulamasinda da DPPH aktivitesinde kontrole gére onemli bir artis meydana
gelmistir. Ayrica, 0.05 mg/L uygulamas ile istatistiksel olarak diger SA gruplar

arasindaki farkin 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.21 Farkli oranlarda ABA ve SA igeren LS-B5 besin ortamlarinin in vitro sartlarda 15 giin
slireyle gelisen H. pruinatum bitkiciklerinin DPPH aktivitesine etkisi (mg TEs/g ekstre)

Uygulama Konsantrasyon(mg/L)

Kontrol 0.01 0.05 0.1
Absisik Asit 57.6+4.11b 28.1+0.36¢ 22.6+0.14c¢ 83.2+0.86a
Salisilik Asit o7+l 70.8240.83b 84.73+0.61a 40.33+0.65d

Ayni satirda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Hypericum heterophyllum

H. heterophyllum tiiriiniin in vivo bitki kisimlarinin DPPH radikal kovucu etkisine ait
Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.22°de verilmistir. Yaprak kismu ile diger gruplar
arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ayrica yaprak kisminin DPPH
aktivitesi (415.8 mg TEs/g ekstre) en yiiksek seviyede bulunmustur (Sekil 4.27).

Cizelge 4.22 In vivo kosullarda gelisen H. heterophyllum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki DPPH
aktivitesi (mg TEs/g ekstre)

. Bitki Kisimlari
Gelisme Ortami
Cicek Yaprak Govde Herba
In vivo 217.0+£0.83¢ 415.8+ 1.52a 77.5+2.87d 242.9+ 2.88b

Ayni satirda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4. 27 Farkl sartlarda gelisen H. heterophyllum bitkilerinin farkli organ ve kisimlarindaki DPPH
aktivitesi

Cizelge 4.23°de H. heterophyllum tiiriiniin in vitro bitkicik ve kalluslarinin elisitor
muamelesi ile elde edilen DPPH aktivitesine ait Duncan testi sonuglar1 verilmistir. In
vitro bitkiciklerde 0.05 ve 0.1 mg/L ABA uygulamalar1 kontrole gore artis saglamistir
(Sekil 4.27). Absisik asidin 0.1 mg/L uygulamasinda en yliksek deger (63.3 mg TEs/g
ekstre) elde edilmis olup, istatistiki agidan 0.05 diizeyinde dnemli bulunmustur. Salisilik

asit uygulamalarinda 0.01 mg/L SA igeren besin ortaminda gelisen in vitro bitkiciklerde
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kontrole gore belirgin bir artis meydana gelmistir. Istatistiki olarak 0.01 mg/L salisilik

asit uygulamasi ile diger gruplar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

H. heterophyllum tiiriiniin kallus sonuglar1 incelendiginde, 0.05 mg/L. ABA elisitor
uygulamasinin DPPH aktivitesi kontrol grubundan daha fazla olmustur. Ayrica, ABA
(0.05 mg/L) uygulamasi 0.05 diizeyinde anlamli bir farkliliga sahip olmustur. Salisilik
asit uygulamalarinda ise 0.01 ve 0.1 mg/L konsantrasyonlarinin kontrole gore az

miktarda artig sagladigi tespit edilmis, ancak istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.23 Farkli oranlarda ABA ve SA iceren LS-B5 besin ortamlarinin in vitro sartlarda 15 giin
stireyle gelisen H. heterophyllum bitkicik ve kalluslariin DPPH aktivitesine etkisi (mg

TEs/g ekstre)

H. heterophyllum . A Konsantrasyon(mg/L)

Elisitor Kontrol 0.01 0.05 0.1

ABA 33.16+£0.59¢ 32.9+0.69¢ 36.7+1.23b 63.3+0.83a
In vitro Bitkicik

SA 33.16+0.59¢ 84.4+1.40a 16.7+0.16d 36.3+£0.26b

' ABA 112.5+£0.72¢ 103.2+1.16d 136.3+£0.79a 128.4+0.64b

Kallus

SA 112.5+0.72a 114.5+2.39a 67.6+0.66b 114.3+1.92a

Ayni satirda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.3 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) ile Miktar Tayini

Yiiksek performansli sivi kromatografisi ile miktar tayininde naftodiantronlar
grubundan hiperisin, psddohiperisin; fenolik asitlerden klorojenik asit; flavonoitlerden
katesin, kersetin, kersitrin, kemferol, hiperozit, rutin, apigenin ile amentoflavon
bilesikleri standart olarak kullanilmis ve ekstrelerde tespit edilmistir. Hiperforin, gallik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, luteolin ve ferulik asit standartlar1 da cihaza tanitilmis;

ancak ekstrelerde tespit edilememistir.

4.3.1 Naftodiantron Miktar Tayini

Naftodiantron grubunda olan hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinin miktar tayini
YPSK analizi ile yapilmistir. Hiperisin bilesiginin kalibrasyon denklemi ve standart

egrisi  Sekil 4.28°’de  goOsterilmistir.  Standart olarak  kullanilan hiperisinin
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konsantrasyonlart; 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 ve 1 mg/ml olarak ayarlanmistir. Kalibrasyon
denklemi y = 2026.3x + 19.958 olarak tespit edilmistir. Denklemde belirtilen ‘y’ degeri
YPSK kromatograminda ekstrelerden elde edilen hiperisinin alanlaridir, denklemde
yerine yazilmis ve ‘X’ degeri hesaplanmistir. Elde edilen ‘x’ degeri, bitkinin kuru
agirhigr igerisindeki hiperisin miktarini géstermektedir. Hiperisin standartinin retansiyon

zamani ve kromatogrami Sekil 4.29°da gosterilmistir.

Hiperisin
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Sekil 4.29 Hiperisin bilesiginin 590 nm’deki YPSK kromatogramui (Rt: 51.75 dk)
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H. perforatum ve H. pruinatum tirlerinin farkli bitki kisimlarinda yapilan YPSK
analizleri ile elde edilen mg hiperisin/g kuru agirlik (KA) miktar tayini sonuglari
Cizelge 4.24°de verilmistir. Cizelge 4.24°de goruldigi gibi H. perforatum tiiriiniin
dogadan toplanan ¢igek, serada yetistirilen ¢icek ve herba kisimlarinda hiperisin bilesigi
tespit edilmistir (Sekil 4.30). Serada yetistirilen bitkinin ¢icek (678.13 mg hiperisin/g
KA) ve herba (600.64 mg hiperisin/g KA) kisimlarindan elde edilen hiperisin miktari, in
vivo (401.80 mg hiperisin/g KA) ortamdan toplanan ¢igegin hiperisin miktarindan daha
yiiksek bulunmustur. H. pruinatum tiiriinde ise sadece dogadan toplanan ¢i¢ek kisminda
hiperisin bilesigi bulunmustur. H. heterophyllum tiiriinde ise hiperisin bilesigi tespit

edilememistir.

Cizelge 4.24 H. perforatum ve H. pruinatum tiirlerinin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen
hiperisin miktarlari

Bitki H. perforatum H. pruinatum
Kisimlari Pik Alam1 | mg hiperisin/g KA | Pik Alam | mg hiperisin/g KA
In vivo ¢igek | 125.8 401.80+0.021 84.57 318.85+0.0112

Sera cicek 157.37 678.13 +£0.007 - -

Sera_herba 141.58 600.64 +0.024 - -
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Sekil 4.30 H. perforatum tiiriiniin dogadan toplanan ¢i¢ek kisminda 590 nm’de elde edilen psédohiperisin
ve hiperisin bilegiklerinin kromatogrami
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Psddohiperisin  bilesiginin regresyon denklemi ve standart egrisi Sekil 4.31°de,
retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.32°de gosterilmistir. Standart olarak
kullanilan psddohiperisinin konsantrasyonlar1 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.1 mg/ml olarak

ayarlanmistir.

Psodohiperisin
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Sekil 4.31 Psodohiperisin igin olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.32 Psddohiperisin bilesiginin 590 nm’de YPSK kromatogrami (Rt: 44.071 dk)
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H. perforatum ve H. pruinatum tiirlerinin farkli bitki kisimlarindan yapilan YPSK
analizleri ile elde edilen psddohiperisin miktar tayini sonuglari ¢izelge 4.25 ve 4.26’da
verilmistir. Serada yetistirilen bitkinin ¢igek kismindan elde edilen psddohiperisin
miktar1 2224.69 mg psddohiperisin/g KA ile diger bitki kisimlarina gore en yiiksek
sonucu vermigtir. 0.05 mg/L ABA igeren ortamda strese maruz birakilan bitkicikler
420.78 mg psodohiperisin/g KA ile kontrol grubuna gore yaklasik iki kat artig

gostermistir.

Cizelge 4.25 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen psédohiperisin
miktarlar

Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg psodohiperisin/g
KA
In vivo ¢igcek 328.13 982.60+0.029
In vivo yaprak 26.63 118.39+0.0031
In vivo herba 43.4 182.84+0.006
Sera cicek 574.57 2224.69+0.018
Sera_yaprak 40.53 114.55+0.0051
Sera_herba 403.97 1568.89+0.013
In vitro bitkicik kontrol 53.27 220.77+0.015
0.01 mg/L ABA in vitro 23.53 70.98+0.0026
bitkicik
0.05 mg/L ABA in vitro 50.57 420.78+0.014
bitkicik
0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 78 315.85+0.002
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik | 45.97 256.94+0.0184

H. pruinatum tiiriiniin ekstrelerinden YPSK analizleri ile elde edilen sonuglara gore, en
yiiksek miktar 842.23 mg psoddohiperisin/g KA ile dogadan toplanan ¢igek kisminda
tespit edilmistir (Cizelge 4.26). In vitro kosullarda yetisen bitkiciklerin sera kosullarina
adapte edilmesi sonucu aklimitize bitkiler elde edilmistir. Aklimitize herba kismi
(117.34) ile dogadan toplanan herba (118.13) kismi1 yakin sonuglar gostermistir. 0.05
mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikte ise 73.86 mg psddohiperisin/g KA

belirlenmistir. H. heterophyllum tiiriinde ise psédohiperisin bilesigi tespit edilememistir.
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Cizelge 4.26 H. pruinatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen psddohiperisin

miktarlart

Bitki Kisimlar Pik Alam1 | mg psodohiperisin/g KA
In vivo ¢igek 214.93 842.23+0.014
In vivo yaprak 24.03 108.39 +£0.012
In vivo herba 26.57 118.13+0.0008
Sera ¢igek 34.67 149.27 £0.012
Sera_yaprak 28.67 126.21 +0.0028
Sera_herba 43.77 184.25 +0.0026
Aklimitize ¢igek 41.17 174.26 £0.0110
Aklimitize_yaprak 30.1 263.43+0.0222
Aklimitize_herba 24.83 117.34+0.0002
0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 15.05 73.86+0.0003

4.3.2 Fenolik Asitlerin Miktar Tayini

Fenolik asitlerden olan klorojenik asit bilesigi YPSK ile analiz edilmistir. Standart
olarak kullanilan klorojenik asit konsantrasyonlari; 0.0012, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 1
mg/ml olarak ayarlanmistir. Klorojenik asit i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve
denklemi Sekil 4.33’de, retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.34’de

gosterilmistir.

Klorojenik asit
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Sekil 4.33 Klorojenik asit i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.34 Klorojenik asit bilesiginin 330 nm’de YPSK kromatogrami (Rt: 14.006 dk)

H. perforatum tiiriiniin ekstrelerinden, YPSK analizlerinde in vivo yaprak kismi 572.98
mg klorojenik asit/g KA ile en yiiksek sonucu vermistir (Cizelge 4.27). In vitro
bitkiciklerde, ABA ve SA uygulamalarinin kontrol grubuna gore diisiikk oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.27 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit

miktarlari

Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg klorojenik asit/g KA
In vivo ¢igek 763.25 188.5t1.716

In vivo yaprak 1872.43 572.98 +£2.847

In vivo herba 514.8 102.36 +£0.629
Sera_yaprak 580.5 125.14 £1.032

In vitro bitkicik kontrol 552.13 115.3+0.414

0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 124.13 17.72+0.799

0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 505.1 99.01+0.794

0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 535.53 109.56+0.487

H. pruinatum tiiriniin ekstrelerinde in vivo yaprak kisminin en yiiksek klorogenik asite
sahip oldugu (4097.76 mg klorojenik asit/g KA) tespit edilmistir (Cizelge 4.28). Ayrica
sera kosullarinda yetisen (791.30 mg klorojenik asit/g KA) ve aklimitize edilen
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(540.157 mg klorojenik asit/g KA) bitkilerin yapraklarinda diger organlara kiyasla

klorojenik asit miktarinin fazla oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.28 H. pruinatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit

miktarlari
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg klorojenik asit/g KA
In vivo ¢icek 3511.20 1483.4+0.013
In vivo yaprak 9312.8 4097.76+0.007
In vivo govde 678.3 206.76+0.002
In vivo herba 4944.3 2129.16+0.022
Sera cicek 352.9 60.13+0.0012
Sera_yaprak 1975.43 791.30+0.0054
Sera gdvde 195.5 Iz miktarda
Sera_herba 1069.97 383.26:+0.003
Aklimitize ¢igek 225.17 2.567+0.0002
Aklimitize_yaprak 1418.13 540.16+0.002
Aklimitize gdvde 231.33 5.346+0.0007
Aklimitize_herba 673.77 204.72+0.0006
In vitro bitkicik kontrol 71.75 iz miktarda
0.01 mg/L ABA in vitro 40.7 Iz miktarda
bitkicik

Cizelge 4.29°da H. heterophyllum tiiriiniin ekstrelerinden YPSK analizleri ile elde
edilen klorojenik asit miktarlar1 verilmistir. Diger iki tiirde oldugu gibi en yiiksek
miktar, in vivo yaprak kisminda (5780.06 mg klorojenik asit/g KA) tespit edilmistir.
Yaprag in vivo herba takip etmistir. 0.01 ABA uygulmasi in vitro bitkicikte klorojenik

asit miktarini artirmistir.

Cizelge 4.29 H. heterophyllum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit

miktarlari
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg klorojenik asit/g KA
In vivo ¢igek 7505 3283.101+0.034
In vivo yaprak 13046 5780.06+0.12
In vivo govde 3795.2 1611.342+ 0.011
In vivo herba 10873.85 4801.224+0.019
In vitro bitkicik kontrol 159.65 Iz miktarda
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 225.7 2.8074+0.001
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 139.95 Iz miktarda
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4.3.3 Flavonoitlerin Miktar Tayini

Flavanoitlerden hiperozit, katesin, kersetin, kersitrin, kemferol, rutin, apigenin ve

amentoflavon bilesikleri YPSK ile analiz edilmistir.

Hiperozit

Standart olarak kullanilan hiperozitin konsantrasyonlar1 0.005, 0.01,0.025, 0.05, 0.1,
0.25 ve 0.5 mg/ml olarak ayarlanmistir. Hiperozit bilesiginin kalibrasyon grafigi ve

denklemi Sekil 4.35°de, retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.36’da

gosterilmistir.
Hiperozit
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Sekil 4.36 Hiperozit bilesiginin bilesiginin 254 nm’de YPSK kromatogrami (Rt: 23.955 dk)
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Cizelge 4.30°da H. perforatum tiiriiniin ekstrelerinden elde edilen alan ve mg hiperozit
/g KA miktarlar1 gosterilmistir. En yiiksek hiperozit miktar1 in vivo ¢igek kisminda
(2003.39 mg hiperozit /g KA) tespit edilmistir. Ote yandan, in vivo bitkilerle
karsilastirildigindan sera sartlarinda yetisen bitki kisimlarinda ve in vitro bitkicikte

hiperozit miktar1 oldukc¢a diisiik bulunmustur (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit

miktarlart
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg hiperozit /g KA
In vivo ¢icek 5664.35 2003.39+0.011
In vivo yaprak 1242.63 573.12+0.0013
In vivo govde 436.3 202.71+0.0014
In vivo herba 1723.93 794.224+0.003
Sera ¢icek 704.2 325.77+0.0122
Sera_yaprak 334.83 104.06:£0.006
Sera govde 41.5 21.33+0.002
Sera_herba 353 164.43+0.0007
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 11.2 9.88+0.0001

H. pruinatum tiiriiniin ekstrelerinde in vivo yaprak da 2674.76 mg hiperozit /g KA ile en
yiiksek miktar belirlenmistir. Aklimitize edilen bitkilerde yaprak kisminda 958.29 mg
hiperozit /g KA miktar tespit edilmistir.

Cizelge 4.31 H. pruinatum tiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit miktarlari

Bitki Kisimlar: Pik Alan1 | mg hiperozit /g KA
In vivo ¢igek 1685.87 776.73+0.0005
In vivo _yaprak 5817.5 2674.76+0.0013
In vivo govde 1035.9 478.15+0.0019
In vivo _herba 3470.3 1596.48+0.0046
Sera ¢icek 253.37 118.66+0.0003
Sera_yaprak 621.93 287.97+0.0182
Sera gdvde 119.9 88.224+0.0003
Sera_herba 543.13 251.77+0.0008
Aklimitize gicek 260.67 122.01+0.0003
Aklimitize_yaprak 521.6 958.29+0.0004
Aklimitize gdvde 136.43 68.36+0.0002
Aklimitize_herba 413.77 202.47+0.0010
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Cizelge 4.32’de H. heterophyllum tiiriiniin ekstrelerinden in vivo yaprak kismi 3152.14
mg hiperozit /g KA ile en yiiksek miktara sahip oldugu belirlenmistir. 0.01 mg/L SA ile
uygulama yapilan kalluslarda 492.74 mg hiperozit /g KA tespit edilmistir. Genel olarak
In vivo sartlarda yetisen bitki kisimlari in vitro gelisen kallus ve bitkicikten daha yiiksek

hiperozit miktarina sahip olmustur.

Cizelge 4.32 H. heterophyllum tiiriniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit

miktarlart
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg hiperozit/g KA
In vivo ¢icek 1147.6 529.46+0.002
In vivo yaprak 6856.65 3152.14+0.025
In vivo govde 2273.5 1046.69+0.0031
In vivo herba 4270.7 1964.18+0.0002
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 55.7 27.85+0.0013
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 38.6 20.00+0.0003
0.01 mg/L ABA kallus 20.6 18.04+0.0013
0.05 mg/L ABA kallus 25.45 13.96+0.0001
0.1 mg/L ABA kallus 11.95 7.75+0.0003
0.01 mg/L SA kallus 14.9 492.74+0.0042

Katesin

Katesin bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.37°de,
retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.38’de gosterilmistir. Standart olarak

kullanilan katesinin konsantrasyonlar1 0.005, 0.01,0.025, 0.05 ve 0.1 mg/ml olarak

ayarlanmistir.
Katesin
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Sekil 4.37 Katesin i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.38 Katesin bilesiginin 210 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt.13.461,13.979)

H. perforatum tiiriiniin ekstrelerinden in vivo gigek kisminda 458.73 mg katesin/g KA
miktar1 elde edilmistir. 0.05 mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikler 68.59 mg
katesin/g KA 1ile in vitro kontrol grubunun (37.66 mg katesin/g KA) yaklasik iki kat1
kadar katesin iiretmistir. Ote yandan, in vivo bitkilerle karsilastirildigindan sera
sartlarinda yetisen bitki kisimlarinda ve in vitro bitkicikte katesin miktar1 oldukga diisiik

bulunmustur

Cizelge 4.33 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen katesin miktarlari

Bitki Kisimlarn Pik Alam | mg katesin/g KA
In vivo ¢igek 6218.75 458.73+0.0008
In vivo yaprak 2279.13 201.45+0.038
In vivo govde 724.50 67.60+0.002

In vivo herba 2164.57 206.19+0.0013
Sera ¢icek 1271.97 120.29+0.0003
Sera_yaprak 745.07 46.39+0.0002
Sera govde 141.80 11.53+0.0001
Sera_herba 333.57 29.98+0.0009
In vitro bitkicik kontrol 413.33 37.66+0.0001
0.01 mg/L ABA in vitro 93.90 4.614+0.0002
bitkicik

0.05 mg/L ABA in vitro 378.40 68.59+0.0035
bitkicik

0.01 mg/L SA in vitro bitkicik | 184.13 15.60+0.0006
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik | 386.77 46.80+0.00004
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 99.8 7.49+0.0001
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H. pruinatum tiiriiniin ekstrelerinden in vivo yaprak kisminda en yiiksek oranda (690.61
mg katesin/g KA) katesin tespit edilmistir (Cizelge 4.34). Ayn1 sekilde in vivo gelisen
bitkilerin herba kisminda da oldukca yiiksek oranlarda katesin elde edilmistir. Ote
yandan, sera ve in vitro’da gelisen bitkilerde katesin miktar1 son derece diislik
bulunmustur. in vitro sartlarda gelisen bitkilerin ABA ve SA ile muamelesi katesin

miktarini diistirmiistiir.

Cizelge 4.34 H. pruinatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen katesin miktarlar

Bitki Kisimlar Pik Alam | mg katesin /g KA
In vivo ¢igek 3726.80 356.54+0.005
In vivo yaprak 7198.17 690.61+0.005
In vivo govde 2138.63 203.70+0.0021
In vivo herba 4665.97 446.92+0.0042
Sera ¢igek 401.53 36.52+0.0005
Sera govde 296.37 40.62+0.0002
Sera herba 123.70 9.79+0.0015
Aklimitize ¢i¢ek 86.83 6.24+0.00002
Aklimitize govde 369.13 35.16+0.0002
Aklimitize herba 743.20 73.06=0.0001
In vitro bitkicik kontrol 169.7 14.73+0.0007
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 160.2 13.26+0.0001
0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 142.1 11.56+0.00001
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik 93.1 6.84+0.0001
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik 67.25 4.35+0.00005
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 40.5 0.21+0.0011

H. heterophyllum tiiriiniin ekstrelerinden elde edilen katesin miktarlar gizelge 4.35°de
verilmistir. H.heterophyllum tiiriinde sadece in vitro uygulamalarda katesin bilesigi
tespit edilmistir. 0.01 mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikte 28.22 mg katesin/g KA
miktari tespit edilmis olup, kontrol grubuna gore artis gostermistir. Kallus kontrol grubu
ise (25.08 mg katesin/g KA) diger kallus uygulamalarindan daha yiiksek sonug

vermistir.
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Cizelge 4.35 H. heterophyllum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen katesin

miktarlart
Bitki Kisimlari Pik mg katesin/g KA
Alam

In vitro bitkicik kontrol 209.1 18.00+0.0001
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 300.6 28.22+0.0007
0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 109.35 8.85+0.0002
0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 103.1 8.67+0.0001
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik 55.1 3.18+0.0001
Kallus kontrol 282.6 25.08+0.0016
0.01 mg/L ABA kallus 89.25 6.47+0.0005
0.05 mg/L ABA kallus 126.8 10.08+0.0003
0.1 mg/L ABA Kkallus 228.25 19.85+0.0032
0.01 mg/L SA kallus 258.35 22.74+0.0006
0.05 mg/L SA kallus 81.4 5.71+0.0001
0.1 mg/L SA kallus 128.8 10.28+0.0002

Rutin

Rutin bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.39’da, retansiyon

zamant ve kromatogrami Sekil 4.40°da gdsterilmistir. Standart olarak kullanilan rutinin

konsantrasyonlar1 0.025, 0.05, 0.1,

heterophyllum tiirtinde rutin bilesigi tespit edilememistir.
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Sekil 4.39 Rutin i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.40 Rutin bilesigi retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt.22.308)

H. perforatum tiiriiniin in vivo yaprak kisminda en yiiksek diizeyde rutin (1493.7+0.007
mg rutin/g KA) belirlenmistir. Sera sartlarinda yetisen bitkilerde rutin seviyesi oldukca

diisiik seviyelerde bulunurken, in vitro uygulamalarda rutin bilesigi tespit edilememistir

(Cizelge 4.36).

Cizelge 4.36 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen rutin miktarlari

Bitki Kisimlari Pik Alan1 | mg rutin/g KA
In vivo ¢igcek 2294.95 445.38+0.007
In vivo yaprak 5372.43 1493.7+0.007
In vivo govde 1334.93 293.66+0.004
In vivo herba 2064.9 510.62+0.003
Sera ¢igek 635.93 85.91+0.0005
Sera yaprak 136.9 Iz miktarda
Sera herba 532.77 55.254+0.002

H. pruinatum tiiriinde en yiiksek rutin seviyesi (451.99 mg rutin /g KA) in vivo yaprak
kismindan elde edilmistir. In vitro uygulamalarda sonu¢ elde edilemezken, sera da

yetistirilen bitkilerden ¢igek kismi gibi bazi degerler iz miktarda ¢ikmistir (Cizelge

4.37).
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Cizelge 4.37 H. pruinatum tiiriiniin farkl kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen rutin miktarlari

Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg rutin /g KA
In vivo ¢igek 1162.17 242.32+0.0009
In vivo yaprak 1867.63 451.99+0.0004
In vivo govde 624.1 82.40+0.0004
In vivo herba 1376.4 305.99+0.006
Sera ¢icek 252.7 iz miktarda
Sera yaprak 657.7 92.38+0.005
Sera govde 205 iz miktarda
Sera herba 564.23 64.60+0.0004
Aklimitize ¢igek 170.33 iz miktarda
Aklimitize yaprak 601.0 151.04+0.0009
Aklimitize govde 317.87 Iz miktarda
Aklimitize herba 387.93 12.85+0.0013
Kersetin

Kersetin bilesigi icin olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.41°de,
retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.42°de gosterilmistir. Standart olarak
kullanilan kersetinin konsantrasyonlar1 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.25 mg/ml olarak

ayarlanmistir.
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Sekil 4.42 Kersetin bilesiginin 254 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt. 36.284)

H. perforatum tiiriiniin serada yetistirilen ¢igek kismindan en yiiksek diizeyde (74.25 mg
kersetin/g KA) kersetin elde edilmistir (Cizelge 4.38). Ayni sekilde in vivo sartlarda
gelisen bitkilerin ¢icek kisimlarinda da olduga yiiksek oranlarda karsetin tespit
edilmistir. 0.05 mg/L ABA uygulmasi in vitro bitkiciklerde karsetin oraninda (42.47 mg
kersetin/g KA) kontrol grubuna gore artis saglamistir.

Cizelge 4.38 H. perforatum tiiriiniin farkl kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen kersetin miktarlar

Bitki Kisimlar: Pik Alam | mg kersetin/g KA
In vivo ¢igek 328.7 68.46+0.002

In vivo yaprak 19.0 9.49+0.0001

In vivo herba 87 26.95+0.0006
Sera cicek 271.23 74.25+0.0002
Sera yaprak 49.77 11.60+0.0001
Sera govde 15.9 8.70+0.0001
Sera herba 123.3 36.28+0.00004
In vitro bitkicik kontrol 103.8 31.27+0.0002
0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 64.73 42.47+0.0002
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik 34.2 13.40+0.00
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik 58.63 26.23+0.0001
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 47.03 16.69+0.0001
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H. pruinatum tiiriiniin kersetin calismasindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.39’da
verilmistir. Aklimitize edilen bitkilerin yaprak kisminda en yiiksek oranda (55.31 mg
kersetin/g KA ile karsetin elde edilmistir. In vivo sartlarda gelisen bitkilerin cigek
kisimlarinda da yiliksek oranlarda (53.95 mg karsetin/g KA) karsetin tespit edilmistir.
Ote yandan, in vitro uygulamalarindan elde edilen karsetin seviyeleri oldukca diisiik

bulunmustur.

Cizelge 4.39 H. pruinatum tiirtiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen kersetin miktarlar

Bitki Kisimlari Pik Alam | mg Kersetin /g KA
In vivo cigek 192.17 53.95+0.004

In vivo yaprak 93.23 28.55+0.0002
In vivo govde 33.27 13.16+0.0001
In vivo herba 109.03 32.61+0.0002
Sera ¢igek 105.1 31.59+0.0001
Sera govde 39.3 22.61+£0.0008
Sera herba 76.95 24.37+0.000
Aklimitize ¢igek 43.4 15.76+0.0001
Aklimitize yaprak 89.73 55.31+0.0002
Aklimitize govde 22.43 10.92+0.0002
Aklimitize herba 115.47 36.06+0.0007
0.01 mg/L ABA in vitro 114 7.54+0.000
bitkicik

0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 32.1 12.86+0.00004
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik | 25.55 11.18+0.0001
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik | 20.55 9.89+0.0001
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 6.3 6.24+0.000

H. heterophyllum tiiriinde kersetin bilesigi en yiiksek seviyede 123.19 mg kersetin /g
KA ile in vivo ¢igek kisminda bulunmustur. Elisitor uygulamalarinda 0.01 mg/L ABA
in vitro bitkicikte (19.82 mg kersetin/g KA) ve kallusta (40.20 mg kersetin /g KA)

kontrol grubundan daha fazla kersetin tiretimini saglamistir (Cizelge 4.40).
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Cizelge 4.40 H. heterophyllum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen kersetin

miktarlart
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg kersetin/g KA
In vivo ¢igek 461.9 123.19+0.0001
In vivo _yaprak 85.85 26.66+0.0001
In vivo gdvde 40.5 15.02+0.0001
In vivo _herba 210.8 58.73+0.0001
In vitro bitkicik kontrol 47 16.68+0.0006
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 55.35 19.82+0.002
0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 18.1 9.26+0.0006
0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 20.7 11.04+0.00004
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik 33.65 13.26+0.0001
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik 19.05 9.51+0.00002
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 35.6 14.48+0.00002
Kallus kontrol 82.05 25.68+0.00004
0.01 mg/L ABA kallus 138.6 40.20+0.0001
0.05 mg/L ABA kallus 67.2 21.87+0.0001
0.1 mg/L ABA kallus 55.7 18.92+0.0001
0.05 mg/L SA kallus 61.05 20.29+0.00004
0.1 mg/L SA kallus 95.1 29.03+0.0001

Kersitrin

Kersitrin bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.43°de,
retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.44’de gosterilmistir. Standart olarak
kullanilan kersitrinin konsantrasyonlar1 0.0014, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.25 mg/ml
olarak ayarlanmistir. H. heterophyllum tiiriniin ekstrelerinden YPSK analizlerinde

kersitrin tespit edilememistir.

Kersitrin

15000,00
§ 10000,00 y = 42850 + 17,15
< R>=10.999
2~ 5000,00
(a9

0,00
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.43 Kersitrin i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.44 Kersitrin bilesiginin 254 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt.28.217)

H. perforatum tiiriiniin ekstrelerinden in vivo yaprak kisminda 783.40 mg kersitrin /g

KA miktar ile en yiiksek diizeyde kersitrin analiz edilmistir. 0.05 mg/L ABA ve 0.05

mg/L SA uygulanan in vitro bitkicikler kontrol grubundan daha fazla kersitrine sahip

olmustur (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.41 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen kersitrin miktarlar

Bitki Kisimlari Pik Alan1 | mg kersitrin/g KA
In vivo ¢igek 1218.25 215.62+0.0024
In vivo _yaprak 3374.03 783.40+0.0009
In vivo gbvde 200.03 42.68+0.0005
In vivo _herba 2066.93 478.36+0.003
Sera cicek 1089.7 250.3+0.0005
Sera_yaprak 147.2 20.2340.0023
Sera govde 41.7 5.73£0.0011
Sera_herba 555.77 125.70+0.0007
In vitro bitkicik kontrol 335.23 74.23+0.0003
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 74 8.84+0.0003
0.05 mg/L ABA in vitro bitkicik | 206.63 80.40+0.0008
0.1 mg/L ABA in vitro bitkicik | 324.4 71.70+0.0002
0.01 mg/L SA in vitro bitkicik 108.23 21.26+0.0002
0.05 mg/L SA in vitro bitkicik 271.47 79.13+0.001
0.1 mg/L SA in vitro bitkicik 210.43 45.11+£0.0003

Cizelge 4.42°de H. pruinatum tiiriiniin ekstrelerinden elde edilen kersitrin miktarlari

verilmistir. En yiiksek kersitrin seviyesi in vivo sartlarda yetisen bitkilerin yaprak

kismindan (364.17 mg kersitrin /g KA) elde edilmistir. In vitro sartlarda geilen
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bitkiciklere ABA uygulmasi kersitrin seviyesini diislirmistiir. Genel olarak in vivo

sartlarda yetigen bitkilerde kersitrin seviyesi yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.42 H. pruinatum tiirtiniin farkl kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen kersitrin miktarlar

Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg Kersitrin /g KA
In vivo ¢icek 644.67 146.444+0.0009
In vivo yaprak 1577.63 364.17+0.012
In vivo govde 86.97 16.294+0.0002
In vivo herba 764.7 174.46+0.009
Sera ¢icek 148.5 30.65+0.0002
Sera govde 691.07 157.27+0.003
Sera herba 21.87 1.69+0.0002
Aklimitize ¢i¢ek 363.63 80.86+0.003
Aklimitize yaprak 139 28.44+0.0011
Aklimitize govde 283.27 124.21+0.0021
Aklimitize herba 19.17 0.50+0.0006
In vitro bitkicik kontrol 100.47 20.47+0.0012
0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik | 23.9 1.58+0.0007

Kemferol

Kemferol bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.45°de, Sekil

4.46°da retansiyon zamani ve kromatogrami gosterilmistir. Standart olarak kullanilan

kemferoliin konsantrasyonlart1 0.001,

ayarlanmistir.
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Sekil 4.45 Kemferol icin olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 4.46 Kemferol bilesiginin 254 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt.22.585)

Cizelge 4.43°de H. perforatum ve H. heterophyllum tiirlerinin YPSK analizlerinde
kemferol miktarlar1 verilmistir. Bazi in vitro uygulamalarda iz miktarda tespit edilen
kemferol, dogadan toplanan bitki kisimlarinda miktar tayini yapilamamistir. H.

pruinatum tiirtinde ise kemferol tespit edilememistir.

Cizelge 4.43 H. perforatum ve H. heterophyllum tiirlerinin farkli kistmlarinda YPSK analizleri ile elde
edilen kemferol miktarlari

Bitki Kisimlari H. perforatum H. heterophyllum
Pik mg kemferol | Pik Alam | mg kemferol /g KA
Alam /g KA

0.01 mg/L ABA in 14.7 [z miktarda 71.2 4.45+0.0002

vitro bitkicik

0.05 mg/L ABA in - - 26.55 [z miktarda

vitro bitkicik

Apigenin

Apigenin bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.47°de,
retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.48’de gosterilmistir. Standart olarak
kullanilan apigeninin konsantrasyonlar1 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.25 mg/ml olarak

ayarlanmugtir.
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Sekil 4.48 Apigenin bilesiginin 328 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt. 37.583)

Cizelge 4.44°de H. perforatum tiiriniin in vivo (85.9 mg apigenin /g KA) ve sera (137.9
mg apigenin /g KA) sartlarinda yetisen bitkilerinin cicek kisimlarinda elde edilen
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apigenin miktar1 verilmistir. Sera sartlarinda yetisen bitkilerin ¢i¢eklerinde bulunan

apigenin miktar1 in vivo sartlarda gelisenden daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.44 H. perforatum tiiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen apigenin

miktarlart
Bitki Kisimlari Pik Alam1 | mg apigenin /g KA
In vivo ¢icek 705.3 85.9+0.0015
Sera ¢igek 836.2 137.9+0.0005

H. pruinatum tiirtinde 325.24 mg apigenin g/KA ile en yiiksek apigenin in vivo sartlarda
yetisen bitkilerin ¢igek kismindan elde edilmistir (Cizelge 4.45). Ayn1 bitkilerin herba
kistmlarinda apigenin oldukea diisiik bulunmustur. Ote yandan, serada yetisen bitkilerin
govde, aklimitize olan bitkilerin yine gévde ve yaprak kisimlari ile in vitro’da yetisen

biticiklerde apigenin iz miktarda bulunmustur (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.45 H. pruinatum tiriiniin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen apigenin miktarlari

Bitki Kisimlari Pik Alam | mg apigenin /g KA
In vivo ¢igek 1771.6 325.24+0.0006

In vivo herba 216.1 13.69+0.0002

Sera ¢igek 436.0 57.72+0.0001

Sera govde 9.6 Iz miktarda
Aklimitize yaprak 46.4 Iz miktarda
Aklimitize gdvde 6.7 Iz miktarda
Aklimitize herba 166.4 3.93+0.0008

In vitro bitkicik kontrol 6.35 Iz miktarda

H. heterophyllum tiiriinde in vivo sartlarda yetisen bitkilerin ¢icek kisminda 39.54 mg
apigenin/g KA seviyesinde apigenin belirlenmistir (Cizelge 4.46). Ote yandan, ABA
uygulanan ve uygulanmayan kallus dokularda ise apigenin iz miktarda bulunmus olup,

ABA uygulmasi apigenin iiretimini etkilememistir.
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Cizelge 4.46 H. heterophyllum tiirlerinin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen apigenin

miktarlari
Bitki Kisimlari Pik Alam | mg apigenin /g KA
In vivo ¢igek 345.2 39.54+0.00011
Kallus kontrol 31.3 [z miktarda
0.01 mg/L ABA kallus 52.5 iz miktarda
0.05 mg/L ABA kallus 19.5 [z miktarda

Amentoflavon

Amentoflavon bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 4.49°da,

retansiyon zamani ve kromatogrami Sekil 4.50°de gosterilmistir. Standart olarak

kullanilan amentoflavonun konsantrasyonlar1 0.001, 0.002, 0.005, 0.01 mg/ml olarak

ayarlanmugtir.
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Sekil 4.50 Amentoflavon bilegiginin 328 nm’deki retansiyon zamani ve kromatogrami (Rt.38.280)

Uc¢ Hypericum tiiriiniin tiim bitki kisimlarinda amentoflavon bilesigi analizleri

yapilmistir; ancak ¢calismamizda yer alan bir¢ok bitki kisimlarinda tespit edilememistir.

H. perforatum tiirinliin in vivo ve sera sartlarinda gelisen bitkilerin gigeklerinde iz

miktarda amentoflavon belirlenmistir. Ayn1 sekilde H. pruinatum tiiriiniinde serada

yetisen bitkilerin herba ve aklimitize olan bitkilerin ¢igek ile herba kisimlarinda da iz

miktarlarda amentoflavona rastlanmistir (Cizelge 4.47).

Cizelge 4.47 H. perforatum ve H. pruinatum tiirlerinin farkli kisimlarinda YPSK analizleri ile elde edilen
amentoflavon miktarlar

Bitki Kisimlar1 | H. perforatum H. pruinatum
Pik mg amentoflavon | Pik mg amentoflavon /g
Alam /g KA Alam KA
In vivo c¢icek 26.73 iz miktarda 57.37 Iz miktarda
Sera ¢icek 31.43 Iz miktarda 16.73 Iz miktarda
Sera_herba - - 12.4 Iz miktarda
Aklimitize ¢igek | - - 13.47 Iz miktarda
Aklimitize_herba | - - 5.73 Iz miktarda
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5. TARTISMA

5.1 Tohum Cimlendirme

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan tohumlarin yiizey sterilizasyonunu
saglamak olduk¢a Onemli olup, steril tohumlardan elde edilen steril bitkicikler ile
rejenerasyon ve kallus calismalari yapilabilmektedir. Caligmamizda kullanilan ii¢
Hypericum tiirlintin  tohumlarinin  ylizey sterilizasyonu ticari c¢amasir suyu ile
saglanmistir. H. perforatum tiiriinde %15°lik ¢amasir suyu ile sterilize edilen tohumlar
B5 vitaminleri iceren MS besin ortaminda %99.3 oraninda ¢imlendirilebilmistir. H.
pruinatum’da ¢imlenme olmadigindan ve H. heterophyllum tiirtinde diisiik ¢imlenme
orani tespit edildiginden dolay1 giberellik asit (GA3z) ile 6n muamele yapilmistir.
Giberellik asidin tohum dormansisini kirdig1l, c¢imlenmeyi tesvik ettigi yapilan
calismalar (Cirak vd. 2004) ile ortaya konmustur. GA3 uygulamasinda 24 ve 48 saatlik
siireler denenmis, 48 saat giberellik aside maruz kalan tohumlarda ¢imlenme oraninin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica besin ortamina GAj ilavesi, tohum
¢imlenmesini olumlu yonde etkilemistir. H. pruinatum tohumlarinin GAj ilave edilen
MS besin ortaminda ¢imlenmesi %86.7 iken, H. heterophyllum tiiriiniin %85 oraninda
oldugu belirlenmistir. Giberellik asit uygulamasinda ayrica tohumlar +4 °C’de 48 saat
stire ile bekletilmistir. Tohum dormansisinin kirilmasinda GAs hormonun yani sira
soguk uygulamasi da etkili olmustur. Soguk uygulamasi ile birlikte ¢imlenme igin
kullanilan besin ortami ve ortama ilave edilen GA3 hormonunun kompleks bir etki
gostererek ¢imlenmede basariya ulastirdigl diistiniilmektedir. Farkli besin ortamlar ile
yapilan ¢imlendirme ¢alismalarinda, H. perforatum tiirii BS vitaminleri igeren MS besin
ortaminda; H. pruinatum ve H. heterophyllum tiirlerinde GAj3 iceren MS ortaminda
¢imlenme oranlar diger uygulamalardan daha yiiksek olmustur. H. perforatum tiiriinde
tohum dormansisi gozlenmezken test edilen diger iki tiirde bulunan dormansi GA;z ve

soguk uygulamasiyla kolaylikla asilabilmistir.
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5.2 Doku Kiiltiirii Calismalar: ve Dis Kosullara Alistirma

Cellarova ve Kimakova (1999) H. perforatum tiiriinde yaptiklari ¢alismada 2,4-D igeren
LS besin ortaminda, Pretto ve Santarem (2000) ise 2,4-D igeren MS besin ortaminda
siirekli 151k veya karanlik kosullarda kallus elde etmistir. Ug farkli Hypericum tiirii i¢in
yapilan ¢alismamizda, oksin tiirevi olan 2,4-D ve pikloram iceren besin ortamlarinda
olusan kalluslarin yesil, kirilgan bir yapiya sahip olmadigi gozlemlenmistir. Oksin
tiirevlerinin kallus olusumunda {i¢ tiir i¢in de tek basmna yeterli olmadigr sonucuna
varilmistir. Bunun igin 2,4-D biiyiime diizenleyicisine ek olarak kinetin (Bais vd. 2002)
veya BAP/NAA kombinasyonlari ile yarim MS besin ortaminda (Kartnig vd. 1996)
yapilan ¢alismalar referans alinarak, farkli besin ve hormon kombinasyonlari ile deneme

yapilarak uygun kallus ortami tespit edilebilir.

H. heterophyllum tiirinde 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA biiyiime diizenleyicileri ile
60 giiniin sonunda basaril1 bir sekilde kalluslar elde edilmistir. Kalluslarin rengi yesil,
kirtlgan ve sulu bir yapi gostermistir. H. heterophyllum tiiriinden elde edilen kalluslar,
B5 vitaminleri igeren LS besin ortaminda ABA ve SA elisitorleri ile strese maruz
birakilmigtir. Absisik asidin 0.1 mg/L uygulamasinda kallus taze agirligt kontrol
grubuna gore diisiis gostermistir. Absisik asidin diisiik dozlarinda morfolojik olarak bir
degisiklik gozlenmezken, 0.1 mg/L ABA uygulamasinin kalluslarinda nekroz olusmus,
renkleri yesilden kahverengiye donmiistiir. Kallus hiicrelerinde nekroz olusmasi, 0.1
mg/L ABA miktarinin hiicreler i¢in fazla oldugunu gostermektedir. Salisilik asidin 0.01
mg/L uygulamasinda kallus taze agirligi kontrol grubuna gore 2.4 kat artis gosterdigi
belirlenmistir (p<0.05). Ayrica 0.01 ve 0.05 mg/LL SA uygulamalarinda kalluslar canli,
kirilgan ve renkleri yesil iken, 0.1 mg/L SA uygulanan kalluslarda nekroz olusmustur.
Gadzovska vd. (2013), H. perforatum kalluslarina uyguladiklar: 100 pM SA’in kiiltiiriin
son haftasinda, kalluslarin renginin kahverengiye doniistiiglinii bildirmislerdir. Hiicre
sispansiyon kiiltliriinde uzun siireli jasmonik asitle muamele edilen H. perforatum
hiicrelerinin de renginin kahverengiye doniistiigli ve hiicrelerin bir araya toplandigi
Gadzovska vd. (2007) tarafindan belirlenmistir. Asidik yapida olan elisitorler diisiik

dozlarda uygulandiginda hiicrelerde nekroz olusumu gézlenmemektedir.
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Hypericum tiirlerinin siirgiin rejenerasyonunda BAP ve NAA biiylime diizenleyicileri
farkl1 oranlarda kullanilmigtir. Sitokinin tiirevi olan BAP biiylime diizenleyicisinin
siirgiin olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir (Cellarova ve Kimakova, 1999). Her {i¢
tiirde en 1yi sonug, 1 mg/L BAP igeren besin ortamindan elde edilen siirgiinler ile elde
edilmigstir. H. perforatum ve H. heterophyllum tiirlerinde 1 mg/L BAP igeren besin
ortaminda siirgiin olusturan eksplant oran1 % 86.7, H. pruinatum tiiriinde ise % 56.7
olarak belirlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ise H. perforatum’da 9.8, H.
heterophyllum’da 5.3, H. pruinatum’da ise 3.2 adet olarak tespit edilmistir. Eksplant
basina silirglin sayist ve slirgiin olusturan eksplant oranlari ile tiirler arasi kiyaslama
yapildiginda, H. perforatum tiiriiniin rejenerasyon kabiliyetinin daha yiiksek oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica H. perforatum siirgiin yapraklarinda morfolojik olarak siyah
bezelerin varligi dikkat ¢ekmistir. H. heterophyllum tiirii endemik bir tiir olmasina
ragmen, in vitro kosullara uyum saglamis, siirgiin rejenerasyonunda iyi bir sonug
vermistir. Dogada sinirli bolgede bulunan H. pruinatum, diger iki tiirle kiyaslandiginda

rejenere olma kapasitesinin daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

H. perforatum tiirliniin siirgin olusumunda en verimli bilyiime diizenleyicisinin BAP
oldugu belirlenmistir (Cellarova vd. 1992, Cellarova vd. 1994). H. triquetrifolium
Turra. tiirlinde yapilan ¢aligmalarda 2 mg/L BAP biiyiime diizenleyicisi ile en yiiksek
oranda siirgiin olusumu meydana gelmistir. Bunun yani sira 1 mg/L BAP igeren besin
ortaminda biiyliyen siirglinlerin hiperisin oraninda artig tespit edilmistir (Karakas vd.
2009). Siirgiin olusumunda yiiksek oranda basar1 elde edilirken, etken madde oranini da

yiikselten BAP hormonunun etkisi, yaptigimiz ¢alismalar ile desteklenmektedir.

Kwiecien vd. (2018) H. perforatum’un Elixir, Helos, ve Topas g¢esitleri ile farkli
oranlarda (0.1, 1.0, 2.0, ve 3.0 mg/L) NAA ve BA bitki biiylime diizenleyicilerini igeren
LS ve MS besin ortaminda gelisen siirgiin kiiltiirlerine stres uygulamistir. Ug ¢esitte de,
LS besin ortaminda 3 haftalik kiiltiir boyunca kuru biyokiitle birikiminde artislar
gozlenmistir. Literatiir bilgileri dikkate alinarak, hem rejenerasyon caligmalari hem de
biyoaktif madde iiretiminde etkili olmas1 nedeniyle bizim ¢alismamizda da ¢imlendirme
sonras1 doku kiiltiirii ¢aligmalarinda LS besin ortami tercih edilmistir. Rejenerasyon

sonucu yeterli sayida siirgiin elde edildikten sonra in vitro koklendirme calismalari
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yapimistir. IAA ve IBA biliylime diizenleyicileri ile yapilan koklendirme
calismalarinda, H. perforatum tiiriinin IAA’nin #¢ farkli (0.5, 1 ve 1.5 mg/L)
konsantrasyonunda %100 koklenme gosterdigi, kalin ve uzun kokler olusturdugu tespit
edilmistir. Diger iki tiirlin IAA igeren besin ortaminda ciliz, kisa kokler olusturdugu ve
koklerde kararma meydana geldigi gozlenmigtir. Koklenme i¢in IBA (1, 1.5 mg/L)
iceren besin ortaminda yapilan denemeler sonucunda, ii¢ tirde de kalin, uzun kokler
elde edildigi tespit edilmistir. H. perforatum tiiriinde yapilan ¢alismalarda (Gadzovska
vd. 2005) IBA biiyiime diizenleyicisinin koklendirmede basar1 sagladig: bildirilmistir.

Yazaki ve Okuda (1994) yaptiklari ¢alismada H. erectum tiiriiniin siirgiin ¢aligmalarinda
BAP ve IAA hormonlarini birlikte uygulamistir. Bacila vd. (2010) H. maculatum
tiriinde BAP, NAA ve 2IP kombinasyonu ile ¢ok sayida siirglin elde etmistir. Ayrica
Meyer vd. (2009), yaptiklar1 arastirmada H. frondosum, H. galioides, H. kalmianium
tirlerinde BAP ve IAA kombinasyonu kullanarak, karanlik kosullarda kallus ve siirgiin
elde etmistir. Yapilan arastirmalarda Hypericum cinsinin farkli tiirlerinde oksin ve
sitokinin tlirevleri farkli kombinasyonlar halinde uygulanmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Rejenerasyon orani diisiik olan H. pruinatum tiirii i¢in de farkli sitokinin ve
oksin tiirevleri ile deneme yapilarak siirgiin rejenerasyon kapasitesi arastirilmahidir. H.
pruinatum tiiriinde in vitro ¢alismalar ve dis kosullara adaptasyon tez ¢alismamiz ile ilk
kez yapilmistir. Siirgiin rejenerasyonu ve kallus olusumu ig¢in farkli biiyiime
diizenleyicileri, karanlik/isik, farkli fotoperiyod uygulamalari ile denemeler

yapilabilecegi, bu ¢alismalar ile ortaya ¢ikmustir.

Palmer ve Keller (2011) H. perforatum tiirtinde 10:1’lik  oksin(IAA,
IBA,NAA)/sitokinin(Kin, TDZ) oramiyla silirglin rejenerasyonunu saglamistir.
Siirglinlerden elde edilen koklii bitkicikler sera kosullaria % 100 oraninda adaptasyon
gostermistir. Yapilan calismadan anlasildigi gibi H. perforatum diinya genelinde genis
bir yayilis gosterdiginden dis kosullara kolaylikla adapte olabilmektedir. Bu nedenle

calismamizda H. perforatum tiiriniin dis kosullara alistirma islemi yapilmamustir.

In vitro koklendirme sonucu elde edilen kokli bitkicikler dis kosullara aktarilmistir. H.

pruinatum tiriinin in vitro bitkicikleri sera kosullarina kolaylikla adaptasyon
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gostermistir. Cigeklenme evresini de tamamlayan bitkiler, herbaryum tekniklerine
uygun sekilde kurutulduktan sonra YPSK analizleri i¢in muhafaza edilmistir. H.
pruinatum tiirii dogada, Orta Karadeniz Bolgesinde nemli alanlarda yetismektedir. Sera
kosullarinda uygun sicaklik ve %60 civarinda nem olmasi ve dogadaki kosullara
benzerlik gostermesi nedeniyle in vitro bitkiciklerin dis kosullara alismasi kolay
olmustur. H. heterophyllum tiirii Orta Anadolu’da kurak bolgelerde yetisen endemik bir
tiirdiir. Bu tiirtin yetistigi kosullar dikkate alindiginda, sera kosullarinin nemli olmasi in
vitro bitkiciklerin adaptasyonunu zorlastirmistir. H. heterophyllum tiiriiniin in vitro

bitkicikleri kurumus ve dis kosullara adapte olamamustir.

Siirglin rejenerasyon orani yiiksek olan H. heterophyllum, endemik bir tiir olmasina
ragmen, in vitro kosullara kolaylikla adapte olmustur. Ayrica 0.5 mg/L. TDZ ve 0.5
mg/L IBA ile kallus olusumu basariyla saglanmistir. Ayan ve Cirak (2006) H.
heterophyllum tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada yalnizca 4.4 mg/L BA biiylime diizenleyicisi
ile stirgiin, 1 mg/L BA ve 0.1 mg/L 2,4-D kombinasyonu ile kallus elde etmistir. Ayni
caligmada dis kosullara adaptasyon saglanmustir. H. heterophyllum tiirinde siirgiin
olusumu i¢in tek basina sitokinin tiirevi bir bilyiime diizenleyicisi yeterli olurken, kallus
olusumu i¢in oksin/sitokinin kombinasyonu olusturulmalidir. Tez ¢alismamizda ise,
ayni tliriin sera kosullarina adaptasyonu saglanamamistir. D1s kosullara adaptasyon i¢in
torf, perlit gibi farkli toprak kombinasyonlar1 ile sera kosullarinin nem orani azaltilarak

adaptasyon denemeleri yapilabilecegi diistiniilmektedir.

5.3 Antioksidan Calismalar:

Toplam fenolik ¢alismalarinda, H. perforatum tiiriiniin in vivo yaprak kismi 109.4 mg
GAE/g ekstre ile diger uygulamalar arasinda en yiiksek degere sahip olmustur. In vitro
bitkiciklerde toplam fenolik igerigi kontrol (24.9 mg GAE/g ekstre) grubuna gore, 0.05
mg/L ABA ile 1.4 kat ve 0.05 mg/L SA uygulamasiyla 1.2 kat artig gdstermistir. Ayni
tirtin DPPH aktivitesi incelendiginde, in vivo yaprak kism1 453.2 mg TEs/g ekstre ile
DPPH aktivitesi en yiiksek sonucu vermistir. Elisitor uygulamalarinda 0.1 mg/L ABA
muamelesi kontrol (92.8 mg TEs/g ekstre) grubundan 1.3 kat, 0.01 mg/L SA ise 1.7 kat
daha yiiksek DPPH radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Onceki
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caligmalarda da H. perforatum tiiriinde kallus, siirgiin ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde yapilan salisilik asit elisitasyon ¢alismalarinda bazi fenolik bilesiklerin
miktarini arttirdigi bildirilmistir (Gadzovska vd. 2013). Salisilik asidin, Arabidopsis’in
bitki savunmasinda yer alan CAD1 geninin ekspresyonuna katkida bulundugu (Tsutsui
vd. 2006), bitkinin savunma mekanizmasini aktif hale getirdigi yapilan aragtirmalar ile
ortaya konmustur. Guerriero vd. (2018)’nin bildirdigine goére bitki doku kiiltiirii
caligmalarinda hiicreye disardan gelen biyotik veya abiyotik stres sinyalleri hiicre
duvarmi etkilemektedir. Bu etki, plazma zar1 ile hiicre arasindaki spesifik reseptorler
tarafindan algilanmakta, kalsiyum birikimine neden olmaktadir. Kalsiyum birikimi,
jasmonik asit gibi fitohormonlarin uyarilmasini saglamaktadir. Boylece sekonder
metabolizma aktif hale gelerek, disardan gelen strese yanit verilmektedir. Sekonder
metabolit biyosentezinin Onciilleri kloroplast tarafindan {iretilmekte, glikozillenmis
metabolitler vakuolde depolanmaktadir. Calismamizda kullanilan elisitorler, disardan
uygulanan stres sinyalleri olarak hiicrede algilandigi, boylece ilgili sekonder metabolit
stres altinda oldugu i¢in daha fazla veya az salgilanmaktadir. Stres altinda olan hiicrenin
fiziksel ve kimyasal kosullarmma bagli olarak, metabolitin az veya ¢ok salgilanma

durumu ortaya ¢ikmaktadir.

H. pruinatum tiirtinde in vivo sartlarda yetisen bitkilerden alinan yapragin en yiiksek
toplam fenolik icerige (89.6 mg GAE/g ekstre) sahip oldugu belirlenmistir. In vitro
bitkiciklerin toplam fenolik igerigi incelendiginde, 0.1 mg/L ABA’nin (23.4 mg GAE/g
ekstre) kontrole gore 1.4 kat artig gosterdigi tespit edilmistir. DPPH aktivitesi de in vivo
sartlarda yetisen bitkilerin yaprak kisminda en yiiksek diizeyde (421.8 mg TEs/g ekstre)
bulunmustur. 0.1 mg/L ABA ve 0.05 mg/L SA uygulamalar1 kontrol grubuna gore
stirastyla; 1.4 ve 1.5 kat daha yiiksek radikal kovucu etki gosterdigi tespit edilmistir.
Mineral azotun H. pruinatum tiriinde antioksidan kapasitesini ve etken madde
degiskenligini arastiran Radusiene vd. (2019), mineral azot uygulamasinin emodin ve
naftodiantronlarin miktarmi1 artirdigi, floroglusinol tiirevlerine etki etmedigini
belirlemislerdir. Azot artis1 ile birlikte, katesin, klorojenik asit, hiperozit ve Kersitrin
gibi temel fenolik bilesiklerin ve toplam fenolik igeriginin azaldiginm tespit etmislerdir.
Bagka bir arastirmada, Thevetia peruviana kalluslarina eksojen olarak uygulanan 100
uM JA ve 10 uM ABA elisitorleri ile toplam fenolik igerigi artarken, 100 uM JA ve 100
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uM ABA elisitorleri ile azalmaktadir. Absisik asit diisiik dozlarda hiicreye alindiginda
T. peruviana kalluslarinin toplam fenolik icerigini arttirmaktadir (Rincon-Perez vd.
2016). Yine T. peruviana hiicre siispansiyon kiiltiiriinde salisilik asit (0, 100, 300, 500
uM) ve metil jasmonat (0,1,3,5 uM) elisitorlerinin etkisi aragtirilmistir. Toplam fenolik
ve flavonoit iceriginde 3 uM metil jasmonat, diger gruplardan daha yiiksek sonug
gosterdigi bildirilmistir (Mendoza vd. 2018). Bitki hiicresine disaridan gonderilen stres
sinyallerinin dozu, hiicre igerisinde toplam fenoliklerin miktarini etkilemektedir. Aym
zamanda bitkinin biinyesinde bulundurdugu fenolikler ve diger metabolitlerin etkisi,

fiziksel kosullar ile de baglantili olarak degiskenlik gosterdigi diistiniilmektedir.

Diger iki tiirde oldugu gibi H. heterophyllum tiiriniin in vivo yaprak kisminin da 77.6
mg GAE/g ekstre ile en yliksek toplam fenolik igerige sahip oldugu tespit edilmistir.
Sekonder metabolitlerin bitki organlarindaki lokalizasyonu; bitkinin tiirline, ¢evre
kosullarina, biyoaktif bilesenlerin tipine ve fonksiyonlarma gore degisiklik
gostermektedir (Mammadov 2014). Arastirdigimiz Hypericum tiirlerinin toplam fenolik
icerigi ve DPPH etkisi dikkate alindiginda, antioksidan etki gdsteren bilesiklerin en
fazla yaprak organinda depo edildigini sdylemek miimkiindiir. H. heterophyllum
tirlinlin in vitro bitkiciklerinin elisitor uygulamalari, kontrol grubundan daha diisiik
degerler gostermistir. Calismamizda kullanilan elisitorlerin in vitro bitkicik diizeyinde,
ilgili fenolik bilesiklerin iiretimini tesvik etmedigi, bu nedenle kontrol grubundan daha

diisiik degerler gosterdigi diisliniilmektedir.

H. heterophyllum kallus uygulamalarinda ABA ve SA’in her ii¢ konsantrasyonu,
kontrole (9.91 mg GAE/g ekstre) gore toplam fenolik igerikte 6nemli bir artis meydana
getirmistir. Kallus, diizensiz olarak biriken hiicre yigini olarak bilinmektedir. Eksojen
olarak kullanilan elisitorlerin, tiim bitkiye etki etmesinden ziyade hiicre icerisine
alinmas1 daha kolay, bdylece hiicre siispansiyon ve kallus kiiltiirlinde elisitor etkisi daha
fazla oldugu diisiiniilmektedir. Elisitoriin ilgili fenolik bilesiklerin iiretimini indiikleyip,
antioksidan etkiyi arttirdigi ongoriilmektedir. H. heterophyllum in vivo yaprak kisminin
(415.8 mg TEs/g ekstre) DPPH radikal siipiiriicii etkisinin en yiiksek oldugu tespit
edilmistir. In vitro bitkiciklerde 0.1 mg/L ABA uygulamasi kontrol grubuna gore (33.2
mg TEs/g ekstre) 2 kat ( 63.3 mg TEs/g ekstre), 0.01 mg/L SA ise 2.5 kat (84.4 mg
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TEs/g ekstre) artis gostermistir. Kalluslarin DPPH aktivitesinde ise 0.05 mg/L. ABA
uygulamasi (136.3 mg TEs/g ekstre) kontrol grubundan (112.5 mg TEs/g ekstre) daha

yiiksek radikal kovucu etki meydana getirmistir.

Her {i¢ tiirtin; dogadan toplanan, sera kosullarinda yetistirilen, in vitro bitkicikler ve
aklimitize edilen bitkilerin toplam fenolik icerigi ve DPPH aktivitesi belirlenmistir. Ug
Hypericum tiirii aras1 kiyaslamalar yapildiginda, H. perforatum tiiriiniin in vivo yaprak
kisminin 109.4 mg GAE/g ekstre ile en yiiksek toplam fenolik igerige, DPPH
aktivitesinde ise 453.2 mg TEs/g ekstre ile en yliksek degerlere sahip oldugu tespit
edilmistir. H. perforatum tiiriniin dogadaki yayilisi, diger Hypericum tiirlerinden daha
fazladir. Yayilisinin fazla olmasi, bu tiirlin adaptasyonun genis oldugunu, birgok
iklimde, farkli kosullar altinda hayatta kalabildigini gostermektedir. Bu nedenle igerdigi
sekonder metabolit miktar1, degisik iklimlerde tirettigi bilesiklerin diger tiirlerden farkl

ve fazla olmasi, yasam kosullarina adapte olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

H. perforatum ekstreleri fenolik bilesik gruplarindan bircogunu igermektedir.
Hypericum iizerinde birgok arastirma bulunmasina ragmen, hangi fenolik grubun
antioksidan etkiyi gosterdigini tam olarak bilinmemektedir. Bundan yola ¢ikarak Orcic
vd. (2011) tarafindan bir arastirma yapilmistir. Hangi bilesiklerin antioksidan etkiyi
gosterdigini anlamak icin elde edilen ekstreler fraksiyonlarna ayrilarak etkileri
arastirilmistir. Flavonoitler (kersetin, hiperozit, rutin vb.) ve fenolik asitlerin (klorojenik
asit gibi) daha yiiksek antioksidan etki gosterdigini, naftodinatron ve fluroglusinollerin
daha az etkin oldugunu belirlemislerdir. YPSK analizlerinden elde ettigimiz sonuglara
gore, klorojenik asit, hiperozit ve rutin bilesik miktarlarinin genel olarak yaprak
kisimlarinda fazla oldugunu sdylemek miimkiindiir. Antioksidan calismalarimizda
toplam fenolik igerigini etkileyen ve DPPH aktivitesi gosteren metabolitlerin ¢cogunluk
olarak kersetin, hiperozit, rutin, klorojenik asit, katesin bilesiklerinden olustugunu ifade
edebiliriz. Ote yandan miktar tayini yapmadigimiz ancak ekstre igerisinde var olan diger
fenolik bilesenlerinde, sinerjik bir etki olusturdugu ve antioksidan kapasiteye katkida

bulundugu diistiniilmektedir.
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5.4 YPSK Analizleri

Yiksek performansli sivi  kromatografisi ile yapilan analizlerde hiperisin,
psOdohiperisin, hiperozit, rutin, klorojenik asit, katesin, kersetin, kersitrin,
amentoflavon, apigenin ve kemferol bilesiklerinin miktar tayinleri yapilmistir. Hiperisin
bilesigi, H. perforatum tiiriiniin serada yetistirilen bitkilerinin ¢icek (678.13 mg
hiperisin/g KA), herba (600.64 mg hiperisin/g KA) ve in vivo ¢i¢ek (401.80 hiperisin/g
KA) kisimlarinda tespit edilmistir. Sera kosullarinda yetisen bitkilerin yaprak kisminda
hiperisin miktarinin, dogadakinden 1.7 kat fazla olmasi, bu bitkinin alternatif olarak
serada yetistirilebilecegini  gdstermektedir. Hiperisin metaboliti  antidepresan
ozelliginden dolayr tibbi kullanimi 6nemli bir bilesiktir. Benzer sekilde, ayni tiiriin
serada yetistirilen bitkilerinin ¢igek kismindan 2224.69 mg psddohiperisin/g KA ile en
yiiksek psodohiperisin elde edilmis olup, bu seviye in vivo sartlarda yetisen bitkilerden

2.3 kat daha fazla bulunmustur.

Yiiksek 151k yogunlugu ve sicakligin fotosentetik etkiyi arttirdigi ve naftodiantronlarin
birikimini uyardigi Radusiene vd. (2012) tarafindan bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada
sera kosullarinda yetistirilen H. perforatum bitkilerinde sicaklik ve 15181n etkisi
incelenmistir. Sera kosullarinda yetigen bitki yapraklarinda bulunan siyah bezelerin
varliginda artis oldugu, buna bagl olarak hiperisin miktarininda arttig1 tespit edilmistir.
Yapilan bu arastirma ile bizim calismamizi destekler niteliktedir. Sera kosullarinda
yetisen bitkinin ¢igek kisminda hiperisin miktarinin dogadakinden daha fazla ¢ikmasi,
sicaklik ve 151k gibi fiziksel kosullarin hiperisin ve psddohiperisin iiretimini tesvik
ettigini gostermektedir. Hiperisin ve psodohiperisin iiretimi arasinda pozitif bir
korelasyon olup olmadigini arastiran Kartning vd. (1996), H. perforatum’un hiicre
kiiltiirli calismalar1 sonucunda, 6nemli derecede pozitif bir korelasyon bulmuslardir. Bu
korelasyonun, ilgili metabolitlerin Onciillerinin ve biyosentetik yollarinin ayni

olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir (Smelcerovic vd. 2008).

In vitro sartlarda 0.05 mg/L. ABA igeren ortamda strese maruz birakilan bitkiciklerden
elde edilen psddohiperisin (420.78 mg psddohiperisin/g KA) kontrol grubuna 1.9 kat

fazla bulunmustur. Ayrica in vivo ¢icek kisminin yarist kadar tiretimi etkileyen 0.05
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mg/L ABA elisitor uygulamasi, absisik asidin in vitro kosullarda uygun dozda
kullanildiginda psddohiperisin iiretiminin gergeklesebilecegini gostermektedir. Hem
sera kosullart hem de in vitro kosullarda hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerinde
miktar artisi, dogadaki bitkilerin bir sene boyunca ¢iceklenme asamasini beklemek
yerine, kontrollii olarak laboratuvar kosullarinda iiretimi olduk¢a iimit verici

bulunmustur.

H. pruinatum tiriiniin YPSK’da yapilan analizlerde hiperisin bilesigi sadece in vivo
cicek kisminda 318.85 mg hiperisin/g KA olarak tespit edilmistir. Psddohiperisin
bilesigi ise, in vivo ¢icek kisminda en yiiksek diizeyde (842.23 mg psddohiperisin/g
KA) belirlenmistir. Sera kosullarinda yetisen ve in vitro ortamdan alinip dis kosullara
alistirilan bitkilerin ¢igek ve yaprak kisimlarinda psédohiperisin iiretimi olmus, sadece
bitkilerin govde kisimlarinda bu bilesik tespit edilememistir. H. scabrum ve H.
bupleroides bitkilerinde de in vivo yaprak ve ci¢cek kisimlarinda hiperisin ve
psodohiperisin miktar tespiti yapilmig, gdvde kisimlarinda ilgili bilesikler tespit
edilememistir (Ayan vd. 2009). H. scabrum ve H. bupleroides tiirleri de H. pruinatum
gibi sinirh bolgelerde yetismektedir. Bu nedenle yasadiklar1 cografyada farkli iklim ve
sicaklik kosullari, ilgili sekonder metabolitlerin miktarinin farkli olmasi ve degisik bitki
kisimlarinda birikmesine yol agtigi diisiiniilmektedir. H. pruinatum in vitro’da, 0.05
mg/L. ABA elisitasyonuna maruz kalmis bitkiciklerde 73.86 mg psddohiperisin/g KA
psodohiperisin {iretimi ger¢eklesmistir. Hem H. pruinatum hem de H. perforatum
tiriinde 0.05 mg/L ABA elisitdr uygulamasinda miktarin artmis olmasi, 0.05 mg/L
ABA dozunun psodohiperisin bilesiginin iiretilmesinde etkili ve 6nemli oldugunu

gostermektedir.

Klorojenik asit miktar tayini sonuglarina goére; H. perforatum bitkisinde yapilan
analizlerde in vivo yaprak kismi 572.98 mg klorojenik asit/g KA en yiiksek sonucu
vermistir. In vitro bitkiciklerde kontrol grubunun klorojenik asit miktari, diger
uygulamalardan daha fazla bulunmustur. Bu sonucglardan yola ¢ikarak, in vitro
kosullarda kullanilan elisitorlerin klorojenik asit miktarmi azalttigint sdylemek
miimkiindiir. H. pruinatum tiirinde in vivo yaprak kisminda 4097.76 mg klorojenik

asit/g KA ve H. heterophyllum in vivo yaprak kisminda 5780.06 mg klorojenik asit/g

106



KA miktarlar1 tespit edilmistir. H. heterophyllum tiirliniin diger tiirlere kiyasla en

yiiksek klorojenik asit miktarina sahip oldugu belirlenmistir.

Calismamizda H. heterophyllum’da tespit edildigi gibi, H. bupleroides tiiriiniin in vivo
cicek kisminda klorojenik asit miktart (Ayan vd. 2009) H. perforatum tiiriiniin
iceriginden daha fazla ¢ikmustir. Bazi bilesiklerin iretimi, tlirler arasinda farklilik
olusturabilmektedir. Bitkinin fizyolojik olarak ihtiya¢ duydugu veya i¢inde bulundugu
stres kosullarina tepki olarak iiretece§i metabolitler farklilik gosterebilmektedir.
Klorojenik asit, kardiyovaskiiler, metabolik, kanser, norolojik gibi rahatsizliklarda,
diyabete ve obeziteye karsi, agr1 kesici, antioksidan gibi insan sagligi lizerine olumlu
etkileri olan bir bilesiktir (Tajik vd. 2017). Ayn1 zamanda, bitki dokularinda genelde
yaralanan bolgelerde biriken, iyilesme siirecinde icerigi birka¢ kat artan dnemli fenolik

bilesiklerden oldugu Franklin ve Dias (2011) tarafindan bildirilmistir.

Hiperozit miktar1 H. perforatum bitkisinin in vivo ¢i¢ek kisminda (2003.39 mg hiperozit
/g KA) tespit edilmistir. In vitro bitkicik uygulamalarinda sadece 0.1 mg/L SA
elisitayonunda 9.88 mg hiperozit /g KA oraninda tiretim olmustur. H. pruinatum
tiiriinde in vivo yaprak kismi 2674.76 mg hiperozit /g KA igerirken, aklimitize edilen
bitkilerden yaprak kisminin 958.29 mg hiperozit /g KA miktarina sahip oldugu
belirlenmistir. H. heterophyllum tiirtiniin ekstrelerinden in vivo yaprak kismi 3152.14
mg hiperozit /g KA miktarina sahiptir. 0.01 mg/L SA ile uygulama yapilan kalluslarda
492.74 mg hiperozit /g KA ile diger in vitro uygulamalardan daha fazla hiperozit
tiretmistir. Calismamizin sonuglarina gore; H. heterophyllum ve H. pruinatum tiirlerinde
in vivo yaprak kisminda hiperozit miktar1 daha fazla iken, H. perforatum tiiriinde in
vivo cicek kisminda daha fazla iiretilmektedir. Bunun yani sira en yiiksek hiperozit
miktar1 H. heterophyllum tiiriinde tespit edilmistir. Ayrica H. heterophyllum tiiriiniin
kallus kontrol grubunda hiperozit miktar1 belirlenemezken, elisitor uygulamalarinda
0.01 mg/L SA (492.74 mg hiperozit /g KA) igeren besin ortamindaki hiperozit iiretimi
oldukca yiiksek bulunmustur. Salisilik asidin, hiicre igerisinde hiperozit sentezini
saglayan onciilleri aktiflestirerek {iiretimini tegvik edebildigi, uygun elisitér dozu ve
fiziksel kosullar saglandiginda ilgili metabolitin {iretiminin yapilabilecegi yaptigimiz

caligma ile ortaya konmustur.
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H. perforatum tiirinde yapilan c¢aligmalarda (Kazlauskas ve Bagdonaite 2004,
Radusiene vd. 2004, Cirak vd. 2007, Ayan vd. 2009) in vivo yaprak kisminda yiiksek
diizeyde hiperozit elde edilirken, calismamizda in vivo c¢icek kismindan daha fazla
hiperozit elde edilmistir. Bu farklilik, ekstraksiyon esnasinda kullanilan ¢oziiciiler ve
metot ile birlikte analiz sirasinda kullanilan mobil faz, kullanilan kolon gibi gesitli
parametrelerden kaynaklanabilmektedir. Baska bir arastirmada H. triquetrifolium
tiirlinde hiperozit bilesigi tam cigeklenme zamaninda en yiiksek diizeyde 15.97 mg/g
KA miktarinda tespit edilmistir (Cirak vd. 2013). Hypericum bitkileri arasindaki
sekonder metabolit lokalizasyon ve miktar farkliliklari, ilgili tiirlerin genotip

farkliliklari, iklim degisikliklerine baglanabilir.

H. perforatum tiiriiniin ekstrelerinden in vivo ¢igek kisminda 458.73 mg katesin/g KA
miktar1 elde edilmistir. In vitro bitkiciklere 0.05 mg/L ABA elisitor uygulamasi kontrol
grubunun 1.8 kat1 kadar (68.59 mg katesin/g KA) katesin liretimi gergeklestirmistir.
0.01 mg/LL ABA uygulamasinda katesin miktari, kontrol grubundan 8.2 kat kadar
azaldigi tespit edilmistir. H. pruinatum bitkisinin in vivo yaprak kismi 690.61 mg
katesin/g KA ile diger bitki kisimlar1 arasinda en yiiksek degeri gostermistir. In vitro
uygulmalarinda ise, elisitasyon yapilmis gruplarin katesin miktar1 kontrol grubuna gore
daha diisiik buunmustur. Katesin bilesigi H. perforatum tiiriinde dogadan toplanan ¢igek
kisminda, H. pruinatum bitkisinde ise yaprak kisminda tespit edilmistir. H. pruinatum

tirindeki katesin miktar1 H. perforatum 'dan daha yiiksek bulunmustur.

Nguyan vd. (2016) tiitiin bitkisinde bitki-bocek etkilesimine bagli olarak, bitkinin
verdigi hormonal cevaplar ve bu cevaplar ile ilgili metabolitin sentezlenmesini agiklik
getirmislerdir. Absisik asit transkripsiyon faktorleri araciligiyla veya direkt olarak
jasmonik asidin iiretiminin sinyalini vermektedir. Absisik asit ile jasmonik asit
arasindaki sinyal basamaklarinda kilit noktanin neresi oldugu tam bilinmemekle
birlikte, karsilikli olarak biyosentez gerceklestirdikleri tespit edilmistir. Ayrica salisilik
asidin cesitli transkripsiyon faktorleri ile etilen hormonunu indiikledigi, jasmonik asitle
sinerjik bir etki ile metabolitin {iretimine katkida bulundugu yapilan arastirma ile
belirlenmistir. Titlin bitkisinin bdcek savunma mekanizmasinda hormonlar isbirligi

yaparak ilgili metabolitin iretilmesini saglamakta, bdylece bitkiyi koruma altina
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almaktadir. Absisik asidin, metabolitlerin iiretim asamasinda énemli bir gorev iistlendigi
bu caligsmalar ile ortaya konmustur. Tez ¢aligmamizda elisitdr olarak kullanilan 0.05
mg/L ABA, H. perforatum in vitro bitkicik uygulamalarinda katesin miktarini
artirmigtir.  Yukarida ifade edilen mekanizmanin benzerinin  H. perforatum
hiicrelerininde de etkili oldugu, disardan alinan absisik asidin stres etkisi olusturarak
diger hormonlar1 uyardig1 ve boylece katesin miktarini artirdig diistiniilmektedir. Ayni
sekilde, bu hormonal sistemin benzer aktivite gosterdigi, eksojen salisilik asidin diger

hormonlar1 uyardig: ve ilgili metabolitin sentezlendigi 6ngdriilmektedir.

H. heterophyllum tiiriiniin dogadan toplanan &rneklerinde katesin tespit edilememistir.
In vitro bitkiciklerde, 0.01 mg/L. ABA uygulamasinin (28.22 mg katesin/g KA) kontrol
grubuna gore 1.5 kat artis gosterdigi belirlenmistir. Kallus uygulamalarinda ise kontrol
grubunun en yiiksek degere sahip oldugu, elisitér uygulamalarinda katesin miktarlarinin
distigii tespit edilmistir. Elisitor uygulamalariyla kalluslarda katesin miktarinin
diismesi, asidik yapida olan stres faktorlerinin hiicresel boyutta katesin miktarini
azaltabilecegini gostermektedir. In vitro bitkiciklerde, 0.01 mg/L. ABA uygulamasinin
katesin miktarini arttirmasi, diisiik dozlarda ABA uygulamasinin yapilabilecegini ve bu

uygulamanin bitkicik diizeyinde etkili olacag: diisiiniilmektedir.

Dogada yetisen bitkilerde katesin tespit edilememesine ragmen, in vitro bitkicik ve
kalluslarda katesin tespit edilmesi in vitro ¢alismalarin 6nemini gostermektedir. Katesin,
cay (Camellia sinensis) bitkisinin spesifik bilesigi olmasiyla birlikte, fenolik bilesik
iceren bitkilerde genel olarak bulunmaktadir. Katesinin giiclii antioksidan aktivitesinin
yant sira antikanser etki gosterdigi (Tosun ve Karadeniz, 2005), fitoterapide
kardiyovaskiiler rahatsizliklara kars1 kullanildigr (Yildiz vd. 2013) yapilan arastirmalar

ile bildirilmektedir.

Rutin bilesigi, H. perforatum’un in vivo yaprak kisminda 1493.7 mg rutin /g KA ve H.
pruinatum tiiriinde ise 451.99 mg rutin /g KA olarak hesaplanmistir. Her iki tiiriin in
vitro uygulamalarinda rutin tespit edilememistir. Rutin en yiiksek seviyede H.
perforatum tiirlinde bulunmaktadir. Ayrica H. heterophyllum tiirinde de rutin tespit

edilememistir. Rutinin de hiperisin ve hiperforin gibi antidepresan etki de bulunan
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bilesiklerden biri oldugu bildirilmistir (Noldner ve Schotz 2002, Wurglics ve Schubert-
Zsilavecz 2006). H. perforatum tiiriiniin toprak istii kisimlar1 metanolle ekstre edilerek,
LS-MS cihazinda biyoaktif bilesikleri analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore; ikinci
sirada rutin bilesigi (1124 pg/g) yiiksek oranda tespit edilmistir (Erdogan-Orhan ve
Kartal 2015). H. triquetrifolium tiiriinde rutin bilesigi en yiiksek oranda dogadan
toplanan ¢igcek tomurcuk asamasindayken 5.93 mg/g KA miktarinda tespit edilmistir
(Crrak vd. 2013).

H. perforatum tiiriiniin kersetin bilesigi miktar tayini sonuglarinda, sera kosullarinda
yetistirilen bitkinin ¢icek kisminda en yiliksek diizeyde (74.25 mg kersetin /g KA)
kersetin tespit edilmistir. In vitro uygulamalarda 0.05 mg/L ABA, kontrol grubundan
1.3 kat fazla kersetin iiretmistir. H. pruinatum tiirtinin aklimitize olmus bitkilerinin
yaprak kismi (55.31 mg kersetin /g KA), in vivo bitkininkinden daha fazla kersetin
miktarina sahip oldugu belirlenmistir. H. heterophyllum tiiriniin in vivo ¢i¢ek kismi
123.19 mg kersetin /g KA ile hem diger tiirler arasinda hem de kendi gruplar1 igerisinde
en yliksek kersetin miktarina sahip olmustur. 0.01 mg/LL ABA in vitro bitkicik
uygulamasi kontrol grubundan 1.2 kat, 0.01 mg/L ABA kallus uygulamasi ise 1.5 kat
daha fazla kersetin tiretmistir. H. perforatum bilesiklerinin antidepresan etki gostermesi
icin, hiperforin, hiperisin bilesiklerinin yanisira, kersetin, rutin gibi flavonoitlerinde
ekstrelerde bulunmasi1 gerektigini Wurglics ve Schubert-Zsilavecz (2006) yaptiklar

klinik aragtirmalar ile ortaya koymustur.

Kersitrin bilesigi, H. perforatum tiiriinde en yiiksek seviyede in vivo yaprak (783.40 mg
kersitrin /g KA) kisminda analiz edilmistir. In vitro bitkiciklerde, 0.05 mg/L. ABA ve
0.05 mg/LL SA uygulamalar1 kontrol grubundan 1.1 kat daha fazla kersitrin bilesigi
tiretimini saglamistir. H. pruinatum tiiriinde, in vivo yaprak kismi (364.17 mg kersitrin
/g KA) en yiiksek miktara sahip olmustur. Ayn tiirde, serada yetisen (157.27 mg
kersitrin /g KA) ve aklimitize olan bitkilerin govde (124.21 mg kersitrin /g KA)
kisimlarinin, in vivo govde (16.29 mg kersitrin /g KA) kismindan farkli olarak daha
fazla iiretim yaptig1 belirlenmistir. Ote yandan, H. heterophyllum tiiriiniin ekstrelerinden

YPSK analizlerinde kersitrin tespit edilememistir.
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Tirkiye’de biiyliyen H. perforatum tiriiniin fenolojik dongii (vejetatif, ¢igek
tomurcuklanma, tam ciceklenme, taze meyve, olgun meyve) sirasindaki biyoaktif
bilesenlerin degisimini arastiran Cirak vd. (2007), hiperozit, kersitrin ve kersetinin ¢icek
tomurcuklanma agamasinda yapraklarda en yiiksek seviyeye ulastigini bildirmistir. Ayni
caligmada, tam ¢igeklenme zamaninda hiperisin, apigenin ve klorojenik asit; vejetatif
donemde ise rutin bilesiginin en yiiksek diizeyde oldugunu belirlemislerdir. Bitkinin
fenolojik dénemlerinde farkli bilesikleri degisik miktarlarda sentezleyen H. perforatum
tiirliniin  sekonder metabolizmasi; c¢evresel kosullardan, vejetatif ve generatif
donemlerden etkilenerek iiretim yaptigr ongoriilmektedir. Arastirilan kosullar dikkate
alindiginda, istenilen metabolitin iiretimini saglamak amaciyla bitkinin yasadigi dongii
gdz Oniinde bulundurulmalidir. Bdylece ilgili bilesen istenilen miktarda elde

edilebilecektir.

Kemferol bilesigi, H. pruinatum tiriinin ekstrelerinde, H. perforatum ve H.
heterophyllum dogadan toplanan 6rneklerinde tespit edilememistir. H. perforatum ve H.
heterophyllum tiirlerinin in vitro uygulamalarindan bazilarinda iz miktarda
belirlenmistir. In vitro uygulamalarda iz miktarda tespit edilmis olmasi, dogadan
toplanan bitkilerde her ne kadar miktar tayini yapilamamis olsa da, bu bilesigin
sentezlenmesi i¢in ilgili Onciiller kullanilarak in vitro kosullarda iiretimin
saglanabilecegini gostermektedir. Boylece, dogada bitkilerde az miktarda bulunan,
ancak ekonomik veya tibbi olarak degerli olan biyoaktif bilesenler, in vitro sartlarda
tiretilebilecegi disiiniilmektedir. Ayan vd. (2009) H. scabrum, H. bupleuroides ve H.
perforatum tiirleri ile yaptiklari arastirmada, H. perforatum tiiriinde kemferol bilesigi
tespit edemezken, H. scabrum ve H. bupleuroides tiirlerinde yaprak, ¢igek ve govde
kisimlarinda kemferol varligi saptanmistir. Kemferol bilesiginin H. scabrum ve H.

bupleuroides tiirlerine spesifik olabilecegi diisiiniilmektedir.

Apigenin bilesigi H. perforatum tiirliniin serada yetistirilen bitkilerin ¢igek kisminda en
yiiksek seviyede (137.9 mg apigenin /g KA) tespit edilmistir. Bu miktar in vivo ¢icek
kismindan 1.6 kat fazladir. H. pruinatum tiiriiniin in vivo ¢icek ekstrelerinde apigenin
325.24 mg apigenin/g KA olarak belirlenmistir. H. heterophyllum tiiriinde ise in vivo

cicekte 39.54 mg apigenin /g KA tespit edilmistir. Tiirler arasinda en yiiksek apigenin
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miktar1 H. pruinatum tirliniin in vivo ¢igek kisminda bulunmustur. In vitro
uygulamalarda, her ii¢ tiirde de kayda deger bir iiretim olmamistir. H. perforatum
tiirliniin tam ¢igeklenme evresinde apigenin en yiiksek diizeyde tespit edilmistir (Cirak
vd.2007). Apigenin, Achillea collina (Karlova 2006), Matricaria chamomilla (Haghi
vd. 2014) bitkilerinde, yliksek miktarlarda sebze, meyve ve baharatlarda bulunan;
diyabet, dizanteri, hepatit, hemoroid, enfeksiyonal hastaliklar gibi bir¢ok rahatsizliklarin
tedavisinde (Sen vd. 2016) etkili olan bir bilesiktir. Bu nedenle, ¢alismamizda H.
pruinatum tiiriinde yiiksek miktarda elde edilmesi ve H. perforatum tiiriinde sera
kosullarinda iiretiliyor olmasi pratik hayatta kullanimi agisindan bir alternatif

olusturmaktadir.

Amentoflavon bilesigi H. perforatum ve H. pruinatum bitkilerinin g¢esitli kisimlarinda iz
miktarda tespit edilmistir. H. heterophyllum tiiriinde ise bu bilesik tespit edilememistir.
H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H. retusum, H. spectabile, H.
elongatum var. elongatum, H. salsolifolium, H. olympicum ve H. polyphyllum tiirlerinde
yapilan analizlerde amentoflavon bilesigi diisiik miktarlarda sadece ¢icek kisimlarindan
elde edilmistir (Cirak vd. 2016). H. pruinatum tiiriinde yapilan analizlerde govde,
yaprak ve ¢igek kisimlarinda amentoflavon tespit edilmis, ¢igek kismindan en yiiksek
miktar tayini yapilmistir (Camas vd. 2014). Hypericum tiirlerinin bazilarinda
amentoflavon bilesigine rastlanirken, bazi tiirlerinde ya hi¢ bulunmamakta ya da iz
miktarlarda elde edilmektedir. Sonug olarak, bitkinin biinyesinde bulundurdugu
biyoaktif bilesikler, ayni cins igerisindeki tiirlerde farklilik gosterdigi gibi her bir
bilesikte; onciiller, biyosentez yollari, sentezlenmesi i¢in gerekli hormonal uyaricilar,
stres faktorleri ve fiziksel kosullar nedeniyle cesitlilik arz etmektedir. Bundan dolay1
bitkinin o an ihtiya¢ duydugu kosullara gore sentez ve ilgili bitki organlarina depolama

yaptig1, tez ¢alismamizdan yola ¢ikilarak sdylenebilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tibbi ve aromatik bitkiler yasamimizda bazen saglikla ilgili faydalar saglarken, bazen
de giinliik hayatimizda baharat ve koku verici olarak sik kullanilan, farkinda olmadan
hayatimizda onemli bir yer isgal eden bir grup olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Biyoteknolojik gelismeler tibbi ve aromatik bitkilerin de laboratuvar kosullarinda
istenilen zamanda yetistirilmesi, biinyesinde bulundurdugu etken maddelerin
cogaltilabilmesi ve saflagtirilabilmesi gibi imkanlar sunmaktadir. Tibbi bitkilerden olan
Hypericum perforatum tiirii gegmiste geleneksel halk tibbinda ve giiniimiizde modern
tipta kullanim1 tavsiye edilen bir bitki tiiriidiir. Icerisinde bulunan etken maddelerin
onemi sebebiyle diinyanin degisik iilkelerinde tarimi yapilmakta ve aynm1 zamanda
bilimsel ¢aligmalar ile insan sagligina katkisi1 arastirilmaktadir. H. perforatum tiiriiniin
in vitro kosullarda yetistirilmesi, hiperisin gibi antidepresan etkiye sahip biyoaktif
bilesiklerin tiretiminin tesvik edilmesi ve ayrica H. perforatum disinda mevcut olan
diger tiirlerinde arastirilmasi bitki biyoteknolojisi ile de miimkiin olabilmektedir. Bu tez
caligmamizda, iilkemizde H. perforatum tirii disinda yayilis gosteren tiirlerden iki
tanesi, in vitro kosullarda yetistirilmis, elisitdr uygulamalar1 yapilmis ve etken madde

degiskenligi tespit edilmistir.

H. perforatum tiiriniin in vitro kosullarda rejenere olma kabiliyeti olduk¢a yiiksek
bulunmustur. Hiperisin ve psddohiperisin bilesiklerini sera kosullarinda, dogadaki
iceriginden daha fazla {retmistir. Genis adaptasyonu sayesinde bir¢ok iklimde
yetisebilen bu tiir, sera kosullarinda 3 ay gibi kisa bir zamanda ¢i¢ceklenme gostermekte
ve aym zamanda Onemli bilesenlerini de iiretebilmektedir. H. perforatum’un Ilag
sanayisine hammadde saglama amaciyla sera kosullarinda rahatlikla yetistirilebilecegi

tez calismamizin sonuglar1 arasinda yer almaktadir.

H. pruinatum tiiriinde rejenerasyon ve bitkilerin aklimitize edilme ¢aligmalari, ilk olarak
bu tezin arastirmalari ile ortaya konmustur. Yaptigimiz ¢alismalar ile H .pruinatum’un
hiperisin, psddohiperisin ve rutin eldesinde, H. perforatum tiiriinden sonra alternatif
olarak kullanilabilecek bir tiir oldugu ve sera kosullarina kolaylikla adapte olabildigi

sonucuna varilmigtir. Absisik asit elisitdrler uygulamalari her ii¢ Hypericium tiirii i¢in
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ilk kez bu calisma ile ortaya konmustur. Salisilik asit ile H. pruinatum ve
H.heterophyllum tiirlerinde ilk kez uygulama yapilmistir. Endemik bir tir olan H.
heterophyllum tiiriiniin in vitro kosullara adapte olabilecegi ve 6zellikle igeriginde yer
alan kersetin gibi fenolik bilesiklerin miktarlariin artirilabilecegi bu tez calismasiyla

ortaya konmustur.

Elde edilen verilere gore asidik elisitorlerin uygulamasinda dozlarin diisiik tutulmasinin
daha uygun olacagi sonucuna varilmistir. Yiiksek asidik uygulamalarda, in vitro bitkicik
veya kalluslarda kararmalar olusmakta ve bu nedenle de hiicre &liimleri meydana
gelmektedir. Ayrica, elde edilen sonuglar in vitro kosullarda uygulanan elisitor dozlari,
her bilesigin hiicre igerisinde uyarilmasi ve {iiretiminde farklilik gosterebilecegini
belirlemistir. Bundan dolay1, elisitér uygulamalar1 iiretilmesi istenilen bilesigin ne

olduguna ve hangi kosullarda iiretildigine dikkat edilerek yapilmasi gerekmektedir.

YPSK analizlerin in vitro uygulamalarinda hiperozit, katesin, kersetin ve kersitrin gibi
bilesiklerin miktarlarmin yiiksek c¢ikmasi, toplam fenolik g¢aligmalarini destekler
niteliktedir. DPPH radikal siipiiriicii aktivitenin de yiiksek olmasi, yine bu bilesiklerin
varligindan kaynaklanmaktadir. Klorojenik asit bilesiginin H. heterorophyllum’da diger
tirlerden daha yiiksek miktarda elde edilmesi, Hypericum cinsi igerisinde bu tiiriin
klorojenik asit eldesinde alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir. H.
heterophyllum tiiriniin hiperisin, psddohiperisin ve rutin bilesiklerini igermemesi
nedeniyle, H. perforatum tiirii gibi antidepresan etki gostermeyecegi diisiiniilmektedir.
Cizelge 6.1°de H. heterophyllum, H. perforatum ve H. pruinatum tiirlerinde, YPSK
analizleri ile belirlenen biyoaktif bilesiklerden en yiiksek miktara sahip olan bitki

kisimlar1 ve miktarlar1 belirtilmistir.
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Cizelge 6.1 H. heterophyllum, H. perforatum ve H. pruinatum tiirlerinde, YPSK analizleri ile belirlenen

biyoaktif bilesiklerden en yiiksek miktara sahip olan bitki kisimlar1 ve miktarlar1 (mg /g KA)

Biyoaktif Bilesikler mg /g KA
H. heterophyllum | H. perforatum H. pruinatum
Hiperisin - Sera_cicek In vivo_g¢igek
(678.13) (318.85)
Psodohiperisin - Sera_cicek In vivo_g¢igek
(2224.69) (842.23)
Klorojenik Asit In vivo_yaprak In vivo_yaprak In vivo_yaprak
(5780.06) (572.98) (4097.76)
Hiperozit In vivo_yaprak In vivo ¢igek In vivo_yaprak
(2674.76) (2003.39) (3152.14)
Katesin 0.01 mg/L ABAIn | In vivo_gicek In vivo_yaprak
vitro bitkicik (458.73) (690.61)
(28.22)
Rutin - In vivo_yaprak In vivo_yaprak
(1493) (451.99)
Kersetin In vivo_g¢igek Sera ¢igek Aklimitize
(123.19) (74.25) yaprak (55.31)
Kersitrin - In vivo_yaprak In vivo_yaprak
(783.40) (364.17)
Apigenin In vivo_g¢igek Sera cicek (137.9) | In vivo_gicek
(39.54) (325.24)

Ug farkli Hypericum tiiriinde yapilan in vitro elisitdr uygulamalarin bazilarinda her ne
kadar artis elde edilmis olsa da toplam fenolik ve DPPH aktiviteleri de dikkate
alindiginda dogadan toplanan yaprak kisimlarmin daha yiiksek oranda igerigi oldugu
anlasilmaktadir. Dogada bitkinin yasadig1 stres kosullar1 diisiiniildiigiinde, soguk ve
kuraklik gibi maruz kaldig1 etkenlerin daha fazla oldugu, bu nedenle de biinyesinde
daha fazla metabolit biriktirdigi yapilan ¢alismalar ile desteklenir niteliktedir. Ancak
hem sera hem de in vitro sartlar diisiiniildiigiinde, iklim odalarinda uygun sicaklik ve
151k kosullarinda kisa siirede bol miktarda yetistirilebilen bitkilerin, 6zellikle endemik
tiirler i¢in dogadaki tahribati dnlemek ve ilgili endiistri dallarina hammadde saglama

acisindan 6nemli bir boslugu doldurabilecegini sdylemek miimkiindiir.

115



KAYNAKLAR

Akbas, F., Isikalan, C., Namli, S., Karakus, P., Basaran, D. 2011. Direct plant
regeneration from in vitro-derived leaf explants of Hypericum spectabile, a
medicinal plant. Journal of Medicinal Plants Research, 5(11), 2175-2181.

Anonymous. 2003. Web Sitesi: http://www.novo.dk , Erisim Tarihi: 15.08.2013.

Anonymous2003.WebSitesi: (http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=2102
). Erigim Tarihi: 15.02.2017.

Anonymous 2019. Web Sitesi:
http://www.techmech.com.tr/tr/freezdryteknolojisi/LiyofilizasyonfreezdryNed
ir.Erisim Tarihi: 25.03.2019.
Ayan, A.K. ve Cirak, C. 2006. In vitro Multiplication of Hypericum heterophyllum, an
Endemic Turkish species. American Journal of Plant Pathology, 1(1):76-81.

Ayan, A.K., Radusiené, J., Cirak, C., Ivanauskas, L.and Janulis, V. 2009. Secondary
metabolites of Hypericum scabrum and Hypericum bupleuroides.
Pharmaceutical Biology, 47(9): 847-853.

Bacila, 1., Coste, A., Halmagyi, A., Deliu, C. 2010. Micropropagation of Hypericum
maculatum Cranz, an important medicinal plant. Romanian Biotechno-
logical Letters, 15, 86-91.

Bais, H.P., Walker, T.S., McGraw, J.J, Vivanco, J.M. 2002. Factors affecting growth of
cell suspension cultures of Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) and
production of hypericin. In Vitrobais Cellular & Developmental Biology-
Plant, 38, 58-65.

Baytop, T. 1999. Tiirkiye’de Bitkilerle Tedavi. Nobel Tip Kitabevi, 480, Istanbul.

Bernal, C., Ribeiro, A.O., Andrade, G.P., Perussi, J.R. 2015. Photodynamic efficiency
of hypericin compared with chlorin and hematoporphyrin derivatives in
HEp-2 and Vero epithelial cell lines. Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy, 12, 176-185.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E., Berset, C. 1995. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT Food Sci Technol, 28,25-30.

Brolis, M., Gabetta, B., Fuzzati, N., Pace, R., Panzeri, F., Peterlongo, F. 1998.
Identification by high-performance liquid chromatography—diode array
detection—mass spectrometry and quantification by high performance liquid
chromatography-UV absorbance detection of active constituents of
Hypericum perforatum. Journal of Chromatography A, 825, 9-16.

Bruni, R. and Sacchetti, G. 2009. Factors Affecting Polyphenol Biosynthesis in Wild
and Field Grown St. John’s Wort (H. perforatum L.
Hypericaceae/Guttiferae). Molecules, 14, 682-725.

116



Butterweck, V. and Schmidt, M. 2007. St. John’s wort: role of active compounds for its
mechanism of action and efficacy. Wien Med Wochenschr, 157,356-361.

Butterweck, V. 2003. Mechanism of Action of St John’s Wort in Depression. CNS
Drugs, 17(8), 539-562.

Camas, N., Caliskan, O. 2011. Breaking of seed dormancy in Hypericum leptophyllum
Hochst., an endemic Turkish species. Journal of Medicinal Plants Research,
Vol. 5(32), 6968-6971.

Camas, N., Radusiene, J., lvanauskas, L., Jakstas,V., Kayikci, S., Cirak, C. 2014.
Chemical composition of Hypericum species from the Taeniocarpium and
Drosanthe sections. Plant Syst Evol, 300:953-960.

Cellarova, E., Kimakova, K., Brutovska, R. 1992. Multiple shoot formation and
somaclonal variation of regenerants in Hypericum perforatum L. Acta Bio
technologica, 12, 445-452.

Cellarova, E., Daxnerova, Z., Kimakova, K., Haluskova, J. 1994. The variability of
hypericin content in the regenerants of Hypericum perforatum. Acta Bio-
technologica, 14, 267-274.

Cellarova, E., Kimakova, K. 1999. Morphoregulatory effect of plant growth regulators
on Hypericum perforatum L. seedlings. Acta Biotechnologica, 19, 163-169.

Cellarova, E. 2011. Effect of Exogenous Morphogenetic Signals on Differentiation in
vitro and Secondary metabolite formation in the Genus Hypericum.
Medicinal and Aromatic Plant Science and Biotechnology, 5(special issue
1), 62-69.

Cui, X.H., Chakrabarty, D., Lee, E.J., Paek, K.Y. 2010. Production of adventitious roots
and secondary metabolites by Hypericum perforatum L. in a bioreactor.
Bioresource Technology, 101, 4708-4716.

Cirak, C., Ayan, A., Kevseroglu, K., 2004. The effects of light and some presoaking
treatments on germination rate of St. John’s wort (Hypericum perforatum
L.) seeds. Pakistan Journal of Biological Sciences. 7, 182-186.

Cirak, C. ve Kevseroglu A. 2004. Kantaron bitkisinin eski c¢aglardan giinlimiize
kullanim sekilleri ile modern tiptaki yeri ve énemi. OMU Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 19, 74-84.

Cirak, C., Saglam, B., Ayan, A.K., Kevseroglu, K. 2006. Morphogenetic and diurnal
variation of hypericin in some Hypericum species from Turkey during the
course of ontogenesis. Biochemical Systematics and Ecology, 34, 1-13.

Cirak, C., Ayan, A., Kevseroglu, K., 2007. Direct and Indirect Regeneration of Plants
from Internodal and Leaf Explants of Hypericum bupleuroides Gris. Journal
of Plant Biology, 50(1), 24-28.

Cirak, C., Radusiené, J. 2007. Variation of hyperforin in Hypericum montbretii during
its phenological cycle. Natural Product Research, 21:1151-1156.

117



Cirak, C., Radusiené, J., Karabiik, B., Janulis, V., Ivanauskas, L. 2007. Variation of
bioactive compounds in Hypericum perforatum growing in Turkey during
its phenological cycle. J. Integr. Plant Biol, 49(5), 615—620.

Cirak, C., Radusiené, J., Karpavicine, B., Camas, N., Odabas, M.S. 2013. Changes in
phenolic content of wild and greenhouse-grown Hypericum triquetrifolium
during plant development. Turkish Journal of Agriculture and Forestry. 37:
307-314

Cirak, C. ve Kurt, D. 2014. Onemli tibbi bitkiler olarak Hypericum tiirleri. Anadolu, J.
of Aar1. 24(1), 42-58.

Cirak, C., Radusiené, J., Jakstas, V., lvanauskas, L., Yayla, F., Seyis, F., Camas, N.
2016. Secondary metabolites of Hypericum species from the Drosanthe and
Olympia sections. South African Journal of Botany, 104: 82-90.

Crockett, S.L. and Robson, N.K.B. 2011. Taxonomy and Chemotaxonomy of the Genus
Hypericum. Medicinal and Aromatic Plant Science and Biotechnology, 5
(Special Issue 1), 1-13.

Davies, P.J. 2010. Plant Hormones. Spinger Science+Business Media, USA.

Davis, P.H. 1988. Flora of Turkey and the East Aegean Islands. Edinburgh University
Press, Edinburgh.

Danova, K., Cellarova, E., Mackova, A., Daxnerova, Z., Kapchina-Toteva, V. 2010. In
vitro culture of Hypericum rumeliacum Boiss. and production of phenolics
and flavonoids. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 46, 422—
429.

Deltito, J., Bayer, D., 1998. The scientific, quasi-scientific and populer literature on the

use of St. John’s wort in the treatment of depression. Journal of Affective
Disorders, 51, 345-351.

Dewick, P.M. 2002. Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. John Wiley
& Sons Ltd, 515, England.

Dias, A.C.P., Tomas-Barberan, F.A., Fernandes-Ferreira, M., Ferreres, F. 1998.
Unusual flavonoids produced by callus of Hypericum perforatum. Phytoche-
mistry 48, 1165-1168

Di Carlo, G., Borrelli, F., Ernst, E., and Izzo, A. 2001. St. John’s wort: Prozac from
plant kingdom. Trends in Pharmacological Sciences, 22, 292-297.

Dona, M., Dell’Aica, 1., Pezzato, E., Sartor, L., Calabrese, F., Della Barbera, M. 2004.
Hyperforin inhibits cancer invasion and metastasis. Cancer Research, 64,
6225-6232.

Franklin, G., Dias, A.C.P. 2006. Organogenesis and embryogenesis in several
Hypericum perforatum genotypes. In Vitro Cell and Developmental Biology
—Plant, 42, 324-330.

118



Franklin, G. Dias, A.C.P. 2011. Chlorogenic acid participates in the regulation of shoot,
root and root hair development in Hypericum perforatum. Plant Physiology
and Biochemistry, 49, 835-842.

Gadzovska, S., Maury, S., Ounnar, S., Righezza, M., Kascakova, S., Refregiers, M.,
Spasenoski, M., Joseph, C. and Hagege, D. 2005. Identification and
quantification of hypericin and pseudohypericin in different Hypericum
perforatum L. in vitro cultures. Plant Physiology and Biochemistry, 43, 591-
601.

Gadzovska, S., Maury, S., Delaunay, A., Spasenoski, M., Joseph, C., Hagege, D. 2007
Jasmonic acid elicitation of Hypericum perforatum L. cell suspensions and
effects on the production of phenylpropanoids and naphtodianthrones. Plant
Cell Tiss Organ Cult ure, 89:1-13.

Gadzovska, S., Tusevski, O., Antevski, S., Atanasova-Pancevska, N., Petreska, J.,
Stefova, M., Kungulovski, D. and Spasenoski, M. 2012. Secondary
Metabolite Production in Hypericum perforatum L. Cell Suspensions Upon
Elicitation with Fungal Mycelia from Aspergillus Flavus. Archives of
Biological Science Belgrade, 64(1), 113-121.

Gadzovska, S., Maury, S., Delaunay, A., Spasenoski, M., Hagege, D., Courtois, D. and
Joseph, C. 2013. The influence of salicylic acid elicitation of shoots, callus,
and cell suspension cultures on production of naphtodianthrones and
phenylpropanoids in Hypericum perforatum L. Plant Cell Tissue Organ Cult
ure, 113,25-39.

Gartner, M., Muller, T., Simon, J.C., Giannis, A. and Sleeman, J.P. 2005. Aristoforin, a
novel stable derivative of hyperforin, isapotent anticanceragent.
Chembiochem, 6, 171-177.

Giada, M.L.R. 2013. Food Phenolic Compounds: Main Classes, Sources and Their
Antioxidant Power, In: Oxidative Stress and Chronic Degenerative
Diseases. Morales-Gonzales, J. A. (ed), IntechOpen Academy, 87-112
London.

Godoy-Herna'ndez, G. and Loyola-Vargas, V.M. 1997. Effect of acetylsalicylic acid on
secondary metabolism of Catharanthus roseus tumor suspension cultures.
Plant Cell Report, 16,287-290.

Goel, M.K., Kukreja, A.K., Bisht, N.S. 2009. In vitro manipulations in St. John’s wort
(Hypericum perforatum L.) for incessant and scale up micropropagation
using adventitious roots in liquid medium and assessment of clonal fidelity
using RAPD analysis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 96, 1-9.

Greeson, J.M., Sanford, B. And Monti, D.A. 2001. St.John’s wort (Hypericum
perforatum): a review of the current pharmacological, toxicological, and
clinical literature. Psychopharmacology, 153, 402-414.

119



Guedes, A.P., Amorim, L.R., Vicente, A.M.S., Ramos, G., Ferreira, M.F. 2003.
Essential oils from plants and in vitro shoots of Hypericum androseamum L.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 1399-1404.

Guerriero, G., Berni, R, Mufioz-Sanchez, J.A, Apone, F., Abdel-Salam, E.M., Qahtan
AA., Alatar, A.A., Cantini, C., Cai, G., Hausman, J.F., Siddiqui, K.S.,
Hernandez-Sotomayor, S.M.T., Faisal, M. 2018. Production of Plant
Secondary  Metabolites: Examples, Tips and Suggestions for
Biotechnologists. Genes, 20;9(6).

Giiner, A., Aslan, S., Ekim, T., Vural, M., Babag M.T., (edlr.), 2012. Tiirkiye Bitkileri
Listesi (Damarli Bitkiler). Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi ve Flora
Arastirmalar1 Dernegi Yayin, Istanbul.

Haghi, G., Hatami, A., Safaei, A., and Mehran, M. 2014. Analysis of phenolic
compounds in Matricaria chamomilla and its extracts by UPLC-UV. Res
Pharm Sci., 9(1): 31-37.

Hopfner, M., Maaser, K., Theiss, A., Lenz, M., Sutter, A.P., Kashtan, H., von Lampe,
B., Riecken, E.O., Zeitz, M., Scheriibl, H. 2003. Hypericin activated by an
incoherent light source has photodynamic effects on esophageal cancer
cells. International Journal of Colorectal Disease, 18, 239-247.

Hostanska, K., Reichling, J., Bommer, S., Weber, M. and Saller, R. 2003. Hyperforin a
constituent of St John’s wort (Hypericum perforatum L.) extract induces
apoptosis by triggering activation of caspases and with hypericin
synergistically exerts cytotoxicity to wards human malignant cell lines.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 56, 121-132.

Huang, L.F., Wang, Z.H., Chen, S.H. 2014. Hypericin: chemical synthesis and
biosynthesis. Chinese Journal of Natural Medicines, 12(2), 81-88.

Ibrahim, M. H. and Jaafar, H.Z.E. 2013. Abscisic Acid Induced Changes in Production
of Primary and Secondary Metabolites, Photosynthetic Capacity,
Antioxidant Capability, Antioxidant Enzymes and Lipoxygenase Inhibitory
Activity of Orthosiphon stamineus Benth. Molecules, 18, 7957-7976.

Ishiguro, K., Fukumoto, H., Suitani, A., Nakajima, M., Isoi, K. 1996. Prenylated
xanthones from cell suspension cultures of Hypericum patulum. Phytoche-
mistry, 42, 435-437.

Karakas, O. Toker, Z., Tilkat, E., Ozen, H.C. and Onay, A. 2009. Effects of different
concentrations of benzylaminopurine on shoot regeneration and hypericin
content in Hypericum triquetrifolium Turra. Natural Product Research,
23(16), 459-465.

Kartnig, T., Gobel, 1., Heydel, B. 1996. Production of hypericin, pseudohypericin and
flavonoids in cell cultures of various Hypericum species and their
chemotypes. Planta Medica, 62, 51-53.

120



Karlova, K. 2006 Accumulation of flavonoid compounds in flowering shoots of
Achillea collina Becker ex. Rchb. Alba during flower development. Hort.
Sci. (Prague), 33(4): 158-162.Kartnig, T. Gobel, 1., Heydel, B. 1996.
Production of hypericin, pseudohypericin and flavonoids in cell cultures of
various Hypericum species and their che- motypes. Planta Medica, 62, 51-
53.

Kazlauskas, S., Bagdonaite, E. 2004. Quantitative analysis of active substances in St.
John’s wort (Hypericum perforatum L.) by the high performance liquid
chromatography method. Medicina (Kaunas), 40: 975-981.

Kirakosyan ,A., Vardapetyan, H., Charchoglyan, A. 2000. The content of hypericin and
pseudohypericin in cell cultures of Hypericum perforatum. Russian Journal
of Plant Physiology, 47, 270-273.

Kubin, A.,Wierrani, F., Burner, U., Alth, G. and Grunberger, W. 2005. Hypericin—the
facts about a controversial agent. Current Pharmaceutical Design, 11, 233—
253.

Lima, A., Pizzol, C., Monteiro, F., Creczynski-Pasa, T., Andrade, G., Ribeiro, A.,
Perussi, J. 2013. Hypericin encapsulated in solid lipid nanoparticles:
phototoxicity and photodynamic efficiency. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 125, 146-154.

Martarelli, D., Martarelli, B., Pediconi, D., Nabissi, M.I., Perfumi, M. and Pompei, P.
2004. Hypericum perforatum methanolic extract inhibits growth of human
prostatic carcinoma cell line orthotopically implanted in nude mice. Cancer
Letters, 210, 27-33.

Martinez-Poveda, B., Quesada, A.R. and Medina, M.A. 2005a. Hyperforin, a bio-active
compound of St. John’s Wort, is a new inhibitdr of angiogenesis targeting
several key steps of the process. Int. J.Cancer 117, 775-780.

Mehmetoglu, U., Curtis, W.R. 1997. Effects of abiotic inducers on sesquiterpene
synthesis in hairy root and cell-suspension cultures of Hyoscyamus muticus.
Apply Biochemical Biotechnology, 67,71-77.

Meyer, E.M., Touchell. D.H., Ranney, T.G. 2009. In vitro shoot regeneration and
polyploid induction from leaves of Hypericum species. HortScience, 44,
1957-1961.

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15, 473-497.

Murch, S.J., Choffe, K.L., Victor, J.M.R., Slimmon, T.Y., KrishnaRaj, S., Saxena, P.K.
2000. Thidiazuron-induced plant regeneration from hypocotyl cultures of St.
John’s wort (Hypericum perforatum cv ‘Anthos’). Plant Cell Reports, 19,
576-581.

121



Murthy, H.N., Kim, Y.S., Park, S.Y., Paek, K.Y. 2014. Hypericins: biotechnological
production from cell and organ cultures. Applied Microbiology and
Biotechnology, 98, 9187-9198.

Nahrstedt, A. and Butterweck, V. 1997. Biologically active and other chemical
constituents of the herb of Hypericum perforatum L. Pharmacopsychiatry,
30, 129-134.

Nahrstedt, A. and Butterweck, V. 2010. Lessons learned from herbal medicinal
products: the example of St. John’s Wort (perpendicular). Journal of Natural

Products, 73, 1015-1021.

Namli, S., Toker, Z., Isikalan, C., Ozen, H.C. 2009. Effect of UV-C on production of
hypericin in Hypericum triquetrifolium Turra grown under in vitro condi-
tions. Fresenius Environmental Bulletin, 18, 123-128.

Nguyen, D., Rieu, I., Mariani, C., Van Dam, N. M. 2016. How plants handle multiple
stresses: hormonal interactions underlying responses to abiotic stress and
insect herbivory. Plant Molecular Biology, 91:727-740.

Noldner M ve Schotz K. 2002. Rutin is essential for the antidepressant activity of
Hypericum perforatum extracts in the forced swimming test. Planta Medica,
68 (7): 577-80.

Oliveira, A.l., Pinho, C., Sarmento, B. and Dias, A.C.P. 2016. Neuroprotective Activity
of Hypericum perforatum and Its Major Components. Frontiers in Plant
Science, 7,1004.

Oluk, E.A., Orhan, S. 2009. Thidiazuron induced micropropagation of Hypericum
triquetrifolium Turra.. African Journal of Biotechnology, 8, 3506-3510.

Orc¢i¢, D.Z., Mimica-Duki¢, N.M., FranciSkovi¢, M.M, Petrovi¢, S.S. and Jovin, E.D.
2011. Antioxidant activity relationship of phenolic compounds in Hypericum
perforatum L. Chemistry Central Journal, 5:34.

Osbourn, A. E. and Lanzotti V. (Eds) 2009. Plant-Derived Natural Products; Synthesis,
Function and Application. Springer Science+Business Media, 584, New
York.

Ozkan, E.E. and Mat A. 2013. An overview on Hypericum species of Turkey, Journal of
Pharmacognosy and Phytotherapy, 5(3), 38-46.

Palmer, C.D. and Keller, W.A. 2011. Plant regeneration from petal explants of
Hypericum perforatum L. Plant Cell Tissue Organ Culture, 105, 129-134.

Pasqua, G., Santamaria, A.R., Caniato, R., Filippini, R. 2008 Somatic embryo- genesis
and shoot regeneration from leaf derived callus of Hypericum perforatum
var. angustifolium (sin. Frohlich) Borkh. Plant Biosystems, 142, 106- 110.

Pretto, F.R. and Santarem, E.R. 2000, Callus formation and plant regeneration from
Hypericum perforatum leaves. Plant Cell Tissue and Organ Culture, 62,
107-113.

122



Qu, L., Widrlechner, M.P., Rigby, S.M. 2010. Analysis of breeding systems, ploidy, and
the role of hexaploids in three Hypericum perforatum L. populations.
Industrial Crops and Products. 32, 1-6.

Radusiene, J., Bagdonaite, E., Kazlauskas, S. 2004. Morphological and chemical
evaluation of Hypericum perforatum and H. maculatum in Lithuania. Acta
Hort (ISHS), 629: 55-62.

Radusiené, J., Karpavicien¢, B., Stanius, Z. 2012. Effect of external and internal factors
on secondary metabolites accumulation in St. John’s Worth. Bothanica
Lithuanika, 18(2): 101-108.

Reichling, J.,Weseler, A. and Saller, R. 2001. A current review of the antimicrobial
activity of Hypericum perforatum L. Pharmacopsychiatry, 34(1),116-118.

Robson, N.K.B. 1981. Studies in the genus Hypericum L.(Guttiferae). 2. Characters of
the genus. Bulletin of the British Museum (Natural History) Botany Series,
8, 55-226.

Robson, N.K.B., Adams, P., 1968. Chromosome number in Hypericum and related
genera. Brittonia. 20, 95-106.

Rothley, M., Schmid, A., Thiele, W., Schacht, V., Plaumann, D., Gartner, M. 2009.
Hyperforin and aristoforin inhibit lymphatic endothelial cell proliferation in
vitro and suppress tumor-induced lymphangiogenesis in vivo. International
Journal of Cancer, 125, 34-42.

Saddige, Z., Naeem, I. and Maimoona, A. 2010. A review of the antibacterial activity of
Hypericum perforatum L. Journal of Ethnopharmacology, 131, 511-521.

Sandhu, A.K., Gray, D.J., Lu, J., Gu, L. 2010. Effects of exogenous abscisic acid on
antioxidant capacities, anthocyanins, and flavonol contents of muscadine
grape (Vitis rotundifolia) skins. Food Chemistry, 126, 982—-988.

Santarém, E.R., Astarita, L.VV. 2003. Multiple shoot formation in Hypericum per-
foratum L.. Brazilian Journal of Plant Physiology, 15, 43-47.

Sarroua, E.Giassafakib, L. P., Masueroc, D., Perenzonic, D., Vizirianakisb, 1.S., Iraklia,
M., Chatzopouloua, P., Martensc, S. 2018. Metabolomics assisted
fingerprint of Hypericum perforatum chemotypes and assessment of their
cytotoxic activity. Food and Chemical Toxicology, 114, 325-333.

Schwarz, D., Kisselev, P. and Roots, I. 2003. St. John’s wort extracts and some of their
constituents potently inhibit ultimate carcinogen formation from
benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol by human CYP1ALl. Cancer Research, 63,
8062—-8068.

Schempp, C.M., Pelz, K.,Wittmer, A., Schopf, E. and Simon, J.C. 1999. Antibacterial
activity of hyperforin from St John’s wort, against multiresistant
Staphylococcus aureus and gram-positive bacteria. Lancet, 353, 2129.

123



Schenk, P.M., Kazan, K., Wilson, I., Anderson, J.P., Richmond, T., Somerville, S.C.,
Manners, J.M. 2000. Coordinated plant defense responses in Arabidopsis
revealed by microarray analysis. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 97,11655-11660.

Sen, P., Sahu, P.K., Haldar, R., Sahu, K.K., Prasad, P., Roy, A. 2016. Apigenin
Naturally Occurring Flavonoids: Occurrence and Bioactivity. UK Journal of
Pharmaceutical and Biosciences, 4(6), 56-68.

Smelcerovic, A., Zuehlke, S., Spiteller, M., Raabe, N., Ozen, T. 2008. Phenolic
constituents of 17 Hypericum species from Turkey. Biochemical
Systematics and Ecology, 36:316-319.

Sudha, G., Ravishankar, G.A. 2003. Putrescine facilitated enhancement of capsaicin
production in cell suspension cultures of Capsicum frutescens. Journal of
Plant Physiology, 160,339-346.

Taguchi, G., Yazawa, T., Hayashida, N., Okazaki, M. 2001. Molecular cloning and
heterologous expression of novel glucosyltransferases from tobacco cultured
cells that have broad substrate specificity and are induced by salicylic acid
and auxin. European Journal of Biochemistry, 268,4086-4094.

Tajik, N., Tajik, M., Mack, I., Enck, P. 2017. The potential effects of chlorogenic acid,
the main phenolic components in coffee, on health: a comprehensive review
of the literature. European Journal of Nutrition, 56 (7), 2215-2244.

Taiz, L ve Zeiger, E. (2008). Bitki Fizyolojisi. Palme Yaynlari, 690, Ankara.

Tosun, 1 ve Karadeniz, B. (2005). Cay ve Cay Fenoliklerinin Antioksidan Aktivitesi,
Journal of Faculty of Agriculture OMU, 20 (1):78-83.

Tsutsui, T., Morita-Yamamuro, C., Asada, Y., Minami, E., Shibuya, N., Ikeda, A.,
Yamaguchi, J. (2006) Salicylic acid and chitin elicitor both control
expression of the CAD1 gene involved in the plant immunity of
Arabidopsis. Bioscience Biotechnology Biochemical, 70:2042—2048.

Verpoorte, R and Alfermann, A.W. 2000. Metabolic engineering of plant secondary
metabolism, Kluwer Academic Publishers, 297, Netherlands.

Wang, Y.D., Yuan, Y.J.,, Wu, J.C. 2004. Induction studies of methyl jasmonate and
salicylic acid on taxane production in suspension cultures of Taxus
chinensis var. mairei. Biochemical Engineering Journal, 19,259-265.

Wolf, R.J., Hilger, R.A., Hoheisel, J.D., Werner, J., Holtrup, F. 2013. In vivo activity
and pharmacokinetics of nemorosone on pancreatic cancer xenografts. PL0S
One, 8, e74555.

Wurglics, M. ve Schubert-Zsilavecz, M. 2006. Hypericum perforatum: A ‘Modern’
Herbal Antidepressant Pharmacokinetics of Active Ingredients. Clinical
Pharmacokinetics, 45 (5): 449-468.

124



Yamaner, O., Erdag, B., Gokbulut, C. 2013. Stimulation of the production of hypericins
in in vitro seedlings of Hypericum adenotrichum by some biotic elicitors.
Turkish Journal of Botany, 37,153-159.

Yazaki, K., Okuda, T. 1990. Procyanidins in callus and multiple shoot cultures of
Hypericum erectum. Planta Medica, 56, 490-491.

Yazaki, K., Okuda, T. 1994. Hypericum erectum Thunb. (St. John’s Wort): In vitro
culture and production of procyanidins. In: YPS Bajaj (Ed) Biotechnology
in Agriculture and Forestry 26. Medicinal and Aromatic Plants VI,
Heidelberg, pp 167-178.

Yildiz, S., Eris, S., Duruhan, S., Yiicel Polat, N. 2013. Yesil Cay ve Fitoterapide
Kardiyovaskiiler Sistem Hastaliklar1 I¢in Kullanimi, Integratif Tip Dergisi,
1(2):47-53.

Zdunek, K., Alfermann, A.W. 1992. Initiation of shoot organ cultures of Hypericum
perforatum and formation of hypericin derivatives. Planta Medica, 58
(Suppl), 621-622.

Zobayed, S.M.A. and Saxena, P.K. 2003. In vitro-grown roots: A superior explant for
prolific shoot regeneration of St. John’s wort (Hypericum perforatum L. cv

‘New Stem’) in a temporary immersion bioreactor. Plant Science, 165, 463-
470.

125



OZGECMIS

Adi Soyadi : Seyma ONLU
Dogum Yeri : Van

Dogum Tarihi : 17.12.1986
Medeni Hali : Evli

Yabanc Dili : Ingilizce

Egitim Durumu  (Kurum ve Yil)
Lise : Van Atatiirk Anadolu Lisesi (2004)
Lisans : Uludag Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii (2008)
Yiiksek Lisans: Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Botanik Anabilim Dal1 (Ocak 2012 )

Cahstigi Kurum/Kurumlar ve Yil

Mus Alparslan Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimi (2010-) (Ars. Gor.)

SCI Yavinlar

1.0nlu, S., Bingol, O., Turker, M., Ozdemir, F.A. B-Carboline Production From In
Vitro Regenerated Peganum harmala L. Plant, Fresenius Environmental Bulletin, 2018,
27(12).

2.Blando, F., Onlu, S., Colella, G., Konzcak, I. Plant regeneration from immature seeds
of Eugenia myrtifolia Sims., In Vitro Cell.Dev.Biol.—Plant (2013) 49:388-395.

Uluslararasi Kongre Sunum

1. ONLU, S., Yaman, C., Erenler, R., Ahmed, H.A. Comparison of Some Bioactive
Compounds with Analytical Methods of the Hypericum perforatum L. and endemic
Hypericum heterophyllum Vent. Species. 4th International Symposium of Medicinal
and Aromatic Plants, 2-4 October, 2018, Cesme/Izmir, Turkey.

126



2.Yaman C., ONLU §., Erenler R.,. Ahmed, H.A. Antioxidant activities of Hypericum
perforatum L. and Hypericum heterophyllum Vent. International Agricultural Science
Congress, 9-12 May, 2018,Van, Turkey.

3.Yaman C., ONLU 8§., Erenler R., Hussein A. A. AHMED. Antioxidant Activities in
Tissue Culture of Hypericum perforatum L. and Hypericum heterophyllum Vent.
International Agricultural Science Congress, 9-12 May, 2018,Van, Turkey.

4.0nlii, S., Hussein A. A. AHMED, Uranbey S. Shoot regeneration of Hypericum
perforatum L. from axillary buds. International Congress on Advances in Bioscience
and Biotechnology (ICABB), Sarajevo, Bosnia and Herzegovina on October 25-29,
2017.

5.0NLU, S. Labada (Rumex sp.) Bitkisi ve Tiirkiye’de Bulunan Bazi Tiirlerin Dogal
Boyamada Kullamimi Uzerine Bir Derleme. International Symposium on Medicinal,

Aromatic and Dye Plants. (REYHAN 2017) Malatya/TURKEY, 5-7 October.

6.0nlii, S., Hussein A. A. AHMED, Uranbey S. In Vitro Micropropagation of H.
pruinatum Boiss& Bal. 1st International Congress on Medicinal and Aromatic Plants
Konya/ Turkey, on 9 -12 MAY 2017.

7.Uranbey S.Hussein A. A. AHMED, Onlii ,S. Arum euxinum R. MILL — A New
Ornamental and Medicinal Plant for Turkey. MESMAP-3 Abstracts April 13th - 16th,
2017 / Girne-Turkish Republic of Northern Cyprus.

Ulusal Kongre Sunum

1.Onlii , S., Tiirker, M. Peganum harmala (Zygophyllaceae) Bitkisinden Kallus Uretimi
ve Strese Maruz Birakilan Kalluslarda Peta Karbolin Alkaloid Miktar
Degiskenligi, 21. National Biology Congress, Izmir, 3-7 September, 2012.

Projeler

1.Yiizlincii Y1l Universitesi, BAP, Bitki doku kiiltiiriinde yetistirilen Peganum harmala
L. (iizerlik) bitkisinde alkoloid iiretimi ve HPLC ile analizi. YYU, 2010-FBE-
YL101. Proje Arastirmacist.

127



2.Mus Alparslan Universitesi, BAP, Baz1 Hypericum tiirlerinin in vitro mikro ¢cogaltimi
ve sekonder metabolit iiretime yonelik yontemlerin optimizasyonu. MSU, BAP-

18-FEF-4901-02. 2018- Devam Ediyor, Yardimc1 Aragtirmaci.

Yurtdis: Tecriibesi

1. CNR-ISPA, Lecce-Italya, 9/2011-12/2011

2.Gent Universitesi, Belgika, Biyomiihendislik Fakiiltesi, Bitkisel Uretim Béliimii.
2015/2016

3. Makedonya, Ss. Cyril and Methodius Universitesi, Erasmus Personel Hareketliligi. 3-
9/12/18.

128





