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ÖZET 

Doktora Tezi 

Hypericum TÜRLERİNDE IN VITRO BİTKİ REJENERASYONU VE SEKONDER  

METABOLİT ÜRETİMİ 

 

Şeyma ÖNLÜ 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Tarla Bitkileri Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Sebahattin ÖZCAN 

Eş Danışman: Doç.Dr. Özlem BAHADIR ACIKARA 

 

Hypericum cinsi içerdiği biyoaktif bileşiklerden dolayı tıbbi ve ekonomik olarak önemli bir bitki 

grubudur. Bu tez çalışmasında da Hypericum perforatum ve Türkiye’de sınırlı bölgelerde yetişmekte olan 

H. pruinatum ile endemik H. heterophyllum türlerinde in vitro sürgün rejenerasyonu, kallus eldesi ve dış 

koşullara alıştırma çalışmaları yürütülmüştür. H. heterophyllum türünde, 0.5 mg/L Thidiazuron (TDZ) ve 

0.5 mg/L Indol Bütirik Asit (IBA) içeren Linsmaier ve Skoog (LS) besin ortamında yeşil, kırılgan ve sulu 

kallus elde edilmiştir. Üç türde de en yüksek sürgün rejenerasyonu 1 mg/L benzilaminopürin (BAP) 

içeren LS ortamından elde edilmiştir. Eksplant başına en yüksek sürgün sayısı H. perforatum türünde 

9.77, H. pruinatum’da 3.20 ve H. heterophyllum türünde ise 5.30 adet olmuştur. H. pruinatum türünde in 

vitro şartlarda elde edilen bitkicikler dış koşullara başarılı bir şekilde adapte edilirken, H. heterophyllum 

türüne ait bitkiciklerin adaptasyonunda başarı sağlanamamıştır. Ayrıca, in vitro şartlarda gelişen sürgün 

ve kalluslar absisik asit (ABA) ve salisilik asit (SA) elisitörleri ile muamele edilmiştir. Doğadan (in vivo) 

toplanan bitkilerde, elisitasyon uygulanan in vitro sürgün ve kalluslar ile dış koşullara adapte edilen in 

vitro bitkiciklerde toplam fenolik içeriği, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) aktivitesi ve Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromatografisi (YPSK) analizleri yapılmıştır. Toplam fenolik ve DPPH çalışmalarında, 

üç türde de doğadan toplanan bitkilerin yaprak örneklerinde en yüksek sonuçlar elde edilmiştir. Öte 

yandan, Hypericum cinsinin önemli bileşiklerinden olan hiperisin ve psödohiperisin H. perforatum 

türünün serada yetiştirilen bitkilerinin yaprak kısımlarında en yüksek seviyede tespit edilmiştir. H. 

pruinatum türünde hiperisin, psödohiperisin, rutin, klorojenik asit, hiperozit, kateşin, kersetin, kersitrin, 

kemferol ve apigenin bileşikleri YPSK analizlerinde belirlenmiştir. Hem H. pruinatum hem de H. 

perforatum türünde 0.05 mg/L ABA elisitör uygulamasında psödohiperisin miktarında artış meydana 

gelmiştir. Ayrıca, H. heterophyllum türünde klorojenik asit, hiperozit, kateşin, kersetin, kemferol ve 

apigenin biyoaktif bileşikleri de tespit edilmiştir. 

Eylül 2019, 128 sayfa 

Anahtar Kelimeler: H. perforatum, H. pruinatum, H. heterophyllum, In vitro rejenerasyon, Antioksidan 

Aktivite, In vitro Elisitasyon, ABA, SA, YPSK Analizi 
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ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

IN VITRO PLANT REGENERATION AND SECONDARY METABOLITE PRODUCTION IN 

Hypericum SPECIES 

Şeyma ÖNLÜ 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Field Crops 

Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin ÖZCAN 

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Özlem 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. GİRİŞ  

Hypericum (Clusiaceae/Guttiferae) dünya genelinde geniş yayılış gösteren, halk 

tıbbında birçok hastalığa karşı yüzyıllardır kullanılan ve tedavi edici etkisi yüksek olan 

bir cinstir. Avrupa'da tarla, yol ve orman kenarlarında kendiliğinden yetişen Hypericum 

türleri Kuzey Amerika'ya da uyum sağlamış ve naturalize olmuştur. Hypericum cinsi 

içerisinde bulunan Hypericum perforatum L. ise en yaygın kullanılan tür olup, 

genellikle sıcak iklimlerde yayılış gösteren çok yıllık bir bitkidir. Bu tür Türkiye’de 

genellikle sarı kantaron, kanotu, kılıçotu, yaraotu, peygamber çiçeği, kuzukıran, 

binbirdelikotu gibi isimlerle bilinmektedir (Baytop 1999). Ülkemizde Hypericum cinsi 

içerisinde, H. perforatum (sarı kantaron) ile birlikte toplam 96 tür doğal olarak 

yetişmekte olup, bunların 46’sı endemiktir. Halk tıbbında insanlar yaşadıkları bölgede 

bulunan Hypericum türlerini tercih etmektedir. Bu nedenle türlere farklı yöresel isimler 

verilmiştir.  

Ülkemizde H. perforatum geleneksel olarak böbrek taşı düşürücü, idrar yolu 

hastalıkları, şeker hastalığı, tansiyon düşürücü, soğuk algınlığı, mide rahatsızlıkları, 

egzama, kalp hastalıkları, astım, damar sertliği, kanama, uykusuzluk, idrar kaçırma, 

gastrit, göğüs rahatsızlıkları, bronşit, ağrı kesici, tüberküloz, yara, yanık, kesik, farenjit 

ve ülser tedavisinde kullanılmaktadır (Özkan ve Mat 2013). Öte yandan geleneksel 

kullanımı dışında, ülkemizde yetişen Hypericum türlerinin kimyasal içerikleriyle ilgili 

güncel ve farmakolojik bilimsel çalışmaların, Türkiye’de bulunan tür sayısına oranla 

oldukça az olduğu belirtilmektedir (Çırak ve Kurt 2014). Özellikle H. perforatum’da 

bulunan hiperisin ve hiperforin gibi etken maddelerin ekonomik ve tıbbi öneminin 

oldukça yüksek olması nedeniyle, bu maddelerin diğer türlerde de araştırılması ve 

bilimsel çalışmalara katkı sağlanmasının elzem olduğu ifade edilmektedir. 

Hypericum türlerinin geleneksel kullanımı dışında, tıbbi olarak antidepresan, antiviral 

ve antibakteriyel özellikleri vardır. Dahilen orta şiddette depresyon, anksiyete, sinirsel 

rahatsızlıklar ve özellikle de menapozda endişe ve sıkıntı giderici olarak 

kullanılmaktadır (Varel, 2012). Amerika ve Avrupa’da Hypericum türlerinden elde 

edilen antidepresan ilaçlar yeşil reçete ile doktorlar tarafından tavsiye edilmektedir. 
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Haricen özellikle yara, yanık ve hafif kesiklerin tedavisinde ve viral enfeksiyonlarda 

topikal olarak kullanılmaktadır (Varel, 2012). Ayrıca, H. perforatum üzerinde yapılmış 

birçok bilimsel çalışma bulunmaktadır. H. perforatum bitkisinin geniş ölçüde 

farmakolojik olarak etkili olması; eczacılık, tıp, diş, ziraat ve kozmetik gibi birçok 

alanda çalışma yapılmasına neden olmuştur.  

Bitkilerin bir savunma mekanizması olarak geliştirdiği sekonder metabolizma 

sonucunda açığa çıkan sekonder metabolitler, tıbbi ve aromatik bitkilerde oldukça 

önemlidir. Bu bitkilerin dünyanın birçok ülkesinde, yüzyıllardır tedavi ve gıda amaçlı 

kullanılması, ikincil bileşik olarak tanımlanan metabolitlerin insan sağlığına olan 

faydasından ileri gelmiştir. Ancak, sekonder metabolitlerin bitkilerde doğal olarak az 

miktarlarda bulunması, insanoğlu için her zaman bir dezavantaj olmuştur. Sarı kantaron 

bitkisinde bulunan hiperisin ve hiperforin gibi biyoaktif maddelerin seri üretimi ve 

hastalıkların tedavisinde yaygın kullanımı için zemin oluşturulmasının da oldukça 

önemli olduğu ifade edilmektedir. Teknolojinin ilerlemesi ile gelişen biyoteknoloji 

bilimi; bitki, hayvan ve mikrobiyal biyoteknoloji alt dallarında yapılan bilimsel 

çalışmalar ile çok önemli bir yere sahip olmuştur. Bitki biyoteknolojisi, çoğaltılması 

istenen tıbbi ve endemik bitkilerin kültür ortamlarında kısa sürede rejenerasyonunu ve 

hızlı çoğaltımını sağlayabilmektedir. Ayrıca hücre, kallus ve kök kültürleri ile 

ekonomik öneme sahip sekonder metabolitlerin üretimi de yapılabilmekte ve çeşitli 

biyotik/abiyotik elisitörler kullanarak hedeflenen sekonder metabolitlerin hücre 

içerisinde üretim seviyelerindeki değişim de farklı analiz yöntemleriyle 

saptanabilmektedir. Bitki biyoteknolojisinde kullanılan doku kültürü (in vitro) 

yöntemleriyle tıbbi öneme sahip ve endemik olan türlerin hızlı çoğaltımı 

yapılabilmektedir. Yine, doğal kaynakların sınırlı olduğu durumlarda da bitkisel 

bileşiklerin üretiminde, in vitro yöntemlerin kullanımı önemli bir potansiyel 

oluşturmaktadır.  

Bu tez çalışmasında da ülkemizin doğal ve önemli tıbbi bitkilerinden olan H. 

perforatum, H. heteropyhllum ve H. pruinatum türlerinin in vitro hızlı çoğaltımı ile 

farklı uygulamaların bu türlerde in vitro sekonder metabolit ve biyoaktif bileşiklerinin 

üretimine etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Hypericum türleri incelendiğinde, 
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ülkemizde endemik olan H. heteropyhllum ve sınırlı alanlarda yayılış gösteren H. 

pruinatum türlerinin içerdiği etken maddelerin biyoteknolojik yöntemler kullanılarak 

üretilmesine yönelik herhangi bir bilimsel çalışma bulunmamaktadır. Ayrıca H. 

perforatum türünde bulunan hiperisin ve hiperforin gibi biyoaktif maddelerin, ekonomik 

ve tıbbi hayata kazandırılması, seri üretiminin yapılmasına zemin hazırlanması da 

oldukça önemlidir. Bu nedenle, önemli tıbbi bitkilerimizin ekonomik hayata 

kazandırılması ve bilimsel farkındalığın arttırılması da bu çalışmanın hedefleri 

içerisindedir. 
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2. LİTERATÜR ÖZETLERİ  

2.1 Hypericum Cinsinin Bitkisel Özellikleri ve Yayılışı 

Clusiaceae (Guttiferae) familyasından olan Hypericum türleri genellikle çok yıllıktır. En 

yaygın türü olan H. perforatum’un temel kromozom sayısı x=8’dir. Genel anlamda 

tetraploid (2n=4x=32) bir bitki olmakla birlikte, diploid ve hekzaploid formları da 

mevcuttur (Robson ve Adams 1968, Çırak ve Kurt 2014). Deltito ve Bayer (1998), 

bitkinin Avrupa ve Kuzey Amerika’nın kurak bölgelerinden köken aldığını 

bildirmektedir. H. maculatum Crantz ve H. attenuatum L. arasında kendiliğinden 

melezlemenin ve müteakip kromozom katlanmalarının bir sonucu olarak ortaya çıktığı 

düşünülmektedir (Robson 1981, Çırak ve Kurt 2014). 

H. perforatum saçak kök sistemine sahiptir. Yapraklar, tam yaprak formunda olup, sap 

üzerine karşılıklı dizilmişlerdir (Şekil 2.1). Latincede gözenekli anlamına gelen 

‘perforatum’ ismini, yapraklar üzerinde ışığa tutulduğunda görülebilen saydam 

gözeneklerin varlığından almıştır (Şekil 2.2). Çiçekler 5-10’lu gruplar halinde ana ve 

yan dalların uç kısımlarında oluşurlar (Şekil 2.1). Çiçek ve yaprakların özellikle 

kenarlarında yoğun olarak bulunan siyah bezeler (Şekil 2.2) elle ovalandığında kırmızı 

renkli bir sıvı açığa çıkmaktadır. Bu sıvıdan dolayı Türkçede ‘kan otu’ olarak da 

isimlendirilmektedir. Siyah bezeler içerisinde hiperisin maddesi yer almaktadır (Şekil 

2.3). Siyah beze taşımayan türlerde hiperisin bulunmamaktadır (Çırak ve Kurt, 2014). 

Türkiye’de Mart ayında havaların ısınmasıyla birlikte, bitkiler toprak üzerinde 

yeşermeye başlar. Mayıs ayında başlayan çiçeklenme, Haziran ayının ikinci yarısında en 

üst seviyeye ulaşmaktadır. Çiçeklenme Ağustos ayına kadar devam etmektedir. Kapsül 

şeklindeki meyveler Temmuz ayından itibaren oluşmaktadır. İlk olarak yeşil, 

olgunlaşınca da kahverengi olan bu kapsüller Ağustos ayından itibaren olgunlaşır ve 

çatlayarak tohum dökerler. Tohumları 10 yıldan daha uzun bir süre toprakta canlı 

kalabilmelerine rağmen, çimlenme oranları oldukça düşüktür (Çırak vd. 2004, Çırak ve 

Kurt 2014). Apomiktik (döllenme olmaksızın tohum oluşumu) üreme yaygın olmakla 

birlikte (Qu vd. 2010), daha ziyade vejetatif üreme tercih edilmektedir. 
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Şekil 2.1 H. perforatum bitkisinin genel yapısı (Bruni ve Sacchetti 2009) 

 

Şekil 2.2 H. perforatum’un çiçek ve yaprakları üzerinde gudde ve saydam noktalar (Bruni ve Sacchetti 

2009) 
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Şekil 2.3 H. perforatum’un yapraklarında yer alan koyu renkli bezler ve yaprak kanalları (Bruni ve 

Sacchetti 2009) 

H. heteropyhllum özellikle Anadolu’da kurak, taşlık veya kayalık kalkerli bölgelerde 

yetişen endemik bir türdür. Bitki gövdesi 20-60 cm uzunluğunda, dik veya tabandan 

dallanan bir yapıya sahiptir. Yapraklar 5-35 cm uzunluğunda, dikdörtgen, doğrusal veya 

ovaldir. Sarı çiçekleri yapraklara benzer şekilde çok sayıda ve beneksizdir. H.pruinatum 

türünün bitki gövdesi 15-35 cm uzunluğunda, pruinoz, dik veya yükselen bir dallanma 

göstermektedir. Ana gövde üzerindeki yapraklar 10-35 mm uzunluğunda, pruinoz, 

eliptik, dikdörtgen şeklindedir. Çiçeklenme piramidal ve silindiriktir. Çanak yapraklar 

geniş çapta eliptik, yuvarlak, bütün veya minumum siyah bezeli-çentikli ve dikdörtgen 

şeklindedir. Taç yaprakları 9-14 mm, kapsülleri 7-10 mm ve ovaldir (Davis 1988). 

Hypericum cinsi sıcak, ılıman subtropikal ve dağlık tropikal bölgelerde iyi bir gelişme 

göstermektedir (Robson 2001, Çamas vd. 2012). Ekvator kuşağından kuzeyde 

İskandinav ülkelerine kadar dünyanın farklı coğrafyalarında yayılış gösteren 482 

Hypericum türü bulunmaktadır (Şekil 2.4, Crockett ve Robson 2011). Ülkemiz 

Hypericum türleri bakımından önemli bir merkez olup, mevcut 96 türün 46’sı 

endemiktir (Davis 1988, Güner vd. 2012).  
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Şekil 2.4 H. perforatum türünün dünya üzerinde dağılımı. a. Güney Amerika kıtasında, b. Akdeniz ve 

Kuzey Avrupa’da, c. Doğu ve Orta Asya’da, d. Avustralya ve Yeni Zelanda’da (Robson ve 

Adams 1968) 

Şekil 2.5’de H. perforatum türünün Türkiye genelinde dağılımı gösterilmiştir. 

Genellikle yol kenarlarında, çimenli nehir kenarlarında, kayalık ve taşlı yerlerde, orman 

kenarlarında, çayırlarda, bakımsız tarlalarda, kışı nemli ve yazı kurak olan bölgelerde 

yayılış göstermektedir. H.pruinatum türü, Türkiye’nin kuzeyinde, yüksek rakımlı 

kayalık yamaçlarda yabani olarak yetişmektedir (Davis, 1988). Şekil 2.6’da Türkiye’de 

bulunduğu kareler gösterilmiştir. Endemik olan H. heterophyllum türü ise İç 

Anadolu’da dağılım göstermektedir (Şekil 2.7). 

 

  

Şekil 2.5 H. perforatum L. türünün Türkiye genelinde Dağılımı 

  (http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=2102) 
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Şekil 2.6 H. pruinatum Boiss&Bal. türünün Türkiye genelinde dağılımı. 

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

 

   

Şekil 2.7 H. heterophyllum VENT. türünün Türkiye genelinde dağılımı. 

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

2.2 Hypericum Cinsinin Kullanım Alanları 

Hypericum cinsi içerisinde, özellikle biyolojik aktivitesi ve sekonder metabolit bileşimi 

geniş ölçüde çalışılmış olan H. perforatum ve diğer birçok tür farmakolojik olarak önem 

taşımaktadır (Bombardelli ve Morazzoni 1995, Camaş vd. 2012). Bu cinse ait türler 

dünyanın birçok yerinde, yara iyileştirici, yatıştırıcı, iltihap giderici gibi etkileriyle 

tedavi amaçlı olarak yüzyıllardır kullanılmaktadır (Çırak ve Kevseroğlu 2004, Çırak ve 

Kurt 2014). Özellikle kurutulmuş çiçekleri, bitkisel yağ içinde ekstre edilerek antiseptik 

ve yara iyileştirici özellikleri ile uzun yıllardır bilinmektedir. Ülkemizde, H. perforatum 

çiçek ve yapraklarının zeytinyağı içerisine konularak bir kavanoz içerisinde 15 gün 

güneşte veya karanlıkta bekletilmesi sonucu elde edilen maserasyon kantaron yağı 

olarak adlandırılmakta ve geleneksel olarak yara yanık tedavisi ile mide hastalıklarında 

kullanılmaktadır (Şekil 2.8).  
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Şekil 2.8 H. perforatum’un çiçek ve yapraklarının zeytinyağında 15 gün bekletilmesi sonucu elde edilen 

sarı kantaron yağı 

Ekonomik olarak önemli olan H. perforatum türünün 2008 yılında Amerika’da en çok 

satan 10 bitkisel besin takviyesi arasında olduğunu Crockett ve Robson (2011) 

yaptıkları araştırmada bildirmiştir. 2004 yılında tüm Avrupadaki bitkisel ürün 

satışlarının yaklaşık %13’ünü temsil ettiği, sadece Almanya’da 70 milyon euro üzerinde 

bir değere sahip olduğu belirlenmiştir.  

Geleneksel kullanımı ve ekonomik önemi, H. perforatum bitkisinin içeriğinde 

bulundurduğu biyoaktif bileşiklerden kaynaklanmaktadır. H. perforatum türünün 

antiviral ve antidepresan özellikleri geniş ölçüde aydınlatılmış olmasına rağmen 

farmakolojik etkisi üzerindeki çalışmalar halen devam etmektedir (Di Carlo vd. 2001; 

Gadzovska vd. 2012). H. perforatum ekstrelerinden, naftodiantronlar (hiperisin, 

psödohiperisin, izohiperisin), floroglusinoller (hiperforin, adhiperforin), flavonoitler 

(hiperozit, rutin, kersitrin, izokersitrin, kesretin, kemferol), biflavonoitler (biapigenin), 

proantosiyanidinler (kateşin, epikateşin, lökosiyanidin), fenolik asitler (kafeik asit, 

klorojenik asit, ferulik asit), fenilpropanoitler, steroller, ve ksantonlar elde edildiği 

bilinmektedir (Nahrstedt ve Butterweck 1997; Gadzovska vd. 2012, Varel 2012). 

Hypericum perforatum’un depresyona karşı, serotonin geri alım inhibitörü sınıfından 

olan fluoksetin (Prozac) ilacından daha etkili olduğu ifade edilmektedir (Dewick 2002). 

Depresyon tedavisinde etkili mekanizmaların hala iyi anlaşılmadığı gerçeğini dikkate 

alarak, H. perforatum’un antidepresan aktivitesinin, çok sayıda biyoaktif bileşikten ve 

etki mekanizmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Bununla birlikte, H. perforatum 

bitkisi ve antidepresan etki gösteren fluoksetin yanısıra, dosulepin, moklomebid, 

mirtazapin ilaçlarının da kıyaslaması yapılmıştır. Mide-bağırsak hastalıklarında 

http://myrobalanclinic.files.wordpress.com/2013/08/0708hypericumoil.jpg
http://myrobalanclinic.files.wordpress.com/2013/08/0730hypericumoil.jpg
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kantaronun etkisinin fluoksetin, dosulepin, moklomebid, mirtazapinden daha yüksek 

olduğu ortaya çıkmıştır. Kantaronun, yorgunluğa karşı diğer ilaçlardan dört kat daha 

etkili olduğu; huzursuzluk, cilt reaksiyoları, fotofobi ve titreme gibi rahatsızlıklarda 

sentetik ilaçların yerine kullanılabileceği vurgulanmıştır (Di Carlo vd. 2001). Hiperisin 

ve psödohiperisin H. perforatum’da bulunan naftodiantronlar, koyu kırmızı renkli 

bileşiklerdir, yaprak ve çiçeklerin kenarlarında salgı hücrelerinde birikmektedir. H. 

perforatum ekstrelerinin antidepresan etkisinden sorumlu bileşikler olarak hiperisin ve 

türevleri varsayılmasına rağmen, son zamanlarda floroglusinol türevlerinin; hiperforin 

ve adihiperforinin farmakolojik etkilerden daha fazla sorumlu olduğu kanıtlanmıştır 

(Osbourn ve Lanzotti,  2009). Di Carlo vd. (2001), hiperforinin antidepresan etkisinin, 

biyokimyasal ve hayvan deney çalışmaları ile tespit edildiğini belirtmiştir. Bunun 

yanısıra bitkinin içerdiği çeşitli flavonoitlerin de antidepresan etki gösterdiği rapor 

edilmiştir. (Greeson vd. 2001, Butterweck ve Schmidt 2007, Nahrstedt ve Butterweck 

2010, Oliveira vd. 2016). Kurutulmuş halde kantaronun antidepresan etkinliğinin 

naftodiantronlardan; hiperisin (yaklaşık %0.1), psödohiperisin (yaklaşık %0.2) ve 

floroglusinol türevi olan hiperforinden ve ayrıca, önemli ölçüde ( yaklaşık %4-5) 

içerdiği fenolik bileşiklerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Taze bitkide kurutma 

esnasında ışığın etkisiyle hiperisin ve psödohiperisine dönüşen, protohiperisin ve 

protopsödohiperisini önemli seviyelerde içermektedir. Hiperforin yapraklarda ve 

çiçeklerde (%2-3) yer alan lipofilik bir bileşiktir ve nonpolar-yağlı ekstrede 

antidepresan özelliklerinin yanı sıra antibakteriyel etkiye büyük katkısının olduğu 

düşünülmektedir (Dewick, 2002). Toprak üstü bitki kısımlarının ekstreleri ile yapılan 

antimikrobiyal çalışmalarda da pozitif sonuçlar alınmıştır. Hiperforinin, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus pyogenes ve Corynebacterium diphtheriae bakterilerine karşı 

etkili olduğu rapor edilmiştir. Flavonoitlerden; kersitrin, hiperozit, avikularin, rutin, 

kersetin ve kemferolün Helminthosporium sativum’a karşı antifungal aktivite gösterdiği 

tespit edilmiştir (Schempp vd. 1999, Reichling vd. 2001, Saddiqe vd. 2010, Oliveira vd. 

2016). Kubin vd. (2005), antimikrobiyal aktiviteye sahip diğer bileşiğin de hiperisin 

olduğu ve ilave olarak in vitro antiviral özellik gösterdiği de belirtilmiştir.  

Hiperisin, bazı virüslere karşı son derece güçlü antiviral aktivite göstermektedir. Ancak 

bu özellik ışık gerektirmekte ve polisiklik kinon sisteminin foto-uyarma yolu ile ortaya 
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çıkabilmektedir. HIV ve hepatit C’ye karşı antiviral etkisi halen araştırılmaktadır. 

Antiviral aktivite, protein kinaz C ailesi de dahil olmak üzere, çeşitli protein kinazların 

inhibisyonu sonucunda meydana gelmektedir (Dewick 2002).  

Yapılan çalışmalar, H. perforatum’un klinik etkilerinin hiperforin içeriği ile bağlantılı 

olduğunu göstermiştir. Standardize edilmiş etanollü ekstrelerde genellikle %0.15 

hiperisin, %5 hiperforin içeriği mevcuttur. İşlenmemiş ekstrelerde flavonoit türevlerinin 

varlığı (özellikle bir dimer olan epikateşin ve prosiyanidin B2) hiperisin ve 

psödohiperisinin sulu çözeltilerinde belirgin ölçüde artmaktadır (Dewick, 2002). H. 

perforatum’un yapraklarında bulunan şeffaf bezelerde biriken hiperforin, bitkiye önemli 

bir antidepresan özellik sağlamaktadır (Soelberg vd. 2007). Hiperforin, eşi benzeri 

görülmemiş bir mekanizma ile serotonin, noradrenalin, dopamin ve gama-aminobütirik 

(GABA) nörotransmitter geri alımını inhibe etmektedir, böylece beyin sinapslarında 

nörotransmitter maddelerin konsantrasyonları artmaktadır (Müller, 2003; Osbourn ve 

Lanzotti, 2009). Hiperforin ve suda çözünebilen kararlı bir türevi olan aristoforinin 

antitümoral aktivite ile antiproliferatif, proapoptotik, antiinvaziv, antimetastatik ve 

antianjiyogenik etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Hostanska vd. 2003, Schwarz vd. 

2003, Dona vd. 2004, Martarelli vd. 2004, Gartner vd. 2005, Martinez-Poveda vd. 

2005a, Rothley vd. 2009, Oliveira vd. 2016). 

Sarraou vd. (2018) yaptıkları araştırmada H. perforatum ekstrelerinin kolon kanseri 

üzerindeki etkilerini çalışmışlardır. Hiperforinin birçok kanser hücresinin çoğalmasına 

engel olduğu, apoptotik etki gösterdiği belirlenmiştir. Hiperisinin diğer fenolik 

bileşiklerle sinerjik etki göstererek, insan gırtlağı (Lima vd. 2013, Bernal vd. 2015) ve 

yemek borusu (Hopfner vd. 2003) hücre hatlarında sitotoksik etki yaptığı tespit 

edilmiştir. Antidepresan, antimikrobiyal, antiviral ve ağrı kesici etkili olarak, Parkinson, 

Alzheimer, felç gibi sinir sistemi hastalıklarına ve kansere karşı, yaraların iyileşmesinde 

H. perforatum türlerinin içerdiği aktif bileşenlerin etkili olduğu klinik çalışmalar ile de 

gösterilmiştir (Wolf vd. 2013). 
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2.3 Hypericum Cinsinde In Vitro Bitki Rejenerasyonu 

Bitki doku kültürü, yapay besin ortamında steril şartlar altında bitki hücre, doku veya 

organlarından yeni doku, bitki veya bitkisel ürünlerin (metabolitler gibi) elde 

edilmesidir. Kaybolmakta olan türlerin korunması ve çoğaltılması ile üretimi zor olan 

türlerin üretiminde çeşitli doku kültürü yöntemleri rutin olarak uygulanmaktadır 

(Babaoğlu vd. 2002). Bitki doku kültürü alanı, bitkilerin kendi bileşen parçalarına 

(organ, doku veya hücre) ayrılabileceği, in vitro olarak manipüle edilebildiği ve 

sonrasında tüm bitkilere dönüşebileceği önermesine dayanmaktadır (Trigiano vd. 2005). 

Bitki doku kültürlerinin bitki ıslahındaki uygulama alanları; embriyo kültürü, haploid 

bitki üretimi, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, in vitro döllenme, in vitro 

germplazm muhafazası, somatik hücre melezlemesi ve gen transferidir. Bitki doku 

kültürünün ticari ve ıslah dışı uygulamaları ise; meristem kültürü, mikroçoğaltım, 

sentetik tohum üretimi, sekonder metabolit üretimi ve kimeralardır (Babaoğlu vd. 

2002). 

 

Pretto ve Santarem (2000)’in yaptığı kallus kültürü ve rejenerasyona yönelik çalışmada 

H. perforatum bitkisinin yaprak eksplantları başlangıç materyali olarak kullanılmıştır. 

MS temel mineral ve vitaminleri (Murashige ve Skoog,1962) 30 g sükroz, 3 g fitajel, 

farklı 2,4-D (0.45 ve 4.5 µM), kinetin (0.46 ve 4.6 µM) ve BA (0.44 ve 4.4 µM) 

büyüme düzenleyici konsantrasyonları ile desteklenmiştir. Karanlık/ışık uygulamaları 

sonucu kallus elde edilmiştir. Karanlık koşullarda, 4.4 µM BA ve 4.5 µM 2,4-D 

kombinasyonu ile en yüksek yaş kallus ağırlığı elde edilmiştir.  

 

Murch vd. (2000) yaptıkları çalışma ile H. perforatum’un Anthos çeşidinde TDZ’nin 

rejenerasyona etkisini araştırmışlardır. Besin ortamında düşük dozlarda var olan 

TDZ’nin sürgün oluşumunu olumlu etkilediği bildirilmiştir. Aynı şekilde, Balkanlar’a 

endemik olan H. rumeliacum Boiss. türünün in vitro şartlarda çoğaltımı ile ilgili bir 

araştırma da Danova vd, (2010) tarafından yapılmıştır. Bitkinin taze toprak üstü 

aksamından kestikleri gövde boğumu %70’lik etanol ve % 0.1 HgCl2 ile steril edildikten 

sonra steril suyla yıkanmıştır. Daha sonra eksplantlar 0.3 mg/L BA, %3 sükroz ile % 0.7 

agar içeren ve kontrol grubu olarak büyüme düzenleyici içermeyen MS ortamlarında 
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inkübe edilmiştir. BA’nın kültür ortamına eklenmesi, H. rumeliacum eksplantlarından 

elde edilen sürgün farklılaşmasının başarılı bir şekilde uyarılması için faydalı, hatta 

gerekli olduğu bildirilmiştir. Büyüme düzenleyici içermeyen MS ortamında yetişen 

sürgün kültürlerinin in vitro fenolik ve flavonoit üretimi için önemli bir potansiyele 

sahip olduğu belirtilmiştir. 

 

Çırak vd. (2007), H. bupleuroides Gris bitkisinin yaprak ve boğum arası eksplantlarını 

kullanarak direkt ve indirekt rejenerasyon protokolü oluşturmuştur. Buna göre, 9 

haftalık in vitro bitkiciklerden alınan yaprak ve boğum arası eksplantları farklı 

konsantrasyonlarda BA (1.0 veya 0.1 mg/L
-1

) ve 2,4-D (1.0 veya 0.1 mg/L
-1

) içeren MS 

besin ortamına aktarılmıştır. Kullanılan BA ve 2,4-D kombinasyonuna bağlı olarak, her 

iki tip eksplantın yüzeyinden aşırı kallus üretiminin yanısıra direkt adventif sürgün 

oluşmuştur. 2 mg/L BA içeren besin ortamında, her iki eksplant tipinden oluşan 

kallusların yüzeyinden çok sayıda sürgün elde edilmiştir. Direkt ve indirekt 

rejenerasyona, eksplant olarak boğum arası kısımların yaprakdan daha uyumlu olduğu 

tespit edilmiştir. Rejenere olan sürgünler büyüme düzenleyici içermeyen MS besin 

ortamında köklendirildikten sonra dış koşullara aktarılmış ve %90 oranında başarı elde 

edilmiştir. 

H. triquetrifolium Turra. türünde yapılan çalışmada, BAP büyüme düzenleyicisinin 

sürgün oluşumuna etkisi araştırılmıştır. H. triquetrifolium tohumları 0.5, 1.0 ve 2.0 

mg/L BAP içeren MS besin ortamında çimlenmeye alınmıştır. Çimlenmeden 7 gün 

sonra alınan apikal uçlar, 0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L BAP içeren MS besin ortamına 

aktarılmıştır. En yüksek sürgün oluşumu 2.0 mg/L BAP bulunduran ortamda meydana 

gelmiştir (Karakaş vd. 2009). 

Palmer ve Keller (2011) H. perforatum’un rejenerasyonunda, eksplant olarak taç 

yapraklarını kullanmıştır. Bu çalışmada, doğadan toplanan tohumlar sera koşullarında 

çimlendirilmiştir. Sera koşullarında çimlendirilen ve çiçeklenme aşamasına kadar 

yetiştirilen bitkiden eksplant seçimi yapılmıştır. Açılmamış tomurcuklar (kademe A), 

petalleri sadece sepal üstünde görünen tomurcuklar (B aşaması), yaprakları yarıklardan 

çıkıntılı ancak kapalı olan tomurcuklar (aşama C) ve yaprakları tamamen açılmış 
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tomurcuklar (aşama D) olmak üzere dört tür tomurcuk, eksplant olarak kullanılmıştır. 

Eksplantlar oksin ve sitokinin (kinetin) ilave edilen MS ortamında kallus ve sürgün 

oluşumu için karanlık koşullarda 28 gün bekletilmiştir. 10:1'lik bir oksin/sitokinin 

oranında sadece 2,4-D kallus oluştururken; IAA, IBA ve NAA hormonları sürgün 

oluşumuna neden olmuştur. Bitki büyüme düzenleyicileri olmadan kallus ve sürgün 

oluşmamıştır. Büyüme düzenleyicisi içermeyen yarım MS içeren ortamda köklendirme 

başarıyla meydana gelmiş ve köklü bitkicikler sera koşullarına adapte edilmiştir. Bitki 

rejenerasyonunda petalin eksplant olarak kullanılabileceği ve oksin hormonunun etkili 

olduğu sonucuna varılmıştır. 

Akbaş vd. (2011) H. spectabile'nin in vitro’da gelişen yaprak eksplantlarını kullanarak 

doğrudan bitki rejenerasyonu için etkili bir metot oluşturmuştur. Yaprak eksplantları 

ayrı ayrı, altı farklı konsantrasyonda (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mg/L) BAP ve 

kinetin ilave edilmiş MS ortamında kültüre alınmıştır. Tüm BAP konsantrasyonlarında 

kallus oluşumu olmadan doğrudan sürgün rejenerasyonu meydana gelmiştir. Ancak 

sürgünlerin sayısı, BAP'ın farklı konsantrasyonlarına bağlı olarak değişiklik 

göstermiştir. En yüksek ve en düşük sürgün sayısı, 1.0 ve 2.5 mg/L BAP (sırasıyla % 

90-% 50) ilave edilmiş besin ortamında elde edilmiştir. 0.25, 0.5 ve 2.5 mg/L Kin içeren 

ortam adventif sürgün oluşumunu desteklememiştir. Kin konsantrasyonları arasında, 

hem sürgün sayısı hem de morfogenik özellikler açısından en iyi sonuçlar, 1.0 mg/L Kin 

(% 60) ile desteklenen MS ortamından elde edilmiştir. 0.5 mg/L IAA içeren MS besin 

ortamında köklendirilen sürgünler 6 hafta sonra dış koşullara aktarılmıştır. 

Cellarova (2011) bazı Hypericum türlerinde kallus ve sürgün oluşumunda kullanılan 

besin ortamları, bitki büyüme düzenleyicileri ve fiziksel koşulları derleyerek çizelge 

halinde özetlemiştir (Çizelge 2.1). 
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Çizelge 2.1 Farklı Hypericum türlerindeki farklı besin ortamlarında, farklı bitki büyüme düzenleyicileri 

ve farklı fiziksel koşullarda sürgün ve kallus oluşumu (Cellarova, 2011) 

Hypericum 

Türü 

Besin Ortam ve 

Büyüme 

Düzenleyici 

Fiziksel Koşullar Morfogenetik 

cevap 

Kaynaklar 

H. 

androsaemum 

MS+ 4.57x10
-6

 M 

IAA ve 2.32x10
-

6
M KIN 

16/8 fotoperiyod, 52 

µmol.m
-2

.s
-1

., 
24±2°C 

Sürgün Guedes vd. 2003 

H. erectum LS+10
-5

M BAP ve 

10 
-5

M IAA 

Karanlık, 25°C Kallus Yazaki ve Okuda, 

1990, 1994 

H. erectum LS+10
-5

M BAP ve 

10 
-5

M IAA 

12/12 fotoperiyod, 

81 µmol.m
-2

.s
-

1.25°C 

Çok sayıda 

yeşil sürgün 

Yazaki ve Okuda, 

1990, 1994 

H. frondosum MS+5x10
-6

BAP 

veya meta-topolin 

ve 3.75x10
-6 

M 

IAA 

Karanlık, 23±2°C Canlı kallus 

ve sürgünler 

Meyer vd. 2009 

H. galioides MS+5x10
-6

BAP 

veya meta-topolin 

ve 3.75x10
-6

M 

IAA 

Karanlık, 23±2°C Canlı kallus 

ve sürgünler 

Meyer vd. 2009 

H. 
kalmianium 

MS+5x10
-6

BAP 

veya meta-topolin 

ve 3.75x10
-6

M 

IAA 

Karanlık, 23±2°C Canlı kallus 

ve sürgünler 

Meyer vd. 2009 

H. maculatum MS+2.46x10
-

62İP+ 0.89x10
-6 

M BAP+ 2.69x10
-

7M NAA 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±1°C 

Çok sayıda 

sürgün 

Bacila vd. 2010 

 

 

 

H. maculatum MS+5.71x10
-6

M 

IAA 

16/8 fotoperiyod, 35 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±1°C 

Uzun kök ve 

sürgünler 

Bacila vd, 2010 

 

H. perforatum LS+4.4x10
-7

 -

4.4x10
-6

M BAP 

16/8 fotoperiyod, 65 

µmol.m
-2

.s
-1

. 25-

29°C 

Çok sayıda 

yeşil sürgün 

Cellarova vd. 

1992, 1994 

H. perforatum LS+4.6x10
-7

 -

2.3x10
-6

M KIN 

16/8 fotoperiyod, 65 

µmol.m
-2

.s
-1

. 25-

29°C 

Sürgün  Cellarova vd. 

1992 

H. perforatum LS+4.6x10
-6

 KIN -

5.4x10
-7

M NAA 

16/8 fotoperiyod, 65 

µmol.m
-2

.s
-1

. 25-

29°C 

Çok sayıda 

yeşil sürgün 

Cellarova vd. 

1992 

H. perforatum Yarım MS+ 10
-6

M 

BAP ve 10
-7

 M 

NAA 

Sürekli ışık, 27 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

24±2°C 

Kallus ve 

hücre süs. 
kültürü 

Kartnig vd. 1996 

H. perforatum LS+0.57x10
-6

 -10
-

4
M IAA 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Kök Cellarova ve 

Kimakova, 1999 

H. perforatum LS+0.49x10
-6

 -10
-

4
M IBA 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Kök Cellarova ve 

Kimakova, 1999 

H. perforatum LS+0.45x10
-6

 -10
-

4
M 2,4-D 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Kallus Cellarova ve 

Kimakova, 1999 

H. perforatum LS+0.54x10
-6

 -10
-

4
M NAA 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Kallus Cellarova ve 

Kimakova, 1999 

H. perforatum LS+0.44x10
-6

 -10
-

4
M BAP 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Çok sayıda 

sürgün 

Cellarova ve 

Kimakova, 1999 
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Çizelge 2.1 Farklı Hypericum türlerindeki farklı besin ortamlarında, farklı bitki büyüme 

düzenleyicileri ve farklı fiziksel koşullarda sürgün ve kallus oluşumu (Cellarova, 

2011) (devam) 

 
H. perforatum LS+0.46x10

-6
 -10

-

4
M KIN 

16/8 fotoperiyod, 25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 22°C 

Çok sayıda 

sürgün 

Cellarova ve 

Kimakova, 1999 

H. perforatum MS+5x10
-6

M TDZ 16/8 fotoperiyod, 

40-60 µmol.m
-2

.s
-1.  

Sürgün  Murch vd. 2000 

H. perforatum MS+0.44x10
-6

-10
-5

 

M BAP 

Sürekli ışık,30 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±2°C 

Sürgün Pretto ve 

Santarem, 2000 

H. perforatum MS+0.45x10
-6

-10
-5

 

M 2,4-D 
Sürekli ışık veya 

karanlık ,30 µmol.m
-

2
.s

-1
. 26±2°C 

Kallus Pretto ve 

Santarem, 2000 

H. perforatum MS+0.46x10
-6

-10
-5

 

M KIN 
Sürekli ışık veya 

karanlık , 30 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±2°C 

Kallus Pretto ve 

Santarem, 2000 

H. perforatum MS+0.49x10
-5

 M 

IBA 
Sürekli ışık veya 

karanlık, 30 µmol.m
-

2
.s

-1
. 26±2°C 

Kök Pretto ve 

Santarem, 2000 

H. perforatum MS+ 10
-6

M BAP 

ve 10
-7

 M NAA 

Sürekli ışık, 40 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±2°C 

Kallus Kirakosyan vd. 

2000a 

H. perforatum MS+ 0.9x 10
-6

M 

2,4-D ve 0.1x10
-6

 

M KIN 

Karanlık, 25±1°C Kallus Bais vd. 2002 

H. perforatum MS+ 5.0x10
-6M 

IAA veya IBA 

16/8 fotoperiyod,20- 

25 µmol.m
-2

.s
-1

. 

24°C 

Kök Zobayed ve 

Saxena, 2003 

H. perforatum MS+ 5.0x10
-6

M 

TDZ 

16/8 fotoperiyod,20 

µmol.m
-2

.s
-1

. 24°C 

Çok sayıda 

sürgün 

Zobayed ve 

Saxena, 2003 

H. perforatum MS+ 4.5x10
-6

M 

BAP ve 5.0x10
-8

 

M NAA 

16/8 fotoperiyod, 30 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±2°C 

Çok sayıda 

sürgün 

Santarem ve 

Astarita, 2003 

H. perforatum MS+ 0.44-

8.90x10
-6

M BAP 

16/8 fotoperiyod, 50 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±1°C 

Sürgün Gadzovska vd. 

2005 

H. perforatum MS+ 14.8-

22.2x10
-6M BAP 

16/8 fotoperiyod, 50 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±1°C 

Kallus Gadzovska vd. 

2005 

H. perforatum MS+ 2.2x10
-6

M 

BAP ve 5.7x10
-6

M 

IAA 

16/8 fotoperiyod,25 

µmol.m
-2

.s
-1

. 25°C 

Sürgün Franklin ve Dias, 

2006 

H. perforatum MS+ 3.0x10
-6

M 

TDZ ve 2.0x10
-6

 

M IBA 

16/8 fotoperiyod, 70 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

26±1°C 

Sürgün Pasqua vd. 2008 

H. perforatum MS+19.7x10
-6

 M 

IBA veya 10
-6

M 

IAA 

14/10 
fotoperiyod,20 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±2°C 

Kök Goel vd. 2009 

H. perforatum MS+9.3x10
-6

 M 

KIN 

14/10 fotoperiyod,20 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±2°C 

Sürgün Goel vd. 2009 
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Çizelge 2.1 Farklı Hypericum türlerindeki farklı besin ortamlarında, farklı bitki büyüme düzenleyicileri 

ve farklı fiziksel koşullarda sürgün ve kallus oluşumu (Cellarova, 2011) (devam) 

H. perforatum Half MS+0.46x10
-

6
 M KIN ve 

4.9x10
-6

 M IBA 

Karanlık, 25±1°C, 

Biyoreaktör hava 

akım oranı 400 

ml/min 

Adventif Kök Cui vd. 2010 

H. retusum MS+ 2.22x10
-6

M 

BAP 

16/8 fotoperiyod, 40 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

25±2°C 

Sürgün Namli vd. 2010 

H. 

triquetrifolium 

MS+ 5.67x10
-6

M 

TDZ ve 2.85x10
-6

 

M IAA 

16/8 fotoperiyod, 54 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

27±4°C 

Sürgün Oluk ve Orhan, 

2009 

H. 

triquetrifolium 

MS+ 5.71x10
-6

M 

IAA 

16/8 fotoperiyod, 54 

µmol.m
-2

.s
-1

. 

27±4°C 

Kök  Oluk ve Orhan, 

2009 

2.4 Sekonder Metabolitler 

2.4.1 Sekonder metabolit tanımı 

Verpoorte ve Alfermann’ın (2000) göre sekonder metabolitler bitkilerde taksonomik 

gruplarda sınırlı olarak oluşmaktadır. Sekonder metabolitler bir hücrenin veya 

organizmanın yaşaması için gerekli olmamalarına rağmen, organizma ile çevre ilişkisi 

açısından önemli rolleri bulunmakta ve ekosistemde bitkinin yaşamasını garanti altına 

almaktadırlar. Diğer taraftan karbohidrat, protein ve yağlar bitkilerin temel besin 

gereksinimlerini gidermek için üretilmekte ve ‘primer metabolit’ olarak 

adlandırılmaktadır. Besin ve enerji sağlama gibi yaşamsal değer taşımayan ve bitkilerde 

az miktarda sentezlenen ürünler ise ‘sekonder metabolit’ olarak isimlendirilmektedir. 

Sekonder metabolitlerin kuraklık, tuzluluk ve UV ışınları gibi değişik çevresel 

etkenlerin oluşturduğu stres ortamına karşı koyma, herbivorlara ve mikroorganizmalara 

karşı savunma, bazı metabolik işlevler, polinasyon ile tohum yayılmasını sağlamak 

amacıyla hayvanları ve diğer taşıyıcıları cezbettirme gibi önemli işlevleri bulunmaktadır 

(Babaoğlu vd. 2002).  

Mammadov (2014)’a göre sekonder metabolitleri primer metabolitlerden ayıran başlıca 

fark, bitki yaşamında her iki grubun üstlenmiş olduğu fonksiyonel görevlerdir. 

Sekonder metabolitler sadece hücre içerisinde değil, tüm bitki içerisinde sentezlenmesi 
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açısından da önemlidir. Ekonomik açıdan önem taşıyan alkaloit ve fenolik bileşik gibi 

kimyasalları çoğu bitki, bünyesinde biriktirmektedir. Böylece bilimsel, teknolojik ve 

ticari uygulamalara doğal hammadde oluşturmaktadır. Endüstride doğrudan veya 

dolaylı olarak doğal bitki ürünleri kullanılmaktadır. Taksol ve morfin gibi bitkisel 

bileşikler ilaç endüstrisinde yaygın olarak kullanılan hammaddelerdir.  

Bitki sekonder metabolitleri terpenler, alkaloitler ve fenolik bileşikler şeklinde genel 

olarak sınıflandırılabilir (Şekil 2.10). Terpenler, sekonder ürünlerin en geniş sınıfını 

oluşturmaktadır. Asetil-koA ya da glikolitik ara ürünler üzerinden biyosentezleri 

gerçekleşmektedir. Birçok bitkide herbivorlara karşı savunma görevi yapmaktadır. 

Diğer grup ise yapısında azot bulunduran alkaloitlerdir. Pek çoğunun biyosentezi 

aminoasitler üzerinden gerçekleşmektedir. Fenolik bileşikler ise yapısında fenol grubu 

taşıyan, yaklaşık 10 bin çeşit bileşiğin yer aldığı oldukça geniş bir gruptur (Taiz ve 

Zeiger, 2008). 

    

Şekil 2.9 Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasındaki ilişki ile sekonder metabolit grupları 

(Giada 2013) 
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2.4.2 Sekonder metabolitlerin biyosentez yolu 

Verpoorte ve Alfermann (2000) şikimat yolu, izoprenoit ve terpenoit yolu olmak üzere 

metabolik yolların üç kısma ayrıldığını bildirmektedir. Temel iskelet oluştuktan sonra, 

bitki türünün spesifik bileşikleri değişik modifikasyonlar ile ortaya çıkmaktadır. Bu 

modifikasyonlar prenil-, malonil- ve glukozil parçaları gibi karbon atomlarının 

eklenmesi ile hidroksi, metoksi, aldehit ve karboksil gruplarının yapıya katılması ile 

ilgilidir. Ayrıca, çeşitli oksidasyon tepkimeleri ve yeni iskelet oluşumuda yeniden 

düzenlemelere öncülük edebilmekte veya molekülün belirli fragmanlarının kaybolması 

ile sonuçlanabilmektedir (Şekil 2.11). 

Son zamanlarda, ikincil metabolit üretiminin yolları genişletilmiş ve araştırmalara konu 

olmuştur. Tüm bitkilerde metabolik yolakların derinlemesine incelenmesi, genellikle 

belirli bir bitki organında spesifik hücre tiplerinde veya mevsime göre sentezlenebilen 

biyosentetik aktiviteler nedeniyle zor olmaktadır (Dörnenburg ve Knorr 1995, 

Gadzovska vd. 2005).  

Fenolik bileşikler şikimik asit yolu ile sentezlenmektedir. Bitkilerde en sık rastlanan 

fenolik gruplar fenilalaninden türevlenmektedir. Tepkimeleri katalizleyen fenilalanin 

amonyum liyaz (PAL) bitkisel sekonder metabolizmada en çok çalışan enzimdir. PAL, 

primer ve sekonder metabolizmanın ayrılma noktasında bulunmaktadır. Bu nedenle 

çoğu fenoliklerin sentezinde önemli bir basamağı katalizlemektedir (Taiz ve Zeiger, 

2008). 
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Şekil 2.10 Sekonder metabolitlerin biyosentez yolakları (Verpoorte ve Alfermann, 2000) 

2.4.3 H. perforatum türünün sekonder metabolit içeriği 

Tıbbi bitkiler arasında H. perforatum fitokimyasal olarak en iyi araştırılan türlerden 

biridir. Ham ekstrelerinde fenilpropanoitler, flavonol türevleri, biflavonlar, 

proantosiyanidinler, ksantonlar, floroglusinoller, bazı amino asitler, naftodiantronlar ve 

uçucu yağ bileşenleri tespit edilmiştir (Butterweck 2003). H. perforatum türünde 

bulunan sekonder metabolitler çizelge 2.2 de verilmiştir. 

Çizelge 2.2 Hypericum cinsinin aktif bileşenleri (Barnes vd. 2001) 

Naftodiantronlar Hiperisin, psödohiperisin, izohiperisin 

Floroglusinoller Hiperforin, adihiperforin 

Flavonoitler -Flavonoller (kemferol, kersetin) 

-Flavonlar (luteolin)  

-Glikozitler (hiperozit, izokersitrin, kersitrin, rutin) 

-Biflavonoitler (biapigenin, amentoflavon) 

-Kateşinler 

Diğer Fenoller Kafeik, klorojenik, p-kumarik, ferulik, p-hidroksibenzoik ve vanilik 

asitler 

Tanenler Proantosiyanidinler 

Uçucu yağ, terpenler α ve β-pinen,α-terpinol,geraniol,mirsen ve 

limonen(monoterpenler), karyofilen ve humulen(seskiterpenler) 
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Şekil 2.12’de H. perforatum türünün önemli metabolitlerinden olan hiperisin bileşiğinin 

öngörülen biyosentez yolu gösterilmiştir. Buna göre, emodin bileşiğinin hiperisinin 

temel yapısını oluşturduğu ve Hyp-1 gen ürünü ile protohiperisine dönüştüğü 

belirlenmiştir. Ayrıca, protohiperisinin de ışık ve Hyp-1 gen ürünü ile hiperisin 

bileşiğini oluşturduğu tespit edilmiştir (Huang vd. 2014). H. perforatum’da bulunan 

önemli bileşiklerin organik yapıları Şekil 2.13’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.11 Öngörülen hiperisin biyosentez yolu (Huang vd. 2014) 
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Biyoaktif 

Bileşikler 

Yapı Bileşenler Kantaron bitkisi 

ham ekstresindeki 

yaklaşık % miktarı 

Flavonoitler 

 

1.R=H Kersetin 

2.R=α-L-rhamnosil Kersetin 

3.R=β-D-glucosil İzokersetin 

4.R=β-D-galactosil Hiperosit 

5.R=β-D-rutinosil Rutin 

6.R=β-D-glukuronit 

Mikulianin 

1. 0.2–0.6 

2. 0.2–0.4 

3. 0.5–0.8 

4. 2–4 

5. 2–3 

6. 0.4–0.05 

Naftodiantronlar 

 

1. R = CH3  Hiperisin 

2. R = CH2OH  

Psödohiperisin 

1. 0.08–0.20 

2. 0.15–0.40 

Floroglusinoller 

 

Hiperforin 0.9–5 

Biflavonlar 

 
 

1. I3, II8-biapigenin 

2. I3′, II8-biapigenin = 

amentoflavon 

1. 0.2–0.6 

2. 0.01–0.05 

Fenolpropanlar 

 

Klorojenik asit <1 

Ksantonlar 

 

1,3,6,7-tetrahidroksiksanton <0.0004 

Proantosiyanidler 

 

Prosiyanidin B2 Toplam 

proantosiyanidin 

B2~8.8 

  

Şekil 2.12 Hypericum biyoaktif bileşiklerin organik yapısı (Butterweck 2003) 
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2.5 Elisitörler 

Bitki stresi ve fitokimya arasındaki bağlantıdan faydalanılarak istenilen kimyasal 

tepkinin indüklenmesi için, bitki stres cevabının aktif olarak uyarılması veya açığa 

çıkarılması elisitasyon olarak adlandırılmaktadır. Elisitör; canlı bir sisteme düşük 

miktarlarda uygulandığında, bitkilerin stresli koşullara adaptasyonunda önemli bir role 

sahip olan spesifik bileşiğin biyosentezini indükleyen veya geliştiren bir madde olarak 

tanımlanmaktadır (Radman vd. 2003, Naik ve Al-Khayri 2016). Ayrıca hücre, organ ve 

bitki sistemlerinde istenen ikincil bileşiklerin üretimini arttırmak için en pratik olarak 

uygulanabilir strateji ise elisitasyon olarak kabul edilmektedir (Poulev vd. 2003; 

Namdeo 2007, Naik ve Al-Khayri 2016). Elisitörler biyotik ve abiyotik olarak ikiye 

ayrılmaktadır (Şekil 2.14). Abiyotik faktörler hormonal, fiziksel ve kimyasal 

kaynaklıdır. Biyotik faktörler ise kitin, pektin ve selüloz gibi bitki hücre duvarlarından 

ve mikroorganizmalardan kaynaklanan polisakkaritleri içeren biyolojik kökenli 

maddelerdir. Elisitasyon çalışmalarında çeşitli bitki hormonları yaygın olarak 

kullanılmaktadır. En çok çalışılanlar ise bitki savunma tepkisindeki kilit rollerinden 

dolayı jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) türevleridir (Naik ve Al-Khayri 2016). 

 

Şekil 2.13 Elisitörlerin sınıflandırılması (Naik ve Al-Khayri 2016) 

Absisik asit (ABA) bitkilerde kuraklık dönemlerinde stomaların kapanmasından ve 

dormansiden sorumlu, tohumlarda depo protein sentezini uyaran ve çimlenmekte olan 



24 
 

tahıl tanelerinde giberellinin α-amilaz sentezi üzerindeki etkisini önleyen bitki büyüme 

düzenleyicisidir (Davies, 2010). Araştırmalar, ekzojen ABA uygulamasının büyümeyi 

ve fitokimyasal içeriği etkilediğini, bazı meyve ve sebzelerin besin değerini arttırdığı 

için gıda ve beslenme bilimlerinde özellikle ilgi çekici olduğunu göstermiştir. ABA'nın 

enzimatik ve enzimatik olmayan bileşenler dahil, antioksidan genlerin ekspresyonunu 

indükleyebildiği ve antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesini artırabildiği, 

İbrahim ve Jaafar (2013)’ın yaptıkları araştırma ile tespit edilmiştir. Ayrıca, ekzojen 

ABA'nın misket üzümlerinde antosiyanin biyosentezini uyardığı ve fenolik bileşiklerin 

içeriğini arttırdığı Sandhu vd. (2013) yaptıkları çalışma ile ortaya koymuştur. 

Salisilatların uzun süredir söğüt ağaç kabuğu içinde bulunduğu bilinmektedir, ancak 

yakın zamanda potansiyel düzenleyici bileşikler olarak kabul edilmiştir. Salisilik asit, 

fenilalanin aminoasidinden sentezlenmektedir. Salisilik asit (SA), patojenlere bitki 

direnci sağlayan ve sekonder metabolit üretimini uyaran endojen bir düzenleyici sinyal 

molekülüdür. Ayrıca çiçek ömrünü arttırdığı, etilenin biyosentezini inhibe ettiği ve 

ABA'nın etkilerini tersine çevirdiği bildirilmektedir (Davies 2010). 

SA bitki savunma metaboliti üretiminin genel bir uyarıcısı olmamasına rağmen, bazı 

ikincil metabolit sınıflarının biyosentezi ile ilgili gen ekspresyonunu bitkilerde 

indüklemektedir (Schenk vd. 2000, Taguchi vd. 2001, Gadzovska vd. 2013). SA hücre 

süspansiyon kültürlerinde Catharanthus roseus'ta alkaloitlerin (Godoy-Hernandez ve 

Loyola-Vargas 1997), Hyoscyamus muticus'ta lubimin (Mehmetoğlu ve Curtis 1997), 

Capsicum frutescens'te kapsaisin (Sudha ve Ravishankar 2003) ve Taxus chinensis’de 

taksol (Wang vd. 2004) üretimini teşvik ettiği belirlenmiştir. Aynı şekilde H. 

perforatum hücre süspansiyon kültüründe, salisilik asidin hiperisin ve psödohiperisin 

üretimini uyardığı Gadzovska vd. (2013)’nın yaptıkları araştırma ile tespit edilmiştir. 

2.6 Hypericum Cinsinde In Vitro Sekonder Metabolit Üretimi 

Hypericum cinsinde yapılan çalışmalar ile kallus, sürgün ve fidelerin hiperisin ve 

psödohiperisini üretebildikleri belirlenmiştir. Kallus kültüründe sekonder metabolit 

kompozisyonunun tüm bitkiden farklılık gösterdiği Gadzovska vd. (2005) tarafından net 
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olarak ortaya konmuştur. H. perforatum ve H. androsaemum bitkilerinde HPLC-DAD 

metodu kullanılarak in vitro ve in vivo bitkiler arasındaki fenolik bileşik farklılığı ile 

rapor edilmiştir. H. perforatum’un hücre ve kallus kültürlerinde hiperisinin tespit 

edilmediği, ancak in vitro sürgünlerde (1.5 mg/g) ve in vivo bitkilerde tespit (0.3 mg/g) 

edildiği bildirilmiştir (Dias vd. 1998). Öte yandan, Gadzovska vd. (2005) kendi 

çalışmalarında kallusların naftodiantronları ürettiği sonucuna varmışlardır. Yaptıkları 

araştırmada in vitro kültürde hiperisin ve psödohipersinin, düşük miktarlarda tespiti için 

HPLC floresan metodu kullanılmıştır. Bu metodun oldukça hızlı olduğu ve in vitro 

kültür içinde değişik Hypericum profillerini ilk kez gösterdiği belirtilmiştir. İki 

araştırma sonuçlarındaki uyumsuzluğun farklı büyüme koşulları, büyüme düzenleyici 

kullanımı, sürekli ışıkta büyüme veya hücre dizilerindeki farklılıklar ile in vitro 

biyokütlenin hiperisin ve psödohiperisin üretme yeteneğinden kaynaklanabileceği ifade 

edilmiştir. Ayrıca, kallus ve hücre süspansiyonundaki flavonoitlerin çok az miktarlarda 

biriktiğini ve her iki türün in vivo örnekleri ile kıyaslandığında neredeyse yok 

sayıldığını ve kimyasal olarak da farklı olduklarını gözlemlenmiştir (Tolonen vd. 2003, 

Gadzovska vd. 2005).  

Kirakosyan vd. (2000) sürgün kültürlerine mayadan elde edilen mannan, β-1,3-Glukan 

(curdlan) ve narenciyeden üretilen pektin ekleyerek hiperisin üretimini araştırmışlardır.  

Mannan elisitörü ile psödohiperisin oranı dört kat (0.82 mg/g) ve hiperisin oranı iki kat 

(0.04 mg/g) artmıştır.  β-1,3-Glukan ve pektin az miktarda psödohiperisin oranında artış 

gösterse de hiperisin miktarında değişiklik göstermemiştir. Diğer bir çalışmada ise 

sükroz, polietilen glikol (PEG), metiljasmonat (MJ) ve inaktif Agrobacterium 

tumefaciens elisitörlerinin fideler üzerine etkileri Pavlik vd. (2007) tarafından 

araştırılmıştır. Farklı oranlarda sükrozun (10-30 g/L) hiperisin oranına etki ettiği, 

sükroza ek olarak 1.25-5 g/L oranlarında PEG ilavesiyle in vitro kültürde hiperisin 

oranının arttığı tespit edilmiştir. MJ veya A. tumefaciens varlıklarında da hiperisin artışı 

gözlenmiştir. 

Sirvent ve Gibson (2002) ile Murthy vd. (2014) MS, %2 sükroz, 1 mg/L NAA ve 0.1 

mg/L BAP içeren temel besin ortamında H. perforatum’un apikal meristemlerini kültüre 

almışlardır. Aynı zamanda bu besin ortamına metiljasmonat (MJ; 50,100 ve 200 µM) ve 
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salisilik asit (SA; 1.0, 2.5 ve 5.0 mM) ilave edilerek etkileri araştırılmıştır. Temel besin 

ortamına 200 µM MJ ilave edilmesiyle, kontrole göre 3 kat oranda hiperisin artışı 

gözlenmiştir. Aynı zamanda, 5 mM salisik asit ilavesi de fidelerde hiperisin birikiminde 

etkili olmuştur. Ancak salisilik asidin olumlu etkisi hücre, kallus ve sürgün kültürlerinde 

görülmemiştir. MJ’ın gösterdiği bu olumlu etki Liu vd, (2007) tarafından da rapor 

edilmiştir. Bu çalışmada, sıvı kültürde 100 µM MJ ve 50 mg/L L-triptofan hiperforin 

üretimini kontrole göre 1.81 oranında artırmıştır. 

Gadzovska vd. (2013), salisilik asidin (0,50,100,250 µM) H. perforatum sürgün, kallus 

ve hücre süspansiyon kültürleri üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. 21 gün 

elisitasyona maruz bırakılan hücre süspansiyon kültüründe, kontrol grubunun hücre 

canlılığında %10 oranında azalma meydana gelmiştir. Kullanılan en düşük (50 µM) ve 

en yüksek (250 µM) SA konsantrasyonlarında, hücre süspansiyonu kültürlerinin 

canlılığı sırasıyla % 20 ve % 35 oranında azalmıştır. Kallus kültürlerinde, kültürün son 

haftasında 100 µM SA varlığında yeşil renk, kırmızı ve kahverengiye dönüşmüştür. 

Kallus ve hücre süspansiyon kültürlerinde, siyah bezeler kontrol ve elisitörle muamele 

edilmiş hücrelerde oluşmamıştır. Sürgün kültürlerinde ise 14 gün sonra, SA'nın 

varlığında veya yokluğunda, yaprakların kenarlarında koyu renkli yağ bezleri 

görülmüştür. Hücre süspansiyon kültüründe, kontrole göre, her üç SA 

konsantrasyonunun, hiperisin ve psödohiperisin seviyesini (12–13 µg/g
-1

) iki katına 

çıkarmıştır. Elisite edilmiş kallusların naftodiantronların seviyesinin kontrole göre 

düşük olduğunu (15 µg/g
-1

) tespit edilmiştir. Sürgün kültürlerinde naftodiantron 

seviyesinin (70-100 µg/g
-1

)  hücre ve kalluslara göre daha yüksek olduğu, ancak SA’nın 

hiperisin ve psösohiperisin seviyesinde bir farklılık meydana getirmediği belirtilmiştir. 

Farklı bir çalışmada (Yamaner vd. 2013), H. adenotrichum Spach.’un in vitro 

bitkicikleri, mannan (10, 50 ve 100 mg/L) ve pektin (10, 50 ve100 mg/L) biyotik 

elisitörleri içeren modifiye edilmiş MS besin ortamında 15 ve 30’ar gün inkübe 

edilmiştir. In vitro bitkicikler metanol ile ekstre edilmiştir. Yüksek performanslı sıvı 

kromatografide psödohiperisin ve hiperisin seviyelerindeki değişiklikler saptanmıştır. 

Buna göre, 15 gün strese maruz bırakılan 50 mg/L mannan ve 50 mg/L pektin içeren 

ortamlar en iyi sonucu göstermiştir. Mannan elisitörü psödohiperisini 2.8 kat, hiperisin 
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üretimini 1.7 kat arttırırken, pektin elisitörü psödohiperisini 4.8 kat, hiperisini ise 2.7 kat 

artırdığı tespit edilmiştir. Böylece mannan ve pektin elisitörlerinin in vitro’da sekonder 

metabolit üretiminde rol oynadığı ortaya konmuştur. 

Karanlık koşullarda MS, 0.90 µM 2,4-D, 0.11 µM kinetin ve 30 g sukroz içeren besin 

ortamında başlatılan hücre süspansiyon kültüründe, 500–1000 μm boyutlarında hücre 

kümelenmesi ile hiperisin içeriğinin arttığı rapor edilmiştir (Bais vd. 2002, Murthy vd. 

2014). Yine, karanlık ortamda salisilik asit (50, 100 ve 200 µM) ve jasmonik asidin 

(100, 250 ve 500 µM) etkilerinin hücre süspansiyon kültürlerinde test edildiği diğer 

çalışmalarda 250 µM jasmonik asidin (0.31 mg/g kuru ağırlık) kontrol grubu (0.14 mg/g 

kuru ağırlık) ile karşılaştırıldığında 2.4 kat hiperisin biriktirdiği gözlenmiştir (Walker 

vd. 2002, Murthy vd. 2014). Diğer taraftan salisilik asit içeren hücre kültürlerinde 

hiperisin birikimi olmamıştır. 

Kwiecien vd. (2015) tarafından yapılan bir araştırma, farklı konsantrasyonlarda (0.1-3.0 

mg/L) NAA ve BA içeren LS (Linsmaier ve Skoog ) ve MS (Murashige ve Skoog) 

besin ortamlarında üç farklı H. perforatum çeşidinin (Elixir, Helos ve Topas) strese 

maruz kalmış sürgün kültürleri üzerinde kurulmuş ve sürdürülmüştür. Biyokütlenin 

metanolik ekstraktlarında serbest fenolik asitler ve sinnamik asit miktarları HPLC ile 

belirlenmiştir. Toplamda 17 bileşik analiz edilmiştir. Bu bileşiklerden altı tanesi (3,4-

dihidroksifenilasetik asit, p-kumarik asit, protoksekuik asit, siringik asit, iki depsid-

klorojenik ve neoklorojenik asitler) tüm ekstrelerde tespit edilmiştir. Tek tek bileşiklerin 

miktarı ve kullanılan ortam varyantlarına bağlı toplam fenolik asit miktarı ve artışlar 

sırasıyla; 1.2 ile 15.0 kat ve 1.2 ile 1.9 kat arasında değişmiştir. Düşük 

konsantrasyonlarda (0.1-1.0 mg/L) NAA ve BA içeren LS ve MS ortamlarında 

yetiştirilen Helos çeşidi sürgünlerinde en yüksek oranda fenolik asitler tespit edilmiştir. 

Aynı araştırıcıların 2018 yılında yaptıkları diğer bir in vitro çalışmada (Kwiecien vd. 

2018) da yine H. perforatum’un Elixir, Helos, ve Topas çeşitleri kullanılmıştır. Farklı 

oranlarda (0.1, 1.0, 2.0, ve 3.0 mg/L) NAA ve BA bitki büyüme düzenleyicilerini içeren 

LS ve MS besin ortamında gelişen sürgün kültürlerine stres uygulanmıştır. LS 

ortamında 3 haftalık kültür boyunca kuru biyokütle birikiminde artışlar göstermiştir. 

Elixir çeşidinde 5.1-9.2, Helos çeşidinde 5.8-9.8 ve Topas çeşidinde 7.5-9.1 kat kuru 
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biyokütle artışı tespit edilmiştir. 1.0 - 3.0 mg L
-1

 BAP ve NAA içeren LS ortamında 

büyütülen Helos çeşidinde flavonoitlerde 9.6 ila 9.8 kat oranında artış meyadana 

gelmiştir. Tek tek metabolitlerin seviyeleri incelendiğinde, flavonoitlerin toplam 

seviyeleri LS ortamındaki bitki büyüme düzenleyicilerinin miktarlarına bağlı olarak 

önemli ölçüde değişmiştir. En yüksek hiperisin içeriği ise 0.1 mg L
-1

 BAP ve 0.1 mg L
-1

 

içeren LS ortamı üzerinde gelişen Helos çeşidinin özütlerinden elde edilmiştir. 

2.7 H. perforatum Türünde Yapılan Ekstraksiyon ve YPSK Çalışmaları 

Gadzovska vd. (2005) tarafından geliştirilen yöntemde hiperisin ve psödohiperisin 

ekstraksiyonu için liyofilize edilen ve toz haline getirilen bitki materyalleri (50-100 mg) 

5 ml metanol ile 15 dakika muamele edildikten sonra Buchner hunisi ile filtre edilmiştir. 

Süzüntü daha sonra düşük basınç altında kuruyana kadar yoğunlaştırılmış ve kuru ekstre 

%1 asetik asit içeren distile su ile yıkanmıştır. Elde edilen metanollü ekstreler apolar 

katı fazlı (C18U-S-500/6-Interchim, France) ekstraksiyon kartuşu ile filtrelenmiş ve %1 

asetik asit içeren 5 ml su ile koşullandırılmıştır. Saflaştırılmış olan ekstreler tekrar 

buharlaştırılmış ve kuru kalıntılar son hacim 1.5 mL olacak şekilde metanol içinde 

çözülmüştür. Bu çalışmada hiperisin ve psödohiperisin ölçümü için, metanollü 

ekstrelere dansilamid ilave edilmiş ve iç standart olarak kullanılmıştır. Aynı araştırıcılar 

tarafından yapılan diğer bir çalışmada ise fenolik içeriğinin belirlenmesi için toz haline 

getirilmiş ve liyofilize edilen bitki materyali (0.2-0.5g) ultrasonik banyoda 4 ℃ %80’lik 

(h/h) metanolde 30 dakika ekstre edilmiştir (Gadzovska vd., 2007). Toplam fenolik 

içeriği 0.7 M Na2CO3 ve Folin-Ciocalteau reaktiflerinin karışımında metanol ile 

ekstraksiyon yapılarak belirlenmiştir. Örnekler 50 ℃’de 5 dk inkübe edildikten sonra 

sonra oda sıcaklığında 5 dk soğutulmuştur. Spektrofotometrik ölçüm 765 nm dalga 

boyunda ölçülmüştür. Toplam fenolik madde miktarı hesaplamasında kateşin (0–10 mg 

ml
-1

) standart olarak kullanılmıştır.  

Gadzovska vd. (2007) yürüttükleri bir çalışmada flavonol içeriğini metanollü ekstreler 

ile belirlemişlerdir.  Elde edilen ekstreler klorofil ve karetonoit pigmentlerini elimine 

etmek için, Sep paketi C18 kartuşlarında geçirilerek filtre edilmiştir. Absorbansın 

spektrofotometrik ölçümleri 360 nm'de yapılmıştır. Diğer bir çalışmada ise flavonol 
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içerikleri 4-(Dimetilamino)-sinnamaldehit (DMACA) reaktifi ile metanollü ekstrelerde 

belirlenmiştir (Treutter vd. 1994). Seyreltilmiş (1:10–1:100, h/h) ekstrelere DMACA 

reaktifi eklenmiştir. Karışımlar 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilikten sonra absorbans 

637 nm'de ölçülmüştür. Flavonollerin içeriği standart olarak (+)-kateşin (0–20 µg ml
-1

) 

kullanılarak hesaplanmıştır (Gadzovska vd. 2007). 

Antosiyanin tayini için Giusti ve Wrolstad (1999) tarafından yapılan çalışmada toz 

haline getirilmiş olan (0.2–0.5 g) bitki materyali 2 ml %1’lik HCl/CH3OH (15/85, 

h/h)’de 4°C’de 60 dakika süreyle ultrasonik banyoda ekstre edildikten sonra 30 dakika 

20.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Süpernatantın absorbansı 530 nm'de ölçülmüştür. 

Antosiyanin içeriği asidik metanolde siyanürlü-3-glukozitin (e530 = 34300 M
-1

 cm
-1

) 

molar kullanılarak hesaplanmıştır (Giusti and Wrolstad 1999; Gadzovska vd. 2007). 

Gadzovska vd. (2005) tarafından yapılan çalışmada hiperisin ve psödohiperisin 

bileşikleri Yüksek Performanslı Sıvı kromatografisi yöntemi ile belirlenmiştir. İki farklı 

çözücü karışımından oluşan gradient sistem mobil faz olarak kullanılmıştır 

(Piperopoulos vd. (1997). Mobil faz A: trietilamonyum asetat tamponu (0.01 M) ile pH 

7.0’ye ayarlanmış su ve B: metanol ve asetonitril (5:4, h/h) karşımından oluşmuştur. 

Analizler, 20 ul enjeksiyon hacminde uygulanmış, 1.5 ml/dk akış hızı ile gradient 

program uygulanmıştır; %40 A ve %60 B (0–3 dk), %8 A ve %92 B (4–9 dk), %0 A ve 

%100 B (10 dk) ile başlatılmıştır. Toplam analiz süresi 10 dakika olarak belirlenmiştir. 

Dansilamid, psödohiperisin ve hiperisin için alıkonma süresi değerleri (Rt) sırasıyla 

1.98, 7.18 ve 8.38 dk olarak belirlenmiştir.  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM  

3.1 Materyal     

Çalışmada üç farklı Hypericum türü materyal olarak kullanılmıştır. Hypericum 

perforatum L. türünün toprak üstü kısımları ve tohumları Samsun Ballıca mevkiinden 

toplanırken, Hypericum pruinatum Boiss & Bal. türünün toprak üstü kısımları ve 

tohumları ise Amasya ilinin Gümüşhacıköy beldesinden toplanmıştır. Hypericum 

heterophyllum Vent. türünün toprak üstü kısımları ve tohumları ise Yozgat Bozok 

Üniversitesi Kampüsünden temin edilmiştir (Şekil 3.1). Herbaryum numaraları; 

Hypericum heterophyllum Selçuk Üniversitesi Herbaryumu 28030, On dokuz Mayıs 

Üniversitesi, H. perforatum OMUZF # 61, H. pruinatum OMUZF # 107, olarak 

belirtilmiştir. 

         

Şekil 3.1 H. heterophyllum Vent, H. perforatum L., H. pruinatum Boiss&Bal., türlerinin doğadaki 

görselleri 



31 

 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Doku kültürü çalışmaları 

3.2.1.1 Tohum sterilizasyonu 

H. perforatum, H. heterophyllum ve H. pruinatum türlerine ait tohumlar (100 tane) 

öncelikle akan su altında 15 dakika bekletilmiştir. Daha sonra tohumlar %70 ‘lik etanol 

de 1 dakika, sırasıyla %5, %10 ve % 15’lik ticari çamaşır suyunda (Domestos, %4,6 

Klor) 5’er dakika bekletilerek steril edilmiştir. Sterilizasyon işlemini takiben 3 kez steril 

su ile durulanan tohumlar filtre kağıdında kurutulduktan sonra çimlendirme için 

hazırlanan besin ortamlarına aktarılmıştır. Tüm doku kültürü çalışmaları steril kabin 

içerisinde yapılmıştır. 

3.2.1.2 Ön muamele ve çimlendirme 

Tohum sterilizasyonundan sonra besin ortamına alınan ve dormansi olduğu tespit edilen 

H. heterophyllum ve H. pruinatum türlerinde farklı ön muamele uygulamaları 

yapılmıştır (Çizelge 3.1). Ön muamele uygulaması ile H. heterophyllum ve H. 

pruinatum tohumları 24 saat +4°C’de, 1,5 mg/L GA3, 1,5 mg/L GA3 ile %37’lik HCl ve 

%37’lik HCl solüsyonlarında bekletilmiştir. 24 saat sonunda, %15’lik ticari çamaşır 

suyu ile 5 dakika steril edilen tohumlar üç kez steril su ile yıkanmıştır. Steril filtre 

kâğıdında kurutulduktan sonra besin ortamına aktarılmıştır (Çamaş ve Çalışkan, 2011). 

Çizelge 3.1 Dormansi olduğu tespit edilen H. heterophyllum ve H. pruinatum tohumları için yapılan ön 

muamele uygulamaları 

Süre/Sıcaklık Uygulamalar 

 

24 saat(+4°C) 

1. 1,5 mg/L GA3  

2. 1,5 mg/L GA3 ve %37’lik HCl 

3. %37’lik HCl  
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Ön muamele ile 1,5 mg/L GA3 içeren solüsyonda bekletilen tohumlarda çimlenme 

oranı, diğer uygulamalara göre daha yüksek olmuştur. Giberellik asidin etkisini artırmak 

amacıyla bekleme süresi 48 saate çıkarılmıştır. 1,5 mg/L GA3 içeren solüsyonda 48 saat 

bekletilen, %15’lik ticari çamaşır suyu ile 5 dakika steril edilen tohumlar, üç kez steril 

su ile yıkanmıştır. Steril filtre kâğıdında kurutulduktan sonra her bir türden 15’er tohum, 

bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen ve 1 mg/L giberellik asit içeren iki farklı besin 

ortamına ekilmiştir. 

3.2.1.3 Besin ortamı ve kültür koşulları 

MS (Murashige ve Skoog’s, 1962) mineral tuzları ve Gamborg B5 vitaminlerini içeren 

ortam ile LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) olmak üzere iki farklı temel besin ortamı 

kullanılmıştır (Çizelge 3.2). Ayrıca temel besin ortamlarına %3 şeker ve %0.6 agar ilave 

edimiştir. Besin ortamının pH’sı 1 N NaOH ya da 1 N HCl kullanılarak 5.8’e 

ayarlandıktan sonra 1.2 atmosfer basınç altında, 121°C’de 20 dakika tutularak steril 

edilmiştir. Tüm kültürler beyaz floresan ışığı altında 16 saat ışık ve 8 saatlik karanlık 

fotoperiyotta 25±2 °C sıcaklıkta tutulmuştur. Büyümeyi düzenleyiciler uygun 

çözücülerde çözüldükten sonra, steril saf su ile istenilen miktarda ve oranda stok 

solüsyonlar hazırlanmıştır. Büyümeyi düzenleyiciler, besin ortamlarına otoklavda steril 

edildikten sonra ilave edilmiştir. Kullanılan büyüme düzenleyiciler, çözünme ortamları 

ve saklanma koşulları çizelge 3.3’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.2 Kullanılan MS, Gamborg B5 ve LS temel besin ortamlarının içeriği 

 Bileşikler MS(mg/L) Gamborg 

B5(mg/L) 

LS(mg/L) 

Mikro Besin 

Elementleri 

CoCl2.6H2O 

CuSO4.5H2O 

FeNaEDTA 

H3BO3 

KI 

MnSO4.H2O 

Na2MoO4.2H2O 

ZnSO4.7H2O 

  

0.025 

0.025 

36.70 

6.20 

0.83 

16.90 

0.25 

8.60 

0.025 

0.025 

36.70 

3.00 

0.75 

10.00 

0.25 

2.00 

0.025 

0.025 

36.70 

6.20 

0.83 

16.90 

0.25 

8.60 

Makro Besin 

Elementleri 

CaCl2 

KH2PO4  

KNO3  

MgSO4 

NH4NO3  

NaH2PO4 

(NH4)2SO4 

 

332.02 

170.00 

1900.00 

180.54 

1650.00 

- 

- 

113.23 

- 

2500.00 

121.56 

- 

130.44 

134.00 

332.02 

170.00 

1900.00 

180.54 

1650.00 

- 

- 

Vitaminler Myo-Inositol 

Thiamin-HCl  

Nicotinic Acid 

Pyridoxine-HCl 

Glycine 

 

100.00 

0.10 

0.50 

0.50 

2.00 

 

100.00 

10.00 

1.00 

1.00 

- 

100.00 

0.40 

- 

- 

- 

Çizelge 3.3 Kullanılan büyüme düzenleyicileri ve çözücüleri 

Büyüme 

Düzenleyecileri 

Çözücü Saklama 

sıcaklığı( °C) 

 Giberellik Asit 
(GA3) 

       1N NaOH  +4 

 Oksinler 

   IBA 

 

1N NaOH 
 

+4 

NAA 

2,4-D 

Picloram 

1N NaOH 

    Etanol  

     Etanol 

+4 

+4 

+4 

Sitokininler 

 TDZ 

 

    1N NaOH            

 

+4 

BAP         1N NaOH 

 

+4 
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3.2.1.4 Eksplant hazırlama 

In vitro çimlendirme ortamına alınan tohumlardan gelişen steril fideler 20-30 mm 

uzunluğa ulaştığında bunlardan alınan koltukaltı ve yaprak parçaları, sürgün ve kallus 

oluşumunda eksplant olarak kullanılmıştır. H. perforatum ve H. heterophyllum 

türlerinde yapılan araştırmalarda steril bitkiciklerden alınan koltukaltı eksplantının 

başlangıç materyali olarak kullanıldığı bildirilmiştir (Cellarova, 2011). H. pruinatum 

türünde ise doku kültürü çalışmaları daha önce yapılmadığı için kök, yaprak, koltukaltı 

ve hipokotil kısımları başlangıç eksplantı olarak kullanılmıştır.  

3.2.1.5 Sürgün ve kallus oluşturma ortamları 

Sürgün ve kallus oluşumunda temel besin ortamlarına farklı oranlarda oksin ve sitokinin 

ilave edilmiştir. Sürgün oluşumu için 6-benzilaminopürin (BAP) ve -naftalenasetik 

asit (NAA)’in farklı konsantrasyonları ve kombinasyonları kullanılmıştır. Kallus 

oluşumunda ise besin ortamlarına farklı oranlarda 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 

thidiazuron (TDZ) ve indole-3-butrik asit (IBA) ilave edilmiştir. Kullanılan bitki 

büyüme düzenleyici oranları çizelge 3.4’de belirtilmiştir.  

Çizelge 3.4 Çalışmalarda kullanılan Bitki Büyüme Düzenleyicileri (BBD) ve miktarları 

 
Bitki Büyüme Düzenleyicileri (mg/L) 

0.01 0.1 0.2 0.25 0.5 0.75 1.0 1.5 2.0 3.0 

BAP 

 
      +  + + 

NAA + +  +       

TDZ  +  + + + +    

IBA  +  + + + + +   

IAA     +  + +   

2,4-D     +  + +   

PICL     +  + +   
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3.2.1.6 Elde edilen sürgünlerin köklendirmesi ve dış şartlara alıştırılması 

Rejenere olan sürgünlerin köklendirilmesi için 1 veya 1.5 mg/L IBA kullanılmıştır. 

Kültürler beyaz floresan ışığı altında 16 saat ışık ve 8 saat karanlık fotoperiyotta ve 

25±2 °C sıcaklıkta tutulmuştur. Rejenerasyon sonucu yaklaşık 10-15 cm boylarına 

ulaşan bitkiler kültür kaplarından çıkartılarak köklerindeki agar kalıntıları musluk suyu 

altında yıkanmış ve köklere zarar vermeden uzaklaştırılmıştır. Bitkiler daha sonra 

hazırlanmış olan torf-perlit adaptasyon toprağına aktarılmıştır. Toprağa aktarılan 

bitkilerin nem kaybını engellemek amacıyla iki hafta süre ile üstü kapalı tutulmuştur. 

Daha sonra kademeli olarak nemli ortama maruz bırakılmış ve sera ortamında dış 

şartlara alıştırma çalışmaları yapılmıştır. 

3.2.1.7 Elisitör uygulamaları 

Elisitör olarak absisik asit ve salisilik asit kullanılmıştır. Absisik asit ve salisilik asidin 1 

mg/L stok solüsyonları hazırlanmıştır. LS ve B5 vitaminleri içeren besin ortamına ayrı 

ayrı 0.01 mg/L, 0.05 mg/L ve 0.1 mg/L olarak ilave edilmiştir. Üç farklı doz ve kontrol 

grubu olmak üzere in vitro şartlarda köklendirilmiş bitkiciklere ve kalluslara elisitör 

uygulamaları yapılmıştır. 

3.2.2 Liyofilizasyon 

Liyofilizasyon (freez dry), maddenin kurutulması için süblimasyon adı verilen bir 

süreçten geçen koruma tekniğidir. Ürünlerin içinde bulunan su ilk olarak dondurulmakta 

ve dondurulmuş halde iken süblimasyonla su uzaklaştırılmaktadır. Süblimasyon, 

maddenin sıvı faz kısmı atlanarak, buzun erimesine imkân vermeden, maddenin 

katı(buz) halden gaz(su buharı) haline geçişi olarak tanımlanmaktadır. Buz haline 

gelmiş olan su, düşük basınçta ve hafif sıcaklık artışlarında doğrudan buharlaşmaktadır. 

Böylece yüksek sıcaklıklara gerek kalmadan istenilen kuruma elde edilmektedir.  

H. perforatum, H. pruinatum ve H. heteropyhllum türlerinin in vitro örnekleri ependorf 

tüplerin içerisine yerleştirilerek, -53°C’de 24 saat bekletilerek liyofilize (Thermo, Heto 
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Power Dry LL3300,Çek Cumhuriyeti) edilmiştir. Örnekler öncelikle dondurulmuş, 

sonra içerisindeki su süblimasyonla uzaklaştırılmıştır. Böylelikle örneklerin moleküler 

ve hücre yapısında bir değişiklik olması önlenmektedir 

(http://www.techmech.com.tr/tr/freez_dry_teknolojisi/Liyofilizasyon_freez_dry_Nedir).  

 

Şekil 3.2 Liyofilize edilen in vitro örnekler 

 

3.2.3 Ekstraksiyon 

H. perforatum, H. pruinatum ve H. heteropyhllum türlerine ait doğadan toplanan, sera 

koşullarında yetiştirilen, aklimitize edilen ve in vitro’dan elde edilen örneklerlerden 

20’şer mg tartılarak homojenize edilmiştir. Bu örneklere 2 ml %80’lik metanol (Merck 

106009) eklenip vorteks edilmiştir. Daha sonra örnekler 15 dakika ultrasonik banyoda 

bekletildikten sonra 4000 rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısım ekstre 

olarak analizlerde kullanılmıştır (Gadzovska vd. 2005).  
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Şekil 3.3 Ekstraksiyon aşamaları 

3.2.4 Antioksidan Çalışmaları 

3.2.4.1 Toplam Fenolik İçeriğinin Belirlenmesi 

Toplam fenolik (TF) içeriği Folin-Ciocalteau ayıracı yöntemi kullanılarak yapılmıştır 

(Singleton ve Rossi, 1965). SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices 

Corp., Sunnyvale, CA) cihazında SoftMax Pro (v. 5.4.1) yazılımı kullanılmıştır. 

Spektrofotometrik analiz için Folin-Ciocalteau ayıracı ve 0.7 M Na2CO3 çözücüleri ile 

96’lık plakalarda karışım hazırlanmıştır. Plakalara 120 µl Na2CO3 (0.7 M), 150 µl Folin-

Ciocalteau ayıracı (CarloErba Reagenti, Rodanao, Italy), 25 µl %80’lik metanol ve 5 µl 

metanolik ekstre eklenmiştir. Okumalar üç tekrarlı olarak yapılmıştır. Kontrol olarak 

%80’lik metanol çözücüsü ve standart olarak 0.5 mg/ml gallik asit kullanılmıştır. 

Hazırlanan plakalar oda sıcaklığında 15 dk bekletildikten sonra 765 nm’de absorbansları 

ölçülmüştür.  

3.2.4.2 DPPH Radikal Kovucu Aktivitesinin Belirlenmesi 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrolhidrazil-Sigma D9132) aktivitesi Brand-Williams vd. (1995) 

metoduna uyarlanarak yapılmıştır. 10 mg DPPH 100 ml metanol içerisinde 

çözdürülmüştür. 96’lık plakalarda 10 µl ekstre üzerine 290 µl DPPH ilave edilmiştir. 

Standart olarak trolox kullanılmış olup, 10 mg trolox 40 ml (1 nM/µl) metanolde 

çözündürülmüştür. SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices Corp., 

Sunnyvale, CA) cihazında SoftMax Pro (v. 5.4.1) yazılımı kullanılmıştır. Okumalar üç 

tekrarlı yapılmıştır. Kontrol olarak, %80’lik metanol çözücüsü kullanılmıştır. Örnekler 
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10 dk karanlıkta bekletildikten sonra, 518 nm’de 10 dk spektrofotometrik analiz 

yapılmıştır.  

3.2.5 YPSK (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) Analizi 

Bu çalışmada üç farklı Hypericum türünün doğadan toplanan, sera koşullarında 

yetiştirilen bitkilerin çiçek, yaprak, gövde ve toprak üstü kısımları ile in vitro örneklerin 

içerdiği bileşikler YPSK yöntemi ile belirlenmiştir. Hypericum bitkisininde bulunan 

hiperisin, psödohiperisin, hiperforin, rutin, klorojenik asit, luteolin, kersetin, kersitrin, 

kateşin, amentoflavon, ferulik asit, kemferol, apigenin, hiperozit bileşikleri analiz 

edilmiştir. 

Ekstreler 0,45 μm’lik filtrelerden süzülmüş ve viallere alınmıştır. YPSK analizinde 

hiperisin, hiperforin ve diğer fenolik bileşikler için en uygun çözücülerin su, fosforik 

asit, asetonitril ve metanol olduğu belirlenmiştir (Brolis vd. 1998).  

Cihazın Özellikleri: YPSK analizleri Agilent 1260 G1315 DAD cihazı ile yapılmıştır. 

Cihazın özellikleri aşağıda belirtilmiştir. 

Kolon: ACE 5, C18 (250 x 4,6 mm; 5 μm partikül büyüklüğü)  

Standartlar İçin Çalışma Koşulları: 

Çözücü: Metanol (Standart maddeler ve ekstreler metanol ile çözülerek hazırlanmıştır) 

Dedektör dalga boyu: Psödohiperisin ve Hiperisin için 590 nm 

Hiperforin için 275 nm 

Diğer Fenolik Bileşikler için 210, 254, 328, 330 nm 

Akış hızı: 1 ml/dak 

Kolon sıcaklığı: 30ºC 

Enjeksiyon hacmi: 10 μl 

Kullanılan çözücüler: Metanol (Isolab- 947.047), Asetonitril (Isolab- 901.037), 

Fosforik asit (Merck), ultra saf su (Milli-Q). Kullanılan tüm çözücüler YPSK için uygun 

saflıkta kullanılmıştır. 
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Standart maddeler: Psödohiperisin 1 mg (Sigma- H9416) 

Hiperisin 1 mg ( Sigma- 56690) 

Hiperforin 250 µg (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) 

Kateşin 100 g (Sigma G7384)  

Ferulik Asit 25 mg (Sigma 1270311)  

Metot: Çizelge 3.5’de verilen gradient yöntem kullanılmıştır (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) 

 

Çizelge 3.5 Hypericum türleri için YPSK’da kullanılan gradient yöntemi 

Zaman (dk) Hareketli Faz A 

(% v/v) 

Hareketli Faz B 

(% v/v) 

Hareketli Faz C 

(% v/v) 

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 İstatistiksel Analizler 

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerrürlü olarak Tesadüf Parselleri Deneme Desenine göre 

kurulmuş olup, her bir tekerrürde 10 eksplantın kültüre alındığı 100x10 mm’lik petri 

kutuları kullanılmıştır. Çalışmadan elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS for 

Windows” programı ile tesadüf parselleri deneme desenine göre analiz edilmiştir. 

Uygulama ortalamaları Duncan testi ile karşılaştırılmıştır. Yüzde değerleri istatistik 

analizi yapılmadan önce “arcsin transformasyon”una tabi tutulmuştur (Snedecor ve 

Cochran 1967). 
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4. BULGULAR  

4.1 Doku Kültürü Çalışmaları 

4.1.1 Hypericum tohumlarının çimlendirilmesi 

Hypericum türlerine ait tohumların farklı besin ortamlarında çimlenme oranlarını 

artırmak için yüzey sterilizasyonda değişik çamaşır suyu oranları ve ön muameleler 

uygulanmıştır. Tohumların kültüre alındığı besin ortamlarında tohum çimlenmesi kültür 

başlangıcından 3 gün gün sonra başlamıştır. Tüm denemelerde çimlenme oranlarının 

belirlenmesiyle ilgili sayımlar tohumların besin ortamlarına ekilmesinden 21 gün sonra 

yapılmıştır.  

Çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonun etkisi 

Ticari çamaşır suyunun % 5, % 10 ve % 15’lik oranlarıyla yüzey sterilizasyona tabi 

yapılan Hypericum tohumları MSO ve MSB5 besin ortamlarında çimlendirilmiştir. 

Şekil 4.1’de tohumların besin ortamına alındıktan 15 gün sonraki çimlenme görüntüleri 

verilmiştir. Aynı sterilizasyon yöntemi uygulanan H. pruinatum türünde sonuç 

alınamamıştır. Tohumlarında dormansi olduğu tespit edilen H. pruinatum türü ile 

çimlenme oranları düşük olan H. heterophyllum türlerinde daha sonra ön muamele 

uygulanmıştır. 
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Şekil 4.1 H. perforatum (a) ve H. heterophyllum (b) tohumlarının çamaşır suyu ile yüzey 

sterilizasyonundan sonra MSB5 besin ortamında çimlendirilmesi 

Çizelge 4.1’de H. perforatum ve H. heterophyllum tohumlarının % 5, % 10 ve % 15’lik 

çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonundan sonra çimlenme sonuçlarına ait varyans 

analizi verilmiştir. H. perforatum türünde farklı oranlardaki çamaşır suyunun MSB5 

besin ortamda çimlenme oranına etkisi 0.01 düzeyinde, MSO ortamında ise 0.05 

düzeyinde önemli olduğu tespit edilmiştir. Sterilizasyon oranları ile türler arasındaki 

etkileşim de 0.01 düzeyinde önemli bulunmuştur. Diğer taraftan H. heterophyllum 

türünde yüzey sterilizasyon uygulamalarının her iki besin ortamındaki etkisi 0.05 

düzeyinde önemli bulunmuştur. Sterilizasyon uygulamaları ile türler arasındaki 

interaksiyonun ise 0.01 düzeyinde önemli olduğu belirlenmiştir 

Çizelge 4.1 Farklı oranlarda çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum 

tohumlarının MSO ve MSB5 besin ortamlarında çimlenmesine etkisine ait varyans analizi 

V. K. SD H. perforatum H. heterophyllum 

MSO MSB5 MSO MSB5 

  KO F KO F KO F KO F 

Çamaşır 

suyu 

2 107.9 5.75* 709.6 15.7** 118.4 5.72* 151.1 14.2* 

Ç. suyu 

*Tür 

3 7748.4

8 

412.543

** 

18174

.03 

402.307*

* 

7649.64 369.624*

* 

7288.9

4 

685.373*

* 

Hata 6 112.69

3 

 271.0

47 

 124.175  63.810  

Genel 

Toplam 

11  

*0.05 düzeyinde önemli 

**0.01 düzeyinde önemli 
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Farklı oranlardaki çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonun H. perforatum ve H. 

heterophyllum tohumların çimlenmesine etkisine ait Duncan testi sonuçları Çizelge 

4.2’de verilmiştir. H. perforatum türünde MSO besin ortamda en yüksek çimlenme 

oranı (%70) %5’lik çamaşır suyuyla sterilizasyondan sonra elde edilmiştir. Diğer 

taraftan H. perforatum tohumlarının MSB5 besin ortamında en yüksek çimlenme 

oranları sırasıyla %99.3 ve %98.7 ile %15 ve %10’luk çamaşır suyu uygulamasından 

sonra elde edilmiştir. H. heterophyllum türünde ise en yüksek çimlenme oranı %70 ile 

%15’lik çamaşır suyu uygulamasından sonra MSB5 besin ortamında meydana gelmiştir. 

Aynı şekilde MSO besin ortamında da %10 ve %15’lik çamaşır suyu uygulamalarında 

da yüksek oranlarda çimlenme elde edilmiştir. Kullanılan her iki türden elde edilen 

sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde çimlenmenin MSB5 ortamında daha yüksek 

olduğu gözlenmiştir (Çizelge 4.2 ve Şekil 4.2). 

Çizelge 4.2 Farklı oranlarda çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum 

tohumlarının MSO ve MSB5 besin ortamlarında çimlenmesine etkisi 

 

Çamaşır suyu 

oranları (%) 

Çimlenme Oranı (%) 

H. perforatum H. heterophyllum 

MSO MSB5 MSO MSB5 

5 70.0a 73.3b 46.7b 46.7b 

10 58.3b 98.7a 63.3a 53.3b 

15 50.0c 99.3a 66.7a 70.0a 

Aynı sütundaki farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

 

Şekil 4.2 Farklı oranlarda çamaşır suyu ile yüzey sterilizasyonun H. perforatum ve H. heterophyllum 

tohumlarının MSO ve MSB5 besin ortamlarında çimlenmesine etkisi 
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Ön muamelenin etkisi  

Yüzey sterilizasyon uygulamasından sonra yüksek oranda çimlenme göstermeyen H. 

heterophyllum ile çimlenmeyen H. pruinatum tohumlarında dormansi olduğu 

düşünülmüş ve tohumlara ön muamele işlemi uygulanmıştır. Bu türlerin tohumları 4 

℃’de ve 24 saat süreyle 1,5 mg/L GA3, %37’lik HCl veya 1,5 mg/L GA3 + %37’lik HCl 

içeren solüsyonda  ön muameleye tabi tutulduktan sonra yüzey sterilizasyonu yapılarak 

(%15’lik çamaşır suyu) MSO veya MSB5 ortamlarında çimlendirmeye alınmıştır. Ön 

muamele işleminde tek başına 1,5 mg/L GA3 uygulaması her iki türde de olumlu sonuç 

vermiş olup, bu uygulama ile H. pruinatum tohumlarında %25, H. heterophyllum 

tohumlarında ise %38 oranında çimlenme meydana gelmiştir (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4). 

HCl içeren diğer ön muamelelerde ise tohumlarda çimlenme olmamıştır. 

 

Şekil 4.3 Yirmi dört saat süreyle farklı ön muamelelerin H. pruinatum tohumlarının MSO ve MSB5 besin 

ortamlarında çimlenmesine etkisi 

 

Şekil 4.4 Yirmi dört saat süreyle farklı ön muamelelerin H. heterophyllum tohumlarının MSO ve MSB5 

besin ortamlarında çimlenmesine etkisi 
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Tohumların GA3 ile 24 saat süreyle ön muamelesinden olumlu sonuçların alınması 

neticesinde, 1,5 mg/L GA3 ile ön muamele süresi 48 saate çıkartılarak denemeler 

tekrarlanmıştır. Ayrıca çimlenmede kullanılan MS ve LS ortamlarına 1,5 mg/L GA3 

ilavesi de yapılmıştır. GA3 uygulaması ve muamele süresinin uzatılması ile her iki türde 

de çimlenme oranlarını önemli oranda yükselmiştir (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.5 GA3 ile 48 saat ön muamele edilen H. heterophyllum (a) ve H. pruinatum (b) tohumlarının GA3 

içeren MS besin ortamında çimlenmesi 

Çizelge 4.3’de 1,5 mg/L GA3 ile 48 saat ön muamelenin H. pruinatum ve H. 

heterophyllum’un tohumlarının çimlenme oranlarına etkisine ait varyans analizi 

verilmiştir. Çizelge’den de görüldüğü gibi, GA3 ile yapılan ön muamele, H. pruinatum 

tohumlarının in vitro çimlenmesine 0.01 düzeyinde önemli bir etki yapmıştır. Aynı 

türde, ön muamele ile tür interaksiyonu da 0.01 düzeyinde önemli bulunmuştur. H. 

heterophyllum tohumlarının GA3 ile ön muamele uygulaması ise 0.05 düzeyinde önemli 

bir etki göstermiştir. Tür ile ön muamele etkileşimi ise 0.01 düzeyinde önemli 

bulunmuştur. Gözlenen farklılığın önem düzeyini belirlemek için yapılan Duncan testi 

sonuçları Çizelge 4.4’de verilmiştir. 

Çizelge 4.3 GA3 ile 48 saat ön muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarının farklı besin 

ortamlarında çimlenmesine etkisine ait varyans analizi 

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

  K.O F K.O F 

Ön muamele 3 393.4 23.96** 984.9 39.62* 

Ön muamele*tür 4 9102.464 554.260** 9930.007 399.418** 

Hata  8 131.382  198.889  

Toplam 15     

*0.05 düzeyinde önemli 

**0.01 düzeyinde önemli 
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Çizelge 4.4 ve Şekil 4.6’da görüldüğü gibi H. pruinatum tohumlarının GA3 ile 48 saat 

ön muameleden sonra GA3 içeren MS besin ortamında çimlenme oranı %86.7 olup, 

istatistiksel olarak diğer uygulamalarla arasındaki fark önemli bulunmuştur. H. 

heterophyllum türünde ise en yüksek çimlenme oranı %86.7 ile MSO besin ortamından 

elde edilirken, GA3 içeren MS besin ortamından elde edilen sonuçla arasındaki fark 

istatistiksel olarak önemli olmamıştır. Elde edilen sonuçlara göre MS H. heterophyllum 

türünde besin ortamına GA3 ilavesi çimlenme oranını etkilemezken, H. pruinatum 

türünde GA3 ilavesi çimlenme oranını önemli ölçüde artırmıştır. Öte yandan, kullanılan 

LS ortamında çimlenme oranları oldukça düşük kalmıştır (Çizelge 4.4). 

Çizelge 4.4 GA3 ile 48 saat ön muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarının farklı besin 

ortamlarında çimlenmesine etkisi 

Türler Besin Ortamları 

MS0 MSB5 MS+ GA3 LS+ GA3 

H. pruinatum 71.7b 50.0c 86.7a 50c 

H. heterophyllum 86.7a 66.7b 85.0a 25c 

Aynı satırdaki farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

 

Şekil 4.6 GA3 ile 48 saat ön muamelenin H. pruinatum ve H. heterophyllum tohumlarının farklı besin 

ortamlarında çimlenmesine etkisi 
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4.1.2 Kallus oluşumu 

2,4-D ve pikloramın etkisi 

In vitro şartlarda çimlendirilen tohumlardan elde edilen steril bitkiciğin koltukaltı 

kısımları kallus oluşumunda başlangıç eksplantı olarak kullanılmıştır. H. perforatum’un 

koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda 2,4-D (0.5, 1, 2 mg/L) ve pikloram (0.5, 1, 

2 mg/L) içeren MS besin ortamlarında 60 gün sonunda oluşan kalluslar Şekil 4.7’de 

gösterilmiştir. 0.5 mg/L 2,4-D içeren MS besin ortamında elde edilen kallusların 

kahverengi-yeşil renklerde, sert ve küçük yapıya sahip olduğu gözlenirken, 1 mg/L 2,4-

D içeren MS besin ortamında büyüyen kallusların sert ve yeşil renkte olduğu 

belirlenmiştir. Diğer taraftan, 2 mg/L 2,4-D içeren besin ortamında ise sarı-kahverengi 

renklerde, sert kalluslar elde edilmiştir. Pikloramın 0.5 ve 1 mg/L konsantrasyonlarında 

sonuç alınamamıştır. MS besin ortamına 2 mg/L pikloram ilave edildiğinde ise gelişen 

kallusların sert ve kahverengi bir yapıda olduğu tespit edilmiştir. Yapılan bu 

denemelerde canlı, yeşil ve kırılgan kalluslar elde edilemediği için, oksin türevi olan 

2,4-D ve pikloram büyüme düzenleyicilerinin H. perforatum türünde kallus oluşumunda 

tek başına yeterli olmadığı sonucuna varılmıştır.  

 

Şekil 4.7 H. perforatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda 2,4-D ve Pikloram içeren MS 

besin ortamlarında 60 gün sonra kallus oluşumu 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 türünde 2,4-D ve pikloram ile yapılan uygulamalarda sonuç elde 

edilememiştir (Şekil 4.8). Üç farklı 2,4-D konsantrasyonu ile inkübe edilen 

H.pruinatum koltukaltı eksplantlarından küçük, kahverengi ve az gelişmiş yapıda 

kalluslar elde edilmiştir. Benzer şekilde pikloram içeren besin ortamlarında gelişme 

olmamıştır. 

 

Şekil 4.8 H. pruinatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda 2,4-D içeren MS besin 

ortamlarında 60 gün sonra kallus oluşumu 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 koltukaltı meristemlerinden, 2,4-D ve pikloram içeren MS besin 

ortamlarında elde edilen kallusların gelişim durumları Şekil 4.9’da gösterilmiştir. 1 

mg/L 2,4-D içeren MS besin ortamında kahverengi ve az gelişmiş kalluslar elde 

edilirken, 0.5 ve 2 mg/L 2,4-D içeren besin ortamlarında kallus oluşumu 

gözlenmemiştir. Aynı şekilde 0.5 ve 1 mg/L pikloram içeren MS besin ortamında 

gelişme olmazken, 2 mg/L pikloram içeren ortamda kahverengi ve az gelişmiş kalluslar 

oluşmuştur. Pikloram ve 2,4-D hormonları ile tez çalımasında yer alan üç Hypericum 

türünde beklenilen sonuçlar elde edilemediğnden dolayı farklu büyüme düzenleyicileri 

ve besin ortamlarının kullanımına gidilmiştir. 

 

Şekil 4.9 H. heterophyllum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda 2,4-D ve pikloram içeren MS 

besin ortamlarında 60 gün sonunda oluşan 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 

Farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin ortamlarında Hypericum türlerinin koltuk 

altı meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra oluşan kallus oluşum oranına 

ait varyans analizi Çizelge 4.5’te verilmiştir. H. perforatum türünde kallus oluşum oranı 

istatistiksel olarak önemsiz, ortam interaksiyonu ise 0.05 oranında önemli bulunmuştur. 

H. heterophyllum türünde ise kallus oluşum oranı ve ortamla etkileşimi 0.01 düzeyinde 

olup, istatistiksel açıdan önemli bir sonuç elde edilmiştir (Çizelge 4.5). Gözlenen 

farklılığın önem düzeyini belirlemek için yapılan Duncan testi sonuçları Çizelge 4.6’da 

verilmiştir. 

Çizelge 4.5 Farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra kallus oluşumuna etkisine ait varyans 

analizi 

V.K. SD Kallus Oluşum Oranı (%) 

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*Tür 5 101.200 29.765* 15.600 4.333 268.104 129.462** 

Hata 10 34.000  36.000  24.851  

Genel 

Toplam 

19  

*0.05 düzeyinde önemli 

**0.01 düzeyinde önemli 

LS besin ortamına ilave edilen TDZ ve IBA’nın kallus oluşumuna etkisi türlere göre 

farklılık göstermiştir (Çizelge 4.6). H. perforatum türünde en yüksek oranda kallus 

oluşumu %73.3 ile 0.25 mg/L TDZ ve 0.75 mg/L IBA içeren LS ortamından elde 

edilmiş olup, diğer uygulamalarla arasındaki fark ta istatiksel olarak önemli 

bulunmuştur. Genel olarak kullanılan tüm ortamlarda H. perforatum eksplantlarından 

gelişen kallusların yapısının sert ve küçük olduğu, bazılarında kararma meydana geldiği 

belirlenmiştir. Ayrıca, kallus üzerinde oluşan adventif sürgünlerin uç kısımlarında siyah 

bezelerin varlığı da tespit edilmiştir (Şekil 4.10).  
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Çizelge 4.6 Farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra kallus oluşumuna etkisi 

Büyüme 

düzenleyicileri 

(mg/L) 

Kallus oluşum oranı (%) 

TDZ IBA H. 

perforatum 

Kallus 

yapısı ve 

rengi 

H. 

pruinatum 

Kallus 

yapısı ve 

rengi 

H. 

heterophyllum 

Kallus 

yapısı 

ve rengi 

0.1 1- 60.0aAB Yeşil, az 

gelişmiş 

0.0b Gelişme 

yok 

0.0bC Gelişme 

yok 

0.25 0.75 73.3aA Yeşil, az 

gelişmiş 

16.7bA Kararmış 

yapıda ve 

az 

gelişmiş 

70.0aA Sert, 

kararmış 

yapıda 

0.5 0.5 56.7bB Yeşil, az 

gelişmiş 

26.7cA Yeşil, az 

gelişmiş 
73.3aA Yeşil ve 

canlı 

yapıda 

0.75 0.25 46.7aB Sert, az 

gelişmiş 

30.0bA Yeşil, az 

gelişmiş 

46.7aB Sert ve 

küçük 

yapıda 

1 0.1 50.0aB Sert ve 

kararmış 

yapıda 

26.7bA Yeşil, az 

gelişmiş 

36.7abB Yeşil, az 

gelişmiş 

Aynı sütunda farklı büyük harfler ve aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki 

fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

 

Şekil 4.10 H. perforatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin 

ortamlarında 60 gün sonra kallus oluşumu. a: 0.1 mg/L TDZ ve 1 mg/L IBA, b: 0.25 mg/L 

TDZ ve 0.75 mg/L IBA- İşaretle gösterilen bölgelerde siyah beze varlığı tespit edilmiştir 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 içeren besin ortamları 
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H. pruinatum türünde kallus oluşum oranı %30 ile en yüksek 0.75 mg/L TDZ ve 0.25 

mg/L IBA ilave edilen besin ortamından elde edilirken, diğer ortamlarla arasındaki fark 

istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.6). Elde edilen kallusların küçük, 

sert, kararmış ve az gelişmiş yapıda olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.11).  

 

Şekil 4.11 H. pruinatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin 

ortamlarında 60 gün sonra kallus oluşumu. 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 türünde ise kallus oluşum oranı en yüksek (%73.3) olarak belirlenmiş 

ve 0.5 mg/L TDZ ile 0.5 mg/L IBA içeren besin ortamından elde edilmiştir. Ayrıca bu 

grupla 0.25 mg/L TDZ ve 0.75 mg/L IBA içeren grup arasında istatistiki olarak fark 

olmadığı tespit edilmiştir (Çizelge 4.6). Ancak, 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA besin 

ortamında oluşan kallus yapısının daha canlı, kırılgan, yeşil renkte olduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12 H. heterophyllum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda TDZ ve IBA içeren LS besin 

ortamlarında 60 gün sonra kallus oluşumu. 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 içeren besin ortamları 

H. heterophyllum’un 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA içeren LS besin ortamında elde 

edilen kallusları 60 günün sonra alt kültüre alınmıştır. ABA ve SA elisitör uygulamaları 

için yeterli miktarda kallus elde edilene kadar eksplantlar 15 gün arayla 3 defa alt 

kültüre alınmıştır. Çizelge 4.7’de ABA ve SA elisitör uygulamalarından 15 gün sonra 

H. heterophyllum’dan elde edilen kallus yaş ağırlığına ait Duncan testi sonuçları 

verilmiştir. Kallus yaş ağırlığı, 0.01 ve 0.05 mg/L ABA uygulamalarında kontrole göre 

artış göstermiştir. Ancak absisik asit uygulamaları ile kontrol arasındaki fark istatistiki 

olarak önemsiz bulunmuştur. Salisilik asit elisitöründe, 0.01 mg/L SA uygulaması ile 

kontrol ve diğer gruplar arasındaki farkın istatistiki açıdan önemli olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca, salisilik asidin tüm uygulamalarında kallus yaş ağırlığı kontrole göre 

artış göstermiştir. Şekil 4.13’de elisitör uygulaması sonrası elde edilen kalluslar 

gösterilmiştir. 

Çizelge 4.7 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren ve B5 vitaminleri ilave edilen LS besin ortamlarında alt 

kültüre alınan H. heterophyllum kalluslarının 15 gün sonraki yaş ağırlıkları 

Elisitörler  
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 

Aynı satırdaki farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  
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Şekil 4.13 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren ve B5 vitaminleri ilave edilen LS besin ortamlarında alt 

kültüre alınan H. heterophyllum kalluslarının 15 gün sonraki görünümleri. 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 Sürgün rejenerasyonu 

Tohumlardan in vitro şartlarda elde edilen steril bitkiciklerden alınan koltuk altı 

eksplantları, sürgün rejenerasyonu amacıyla farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS 

besin ortamlarına aktarılmıştır. Kültür başlangıcından 15 gün sonra eksplantlar üzerinde 

önce kallus gelişimi gözlenmiş ve kallus oluşumundan 10 gün sonra da bu kalluslar 

üzerinde sürgünler meydana gelmiştir. Genel olarak sürgün gelişimi yavaş olmasına 

rağmen, H. perforatum türünün besin ortamlarına adaptasyonu ve sürgün oluşumu, 

diğer iki türe kıyasla daha kolay olmuştur. H. perforatum türünden elde edilen 

sürgünlerin daha canlı olduğu gözlemlenmiştir Ayrıca, H. perforatum türünün 

yapraklarında siyah bezelerin varlığı tespit edilmiştir. Böylece in vitro koşullarda da, 
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doğadaki morfolojisine benzerlik göstermiştir. H. heterophyllum ve H. pruinatum 

türlerinde sürgün gelişimi daha yavaş olmuştur.  

Üç farklı Hypericum türüne ait koltuk altı meristemlerinin değişik oranlarda BAP ve 

NAA içeren LS besin ortamında kültüre alınmasından 8 hafta sonra sürgün oluşturan 

eksplant oranına ait varyans analiz sonucu Çizelge 4.8’da verilmiştir. Varyans analiz 

çizelgesi incelendiğinde farklı BAP ve NAA oranlarının H. perforatum türünde sürgün 

oluşturan eksplant oranına etkisi 0.05 düzeyinde, H. heterophyllum türünde ise 0.01 

düzeyinde önemli olmuştur. Her üç türde ortam ve tür etkileşimi ise istatistiksel açıdan 

0.01 oranında anlamlı düzeydedir. Farklı BAP ve NAA oranlarının H. pruinatum 

türünde rejenerasyona etkisi ise önemsiz bulunmuştur. Elde edilen farklılığın önem 

düzeyini belirlemek için yapılan Duncan testi sonuçları da Çizelge 4.9’de verilmiştir.  

Çizelge 4.8 Farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra sürgün rejenerasyonuna etkisine ait 

varyans analizi 

V. K. SD Sürgün oluşturan eksplant oranı(%) 

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*Tür 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 düzeyinde önemli 

**0.01 düzeyinde önemli 

LS besin ortamına ilave edilen büyüme düzenleyicileri H. perforatum, H. pruinatum ve 

H. heterophyllum türlerinin sürgün rejenerasyonunu önemli oranda etkilemiştir (Çizelge 

4.9). Kullanılan büyüme düzenleyicileri ile türler birlikte incelendiğinde en yüksek 

sürgün veren eksplant oranı %86.67 ile tek başına 1 mg/L BAP içeren besin ortamında 

H. perforatum ve H. heterophyllum türlerinden elde edilmiştir. Test edilen tüm oksin ve 

sitokinin kombinasyonları birlikte düşünüldüğünde H. perforatum türünün in vitro 

rejenerasyon kapasitesinin diğer iki türden daha yüksek olduğu sonucuna varılmıştır. 

Öte yandan, H. heterophyllum türünde büyüme düzenleyici içermeyen, 1 mg/l BAP ve 

0.01 mg/L NAA ile 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA içeren besin ortamlarında sürgün 

gelişimi gözlenmemiştir. Şekil 4.14 ve 4.15’de H. perforatum koltukaltı 
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meristemlerinden farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamında elde edilen 

sürgün rejenerasyonu sonuçları gösterilmiştir. 

Çizelge 4.9 Farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 8 hafta sonra sürgün rejenerasyonuna etkisi 

Büyüme düzenleyicileri 

(mg/L) 

Sürgün oluşturan eksplant oranı (%) 

BAP NAA H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum 

Kontrol 66.7 aBC 53.3 b 0.0 cE 

1 - 86.7 aA 56.7 b 86.7 aA 

2 - 66.7 aBC 56.7 b 53.3 bB 

3 - 73.3 aB 56.7 b 20.0 cD 

1 0.01 63.3 aC 50.0 b 0.0 cE 

1 0.1 60.0 aC 50.0 b 0.0 cE 

1 0.25 50.0 bD 55.0 b 36.7 cC 

Aynı sütunda farklı büyük harfler ve aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki 

fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

 

Şekil 4.14 H. perforatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin 

ortamında sürgün 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 



56 

 

 

Şekil 4.15 H. perforatum koltukaltı meristemlerinin farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin 

ortamında karanlıkta 15 gün bekletildikten sonraki görünümleri. 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. 

Şekil 4.15’de H. perforatum’un farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin 

ortamında karanlıkta 15 gün bekletilen koltukaltı meristemlerinden elde edilen kültür 

sonuçları gösterilmiştir. Karanlık ortamda adventif sürgünler ile şeffaf/beyaz renkte 

oluşan kalluslar elde edilmiştir. Işık alamadığı için klorofil ile yeşil renk sentezi 

yapamayan hücreler beyaz renkte dokular oluşturmuştur. Ayrıca dokularda yer yer 

kararma ve nekrozlar meydana gelmiştir. Kullanılan BAP ve NAA konsantrasyonlarının 

karanlık koşullarda sürgün rejenerasyonu ve kallus oluşumu için uygun olmadığı 

sonucuna varılmıştır. Şekil 4.16’da H. pruinatum türünden BAP ve NAA içeren LS 

besin ortamında elde edilen sürgünler gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.16 H. pruinatum’un koltukaltı meristemlerinden farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin 

ortamında sürgün rejenerasyonu. a. Büyüme düzenleyici içermeyen kontrol grubu, b. 1 mg/L 

BAP, c. 2 mg/L BAP, d. 3 mg/L BAP 



57 

 

Farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamında Hypericum türlerinin koltuk 

altı meristemlerinden kültür başlangıcından 8 hafta sonra eksplant başına sürgün 

sayısına ait varyans analizi Çizelge 4.10’da gösterilmiştir. H. perforatum türünde BAP 

ve NAA oranlarının eksplant başına sürgün sayısına etkisi 0.05, H. heterophyllum 

türünde 0.01 düzeyinde önemli iken, H. pruinatum türünde istatistiksel açıdan önemsiz 

olduğu tespit edilmiştir. Ortam ve tür interaksiyonu ise H. perforatum ve H. 

heterophyllum ‘da istatistiksel olarak 0.01, H. pruinatum türünde 0.05 düzeyinde önemli 

bulunmuştur. Elde edilen farklılığın önem düzeyini belirlemek için yapılan Duncan testi 

sonuçları da Çizelge 4.11’de verilmiştir.  

Çizelge 4.10 Farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra eksplant başına sürgün sayısına 

etkisine ait varyans analizi 

V.K. SD Eksplant Başına Sürgün Sayısı (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*Tür 7 56.264 34.895** 13.808 5.969* 12.535 89.843

** 

Hata 14 22.573  32.387  1.953  

Genel 

Toplam 

28  

*0.05 düzeyinde önemli 

**0.01 düzeyinde önemli 

LS besin ortamına ilave edilen farklı oranlardaki BAP ve NAA’in eksplant başına 

sürgün sayısına etkisi incelendiğinde, en yüksek değer 9.77 adet ile H. perforatum 

türünde tek başına 1 mg/L BAP içeren besin ortamından elde edilmiştir (Çizelge 4.11). 

H. heterophyllum türünde ise eksplant başına en yüksek sürgün sayısı 5.30 adet ile tek 

başına 1 mg/L BAP içeren besin ortamından elde edilmiştir. Aynı türde, büyüme 

düzenleyici içermeyen, 1 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA ile 1 mg/L BAP ve 0.1 mg/L 

NAA içeren besin ortamından sonuç elde edilememiştir. Hypericum türlerinde 1 mg/L 

BAP sitokininin kullanılması sürgün gelişimine önemli oranda katkı sağladığı 

gözlenmiştir. 
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Çizelge 4.11 Farklı oranlarda BAP ve NAA içeren LS besin ortamlarının Hypericum türlerinin koltuk altı 

meristemlerinden kültür başlangıcından 60 gün sonra eksplant başına sürgün sayısına etkisi 

Büyüme düzenleyicileri 

(mg/L) 

Eksplant Başına Sürgün Sayısı (adet) 

BAP NAA H. perforatum H. pruinatum H. heterophyllum 

Kontrol 3.17b B 3.20b 0.0c C 

1 - 9.77 aA 3.20b 5.30 abA 

2 - 3.27 bB 1.73b 0.97 bB 

3 - 2.83 bB 1.87b 0.30 cBC 

1 0.01 1.90 bB 0.80b 0.0 cC 

1 0.1 1.30 bB 1.27b 0.0 cC 

1 0.25 1.37 bB 1.73b 0.37 bBC 

Aynı sütunda farklı büyük harfler ve aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki 

fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

4.1.4 In vitro Köklendirme ve Dış Koşullara Alıştırma  

BAP ve NAA büyüme düzenleyicileri ile yapılan sürgün rejenerasyonu sonucu, 1 mg/L 

BAP içeren besin ortamlarından elde edilen sürgünler köklendirme ortamlarına 

aktarılmıştır. In vitro köklendirme için MS besin ortamına IAA ve IBA ilave edilmiştir. 

IAA 0.5, 1 ve 1.5 mg/L olmak üzere üç farklı konsantrasyonda besin ortamlarına 

eklenmiştir. H. perforatum her üç IAA konsantrasyonunda %100 köklenme gösterirken, 

H. pruinatum ve H. heterophyllum türlerinde kararma meydana gelmiş ve kök gelişimi 

cılız bir yapıda olmuştur. IAA’in H. pruinatum ve H. heterophyllum türlerinde in vitro 

köklendirmeye etkisi olmamıştır. IBA ile köklendirme çalışmalarında ise 1 ve 1.5 mg/L 

IBA içeren MS besin ortamında Hypericum sürgünleri köklendirmeye alınmıştır. Her iki 

IBA konsantrasyonunda da köklenme başarıyla gerçekleşmiştir. Besin ortamına IBA 

ilavesiyle daha kalın ve sağlam kökler elde edilmiştir. (Şekil 4.17).  

 

Şekil 4.17 In vitro şartlarda elde edilen sürgünlerin 1.5 mg/L IBA içeren MS besin ortamında 

köklendirilmesi a: H. perforatum, b: H. heterophyllum, c: H. pruinatum 
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IBA içeren besin MS ortamında köklendirilen sürgünler yaklaşık 10-15 cm olduğunda 

kültür kaplarından çıkartılarak köklerindeki agar kalıntıları musluk suyu altında köklere 

zarar vermeden yıkanarak uzaklaştırılmıştır. Bitkicikler daha sonra hazırlanmış olan 

torf-perlit (1:1) adaptasyon toprağına aktarılmıştır. Şekil 4.18’de H. pruinatum türüne 

ait in vitro gelişen bitkiciklerinin toprağa aktarılma aşamaları gösterilmiştir. Toprağa 

aktarılan bitkilerin nem kaybını engellemek amacıyla iki hafta süre ile üstü kapalı 

tutulmuştur. Daha sonra üzerine geçirilen şeffaf poşetlerde küçük delikler açılarak hava 

alması sağlanmıştır. Kademeli olarak dış ortama maruz bırakılmış, öncelikle poşet 

delikleri büyütülmüştür. Sonrasında poşetler tamamen çıkarılmıştır. Düzenli aralıklarla 

sulanan H. pruinatum türüne bitkiler sera şartlarına kolaylıkla adapte olarak üç ay sonra 

çiçeklenmiştir. Elde edilen çiçekli bitkiler YPSK analizlerinde kullanılmak üzere 

herbaryum tekniklerine uygun olarak kurutularak kuru ve serin bir ortamda muhafaza 

edilmiştir.  

 

Şekil 4.18 H. pruinatum türünün in vitro şartlarda köklendirilen sürgünlerinin dış koşullara alıştırma 

aşamaları 

H. heterophyllum’un in vitro gelişen bitkiciklerinin dış koşullara alıştırma aşamaları 

Şekil 4.19’da verilmiştir. 1.5 mg/L IBA ilave edilen besin ortamında köklendirilen H. 
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heterophyllum bitkicikleri torf:perlit (1:1) karışımına aktarılmıştır. Sera koşullarına 

yavaş yavaş alıştırmak ve toprağın nem dengesini sağlamak için 15 gün süre ile üstü 

kapalı tutulmuştur. Bu süre sonunda kapakları açılan bitkiler bir hafta sonra kurumaya 

başladığından dolayı H. heterophyllum bitkicikleri dış koşullara adapte edilememiştir. 

 

Şekil 4.19 H. heterophyllum türünün in vitro şartlarda köklendirilen sürgünlerinin dış koşullara alıştırma 

aşamaları 

4.2 Antioksidan Çalışmaları 

4.2.1 Toplam Fenolik İçeriği  

Toplam fenolik içeriği çalışmalarında standart olarak kullanılan gallik asidin standart 

eğrisi ve regresyon denklemi Şekil 4.20’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.20 Gallik asit standart eğrisi ve regresyon denklemi 

Hypericum perforatum 

H. perforatum türünün doğadan toplanan ve sera koşullarında tohumların 

çimlendirilmesi ile elde edilen bitki kısımlarının toplam fenolik içeriği Çizelge 4.12’de 

verilmiştir. Çizelgeye göre in vivo bitki kısımlarında en yüksek fenolik içeriğe 109.4 

mg GAE/g ekstre ile yaprak kısmı sahip olup, diğer gruplara göre istatistiksel olarak 

önemli bir farklılık göstermiştir. Sera koşullarında yetişen bitki kısımlarında ise aynı 

şekilde yaprak kısmının (55.6 mg GAE/g ekstre) en yüksek fenolik içeriğe sahip olduğu 

belirlenmiştir. Hem in vivo hem de sera koşullarındaki yaprağın toplam fenolik 

içeriğinin, istatistiki olarak 0.05 düzeyinde önemli olduğu tespit edilmiştir. 

Çizelge 4.12 In vivo ve sera koşullarında gelişen H. perforatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki 

toplam fenolik içeriği (mg GAE/g ekstre) 

Gelişme Ortamı 
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde Herba 

In vivo 89.5±1.25b 109.4±3.59a 48.5±1.36c 92.7±2.95b 

Sera 34.3±1.20b 55.6±1.54a 25.9±1.24c 51.7±1.59a 

Aynı satırdaki farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

Çizelge 4.13’de H. perforatum türünün absisik asit ve salisilik asit uygulamaları ile 

strese maruz bırakılan in vitro bitkiciklerinin toplam fenolik içeriğine ait Duncan testi 

sonuçları verilmiştir. Her iki asitten 0.05 mg/L içeren ve B5 vitaminleri ile 

y = 0.2922x - 0.0668 

R² = 0.9998 
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zenginleştirilmiş LS besin ortamında büyüyen bitkiciklerin toplam fenolik içerikleri 

(33.8 ve 29.6 GAE/g ekstre) kontrole göre artış göstermiştir. Absisik asit ve salisilik asit 

uygulamalarında, 0.05 mg/L içeren besin ortamının istatistiksel olarak 0.05 düzeyinde 

öneme sahip olduğu belirlenmiştir. 

Çizelge 4.13 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren  LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen H. perforatum bitkiciklerinin toplam fenolik içeriğine 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±1.31a 24.5±1.28b 

Salisilik Asit 24.9±1.06b 25.8±1.07b 29.6±1.02a 18.6±0.64c 

Aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

H. perforatum türünde in vivo, sera ve in vitro şartlarda gelişen bitkilerin farklı organ ve 

kısımlarından elde edilen toplam fenolik içerikleri Şekil 4.21’de özetlenmiştir. H. 

perforatum örneklerinin mg GAE/g ekstre eşdeğerleri incelendiğinde, in vivo yaprak 

kısmının en yüksek değeri gösterdiği belirlenmiştir. Yaprağı sırasıyla herba, çiçek ve 

gövde takip etmiştir. Aynı şekilde sera örnekleri de in vivo’dan sağlanan örneklerle 

uyum göstermiştir. Öte yandan, in vivo ve serada gelişen bitkilerle karşılaştırıldığında in 

vitro şartlarda gelişen bitkilerde toplam fenolik içeriği oldukça düşük bulunmuştur. 

            

Şekil 4.21 Farklı şartlarda gelişen H. perforatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki toplam fenolik 

içeriği 
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Hypericum pruinatum 

H. pruinatum türünde in vivo ve sera şartlarında tohumdan gelişen bitkiler ile in vitro 

şartlarda elde edildikten sonra sera şartlarına alıştırılan (aklimitize edilen) bitkilerde 

toplam fenolik içeriğine bakılmıştır. Bu çalışmadan elde edilen verilere ait Duncan testi 

sonuçları Çizelge 4.14’de verilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre in vivo ile sera 

koşullarında yetiştirilen ve aklimitize edilen bitkilerde yaprağın en yüksek fenolik 

içeriğe sahip olduğu tespit edilmiştir. Üç grupta da yaprağın 0.05 düzeyinde istatistiki 

olarak önemli olduğu belirlenmiştir. Ayrıca in vivo, sera ve aklimitize edilen gruplar 

arası kıyaslama yapıldığında, in vivo gelişen bitkilerden alınan yaprağın en yüksek 

toplam fenolik içeriğine (89.6 mg GAE/g ekstre)  sahip olduğu tespit edilmiştir. İlave 

olarak doğadan toplanan in vivo bitki örneklerinin daha fazla toplam fenolik içerikleri 

istatiksel olarak 0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur.  

Çizelge 4.14 In vivo ile sera koşullarında gelişen ve aklimitize edilen H. pruinatum bitkilerinin farklı 

organ ve kısımlarındaki toplam fenolik içeriği (mg GAE/g ekstre) 

Gelişme Ortamı 
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde Herba 

In vivo 61.1±0.6bA 89.6±4.6aA 38.3±0.43cA 65.4±2.8bA 

Sera 20.9±0.73cB 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 

Aynı sütunda farklı büyük harfler ve aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki 

fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

Absisik asit ve salisilik asit uygulamaları ile 15 gün strese maruz bırakılan H. 

pruinatum’un in vitro’da gelişen bitkiciklerinin toplam fenolik içeriğine ait sonuçlar 

Çizelge 4.15’te verilmiştir. Çizelge incelendiğinde besin ortamına ilave edilen 0.1 mg/L 

ABA’in kontrole göre toplam fenolik miktarını artırdığı tespit edilmiştir. Bu sonuç 

istatistiksek olarak ta önemli bulunmuştur. Öte yandan SA’in 0.05 mg/L uygulamasında 

(21.7 mg GAE/g ekstre) kontrole göre önemli bir artış meydana gelmiştir. Ayrıca, 0.05 

mg/L uygulaması ile istatistiksel olarak diğer SA grupları arasındaki farkın 0.05 

düzeyinde önemli olduğu belirlenmiştir. 
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Çizelge 4.15 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen H. pruinatum bitkiciklerinin toplam fenolik içeriğine etkisi (mg GAE/g 

ekstre) 

Uygulama 
Konsantrasyon(mg/L) 

Kontrol 0.01 0.05 0.1 

Absisik Asit 16.7±0.59b 13.4±0.47c 8.6±0.33d 23.4±2.19a* 

Salisilik Asit 16.7±0.59b 18.4±0.68b 21.7±0.28a* 12.2±0.42c 

Aynı satırdaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir. *0.05 

H. pruinatum türünde in aklimitize edilen, in vivo, sera ve in vitro şartlarda gelişen 

bitkilerin farklı organ ve kısımlarından elde edilen toplam fenolik içerikleri Şekil 

4.22’de özetlenmiştir. H. pruinatum örneklerinin mg GAE/g ekstre eşdeğerleri 

incelendiğinde H. perforatum ile öenmli bir benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. In 

vivo yaprak kısmının en yüksek değeri gösterdiği belirlenmiştir. Yaprağı sırasıyla 

herba, çiçek ve gövde takip etmiştir. Aynı şekilde sera, aklimitize edilen ve in vitro 

örnekleri de in vivo’dan sağlanan örneklerle uyum göstermiştir. Öte yandan, in vivo 

gelişen bitkilerle karşılaştırıldığında in vitro şartlarda gelişen bitkilerde toplam fenolik 

içeriği oldukça düşük bulunmuştur (Şekil 4.22). 

 

Şekil 4.22 Farklı şartlarda gelişen H. pruinatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki toplam fenolik 

içeriği 
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Hypericum heterophyllum 

Çizelge 4.16’de H. heterophyllum türünün in vivo koşullarında elde edilen bitki 

kısımlarının toplam fenolik içeriğine ait Duncan testi sonucu verilmiştir. Yaprak 

kısmının en yüksek toplam fenolik içeriğe (77.6 mg GAE/g ekstre) sahip olduğu tespit 

edilmiştir. En düşük toplam fenolik içeriği ise çiçek kısmından elde edilmiştir. Elde 

edilen farklılık istatistiksel olarak ta önemli bulunmuştur.  

Çizelge 4.16 In vivo koşullarda gelişen H. heterophyllum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki 

toplam fenolik içeriği (mg GAE/g ekstre) 

Gelişme Ortamı  
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde Herba 

In vivo 54.7±1.16c 77.6±2.60a 36.1±1.23d 66.77±1.99b 

Aynı satırdaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

H. heterophyllum türünün in vitro bitkicik ve kalluslarına uygulanan ABA ve SA stres 

sonucu elde edilen toplam fenolik içeriği Çizelge 4.13’de verilmiştir. In vitro bitkiciğin 

toplam fenolik içeriği, her iki elisitör uygulamasında kontrole göre düşüş göstermiştir. 

İstatistiksel olarak kontrol grubu 37.04 mg GAE/g ekstre ile 0.05 düzeyinde önemli 

bulunmuştur. Kallus uygulamalarında, ABA ve SA’nın her üç konsantrasyonu kontrole 

(9.91 mg GAE/g ekstre) göre önemli bir artış göstermiştir. ABA ve SA elisitör 

uygulamalarının, kallus kültüründe toplam fenolik içeriğini artırdığı ve 0.05 düzeyde 

önemli olduğu belirlenmiştir. 

Çizelge 4.17 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen H. heterophyllum bitkicik ve kalluslarının toplam fenolik içeriğine etkisi 

(mg GAE/g ekstre) 

Eksplant  Konsantrasyon(mg/L) 

 Elisitör Kontrol 0.01 0.05 0.1 

In vitro bitkicik ABA 37.04±0.57a 24.8±0.64b 15.3±0.31c 26.3±0.67b 

 SA 37.04±0.57a 15.3±0.31c 16.7±0.14c 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 27.03±1.11a 26.5±0.62a 26.9±1.75a 

Aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir. 

Şekil 4.23’de H. heterophyllum türünde aklimitize edilen, in vivo, sera ve in vitro 

şartlarda gelişen bitkilerin farklı organ ve kısımlarından elde edilen toplam fenolik 
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içerikleri özetlenmiştir. In vivo yaprak kısmının en yüksek değeri gösterdiği 

belirlenmiştir. Yaprağı sırasıyla herba, çiçek ve gövde takip etmiştir. In vitro gelişen 

bitkiciklere uygulanan ABA ve SA kontrole göre toplam fenolik içeriğini düşürürken, 

kallus kültürlerinde kontrole göre ABA ve SA uygulamasında önemli bir artış 

sağlanmıştır (Şekil 4.23). Öte yandan, in vivo gelişen bitkilerle karşılaştırıldığında in 

vitro şartlarda gelişen bitkicik ve kalluslarda toplam fenolik içeriği oldukça düşük 

bulunmuştur  

 

Şekil 4.23 Farklı şartlarda gelişen H. heterophyllum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki toplam 

fenolik içeriği 

4.2.2 DPPH Radikal Süpürme Aktivitesinin Belirlenmesi  

DPPH radikal süpürme aktivite çalışmalarında standart olarak kullanılan troloksun 

standart eğrisi ve regresyon denklemi Şekil 4.24’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.24 Troloks standart eğrisi ve regresyon denklemi 
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Hypericum perforatum  

H. perforatum türünün in vivo ve sera koşullarında gelişen bitkilere ait farklı organ ve 

herba kısımlarının DPPH süpürme aktivitesi Çizelge 4.18 ve Şekil 4.25’te verilmiştir. In 

vivo bitkilerden alınan yaprak 453.2 mg TEs/g ekstre ile DPPH aktivitesi en yüksek 

olan bitki organı olmuştur. Herbanın DPPH aktivitesi (443.1 mg TEs/g ekstre) 

yapraktan sonra ikinci sırada yer almıştır. In vivo herba ve yaprak kısımları istatistiksel 

olarak aynı gruba girmiş ve diğer kısımlardan 0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur. Sera 

koşullarında yetiştirilmiş bitkilerden elde edilen herba kendi grubu içerisinde en yüksek 

DPPH aktivitesine sahip olup, istatistiksel açıdan 0.05 düzeyinde önemli olduğu tespit 

edilmiştir (Çizelge 4.18).  

Çizelge 4.18 In vivo ve sera koşullarında gelişen H. perforatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki 

DPPH radikal kovucu aktivitesi (mg TEs/g ekstre) 

Gelişme Ortamı 
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde Herba 

In vivo 352.0± 0.36b 453.2± 2.03a 247.9± 8.50c 443.1± 4.11a 

Sera 132.6± 7.42c 173.0± 10.23b 124.3± 4.24c 239.9± 13.3a 

Aynı satırdaki farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

 

Şekil 4.25 Farklı şartlarda gelişen H. perforatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki DPPH radikal 

kovucu aktivitesi 

0,00

100,00

200,00

300,00

400,00

500,00

H. perforatum 

örnekler 

m
g

 T
E

s/
g

  
ek

st
re

 



68 

 

H. perforatum türünün in vitro bitkiciklerinin ABA ve SA elisitörleri ile muamele 

sonuçları incelendiğinde, 0.1 mg/L ABA içeren ortamın DPPH aktivitesinin (118.5 mg 

TEs/g ekstre) kontrole göre daha yüksek olduğu istatistiksel olarak belirlenmiştir 

(Çizelge 4.19, Şekil 4.25). Salisilik asit uygulamasında ise 0.01 mg/L içeren besin 

ortamındaki bitkiciklerin, kontrol grubuna göre daha yüksek radikal süpürücü aktiviteye 

sahip olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 0.01 mg/L SA içeren grup ile 

diğer gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak ta önemli bulunmuştur. 

Çizelge 4.19 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen 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± 3.05c 156.1±1.32a 134.8±1.80b 60.3±0.08d 

Aynı satırdaki farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

Hypericum pruinatum 

H. pruinatum türünde in vivo ve sera şartlarında tohumdan gelişen bitkiler ile in vitro 

şartlarda elde edildikten sonra sera şartlarına alıştırılan (aklimitize edilen) bitkilerde 

DPPH aktivitesine bakılmıştır. Bu çalışmadan elde edilen verilere ait Duncan testi 

sonuçları Çizelge 4.20’de verilmiştir. Tüm gruplarda en yüksek radikal kovucu 

aktiviteyi yaprak kısmı göstermiştir (Şekil 4.26). In vivo, sera ve aklimitize edilen 

grupları arasında sıralama yapıldığında, in vivo yaprak kısmının DPPH aktivitesi en 

yüksek seviyede (421.8 mg TEs/g ekstre) bulunmuştur. İstatistiki olarak gruplar 

arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemli olmuştur. 

Çizelge 4.20 In vivo ile sera koşullarında gelişen ve aklimitize edilen H. pruinatum bitkilerinin farklı 

organ ve kısımlarındaki DPPH aktivitesi (mg TEs/g ekstre) 

Gelişme Ortamı 
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde 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 

Aynı sütunda büyük harfler ve aynı satırdaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 

düzeyinde önemlidir. 
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Şekil 4.26 Farklı şartlarda gelişen H. pruinatum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki DPPH 

aktivitesi 

ABA ve SA uygulamaları ile 15 gün strese maruz bırakılan H. pruinatum’un in vitro’da 

gelişen bitkiciklerinin DPPH aktivitelerine ait sonuçlar Çizelge 4.21’te verilmiştir. 

Çizelge 4.21 ve Şekil 26 incelendiğinde besin ortamına ilave edilen 0.1 mg/L ABA’in 

kontrole göre toplam DPPH aktivitesini (83.2 mg TEs/g ekstre) artırdığı tespit 

edilmiştir. Bu sonuç istatistiksek olarak ta önemli bulunmuştur. Aynı şekilde SA’in 0.05 

mg/L uygulamasında da DPPH aktivitesinde kontrole göre önemli bir artış meydana 

gelmiştir. Ayrıca, 0.05 mg/L uygulaması ile istatistiksel olarak diğer SA grupları 

arasındaki farkın 0.05 düzeyinde önemli olduğu belirlenmiştir. 

Çizelge 4.21 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen 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±0.36c 22.6±0.14c 83.2±0.86a 

Salisilik Asit 
57.6±4.11c 

70.82±0.83b 84.73±0.61a 40.33±0.65d 

Aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  
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Hypericum heterophyllum 

H. heterophyllum türünün in vivo bitki kısımlarının DPPH radikal kovucu etkisine ait 

Duncan testi sonuçları Çizelge 4.22’de verilmiştir. Yaprak kısmı ile diğer gruplar 

arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur. Ayrıca yaprak kısmının DPPH 

aktivitesi (415.8 mg TEs/g ekstre)  en yüksek seviyede bulunmuştur (Şekil 4.27). 

Çizelge 4.22 In vivo koşullarda gelişen H. heterophyllum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki DPPH 

aktivitesi (mg TEs/g ekstre) 

Gelişme Ortamı 
Bitki Kısımları 

Çiçek Yaprak Gövde Herba 

In vivo 217.0±0.83c 415.8± 1.52a 77.5± 2.87d 242.9± 2.88b 

Aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

 

Şekil 4. 27 Farklı şartlarda gelişen H. heterophyllum bitkilerinin farklı organ ve kısımlarındaki DPPH 

aktivitesi 

Çizelge 4.23’de H. heterophyllum türünün in vitro bitkicik ve kalluslarının elisitör 

muamelesi ile elde edilen DPPH aktivitesine ait Duncan testi sonuçları verilmiştir. In 

vitro bitkiciklerde 0.05 ve 0.1 mg/L ABA uygulamaları kontrole göre artış sağlamıştır 

(Şekil 4.27). Absisik asidin 0.1 mg/L uygulamasında en yüksek değer (63.3 mg TEs/g 

ekstre) elde edilmiş olup, istatistiki açıdan 0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur. Salisilik 

asit uygulamalarında 0.01 mg/L SA içeren besin ortamında gelişen in vitro bitkiciklerde 
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kontrole göre belirgin bir artış meydana gelmiştir. İstatistiki olarak 0.01 mg/L salisilik 

asit uygulaması ile diğer gruplar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur. 

H. heterophyllum türünün kallus sonuçları incelendiğinde, 0.05 mg/L ABA elisitör 

uygulamasının DPPH aktivitesi kontrol grubundan daha fazla olmuştur. Ayrıca, ABA 

(0.05 mg/L) uygulaması 0.05 düzeyinde anlamlı bir farklılığa sahip olmuştur. Salisilik 

asit uygulamalarında ise 0.01 ve 0.1 mg/L konsantrasyonlarının kontrole göre az 

miktarda artış sağladığı tespit edilmiş, ancak istatistiki olarak önemsiz bulunmuştur.  

Çizelge 4.23 Farklı oranlarda ABA ve SA içeren LS-B5 besin ortamlarının in vitro şartlarda 15 gün 

süreyle gelişen H. heterophyllum bitkicik ve kalluslarının DPPH aktivitesine etkisi (mg 

TEs/g ekstre) 

H. heterophyllum 
 

Elisitör 

Konsantrasyon(mg/L) 

Kontrol 0.01 0.05 0.1 

In vitro Bitkicik 
ABA 33.16±0.59c 32.9±0.69c 36.7±1.23b 63.3±0.83a 

SA 33.16±0.59c 84.4±1.40a 16.7±0.16d 36.3±0.26b 

Kallus 
ABA 112.5±0.72c 103.2±1.16d 136.3±0.79a 128.4±0.64b 

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

Aynı satırda farklı küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki fark 0.05 düzeyinde önemlidir.  

4.3 Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (YPSK) ile Miktar Tayini  

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi ile miktar tayininde naftodiantronlar 

grubundan hiperisin, psödohiperisin; fenolik asitlerden klorojenik asit; flavonoitlerden 

kateşin, kersetin, kersitrin, kemferol, hiperozit, rutin, apigenin ile amentoflavon 

bileşikleri standart olarak kullanılmış ve ekstrelerde tespit edilmiştir. Hiperforin, gallik 

asit, kafeik asit, p-kumarik asit, luteolin ve ferulik asit standartları da cihaza tanıtılmış; 

ancak ekstrelerde tespit edilememiştir. 

4.3.1 Naftodiantron Miktar Tayini 

Naftodiantron grubunda olan hiperisin ve psödohiperisin bileşiklerinin miktar tayini 

YPSK analizi ile yapılmıştır. Hiperisin bileşiğinin kalibrasyon denklemi ve standart 

eğrisi Şekil 4.28’de gösterilmiştir. Standart olarak kullanılan hiperisinin 
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konsantrasyonları; 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 ve 1 mg/ml olarak ayarlanmıştır. Kalibrasyon 

denklemi y = 2026.3x + 19.958 olarak tespit edilmiştir. Denklemde belirtilen ‘y’ değeri 

YPSK kromatogramında ekstrelerden elde edilen hiperisinin alanlarıdır, denklemde 

yerine yazılmış ve ‘x’ değeri hesaplanmıştır. Elde edilen ‘x’ değeri, bitkinin kuru 

ağırlığı içerisindeki hiperisin miktarını göstermektedir. Hiperisin standartının retansiyon 

zamanı ve kromatogramı Şekil 4.29’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.28 Hiperisin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 

 

Şekil 4.29 Hiperisin bileşiğinin 590 nm’deki YPSK kromatogramı (Rt: 51.75 dk) 

y = 2026,3x + 19,958 
R² = 0,9997 
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H. perforatum ve H. pruinatum türlerinin farklı bitki kısımlarında yapılan YPSK 

analizleri ile elde edilen mg hiperisin/g kuru ağırlık (KA) miktar tayini sonuçları 

Çizelge 4.24’de verilmiştir. Çizelge 4.24’de görüldüğü gibi H. perforatum türünün 

doğadan toplanan çiçek, serada yetiştirilen çiçek ve herba kısımlarında hiperisin bileşiği 

tespit edilmiştir (Şekil 4.30). Serada yetiştirilen bitkinin çiçek (678.13 mg hiperisin/g 

KA) ve herba (600.64 mg hiperisin/g KA) kısımlarından elde edilen hiperisin miktarı, in 

vivo (401.80 mg hiperisin/g KA) ortamdan toplanan çiçeğin hiperisin miktarından daha 

yüksek bulunmuştur. H. pruinatum türünde ise sadece doğadan toplanan çiçek kısmında 

hiperisin bileşiği bulunmuştur. H. heterophyllum türünde ise hiperisin bileşiği tespit 

edilememiştir. 

Çizelge 4.24 H. perforatum ve H. pruinatum türlerinin farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen 

hiperisin miktarları 

Bitki 

Kısımları 

H. perforatum H. pruinatum 

Pik Alanı mg hiperisin/g KA Pik Alanı mg hiperisin/g KA 

In vivo_çiçek 125.8 401.80 ±0.021 84.57 318.85±0.0112 

Sera_çiçek 157.37 678.13 ±0.007 - - 

Sera_herba 141.58 600.64 ±0.024 - - 

 

 

 

Şekil 4.30 H. perforatum türünün doğadan toplanan çiçek kısmında 590 nm’de elde edilen psödohiperisin 

ve hiperisin bileşiklerinin kromatogramı 
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Psödohiperisin bileşiğinin regresyon denklemi ve standart eğrisi Şekil 4.31’de, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.32’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan psödohiperisinin konsantrasyonları 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.1 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır. 

 

Şekil 4.31 Psödohiperisin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 

 

Şekil 4.32 Psödohiperisin bileşiğinin 590 nm’de YPSK kromatogramı (Rt: 44.071 dk) 

y = 2601,4x - 4,1644 
R² = 0,9998 
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H. perforatum ve H. pruinatum türlerinin farklı bitki kısımlarından yapılan YPSK 

analizleri ile elde edilen psödohiperisin miktar tayini sonuçları çizelge 4.25 ve 4.26’da 

verilmiştir. Serada yetiştirilen bitkinin çiçek kısmından elde edilen psödohiperisin 

miktarı 2224.69 mg psödohiperisin/g KA ile diğer bitki kısımlarına göre en yüksek 

sonucu vermiştir. 0.05 mg/L ABA içeren ortamda strese maruz bırakılan bitkicikler 

420.78 mg psödohiperisin/g KA ile kontrol grubuna göre yaklaşık iki kat artış 

göstermiştir. 

Çizelge 4.25 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen psödohiperisin 

miktarları 

 

 

H. pruinatum türünün ekstrelerinden YPSK analizleri ile elde edilen sonuçlara göre, en 

yüksek miktar 842.23 mg psödohiperisin/g KA ile doğadan toplanan çiçek kısmında 

tespit edilmiştir (Çizelge 4.26). In vitro koşullarda yetişen bitkiciklerin sera koşullarına 

adapte edilmesi sonucu aklimitize bitkiler elde edilmiştir. Aklimitize herba kısmı 

(117.34) ile doğadan toplanan herba (118.13) kısmı yakın sonuçlar göstermiştir. 0.05 

mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikte ise 73.86 mg psödohiperisin/g KA 

belirlenmiştir. H. heterophyllum türünde ise psödohiperisin bileşiği tespit edilememiştir. 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg psödohiperisin/g 

KA 

In vivo çiçek 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_çiçek  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 

bitkicik 

23.53 70.98±0.0026 

0.05 mg/L ABA in vitro 

bitkicik 

50.57 420.78±0.014 

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 
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Çizelge 4.26 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen psödohiperisin 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg psödohiperisin/g KA 

In vivo çiçek 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_çiçek 34.67 149.27 ±0.012 

Sera_yaprak 28.67 126.21 ±0.0028 

Sera_herba 43.77 184.25 ±0.0026 

Aklimitize_çiçek 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 bileşiği YPSK ile analiz edilmiştir. Standart 

olarak kullanılan klorojenik asit konsantrasyonları; 0.0012, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 1 

mg/ml olarak ayarlanmıştır. Klorojenik asit için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve 

denklemi Şekil 4.33’de, retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.34’de 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.33 Klorojenik asit için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 

 

y = 22191x + 219.47 

R² = 0.999 
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Şekil 4.34 Klorojenik asit bileşiğinin 330 nm’de YPSK kromatogramı (Rt: 14.006 dk) 

H. perforatum türünün ekstrelerinden, YPSK analizlerinde in vivo yaprak kısmı 572.98 

mg klorojenik asit/g KA ile en yüksek sonucu vermiştir (Çizelge 4.27). In vitro 

bitkiciklerde, ABA ve SA uygulamalarının kontrol grubuna göre düşük olduğu 

belirlenmiştir. 

Çizelge 4.27 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg klorojenik asit/g KA 

In vivo çiçek 763.25 188.5±1.716 

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 türünün ekstrelerinde in vivo yaprak kısmının en yüksek klorogenik asite 

sahip olduğu (4097.76 mg klorojenik asit/g KA) tespit edilmiştir (Çizelge 4.28). Ayrıca 

sera koşullarında yetişen (791.30 mg klorojenik asit/g KA) ve aklimitize edilen 
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(540.157 mg klorojenik asit/g KA) bitkilerin yapraklarında diğer organlara kıyasla 

klorojenik asit miktarının fazla olduğu belirlenmiştir. 

Çizelge 4.28 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg klorojenik asit/g KA 

In vivo çiçek 3511.20 1483.4±0.013 

In vivo yaprak 9312.8 4097.76±0.007 

In vivo gövde 678.3 206.76±0.002 

In vivo herba 4944.3 2129.16±0.022 

Sera_çiçek 352.9 60.13±0.0012 

Sera_yaprak 1975.43 791.30±0.0054 

Sera_gövde 195.5 İz miktarda 

Sera_herba 1069.97 383.26±0.003 

Aklimitize_çiçek 225.17 2.567±0.0002 

Aklimitize_yaprak 1418.13 540.16±0.002 

Aklimitize_gövde 231.33 5.346±0.0007 

Aklimitize_herba 673.77 204.72±0.0006 

In vitro bitkicik kontrol 71.75 İz miktarda 

0.01 mg/L ABA in vitro 

bitkicik 

40.7 İz miktarda 

Çizelge 4.29’da H. heterophyllum türünün ekstrelerinden YPSK analizleri ile elde 

edilen klorojenik asit miktarları verilmiştir. Diğer iki türde olduğu gibi en yüksek 

miktar, in vivo yaprak kısmında (5780.06 mg klorojenik asit/g KA) tespit edilmiştir. 

Yaprağı in vivo herba takip etmiştir. 0.01 ABA uygulması in vitro bitkicikte klorojenik 

asit miktarını artırmıştır. 

Çizelge 4.29 H. heterophyllum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen klorojenik asit 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg klorojenik asit/g KA 

In vivo çiçek 7505 3283.101±0.034 

In vivo yaprak 13046 5780.06±0.12 

In vivo gövde 3795.2 1611.342± 0.011 

In vivo herba 10873.85 4801.22±0.019 

In vitro bitkicik kontrol 159.65 İz 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 İz miktarda 
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4.3.3 Flavonoitlerin Miktar Tayini 

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

amentoflavon bileşikleri YPSK ile analiz edilmiştir. 

Hiperozit 

Standart olarak kullanılan hiperozitin konsantrasyonları 0.005, 0.01,0.025, 0.05, 0.1, 

0.25 ve 0.5 mg/ml olarak ayarlanmıştır. Hiperozit bileşiğinin kalibrasyon grafiği ve 

denklemi Şekil 4.35’de, retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.36’da 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.35 Hiperozit için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 

 

Şekil 4.36 Hiperozit bileşiğinin bileşiğinin 254 nm’de YPSK kromatogramı (Rt: 23.955 dk) 
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Çizelge 4.30’da H. perforatum türünün ekstrelerinden elde edilen alan ve mg hiperozit 

/g KA miktarları gösterilmiştir. En yüksek hiperozit miktarı in vivo çiçek kısmında 

(2003.39 mg hiperozit /g KA) tespit edilmiştir. Öte yandan, in vivo bitkilerle 

karşılaştırıldığından sera şartlarında yetişen bitki kısımlarında ve in vitro bitkicikte 

hiperozit miktarı oldukça düşük bulunmuştur (Çizelge 4.30).  

Çizelge 4.30 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg hiperozit /g KA 

In vivo çiçek 5664.35 2003.39±0.011 

In vivo yaprak 1242.63 573.12±0.0013 

In vivo gövde 436.3 202.71±0.0014 

In vivo herba 1723.93 794.22±0.003 

Sera_çiçek 704.2 325.77±0.0122 

Sera_yaprak 334.83 104.06±0.006 

Sera_gövde 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 türünün ekstrelerinde in vivo yaprak da 2674.76 mg hiperozit /g KA ile en 

yüksek miktar belirlenmiştir. Aklimitize edilen bitkilerde yaprak kısmında 958.29 mg 

hiperozit /g KA miktarı tespit edilmiştir. 

Çizelge 4.31 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg hiperozit /g KA 

In vivo _çiçek 1685.87 776.73±0.0005 

In vivo _yaprak 5817.5 2674.76±0.0013 

In vivo _gövde 1035.9 478.15±0.0019 

In vivo _herba 3470.3 1596.48±0.0046 

Sera_çiçek 253.37 118.66±0.0003 

Sera_yaprak 621.93 287.97±0.0182 

Sera_gövde 119.9 88.22±0.0003 

Sera_herba 543.13 251.77±0.0008 

Aklimitize_çiçek 260.67 122.01±0.0003 

Aklimitize_yaprak 521.6 958.29±0.0004 

Aklimitize_gövde 136.43 68.36±0.0002 

Aklimitize_herba 413.77 202.47±0.0010 
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Çizelge 4.32’de H. heterophyllum türünün ekstrelerinden in vivo yaprak kısmı 3152.14 

mg hiperozit /g KA ile en yüksek miktara sahip olduğu belirlenmiştir. 0.01 mg/L SA ile 

uygulama yapılan kalluslarda 492.74 mg hiperozit /g KA tespit edilmiştir. Genel olarak 

In vivo şartlarda yetişen bitki kısımları in vitro gelişen kallus ve bitkicikten daha yüksek 

hiperozit miktarına sahip olmuştur. 

Çizelge 4.32 H. heterophyllum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen hiperozit 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg hiperozit/g KA 

In vivo çiçek 1147.6 529.46±0.002 

In vivo yaprak 6856.65 3152.14±0.025 

In vivo gövde 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 

Kateşin 

Kateşin bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.37’de, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.38’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan kateşinin konsantrasyonları 0.005, 0.01,0.025, 0.05 ve 0.1 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır.  

 

Şekil 4.37 Kateşin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.38 Kateşin bileşiğinin 210 nm’deki retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt.13.461,13.979) 

H. perforatum türünün ekstrelerinden in vivo çiçek kısmında 458.73 mg kateşin/g KA 

miktarı elde edilmiştir. 0.05 mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikler 68.59 mg 

kateşin/g KA ile in vitro kontrol grubunun (37.66 mg kateşin/g KA) yaklaşık iki katı 

kadar kateşin üretmiştir. Öte yandan, in vivo bitkilerle karşılaştırıldığından sera 

şartlarında yetişen bitki kısımlarında ve in vitro bitkicikte kateşin miktarı oldukça düşük 

bulunmuştur 

Çizelge 4.33 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kateşin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kateşin/g KA 

In vivo çiçek 6218.75 458.73±0.0008 

In vivo yaprak 2279.13 201.45±0.038 

In vivo gövde 724.50 67.60±0.002 

In vivo herba 2164.57 206.19±0.0013 

Sera_çiçek 1271.97 120.29±0.0003 

Sera_yaprak 745.07 46.39±0.0002 

Sera_gövde 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 

bitkicik 

93.90 4.61±0.0002 

0.05 mg/L ABA in vitro 

bitkicik 

378.40 68.59±0.0035 

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 türünün ekstrelerinden in vivo yaprak kısmında en yüksek oranda (690.61 

mg kateşin/g KA) kateşin tespit edilmiştir (Çizelge 4.34). Aynı şekilde in vivo gelişen 

bitkilerin herba kısmında da oldukça yüksek oranlarda kateşin elde edilmiştir. Öte 

yandan, sera ve in vitro’da gelişen bitkilerde kateşin miktarı son derece düşük 

bulunmuştur. İn vitro şartlarda gelişen bitkilerin ABA ve SA ile muamelesi kateşin 

miktarını düşürmüştür. 

Çizelge 4.34 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kateşin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kateşin /g KA 

In vivo çiçek 3726.80 356.54±0.005 

In vivo yaprak 7198.17 690.61±0.005 

In vivo gövde 2138.63 203.70±0.0021 

In vivo herba 4665.97 446.92±0.0042 

Sera çiçek 401.53 36.52±0.0005 

Sera gövde 296.37 40.62±0.0002  

Sera herba 123.70 9.79±0.0015 

Aklimitize çiçek 86.83 6.24±0.00002 

Aklimitize gövde 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 türünün ekstrelerinden elde edilen kateşin miktarları çizelge 4.35’de 

verilmiştir. H.heterophyllum türünde sadece in vitro uygulamalarda kateşin bileşiği 

tespit edilmiştir. 0.01 mg/L ABA uygulanan in vitro bitkicikte 28.22 mg kateşin/g KA 

miktarı tespit edilmiş olup, kontrol grubuna göre artış göstermiştir. Kallus kontrol grubu 

ise (25.08 mg kateşin/g KA) diğer kallus uygulamalarından daha yüksek sonuç 

vermiştir. 
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Çizelge 4.35 H. heterophyllum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kateşin 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik 

Alanı 

mg kateşin/g KA 

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 kallus 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 bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.39’da, retansiyon 

zamanı ve kromatogramı Şekil 4.40’da gösterilmiştir. Standart olarak kullanılan rutinin 

konsantrasyonları 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 mg/ml olarak ayarlanmıştır. H. 

heterophyllum türünde rutin bileşiği tespit edilememiştir. 

 

Şekil 4.39 Rutin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.40 Rutin bileşiği retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt.22.308) 

H. perforatum türünün in vivo yaprak kısmında en yüksek düzeyde rutin (1493.7±0.007 

mg rutin/g KA) belirlenmiştir. Sera şartlarında yetişen bitkilerde rutin seviyesi oldukça 

düşük seviyelerde bulunurken, in vitro uygulamalarda rutin bileşiği tespit edilememiştir 

(Çizelge 4.36). 

Çizelge 4.36 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen rutin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg rutin/g KA 

In vivo çiçek 2294.95 445.38±0.007 

In vivo yaprak 5372.43 1493.7±0.007 

In vivo gövde 1334.93 293.66±0.004 

In vivo herba 2064.9 510.62±0.003 

Sera çiçek 635.93 85.91±0.0005 

Sera yaprak 136.9 İz miktarda 

Sera herba 532.77 55.25±0.002 

H. pruinatum türünde en yüksek rutin seviyesi (451.99 mg rutin /g KA) in vivo yaprak 

kısmından elde edilmiştir. In vitro uygulamalarda sonuç elde edilemezken, sera da 

yetiştirilen bitkilerden çiçek kısmı gibi bazı değerler iz miktarda çıkmıştır (Çizelge 

4.37).  
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Çizelge 4.37 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen rutin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg rutin /g KA 

In vivo çiçek 1162.17 242.32±0.0009 

In vivo yaprak 1867.63 451.99±0.0004 

In vivo gövde 624.1 82.40±0.0004 

In vivo herba 1376.4 305.99±0.006 

Sera çiçek 252.7 İz miktarda 

Sera yaprak 657.7 92.38±0.005 

Sera gövde 205 İz miktarda 

Sera herba 564.23 64.60±0.0004 

Aklimitize çiçek 170.33 İz miktarda 

Aklimitize yaprak 601.0 151.04±0.0009 

Aklimitize gövde 317.87 İz miktarda 

Aklimitize herba 387.93 12.85±0.0013 

Kersetin 

Kersetin bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.41’de, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.42’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan kersetinin konsantrasyonları 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.25 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır.  

 

Şekil 4.41 Kersetin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.42 Kersetin bileşiğinin 254 nm’deki retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt. 36.284) 

H. perforatum türünün serada yetiştirilen çiçek kısmından en yüksek düzeyde (74.25 mg 

kersetin/g KA) kersetin elde edilmiştir (Çizelge 4.38). Aynı şekilde in vivo şartlarda 

gelişen bitkilerin çiçek kısımlarında da olduça yüksek oranlarda karsetin tespit 

edilmiştir. 0.05 mg/L ABA uygulması in vitro bitkiciklerde karsetin oranında (42.47 mg 

kersetin/g KA) kontrol grubuna göre artış sağlamıştır. 

Çizelge 4.38 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kersetin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kersetin/g KA 

In vivo çiçek 328.7 68.46±0.002 

In vivo yaprak 19.0 9.49±0.0001 

In vivo herba 87 26.95±0.0006 

Sera çiçek 271.23 74.25±0.0002 

Sera yaprak 49.77 11.60± 0.0001 

Sera gövde 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 türünün kersetin çalışmasından elde edilen sonuçlar Çizelge 4.39’da 

verilmiştir. Aklimitize edilen bitkilerin yaprak kısmında en yüksek oranda (55.31 mg 

kersetin/g KA ile karsetin elde edilmiştir. İn vivo şartlarda gelişen bitkilerin çiçek 

kısımlarında da yüksek oranlarda (53.95 mg karsetin/g KA) karsetin tespit edilmiştir. 

Öte yandan, in vitro uygulamalarından elde edilen karsetin seviyeleri oldukça düşük 

bulunmuştur. 

Çizelge 4.39 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kersetin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kersetin /g KA 

In vivo çiçek 192.17 53.95±0.004 

In vivo yaprak 93.23 28.55±0.0002 

In vivo gövde 33.27 13.16±0.0001 

In vivo herba 109.03 32.61±0.0002 

Sera çiçek 105.1 31.59±0.0001 

Sera gövde 39.3 22.61±0.0008 

Sera herba 76.95 24.37±0.000 

Aklimitize çiçek 43.4 15.76±0.0001 

Aklimitize yaprak 89.73 55.31±0.0002 

Aklimitize gövde 22.43 10.92±0.0002 

Aklimitize herba 115.47 36.06±0.0007 

0.01 mg/L ABA in vitro 

bitkicik 

11.4 7.54±0.000 

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 türünde kersetin bileşiği en yüksek seviyede 123.19 mg kersetin /g 

KA ile in vivo çiçek kısmında bulunmuştur. Elisitör uygulamalarında 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 üretimini sağlamıştır (Çizelge 4.40). 



89 

 

Çizelge 4.40 H. heterophyllum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kersetin 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kersetin/g KA 

In vivo _çiçek 461.9 123.19±0.0001 

In vivo _yaprak 85.85 26.66±0.0001 

In vivo _gövde 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 bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.43’de, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.44’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan kersitrinin konsantrasyonları 0.0014, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05 ve 0.25 mg/ml 

olarak ayarlanmıştır. H. heterophyllum türünün ekstrelerinden YPSK analizlerinde 

kersitrin tespit edilememiştir. 

 

Şekil 4.43 Kersitrin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.44 Kersitrin bileşiğinin 254 nm’deki retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt.28.217) 

H. perforatum türünün ekstrelerinden in vivo yaprak kısmında 783.40 mg kersitrin /g 

KA miktar ile en yüksek düzeyde kersitrin analiz edilmiştir. 0.05 mg/L ABA ve 0.05 

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

olmuştur (Çizelge 4.41). 

Çizelge 4.41 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kersitrin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kersitrin/g KA 

In vivo _çiçek 1218.25 215.62±0.0024 

In vivo _yaprak 3374.03 783.40±0.0009 

In vivo_gövde 200.03 42.68±0.0005 

In vivo _herba 2066.93 478.36±0.003 

Sera_çiçek 1089.7 250.3±0.0005 

Sera_yaprak 147.2 20.23±0.0023 

Sera_gövde 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 

Çizelge 4.42’de H. pruinatum türünün ekstrelerinden elde edilen kersitrin miktarları 

verilmiştir. En yüksek kersitrin seviyesi in vivo şartlarda yetişen bitkilerin yaprak 

kısmından (364.17 mg kersitrin /g KA) elde edilmiştir. In vitro şartlarda geilen 
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bitkiciklere ABA uygulması kersitrin seviyesini düşürmüştür. Genel olarak in vivo 

şartlarda yetişen bitkilerde kersitrin seviyesi yüksek bulunmuştur. 

Çizelge 4.42 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen kersitrin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg kersitrin /g KA 

In vivo çiçek 644.67 146.44±0.0009 

In vivo yaprak 1577.63 364.17±0.012 

In vivo gövde 86.97 16.29±0.0002 

In vivo herba 764.7 174.46±0.009 

Sera çiçek 148.5 30.65±0.0002 

Sera gövde 691.07 157.27±0.003 

Sera herba 21.87 1.69±0.0002 

Aklimitize çiçek 363.63 80.86±0.003 

Aklimitize yaprak 139 28.44±0.0011 

Aklimitize gövde 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 bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.45’de, Şekil 

4.46’da retansiyon zamanı ve kromatogramı gösterilmiştir. Standart olarak kullanılan 

kemferolün konsantrasyonları 0.001, 0.005, 0.01, 0.05 ve 0.1 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır.  

 

Şekil 4.45 Kemferol için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.46 Kemferol bileşiğinin 254 nm’deki retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt.22.585) 

Çizelge 4.43’de H. perforatum ve H. heterophyllum türlerinin YPSK analizlerinde 

kemferol miktarları verilmiştir. Bazı in vitro uygulamalarda iz miktarda tespit edilen 

kemferol, doğadan toplanan bitki kısımlarında miktar tayini yapılamamıştır. H. 

pruinatum türünde ise kemferol tespit edilememiştir. 

Çizelge 4.43 H. perforatum ve H. heterophyllum türlerinin farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde 

edilen kemferol miktarları 

Bitki Kısımları H. perforatum H. heterophyllum 

Pik 

Alanı 

mg kemferol 

/g KA 

Pik Alanı mg kemferol /g KA 

0.01 mg/L ABA in 

vitro bitkicik 

14.7 İz miktarda 71.2 4.45±0.0002 

0.05 mg/L ABA in 

vitro bitkicik 

- - 26.55 İz miktarda 

Apigenin 

Apigenin bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.47’de, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.48’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan apigeninin konsantrasyonları 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.25 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır.  
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Şekil 4.47 Apigenin için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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apigenin miktarı verilmiştir. Sera şartlarında yetişen bitkilerin çiçeklerinde bulunan 

apigenin miktarı in vivo şartlarda gelişenden daha yüksek bulunmuştur. 

Çizelge 4.44 H. perforatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen apigenin 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg apigenin /g KA 

In vivo çiçek 705.3 85.9±0.0015 

Sera çiçek 836.2 137.9±0.0005 

H. pruinatum türünde 325.24 mg apigenin g/KA ile en yüksek apigenin in vivo şartlarda 

yetişen bitkilerin çiçek kısmından elde edilmiştir (Çizelge 4.45). Aynı bitkilerin herba 

kısımlarında apigenin oldukça düşük bulunmuştur. Öte yandan, serada yetişen bitkilerin 

gövde, aklimitize olan bitkilerin yine gövde ve yaprak kısımları ile in vitro’da yetişen 

biticiklerde apigenin iz miktarda bulunmuştur (Çizelge 4.45).  

Çizelge 4.45 H. pruinatum türünün farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen apigenin miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg apigenin /g KA 

In vivo çiçek 1771.6 325.24±0.0006 

In vivo herba 216.1 13.69±0.0002 

Sera çiçek 436.0 57.72±0.0001 

Sera gövde 9.6 İz miktarda 

Aklimitize yaprak 46.4 İz miktarda 

Aklimitize gövde 6.7 İz miktarda 

Aklimitize herba 166.4 3.93±0.0008 

In vitro bitkicik kontrol 6.35 İz miktarda 

H. heterophyllum türünde in vivo şartlarda yetişen bitkilerin çiçek kısmında 39.54 mg 

apigenin/g KA seviyesinde apigenin belirlenmiştir (Çizelge 4.46). Öte yandan, ABA 

uygulanan ve uygulanmayan kallus dokularda ise apigenin iz miktarda bulunmuş olup, 

ABA uygulması apigenin üretimini etkilememiştir. 
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Çizelge 4.46 H. heterophyllum türlerinin farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen apigenin 

miktarları 

Bitki Kısımları Pik Alanı mg apigenin /g KA 

In vivo çiçek 345.2 39.54±0.00011 

Kallus kontrol 31.3 İz miktarda 

0.01 mg/L ABA kallus 52.5 İz miktarda 

0.05 mg/L ABA kallus 19.5 İz miktarda 

Amentoflavon 

Amentoflavon bileşiği için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 4.49’da, 

retansiyon zamanı ve kromatogramı Şekil 4.50’de gösterilmiştir. Standart olarak 

kullanılan amentoflavonun konsantrasyonları 0.001, 0.002, 0.005, 0.01 mg/ml olarak 

ayarlanmıştır. 

 

Şekil 4.49 Amentoflavon için oluşturulan kalibrasyon grafiği ve denklemi 
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Şekil 4.50 Amentoflavon bileşiğinin 328 nm’deki retansiyon zamanı ve kromatogramı (Rt.38.280) 

Üç Hypericum türünün tüm bitki kısımlarında amentoflavon bileşiği analizleri 

yapılmıştır; ancak çalışmamızda yer alan birçok bitki kısımlarında tespit edilememiştir. 

H. perforatum türünün in vivo ve sera şartlarında gelişen bitkilerin çiçeklerinde iz 

miktarda amentoflavon belirlenmiştir. Aynı şekilde H. pruinatum türününde serada 

yetişen bitkilerin herba ve aklimitize olan bitkilerin çiçek ile herba kısımlarında da iz 

miktarlarda amentoflavona rastlanmıştır (Çizelge 4.47). 

Çizelge 4.47 H. perforatum ve H. pruinatum türlerinin farklı kısımlarında YPSK analizleri ile elde edilen 

amentoflavon miktarları 

Bitki Kısımları H. perforatum H. pruinatum 

Pik 

Alanı 

mg amentoflavon 

/g KA 

Pik 

Alanı 

mg amentoflavon /g 

KA 

In vivo _çiçek 26.73 İz miktarda 57.37 İz miktarda 

Sera_çiçek 31.43 İz miktarda 16.73 İz miktarda 

Sera_herba - - 12.4 İz miktarda 

Aklimitize_çiçek - - 13.47 İz miktarda 

Aklimitize_herba - - 5.73 İz miktarda 
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5. TARTIŞMA  

5.1 Tohum Çimlendirme 

Bitki doku kültürü çalışmalarında kullanılan tohumların yüzey sterilizasyonunu 

sağlamak oldukça önemli olup, steril tohumlardan elde edilen steril bitkicikler ile 

rejenerasyon ve kallus çalışmaları yapılabilmektedir. Çalışmamızda kullanılan üç 

Hypericum türünün tohumlarının yüzey sterilizasyonu ticari çamaşır suyu ile 

sağlanmıştır. H. perforatum türünde %15’lik çamaşır suyu ile sterilize edilen tohumlar 

B5 vitaminleri içeren MS besin ortamında %99.3 oranında çimlendirilebilmiştir. H. 

pruinatum’da çimlenme olmadığından ve H. heterophyllum türünde düşük çimlenme 

oranı tespit edildiğinden dolayı giberellik asit (GA3) ile ön muamele yapılmıştır. 

Giberellik asidin tohum dormansisini kırdığı, çimlenmeyi teşvik ettiği yapılan 

çalışmalar (Çırak vd. 2004) ile ortaya konmuştur. GA3 uygulamasında 24 ve 48 saatlik 

süreler denenmiş, 48 saat giberellik aside maruz kalan tohumlarda çimlenme oranının 

daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca besin ortamına GA3 ilavesi, tohum 

çimlenmesini olumlu yönde etkilemiştir. H. pruinatum tohumlarının GA3 ilave edilen 

MS besin ortamında çimlenmesi %86.7 iken, H. heterophyllum türünün %85 oranında 

olduğu belirlenmiştir. Giberellik asit uygulamasında ayrıca tohumlar +4 C’de 48 saat 

süre ile bekletilmiştir. Tohum dormansisinin kırılmasında GA3 hormonun yanı sıra 

soğuk uygulaması da etkili olmuştur. Soğuk uygulaması ile birlikte çimlenme için 

kullanılan besin ortamı ve ortama ilave edilen GA3 hormonunun kompleks bir etki 

göstererek çimlenmede başarıya ulaştırdığı düşünülmektedir. Farklı besin ortamları ile 

yapılan çimlendirme çalışmalarında, H. perforatum türü B5 vitaminleri içeren MS besin 

ortamında; H. pruinatum ve H. heterophyllum türlerinde GA3 içeren MS ortamında 

çimlenme oranları diğer uygulamalardan daha yüksek olmuştur. H. perforatum türünde 

tohum dormansisi gözlenmezken test edilen diğer iki türde bulunan dormansi GA3 ve 

soğuk uygulamasıyla kolaylıkla aşılabilmiştir. 
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5.2 Doku Kültürü Çalışmaları ve Dış Koşullara Alıştırma 

Cellarova ve Kimakova (1999) H. perforatum türünde yaptıkları çalışmada 2,4-D içeren 

LS besin ortamında, Pretto ve Santarem (2000) ise 2,4-D içeren MS besin ortamında 

sürekli ışık veya karanlık koşullarda kallus elde etmiştir. Üç farklı Hypericum türü için 

yapılan çalışmamızda, oksin türevi olan 2,4-D ve pikloram içeren besin ortamlarında 

oluşan kallusların yeşil, kırılgan bir yapıya sahip olmadığı gözlemlenmiştir. Oksin 

türevlerinin kallus oluşumunda üç tür için de tek başına yeterli olmadığı sonucuna 

varılmıştır. Bunun için 2,4-D büyüme düzenleyicisine ek olarak kinetin (Bais vd. 2002) 

veya BAP/NAA kombinasyonları ile yarım MS besin ortamında (Kartnig vd. 1996) 

yapılan çalışmalar referans alınarak, farklı besin ve hormon kombinasyonları ile deneme 

yapılarak uygun kallus ortamı tespit edilebilir. 

H. heterophyllum türünde 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L IBA büyüme düzenleyicileri ile 

60 günün sonunda başarılı bir şekilde kalluslar elde edilmiştir. Kallusların rengi yeşil, 

kırılgan ve sulu bir yapı göstermiştir. H. heterophyllum türünden elde edilen kalluslar, 

B5 vitaminleri içeren LS besin ortamında ABA ve SA elisitörleri ile strese maruz 

bırakılmıştır. Absisik asidin 0.1 mg/L uygulamasında kallus taze ağırlığı kontrol 

grubuna göre düşüş göstermiştir. Absisik asidin düşük dozlarında morfolojik olarak bir 

değişiklik gözlenmezken, 0.1 mg/L ABA uygulamasının kalluslarında nekroz oluşmuş, 

renkleri yeşilden kahverengiye dönmüştür. Kallus hücrelerinde nekroz oluşması, 0.1 

mg/L ABA miktarının hücreler için fazla olduğunu göstermektedir. Salisilik asidin 0.01 

mg/L uygulamasında kallus taze ağırlığı kontrol grubuna göre 2.4 kat artış gösterdiği 

belirlenmiştir (p≤0.05). Ayrıca 0.01 ve 0.05 mg/L SA uygulamalarında kalluslar canlı, 

kırılgan ve renkleri yeşil iken, 0.1 mg/L SA uygulanan kalluslarda nekroz oluşmuştur. 

Gadzovska vd. (2013), H. perforatum kalluslarına uyguladıkları 100 µM SA’in kültürün 

son haftasında, kallusların renginin kahverengiye dönüştüğünü bildirmişlerdir. Hücre 

süspansiyon kültüründe uzun süreli jasmonik asitle muamele edilen H. perforatum 

hücrelerinin de renginin kahverengiye dönüştüğü ve hücrelerin bir araya toplandığı 

Gadzovska vd. (2007) tarafından belirlenmiştir. Asidik yapıda olan elisitörler düşük 

dozlarda uygulandığında hücrelerde nekroz oluşumu gözlenmemektedir. 
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Hypericum türlerinin sürgün rejenerasyonunda BAP ve NAA büyüme düzenleyicileri 

farklı oranlarda kullanılmıştır. Sitokinin türevi olan BAP büyüme düzenleyicisinin 

sürgün oluşumunu teşvik ettiği bilinmektedir (Cellarova ve Kimakova, 1999). Her üç 

türde en iyi sonuç, 1 mg/L BAP içeren besin ortamından elde edilen sürgünler ile elde 

edilmiştir. H. perforatum ve H. heterophyllum türlerinde 1 mg/L BAP içeren besin 

ortamında sürgün oluşturan eksplant oranı % 86.7, H. pruinatum türünde ise % 56.7 

olarak belirlenmiştir. Eksplant başına sürgün sayısı ise H. perforatum’da 9.8, H. 

heterophyllum’da 5.3, H. pruinatum’da ise 3.2 adet olarak tespit edilmiştir. Eksplant 

başına sürgün sayısı ve sürgün oluşturan eksplant oranları ile türler arası kıyaslama 

yapıldığında, H. perforatum türünün rejenerasyon kabiliyetinin daha yüksek olduğu 

ortaya çıkmaktadır. Ayrıca H. perforatum sürgün yapraklarında morfolojik olarak siyah 

bezelerin varlığı dikkat çekmiştir. H. heterophyllum türü endemik bir tür olmasına 

rağmen, in vitro koşullara uyum sağlamış, sürgün rejenerasyonunda iyi bir sonuç 

vermiştir. Doğada sınırlı bölgede bulunan H. pruinatum, diğer iki türle kıyaslandığında 

rejenere olma kapasitesinin daha düşük olduğu sonucuna varılmıştır.  

H. perforatum türünün sürgün oluşumunda en verimli büyüme düzenleyicisinin BAP 

olduğu belirlenmiştir (Cellarova vd. 1992, Cellarova vd. 1994). H. triquetrifolium 

Turra. türünde yapılan çalışmalarda 2 mg/L BAP büyüme düzenleyicisi ile en yüksek 

oranda sürgün oluşumu meydana gelmiştir. Bunun yanı sıra 1 mg/L BAP içeren besin 

ortamında büyüyen sürgünlerin hiperisin oranında artış tespit edilmiştir (Karakaş vd. 

2009). Sürgün oluşumunda yüksek oranda başarı elde edilirken, etken madde oranını da 

yükselten BAP hormonunun etkisi, yaptığımız çalışmalar ile desteklenmektedir.  

Kwiecien vd. (2018) H. perforatum’un Elixir, Helos, ve Topas çeşitleri ile farklı 

oranlarda (0.1, 1.0, 2.0, ve 3.0 mg/L) NAA ve BA bitki büyüme düzenleyicilerini içeren 

LS ve MS besin ortamında gelişen sürgün kültürlerine stres uygulamıştır. Üç çeşitte de, 

LS besin ortamında 3 haftalık kültür boyunca kuru biyokütle birikiminde artışlar 

gözlenmiştir. Literatür bilgileri dikkate alınarak, hem rejenerasyon çalışmaları hem de 

biyoaktif madde üretiminde etkili olması nedeniyle bizim çalışmamızda da çimlendirme 

sonrası doku kültürü çalışmalarında LS besin ortamı tercih edilmiştir. Rejenerasyon 

sonucu yeterli sayıda sürgün elde edildikten sonra in vitro köklendirme çalışmaları 
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yapılmıştır. IAA ve IBA büyüme düzenleyicileri ile yapılan köklendirme 

çalışmalarında, H. perforatum türünün IAA’nın üç farklı (0.5, 1 ve 1.5 mg/L) 

konsantrasyonunda %100 köklenme gösterdiği, kalın ve uzun kökler oluşturduğu tespit 

edilmiştir. Diğer iki türün IAA içeren besin ortamında cılız, kısa kökler oluşturduğu ve 

köklerde kararma meydana geldiği gözlenmiştir. Köklenme için IBA (1, 1.5 mg/L) 

içeren besin ortamında yapılan denemeler sonucunda, üç türde de kalın, uzun kökler 

elde edildiği tespit edilmiştir. H. perforatum türünde yapılan çalışmalarda (Gadzovska 

vd. 2005) IBA büyüme düzenleyicisinin köklendirmede başarı sağladığı bildirilmiştir. 

Yazaki ve Okuda (1994) yaptıkları çalışmada H. erectum türünün sürgün çalışmalarında 

BAP ve IAA hormonlarını birlikte uygulamıştır. Bacila vd. (2010) H. maculatum 

türünde BAP, NAA ve 2IP kombinasyonu ile çok sayıda sürgün elde etmiştir. Ayrıca 

Meyer vd. (2009), yaptıkları araştırmada H. frondosum, H. galioides, H. kalmianium 

türlerinde BAP ve IAA kombinasyonu kullanarak, karanlık koşullarda kallus ve sürgün 

elde etmiştir. Yapılan araştırmalarda Hypericum cinsinin farklı türlerinde oksin ve 

sitokinin türevleri farklı kombinasyonlar halinde uygulanmış ve başarılı sonuçlar elde 

edilmiştir. Rejenerasyon oranı düşük olan H. pruinatum türü için de farklı sitokinin ve 

oksin türevleri ile deneme yapılarak sürgün rejenerasyon kapasitesi araştırılmalıdır. H. 

pruinatum türünde in vitro çalışmalar ve dış koşullara adaptasyon tez çalışmamız ile ilk 

kez yapılmıştır. Sürgün rejenerasyonu ve kallus oluşumu için farklı büyüme 

düzenleyicileri, karanlık/ışık, farklı fotoperiyod uygulamaları ile denemeler 

yapılabileceği, bu çalışmalar ile ortaya çıkmıştır.  

Palmer ve Keller (2011) H. perforatum türünde 10:1’lik oksin(IAA, 

IBA,NAA)/sitokinin(Kin, TDZ) oranıyla sürgün rejenerasyonunu sağlamıştır. 

Sürgünlerden elde edilen köklü bitkicikler sera koşullarına % 100 oranında adaptasyon 

göstermiştir. Yapılan çalışmadan anlaşıldığı gibi H. perforatum dünya genelinde geniş 

bir yayılış gösterdiğinden dış koşullara kolaylıkla adapte olabilmektedir. Bu nedenle 

çalışmamızda H. perforatum türünün dış koşullara alıştırma işlemi yapılmamıştır.  

In vitro köklendirme sonucu elde edilen köklü bitkicikler dış koşullara aktarılmıştır. H. 

pruinatum türünün in vitro bitkicikleri sera koşullarına kolaylıkla adaptasyon 
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göstermiştir. Çiçeklenme evresini de tamamlayan bitkiler, herbaryum tekniklerine 

uygun şekilde kurutulduktan sonra YPSK analizleri için muhafaza edilmiştir. H. 

pruinatum türü doğada, Orta Karadeniz Bölgesinde nemli alanlarda yetişmektedir. Sera 

koşullarında uygun sıcaklık ve %60 civarında nem olması ve doğadaki koşullara 

benzerlik göstermesi nedeniyle in vitro bitkiciklerin dış koşullara alışması kolay 

olmuştur. H. heterophyllum türü Orta Anadolu’da kurak bölgelerde yetişen endemik bir 

türdür. Bu türün yetiştiği koşullar dikkate alındığında, sera koşullarının nemli olması in 

vitro bitkiciklerin adaptasyonunu zorlaştırmıştır. H. heterophyllum türünün in vitro 

bitkicikleri kurumuş ve dış koşullara adapte olamamıştır.  

Sürgün rejenerasyon oranı yüksek olan H. heterophyllum, endemik bir tür olmasına 

rağmen, in vitro koşullara kolaylıkla adapte olmuştur. Ayrıca 0.5 mg/L TDZ ve 0.5 

mg/L IBA ile kallus oluşumu başarıyla sağlanmıştır. Ayan ve Çırak (2006) H. 

heterophyllum türü ile yaptıkları çalışmada yalnızca 4.4 mg/L BA büyüme düzenleyicisi 

ile sürgün, 1 mg/L BA ve 0.1 mg/L 2,4-D kombinasyonu ile kallus elde etmiştir. Aynı 

çalışmada dış koşullara adaptasyon sağlanmıştır. H. heterophyllum türünde sürgün 

oluşumu için tek başına sitokinin türevi bir büyüme düzenleyicisi yeterli olurken, kallus 

oluşumu için oksin/sitokinin kombinasyonu oluşturulmalıdır. Tez çalışmamızda ise, 

aynı türün sera koşullarına adaptasyonu sağlanamamıştır. Dış koşullara adaptasyon için 

torf, perlit gibi farklı toprak kombinasyonları ile sera koşullarının nem oranı azaltılarak 

adaptasyon denemeleri yapılabileceği düşünülmektedir. 

5.3 Antioksidan Çalışmaları 

Toplam fenolik çalışmalarında, H. perforatum türünün in vivo yaprak kısmı 109.4 mg 

GAE/g ekstre ile diğer uygulamalar arasında en yüksek değere sahip olmuştur. In vitro 

bitkiciklerde toplam fenolik içeriği kontrol (24.9 mg GAE/g ekstre) grubuna göre, 0.05 

mg/L ABA ile 1.4 kat ve 0.05 mg/L SA uygulamasıyla 1.2 kat artış göstermiştir. Aynı 

türün DPPH aktivitesi incelendiğinde, in vivo yaprak kısmı 453.2 mg TEs/g ekstre ile 

DPPH aktivitesi en yüksek sonucu vermiştir. Elisitör uygulamalarında 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 yüksek DPPH radikal süpürücü etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. Önceki 
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çalışmalarda da H. perforatum türünde kallus, sürgün ve hücre süspansiyon 

kültürlerinde yapılan salisilik asit elisitasyon çalışmalarında bazı fenolik bileşiklerin 

miktarını arttırdığı bildirilmiştir (Gadzovska vd. 2013). Salisilik asidin, Arabidopsis’in 

bitki savunmasında yer alan CAD1 geninin ekspresyonuna katkıda bulunduğu (Tsutsui 

vd. 2006), bitkinin savunma mekanizmasını aktif hale getirdiği yapılan araştırmalar ile 

ortaya konmuştur. Guerriero vd. (2018)’nin bildirdiğine göre bitki doku kültürü 

çalışmalarında hücreye dışardan gelen biyotik veya abiyotik stres sinyalleri hücre 

duvarını etkilemektedir. Bu etki, plazma zarı ile hücre arasındaki spesifik reseptörler 

tarafından algılanmakta, kalsiyum birikimine neden olmaktadır. Kalsiyum birikimi, 

jasmonik asit gibi fitohormonların uyarılmasını sağlamaktadır. Böylece sekonder 

metabolizma aktif hale gelerek, dışardan gelen strese yanıt verilmektedir. Sekonder 

metabolit biyosentezinin öncülleri kloroplast tarafından üretilmekte, glikozillenmiş 

metabolitler vakuolde depolanmaktadır. Çalışmamızda kullanılan elisitörler, dışardan 

uygulanan stres sinyalleri olarak hücrede algılandığı, böylece ilgili sekonder metabolit 

stres altında olduğu için daha fazla veya az salgılanmaktadır. Stres altında olan hücrenin 

fiziksel ve kimyasal koşullarına bağlı olarak, metabolitin az veya çok salgılanma 

durumu ortaya çıkmaktadır.  

H. pruinatum türünde in vivo şartlarda yetişen bitkilerden alınan yaprağın en yüksek 

toplam fenolik içeriğe (89.6 mg GAE/g ekstre) sahip olduğu belirlenmiştir. In vitro 

bitkiciklerin toplam fenolik içeriği incelendiğinde, 0.1 mg/L ABA’nın (23.4 mg GAE/g 

ekstre) kontrole göre 1.4 kat artış gösterdiği tespit edilmiştir. DPPH aktivitesi de in vivo 

şartlarda yetişen bitkilerin yaprak kısmında en yüksek düzeyde (421.8 mg TEs/g ekstre) 

bulunmuştur. 0.1 mg/L ABA ve 0.05 mg/L SA uygulamaları kontrol grubuna göre 

sırasıyla; 1.4 ve 1.5 kat daha yüksek radikal kovucu etki gösterdiği tespit edilmiştir. 

Mineral azotun H. pruinatum türünde antioksidan kapasitesini ve etken madde 

değişkenliğini araştıran Radusiene vd. (2019), mineral azot uygulamasının emodin ve 

naftodiantronların miktarını artırdığı, floroglusinol türevlerine etki etmediğini 

belirlemişlerdir. Azot artışı ile birlikte, kateşin, klorojenik asit, hiperozit ve kersitrin 

gibi temel fenolik bileşiklerin ve toplam fenolik içeriğinin azaldığını tespit etmişlerdir. 

Başka bir araştırmada, Thevetia peruviana kalluslarına eksojen olarak uygulanan 100 

µM JA ve 10 µM ABA elisitörleri ile toplam fenolik içeriği artarken, 100 µM JA ve 100 
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µM ABA elisitörleri ile azalmaktadır. Absisik asit düşük dozlarda hücreye alındığında 

T. peruviana kalluslarının toplam fenolik içeriğini arttırmaktadır (Rincon-Perez vd. 

2016). Yine T. peruviana hücre süspansiyon kültüründe salisilik asit (0, 100, 300, 500 

µM) ve metil jasmonat (0,1,3,5 µM) elisitörlerinin etkisi araştırılmıştır. Toplam fenolik 

ve flavonoit içeriğinde 3 µM metil jasmonat, diğer gruplardan daha yüksek sonuç 

gösterdiği bildirilmiştir (Mendoza vd. 2018). Bitki hücresine dışarıdan gönderilen stres 

sinyallerinin dozu, hücre içerisinde toplam fenoliklerin miktarını etkilemektedir. Aynı 

zamanda bitkinin bünyesinde bulundurduğu fenolikler ve diğer metabolitlerin etkisi, 

fiziksel koşullar ile de bağlantılı olarak değişkenlik gösterdiği düşünülmektedir. 

Diğer iki türde olduğu gibi H. heterophyllum türünün in vivo yaprak kısmının da 77.6 

mg GAE/g ekstre ile en yüksek toplam fenolik içeriğe sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Sekonder metabolitlerin bitki organlarındaki lokalizasyonu; bitkinin türüne, çevre 

koşullarına, biyoaktif bileşenlerin tipine ve fonksiyonlarına göre değişiklik 

göstermektedir (Mammadov 2014). Araştırdığımız Hypericum türlerinin toplam fenolik 

içeriği ve DPPH etkisi dikkate alındığında, antioksidan etki gösteren bileşiklerin en 

fazla yaprak organında depo edildiğini söylemek mümkündür. H. heterophyllum 

türünün in vitro bitkiciklerinin elisitör uygulamaları, kontrol grubundan daha düşük 

değerler göstermiştir. Çalışmamızda kullanılan elisitörlerin in vitro bitkicik düzeyinde, 

ilgili fenolik bileşiklerin üretimini teşvik etmediği, bu nedenle kontrol grubundan daha 

düşük değerler gösterdiği düşünülmektedir.  

H. heterophyllum kallus uygulamalarında ABA ve SA’in her üç konsantrasyonu, 

kontrole (9.91 mg GAE/g ekstre) göre toplam fenolik içerikte önemli bir artış meydana 

getirmiştir. Kallus, düzensiz olarak biriken hücre yığını olarak bilinmektedir. Eksojen 

olarak kullanılan elisitörlerin, tüm bitkiye etki etmesinden ziyade hücre içerisine 

alınması daha kolay, böylece hücre süspansiyon ve kallus kültüründe elisitör etkisi daha 

fazla olduğu düşünülmektedir. Elisitörün ilgili fenolik bileşiklerin üretimini indükleyip, 

antioksidan etkiyi arttırdığı öngörülmektedir. H. heterophyllum in vivo yaprak kısmının 

(415.8 mg TEs/g ekstre) DPPH radikal süpürücü etkisinin en yüksek olduğu tespit 

edilmiştir. In vitro bitkiciklerde 0.1 mg/L ABA uygulaması kontrol grubuna göre (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) artış göstermiştir. Kallusların DPPH aktivitesinde ise 0.05 mg/L ABA 

uygulaması (136.3 mg TEs/g ekstre) kontrol grubundan (112.5 mg TEs/g ekstre) daha 

yüksek radikal kovucu etki meydana getirmiştir. 

Her üç türün; doğadan toplanan, sera koşullarında yetiştirilen, in vitro bitkicikler ve 

aklimitize edilen bitkilerin toplam fenolik içeriği ve DPPH aktivitesi belirlenmiştir. Üç 

Hypericum türü arası kıyaslamalar yapıldığında, H. perforatum türünün in vivo yaprak 

kısmının 109.4 mg GAE/g ekstre ile en yüksek toplam fenolik içeriğe, DPPH 

aktivitesinde ise 453.2 mg TEs/g ekstre ile en yüksek değerlere sahip olduğu tespit 

edilmiştir. H. perforatum türünün doğadaki yayılışı, diğer Hypericum türlerinden daha 

fazladır. Yayılışının fazla olması, bu türün adaptasyonun geniş olduğunu, birçok 

iklimde, farklı koşullar altında hayatta kalabildiğini göstermektedir. Bu nedenle içerdiği 

sekonder metabolit miktarı, değişik iklimlerde ürettiği bileşiklerin diğer türlerden farklı 

ve fazla olması, yaşam koşullarına adapte olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

H. perforatum ekstreleri fenolik bileşik gruplarından birçoğunu içermektedir. 

Hypericum üzerinde birçok araştırma bulunmasına rağmen, hangi fenolik grubun 

antioksidan etkiyi gösterdiğini tam olarak bilinmemektedir. Bundan yola çıkarak Orcic 

vd. (2011) tarafından bir araştırma yapılmıştır. Hangi bileşiklerin antioksidan etkiyi 

gösterdiğini anlamak için elde edilen ekstreler fraksiyonlarına ayrılarak etkileri 

araştırılmıştır. Flavonoitler (kersetin, hiperozit, rutin vb.) ve fenolik asitlerin (klorojenik 

asit gibi) daha yüksek antioksidan etki gösterdiğini, naftodinatron ve fluroglusinollerin 

daha az etkin olduğunu belirlemişlerdir. YPSK analizlerinden elde ettiğimiz sonuçlara 

göre, klorojenik asit, hiperozit ve rutin bileşik miktarlarının genel olarak yaprak 

kısımlarında fazla olduğunu söylemek mümkündür. Antioksidan çalışmalarımızda 

toplam fenolik içeriğini etkileyen ve DPPH aktivitesi gösteren metabolitlerin çoğunluk 

olarak kersetin, hiperozit, rutin, klorojenik asit, kateşin bileşiklerinden oluştuğunu ifade 

edebiliriz. Öte yandan miktar tayini yapmadığımız ancak ekstre içerisinde var olan diğer 

fenolik bileşenlerinde, sinerjik bir etki oluşturduğu ve antioksidan kapasiteye katkıda 

bulunduğu düşünülmektedir. 
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5.4 YPSK Analizleri 

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi ile yapılan analizlerde hiperisin, 

psödohiperisin, hiperozit, rutin, klorojenik asit, kateşin, kersetin, kersitrin, 

amentoflavon, apigenin ve kemferol bileşiklerinin miktar tayinleri yapılmıştır. Hiperisin 

bileşiği, H. perforatum türünün serada yetiştirilen bitkilerinin çiçek (678.13 mg 

hiperisin/g KA), herba (600.64 mg hiperisin/g KA) ve in vivo çiçek (401.80 hiperisin/g 

KA) kısımlarında tespit edilmiştir. Sera koşullarında yetişen bitkilerin yaprak kısmında 

hiperisin miktarının, doğadakinden 1.7 kat fazla olması, bu bitkinin alternatif olarak 

serada yetiştirilebileceğini göstermektedir. Hiperisin metaboliti antidepresan 

özelliğinden dolayı tıbbi kullanımı önemli bir bileşiktir. Benzer şekilde, aynı türün 

serada yetiştirilen bitkilerinin çiçek kısmından 2224.69 mg psödohiperisin/g KA ile en 

yüksek psödohiperisin elde edilmiş olup, bu seviye in vivo şartlarda yetişen bitkilerden 

2.3 kat daha fazla bulunmuştur.  

Yüksek ışık yoğunluğu ve sıcaklığın fotosentetik etkiyi arttırdığı ve naftodiantronların 

birikimini uyardığı Radusiene vd. (2012) tarafından bildirilmiştir. Yapılan çalışmada 

sera koşullarında yetiştirilen H. perforatum bitkilerinde sıcaklık ve ışığın etkisi 

incelenmiştir. Sera koşullarında yetişen bitki yapraklarında bulunan siyah bezelerin 

varlığında artış olduğu, buna bağlı olarak hiperisin miktarınında arttığı tespit edilmiştir. 

Yapılan bu araştırma ile bizim çalışmamızı destekler niteliktedir. Sera koşullarında 

yetişen bitkinin çiçek kısmında hiperisin miktarının doğadakinden daha fazla çıkması, 

sıcaklık ve ışık gibi fiziksel koşulların hiperisin ve psödohiperisin üretimini teşvik 

ettiğini göstermektedir. Hiperisin ve psödohiperisin üretimi arasında pozitif bir 

korelasyon olup olmadığını araştıran Kartning vd. (1996), H. perforatum’un hücre 

kültürü çalışmaları sonucunda, önemli derecede pozitif bir korelasyon bulmuşlardır. Bu 

korelasyonun, ilgili metabolitlerin öncüllerinin ve biyosentetik yollarının aynı 

olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir (Smelcerovic vd. 2008). 

In vitro şartlarda 0.05 mg/L ABA içeren ortamda strese maruz bırakılan bitkiciklerden 

elde edilen psödohiperisin (420.78 mg psödohiperisin/g KA) kontrol grubuna 1.9 kat 

fazla bulunmuştur. Ayrıca in vivo çiçek kısmının yarısı kadar üretimi etkileyen 0.05 
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mg/L ABA elisitör uygulaması, absisik asidin in vitro koşullarda uygun dozda 

kullanıldığında psödohiperisin üretiminin gerçekleşebileceğini göstermektedir. Hem 

sera koşulları hem de in vitro koşullarda hiperisin ve psödohiperisin bileşiklerinde 

miktar artışı, doğadaki bitkilerin bir sene boyunca çiçeklenme aşamasını beklemek 

yerine, kontrollü olarak laboratuvar koşullarında üretimi oldukça ümit verici 

bulunmuştur.  

H. pruinatum türünün YPSK’da yapılan analizlerde hiperisin bileşiği sadece in vivo 

çiçek kısmında 318.85 mg hiperisin/g KA olarak tespit edilmiştir. Psödohiperisin 

bileşiği ise, in vivo çiçek kısmında en yüksek düzeyde (842.23 mg psödohiperisin/g 

KA) belirlenmiştir. Sera koşullarında yetişen ve in vitro ortamdan alınıp dış koşullara 

alıştırılan bitkilerin çiçek ve yaprak kısımlarında psödohiperisin üretimi olmuş, sadece 

bitkilerin gövde kısımlarında bu bileşik tespit edilememiştir. H. scabrum ve H. 

bupleroides bitkilerinde de in vivo yaprak ve çiçek kısımlarında hiperisin ve 

psödohiperisin miktar tespiti yapılmış, gövde kısımlarında ilgili bileşikler tespit 

edilememiştir (Ayan vd. 2009). H. scabrum ve H. bupleroides türleri de H. pruinatum 

gibi sınırlı bölgelerde yetişmektedir. Bu nedenle yaşadıkları coğrafyada farklı iklim ve 

sıcaklık koşulları, ilgili sekonder metabolitlerin miktarının farklı olması ve değişik bitki 

kısımlarında birikmesine yol açtığı düşünülmektedir. H. pruinatum in vitro’da, 0.05 

mg/L ABA elisitasyonuna maruz kalmış bitkiciklerde 73.86 mg psödohiperisin/g KA 

psödohiperisin üretimi gerçekleşmiştir. Hem H. pruinatum hem de H. perforatum 

türünde 0.05 mg/L ABA elisitör uygulamasında miktarın artmış olması, 0.05 mg/L 

ABA dozunun psödohiperisin bileşiğinin üretilmesinde etkili ve önemli olduğunu 

göstermektedir. 

Klorojenik asit miktar tayini sonuçlarına göre; H. perforatum bitkisinde yapılan 

analizlerde in vivo yaprak kısmı 572.98 mg klorojenik asit/g KA en yüksek sonucu 

vermiştir. In vitro bitkiciklerde kontrol grubunun klorojenik asit miktarı, diğer 

uygulamalardan daha fazla bulunmuştur. Bu sonuçlardan yola çıkarak, in vitro 

koşullarda kullanılan elisitörlerin klorojenik asit miktarını azalttığını söylemek 

mümkündür. H. pruinatum türünde in vivo yaprak kısmında 4097.76 mg klorojenik 

asit/g KA ve H. heterophyllum in vivo yaprak kısmında 5780.06 mg klorojenik asit/g 
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KA miktarları tespit edilmiştir. H. heterophyllum türünün diğer türlere kıyasla en 

yüksek klorojenik asit miktarına sahip olduğu belirlenmiştir.  

Çalışmamızda H. heterophyllum’da tespit edildiği gibi, H. bupleroides türünün in vivo 

çiçek kısmında klorojenik asit miktarı (Ayan vd. 2009) H. perforatum türünün 

içeriğinden daha fazla çıkmıştır. Bazı bileşiklerin üretimi, türler arasında farklılık 

oluşturabilmektedir. Bitkinin fizyolojik olarak ihtiyaç duyduğu veya içinde bulunduğu 

stres koşullarına tepki olarak üreteceği metabolitler farklılık gösterebilmektedir. 

Klorojenik asit, kardiyovasküler, metabolik, kanser, nörolojik gibi rahatsızlıklarda, 

diyabete ve obeziteye karşı, ağrı kesici, antioksidan gibi insan sağlığı üzerine olumlu 

etkileri olan bir bileşiktir (Tajik vd. 2017). Aynı zamanda, bitki dokularında genelde 

yaralanan bölgelerde biriken, iyileşme sürecinde içeriği birkaç kat artan önemli fenolik 

bileşiklerden olduğu Franklin ve Dias (2011) tarafından bildirilmiştir. 

Hiperozit miktarı H. perforatum bitkisinin in vivo çiçek kısmında (2003.39 mg hiperozit 

/g KA) tespit edilmiştir. In vitro bitkicik uygulamalarında sadece 0.1 mg/L SA 

elisitayonunda 9.88 mg hiperozit /g KA oranında üretim olmuştur. H. pruinatum 

türünde in vivo yaprak kısmı 2674.76 mg hiperozit /g KA içerirken, aklimitize edilen 

bitkilerden yaprak kısmının 958.29 mg hiperozit /g KA miktarına sahip olduğu 

belirlenmiştir. H. heterophyllum türünün ekstrelerinden in vivo yaprak kısmı 3152.14 

mg hiperozit /g KA miktarına sahiptir. 0.01 mg/L SA ile uygulama yapılan kalluslarda 

492.74 mg hiperozit /g KA ile diğer in vitro uygulamalardan daha fazla hiperozit 

üretmiştir. Çalışmamızın sonuçlarına göre; H. heterophyllum ve H. pruinatum türlerinde 

in vivo yaprak kısmında hiperozit miktarı daha fazla iken, H. perforatum türünde in 

vivo çiçek kısmında daha fazla üretilmektedir. Bunun yanı sıra en yüksek hiperozit 

miktarı H. heterophyllum türünde tespit edilmiştir. Ayrıca H. heterophyllum türünün 

kallus kontrol grubunda hiperozit miktarı belirlenemezken, elisitör uygulamalarında 

0.01 mg/L SA (492.74 mg hiperozit /g KA) içeren besin ortamındaki hiperozit üretimi 

oldukça yüksek bulunmuştur. Salisilik asidin, hücre içerisinde hiperozit sentezini 

sağlayan öncülleri aktifleştirerek üretimini teşvik edebildiği, uygun elisitör dozu ve 

fiziksel koşullar sağlandığında ilgili metabolitin üretiminin yapılabileceği yaptığımız 

çalışma ile ortaya konmuştur. 
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H. perforatum türünde yapılan çalışmalarda (Kazlauskas ve Bagdonaite 2004, 

Radusiene vd. 2004, Çırak vd. 2007, Ayan vd. 2009) in vivo yaprak kısmında yüksek 

düzeyde hiperozit elde edilirken, çalışmamızda in vivo çiçek kısmından daha fazla 

hiperozit elde edilmiştir. Bu farklılık, ekstraksiyon esnasında kullanılan çözücüler ve 

metot ile birlikte analiz sırasında kullanılan mobil faz, kullanılan kolon gibi çeşitli 

parametrelerden kaynaklanabilmektedir. Başka bir araştırmada H. triquetrifolium 

türünde hiperozit bileşiği tam çiçeklenme zamanında en yüksek düzeyde 15.97 mg/g 

KA miktarında tespit edilmiştir (Çırak vd. 2013). Hypericum bitkileri arasındaki 

sekonder metabolit lokalizasyon ve miktar farklılıkları, ilgili türlerin genotip 

farklılıkları, iklim değişikliklerine bağlanabilir.  

H. perforatum türünün ekstrelerinden in vivo çiçek kısmında 458.73 mg kateşin/g KA 

miktarı elde edilmiştir. In vitro bitkiciklere 0.05 mg/L ABA elisitör uygulaması kontrol 

grubunun 1.8 katı kadar (68.59 mg kateşin/g KA) kateşin üretimi gerçekleştirmiştir. 

0.01 mg/L ABA uygulamasında kateşin miktarı, kontrol grubundan 8.2 kat kadar 

azaldığı tespit edilmiştir. H. pruinatum bitkisinin in vivo yaprak kısmı 690.61 mg 

kateşin/g KA ile diğer bitki kısımları arasında en yüksek değeri göstermiştir. In vitro 

uygulmalarında ise, elisitasyon yapılmış grupların kateşin miktarı kontrol grubuna göre 

daha düşük buunmuştur. Kateşin bileşiği H. perforatum türünde doğadan toplanan çiçek 

kısmında, H. pruinatum bitkisinde ise yaprak kısmında tespit edilmiştir. H. pruinatum 

türündeki kateşin miktarı H. perforatum’dan daha yüksek bulunmuştur. 

Nguyan vd. (2016) tütün bitkisinde bitki-böcek etkileşimine bağlı olarak, bitkinin 

verdiği hormonal cevaplar ve bu cevaplar ile ilgili metabolitin sentezlenmesini açıklık 

getirmişlerdir. Absisik asit transkripsiyon faktörleri aracılığıyla veya direkt olarak 

jasmonik asidin üretiminin sinyalini vermektedir. Absisik asit ile jasmonik asit 

arasındaki sinyal basamaklarında kilit noktanın neresi olduğu tam bilinmemekle 

birlikte, karşılıklı olarak biyosentez gerçekleştirdikleri tespit edilmiştir. Ayrıca salisilik 

asidin çeşitli transkripsiyon faktörleri ile etilen hormonunu indüklediği, jasmonik asitle 

sinerjik bir etki ile metabolitin üretimine katkıda bulunduğu yapılan araştırma ile 

belirlenmiştir. Tütün bitkisinin böcek savunma mekanizmasında hormonlar işbirliği 

yaparak ilgili metabolitin üretilmesini sağlamakta, böylece bitkiyi koruma altına 
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almaktadır. Absisik asidin, metabolitlerin üretim aşamasında önemli bir görev üstlendiği 

bu çalışmalar ile ortaya konmuştur. Tez çalışmamızda elisitör olarak kullanılan 0.05 

mg/L ABA, H. perforatum in vitro bitkicik uygulamalarında kateşin miktarını 

artırmıştır. Yukarıda ifade edilen mekanizmanın benzerinin H. perforatum 

hücrelerininde de etkili olduğu, dışardan alınan absisik asidin stres etkisi oluşturarak 

diğer hormonları uyardığı ve böylece kateşin miktarını artırdığı düşünülmektedir. Aynı 

şekilde, bu hormonal sistemin benzer aktivite gösterdiği, eksojen salisilik asidin diğer 

hormonları uyardığı ve ilgili metabolitin sentezlendiği öngörülmektedir. 

H. heterophyllum türünün doğadan toplanan örneklerinde kateşin tespit edilememiştir. 

In vitro bitkiciklerde, 0.01 mg/L ABA uygulamasının (28.22 mg kateşin/g KA) kontrol 

grubuna göre 1.5 kat artış gösterdiği belirlenmiştir. Kallus uygulamalarında ise kontrol 

grubunun en yüksek değere sahip olduğu, elisitör uygulamalarında kateşin miktarlarının 

düştüğü tespit edilmiştir. Elisitör uygulamalarıyla kalluslarda kateşin miktarının 

düşmesi, asidik yapıda olan stres faktörlerinin hücresel boyutta kateşin miktarını 

azaltabileceğini göstermektedir. In vitro bitkiciklerde, 0.01 mg/L ABA uygulamasının 

kateşin miktarını arttırması, düşük dozlarda ABA uygulamasının yapılabileceğini ve bu 

uygulamanın bitkicik düzeyinde etkili olacağı düşünülmektedir. 

Doğada yetişen bitkilerde kateşin tespit edilememesine rağmen, in vitro bitkicik ve 

kalluslarda kateşin tespit edilmesi in vitro çalışmaların önemini göstermektedir. Kateşin, 

çay (Camellia sinensis) bitkisinin spesifik bileşiği olmasıyla birlikte, fenolik bileşik 

içeren bitkilerde genel olarak bulunmaktadır. Kateşinin güçlü antioksidan aktivitesinin 

yanı sıra antikanser etki gösterdiği (Tosun ve Karadeniz, 2005), fitoterapide 

kardiyovasküler rahatsızlıklara karşı kullanıldığı (Yıldız vd. 2013) yapılan araştırmalar 

ile bildirilmektedir.  

Rutin bileşiği, H. perforatum’un in vivo yaprak kısmında 1493.7 mg rutin /g KA ve H. 

pruinatum türünde ise 451.99 mg rutin /g KA olarak hesaplanmıştır. Her iki türün in 

vitro uygulamalarında rutin tespit edilememiştir. Rutin en yüksek seviyede H. 

perforatum türünde bulunmaktadır. Ayrıca H. heterophyllum türünde de rutin tespit 

edilememiştir. Rutinin de hiperisin ve hiperforin gibi antidepresan etki de bulunan 
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bileşiklerden biri olduğu bildirilmiştir (Nöldner ve Schotz 2002, Wurglics ve Schubert-

Zsilavecz 2006). H. perforatum türünün toprak üstü kısımları metanolle ekstre edilerek, 

LS-MS cihazında biyoaktif bileşikleri analiz edilmiştir. Analiz sonuçlarına göre; ikinci 

sırada rutin bileşiği (1124 µg/g) yüksek oranda tespit edilmiştir (Erdogan-Orhan ve 

Kartal 2015). H. triquetrifolium türünde rutin bileşiği en yüksek oranda doğadan 

toplanan çiçek tomurcuk aşamasındayken 5.93 mg/g KA miktarında tespit edilmiştir 

(Çırak vd. 2013).  

H. perforatum türünün kersetin bileşiği miktar tayini sonuçlarında, sera koşullarında 

yetiştirilen bitkinin çiçek kısmında en yüksek düzeyde (74.25 mg kersetin /g KA) 

kersetin tespit edilmiştir. In vitro uygulamalarda 0.05 mg/L ABA, kontrol grubundan 

1.3 kat fazla kersetin üretmiştir. H. pruinatum türünün aklimitize olmuş bitkilerinin 

yaprak kısmı (55.31 mg kersetin /g KA), in vivo bitkininkinden daha fazla kersetin 

miktarına sahip olduğu belirlenmiştir. H. heterophyllum türünün in vivo çiçek kısmı 

123.19 mg kersetin /g KA ile hem diğer türler arasında hem de kendi grupları içerisinde 

en yüksek kersetin miktarına sahip olmuştur. 0.01 mg/L ABA in vitro bitkicik 

uygulaması kontrol grubundan 1.2 kat, 0.01 mg/L ABA kallus uygulaması ise 1.5 kat 

daha fazla kersetin üretmiştir. H. perforatum bileşiklerinin antidepresan etki göstermesi 

için, hiperforin, hiperisin bileşiklerinin yanısıra, kersetin, rutin gibi flavonoitlerinde 

ekstrelerde bulunması gerektiğini Wurglics ve Schubert-Zsilavecz (2006) yaptıkları 

klinik araştırmalar ile ortaya koymuştur. 

Kersitrin bileşiği, H. perforatum türünde en yüksek seviyede in vivo yaprak (783.40 mg 

kersitrin /g KA) kısmında analiz edilmiştir. In vitro bitkiciklerde, 0.05 mg/L ABA ve 

0.05 mg/L SA uygulamaları kontrol grubundan 1.1 kat daha fazla kersitrin bileşiği 

üretimini sağlamıştır. H. pruinatum türünde, in vivo yaprak kısmı (364.17 mg kersitrin 

/g KA) en yüksek miktara sahip olmuştur. Aynı türde, serada yetişen (157.27 mg 

kersitrin /g KA) ve aklimitize olan bitkilerin gövde (124.21 mg kersitrin /g KA) 

kısımlarının, in vivo gövde (16.29 mg kersitrin /g KA) kısmından farklı olarak daha 

fazla üretim yaptığı belirlenmiştir. Öte yandan, H. heterophyllum türünün ekstrelerinden 

YPSK analizlerinde kersitrin tespit edilememiştir. 
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Türkiye’de büyüyen H. perforatum türünün fenolojik döngü (vejetatif, çiçek 

tomurcuklanma, tam çiçeklenme, taze meyve, olgun meyve) sırasındaki biyoaktif 

bileşenlerin değişimini araştıran Çırak vd. (2007), hiperozit, kersitrin ve kersetinin çiçek 

tomurcuklanma aşamasında yapraklarda en yüksek seviyeye ulaştığını bildirmiştir. Aynı 

çalışmada, tam çiçeklenme zamanında hiperisin, apigenin ve klorojenik asit; vejetatif 

dönemde ise rutin bileşiğinin en yüksek düzeyde olduğunu belirlemişlerdir. Bitkinin 

fenolojik dönemlerinde farklı bileşikleri değişik miktarlarda sentezleyen H. perforatum 

türünün sekonder metabolizması; çevresel koşullardan, vejetatif ve generatif 

dönemlerden etkilenerek üretim yaptığı öngörülmektedir. Araştırılan koşullar dikkate 

alındığında, istenilen metabolitin üretimini sağlamak amacıyla bitkinin yaşadığı döngü 

göz önünde bulundurulmalıdır. Böylece ilgili bileşen istenilen miktarda elde 

edilebilecektir. 

Kemferol bileşiği, H. pruinatum türünün ekstrelerinde, H. perforatum ve H. 

heterophyllum doğadan toplanan örneklerinde tespit edilememiştir. H. perforatum ve H. 

heterophyllum türlerinin in vitro uygulamalarından bazılarında iz miktarda 

belirlenmiştir. In vitro uygulamalarda iz miktarda tespit edilmiş olması, doğadan 

toplanan bitkilerde her ne kadar miktar tayini yapılamamış olsa da, bu bileşiğin 

sentezlenmesi için ilgili öncüller kullanılarak in vitro koşullarda üretimin 

sağlanabileceğini göstermektedir. Böylece, doğada bitkilerde az miktarda bulunan, 

ancak ekonomik veya tıbbi olarak değerli olan biyoaktif bileşenler, in vitro şartlarda 

üretilebileceği düşünülmektedir. Ayan vd. (2009) H. scabrum, H. bupleuroides ve H. 

perforatum türleri ile yaptıkları araştırmada, H. perforatum türünde kemferol bileşiği 

tespit edemezken, H. scabrum ve H. bupleuroides türlerinde yaprak, çiçek ve gövde 

kısımlarında kemferol varlığı saptanmıştır. Kemferol bileşiğinin H. scabrum ve H. 

bupleuroides türlerine spesifik olabileceği düşünülmektedir.  

Apigenin bileşiği H. perforatum türünün serada yetiştirilen bitkilerin çiçek kısmında en 

yüksek seviyede (137.9 mg apigenin /g KA) tespit edilmiştir. Bu miktar in vivo çiçek 

kısmından 1.6 kat fazladır. H. pruinatum türünün in vivo çiçek ekstrelerinde apigenin 

325.24 mg apigenin/g KA olarak belirlenmiştir. H. heterophyllum türünde ise in vivo 

çiçekte 39.54 mg apigenin /g KA tespit edilmiştir. Türler arasında en yüksek apigenin 
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miktarı H. pruinatum türünün in vivo çiçek kısmında bulunmuştur. In vitro 

uygulamalarda, her üç türde de kayda değer bir üretim olmamıştır. H. perforatum 

türünün tam çiçeklenme evresinde apigenin en yüksek düzeyde tespit edilmiştir (Çırak 

vd.2007). Apigenin, Achillea collina (Karlova 2006), Matricaria chamomilla (Haghi 

vd. 2014) bitkilerinde, yüksek miktarlarda sebze, meyve ve baharatlarda bulunan; 

diyabet, dizanteri, hepatit, hemoroid, enfeksiyonal hastalıklar gibi birçok rahatsızlıkların 

tedavisinde (Sen vd. 2016) etkili olan bir bileşiktir. Bu nedenle, çalışmamızda H. 

pruinatum türünde yüksek miktarda elde edilmesi ve H. perforatum türünde sera 

koşullarında üretiliyor olması pratik hayatta kullanımı açısından bir alternatif 

oluşturmaktadır. 

Amentoflavon bileşiği H. perforatum ve H. pruinatum bitkilerinin çeşitli kısımlarında iz 

miktarda tespit edilmiştir. H. heterophyllum türünde ise bu bileşik tespit edilememiştir. 

H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H. retusum, H. spectabile, H. 

elongatum var. elongatum, H. salsolifolium, H. olympicum ve H. polyphyllum türlerinde 

yapılan analizlerde amentoflavon bileşiği düşük miktarlarda sadece çiçek kısımlarından 

elde edilmiştir (Çırak vd. 2016). H. pruinatum türünde yapılan analizlerde gövde, 

yaprak ve çiçek kısımlarında amentoflavon tespit edilmiş, çiçek kısmından en yüksek 

miktar tayini yapılmıştır (Camaş vd. 2014). Hypericum türlerinin bazılarında 

amentoflavon bileşiğine rastlanırken, bazı türlerinde ya hiç bulunmamakta ya da iz 

miktarlarda elde edilmektedir. Sonuç olarak, bitkinin bünyesinde bulundurduğu 

biyoaktif bileşikler, aynı cins içerisindeki türlerde farklılık gösterdiği gibi her bir 

bileşikte; öncüller, biyosentez yolları, sentezlenmesi için gerekli hormonal uyarıcılar, 

stres faktörleri ve fiziksel koşullar nedeniyle çeşitlilik arz etmektedir. Bundan dolayı 

bitkinin o an ihtiyaç duyduğu koşullara göre sentez ve ilgili bitki organlarına depolama 

yaptığı, tez çalışmamızdan yola çıkılarak söylenebilmektedir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Tıbbi ve aromatik bitkiler yaşamımızda bazen sağlıkla ilgili faydalar sağlarken, bazen 

de günlük hayatımızda baharat ve koku verici olarak sık kullanılan, farkında olmadan 

hayatımızda önemli bir yer işgal eden bir grup olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Biyoteknolojik gelişmeler tıbbi ve aromatik bitkilerin de laboratuvar koşullarında 

istenilen zamanda yetiştirilmesi, bünyesinde bulundurduğu etken maddelerin 

çoğaltılabilmesi ve saflaştırılabilmesi gibi imkanlar sunmaktadır. Tıbbi bitkilerden olan 

Hypericum perforatum türü geçmişte geleneksel halk tıbbında ve günümüzde modern 

tıpta kullanımı tavsiye edilen bir bitki türüdür. İçerisinde bulunan etken maddelerin 

önemi sebebiyle dünyanın değişik ülkelerinde tarımı yapılmakta ve aynı zamanda 

bilimsel çalışmalar ile insan sağlığına katkısı araştırılmaktadır. H. perforatum türünün 

in vitro koşullarda yetiştirilmesi, hiperisin gibi antidepresan etkiye sahip biyoaktif 

bileşiklerin üretiminin teşvik edilmesi ve ayrıca H. perforatum dışında mevcut olan 

diğer türlerinde araştırılması bitki biyoteknolojisi ile de mümkün olabilmektedir. Bu tez 

çalışmamızda, ülkemizde H. perforatum türü dışında yayılış gösteren türlerden iki 

tanesi, in vitro koşullarda yetiştirilmiş, elisitör uygulamaları yapılmış ve etken madde 

değişkenliği tespit edilmiştir. 

H. perforatum türünün in vitro koşullarda rejenere olma kabiliyeti oldukça yüksek 

bulunmuştur. Hiperisin ve psödohiperisin bileşiklerini sera koşullarında, doğadaki 

içeriğinden daha fazla üretmiştir. Geniş adaptasyonu sayesinde birçok iklimde 

yetişebilen bu tür, sera koşullarında 3 ay gibi kısa bir zamanda çiçeklenme göstermekte 

ve aynı zamanda önemli bileşenlerini de üretebilmektedir. H. perforatum’un İlaç 

sanayisine hammadde sağlama amacıyla sera koşullarında rahatlıkla yetiştirilebileceği 

tez çalışmamızın sonuçları arasında yer almaktadır. 

H. pruinatum türünde rejenerasyon ve bitkilerin aklimitize edilme çalışmaları, ilk olarak 

bu tezin araştırmaları ile ortaya konmuştur. Yaptığımız çalışmalar ile H .pruinatum’un 

hiperisin, psödohiperisin ve rutin eldesinde, H. perforatum türünden sonra alternatif 

olarak kullanılabilecek bir tür olduğu ve sera koşullarına kolaylıkla adapte olabildiği 

sonucuna varılmıştır. Absisik asit elisitörler uygulamaları her üç Hypericium türü için 
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ilk kez bu çalışma ile ortaya konmuştur. Salisilik asit ile H. pruinatum ve 

H.heterophyllum türlerinde ilk kez uygulama yapılmıştır. Endemik bir tür olan H. 

heterophyllum türünün in vitro koşullara adapte olabileceği ve özellikle içeriğinde yer 

alan kersetin gibi fenolik bileşiklerin miktarlarının artırılabileceği bu tez çalışmasıyla 

ortaya konmuştur. 

Elde edilen verilere göre asidik elisitörlerin uygulamasında dozların düşük tutulmasının 

daha uygun olacağı sonucuna varılmıştır. Yüksek asidik uygulamalarda, in vitro bitkicik 

veya kalluslarda kararmalar oluşmakta ve bu nedenle de hücre ölümleri meydana 

gelmektedir. Ayrıca, elde edilen sonuçlar in vitro koşullarda uygulanan elisitör dozları, 

her bileşiğin hücre içerisinde uyarılması ve üretiminde farklılık gösterebileceğini 

belirlemiştir. Bundan dolayı, elisitör uygulamaları üretilmesi istenilen bileşiğin ne 

olduğuna ve hangi koşullarda üretildiğine dikkat edilerek yapılması gerekmektedir. 

YPSK analizlerin in vitro uygulamalarında hiperozit, kateşin, kersetin ve kersitrin gibi 

bileşiklerin miktarlarının yüksek çıkması, toplam fenolik çalışmalarını destekler 

niteliktedir. DPPH radikal süpürücü aktivitenin de yüksek olması, yine bu bileşiklerin 

varlığından kaynaklanmaktadır. Klorojenik asit bileşiğinin H. heterorophyllum’da diğer 

türlerden daha yüksek miktarda elde edilmesi, Hypericum cinsi içerisinde bu türün 

klorojenik asit eldesinde alternatif olarak kullanılabileceğini göstermektedir. H. 

heterophyllum türünün hiperisin, psödohiperisin ve rutin bileşiklerini içermemesi 

nedeniyle, H. perforatum türü gibi antidepresan etki göstermeyeceği düşünülmektedir. 

Çizelge 6.1’de H. heterophyllum, H. perforatum ve H. pruinatum türlerinde, YPSK 

analizleri ile belirlenen biyoaktif bileşiklerden en yüksek miktara sahip olan bitki 

kısımları ve miktarları belirtilmiştir. 
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Çizelge 6.1 H. heterophyllum, H. perforatum ve H. pruinatum türlerinde, YPSK analizleri ile belirlenen 

biyoaktif bileşiklerden en yüksek miktara sahip olan bitki kısımları ve miktarları (mg /g KA) 

Biyoaktif Bileşikler mg /g KA 

H. heterophyllum H. perforatum H. pruinatum 

Hiperisin - Sera_çiçek 

(678.13) 

In vivo_çiçek 

(318.85) 

Psödohiperisin - Sera_çiçek 

(2224.69) 

In vivo_çiçek 

(842.23) 

Klorojenik Asit In vivo_yaprak 

(5780.06) 

In vivo_yaprak 

(572.98) 

In vivo_yaprak 

(4097.76) 

Hiperozit In vivo_yaprak 

(2674.76) 

In vivo_çiçek 

(2003.39) 

In vivo_yaprak 

(3152.14) 

Kateşin 0.01 mg/L ABAin 

vitro bitkicik 

(28.22) 

In vivo_çiçek 

(458.73) 

In vivo_yaprak 

(690.61) 

Rutin - In vivo_yaprak 

(1493) 

In vivo_yaprak 

(451.99) 

Kersetin In vivo_çiçek 

(123.19) 

Sera_çiçek 

(74.25) 

Aklimitize 

yaprak (55.31) 

Kersitrin - In vivo_yaprak 

(783.40) 

In vivo_yaprak 

(364.17) 

Apigenin In vivo_çiçek 

(39.54) 

Sera_çiçek (137.9) 

 

In vivo_çiçek 

(325.24) 

Üç farklı Hypericum türünde yapılan in vitro elisitör uygulamaların bazılarında her ne 

kadar artış elde edilmiş olsa da toplam fenolik ve DPPH aktiviteleri de dikkate 

alındığında doğadan toplanan yaprak kısımlarının daha yüksek oranda içeriği olduğu 

anlaşılmaktadır. Doğada bitkinin yaşadığı stres koşulları düşünüldüğünde, soğuk ve 

kuraklık gibi maruz kaldığı etkenlerin daha fazla olduğu, bu nedenle de bünyesinde 

daha fazla metabolit biriktirdiği yapılan çalışmalar ile desteklenir niteliktedir. Ancak 

hem sera hem de in vitro şartlar düşünüldüğünde, iklim odalarında uygun sıcaklık ve 

ışık koşullarında kısa sürede bol miktarda yetiştirilebilen bitkilerin, özellikle endemik 

türler için doğadaki tahribatı önlemek ve ilgili endüstri dallarına hammadde sağlama 

açısından önemli bir boşluğu doldurabileceğini söylemek mümkündür.  
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