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OZET

ANTOSIYANIN iCEREN Hibiscus sabdariffa L., Ocimum basilicum L. ve
ENDEMIK Ricotia carnosula Boiss. & Heldr. TURLERINDE IN VITRO VE IN
VIVO KOSULLARDA TOPLAM ANTOSIYANIN VE ANTIOKSIDAN
DUZEYLERININ KARSILASTIRMALI ANALIZI

Giilsiin TAVALI

Yiiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh

Danmisman: Prof. Dr. Esin ARI
Temmuz 2025; 87 sayfa

Bu tez c¢aligmasinda, bitki biyoteknolojisi alaninda doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak antosiyanin iceren ti¢ farkli bitki tiirlinde (Hibiscus sabdariffa, Ocimum
basilicum ve endemik Ricotia carnosula) antosiyanin ve antioksidan bilesiklerin in vitro
kosullarda {iretim potansiyelinin arastirilmast amaclanmistir. Sekonder metabolit
tretiminin artirilmasi, O6zellikle dogal renklendirici ve antioksidan kaynaklarinin
siirdtiriilebilir sekilde elde edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Calisma hem in vitro
hem de in vivo kosullarda yiiriitiilmiis olup, deneysel siireg; bitkisel materyal {iretimi,
kallus indiiksiyonu ve metabolit analizleri olmak {izere 3 ana asamadan olusturulmustur.

In vitro kosullarda gerceklestirilen kallus kiiltiirii denemeleri; c¢esitli ortam
bilesenleri (bazal ortam, BGD tip ve konsantrasyonu), kiiltiir kosullar1 (aydinlik/karanlik)
ve farkli eksplant tiplerinin kallus olusumu, kallus kalitesi, koklenme, antosiyanin ve
antioksidan Uretimi iizerindeki etkilerini ortaya koymustur. H. sabdariffa tiiriinde en
yluksek kallus proliferasyonu 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin BGD kombinasyonunda
gerceklesmis olup, bu ortam ayni1 zamanda sinirli diizeyde de olsa antosiyanin {iretimini
desteklemistir. Ilging sekilde, in vitro kallus 6rneginden elde edilen antioksidan miktari,
in vivo Ornege kiyasla daha yiliksek bulunmustur. O. basilicum tiiriinde karanlik
kosullarda ve biiyiik yaprak eksplantlarinda daha yiiksek diizeyde antosiyanin tiretildigi
belirlenmis; 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin BGD kombinasyonundan elde edilen
kallus 6rnegi en yiiksek antioksidan aktivitesini saglamistir. R. carnosula da ise hem
antosiyanin miktar1 hem de antioksidan kapasitesi dogadan toplanan kotiledonlarda daha
yiiksek olmakla birlikte, in vitro 6rnekler iginde antosiyanin ve antioksidan tiretimi en
fazla in vitro fidelerin kotiledonlarinda tespit edilmistir.

Elde edilen bulgular, doku kiiltiirii tekniklerinin secilen bitki tiirline bagli olarak
sekonder metabolit iiretiminde giiglii bir ara¢ olabilecegini gostermistir. Ozellikle
antioksidan kapsitesinin arttirilmasi agisindan in vitro yontemler umut verici sonuglar
ortaya koymustur. Bu baglamda, calismanin bulgular1 dogal biyoaktif bilesiklerin
sirdiiriilebilir {iretimi  konusunda biyoteknolojik uygulamalara katki saglama
potansiyeline sahiptir. Ayrica, gen ekspresyon analizleri ve farkli elisitorlerin
kullanimiyla yapilacak ileri diizey ¢aligmalar, bu alandaki iiretim verimliligini daha da
artirma potansiyeline sahiptir.



ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, Antosiyanin, Bitki doku kiiltiirii, Hibiskus, In
vitro sekonder metabolit iiretimi, Reyhan, Ricotia carnosula

JURI: Prof. Dr. Esin ARI
Prof. Dr. Serpil TANGOLAR

Dog. Dr. Aysun OZCELIK

i



ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF TOTAL ANTHOCYANIN AND
ANTIOXIDANT LEVELS IN ANTHOCYANIN-CONTAINING SPECIES
Hibiscus sabdariffa L., Ocimum basilicum L. AND ENDEMIC R. carnosula Boiss.
& Heldr. UNDER IN VITRO AND IN VIVO CONDITIONS

Giilsiin TAVALI
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Esin ARI
July 2025; 87 pages

This thesis aimed to investigate the in vitro production potential of anthocyanin
and antioxidant compounds in three different anthocyanin-containing plant species
(Hibiscus sabdariffa, Ocimum basilicum, and the endemic Ricotia carnosula) using tissue
culture techniques in the field of plant biotechnology. Increasing secondary metabolite
production is particularly important for the sustainable production of natural colorant and
antioxidant sources. The study was conducted both in vitro and in vivo, and the
experimental process consisted of three main stages: plant material production, callus
induction, and metabolite analyses.

Callus culture experiments carried out under in vitro conditions revealed the
effects of medium components (basal medium, PGR type and concentration), culture
conditions (light/dark) and explant type on callus formation, callus quality, rooting,
anthocyanin and antioxidant production. In H. sabdariffa species, the highest callus
proliferation occurred in the PGR combination of 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin and
this also supported anthocyanin production, albeit to a limited extent. Interestingly, the
amount of antioxidants obtained from the in vitro callus sample was found to be higher
compared to the in vivo sample. In O. basilicum species, it was determined that higher
levels of anthocyanin were produced under dark conditions and in large leaf explants. The
callus sample obtained from the PGR combination of 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin
provided the highest antioxidant activity. In R. carnosula, both anthocyanin amount and
antioxidant capacity were higher in cotyledons collected from nature, while in in vitro
samples the highest anthocyanin and antioxidant production was detected in the
cotyledons of in vitro seedlings.

The findings demonstrate that tissue culture techniques can be a powerful tool for
secondary metabolite production, depending on the selected plant species. In vitro
methods have shown promising results, particularly in terms of increasing antioxidant
capacity. In this context, the study's findings have the potential to contribute to
biotechnological applications for the sustainable production of natural bioactive
compounds. Furthermore, future studies incorporating gene expression analysis and
elicitor treatments have the potential to further increase production efficiency in this area.

KEYWORDS: Antioxidant, Anthocyanin, Basil, In Vitro Secondary Metabolite
Production, Plant Tissue Culture, Roselle, R. carnosula.
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ONSOZ

Bu tez calismasi, bitki biyoteknolojisinin doku kiiltiirii teknikleri alanindaki in
vitro sekonder metabolit iiretimi iizerinedir. Calismanin ana materyallerini antosiyanin
igeren Ug¢ bitki tiirli (Hibiscus sabdariffa L., Ocimum basilicum L. ve endemik Ricotia
carnosula Boiss. & Heldr) olusturmaktadir. Calisma hem in vitro hem in vivo kosullarda
gerceklestirilmistir. Bu calisma ile in vitro sekonder metabolit {iretimi yoluyla 3 bitki
tiiriinlin farkl 6rneklerinden elde edilebilecek antosiyanin miktarlarinin karsilagtiriimasi
ve boylece gida, boya vb. endiistrilerin kullanabilecegi alternatif dogal renklendirici ve
antioksidan kaynaklarinin saglanmasi hedeflenmektedir.

Bu tezin yiiriitiilmesinde ve tamamlanmasinda beni destekleyen, laboratuvar
caligmalarimda biitiin imkanlar1 sunarak, bilgi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren degerli
danigsman hocam Prof. Dr. Esin ARI’ya siikran ve saygilarim1 sunarim.

Tez savunma jiirimde yer alarak degerli tavsiye ve yorumlariyla tezime son
seklinin verilmesini saglayan, kiymetli hocalarim Prof. Dr. Serpil TANGOLAR
(Cukurova Universitesi) ve Dog. Dr. Aysun OZCELIK (Akdeniz Universitesi)’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar g¢aligmalarimda bilgilerini ve yardimlarini esirgemeyen sevgili
kardeslerim doktora grencisi Ahmet iIZMIRLI (Akdeniz Universitesi) ve Dr. Ahmad
Ratib SHARAFAT (Seyyid Cemaleddin Afgani Universitesi)’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bitkisel materyal temininde yardimci olan Dr. Ahu CINAR’a, BATEM’e ve
Kircami Fide’ye, antioksidan ve antosiyanin analizlerimi gergeklestiren Ogr. Gér. Dr.
Emrah EROGLU (Akdeniz Universitesi)’na ve tezimin yazim asamasinda destegini
esirgemeyen sevgili ablam Zir. Yiik. Miih. Aylin ZAMBAK OZGUR ve Yiiksek Lisans
ogrencisi Emine NAMAL (Akdeniz Universitesi)’a siikranlarimi sunarim.

Yiiksek Lisans Ogrenim siirecimde desteklerini esirgemeyen Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Ogretim Uyelerine ve
proje destegi saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (BAP)’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak hayatimin her doneminde gerek maddi gerek manevi desteklerini her
zaman hissettigim sevgili esim Dog. Dr. Ismail Emrah TAVALI (Akdeniz Universitesi)’
ya ve bu zorlu siirecte hedefime ulasmam i¢in beni motive eden sevgili ¢ocuklarim
Selami ve Mustafa’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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Simgeler

SIMGELER VE KISALTMALAR

% : Yizde

g/l : gram/litre

</> : bliyiiktir / kii¢iiktiir

mg/L  : Miligram/litre

°C

: Santigrad derece

#%% - Onemli 6l¢lide

6.d. : Onemli degil

Kisaltmalar

BA
BGD

B5

HCL
IAA
KIN
KOH
MES
Mod MS
MS

NAA

TDZ
2,4-D

uM

: Benzil adenin

: Bitki gelisim diizenleyicisi

: B5 (Gamborg, 1968) besin ortami

: Hidroklorik asit

: Indol-3-asetik asit

: Kinetin

: Potasyum hidroksit

: 2-Morpholino ethane sulfonic asit
:Modifiye Murashige ve Skoog (1962) besin ortami
: Murashige ve Skoog (1962) besin ortam1
: Naftalen asetik asit

: Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami

: Thidiazuron

: 2,4-diklorofenoksi asetik asit

: Mikromolar
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1.GIRIS

Bitkiler, temel besin maddeleri olan karbonhidratlar, proteinler ve yaglarin ana
kaynagini olusturduklari i¢in insanlarin beslenmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Bu
bilesikler, primer metabolitler olarak adlandirilir. Bunun yani sira, ilag, kimya, gida,
kozmetik ve tarim gibi ¢esitli sektorlerde ekonomik 6neme sahip bazi kimyasal bilesikler
de bitkilerden eclde edilmektedir. Bu bilesikler ise sekonder metabolitler olarak
bilinmektedir.

Primer ve sekonder metabolitler hem bitkilerin hayatta kalmasi hem de insan
sagligr ve endiistri icin Onemli katkilar sunmaktadir. Primer metabolitler, bitkilerin
bliyiime, gelisim, fotosentez ve solunum gibi temel yasamsal siireclerinde rol oynarken,
sekonder metabolitler daha ¢ok ¢evresel faktorlere adaptasyon, savunma mekanizmalari
ve bitkiler arasi iletisim gibi islevleri yerine getirir (Karatas 2013). Ozellikle flavonoidler
smifina ait sekonder metabolitler, biyotik ve abiyotik stres faktdrlerine karsi bitkilerin
dayanikliligimi artirarak, tozlasmay: tesvik etmek, UV radyasyonuna karsi koruma
saglamak ve herbivorlari caydirmak gibi ekolojik roller tistlenmektedir (Close ve Beadle
2003).

Sekonder metabolitler arasinda yer alan antosiyaninler, flavonoidlerin bir alt
grubunu olusturur ve bitkilerde ¢icek, meyve ve yaprak renklerinin olusumunda temel rol
oynar. Antosiyaninler sadece bitkilerin gevresel streslere karst dayanikliligini artirmakla
kalmaz, ayn1 zamanda insan sagligi agisindan da dnemli biyolojik aktivitelere sahiptir.
Antioksidan, anti-enflamatuar, antiviral, anti-alerjik ve antikarsinojenik etkileri sayesinde
kronik hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunur (Ghosh ve Konishi 2007). Ayrica,
antioksidan ozellikleri sayesinde oksidatif stresi azaltarak hiicre hasarini engelleyebilir ve
bagisiklik sistemini destekleyerek kalp hastaliklar1 ve kanser gibi rahatsizliklarin riskini
azaltabilir (Karakaya ve El 2006). Gida endiistrisinde de antioksidanlar, gidalarin raf
Omriinii uzatmak, dogal renklendirici olarak kullanmak ve besinlerin tat ile aroma
stabilitesini artirmak amaciyla tercih edilmektedir.

Tiiketici egilimlerinin dogal ve saglikli iiriinlere yonelmesiyle birlikte, gida
endiistrisinde sentetik renklendiricilerin yerini dogal bilesikler almaya baglamistir. Bu
baglamda, bitkisel kaynakli antosiyaninler, dogal renklendirici olarak ©Onemli bir
potansiyel sunmaktadir. Antosiyaninler, 6zellikle kirmizi, mavi ve mor renkteki meyve
ve sebzelerde degisen oranlarda bulunur ve bitkilerde yaygin olarak rastlanan flavonoid
bilesikler arasinda yer alir (Gilirkaynak 2022). Kimyasal olarak, flavilyum katyonu
yapisina sahip olan antosiyaninler, genellikle glikozit formunda bulunur (Ghosh ve
Konishi 2007). Bitkilerde en sik karsilagilan antosiyanin tiirleri arasinda siyanidin,
delfinidin, malvidin, peonidin, pelargonidin ve petunidin yer almaktadir.
Antosiyaninlerin ¢esitliligi, molekiiler yapidaki hidroksil gruplarinin sayisi, metilasyon
derecesi ve bagli seker tiirleri gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gdstermektedir
(Kong vd. 2003).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri, antosiyaninler gibi degerli sekonder metabolitlerin
in vitro kosullarda tiretimini saglayarak, dogal renklendiricilerin siirdiiriilebilir bir sekilde
elde edilmesine imkan sunmaktadir. Bu baglamda, antosiyanin ve antioksidan bilesiklerin
in vitro lretimi hem bilimsel hem de ticari agidan biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu tez
calismasinda, antosiyanin iceren ti¢ farkl bitki tiirtinden elde edilen antosiyaninlerin in
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vitro lretim potansiyelleri ve bunlarin antioksidan degerlerinin aragtirilarak ve bu
bitkilerin in vivo kosullarda iiretilen antosiyanin ve antioksidanlar ile karsilastirilarak
basta gida endiistrisinde dogal renklendirici olarak kullanilabilecek alternatif bitkisel
kaynaklarin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Hibiscus sabdariffa L. ve Ocimum basilicum L. tiirleri Tiirkiye’de kiiltlirii yapilan
ylksek antioksidan igerigine sahip bitkiler arasinda sayilabilir. Kiiltiirii heniiz yapilmayan
endemik R. carnosula Boiss. & Heldr tiirii ise alternatif bir antosiyaninli bitki potansiyeli
tasimaktadir. Bu 3 tiirden Hibiscus sabdariffa L. (roselle) Malvaceae familyasina ait bir
tiir olup, Afrika kokenli olmasina ragmen tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak
yetistirilen bir bitkidir (Moser vd. 2021). Bu tiiriin ¢i¢ekleri, icerdigi fenolik bilesikler ve
antosiyaninler nedeniyle dikkat ¢cekmektedir (Maciel vd. 2018). H. sabdariffa 6ziitlerinde
bulunan delphinidin-3-sambubioside ve siyanidin-3-sambubioside gibi antosiyanin
bilesenleri; hipertansiyon, inflamasyon, karaciger hastaliklari, diyabet ve metabolik
sendrom gibi saglik sorunlarma karsi ¢esitli farmakolojik etkiler gostermektedir
(Guardiola ve Mach 2014).

H. sabdariffa, tek ya da ¢ok yillik bir bitki olup, 2—2.5 metreye kadar biiyliyebilen
bir form sergilemektedir (Wang vd. 2012). Yapraklari, 3-5 loblu ve 8-15 cm uzunlugunda
olup, gdvdesi kirmizi renklidir (Mohamed vd. 2007). Bitkinin ¢i¢ceklenme doneminde
elde edilen ¢icek kaliksleri; polifenoller, flavonoidler ve organik asitler agisindan zengin
olup, basta bitkisel igecekler, regeller, sekerlemeler ve fermente icecekler olmak iizere
cesitli gida iriinlerin iiretiminde kullanilmaktadir (Da-Costa-Rocha vd. 2014).
Kurutulmus H. sabdariffa cigekleri, yiiksek antioksidan kapasitesi sayesinde gida
endustrisinde dogal renklendirici olarak giderek artan bir oneme sahiptir. Bu nedenle,
calismamizda tercih edilen 3 tiirden biri olan H. sabdariffa tiriiniin in vivo ve in vitro
kosullarda iiretilecek antosiyanin ve antioksidan degerlerinin karsilastirilarak gida, boya
vb. sektorlerde dogal renklendirici kullanimina yonelik olarak in vitro antosiyanin
iretiminin bir alternatif olup olmayacaginin tespit edilmesi amaglanmustir.

Calismamizda tercih edilen 3 bitki tiirlinden ikincisi olan feslegen (Ocimum
basilicum L.), Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasinin tiyesi olup, yaklagik 65 farkl tiirii
iceren bir bitki cinsine aittir (Karaca 2017). Ocimum tiirleri, Tirkiye'de genellikle
feslegen veya reyhan olarak adlandirilmaktadir. Feslegen (O. basilicum), tropikal ve
iliman bolgelerde yayilis gosteren, Hindistan kokenli bir bitkidir. Tirkiye'nin dogal
florasinda yer almamakla birlikte, 6zellikle kuru ve sicak iklim kosullarinda ¢ok
kolaylikla yetistirilmektedir. Tek yillik, otsu bir bitki olan feslegen bitkisi 20-60 cm
uzunluga erisebilir. Yapraklar1 yumusak dokulu, yesilin farkli tonlarinda ve 1-5 cm
uzunlugunda olup c¢igekleri beyaz, pembe veya mor renklerde olabilir. Bu bitkinin mor
renkli yapraklara sahip varyeteleri halk arasinda "reyhan" olarak bilinmektedir (Telci vd.
2015). Feslegen, zengin fenolik bilesik igerigiyle dikkat ¢eken bir bitki olup kafeik asit,
p-kumarik asit, ferulik asit, kafur ve c¢esitli polifenoller i¢cermektedir. Bu bilesenler
sayesinde feslegen, giiclii bir dogal antioksidan olarak degerlendirilmektedir (Baydar
2019). Mor feslegen ise Lamiaceae familyasinda yer alan tiirler arasinda en yliksek
kikorik asit igerigine sahip bitkilerden biridir (Telci vd. 2015).

Mor reyhanin karakteristik mor rengini, yapraklarinda ve ¢igeklerinde yogun olarak
biriken siyanidin, peonidin ve antosiyanin bilesenleri olusturmaktadir. Bu antosiyanin
icerigi, mor reyhanin antioksidan kapasitesini artiran temel faktorlerden biridir.
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Tiirkiye'de 6zellikle Dogu Anadolu Bolgesi'nde yaygin olarak yetistirilmektedir (Telci vd.
2005; Flanigan ve Niemeyer 2014; Szymanowska vd. 2015).

Tibbi ve aromatik bitkiler, geleneksel ve modern tipta hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesinde 6nemli rol oynayan dogal bilesenler icermektedir (Marshall 2011).
Mor reyhan da zengin sekonder metabolit igerigi sayesinde yalnizca farmakoloji alaninda
degil, ayn1 zamanda gida ve kozmetik endiistrisinde de genis bir kullanim alanina sahiptir
(Telci vd. 2006). Mor reyhan genellikle ¢ay veya serbet olarak tiiketilirken, igerdigi
antosiyaninler sayesinde gida sektoriinde dogal koruyucu ve renklendirici olarak da
degerlendirilmektedir. Sentetik koruyuculara kiyasla kalinti birakmamasi ve dogal
olmasi, bu bitkiyi gida giivenligi agisindan 6nemli bir alternatif haline getirmektedir.
Ayrica, tibbi ve aromatik bitkilerde bulunan ucucu yaglarin antimikrobiyal etkisi
sayesinde feslegen, gidalarin raf omriinii uzatmada da etkili olmaktadir (Telci 2005).
Feslegen yapraklari, mutfakta salatalardan soslara, makarnalardan corbalara ve deniz
iiriinlerine kadar genis bir yelpazede lezzet ve aroma verici olarak kullanilmaktadir
(Esetlili vd. 2014).

Mor reyhanin cesitli biyolojik etkileri ilizerine yapilan arastirmalar, bitkinin
fonksiyonel faydalarin1 ortaya koymaktadir. Yapilan ¢alismalar, reyhanin uykusuzluk
sorunlarina iyi geldigini, istah acic1 6zellik gosterdigini, balgam soktiiriicii ve diiiretik
etkiler sundugunu gostermektedir. Ayrica, antiseptik ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip
oldugu ve kadinlarda menstrual dongiiniin diizenlenmesine yardimeci oldugu rapor
edilmistir (Akgiil 1993). Tiirkiye'de 2013 yilinda Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA)
hastaliginin yayilmasi iizerine yapilan bir arastirmada, feslegenin hastaligi tastyan kene
tiiriine kars1 dogal bir koruyucu olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Demirtas vd.
2013).

Mor reyhan, icerdigi ugucu yaglar sayesinde insektisit ve antifungal 6zellikler
gostererek ilag endiistrisinde de Onemli bir tibbi ve aromatik bitki olarak
degerlendirilmektedir. Yiiksek antosiyanin icerigi nedeniyle gida sektdriinde dogal gida
katki maddesi, dogal renklendirici ve koruyucu olarak biiytik bir potansiyel tasimaktadir
(Simon vd. 1999; Adigiizel vd. 2005). Reyhanin fenolik bilesenleri arasinda flavonlar ve
tanenler 6nemli bir yer tutmakta olup, bu bilesenler bitkinin gii¢lii antioksidan etkisini
desteklemektedir. Fenolik bilesikler, oksidasyona duyarli bilesenleri koruyarak
antioksidan ozellik gostermektedir (Celebi 2010). Flanigan ve Niemeyer (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, mor reyhanin yiiksek miktarda rosmarinik asit, sikorik
asit ve kaftarik asit gibi fenolik bilesikleri icerdigi rapor edilmistir. Ozellikle rosmarinik
asidin, mor reyhanda en gii¢lii antioksidan etkiye sahip fenolik bilesik oldugu
belirlenmistir. Bu tiir arastirmalar, feslegen yetistiriciligi ve 1slah1 ¢alismalariin bilimsel
ve ticari agidan giderek daha fazla 6nem kazanmasina neden olmaktadir (Telci 2005).

Feslegen bitkisinden ekstrakte edilen flavonoidler, flavon ve flavonol alt
gruplarinda yer almakta ve genellikle glikozile edilmis tiirevler olarak elde edilmektedir.
Grayer vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, O. basilicum’un yapisinda baskin
bilesenler olarak leteolin, kuersetin, kemferol ve apigenin flavonoidlerinin bulundugu
tespit edilmistir. Bu bilesenler, bitkinin antioksidan kapasitesini artirarak saglik agisindan
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onemli katkilar sunmaktadir. Tiim bu o6zellikler, feslegenin saglik, gida ve kozmetik
sektorlerinde giderek artan bir 6neme sahip olmasina katkida bulunmaktadir.

Calismamizda tercih edilen 3 bitki tiiriinlin sonuncusu ise Tiirkiye'nin Akdeniz
Bolgesi'nde dogal olarak yetisen ve Brassicaceae familyasina ait olan Ricotia carnosula
Boiss. & Heldr., endemik bir bitki tiirtidiir. Nikelce zengin, egimli ve kayalik bolgelerde
yetisen R. carnosula; boyu 20-30 cm arasinda degisen bir bitki olup, ¢igeklenme donemi
ise Mart-Nisan aylarina denk gelir (Ar12010).

R. carnosula Akdeniz Bolgesi'ne 6zgli olup, Tiirkiye florasinda 6zellikle Antalya,
Mugla ve Osmaniye illerinde yayilis gostermektedir (Davis 1965). Ayrica, bu bitkinin
Ozellikle serpantin anakayalar tizerinde ve Pinus brutia (kizilgam) alt1 kayalik alanlarda
yayilhim gosterdigi  bildirilmistir (Oziidogru 2015). Serpantin kayalar, endemizm
acisindan zengin habitatlar olarak bilinir ve diinya genelinde bu tiir kayalar lizerinde
bir¢ok endemik bitki tiirliniin varlig1 tespit edilmistir (Brooks 1987; Kruckeberg 2023).

R. carnosula’da yapilan sekonder metabolit analizlerinde; reductoroz, saponin,
nitrojen bilesenleri, flavonoidler, taninler, lipidler ve siyanojenetik glikozitler gibi
bilesiklerin varhigi tespit edilmistir (Ar1 2010). Ayrica, R. carnosula'min yiksek
antioksidan igerigi ve ndrobiyolojik aktiviteleri iizerine yapilan c¢aligmalar, bu tiiriin
onemli farmakolojik etkilere sahip olabilecegini ortaya koymustur (Orhan vd. 2015;
Orhan vd. 2016).

Bu tez ¢alismasi, bitki biyoteknolojisinin doku kiiltiirii teknikleri alanindaki in vitro
sekonder metabolit liretimi tizerinedir. Calismanin ana materyallerini antosiyanin igeren
¢ bitki tiirii (H. sabdariffa, O. basilicum ve endemik R. carnosula) olusturmaktadir.
Calisma hem in vitro hem de in vivo kosullarda gerceklestirilmistir. /n vitro ¢aligsmalar ii¢
asamali olup, ilk asamada intakt bitki kiiltiirii ile bu bitkilerin irn vitro kosullarda eksplant
kaynagi olarak kullanilacak stok bitki materyalleri, in vitro fideler tohum ¢imlendirme
yoluyla iiretilmistir. Ikinci asamada, iiretilen bu in vitro bitkiciklerin cesitli eksplantlari
kullanilarak kallus denemeleri kurulmustur. Bu denemelerde; besin ortamlari, bitki
gelisim diizenleyicileri (BGD’ler) ve kiiltiir kosullar1 optimize edilerek, hedef metabolit
(antosiyanin) iiretim miktar1 en iist diizeye ¢ikarilmaya calisiimustir. Uciincii asamada ise,
in vitro denemelerden elde edilen bitki materyalleri ile bu arada in vivo kosullarda
yetistirilen bitki Orneklerinin toplam antosiyanin ve antioksidan igerik miktarlari
laboratuvar analizleri ile belirlenmistir. Bu son asamada ayrica hem in vitro hem de in
vivo kosullarda elde edilen metabolit miktarlar birbiri ile kiyaslanmistir. Bu ¢alisma ile
in vitro sekonder metabolit iiretim teknigi kullanilarak farkli bitki tiirlerinden elde
edilebilecek antosiyanin miktarinin arttirilmasi ve gida, boya vb. endiistrilerinin
kullanabilecegi alternatif dogal renklendirici ve antioksidan kaynaklarinin saglanmasi
hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Antosiyaninler dogal renklendirici ve antioksidan 6zellikleriyle endiistriyel ve
tibbi agidan biiyiik onem tasiyan sekonder metabolitlerdir (Khoo vd. 2017). Ancak
geleneksel tarim yontemleriyle metabolit liretiminde; mevsimsel degiskenlik, ¢evresel
bagimlilhik ve verim kisitlamalar1 gibi sorunlarla karsilagsmaktadir.  Bitki
biyoteknolojisinde, o6zellikle in vitro doku kiiltiirii teknikleri, kontrollii kosullarda
sekonder metabolit iiretimini artirarak geleneksel yetistiriciligin sinirlamalarin1 agma
potansiyeli sunmaktadir (Espinosa-Leal vd. 2018). Bu tez calismasinda antosiyanin
iceren, li¢ farkli bitki tlirlinde (H. sabdariffa., O. basilicum ve endemik R. carnosula)
antosiyanin ve antioksidan iiretimi i¢in in vitro sistemlerin kapasitesi arastirilmistir. Ote
yandan bu tiirlerin in vivo kosullarda yetistirilen bitki orneklerinin antosiyanin ve
antioksidan igerikleri belirlenmis ve in vitro kosullara ait verilerle kiyaslanmustir.

Bu arastirma, in vitro ve in vivo kosullarda elde edilen antosiyanin ve antioksidan
profillerini karsilastirarak, endiistriyel dl¢ekli pigment iiretimi i¢in alanindaki bosluklari
doldurmayr amaglamaktadir. Bdylece, miimkiin olmasi halinde laboratuvar tabanli
yenilikler ile tarimsal pratigi birlestirerek, gida, ilag, boya vb. sektorler icin dogal
renklendirici ve antioksidan kaynaklarina yonelik yeni alternatiflerin sunulmasi
hedeflenmistir. Literatiir taramalarina gore bu tiirlerde ve bu konuda daha 6nce yapilan
calismalara agagida yer verilmistir.

2.1. Antosiyaninlerin ve antioksidanlarin in vitro iiretimi

2.1.1. H. sabdariffa tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi icin in vitro
calismalar

Mizukami vd. (1988), farkli bitki hormonlarinin hibiskus (H. sabdariffa) kallus
kiiltiirlerinin biiylimesi ve antosiyanin sentezi iizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alisma
yuriitmistiir. Arastirmalarinda kullanilan bitki materyali, ¢imlenmekte olan hibiskus
tohumlarindan elde edilen kallus dokularindan olusmustur. Bu kalluslar, 1 uM 2,4-D ve
1 uM kinetin ilave edilmis Linsmaier ve Skoog (1965) besin ortaminda kiiltiire alinmistir.
Calismada, 2,4-D, naftalin asetik asit (NAA), indol-3-asetik asit (IAA) ve indol-3-biitirik
asit (IBA) dahil olmak iizere farkli oksinlerin kallus gelisimi ve antosiyanin biyosentezi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Hibiskus kallus dokusundan antosiyanin pigmentlerinin
ekstraksiyonu ve izolasyonu, Harborne (1984) tarafindan tanimlanan yontemler izlenerek
gerceklestirilmistir. Arastirmacilar, pigment analizinde iki boyutlu seliiloz ince tabaka
kromatografisi (TLC) yontemini kullanmiglardir. Pigment I ve Pigment II olarak
adlandirilan iki ana antosiyanin pigmentinin yani sira, iz miktarda baz1 mindr pigmentler
de tanimlanmistir. Pigment I (1 mg) ve Pigment II (12 mg), 1 gram dondurularak
kurutulmus kallus dokusundan izole edilmis ve TLC analizi ile saf olduklar
dogrulanmistir. Sonuglar, 2,4-D’nin hem kallus gelisimini hem de antosiyanin sentezini
anlamli derecede artirdigini ve diger test edilen oksinlere kiyasla antosiyanin tiretiminde
15 ila 30 kat artis sagladigin1 ortaya koymustur. En yiliksek antosiyanin verimi, kiiltiir
ortaminda 1 uM 2,4-D’nin 0.1 veya 1 uM kinetin ile kullanilmasiyla elde edilmistir. Buna
karsilik, giberellik asidin antosiyanin biyosentezi iizerinde baskilayici bir etkisi oldugu
gozlemlenmistir. Bu bulgular, oksinlerin, 6zellikle 2,4-D'nin, hibiskus kallus
kiiltiirlerinde hem hiicre biiylimesi hem de sekonder metabolit birikimini tesvik etmedeki
hayati roliinii vurgulamaktadir.
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Mizukami vd. (1991), hibiskus (H. sabdariffa) kallus kiiltiirlerinde farkli kiiltiir
kosullarinin antosiyanin sentezi ve hiicre biiylimesi iizerindeki etkilerini arastiran bir
calisma yapmustir. Elde ettikleri bulgular, %3 konsantrasyonunda siikrozun hem kallus
hem de siispansiyon Kkiiltiirlerinde biiyiime ve sekonder metabolit sentezi i¢in optimal
oldugunu gdstermistir. Ayrica, azot miktarinin 6nemi arastirilmistir; NH4" ile NOs™
arasindaki 1:4 mol orani, antosiyanin iiretimi i¢in en etkili oran olarak belirlenmistir. En
yiiksek antosiyanin igerigi, 12-30 mM arasindaki azot konsantrasyonlarinda
gozlemlenmis, ancak daha yiiksek azot seviyeleri antosiyanin birikimini azaltmuistir.
Maksimum hiicre biiyiimesi, 80 mM potasyum nitratin tek azot kaynagi olarak
kullanildig1 durumda gergeklesmistir. Bitki doku kiiltiirlerinde antosiyanin {iretimi,
karbon ve azot kaynaklari, fosfat seviyeleri ve makro besin maddelerinin takviyesi gibi
cesitli faktorlerden etkilenmektedir. Fosfat seviyelerinin, antosiyanin ve diger fenolik
bilesiklerin iiretimini azaltan yiiksek fosfat konsantrasyonlar1 ile sekonder
metabolizmanin 6nemli bir diizenleyicisi oldugu bulunmustur. Ayrica, FeSO4, CaCl,,
MgSOs ve mio-inositol gibi makro besin maddeleri kallus gelisimi ve antosiyanin
birikimini etkilemistir. Bunlar arasinda, FeSO4 6zellikle 6nemli olup, hem biiyiime hem
de antosiyanin igerigi 0.05-0.10 mM FeSO4'te zirve yapmistir. Bu bulgular, bitki doku
kiiltiirlerinde sekonder metabolit {iretimini optimize etmek i¢in dogru besin ortami
iceriginin dnemini vurgulamaktadir.

Abeda vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, H. sabdariffa (Roselle) kallus
kiiltiirlerinde kontrollii in vitro kosullar altinda antosiyanin iiretiminin optimize edilmesi
icin yontemler arastirilmis ve ¢esitli BGD’ler ile antosiyanin biyosentezi arasindaki
etkilesim vurgulanmistir. Bitki materyali kaynagi olarak 7 giinliik fide kullanilarak,
kotiledon ve hipokotil eksplantlari, kallus olusumu ve antosiyanin birikimini indiiklemek
icin farkli konsantrasyonlarda oksin (2,4-D) ve sitokininler (BAP veya kinetin) ile takviye
edilmis Murashige ve Skoog (MS 1962) ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kallus gelisimi,
klasik oksin-sitokinin oran1 prensibine uygun olarak gergeklesmis ve 1 mg/L 2,4-D ile 1
mg/L BAP kombinasyonu, 6zellikle kotiledon kaynakli eksplantlarda kallus biiytimesini
maksimize etmek i¢in optimal olarak belirlenmistir. Ancak, kallus biiyiimesi, ii¢lincii alt
kiltiirde zirveye ulasmis ve ardindan 6nemli derecede diisiis goOstermistir, bu da
tekrarlanan alt kiiltiirlerde stirdiiriilebilir biyokiitle {iretiminin simirli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Dikkat c¢ekici bir sekilde, antosiyanin sentezi, kallus biiylimesiyle ters
orantili bir iliski gOstermistir; gelisme hizlar1 azalan kiiltiirler, daha yiiksek pigment
verimi sergilemistir. En yiiksek antosiyanin igerigi (15.23 mg/g), 1 mg/L 2,4-D ve 2 mg/L
kinetin kombinasyonu kullanilarak elde edilmistir, oysa BAP ile 2,4-D kombinasyonu
antosiyanin tiretimini baskilamis, sitokinin tiirlerinin sekonder metabolit biyosentezi
tizerindeki farkli etkilerini vurgulamistir. HPLC analizi, kallusta alt1 antosiyanin tespit
etmistir, bunlar arasinda ana bilesenler olarak siyandinin 3-O-sambubiozid, delphinidin
3-O-sambubiozid ve malvidin 3-O-glukozid yer almakta olup, ara ve kii¢lik bilesikler
olarak delphinidin 3-O-glukozid ve siyandinin 3-O-glukozid bulunmustur. Ilging bir
sekilde, kallusta tespit edilen iki antosiyanin, daha once Roselle petallerinde rapor
edilmemistir ve bu durum in vitro sistemlerin, bitki dokularindan farkli yeni fitokimyasal
profiller olusturma potansiyelini vurgulamaktadir. Bulgular, bitki in vitro sistemlerinin
biyolojik aktif bilesik liretimi icin yapilan arastirmalarla uyumlu olup, antosiyanin
biyosentezinin uygun BGD’lerin diizenlenmesi ve biyokiitle birikimi ile metabolit sentezi
arasindaki dengeyi daha iyi anlamamiza olanak tanimaktadir. Kiiltiir kosullarini optimize
eden ve pigment iiretimini destekleyen hormon kombinasyonlarini belirleyen Abeda vd.
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(2014), H. sabdariffa'nin farmakolojik ve nutrasotik degerini iyilestirmek igin
biyoteknolojik yontemlerin uygulanabilirligini ortaya koymustur. Bu ¢alismalar, kallus
kaynakl1 antosiyaninlerin antioksidan {istlinliigiinii vurgulamis ve bitki doku kiiltiiriiniin
biyolojik aktif bilesiklerin hem miktarin1 hem de ¢esitliligini artirma potansiyelini géz
Online sermistir. Bu durum, H. sabdariffanin dogal antioksidan {iretimi i¢in sanayi
uygulamalar1 agisindan umut verici bir aday oldugunu ortaya koymustur.

Kouakou vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, H. sabdariffa'nin kaliks ve
kallus dokularindaki antosiyaninlerin tanimlanmasi ve karsilastirmali antioksidan analizi
incelenmis, bitkinin dogal bir antioksidan kaynagi olarak potansiyeli vurgulanmistir.
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), metanol, trifluoroasetik asit ve siyandinin,
delphinidin gibi antosiyanin standartlar1 da dahil olmak {izere analiz derecesinde
kimyasallar kullanilarak, kurutulmus kalikslerden ve antosiyanin agisindan zengin kallus
hatlarindan yapilan ekstraktlar {izerinde HPLC analizleri gerceklestirilmistir. Agilent
marka HPLC sistemi, ters faz C18 kolonuyla her iki bitki materyalinde de belirgin
antosiyanin profilleri ortaya koymustur. Kallus ekstraktlarinda, baslica bilesenler olarak
styandinin-3-O-sambubiozid ve delphinidin 3-O-glukozid basta olmak {lizere alt1
antosiyanin bulunurken, kaliks ekstraktlarinda, agirlikli olarak delphinidin 3-O-
sambubiozid ve siyandinin-3-O-sambubiozid olmak iizere dort antosiyanin tespit
edilmistir. Dikkat ¢ekici olarak, DPPH testleriyle degerlendirilen antioksidan aktivite,
kallus kaynakli antosiyaninlerde, kaliksten elde edilenlere kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek bulunmustur. Bu bulgu, in vitro kiiltiir tekniklerinin antosiyanin ¢esitliligini ve
verimini artirmadaki etkinligini vurgulayarak, H. sabdariffa'min diyet ve farmasdétik
degerini iyilestirmeye yardime1 olabilecegini gostermektedir. Calisma, bitkinin gii¢lii bir
dogal antioksidan kaynagi oldugunu ve biyoteknolojik yontemlerin biyolojik aktif bilesik
tiretimini artirmadaki roliinii vurgulayarak, nutrasutik ve terapotik uygulamalar i¢in umut
verici alanlar sundugunu belirtmektedir. Bu sonuglar, bitki in vitro sistemlerini yiiksek
degerli fitokimyasallarin siirdiiriilebilir tiretimi i¢in kullanma ydniindeki ¢abalarla
uyumludur ve H. sabdariffa'nin antioksidan arastirmalarindaki 6nemini pekistirmektedir.

Medina vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alisma, H. sabdariffa kallus kiiltiirlerinde
antosiyanin Uretiminin arastirilmasini daha da genisleterek, elisitasyon yontemlerini
optimize edilmesine ve pigment biyosentezinin gegici dogasinin anlasilmasina
odaklanmistir. Abeda vd. (2014) ve Kouakou vd. (2015) tarafindan yapilan onceki
calismalara dayanan bu arastirma, in vitro sistemlerinin antosiyanin gesitliligini ve
verimini artirma potansiyelini ortaya koymustur. Medina vd. (2019), biyotik elisitorlerin
ve hormon kombinasyonlarmin kallus indiiksiyonu ve antosiyanin dinamiklerindeki
rollinii incelemistir. Tayland ekotipine ait aseptik fide kullanilarak kallus kiiltiirleri,
degisik konsantrasyonlarda 2,4-D ve kinetin ile desteklenmis MS ortaminda
baglatilmistir. Test edilen hormon kombinasyonlar1 arasinda, 1 ppm 2,4-D ve 2 ppm
kinetin (T3) igeren uygulama, kallus indiiksiyonunda etkili olmus ve antosiyanin {iretimi
inokiilasyondan iki hafta sonra gecici olarak gozlemlenmistir. Calismanin yenilik¢i bir
yonii, antosiyanin sentezini uyarmak i¢in biyotik bir elisitdor olarak maya ekstresi
kullanilmasidir. 4 g/ (Y2) maya ekstresi, kallus biiylime oranlarini 10 kat artirmasina
ragmen, elisitor konsantrasyonlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. Bu durum, maya ekstresinin biiylime artirict roliiniin dogrudan
antosiyanin stabilitesiyle iliskilendirilemeyecegini gdstermistir. Ilging bir sekilde,
antosiyanin liretimi yalnizca kalluslar, maya ekstresinin biiylime ortamina geri transfer
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edildikten sonra gézlemlenmistir. Bu da pigment sentezinin elisitdr maruziyeti altinda
kararsiz oldugunu vurgulamaktadir. Ince tabaka kromatografisi (TLC) analizi, sari
pigmentli kalluslarda klorojenik asitlerin varligin1 ortaya koyarak, bu bilesiklerin
antosiyanin biyosentez yolunda potansiyel Onciiller olabilecegini one siirmektedir.
Ancak, antosiyanin birikiminin gecici dogas1 belirli alt kiiltiir fazlartyla sinirl in vitro
sistemlerde pigment iiretiminin stirdiiriilebilirligine dair zorluklar1 vurgulamaktadir. Bu
kararsizliga ragmen, ¢alisma, Roselle kallusunun antosiyanin sentezi i¢in biyokimyasal
yeterliligini dogrulamis ve kallus biliytimesi ile ikincil metabolit tiretimi arasinda ters
iligki bildiren 6nceki bulgularla uyumlu olmustur. Ayrica, biyotik elisitér uygulamasinin
bitki doku kiiltiirtindeki etkisinin anlasilmasina katki saglamistir. Maya ekstresi gibi
biyotik elisitorlerin biyokiitleyi artirabilecegini, ancak ikincil metabolit yollar1 izerindeki
etkilerinin dogru zamanlama ve kiltlir ayarlamalar1 gerektirebilecegini gostermistir.
Klorojenik asitlerin ara bilesikler olarak tanimlanmasi, H. sabdariffa'daki antosiyanin
biyosentezinin metabolik ¢ercevesini daha da zenginlestirerek, hedeflenmis metabolik
miithendislik i¢in yollar 6nermistir. Bu ¢alisma, in vitro sistemlerin fitokimyasal profilleri
maniplile etme potansiyelini vurgulayan 6nceki ¢aligmalarla uyumlu olup, antosiyanin
verimlerini stabilize etmek icin gelistirilmis protokoller gerekliligini vurgulamaktadir.
Sonug olarak bu bulgular, BGD oranlari, elisitor uygulamalari ve alt kiiltlirlerin dengeye
konulmasinin bitki doku kiiltiirlerinde biyolojik aktif bilesik iiretimini optimize etmedeki
karmagikligin1 ortaya koymakta ve H. sabdariffa'yt dogal iirlin arastirmalarinda
biyoteknolojik kesifler icin 6nemli bir model olarak sunmaktadir.

Jirakiattiku vd. (2021) tarafindan yapilan calismada H. sabdariffa kallus
kiiltiirlerinde elisitor uygulamalarindan biri olan, jasmonik asidin (JA) iki farkli roselle
tiirtiintiin [HS003 (turuncu-kirmizi kaliks) ve HS005 (koyu-kirmizi kaliksli)] antosiyanin,
fenolik ve flavonoid iiretimini artirmadaki roliinii arastirilmistir. Hormonal ve biyotik
elisitorler, 6rnegin maya ekstresi kullanan dnceki aragtirmalara (Abeda vd. 2014; Medina
vd. 2019) dayanan bu ¢aligma, bitki stres yanitlarinda iyi bilinen bir sinyal molekiilii olan
JA'nin biyolojik aktif bilesik sentezini ve antioksidan aktiviteyi sistematik olarak
artirmadaki etkinligini gostermistir. Her iki genotipin kallus kiiltiirleri, MS ortaminda 2,4-
D ve 6-benziladenin ile desteklenmis, JA 50 uM HSO003 i¢in ve 100 uM HSO005 i¢in 7—
28 giin arasinda farkli siirelerle uygulanmistir. Sonuglar, tiirlere 6zgii ve zamana bagh
tepkileri ortaya koymustur: HS003, en yiiksek antosiyanin birikimini (1.48 mg cyd-3-glu
L™, 3.7 kat artig) 21. giinde sergilerken, fenolikler ve flavonoidler daha erken, 14. giinde
zirveye ulasmistir (114.7 mg GAE g ve 106.1 mg CE g!, sirastyla 6.9 ve 18.6 kat artig).
Buna karsilik HS005, optimal antosiyanin (0.86 mg cyd-3-glu L™, 6.6 kat artis), fenolik
(48.01 mg GAE g) ve flavonoid (21.41 mg CE g) verimleri elde etmek i¢cin 100 pM
JA'ya 28 gilin sliresince uzun siire maruz kalmayr gerektirmistir. Bu da
pigmentasyonlariyla iliskili tiirler arasindaki i¢sel metabolik farklar1 vurgulamaktadir.
DPPH testiyle degerlendirilen antioksidan aktivite, tiim JA tedavilerinde siirekli olarak
iyilesmis ve bu iyilesme artan fitokimyasal seviyelerle korelasyon gostermistir. Ozellikle
koyu kirmiz1 HS005 kallusu, biyolojik aktif bilesik birikiminde HS003'li geride birakmis
ve Kouakou vd. (2015) tarafindan yapilan gozlemlerle uyumlu olarak, Hibiskus
dokularindaki daha koyu pigmentasyonun daha yliksek antosiyanin igerigi ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur. Bu calisma, elisitor konsantrasyonu ve maruz kalma
stiresinin tiirlere 6zgii 6zelliklere gore uyarlanmasinin 6nemini vurgulayarak, Medina vd.
(2019) tarafindan maya ekstresi ile gdzlemlenen gegici antosiyanin liretimi gibi onceki
caligmalarda belirtilen zorluklara ¢6ziim getirmistir. JA'y1 stabil ve 6nemli fitokimyasal
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iyilestirme icin giiglii bir elisitor olarak belirleyen Jirakiattiku vd. (2021), ikincil
metabolizma lizerindeki hormonal ve zamansal diizenlemeye dair 6nemli bilgiler sunmus
ve in vitro sistemlerin optimize edilmesi i¢in 6lgeklenebilir bir ¢cergeve saglamistir.

H. sabdariffa’da elde edilen bu bulgular, biyoteknolojik uygulamalarda elisitor
yontemlerinin potansiyelini pekistirerek, metabolik miithendislik ile dogal antioksidanlara
yonelik endiistriyel talepler arasindaki boslugu doldurmakta ve bitki doku kiiltiiriinde
irtin/bitki verimlerinin en st diizeye ¢ikarilmasi i¢in genotipe 6zgii protokollerin
gerekliligini vurgulamaktadir.

2.1.2. O. basilicum tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi icin in vitro
calismalar

Mosadegh vd. (2018), farkli cografi kdkenlere sahip feslegen ekotipleri arasinda
fizyolojik ve metabolik farkliliklara odaklanarak feslegenin (O. basilicum.) in vitro
kosullardan yiiksek UV-B 1sinimina karsi tepkilerini incelemislerdir. Calismada sterilize
edilen tohumlar, %3 sukroz ve %1.2 Agar igeren, pH’1 5.7 ye ayarlanmis MS ortaminda
¢cimlendirilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesini senkronize etmek amaciyla, 48 saat boyunca
4°C'de soguk uygulamasina tabi tutulmuslardir. Daha sonra, tohumlar 16 saatlik
fotoperiyot ve 22 °C sicaklikta, 100 pmol m™ s™! 151k yogunlugundaki biiyiime odasina
aktarilmistir. Bes giinliik fideler, koklerin in vifro ortama maruz kalirken hava ile temas
eden siirgiinlerin UV-B 1sinimina dogrudan maruz kalmasmi saglayan 6zel olarak
gelistirilmis bir “in  vitro-vivo sistemine” aktarilmistir. Bu sistemde, biiyiime
diizenleyicisi ve sukroz i¢cermeyen agarli MS ortami ile doldurulmus, modifiye edilmis
Falcon™ tiipleri kullanilmistir. Her tiipiin silindirik yiizeyine agilan iki delik araciligiyla
iki fide yerlestirilmis, fidelerin saplar1 steril plastik hamurla kapatilmis ve tiipler yatay
sekilde yerlestirilmistir. Fideler, sabit 22 °C sicaklikta ve 100 pmol m™ s 151k
yogunlugunda 2 hafta boyunca biiyiitiilmiistiir. Bu deneyle, yiiksek UV-B 1ginim1 altinda
klorofil a floresan parametrelerindeki degisimler ve yapraktaki rozmarinik asit (RA)
icerigi degerlendirilerek feslegen bitkilerinin koruyucu tepkileri arastirilmistir. Sonuglar,
dokuz farkli ekotip arasinda UV-B toleransi ag¢isindan 6nemli farkliliklar oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle OCI160, OCI142, OCI148, OCI30 ve OCI102 ekotiplerinde UV-B
uygulamasi sonrasi RA birikiminde anlamli artis gézlenmistir. OCI160 ekotipi, en yiiksek
RA konsantrasyonuna sahip olmus ve 48 saatlik UV-B uygulamasi sonrasinda 0.70
degeriyle en yiiksek Fv/Fm oranini koruyarak, diger ekotiplere kiyasla daha yiiksek
fotosentetik performans ve yaprak fonksiyonunun daha hizli toparlanma yetenegi
sergilemistir. Bu bulgular, RA'nin UV emici bir bilesik olarak, yiiksek UV stresine karsi
bitkilerde fotoinhibitdr ve fotooksidatif zararin azaltilmasinda etkili bir mekanizma
oldugunu ve feslegende UV-B'ye adaptif yanitlarin ekotipler arasinda c¢esitlilik
gosterdigini ortaya koymustur.

Nazir vd. (2020 a), O. basilicum kallus kiiltiirlerinde melatonin ve UV-C
1s1nlamasinin fenilpropanoid metabolit profili ve antioksidan aktivite lizerindeki etkilerini
abiyotik elisitorler olarak arastirmistir. Calismada, UV-C ve melatoninin bireysel
uygulamalarinin genellikle kombinasyonlarina gore daha etkili oldugu belirlenmistir.
Ozellikle, 10 dakikalik UV-C uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla 2.3 kat artisla
rosmarinik asit icerigini (134.5 mg/g K.A.) 6nemli 6l¢iide artirmistir. 50 dakikalik UV-C
uygulamasi ise chichoric asit ve siyanidin ile peonidin gibi antosiyaninlerin seviyelerini
sirastyla 4.1 ve 2.7 kat artirmistir. Benzer sekilde, 1 mg/L melatonin uygulamasi
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rosmarinik asit liretimini en Ust diizeye ¢ikarirken, daha yiiksek konsantrasyonlar (2
mg/L) chichoric asit ve antosiyaninlerin birikimini artirmistir. {lging bir sekilde, 4 mg/L
melatonin ile 20 dakikalik UV-C kombinasyonu, 6zellikle kafeik asit tiretiminde etkili
olmustur. Antioksidan aktivite; DPPH, ABTS ve FRAP analizleri ile degerlendirilmis ve
en yiiksek in vitro antioksidan aktivite UV-C (50 dk) uygulanan kiiltiirlerde, 6zellikle
ABTS analizinde gézlemlenmistir. Bu durum, feslegen kallus ekstraktlarindan elde edilen
antioksidanlarin hidrojen atomu transferi (HAT) mekanizmasiyla etkili oldugunu
gostermektedir. Maya hiicreleri kullanilarak yapilan hiicresel antioksidan analizleri, bu
antioksidan etkinin biyolojik gegerliligini de dogrulamistir. Bu ¢alisma, in vitro kiiltiir
kosullarinin sekonder metabolit iiretimini, Ozellikle antosiyaninler ve ilgili fenolik
bilesiklerin artirilmasinda sahip oldugu potansiyeli vurgulamakta olup, doku kiiltiirii
teknikleriyle antosiyanin verimini optimize etmeyi amaglamaktadir.

Nazir vd. (2020 b) tarafindan yiiriitiilen baska bir calismada, O. basilicum (mor
feslegen) bitkisinin in vifro kosullarda fenilpropanoid bilesik iiretimi ve antioksidan
aktivitesi iizerine farkli 1s1k kalitelerinin etkisi aragtirilmistir. Deneysel c¢aligmada
tohumlar %0.1 civa kloriir ve %70 etanol kullanilarak ylizey sterilizasyonuna tabi
tutulmus ve pH’1 5.6-5.7’ye ayarlanmis, %3 siikroz ve %0.8 agar igeren MS ortaminda
cimlendirilmistir. 28 giinliik in vitro fide yapraklarindan (0.5 cm?) alinan eksplantlarla
kallus kiiltiirleri olusturulmus ve MS ortamima 2.5 mg/lL. NAA ilavesiyle kallus
indiiksiyonu saglanmistir. Bu hormon konsantrasyonu, kallus gelisimi i¢in en uygun
konsantrasyon orani olarak belirlenmistir. Kallus kiiltiirleri kurulduktan sonra, beyaz 151k,
karanlik, kirmizi, yesil, mavi ve sar1 151k gibi farkli monokromatik 151k kosullarina 24 saat
boyunca maruz birakilmistir. 16 saat 151k / 8 saat karanlik dongiisii (fotoperiyot) kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir. Isik siddeti 40—50 pmol m™2 s™! diizeyinde tutulmus ve
kiiltiirler 49 giin boyunca izlenmistir; her 7 giinde bir 6rnekleme yapilmistir. Mavi 151k
uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla en yiiksek biyokiitle birikimi, toplam fenolik madde
icerigi (TPC), toplam flavonoid igerigi (TFC) ve antioksidan aktiviteleri (DPPH, FRAP
ve ABTS testleri ile) saglamistir. Ayrica, mavi 151k siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesini artirirken, kirmizi 151k peroksidaz (POD) aktivitesini en fazla tesvik etmistir.
Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) analizleri, karanlikta yetistirilen kallus
kiiltiirlerinde rosmarinik asit (87.62 mg/g kuru agirlik), siyanidin (0.15 mg/g kuru agirlik)
ve peonidin (0.13 mg/g kuru agirlik) igeriklerinin sirastyla kontrol grubuna gore yaklasik
1.55, 1.25 ve 1.18 kat daha fazla oldugunu gostermistir. Buna karsilik, kirmizi 151k en
yiiksek miktarda kikorik asit (14.65 mg/g kuru agirlik) tiretimini saglamistir. Caligmada
ayrica fenolik ve flavonoid bilesik birikimi ile antioksidan aktiviteler arasinda pozitif bir
iliski oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, 11k kalitesinin mor feslegen bitkisinin in vitro
kiiltiirlerinde tibbi acidan degerli fenilpropanoid metabolitlerin biyosentezini ve
antioksidan potansiyelini 6nemli 6l¢iide etkiledigini gostermektedir.

Nazir vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Thai feslegeni yapraklarindan
ylksek verimli biyokiitle ve antioksidan agisindan zengin kallus kiiltiirlerinin salisilik asit
(SA) ve ¢esitli 151k rejimleri kullanilarak {iretilmesi icin etkili bir protokol gelistirilmesi
amaclanmustir. Salisilik asit, bitkilerdeki bir¢ok metabolik siireci etkileyerek sekonder
metabolitlerin biosentezini etkileyen 6nemli bir bilesiktir. Calisma, SA'nin farkh
konsantrasyonlarinin ii¢ farkli 1s1k rejimi altinda kallus kiiltlirlerine uygulanarak sekonder
metabolit iiretimi lizerindeki etkilerini ortaya koymustur. Sonuglar, orta dereceli SA
konsantrasyonu (10 pM) ile siirekli 151k uygulamasinin, total fenolik icerik (18.7 £ 1.13
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mg/g DW), flavonoid igerik (7.2 = 0.21 mg/g DW), eugenol (0.56 = 0.015 mg/g DW),
rosmarinik asit (54.35 = 1.85 mg/g DW), kikorik asit (64.46 = 6.71 mg/g DW), siyanoidin
(0.42 £ 0.021 mg/g DW) ve peonidin (0.32 £+ 0.002 mg/g DW) iiretimini énemli 6lgiide
artirdigin1 gostermistir. Fotoperiyod ve karanlik rejimleri ise metabolit {iretimi agisindan
siirekli 151k uygulamasina gore daha diisik seviyelerde sonug¢ vermistir. Ayrica,
fotoperiyod uygulamasi ile 25 pM SA, en yiiksek biyokiitle birikimini iiretmis ve taze
agirhik (FW) 226.6 = 3.91 g/L ile kuru agirlhik (DW) ise 16.44 + 0.59 g/L olarak
Olclilmiistiir. Ayn1 zamanda kafeik asit {retimi (0.54 £+ 0.025 mg/g DW) de
gozlemlenmistir. /n vitro antioksidan testleri, DPPH ve ABTS ile yapilan analizler ve
hiicresel antioksidan kapasite, siirekli 151k tedavisi ve 10 uM SA uygulanan kallus
kiiltiirlerinde daha yiliksek bulunmustur. Ayrica, kallus Oziitleri insan eritrositleri ile
biyouyumluluk gostermistir, bu da onlarin toksik olmayan dogasim1 ve alfa-amilaz
inhibisyonuna kars1 orta diizeydeki potansiyellerini gostermektedir, bu da glukoz
seviyelerinin diizenlenmesine yardimci olabilir. Ticari feslegen yapraklar1 ile
karsilastirildiginda, kallus oziitleri, kikorik asit ve rosmarinik asit liretiminde onemli
Olciide daha yiiksek degerler ve daha yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Bu
biyolojik sistem, siirekli biyokiitle liretme kapasitesine sahip olup, terapotik amaglarla
degerli biyolojik bilesiklerin tiretimi igin yiiksek potansiyel tasimaktadir. Bu ¢aligsma, SA
ve 1s1k gibi elisitorler kullanarak bitki kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretiminin
optimize edilebilecegini vurgulayarak, siirdiiriilebilir bir alternatif olarak terapotik
amaglar icin kullanilabilir biyolojik bilesiklerin tiretimini ortaya koymaktadir.

Zaman vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, O. basilicum (mor feslegen)
kallus kiiltiirlerinde maya ekstresinin fenilpropanoid metabolitlerinin {iretimi tizerindeki
etkileri ve bunlarin potansiyel antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Calisma, farmasotik
acidan Onemli metabolitlerin, 6zellikle fenolik asitler ve antosiyaninlerin iiretimini
artirmay1 amaglamaktadir, ¢linkii bu bilesikler saglik agisindan degerli faydalara sahiptir.
Tohumlar, %70 etanol ve %0.1 civa kloriir ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus ve
ardindan 3% sukroz ve %0.8 agar ile beslenen MS ortamina ekilmistir. /n vitro ortamda
yetistirilen bitkilerden alinan yaprak kesitleri, 2.5 mg/L NAA (1-naftalenasetik asit)
iceren MS ortaminda kallus kiiltiirleri olusturmak amaciyla kiiltiirlenmistir. Maya ekstresi
hazirlamak i¢in Saccharomyces cerevisiae su iginde ¢ozlilmiis, etanol ile islenmis ve
4°C'de dort giin inkiibe edilmistir. Ekstrakt siizlilmiis ve ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 10,
25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L) MS ortamina eklenmistir. 28 giin sonra, kalluslar hasat
edilmis ve kurutulmus, taze ve kuru agirliklar kaydedilmistir. Toplam fenolik igerik
(TPC) ve toplam flavonoid igerik, belirli protokoller izlenerek degerlendirilmis ve
fitokimyasal bilesenlerin analizi i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilmistir. Sonuglar, 6zellikle 100 mg/L konsantrasyonundaki maya ekstresinin
biyokiitle birikimini 6nemli 6l¢iide artirdigini géstermistir; taze ve kuru agirliklar kontrol
grubuna gore yaklasik 1,5 kat artmistir. Artan biyokiitle ile, bu maya ekstresi
konsantrasyonu, toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinde de 6nemli bir artisa yol
acmustir. Antioksidan aktiviteleri, ABTS, FRAP ve DPPH testleriyle Ol¢iildiigiinde de
onemli Ol¢iide iyilesme gozlemlenmistir. HPLC analizi, maya ekstresiyle islenen
kiiltiirlerde rosmarinik asit, kikorik asit, peonidin ve siyanidin seviyelerinin kontrol
grubuna gore neredeyse 1.9 kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, eugenol
ve chavicol gibi ucucu yaglarin konsantrasyonlar1 da artmis; eugenol, 1.8 kat, chavicol
ise 2.4 kat artmistir. Bunun yani sira, antioksidan aktiviteleri ile toplam fenolik ve
flavonoid igeriklerinde pozitif bir korelasyon gozlemlenmistir. Bu bulgular, maya
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ekstresinin, O. basilicum kallus kiiltiirlerinde farmasotik agidan 6nemli metabolitlerin
biyosentezini tesvik eden verimli bir elisitor olarak islev gordiigiinii gostermektedir.
Calisma, maya ekstresinin, O. basilicum'daki degerli metabolitlerin iiretiminin
artirilmasinda etkili bir strateji sundugunu ve bunun terapotik ve ticari uygulamalar i¢in
onemli bir yontem olabilecegini ortaya koymustur.

2.1.3. R. carnosula tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi icin in vitro
calismalar

Literatiirdeki bilgilere gore, Ricotia tiirlerinde antosiyanin ve antioksidanlarin
hem in vitro hem de in vivo liretimine odaklanan ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Mevcut
literatiir kapsamli bir sekilde taranmasina ragmen, bu konuyu kismen ele alan yalnizca
birkag yayina ulasilabilmistir. Bu az sayidaki ¢alisma, bazi fikirler sunmus ve bu boliimde
sunulan literatiir derlemesi verilerini olusturmustur. Bu nedenle, 6zellikle in vitro kiiltiir
kosullart altinda Ricotia tiirlerinde antosiyanin ve antioksidan bilesiklerin biyosentezi ve
birikimine yonelik kapsamli ve hedefe yonelik bir aragtirmanin eksik oldugu acikga
sOylenilebilir.

Literatiirde rastlanan R. carnosula’daki tek ama son derece kapsamli in vitro
calisma Demir (2020)’e aittir. Bu calismada, farkli rejenerasyon ortamlarinin farkli
eksplantlar lizerindeki etkileri arastirilmis ve hem silirgiin hem de somatik embriyo
olusumlar1 gozlemlenmistir. Ozellikle, kalluslarda ve rejenerantlarda yogun antosiyanin
birikimleri tespit edilmistir. Dogal R. carnosula formlarinda da zaman zaman goriilebilen
bu pigmentasyon 6zelligi, tiim in vivo ve in vitro ¢imlenme ¢alismalarinda kotiledonlarin
alt yiizeylerinde tutarli sekilde gozlemlenmis ve bu durum, tiirde erken somatik
embriyogenesis teshisi i¢cin morfolojik bir belirteg potansiyelini ortaya koymustur.
Calismada yapilan varyans analizleri, eksplantlar ve ortamlar arasinda rejenerasyon
kapasiteleri bakimindan anlamli farkliliklar oldugunu gostermistir. Hipokotil eksplantlari
daha yiiksek bir rejenerasyon orani gostermistir (%27.14) ve bu oran kotiledon
eksplantlarina (%16.69) kiyasla belirgin sekilde fazladir olup, ayrica kullanilan ortamin
da 6nemli bir etkisi olmustur. Test edilen ortam arasinda, 0.5 mg/L. NAA ve 0.5 mg/L
TDZ igeren 47 numarali ortam, 6zellikle kotiledon eksplantlarinda (%81.25) en basarili
rejenerasyonu saglamis; en yiiksek genel rejenerasyon orani ise (%93.75), 1 mg/L TDZ
iceren 50 numarali ortamda kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda elde edilmistir.
Antosiyanin liretimi de eksplant tipi ve ortam bilesimi tarafindan anlamli sekilde
etkilenmistir. Hipokotil kaynakli rejenerantlar, kotiledon kaynakli olanlara kiyasla ii¢ kat
daha fazla antosiyanin tiretmis ve 1 mg/L Zeatin i¢eren 71 numarali ortam, rejenerantlarda
en yliksek antosiyanin olusumuna yol agmustir. Hipokotil kaynakli rejenerantlardaki
maksimum antosiyanin i¢erigi, 31 numarali ortamda (2 mg/L BA + 0.5 mg/L [AA) elde
edilmistir. Kallus pigmentasyonu acisindan, kotiledon eksplantlart (%22.09)
hipokotillere (%18.07) gore daha duyarli olmus ve ortam bilesimi yine anlamli etki
gostermistir. Kalluslarda maksimum antosiyanin olusumu (%100), hem kotiledon hem de
belirli hipokotil kosullarinda, 2 mg/L NAA + 2 mg/LL TDZ iceren 69 numarali ortam
kullanilarak elde edilmistir. Eksplant tipi ile kiiltiir ortami arasindaki etkilesim
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismada ayrica BA’nin 6zellikle oksin
varliginda antosiyanin liretimini giiclii sekilde uyardigi gozlenmis, BA ve NAA iceren
ortamlarin kalluslarda ytiksek antosiyanin birikimine yol actig1 belirtilmistir.

Gorildiigii gibi R.carnasula’dan yapilan in vitro calisma cok kisithdir. Bu
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alandaki veri eksikligi, literatiirde 6nemli bir boslugu ortaya koymakta ve yirtitiilen
caligmanin 6zglnliiglinii ve dnemini vurgulamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alisma yalnizca
R.canasula tiriinde sekonder metabolit {iretimi ¢alismalarma katki saglamayi
amaclamakla kalmayip, ayn1 zamanda Ricotia cinsinde yapilabilecek antosiyanin ve
antioksidan biyosentezi arastirmalarina temel olusturmay1 da hedeflemektedir.

2.2. Antosiyaninlerin ve antioksidanlarin in vivo iiretimi

Bitkilerde antosiyaninler ve diger antioksidanlarin in vivo iretimi, genetik,
gelisimsel ve cevresel sinyallerin karmasik bir ag1 tarafindan siki bir gsekilde
diizenlenmektedir (Petroni ve Tonelli 2011). Bitkilerde antosiyanin biyosentezi esas
olarak sitoplazmada gergeklesir ve ardindan depolanmak tizere vakuole taginir (Zhao vd.
2015). Bu biyosentetik yolak, 6zellikle chalcone synthase (CHS), chalcone isomerase
(CHI), dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ve anthocyanidin synthase (ANS) gibi
enzimleri kodlayan yapisal ve diizenleyici genler tarafindan kontrol edilir (Koes vd.
2005). Bu genlerin ifadesi, MYB-bHLH-WD40 (MBW) kompleksi olarak bilinen
korunakli bir transkripsiyon faktorleri grubu tarafindan diizenlenir. Genotip farkliliklar
veya gevresel etkiler nedeniyle bu transkripsiyon faktorlerinin etkinliginde meydana
gelen degisiklikler, bitkideki antosiyanin diizeylerini 6nemli 6l¢iide etkileyebilir (Allan
vd. 2008). Isik siddeti, sicaklik, besin mevcudiyeti ve stres kosullar1 gibi gevresel
faktorler, antosiyaninler ve antioksidanlarin in vivo birikimini giiglii bir sekilde etkiler.
Ornegin, yiiksek 151tk maruziyeti ve diisiik sicakliklar, iiziim, elma ve mor misir gibi birgok
bitki tlirlinde antosiyanin iiretimini artiran iyi belgelenmis etmenlerdir (Chalker-Scott,
1999; Jaakola 2013). Benzer sekilde, yaralanma, patojen enfeksiyonu veya kuraklik gibi
biyotik ve abiyotik stres faktorleri de antioksidanla iliskili yolaklar1 olumlu ydnde
diizenleyerek antosiyaninler ve diger fenolik bilesiklerin sentezinin artmasina neden
olabilir (Nakabayashi vd. 2014). Antosiyaninlerin yani sira, bitkiler askorbik asit (C
vitamini), glutatyon, karotenoidler ve flavonoller gibi ¢ok ¢esitli enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar iiretirler. Bu bilesikler birlikte bitkinin redoks homeostaz1 ve
savunma mekanizmalarma katki saglar (Mittler 2002). Ozellikle antosiyaninler ve diger
flavonoidler, metal iyonlarin1 selatlayabilir ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
temizleyerek hiicresel hasar1 onleyebilir (Agati vd. 2012). Antosiyaninlerin besinsel ve
farmakolojik faydalari, onlarin in vivo {iretiminin artiritlmasina yonelik 1slah, genetik
miihendislik ve tarimsal uygulamalarla ilgili aragtirma ilgisinin artmasma neden
olmustur. Geleneksel 1slah yontemleri, dogal olarak daha yiiksek pigment icerigine sahip
cesitlerin  se¢ilmesinde kullanilirken, modern biyoteknolojik stratejiler, temel
biyosentetik genlerin asir1 ifade edilmesini veya olumsuz diizenleyicilerin baskilanmasini
hedefler. Ornegin, misir ve diger bazi bitkilerde Lc geninin (bir MYC transkripsiyon
faktorli) asir1 ifade edilmesi, vejetatif ve generatif dokularda antosiyanin birikiminin
artmasina yol agmistir (Borevitz vd. 2000).

2.2.1. H. sabdariffa tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi i¢in in vivo
calismalar

Tsai vd. (2002), H. Sabdariffa tiriine ait F141 cesidinin ta¢ yapraklarinda
antioksidan aktivite ile antosiyanin igerigi arasindaki iliskiyi arastirmak amaciyla bir
caligma ylriitmiistlir. Ta¢ yapraklar Tayvan'in Taitung bdlgesinden toplanmis, 50 °C'de
36 saat boyunca kurutulmus ve ardindan 25 °C'de ekstraksiyona kadar saklanmistir. Sulu
ekstrakt, 3 gram kurutulmus ta¢ yapraginin 300 mililitre suda 3 dakika kaynatilmasiyla

13



KAYNAK TARAMASI G. TAVALI

hazirlanmistir. Ekstrakt daha sonra Biichner hunisi ile hizlica siiziilmiis, buz iizerinde
sogutulmus ve analiz Oncesinde 4 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada, roselle
ekstraktinin antioksidan kapasitesini degerlendirmek amaciyla ferrik indirgeme giicii
(FRAP), oksijen radikali absorpsiyon kapasitesi (ORAC) ve toplam antioksidan durumu
(TAS) gibi ¢esitli antioksidan analizleri kullanilmistir. Antosiyanin igerigi (520 nm'de
absorbans ile Olcililmiis) ile antioksidan kapasite arasinda pozitif bir iliski
gozlemlenmistir. Ozellikle FRAP analizi ile antosiyanin konsantrasyonu arasinda giiclii
bir dogrusal iligki tespit edilmis ve bu durum antosiyaninlerin ekstraktin antioksidan
ozelliklerine onemli Ol¢lide katki sagladigini gostermistir. FRAP ile ORAC ve TAS
analizleri arasinda yapilan karsilastirmalar da dogrusal iligkiler gdstermistir, bu da
antosiyaninlerin merkezi roliinii pekistirilmistir. Ekstraktin Amberlite XAD-2 reginesi ve
ylksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile daha ileri saflastirilmasi sonucunda,
bireysel bilesiklerin antioksidan kapasiteye katkilar1 belirlenmistir. Antosiyaninlerin
toplam antioksidan kapasitenin yaklasik %51°1ini, kahverengi bir pigmentin ise yaklasik
%24’ Unili olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica, farkli isleme sicakliklar1 ve depolama
siirelerinin ekstrakt bilesimi tizerindeki etkileri de incelenmistir. Bu kosullar altinda
antosiyanin seviyeleri azalmasina ragmen, diger fenolik bilesiklerin arttig1 ve genel
olarak toplam fenolik iceriginde ve antioksidan aktivitede sadece kiiciik bir azalma
meydana geldigi bulunmustur. Bu bulgular, H. sabdariffa ekstraktinda antosiyaninlerin
onemli antioksidanlar oldugunu ortaya koyarken, ayni zamanda diger fenolik bilesiklerin
de genel antioksidan potansiyele katkida bulundugunu gostermektedir.

Barrios vd. (2018), Meksika'nin Michoacan eyaletine bagli Cajones bdlgesinde
kuru kosullar altinda gergeklestirdikleri ¢alismada, H. sabdariffa bitkisinin, 6zellikle
Reina Roja genotipinin besin icerigi ve tarimsal Ozellikleri lizerine bakir (Cu)
uygulamasinin etkilerini degerlendirmistir. Bu arastirmanin amaci, farkli doz ve
uygulama sayilarinda yapilan bakir piiskiirtmelerinin, bitkideki antosiyanin igerigi,
kimyasal 6zellikler ve ¢anak yaprak verimi iizerindeki etkilerini belirlemektir. Insan
sagligr {lizerinde olumlu etkileri olan ve giiclii antioksidan 0Ozelliklere sahip
antosiyaninlerin artirilmasinin, hafif abiyotik stres uygulanarak miimkiin olup
olmayacagini arastiran ¢alisma, bu bilesiklerin bitki kalitesini artirmak amaciyla iiretim
stirecinde tesvik edilip edilemeyecegini sorgulamaktadir. Denemelerde, vejetatif biiyiime
doneminde 150, 300 ve 450 mg L' konsantrasyonlarinda Cu, iki, dort ve alt1 kez
puskiirtiilerek uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, tiim dozlarda dort ve alt1 kez
yapilan pliskiirtmeler kuru ¢anak yaprak verimini diisirmiistiir. Ancak, iki kez yapilan
puskiirtmeler, uygulanan dozdan bagimsiz olarak, verim iizerinde anlamli bir degisiklik
yaratmamustir. Bununla birlikte, Cu uygulamasi ¢anak yapraklardaki antosiyanin i¢erigini
ve titre edilebilir asitligi anlamli diizeyde artirirken, askorbik asit igerigini azaltmistir.
Antosiyanin artis1 en fazla, alt1 kez yapilan piiskiirtmelerde 300 ve 450 mg L' dozlarinda
sirastyla %57 ve %44 oranlarinda gdézlemlenmistir. Ancak bu uygulamalar verimde
azalmaya neden olmustur. Bu nedenle arastirmacilar, bitkinin besin i¢erigini artirmak ve
verimi korumak adma, 150 mg L' Cu ile yapilan iki piiskiirtmenin en uygun strateji
olabilecegi sonucuna varmiglardir. Bu calisma, kontrollii abiyotik streslerin 6rnegin agir
metal uygulamalarmin bitkisel iirlinlerin fitokimyasal bilesimini artirmada stratejik
olarak kullanilabilecegini ve fonksiyonel gida {iretiminde potansiyel faydalar
saglayabilecegini ortaya koymaktadir.

Hashemi ve Shahani (2019), H. sabdariffa (Roselle) bitkisinde tuzluluk stresinin
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morfolojik ve fizyolojik 6zellikler iizerindeki etkilerini, 6zellikle fenolik ve antosiyanin
icerikleri acisindan incelemistir. Calismada tohumlar sterilize edildikten sonra, Iran’da
yer alan ve ortalama sicaklig1 yaklagik 25 °C olan bir serada dogal ¢evre kosullarinda,
toprak/humus  karisimi (4:1, hacim/hacim) igeren saksilarda yetistirilmistir.
Spektrofotometrik analizler i¢in 6rnek hazirlama asamasinda, kurutulmus H. sabdariffa
cicekleri toz haline getirilmis ve %80 etanol ile oda sicakliginda maserasyon yontemi
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstraktlar doner evaporator ile
yogunlastirilmis ve liyofilizator (freeze dryer) ile kurutulmustur. Toplam fenolik madde
icerigi, 765 nm dalga boyunda Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmis ve 6.25 ile 100
pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanmis gallik asit standart egrisi
kullanilarak hesaplanmistir. Toplam antosiyanin igerigi ise pH diferansiyel yontemiyle
belirlenmistir. Fenolik igerigi ekstrakt grami bagina miligram gallik asit esdegeri (mg
GAE/g) olarak, antosiyanin igerigi ise 100 gram ekstrakt bagina miligram siyanidin 3-
glikozit esdegeri (mg C3G/100g) olarak ifade edilmistir. Deneme, ii¢ tekerriirlii basit
tesadiif deneme deseninde planlanmis ve bitkilere 0, 40, 80, 120 ve 160 mM NaCl
konsantrasyonlarinda tuzluluk uygulamalari yapilmistir. Sonuglar, artan tuzluluk
seviyelerinin bitki boyunda, yaprak sayisinda ve siirgiin yas agirliginda 6nemli azalmalar
olusturdugunu gdstermistir. Cigeklerin yas ve kuru agirliklar1 bakimindan uygulamalar
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir, ancak ¢icek sayist 120 ve 160 mM NaCl
uygulamalarinda belirgin sekilde azalmistir. Toplam fenolik madde igerigi, 40 mM NaCl
disindaki tim tuz uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmistir.
Ote yandan, toplam antosiyanin igerigi 40 mM NaCl uygulamasinda anlamli bir artis
gostermistir. Bu sonuglar, diisiik diizeydeki tuzluluk konsantrasyonunun antosiyanin
iceriginde artis saglayabilecegini, ancak ¢igek veriminde bir degisiklige neden olmadigini
gostermektedir. Bu nedenle, ¢calismada diisiik diizeydeki tuzlulugun sekonder metabolit
tiretimini, Ozellikle antosiyanin sentezini artirict bir etkiye sahip olabilecegi
vurgulanmistir.

Salmeron-Ruiz vd. (2019), saghk acisindan faydali antosiyaninlere sahip ama
yeterince degerlendirilmeyen H. sabdariffa ¢anak yapraklarindan hazirlanan
inflizyonlarin optimizasyonunu arastirmislardir. Calismada, Meksika’nin kuzeybatisinda
yer alan Hermosillo sehrindeki bir yerel siipermarketten temin edilen kuru H. sabdariffa
‘Criollo’ ¢anak yapraklar1 kullanilmistir. Arastirma, antosiyaninlerin 1stya duyarli yapisi
ve uzun siire yiiksek sicakliklarda ekstraksiyonun biyolojik aktiviteyi azaltabilecegi
gerceginden yola ¢ikarak, toplam antosiyanin igerigi (TAC) ve antioksidan aktivite
tizerindeki ekstraksiyon kosullarinin etkisini incelemistir. Antosiyanin miktari, TAC’yi
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan ve giivenilir bir yontem olan Lee vd. (2005)
tarafindan tanimlanan pH-diferansiyel yontemiyle 6l¢iilmiistiir. Antioksidan aktivite ise
iki farkli yontemle degerlendirilmistir: 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2.2"-azino-
bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) testleri. Her iki yontemde de standart
olarak Trolox kullanilmis ve sonuglar 100 mL infiizyon bagina mikromol Trolox esdegeri
(TE) cinsinden ifade edilmistir. Calismada, ii¢ bagimsiz degiskenin etkilerini
degerlendirmek amaciyla yanmit yiizey metodolojisi (RSM) kullanilmistir: ¢anak
yapragi/su orani (1-20 g/100 mL), ekstraksiyon sicaklig1 (70-100 °C) ve ekstraksiyon
siiresi (1-30 dakika). Bu istatistiksel yaklagim, en yliksek antosiyanin miktarin1 ve
antioksidan kapasiteyi elde etmek i¢in ideal kosullarin belirlenmesini saglamistir. En
uygun kosullar; 100 mL suya 10 g kuru ¢anak yapragi, 88,7 °C sicaklik ve 15.5 dakikalik
ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda toplam antosiyanin igerigi
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132.7£7.8 mg siyanidin-3-glukozit esdegeri (C3G)/100 mL olarak bulunmustur.
Antioksidan aktivite ise DPPH testiyle 800.6+69.9 umol TE/100 mL ve ABTS testiyle
1792.0+153.5 pmol TE/100 mL olarak 6l¢iilmiistiir. Tahmin edilen degerlerin, deneysel
sonuglarla biiyiik Ol¢liide uyumlu olmasi modelin giivenilirligini ortaya koymustur.
Bulgular, infiizyon kosullarmin dikkatlice kontrol edilmesinin, antosiyaninlerin yapisini
korumak ve antioksidan kapasiteyi artirmak ac¢isindan biiyilk 6nem tasidigini
gostermektedir. Bu optimal ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi, yliksek antosiyanin
icerigi ve giiclii antioksidan aktiviteye sahip H. sabdariffa bazli fonksiyonel i¢ceceklerin
gelistirilmesini destekleyecegi ve bu tiir lirtinlerin tiiketicilere saglik acisindan 6nemli
faydalar saglayabilecegi belirtilmistir.

Ahmed vd. (2024) tarafindan yiiriitiilen yakin tarihli bir ¢alismada, H. sabdariffa
canak yapraklarindan biyoaktif bilesiklerin ultrason destekli ekstraksiyon (UAE)
isleminin optimizasyonu amaciyla yanit yiizey metodolojisi (RSM) ve Box-Behnken
metodu (BBD) kullanilmistir. Calismada, taze H. sabdariffa canak yapraklar
Banglades’in Bogura kentindeki Kirsal Kalkinma Akademisi’ne bagli Bahgecilik ve
Fidanlik Birimi’nden toplanmistir. Toplandiktan sonra oOrnekler distile suyla iyice
yikanmis ve ¢anak yapraklari elle ayrilmistir. Bitki materyali =90 °C’de dondurulmus ve
ardindan —50 °C ile —54 °C arasinda bes giin boyunca dondurarak kurutma islemine tabi
tutulmustur. Kurutulan 6rnekler ticari bir blender kullanilarak 30 mesh boyutunda ince
toz haline getirilmis ve biyokimyasal biitlinliigiinii korumak amaciyla —80 °C’de hava
gecirmez kavanozlarda saklanmistir. Calismada, ii¢ bagimsiz degiskenin ultrason
sicakligi (30-80 °C), ultrason siiresi (20—50 dakika) ve kati/s1v1 oran1 (1:10—-1:60) toplam
antosiyanin igerigi (TAC), toplam fenolik icerigi (TPC) ve antioksidan aktiviteler (DPPH
radikal siipiirme aktivitesi ve FRAP yontemiyle Olciilen ferrik iyon indirgeme giicii)
tizerindeki etkileri arastirilmistir. ANOVA sonuglari, TAC i¢in 0.98, TPC ig¢in 0.97,
DPPH i¢in 0.98 ve FRAP icin 0.98 olan R? degerleriyle modellerin yiiksek gilivenilirligini
gostermis, ikinci dereceden polinom modellerin bagimsiz degiskenlerle yanitlar
arasindaki iligkileri etkili bir sekilde analiz edebildigini ortaya koymustur. En uygun
ekstraksiyon kosullari, 80 °C ultrason sicakligi, 48 dakika ultrason siiresi ve 1:60 kati/s1v1
orani olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen degerler TAC i¢in 311 £ 5 mg
CGE/100 g, TPC i¢in 572 + 7 mg GAE/100 g, DPPH i¢in 974 + 3 umolTE/100 mL ve
FRAP i¢in 2332 + 3 umolTE/100 mL olarak rapor edilmistir. Deneysel ve tahmin edilen
degerler arasindaki uyumun yiiksek olmasi ve artik standart hatanin %35’in altinda olmasi,
gelistirilen modellerin dogrulugunu ve hassasiyetini dogrulamistir. Geleneksel bir
yontem olan Soxhlet ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda (TAC: 176 =4 mg CGE/100 g;
TPC: 210 £ 3 mg GAE/100 g; DPPH: 534 + 2 umolTE/100 mL; FRAP: 1732 + 3
umolTE/100 mL), UAE yontemi tiim parametrelerde anlamli derecede daha yiiksek
sonuglar vermistir. Bu bulgular, optimize edilmis kosullarda UAE tekniginin, H.
sabdariffa bitkisinden degerli fitokimyasallarin ekstraksiyonunda olduk¢a verimli ve
stirdiirtilebilir bir yontem sundugunu gostermekte olup, fonksiyonel gidalar, nutrasotikler
ve dogal antioksidanlar tlizerine calisan sanayiler i¢in umut verici bir alternatif
olusturmaktadir.

2.2.2. O. basilicum tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi i¢in in vivo
calismalar

Nguyen vd. (2010), potasyum giibrelemesinin ii¢ feslegen (O. basilicum)
cesidinde Dark Opal, Sweet Thai ve Genovese fenolik bilesik igerigi ve antioksidan
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aktivite tizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla bir ¢alisma gerceklestirmistir. Bitkiler,
Southwestern Universitesi’nin serasinda dogal 151k ve sicaklik kosullar1 altinda, 22°C ile
42°C arasinda degisen sicakliklarda yetistirilmistir. Calismada HPLC safliginda
coOziiciiler ve galik asit, rozmarinik asit, sikorik asit, kuromanin kloriir gibi analitik
saflikta kimyasallarin yani sira DPPH ve TPTZ gibi antioksidan analiz reaktifleri
kullanilmistir. Deneysel tasarim, 6zellikle 1.0 mM ve 5.0 mM K diizeylerinde, farkli
potasyum konsantrasyonlarinin feslegen yapraklarindaki biyoaktif bilesiklerin birikimini
nasil etkiledigini anlamay1 amaglamistir. Sonuglar, artan potasyum konsantrasyonunun
feslegen yapraklarinda toplam fenolik igerigi anlaml diizeyde artirdigini ve en yiiksek
fenolik diizeylerin 5.0 mM K uygulanan bitkilerde gozlendigini ortaya koymustur (p =
0.008). Ayrica, bu uygulama, diisiik potasyum seviyelerine gore daha yiiksek rozmarinik
asit (p = 0.005) ve kikorik asit (p < 0.001) diizeylerine yol agmistir. DPPH ve FRAP
analizleri ile degerlendirilen antioksidan kapasite de daha yiiksek potasyum
uygulamalarinda anlamli sekilde artmis ve potasyum beslemesi ile antioksidan potansiyel
arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir. Calisma ayrica fenolik bilesik
kompozisyonunun ve antioksidan aktivitenin cesitler arasinda farklilik gosterdigini
ortaya koymustur. Sweet Thai ¢esidi, Dark Opal ve Genovese’ye kiyasla daha diisiik
toplam fenolik igerige ve FRAP antioksidan aktivitesine sahip bulunmustur. Bununla
birlikte, antosiyanin igerigi potasyum uygulamasindan etkilenmemis olsa da cesitler
arasinda anlamh farklilik gdstermistir. Mor renkli Dark Opal ¢esidi, Sweet Thai (p =
0.003) ve Genovese (p = 0.002) cesitlerine kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek
antosiyanin diizeylerine sahip olmustur. Bu bulgular, potasyum beslemesinin yalnizca
fenolik bilesik birikimini ve antioksidan kapasiteyi artirmakla kalmayip, farkli gesitlerin
ikincil metabolit profillerinde de dogal farkliliklar oldugunu ortaya koymakta ve hem
besin yonetiminin hem de ¢esit se¢ciminin feslegenin saglik agisindan faydali 6zelliklerini
maksimize etmek acisindan énemli unsurlar oldugunu vurgulamaktadir.

Flanigan vd. (2014), sekiz mor feslegen cesidinde antosiyanin ve fenolik asit
iceriginin genotip etkisiyle nasil degistigini arastirmis ve tiir i¢indeki genetik ve
morfolojik ¢esitlilige dikkat ¢ekmistir. Calisma, Southwestern Universitesi serasinda
dogal 151k ve sicaklik kosullart altinda (ortalama sicaklik araligi: 25.2°C-37.6°C) fide
doneminden itibaren yliriitiilmiistiir. Feslegen tohumlari, ticari bir torf karisimi iceren
siyah plastik fidelige ekilmis, giinde iki kez sulanmis ve haftada iki kez tiim makro ve
mikro besin elementlerini igeren bir NPK giibre ¢ozeltisi ile beslenmistir. Ekimden 15
giin sonra fideler, her cesit icin alt1 tekrar olacak sekilde rastgele blok diizeninde
yerlestirilen 1 galonluk saksilara sasirtilmistir. Yapraklar ¢imlenmeden 39 giin sonra
hasat edilerek sivi azotla hizlica dondurulmus ve —80°C’de analiz yapilana kadar
saklanmistir. Analizlerde kuromanin kloriir, cesitli fenolik asitler ve formik asit,
asetonitril ile metanol gibi HPLC dereceli reaktifler kullanilmistir. Calisma sonucunda,
cesitlerin toplam ve bireysel antosiyanin konsantrasyonlari tizerinde anlamli etkisi oldugu
bulunmustur. Dort ana antosiyanin bilesigi (A—D olarak etiketlenmistir) arasinda, B, C ve
D antosiyaninlerinde ¢eside bagl olarak anlamli farkliliklar tespit edilirken (p <0.01), A
antosiyanininde anlamli bir fark gdzlenmemistir (p = 0.94). Toplam fenolik icerik ¢esitler
arasinda anlaml farklilik gostermemekle birlikte, baz1 bireysel fenolik asitlerin (6rnegin
kaftarik asit, p = 0.03; sikorik asit, p = 0.04) konsantrasyonlar1 ¢esitlere gore degismistir.
Ayrica, toplam antosiyanin ve fenolik seviyeler ile antioksidan kapasite (FRAP
yontemiyle Ol¢iilmiistiir) arasinda korelasyon tespit edilmistir. Bununla birlikte, bazi
cesitlerde bireysel fenolik asit ve antosiyanin bilesiminin de antioksidan ozellikleri
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etkileyen Onemli bir faktdr oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, mor feslegende
fitokimyasal bilesim ve saglikla iligkili 6zelliklerin belirlenmesinde genotipin 6nemli rol
oynadigini ortaya koymustur.

Szymanowska vd. (2015) tarafindan yiiriitilen bir calismada, abiyotik
elicitorlerden olan aragidonik asit (AA), jasmonik asit (JA) ve B-aminobiitirik asidin
(BABA) mor feslegen (O. basilicum.) yapraklarindan elde edilen antosiyaninlerin anti-
inflamatuar ve antioksidatif 6zellikleri tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Deneyde, feslegen
bitkileri kontrollii ¢evresel kosullar altinda toprak karigimi kullanilarak yetistirilmis ve
standart giibreleme rejimleri uygulanmistir. Yedi giinliik fideler saksilara sagirtilmis ve
25/18°C (giindiiz/gece), 16/8 saatlik fotoperiyot, 500—700 umol m2 s™! fotosentetik foton
aki yogunlugu ve %75 bagil nemde bir iklim odasinda biiylitiilmiistiir. Elicitorler,
literatiirdeki bilgiler ve Oon tarama deneylerine dayanarak belirlenen konsantrasyonlarda,
fitotoksik etkilere yol agmamak amaciyla 21 giinliik bitkilere yapraktan piiskiirtiilerek
uygulanmistir. Kontrol grubuna ise yalnizca elisitdr ¢ozeltilerinde kullanilan eser
miktardaki etanol iceren deiyonize su verilmistir. Elisitor uygulamasindan on bes giin
sonra bitkilerin toprak iistii kisimlar1 hasat edilip dondurulmus ve antosiyanin igerigi ile
biyolojik aktiviteleri analiz edilmistir. Toplam antosiyanin diizeyi pH farki yontemi
kullanilarak ol¢lilmiis, saflastirilmis oOziitler ise HPLC ile analiz edilerek belirli
antosiyanin bilesiklerinin kantitatif 6l¢iimii yapilmigtir. Antioksidan aktivite DPPH ve
ABTS radikal siiplirme testleriyle degerlendirilmis, demir (Fe?*) selatlama kapasitesi ise
Guo vd. (2001) tarafindan tanimlanan yontemle belirlenmistir. Ayrica, antienflamatuar
enzim inhibisyonu icin lipoksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) enzimlerinin
inhibisyon diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle ol¢iilmiistiir (Axelroad vd. 1981).
Elde edilen bulgulara gore, tiim elisitor uygulamalart mor feslegen yapraklarindaki
toplam antosiyanin i¢erigini anlamli sekilde artirmistir. Ancak bu artisa ragmen Oziitlerin
genel antioksidan aktivitelerinde bir artis gézlenmemis, hatta Fe** selatlama kapasitesinde
yaklasik %50 oraninda bir azalma tespit edilmistir. Ote yandan, elicitor uygulamalar
sonrast elde edilen antosiyanin Oziitlerinin anti-inflamatuar potansiyelinde belirgin bir
artis gézlenmistir. Lipoksijenaz inhibisyonu igin gerekli IC50 degeri kontrol grubuna
kiyasla neredeyse yariya diismiistiir. Siklooksijenaz inhibisyonu da genel olarak elicitor
uygulamalariyla artig gdstermis, yalnizca JA uygulamasinda bu artig gézlenmemistir.
HPLC analizleri, AA, JA ve BABA uygulamalarinin cogu bireysel antosiyanin bilesiginin
diizeyinde artisa yol actigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, elicitor uygulamalarinin mor
feslegende antosiyanin biyosentezini ve anti-inflamatuar aktiviteyi artirdigini, ancak bazi
antioksidan o6zellikleri gelistirmedigini ve hatta azalttigini ortaya koymustur.

Ghasemzadeh vd. (2016), hasat sonras1 donemde farkli yogunluk ve siirelerde
uygulanan ultraviyole-B (UV-B) 1sinmmi ile tath feslegen (O. basilicum) bitkisinin
fitokimyasal bilesimini ve farmasotik degerini artirmaya yonelik kapsamli bir ¢alisma
gerceklestirmistir. Arastirmada, feslegen bitkilerinin tohumlart %1 sodyum hipoklorit
cozeltisiyle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmus ve ardindan toprak—kum-—torf (1:1:1),
karisimi iceren fideleme kaplarina ekilmistir. Dort haftalik, {ig-dort yaprakli fideler,
hindistan cevizi torfu—yakilmis piring kabugu (1:1, hacim/hacim) karigimi igeren 3 litrelik
saksilara sasirtilmis ve dekara 40:40:40 kg oraninda azot (N), fosfor (P20s) ve potasyum
(K:20) igeren orta diizeyde bir giibre uygulanmistir. Bitkiler; gilinliik ortalama sicaklik 30
+ 2 °C, bagil nem %75-80 ve 151k siddeti minimum 52 pmol/m?/s ile maksimum 1480
umol/m?/s arasinda degisen kontrollii ¢gevre kosullarinda biiyiitiilmiis, sulama ise damla
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sulama sistemiyle saglanmistir. Dort aylik gelisim siiresinin ardindan bitkiler hasat
edilmis, yapraklar ayrilip musluk suyu ile yikanmistir. Hasat edilen yapraklar dondurarak
kurutulmus, ardindan 6giitiilerek toz haline getirilmistir. Bu kuru 6rnekler 100 mL saf su
ile 65 °C’de 2 saat refluks yontemiyle ekstrakte edilmistir. Ekstrakt siiziiliip doner
buharlastiriciyla (rotary evaporator) konsantre hale getirilmis ve fazla c¢oziicii
uzaklastirilmistir. Elde edilen kalint1 tekrar dondurularak kurutulmus ve analizler i¢in -
20 °C’de saklanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 (TPC), Folin-Ciocalteu yontemi
ile; toplam flavonoid miktar1 (TFC) ise aliiminyum kloriir spektrofotometrik yontemi ile
belirlenmistir. Bireysel fenolik asitler ve flavonoidler ultra yiiksek performansli sivi
kromatografi (UHPLC) ile tanimlanmistir. Flavonoid biyosentezinde kilit rol oynayan
chalcone synthase (CHS) enzim aktivitesi de degerlendirilmistir. CHS enzimi taze
yapraklardan izole edilmis, Dowex reginesi ile saflastirilmis ve 370 nm dalga boyunda
spektrofotometrik yontemle oOlgiilmiistiir. Yapraklar, 2.30, 3.60 ve 4.80 W/m?
siddetlerinde UV-B 1simnimina ve 4, 6, 8 ve 10 saatlik farkli siirelerde maruz birakilmistir.
Calisma sonucunda, 3.60 W/m? UV-B yogunlugunda uygulama, kontrol grubuna kiyasla
toplam flavonoid miktarinda yaklagik %85 oraninda artig saglamistir. Ayrica, quercetin,
katesin, kaempferol, rutin ve luteolin gibi bireysel flavonoidlerin igerikleri de artis
gostermistir. En yiliksek artis luteolinde (%100) gozlemlenmistir. Ayn1 UV-B yogunlugu,
galik asit, sinnamik asit ve ferulik asit gibi fenolik asitlerin ve toplam fenolik igerigin de
en yiiksek diizeyde olusmasina neden olmustur. Ozellikle sinnamik asit ve luteolin
kontrol bitkilerinde tespit edilmezken, UV-B 1sinimu1 ile indiiklenmistir. Isinim stiresi de
metabolit liretimini 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Sekiz saatlik UV-B uygulamasi, ¢ogu
flavonoid ve fenolik asit agisindan en yiiksek diizeylerin elde edilmesini saglamistir.
Ancak sinnamik asit acisindan en yliksek igerik 6 saatlik uygulamada gézlemlenmistir.
On saatlik uzun siireli 1g1im ise ikincil metabolit tiretiminde Snemli diisiislere yol
acmistir. UV-B uygulamasi CHS enzim aktivitesini de artirmis ve en yliksek aktivite 3.60
W/m? siddetinde gézlemlenmistir. Ek olarak, bitki 6zlerinin antioksidan kapasitesi DPPH
serbest radikal siiplirme testiyle, antikanser potansiyeli ise MCF-7 meme kanseri
hiicreleri lizerinde MTT testiyle degerlendirilmistir. UV-B uygulanan yapraklardan elde
edilen ekstraktlar, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek antioksidan ve antiproliferatif
aktivite gostermistir. Bu gruptaki ICso degerleri sirasiyla 56.0 ng/mL (DPPH) ve 40.8
pg/mL (MTT) olarak 6l¢ililmiis, bu da kontrol bitkilerine gore daha etkili olduklarin
gostermistir (kontrol: 78.0 ve 58.2 pg/mL). Tiim bu bulgular, hasat sonras1t UV-B
isiniminin tatlt feslegen yapraklarinda flavonoidler, fenolik asitler ve bunlara bagh
biyolojik aktivitelerin liretimini artirabilecegini gostermistir.

Skrypnik vd. (2019) tarafindan yiritilen bir g¢aligmada, selenyum (Se)
biyofortifikasyonunun tath yesil yaprakli feslegenin (O. basilicum. cv Tonus)
fitokimyasal bilesimi, ucucu yag icerigi, antioksidan aktivitesi ve selenyum birikimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Deneme Rusya’da Immanuel Kant Baltik Federal
Universitesi’nin sera kosullarinda gerceklestirilmistir. Sodyum selenat formunda
uygulanan selenyum, 3 farkli derisimde (2.0, 5.0 ve 10.0 uM) olmak iizere hem besin
cozeltisine eklenmis hem de yapraktan piiskiirtme yontemiyle verilmistir. Elde edilen
sonuglar, selenyum uygulamasinin feslegen yapraklarinda Se konsantrasyonunu anlaml
diizeyde artirdigin1 gdstermistir; bu deger, besin ¢ozeltisiyle uygulamada 20.23 pg g™,
yapraktan uygulamada ise 10.74 pg g seviyesine ulasmistir. Uygulanan selenyum
dozlarinin bitkiler tizerinde herhangi bir toksik etki yaratmadigi ve biiyiime ya da gelisim
tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigt belirtilmistir. Besin ¢ozeltisine 2 uM Se
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eklenmesi ve yapraktan 5 uM Se piskiirtiilmesi, feslegen yapraklarinda ugucu yag,
hidroksisinamik asitler, toplam fenolik bilesikler ve toplam antioksidan aktivite {iretimini
anlamli diizeyde artirmistir. Antioksidan kapasite artist DPPH, ABTS ve FRAP testleriyle
dogrulanmistir. Antosiyanin igerigindeki artis ise yalnizca besin ¢ozeltisiyle uygulanan
selenyumda pozitif yonde etkilenmistir. Kurumus ve 0giitiilmiis yapraklarda toplam
selenyum konsantrasyonu, otoklav ile basing altinda gerceklestirilen mineralizasyon
isleminin ardindan hidrit {retimi atomik absorpsiyon spektrometresi (HG-AAS)
kullanilarak belirlenmistir. Bitki 6ziitlerinde toplam antosiyanin, hidroksisinamik asit,
flavonoid ve fenolik bilesik icerikleri spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir.
Antioksidan aktivite ises DPPH ve ABTS radikal silipiirme kapasiteleri ile ferrik indirgeme
antioksidan giicii (FRAP) testleriyle degerlendirilmistir. Bu c¢alisma, selenyum
biyofortifikasyonunun feslegen bitkisinde hem selenyum birikimini artirmada hem de
saglik acisindan faydali fitokimyasallarin biyosentezini tesvik etmede etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica, herhangi bir toksik etki yaratmadan gergeklestirilebilmesi bu
uygulamay1 daha degerli kilmistir. Besin ¢ozeltisine 10 uM ve yapraktan 5 uM Se
uygulanmasi, en uygun besinsel zenginlestirme ve fitobesin artis1 saglayan
konsantrasyonlar olarak one ¢ikmistir. Elde edilen bulgular, selenyumla zenginlestirilmis
feslegen iiretiminin insan beslenmesinin niteligini artirmak acisindan umut verici bir
yaklasim gibi gdziikmektedir.

2.2.3. R. carnosula tiiriinde antosiyanin ve antioksidan iiretimi icin in vivo
calismalar

Endemik R. carnosula’nin kiiltiirel {iretimi mevcut olmay1p ¢ok sinirli sekilde in
vivo ve in vitro kiiltiire alma ¢alismalart yapilmistir (Ar1 2010, Demir 2020). In vivo
kiiltire alma ¢alismalar1 kapsaminda, yapilan sekonder metabolit analizlerinde
reductoroz, saponin, nitrojen bilesenleri, flavonoidler, taninler, lipidler ve siyanojenetik
glikozitler gibi bilesiklerin varlig1 tespit edilmistir (Ar1 2010). Ayrica, R. carnosulanin
yiiksek antioksidan icerigi ve norobiyolojik aktiviteleri lizerine yapilan ¢alismalar, bu
bitkinin diger tibbi bitkilerle birlikte degerlendirildiginde O6nemli farmakolojik
potansiyele sahip olabilecegini ortaya koymustur (Orhan vd. 2015; Orhan vd. 2016).

Sonug olarak, buraya kadar bildirilen kaynak taramasi verilerinde; H. sabdariffa,
O. basilicum ve R. carnosula bitki tiirlerinde antosiyaninler ve antioksidanlarin in vitro
ve in vivo liretimi lizerine yapilan ¢alismalar incelenmeye ¢alisilmistir. Ancak goriildiigi
gibi H. sabdariffa ve O. basilicum’da bilesiklerin biyosentezi ve birikimini etkileyen
faktorler konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da, Ricotia tiirleri ile ilgili
literatiirde 5nemli bir bosluk bulunmaktadir. Ozellikle R. carnasula'da antosiyaninler ve
antioksidanlarin iiretimi lizerine sinirh sayida ¢alisma oldugundan, bu ¢alisma, bu tiirde
biyosentetik yolaklar ve iiretimlerini etkileyen cevresel faktorlere yonelik daha fazla
arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu derleme bulgularinin, bu tiirlerde
gelecekte yapilacak aragtirmalara ve in vitro sekonder metabolit {iretimi ¢aligmalarina
katki saglamas1 umulmaktadir.
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3.MATERYAL VE METOT

Bu calisma 2023-2025 yillar1 arasinda yiiriitiilmis, in vitro kiiltiir ¢alismalari
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimiinde Bitki Doku
Kiiltiirii Laboratuvarinda, in vivo kiiltiir ¢alismalar1 ise Kircami Fide Ltd. Sti’nde
gerceklesmistir. Arastirmada Oncelikle H. sabdariffa, O. basilicum ve R. carnosula
tiirlerinin in vitro kosullarda yetistirilen fidelerinden ve ayrica bu tip fidelerin farkl
eksplantlarindan gelistirilen kalluslardan antosiyanin elde edilmeye c¢alisilan in vitro
kiiltiir ¢aligmalar1 yapilirken, ayrica ayn tiirlerde in vivo kiiltlir calismalar1 yapilmistir.
Daha sonra in vitro ve in vivo kosullarda yetistirilen kiiltiirlerin antosiyanin ve antioksidan
igerikleri karsilastiriimistir.

3.1.1.1. Bitkisel materyal

Tezde antosiyanin igeren ii¢ bitki tiirlinde (H. sabdariffa, O. basilicum ve endemik
R. carnosula) ¢alisilmis olup, bunlarin bitkisel 6zellikleri kisaca asagida belirtilmistir:

H. sabdariffa: Malvaceae familyasina ait bir tiirdiir. Tek ya da ¢ok yillik bir bitki olup,
2-2.5 metreye kadar biiyiiyebilir. Yapraklari, 3-5 loblu ve 8-15 ¢cm uzunlugunda olup,
gbovdesi kirmizi renklidir (Sekil 3.1.). Ciceklenme déneminde elde edilen ¢igek kaliksleri;
polifenoller, flavonoidler ve organik asitler acisindan zengindir. Kurutulmus H.
sabdariffa ¢gigekleri, yiiksek antioksidan kapasitesine sahiptir.

Sekil 3.1. H. sabdariffa’nin genel goriniimii

O. basilicum: Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasma ait bir tlirdiir. Tirkiye'de
genellikle feslegen veya reyhan olarak adlandirilmaktadir. Tek yillik, otsu bir bitki olup,
20-60 cm uzunluga erisebilir. Yapraklar yesil ve/veya morun farkli tonlarinda (Sekil.3.2.)
ve 1-5 cm uzunlugunda olup ¢igekleri beyaz, pembe veya mor renklerde olabilir. Mor
reyhanin karakteristik mor rengini, yapraklarinda ve ¢igeklerinde yogun olarak biriken
siyanidin, peonidin ve antosiyanin bilesenleri olusturmaktadir.
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R DR

Sekil 3.2. O. basilicum’un genel goriiniimii

R. carnosula: R. carnosula Boiss. & Heldr. Brassicaceae familyasinin endemik bir
tiriidiir. R. carnosula nikelce zengin, egimli ve kayalik bolgelerde yetisen, boyu 20-30
cm arasinda degisen, genellikle beyaz ¢igeklere sahip bir bitkidir (Sekil 3.3.). Cigeklenme
donemi ise Mart-Nisan aylarindadir.

Sekil 3.3. R. carnosula Boiss. & Heldr.’in genel gériniimii
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3.1. In vitro kiiltiir calismalar:
3.1.1. H. sabdariffa’da in vitro kiiltiir calismalari

Calismada kullanilan H. sabdariffa tirinin tohumlart Tarim ve Orman
Bakanligi’na bagh Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden (BATEM) temin
edilmistir. Hibiskus tiirlinde bitkisel materyal olarak tohumlarin yanisira, hibiskus
kozalaklarinin antosiyanin igeren kirmizi renkli sepalleri de kullanilmis olup, kozalaklar
in vivo sartlarda yetistirilen bitkilerden elde edilmistir (Sekil 3.4.). In vitro sartlarda
antosiyanin iiretimi i¢in tohumlar in vitro sartlarda ¢imlendirildikten sonra elde edilen
fidelerin ¢esitli eksplantlarindan (hipokotil ve kotiledonlarindan) ve ayrica in vivo
sartlarda yetistirilen bitkilerin kozalaklarina ait sepallerinden yiizey dezenfeksiyonu
sonrast ¢esitli kallus indiiksiyon ortamlarinda antosiyaninli kalluslar gelistirilmeye
calisiimustir.

Sekil 3.4. Arastirmada kullanilan H. sabdariffa tiiriiniin bitkisel goriintiisii, tohumlar1 ve
kozalaklarindan genel goriiniim

3.1.1.2. Tohumlarin ve sepallerin yiizey dezenfeksiyonu

Hibiskus tiirlinde yaptigimiz in vitro 6n c¢aligmalarda hibiskus bitkisinin igsel
mikroorganizmalarindan kaynaklandigini diislindiigiimiiz nedenle yogun kontaminasyon
problemi 1ile karsilagilmistir. Bu nedenle eksplantlarin ylizey dezenfeksiyonlari
normalden daha kapsamli sekilde yapilmistir.

Sert bir yapiya sahip hibiskus tohumlarinin daha iyi ¢imlenebilmeleri i¢in ylizey
dezenfeksiyonuna baslamadan once ilk olarak tohumlarin yilizeyleri zzmparalanmistir.
Daha sonra hem tohumlarin hem de sepallerin ylizey dezenfeksiyonlar1 su sekilde
yapilmistir: Her iki bitkisel materyal 6ncelikle %0.2 lik civa kloriir ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletilip, ardindan steril saf suda 5 dakika durulanmistir. Daha sonra %70 lik etanol
¢ozeltisinde 1 dakika bekletilmis ve 3 dakika saf suda durulanmis, ardindan 1-2 damla
Tween 20 igeren %15 lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika boyunca bekletilmis
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ve son olarak her birisi 3’er dakikalik 3 durulama islemi yapilmstir.
3.1.1.3. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Hibiskus tohumlarinin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi i¢in her ne kadar
tohumlarin yiizey dezenfeksiyonlar1 oldukca kapsamli yapilmis olsa da, bu amacla
kullanilan kimyasallar kontaminasyon sorununu ¢ézmede genellikle etkili olamamis, bu
nedenle ¢imlendirme ortamlarina eklenen farkli antifungallerin hem kontaminasyon hem
de tohum ¢imlenmesi lizerine etkileri arastirilmistir. Bu amacla 3 farkli ¢imlendirme
ortami1 (Cizelge 3.1.) hazirlanmistir. Cizelge 3.1°deki 1 nolu ortam kontrol ortami1 olarak
hazirlanirken, 2 nolu ortama propamocarb ve 3 nolu ortama ise fluazinam etken maddeli
antifungallar eklenmistir. Temel besin ortami olarak modifiye Murashige ve Skoog
(1962) (MS) (Mod 3B) (NH4NO3 ve KNO3 oranlar1 %2 oraninda azaltilmis) ortami (Mod-
MS) (Cizelge 3.2.) kullanilmis, bu ortama ek vitamin olarak Nitsch ve Nitsch (NN) ortam1
vitaminleri (Cizelge 3.2.), karbonhidrat kaynagi olarak %3 sukroz ve ortam katilastiricisi
olarak %0.7 g agar eklenmistir. Ortamlarin pH degeri 1 N KOH ve 0.1 N HCI kullanilarak
5.8’¢ ayarlanmis ve ardindan 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyonu
yapilmistir. Hazirlanan ortamlar 180 mL’lik steril cam kavanozlara 20’ser mL olarak
dokiilmis, sterilizasyonu yapilan hibiskus tohumlari her ¢imlendirme ortamina 3’er
tekerriirlii olarak, 4’er kavanoza ve her kavanoza 5’er tohum olacak sekilde ekilmistir.
Kiiltiire alinan tohumlar 3 giin 24°C’de karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir.
Cimlenmeye baslayan tohumlar 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyoda sahip 24°C lik
odaya transfer edilmistir. Birer hafta arayla ¢imlenme ve kontaminasyon gozlemleri
yapilmistir. Dort hafta sonunda en iyi ¢imlendirme ortami belirlenmis ve bu ortam bundan
sonraki ger¢ek ¢cimlendirme ortami olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Hibiskus tohum ¢imlendirme ortamlarinin igerikleri

Ortam Temel Ek Sukroz Agar Antifungal pH
No Besin Vitamin | (g/L) (g/L) Etken
Ortam Maddesi
(mL/L)
(Kori trol) Mod-MS* NN** 30 7 - 5.8
2 Mod-MS NN 30 7 Propamocarb | 5 o
(1ml/)
Fluazinam
3 Mod-MS NN 30 7 (Iml/l) 5.8

*Mod-MS: Modifiye Murashige ve Skoog (1962) (MS) ortami, **NN: Nitsch ve Nitsch (1969) ortami
vitaminleri.
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Cizelge 3.2. Calismada tohum ¢imlendirme ve kallus denemelerinde kullanilan temel
besin ortamlarinin igerikleri ve konsantrasyonlar1 (mg/L)

MS* Mod-MS ** | B§*** NN %%
Mikro elementler
CoCl.6H,O 0.025 0.025 0.025 -
CuSO4 .5H>O 0.025 0.025 0.025 0.025
FeNaEDTA 36.7 36.7 36.7 36.7
H3BO3 6.2 6.2 3 10
KI 0.83 0.83 0.75 -
MnSO4 .H>O 16.9 16.90 10 18.94
Na;Mo004.2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25
ZnS04 .7TH20 8.6 8.60 2 10
Makro Elementler
CaCl, 332.02 332 113.23 166
KH>PO4 170 170 - 68
KNO;3 1900 950 2500 950
MgSOq4 180.54 180 121.56 90.27
NH4NO; 1650 825 - 720
NH42S04 - - 134 -
NaH>PO4 - - 130.44 -
KCl - - - -
Vitaminler
Nicotinic acid 0.5 0.5 1 5
Biotin - - - 0.05
Pyridoxine HCl 0.5 0.5 1 0.5
Thiamine HC1 0.1 0.1 10 0.5
Myo-inositol 100 100 100 100
Glisin 2 2 - 2
Folic acid - - - 0.5

*MS: Murashige ve Skoog (1962) ortami, **Mod-MS: Modifiye Murashige ve Skoog (1962) (MS)
ortami, ***B5: Gamborg ve ark. (1968) ortami, ****NN: Mitsch ve Nitsch (1969) ortami.

3.1.1.4. Kallus denemeleri

1. Grup kallus denemeleri: Bir aylik in vitro H. sabdariffa fidelerinden elde edilen
eksplantlar ile oncelikle farkli bitki gelisim diizenleyicisi (BGD) igerigine sahip 3
indiiksiyon ortamindan olusan 1.grup kallus denemeleri kurulmustur (Cizelge 3.3.).
l.grup denemede uygun eksplantin belirlenmesi ve ayrica uygun kallus gelistirme
ortaminin belirlenmesi amac¢lanmistir. Bunun icin 1.grup denemelerinde eksplant olarak
kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kullanilirken, kallus indiiksiyon ortamlar1 olarak ise
herhangi bir BGD nin eklenmedigi 1 nolu ortam kontrol ortam1 olup, 2 nolu ortam 2 mg/L
NAA + 1 mg/L BAP ve 3 nolu ortam ise 1 mg/L 2,4-D + 2 mg/1 Kinetin igerikli BGD
kombinasyonlarindan olusturulmustur. Bu kombinasyonlar belirlenirken, literatiirde
hibiskus kallus kiiltiirleri i¢in 6nerilen ¢alismalardan yararlanilmistir.
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Cizelge 3.3. H. sabdariffa tiiriinde 1.grup kallus indiiksiyon ortamlar1 igerikleri

Ortam | Kullanilan Kiiltiir Temel Vitamin BGD icerigi Sukroz Agar | pH
No Eksplant Kosulu Besin (mg/L) (g/L) (g/L)
Tipi Ortam
Tuzlarn
1 Hipokotil Karanlik MS* NN** - 30 7 5.8
Kotiledon (MES’li)
2 Hipokotil Karanlik MS NN 2 mg/L NAA + 30 7 5.8
Kotiledon (MES’li) 1 mg/L BAP
3 Hipokotil Karanlik MS NN 1 mg/L 2,4-D + 30 7 5.8
Kotiledon (MES’li) 2 mg/L Kinetin

*MS: Murashige ve Skoog (1962) ortami, **NN: Mitsch ve Nitsch (1969) ortami.

Cizelge 3.3’teki kallus indiiksiyon ortamlarinda temel besin ortami olarak MS
ortami1 tuzlar1 (makro ve mikro elementleri) (Cizelge 3.2.) kullanilmis, bu ortama vitamin
olarak NN ortam1 vitaminleri (Cizelge 3.2.), karbonhidrat kaynagi olarak %3 sukroz ve
ortam katilastiricis1 olarak %0.7 g agar ilave edilmistir. Ug ortamin tiimiine pH
stabilizasyonu i¢in 1 g/L MES monohydrate (2-Morpholinoethanesulphonic acid)
eklenmistir. Ortamlarin pH degeri 5.8’e ayarlanmis ve sterilizasyonlar1 otoklavlanarak
yapilmustir. Otoklavlanan ortamlar 90 mm’lik steril petri kaplarina 20’ser mL olarak
dokiilmis ve kiiltiir yapilincaya kadar stre¢ film ile sarilip 24°C karanlik kosullarda
muhafaza edilmistir. Eksplant olarak 1 aylik in vitro fidelerin kotiledon (5x5 mm) ve
hipokotil (5 mm uzunlukta) eksplantlart kullanilmis, eksplantlarin kenarlar1 steril bisturi
uclar1 yardimiyla belirtilen ebatlarda kesilmistir (Sekil 3.5.). Eksplantlar her ortam icin 3
tekerriir halinde, her tekerriirde 5 petri ve her petride 5 eksplant olacak sekilde kiiltiire
alimmistir. Eksplantlar petriler i¢erisinde kiiltlire alindiktan sonra petrilerin agizlar streg
film ile sikica sarilip 24°C’de karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

Sekil 3.5. Tohum ¢imlendirme ortaminda yetistirilen in vitro hibiskus bitkileri ve kallus
indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar.

2.Grup kallus denemeleri: Birinci grup kallus denemelerinin sonucunda kotiledon
eksplantinin  kallus olusturmaya daha egilimli oldugu gdzlenmistir. Indiiksiyon
ortamlarinda kullanilan BGD kombinasyonlar1 ise kallusdan ¢cok yogun kdk olusumunu
tesvik etmistir. Bu nedenle kallus olusumunu tesvik eden bir ortam belirlemek lizere
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kotiledon eksplant1 kullanilarak, farkli BGD igerigine sahip 10 indiiksiyon ortamindan
olusan 2.grup kallus denemeleri kurulmustur (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. H. sabdariffa tiriinde 2.grup kallus indiiksiyon ortamlar igerikleri

Ortam Eksplant | Kiiltiir | Temel Besin | Vitamin BGD icerigi Sukroz | Agar pH

No Tipi Kosulu Ortam (mg/L) (g/L) (g/L)
Tuzlar

1 Kotiledon | Karanlik | MS (MES’li) NN - 30 7 5.8

Kotiledon | Karanlik | MS (MES’li) NN 0.5 mg/L 2,4-D 30 7 5.8

3 Kotiledon | Karanlik | MS (MES’li) NN 0.5mg/L 2,4-D + 30 7 5.8
0.25 mg/L Zeatin

4 Kotiledon | Karanlik | MS (MES’li) NN 0.5 mg/L TAA 30 7 5.8

5 Kotiledon | Karanlik | MS (MES’li) NN 0.5 mg/L TAA + 30 7 5.8
0.25 mg/L Zeatin

6 Kotiledon | Karanlik | NN (MES’li) NN - 30 7 5.8

7 Kotiledon | Karanlik | NN (MES’li) NN 0.5 mg/L 2,4-D 30 7 5.8

8 Kotiledon | Karanlik | NN (MES’li) NN 0.5 mg/L 2,4-D + 30 7 5.8
0.25 mg/L Zeatin

9 Kotiledon | Karanlik | NN (MES’li) NN 0.5 mg/L IAA 30 7 5.8

10 Kotiledon | Karanlik | NN (MES’li) NN 0.5 mg/L [AA + 30 7 5.8

0.25 mg/L Zeatin

Cizelge 3.4’te gortildugi gibi 2.grup kallus denemeleri 10 indiiksiyon ortamindan
olusturulmustur. Bu ortamlarda 2 farkli temel besin ortami1 (MS ve NN) kullanildig1 i¢in
2. grup denemelerde 1. ve 6. ortamlar sirasiyla MS ve NN ortamlarinin kontrol ortami
(BGD igermeyen ortam) olarak hazirlanmis olup, 10 ortamin tiimiine pH stabilizasyonu
icin 1 g//L MES monohydrate ilave edilmistir. Temel besin ortam1 MS olan ilk 5 ortamda
tuzlar yani makro ve mikro elementler MS ortaminin tuzlari olup, bunlara vitamin olarak
NN vitaminleri eklenmistir. Son 5 ortamin tuz ve vitaminleri ise tamamen NN ortaminin
orijinalindeki igeriklerden olusturulmustur (Cizelge 3.2.). Cesitli BGD tip ve
konsantrasyonlarindan olusturulan ortamlarin igerikleri sunlardir:

l.ortam MS ortami kontrolii (BGD i¢cermeyen MS ortami)
2.ortam MS + 0.5 mg/L 2,4-D

3.ortam MS + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin

4.ortam MS + 0.5 mg/L TAA

S.ortam MS + 0.5 mg/L [AA + 0.25 mg/L Zeatin

6.ortam NN ortam1 kontrolii (BGD icermeyen NN ortami)
7.ortam NN + 0.5 mg/L 2,4-D

8.ortam NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin

9.ortam NN + 0.5 mg/L [AA

10.ortam NN + 0.5 mg/L [AA + 0.25 mg/L Zeatin (Cizelge 3.4.).

Ikinci grup kallus denemelerinde eksplant olarak 1 aylik in vitro fidelerin sadece
kotiledon (5x5 mm) eksplantlar1 kullanilmistir. Kotiledon eksplantlari her ortam igin 3
tekerriir halinde, her tekerriirde 5 petri ve her petride 5 eksplant olacak sekilde kiiltiire
alinarak, 24°C’de karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.6. Kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan hibiskus sepallerinin goriiniimii

H. sabdariffa tiriinde tohumun yanisira kozalaklarin sepal eksplantindan da kallus
elde etme calismalar1 yapilmistir. Bu amagla hibiskus kozalaklari, in vivo sartlarda serada
yetistirilmis hibiskus bitkilerinden alinmis ve bunlar buz kutusu igerisinde laboratuvara
getirilmistir. Kozalaklardan ¢ikartilan sepaller kiiltiire alinmadan 6nce yukarida tohumlar
i¢in belirtilen yiizey dezenfeksiyonu islemlerine tabi tutulmustur. Yiizey dezenfeksiyonu
yapilan sepal eksplantlar1 5x5 mm olacak sekilde kesilerek 1 mg/L 2,4-D igeren MS besin
ortami olmak tizere tek tip ortamda, ancak hem karanlik hem de aydinlik (16 saat aydinlik
/8 saat karanlik fotoperiyod kosullar1) olmak tiizere 2 farkli 1s1ik kosulunda kiiltiire
alinmustir (Sekil 3.6.).

3.1.2. O. basilicum’da in vitro kiiltiir calismalari
3.1.2.1 Bitkisel materyal

Calismada O. basilicum tirliniin yani reyhan bitkisinin “Morfes” ¢esidi
kullanilmis olup, bu ¢esidin tohumlar1 Enza Zaden Tarim Ar-Ge Tic. A. S. firmasindan
temin edilmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Arastirmada kullanilan reyhan bitkileri ve tohumlarindan genel goriiniim

In vitro sartlarda antosiyanin iiretimi i¢in Oncelikle tohumlarin in vitro sartlarda
¢imlendirilmesiyle elde edilen fidelerin ¢esitli eksplantlarindan (hipokotil, kotiledon,
kiictik yaprak, biiylik yaprak) antosiyaninli kalluslar gelistirilmeye ¢alisilmigtir. Ayrica,
antosiyanin olusumunun en yogun goriildiigii yaprak eksplantlarinin igerigindeki
antosiyanin ve antioksidan miktar1 da arastirilmak istendigi i¢in, in vitro sartlarda yine
tohumdan in vitro fideler yetistirilerek bunlarin sadece biiylik yaprak eksplantlari da
analize hazirlanmistir. Bunlarin yanisira, in vivo sartlarda yetistirilen fidelerin de yine
biiylik yapraklari hasat edilerek analiz i¢in hazirlanmistir.

3.1.2.2. Tohumlarin yiizey dezenfeksiyonu

Reyhan bitkisinde yaptigimiz in vitro 6n c¢alismalarda; reyhan tohumlarinin
disindaki miisilaj benzeri kaygan tabaka, 6zellikle sivi ile muamele edildikten sonra
siskinleserek dezenfeksiyon icin kullanilan kimyasallarin tohum kabugundan igeri
yeterince girememesine ve dolayisiyla tohumlarin yilizeyinin yeterince dezenfekte
edilememesine neden oldugu i¢in yogun kontaminasyon problemi olusturmustur. Bu
nedenle reyhan tohumlarinin yiizey dezenfeksiyonu i¢in ayrintilari asagida belirtilen 3
farkli uygulamadan olusan bir optimizasyon denemesi yapilmistir (Cizelge 3.5., Sekil
3.8.).
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Cizelge 3.5. O. basilicum’da yapilan tohum yilizey dezenfeksiyonu optimizasyon
denemesindeki uygulamalarin ayrintilari

Uyg. Civa Steril Etil Steril Sodyum Steril
No Kloriir Saf Su ile alkol Saf Su ile Hipoklorit Saf Su ile
Oram ve Durulama Orani ve Durulama Orani ve Durulama
Siiresi Sayi ve Siiresi Siiresi Sayi ve Siiresi Siiresi Sayi ve Siiresi

%70 %25

1 - - (1 dk) 1 kez 3 dk (15 dK) 3 kez 3 dk
%0.2 %70 %30

2 (5 dk) 1 kez 5 dk (1 dk) 1 kez 3 dk (15 dK) 3 kez 3 dk
%0.05 %70 %30

3 (5 dk) 1 kez 5 dk (1 dk) 1 kez 3 dk (15 dk) 3 kez 3 dk

Sekil 3.8. Reyhan tohumlarinda ylizey dezenfeksiyon islemleri
3.1.2.3. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Reyhan tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in her birisinde 3’er ortamin test edildigi
2 grup ¢imlendirme denemesi kurulmustur.

Cizelge 3.5.°deki 1. yiizey dezenfeksiyonu uygulamasina tabi tutulan reyhan
tohumlari i¢in en iyi ¢imlendirme ortamini belirlemeye yonelik olarak oncelikle Mod-
MS, NN ve B5 olmak iizere 3 farkli temel besin ortamindan olusturulan 1.grup
¢imlendirme ortamlart hazirlanmistir (Cizelge 3.6.). 1. Grup ¢imlendirme ¢aligmalarinda,
dezenfeksiyonu yapilan reyhan tohumlar1 bu ortamlardan her birisinde 10 kavanoz ve her
kavanozda 5’er tohum olacak sekilde ekilmistir.
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Cizelge 3.6. O. basilicum’da 1., 2. ve 3.grup tohum ¢imlendirme ortamlarinin igerikleri

Cimlendirme Ciml. | Temel Besin Ek Sukroz | Agar Antifungal pH
Gruplan Ort. Ortami Vitamin (g/L) (g/L)| Etken Maddesi
No (ml/L)

1.Grup 1 Mod-MS* NN 30 7 - 5.8
Cimlendirme
Ortamlari 2 NN ** - 30 7 - 5.8

(1. Yizey 3 B5*#** - 30 7 - 58
Dezenfeksiyonu

Uygulamast
Yapilan Tohumlar
igin)

2.Grup 1 Mod-MS NN 30 7 - 5.8
Cimlendirme
Ortamlari 2 Mod-MS NN 30 7 Propamocarb 5.8

(2. Yiizey (Iml/L)

Dezenfeksiyonu 3 Mod-MS NN 30 7 Fluazinam 5.8
Uygulamast (1Iml/L)
Yapilan Tohumlar
igin)
3.Grup 1 Mod-MS NN 30 7 Propamocarb 5.8
Cimlendirme (Iml/L)
Ortami1
(3. Yiizey
Dezenfeksiyonu
Uygulamasi
Yapilan Tohumlar
igin)
*MS (Murashige Skoog, 1962), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969) , *** B5 (Gamborg, 1968).

Birinci grup ¢imlendirme ortamlarinda ¢imlendirilmeye calisilan tohumlarin
c¢imlenme oranlar yliksek olsa da, kiiltiirlerin kontaminasyon oranlar1 yiiksek bulundugu
icin farkli antifungaller ilave edilerek bunlarin hem kontaminasyon hem de tohum
cimlenmesi iizerine etkinliginin arastirildigi 2.grup ¢imlendirme denemesi yapilmistir.
Bu amacla temel besin ortami Mod-MS olan 3 farkli ¢cimlendirme ortami (Cizelge 3.6.)
hazirlanmistir. Cizelge 3.6’in 2.Grup ¢imlendirme ortamlar1 arasindaki 1 nolu ortam
antifungal igermeyen kontrol ortami iken, 2 nolu ortama propamocarb ve 3 nolu ortama
ise fluazinam etken maddeli antifungallar eklenmistir. Reyhan tohumlar1 bu ortamlardan
her birisine 3 tekerriirlii sekilde, her tekerriirde 5 kavanoz ve her kavanozda 5 tohum
olacak sekilde ekilmistir. Tohumlar ¢imlenmeleri i¢in 24°C’de karanlik kosullarda
birakilmistir. Cimlenmeye baslayan tohumlar 16/8 saat 1s1k/karanlik foto periyoda sahip
iklim odasina (24°C) alinmis, 1’er hafta arayla ¢cimlenme sayimlar1 yapilmaistir.

Cizelge 3.5.°deki 3. yiizey dezenfeksiyonu uygulamasina tabi tutulan reyhan
tohumlar1 ise Cizelge 3.6’deki temel besin ortami Mod-MS olan tek ¢imlendirme
ortammna propamocarb etken maddeli antifungalin ilave edildigi ortamda kiiltiire
alimmustir. Bu gruptaki reyhan tohumlar1 bu ortama 5 tekerriir halinde, her tekerriirde 8
kavanoz, her kavanozda 6 tohum olacak sekilde ekilmistir.

Cimlendirme ortamlarinin tiimiine karbonhidrat kaynagi olarak %3 sukroz,
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katilastirict ajan olarak ise 9%0.7 agar eklenmistir (Cizelge 3.6.). Ortamlarin pH degeri 5.8
olup, hazirlanan ortamlar 180 ml’lik steril cam kavanozlara 20’ser mL halinde dokiilerek,
121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Cimlendirilmek tizere kiiltiire alinan kavanozlardaki tiim tohumlar 6nce 2 giin 24
°C’de karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Cimlenmeye baslayan tohumlar
16/8 saat 1s1k/karanlik foto periyoda sahip (24°C) iklim odasina alinmis, 1’er hafta arayla
cimlenme sayimlar1 yapilmistir. Bir ayin sonunda ise ortamlardaki c¢imlenme ve
kontaminasyon oranlar1 belirlenmistir.

3.1.2.4. Kallus denemeleri

1.Grup kallus denemeleri: Reyhanda 1.grup cimlendirme c¢aligmalarindan elde edilen
fidelerin ¢esitli eksplantlarindan 1 ay sonra 1.grup kallus denemeleri kurulmustur (Sekil
3.9.). Bu grupta en uygun eksplant ve kiiltiir (1s1k yoniinden) kosulunun belirlenmesi
amaclanmistir. Eksplant olarak hipokotil, kotiledon, kiiciik yaprak ve biiyiikk yaprak
eksplantlar1 BGD olarak 1mg/L 2,4-D nin ilave edildigi, %3 sukroz ve %0.7 agar iceren
MES’li MS ortaminda kiiltire alinmistir (Cizelge 3.7.). Ortamin pH degeri 5.8’e
ayarlanmis ve ardindan 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilizasyonu yapilmistir.
Otoklavlanan ortam 9 cm’lik steril petri kaplarina 20’ser ml hacimde dokiilmiis ve kiiltiir
yapilincaya kadar streclenerek 24°C karanlik kosullarda muhafazasi saglanmstir.

Sekil 3.9. Tohum ¢imlendirme ortaminda yetistirilen in vitro reyhan bitkileri ve kallus
indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar
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Cizelge 3.7. Reyhanda 1l.grup kallus indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinan farkli
eksplantlar ve kiiltiir kosullar

Eksplant Kiiltiir Temel* Ek BGD Sukroz Agar pH
Tipi Kosullar: Besin Vitamin | (mg/L) (g/L) (g/L)
Ortami
Tuzlar

Karanlik MS NN Img/L 30g/L 7¢g/L 5.8

Kotiledon (MES’1) 24-D
Aydinlik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

(MES’li) 2,4-D
Karanlik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

Hipokotil (MES’1) 24D
Aydinlik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

(MES’li) 2,4-D
Karanlik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

Kiigiik (MES’li) 2,4-D
Yaprak Aydinlhik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

(MES’li) 2,4-D
Karanlik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

Biiyiik (MES’li) 2,4-D
Yaprak Aydinlhik MS NN Img/L 30g/L 7 g/L 5.8

(MES’1h) 2,4-D

*MS (Murashige Skoog, 1962)

Cizelge 3.7.de belirtilen her bir eksplant tipi i¢in 3 petri kullanilmis, her petride
10 eksplant olacak sekilde eksplantlar kiiltiire alinmistir. Hipokotil (5 mm uzunlukta),
kotiledon, kiiciik yaprak ve biiyiik yaprak (5x5 mm) eksplantlarinin kenarlar steril bisturi
yardimiyla kesilerek kallus olusumu tesvik edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 3.9.). Eksplantlar
petriler icerisinde kiiltiire alindiktan sonra petrilerin agizlar1 sikica stregle kapatilip,
24°C’lik iklim odasinda yaris1 karanlik, yarist da aydinlik (16/8 saat aydinlik/karanlik
fotoperiyod) kosullarda inkiibe edilmistir.

2.Grup kallus denemeleri: 1. grup kallus denemelerinde en iyi eksplant ve kiiltiir kosulu
belirlendikten sonra en iy1 kallus gelistirme ortamini belirlemek iizere 2. grup kallus
denemeleri kurulmustur. ikinci grup denemelerde 6 farkli indiiksiyon ortami test
edilmistir. Ortamlarin yarisinin temel besin ortami1 MES’li MS iken, diger yarisininki NN
ortamidir. Her 2 grup; BGD igermeyen kontrol ortamlar: (1. ve 4. ortamlar), 0.5 mg/L
2,4-D igeren ortamlar (2. ve 5. ortamlar) ile 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin iceren
ortamlardan (3. ve 6. ortamlar) olusturulmustur (Cizelge 3.8.).
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Cizelge 3.8. Reyhanda 2.grup kallus indiiksiyon ortamlarinin igerikleri

Eksplant Kiiltiir Temel* Vitamin Ortam BGD Sukroz | Agar | pH
Tipi Kosullar Besin No (mg/L) (g/L) (g/L)
Ortam
Tuzlan
1 - 30g/L 7¢g/L |58
MS* NN 2 0.5 mg/L 2,4-D 30g/L 7g/L |58
(MES’li)
3 0.5 mg/L 24-D + | 30g/L 7g/L |58
Biiyiik Karanlik 0.2 mg/L Zeatin
Yaprak 4 - 30g/L 7¢g/L |58
NN** NN 5 0.5 mg/L 2,4-D 30g/L 7g/L | 5.8
6 0.5 mg/L 24-D + | 30g/L 7g/L |58
0.2 mg/L Zeatin

*MS (Murashige ve Skoog, 1962), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969)

2.grup kallus indiiksiyon ortamlarinda elde edilen kalluslar 1 ay sonra kallus
proliferasyonu igin alt kiiltiire alinmistir. Kontrol gruplart ayni ortama alinirken, diger
ortamlardaki kalluslar 0.5 mg/L 2,4-D iceren ortamlarda alt kiiltiire alinmistir.

3.1.2.5. Yaprak iiretimi icin in vitro O. basilicum fidelerinin yetistirilmesi

Antosiyanin ve antioksidan analizinde biiylik yaprak eksplantlar1 kullanilmak
tizere in vitro reyhan fidelerinin iiretimi i¢in Cizelge 3.5.’deki 2. yiizey dezenfeksiyonu
uygulamasina tabi tutulan reyhan tohumlarinin ¢imlendirme ortaminda temel besin
ortami1 olarak Mod-MS, vitamin olarak NN vitamini, karbonhidrat kaynagi olarak ise %3
sukroz kullanilmistir. Ortam katilastiricisi olarak ise %0.7 agar kullanilmig, pH’s1 5.8’¢
ayarlanan ortamin sterilizasyonu 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak yapilmistir. Tohumlar
¢imlendirme ortamina 4 tekerriir halinde, her tekerriirde 10 kavanoza ve her kavanozda 7
tohum olmak tizere ekilmistir. Agizlari stregle sarilan kavanozlar 22 °C lik iklim odasinda
karanlikta bekletilmistir. 45 giin sonra bu fidelerden biiylik yapraklar hasat edilerek
antosiyanin ve antioksidan analizine hazir hale getirilmistir.

3.1.3. R. carnosula’da in vitro kiiltiir calismalari
3.1.3.1. Bitkisel materyal

Calismada R. carnosula tiiriinde bitki materyali olarak daha once yiiriitiilen bir
TUBITAK 1007 projesinin 106G020 nolu alt projesi kapsaminda toplanan dogal R.
carnosula tohumlarmin (Sekil 3.10.) serada iiretilmis tohumlar1 kullanilmistir.
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Sekil 3.10. R. carnosula tiriiniin dogadaki bitki gelisimi ve tohumlarinin goriiniimii
3.1.3.2. Tohumlarin yiizey dezenfeksiyonu

R. carnosula tohumlarimin yiizey dezenfeksiyonu i¢in tohumlar dnce %0.2 lik civa
kloriir ile 5 dk muamele edilip, sonra saf suda 1 kez 5 dk durulama yapilmistir. Tohumlar
daha sonra %70 lik ethanolde 1 dk bekletilmis ve ardindan saf su ile 1 kez 3 dk siireyle
durulanmistir. Durulanan tohumlar 1-2 damla Tween 20 igeren %15 lik ticari camasir
suyunda 15 dk boyunca bekletilmis ve ardindan her biri 3 dk lik 3 durulama isleminden
gecirilmistir.

3.1.3.3. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

R. carnosula tohumlarinin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi i¢in her ne kadar
tohumlarin yiizey dezenfeksiyonlar1 olduk¢a kapsamli yapilmis olsa da ¢alisilan tiiriin
dogal bir bitki olmasi nedeniyle, 6n denemelerde kullanilan kimyasallar kontamisyon
sorununu ¢ozmede etkili olmamis, bu nedenle ¢imlendirme ortamlarina eklenen farkli
antifungallerin hem kontaminasyon hem de tohum c¢imlenmesi {iizerine etkinligi
arastirilmistir. Bu amagcla 3 farkli ¢cimlendirme ortami (Cizelge 3.9.) hazirlanmastir.

Cizelge 3.9. R. carnosula’da kullanilan tohum ¢imlendirme ortamlarinin igerikleri

Ort. | Temel Besin Ek Sukroz | Agar | Antifungal Etken | pH
No Ortamm Vitamin (g/L) (g/L) | Maddesi (ml/L)
1 Mod-MS NN 30 7 - 5.8
2 Mod-MS NN 30 7 Propamocarb 5.8
(1ml/L)
3 Mod-MS NN 30 7 Fluazinam (Iml/L) | 5.8

*MS (Murashige Skoog, 1962), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969)
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Cizelge 3.9. dan goriilecegi gibi, temel besin ortami1 Mod-MS (NN vitaminli) olan
3 farkli ¢imlendirme ortamindan 1.ortam antifungal i¢cermeyen kontrol ortami iken,
2.ortama propamocarb ve 3.ortama ise fluazinam etken maddeli antifungallar eklenmistir.
Ortamlara karbonhidrat kaynagi olarak %3 siikroz, katilastiric1 ajan olarak ise %0.7 agar
eklenmistir. Ortamlarin pH degeri 5.8’¢ ayarlanmigs ve ardindan 121 °C’de 20 dk
otoklavlanarak sterilizasyonu yapilmistir. Hazirlanan ortamlar 180 ml’lik steril cam
kavanozlara 20’ser ml dokiilerek, R. carnosula tohumlar1 bu ortamlardan her birisine 3
tekerriirlii sekilde, her tekerriirde 4 kavanoz ve her kavanozda 5 tohum olacak sekilde
ekilmigtir. Tohumlar ¢imlenmeleri i¢in 24°C’de karanlik kosullarda birakilmistir.
Cimlenmeye baslayan tohumlar 16/8 saat 1s1k/karanlik foto periyoda sahip iklim odasina
(24°C) alinmis, 1 ay boyunca 1’er hafta arayla ¢cimlenme sayimlar1 yapilmistir (Sekil
3.11.).

Sekil 3.11. In vitro sartlarda ekilmis R. carnosula tohumlari1 ve bu tohumlardan olusan
fidecikler

3.1.3.4. Kallus denemeleri

R. carnosula da kotiledon yapraklarin abaksial yani alt ylizeyi her sartta istisnasiz
mor renkli antosiyaninler tagimaktadir. /n vitro antosiyanin iiretimi i¢in de antosiyanin
kaynagi olarak sadece kotiledon eksplantlari kullanilmig ve bu kotiledonlarla 2 grup
kallus denemeleri kurulmustur.

L.Grup kallus denemeleri: R. carnosula tohum ¢imlendirme ¢alismalarindan elde edilen
kotiledonlarla 6ncelikle 6n deneme niteliginde 3 kallus indiiksiyon ortamindan olusan
1.grup kallus denemeleri yapilmistir. Birinci ortam kontrol ortami olup, herhangi bir BGD
icermezken, 2. ortama 2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, 3.ortama ise 2 mg/l NAA + 1 mg/l
TDZ hormon kombinasyonlar1 ilave edilmistir. Ortamlarin temel besin ortami MS
(MES’li) ortami olup, karbonhidrat kaynagi olarak %3 sukroz, ortam katilastiricis1 olarak
ise %0.7 eklenmistir (Cizelge 3.10.). pH 5.8’e ayarlanmis ve ardindan otoklavlanarak
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sterilizasyonu yapilmistir. Ortamlar 9 cm’lik steril petri kaplarima 20’ser ml hacimde
dokiilmiis ve kiiltiir yapilincaya kadar streclenerek 24°C karanlik kosullarda muhafaza
edilmistir. Kotiledonlar 5x5 mm boyutta kesilerek adaksial yiizeyleri yukariya, abaksial
ylizeyleri asagiya bakacak sekilde kallus indiiksiyon ortamlarina yerlestirilmistir.
Eksplantlar 3 tekerriir halinde, her tekerriirde 5 petri ve her petride 5 eksplant olacak
sekilde kiiltiire alinmis ve petriler 24°C’de tamamen karanlik kosullarda inkiibe edilmistir
(Sekil 3.12.).

Cizelge 3.10. R. carnosula da kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1 1. grup kallus
indiiksiyon ortamlarinin igerikleri ve kiiltiir sartlart

Ortam | Kullamlan | Kiiltiir Temel Vitamin | BGD Sukroz | Plant | pH
No Eksplant Kosullar1 | Besin (mg/L) (g/L) Agar
Tipi Ortam (g/L)

Tuzlar

1 Kotiledon | Karanlik | MS* NN** - 30 7 5.8
(MES’li)

2 Kotiledon | Karanlik | MS NN 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) 1mg/l BAP

3 Kotiledon | Karanlik | MS NN 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) 1mg/l TDZ

*MS (Murashige Skoog, 1962), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969)

Sekil 3.12. R. carnosula’nin kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan kotiledon
eksplantlari

2.Grup kallus denemeleri: ikinci grup kallogenesis ¢alismalarinda ise 3’ii MS (MES’li)
ve diger 3’1 de NN (MES’li) temel besin ortamlarina sahip olmak iizere toplam 6 farkl
kallus indiiksiyon ortami hazirlanmigtir. 1.ortam MS’li kontrol ortami1 olup herhangi bir
BGD icermezken, 2. ortama 2 mg/L. NAA + 1 mg/L TDZ ve 3.ortama 2 mg/L NAA + 1
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mg/L Zeatin den olusan BGD kombinasyonlar1 ilave edilmistir. 4.ortam NN’li kontrol
ortami1 olup herhangi bir BGD icermezken, 5. ortama 2 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ ve
6.ortama 2 mg/L NAA + 1 mg/L Zeatin den olusan BGD kombinasyonlar1 eklenmistir.
Kotiledonlar 5x5 mm ebatta kesilerek, ortamlara 4 tekerriir halinde, her tekerriirde 5 petri
ve her petride 5 eksplant olacak sekilde kiiltiire alinmis, agizlar streclenerek 24°C lik
ortamda ilk 2 hafta karanlikta, daha sonra da 16/8 saat fotoperiyot kosullarinda karanlikta
inkiibe edilmistir (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. R. carnosula da kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1 2. grup kallus
indiiksiyon ortamlarinin igerikleri ve kiiltiir sartlar

Ortam | Kullanilan | Kiiltiir Temel Vitamin | BGD Sukroz | Plant | pH
No Eksplant Kosullar1 | Besin (mg/L) (g/L) Agar
Tipi Ortami (g/L)

Tuzlan

1 Kotiledon | Karanlik | MS NN - 30 7 5.8
(MES’li)

2 Kotiledon | Karanlik | MS NN 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) Img/l TDZ

3 Kotiledon | Karanlik | MS NN 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) Img/1 Zeatin

4 Kotiledon | Karanlik | NN - - 30 7 5.8
(MES’li)

5 Kotiledon | Karanlik | NN - 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) Img/l TDZ

6 Kotiledon | Karanlik | NN - 2mg/l NAA + 30 7 5.8
(MES’li) Img/1 Zeatin

*MS (Murashige Skoog, 1962), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969)

Kiilttire alinan kalluslar, bir ay sonra kallus proliferasyonu i¢in ayni igerikli taze
ortamlarda alt kiiltiire alinmigtir. Eksplantlar ayni hormon konsantrasyonlar1 iceren
ortamlarda alt kiiltiire alinmigtir. Alt kiiltiire alinan kalluslarin 1 ay sonra antosiyanin ve
antioksidan analizleri 6ncesi yas ve kuru agirliklar tartilmistir.

3.1.3.5. Kotiledon iiretimi icin in vitro R. carnosula fidelerinin yetistirilmesi

Antosiyanin ve antioksidan analizinde kotiledon yapraklari kullanilmak {izere in
vitro R. carnosula fidelerinin iretimi i¢in Bolim 3.1.3.2.°de belirtilen yiizey
dezenfeksiyonu uygulamasina tabi tutulan R. carnosula tohumlan Cizelge 3.9. daki 2
nolu ¢imlenme ortamina ekilmistir. Tohumlar ¢imlendirme ortamina 4 tekerriir halinde,
her tekerriirde 10 kavanoza ve her kavanozda 7 tohum olmak iizere ekilmistir. Tohumlar
c¢imlendirme ortamina 4 tekerriir halinde, her tekerriirde 10 petri ve her petride 18 tohum
olacak sekilde ekilmistir. Agizlar1 stregle sarilan petriler 24°C lik kiiltiir odasinda
karanlikta bekletilmistir. Tohum ekiminden 40 giin sonra R. carnosula bitkilerinin
kotiledonlar1 kesilip analiz i¢in yas ve kuru agirliklar: tartilmistir.

3.2. In vivo Kkiiltiir calismalar

Tim bitki tiirlerindeki in vivo kiltir caligmalar1 Kircami Fide Ltd. Sti’de
yuriitiilmistiir.
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3.2.1. H. sabdariffa’da in vivo kiiltiir calismalar

H. sabdariffa’da in vivo fide yetistiriciligine oncelikle fide yetistirme kab1 olan
viyole, torf, vermikulit ve perlitten olusan karigimi (2:1:1 oraninda) doldurmakla
baslanmistir. Hazirlanmis olan viyoliin her goziine bir tohum olacak sekilde, toplamda
100 adet tohum ekilmistir. Tohumlar sulanip 24°C’de karanlik kosullarda ¢imlenmeye
birakilmistir. Cimlenme sayimlar1 giinliik yapilmistir. Kotiledonlar yilizeye ¢ikip gercek
yaprak ¢ikincaya kadar sadece su verilmistir. Kotiledonlar yiizeye ¢ikan bitkilere ise ilk
olarak azot, fosfor ve potasyumdan olusan dengeli giibre verilmistir. Sulamalar her sabah
kontrollii bir sekilde yapilmistir. Hibiskus fideleri 40 giin sonra saksilara aktarilmis ve
analizler i¢in kullanilacak kapsiiller olgunlasincaya kadar bitkilerin bakimlarina diizenli
olarak devam edilmistir (Sekil 3.13a ve 3.13b). Kirmizimsi antosiyaninli kapsiiller belirli
bir olgunluga erisince kapsiiller hasat edilerek analize hazirlanmstir.

3.2.2. O. basilicum’da in vivo kiiltiir calismalar

O. basilicum’da in vivo fide yetistiricilii i¢in de yukarida belirtilen igerikte
substrat karisimi igeren viyollere ayni sekilde toplamda 100 adet tohum ekilmistir. Tohum
ekilen viyol sulanip, 24°C’de karanlik kosullarda ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenme
goriiliir goriilmez fidelik sehpasina yerlestirilmis ve ¢imlenme sayimlar1 yapilmaistir.
Fidelerin giinliik sulama giibreleme ve havalandirma kontrolleri yapilmistir. 25 giin sonra
gelismesini tamamlayan reyhan fidelerinin (Sekil 3.13c) biiylik yapraklar1 hasat edilerek
buz kaliplariyla birlikte laboratuvara getirilmis, 6nce yas agirliklari, etiivde kurutulduktan
sonra da kuru agirliklar tartilarak analize hazirlanmistir.

3.2.3. R. carnosula’da in vivo Kiiltiir calismalari

R. carnosula’daki in vivo fide yetistiriciligi icin de tohumlar yukarida belirtildigi
sekilde toplam 100 adet olarak ekilmistir. Her bir viyol sulanip 24°C’de karanlik
kosullarda ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenme goriiliir goriilmez fidelik sehpasina
yerlestirilmis ve haftalik ¢cimlenme sayimlart yapilmistir (Sekil 3.13d). Kotiledonlar
biiyliylip gercek yapraklarin ilk goriildiigii zaman (15giin) kotiledonlar hasat edilerek buz
kaliplartyla birlikte laboratuvara getirilmis ve yukarida aciklandig: sekilde analiz 6ncesi
yas ve kuru agirliklar: tartilmisgtir.
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(© (d)

Sekil 3.13. /n vivo kiiltiir ¢aligmalarinda yetistirilen fideler. a), b) Hibiskus bitkileri; c)
Reyhan fideleri d) R.carnosula fideleri

3.3. Antosiyanin ve antioksidan analizleri
3.3.1. Orneklerin hazirlanmasi

In vitro kallus ¢alismalarindan elde edilen reyhan ve R. carnosula kalluslar alt
kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra ve hibiskus kalluslar1 ise 5 hafta sonra petrilerden
cikartilarak yas agirliklar1 tartilmistir. Bu kalluslar 2 giin boyunca 35°C’de etlivde
kurutulduktan sonra kuru agirliklart tartilmis ve analiz yapilincaya kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir.
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In vitro kosullarda yetistirilen reyhan fideleri 45 giinliik, R.carnosula fideleri ise
40 giinliik iken, reyhan fidelerinin biiylik yapraklari, R. carnosula fidelerinin ise kotiledon
yapraklar1 hasat edilerek toplam yas agirliklar tartilmistir. Tartilan yapraklar 35°C’°de
etiivde kurutularak kuru agirliklar kaydedilmistir. Kurutulan yapraklar analiz yapilincaya
kadar -20°C’de muhafazaya alinmistir.

In vivo kosullarda yetistirilen reyhan ve R. carnosula fideleri iginse; tohum
ekiminden 15 giin sonra R. carnosula kotiledonlari, 25 giin sonra ise reyhan fidelerinin
bliyiik yapraklar1 hasat edilip yas agirliklar1 tartilmistir. Yas agirliklar1 tartilan yapraklar
2 giin boyunca 35°C’de etiivde kurutulduktan sonra kuru agirliklar: tartilmistir. Kurutulan
yapraklar analiz edilinceye kadar -20°C’de muhataza edilmistir.

3.3.2 Antosiyanin ve antioksidan analizi

Toplam monomerik antosiyanin analizi, antosiyaninlerin ortamin pH degerine
gore renk degistirmesinden yararlanilarak pH diferansiyel metoduyla spektofotometrik
olarak gerceklestirilmistir (Cemeroglu, 2010). Buna gore drnekler, dncelikle potasyum
kloriir (KCI) (pH 1.0) tamponu ile farkli oranlarda seyreltilmis ve sonucta 0.4-0.6
absorbans degeri arasinda olmasini saglayacak seyreltme faktorii tespit edilmistir. Daha
sonra Ornekler KCI ve sodyum asetat (CH3COONa) (pH 4.5) tampon c¢ozeltileri
kullanilarak belirlenen oranda seyreltilmis, seyreltmeden sonra 6rnekler karanlik ortamda
15 dk bekletilerek en yiiksek absorbans (Amax) belirlenen dalga boyu ve 700 nm’deki
absorbans degerleri spektofotometre (Shimadzu UV 1800, Kyoto, Japan) yardimiyla
tespit edilmistir. Orneklere ait toplam monomerik antosiyanin igerikleri asagida verilen
esitlikler (2.5 ve 2.6) yardimu ile hesaplanmistir. Sonuglar mg siyanidin-3-glukozit 100 g
kuru 6rnek™! esdegeri olarak hesaplanmustir.

A = (Amax — A700) pH1 — (Amax — A700) pH 4.5

TMA (mg/L) = AXMWxSfx1000 ex]

A: Diizeltilerek hesaplanmis absorbans farki

MW: Baz alinacak antosiyanin molekiil agirlig1 (g/mol)
Sf: Seyreltme faktorii

€: Absorpsiyon katsayis1

L: Spektrofotometre kiiveti katman kalinligi (1 cm)

Toplam antioksidan aktivite analizi Fernandez-Leon vd. (2013) tarafindan
belirlenen yonteme gore yapilmistir. Reaksiyonu baglatmak icin 50 pL seyreltilmis
cozelti ornegi ile 0.95 mL 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) eklenerek karisim
hazirlanmistir. Karisim 30 dk karanlikta bekletilmis ve absorbans degerleri 515 nm dalga
boyunda spektrometrede okunmustur. Olgiim igin standart olarak Troloks kullanilmistir
ve antioksidan aktivitesi mg Troloks/100 g kuru agirlik olarak hesaplanmistir.
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3.4. incelenen ozellikler

Eksplantlarda kallus olusumu (%), antosiyaninli kallus olusumu (%), kallus ¢ap1
(mm), kok olusumu (%), kok sayisi/eksplant (n), yas agirlik (mg), kuru agirlik (mg),
kallus rengi (renk skalas1) gozlemleri yapilmistir.

Kallus olusturan eksplantlarin oram (%): Her petride kiiltiire alinan eksplantlardan
kallus olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina oranlanip yiizle ¢arpilmasiyla
belirlenmistir.

Antosiyaninli kallus olusturma orani (%): Her petride kiiltiire alinan eksplantlardan,
antosiyaninli kallus olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina oranlanip yiizle
carpilmastyla bulunmustur.

Kallus capr (mm): Petrideki her bir kallusun en ve boyu mm cinsinden olgiiliip,
ortalamasi alinmistr.

Kok olusumu (%): Her petride kiiltiire alinan eksplantlardan kok olusturanlarin sayist,
petrideki eksplant sayisina oranlanip yiizle ¢arpilmasiyla belirlenmistir

Ortalama kok sayisi/eksplant (n): Her petrideki eksplantlarda olusan kokler sayilmig
ve ortalamasi alinmistir

Kallus rengi: Olusan kalluslarin renklerini degerlendirmek amaciyla hibiskus i¢in 6,
reyhan i¢in 5 ve R. carnosula igin 6 renk skalasi olugturulmustur.

Hibiskus kalluslarinin renk skalasi:

Beyaz kallus 1
Krem kallus 2
Sar kallus 3
Yesil kallus 4
Kahverengi kallus 5
Kirmiz1 kallus 6

Reyhan kalluslarinin renk skalast:

Beyaz kallus 1
Krem kallus 2
Pembe kallus 3
Kirmiz1 kallus 4
Mor kallus 5

R. carnosula kalluslarinin renk skalasi:

Beyaz kallus 1
Krem kallus 2
Sar1 kallus 3
Yesil kallus 4
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e Kahverengi kallus 5
e Kirmizi kallus 6

Yas agirhk (mg): Bir uygulamada her eksplanttan elde edilen kallus veya yapraklar
hassas terazide tartildiktan sonra agirliklarinin ortalamasi alinmstir.

Kuru agirhk (mg): Yas agirlig: tartilan kallus veya yapraklar 35 °C lik etiivde 2 giin
kurutulduktan ve hassas terazide tartildiktan sonra agirliklarinin ortalamasi alinmistir.

3.5. istatistik analizi

Tim istatistiksel analizler, istatistiksel hesaplamalar igin gelistirilmis bir
programlama dili ve ortam olan R dili i¢in entegre bir gelistirme ortami olan RStudio
(stiriim 2025.05.0) kullanilarak gergeklestirilmistir. Varyans analizleri (ANOVA) icin
"agricolae" paketi kullanilmistir. Farkli uygulamalarin incelenen parametreler tizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla tek yonlii ve iki yonlii ANOVA analizleri yapilmigstir.
Anlaml farkliliklarin tespit edilmesi durumunda, gruplar arasi farklar1 belirlemek igin
%S5 anlamlilik diizeyinde Fisher’in En Kiigiik Onemli Fark (LSD) testi uygulanmistir.

Ayrica, kiiltiir ortam ile kallus rengi dagilimi arasindaki iliskiyi degerlendirmek
amaciyla Fisher’in Kesinlik Testi kullanilmistir. Bu test, iki kategorik degisken arasinda
rastlantisal olmayan bir iliski olup olmadigini belirlemek icin kullanilan parametrik
olmayan bir istatistiksel yontemdir. Ozellikle biyolojik deneylerde sik¢a karsilasilan
kiigiik 6rneklem biiyiikliikleri veya dengesiz dagilimlar gibi durumlar i¢in uygun bir
analiz yontemidir. Veri setinin biiytikliigii ve tablonun karmasiklig1 nedeniyle test, 10.000
yinelemeli Monte Carlo simiilasyonu kullanilarak gercgeklestirilmis ve anlamlilik
diizeyleri bu sekilde tahmin edilmistir.

Tiim sonuglar %95 giliven diizeyi esas alinarak degerlendirilmis ve istatistiksel
bulgular1 desteklemek amaciyla uygun grafik ve tablo gosterimleri olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro kiiltiir ¢calismalar: bulgular:

4.1.1. H. sabdariffa’da in vitro kiiltiir calismalar: bulgular
4.1.1.1. H. sabdariffa’da tohum ¢imlenme bulgulari

Kallus denemelerinde kullanilacak eksplantlar1 elde etmek igin in vitro stok
bitkiler yetistirilmistir. Bu amacla hibiskus tohumlar sterilizasyona tabi tutulmus ve
ardindan 1. Grup ¢cimlendirme ortami1 yapilmistir. Bu grupta {i¢ farkli ¢imlendirme ortami
(Cizelge 3.1.) test edilmistir. 1 nolu kontrol ortaminda %25 c¢imlenme, %066
kontaminasyon ger¢eklesmistir. Propamocarb etken maddeli antifungal ilave edilmis 2
nolu ortamda %25 ¢imlenme ve %33 kontaminasyon kaydedilmistir. Fluazinam etken
maddeli antifungalin eklendigi 3 nolu ortamda ise %25 ¢imlenme ve %41 oraninda
kontaminasyon meydana gelmistir. Ote yandan, ortamlara eklenen propamocarb ve
fluazinam etken maddeli antifungallerin kontaminasyonu onemli Ol¢lide azaltirken,
¢imlenme iizerine 6nemli etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Bu bulgulara gore kontaminasyona karsi en etkili ¢imlendirme ortami 2 nolu
ortam olarak belirlenmis, hibiskusda bundan sonra bu ¢imlendirme ortaminin kullanildig1
in vitro fide elde etme c¢alismalarinda %23 oraninda ¢imlenme gergeklesirken,
kontaminasyon orani kaydedilmemistir.

4.1.1.2. H. sabdariffa’da kallus deneme bulgular

1.Grup kallus deneme bulgulari: Hibiskusda yapilan 1.grup kallus denemelerinde 3
indiiksiyon ortami ve 2 eksplant tipi (hipokotil ve kotiledon) kullanilmistir. Bu ortamlarda
kiltire aliman eksplantlardan meydana gelen kallus olusumu ve kallus cap1
parametrelerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1’de goriildiigi gibi, ortamin bagimsiz etkisi degerlendirildiginde,
herhangi bir BGD nin ilave edilmedigi kontrol ortaminda kallus olusumu
gerceklesmemistir. Buna karsilik, 2.ortam (MS + 2 mg/LL NAA + 1 mg/L BAP) ve 3.
ortamda (MS + 1 mg/L 2,4-D + 2 mg/L Kinetin) %100 oraninda kallus olusumu meydana
gelmistir. Kallus ¢ap1 yoniinden ise en yliksek deger 21 mm olarak 2.ortamda 6l¢iiliirken,
3.ortamin c¢ap ortalamasi 18.66 mm olarak kaydedilmistir. Bu 2 ortam, kallus c¢api
acisindan kontrol ortamindan ve birbirinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
gostermistir. Eksplant tipinin bagimsiz etkisi degerlendirildiginde ise hipokotil ve
kotiledonlar arasinda kallus olusum yiizdesi bakimindan fark bulunmamis, her iki
eksplant tipi de ortalama %66.6 oraninda kallus tiretmistir. Ancak kallus ¢ap1 bakimindan
kotiledon eksplantlari, ortalama 17.22 mm’lik degeriyle, hipokotil eksplantlarina kiyasla
(9.22 mm) yaklasik 2 kat daha fazla kallus iiretmis ve bu fark olduk¢a 6nemli bulunmustur
(» <0.001). Bu durum, kotiledon dokusunun daha biiyiik kallus gelistirme agisindan daha
avantajli oldugunu ortaya koymustur.

Ortam ve eksplant tipinin interaksiyonu (etkilesimi) degerlendirildiginde, kallus
olusumu agisindan etkilesim Ol¢iilememistir. Ancak kallus cap1 bakimindan etkilesim son
derece anlamli bulunmustur (p < 0.001). Ozellikle 2.ortamda kiiltiire alinan kotiledon
eksplantlarinda kallus ¢ap1 27.3 mm ile en yiiksek degere ulasmistir. Benzer sekilde,
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3.ortamda kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarinda ise kallus ¢apt 24.3 mm olarak
belirlenmistir. Her iki ortamda kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda ise kallus c¢api
degerleri daha diisiik (2.ortamda: 14.7 mm, 3.ortamda: 13 mm) bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hibiskusda 1.grup kallus denemelerinde farkli ortam ve eksplant ile bu
faktorlerin interaksiyonunun kallus olusumu ve kallus ¢api tizerine etkileri

Faktor Kallus Olusumu (%) Kallus Cap1 (mm)

Ortam
Ortam 1. 0.00 0.00 ¢!

Ortam 2. 100 21.00 a
Ortam 3. 100 18.66 b

LSD (%5) 0.d.” 1.90% %2

Eksplant
Hipokotil 66.67 9.22b
Kotiledon 66.67 17.22 a

LSD (%5) 0.d. 1.55%%*

Kallus Olusumu (%) Kallus Cap1 (mm)

Ortam x Eksplant Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon
Ortam 1. 0.00 0.00 0.00d 0.00d
Ortam 2. 100 100 14.67¢ 2733 a
Ortam 3. 100 100 13.00c 24.33b

LSD (%5) 6.d. 2.69%***

! Ayn1 harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %35 diizeyinde dnemlidir. 2 ***: p < 0.001. 2 6.d: Onemli degil.

Bu sonuglar, kullanilan ortam bilesimlerinin kallus indiiksiyonu ve gelisiminde
etkili oldugunu ve ozellikle kotiledon eksplantlarinin kallus kalitesi {izerinde yiiksek
performans sergiledigini gdstermistir. Herhangi bir BGD kullanilmayan kontrol ortami
hibiskusda kallus olusumunu tesvik etmemistir. Cesitli BGD igerigine sahip 2.ortam ve
3.ortamdan ise ozellikle 2 mg/L NAA + 1 mg/L BAP kombinasyonuna sahip 2.ortam, her
iki eksplant tipi i¢in de kallus gelisimi agisindan daha basarili ortam olarak 6ne ¢ikmistir.

2.Grup kallus deneme bulgulari: Hibiskusta yapilan daha kapsamli 2.grup kallus
denemelerinde 10 indiiksiyon ortam1 ve tek eksplant tipi olarak kotiledon kullanilmustir.
Bu ortamlarda kiiltiire alinan kotiledonlarda; farkli besin ortamlarinin kallus olusumu,
kallus capi, kok olusumu, kok sayisi/eksplant, yas ve kuru agirlik gibi parametreler
iizerindeki etkileri Cizelge 4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Hibiskus 2.grup kallus denemelerinde kotiledon eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 10 farkl indiiksiyon ortaminin kallus olusumu, kallus ¢ap1, kok olusumu, kok
sayisi/eksplant ile yas ve kuru kallus agirligi tizerine etkileri

. Kallus Kallus Kallus Kok Kok Kallus Yas Kallus
Indiiksiyon Olusumu Cap1 Olusumu Sayisi Agirh@ Kuru
Ortam No (%) (mm) (%) /Eksplant (mg) Agirhg
(adet) (mg)
1 0.00 ¢! 0.00 b 65.00 ¢ 0.65 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢
2 0.00 ¢ 0.00 b 66.67 bc 1.33 de 0.00 ¢ 0.00 ¢
3 86.67 b 8.40 ¢ 36.67d 0.50 f 197.3b 40 b
4 0.00 ¢ 0.00 b 66.67 be 0.67 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢
5 0.00 ¢ 0.00 b 65.00 ¢ 0.75 def 0.00 ¢ 0.00 ¢
6 0.00 ¢ 0.00 b 70.00 be 1.53d 0.00 ¢ 0.00 ¢
7 0.00 ¢ 0.00 b 100.00 a 12.08 b 0.00 ¢ 0.00 ¢
8 100 a 11.72 a 81.67b 240 ¢ 300.17 a 55.92 a
9 0.00 ¢ 0.00 b 65.00 ¢ 14.50 a 0.00 ¢ 0.00 ¢
10 100 a 9.92b 46.67d 1.18 def 204.67 b 44 b
LSD (%5) 3.89%*:%2 1.41%** 16.04*** 0.82%** 14.79%%* 5.14%**

! Ayn1 harfle gdsterilmeyen degerler arasindaki fark %5 diizeyinde dnemlidir. 2 ***: p < 0.001.

Cizelge 4.2°deki varyans analizi sonuglari incelenen tiim parametrelerde ortamlar
arasinda istatistiksel olarak son derece anlamli farkliliklarin bulundugunu ortaya
koymustur (p < 0.001). Indiiksiyon ortamlarmin kallus olusumu iizerine etkisi
degerlendirildiginde, sadece 3.ortamda %86.67, 8.ortam (NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25
mg/L Zeatin) ve 10.ortamda ise (NN + 0.5 mg/L IAA + 0.25 mg/L Zeatin) %100 oraninda
kallus tiretimleri saglanirken (Sekil 4.1), ilging sekilde diger 7 ortamda hig kallus olusumu
gerceklesmemistir.

Sekil 4.1. Hibiskusta yapilan 2.grup kallus denemelerinde 10 farkli indiiksiyon ortaminda
kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarinin ortamlara verdigi tepkilere 6rnekler. Sol {istte
saga dogru; 1. ortam (MS Kontrol), 2. ortam (MS + 0.5 mg/L 2,4-D) 3. ortam (MS + 0.5
mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin), 4. ortam (MS + 0.5 mg/L IAA), 5. ortam (MS + 0.5
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mg/L TAA + 0.25 mg/L Zeatin). Sol altta saga dogru; 6. ortam (NN Kontrol), 7. ortam
(NN + 0.5 mg/L 2,4-D) 8. ortam (NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin), 9. ortam
(NN + 0.5 mg/L TAA), 10. ortam (NN + 0.5 mg/L IAA + 0.25 mg/L Zeatin).

Kalluslarin yas ve kuru agirliklart en yiiksek 8 numarali ortamda belirlenmis; bu
ortamda elde edilen yas agirlik 300.17 mg, kuru agirlik ise 55.92 mg olarak tartilmistir.
Bunu ikinci olarak 10. ortam ve iiglincii olarak ise 3. ortam izlemistir. Bu durum, 8
numarali ortamin kallus dokularinda biyokiitle birikimini destekledigini ve bu 6zelligi ile
diger ortamlardan ayristigini gostermektedir (Cizelge 4.2). Deneme sonuglar1 genel
olarak degerlendirildiginde, her bir ortamin hibiskus kotiledon eksplantlarinin morfojenik
yanitlar1 iizerinde farkli diizeylerde etkiler gosterdigi anlasilmaktadir. Ozellikle 7.ortam
(NN + 0.5 mg/L 2,4-D) kok olusumu agisindan 6ne ¢ikarken (%100), 8.ortam kallus
olusumunun yanisira, kallus ¢ap1 ve biyokiitle iiretimi agisindan da en etkili ortam olarak
bulunmustur. Bunlara ek olarak, 9.ortam (NN + 0.5 mg/L IAA) ise kok sayisi/eksplant
artirma yoniinden en etkili sonucu ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar, ortam
kompozisyonlarinin bitki doku kiiltiirii uygulamalarindaki kritik roliinii bir kez daha
ortaya koymakta ve hibiskus tiirlinde bundan sonra yapilabilecek doku kiiltiirii caligsmalari
acisindan énemli verileri ortaya koymaktadir.

Hibiskusda yapilan 2.grup kallus denemelerinde ayrica, kullanilan indiiksiyon
ortaminin olugan kalluslarin rengi {lizerine etkileri de degerlendirilmistir. 2.grup kallus
denemelerinde 6 aya kadar olusan kallus renkleri krem, sari, yesil, pembe, kirmizi ve
kahverengi ile sinirlt kalmis ve degerlendirme bu renkler tizerinden yapilmistir (Sekil 4.2.
ve Sekil 4.3.). Bu veri setinde, bazi ortamlarda kallus olusumu gézlenmemesi nedeniyle
klasik Ki-kare testi yerine, daha uygun bir yontem olan simiilasyon tabanli Fisher’in
kesinlik testi uygulanmistir. Elde edilen p degeri 0,00009999 olup, bu sonug¢ kallus
renklerinin ortamlara gére dagiliminin istatistiksel olarak son derece anlamli bir sekilde
farklilastigini gostermektedir. Bu bulgu, kallus renginin yanlizca genetik faktorlerden
degil, aym1 zamanda kiiltiir ortamlarinin birlesiminden de 6nemli 6lciide etkilendigini
ortaya koymaktadir.
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Kallus Renklerinin Ortama Gore Dagilimi
90
80
70 Kallus Rengi
KREM
EQE’O
E 50 m PEMBE
2 40 SARI
-
30 W YESIL
20 B KAHVERENGI
10 II B KIRMIZI
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ortamlar

Sekil 4.2. Hibiskus kotiledonlarinin kiiltiire alindigi 2.grup kallus indiiksiyon
ortamlarinin olusan kalluslarin rengi iizerindeki etkileri.

Calismanin 6.aymdan sonra Ozellikle 8.ortamda olmak {izere, bazi kalluslarda
hibiskus kapsiillerindeki kirmizimsi renk benzeri renklenme olusumuna rastlanmistir
(Sekil 4.3). Bu durum, hibiskus tiirlinde hem kotiledondan kallus olusumu, hem de
kallusdan antosiyanin olusumunun c¢alismada kullanilan diger 2 tiire gore daha geg
gerceklestigini ortaya koymustur.

Sekil 4.3. Hibiskus 2.grup kallus denemelerinin 8.ortaminda kiiltiirden 6 ay sonra
baslayan antosiyanin olusum goriintiisii.

H. sabdariffa’da kozalaklarin sepallerinden yapilan kallus denemelerinde ise
sepallerden herhangi bir kallus gelisimi meydana gelmemistir.
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4.1.2. O. basilicum’da in vitro Kiiltiir ¢calismalari bulgular:
4.1.2.1. O. basilicum’da tohum yiizey dezenfeksiyonu ve ¢cimlendirme bulgular:

O. basilicum’da kallus denemelerinde kullanilacak eksplantlar elde etmek i¢in in
vitro stok bitkiler yetistirilmeye calisilmistir. Bunun i¢in en uygun tohum ¢imlendirme
ortamini belirlemek amaciyla reyhan tohumlar1 oncelikle 1.ylizey dezenfeksiyonu
uygulamasina tabi tutulmus, ardindan herhangi bir BGD veya katki maddesi igermeyen 3
farkli temel besin ortamindan (MS, NN ve B5 ortamlari) olusan 1.grup ¢imlendirme
ortamlarina ekilmistir. Bu grubun 3 c¢imlendirme ortaminda da tohumlar hizla
cimlenmeye baslamis, ancak baglangicta temiz goriinen kiiltiirlerde zamanla
kontaminasyon oranlar1 hizla artmistir. 1.grup c¢imlendirme ortamlarindaki MS’li
l.¢cimlendirme ortaminda %84 ¢imlenme ve %40 kontaminasyon, NN’li 2.¢imlendirme
ortaminda %80 ¢imlenme ve %50 kontaminasyon ve B5’li 3.¢imlendirme ortaminda ise
%78 ¢imlenme ve %50 kontaminasyon meydana gelmistir (Cizelge 4.3.). En az %78
cimlenmenin gergeklestigi 1.grup ¢imlendirme ortamlarinda en fazla ¢cimlenme %84 ile
MS’li ortamda olusmustur. Bununla birlikte, kontaminasyon oranlar1 tiim ortamlarda
genel olarak yiiksek bulunmustur. Yiiksek ¢imlenme oranlarina karsilik kontaminasyon
oranlarinin yiliksek olmasmin nedeni reyhan tohumlarmin digindaki miisilaj benzeri
kaygan tabakaya baglanabilir. Bu tabakanin 6zellikle sivi ile muamele edildikten sonra
siskinleserek dezenfeksiyon i¢in kullanilan kimyasallarin tohum kabugundan igeri
yeterince girememesine ve dolayisiyla tohumlarin yiizeyinin yeterince dezenfekte
edilememesine neden oldugu i¢in yogun kontaminasyon problemi olusturdugu
diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. Farkli ylizey dezenfeksiyonu uygulamalarina tabi tutulduktan sonra farkli
cimlendirme ortamlarina ekilen O. basilicum tohumlarinin ¢imlenme ve kontaminasyon
oranlar1 (%)

Yiizey Cimlenme | Kontaminasyon | Cimlenme | Kontaminasyon Cimlenme Kontaminasyon
Dezenfeksiyonu (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Uygulamalar1

1. Yizey 1.Cimlendirme Ortami 2.Cimlendirme Ortami 3.Cimlendirme Ortami
Dezenfeksiyonu (Mod-MS 1i) (NN i) (B5 1i)
Uygulamasi
Yapilan 84 40 80 50 78 50
Tohumlarin
Cimlendirme
Ortamlari ve
Sonuglari

2. Yiizey MS li Kontrol Ortami Propamocarb Etken Maddeli Fluazinam Etken Maddeli
Dezenfeksiyonu Cimlendirme Ortam1 Cimlendirme Ortam1
Uygulamast (Mod-MS 1i) (Mod-MS i)
Yapilan
Tohumlarin 73.3 43 90 25 78.3 33
Cimlendirme
Ortamlar1 ve
Sonuglari

3. Yiizey - Propamocarb Etken Maddeli -
Dezenfeksiyonu Cimlendirme Ortami1
Uygulamast (Mod-MS 1i)

Yapilan
Tohumlarin - - 81 0 - -
Cimlendirme
Ortamlari ve
Sonuglart

Tohumlardaki kontaminasyonun fazla olmasi sebebiyle farkli antifungallerin hem
kontaminasyon hem de ¢imlendirme lizerine etkilerinin ortaya konulmasi i¢in reyhan
tohumlarina 2.grup sterilizasyon uygulamasi (%0.2 civa kloriirlii) yapilmis ve bu
uygulamaya tabi tutulan tohumlar temel besin ortami1 Mod-MS olan 3 farkli ortamdan
olusturulan 2.grup ¢imlendirme ortamlarina ekilmistir. Bu ortamlardan 1.ortam
antifungal eklenmeyen kontrol ortami iken, 2.ortama propamocarb (1ml/L) ve 3.ortama
fluazinam (1ml/L) etken maddeli antifungaller ilave edilmistir. 2.grup ¢imlendirme
ortamlarindan 1.ortamda %73.3 ¢imlenme ve %43 kontaminasyon, 2.ortamda %90
¢imlenme ve %25 kontaminasyon, 3.ortamda ise 9%78.3 ¢imlenme ve %33
kontaminasyon ger¢eklesmistir (Cizelge 4.3.). Bu bulgulara gore; en az ¢imlenme
(%73.3) ve en yiiksek kontaminasyon (%43) kontrol ortaminda gerceklesirken, en yiiksek
cimlenme (%90) ve en az kontaminasyon (%25) ise propamocarb etken maddeli
antifungal igeren 2.¢imlendirme ortammda meydan gelmistir. Ayrica, 2.grup
denemelerde antifungal eklenen 2. ve 3. ¢imlenme ortamlarinin kontaminasyonu 6nemli
Olciide azaltirken, ¢imlenmeyi de arttirmasi 6nemli bulunmustur. Bununla birlikte,
kullanimi1 uygulayiciya ve gevreye zararli olan civa kloriir konsantrasyonunun % oraninda
azaltilarak ylizey dezenfeksiyonu yapilan tohumlarin, 2.grupta en basarili bulunan
cimlendirme ortamina ekildigindeki ¢imlenme ve kontaminasyon etkisi tespit edilmek
istenmis ve bu amagla 3.¢cimlendirme uygulamasina ge¢ilmistir. Bunun i¢in %0.2 den
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%0.05 oranina diisiiriilen civa kloriirlii 3.yiizey dezenfeksiyonu uygulamasina tabi tutulan
tohumlar, temel besin ortami yine Mod-MS olan ve propamocarb (1ml/L) etken maddeli
antifungalin ilave edildigi ¢imlendirme ortamina ekilmistir. Tek bir sterilizasyon ve
¢imlendirme ortami kullanilan 3.¢imlendirme uygulamasinda %81 oraninda ¢imlenme
gerceklesirken, kontaminasyon orani kaydedilmemistir (Cizelge 4.3.).

4.1.2.2. O. basilicum’da kallus deneme bulgular

1.Grup kallus deneme bulgulari: Reyhan bitkisi iizerinde yiiriitillen 1.kallus
denemelerinde, eksplant tipi (hipokotil, kotiledon, kiiglik yaprak ve biiyiik yaprak) ile
kiiltiir kosullarinin (aydinlik ve karanlik) kallus olusumu (%), antosiyaninli kallus
olusumu (%), antosiyaninli kallus miktar1 ve kallus capt (mm) {iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Kiiltiir kosulunun kallus iizerindeki etkisi dnemsiz bulunmustur
(Sekil 4.4.). Eksplant tipinin kallus olusumu iizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir ve eksplant ile kiiltiir kogulu arasindaki etkilesim de anlamli degildir. Bu
durum, eksplantlarin kallus olustururken esas olarak kiiltiir ortamindaki aydinlik, karanlik
kosullar1 gibi ¢evresel faktorlerden direkt olarak etkilenmedigini gostermektedir (Cizelge
4.4).

(2) (b)
Sekil 4.4. Reyhanda 1.kallus denemelerinde farkli kiiltiir kosullarinda elde edilen
kalluslar; (a) Karanlikta kiiltiire alinan kiigiik yaprak eksplantindan olusan kallus; (b)
Aydinlikta kiiltiire alinan kiigiik yaprak eksplantindan olusan kallus
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Cizelge 4.4. Reyhanda yapilan 1.grup kallus denemelerinde eksplant ve kiiltiir kosulu
faktorlerinin toplam kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu ve kallus ¢ap1 tizerine
bagimsiz ve interaksiyonel etkileri

Faktor Kallus Olusum Antosiyaninli Kallus Cap1
(%) Kallus Olusum (mm)
(%)

Kiiltiir Kosulu
Aydinhk 100 45.00b! 19.75a
Karanlik 100 85.00a 17.75b
LSD (%5) - 15.76%%%* 1.59*
Eksplant
Hipokotil 100 50.00b 19.75ab
Kotiledon 100 45.00b 15.50c

. 100 75.00a 18.00b
Kiiciik yaprak

100 90.00a 21.75a
Biiyiik yaprak
LSD (%5) - 22.29%%*2 2.25%%x*
Kiiltiir Kosulu Kallus Olusum (%) Antosiyaninli Kallus Cap1
X Kallus Olusum (mm)
Eksplant (%)
Aydinlik | Karanlik | Aydinlik Karanlik Aydinlik Karanlik

Hipokotil 100 100 0.0d 100a 22.5ab 17.0c
Kotiledon 100 100 50bc 40c 11.0d 20.0bc
Kiigiik Yaprak 100 100 50bc 100a 19.0c 17.0c
Biiyiik Yaprak 100 100 80ab 100a 25a 18.5¢
LSD (%5) 6.d. 31.52%%* 3.18%**

! Ayn1 harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %35 diizeyinde dnemlidir. 2 ***: p <0.001. 6.d: Onemli degil.

Antosiyaninli kallus olusumu ve miktar1 ise hem kiiltiir kosullarina hem de
eksplant tipine bagli olarak anlamli farklilik gostermistir (p <0.001). En yiiksek
antosiyaninli kallus olusumu, karanlik kosulunda (%85) ve biiyiik yaprak eksplantindan
elde edilen kalluslarda (%90) gozlenmistir (Sekil 4.4.ve Sekil 4.5.). Eksplant ve kiiltiir
kosulu arasindaki etkilesim de anlamli bulunmus (p <0.001), bu da antosiyaninli kallus
olusum miktarinin yalmzca tek bir faktérden degil, bu faktorlerin birlesiminden
etkilendigini gostermektedir (Cizelge 4.4.).
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(b)

(d)

Sekil 4.5. Reyhanda 1.kallus denemelerinde karanlik kiiltiir kosullarinda farkli ortamlarda
kiiltiire alman farkli eksplantlardan elde edilen antosiyaninli kallus olusumlari; a)
Hipokotilden olusan kallus; b) Biiylik yapraktan olusan kallus; c¢) Kotiledondan olusan
kallus; d) Kiiglik yapraktan olugan kallus.

Kallus ¢ap1 agisindan da hem kiiltiir kogullart hem de eksplant tipi bagimsiz olarak
anlamli fark olusturmustur (p <0.05 ve p <0.001). Aydinlik ve karanlik kosullar1 arasinda
kallus ¢ap1 bakimindan anlamli bir fark olugsmustur. Aydinlik kosullarda (19.75 mm) en
biiylik kalluslar olusmustur. Eksplantlar arasinda en biiyiik kallus ¢ap1 (21.75mm) biiytlik
yapraktan elde edilmistir (Sekil 4.5.). Bu durum eksplant ve ortam etkilesiminin kallus
gelisiminde belirleyici oldugunu gdstermektedir (p < 0.001). Antosiyanin igeren kallus
miktar1 da tiim faktorlerden anlamli sekilde etkilenmistir; kiiltiir kosulu (p < 0.001),
eksplant tipi (p < 0.001) ve bunlarin etkilesimi (p < 0.001) anlamli bulunmustur. Tim
eksplant tiplerinde karanlik kosullarda daha fazla sayida antosiyanin igeren kallus elde
edilmis, bu da karanlik ortamin reyhan bitkisine ait kalluslarda antosiyanin iiretimini
tesvik ettigini gdstermektedir (Cizelge 4.4.).

2.Grup kallus deneme bulgulari: Reyhan bitkisinde yiiriitiilen 2.kallus denemelerinde,
eksplant olarak yalnizca biiyiik yapraklar kullanilmis ve bu eksplantlar farkli gelisim
parametrelerini degerlendirmek amaciyla 6 farkli kallus indiiksiyon ortaminda kiiltiire
alimmugtir. Degerlendirilen parametreler; kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu,
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kallus cap1, kok olusumu, kok sayisi/eksplant, kallus yas agirlig1 ve kallus kuru agirligidir.
Varyans analizi (ANOVA), tim bu ozellikler agisindan ortamlar arasinda istatistiksel
olarak yiiksek derecede anlamli farklar (p < 0.001) oldugunu ortaya koymustur (Cizelge
4.5.).

Cizelge 4.5. Reyhanda yapilan 2.grup kallus denemelerinde farkli kallus indiiksiyon
ortamlarinin kiiltiire alinan biiylik yapraklarda kallus olusumu, antosiyaninli kallus
olusumu, kallus ¢ap1, kok olusumu, kok sayisi/eksplant, kallus kuru ve yas agirligi lizerine
etkileri

Ortam Kallus Antosiyaninli Kallus Kok Kok Kallus Kallus
No Olusumu Kallus Cap1 Olusumu Sayisi/ Yas Kuru
(%) Olusumu (mm) (%) Eksplant | Agirhg Agirh@
(%) (adet) (mg) (mg)
1 48.75b! 48.75b 10.77b 67.50bc 2.65b 37.93f 9.10d
2 100a 100a 10.24b 61.25¢ 1.23¢ 138.1d 17.85¢
3 100a 100a 14.72a 80.00ab 1.94bc 361.93a 32.63a
4 5¢ 5¢ 7.75b 90.00a 4.86a 62.5¢ 10.34d
5 100a 100a 10.31b 70.00bc 1.83bc 177.13¢ | 21.73bc
6 100a 100a 14.46a 63.75¢ 1.93bc 246.88b | 27.19ab
LSD (%5) 6.96%%*2 6.96%%* 1.3 %%k 13.68%** 0.88%* 19.13%%% | 7 ]5%%x

! Ayn1 harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %5 diizeyinde 6nemlidir. > ***: p < 0.001.

Cizelge 4.5’e gore kallus olusumu agisindan, 2. (MS + 0.5 mg/L 2,4-D), 3. (0.5
mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin), 5. (NN + 0.5 mg/L 2,4-D) ve 6. (NN + 0.5 mg/L 2,4-D
+ 0.2 mg/L Zeatin) ortamlardan her biri %100 kallus tiretim orani ile en basarili sonuglari
olusturmustur. Bu durum, bu ortamlara eklenen 0.5 mg/L 2,4-D nin kallus olusumunu
tesvik ettigini gostermektedir. Bununla birlikte, 4 numarali ortamda en diisik oranda
(%S5) kallus olusurken, %90 oraninda kok olusmustur. Bu durum ise bu ortamin kallus
icin degil, kok olusumu icin en etkili ortam oldugunu ortaya koymustur. Yine 4 nolu
ortamda ortalama 4.86 kok/eksplant ile en yiiksek kok sayisi/eksplant elde edilmistir. Bu
sonu¢ da BGD eklenmemis NN ortaminin koklenmeyi tesvik etmede 6zel bir role sahip
oldugunu gostermistir (Sekil 4.6.). Kallus ¢ap1 acisindan ise en biiyiik kalluslar 3 ve 6
numarali ortamlardan elde edilmistir. Bu ortamlarin kalluslarinda 6l¢iilen ortalama ¢aplar
strastyla 14.72 mm ve 14.46 mm olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar, bu ortamlardaki 0.5
mg/L 2,4-D ile birlikte 0.2 mg/L Zeatin kullaniminin yalmizca kallus olusumunu degil,
ayn1 zamanda kallus gelisimini daha etkin sekilde destekledigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Reyhanda 2 kallus denemelerinde karanlik kiiltiir kosulunda farkli ortamlarda
kiiltiire alinan biiyiik yaprak eksplantlarindan olusan kallus goriintiileri. Yukarida soldan
saga dogru; 1. (MS kontrol ortami), 2. (MS + 0.5 mg/L 2,4-D), 3. (MS + 0.5 mg/L 2,4-D
+ 0.2 mg/L Zeatin) ortamda; asagida soldan saga dogru, 4. (NN kontrol ortami1), 5. (NN
+ 0.5 mg/L 2,4-D) ve 6. (NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2mg/L Zeatin) ortamlardaki kalluslar

Kalluslarin yas ve kuru agirlik Slgiimleri de ortamlarin etkisini agik¢a ortaya
koymustur. 3 numarali ortam, 361.93 mg’lik ortalama ile en yliksek kallus yas agirligini
olusturmustur. 6 numarali ortamin kallus yas agirlig1 (246.8 mg) 3 numarali ortamu takip
etmistir. Bu durum, 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin kombinasyonunun oncelikle MS
ortaminda olmak {izere, NN ortaminda da en gii¢lii kallus gelisimini tesvik ettigini
gostermektedir. 32.63 mg’lik kallus kuru agirlig1 ile en yiiksek kuru madde birikimi ise 3
numarali ortamda kaydedilmis, onu 27.19 mg ile 6.ortam takip etmistir (Cizelge 4.5.).

Genel olarak degerlendirildiginde, bu bulgular her bir ortamin farkli giiglii
yonlerini ortaya koymaktadir. 4 numarali ortam kok olusumu ve kok sayisi/eksplant
tizerinde en etkili bulunurken, 3 ve 6 numarali ortamlar daha biiyiik kallus gelisimi ve
kallus yas agirligint saglamistir. Bu sonuglar, reyhan bitkisinin doku kiiltiirii
calismalarinda istenilen gelisimsel hedefe gore besin ortaminin dikkatle se¢ilmesinin
Oonemini vurgulamaktadir (Cizelge 4.5.).

Reyhanda ayrica, farkli besin ortamlarinin kallus renkleri lizerindeki etkisi de
incelenmistir (Sekil 4.7.). Denemede farkli kallus indiikiyon ortamlarinda olusan kalluslar
renklerine gore beyaz, krem, pembe, kirmizi ve mor olarak siniflandirilmistir. Ortamlar
arasinda kallus renklerinin dagilimi belirgin sekilde farklilik gdstermistir. 1 numarali
ortamda sadece birka¢ mor renkli kallus olusurken, 2 numarali ortamda pembe ve kirmizi
renkli kalluslar agirlikli olarak gézlemlenmis, az sayida krem ve mor renkli kallus da
goriilmiistiir. 3 numaral ortamda ise kirmiz1 kalluslar yogun olarak olugmus, bunun
yaninda birka¢ pembe renkli kallus da gozlenmistir. 4 numarali ortamda yalnizca ¢ok az
sayida kirmizi renkli kallus meydana gelirken, 5 numarali ortamda kalluslarin tamami
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reyhanda antosiyaninlerin en yogun bulundugu diisiiniilen mor renkte olusmustur. 6
numarali ortamda ise tamamen pembe kallus iiretimi gerceklesmistir. Ortamlar arasinda
bu denli belirgin renk farkliliklarinin olmasi, besin ortamlarinin bilesimlerinin kalluslarin
renkleri tizerindeki etkisini ortaya koymustur.

Kallus Renklerinin Ortama Gore Dagilimi
120
Kallus Rengi
100
OBeyaz
80
N OKrem
LCU 60 EPembe
Q
v
= B Kirmizi
40
B Mor
20
. [ =
al 2 3 4 5 6
Ortamlar

Sekil 4.7. Reyhanda yapilan 2.grup kallus denemelerinde farkli kallus indiiksiyon
ortamlarinin kallus renk olusumu iizerine etkileri

Ancak bu veri setinde bazi ortamlarda kalluslarin olusmamasi nedeniyle klasik ki-
kare testi yerine, daha uygun bir yontem olan simiilasyon tabanli Fisher’s Exact Testi
(10.000 tekrar) uygulanmistir. Elde edilen p-degeri 0.00009999 (p < 0.001) olup, bu
sonug kallus renklerinin dagiliminin ortamlara gore istatistiksel olarak son derece anlamli
sekilde farklilastigini ortaya koymustur. Bu durum, kallus renginin yalnizca genetik
faktorlerle degil, ayn1 zamanda ortam bilesenleriyle de dogrudan iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle reyhanda antosiyaninlerin daha yogun bulundugu diisiiniilen mor
renkli kalluslar yalnizca 1 ve 5. ortamlarda, pembe renkli kalluslar ise 6zellikle 6. ortamda
olusmustur (Sekil 4.7.).

4.1.2.3. In vitro reyhan fide yetistiriciligi bulgular

Reyhan tohumlari temel besin ortami olarak Mod-MS olan ¢imlendirme ortamina
4 tekerriir, her tekerriirde 10 kavanoz ve her kavanozda 7 tohum olacak sekilde ekilmistir.
Ekilen tohumlarin haftalik c¢imlenme gozlemlerini takiben ¢imlenme oranlar
belirlenmistir. 1.tekerriirde %65, 2.tekerriirde %75, 3.tekerriirde %72 ve 4.tekerriirde
%74 ¢imlenme olmak iizere ortalama %71.5 oraninda ¢imlenme gerceklesmis ve bunlarin
her birisi in vitro fideciklere doniismiistiir (Sekil 4.8). Tohum ekiminden 45 giin sonra
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antosiyanin ve antioksidan analizine hazir hale getirmek {izere in vitro fideciklerin biiyiik
yapraklar1 hasat edilerek yas ve kuru agirliklar 6l¢iilmiistiir.

g—

T

Sekil 4.8. In vitro yaprak {iretimi i¢in in vitro sartlarda yetistirilen reyhan fideleri
4.1.3. R. carnosula’da in vitro Kiiltiir cahismalar: bulgular
4.1.3.1. R. carnosula’da tohum ¢imlenme bulgular:

Kallus denemelerinde kullanilacak kotiledon eksplantlarini elde etmek icin in
vitro stok bitkiler yetistirilmistir. Bu amagcla ylizey dezenfeksiyonlar1 yapilan R.
carnosula tohumlar1 herhangi bir BGD icermeyen ii¢ farkli ¢imlendirme ortamina
ekilmistir. Kontrol ortami olan 1l.ortamda %90 c¢imlenme meydana gelmistir.
Propamocarb etken maddeli antifungal igceren 2.ortamda ¢imlenme %91.6 olurken,
fluazinam etken maddeli antifungal igeren 3.ortamdaki ¢imlenme ise %75.5 olarak
gerceklesmistir. Ug ortamda da kontaminasyon olmamistir. Cimlenme oranmin %91.6
oraninda gerceklestigi 2. ortam en basarili ¢gimlendirme ortami olarak belirlenmistir.

4.1.3.2. R. carnosula’da kallus deneme bulgular:

1.Grup deneme bulgulart: R. carnosula 1.grup kallus denemelerinde, kotiledonlarin
karanlik kosulda kiiltiire alindig1 3 kallus indiiksiyon ortaminin kotiledonlar tizerindeki
etkisi; kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu ve kallus capi yoOniinden
degerlendirilmistir. Denemenin BGD i¢ermeyen kontrol ortaminda herhangi bir kallus
olusumu gozlenmezken, 2.ortam (MS + 2 mg/LL NAA + 1 mg/L BAP) ve 3.ortamda (MS
+2 mg/L NAA +2 mg/L TDZ) %100 oraninda kallus olusumu gergeklestigi i¢in iki ortam
arasinda istatiksel bir farklilik lgiilememistir. Ayrica kalluslarin higbirinde antosiyanin
olusumuna rastlanmamaistir. Kallus ¢ap1 agisindan ise 2. ve 3.ortam arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu nedenle, her iki ortamin da belirtilen
kosullar altinda kallus olusumunu tesvik etmede esit derecede etkiye sahip oldugu ifade
edilebilir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. R. carnosula da kotiledon eksplantlarmin kiiltiire alindig1 1. grup kallus
indiiksiyon ortamlarinin kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu ve kallus c¢ap1
tizerindeki etkileri

Ortam no | Kallus Olusumu (%) | Antosiyaninli Kallus Olusumu (%) | Kallus Capi (mm)
0 0.00 0.00b!
100 0.00 11.67a
100 0.00 10.67a
LSD (%5) 6.d. 6.d. 2,852

! Ayn1 harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %35 diizeyinde 6nemlidir. 2 ***: p <0.001. 6.d: Onemli degil

2.Grup deneme bulgulari: R. carnosula 2.grup kallus denemelerinde, kotiledonlar
karanlik kosulda 6 farkli kallus indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. R. carnosula da
kallus verilerinden; kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu, kallus ¢api, kallus yas
agirhigl, kallus kuru agirhi@inin yanisira, ayrica kok olusumu ve kok sayisi/eksplant
verileri de degerlendirilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.9.).

Cizelge 4.7. R. carnosula da kotiledon eksplantlarmin kiiltiire alindig1 2. grup kallus
indiiksiyon ortamlarinin kallus olusumu, antosiyaninli kallus olusumu, kallus c¢ap1, kok
olusumu, kok sayisi/eksplant, kallus yas ve kuru agirliklar izerindeki etkileri

Ortam Kallus | Antosiyanin | Kallus Kok Kok Kallus Yas Kallus
No Olusumu li Kallus Cap1 Olusumu Sayis1 / Agirh@ Kuru
(%) Olusumu (mm) (%) Eksplant (mg) Agirhg
(%) (adet) (mg)
1 0.00 Ob! Oc 48b 1.60b 95.50¢ 10.33b
2 100 Ob 12.72ab Oc Oc 442.10a 22.78a
3 100 1b 13.44a Oc Oc 501.80a 30.33a
4 0.00 Ob Oc 79a 3.74a 72.60c 8.56b
5 100 11a 13.50a Oc Oc 475.00a 25.75a
6 100 7a 11.80b Oc Oc 273.01b 13.51b
LSD 6.d. 4.774%%%2 1.33%3 9.0%** 0.72%** 64.90*** 8.7T7H**
(%03)

! Ayni harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %3 diizeyinde énemlidir. 2 ***: p <0.001.**: p < 0.05. 6.d: Onemli degil.
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(c) (d)
Sekil 4.9. R. carnosula da 2. grup kallus denemelerinde meydana gelen kallus ve
antosiyanin olugsumlari; a) 5.ortamda olusan kalluslar, b) 6.ortamda olusan antosiyanin
baslangic1 goriintiisii, ¢) 5.ortamda olusan antosiyaninlesme, d) 5.ortamda olusan
kallusdaki antosiyaninlerin goriintiisii.

Cizelge 4.7°de goriildiigl gibi kallus olusumu yoniinden MS ve NN ortamlarinin
BGD icermeyen 1 ve 4 nolu kontrol ortamlari haricindeki 2.ortam (MS+2mg/l
NAA+Img/l TDZ), 3.ortam (MS+2mg/l NAA+Img/l Zeatin), S.ortam (NN+2mg/l
NAA+Img/l TDZ) ve 6.ortamda (NN+2mg/l NAA+1mg/l Zeatin) %100 kallus olusumu
gerceklesmis, ancak ortamlar arasinda istatiksel bir onem Olg¢lilememistir. Kallus ¢ap1
yoniinden ise ortamlar anlamli farkliliklar gostermis (p < 0.05) ve en biiyiik kalluslar
5.ortam (ortalama 13.5 mm) ve 3.ortamda (ortalama 13.44 mm) elde edilmistir.

Cizelge 4.7°e gore biyokiitle agisindan da anlamli farkliliklar saptanmis; en
yuksek yas agirlik 3., 5. ve 2.ortamlarda 6l¢iilmiis, kuru agirlik acisindan ise yine 3.,5. ve
2.ortamlarda en yiiksek degerler elde edilmistir. En yiiksek kok olusumu (%79) ve kok
sayisi/eksplant (3.74) 4. ortamda meydana gelmistir.
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R. carnosula 2.grup kallus denemelerinde etkinligi test edilen indiiksiyon
ortamlarinin olusan kalluslarin rengi tizerindeki etkisi de incelenmistir. Kiiltiir ortam ile
kallus rengi dagilimi arasindaki iligski Fisher’in Kesinlik Testi (Fisher's Exact Test)
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu test sonucunda elde edilen p-degeri 0.006799 olup,
bu deger kiiltiir ortamu ile kallus rengi dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski oldugunu gostermektedir (»p < 0.05). Bu sonug, denemede kullanilan ortamlarin
farkli kallus renklerinin dagilimi iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 4.10.).

Kallus Renklerinin Ortama Goére Dagilimi
40
35
Kallus Rengi
30
KREM
R 25
= = PEMBE
o 20
= SARI
o 15 .
W YESIL
10 .
m KAHVERENGI
5
I W KIRMIZI
O -
1 2 3 4 5 6
Ortamlar

Sekil 4.10. R. carnosula da kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1 2. grup kallus
indiiksiyon ortamlarinin kallus renk olusumu {izerine etkileri

4.1.3.3. In vitro R. carnosula fide yetistiriciligi bulgular:

R. carnosula’da in vitro sartlarda kotiledon eksplantlar1 elde etmek ve bunlarin
antosiyanin-antioksidan analizlerini yaptirmak icin gerceklestirilen fide yetistiriciliginde
tohumlar temel besin ortami olarak Mod-MS olan ve propamocarb (1ml/L) etken maddeli
antifungal iceren 2.¢cimlendirme ortamina 4 tekerriirlii olarak her tekerriirde 10 petri ve
her petride 18 tohum olacak sekilde ekilmistir. Ekilen tohumlarin haftalik ¢imlenme
gbzlemlerini takiben belirlenen ¢imlenme oranlarina gore 1.tekerriirde %93, 2.tekerriirde
%96, 3.tekerriirde %98.4 ve 4.tekerriirde %96 ¢imlenme olmak iizere ortalama %95.85
oraninda ¢imlenme gergeklesmis ve bunlar in vitro fideciklere doniismiistiir (Sekil 4.11.)
Tohum ekiminden 40 giin sonra antosiyanin ve antioksidan analizine hazir hale getirmek
tizere in vitro fideciklerin kotiledon yapraklar1 hasat edilerek yas ve kuru agirliklart
Olclilmiistiir.
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Sekil 4.11. In vitro kotiledon iiretimi i¢in in vitro sartlarda yetistirilen R. carnosula
fideleri

4.2. In vivo kiiltiir calismalari bulgular:

In vivo sartlarda yetistirilmek tlizere tohumlart ekilen hibiskus, reyhan, R.
carnosula tiirlerinde yapilan ¢imlenme sayimlarinda hibiskusta %32, reyhanda %100, R.
carnosula da %78 oraninda ¢imlenme kaydedilmistir. Yetistirilen fidelerin antosiyanin
iceren kisimlarinin antosiyanin ve antioksidan analizine hazir hale getirilmesi amaciyla
hibiskus fidelerinden hasat edilen kozalaklarin sepal yapraklari, reyhan fidelerinden hasat
edilen biiyiik yapraklar ve R. carnosula fidelerinden hasat edilen kotiledon yapraklarinin
hasat sonrasi once yas agirliklari tartilmistir. Tartilan kisimlar etiivde kurutulduktan sonra
da kuru agirliklan tartilmis ve analizlere kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil
4.12.).

(@) (b)
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(e)
Sekil 4.12. In vivo kiiltiir sartlarinda yetistirilip kurutulan antosiyaninli 6rneklerin
kurutulma once ve sonrasi goriintiileri; a-b) Hibiskus kozalaklarina ait sepaller, c-d)
Reyhanda biiyiik yapraklar, e-f) R. carnosula kotiledon yapraklari

4.3. Antosiyanin ve antioksidan bulgular:

Ug farkli bitki tiiriiniin ¢esitli eksplantlarinda ve bunlarin yetistirildikleri
ortamlara gore degisen toplam monomerik antosiyanin (TMA) miktarlar1 ve antioksidan
aktiviteleri asagidaki alt bagliklarda ve cizelgelerde verilmistir.

4.3.1. H. sabdariffa orneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgular

Hibiskus tiiriinde in vitro sartlarda yapilan kallus kiiltiir ¢alismalarinda, 2.grup
kallus denemelerindeki 10 ortam arasindan sadece 8.ortamda antosiyaninli kallus
olusumu gerceklesmistir. Bu nedenle hibiskusda in vitro sartlarda elde edilen 6rneklerin
antosiyanin ve antioksidan analizi yalmzca 8. ortamdan gelisen kallus Ornegine
uygulanmistir. Bunun yanisira, in vivo sartlarda yapilan bitki yetistiriciliginden elde
edilen kozalaklarin sepallerine de bu analizler uygulanmistir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. H. sabdariffa 6rneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgulart

Ornek adi Toplam Monomerik Antosiyanin Miktar1 Antioksidan Aktivite

(mg Siyanidin-3-glukozid esdegeri / (g Trolox esdegeri /
100 g kuru 6rnek) 100 g kuru drnek)

8. Ortamda Kallus 3.27b 20.20a

(in vitro dan)

Kozalak Sepali 224.63a! 10.24b

(in vivo dan)

LSD (%5) 10.17%%%2 0.27%**

! Ayni harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %5 diizeyinde dnemlidir. 2 ***: p < 0.001

Cizelge 4.8’e gore, bu d6rneklerden in vitro sartlarda 8.ortamdan elde edilen kallus
orneginin TMA miktar1 3.27 mg siyanidin-3-glukozid esdegeri/100 g kuru 6rnek olarak
Olctiliirken, in vivo sartlarda yetistirilen kozalaklarin sepal 6rnegindeki TMA miktari ise
224.63 mg siyanidin-3-glukozid esdegeri/100 g kuru 6rnek olarak belirlenmistir.

Antioksidan aktivite ise kozalakta 10.24 g trolox esdegeri/100 g kuru ornek, 8.
ortamda gelisen kallus 6rneginde ise 20.20 g Trolox esdegeri/100 g kuru 6rnek olarak
tespit edilmistir.

4.3.2. O. basilicum drneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgular

Reyhan tiirlinde 7’si in vitro, 1’1 in vivo kosullarda elde edilen 6rneklere ait olmak
lizere toplam 8 Ornege antosiyanin ve antioksidan analizi uygulanmigtir. Tiim 6rnekler
icerisinde TMA miktar1 en yiiksek 6rnek 777.45 mg siyanidin-3-glukozid/100 g kuru
ornek ile in vivo kosullarda yetistirilen fidelerin yaprak 6rneginde bulunurken, bunu
394.03 mg siyanidin-3-glukozid/100g kuru o6rnek ile in vitro kosullarinda yetistirilen
fidelerin yaprak 6rnegi takip etmistir (Cizelge 4.9.). Kallus gelistirme ortamlar igerisinde
ise en yiiksek TMA miktari, 5.ortamda olusan kalluslarda 222.44 mg siyanidin-3-
glukozid/100g kuru ornek olarak belirlenmistir. En diisik TMA miktar ise 1. ve 3.
ortamlarda olusan kalluslarda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9. O. basilicum drneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgulari

Ornek Adi Toplam Monomerik Antosiyanin Miktar: Antioksidan Aktivite

(mg Siyanidin-3-glukozid esdegeri / (g Trolox esdegeri /
100 g kuru 6rnek) 100 g kuru 6rnek)

1. Ortamdan 54.19¢! 20.40b

Kallus

2. Ortamdan 153.09d 10.22d

Kallus

3. Ortamdan 67.73fg 20.43b

Kallus

4. Ortamdan 79.07f 20.30b

Kallus

5. Ortamdan 222.44c 10.21d

Kallus

6. Ortamdan 117.24e 25.72a

Kallus

In Vitro Fideden 394.03b 10.08d

Biiyiik Yapraklar

In Vivo Fideden 777.45a 10.65¢

Biiyiik Yapraklar

LSD (%5) 16.85%#%2 0.29%**

! Ay harfle gésterilmeyen degerler arasindaki fark %5 diizeyinde énemlidir. 2 ***: p < 0.001

Reyhandaki tiim 6rneklerin antioksidan aktiviteleri incelendiginde ise en yiiksek
antioksidan aktivite 25.72 g Trolox esdegeri/100 g kuru 6rnek olarak 6.ortamda olusan
kalluslarda belirlenmistir (Cizelge 4.9.). En diisiik antioksidan aktivite ise 2.ortam ve
5.ortamda olusan kallus 6rnekleri ile in vitro fidelerin yaprak orneginde tespit edilmistir.

4.3.3. R. carnosula orneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgular

R. carnosula tiirtinde in vitro kosullarda yetistirilen 6’s1 kallus ve 1’1 kotiledon
yaprag1 ornegi olmak lizere 7 in vitro 6rnek ile bunun yanisira, 1’1 in vivo kosullarda
yetistirilen kotiledon yaprag ile 1’1 dogadan toplanan kotiledon yapraklari olmak {izere
2 in vivo O0rnek olmak ilizere toplam 9 Ornege antosiyanin ve antioksidan analizi
uygulanmistir (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. R. carnosula 6rneklerinde antosiyanin ve antioksidan analiz bulgulari

Ornek Adi Toplam Monomerik Antosiyanin Miktar: Antioksidan Aktivite

(mg Siyanidin-3-glukozid esdegeri / (g Trolox esdegeri /
100 g kuru ornek) 100 g kuru 6rnek)

1. Ortamdan Kallus 4.16ef? 2.55d

2. Ortamdan Kallus 8.09¢ 2.40d

3. Ortamdan Kallus 4.68ef 2.52d

4. Ortamdan Kallus 37.32d 2.61d

5. Ortamdan Kallus 3.23ef 2.67d

6. Ortamdan Kallus T.E.? 2.37d

In Vitro Fideden 195.24b 10.20c

Kotiledon Yaprag:

In Vivo Fideden 114.18¢ 13.37b

Kotiledon Yapragi

Dogadan Toplanan 301.78a 14.31a

Kotiledon Yapragi

LSD (%5) 4.64%#%3 0.56***

! Ayni harfle gosterilmeyen degerler arasindaki fark %5 diizeyinde dnemlidir. > T.E.: Tespit edilemedi. * ***: p <0.001

Cizelge 4.10’a gore, tim Ornekler igerisinde TMA miktar1 en yiliksek Ornek
dogadan toplanan kotiledon yapraklarinda (301.78 mg siyanidin-3-glukozid esdegeri/100
g kuru 6rnek) tespit edilmistir. Bunu in vitro fideden kotiledon yapragi 6rnegi (195.24 mg
siyanidin-3-glukozid esdegeri/100 g kuru 6rnek), onu da in vivo fideden kotiledon yapragi
ornegi (114.18 mg siyanidin-3-glukozid esdegeri/100 g kuru 6rnek) takip etmistir. En
diisiik TMA miktar1 ise 1. ve 5.ortamlarda olusan kallus 6rneklerinde (sirastyla 4.16 ve
3.23 mg siyanidin-3-glukozid esdegeri/100 g kuru 6rnek) belirlenmistir.

In vitro fidelerin kotiledon yapragi 6rnegine ait TMA miktar1 dogadan toplanan
kotiledon yaprag1 6rnegine gore daha diisiik olmakla birlikte, diger tiim 6rneklerinkinden
daha yiiksek miktarda tespit edilmistir. /n vivo fidelerin kotiledon yapragi 6rnegi dogadan
toplanan kotiledon yapragi 6rnegi ve in vitro fidelerin kotiledon yapragi 6rneginden daha
diisik TMA miktarina sahipken, kallus gelistirme ortamlarindan olusan kallus
orneklerinden daha yiiksek TM A miktari olusturmustur. Kallus gelistirme ortamlari kendi
igerisinde degerlendirildiginde 4.ortamda TMA miktar1 en yiiksek iken, en diisiik TMA
miktar1 1.,3. ve 5.ortamda gézlenmistir. 6.ortamda ise TMA miktar1 tespit edilememistir.

R. carnosula tiirlindeki orneklerin antioksidan aktivitesine gelince; en yiiksek
aktivite dogadan toplanan kotiledon yapragi érneginde (14.31 g Trolox esdegeri/100 g
kuru 6rnek) tespit edilmistir (Cizelge 4.10.). En diislik antioksidan aktivite ise tiim kallus
gelistirme ortamlarinda Ol¢iilmiistiir. /n vivo fidelerin kotiledon yapragi Ornegine ait
antioksidan aktivitesi (13.37 g Trolox esdegeri/100 g kuru O6rnek) karsilastirma
yapildiginda dogadan tolanan kotiledon yapragi ornegine gore biraz daha diisiik tespit
edilirken, in vitro fidelerin kotiledon yaprag: 6rnegi ve tiim kallus 6rneklerine gore daha
yiiksek bulunmustur. /n vitro fidelerin kotiledon yapragi 6rneginin antioksidan aktivitesi
(10.20 g Trolox esdegeri/100 g kuru Ornek) tim kallus Orneklerinden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmis, dogadan toplanan kotiledon yapragi 6rnegi ve in vivo
fidelerin kotiledon yapragi 6rnegine gore ise daha diisiik aktivite tespit edilmistir.
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5.TARTISMA

Calismada oncelikle H. sabdariffa, O. basilicum ve R. carnosula tiirlerinin in vitro
kosullarda tohumdan yetistirilen fidelerinden ve ayrica fidelerin farkli eksplantlarindan
antosiyaninli kalluslarin gelistirilmeye ¢alisildig1 in vitro kiiltiir calismalar1 yapilmistir.
Ayn tiirlerde ayrica in vivo kiiltiir calismalar1 da yapilmistir. Daha sonra in vitro ve in
vivo kosullarda yetistirilen kiiltiirlerin  antosiyanin ve antioksidan igerikleri
karsilastirilmistir.

Calisilan tiirlerden H. sabdariffa da oncelikle kallus denemeleri i¢in gerekli
eksplantlarin elde edilmesi amaciyla in vitro stok bitkiler yetistirilmistir. Ancak hibiskus
tohumlarinda yapilan farkli sterilizasyon c¢alismalarinda bile yogun kontaminasyon
sorunu ile karsilagilmig, bu nedenle tohumlar farkli etken maddeli antifungal ilave edilmis
ortamlarda ¢imlendirme denemelerine tabi tutulmustur. Bu ortamlarda en fazla %25
¢imlenme ve en az %33 kontaminasyon orani 2 nolu ortamda kaydedilmistir. Hibiskusun
in vivo sartlarda ekilen tohumlarindaki ¢imlenme orani ise %32 olarak belirlenmistir. Bu
nedenle hibiskusun bizim ¢alismamizdaki diger tiirlere gore ¢imlenme oraninin daha
diisiik oldugu sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte, Plessis vd.(2021)’in H. coddii
tiriinde in vitro kosullarda yaptigi c¢alismada c¢imlenme orant %85-98 arasinda
bildirilirken, Chachalis vd. (2008)’nin H. trionum tiiriinde petri kosullarinda yaptigi
c¢imlendirme ¢alismasinda ise en yiiksek ¢imlenme (%60), 12 saatlik fotoperiyotta 30/20
C° giindiiz/gece sicakliginda kaydedilmistir. Bizim ¢alismamizin ¢imlenme oranlari, bu
caligmalardan daha diisiik olup, bu sonu¢ s6z konusu g¢alismalarda hibiskusun farkl
tirlerinde c¢alisilmis olmasindan ve tohumlarin farkli kosullarda c¢imlendirilmis
olmasindan kaynaklanabilir.

In vitro sartlarda yetistirilen hibiskus fidelerinin hipokotil ve kotiledon
eksplantlarinin ~ farkli  kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alindig1  kallus
denemelerinin bulgular1 ise bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda ortam bilesiminin ve
eksplant tipinin kallus olusumu ve gelisimi iizerinde belirleyici oldugunu ortaya
koymustur. iki grup halinde gergeklestirilen denemelerden 6zellikle uygun eksplant
tipinin belirlenmeye caligildig1 3 ortamdan olugan 1.grup ¢alismalarinda; BGD igermeyen
kontrol ortaminda kallus olusumu gerceklesmezken, 2.ortamda (2 mg/L NAA + 1 mg/L
BAP) ve 3.ortamda (1 mg/L 2,4-D + 2 mg/L Kinetin) %100 oraninda kallus olusmustur.
Bu sonug 2 ve 3 nolu ortamlarin hibiskus i¢in optimum kombinasyonda BGD i¢erdigini
ve kallus indiiksiyonunu maksimum diizeyde tetikledigini gostermektedir. Literatiirde
benzer sekilde, Konar vd. (2018)’nin H. sabdariffa’da yaptig1 ¢alismada; MS + 1.5 mg/L
2,4-D + 0.5 mg/L BAP igeren ortam, kallus indiiksiyonunda en yiiksek verimi (%90)
saglamistir. Bu nedenle, bizim ¢alismamizda oldugu gibi oksin ve sitokininin birlikte
kullanilmasinin, kallus olusumunu yiiksek oranda tesvik ettigi kabul edilebilir. Abeda vd.
(2015) nin hibiskusta yaptiklar1 calismada ise 7 giinliik kotiledon ve hipokotil eksplantlari
kallus olusumu ve antosiyanin birikimini indiiklemek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda
oksin (2,4-D) ve sitokininler (BAP veya kinetin) ile takviye edilmis MS ortaminda kiiltiire
alimmistir. Caligmada, kallus gelisimi i¢in en uygun kombinasyonun 1 mg/L 2.4-D + 1
mg/l. BAP oldugu belirlenmis; 06zellikle kotiledon kaynakli eksplantlarda bu
kombinasyonun kallus biliylimesini maksimize ettigi tespit edilmistir. Bizim
caligmamizda ise 1. grup denemelerde en fazla kallus biiyiikliigii kotiledon eksplantinda
gerceklesirken, en biiylik kallus ¢ap1 21 mm ile 2.ortamda (2 mg/L NAA + 1 mg/L BAP)
elde edilmistir. Kotiledon eksplantlarinin hipokotile kiyasla daha yiiksek kallus c¢api
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tiretmesi, eksplant se¢iminin Onemini vurgulamistir. Nitekim, ¢alismamizla uyumlu
Sylvere Sie vd. (2010) nin hibiskusta indirekt somatik embriyogenesis i¢in yaptiklari
calismada da kotiledon eksplantinin, hipokotil eksplantindan daha fazla kallus
indiiksiyonu sagladigi1 ve dengeli oksin-sitokinin kombinasyonlarinin en etkili protokolii
olusturdugu bildirilmistir.

Hibiskus tiiriinde en yiiksek antosiyanin olusturabilecek kallus indiiksiyon
ortaminin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen 2. grup ¢aligsmalarda; 10 farkli besin ortaminda
kiltire alinan kotiledon eksplantlarindan alinan sonuglar, ortam bilesiminin kallus
olusumu ve organogenesis siirecleri iizerinde belirleyici oldugunu ortaya koymustur.
Kallus olusumu agisindan yalnizca 3. ortamda (MS + 0,5 mg/L 2,4 D + 0,25 mg/L Zeatin)
%86.67 oraninda, 8.ortamda (NN + 0,5 mg/L 2,4 D + 0,25 mg/L Zeatin) ve 10.ortamda
(0.5 mg/L TAA + 0,25 mg/L Zeatin) ise %100 oraninda kallus olusumu saglanmistir.
Abeda vd. (2014) nin hibiskustaki ¢aligmasinda kallus gelisiminin klasik oksin-sitokinin
oran1 prensibine uygun olarak gerceklestigi ve 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L BAP
kombinasyonunun o6zellikle kotiledon eksplantlarinda kallus biiylimesini maksimize
etmek i¢in optimal oldugu belirtilmistir. Kallus gelisiminin ¢ogunlukla oksinin
sitokininle birlikte kullanildig1 ortamlarda saglandigi bizim ¢alismamiz da bu ¢alismayla
uyumlu bulunmustur. Ozellikle 2,4-D'nin kallus gelisimi ve antosiyanin sentezini artiric
etkisi, bitki biyoteknolojisi alaninda H. sabdariffa tirii icin Onemli bir avantaj
saglamaktadir. Abeda vd. (2014)’nin hibiskusta yaptig1 calismada en yiiksek antosiyanin
igerigi (15.23 mg/g), 1 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin kombinasyonu kullanilarak elde
edilirken, BAP + 2,4-D kombinasyonu antosiyanin iiretimini baskilamis, bu nedenle
sitokinin tiirlerinin sekonder metabolit biyosentezi iizerindeki farkli etkilerine vurgu
yapilmistir.

Antosiyaninli kallus elde etmeye calisirken bazi eksplantlarda yogun kok
olusumuna rastlanmasi, daha sonra hibiskusta koklerden yapilabilecek in vitro sekonder
metabolit ¢aligmalarina katki saglama potansiyeli nedeniyle koklenme verileri goz ardi
edilmemistir. Kok olusumu agisindan 7.ortam (NN + 0,5 mg/L 2,4 D) en yiiksek (%100)
koklenme oranini saglarken, 9.ortam (NN + 0,5 mg/L [AA) ise eksplant basina en fazla
kok sayisi/eksplant (14.5 adet) olusturmustur. Kdklenme yoniinden 6ne ¢ikan bu ortamlar
BGD yoniinden sitokinin igermeyip, sadece oksin igerigine sahip NN bazli ortamlardir.
Ancak aynm1 BGD igeriklerine sahip MS bazl1 2. ve 4.ortamlardaki kdklenme verilerinin
daha diisiik gerceklesmesi, temel besin ortami igeriginin de koklenmede etkili oldugunu
ve bu yonden NN temel besin ortaminin kéklenmeyi MS ortamina gore daha fazla tesvik
ettigi sOylenebilir. Kumar vd. (2015) nin Hibiscus cannabinus da yaptiklar ¢aligmada 15
giinliik kotiledonlar farkli konsantrasyonlarda NAA, TAA ve IBA iceren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmis ve en yliksek kok olusumu 2 mg/L NAA da gergeklesirken, bunu 2 mg/L
IAA takip etmistir. Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada da hibiskusta sadece oksin
gruplarinin daha fazla kéklenmeyi saglamasi nedeniyle ¢alismamiz Kumar (2015)’1n
calismasiyla uyumlu bulunmustur.

Hibiskusta yaptigimiz antosiyanin ve antioksidan analizlerine gelince; in vivo
kosullarda yetistirilen hibiskus bitkilerinin kozalak ornekleri ile 8.ortamda (NN + 0.5
mg/L 2,4 D + 0.25 mg/L Zeatin) ortamda gelistirilen kallus 6rnekleri arasinda toplam
monomerik antosiyanin (TMA) ve antioksidan aktivite diizeyleri bakimindan belirgin
farklar saptanmistir. Kozalak 6rneginde TMA miktar1 224.63 mg cyanidin-3-glukozid
(C3G) esdegeri/100 g kuru 6rnek iken, 8.ortamda (NN + 0,5 mg/L 2,4 D + 0,25 mg/L
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Zeatin) gelisen kallus 6rneginde yalnizca 3.27 mg C3G esdegeri/100 g kuru 6rnek olarak
tespit edilmistir. Bu fark, in vivo kosullarda yetistirilen bitkilerin 6zellesmis
dokularindaki antosiyanin birikiminin kalluslara kiyasla daha yiiksek oldugunu gosteren
onceki ¢alismalardan farklilik gostermistir. Ornegin Kouakou vd. (2015), H. sabdariffa
da yaptiklan ¢alismada; bitkinin ¢anak yapraklar1 ve kallus dokularinda antosiyanin
tretimini karsilastirmis ve in vitro kallus kiiltiirlerinin anlamli diizeyde antosiyanin
tiretebildigini bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada, ¢anak yapraklarda toplam antosiyanin
icerigi 42.99 mg/g taze agirlik olarak raporlanirken, kallus kiiltiirlerinde bu deger 131.13
mg/g taze agirlik olarak belirlenmistir. Bu sonug 6zellikle farkli doku 6rnekleri arasindaki
biyosentetik kapasite farklarimi ortaya koymustur. Calismada kallus dokusunda
antosiyanin birikiminin, kaliks dokulara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Bizim ¢alismamizda s6z konusu calismadan farkli sekilde in vivo 6rnegin
antosiyanin icerigi in vitro Ornekten daha yiiksek c¢ikmistir. Bunun nedeni kiiltiir
ortaminda kullanilan ortam ve BGD igerigi veya bitkinin yetistirildigi ¢evre sartlar
olabilir.

Calismamizda buna karsilik, antioksidan aktivite acisindan ise in vitro kallus
orneginin (20.20 g TE/100 g kuru 6rnek) in vivo kozalak 6rnegine (10.24 g TE/100 g kuru
ornek) kiyasla daha yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Kouakou vd.
(2015) tarafindan yapilan calismada da, H. sabdariffa'nin kallus 6rneginin antioksidan
kapasitesi kaliks drneginden nispeten daha yiiksek olarak rapor edilmis olup, dolayisiyla
elde ettigimiz sonug s6z konusu bu ¢alisma ile uyumlu bulunmustur.

Sonu¢ olarak elde ettigimiz bulgular, hibiskus tiirlinde kallogenesis ve
rhizogenesisin besin ortamu igerigi ve farklit BGD tip ve konsantrasyonlarina oldukca
duyarli oldugunu gdostermistir. Ayrica, hibiskus bitkisinin farkli doku ve ortam
kosullarima bagli olarak biyokimyasal profilinin 6nemli 6lciide degistigi de ifade
edilebilir. Bu farkliliklar, biyoteknolojik uygulamalarda hedef bilesiklerin optimizasyonu
acisindan onem arz etmektedir. Ayrica, kallus dokusunun yiiksek antioksidan kapasitesi,
gelecekte fonksiyonel bilesik tiretimi amaciyla kallus kiiltiirlerinin 6nemli potansiyel

tasidigini ortaya koymaktadir.

Calisilan ikinci tiir olarak O. basilicum daki ¢alismalara da in vitro sartlarda
tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen stok bitkilerin yetistiriciligi ile baslanmis ve
daha sonra yapilan kallus gelistirme caligmalarinda bu stok bitkilerin farkli eksplantlari
kiltiire alinmistir. Farkli ¢gimlendirme ortamlarina ekilen tohumlarin in vitro ¢imlenme
orani ortalamalar1 %71.5 ila %90 arasinda degisirken, in vivo ¢imlenme orani %100
olarak gergeklesmistir. Benzer sekilde in vitro kosullarda 3 farkli feslegen tiiriiniin
cimlendirilmesi iizerine c¢alisan Jakovljevi¢ vd. (2020) O. basilicum i¢in %98, in vivo
sartlarda farkli feslegen tiirlerinde yaptig1 ¢cimlenme testlerinde Franga vd. (2017) ise O.
basilicum i¢in %55 lik bir ¢cimlenme orani bildirmistir. Dolayistyla, reyhan tohumlarinin
hem in vitro hem de in vivo sartlarda son derece yiiksek oranda ¢imlendigi ifade edilebilir.

Reyhan bitkisinde gerceklestirilen 1.grup kallus denemelerinde elde edilen
sonuclar, O. basilicum (mor reyhan) tiirtinde, biitiin eksplant tiplerinde kallus olusumu
%100 olmustur. Bu sonuglar Cherednichenko vd. (2023)’nin yaptig1 ¢alisma ile uyumlu
olup; mor yaprakli Fioletovy Barkhat cesidinin kullanildig1 ¢alismada, ¢esitli besin
ortamlarinda kiiltiire alinan tiim eksplant tiplerinden %100 oraninda kallus elde
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edilmistir. Ote yandan, Sudhakaran ve Sivasankari (2003), O. basillium un yaprak ve
internodal eksplantlarindan kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu iizerindeki
etkilerini karsilagtirmiglar ve her iki eksplant tipinden de kallus olusumu
gozlemlemislerdir. Calismamizda elde edilen sonuglar da Sudhakaran ve Sivasankari
(2003)’nin sonuglar1 ile uyumlu olarak bulunmustur. Calismamizda karanlik kiiltiir
kosullarinin gercek yaprak eksplantlarinin antosiyanin birikimini artirdigi sonucuna
ulagilmistir. Bu sonu¢ Nazir vd. (2020b) tarafindan reyhanda yapilan ¢aligma ile uyumlu
olup, so6z konusu caligmada karanlik kosullarin daha yiiksek rosmarinik asit ve
antosiyanin (siyanidin ve peonidin) igerigi olusturdugu bildirilmistir. Her iki ¢alisma da,
kallus olusumu ve antosiyanin liretiminin ¢evresel faktorlerden, 6zellikle 151k kosullarina
yiiksek derecede bagimli oldugu ger¢eginin altin1 bir kez daha ¢izmistir.

Kallus ve antosiyanin olusumu iizerine etkili bir diger 6nemli faktor ise eksplant
kaynagidir. Calismamizda, antosiyaninli kallus en fazla biiylik yapraklarda goriilmiistir.
Cherednichenko vd. (2023)’nin reyhanda yaptig1 ¢calismada; calisilan ¢esitler igin, gévde
ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus dokusunda fenolik igerik i¢in bazi modeller
belirlenmistir ve en yiiksek fenolik igerik miktari, yaprak eksplantlarindan elde edilen
kallus dokusunda kaydedilmistir. Hakkim vd. (2007) ise, kutsal feslegen (O. sanctum L.)
bitkisinin farkli organlarinin (yaprak, sap ve ¢i¢ek salkimi) kimyasal bilesimini ve
antioksidan ozelliklerini incelemisler, en yiiksek kallus tiretimini yaprak kalluslarindan
elde etmislerdir. Kishan (2022) tarafindan O. sanctum L bitkisinde yapilan ¢alismada da
tirler arasinda eksplant tipine bagl olarak kallus olusumunda farkliliklar olabilecegi
belirtilmistir.

Reyhanda yaptigimiz 2.grup kallus denemelerinde; kullanilan farkli besin
ortamlarinin ve farklt BGD konsantrasyonlarinin morfojenik yanitlar tizerindeki etkileri
kapsamli bi¢imde analiz edilmistir. Tiim ortamlarda kontrol gruplart hari¢, 2,4-D
kullaniminin, kallus ve antosiyanin olusumu iizerinde olumlu etkiler gosterdigi
belirlenmistir. Wongsen vd. (2015)’nin reyhanda yaptig1 ¢alismada, yaprak eksplantlari
kontrol ortami hari¢ biitiin ortamlarda 2,4-D (0.5, 1, 2 mg/L) nin kullani1ldig1 ortamlarda
16 saat aydinlik / 8 saat karanlik 151k rejiminde 4 hafta kiiltiire alinmistir. Kontrol harig
diger ortamlarin tiimiinde kompakt kallus olusumunun gercgeklestigi bildirilen ¢calismada
en yiisek yas agirlik 0.5 mg/L 2,4-D ortaminda elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda da
kontrol harig, 2.4-D 1i tiim ortamlarda %100 oraninda antosiyaninli kallus olusmus, en
yiiksek kallus cap1 ve kallus yas-kuru agirhigr ise yine 2,4-D li, ancak Zeatin
kombinasyonlu bir ortamdan (3.ortam = MS + 0.5mg/1 2,4-D + 0.2 mg/l Zeatin) karanlik
kosullarda elde edilmistir. Hatta ayn1 BGD kombinasyonlu NN ortaminda (6.ortam = NN
+0.5mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l Zeatin) da ¢alismamizda en yiiksek ikinci kallus ¢ap1 ve yas-
kuru agirlik olusumu ol¢iilmiistiir. Ayrica Zeatin igeren 0.5 mg/l 2,4-D 1i 3. ve
6.ortamlarda, Zeatin icermeyen 0.5mg/l 2,4-D li 2. ve S.ortamlara gore kallus ¢ap1 ve
kallus yas-kuru agirliklart hemen hemen 2 kati olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla, 0.5
mg/L lik 2,4-D konsantrasyonunun reyhanda genel olarak kallus olusturmada etkili
oldugu, ancak gerek kallus cap1 gerekse kallus biyokiitlesi agisindan ise dogru
oksin+sitokinin kombinasyon ve konsantrasyonlarinin gerekli oldugu ifade edilebilir.

O. basilicum da yapilan antosiyanin ve antioksidan analizleri ydniinden,
antosiyanin birikiminin bitkinin gelisim durumu ve yetistirme kosullarina bagli olarak
biiylik 6lciide degiskenlik gosterdigi ortaya konulmustur. En yiliksek toplam monomerik
antosiyanin (TMA) igerigi 777.45 mg C3G esdegeri/100 g kuru ornek ile in vivo
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kosullarda yetistirilen fidelerin yapraklarindan elde edilmistir. Bu degeri sirasiyla in vitro
kosullarda yetistirilen fidelerin yaprak 6rnegi (394.03 mg C3G/100 g kuru 6rnek) ile
S.ortamda (NN + 0,5 mg/L 2,4 D) gelistirilen kallus 6rnegi (222.44 mg C3G/100 g kuru
ornek) takip etmistir. Bu sonuglar, antosiyanin sentezinin genellikle bitkinin gelisimsel
olarak daha organize oldugu fide/bitki kosullarda arttigin1 gdsteren literatiirle uyumludur.
Ornegin benzer sekilde Aye vd. (2019) O. basilicum da yaptig1 ¢alismada; in vivo
yapragin in vitro yaprak ve kallusa gore ¢ok daha fazla bilesen igerdigini bildirmesi
nedeniyle bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur.

Reyhanda antioksidan aktivite bakimindan en yiiksek deger ise 25.72 g Trolox
esdegeri/100 g kuru 6rnek ile 6. (NN + 0.5 mg/L 2,4 D + 0.2 mg/L Zeatin) ortamda
gelistirilen kalluslardan elde edilmistir. Bu bulgu, bazi in vitro kosullarin bitki
hiicrelerinde  oksidatif stres yanitlarin1  tetikleyerek antioksidan  savunmayi
artirabilecegini diisindiirmektedir. Hakkim vd. (2007) nin O. sanctum L. de yaptigi
calismada, farkli konsantrasyonlarda kinetin (0.1-0.5 mg/L) ve 2,4-D (1 mg/L)
kombinasyonlar1 iceren MS besin ortamlarinda kalluslar elde edilmis ve daha sonra
kalluslardaki fenolik bilesiklerin dagilimi1 analiz edilmistir. Tiim kallus oziitlerindeki
antioksidan aktivite, tarlada yetistirilen bitki parcalarindan elde edilen ekstrakttan daha
yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Bizim ¢alismamizda da 6.ortamda (NN + 0.5
mg/L 2,4 D + 0.2 mg/L Zeatin) gelistirilen kalluslardan in vivo 6rnege gore 2.5 kat daha
fazla oranda antioksidan tespit edilmis olmasi nedeniyle ¢alismamiz, Hakkim vd. (2007)
nin ¢aligmasi ile uyumludur. Nazir vd. (2019) nin yaptig1 calismada da in vitro kallus
oziitlerinde yiiksek diizeyde fenolik bilesik ve giiclii antioksidan aktivite saptanmistir.
Danova vd. (2010) Hypericum rumeliacum Boiss tiirlinde yaptig1 ¢alismada, in vitro
ortamlarin 6zellikle fenolik bilesiklerin ve tiirevlerinin iiretiminde etkili olabilecegini,
clinkii ortamda olusan stres kosullarinin bu metabolitlerin sentezini artirdigini
raporlamistir. Sonug olarak yapilan ¢alismalar; O. basilicum bitkisinin doku kiiltiiriinde
ortam se¢iminin hem morfolojik gelisim, hem de metabolik kalite agisindan optimize
edilmesi gerekliligini ortaya koymustur. Ayrica, O. basilicum un biyokimyasal bilesenleri
gelisimsel evre, yetistirme ortam1 ve 6zellikle in vitro kiiltiir kosullarina olduk¢a duyarlh
olup, hedef bilesiklerin iiretimi acisindan uygun kosullarin optimize edilmesini
gerektirmektedir.

Calisilan tigiincii bitki tiiri olan endemik R. carnosula daki ¢alismalara da yine in
vitro sartlarda tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen stok bitki yetistiriciligi ile
baslanmis ve daha sonra yapilan kallus gelistirme ¢aligmalarinda bu stok bitkilerin farkli
eksplantlar kiiltiire alinmastir. Farkli ¢cimlendirme ortamlarina ekilen tohumlarin in vitro
¢imlenme orani ortalamalar1 %75.5 ila %95.85 arasinda degisirken, in vivo ¢imlenme
orani %78 olarak ger¢eklesmistir. Demir (2020)’in ¢alismasinda, R. carnosula da yapilan
in vitro ¢imlendirme denemelerinde en basarili ¢imlendirme oraninin %64 oldugu
bildirilmistir. Ar1 (2010) nin in vivo kosullarda yaptig1 ¢cimlenme denemelerinde ise en
yiiksek ¢imlenme orant %98 olarak bulunmustur. Bu nedenle R. carnosula tohumlarinin
hem in vitro hem de in vivo sartlarda ¢cimlenme oran1 genel olarak yiiksek bir tiir oldugu
ifade edilebilir.

R. carnosula 1. grup kallus denemelerinde; kotiledon eksplantlarinin kiiltiire

alindigt BGD icermeyen kontrol ortami ile birlikte toplam 3 ortam kallus olusturma
yoniinden test edilmistir. Bunlardan kontrol ortaminda hig¢ kallus olusmazken, 2.ortam (2
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mg/L NAA + 1 mg/L BAP) ve 3.ortamda (2 mg/L NAA + 2 mg/L TDZ) %100 oraninda
kallus olusmustur. Bu sonug, R. carnosula da BGD kullaniminin kallus olusumu tizerinde
belirleyici oldugunu ve 2. ve 3. ortam BGD igeriklerinin kallus olusumunu etkin sekilde
destekledigini gostermektedir. Benzer sonuglar R. carnosula daki tek kapsamli literatiir
olan Demir (2020)’in yaptig1 ¢calismada da vurgulanmistir. S6z konusu ¢aligmada kallus
olusumu agisindan basarili bulunan besin ortamlar1 tek basina IAA, NAA ve 2,4-D
oksinlerini i¢erebildigi gibi, ayn1 zamanda BA+ NAA, BA + [AA, TDZ + 1AA, 2,4-D +
TDZ ve TDZ + NAA gibi ¢esitli BGD kombinasyonlarini da igermektedir.

R. carnosula 2. grup kallus denemelerinde ise yine kotiledon eksplantlarinin
kiiltiire alindig1 6 farkli kallus indiiksiyon ortami test edilmis olup, bunlar arasindan en
fazla antosiyaninli kallus olusumu 5.ortam (2 mg/l NAA+1 mg/l TDZ) ve 6.ortamda (2
mg/l NAA+ 1 mg/l Zeatin) meydana gelmistir. Calismamizda kullandigimiz BGD
kombinasyonlar1 ile uyumlu olan Demir (2020)’in R. carnosula kotiledonlarimi kiiltiire
aldig1 calismada ise 59.ortam (2mg/l NAA+1mg/l TDZ) ve 69.ortamda (2mg/l NAA+ 2
mg/l TDZ) en fazla antosiyaninli kallus olusumu bildirilmistir. Ancak iki g¢aligma
arasindaki fark bizim c¢alismamizdaki temel besin ortami: NN ortami iken, Demir
(2020)’in ¢aligmasinda MS ortam1 kullanmilmistir. Ayrica, c¢alismamizdaki kok
olusumunun sadece BGD icermeyen NN kontrol ortaminda (%79) ve MS kontrol
ortaminda (%48) gerceklesmesi de yine Demir (2020) in yaptig1 calismada R. carnosula
nin kotiledonlarmin kiiltiire alindigi ve herhangi bir BGD igermeyen MS kontrol
ortaminda dikkat cekici bir sekilde %75 oraninda kok olusumu gerceklesmis olmasiyla
uyumludur. Bu bulgularin, R. carnosula tirinin kotiledon eksplantlarindaki igsel
hormonlarin yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda tespit edilen kiiltiir ortamlari ile kallus rengi arasindaki anlamli
iligki, ortam bilesiminin fenotipik varyasyonlar1 modiile ettigini ortaya koymaktadir.
Kallus rengindeki farkliliklarin antosiyanin ve diger flavonoid bilesenlerin sentezine
bagh olarak c¢evresel ve kiiltiirel faktorlerle sekillendigi bilinmektedir (Chalker-Scott,
1999). Bu nedenle, ortam bilesiminin metabolik yolaklar1 etkileyerek bitki doku
kiiltiiriinde biyokimyasal ve fizyolojik cesitliligi tetikledigi sdylenebilir.

R. carnosula da yapilan antosiyanin ve antioksidan analizlerine gelince; TMA
icerigi bakimindan en yiiksek degerin dogadaki bitkilerden toplanan kotiledon
yapraklarinda (301.78 mg C3G esdegeri/100 g kuru Ornek) tespit edilmesi, dogal
cevredeki 151k, sicaklik ve stres faktorlerinin antosiyanin biyosentezini artirici etkisini
ortaya koymaktadir. Bu bulgu, antosiyanin sentezinin ¢evresel faktorlerden giiclii sekilde
etkilendigini belirten Chalker-Scott (1999) gibi arastiricilarin ¢alismalariyla uyumludur.

Calismamizda dogal bitki kotiledonlarindan sonra en fazla TMA sirayla in vitro
fidelerin kotiledon yapraklar1 (195.24 mg C3G esdegeri/100 g kuru 6rnek) ile in vivo
fidelerin kotiledon yapraklarindan (114.18 mg C3G esdegeri/100 g kuru Ornek)
belirlenmistir. Buna karsilik, 6 farkli kallus ortaminda tespit edilen en yiiksek TMA ise
37.32 mg C3G esdegeri/100 g kuru o6rnek olup, 4.ortamdan (BGD icermeyen NN
ortamindan) elde edilmistir. Bu sonuglar ise R. carnosula da daha Once belirtilen
kotiledon yapraklarina 6zgii bir karakteristik 6zelligin 6nemini bir kez daha ortaya
koymustur. R. carnosula da kotiledon yapraklarin alt ylizeyi yani abaksial ylizeyi her
sartta istisnasiz mor renkli antosiyaninler tasimaktadir. Antosiyanin iretimi ig¢in
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calismamizda dogada ve in vivo sartlarda iiretilen kotiledonlarin yanisira, in vitro
sartlarda iiretilen kotiledonlar ile bunlardan iiretilen kalluslarin antosiyanin miktarlar
karsilastirildiginda, R. carnosula da gerek in vivo gerekse in vitro sartlarda antosiyanin
liretimi i¢in antosiyanin kaynagi olarak mutlaka kotiledon eksplantlarinin kullanilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Ote yandan, R. carnosula daki tek kapsamli literatiir olan Demir (2020)’in
calismasinda, 73 farkli besin ortaminda kiiltlire alinan eksplantlarda en fazla 59.ortamda
(Img /L TDZ + 2 mg/L NAA) ve 69.ortamda (2 mg /L TDZ + 2 mg/L NAA) %100
oraninda antosiyaninli kalluslar olugsmus ancak kalluslarin antosiyanin miktar analizleri
yapilmadigi i¢in kendi ¢alismamizin sonuglarini s6z konusu ¢alisma ile karsilastirma
firsatr olmamustir.

R. carnosula da antioksidan aktivite agisindan ise, en yliksek deger yine dogadan
elde edilen kotiledon 6rneklerinden (14.31 g TE/100 g kuru 6rnek) elde edilmis, bunu in
vivo fide (13.37 g TE/100 g kuru 6rnek) ve in vitro fide (10.20 g TE/100 g kuru 6rnek)
takip etmistir. Kallus gelistirme ortamlarinda ise antioksidan aktivite tiim kosullarda
olukea diisiik diizeyde saptanmistir. Bu durum R. carnosula da yine antosiyanin kaynagi
kotiledon eksplantlarinin 6nemini vurgulamakla birlikte, dogal 6rnek i¢in dogal ¢cevredeki
151k, sicaklik ve stres faktorlerinin antioksidan biyosentezini artirict etkisini ortaya
koymaktadir. Orhan vd. (2017)’nin ¢alismasinda; R. carnosula’nin dogadan toplanan
bitki orneklerinde, serada yetistirilen bitkilere gdre yaklasik 4 kat kadar daha fazla
antioksidan tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismamiz, Orhan vd. (2017)’nin ¢alismasiyla
uyumludur. Benzer sekilde, Kolarevi¢ vd. (2024)’nin c¢alismasinda; yaban
mersini/bogiirtlenin tarlada yetistirilen yapraklari, in vitro’da yetistirilen yapraklar ve bu
yapraklardan elde edilen kalluslardaki fenolik bilesikler analiz edilmis ve tarlada
yetistirilen yapraklarin in vitro indiiklenmis kallus kiiltiirtine kiyasla ¢ok daha 1yi bir
fenolik bilesik kaynag1 oldugu bildirilmistir.

R. carnasula’da antioksidan aktivite yoniinden in vitro fide ve kallus 6rnekleri
arasindaki yaklasik 4 katlik belirgin farkin olmasinin; kiiltiir ortamlarinin 6zellikle BGD
kompozisyonu, 151k diizeyi, kiiltiir sartlar1 gibi cesitli stres faktorlerinin antioksidan
metabolizma tlizerinde 6nemli etkisi olmakla birlikte, R. carnasula tiirii i¢in bu farkin
direkt antosiyanin kaynaZi eksplant olarak kotiledonlardan  kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, bundan sonra R. carnosula da yapilabilecek ¢aligmalarda
kotiledon eksplantlar1 kullanilarak biyotik veya abiyotik stres kosullarinin kontrollii
sekilde manipiile edilmesi, hedef biyokimyasal bilesiklerin iiretimi ag¢isindan énemli bir
strateji olabilir.

Sonu¢ olarak, R. carnasula tiiriinde antosiyanin ve antioksidan diizeylerinin
bitkinin eksplant kaynagma ve yetistirme ortamina gore biiyiik Olclide degiskenlik
gostermesi, bu bilesiklerin biyosentezinin hem genetik hem c¢evresel faktorlere duyarlt
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum, hem biyoteknolojik uygulamalarda uygun doku
ve ortam se¢iminin dnemine isaret etmekte, hem de dogal drneklerin biyolojik potansiyel
acisindan kiymetini vurgulamaktadir.
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6.SONUCLAR

Bu tez ¢alismasi, bitki biyoteknolojisinin doku kiiltiirti teknikleri arasindaki in vitro
sekonder metabolit iiretimi ilizerine odaklanmistir. Calismanin ana materyallerini
antosiyanin igeren ¢ bitki tirii (H. sabdariffa, O. basilicum ve endemik R. carnosula)
olusturmustur. Calisma hem in vitro hem in vivo kosullarda gerceklestirilmistir. In vitro
caligmalar iic asamal1 olup, ilk asamada intakt bitki kiltiirii ile bu bitkilerin in vitro
kosullarda kullanilacak eksplant kaynaklari olan stok bitki materyalleri tohum
cimlendirme ile iiretilmistir. ikinci asamada, iiretilen bu in vitro bitkiciklerin cesitli
eksplantlar1 kullanilarak bitki tiirtine gore ikiser agamali kallus denemeleri kurulmustur.
Bu denemelerde; besin ortamlart BGD ve kiiltiir kosullar1 yoniinden optimize edilerek ve
en uygun eksplant kaynagi belirlenerek, hedef metabolit (antosiyanin) liretim miktar1 en
ist dlizeye ¢ikarilmaya ¢alisilmistir. Son olarak tigiincii asamada ise, hem in vivo hem de
in vitro denemelerden elde edilen bitki materyallerine toplam antosiyanin ve antioksidan
icerik analizleri yapilmistir. Daha sonra hem in vitro hem de in vivo kosullarda elde edilen
metabolit miktarlar1 birbiriyle kiyaslanmistir. Bu ¢aligsma ile in vitro sekonder metabolit
tiretimi teknigini kullanarak antosiyanin iceren farkli bitki tiirlerinden elde edilebilecek
antosiyanin miktarmin arttirilmas1 ve oOzellikle gida, boya vb. endiistrilerin
kullanabilecegi alternatif dogal renklendirici ve antioksidan kaynaklarinin saglanmasi
hedeflenmistir. Calismalara ait bulgular asagida 6zetlenmistir.

e H. sabdariffa da yapilan tohum ¢imlendirme caligmalar1 kapsaminda; in vitro
sartlarda ekilen tohumlarda en yiiksek %25, in vivo sartlarda ekilen tohumlarinda
ise en yliksek %32 oraninda ¢imlenme gerceklesmis olup, hibiskusun ¢aligmadaki
diger tiirlere gore ¢cimlenme oraninin daha diisiik oldugu sonucuna ulasilmstir.

e H. sabdariffa da in vitro sartlarda yapilan ¢imlendirme g¢aligmalarinda yogun
kontaminasyonla karsilagilmas1 nedeniyle tohumlar propamocarb ve fluazinam
etken maddeli antifungal ilave edilmis ortamlarda da ¢imlendirme denemelerine
tabi tutulmustur. Ozellikle propamocarb etken maddeli antifungal iceren ortam
daha yiiksek ¢imlenme ve daha diisilk kontaminasyon orani ile daha basaril
bulunmustur. Ancak kullanilan bu antifungallerin kontaminasyonu énemli dlgiide
azaltirken, ¢imlenme {izerine 6nemli etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

e H. sabdariffa da yapilan iki grup kallus denemesinden 1.grup denemede karanlikta
3 farkli besin ortaminda kiiltiire alinan 2 eksplant tipinden (hipokotil ve
kotiledon), kotiledon eksplantlarinin kallus kalitesinin daha yiiksek oldugu ve
besin ortami igeriginin kallus gelisiminde etkili oldugu bulunmustur. Kontrol
ortaminda kallus olusumu gergeklesmezken, 2.ortam (2mg/L NAA 1mg/L BAP)
ve 3.ortamda (1 mg/l 2,4-D + 2 mg/l Kinetin) %100 oraninda kallus olusumu
gerceklesmis, ancak kalluslarda antosiyanin varligi goriillmemistir.

e H. sabdariffa da yapilan 2.grup denemede 2’si kontrol (1.ve 6.) ortami olmak
tizere 10 farkl kallus indiiksiyon ortami test edilmistir. Bu ortamlardan ilk 5’inde
besin ortam1 olarak MS, diger 5’inde ise NN kullanilmistir. Ortamlardan
3.ortamda %86.67 (0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin), 8.ortamda (0.5 mg/L
2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin) ve 10.ortamda (0.5 mg/L TAA + 0.25mg/l Zeatin)
%100 oraninda kallus gelisimi saglanmis ve bu ortamlarda oksin ve sitokininin
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birlikte kullanilmasinin bu etkiyi olusturdugu belirlenmistir. Kallus ¢ap1 agisindan
ortamlar arasinda anlamli farkliliklar belirlenmis olup, en biiyilik kalluslar 8
numarali ortamda (0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin) olugsmustur. Bu sonug, 8
numarali ortamin kallus proliferasyonu agisindan en uygun ortam oldugunu
gostermektedir. Kok olusumu yoniinden ise en fazla kok oncelikle 7.ortamda (0.5
mg/L 2,4-D), ve ayrica 9.ortamda (0.5 mg/L TAA) gerceklesmistir. Dolayisiyla
hibiskusta kok olusumunun sadece oksin grubu BGD iceren NN ortamlarinda
daha fazla gergeklestigi ifade edilebilir. Sonug olarak, NN ortaminin MS ortamina
gore daha fazla koklenmeyi sagladigr bulunmustur. Ayrica 2.,4.,7. ve 9.ortamin
yani tek basina oksin gruplariin kallus olusumunu desteklemedigi gézlenmistir.

Hibiskusa rengini veren kirmizimsi antosiyanin varligi sadece 8. ortamda
kiiltiirden 6 ay sonra sinirl sekilde goriilmiistiir. Bu nedenle, 8. ortamin (NN +
0.5 mg/LL 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin) antosiyanin olusumunu sagladigi, ancak
antosiyanin olusumu i¢in zaman gerektirdigi ifade edilebilir. Sonug olarak,
hibiskusta ortam bilesimi ve eksplant tipi 6zellikle antosiyaninli kallus olusumu
ve gelisimi lizerinde belirleyici etkide bulunmustur.

Hibiskusta antosiyaninli kallus elde etmeye calisirken bazi eksplantlarda yogun
kok olusumuna rastlanmasi, daha sonra hibiskusta koklerden yapilabilecek in
vitro sekonder metabolit ¢aligmalarina katki saglama potansiyeli nedeniyle goz
ard1 edilmemistir. Kok olusumu agisindan 7.ortam (NN + 0.5 mg/L 2.4 D) en
yiiksek (%100) koklenme oranini saglarken, 9.ortam (NN + 0.5 mg/L [AA) ise
eksplant bagina en fazla kok sayisi/eksplant (14.5 adet) olusturmustur. Koklenme
yoniinden 6ne ¢ikan bu ortamlar BGD yoniinden sitokinin igermeyip, sadece
oksin igerigine sahip NN bazli ortamlardir. Ancak ayn1 BGD igeriklerine sahip
MS bazli 2. ve 4.ortamlardaki koklenme verilerinin daha diisiik gerceklesmesi,
temel besin ortami igeriginin de kdklenmede etkili oldugunu ve bu yonden NN
temel besin ortaminin koklenmeyi MS ortamina gore daha fazla tesvik ettigi
sdylenebilir. Ozetle, hibiskusta sitokinin kullanilmayan, sadece oksin igeren
ortamlarin daha fazla koklenmeyi sagladig: ortaya ¢ikmistir.

Hibiskusta antosiyanin ve antioksidan analizleri yoniinden; in vivo ortamda
yetistirilen hibiskus bitkilerinden alinan kozalak ornegi ile in vitro kallus
caligmalarinda 8.ortamdan (NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin) elde edilen
kallus 6rnegine analizler yapilmistir. Analiz sonuglara gore, in vivo sartlarda
yetistirilen kozalaktan elde edilen antosiyanin miktarinin, kallustan olusan
antosiyanin miktarina gore ¢ok daha fazla oldugu saptanmistir. Antioksidan
iiretimi agisindan ise durum tam tersi olup kallusdan elde edilen antioksidanin
daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, hibiskusda antioksidan iiretimi
acisindan doku kiiltiirii tekniklerinden faydalanilabilecegi Ongoriilmektedir.
Calismada kallus dokusundan elde edilen yiiksek antioksidan kapasitesi,
gelecekte fonksiyonel bilesik iiretimi amaciyla kallus kiiltiirlerinin  onemli
potansiyel tasidigin1 ortaya koymustur.

H. sabdariffa’da yapilan ¢alismalarin 6zeti olarak; hibiskusta kallus olusumunda
MS ve NN ortamlarinin etkili oldugu, 6zellikle 8 numarali ortamda (NN + 0.5
mg/L 2,4-D + 0.25 mg/L Zeatin) kallus proliferasyonu ve antosiyanin iiretiminin
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optimize edilebildigi ortaya konulmustur. /n vitro kalluslardan elde edilen
antosiyanin miktariin in vivo 6rneklerle karsilastirildiginda daha diisiik oldugu,
ancak antioksidan kapasitenin in vitro ortamda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu potansiyel, hibiskus bitkisi 6zelinde doku kiiltiirli tekniklerinin antioksidan
tiretimi agisindan etkin bir yontem olabilecegini ve gelistirilebilecegine isaret
etmektedir.

e Calisilan ikinci bitki tiirii olan O. basilicum’da yapilan tohum ¢imlendirme
caligsmalar1 kapsaminda; farkli ¢cimlendirme ortamlarina ekilen tohumlarin in vitro
¢imlenme orani ortalamalar1 %71.5 ila %90 arasinda degisirken, in vivo ¢imlenme
orani %100 olarak gergeklesmistir. Bu nedenle reyhan tohumlarinin hem in vitro
hem de in vivo sartlarda son derece yiiksek oranda ¢imlendigi sonucuna
varilmistir.

e 0. basilicum da yapilan iki grup kallus denemesinden 1.grup denemede hem en
iyl kiiltiir kosulu (aydinlik/karanlik) hem de en iyi eksplant tipi (kotiledon,
hipokotil, kiigiik yaprak, bliylik yaprak) belirlenmeye calisilmistir. Aydinlik ve
karanlik kosullarin ikisinde de %100 oraninda kallus olusumu saglanirken, tiim
eksplant tiplerinde karanlik kosullarda daha fazla miktarda antosiyanin igeren
kallus elde edilmistir. Bu sonug, reyhanda karanlik ortamin kalluslarda
antosiyanin tiretimini tesvik ettigini ortaya koymustur. Eksplant tipi yoniinden ise
en yiiksek miktarda antosiyanin iceren kallus, biiyiik yaprak tipinden elde
edilmistir.

e O. basilicum da yapilan 2.grup denemede 6 farkli kallus indiiksiyon ortami
karanlikta kiiltiire alinan biiyiik yaprak eksplantlarinda test edilmistir. Bunlardan
ilk 3 ortamda besin ortami olarak MS, diger 3 ortamda ise NN ortami
kullanilmistir. 1. ve 4. ortamlar kontrol ortamlaridir. Bulgular her ortamin farkl
baskin etkilerini ortaya ¢ikartmistir. Kontrol gruplar: hari¢ tiim ortamlarda 2,4-D
kullaniminin, kallus ve antosiyanin olugumu tizerinde olumlu etkiler gosterdigi
belirlenmistir. 2.4-D li tim ortamlarda %100 oraninda antosiyaninli kallus
olugmus, en yliksek kallus ¢ap1 ve kallus yas-kuru agirligi ise yine 2,4-D i, ancak
Zeatin kombinasyonlu bir ortamdan (3.ortam = MS + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L
Zeatin) elde edilmistir. Hatta ayn1 BGD kombinasyonlu NN ortaminda (6.ortam
= NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin) en yiiksek ikinci kallus ¢ap1 ve yas-
kuru agirlik olusumu 6lgiilmiistiir. Ayrica Zeatin iceren 0.5 mg/l 2,4-D i 3. ve
6.ortamlarda, Zeatin icermeyen 0.5 mg/L 2,4-D li 2. ve 5.ortamlara gore kallus
cap1 ve kallus yas-kuru agirliklart hemen hemen 2 kati olarak tespit edilmistir.
Dolayisiyla, oksinin reyhanda kallus olusturmada genel olarak etkili oldugu,
ancak gerek kallus cap1 gerekse kallus biyokiitlesi a¢isindan ise dogru
oksintsitokinin kombinasyon ve konsantrasyonlarinin gerekli oldugu ifade
edilebilir.

e Antosiyaninli kallus elde edilmeye calisilan O. basilicum daki 2.grup
denemelerde bazi eksplantlarda meydana gelen yogun kok olusumu, daha sonra
yapilabilecek in vitro sekonder metabolit ¢aligsmalar1 agisindan 6nemli bulunmus
ve rhizogenesis verileri de dikkate alinmistir. Denemedeki 4.ortam (NN kontrol
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ortami), l.ortama (MS kontrol ortam1) gore daha fazla kéklenme olusturmustur.
Ayrica 4.ortamda antosiyanin fazla miktarda olusurken, 1.ortamda bu miktar daha
disiik gerceklesmistir. Renk yoOniinden ise kalluslarda farkli renkler
gozlemlenmistir. Dolayisiyla, O. basilicum tiirliniin doku kiiltiirii ¢alismalarinda
istenilen gelisimsel hedefe gore besin ortaminin optimize edilmesinin dnemi
ortaya ¢ikmaistir.

e Q. basilicum da yapilan antosiyanin ve antioksidan analizlerinde; in vitro fide ve
in vivo fidelerin yaprak orneklerinden elde edilen antosiyanin ve antioksidan
miktarlar karsilastirildiginda; kallustan elde edilen antosiyanin miktarinin in vivo
ve in vitro fide Orneklerine gore diisiik oldugu, fakat antioksidan miktarinin
6.ortamda elde edilen kallus 6rneginde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
sonuca gore, NN besin ortamina eklenen 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin
kombinasyonu O. basilicum’daki antioksidan miktarini arttirmistir. Bu sonucun
reyhanda antioksidan {iretiminin arttirillmasi igin veri olusturabilecegi
ongoriilmektedir.

e 0. basilicum’da (reyhanda) yapilan ¢aligmalarin 6zeti olarak; karanlik kosullarda
kiiltiire alinan gergek yaprak eksplantlarinin antosiyanin iiretimini daha fazla
tesvik ettigi ortaya konulmustur. Bu eksplantlar 6zellikle 3. ortamda (MS + 0.5
mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin) kiiltiire alindiginda antioksidanl kallus olusumu,
kallus ¢ap1 ve kallus yas-kuru agirliklar1 maksimum diizeye ¢ikarken, 5.ortamda
(NN + 0.5 mg/L 2,4-D) kiiltiire alindiklarinda ise kalluslarin tamaminin reyhanda
antosiyaninlerin en yogun bulundugu diisliniilen mor renkte olustugu ortaya
konulmustur. Ote yandan, O. basilicum da kalluslarin TMA iiretiminin in vivo
orneklere kiyasla daha diisiik kapasiteye sahip olmasina ragmen, kalluslar
antioksidan igerigi bakimindan daha yiiksek bir profil sergilemistir. Ozellikle
6.ortamda (NN + 0.5 mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L Zeatin) olusan kalluslarin
antioksidan aktivitesinin tiim reyhan Ornekleri i¢inde (in vivo Ornek dahil)
maksimum diizeye ¢ikmasi tezin en 6nemli sonuglarindan birisi olmustur.

e (alisilan tgiincti bitki tiirii olan endemik R. carnosula da yapilan tohum
¢imlendirme calismalar1 kapsaminda; farkli ¢imlendirme ortamlarina ekilen
tohumlarin in vitro ¢imlenme orani ortalamalart %75.5 ila %95.85 arasinda
degisirken, in vivo ¢imlenme orani %78 olarak gerceklesmistir. R. carnosula
tohumlarinin hem in vitro vitro hem de in vivo sartlarda ¢imlenme orani olduk¢a
yiiksek bir tiir oldugu ifade edilebilir.

e R. carnosula da yapilan iki grup kallus denemesinden 1.grup denemede 3, 2.grup
denemede 6 kallus indiikiyon ortaminda kotiledon eksplantlar1 karanlikta kiiltiire
alinmistir. BGD i¢ermeyen kontrol ortamlarinda herhangi bir kallus olusumu
gerceklesmezken, BGD li diger tiim ortamlarda %100 oraninda kallus olugmasi,
R. carnosula da BGD kullaniminin kallus olusumu tizerinde belirleyici oldugunu
ortaya koymustur.

e BGD li ortamlarda R. carnosula’da %100 kallus olusumuna ragmen; 1.grup
denemede bunlarin higbiri antosiyaninli kallusa doniismezken, daha kapsamli

76



SONUCLAR G. TAVALI

2 kallus denemesinde 6 ortam arasindan en fazla antosiyaninli kallus olugumu
S.ortamda (2 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ) ve 6.ortamda (2 mg/L NAA + 1 mg/L
Zeatin) meydana gelmistir. Bu BGD kombinasyonlari, R. carnosula daki tek
kapsaml1 doku kiiltiirii literatiirii olan Demir (2020)’in ¢calismasini dogrulamistir.

e Antosiyaninli kallus elde edilmeye calisilan R. carnosula kallus denemelerinde de
caligilan diger tiirlerde oldugu gibi belirli ortamlarda beklenenden fazla miktarda
kok olusumu gergeklesmistir. Calismada kok olusumu sadece BGD igermeyen
NN kontrol ortaminda (%79) ve MS kontrol ortaminda (%48) gerceklesmistir.
Kontrol ortamlarindaki bu koklenme bulgulari, MS kontrol ortaminda %75
oraninda koklenmenin elde edildigi Demir (2020) in ¢calismasini yine dikkat ¢ekici
sekilde dogrulamistir. BGD igermeyen kontrol ortamlarindaki bu tekrarlayan
koklenme bulgulari, endemik R. carnosula tiiriiniin kotiledon eksplantlarindaki
icsel hormonlardan muhtemelen oksin miktarinin yiiksek olduguna isaret ediyor
olabilir.

e R. carnosula’nin antosiyanin ve antioksidan kapasitesi acisindan yapilan
analizlerinde; in vitro kallus 6rnekleri ile in vitro fide kotiledon 6rnegi, in vivo
fide kotiledon 6rnegi ve dogadan toplanan kotiledon 6rnekleri karsilastirildiginda,
en yiiksek TMA dogadan toplanan kotiledon Orneginden (301.78 mg C3G
esdegeri/100 g kuru ornek) elde edilmistir. Onu, Once in vitro fide kotiledon
ornegi (195.24 mg C3G esdegeri/100 g kuru 6rnek) ve daha sonra in vivo fide
kotiledon 6rnegi (114.18 mg C3G esdegeri/100 g kuru 6rnek) takip etmistir. Bu
sonug; dogal c¢evredeki 1s1k, sicaklik ve stres faktdrlerinin antosiyanin
biyosentezini artirict etkisini ortaya koymakla birlikte, endemik bir tiir olan R.
carnosula’da in vitro antosiyanin iiretimi i¢in in vitro sartlarda BGD i¢ermeyen
besin ortaminda yetistirilecek fidelerin kotiledon yapraklarinin olduk¢a yiiksek
potansiyel tasidigini ispatlamistir. Buna karsilik, 6 farkli kallus ortaminda tespit
edilen en yiiksek TMA ise 37.32 mg C3G esdegeri/100 g kuru 6rnek) olup, bu
BGD i¢ermeyen NN ortamindan elde edilmistir. Bu bulgular R. carnosula’nin
kotiledon yapraklarina 6zgii bir karakteristik 6zelligin (abaksial yani alt yiizeyin
her sartta istisnasiz mor renkli antosiyaninler tasimasi) onemini bir kez daha
ortaya koymustur. Bu nedenle R. carnosula da gerek in vivo gerekse in vitro
sartlarda antosiyanin tiretimi i¢in antosiyanin kaynagi olarak mutlaka kotiledon
eksplantlarinin kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

® R. carnosula’nin en yliksek antioksidan miktar1 ise dogadan toplanan kotiledon
yapraklar1 orneginden (14.31 g Trolox esdegeri/100 g kuru 6rnek ornek) elde
edilirken, bunu in vivo fide kotiledon 6rnegi (13.37 g Trolox esdegeri/100 g kuru
ornek ornek) ve in vitro fide kotiledon 6rnegi (10.20 g Trolox esdegeri/100 g kuru
ornek) takip etmistir. Kalluslarin antioksidan miktarlari ise ortalama 2.37-2.67 g
Trolox esdegeri/100 g kuru Ornek araliginda bulunmustur. R. carnosula’da
antioksidan aktivite yoniinden in vitro fide ve kallus 6rnekleri arasindaki yaklagik
4 katlik belirgin farkin olmasinin sebebi; 6zellikle R. carnasula tiri i¢in direkt
antosiyanin kaynagi eksplant olarak kotiledonlardan kaynaklanmis olabilir. Bu
nedenle, bundan sonra R. carnosula da yapilabilecek calismalarda kotiledon
eksplantlarinin dogrudan kullanilarak biyotik veya abiyotik stres kosullarinin
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kontrollii sekilde manipiile edilmesi, hedef biyokimyasal bilesiklerin iiretimi
acisindan 6nemli bir strateji olabilir.

e R carnosula da yapilan ¢alismalarin 6zeti olarak; antosiyanin iiretimi yoniinden
dogadan toplanan kotiledonlardan sonraki maksimum antosiyaninin in vitro
fidelerin kotiledon 6rneklerinden elde edilmis olmasi, endemik ve ¢ok kisitl bir
alanda popiilasyonu olan R. carnosula nin siirdiiriilebilir antosiyanin iiretimi i¢in
in vitro kiiltiir ¢aligmalarini ¢evreci ve daha etkin bir biyoteknolojik arag olarak
one cikartmistir. Ustelik mevecut ¢alisma, R. carnosula da in vitro antosiyanin
tiretimi (hatta in vitro sekonder metabolit iiretimi) yoniinden ilk olup, bundan
sonra yapilacak ¢aligsmalarla hem antosiyanin hem de antioksidan kapasitesinin
arttirtlmasi potansiyeline sahiptir.

Sonug olarak; H. sabdariffa ve O. basilicum tiirlerinde in vitro kosullar altinda
elde edilen antioksidan aktivitenin in vivo kosullardaki muadillerine gore daha yiiksek
oldugu ortaya konulmus olup hem bu tiirlerde hem de R. carnosula tiirlinde mevcut
antosiyanin miktarlar1 ve antioksidan aktivitenin doku kiiltiirii yontemleri sayesinde
(farkli besin ortamlar1 ve BGD kombinasyonlarinin optimizasyonu, farkli elisitorlerin
kullanim1 vb. gibi) optimize edilerek arttirilabilecegi anlagilmaktadir. Optimizasyonlarla
birlikte calisilan tiirlerin ilgili metabolitlerinin, ilgili sektorler i¢in alternatif bitki
kaynaklar1 olma potansiyeli mevcut goriilmektedir.

Gelecek caligmalarda ayrica, antosiyanin sentezine katkida bulunan genlerin in
vitro kosullarda ekspresyon diizeylerinin analiz edilmesi, metabolit iiretim siireclerinin
molekiiler diizeyde anlasilmasina ve genetik miihendislik yaklasimlariyla optimize
edilmesine olanak saglayacaktir. Ayrica, elde edilen sekonder metabolitlerin yapisal
karakterizasyonu, saflik diizeylerinin belirlenmesi ve stabilite analizlerinin yapilmasi,
ozellikle gida, kozmetik, ilag, boya vb. endiistrilerinde kullanima yonelik potansiyelin
degerlendirilmesi acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, zaten gida sektoriinde
kullanim1 bilinen H. sabdariffa ve O. basilicum tiirlerinin yanisira, lizerinde heniiz fazla
calisma yapilmayan endemik R. carnosula tiiriiniin de 6zellikle gida ve boya sektorleri
icin alternatif antosiyanin kaynagi olarak kullanim kriterlerine uygunlugunun
arastirilmasi gerekmektedir.

Son olarak, R. carnosula gibi Ozellikle endemik tiirler {izerinde yapilacak
caligmalar; bu tiirlerin biyoteknolojik yontemler sayesinde siirdiiriilebilir liretimine ve
kullanirmima olanak tanirken, dogal popiilasyonlarmin da korunmasma katki
saglayacaktir. Tiim bu yonleriyle, doku kiiltiirii temelli sekonder metabolit iiretimi,
gelecekte yiiksek katma degerli biyolojik triinlerin elde edilmesinde stratejik bir arag
olarak degerlendirilme potansiyeline sahiptir.
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