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OZET

Bu c¢alisma Atropa belladonna bitkisinden Agrobacterium rhizogenes
transformasyonu ile elde edilen sagak koklerdeki sekonder metabolit miktarinin, doku
kiiltiirti ile elde edilen sagak koklerdeki ve dogadan toplanan koklerdeki sekonder
metabolit miktarinin karsilastirilmas:1 amaci ile gergeklestirilmistir. Bu amagla,
transformasyon ile elde edilen kokler 30 g/L siikroz sivi 2 MS besi ortaminda kiiltiire
alinarak cogaltilmalarinin ardindan PCR ile transformasyon dogrulanmistir. Diger
yandan doku kiiltiirii ile elde edilen 2 aylik Atropa belladonna bitkisinin kokleri ile 0,1
mg/L Indol-3-biitirik asit (IBA) igceren sivi %2 MS besi ortaminda kiiltiire alinarak
cogaltilmislardir. Daha sonra transgenik sagak kokler, transgenik olmayan kokler, IBA
kiiltiiri ile elde edilen sagak kokler ve dogadan toplanan koklere ekstraksiyon islemi
uygulanmustir. Ekstrelere Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) islemi uygulandiktan
sonra HPLC islemi ile miktar tayini gerceklestirilmistir.

Bu calisma sonucunda ITK isleminde transgenik Atropa belladonna koklerinde
daha parlak lekeler goriilmiistiir. ITK ve HPLC islemi sonuglarina gére ise en yiiksek
miktarda metabolit transgenik Atropa belladonna kok orneklerinde goriilmiistiir.

Sonug olarak Atropa belladonna bitkisine basarili bir sekilde transformasyon
1slemi gerceklestirilerek sacak kokler elde edilmistir. Boylece bu ¢alismada kullanilan
transformasyon yonteminin ileriki c¢alismalarda kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Sekonder metabolit miktarmi arttirmak i¢in ise transgenik koklere elisitor gibi
destekleyicilerin uygulanmasi ile daha verimli sonuglar elde edilecegi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Atropa belladonna, Agrobacterium rhizogenes, sacak kok,

sekonder metabolit, alkaloit, atropin.



SUMMARY

The aim of this study was to compare the secondary metabolite content of the
hairy roots obtained by transformation of Agrobacterium rhizogenes from Atropa
belladonna plant, secondary metabolite content of the hairy roots obtained from tissue
culture and roots collected from nature. For this purpose, the roots obtained by
transformation were cultured in liquid ¥2 MS medium containing 30 g/L sucrose and
then transformations of hairy roots were confirmed by PCR. On the other hand, the
roots of 2-month-old Atropa belladonna obtained by tissue culture were cultured and
grown in liquid 2 MS medium containing 0,1 mg / L IBA. Then, transgenic hairy
roots, non-transgenic roots, hairy roots obtained by IBA culture and roots collected
from nature were extracted. After the TLC process was applied to the extracts,
quantification was performed by HPLC.

As a result of this study, more bright spots were seen in the transgenic Atropa
belladonna roots in TLC procedure. According to the results of HPLC an TLC, the
highest amount of metabolite was obtained in transgenic Atropa belladonna root
samples.

As a result, Atropa belladonna plant was successfully transformed and hairy
roots were obtained. Thus, it has been determined that the transformation method used
in this study can be used in future studies. In order to increase the amount of secondary
metabolite, it was concluded that more efficient results can be obtained by the

application of elicitor to the transgenic roots.

Key Words: Atropa belladonna, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, secondary
metabolite, alkaloid, atropine.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar
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HCI . Hidroklorik asit

IAA . Indol-3-asetik asit

IBA . Indol-3-biitirik asit
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L . Litre
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m . Metre
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1. GIRIS

Insanlik tarihinin baslangicindan itibaren bitkilere biiyiik ilgi duyulmus, bitkiler
hem dogal olarak hem de c¢esitli manipiilasyonlarla yogun bir ¢alisma konusu
olmustur. Beslenme, barinma, yakacak ihtiyaci, giyim ve savunma gibi birgok farkli
ihtiyaglarda kullanilan bitkiler canliligin devaminda biiyiik 6nem arz etmektedirler.

Tiirkiye, sahip oldugu iklim ve ortam kosullar1 nedeniyle bitki tiirii bakimindan
oldukca zengin bir lilkedir. Bu zenginlik; {i¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede
bulunmasi, Gliney Avrupa ile Giiney Bat1 Asya arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins
ve seleksiyonun orijin ve farklilasma merkezinin Anadolu olmasindan
kaynaklanmaktadir. Her yil yeni bulgularin eklendigi Tiirkiye florasindaki bitki
taksonu sayis1 (tiir, alt tiir ve varyete diizeyinde) 12000 civarindadir ve Avrupa
Kitasi’nda yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisina yakindir [Avci, 2016].

Metabolizma, organizma tarafindan gergeklestirilen tiim biyokimyasal
reaksiyonlarin kompleksidir. Birincil metabolik yolaklar sadece birkag son bilesige yol
acarken, sekonder metabolik yolaklar ¢ok fazla madde agiga ¢ikmasini saglar.
Bitkilerin ¢evresel etkenlere adaptasyonlarinda onemli rol oynadigi bilinen bu
sekonder metabolitler farmasotik olarak aktif ilaglarin 6nemli bir kaynagidir
[Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002; Hussain ve ark., 2012]. Bitkilerdeki
biyolojik olarak aktif sekonder metabolitler, glikozitler, alkaloitler, polifenoller
(flavonoidler, terpenoidler, kumarinler, saponinler) ve ugucu yaglardir.

Son zamanlarda bitkilerde bulunan sekonder maddeler iizerinde yogun
caligmalar yapilmaktadir. Tedavide kullanilan bazi sentetik ilag hammaddelerinin
saglik agisindan yan etkiler meydana getirmesi veya bitkilerden elde edilen
hammaddelerin sentetik olarak elde edilememesi gibi nedenlerden dolay:r tibbi
bitkilerdeki sekonder metabolitlerin 6nemi son derece artmistir [Aytac, 2019].

Ticari uygulamalar i¢in uygun yiiksek sekonder metabolit elde etmek igin,
yetistirme kosullarinin iyilestirilmesi, yliksek verimli hiicre hatlarinin secilmesi,
kiiltiirlenmis dokularin 6nciil beslenmesi ve genetik transformasyonu kullanilarak,
doku kiiltiirlerinin biyosentetik aktivitelerinin arttirilmasi iizerinde yogunlasilmistir

[Misawa & DiCosmo, 1995].



Transgenik sagak kok kiiltiirleri, bitki doku kiiltiiriiniin sekonder metabolitlerin
tiretimindeki roliinde devrim yaratti. Agrobacterium rhizogenes tarafindan indiiklenen
sacak kokler, son birka¢ on yilda sekonder metabolit tiretimindeki bitki koklerinin bir
yontemi olarak popiiler hale gelmistir [Karuppusamy, 2009].

Cesitli bitki kiiltiirleri ile yapilan bir¢cok calisma, morfolojik farklilagmanin
devam etmesine izin verilirse ikincil metabolit iretiminin in vitro olarak gelistirildigini
gOstermistir [Tabata, Yamamoto, Hiraoka, & Konoshima, 1972; Bhandry, Collin,
Thomas, & Street, 2017]. Bu nedenle, farklilasmis organlarin ticari katalizorler olarak
farklilagmis hiicrelere gore daha iimit verici olduklari diisiiniilmelidir. Organize bitki
dokusunun kiiltiirtiyle ilgili bir sorun, hiicre biiyiimesinin, kallus veya siispansiyon
kiiltiirlerinden cok daha diisiik olmasidir. Kok u¢lu meristemdeki hiicre boliinmesi,
koklerin s1vi kiiltiirde uzamasina ve biiylimesine izin verdigi i¢in, kullanilan organlarin
kok olmasi durumunda bu sorun bir dereceye kadar hafifletilir. Uretildikten sonra,
sacak kokler, s1vi ortamda kiiltiirlenebilir [Sharp & Doran, 1990].

Sagak kokler, genetik ve biyosentetik stabiliteleri, hormondan bagimsiz hizl
biliylimeleri, yogun lateral dallanmalari, jeotropizma hareketi yapmamalar1 ve
bakimlariin kolayligi ile karakterize edilir. Sacak koklerde fazla miktarda sekonder
metabolit sentezlenir [Giri & Narasu, 2000; Guillon, Trémouillaux-Guiller, Pati,
Rideau, & Gantet, 2006]. Agrobacterium rhizogenes’in enfekte ettigi bitki
materyalinden kaynaklanan sagak kokler tarafindan tiretilen bu sekonder metabolitler,
cogu durumda, genellikle transforme olmayan koklerde sentezlenenlerle aynidir
(Sevon & Caldentey, 2002). Bu o6zellik, genetik stabilite ve genellikle hormonsuz
ortamlarda tiiylii koklerin hizli biiylimesi, onlar1 6zellikle farkli tiirdeki uygulamalar
icin uygun hale getirir [Matveeva & Sokornova, 2016]. Atropa belladonna nin sahip
oldugu sekonder metabolitlerden olan atropin, dzellikle tipta sik¢a kullanilan 6nemli
bilesiklerden biridir. Giliniimiiz tibb1, genetigi degistirilmis ¢esitlerden ¢ikarilan
tonlarca atropinden yararlanirken, artan talep dogrultusunda iiretimlerinin yeni,
kimyasal ve biyoteknolojik yontemler ile arttirilma yoluna gidilmektedir.

Ulkemiz sahip oldugu iklimi ve cografik yapisi sayesinde oldukea gesitli tiirlere
ev sahipligi yapmasina ragmen ilag sanayilerinin ihtiyact olan hammaddelerin %
70’den fazlasi ithal edilmektedir [Aytac, 2019]. Alkaloit ve alkaloit tiirevleri ise bu
ithalatta 6nemli bir yere sahiptir. Buna karsilik alkaloit iceren Atropa belladonna gibi
bitkiler {ilkemizde dogal olarak bulunmakta ve kiiltiir caligmalarinda

kullanilabilmektedir.



Biiyliik olgekli bitki hiicre kiiltiri, normalde bitkilerden elde edilen
kimyasallarin {iretilmesi i¢in alternatif bir aractir. Bununla birlikte, bitki hiicreleri bu
amag i¢in heniiz yaygin olarak kullanilmamaktadir; zayif sekonder metabolit sentezi
ve kiiltiir dengesizligi bir¢ok bitki kiiltiirii sisteminin ticarilesmesini engellemistir.
Bitki hiicresi siispansiyonlari yerine genetik olarak dontstiirilmiis koklerin
uygulanmasi, bu sorunlara olasi bir ¢ézliimdiir.

Tiiketimin ve bitkisel kaynaklara olan ihtiyacin artmasi ile birlikte tilkemizde
bulunan tibbi bitkiler dogadan toplanarak etken madde ihtiyaci i¢in kullanilmakta ve
ihracati saglanmaktadir. Dogadan kontrolsiiz bitki toplanmasinin, asir1 otlanma ve
diger bitkilerin yerini almasi gibi zararlar1 bulunmaktadir. Bu durumun sonucu olarak
da bitkilerin nesli tilkkenme asamasina gelmektedir. Atropa belladonna gibi tibbi
O6neme sahip bitkileri dogadan toplamak yerine kiiltiire almanin birgok avantaji
bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; birim alandan daha fazla tiriin elde edilmesi, kalite
kontroliiniin daha kolay yapilmasi, nadir ve nesli tilkenmekte olan tiirlerin
kaybolmasinin dnlenmesidir.

Yapilan ¢alismalar Atropa belladonna (Giizelavrat otu) bitkisine doku kiiltiirii
yontemlerinin uygulanabildigini ve etken madde miktarlarinin arttirilabilecegini
gostermistir [Bhandry ve ark., 2017; Tabata ve ark., 1972]. Atropa belladonna’nin
etken maddesi olan atropin, sentetik olarak elde edilebilmesine ragmen etkisi dogal
kaynaklardan elde edilenlere gére daha zayiftir ve tercih edilmemektedir. Sagak kdk
kiiltirii yontemi ile bitkiden elde edilen atropin, bitki tarafindan dogal olarak
sentezlenen atropin ile aynidir [Sevon & Caldentey, 2002].

Bu ¢alismada Atfropa belladonna nin etken maddelerinin elde edilmesinde
Agrobacterium rhizogenes transformasyonu sonucunda elde edilen sagak kokler ve
IBA bitki biiyiime diizenleyicisi ile olusturulan sagak kokler ile kurulan kiiltiir yontemi
caligmalarinin arttirilmasi1 ve etken maddelerin saflastirilarak gereksinim duyulan

alanlara hammadde saglanmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Atropa belladonna (Giizelavrat otu) Bitkisi

Solanaceae (Patlicangiller) familyasindan olan Atropa belladonna (Giizelavrat
otu) Tiirkiye’de; Adana, Artvin, Bolu, Canakkale, Hatay, Istanbul, Kastamonu,
Kirklareli, Kiitahya, Sinop ve Trabzon illerimizde yabani olarak yetismektedir.
Ulkemizde agirlikli olarak dagilimi Sekil 2.1°de Al, A2, A3, A4, A5, A7, A8, A9, B2
C5 ve C6 grid karelerinde goriilmektedir. Avrat otu, Ayi ¢ilegi (Trabzon), Ay liforu
(Trabzon), Ay1 ligarbasi (Trabzon), Deli otu, Giizelavrat otu, ipkesegi (Besikdiizii-
Trabzon), Kurt bogiirtleni (Azdavay-Kastamonu), Yabani tiitiin (Hamsikoy-Trabzon),
Yidin (Tirebolu-Giresun) ve Yigdin otu (Azdavay-Kastamonu) gibi isimleri
bulunmaktadir (TUBIVES).
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Sekil 2.1: Tirkiye’de Atropa belladonna bitkisinin dogal yayilim alanlari.

Diinya ¢apinda ise Avrupa (Avustralya, Ukrayna, ve Arnavutluk), Kafkasya,
Kuzey Afrika (Cezayir, Fas) ve Kuzey Irak’ta dogal olarak yetismektedir ve
Amerika’da, Avrupa’da ve Hindistan ile Pakistan’in da bir kisminda tarimi
yapilmaktadir [Asha & M.P, 2014; Townsend & Davis, 2007]. “Belladonna”,
“olimcil gece golgesi”, “divale”, “dwale”, “banewort”, “seytanin meyvesi”,

“yaramazin kiraz1”, “6liim meyvesi”, “giizel 6lim”, “dwayberry” ve “seytanin bitkisi”
gibi isimlerle de bilinmektedir [Rita & Animesh, 2011].



Atropa admin Yunan mitolojisindeki tanrilardan olan, kader ipini kesen
Atropos’tan tiiretildigi sdylenirken; belladonna adi italyan dilinde “giizel bayan”
anlamma gelir. 16 yy.da 6zellikle italyan kadinlari, géz bebeklerini biiyiiterek daha
biiyiileyici bir bakisa sahip olmak amaci ile Atropa belladonna meyvelerinin suyunu
gozlerine damlatmislardir. Ayrica bitkinin kokleri, yapraklart ve meyveleri tuhaf bir
delilik haline ve haliisinasyonlara ve hatta 6liime neden olan son derece toksik atropin,
skopolamin ve hiyosiyamin alkaloitlerini igerir [Bektas ve ark., 2016]. Bu nedenle
Roma imparatorunun oldiiriilmesinden; Anglo-Saxson (Iskog suikastcileri)’larin
zehirlenmesi gibi olaylar ile uzun siire antik ¢aglarin klasik zehirlerinden biri olarak
kullanilmistir. Diger taraftan sahip oldugu haliisinojenik etki sebebi ile biiyiiciiliikte
de kullanilmistir [M. Lee, 2007]. Alkaloitler, Atropa belladonna bitkisi biitiin
kisimlarinda bulunsa da en ¢ok kullanilan kisim bitkinin yapraklaridir [Aytac, 2019].

Atropa’nin farkli bitki kisimlart geleneksel olarak farkli amaglar igin, 6rnegin;
artrit ve kas spazmlarinin yani sira akut enfeksiyonlar, astim, kolit ve daha bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmistir [Nisar, Malik, & Zargar, 2013; Godara ve ark.,
2014]. Raporlar, Atropa belladona’nin meyvelerinin ve yapraklarinin, gastrointestinal
sorunlar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilecegini gdstermistir. Bitki ayrica antispazmodik
etkileri ve astim ve bronsit tedavisi nedeniyle bitkisel ilaglarda kullanilmaktadir
[Southgate, Egerton, & Dauncey, 2000; Cikla ve ark.,, 2011]. Alkaloitleri,
postganglionik muskarinik reseptorleri ve asetilkolinin baglanma bolgesini merkezi
sinir sisteminde rekabetci bir sekilde bloke ederek antikolinerjik sendroma yol
agmaktadir [Southgate ve ark., 2000; Caksen ve ark., 2003; Joshi, Wicks, & Munshi,
2003]. Cocuklarin alkaloitlere karst daha duyarli olmalari nedeni ile, ¢ok kiigiik bir
miktar ciddi zehirlenme belirtilerine ve 6liime yol agabilmektedir [Bektas ve ark.,
2016]. Ayrica bu alkaloitler anestezik ve spazmolitik ve gz ameliyatlarinda
kullanilmaktadir [Fatemeh Ashtiania, 2011]. Bunlarin disinda agri kesici olarak,
bogmaca ve sigara kullanim1 nedeni ile olusan nefes darligi sorunlarinda, bobrek ve
safra tas1 sorunlarinda, g6z muayenelerinde, idrar yollar1 ve safra kesesi
rahatsizliklarinda, iltihaplar1 6nlemede, kalp hastaliklarinda, Parkinson hastaliginda,
romatizma agrilarinin azaltilmasinda, spazm gidermede, diisiik ve yiiksek tansiyon

sorunlarinda ve ter ve mide salgilarini hafifletmede kullanilmaktadir [Aytac, 2019].



2.1.1. Atropa belladonna’nin Simiflandirmasi

Atropa belladonna bitkisi Solanaceae (Patlicangiller) ailesinden olan ¢ok yillik
otsu bir bitkidir. Atropa cinsi igin bilinen 39 bilimsel tiir ismi mevcuttur. Bunlardan 4
tanesi kabul edilmistir. Tablo 2.1.1°de Atropa belladonnanin filogenetik

siiflandirmasi gosterilmistir.

Tablo 2.1.1: Atropa belladonna’nin filogenetik siniflandirmasi.

Alem Plantae

Alt alem Viridiplantae

Bolim Tracheophyta

Sinif Magnoliopsida

Alt stif Asteridae

Takim Solanales

Aile Solanaceae

Cins Atropa

Tiir Atropa belladonna L.

2.1.2. Atropa belladonna’nin Morfolojik Ozellikleri

Atropa belladonna (Sekil 2.1.2) dallanmis, ¢ok yillik ve otsu bir bitkidir.
Cogunlukla etli kdke sahip bir yar1 ¢ali formundadir. 1,5-2 metreye kadar yiikselip,
toprak seviyesinin biraz iistiinden itibaren dallamaya baglar ve golgeli yerlerde yetisir
[Cikla ve ark., 2011]. Saplar1 yesil ve morumsu renk gosterir. Oval yapraklari 18 cm
uzunluga kadar gelisim gosterebilir, belirgin damarlara sahiptir ve alt yiizeyleri
tiiyliidiir. Can seklindeki cigekleri ise dipleri sari, list kisimlar1 soluk mor ve az koku
ozelliklerini tasir ve 2-3 cm uzunlugundadir. Atropa belladonna bitkisi yaz boyunca
ciceklidir [Aytac, 2019]. Meyveleri olgunlagsmadan 6nce yesil renktedir. Olgunlastik¢a
yesilden parlak siyaha dogru uzan renklere sahip olurlar ve yaklasitk 1 cm
uzunluktadirlar. Bitkinin tohumlar1 oldukga kiigiik olup, yaklasik 1000 tohumun
agirhigr 1 g kadardir. Tohumlarin uzunlugu 1,5-1,8 mm ve genisligi 1-1,5 mm kadardir.

Kabugu sert, ylizeyi agimsi, mat veya hafif parlak renklidir.



Sekil 2.1.2: Atropa belladonna bitkisi.

2.1.3. Atropa belladonna’min Tklim ve Toprak istekleri

Atropa belladonna 90-180 m kadar yiiksekliklerde, 50-55 derece kuzey
enlemleri arasinda yetisirken; gdélgelenmenin fazla oldugu kirecli topraklarda deniz
seviyelerinde de yetisebilir. Hem 1liman hem de kurak iklimlerde yetisebilse de nemli
topraklari tercih eder. Bunun yaninda yaz aylar1 1lik ve kurak gegen giinesli bolgelerde
yetistigi zaman alkaloit iceriginin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir [Aytac, 2019].
Agaclarin golgesinde, ormanlik tepelerde, tebesir veya kiregtasinda cali formunu
olusturur; fazla giinese maruz kalan bitkiler bodur hale gelir. Dogal kosullar altinda

biiytiyen tiirler daha ¢ok bocek saldirilarina maruz kalir [Rita & Animesh, 2011].

2.1.4. Atropa belladonna’nin Tarimi ve Verimi

Oldukga genis bolgelerde tarim1 yapilabilen Atropa belladonna, kék saplarindan
ve tohumlarindan elde edilir. Tohumlar martin ilk yarisina kadar ekilmektedir. Fakat
tohumlarin ¢imlenmesi dormansi durumu nedeni ile 2-3 ay geciktigi i¢in tohum yerine

kok saplarmin tercih edildigi gift¢iler tarafindan bildirilmistir [N.S & Prasad, 2014].



Ekim yapildiktan sonra bir yil igerisinde 1.5 metreye kadar uzayan Atropa
belladonna’nin ¢igeklenmesi eyliil ayina kadar siirer. Kis aylarinda ¢ok fazla
dallanmay1 6nlemek amaci ile 80-90 cm kadar yukaridan yapraklar ve st kisimlar
kesilerek toplanir.

Ikinci y1l gigeklenme zamaninda bitkinin tamami kesilerek bir kismi s1v1 ekstre
yapiminda kullanilirken bir kismi ise kurutularak bandaj, gliserin, kuru ekstre, merhem
ve tentiir hazirlig gibi islemlerde kullanilir. iki ya da {i¢ y1lda bir agustos ayinda kdkler
sOkiilerek yasl bitkiler toplanir ve benzer yontemler i¢in kullanilir. Dikim yapildiktam
sonra azot ve fosfor alt giibre olarak verilirken bir ay sonra iist giibre olarak tekrar azot
verilir [Ozgiiven, Kirici, & Sener, 1986].

Atmosfer sartlarindaki degisiklikler Atropa belladonna nin bulundurdugu total
alkaloit miktarinda farkliliklara neden olmaktadir. En fazla alkaloit oran1 giinesli ve
kurak bolgelerde yetismis olan bitkilerden elde edilmektedir. Mayis ve haziran gibi
giineslenmenin fazla oldugu aylarinda alkaloit oraninin %0,6, giineslenmenin az
oldugu kosullarda ise alkaloit oraninin %0,3 oldugu raporlanmistir. [Rita & Animesh,
2011].

2.1.5. Atropa belladonna’da Bulunan Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolit terimi ilk kez 1891 yilinda Kossel tarafindan primer
metabolit karsit1 olarak tanimlanmustir. Theis ve Lerdau ise sekonder metabolitleri
2003 yilinda bitkilerin iirettigi, fotosentez sonucu agiga ¢ikmayan, bazi fizyolojik
siiregler sonucunda olusan ve solunum veya fotosentez gibi dnemli olaylar icin
gerekliligi bulunmayan maddeler olarak tanimlamiglardir [Erkoyuncu & Yorgancilar,
2015].

Bir bitkideki sekonder metabolizma, bitkinin kendi ortaminda hayatta
kalmasinda biiyiik rol oynar. Tozlayicilarin ¢ekiciligi, avcilara ve hastaliklara karsi
savunma vb. sekonder metabolitlerin rollerine 6rnek olarak verilebilir [Wink, 1988].

Sekonder metabolitler primer metabolizma basamaklarmin ara triinlerinden
baz1 metabolik basamaklarda tiretilirler ve genel olarak biyosentez basamaklarina gore
simiflandirilirlar [Bourgaud, Gravot, Milesi, & Gontier, 2001]. Cogu referansta,
bitkilerden ekstrakte edilen sekonder metabolitlerin ii¢ ana sinifa ayrildig

belirtilmektedir: terpenoidler, alkaloitler ve fenolikler (Tablo 2.1.5) [Kabera J., 2014].



Tablo 2.1.5: Sekonder metabolitlerin biyosentez basamaklarina gore

siniflandiriimasi.
Tip Ornek
Terpenoidler
Hemiterpen Prenol
Monoterpen Limonen
Sesquiterpen ABA (Absisik asit)
Diterpen Giberellin
Triterpen Lanosterol
Tetraterpen Likopen
Politerpenler Vitamin E
Alkaloitler
Skopolamin
Atropin
Hiyosiyamin
Solanin
Fenolikler
Fenol
Salisilik asit

Atropa belladonna modern tip i¢in biiyilk bir 6neme sahiptir ve eczacilik
endiistrisi i¢in yetistirilmesi olduk¢a yaygindir. Hem tibbi uygulamalarda kullanilan
hem de suikastgiler tarafindan kullanilmis olan ¢esitli alkaloitlere sahiptir. Bitkinin
biitiin kisimlarinda tropan alkaloitler bulunurken en zehirli kism1 kokidiir, fakat bu
durum numunelere gore farklilik gosterebilir. Atropa belladonna toksik etkiye sahip
oldugu i¢in deride tahrise neden olarak alerji meydana getirebilir. Bir arastirmada
sonucunda total alkaloit oranmin koklerde % 1.25 oldugu, yapraklarda ise % 0.91
oldugu gosterilmistir [Ozgiiven, Sener, & Kirici, 1984].

Tropan alkaloitleri, insanoglunun bildigi en eski ilaglar arasindadir. Zehirli cins
olarak smiflandirilan Solanaceae ailesi bitkilerinden olan Atropa, bir¢ok alkaloit
igeren tiir olarak taninmustir ve ¢esitli etnik gruplarin halk tibbindaki kayitlarinda bol
oldugu bilinmektedir. 1819°da Meissner (“’alkaloit’” terimini icat eden kisi), bu zehirli

bitkilerin aktif prensiplerinin karakter olarak alkalin oldugunu ve boylece ekstraksiyon



teknikleriyle izole edilebildigini ve dolayisiyla bireysel alkaloit bilesiklerinin
1830°dan itibaren izole edilmeye baslandiginm1 ilk fark eden kisi olmustur
[Grynkiewicz & Gadzikowska, 2008].

Tropan alkaloitleri, yedi karbonlu bir halka boyunca bisiklik bir azot kopriisiiniin
varhig1 ile tanimlanan bir alkaloitler simifidir. Ozellikle Solanaceae cinslerinden olan
Atropa’da yaygindir [Griffin & Lin, 2000]. Tropan alkollerinin ve alifatik ya da
aromatik olan gesitli yap1 asitlerinin esterleridir [Kazeem ve ark., 2010].

Atropa bellanonna bitkisinin sahip oldugu tropan alkaloitlerini meydana getiren
en 6nemli alkaloitler atropin, apoatropin, belladonnin, hiyosiyamin ve skopolamin’dir.
Ayn1 zamanda Atropa belladonna bitkisinde cuscohigrin, littorin ve tropin alkaloitleri
de bulunur (Sekil 2.1.5.a). Bu alkaloitlerden skopolamin énemli ticari degere sahiptir.

Skopolamin, antiemetikten yeniden canlandirmaya gesitli tibbi uygulamalarda
kullanilan en degerli tropan alkaloitlerden biridir ve ayrica yeni nesil ilaglarin
sentezinde bir hammadde gorevi goriir. Skopolamin’in bir sorgu yardimcisi olarak
(veya “gercek serumu”) kullanimi zayif bir sekilde belgelenmistir [Grynkiewicz &
Gadzikowska, 2008].

Skopolaminin farmakolojik etkileri ¢ok cesitlidir. ilag, lokomotif aktivitesini,
ndrotransmisyonu ve kisa siireli bellegi etkileyen MSS {izerinde belirgin etkiler
sergiler. Klinik uygulamalari arasinda hareket hastaligi semptomlarinin hafifletilmesi,
anestezi i¢in On tedavi, alkol krizlerinde sakinlestirme, ruh hastalig1 veya delilik ve
parkinson titremelerinin tedavisi yer almaktadir. Ayrica, yeni MSS ilag adaylarinin test
edilmesinde yararli oldugu diisiiniilen, yaslanma ve bunamada gozlenen islev
bozukluklarini modellemede gegici bilissel agiklar1 uyarmak igin kullanilir [Renner,
Oertel, & Kirch, 2005].

Skopolaminin biyosentezi (Sekil 2.1.5.b) tam olarak anlasilmamistir, ancak
poliamin putresini elde etmek i¢in proteinojenik olmayan amino asit ornitinin ornitin
dekarboksilaz tarafindan dekarboksilasyonu ile baslatilmaktadir [Michael, Furze,
Rhodes, & Burtin, 2015].
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Sekil 2.1.5.a: Atropa belladonna bitkisinde bulunan alkaloitler.
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Sekil 2.1.5.b: Atropa belladonna ve ilgili Solanaceous tiirlerindeki tropan alkaloit
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2.2. Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium rhizogenes, ¢ubuk seklinde (0.6 — 1.0 x 1.5 — 3.0 um
boyutlarinda), gram negatif bir toprak bakterisidir [Erwin & Townsend, 1907]. Tek tek
veya ciftler halinde bulunabilen, flagellas1 vasitasi ile hareket eden Agrobacterium
rhizogenes bakterileri spor formu olusturmazlar [Ozyigit, Dogan, & Artam Tarhan,
2013].

Agrobacterium rhizogenes, sagak kok olusumu igin gereken, yiiksek oranda
korunmus bir “gekirdek” DNA bolgesini igeren biiyiik bir kok indiikleyici (Ri)
plazmidinin varligi ile karakterize edilir [Filetici, Spano, & Costantino, 1987; Veena
& Taylor, 2007; S. B. Gelvin, 2009]. Agrobacterium rhizogenes, genetik
transformasyon sonucu enfekte olmus bitkilerde sagak kok formuna neden olur
[Weller & Stead, 2002; Weller, Stead, & Young, 2005].

2.2.1. Agrobacterium rhizogenes’in Filogenetik Simiflandirmasi

Agrobacterium cinsi igin 10 tiir mevcuttur. Tablo 2.2.1°de Agrobacterium

rhizogenes 'in filogenetik siniflandirmasi gosterilmistir.

Tablo 2.2.1: Agrobacterium rhizogenes bakterisinin filogenetik siniflandirmasi.

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Siif Alphaproteobacteria
Takim Rhizobiales

Aile Rhizobiaceae

Cins Agrobacterium

Tiir Agrobacterium rhizogenes
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2.2.2. Agrobacterium rhizogenes Transformasyonunun Mekanizmasi

Sacak kok indiiksiyonunun molekiiler mekanizmasi tam olarak anlagilmamistir
[Sevon & Caldentey, 2002; Veena & Taylor, 2007]. Bununla birlikte, sagak kok
olusum siireci bes basamaga boliinebilir:

e Salgilanan fenolik bilesikler tarafindan bakteri — bitki baglanmas1 ve
aktivasyonu

e Bakteri hiicrelerinde siireclerin gerceklesmesi

e T kompleksinin bakteri hiicrelerinden bitki hiicrelerine taginmasi

¢ DNA entegrasyonu ve ekspresyonu

e Sagak kok olusumunun baslamasi

Bitki pargalari tizerindeki yarali bolgelerden salgilanan fenolik bilesikler ile
bakteriden bitkiye gen aktarimi baglar. Salgilanan fenolik bilesikler Agrobacterium
rhizogenes’deki virA ve virG genleri ile algilanir ve bakteri, bitki {izerindeki bu yarali
bolgelerden bitki hiicrelerine baglanir. Bu bakteri — bitki baglanmasi virB genlerinin
bakteri ve bitki hiicreleri arasinda olusturdugu bir tiir kdprii sayesinde gergeklesir.
Agrobacterium rhizogenes T-DNA’sinin sinir bolgelerinde yapisik halde bulunan virD
genleri, T-DNA’da bir ¢entik olusturur ve T-DNA’y1 paket haline getirir. virD bu olay1
yerine getirerek endoniikleaz gorevini gerceklestirir. virD geni tarafindan paketlenen
ve VirB genlerinin bakteri ve bitki hiicreleri arasinda olusturdugu kopriiden gegen T-
DNA, bitki sitoplazmasinda niikleer lokalizasyon gorevini saglayan vir genleri (Tablo
2.2.2) sayesinde bitki hiicresindeki ¢ekirdege dogru yonlendirilir [Giri & Narasu,
2000]. Bunun yaninda Agrobacterium rhizogenes kromozomlarinin iizerindeki chvA,
chvB, pscA ve attR genlerinin de transformasyonda rol aldiklari bilinmektedir
[Demirci, 2017]. Bitki hiicrelerine baglanan Agrobacterium rhizogenes plazmidinin
(Ri plazmidi) tizerindeki T-DNA bdlgesinin bitki hiicrelerine aktarilmasi ve bitki
genomuna entegrasyonu (Sekil 2.2.2) sonucunda sagak kok olusumu ve opin sentezi
baslamaktadir. Opinler bakteriler tarafindan azot, enerji ve karbon kaynagi olarak
kullanilan amino asit ve seker tiirevleridir [Sinkar, Pythoud, White, Nester, & Gordon,
1988].
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Agrobacterium rhizogenes’in Ri plazmidindeki T-DNA’nin bitki hiicresine
taginmasinda gorev alan sinir bolgeleri bulunmaktadir. Sinir bolgeleri T-DNA
“transfer stimulator sequence” (TSS) olarak adlandirilir ve tekrarlayan 8 baz giftlik
dizilerden olusur [Veena & Taylor, 2007].

Bitki Hiicresi

Sitoplazma

Agrobacterium

® vira A VIP1
® virG = Importina
@ vird2 = C‘;:;A
9 VirE3 (] VirDs
® virF — T455

Sekil 2.2.2: Bitki genetik transformasyonu i¢in Agrobacterium Ri plazmit bazli T-
DNA transferinin sematik gosterimi. Viriilans efektor proteinlerinin ve bitki
proteinlerinin isimleri kutuda gosterilmistir.
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Tablo 2.2.2: vir genlerinin sentezledigi proteinler ve fonksiyonlari.

Vir Proteinleri Fonksiyonlar:

vira Fenolik bilesikleri algilama

virG Biitlin vir operonlariin ekspresyonlarini uyarma

virB T iplik¢iginin bitki hiicresine girmesi i¢in por
olusturma

virD1 T-DNA’y1 siir dizilerinden gevsetme

virD2 T-DNA’y1 siir dizilerinden kesme ve T iplik¢igini
bitki ¢ekirdegine yonlendirme

VIrE2 — virD2 T iplik¢igini bitki ¢ekirdegine yonlendirme

VIrE2 T iplik¢igini bitki hiicresinde denatlirasyondan koruma

virB — virD4 T iplik¢igini ve vir proteinlerini bakteriden bitki

hiicresine aktarma

VirF T-DNA bitki genomu entegre olmadan 6nce T

iplikciklerine ait proteinleri agma

2.2.3. Ri Plazmit

Tim Agrobacterium rhizogenes suslarinda Ri plazmidi, kok baslatma ve
gelistirmede rol oynayan ve opin biyosentezi i¢in gerekli genleri (rol genleri) tasiyan
T-DNA olarak bilinen bir bolgeye sahiptir [Slightom, Durand-Tardif, Jouanin, &
Tepfer, 1986; Hansen, Das, & Chilton, 1994]. Agrobacterium rhizogenes T-DNA’st,
sadece Ri plazmit konjugasyonu, opin sentezi ve katabolizmasi i¢in degil, ayni
zamanda T-DNA’nin baslatilmasi, aktarilmasi ve entegrasyonu igin islevlerde bulunan
kiiciik bir Ri plazmit bolgesini (yaklasik 200 kb) olusturur [Ozyigit, 2012]. Her ne
kadar T-DNA bakteri kokenli genler igeriyorsa da, bu genler, enfekte olmus bitki
hiicrelerinde ekspresyonlarini saglayan okaryotik diizenleyici sekanslara sahiptir [Giri
& Narasu, 2000]. T-DNA’nin bitki hiicresinin genomik DNA’sina entegrasyonundan
sonra, T-DNA, Agrobacterium rhizogenes tarafindan besin kaynagi olarak kullanilan,
opin olarak bilinen olagandisi amino asit seker tiirevlerinin sentezini yonlendiren
enzimleri eksprese eder [Petit ve ark., 1983; Moyano ve ark., 1999; Estrada-Navarrete
ve ark., 2006; Bensaddek, Villarreal, & Fliniaux, 2008; Ozyigit, 2012].
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Agrobacterium rhizogenes suslari tarafindan tiretilen en az iki sinif opin vardir.
Bu smiflardan biri agropin grubunun opinleri ile temsil edilirken, diger sinif
agrosinopin grubudur. Agrobacterium rhizogenes suslarinin ¢ogu, agrosinopin tipi
opinler ve bazi veya birka¢ agropin tipi opin lireten sug iiretme yetenegine sahiptir.
Agropin, mannopin, agropinik asit ve mannopinik asit iceren agropin tipi opinler,
agropin tipi (Sekil 2.2.3.a) olarak bilinen suslar tarafindan {iretilirken, agropin tipi
olarak bilinen tiim agropin tipi opinler, mannopin tipi (Sekil 2.2.3.b) olarak bilinen
suslar tarafindan tretilir [F. F. White, Ghidossi, Gordon, & Nester, 1982; Petit ve ark.,
1983; Tempé, Petit, & Farrand, 1984; Savka, Ravillion, Noel, & Farrand, 1990;
Estrada-Navarrete ve ark., 2006].

T-DNA border
repeat
sequences
.-op ¥ \ Y
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(“"’ A3 o . a Yeey g 8
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T-DNA &S ‘. Ry & Right border
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repeat ) sequences

sequences ] \/‘\\"
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Sekil 2.2.3.a: Agrobacterium rhizogenes'in agropin tipi Ri plazmidinin sematik
gosterimi.
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Sekil 2.2.3.b: Agrobacterium rhizogenes’in mannopin tipi Ri plazmidinin
sematik gdsterimi.

2.2.4. Ri T-DNA Genleri

Hem sol T-DNA (TL-DNA) (yaklasik 15 — 20 kb) (Sekil 2.2.4.a) hem de sag T-
DNA’nin (Tr-DNA) (yaklasik 8 — 20 kb) (Sekil 2.2.4.b) “bolinmiis” T-DNA (Tablo
2.2.4) olarak adlandirilan bitki genomuna bagimsiz transformasyonlari, agropin tip
suslarda pRi tarafindan gergeklestirilirken; mannopin tip suslarda sadece tek bir T-
DNA (T.-DNA) transfer edilir. pRi’nin T.-DNA’s1, rolA, rolB, rolC ve rolD olarak
gosterilen dort rol genini igerir [Schmiilling, Schell, & Spena, 1988; Stummann,
Olesen, & Henningsen, 1989; Stanton B. Gelvin, 2003; Petersen Bensaddek ve ark.,
2008]. Ri plazmidinde, T. —-DNA ve Tr-DNA, Sekil 2.2.3.a’da goriildigi gibi T-
Central DNA (Tc-DNA) ile temsil edilen, en az 15 kb entegre olmayan DNA ile
birbirlerinden ayrilir.

Sagak kok fenotipi, tiriinleri T.-DNA’da bulunan belirleyiciler olarak islev
goren genlerle (rolA, rolB, rolC ve rolD) ilgilidir [Tepfer, 1984; Taylor, Amasino,
White, Nester, & Gordon, 1985; Jouanin ve ark., 1987; Nakamura ve ark., 1988;
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Schmiilling ve ark., 1988; Sinkar ve ark., 1988]. Bu genler ORF 10, 11, 12 ve 15
bolgelerinde bulunurlar ve hiicrelerin kok olarak farklilagmasini saglayarak sagak kok
olusumunu gergeklestirirler [Giri & Narasu, 2000]. Buna karsilik Tr-DNA {izerindeki
genlerin sagak kok meydana gelmesinde dogrudan bir etkisi bulunmamaktadir

[Cardarelli ve ark., 1985; Ryder, Tate, & Kerr, 1985; Smulders ve ark., 1991].

rolA rol( Righ
Left 3 6 8 10 1213 14 ight
Bordcr . - ' - ’,. - - 3 - ‘. Border

/

7, /
LD U

- G P> P>

1 2 457 9 11 15 161718

rolB rolD

Ti-DNA

Sekil 2.2.4.a: T.-DNA’da gen lokasyonlarinin sematik gosterimi.
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Sekil 2.2.4.b: TR-DNA’da gen lokasyonlarinin sematik gosterimi.
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Tablo 2.2.4: Agrobacterium rhizogenes T-DNA genleri, kodladiklar1 proteinler,
fonksiyonlar1 ve konak bitki hiicresindeki fenotipik degisiklikler.

Gen Protein Fonksiyon Fenotip
rolA -DNA baglayict -Yayilabilir faktor -Bodurlasma
proteinlerde yaygin olan ile hiicre uzamasim1 ~ -Koyu yesil
sekans motifi inhibe etme burusuk yapraklar
-Diizenleyici -Hormon —Uzunluk ve
transkripsiyon faktorii konsantrasyonlarin1  genislik oraninin
azaltma degismesi
-Oksine duyarliigt =~ -Yogun
arttirma cigeklenme
-GA’nin hormon -Cigeklenmenin
fizyolojisini gecikmesi
hafifletme -Kompakt
-Poliamin ciceklerin
metabolizmasina sayisinin azalmasi
miidahale etme
-H* ATPaz aktivitesi
ile plazma zan
arasinda iliski kurma
rolB Plazma zarina yerlesir -Oksin sinyalinin -Hizl1 biiyiime
alimi ve -Kok meristem
dontistiirilmesindeki  neoformasyonu
degisiklikler -Fazla dallanma
-Yeni meristem -Plagiotropism
olusumunu uyarma
-Sekonder
metabolizmay1
uyarma
rolC -Kokte floeme 6zgii -Hiicre boyutunu -Kisa internotlu
ekspresyon kiigtiltme dallanmus ciice
-Yaprakta diisiik -Absisik asit (ABA), bitkiler
ekspresyon poliamin ve etilen -Internotlarda
-Siirgiin ucunda seviyelerini azaltma  azalmis epidermal
ekspresyon saglamaz -Stirgilin hiicre boyutu
meristemlerinin -Sivri uglu
olusumu saglama yapraklar
-Seker -Erken
metabolizmasini ve  ¢igeklenme
tasimnimini -Azaltilmis ¢igek
diizenleme boyutu
-Yiiksek seviyelerde -Azaltilmis polen
sekonder tiretimi

metabolitlerin
iiretimini uyarma
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Tablo 2.2.4: Devam.

Gen Protein Fonksiyon Fenotip
rolD -Sadece agropin tipi -Tek bagina kok -Artan gigceklenme
suslarda ekspresyon olusumunu -Azaltilmis
-Sitozolik protein indiikleyememe koklenme
-Zayif dokularda organa  -Cevresel stresin bir  -Apikal meristem
0zgli ekspresyon sonucu olarak harig, her organin
savunma tepkisi dokusunu uzatma
saglama ve genisletme
-Kallus biiylimesi
sonucu timor
olusumunun
baslamasi
rolB™ CX5R motifi olmayan N-  Agropin tip Ri -Asag1 dogru
terminal kism1 14 amino  plazmidinde Tr- biikiilmiis burusuk
asit icerir DNA iizerinde rolB  yapraklar
homologlugunu -Ko6k tabaninda
gerceklestirme olusan stirgiinler
-Gecikmis
biiylime
ORF3n -Fenolik enzimlerin Dokularin -Gecikmis
modifikasyonu ayrilmasinda negatif  ¢iceklenme
-Sekonder metabolizmay1 regiilator rolii -Daha az yogun
ve / veya hormonlarin oynama ciceklenme
taginmast -Degisen internod
uzamasi, yaprak
morfolojisi ve list
yapraklarda
nekrotik uglar
-Bazal yapraklarin
sepallerinde
nekroz belirtisi
olmamasi
ORF8 - N-terminal bolgesi -Siikroz tagiimimi ~ -Biyiime geriligi
(NORF8) ve C-terminal  diizenleme -Klorotik ve
kismindan (CORFS) -N-terminal bolgesi  nekrotik yapraklar
olusan flizyon proteini seker / nigasta -Yiiksek seviyede
-Triptofan monooksijenaz  birikimine neden seker (glikoz,
aktivitesi olur 21ransge ve

-C-terminal bolgesi
seker / nigasta
birikimini azaltir

siikroz) ve nisasta
birikimi

21



Tablo 2.2.4: Devam.

Gen Protein Fonksiyon Fenotip
ORF13 Retinoblastoma (RB) -Hormon -Yogun yesil ve
baglayici bir motif olan homeostazi ve hiicre  hizli gogalan
LxCxE igerir dongiisiinii kallus gibi hiicre
diizenlenme cogalmasini
-K ok apikal indiikleme
meristeminde mitoz  -Diizensiz yaprak
sayisini arttirma olusumu
-Farklilagsmay1 -Keskin yaprak
tetikleme damarlari
-Kisaltilmis ve
degisken internod
uzunlugu
-Anormal ve
asimetrik cicekler
-Yergekimine
dogru kok
gelisimi
-Kokte azaltilmis
hiicre sayisi ve
hiicre boyutu
ORF13a  Ozellikle yaprak damar: ~ -Kok indiiksiyonu Fenotipte bir
dokularinda dokuya 6zgii  i¢in gereklidir degisiklik olmaz
sekilde bulunur -Kendisi igin
diizenleyici islevi
gorur
ORF14 Oksin benzeri etki ORF13 ile birlikte Morfolojik
kok olusumunu degisiklik olmaz

uyarir

2.2.5. Sacak Kok Formu

“Sacak kok” terimi ilk olarak 1900°de Stewart ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilmistir. Sacak kok formunun ayirt edici 6zelligi, kok kiitlelerinin olusmasidir.
Agrobacterium rhizogenes enfeksiyonunu takiben tiylii kok olusumu, ¢ok sayida
kiiclik kokiin ince tiiyler olarak dogrudan enfeksiyon bodlgesinden ¢ikmasi sonucu
olusur [Chandra, 2012]. Sacak kdk formu yatay ac¢i ile biiylimenin yani sira; kisa
internodlar, yiiksek derecede yan dallanma, burusuk yapraklar, azalmis apikal
baskinlik, kok tiiylerinin bollugu, anormal ¢igek {iretimi, gelismis biiyliime oranlar1 ve
degisen sekonder metabolit birikimi ile karakterizedir [Ackermann, 1977; Tepfer,
1983; Balandrin, Klocke, Wurtele, & Bollinger, 1985; Pellegrineschi, Damon,
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Valtorta, Paillard, & Tepfer, 1994; Flores, Vivanco, & Loyola-vargas, 1999; S. H. Lee
ve ark., 2001; Casanova ve ark., 2004; Veena & Taylor, 2007].

Bitkiler yaralandigi zaman, fenolik bilesikler yarali kisimlardan salinir ve bu
durum Agrobacterium rhizogenes c¢ekiciligine neden olur. Bakteri, kemotaksis ile
yaral1 bolgelere dogru hareket eder ve bitki hiicrelerini enfekte eder. Daha sonra yara
bolgesinde enfeksiyon, ardindan bakterilerin kok uyarici (Ri) plazmidinden (pRi)
belirli bir DNA segmentinin (T-DNA) aktarilmasi1 gergeklesir [Kumar, Sharma,
Prasad, Gururaj, & Ravishankar, 2006]. Agrobacterium rhizogenes kaynakli kokler,
dis kaynakli bitki biiyiime diizenleyicileri olmadan in vitro biiytime 6zelligine sahiptir
[S. H. Lee ve ark., 2001; Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002].

Transformasyon islemleri sonrasinda meydana gelen koklerin transgenik olup
olmadigini belirlemek i¢in T-DNA veya opin belirleme yontemleri kullanilmaktadir.
Bitki genomunda T-DNA varliginin belirlenmesi, transformasyon dogrulama islemi
icin en giivenilir metottur. PCR yontemi T-DNA tespitinde siklikla kullanilan
yontemlerden biridir [Georgiev, Georgiev, Weber, & Pavlov, 2008]. Sacak kok
kiiltiirlerinde transformasyonun dogrulanmasinda rolA, rolB veya rolC primer ¢iftleri
kullanilir [S. H. Lee ve ark., 2001; Guillon ve ark., 2006].

Agrobacterium rhizogenes Ri T-DNA ile transformasyonu takiben bir¢ok
dikotiledonlu bitkide sagak kokler indiiklenmistir [Costantino ve ark., 1994; Nilsson
& Olsson, 1997]. Ri T-DNA genlerinin ekspresyonu tizerine yapilan ¢aligmalar, T
bolgesinin rolA, rolB ve rolC genlerinin, sagak kokleri indiikklemek igin yeterli
oldugunu belirtirken, Tr bolgesinin yardimci genleri, sagak kok fenotipinden sorumlu
oldugunu gostermistir. Bugiine kadar, rolB geni en fazla dikkati ¢eken gen bolgesidir,
clinkii etkisizlestirildiginde, kok olusumunu tamamen baskilandi1g1 goriilmiistiir ve test
edilen tiim bitkilerde bireysel olarak kok olusumunu indiikleyebilen tek gen bolgesidir.
RolB-transgenik bitkileri ve rolB'nin meydana getirdigi koklerin biiyiime modeliyle
iliskili morfolojik degisiklikler, oksin ile "asir1 duyarli bir durum" olarak kabul
edilmistir. Bununla birlikte, artmis oksin igerigi, normal koklerle karsilastirildiginda
sacak koklerin farkli bliylimeleri ve morfolojileri i¢in tek olas1 neden degildir. Aslinda,
sacak kokler genellikle oksine karsi normal emsallerinden daha yiiksek hassasiyet
gosterirler. Bu nedenle oksinler sacak koklerin biiylimesini ve gelisimini kontrol eden

ana faktor olarak kabul edilir [C. Liu ve ark., 2002].
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Bakteri transfer DNA'nin (T-DNA) karakterizasyonu ve bu T-DNA'da bulunan
genlerin ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalar, kok indiikleyici (Ri) plazmidinin T
bolgesinin rol A, B ve C genlerinin, sagak kokleri indiiklemek i¢in yeterli oldugunu
gosterir [Frank F. White, Taylor, Huffman, Gordon, & WNester, 1985; Spena,
Schmiilling, Koncz, & Schell, 1987]. Tr bolgesinin yardimci genleri (oksin
biyosentezini kodlayan bakteri genleri) sagak kok fenotipinden sorumludur [Amselem
& Tepfer, 1992]. Bu nedenle, oksinin, kok indiiksiyonun kendisi degil ise bile en
azindan sagak kok biiyiimesini ve gelisimini kontrol eden ana faktér oldugu kabul
edilir [Biondi, Lenzi, Baraldi, & Bagni, 1997].

Sacak kok olusumunun bir¢ok pratik uygulamalar1 vardir ve kok salmasi zor
olan birgok bitki tiirli nedeniyle gok fazla ticari ilgi gérmektedir [Davies, Davis, &
Kester, 1994]. Oksin indol-3-asetik asit (IAA), koklenmeyi tesvik etmek igin
kullanilan ilk bitki hormonudur [Cooper, 1935]. O siralarda, ikinci bir sentetik oksin
olan indol-3 biitirik asidin (IBA) de koklenmeyi destekledigi ve IAA'dan daha etkili
oldugu kesfedildi [Zimmerman & Wilcoxon, 1935]. IBA su anda birgok bitki tiiriinii
koklendirmek igin ticari olarak diinya ¢apinda kullanilmaktadir [Ludwig-Miiller,
Vertocnik, & Town, 2005].

2.2.6. Agrobacterium rhizogenes Transformasyonu ile Meydana Gelen
Sacak Koklerden Sekonder Metabolit Uretmenin Avantajlar

Fazla miktarda yan dallanmalar ve bol miktarda kok sagaklar: ile karakterize
olan sagak kokler plagiotropik 6zellik gosterir [Hu & Du, 2006]. T1ibbi agidan 6nemli
olan bir¢cok bitkiden sekonder metabolitler elde edilmektedir. Bu sekonder
metabolitlerin bitkilerde gen diizeyinde ve molekiiler seviyelerde sentezi hala
biitiiniiyle anlagilabilmis degildir [Ono & Tian, 2011]. Buna karsilik sekonder
metabolitlerin genis 6lgekte iiretilmesinde organize hiicre kiiltiirlerindeki morfolojik
farkliliklar arasinda kuvvetli bir baglant1 bulunmaktadir [Mehrotra, Kukreja, Khanuja,
& Mishra, 2008]. Bu sayede sagak kok kiiltiirlerinin sekonder metabolitlerin kaynag:
olarak kullanilmasi biiyiik bir potansiyel olarak goriilmektedir [Giri & Narasu, 2000].

24



Sekonder metabolit iiretiminde sagak kok kiiltiirlerinin kullanilmasinin sagak
koklerin bitki bliylime diizenleyicilerinin olmadigi ortamlarda da hizli bir sekilde
bliylimesi ve sacak koklerden yiiksek miktarda sekonder metabolit elde edilebilmesi
gibi avantajlar1 vardir. Sagak kokler organ Kkiiltiirii oldugu i¢in sekonder metabolit
tiretme kabiliyeti; tam bitkiden, hiicre silispansiyon kiiltiirlerinden ve kallus
kiiltirlerinden  fazladir  [Danphitsanuparn, Boonsnongcheep, Boriboonkaset,
Chintapakorn, & Prathanturarug, 2012].

Son yillarda, Agrobacterium rhizogenes transformasyonu ile elde edilen
transgenik sacak kokler diisiik maliyet, genetik ve biyokimyasal kararlilik, sacak
koklerden elde edilen sekonder metabolitlerin ana bitki ile ayn1 yapida olmasi gibi
ozellikleriyle avantaja sahip olmaktadir [Giri & Narasu, 2000; Banerjee ve ark., 2001;
Banerjee, Singh, & Rahman, 2012].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Bitki Materyali ve Bakteri Susu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Atropa belladonna bitkisinin elde edilmesi i¢in
kullanilan tohumlar, Dog. Dr. Tijen TALAS OGRAS tarafindan Bursa ilinin Inegdl
ilgesinden temin edilmistir.

Transformasyon islemleri sirasinda kullanilacak olan Agrobacterium rhizogenes
ATCC 15834 bakteri susu ATCC: The Global Bioresource Center firmasindan
18.06.2018 tarihinde temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

Tohum sterilizasyonu ve ¢imlendirme islemlerinde kullanilan malzemeler Tablo
3.1.2.a’da gosterilmistir. Bunlara ek olarak otoklavlanmig distile su (dH20) da tohum

sterilizasyonu asamasinda kullanilmistir.

Tablo 3.1.2.a: Tohum sterilizasyonu ve ¢imlendirme islemlerinde kullanilan

malzemeler.
Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Etil Alkol ISOLAB 920.026.2500
Hidrojen Peroksit MERCK 1072091000
Nitrik Asit Sigma 7697-37-2
Stlflirik Asit Sigma 7664-93-9
Sodyum Hipoklorit Domestos 0001593 (Ticari)
Tween 20 MERCK 822184
Siikroz Duchefa S0809.5000
Glisin SIGMA G5417
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Tablo 3.1.2.a: Devam.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Nikotinik asit SIGMA N4126

Tiamin HCL SIGMA T1270

Piridoksin HCL SIGMA P6280
Myo-inositol SIGMA 15125

Agar Duchefa P1001.5000

MS Besi Ortami Caisson MSPO1

Bakteri kiiltiirii, transformasyon ve sivi kok kiiltliri asamalarinda kullanilan

malzemeler Tablo 3.1.2.b’de gosterilmistir.

Tablo 3.1.2.b: Bakteri kiiltiirii ve s1v1 kok kiiltiirti islemlerinde kullanilan

malzemeler.
Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Pepton Merck 91079-38-8
Yeast extrakt Merck 8013-01-2
Sodyum Kloriir Sigma 7647-14-5
Mannitol Sigma 69-65-8
Dipotasyum fosfat Sigma 60356
Magnezyum siilfat Sigma 7487-88-9
LB Besi Ortami Caisson LBPO1
LB Agar Besi Ortami1 Caisson LBP02
Gliserol Sigma 56-81-5
MS Besi Ortami Caisson MSP01
Siikroz Duchefa S0809.5000
Glisin SIGMA G5417
Nikotinik asit SIGMA N4126
Tiamin HCL SIGMA T1270
Piridoksin HCL SIGMA P6280
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Tablo 3.1.2.b: Devam.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Myo-inositol SIGMA 15125
IBA (Indol Butirik Asit) ~ SIGMA 57310

Elde edilen koklerde transformasyon isleminin dogrulanmasi ve transforme
sacak koklerden tropan alkaloitlerinin ekstraksiyonu ve analizi asamalarinda

kullanilan malzemeler Tablo 3.1.2.c’de gosterilmistir.

Tablo 3.1.2.c: Transformasyonun dogrulanmasi, ekstraksiyon ve analiz islemlerinde
kullanilan malzemeler.

Malzeme Adi Firma Adi Katalog Numarasi
Phire Plant Direct PCR

Kit Thermo Scientific™ F130WH
Agaroz Sigma A9539

Tris Base Merck 77-86-1

Asetik Asit Sigma 64-19-7

EDTA Sigma E9884

Bizmut Nitrat SIGMA 10035-06-0
Asetik Asit ISOLAB 901.013.2500
Potasyum Iyodiir MERCK 1050510100
Kloroform MERCK 1.02444.2500
Metanol ISOLAB 947.047.2501
Amonyum Hidroksit ISOLAB 903.016.2500
Stilfiirik Asit ISOLAB 970.023.2500
Sodyum Siilfat ISOLAB 969.146.1000
pH Kagidi ISOLAB 101.02.001.100
Silika plaka Merck 1.05554.0001

Primerler Panda, Mehta ve Hazra’nin ¢alismalar1 [Panda, Mehta, & Hazra, 2017]
baz alinarak firmadan siparis edilmistir. PCR isleminde kullanilan forward ve reverse

primerler Tablo 3.1.2.d’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1.2.d: PCR isleminde kullanilan primerler.

Gen Primer Dizisi Firma

rolB Forward: Sentegen
5’-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3’
Reverse:

5-TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3’

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Bu tez c¢alismasi siirecince kullanilan biitiin cihazlar Tablo 3.1.3’te
gosterilmistir.
Tablo 3.1.3: Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar.
Cihaz Adx Cihazin Modeli  Firma Adi
Buz Makinesi F 125 Compact INOKSAN
Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C) 4264 N ARCELIK
Calkalamali Inkiibator AG CH-4103 INFORS HT
Derin Dondurucu (-20 °C) CV 135 PHILCO
DNA/RNA UV-Cleaner Box UVT-B-AR Biosan
Etiiv EN 500 Niive
Hassas Terazi CPA 1003S Sartorius
Hassas Terazi GR-202 AND
HPLC Cihazi LC-20A Shimadzu
Iklim Odas1 PG34-3 DigiTech
Jel Dokiimantasyon Cihazi Bio-Print TX4 VILBER LOURMAT
Laminar Akimli Kabin F20520162 VELP SCIENTIFICA
Manyetik Karistirict Heraeus HERA Safe
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Tablo 3.1.3: Devam.

Cihaz Adx Cihazin Modeli Firma Adx
Mikrodalga Firin MD 582 ARCELIK
Otoklav DX-150 Systec
Otomatik Pipet (10 ul) 2657409 Eppendorf Research
Otomatik Pipet (100 ul) 4222829 Eppendorf Research
Otomatik Pipet (1000 pl) 34566975 Eppendorf Research
Otomatik Pipet (20 ul) EP4925000065 Eppendorf Research
Otomatik Pipet (200 ul) 2605778 Eppendorf Research
pH Metre pH 211 HANNA Instruments
Rotary Evaporator 1-300 Pro BUCHI Interface
Spektrofotometre NanoDrop ND-1000
Sterilizator SL-250 ALC
Ultrasonik Su Banyosu 8891 Cole-Parmer
UV Lamba Cihazi 254-250 CAMAG
UV Lambasi D-63450 Kendro

3.2. YONTEM

3.2.1. Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirme

Atropa belladonna tohumlar1 i¢in uygun olan sterilizasyon yonteminin ve
¢imlendirme ortaminin belirlenmesi amaci ile Atropa belladonna tohumlarina yiizey
sterilizasyonu iglemleri uygulanmig ve en uygun sterilizasyon yontemi ve ¢gimlendirme
ortami belirlenmistir.

Tohum yiizey sterilizasyonu uygulamalari:

1. Yontem: Atropa belladonna tohumlar nitrik asit iginde 3 dk bekletildikten
sonra steril distile su ile 2 dk boyunca yikanip steril filtre kagidi iizerinde
kurutulmuslardir.

2. Yontem: Atropa belladonna tohumlari siilflirik asit igerisinde 1,5 dk
bekletildikten sonra steril distile su ile 3 defa yikanmistir. Daha sonra % 70°lik etil

alkol ile 1 dk boyunca yikanmalarinin ardindan tekrar steril distile su ile 1 defa
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yikanmigtir. % 50’lik sodyum hipoklorit ile 10 dk boyunca yikanmalariin ardindan
steril distile su ile 3 defa durulanip steril filtre kagidi {izerinde kurutulmuslardir
[Aghaei, Bahramnejad, & Mozafari, 2013].

3. Yontem: Atropa belladonna tohumlar1 % 70°lik etil alkol ile 2 dk yikandiktan
sonra % 15’lik hidrojen peroksit ile 2 dk yikanmistir. Steril distile su ile 3 defa
durulandiktan sonra steril filtre kagidi {izerinde kurutulmugslardir.

4. Yontem: Atropa belladonna tohumlart % 70°lik etil alkol ile 1 dk boyunca
yikanmustir. Steril distile su ile 1 defa yikanmalarinin ardindan % 50’lik sodyum
hipoklorit ile 10 dk boyunca yikanmistir. Daha sonra steril distile su ile 3 defa
durulandiktan sonra steril filtre kagidi lizerinde kurutulmugslardir.

5. Yontem: Zimmpara kagidi (Atlas Brand-P180C) kullanilarak kabuklari
tamamen uzaklastirilan (Sekil 3.2.1) Atropa belladonna tohumlar1 % 70°lik etil alkol
ile 1 dk yikanmustir. Steril distile su ile 1 defa yitkanmanin ardindan % 50’lik sodyum
hipoklorit ile 10 dk yikanmistir. Daha sonra steril distile su ile 5 defa durulandiktan

sonra steril filtre kagidi tizerinde kurutulmuslardir.

Sekil 3.2.1: Atropa belladonna tohum kabuklarinin zzimpara kagidi kullanilarak
uzaklastirilmasi. Tohumlar zimpara kagidinin (2) piiriizlii ylizeyine esit olarak
yayilmistir. Diger zimpara kagidi (1) kullanilarak tohumlara hafifce bastirilarak
dairesel hareketler (3) ile kabuklarin ayrilmas1 saglanmistir.
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Kullanilan ¢imlendirme ortamlari:
1. Besi Ortami: 30 g/L siikroz ve 6 g/L agar iceren MS ortami

2. Besi Ortami: 30 g/L siikroz ve 6 g/L agar igeren 2 MS ortami

Sterilizasyon islemleri sonrasinda Atropa belladonna tohumlari ¢imlenme
asamas1 i¢in 30 g/L siikroz ve 6 g/L agar iceren MS ve %2 MS besi ortamina
aktarilmigtir. Sonrasinda tohumlar, 25 °C sicaklik ve karanlik kosullarinin saglandigi
bitki iklim odalarinda ¢imlenmeye birakilmistir. Uygulanan yiizey sterilizasyonu
yontemleri sonrasinda ¢imlenme oranlari, ¢cimlenme siireleri ve sterilizasyon verimi
dikkate alinarak Atropa belladonna tohumlari i¢in en uygun sterilizasyon yontemi “5.
Yontem” ve en uygun ¢imlendirme ortami “2. Besi Ortami1” olarak belirlenmistir.
Belirlenen bu yontem transformasyon isleminde kullanilacak olan Atropa belladonna
bitkisinin elde edilmesi ¢alismalarinda kullanilmistir. Cimlenen tohumlar 30 g/L
slikroz ve 6 g/L agar iceren MS besi ortamina aktarilarak 25 °C sicaklik ve fotoperiyot
(2000-3000 lux ile 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) kosullarinin saglandigi bitki

biiyilitme kabinlerinde kiiltiire alinmiglardir.

3.2.2. Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 Bakterisinin
Cogaltilmasi ve Inokiilasyonu

Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 bakterisinin ¢ogaltilmasi asamasinda
kat1 LB (hazir toz stok), sivi LB (hazir toz stok), sivi YEP ve sivi YMB besi ortamlari
kullanilmistir (Tablo 3.2.2). Bakteriler 15 ml’lik steril tiiplerdeki 2 ml LB ortamina
aktartlmistir. 26 °C sicaklik, 140 rpm c¢alkalama hiz1 ve karanlik kosullarda 48 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bakteriler sivi besi
ortamindan steril 6ze yardimi ile steril kosullarda alinmistir ve kati LB ortaminin
bulundugu petri kiiltiir kaplarina inokiile edilmistir. 26 °C sicaklikta, 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda kati besi ortaminda olusan bakteri kolonilerinden steril
kosullarda 6ze yardimi ile alinarak transformasyon isleminde kullanmak icin sivi LB
besi ortamina aktarilmistir ve 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tlipleri igerisinde

gliserollii stoklar1 hazirlanarak saklanmak iizere -80 “C’de stoklanmuigtir.
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Tablo 3.2.2: A. rhizogenes bakterisinin gogaltilmasinda kullanilan besi ortamlari.

YEP Besi Ortamm
Icerik Miktar (g/L)
Yeast extrakt 10
Pepton 10
Sodyum kloriir 5
YMB Besi Ortam
Dipotasyum fosfat 0.5
Magnezyum siilfat 0.2
Mannitol 10.0
Sodyum kloriir 0.1
Yeast ekstrakt 1.0
pH: 6.8

Transformasyon igslemleri sirasinda Atropa belladonna yapraklari kullanilmstir.
Atropa belladonna yapraklarina Agrobacterium rhizogenes inokiilasyonu i¢in -80 °C
stoktan alinan bakteriler canlandirma islemi i¢in s1vi LB, stvi YEP ve sivi YMB besi
ortamlarinda 26 °C sicaklik, 140 rpm ve karanlik kosullarda kiiltiire alinmislardir.

Calismalara YMB besi ortami ile devam edilmistir.

3.2.3. Bitki Yapraklarimin Agrobacterium rhizogenes ile Inokiilasyonu
ve Sacak Koklerin Olusturulmasi

In vitro kosullar altinda tohumlarin ¢imlendirilmesi sonucunda elde edilen 2
aylik Atropa belladonna bitkilerinin yaprak kisimlar1 kullanilarak, transformasyon
isleminde Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 bakterisinin eksplantlara niifuz
etmesinde etkisi olabilecek ¢esitli yontemler kullanilmistir.

Uygulanan transformasyon yontemleri:

1. Yontem: Sivi LB besi ortaminda ¢ogaltilan bakteriler +4 °C’de 3500 rpm’de
santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet kismi1 10 ml sivi MS ile ¢dzdiirtildiikten
sonra 10 pl asetosiringon eklenmistir. Yaprak eksplantlar ile birlikte 20 dk boyunca

falcon tiip igerisinde calkalandiktan sonra bakteri bulasmis olan yaprak
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eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin 2 MS
besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha sonra 500 mg/L cefotaxime igeren MS besi
ortamina (% 0,6 agarl) aktarilmistir.

2. Yontem: Sivi YEP besi ortaminda ¢ogaltilan bakteriler +4 °C’de 3500 rpm’de
santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet kism1 10 ml stvi MS ile ¢ozdiiriildiikten
sonra 10 pl asetosiringon eklenmistir. Yaprak eksplantlar ile birlikte 20 dk boyunca
falcon tiip igerisinde c¢alkalandiktan sonra bakteri bulasmis olan yaprak
eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin Y2 MS
besi ortaminda kokiiltiire alinmigtir. Daha sonra 500 mg/L cefotaxime igeren MS besi
ortamina (% 0,6 agarl) aktarilmistir.

3. Yontem: Sivi LB besi ortaminda ¢ogaltilan bakteriler +4 “C’de 3500 rpm’de
santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet kismi 10 ml sivi MS ile ¢ozdiirtiilmiistiir.
Yaprak eksplantlar1 ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde calkalandiktan
sonra bakteri bulasmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile
uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin 2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha
sonra 500 mg/L cefotaxime i¢eren MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir.

4. Yontem: Sivi YEP besi ortaminda gogaltilan bakteriler +4 °C’de 3500 rpm’de
santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet kismi 10 ml sivi MS ile ¢ozdiirtilmiistiir.
Yaprak eksplantlar1 ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde c¢alkalandiktan
sonra bakteri bulasmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile
uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin %2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmigtir. Daha
sonra 500 mg/L cefotaxime iceren MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir.

5. Yontem: Sivi LB besi ortaminda ¢ogaltilan bakteri kiiltlirline soguk PBS
eklendikten sonra +4 °C’de 3500 rpm’de santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet
kism1 10 ml stvi MS ile ¢ozdiiriilmiistiir. Yaprak eksplantlari ile birlikte 20 dk boyunca
falcon tiip igerisinde c¢alkalandiktan sonra bakteri bulasmis olan yaprak
eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin /2 MS
besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha sonra 500 mg/L cefotaxime igeren MS besi
ortamina (% 0,6 agarl) aktarilmistir.

6. Yontem: Sivi LB besi ortaminda ¢ogaltilan bakteri kiiltiirine soguk PBS
eklendikten sonra +4 “C’de 3500 rpm’de santrifiijlenerek dibe ¢oktiiriilmiis ve pelet
kism1 10 ml stvi MS ile ¢ozdiiriildiikten sonra 10 pl asetosiringon eklenmistir. Yaprak
eksplantlart ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde calkalandiktan sonra

bakteri bulagsmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile
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uzaklastirilmig ve eksplantlar 2 giin 2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha
sonra 500 mg/L cefotaxime igeren MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir.

7. Yontem: Sivi LB besi ortaminda ODegpo=0.6 olana kadar ¢ogaltilan bakteriler
yaprak eksplantlar1 ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde calkalandiktan
sonra bakteri bulagmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile
uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin 2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha
sonra 500 mg/L cefotaxime iceren MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir.

8. Yontem: S1vi YEP besi ortaminda ODgoo=0.6 olana kadar ¢ogaltilan bakteriler
yaprak eksplantlari ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde ¢alkalandiktan
sonra bakteri bulasmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagidi ile
uzaklastirilmis ve eksplantlar 2 giin 2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha
sonra 500 mg/L cefotaxime i¢eren MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir.

9. Yontem: S1vi YEP besi ortaminda ODgoo=0.6 olana kadar ¢ogaltilan bakteriler
ile yaprak eksplantlarina steril edilmis desikator icerisinde 30 dk boyunca vakum
infiltrasyonu uygulanmistir ve sonrasinda bakteri bulasmis olan yaprak
eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagid1 ile uzaklastirildiktan sonra eksplantlar 2 giin
% MS besi ortaminda kokiiltiire alinmistir. Daha sonra 500 mg/L cefotaxime igeren
MS besi ortamina (% 0,6 agarli) aktarilmistir [Demirci, 2017].

10. Yontem: Sivi YMB besi ortaminda ODegoo=0.6 olana kadar ¢ogaltilan
bakteriler yaprak eksplantlar1 ile birlikte 20 dk boyunca falcon tiip igerisinde
calkalanmigtir. Bakteri bulagsmis olan yaprak eksplantlarindaki sivi, steril filtre kagid
ile uzaklastirilarak eksplantlar 2 giin 2 MS besi ortaminda kokiiltiire alinmis ve daha
sonra 500 mg/L amoklavin iceren MS besi ortamina (% 0,6 agarl) aktarilmistir.

Sacak kok meydana getirmek amaci ile Atropa belladonna yapraklarina
uygulanan transformasyon yontemleri sonucunda sadece YMB ortaminda biiyiitiilen
bakteriler kullanilarak gergeklestirilen ve amoklavin antibiyotigi kullanilarak
bakterilerden temizlenen eksplantlarda (10. Yontem) basarili sonuglar elde edilmistir.
Bu yontem ile elde edilen kokler antibiyotikli ortamlarda bakterilerden
temizlenmelerinin ardindan antibiyotik icermeyen 30 g/L siikroz ve 6 g/L agar igeren
¥ MS besi ortaminda alt kiiltiire alinmiglardir. Daha sonra ¢ogaltim igin sivi besi
ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Her bir kok hattindan 0,2 g kullanilarak kiiltiirler
baslatilmistir. Besi ortami olarak 30 g/L siikroz igeren 2 MS sivi besi ortami
kullanilmistir. 50 ml’lik erlenlerde 10 ml besi ortami ile 100 rpm, 25 °C, karanlik
kosullardaki calkalayicida biiyiitiilen kokler daha sonra 250 ml’lik erlenlerdeki 25 ml

35



besi ortaminda c¢ogaltilmak icin alt kiiltiire alimmislardir. 30 giinliik kiiltiirler
sonucunda elde edilen potansiyel transgenik kokler yas agirliklar: alindiktan sonra 40
°C’lik etiivde 48 saat siire ile kurutulmuslardir ve kuru agirliklar1 da alinip,
calismalarda kullanilmak tizere saklanmislardir. Transformasyonun dogrulanmasi
amaci ile ¢cok az miktardaki dokudan PCR isleminin gerceklestirilmesini miimkiin
kilan Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR Kit kullanilarak kok dokularinin bir
boliimii PCR isleminde kullanilmistir. Verimli sonug¢ alinamadigr i¢in elde edilen
kokler transformasyonun dogrulanmasinda rolB genlerinin varliginin tespiti igin DNA

izolasyonu isleminde kullanilmistir.

3.2.4. Plazmit Izolasyonu

Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 bakterisinden, transformasyon
isleminin dogrulanmasinda pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere, plazmit izole
edilmistir. Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 bakterisi 26 °C sicaklikta 140 rpm
kosullarinda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra
bakteriler 4 °C sicaklikta 3500 rpm kosullarinda 5 dk santrifijjlenerek dibe
coktiiriilmiistiir. Pelet kismi plazmit izolasyonu isleminde kullanilmistir. Plazmit
izolasyonu  NucleoSpin  Plasmid DNA  Purification  kiti  kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Prokotol:

o Bakteri peleti tizerine 500 ul A1 tamponu eklenmistir ve pelet kalkana kadar
vortekslenmistir.

e Tiipe 500 pl A2 tamponu eklenmis ve tip alt st edilerek 5 dk oda
sicakliginda bekletilmistir.

e Tiipe 600 ul A3 tamponu eklendikten sonra tiip alt iist edilerek karistiritlmistir
ve 1,5 ml’lik mikrosantrifiyj tiiplerine boliinmiislerdir.

e Tiipler 11000 rcf’te 10 dk santrifiijlendikten sonra siipernatant kolona
alimmustir ve 11000 rcf’te 1 dk santrifiijlenmistir.

e Kolonlara 50 °C’de onceden isitilmis olan AW tamponundan 500 ul
eklenmistir ve 11000 rcf’te 1 dk santrifiijlenmistir.

e Kolonlara A4 tamponundan 600 pl eklenmistir ve 11000 rcf'te 1 dk

santrifiijlenmistir.
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e Kolonlara 70 °C’de 6nceden 1sitilmis olan AE tamponundan 40 pl eklenmistir
ve 70 “°C’de 2 dk bekletildikten sonra 11000 rcf’te 1 dk santrifiijlenmistir.

e Orneklerin  spektrofotometrik ~ &lgiimleri  NanoDrop ND-1000 ile
gerceklestirilmistir ve 6rnekler agaroz jelde goriintiilenmistir.

e Plazmit DNA Ornekleri PCR isleminde kullanilmak {izere stoklari

hazirlanarak saklanmak tizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

3.2.5. Dokudan PCR islemi

Atropa belladonna koklerine DNA izolasyonu yapmadan direkt olarak dokudan
PCR islemini gergeklestiren Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR Kit
kullanilmustir.

Protokol:

e Kok dokusundan kiigiik bir parga kesilerek (yaklasik olarak bu nokta * kadar)
20 pl Dilution Buffer igerisine alinmistir.

e 1-2 dk vortekslendikten 3 dk sonra oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir.

e Dokunun tamamen Dilution Buffer ile kaplandigindan emin olunarak kisa
spin islemi uygulanmistir ve silipernatant kismindan 0.5 pl almarak PCR
reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir.

e PCR karigimi Tablo 3.2.5’te gosterilmistir. Kontrol karisiminda primer olarak
kit iceriginde bulunan Control Primer Mix kullanilmistir. Forward ve Reverse primer

olarak Tablo 3.1.2.d’de gosterilen rolB primerleri kullanilmistir.

Tablo 3.2.5: Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR karisimu.

Bilesenler 25 pl rxn

dH20 11,2 ul

2x Phire Plant PCR Buffer 12,5 ul

Forward Primer 0,2 ul (Final 10 pmol)
Reverse Primer 0,2 ul (Final 10 pmol)
Phire Hot Start 11 DNA Polymerase 0,4 ul

Kalip DNA 0,5 ul

37



3.2.6. Kéklerden DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda kullanilacak olan kokler (potansiyel transgenik kokler ve
transforme olmayan kok ornegi) steril seramik havanlarda sivi azot igerisinde toz
haline gelinceye kadar ¢giitiilmiistiir. Daha sonra kdklere DNA izolasyon protokolii
[Aksoy, Ataslar, & Keskin, 2018] uygulanmustir.

Izolasyon protokolii:

e Toz halindeki her biri 200 mg olan kok dokulari steril mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildiktan sonra koklerin homojenizasyonu oOnceden i1sitilmis olan CTAB
ekstraksiyon tamponu (100 mM Tris [pH 8.0], 20 mM EDTA [pH 8.0], 1.4 M NacCl,
% 0.2 B-merkaptoetanol, % 2 CTAB, % 1 PVP) ile ger¢eklestirilmistir ve 60 °C’de 2
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir tiipler alt iist
edilmistir.

e Uzerine 1:1 oraninda kloroform:izoamil alkol karisimi (24:1) eklenmis, tiipler
alt list edilerek homojen hale getirilmis ve 5 dk oda sicakliginda fazlarin ayrilmasi
beklenmistir.

e Siire tamamlandiktan sonra tiipler 10000 rpm hizinda 10 dk santrifiijlenmistir.

e Siipernatant yeni tiiplere aktarilmis ve lizerine izopropanol eklenerek gece
boyu -20 °C’de bekletilmistir.

¢ Gece boyu bekleyen drnekler 13000 rpm hizinda 30 dk santrifiijlenmistir ve
DNA ¢oktiiriilmiistiir.

e DNA peleti 100 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH
8.0]) igerisinde ¢oziilmiistiir. 1 pl RNaz (10 mg/ml) eklendikten sonra 37 °C’de 30 dk
inkiibe edilmistir ve DNA 3 mM amonyum asetat ve % 96 EtOH ile ¢oktiirtilmiistiir.

e DNA peleti % 70 EtOH ile kaldirilmis ve tiim yiizeyi yikandiktan sonra oda
sicakliginda kurutulmustur ve sonrasinda pelet 100 ul TE tamponu i¢inde ¢oziilmiistiir.

e DNA orneklerinin spektrofotometrik olgtimleri NanoDrop ND-1000 ile
gergeklestirilmistir ve 6rnekler agaroz jelde goriintiilenmistir.

e DNA ornekleri PCR isleminde kullanilmak {iizere stoklar1 hazirlanarak

saklanmak tizere -20 °C’ye kaldirilmstir.
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3.2.7. Transformasyonun PCR Yoéntemi ile Dogrulanmasi

Atropa belladonna yapraklarina uygulanan Agrobacterium rhizogenes ATCC
15834 transformasyonu sonucu elde edilen koklerin transforme olup olmadigini
belirlemek amaci ile kok dokularindan izole edilen DNA 6rnekleri (DNA1D, DNA2B,
DNA3B, DNA4B, DNA5B ve DNAGA) ve plazmitte bulunan rolB gen bdlgesini
kodlayan primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. Reaksiyonda negatif
kontrol olarak doku kiiltiiriinden elde edilen, transforme olmayan Atropa belladonna
kok DNA’st kullanilmigtir. PCR isleminde Bioline MyTaq PCR kiti kullanilmistir.
PCR karisimi1 Tablo 3.2.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.2.7: Bioline MyTaqg PCR karisimu.

Bilesenler 25 pl rxn

dH20 15,75 pl

5x MyTaq Red Reaction Buffer 5ul

Forward Primer 1 pl (Final 5 pmol)
Reverse Primer 1 wl (Final 5 pmol)
MyTaqg Red DNA Polymerase 0,25 ul

Kalip DNA 2 pl (100 ng/tiip)

3.2.8. IBA ile Sacak Kok Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Transformasyon sonucunda elde edilen sacak koklerdeki sekonder metabolit
miktari ile karsilagtirma yapabilmek i¢in sagak koklerin olusturulmasini saglayan diger
bir yontem olan IBA bitki biiylime diizenleyicisi ile kok kiltiirleri kurulmustur
[Zimmerman & Wilcoxon, 1935]. Kiiltiirler kurulurken 2 aylik Atropa belladonna
kokleri kullanilmistir. Kiiltiirler 250 mI’lik erlenlerde 25 ml besi ortamu ile 3 tekrarh
olacak sekilde kurulmustur. Kok kiiltiirii bilgileri Tablo 3.2.8’de verilmistir.
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Tablo 3.2.8: IBA ile kurulan sacak kok kiiltiirleri.

Grup Baslangi¢
Besi Ortamm Kiiltiir Sartlar:

No Agirh@

1 2 MS + 0,1 mg/L IBA Karanlik, 100 rpm 25 °C 0,29

2 15 MS + 0,1 mg/L IBA Karanlik, 100 rpm 25 °C 0,29

3 5 MS + 0,1 mg/L IBA Karanlik, 100 rpm 25 °C 0,29

30 giin sonunda kiiltiirler sonlandirilmis ve yas agirliklar1 (Hasat sonrasi yas
agirlik) belirlenmistir. Koklerin biiyiime ylizdesi asagida belirtilen formiile gore
hesaplanmustir.

Denklem 1: Biiyiime Yiizdesi = [(Hasat sonras1 yas agirlik — Baglangic agirligi)
/ Baglangic agirligi] x 100

Kok dokulart 40 °C’de 48 saat boyunca etiiv igerisinde kurutulmus ve
ekstraksiyon caligsmalarinda kullanilmak iizere saklanmisladir.

Kiiltiir kosullarinda elde edilen kokler ile dogada yetismis Atropa belladonna
koklerindeki sekonder metabolit miktarlarinin karsilastirilmast amaci ile dogadan
toplanan bitki kokleri de 40 °C’de 48 saat boyunca etiiv igerisinde kurutulmus ve

ekstraksiyon caligmalarinda kullanilmak iizere saklanmigladir.

3.2.9. Atropa belladonna Koklerinin Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon isleminde PCR islemi sonucuna gére PCR negatif olan DNA1
(E1), IBA bitki bilyiime diizenleyicisi ile kurulan sagak kok kiiltiirlerinden elde edilen
kokler (3. Grup kokleri, E2), PCR pozitif olan DNA4 (E3) ve dogadan toplanan kok
ornegi (E4) kullanilmistir. Ekstraksiyon 6n hazirhigr olarak kokler steril seramik
havanlarda siv1 azot igerisinde toz haline getirilmislerdir. Her bir toz kok 6rneginden
200 mg tartilmis ve ekstraksiyon isleminde kullanilmistir.

Kok ekstratlarinin hazirlanmasinda kullanilan protokol [Kamada, Okamura,
Satake, Harada, & Shimomura, 1986] basamaklart:

e (Cozici i¢in  Kloroform(CHCls):Metanol(MeOH):Amonyak(NHsOH)

15:5:1 oraninda karisim hazirlanmistir.
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e 200 mg toz kok materyalinin {izerine 20 ml c¢oziicii eklenmistir ve
materyalin ¢éziinmesi saglanmistir.

e 10 dk sonikasyon islemi uygulandiktan sonra 1 saat oda sicakliginda
bekletilmis ve tekrar 10 dk sonikasyon islemi uygulanmistir.

e Hazirlanan ¢ozelti kloroform ile 1slatilmis pamuk kullanilarak kapatilan
huni igerisinde sliziilmiistiir.

e 40 °C, 30 rpm kosullarinda evaporasyon islemi ile ¢oziicli ugurulmustur.

e  Ekstraktin bulundugu balona 10 ml CHCI3 ve 4 ml 1 N siilfiirik asit (H2SO4)
eklenerek karistirildiktan sonra ayirma hunisine aktarilmistir.

e Ayirma hunisinde fazlar ayrildiktan sonra alt faz balona alinmistir.

e Balonlar buz igerisine alindiktan sonra %28’lik NH4OH ile pH:10’a
ayarlanmistir ve karigim ayirma hunisine aktarilmistir.

e Ayirma hunisinde 1 defa 4 ml ve 2 defa 2 ml CHCl3 ile ekstraksiyon igslemi
gerceklestirilmistir.

e Alt faz behere alinmistir ve 2 ml CHCIs ve 4 g NaxSO4 eklenerek iyice
karigmas1 saglanmistir.

e Siizgeg¢ kagidr ile siiziildiikten sonra 40 °C, 30 rpm kosullarinda evaporasyon
islemi uygulanmistir.

o Elde edilen ekstre 2 ml CHCl3 ile ¢6ziilerek, darasi alinmis viale alinmistir ve
40 °C, 30 rpm kosullarinda evaporasyon islemi uygulanmistur.

e Vialdeki Kkloroform ekstresi tartilarak toplam tropan alkaloit miktar

hesaplanmustir.

3.2.10. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Atropa belladonna koklerinden hazirlanan kloroform ekstreleri (E1, E2, E3 ve
E4) alkaloitlerin varliginin veya yoklugunun tespiti i¢in ITK isleminde kullanilmustir.

ITK Protokolii:

e ITK tanki igine 5:4:1 oraninda Kloroform:Aseton: Amonyum-metanol(3:17)
karisimi konulmustur ve 30 dk boyunca tankin ¢6ziicii ile doymas1 saglanmistir.

o Silika jel plakaya (TLC Silica gel 60 F2548x20 cm) 1 cm yiikseklikten kursun

kalem ile yatay bir ¢izgi ¢izilmistir.
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e Bu ¢izgi tizerinde 1 c¢cm ara ile alkaloit standartlar1 (tropin ve atropin) ve
orneklerin (E1, E2, E3, E4) damlatilacag: yerler belirlenmistir ve isimleri yazilmastir.

e Standartlar plakada belirlenen noktalara kapiler tiip yardimi ile 3’er damla
olacak sekilde eklenmistir.

e Ekstreler 0,5 ml kloroform ile ¢oziildiikten sonra silika jel plakada belirlenen
noktalara kapiler tiip yardimi ile 3’er damla eklenmistir.

e Silika jel plaka yiiriitme tankina yerlestirilmistir ve 30-45 dk mobil fazin
plaka tlizerinde ilerlemesi beklenmistir.

e Silika jel plaka ¢eker ocak altinda 15-20 dk kuruduktan sonra UV
goriintiileme cihazinda (254 ve 366 nm dalga boyunda) goriintiileri alinmistir.

e Daha sonra Ceker ocakta bir kap icinde silika plakaya dragendorf ¢ozeltisi
puskiirtiilerek tropin ve atropin alkaloitlerinin varliginin tespiti yapilmistir.

Dragendorf Cozeltisi Protokolii [Jia & Tian, 2009] :

e A Soliisyonu: 0.800 g bizmut nitrat (BIONO3) 50 m1’lik sise i¢erisinde 10 ml
glasiyal asetik asit (HAC) ile ¢oziildiikten sonra distile su ile 50 m1’ye tamamlandi.

e B Soliisyonu: Isik almayan 50 ml’lik siseye 20 g potasyum iyodiir (KI)
koyulduktan sonra son hacim 50 ml olacak sekilde distile su ile ¢dziinmesi
saglanmstir.

e Daha sonra dragendorf ¢ozeltisini hazirlamak icin, 151k almayan 100 ml’lik
siseye 5 ml A soliisyonu ve 5 ml B soliisyonu koyularak distile su ile son hacim 100

ml’ye tamamlanmistir.

3.2.11. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Ekstraksiyon islemi sonrasinda koklerden elde edilen kloroform ekstresi ITK ile
ile kontrol edildikten sonra kloroform ugurulmustur. Daha sonra atropin standardi
(Sigma) ve kok ekstraktlariin HPLC analizi i¢in numuneler hazirlanmistir ve atropin
standardi referans alinarak HPLC ile analiz gergeklestirilmistir. HPLC cihazina ait

bilgiler Tablo 3.2.11°de gosterilmistir.
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Atropin Standard: Ii¢in Numune Hazirlama:

e Hassas olarak 3.0 mg atropin standard: tartilarak balon jojeye aktarilmustir.

e Metanol eklenerek elle ¢oziildiikten sonra tampon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlanmaistir.

e 0,45 um PTFE filtreden gegirilerek siiziilmiistiir.

e Siiziildikten sonra viale almarak HPLC cihazinda enjeksiyon
gerceklestirilmistir.

Kok Esktraktlari Icin Numune Hazirlama:

o Kok ekstraktlarinin lizerine metanol eklenerek elle ¢oziildiikten sonra tampon
¢Ozeltisi ile hacmine tamamlanmuistir.

e 0,45 um PTFE filtreden gegirilerek siiziilmiistiir.

e Siiziildiikten sonra viale alimarak HPLC cihazinda enjeksiyon

gerceklestirilmistir.
Tablo 3.2.11: HPLC cihaz bilgileri.

Cihaz HPLC Shimadzu
Dedektor UV-VIS, DAD
Kolon Zorbax Extend C18, 100x4,6 mm, 3,5 um
Dalga Boyu 210 nm
Akis Hiza 1,0 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Analiz Siiresi 5 dakika
Kolon Sicakhig: 40 °C
Alhkonma Zamani ~ 2 dakika
Mobil Faz % 82 A, %18 B

A soliisyonu : 7 g potasyum dihidrojen fosfat 606 ml su iginde ¢oziilmiistiir. Igine
3,5 g sodyum dodesil siilfat eklenmistir. Seyreltik fosforik asit ¢ozeltisi ile pH degeri
3,50’ye ayarlanmistir. 320 ml asetonitril eklendikten sonra siiziilmiistiir ve degaze
edilmistir.

B soliisyonu: Asetonitril
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4. BULGULAR

Atropa belladonna bitkisinde Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834
transformasyonu ile elde edilen sagak kokler, Atropa belladonna’dan doku kiltiirii
sonucu elde edilen kokler ile kurulan IBA’l1 kiiltiirlerin ITK ve HPLC sonuglari

asagida basliklar halinde sunulmustur.

4.1. Yiizey Sterilizasyonu ve Cimlendirme Ortami Bulgular:

Atropa belladonna tohumlart i¢in en uygun yiizey sterilizasyonu yontemini
belirlemek amaci ile uygulanan tekrarli yontemlerden elde edilen ortalama sonuglar
Tablo 4.1.a’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore kontaminasyonun goriilmedigi ve
%90.5 ile en yiiksek ¢imlenme oraninin elde edildigi (Sekil 4.1.a) “5. Yontem” ile

calismalar stirdiiriilmiistiir.

Tablo 4.1.a: Yiizey sterilizasyonu yontemlerinin sonuglari.

Yontem Kontaminasyon Durumu (%) Cimlenme Oram (%)
1. Yontem 74 0

2. Yontem 68 0

3. Yontem 0 24.8

4. Yontem 0 68.0

5. Yontem 0 90.5

Tohumlarin ¢imlenme oranlarini arttirmak amaci ile en uygun ¢imlendirme
ortamini belirlemek icin yapilan tekrarl ¢aligmalardan elde edilen ortalama sonuglar
Tablo 4.1.b’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore %90.5 ile en yiiksek ¢imlenme
oranmin elde edildigi “30 g/L siikroz ve 6 g/L agar iceren 2 MS ortami (2. Besi
ortami1)” ile ¢alismalar siirdiiriilmiistiir. Cimlenen tohumlar 30 g/L siikroz ve 6 g/L

agar iceren MS besi ortami aktarilmistir (Sekil 4.1.b).
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Tablo 4.1.b: Cimlendirme ortami sonuglari.

Cimlendirme Ortamm Cimlenme Orani (%)
1. Besi ortamu 82.6
2. Besi ortam 90.5

Sekil 4.1.b: MS ortamindaki Atropa belladonna bitkisi.



4.2. Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 Bakterisinin
Cogaltilmasina iliskin Bulgular

Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 Dbakterisi kati LB ortaminda
biyiitiildiikten (Sekil 4.2.a) sonra tek koloniler ile hazirlanan gliserollii stoklardan
transformasyon asamasinda kullanmak amaci ile yapilan canlandirma ¢alismalarinda
LB, YEP ve YMB ortamlar1 kullanilmistir. Bunun sonucunda LB ve YEP ortamlarinda
bakteri c¢ogalmasinin YMB ortamimna gore daha yavas oldugu goriilmistiir.
Bakterilerin transformasyon asamasinda kullanilabilmesi i¢in uygun yoguklukta olup
olmadigini belirlemek amaci ile spektrofotometrede ODgoo dalga boyunda o6l¢iim
gerceklestirilmistir. Bu sonuclara gore galigmalara YMB besi ortaminda, 26 °C
sicaklik, 140 rpm ve karanlik kosullarda ¢ogaltilan bakteriler ile devam edilmistir

(Sekil 4.2.b).

Sekil 4.2.a: Kat1 LB ortaminda ¢ogaltilan Agrobacterium rhizogenes ATCC
15834 bakterisi.
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Sekil 4.2.b: S1ivi YMB besi ortaminda ¢ogaltilan Agrobacterium rhizogenes
ATCC 15834 bakterisi.

4.3. Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 inokiilasyonu ve
Sacak Koklerin Olusturulmasina Iliskin Bulgular

Sagak kok olusturmak amaci ile Atropa belladonna yapraklarma 10 farkli
Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 transformasyonu yontemi uygulanmistir. Bu
caligmalarin transformasyon frekansi (TF) asagidaki formiile gore hesaplanmistir ve
sonuglar Tablo 4.3.a’da gosterilmistir. Uygulamalar sonrasinda sagak kok olusumu
sadece “10. Yontem” kullanilarak yapilan transformasyondan elde edilmistir (Sekil
4.3.2).

Denklem 2: TF = (Sagak Kok Olusumunun Goriildiigii Eksplant Sayisi / Toplam
Eksplant Sayis1) x 100

Tablo 4.3.a: Uygulanan transformasyon yontemleri ile elde edilen sagak kok oranlari.

Transformasyon Yontemi Transformasyon Frekansi (%)
1. Yontem 0
2. Yontem 0
3. Yontem 0
4. Yontem 0
5. Yontem 0
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Tablo 4.3.a;: Devam.

Transformasyon Yontemi Transformasyon Frekansi (%0)
6. Yontem 0

7. Yontem 0

8. Yontem 0

9. Yontem 0

10. Yontem 23.7

Sekil 4.3.a: 10. Yontem transformasyonu ile Atropa belladonna yapraklarindan elde
edilen sacak kokler.

Elde edilen sagak koklerden kurulan kurulan siv1 kiiltiirlerin 30 giinliik sonuglari
Tablo 4.3.b’de verilmistir. Biiytime yiizdesi (Sekil 4.3.b) asagidaki formiile gore
hesaplanmugtir. En yiiksek biiylime yiizdesi %2750 oranla 4. kok hattindan elde
edilmistir. DNA1, DNA2. DNA3, DNA4, DNAS5 ve DNAG6 olarak kodlanan 6 kok
hatt1 transformasyon isleminin dogrulanmasi i¢in PCR ¢alismalarinda kullanilmastir.
ITK ve HPLC islemleri igin ekstrelerin hazirlanmasinda ise kuru agirhig en yiiksek

olan iki kok hatti (DNA1 ve DNA4) kullanilmstir.
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Denklem 3: Biiyiime Yiizdesi = [(Hasat sonrasi yas agirlik — Baslangic agirligi)
/ Baglangic agirligi] x 100

Tablo 4.3.b: Transformasyon sonrasinda elde edilen koklerin agirlik ve biiyiime
ylizdesi sonuglart.

Ornek Baslangic Hasat Sonrasi Yas Kuru Agirhk Biiyiime

Agirhgi (g)  Agirlik (g) () Yiizdesi (%)
DNAL 0,2 2,35 0,44 1075

DNA2 0,2 13 0,12 550

DNA3 0,2 1,29 0,15 545

DNA4 0,2 5,7 0,49 2750

DNAS 0,2 3,75 0,37 1775

DNAG 0.2 35 0,33 1650

Orneklerin Biiyiime Yiizdelerinin Karsilastirmas:
3000 2750
§ 2500
F 2000 775 4650
g
=
- 1500 1075
g
g 100 550 545
0
DNAL DNA2 DNA3 DNA4 DNAS DNAG
Ornek Isimleri

Sekil 4.3.b: Transformasyon sonucunda elde edilen kok 6rneklerinin biiyiime
yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

4.4. Sacak Koklerden DNA izolasyonu Bulgular

Transformasyon islemi sonrasinda elde edilen kdkler ¢ogaltim igin sivi besi
ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Besi ortami1 olarak 30 g/L siikroz igeren 2 MS s1vi
besi ortami kullanilmigtir. 50 ml’lik erlenlerde 10 ml besi ortami ile 100 rpm, 25 °C,
karanlik kosullardaki c¢alkalayicida biiyiitillen kokler daha sonra 250 ml’lik
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erlenlerdeki 25 ml besi ortaminda gogaltilmak igin alt kiiltiire alinmiglardir. 30 giinliik
kiiltiirler sonucunda elde edilen potansiyel transgenik kokler (Sekil 4.4.a) 40 °C’lik
etlivde 48 saat siire ile kurutulduktan sonra transformasyonun dogrulanmasi islemi i¢in
gerceklestirilecek olan PCR islemine hazirlik olarak steril seramik havanlarda siv1 azot
ile ogitildikten sonra 6 farkli kok hattindan DNA izolasyonu islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’larin nanodrop cihazinda okumalari (Tablo 4.4)
gerceklestirildikten sonra agaroz jelde goriintiileri kaydedilmistir (Sekil 4.4.b).

Sekil 4.4.a: 30 giinliik kiiltiir sonrasinda elde edilen potansiyel trangenik kokler (A:
DNAL, B: DNA2, C: DNA3, D: DNA4, E: DNAS5, F: DNAG).

Tablo 4.4: Sagak koklerden elde edilen DNA’larin nanodrop sonuglari.

DNA Ornegi DNA Yogunlugu (ng/pl)
DNAIA 5219
DNA1B 572,3
DNA1C 580,9
DNA1D 591,3
DNA2A 154,3
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Tablo 4.4: Devam.

DNA Ornegi DNA Yogunlugu (ng/pl)
DNA2B 279,1

DNA3A 163,2

DNA3B 206,0

DNA4A 271,0

DNA4B 452,9

DNASA 189,8

DNAGB 252,8

DNAGA 2470,5

DNA 6B 994,0

Sekil 4.4.b: Atropa belladonna koklerinden izole edilen DNA’larin agaroz
jeldeki goriintiisti (L: Thermo Fisher Scientific 100 bp Plus DNA Ladder, 1:
DNA1A, 2: DNA1B, 3: DNA1C, 4: DNAI1D, 5: DNA2A, 6: DNA2B, 7: DNA3A, 8:
DNAZ3B, 9: DNA4A, 10: DNA4B, 11: DNASA, 12: DNASB, 13: DNAGA, 14:
DNAGB).

Nanodrop ve jel goriintiileri sonuglarina gére PCR islemi i¢in en verimli olan
DNA ornekleri DNA1D, DNA2B, DNA3B, DNA4B, DNA5B ve DNA6A’dir. Bu
nedenle PCR calismalarinda bu DNA 6rnekleri kullanilmistir.
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4.5. Transformasyonun PCR Yontemi ile Dogrulanmasina
Iliskin Bulgular

Atropa belladonna yapraklarina uygulanan Agrobacterium rhizogenes ATCC
15834 transformasyonu sonrasinda elde edilen koklerde rolB geninin varliginin
ispatlanmasi i¢in bakteriden izole edilen plazmit pozitif kontrol olarak kullanilarak,
transgenik oldugu diisiiniilen 6 kok hattindan izole edilen DNA’lar ile PCR reaksiyonu
kurulmustur. Reaksiyon sonucunda agaroz jelde goriintiilenen (Sekil 4.5) 6rneklerden
DNA4B, DNASB ve DNA6A’da transformasyon pozitif bant goriiliirken DNAI1D,
DNA2B ve DNA3B’de transformasyon pozitif bant gériilmemistir. Sonug olarak rolB
genlerinin varlig1 ispatlanan DNA4B, DNASB ve DNA6A’nin transgenik olduklari
tespit edilmistir.

Sekil 4.5: Transformasyon Dogrulamasi I¢in PCR Islemi Uygulanan Orneklerin
Agaroz Jeldeki Goriintiisii [L: Thermo Fisher Scientific 100 bp Plus DNA Ladder, 1:
Plazmit DNA (PCR Pozitif Kontrol), 2: PCR Negatif Kontrol, 3: Transforme
Olmayan Kok DNA’s1, 4: DNA4B, 5: DNASB, 6: DNAGA, 7: DNAID, 8: DNA2B,
9: DNA3B].
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4.6. IBA Bitki Biiyiime Diizenleyicisi ile Sacak Kok
Kiiltiirlerinin Kurulmasina ilisgkin Bulgular

Atropa belladonna koklerinden 2 MS besi ortaminda 0,1 mg/L IBA kullanilarak
kurulan kiiltiirler (Sekil 4.6) 30 giin sonunda sonlandirilmis ve yas agirliklar1 (Hasat
sonrast yas agirlik) belirlenmistir. Koklerin baslangi¢c agirliklarinin ve hasat sonrasi
yas agirliklarinin ortalamalar kullanilarak biiylime yiizdesi asagida belirtilen formiile
gore hesaplanmistir (Tablo 4.6). En yiiksek biiyiime oram1 % 635 oranla 3. Grup
kiiltiirtinden elde edilmistir. Kuru agirlik olarak da en fazla materyalin elde edildigi 3.
Grup kokleri, sekonder metabolit miktarinin karsilastirilmasi i¢in HPLC isleminde
kullanilmistir. Kok dokular1 40 °C’de 48 saat boyunca etiiv i¢erisinde kurutulmus ve
kuru agirliklar da Tablo 4.6°da gosterilmistir.

Denklem 4: Biiyiime Yiizdesi = [(Hasat sonrasi yag agirlik — Baslangic agirligi)
/ Baglangi¢ agirligi] x 100

)‘\

Sekil 4.6: 30 giinliik IBA’11 Atropa belladonna kok kiiltiirleri (A: 1. Grup, B: 2.
Grup, C: 3. Grup).
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Tablo 4.6: 30 giinliikk IBA’11 kiiltiirlerin koklerin agirlik ortalamalart ve biiyiime
yiizdesi sonuglari.

Ornek Baslangic Hasat Sonras1 Yas Kuru Agirhk Biiyiime

Agirhgi (g)  Agirhik (g) () Yiizdesi (%)
1.Grup 02 1,33 0,23 565
2.Grup 0,2 1,38 0,26 590
3.Grup 0,2 1,47 0,32 635

4.7. Atropa belladonna Kok Ekstraktlarimin Hazirlanmasina
Iliskin Bulgular

PCR islemi sonucuna gére PCR negatif olan DNA1 (E1), IBA bitki biiylime
diizenleyicisi ile kurulan sagak kok kiiltiirlerinden elde edilen kokler (3. Grup kokleri,
E2), PCR pozitif olan DNA4 (E3) ve dogadan toplanan kok 6rnegi (E4) kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi sonrasinda 6rneklerin kloroform ekstreleri, darasi
alinmis viallere aktarilmistir ve kloroform ugurulmustur. Vialler tartildiktan sonra dara
agirliklan ¢ikarilarak ekstrelerin agirliklart hesaplanmigtir. Ekstre agirliklar: (tropan

alkaloit ekstresi) Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7: Tropan alkaloit ekstrelerinin agirliklart.

Ornek Agirhik (mg)
E1l (PCR negatif) 1,6
E2 (IBA’l) 1,6
E3 (PCR pozitif) 3,1
E4 (Dogadan) 2,2

Toplam tropan alkaloitlerinin agirliklar1 hesaplanan E1, E2, E3 ve E4

orneklerinden en yiiksek agirlik PCR pozitif olan E3 6rneginde goriilmiistiir.
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4.8. Ince Tabaka Kromatograsifine (ITK) Iliskin Bulgular

Atropa belladonna koklerinden hazirlanan ekstraktlara (E1, E2, E3 ve E4)
alkaloitlerin varligmin veya yoklugunun tespiti i¢in ITK islemi uygulandiktan sonra
UV goriintiileme cihazinda 254 nm (Sekil 4.8.a) ve 366 nm (Sekil 4.8.b) dalga
boylarinda silika plakanin goriintiileri kaydedilmistir. Daha sonra silika plakaya
dragendorf ¢ozeltisinin piiskiirtiilmistiir ve Sekil 4.8.c’de gosterilmistir. Standartlar
(tropin ve atropin) ve ekstraktlarin (E1, E2, E3 ve E4) icerdigi sekonder metabolitler
silika plakada goriilmektedir. Bu goriintiilere bakilarak E3 6rneginde diger E1, E2 ve
E4 6rnegine gore daha parlak lekeler goriilmiistiir. Ozellikle dragendorf piiskiirtiilmiis
olan silika plakada E1, E2, E3 ve E4 6rneklerinde tropin ve atropin varligi net bir

sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.8.a: ITK islemi sonrasinda silika plakanin UV cihazinda 254 nm dalga
boyundaki goriintiisii.
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Sekil 4.8.b: ITK islemi sonrasinda silika plakanin UV cihazinda 366 nm dalga
boyundaki goriintiisii.
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Sekil 4.8.c: ITK islemi sonrasinda silika plakanin dragendorf piiskiirtiilmiis
goruntisi.

4.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisine (HPLC)
Iliskin Bulgular

ITK islemi sonrasinda Standart atropin (Sekil 4.9.a), E1 (Sekil 4.9.b), E2 (Sekil
4.9.c) E3 (Sekil 4.9.d) ve E4 (Sekil 4.9.e) 6rneklerinde bulunan atropin safliginin
dogrulanmasi amaci ile HPLC islemi gergeklestirilmistir. Sonuglar asagida
sunulmustur. Standart atropin 2.006. dakika islenme zamaninda pik vermistir. E1, E2,
E3 ve E4 6rneklerinde ~2. dakikada pik goriilmiistiir.
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Sekil 4.9.a: Standart atropinin HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.9.b: E1 6rneginin HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.9.c: E2 6rneginin HPLC kromatograma.
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Sekil 4.9.d: E3 6rneginin HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.9.e: E4 6rneginin HPLC kromatograma.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasi in vitro kosullarda elde edilen Atropa belladonna bitkisine ait
yaprak eksplantlarina Agrobacterium rhizogenes transformasyonu uygulanmasi
sonucunda meydana gelen sacak koklerdeki sekonder metabolit miktarinin transforme
olmayan ve dogadaki bitki koklerinin sekonder metabolit miktar1 ile karsilagtirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla in vitro yontemler ile Atropa belladonna bitkilerinin elde
edilmesi icin etkin yiizey sterilizasyonu yontemleri, uygun ¢imlendirme ortamlarinin
belirlenmesi, bu ortamlarin tohumlarin ¢gimlenme yiizdeleri {izerine etkisi ve en verimli
Agrobacterium rhizogenes transformasyonu yonteminin belirlenmesine yonelik
calismalar gerceklestirilmigtir. Transformasyon islemi ile sagak kok {iretimini
saglayan rol genlerinin bitki genomuna aktarilmasi saglanmistir. Diger yandan sagak
kok elde etme yontemlerinden biri olan IBA biiyiime diizenleyicisi kullanilarak da
kiiltiirler kurulmustur. Meydana gelen transgenik kokler, transgenik olmayan kdokler,
doku kiiltiirii ile elde edilen kokler ve dogadan toplanan koklerdeki sekonder metabolit
miktarlar, ekstraksiyon islemi sonrasinda, HPLC yontemi ile karsilagtirilmistir. Tez
calismasinda steril kosullarda gerceklestirilen basamaklar laminar akimli kabin i¢inde
gerceklestirilmistir. Kabin i¢i her ¢alisma Oncesinde etil alkol ile temizlenerek UV
lambasu ile steril hale getirilmistir.

Atropa belladonna bitkisine ait sagak koklerin meydana getirilmesi igin in vitro
kosullarda gelismis bitkilerin kullanilmas1 biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ayrica
Agrobacterium rhizogenes ile transformasyonda inokiilasyon isleminde steril bitki
eksplantlari, seradan veya dogadan toplanan eksplantlara gore daha giivenilir ve
sorunsuz oldugu bildirilmektedir [Hu & Du, 2006]. Bu nedenle tez ¢alismasinda
oncelikli olarak, in vitro kosullarda fazla sayida Atropa belladonna bitkisinin elde
edilmesi icin, ylizey sterilizasyonu ve c¢imlendirme ortami1 caligmalar
gerceklestirilmistir. Uygulanan sterilizasyon yontemleri ve kullanilan ¢imlendirme
ortamlar1 sonucunda kontaminasyonun goriilmedigi yiizey sterilizasyonu yontemi ve
en yiiksek ¢imlenme oraninin goriildiigli ¢cimlendirme ortami belirlenmistir. Calisma
sonucunda kontaminasyonun goriilmedigi ve %90.5 oraninda tohum ¢imlenmesinin
gorildiigli yontem en uygun sterilizasyon yontemi olarak belirlenmistir. Bu yontemde
zimpara kagidi (Atlas Brand-P180C) kullanilarak kabuklari tamamen uzaklastirilan
Atropa belladonna tohumlart % 70°lik etil alkol ile 1 dk yikanmigtir. Steril distile su
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ile 1 defa yikanmanin ardindan % 50’lik sodyum hipoklorit ile 10 dk yikanmaigtir. Daha
sonra steril distile su ile 5 defa durulandiktan sonra steril filtre kagidi lizerinde
kurutularak, 30 g/L siikroz ve 6 g/L agar igeren 2 MS ortamina aktarilmislardir.

Kokler gibi farklilastirilmis dokularin kiiltiirleri, in vitro olarak siirdiiriilen hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde sik¢a goriillen sekonder metabolitlerin  miktarindaki
azalmayr ¢ozmek icin uygun bir alternatif sunar [Makhzoum, Bernards, &
Tremouillaux-Guiller, 2013]. Agrobacterium rhizogenes ile gergeklestirilen
transformasyon c¢alismalarinda yaprak eksplantlarinin en uygun eksplant kaynagi
oldugu yapilan ¢aligmalar ile belirlenmistir [Abbasi, Saxena, Murch, & Liu, 2007; C.-
Z. Liu, Abbasi, Gao, Murch, & Saxena, 2006; Wang, Zhang, Zhu, Chen, & Zhang,
2006]. Agrobacterium rhizogenes ile transformasyonda basariy1 etkileyen birgok
faktor olmasi nedeni ile transformasyon frekansi diisiiktiir. Atropa belladonna
bitkisine Agrobacterium rhizogenes transformasyonunda karsilagilan en biiytiik giigliik
yaprak eksplantlarinin transformasyon islemi sonrasinda zamanla canliligin
kaybetmesidir. Bu sorunun ¢O6ziilmesi amaci ile Atropa belladonna yaprak
eksplantlarina 10 farkli transformasyon yontemi uygulanmistir. Calismalar sonucunda
kok olusumunun goriildiigii tek yontemin % 23.7 transformasyon frekansi orant ile,
stvi YMB besi ortaminda biiyiitiilen bakterilerin yaprak eksplantlarina bulastirildigi ve
kokdiltiire alindig1 yontem oldugu tespit edilmistir. Literatiir ¢aligmalarinda da bu
yontem kullanilarak gerceklestirilen transformasyon ¢alismalarindan basarili sonuglar
elde edildigi gosterilmistir [Kamada ve ark., 1986; C.-Z. Liu ve ark., 2006; Panda ve
ark., 2017].

Sunulan bu tez ¢aligmasinda transformasyon sonucu meydana gelen koklerin
transgenik olup olmadiklarini belirlemek amaci ile PCR yontemi kullanilmistir. Bu
amag¢ ile Oncelikle NucleoSpin Plasmid DNA Purification kiti kullanilarak
Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 bakterisinden plazmit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Plazmit izolasyonu asamasinda, sagak koklerin olusumunu
saglayan rolB gen bolgesine ait primer ¢ifti kullanilmistir. Daha sonra transgenik
olduklar diisiiniilen 6 kok dokusundan DNA izolasyonu Aksoy, Ataslar ve Keskin’in
[Aksoy ve ark., 2018] protokoliine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinden saflig1 ve yogunlugu en yiiksek olan DNA 6rnekleri (DNA1D, DNA2B,
DNA3B, DNA4B, DNA5SB ve DNAG6A) kullanilmistir. Bioline MyTaq PCR Kiti
kullanilarak gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda agaroz jelde goriintiilenen
orneklerden DNA4B, DNAS5B ve DNA6A’da transformasyon pozitif bant goriiliirken
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DNA1D, DNA2B, DNA3B’de transformasyon pozitif bant goriilmemistir. Bu
sonuglara gore rolB gen bolgesinin varligi ispatlanan 4. (DNA4B), 5. (DNA5B) ve 6.
(DNAG6A) kok hatlarmin transgenik olduklar1 dogrulanmistir. Béylece Agrobacterium
rhizogenes transformasyonu ile elde edilen sagak koklerde transformasyonu
dogrulamak i¢in rolB genine ait primer c¢iftlerinin basar1 ile kullanilabildigi
gosterilmistir. Pozitif bant goriilmeyen 1. (DNA1D), 2. (DNA2B) ve 3. (DNA3B) kok
hatlariin transgenik olmadigi tespit edilmistir. Buna gore 1., 2. ve 3. kok hatlarinin
yaprak eksplantlarindan gelisen normal kdk dokulari oldugu sonucuna varilmaistir.

Transformasyon islemi sonucunda meydana gelen sagak koklerdeki sekonder
metabolit miktar1 ile karsilagtirma yapilmasi amaci ile sacak koklerin olugsmasini
saglayan diger bir yontem olan IBA bitki biiylime diizenleyicisi ile kok kiiltiirleri
kurulmugtur. Kiiltiirler kurulurken en verimli sonuclarin elde edildigi, 0,1 mg/L IBA
ve 30 g/L silikroz igeren 2 MS besi ortami kullanilmigtir. Calisma 3 tekrarli olacak
sekilde gerceklestirilmistir. 30 giin sonunda kiiltiirler sonlandirilarak hasat sonrasi yas
agirliklar1 belirlenmistir ve baslangi¢c agirliklar1 da kullanilarak biiylime yiizdeleri
hesaplanmistir. En yiiksek biiylime orant % 635 oranla 3. Grup kok kiiltiiriinden elde
edilmistir. Ayn1 ortamlarda ve ayni kosullarda gelistirilen koklerin biiylime oranlari
(% 635, % 565 ve % 590) arasindaki farklilik, doku kiiltiirii ile meydana getirilen bitki
koklerinin gelisim asamasindaki morfolojik yap1 farkliliklarindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Aslinda, degerli terapotik 6zelliklere sahip ¢ok sayida sekonder bilesik normal
bitki koklerinde birikir. Ancak kok hasadi yikicidir ve doku kaybina neden olur.
Uretken biiyiimeleri ve siirekli kiiltiir icin uygun olmalari nedeniyle transgenik sagak
kokler, terpenoidler, alkaloitler ve fenolikler dahil olmak {izere [Ono & Tian, 2011]
istenen sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in potansiyel bir kaynaktir [Hu & Du, 2006].
Calismalar sonucunda meydana gelen Atropa belladonna koklerine (transgenik
olmayan E1, IBA ile meydana gelen E2, transgenik E3 ve dogadan toplanan E4)
ekstraksiyon islemi uygulanmustir. Islem sonrasinda her bir kokteki toplam tropan
alkaloit miktar1 mg cinsinden hesaplanmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek miktar 3,1
mg ile transgenik kokten elde edilen E3 ekstresinden alinmigtir. Boylece bu tez
calismasi ile transgenik koklerin transgenik olmayan, IBA ile elde edilen ve dogadaki
koklere oranla daha yiiksek tropan alkaloitleri igcerdigini gosterilmistir. Park ve

Facchini (2000) de sekonder metabolitlerin miktarinin, plazmit tasiyan Agrobacterium
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rhizogenes suslari ile transformasyonla pozitif yonde degistirilebilecegini
bildirmislerdir.

Ekstraksiyon islemi sonrasinda uygulanan ITK isleminde tropin ve atropin
standartlar1 hizasinda en parlak leke E3 6rneginde goriilmektedir. Bu durum, toplam
tropan alkaloit miktarinda oldugu gibi tropin ve atropin miktarlarinin da
Agrobacterium rhizogenes transformasyonu ile arttigini gostermektedir. Bunun
yaninda E1 ve E2 orneklerinde lekelerin daha az parlak olmasi, ekstraksiyon islemi
sirasinda alkaloit kaybi1 olabilecegini diisiindiirmektedir. E4 (doga) 6rneginde tropin
ve atropin hizasinda leke goriilmemesinin nedeni olarak, bitkinin g¢igeklenme
doneminde toplanmasindan dolay1 sekonder metabolit birikiminin koklerde azalmasi
diistiniilmektedir.

El, E2, E3 ve E4 oOrnekleri ile gerceklestirilen HPLC analizi sonucunda
orneklerde, standart atropin ile ayni1 dakikada pik goriilmiistiir. Boylece E1, E2, E3 ve
E4 orneklerinde atropinin bulundugu dogrulanmistir. Sekillerde goriilen diger
kirlilikler, ekstraksiyon isleminin yeterli saflikta gerceklestirilememis olmasindan
veya HPLC islemi sirasinda kolonun tam olarak temizlenememis olmasindan
kaynaklanabilir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, Atropa belladonna bitkisine Agrobacterium
rhizogenes ATCC 15834 transformasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Transformasyon sonrasinda sagak kok varliginin rolB gen bolgesine ait primer ¢ifti ile
belirlenebildigi gosterilmistir. Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834 ile transforme
edilmis Atropa belladonna bitkisine ait sacak kok kiiltiirlerinde sekonder metabolit
tiretiminin transgenik olmayan koklere, IBA biiylime diizenleyicisi ile olusturulan
sacak koklere ve dogadaki koklere gore daha yiiksek miktarda oldugu sonucuna

varilmistir.
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