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OZET

Bu ¢alismanin temel amaci, Hyoscyamus niger (banotu) bitkisinin bitki doku
kiiltirii yontemleri kullanilarak in vitro kosullarda kok ve sekonder metabolit
iretiminin artirilmasini saglamaktir. H. niger iceriginde bulunan tropan alkaloidleri

nedeniyle tibbi agidan 6neme sahiptir.

Calismada, MS (Murashige and Skoog) ve yarim MS besin ortaminda pH’nin
5,8 ile 6,5 oldugu, IBA (indol biitirik asit) igeren ve icermeyen sartlarda kok kiiltiirleri
yapildi. 21 giinlik ¢alisma sonras1 koklerin yas ve kuru agirliklart alinip biiylime
yiizdeleri hesaplandi. Elde edilen koklerden alkaloid ekstraksiyonu yapildi. ince
tabaka kromatografisi ve HPLC yontemi ile tropan alkaloidler analiz edildi. Ayrica,
calisma kapsaminda tohum sterilizasyonu ve saflastirma yOntemlerinin de

optimizasyon ¢alismalar1 yapildi.

Koklerin yas agirlik ortalamasi alindiginda 2 MS+0,1 IBA, pH:5,8 ortaminda
ortalama 1,923 gram ile diger gruplara gore en yiiksek yas agirlik miktar1 gozlendi.
MS+0,1 IBA, pH:5,8 ortaminda ise 1,860 gram ile ikinci en yiiksek agirlik gozlendi.
Kuru agirliklarda en yiiksek degerler MS+0,1 IBA, pH:5,8 ortaminda gelisen koklerde
ortalama 0,190 gram, MS+0,1 IBA, pH:6,5 ortaminda gelisen koklerde 0,183 gram
olarak gozlendi. Bu durum, %2 MS ortaminda gelisen koklerin MS ortaminda
gelisenlere oranla daha fazla su icerdigini gosterdi. 2. protokol ile yapilan alkaloid
saflastirma sonuglarina gore IBA icermeyen ortamlarda gelisen H. niger koklerinden
elde edilen ekstrelerin, IBA igeren ortamlarda gelisen koklere oranla daha saf oldugu
sonucuna varildi. HPLC analizi sonuglari her iki ekstraksiyon protokolii ile yapilan
ayni orneklerde ekstre miktar1 gibi atropin miktarinin da 2. protokolde daha fazla

oldugunu gosterdi.

Sonug olarak, kok olusumu ve kiitle artis1 IBA igeren gruplarda icermeyenlerden
yiiksek olmasina karsin, alkaloid miktarlar1 IBA’s1z ortamda gelisen koklerde daha
fazla tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Hyoscyamus niger, IBA, sekonder metabolit, alkaloid,
atropin.



SUMMARY

The main aim of this study is to increase the root and secondary metabolite
production of Hyoscyamus niger (henbane) plant in vitro using plant tissue culture
methods. H. niger is medically important due to its tropane alkaloids.

In this study, root cultures were made under conditions with and without IBA
(Indol butiric acid), pH between 5.8 and 6.5 in MSO and half MS medium. After 21
days of study, wet and dry weights of the roots were taken and growth index were
calculated. Alkaloid extraction was performed from the obtained roots. The tropane
alkaloids were analyzed by thin layer chromatography and HPLC. In addition,
optimization of seed sterilization and purification methods were performed.

When the average wet weight of the roots was measured, half MS + 0.1 IBA,
pH: 5.8 medium, and the highest wet weight were obtained with an average of 1.923
grams. The second highest weight was observed with MS + 0.1 IBA and pH: 5.8
medium with 1,860 grams. The highest values in dry weights were observed as average
of 0.190 grams in roots developing in MS + 0.1 IBA pH: 5.8 and 0.183 grams in roots
developing in MS + 0.1 IBA pH: 6.5.

According to the results of alkaloid purification with 2. protocol, it was
concluded that extracts obtained from H.niger roots developed in without IBA media
were more pure than roots developed in with IBA media. Two extraction protocols
were applied to the same sample and HPLC analysis was performed. As a result, the

amount of atropine was higher in 2 protocol.

As a result, root formation and mass increase were higher in the roots growing
in nutrient medium with IBA than in nutrient medium without IBA and alkaloid levels

were higher in the roots developing in nutrient medium without IBA.

Key Words: Hyoscyamus niger, hairy root, IBA, secondary metabolite, alkaloid,

atropine.



TESEKKUR

Bu tez ¢alismast TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii‘nde  TUBITAK destekli 117H001 nolu proje kapsaminda
gerceklestirilmistir.

Yiiksek lisans hayatim boyunca destek olan ve yol gosteren degerli danisman

hocam Prof. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI’ye tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmalarimda bilgi ve tecriibeleriyle yardimcet olan ve ¢alismalarima yon

veren degerli danisman hocam Dog. Dr. Tijen TALAS OGRAS’a tesekkiir ederim.

Calismalarimiza sundugu destek ve gosterdigi ilgi nedeniyle TUBITAK MAM
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisii miidiir yardimeist Dog¢.Dr. Selma
OZTURK ’e tesekkiir ederim. TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitiisti, Bitki Molekiiler Genetigi Laboratuvari’ndaki ¢aligmalarimda bilgi, tecriibe
ve her tiirlii laboratuvar imkanlarin1 benimle paylasan degerli hocalarim Dog. Dr.
Selma ONARICI, Dr. Birsen CEVHER KESKIN ve Dr. Deniz KOM’e tesekkiir

ederim.

TUBITAK MAM Malzeme Enstitiisi'nden  Dr. Elif TAHTASAKAL’a
saflastirma asamalarinda verdikleri laboratuvar destegi ve bilgi paylasimindan dolay1
tesekkiir ederim. TUBITAK MAM Kimyasal Teknoloji Enstitiisii'nden Dr. Niliifer
ERDEM’e HPLC analizi asamasindaki desteklerinden dolayi tesekkiir ederim.

Calismalarimda maddi ve manevi destek saglayan Rahmi BUYUKKESKIN’e
tesekkiir ederim. Laboratuvarda keyifle calistigim, destegine, bilgi ve tecriibesine
basvurdugum degerli arkadasim Naciye YAGIZ’a tesekkiir ederim. Calismalarimin
saflagtirma asamasinda bilgilerini benimle paylasan ve destek olan laboratuvar

arkadaglarim Tugba MUTLU ve Tugba AYDIN’a tesekkiir ederim.

Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’'ndeki degerli meslektaslarima

gosterdikleri 6zen ve is birligi i¢inde calisma gayretlerinden dolay: tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca ve egitim hayatimda her imkani bana sunmaya calisan
anneme ve her kosulda beni anlayisla karsilayan, yegane destekcim esim Ozlem

ERDEM’e can1 goniilden tesekkiir ediyor, bu tezi onlara ithaf ediyorum.

Vi



ICINDEKILER

OZET .o iv
SUMMARY ettt e e e s e et e et e e e nr e e e naaeeanre e v
TESEKKUR ......ooiviviviiiiieesetetetetet ettt sttt ettt sttt sttt ansasnens Vi
ICINDEKILER ..ottt ettt sttt n st vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .....ooooiiiicnesccece e iX
SEKILLER DIZINI.....cocoiiiiiiiiiceccie ettt sn st en st Xi
TABLOLAR DIZINT ..ottt xiii
Lo GIRIS oottt ettt ettt 1
1.1. Tezin Amact, Katkist ve IGerifi........cccoiivvririiiiiieiiceiiee e 2
1.2. Hyoscyamus Niger BitKiSI..........ccoiiiiiiieiniessee e 3
1.2.1. H. niger Bitkisinin Botanik OzelliKIEri............ccocvevererereececeerereeeeeeeeierenaes 3
1.2.2. H. niger Bitkisinin Smiflandirilmast ...........ccocvevvinrennneniiesesceieeieen 5
1.2.3. H. niger BitkiSinin Yaylli$l....ccoocoiieriniiiieiinieeeee s 6
1.2.4. H. niger Bitkisinin ONemi ............cceeviviieiuireiiieeeeeeseeeeve e 7
1.2.5. H. niger Bitkisinin Kimyasal Igerigi...........cccceriviviireriiiiieeieeesee s 8

1.3, KOK KTITUIIETT c.vveeiiiic et 9
1.4, Sekonder MetabOITIEr ........cccveviiieiiee e 10
I N |7 1 o] o ] T USSP 13

2. MATERYAL VE YONTEM ......cooviviiitiiieeeeteeeeeeet ettt 17
2.1 MALEIYAL......ociieiecce e 17
2.1.1. Bitki Materyali........ccoocoiiiiiiiiiiiese e 17

vii



2.1.2. Kullanilan MalZemeler ........uuvuiiiiiiiiiiiiiiii ettt e s e e e e eneneennes 17

2.1.3. Kullantlan Cihazlar............cocooiiiiiiiniiice e 20
2.2 YONTEM ....cooiiiiiiiiiiiiieees s 21
2.2.1. H. niger Tohum SterilizaSyOnU..........c.cccevverieiiieiieie e 21
2.2.2. H. niger Tohumlarinin Cimlendirilmesi..........ccocvvereiiieiiveresieseese e, 23
2.2.3. Kok Kiiltiirlerinin Kurulmast........oooveoiieiiiciiiieeeeces s 27
2.2.4. Sekonder Metabolit Ekstraksiyonlart.........ccccoocvrieiiniinieniiiinc e 29
2.2.5. H. niger Koklerinden Alkaloid EKStrakSiyonu .........cccocevevenviisnsenninnnnn 29

2.2.6. Tropan Alkaloidlerinin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile Tespit
EAHMEST ..o 32

2.2.7. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Atropin Analizi... 33

S BULGULAR ... 35
3.1. H. niger Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi ...........cccoovverinenenicnnen, 35
3.2. H. niger KOK KUITUIT ..c..oovviviieiieieieeese e 37
3.3. H. niger Koklerinden Alkaloid EKstrakSiyonu..........ccccooevcreninininienicinennen, 39
3.5. HPLC Yontemiyle Atropin Varliginin Belirlenmesi...........cccoovieiiiieninnes, 43

4. TARTISMA VE SONUCQ ....ccoiiiiiiiiiiiii e 46

KAYNAKLAR bbb 49

OZGECMIS oottt 52

EILER L. s 53

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIiNi

Simgeler ve Aciklamalar
Kisaltmalar

CHCIs ; Kloroform

% X Yiizde

°C : Derece santigrat
ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

cm : Santimetre
dH20 : Distile su

dk : Dakika

EtOH : Etil alkol

g X Gram

Gl : Biiyiime endeksi
H202 : Hidrojen peroksit
H>SO4 : Siilfiirik asit
HCI : Hidroklorik asit

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi



IBA

ITK

MeOH

mg

ml

mM

MS

Na2SO4

NaOCI

NHsOH

mm

uv

Indol biitirik asit

Ince tabaka kromatografisi
Litre

Molar

Metre

Metanol

Miligram

Mililitre

Milimolar

Murashige and Skoog
Sodyum siilfat
Sodyum hipoklorit
Amonyum hidroksit
Dakika basina devir

Ultraviyole



Sekil
No:

1.2.1.a:

1.2.1.b:

1.2.1.c:

1.2.1.d:

1.2.3.a:

1.4:

14.1.a:

1.4.1.b:

222

2.2.2.b:

2.2.3:

2.2.5:

3.2.a:

3.2.h:

SEKILLER DIiZiNI

H.niger tohumlarmin 6lgekli goriintiisii
H. niger bitkisinin morfolojik ¢izimi

Bitki biiyiitme kabininde toprak ve perlit ortaminda
biiyiiyen H.niger bitkileri

Bitki biiyiitme kabininde perlit ortaminda biiyiiyen H. niger

bitkisinin ¢igekli ve kapsiillii dallarinin goriintiisii
Tiirkiye’de H.niger bitkisinin dogal yayilim alani.
Sekonder metabolitlerin genel sentez yollar1

Tropan alkaloidlerinden bazilarinin molekiiler yapisi
Tropan alkaloidlerinin biyosentez yolaklari

H. niger tohumlarmin ¢imlenme 6ncesi (solda) ve

cimlendikten sonra 1 aylik (sagda) goriintiileri
Cimlenme sonrasi cam tiiplere aktarilan H. niger bitkileri
Kurulan kok kiiltiirii erlenlerinden 6rnek iki tanesi
Ekstraksiyon calismasinin uygulama asamalari

H. niger kok kiiltiirlerinin kiitle artig1 yiizdeleri

21 giinliik inkiibasyon sonras1 koklerin gelisimi

Sayfa

13
15
16

26

26
28
32
38

38

Xi



3.3:

34.a:

3.4.b:

3.4.c:

3.5.a:

3.5.b:

3.5.c:

3.5.d:

1. ve 2. protokol ile ekstraksiyon yapilan 8 drnegin ekstre

agirliklar
254 nm UV 1s1k altinda goriintiilenen silika jel plaka
366 nm UV 1s1k altinda goriintiilenen silika jel plaka

Ince tabaka kromatografisi sonrasinda Dragendorf ¢ozeltisi

puskiirtiilen silika jel plaka

Standart atropin HPLC kromatogrami1

1. protokol 1. 6rnek (1.1) HPLC kromatogrami
2. protokol 1. 6rnek (2.1) HPLC kromatogrami

HPLC analizi yapilan kloroform ekstresi 6rneklerinin

atropin yiizdesi

44

44

45

45

xii



TABLOLAR DIZINi

Tablo No:

1.2.2

1.2.5

2.12.a

2.1.2.b

21.2.c

2.1.3

221

2.2.2

2.2.3

2.2.7

3.1

3.2.a

H. niger bitkisinin taksonomik hiyerarsisi

H.niger bitkisinde bulunan sekonder
metabolitler

Tohum sterilizasyonunda kullanilan bilesenler
Doku kiiltiiriinde kullanilan bilesenler

Tropan alkaloidleri ekstraksiyonunda kullanilan

malzemeler
Tez ¢alismasi siirecinde kullanilan cihazlar
Sterilizasyon asamasinda uygulanan yontemler

Cimlendirmede kullanilan MS (Murashige and
Skoog, 1962) besin ortami igerigi

Caligma gruplarinda kullanilan besin ortami, pH

ve biiyiime diizenleyiciler

HPLC analizinde kullanilan cihaz ve kimyasal

bilgileri

Tohum sterilizasyonu agamasinda ¢aligma

boyunca uygulanan yontemler ve sonuglari

21 giinliik ¢aligma sonras1 koklerin yas

agirliklar

Sayfa

Numarasi

17

18

19

20

22

24

27

34

35

37

Xiii



3.2b . Koklerin kuru agirlik ortalamalart ve su orani 39

3.3 . Saflastima yapilan H. niger koklerinden elde 40

edilen ekstre miktari

Xiv



1. GIRIS

Insanoglu tarih boyunca gida, ilag ve barmma gibi amagclarla bitkilerden
faydalanmistir. Yerlesik hayatin ve tarimin baslamasi bitkilerin insanlik tarihindeki
yerini daha da artirmigtir. Bitkiler insanlarin temel besin kaynagini olusturur. Sadece
besin kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda iirettikleri sekonder metabolitler ile gida,
kozmetik, eczacilik, tekstil sanayii ve tarimsal miicadelede hayati 6neme sahiptir.
Insanhigin temel ihtiya¢ kaynagi olan beslenme agirlikli olarak tarima dayalidir.
Insanlik yiizyillardir protein, yag ve karbonhidrat kaynag: agisindan dogrudan veya
dolayli yogun olarak bitkilere bagimlidir. Bitkiler diinyanin enerji kaynagi olan giinesi
kullanarak fotosentez yoluyla organik bilesikler iiretirler. Uretmis olduklar1 bu organik
tirtinler bitkinin kendisini ve otgul (herbivor) canlilar1 dogrudan, etgil (karnivor) ve
hem et¢il-hem otgul (omnivor) canlilar: dolayli olarak ilgilendirir. Beslenme zincirinin
baslangi¢ kademesini olusturan bitkiler, canlilik igin gerekli olan enerjinin
kullanilabilir iiriin olarak sentezlendigi besin zincirinin ilk kademesidir. Bitkiler, gida
ve tarmm sektdriiniin ham maddesidir. Ulkemizde tarim sektdrii biiyiik bir potansiyele
sahip olmasina karsin, verimli tarim alanlar1 giin gectikge azalmaktadir. Bu durum,
biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesini ve bitkilerden yiiksek verim eldesi
calismalarin1  zorunlu hale getirmektedir. Bitkilerden elde edilecek sekonder
metabolitlerin verim artigin1 saglamak igin tarim alanlarinin genisletilmesi veya
bitkinin iirettigi sekonder metabolitlerin artirilmasi gerekmektedir. Tarim alanlarinin
giin gectikce azalmasi nedeniyle bitki sekonder metabolit veriminin artirilmasi en

uygun secenek olarak goriilmektedir.

Kesfedilmis bitkilerin insan yararina kullanimi insanlik tarafindan tarih boyunca
arastirilmis ve arastirilmasi devam eden bir siiregtir. Gliniimiizde bilimin ve teknolojik
altyapinin ilerlemesiyle birlikte bitkilerin insanlik yararina kullanimi i¢in ¢aligmalar
hizlanmigtir. Laboratuvar sartlarinda gelistirilen yontemlerle sentetik olarak bir¢ok
bilesigin eldesi miimkiin olsa da kompleks yapidaki bilesiklerin biiyiik cogunlugu hala
bitkilerden elde edilmek zorundadir. Bu durum gida, ilag ve kozmetik sektoriinii
dogrudan ilgilendirmektedir. Bitkinin igerdigi sekonder metabolit miktarinin ¢esitli

yontemler ile artirilmasi bu sektorler igin gerekli olan ham maddenin daha ekonomik

1



hale gelmesini saglayacaktir.

Bitki doku ve hiicre kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit {iretimi i¢in en
uygun sartlar arastirilmaya ve gelistirilmeye devam etmektedir [1]. Gelismis
bitkilerde kokler bitkinin beslenmesinin yani sira ¢ok ¢esitli ve degerli sekonder
metabolitlerin de sentezlendigi yerlerdir. Koklerin bu 6zelligi sekonder metabolit
tiretiminde cazip bir doku olmasini saglamistir. Genellikle elde edilen kok miktart ile
sekonder metabolit eldesi dogru orantilidir. Bir baska ifade ile genellikle kok miktar1
ne kadar fazla olursa sekonder metabolit iiretimi de o kadar fazla olur. Bitki doku
kiiltirli ¢alismalarinda dokunun gelisimi ve biiyiimesi bitki biiyiime diizenleyicileri ile
kontrol edilir. Kok kiiltiirlerinde de kokiin gelisimi ve biiylimesi i¢in kok gelisimine
etki eden bazi bitki biiytime diizenleyicileri kullanilir. Bu durumun alternatifi olarak
sagak kok kdltiirii yontemi vardir. Sagak kokler dogal genetik miihendisler olarak
tanimlanan Agrobacterium rhizogenes bakterisi ile bitki dokularinin enfekte edilmesi
yoluyla elde edilir. Elde edilen transforme kokler bitki biiyime diizenleyicilerine

ihtiya¢ duymadan temel besin ortamlarinda oldukga hizli gelisim gosterebilirler [2].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢cerigi

Tropan alkaloidler bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan tibbi éneme sahip
bilesiklerdir. Bu alkaloidlerin {iretiminin saglanmasi ve verim artigi, {ilke ekonomisi

ve disa bagimliliktan kurtulma agisindan 6nemlidir.

Bu tezin amaci; doku kiiltiirii ortaminda genetik miidahale olmadan farkli
biiyiime diizenleyicileri ve besin ortamlarinda sagak kok tiretiminin artirilmasinin

saglanmasi ve sekonder metabolit igeriginde verim artis1 elde etmektir.

Literatiire bakildiginda Agrobacterium rhizogenes bakterisi kullanilarak sacak
kok elde etmenin yaygin bir yontem oldugu goriilmektedir. Fakat, bu ¢alismada kok

kiiltiirlerinin herhangi bir genetik miidahale olmadan gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda bitkilerde kok gelisiminin saglanmasi besin ortamindaki
farkl1 bitki biiyiime diizenleyicileri igerigi ve pH farkliliklar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Elde edilen kok dokularindan ekstraksiyon yontemleri ile

sekonder metabolitler saflastirilmis ve HPLC analizi ile miktarlari tayin edilmistir.



1.2. Hyoscyamus niger BitkKisi

Ulkemizde Banotu (H. niger), Giiz tohumu, Batbat otu, Tabanca kapsiili,
Delibatbat, Bengildek, Gavur Hashasi, Konca, Bangotu, Ber¢, Benk, Dagdagan gibi
isimlerle de bilinmektedir. Tad1 ac1 ve kokusu kotii olan zehirli bir bitkidir. Geleneksel

tedavi yontemlerinde kullanilmaktadir [3].

1.2.1. H. niger Bitkisinin Botanik Ozellikleri

H.niger, tek veya iki yillik otsu bir bitkidir. Yapisal olarak dik gévdeli olan bitki
basit veya dallanmis sekildedir. Govde ve yaprak saplari salg1 iceren yumusak tiiylerle
kaplidir. Tad1 acidir ve hos olmayan bir kokusu vardir. Mor damarli ve sari renkli
cigekler, diiz kenarl1 besgen yapraklar ve olgun halinde kapakli tohum kapsiillerine
sahiptir. Bitki, 20-100 cm araliginda boya ulagsir. Kapsiilleri igerisinde ¢ok sayida gri
renkli kiigiik tohum bulunur. Tohumlar gennelikle oval sekilli ve ylizeyi gukurlarla
dolu bir yapiya sahiptir. Ortalama ¢ap1 1-1,5 mm araligindadir. Sekil 1.2.1.a’da tohum
yapist Ve biiyiikligii gosterildi [4]. Banotu yapraklart govdeye bagli olduklarinda
govdeyi saracak sekildedir. Yapraklari sapsiz veya sapli, yaprak cevresi girintili
sekildedir. Cicek saplar1 gok kisadir. Nisan-Agustos aylari arasinda gigeklenen bitkinin
cicekleri salkim seklinde gortniir. Sekil 1.2.1.b°de bitkinin morfolojik ¢izimi
gosterildi [5]. Bitki biiyiitme kabini ortaminda perlit ve toprak igerisinde biiyiiyen
bitkiler Sekil 1.2.1.c¢’de, cicek ve yaprak yapisi ise Sekil 1.2.1.d’de gosterilmistir.



Sekil 1.2.1.b: H. niger bitkisinin morfolojik ¢izimi.



Sekil 1.2.1.c: Bitki Biiyilitme kabininde toprak ve perlit ortaminda biiyiiyen H. niger
bitkileri.

Sekil 1.2.1.d: Bitki biiyiitme kabininde perlit ortaminda biiyiiyen H. niger bitkisinin
cicekli ve kapsiillii dallarinin goriintiisii.

1.2.2. H. niger Bitkisinin Simiflandirilmasi

H. niger, patlicangiller (Solanaceae) familyasina ait tek veya iki yillik otsu bir
bitkidir [6]. Diinya genelinde bilinen 26 tiirii vardir. H.niger bitkisinin taksonomik
hiyerarsisini gosteren bilgiler Entegre Taksonomik Bilgi Sistemi web sitesi
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verilerinden yararlanilarak hazirlanan Tablo 1.2.2°de gésterilmistir [7].

Tablo 1.2.2: H. niger bitkisinin taksonomik hiyerarsisini gosteren tablo.

Alem Bitkiler (Plantae)

Sube Damarli Bitkiler (Tracheophyta)
Alt Sube Tohumlu Bitkiler (Spermatophytina)
Simif Iki Cenekliler (Magnoliopsida)
Takim Patlican Takimi (Solanales)

Aile Patlicangiller (Solanaceae)

Cins Banotu (Hyoscyamus)

Tiir Kara Banotu (Hyoscyamus niger)

1.2.3. H. niger Bitkisinin Yayihsi

Taslik ve kayalik yerlerde, yol kenarlari, hububat tarlalar1 ve ¢orak yerlerde
yetisir. Genellikle kuzey yarim kiirenin 1liman bolgelerinde dagilim gosteren endemik
olmayan bir bitkidir [6]. Avrupa’nin tamaminda, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika,
Kuzey ve Bati Asya’da ve Avusturalya’da yetismektedir. Ulkemizde Anadolunun
cogu bolgesinde ve Trakya bolgesinde yaygindir. 0-2300 m yiikseklik araliginda
gortliir. Turkiye’de agirlikli olarak A1, A2, A3, A4, AS, A6, A7, A8, A9, B1, B2, B3,
B4, B5, B7, B8, B9, C1, C2, C3, C6, C7, C10 grid karelerinde yer alan Bolu, Istanbul,
Ardahan, Hakkari, Batman, Kastamonu, Agri, Amasya, Ankara, Aydin, Canakkale,
Erzurum, Eskisehir, Isparta, Kirklareli, Kocaeli, Kiitahya, Kahramanmaras, Mugla,
Ordu, Trabzon, Tunceli, Sanlwurfa, ve Aksaray illerinde dagilim gosterir. Ulkemiz

genelinde dagilim haritas: sekil 1.2.3.a’da gosterilmistir [6].
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Sekil 1.2.3.a: Tiirkiye’de Banotu bitkisinin dogal yayilim alani.

Diinyada bulunan 26 Banotu tiiriinden 6 tanesi iilkemizde bulunmaktadir. Beyaz
Banotu (Hyoscyamus albus), Alti Renkli Banotu (Hyoscyamus aureus), Mor Cigekli
Banotu (Hyoscyamus reticulatus), Ciice Banotu (Hyoscyamus pusillus), Mardin
Banotu (Hyoscyamus leptocalyx) ve Kara Banotu (Hyoscyamus niger) iilkemizde

yetisen Banotu tiirleridir [7], [8].

1.2.4. H. niger Bitkisinin Onemi

Tropan alkaloitleri igeren bitkiler insanlik tarihi boyunca keyif verici madde
olarak kullanilmigtir. Eski Misir’da ameliyatlarda agri kesici olarak, biiyiiciiler
tarafindan ise haliisinatif etkilerinden dolay1 kullanilmistir. H. niger igeriginde yer alan
tropan alkaloidleri, hem merkezi hem de periferik sinir sistemi tizerinde etkili
antikolinerjik ilaglardir. Bitkinin biitiin kisimlar1 alkaloit igerir ve yanlis kullanimda
zehirlenmeye neden olabilir. Kan-beyin bariyerini ve lipid membranlar1 gegebilen
tropan alkaloidleri ataksi, haliisinasyon, barsak yavaslamasi, midriazis, tagikardi, cilt
kurulugu, yiiksek ates ve komaya neden olabilir. Tropan alkaloidlerinin viicuttaki
etkileri periferik ve santral olmak iizere ikiye ayrilir. Periferik etkiler, salgi azalmasi
nedeniyle hipertermi, aritmi, tasikardi, kabizlik, agiz kurulugu ve idrar yapamama gibi
antikolinerjik sorunlardir. Santral etkiler ise depresyon, deliryum, ajitasyon ve koma
halidir [9].



H. niger geleneksel olarak astim, ishal, karin agris1 ve idrar kagirma tedavisinde
kullanilir [10]. Fakat bu maddelerin modern tiptaki kullanim amaci farklidir. Mesane
spazmlari, irritabl barsak hastaligi, kolik, sistit, pankreatit ve peptik iilseri tedavisinde
faydalidirlar. Solunum yolu salgilama aktivitesinin ve bronkodilatasyonun (brons
geniglemesi) inhibe edilmesi, kalp atiy hizinin degistirilmesi (diisik dozlarda
bradikardi ve yiiksek dozlarda tasikardi), mide asidi salgilarinin azaltilmasi, uyku
dongiisiiniin  diizenlenmesi Ve yatistirict etkisiyle stres kontrolii gibi amaglarla
kullanilabilir. I¢eriginde bulunan hyosiyamin, skopolamin ve atropin sebebiyle tibbi
oneme sahiptir. Banotu alkaloidlerinin Ca+2 kanallarin1 bloklama etkisi vardir.
Atropin, organofosfor zehirlenmesi igin bir panzehir olarak kullanilir. Ayn1 zamanda
g0z hastaliklar1 tedavisinde de goz bebegi biiyiitlicii ilag olarak kullanilir, ¢iinki

kararlidir ve kiigiik dozlarda verildiginde merkezi sinir sistemini etkilemez [11].

1.2.5. H. niger Bitkisinin Kimyasal icerigi

H. niger, lilkemizde yaygin olarak bulunabilen ve alkaloid orani yiiksek
bitkilerden biridir. Iceriginde yer alan tropan alkaloidleri nedeniyle uyusturucu
ozellige sahip zehirli bir bitkidir. Genellikle hayvan zehirlenmelerine neden olan bu
bitki, geleneksel tedavi amaciyla bilingsiz kullanim durumunda bir ¢ok klinik vakaya
neden olmaktadir. Geleneksel tedavide kullanimi sebebiyle zehirlenme vakalarina
ozellikle Erzurum ve Van yoresinde daha sik rastlanmaktadir. Yaprak ve koklerinin
tad1 salataliga benzedigi igin ¢ocuklara cazip gelmektedir. Banotu tiirleri agirlikli
olarak atropin, skopolamin ve hyosiyamin gibi tropan alkaloidlerini igermektedir.
Fenolikler, gliseridler, saponinler, glikozitler, lignanlar, kumarinolignanlar,
flavonidler ve vitanolidler de Banotu tiirlerinde yer alan alkaloid olmayan sekonder
metabolitlerdir [12].

H. niger bitkisine ait sekonder metabolit icerigi Tablo 1.2.5’de detaylica
gosterilmistir [13], [14], [15].



Tablo 1.2.5: H. niger bitkisinde bulunan sekonder metabolitler

Sekonder Metabolit

Bilesigin Adi

Tropan Alkaloidleri

Hyosiyamin, Skopolamin, Atropine, Cuscohygrine,
Tropin, Hygrin, Tropinon, Tropin

Lignanlar

Hyosmin, Cannabisin D, Cannabisin G, Grossamide,

Hyoscyamide, Hyoscyamal, Balanophonin

Kumarinolignanlar

Cleomiscosin A, Cleomiscosin B, Hyosgerin, Venkatasin,
Cleomiscosin A, Metil eter

Vitanolitler

Hyoscyamilactol

Flavonoidler

Rutin, Spiraeoside

Flavonid glikozitler

Pongamosid C, Pongamosid D

Steroidal glikozitler

Atroposid A, Atroposid C, Atroposid E, Atroposid L

Saponinler Hyosiyamid A, B, B1, B2, B3, C, C1, C2, D, D1, E, E1, F,
F1,JvelJl

Fenolikler Vanilik asit, Vanilin, Pinoresinol, Tyramine

Diger bilesikler Daucosterol, -sitosterol, 24-tetracosanediol difeulate,

Riboflavin

1.3. Kok Kiiltiirleri

Sekonder metabolitler bitkinin farkli kisimlarinda degisik oranlarda tretilirler.

Bitki dokusunun iiretim miktar1 sekonder metabolit iiretimi ile ¢ogunlukla dogru

orantilidir. Fakat, bazi durumlarda bu durum tam tersi olarak goriilebilir.

Tropan alkaloidleri i¢in kokler en yiiksek verim alinan kisimlardir. Koklerin




daha fazla iiretimi i¢in yan kok olusumu yapmasini saglamak gerekir. Yan kok
olusumu yapan koklere tiiylii ya da sagak kokler denir. Bitkiden sagak kok eldesi ile
kokler daha fazla dallanmis yap1 gosterir ve dogal haline gore daha fazla kok elde

edilir. Sacak kok eldesi i¢in iki farkli yontem mevcuttur;

e  Oncelikli olarak akla gelen ydntemlerden biri, son yillarda doku kiiltiirii
alaninda kokli degisikliklere imkan saglayan Agrobacterium rhizogenes ile
bitki transformasyonudur. Bir tiir toprak bakterisi olan Agrobacterium
rhizogenes ile transforme edilen bitkiler sacak (tiiylii) kokler olusturur. Bu
patojen bakteri Ri-DNA (Root inducing DNA) adi verilen plazmit pargasini
bitki genomuna aktarip, bitkide sagak kok fenotipi meydana getirir [16]. Bu
sayede kok tiretimini artiran bitki bitylime diizenleyicilere gerek kalmadan kok
kendisi siirekli dallanma yapar ve dogal haline oranla daha fazla biiyiir.

e Bir bagka yontem ise; kok iiretimini tetikleyen bitki biiyiime diizenleyiciler ile

yapilan kok diretimidir. Bu yontemde bitkiye herhangi bir genetik miidahale
yapilmadan koéklerin bulundugu besin ortamina yan kok olusumunu saglayan biiylime

diizenleyiciler eklenerek uygulanir [17].

Agrobacterium rhizogenes bakterisi ile yapilan genetik manipiilasyon biiyiime
diizenleyici olmadan daha az maliyetle iiretime imkan saglamaktadir. Fakat, bu
yontem her bitki i¢in uygun degildir. Baz1 bitkiler bakteriden gen alimini kolayca
yaparken, bazilar1 bu konuda ¢ok zor bitkilerdir. Solanaceae familyasinda Datura ve
Nicotiana tiirleri transformasyona diger tiyelere gore daha yatkindir. Bu durum, H.
niger i¢in ele alindiginda yapilmis 6rnekleri olmasina karsin kolay bir yontem degildir.
Bitki biiylime diizenleyiciler ile yapilan sagak kok kiiltiirii siire¢ agisindan daha kisa

zamanda sonug vermektedir [18].

1.4. Sekonder Metabolitler

Bitki kimyasallar1 primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilir. Primer
metabolitler (karbonhidratlar, yaglar, proteinler) dogada yaygindir ve bitkinin
fizyolojik gelisimi igin gereklidir. Birincil metabolitlerin kofulda toplanan ve ihtiyag

duyulmayan son iriinleri gibi goriinse de sekonder metabolitler bitkideki zararli
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tirtinlerin zararsizlastirilmasi yolu ile elde edilen ve bitkiye yardimer bilesikler olarak

tanimlanabilir [19].

Sekonder metabolitlerin bir organizma tarafindan sentezi ve 6nemi su sekilde

Ozetlenebilir:

e Sicaklik, kuraklik, ultraviyole mor Gtesi 1sinlari gibi ¢evresel etmenlerin
olusturdugu strese karsi koyma,

e Yaralanma durumlari, mikroorganizmalara (viriis, bakteri, mantar vb.) karsi
savunma,

e Bocek ve siiriingenler gibi herbivorlara karsi savunma,

e Tozlasma ve tohum dagilimi i¢in tasiyict hayvanlart cezbetme gibi sinyal
stireglerinde, gelisimde, savunmada ve diger organizmalar ile etkilesimlerin

kurulmasinda 6nemli rol oynarlar [20].

Sekonder metabolitler, kimyasal yapi, bilesim, ¢oziictilerdeki ¢oziiniirliikleri ve
sentezlendikleri yola bagli olarak siniflandirilabilirler. Basit bir sinifandirma ile
terpenler, fenolikler ve azot igeren bilesikler olarak ii¢c ana baslik altinda gosterilirler.
Bitkilerde gelisen ¢ogu sekonder metabolit otobur ve patojenlere karst olumsuz ve
toksik etki yapmasi nedeniyle daha yaygin oldugu hipotezini disiindiirmektedir.
Bitkiler bocekler tarafindan saldiriya ugradiginda bazi bilesikler havaya salinir. Bu
bilesikler otgullar1 oldiiren parazitleri ve avcilar1 kendine ceker. Boylece bitki
sekonder metabolitleri kullanarak dolayli yoldan savunma yapmis olur. Baz1 bitkiler
rakip bitkilerin biiyiimesini engellemek i¢in sekonder metabolitleri kullanabilirler. Bu
olaya allelopati denir. Pigmentler yardimiyla ¢igek rengi, fenolik bilesikler ile dikkat
¢ekici kokular yayan bitkiler tozlasma ve tohum yayilimi i¢in sekonder metabolitleri
kullanirlar [21].

Sekonder metabolitlerin genel 6zellikleri;

e Gerekli durumlarda sentezde ya da enerji ihtiyacinda kullanilirlar.

e Uretildikleri bolgelerden farkli doku, organ ve sistemlerde depolanirlar.

e Biyosentez siirecindeki asamalarda olusurlar.

e Stereokimyasal varyasyonlari ve molekiiler yapidaki tiirevleri ¢ok ¢esitlidir.

e C(Cins ya da tiirlerin kendilerine has iirlinii olabilir ve tiirlerin biyokimyasal

cesitlilikleriyle sinirlidir.
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e Kimyasal varyasyonlar mutasyonlar ile metabolit olusturabilir [19].

Uretilme ve depolanma olarak sekonder metabolitler yapilarma gére hiicrede
farkli konumlarda yer alirlar. Hiicre diizeyinde sentezleri, plastidlerde ve sitozolde
yapilirken; depolanmalar1 koful veya hiicre duvarindadir. izoterpenler ve fenolik
bilesikler hem hiicre duvar1 hem kofulda depolanirken; alkaloidler ve glikozitler tuz
halinde kofullarda depolanir. Doku diizeyinde baktigimizda ise sekonder metabolit
dagilimi esit degildir. Bu duruma hormonlarin da etkisi vardir. Doku diizeyinde
sekonder metabolitler bosluklar ve kanallar araciligi ile depolanirlar. Bu durum organ
diizeyinde bakildiginda yine farkli bir dagilim gosterir. Ornegin; alkaloidler yaprak,
govde, tohum, meyve ve koklerde bulunurken, tanenler bitkinin toprak alt1 kisminda
daha ¢ok bulunurlar. Bitkilerin biiyiime asamalar1 ve giiniin belli saatleri de sekonder
metabolitlerin liretiminde etkili bir faktordiir. Cigek tomurcuklarinin olusmasi ve
cigeklenme asamasi eterik yaglarin iiretiminin en fazla oldugu asamadir. Ornegin; Yag
gilic (Rosa damascena) ¢igeklerinde sabah 4-6 saatleri arasinda eterik yaglar en
yiiksek degerlerde salgilanmaktadir. Tklimlerin sekonder metabolitler iizerinde etkisi
oldugunu C.Darwin 1868 yilinda sdylemistir. Ornegin; zehirli oldugu bilinen
Kurtbogan (Acotinum sp.) bitkisi soguk bdlgelerde zehirsizdir [19].

Sekonder metabolitlerin olugsmasinda ve yapilarinda cesitli ¢evresel etkenler,
cografi konum, yiikseklik, toprak, iklim ve biyolojik etmenlerin katkis1 biiyiiktiir.
Soguk bolgelerde bulunan bitkilerde genellikle tanenler ve flavonoidler, sicak
bolgelerde bulunan bitkilerde ise alkaloidler ve eterik yaglar daha ¢ok bulunur. Nemli
ve sicak bir ortam karotenoidlerin, diisiik nem flavonoidlerin, diisiik sicaklik ise
glikozitlerin olusmasina neden olur. Azot miktari yiiksek topraklarda yetisen bitkilerde
tanen miktar1 diiserken, alkaloid tiretimi artar. Diger yandan asitli topraklarda alkaloid
tiretim miktarlar1 diiser. Glikozitler, tanenler ve flavonoidler kiregli topraklarda yetisen
bitkilerde normalden daha yiiksek miktarda bulunur. Sekonder metabolitlerin sentezi
asamasinda bitkiler metabolite bagli olarak farkli elementleri absorbe ederler.
Glikozitler i¢in krom, mangan ve molibden; saponinler i¢in vanadium ve molibden;
alkaloidler i¢in kobalt ve bakir elementlerine ihtiya¢ duyarlar. Yiikseklik ve siklonlarin
hareketi sekonder metabolit salgilanmasina etki eden faktdrler arasindadir. Ornegin;
Kanarya otu (Senecio platyphylloides) 1600-2000 m araliginda en yiiksek alkaloid

degerine; Kore ginsengi (Panax ginseng) ise dogu ve bati kusaginda en yiiksek
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biyolojik aktif bilesenlerini tiretir [19].

Bitki metabolizmasinda fotosentezden baslayarak ilerleyen sekonder metabolit

sentez yollart Sekil 1.4°de gosterilmistir [19].
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H PRIMER METABOLIZMA ‘

I Y T Y II 1 \ 1 y
Yaglar Karbonhidratlar Proteinler Klorafil
SEKONDER METABOLIZMA

i1 ™ -
- Terpenoidler ; Siyanojenik
H FENOLIKLER ‘ N u Alkaloidler } [[ glikazidler

il il
| U Ketonlar Kumarinler
..
\ I - T 1 N
Lignin u FEEAT Antosiyaninler
Flawononlar

| Dihidroflavanlar

I Flawonoidler

bl

Ketonlar

[

Izoflavonlar Flavenlar

Pterokarpanlar

L1

Komestanlar

u Yogunlasmis tanenler ‘

Sekil 1.4: Sekonder metabolitlerin genel sentez yollart.

1.4.1. Alkaloidler

Alkaloidler sekonder metabolitlerin en genis grubu olarak belirtilen azot igeren
bilesiklerdir. Ilk olarak alkaloid terimini 1819 yilinda Meissner kullanmustir ve ilk
alkaloid izolasyonu 1830 yilinda yapilmistir. Yaklasik olarak 12.000 tanimlanmis
alkaloit vardir. Giicli farmakolojik o6zelliklere sahip olan bu bilesikler amino
asitlerden tiirevlenir ve karbon, hidrojen, azot ve c¢ogunlukla oksijen igerirler.
Renksizdirler ve kokulart yoktur. Tatlart acidir ve kristalize haldedirler. OKksijen
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icermeyen alkaloidler ugucu sivilar olup, oda sicakliginda sivi haldedir. Kendilerine
has en belirgin 6zelliklerinden biri ¢ok diisiik derisimlerde bile ac1 tat vermeleridir.

Alkaloidlerin geneli bitkisel olsa da hayvansal kaynakli alkaloidler de mevcuttur.
Alkaloidler su dort 6nemli 6zelligi tasimalidir:

o Bitkisel kaynakli olmali
e Heterosiklik sistemde yerlesik azot atomu olmali
e Bilesenin molekiiler yapisi1 kompleks olmali

e Onemli tibbi etkilere sahip olmali

Alkaloidler i¢in tanimlayici bir isim koyma teknigi sonuna “’in’ eki getirmektir.
Genellikle bulundugu bitkinin cins veya tiir adindan esinlenerek isim konulurken,
etken maddenin gosterdigi farmakolojik etkilerden veya arastirmacinin isminden
esinlenerek belirlenir. Ornegin; Atropa (Giizelavrat Otu)-atropin, Cinchona-kinin,
Hyoscyamus niger (Banotu)-hyosiyamin, Berberis wvulgaris-berberin, Papaver-
papaverin gibi isimden yola ¢ikarak adlandirilan alkaloidler vardir. Asimetrik karbon
atomuna sahip olduklar1 i¢in optikce aktif 6zellige sahiptirler. Yapilarindaki azot
atomu ya lateral zincirde ya da heterosiklik halkada yer alir. Zayif bazik 6zellik
gosteren alkaloidler baz halinde suda ¢oziinmez. Apolar organik g¢oziiciilerde iyi
¢oziiniirler. Alkaloidlerin hem apolar ¢oziicii hem de suda ¢oziinebilenleri vardir.
Kafein ve ergometrin gibi alkaloidler su igerisinde de ¢6ziinen alkaloidlere birer
ornektir [19].

Baslica tropan alkaloidleri molekiiler yapilariyla Sekil 1.4.1.a’da gosterilmistir
[22].
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Sekil 1.4.1.a: Tropan alkaloidlerinden bazilarinin molekiiler yapisi.

Tropan alkaloidlerinin biyosentez yolu Sekil 1.4.1.b’de gosterilmistir [23].
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Sekil 1.4.1.b: Tropan alkaloidlerinin biyosentez yolaklari.

Alkaloidlerin bitki dokularinda dagilimi farkli oranlardadir. Kok, gévde, rizom,
yaprak, ¢icek, meyve ve tohumlarda bulunma oranlar1 farklidir. Ornegin; Tiitiin
(Nicotiana tabacum), Melek borusu (Datura stramonium) ve Banotu (Hyoscyamus
niger) tiirlerinde yapraklarda, Hashas (Papaver somniferum) ve Echinops sp.
tiirlerinde meyve ve tohumlarda; Kinakina (Cichona officinalis) bitkisinin govdesinde;
Giizelavrat otu (Atropa belladonna) ve Veratrum album tiirlerinde rizom ve koklerde

diger dokulara oranla daha fazla bulunur [19].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan H. niger tohumlar1 Dog¢. Dr. Tijen
TALAS OGRAS tarafindan Kahramanmaras’im Afsin ilgesi bolgesinden temin
edilmisti. TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii, Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari’nda sterilizasyon
islemlerinden gegirilip, in vitro kosullarda ¢imlendirildi. Calismada kullanilan kokler

ortalama 1 aylik bitkilerden elde edildi.

2.1.2. Kullanilan Malzemeler

Tohum sterilizasyonu asamasinda otoklavlanarak steril edilmis distile su ve
diger kimyasallar kullanmilmigtir. Kullanilan Kkimyasallar Tablo 2.1.2.a’da

gosterilmistir.

Tablo 2.1.2.a: Tohum sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog No

Etil alkol ISOLAB 920.026.2500
Hidrojen peroksit MERCK 1072091000
Sodyum hipoklorit Domestos 0001593-(Ticari)
Tween 20 MERCK 822184

Kok kiiltlirii ve ¢imlendirme asamasinda kullanilan besin ortami, biiyiime
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diizenleyiciler, organik bilesenler, katilastirici ajanlar ve karbon kaynagi olarak

kullanilan bilesenler Tablo 2.1.2.b’de gosterilmistir.

Tablo 2.1.2.b: Doku kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Adi Firma Ad1 Katalog No
Sukroz Duchefa S0809.5000
Glisin SIGMA G5417
Nikotinik asit SIGMA N4126
Tiamin HCI SIGMA T1270
Piridoksin HCI SIGMA P6280
Myo-inositol SIGMA 15125

Agar Duchefa P1001.5000
IBA (Indol Butirik Asit) | SIGMA 57310

MS besin ortami Caisson MSPO1

H. niger bitkisinden tropan alkaloidlerinin ekstraksiyonu ve analizlerinde
kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler Tablo 2.1.2.c’de detayli olarak

gosterilmistir.
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Tablo 2.1.2.c: Tropan alkaloidleri ekstraksiyonunda kullanilan malzemeler.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog No
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
Siilfiirik asit ISOLAB 970.023.2500
Sodyum siilfat ISOLAB 969.146.1000
pH kagidi ISOLAB 101.02.001.100
TLC silikajel plaka 60 MERCK 1.05554.0001
Fas4

Atropin SIGMA A0132-5

Ince tabaka kromatografisinden sonra tropan alkaloidlerin tespiti igin kullanilan

Dragendorf ¢ozeltisini hazirlamak i¢in A ve B stok ¢ozeltileri hazirlands;

e A c¢ozeltisi: 0,8 g bizmut nitrat 10 ml glasiyal asetik asit igerisinde ¢oziiliip
distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

e B ¢ozeltisi: 20 g potasyum iyodiir 50 ml distile su ile ¢ozildii.

e A ve B ¢ozeltilerinden 1:1 oraninda alinarak toplamda 10 ml Dragendorf
¢oOzeltisi elde edildi.

e Elde edilen Dragendorf cozeltisi alkaloid tespitinde kullanilmak amaciyla
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karanlik ortamda saklandi [24].

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Caligsmalar boyunca besin ortami hazirliginda, ¢imlendirmede, kok kiiltiiriinde,

ve esktraksiyon islemlerinde kullanilan tiim cihazlar, model ve markalar1 ile Tablo

2.1.3’de gosterildi.

Tablo 2.1.3:Tez galismas1 kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adr Cihazin Modeli Firma
Hassas terazi CPA 1003S Sartorius
Hassas terazi GR-202 AND
Otoklav DX-150 Systec
Calkalamal1 inkiibator AG CH-4103 INFORS HT
Etiiv EN 500 Niive

Iklim odas1 PG34-3 DigiTech

pH metre PH211 HANNA
Manyetik karistirict F20520162 VELP SCIENTIFICA
Sterilizator SL-250 ALC

UV lambasi D-63450 Kendro
Mikrobiyolojik korumali | Heraeus HERA Safe
kabin

Buzdolab1 (4°C) 4264 N Arcelik
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Tablo 2.1.3. Devam.

Derin dondurucu (-20°C) | CV 135 PHILCO
Buz makinesi F 125 Compact INOKSAN
Mikrodalga firin MD 582 Argelik
Otomatik pipet 34566975 Eppendorf Research
Otomatik pipet 4222829 Eppendorf Research
Ultrasonik su banyosu 8891 Cole-Parmer
Rotary evaporator [-300 Pro BUCHI Interface
UV lamba cihazi CAMAG 254-250
HPLC cihazi LC-20A Shimadzu

2.2. YONTEM

2.2.1. H. niger Tohum Sterilizasyonu

H.niger  tohumlarinin  ¢imlenme  oranlann  distiktir.  Cimlenmenin
gerceklesmedigi  durumlarda dormansinin kirilarak ve g¢imlenme yiizdesinin
artirilabilmesi icin 48 saatlik 250 mg/L giberellik asit (GAs) uygulamasi, %1’lik
stilfiirik asit (H2SOa) igerisinde 5 dakika bekletme, 0,01 M potasyumnitrat (KNO3z)
uygulamasi, +4°C’de 2 ay bekletme, musluk suyunda bekletme ve sicak suda 30
dakika bekletme gibi uygulamalar yapildi [25] [26] [27].

Sterilizasyon ig¢in Oncelikli olarak c¢esitli yontemler uygulanmistir. Bu
yontemlerde farkli oranlarda kimyasallar ve uygulama siireleri denenmistir. Yapilan

calismalarda kullanilan kimyasallar, oranlar ve siireler Tablo 2.2.1°de gosterildi.
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Tablo 2.2.1: Sterilizasyon asamasinda uygulanan yontemler.

Yontemler Konsantrasyon-Kimyasal-Uygulama Siiresi
1.Yontem e %70 EtOH (2dk)
e %10 Domestos+Tween 20 (20 dk)
2.Yontem e %70 EtOH (2dk)
e %10 Domestos+Tween 20 (30 dk)
3.Yontem e %70 EtOH (2dk)
e %15 Domestos+Tween 20 (20 dk)
4.Y ontem e %70 EtOH (2dk)
e %20 Domestos+Tween 20 (15 dk)
5.Y6ntem e %70 EtOH (2dk)
e %25 Domestos+Tween 20 (10 dk)
6.YOntem e %70 EtOH (2dk)
e %50 Domestos+Tween 20 (20 dk)
7.Yontem e %70 EtOH (2dk)
e %20 Domestos+Tween 20 (20 dk)
8.Yontem e %70 EtOH (2dk)
e %15 H202 (2 dk)
e %20 Domestos+Tween 20 (10 dk)
9.Yontem e Zimpara (5 dk)
e %70 EtOH (2dk)
e %15 H>0O> (2 dk)
e 920 Domestos+Tween 20 (10 dk)

Uygulanan yontemler

icerisinden kontaminasyon orani en diisilk olan ve
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¢cimlenme siiresi en kisa olan 9. yontem ile ¢alismaya devam edildi.

Banotu tohum sterilizasyonu;

Tohumlar genis bir kap igerisinde zimpara kagidi (Atlas Brand, P180C)
ile 5 dakika zimparalandi.

%70’lik etil alkol ile 2 dakika ¢alkalanarak muamele edildi.

Steril distile su ile 2 dk durulandi.

%15’lik hidrojen peroksit ile 2 dakika galkalandi.

Yeniden steril distile su ile yikanan tohumlar Tween 20 eklenmis
%20’lik ticari camasir suyu Domestos (%4,6 Sodyumhipoklorit) ile 10
dakika muamele edildi [28].

Son agamada 3 defa steril distile su ile yikandi.

Sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar kurutulmak amaciyla steril
filtre kagid1 tizerine alindi.

Laminar akimli steril kabin ortaminda ortalama 30 dakika kurutuldu
[29].

2.2.2. H. niger Tohumlarmin Cimlendirilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan tiim bitki tohumlari MSO ortaminda

¢imlendirildi. Kullanilan MSO0 besin ortami hazirligi asagida anlatilmistir.

MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami (Tablo 2.2.2) hazirligs;

Vitaminleri ve mikro-makro elementlerini igeren karisim (4,4 g/L) ve
stikroz (30 g/L) distile su igerisinde ¢oziildii.

Cozelti pH metre yardimiyla pH 5,7-5,8 araligina ayarlandi.

%0,6 (w/v) agar ilave edildi.

Otoklav cihazinda 121°C sicaklikta 20 dk boyunca steril edildi.

Steril MS besin ortami, steril petri tabaklar1 ve magenta kaplarmna

dokiiliip kabin ortaminda katilagtirildu.

Tohumlarin ¢imlendirildigi ve kok kiiltiiriiniin kuruldugu MS besin ortaminin
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kimyasal igerigi ve miktarlar1 detayli olarak Tablo 2.2.2°de verilmistir

Tablo 2.2.2: Cimlendirmede kullanilan MS (Murashige and Skoog, 1962) besin
ortami1 igerigi.

Makro Elementler mg/L
CaCl; 332,02
KH2PO4 170.00
KNO3 1900.00
MgSO4 180.54
NHsNOs 1650,00
Mikro Elementler mg/L
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnSO4.H20 16,90
Na:Mo004.2H.0 0,25
ZnS04.7TH20 8,60
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Tablo 2.2.2.Devam.

Organik Bilesenler mg/L
Glisin 2,00
Myo-inositol 100,00
Nikotinik asit 0,50
Pridoksin-HCI 0,50
Tiamin-HCI 0,10
Stikroz 30.000
Plant Agar 6.000

Steril edilmis tohumlar mikrobiyolojik korumali kabin ortaminda alevden
gegirilerek steril edilmis pens yardimiyla MSO besin ortami i¢ceren magenta kaplarina
ve petrilere aktarildi. Fotoperiyot (16 saat karanlik / 8 saat aydinlik, 2000-3000 lux)
giinig1g1 floresan lamba 15181nda, 25°C sicaklikta bitki biiyiitme kabininde inkiibasyona
birakildi. 15 giin sonunda ¢imlenen ve ¢imlenmeyen tohumlarin toplam sayis1 alinarak

¢imlenme yiizdesi;
Denklem 1: ( Cimlenen Tohum Sayis1 / Toplam Tohum Sayis1 ) x 100
formiilii ile hesaplandi.

Cimlenme Oncesi ve sonrasi Sekil 2.2.2.a’da gosterildi. Cimlenme sonrasinda gelisen

bitkilerin besin ortami igeren tiiplere alinip kiiltiirlenmesi Sekil 2.2.2.b’de gosterildi.
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Sekil 2.2.2.a: H. niger tohumlarinin ¢gimlenme 6ncesi (solda) ve ¢imlendikten sonra 1
aylik (sagda) goriintiileri.

Sekil 2.2.2.b: Cimlenme sonrasi cam tiiplere aktarilan H. niger bitkileri.
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2.2.3. Kok Kiiltiirlerinin Kurulmasi

H. niger kok kiiltiirii; pH, bilyiime diizenleyici (indol biitirik asit) ve siv1 besin
ortami1 ( %2 MS ve MS ) etmenlerinin farkli kullanimlarina baglh olarak yapildi. Her
besin ortami ve kontrol gruplar igin 2 tekerriir kullanildi. Degisen etmenler olarak
pH:5,8 ve pH:6,5; 0,1 mg/L IBA ve MS0; %2 MS ve tam MS kullanildi.

Calismada 250 ml hacimli otoklavlanarak steril edilmis erlenler kullanildi. Her
erlen i¢in 30 ml steril s1v1 besin ortami1 eklendi. Calisma gruplar1 1-8 arasi numaralar
verilerek kodlandi. Calisma kapsaminda kullanilan besin ortamlari, kodlamalar,

biiylime diizenleyiciler ve pH durumlar Tablo 2.2.3’de detayli olarak gosterildi.

Tablo 2.2.3: Calisma gruplarinda kullanilan besin ortami, pH ve biiyiime

diizenleyiciler.
Grup Ad1 Besin ortanm Biiyiime pH
Diizenleyiciler
1 72 MS Kontrol 58
2 2 MS Kontrol 6,5
3 2 MS 0,1 mg/L IBA 58
4 72 MS 0,1 mg/L IBA 6,5
5 MS Kontrol 58
6 MS Kontrol 6,5
7 MS 0,1 mg/L IBA 58
8 MS 0,1 mg/L IBA 6,5
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Cimlenen tohumlardan elde edilen bitkiler ortalama 1 aylik asamaya
geldiklerinde kokleri steril kabin icinde agarli besin ortami pargalarindan temizlenerek

pens yardimuiyla steril distile su bulunan beher i¢ine alindi.

e Besin ortami pargalarindan tamamen arindirilip steril petri tabagi i¢inde
2 cm uzunluklarda kesildi.

e Her deney grubu i¢in hassas terazide 2 cm uzunlukta ve 0,25 gram
agirliklarda hazirlanan Banotu kokleri besin ortami1 ve biiyiime

diizenleyici igeren steril ortamlara aktarildi. Steril kalmasi amaciyla

parafilm ile kapatildi.

Sekil 2.2.3: Kurulan kok kiiltiiri erlenlerinden 6rnek iki tanesi.

e Hazirlanan galisma grubu erlenleri ¢calkalamali inkiibatorde kiiltiirlendi.

e Inkiibatdr icerisi 25°C karanlik ve donme hiz1 100 rpm olarak ayarlandi.

21 giinliik inkiibasyon sonrasinda kokler fotograflanip, filtre kagidinda
stiziilerek besin ortamindan ¢ikarildi. Son (yas) agirliklar1 hassas terazide tartildi.
Etiivde 40°C sicaklikta 48 saat kurutuldu. Kuru agirliklar da tartilan kdkler gruplarina

gore paketlendi.
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Elde edilen veriler (ilk agirlik ve son agirlik) kullanilarak koklerin biiylime

yiizdesi hesaplandi. Yiizde oran1 agagidaki formiile gére hesaplands;
Denklem 2: [ (( Son agirlik — Ik Agirhik ) / ilk Agirlik ) x 100 ]

Calisma 3 defa ayni sartlarda tekrarlandi. Calismanin tiim tekrarlarinin ortalamasi

alinarak Tablo 3.2 ve Sekil 3.2°de gosterildi.

2.2.4. Sekonder Metabolit Ekstraksiyonlari

Bu tez c¢aligmasinda literatiirde yer alan g¢alismalardan Ornek alinarak farkli
¢oziicii oranlar1 ve farkli bekleme zamanlar denendi. Calisma protokollerinin ilk
asamasinda kullanilan ¢oziicii ve bekleme siiresi haricindeki tiim asamalar1 ayni
sekilde uygulandi. Kloroform:metanol:amonyumhidroksit (15:5:1) karisimi, metanol:
amonyumbhidroksit:kloroform (15:5:1) karisimi ve sadece metanol kullanilarak 1 saat,

24 saat ve 12 giinliik ekstraksiyon denemeleri yapildi [30][16].

Elde edilen degerlere gore en yiiksek ekstre agirligi kloroform:metanol:
amonyumbhidroksit (15:5:1) karisimiyla yapilan ¢aligmada goriildii. Ince Tabaka
Kromatografisi yapildiginda ise metanol : amonyumhidroksit : kloroform (15:5:1) ile
uygulanan ekstraksiyon oOrnekleri diger c¢alismalardan daha iyi sonug¢ verdi.
Calismanin ekstraksiyon asamasi kloroform:metanol:amonyumhidroksit (15:5:1) ve

metanol: amonyumbhidroksit:kloroform (15:5:1) iceren iki karigim ile yapildi.

2.2.5. H. niger Koklerinden Alkaloid Ekstraksiyonu

H. niger koklerinden alkaloid ektraksiyonu yapmak i¢in kloroform (CHClIs),
metanol (MeOH) ve amonyumhidroksit (NHsOH2) karisimi hazirlandi. Kok
ektraksiyonu i¢in iki farkli ekstraksiyon karisimi kullanildi: CHCl3:MeOH:NH4OH>
(15:5:1) ve MeOH:NH4OH2:CHCIz (15:5:1). Calisma kapsaminda elde edilen
kurutulmus kokler havan iginde sivi azot eklenerek toz haline getirildi. Alinan 200 mg

toz haldeki kokler hassas terazide tartilarak ayri ayr1 beherlere alindi. Her 6rnek igin
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uygulanan 1. protokol su sekildedir:

200 mg kok materyali tizerine 20 ml CHCIs : MeOH : NHsOH; (15:5:1)
karisim1 eklendi.

Elde edilen bu karisim 10 dakika sonikasyon yapildi.

1 saat karanlik ortamda bekletilen karigim tekrar 10 dakika sonikasyon yapildi.
Pamuk ile kapatilmis hunide siiziilerek 100 mI’lik cam balona alindi.
Sicakligi 42°C ve donme hiz1 30 rpm olarak ayarlanan rotary evaporator
cihazina ekstre karigimi bulunan balon takildi. Basinci kademeli olarak
distiriilmesiyle ¢oziiciiler uzaklastirildi.

Cam balon igerisine 10 ml kloroform ve 4 ml 1 N siilfiirik asit eklendi.
Ayirma hunisine alinip alt faz (koyu renkli) cam balona alindi.

Cam balona alinan karisim %25°lik NH4OH: ile pH: 10’a ayarlandi.

Not: Bu asamada ekzotermik asit-baz reaksiyonundan 6tiirii yiiksek 1s1 agiga ¢ikar ve

patlama yapabilir. Calismanin bu kisminda %25°lik NH4OH> pastor pipeti ile yavasca

damlatilmali ve bu islem buz i¢cinde ¢eker ocakta yapilmalidir.

Karisim ayirma hunisine alimip 1 defa 4 ml ve 2 defa 2 ml CHCls ile
ekstraksiyon yapildi.

Alt faz (kloroformlu) yeni bir behere alinip 1 ml kloroform eklendi.

1-2 gram Na>SOj4 eklendi ve spatiil ile iyice karistirildi.

Stizgec kagidi ile siiziiliip evaporasyon yapildi.

Elde edilen ekstre 1 ml kloroform ile ¢6ziiliip darali viyale alindi.

Rotary evaporatorde ¢oziiciiler uguruldu ve hassas terazide agirlig alindi.

Toplam agirliktan viyal darasi ¢ikarilarak ekstre agirligi hesaplandi.

Her 6rnek icin uygulanan 2. Protokol ise su sekildedir:

200 mg kok materyali tizerine 20 ml MeOH:NHsOH2:CHClIs (15:5:1) karisimi
eklendi.

Elde edilen bu karisim 10 dakika sonikasyon yapildi.

1 saat karanlik ortamda bekletilen karisim tekrar 10 dakika sonikasyon yapildi.

Pamuk ile kapatilmis hunide siiziilerek 100’lik cam balona alindi.
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e Sicaklign 42°C ve donme hizi 30 rpm olarak ayarlanan rotary evaporator
cihazina ekstre karisimi bulunan balon takildi. Basinci kademeli olarak
diisiiriilmesiyle ¢oziiciiler uzaklastirildi.

e (Cam balon igerisine 10 ml kloroform ve 4 ml 1 N siilfiirik asit eklendi.

e Ayirma hunisine alinip alt faz (koyu renkli) cam balona alindu.

e Cam balona alinan karisim %25°lik NH4OHz ile pH: 10’a ayarlandi.

Not: Bu asamada ekzotermik asit-baz reaksiyonundan otiirii yiiksek 1s1 agi8a ¢ikar ve
patlama yapabilir. Calismanin bu kisminda %25°1ik NH4OH: pastor pipeti ile yavasca

damlatilmal1 ve bu islem buz i¢inde ¢eker ocakta yapilmalidir.

e Karisim ayirma hunisine alinip 1 defa 4 ml ve 2 defa 2 ml CHCls ile
ekstraksiyon yapildi.

e Alt faz (kloroformlu) yeni bir behere alinip 1 ml kloroform eklendi.

e 1-2 gram NaxSOj4 eklendi ve iizerindeki yagh kisimlar ile kirliliklerin ¢okmesi
icin spatiil ile iyice karigtirildi.

e Siizgec kagidi ile siiziillip evaporasyon yapildi.

e Elde edilen ekstre 1 ml kloroform ile ¢oziiliip darali viyale alindu.

e Rotary evaporatorde ¢oziiciiler uguruldu ve hassas terazide agirligi alindi.

e Toplam agirliktan viyal darasi ¢ikarilarak ekstre agirligi hesaplandi.

1. ve 2. protokoliin uygulama sekli Sekil 2.2.5’de gosterildi.
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Sekil 2.2.5 : Ekstraksiyon ¢alismasinin uygulama asamalari.

Iki galisma arasindaki tek fark ¢oziicii oranlarmin farkli olmasidir. Uygulanan

yontemler tamamen aynidir.

Elde edilen ekstreler ince tabaka kromatografisi ve HPLC analizlerinde

kullanilmak tizere 4°C buzdolabinda, karanlikta saklanda.

2.2.6. Tropan Alkaloidlerinin Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile
Tespit Edilmesi

Ince tabaka kromatografisi igin dncelikli olarak yiiriitme tanki icerisine 5:4:1
oraninda kloroform : aseton : amonyum-MeOH (3:17) karisimimi ekleyip 30 dakika

tankin ¢oziicii ile doymasi saglandi.

o Silika jel plaka (60 F2s4, MERCK) alt kismindan 1 cm yiikselikte kursun kalem
ile yatay ¢izgi ¢ekilip, 1 cm arayla alkaloid standartlar: (tropin, atropin, tropik

asit) ve drneklerin kisaltmalar1 yazildi.
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e Kiloroform ekstreleri 0,5 ml kloroform ile ¢oziildii.

e Her 6rnek i¢in silika jel plakada belirlenen noktalara kapiler tiip yardimiyla 3
damla eklendi.

o Silika jel plaka yiiriitme tankina diizgiin bir sekilde yerlestirildi.

e Ortalama 60-90 dk i¢inde mobil fazin (¢oziicii) yeterince ilerlemesi saglandi.

e Tankin i¢inden alinan silikajel plaka 20 dk ¢eker ocak altinda kurutuldu.

e UV gorintileme cihazinda 254 nm ve 366 nm dalga boyunda goriintiileri
alind.

e (eker ocakta bir kap iginde silika jel plaka tizerine Dragendorf ¢ozeltisi

puskiirtiilerek tropan alkaloidlerinin tespiti yapildi.

2.2.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Atropin

Analizi

H. niger koklerinden elde edilen kloroform ekstrelerinin tiim fraksiyonlari
atropin standardi kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile ayrildi. Dragendorf
¢ozeltisi ile turuncu renk verecek sekilde kontrol edilen ekstreler atropin standardi

referans alinarak HPLC cihazi ile analiz edildi.

Numune Hazirlama:

Hassas terazide tartilan 3,0 mg atropin ekstrakti ve 25 ml’lik balon jojeye
aktarildi. Metanol ile ¢oziiliip, tampon c¢ozletisi ile hacmi tamamlandi. Elle
calkalanarak ¢oziildi. 0,45 um PTFE filtre ile siiziildi. Viale alind1 ve enjeksiyon
yapildi.

Darali viyallerde saklanan kloroform ekstreleri metanol ile ¢oziildi. 0,45 um

PTFE filtre ile siiziildii. Yeniden viyale alind1 ve enjeksiyon yapildi.
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Tablo 2.2.7: HPLC analizinde kullanilan cihaz ve kimyasal bilgileri.

Cihaz HPLC Shimadzu

Dedektor UV-VIS, DAD

Kolon Zorbax Extend C18, 100x4,6 mm, 3,6 um
Dalga Boyu 210 nm

Akis Hizi 1,0 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Analiz Siiresi 5dk

Kolon Sicakligi 40 °C

Alikonma Zamani ~2.,0 dk

Mobil Faz

%82 A, %18 B

Mobil faz olarak kullanilan c¢ozelti %82 A ve %18 B ¢oziiciisiinden

olugmaktadir. A ¢oziiciisiiniin hazirlanis1 ve B ¢oziiciisiiniin igerigi ise su sekildedir;

A: 7 g potasyum dihidrojen fosfat 606 ml su eklenerek ¢oziildii. Igine 3,5 g sodyum

dodesil siilfat eklendi ve seyreltik fosforik asit ¢ozeltisi ile pH 3,50’ ye ayarlandi. 320

ml asetonitril eklendi, siiziildii ve degaze edildi.

B: Asetonitril
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3. BULGULAR

3.1. H. niger Tohum Sterilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Sterilizasyon asamasinda tohumlara uygulanan yontemler sirasiyla ele alinip

sonuglar1 Tablo 3.1°de yazildi. Cimlenmeye baslama giinleri belirtilen Tablo 3.1°de

yontemlerin ¢imlenme hizina olan etkisi gosterilmis oldu.

Tablo 3.1: Tohum sterilizasyonu agamasinda ¢alisma kapsaminda uygulanan
yontemler ve sonuglari.

%70 EtOH (2dk)

%20 Domestos+Tween 20 (15 dk)

Yontemler Sonug¢

1.Yontem e Kontaminasyon orant: %100
%70 EtOH (2dk)

%10 Domestos+Tween 20 (20 dk)

2.Yontem e Kontaminasyon orant: %100
%70 EtOH (2dk)

%10 Domestos+Tween 20 (30 dk)

3.Yontem e Kontaminasyon orant: %100
%70 EtOH (2dk)

%15 Domestos+Tween 20 (20 dk)

4.Yontem e Kontaminasyon orant: %100
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Tablo 3.1.Devam.

5.Yontem
%70 EtOH (2dk)

%25 Domestos+Tween 20 (10 dk)

Kontaminasyon orani: %100

6.YOntem
%70 EtOH (2dk)

%50 Domestos+Tween 20 (20 dk)

e (Cimlenme orant: % 0

Kontaminasyon orant: % 0

7.Y Ontem
%70 EtOH (2dk)

%20 Domestos+Tween 20 (20 dk)

e (Cimlenme siiresi: 22 giin

e Kontaminasyon orani: %40

Cimlenme Yiizdesi: %76

8.Yontem
%70 EtOH (2dk)
%15 H202 (2 dk)

%20 Domestos+Tween 20 (10 dk)

e (Cimlenme siiresi: 9 giin

e Kontaminasyon orani: % 0

Cimlenme Yiizdesi %82

9.Yontem
Zimpara (5 dk)
%70 EtOH (2dk)
%15 H202 (2 dk)

%20 Domestos+Tween 20 (10 dk)

e Cimlenme Siiresi: 2 giin

e Kontaminasyon orani: % 0

Cimlenme yiizdesi : %92

8. ve 9. yonteme gore yapilan sterilizasyon denemesinde kontaminasyon
goriilmedi. 9. yontemde tohumlar ilk 48 saat i¢inde ¢imlenmeye basladi. 1 hafta
sonunda 3 adet magenta kabina ekim yapilan 570 adet tohumdan 527’sinin ¢imlendigi
goriildii. Yiizde hesaplama formiiliine gore tohumlarin %92 oraninda ¢imlendigi

hesapland:.
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3.2. H. niger Kok Kiiltiirii

Kok kiiltiirlerinin 3 hafta bliylimesinden sonra yas/son agirliklari alindi. Kiitle

artig1 Tablo 3.2.a’da gosterildi.

Tablo 3.2.a: 21 giinliik ¢alisma sonrasi koklerin yas agirliklari.

Grup Kodu Ik Agirhk (g) | Yag/Son Agirhik (g)
1-(1/2 MS, pH:5,8, Kontrol) 0,25 1,183
2-(1/2 MS, pH:6,5, Kontrol) 0,25 1,046
3-(1/2 MS, pH:5,8, 0,1 mg/L IBA) 0,25 1,923
4-(1/2 MS, pH:6,5, 0,1 mg/LIBA) 0,25 1,666
5-(MS, pH:5,8, Kontrol) 0,25 1,076
6-(MS, pH:6,5, Kontrol) 0,25 1,106
7-(MS, pH:5,8, 0,1 mg/L I1BA) 0,25 1,860
8-(MS, pH:6,5, 0,1 mg/L IBA) 0,25 1,673

Biiylime yiizdesi formiiliine gore kiitle artis yilizdesi hesaplandi. Kok
kiiltirlerinin kiitle artig yiizdeleri grafik olarak Sekil 3.2.a> da gosterildi. Kok

kiiltiirlerinin baglangi¢ ve son durumlari fotograflanarak Sekil 3.2.b* de gosterildi.
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Koklerde Kitle Artisi Yuzdeleri

800

700

600
500
40
30
20
10

0

1 2 3 4 5 6 7 8

ORNEKLER

YUZDE
& & o

o

Sekil 3.2.a: H. niger kok kiiltiirlerinin kiitle artis1 yiizdeleri

Sekil: 3.2.b: Kok kiiltiirlerinin 1. giinii (A), 21. Giinii (B ve C) ve kurutma oncesi
fotograflar1 (D).
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Her grup icin kuru agirlik ortalamalari ve dokularin su yiizdesi hesaplanarak
Tablo 3.2.b’de verildi.

Tablo 3.2.b: Koklerin kuru agirlik ortalamalari ve su orani.

Grup Kodu Kuru Agirhik (g) Su Orani(%)
1-(1/2 MS, pH:5,8, Kontrol) 0,096 75,5
2-(1/2 MS, pH:6,5, Kontrol) 0,106 69,4
3-(1/2 MS, pH:5,8, 0,1 mg/L IBA) 0,140 78,2
4-(1/2 MS, pH:6,5, 0,1 mg/L IBA) 0,143 78,2
5-(MS, pH:5,8, Kontrol) 0,126 79,5
6-(MS, pH:6,5, Kontrol) 0,116 68,4
7-(MS, pH:5,8, 0,1 mg/L IBA) 0,190 69,4
8-(MS, pH:6,5, 0,1 mg/L IBA) 0,183 67,1

3.3. H. niger Koklerinden Alkaloid Ekstraksiyonu

Kamada ve arkadaglari tarafindan gelistirilen ekstraksiyon protokolii 1. protokol
olarak uygulandi [16]. Uygulanan bu protokole gore, Y2 MS besin ortaminda biiyiiyen
koklerden MS besin ortaminda biiyiiyen koklere oranla daha fazla kloroform ekstresi
elde edildi. 1. protokol (1.1, 1.2 vb. seklinde kodlanmustir) ile elde edilen ekstre
agirliklart Tablo 3.3°de gosterildi.

Bahmanzadegan ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ekstraksiyon yontemi ise
2. protokol (2.1, 2.2 seklinde kodlanmustir) olarak uygulandi [30]. Bu ¢alisma

sonucunda ise biiyiime diizenleyicisi icermeyen %2 MS ve MS ortamlarinda biiyiiyen
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koklerden elde edilen Kkloroform ekstre miktarlari, biiylime diizenleyicisi igeren
ortamlarin kloroform ekstresi miktarlarindan daha yiiksek sonug verdi. 2.protokol ile
elde edilen ekstre agirliklar1 da Tablo 3.3’de gosterildi. 1. ve 2. protokol ile elde edilen
ekstre agirliklar1 Sekil 3.3’de grafik olarak gosterildi.

Tablo 3.3: Alkaloid ekstraksiyonu yapilan H. niger koklerinden elde edilen
kloroform ekstresi miktarlar:.

1.Protokol/Ornek/icerik | Agirhk | 2.Protokol/Ornek/Icerik Agirhk
(mg) (mg)
1.1-(1/2 MS, pH:5,8, Kontrol) 2,8 2.1-(1/2 MS, pH:5,8, Kontrol) 3,0
1.2-(1/2 MS, pH:6,5, Kontrol) 2,5 2.2-(1/2 MS, pH:6,5, Kontrol) 2,0
1.3-(1/2 MS, pH:5,8, 0,1 mg/L 1BA) | 2,9 2.3-(1/2 MS, pH:5,8,0,1 mg/L 1BA) | 1,6
1.4-(1/2 MS, pH:6,5, 0,1 mg/L 1BA) | 3,0 2.4-(1/2 MS, pH:6,5,0,1 mg/L IBA) | 1,4
1.5-(Ms, pH:5,8, Kontrol) 1,8 2.5-(MS, pH:5,8, Kontrol) 2,3
1.6-(Ms, pH:6,5, Kontrol) 1,9 2.6-(MS, pH:6,5, Kontrol) 2,7
1.7-(MS, pH:5,8, 0,1 mg/L IBA) 1,9 2.7-(MS, pH:5,8, 0,1 mg/L IBA) 1,0
1.8-(MS, pH:6,5, 0,1 mg/L IBA) 1,9 2.8-(MS, pH:6,5, 0,1 mg/L IBA) 1,0
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Ekstre Agirliklari Grafigi

| | I I
0

1.4 1.5 1.8 21 22 23 24 25 26 27 28
Ornek Ekstreleri

Ekstre Agirliklari (mg)
— N w
- (92 N (9] w [0

o
(€]

Sekil 3.3: 1. ve 2. protokol ile ekstraksiyon yapilan 8 6rnegin ekstre agirliklart.

3.4. ince Tabaka Kromatografisi ile Tropan Alkaloidlerinin

Belirlenmesi

3 standart (atropin, tropin, tropik asit) ile ince tabaka kromatografisi yapilan
toplam 16 kloroform ekstresinde Sekil 3.4.a’da 254 nm UV 15181 altinda atropin
standardi hizasinda tiim ekstre 6rneklerinde leke goriilmektedir. Sekil 3.4.b’de 366 nm
UV 15181 altinda bakildiginda sadece kloroform ekstrelerinde 8 farkli diizeyde leke
goriildi. Sekil 3.4.c’de Dragendorf ¢ozeltisi uygulanan silika jel plakada olusan
lekelerin tropin ve atropin varligint dogruladigr goriildii. Sekil 3.4.a ve Sekil 3.4.c’de

tropik asit standardi silika jel plakada goriilmedigi igin sonuca dahil edilmedi.
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Sekil 3.4.a: 254 nm UV 151k altinda goriintiilenen silika jel plaka.

Sekil 3.4.b: 366 nm UV 1s1k altinda goriintiilenen silika jel plaka.
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Sekil 3.4.c: Ince tabaka kromatografisi sonrasinda Dragendorf ¢ozeltisi piiskiirtiilen
silika jel plaka.

3.5. HPLC Yoéntemiyle Atropin Varhgimin Belirlenmesi

HPLC analizleri kapsaminda, standart atropin (Sigma), 1.1 (1. protokol 1.
ornek) ve 2.1 (2.protokol 1. 6rnek) kodlu kloroform ekstreleri HPLC ile analiz edildi.
Standart atropin (Sekil 3.5.a) 1,959 dk’da pik verdi. Bu sonug referans alinarak 1.1
kodlu ekstreden (Sekil 3.5.b) 1,924 dk’da pik verirken, 2.1 kodlu ekstrenin 1,929 dk’
da (Sekil 3.5.¢) yakin pik verdigi goriildii. Yiizde olarak karsilastirdigimizda 1.1 kodlu
ekstreden %11,982 (Sekil 3.5.b), 2.1 kodlu ekstreden %14,091 (Sekil 3.5.c) atropin
tespit edildi.
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<Chromatogram>=>

mAL
= PDA Multi 1 210nm,4nmi
1 @
200+ -
4mm Atropin
150
100}
] -
-
50 22
R )i
T T 1 1 1 1
o 1 2 3 4 5 B
min
<Peak Table>
PDA Ch1 210nm
MName Ret. Time Area Area%
0,769 13305 1,687
0.865 17720 2,246
0,840 18730 2,374
Atropine 1,959 739048 93,692
7BBB0D2 100,000
Sekil 3.5.a: Standart atropin HPLC kromatogrami.
<Chromatogram>
mAU
: § PDAMUIT T Z2T0nm. 4nm)|
10 |°'
] . 3
5—' | u‘:' ﬂ 4mm Atropin
J S || _
: | | g
i | -
0——-——\"||
B e — 1 r T r 1 T r 1 T v r T 1 T Tt
0 1 2 3 4 5 53
min
<Peak Table>
PDA Ch1 210nm
Name Ret. Time Area Area%
0,767 32328 13,713
0,865 72222 30,636
1,104 65589 27,823
1,321 29035 12,699
1,425 4451 1,888
Atropine 1,924 28247 11,982
2,931 2068 1,259
235740 100,000

Sekil 3.5.b: 1. protokol 1. 6rnek (1.1) HPLC kromatogrami.
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<Chromatogram>
mALl

PDA Multi 1 210nm.4nm|

e
S

20

4mm Atropin

0_
T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
min
<Peak Table>
PDA Ch1 210nm
Name Ret. Time Area Area%
0,766 39282 11,767
0.866 131468 39.382
1,103 93638 28,050
1.328 22404 6.711
Atropine 1,929 47038 14,091
333831 100,000

Sekil 3.5.c: 2. protokol 1. 6rnek (2.1) HPLC kromatogrami.

Sekil 3.5.d’de 1. ve 2. protokol ile elde edilen ekstrelerin HPLC analizinde

elde edilen miktarlari grafik olarak gosterildi.

Omek 1.1 Omek 2.1

Ekstre Ornekleri

Atropin Ylzdeleri
- -
Eufelbupled

H Atropin

Sekil 3.5.d: 1. 6rnegin her iki protokol ile elde edilen ektrelerindeki atropin
yiizdesinin HPLC analizi ile miktar tayini.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada in vitro kosullarda farkli kiiltiir ortamlarinda gelisen H. niger
koklerinin kiitle artisina ve igerdigi alkaloid miktarlarina bakilmistir. Calismada
kullanilan kokler tohum sterilizasyonu yapildiktan sonra yine steril ortamda
cimlendirilen bitkilerden alinmistir. Calismanin steril ortam gerektiren tiim agamalari
Laminar Hava Akimli kabinde, kabin i¢i etil alkol ile silinip, UV lambas: ile steril

edilerek yapilmistir.

Sterilizasyon ¢alismalari kapsaminda H. niger tohumlarina uygulanan yontemler
literatiirden referans alinan protokollerin  disinda kendi denemelerimizi de
igermektedir. Ozelikle tohum yiizeyinin girintili olmasi uygulanan kimyasallarin
sterilizasyon asamasinda yeterince etkin olmamasina neden olmustur. Bu piiriizlii yap1
mikroorganizmalarin Sterilizasyon uygulamalarindan korunabilmesi i¢in uygun ortam
olusturmus olabilir. Etil alkol yiizdesi her denemede sabit tutuldugundan, etil alkole

bagli bir durumdan kaynaklandigi sdylenemez.

Uygulanan farkli yontemler sonucunda ortamlarin ¢ogunda kontaminasyon
goriilmesi tohum yiizeyine ve kullanilan kimyasal oraninin yetersizligine bagh
olabilir. Ticari sodyum hipoklorit (Domestos) oraninin %20’den diisiik kullanildigi
tiim sterilizasyon caligmalarinin sonrasinda kontrol olarak birakilan besin ortamlari
steril kalirken, tohum igeren kiiltiirlerin tamaminda 48 saat icinde beyaz renkli, hifli
yapida kiif kontaminasyonu goriildii. Kontaminasyonlar tohumlarin bulundugu
yerlerde ve etrafinda olustu. Bu durum Sodyum hipoklorit konsantrasyonunun
artirllmasiyla ¢oziiliirken uygulama siiresinin 20 dk’dan az oldugu durumlarda
kontaminasyon goriilmeye devam etti. Yaklagik 2000 tohum kullanilarak %50
oraninda Sodyum hipokloritin 20 dk uygulamasi ile yapilan sterilizasyon galismasinda
hi¢ kontaminasyon goriilmedi. 45 glin sonunda tohumlarin ¢ogu ¢imlenmezken,
cimlenme gosteren 4 adet tohumda ise morfolojik olarak sekil bozuklugu olan ve kok
olusturamayan bitki gelisimi gozlendi. Olusan bu bitkiler 1 cm uzunluktan daha fazla
bliyliyemedi. Bu durum %50 domestos uygulanan tohumlarin istisnalar haricinde
cimlenme Ozelligini kaybettigini gosterdi. Yapilan denemeler 1, 2, 3, 4 ve 5.

yontemlerin H. niger tohum sterilizasyonunu tam olarak saglamadigini; 6.yontemin
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ise tohumlarda agir hasar biraktigini gosterdi.

Siire olarak 20 dk, %20 Domestos uygulanan tohumlarda kontaminasyon
goriilmedi. Cimlenme 22 giin sonra basladi. 7. yontem sterilizasyonu sagladi, fakat
¢imlenme siiresi 22 giin olarak belirlendi. Sterilizasyon galismalarinda kullanilan
kimyasallardan biri olan hidrojenperoksit, Domestos ile birlikte 8. yontemde
kullanildi. 2 dk’lik hidrojen peroksit (%10) ve 10 dk’lik Domestos (%20) ile yapilan
sterilizasyon sonucu ¢imlenme siiresi 9 giine diistii. Kontaminasyon goriilmedi.
Cimlenme stiresini kisaltmak amaciyla 8. yonteme ek olarak zimpara kagidi ile 5 dk
boyunca tohumlar zimparalandi. Sonug olarak, ¢imlenme siiresi 48 saat sonra basladi.
Bu yontem 9. yontem olarak belirlendi. Calisma kapsaminda tohum sterilizasyonu i¢in

bu yontem ile devam edildi.

Ortalama 1 aylik bitkilerle kurulan kok kiiltiirlerinden 21 giinliik koklerin yas
agirliklar dikkate alindiginda biiytime diizenleyici bulunan besin ortamlarinda gelisen
koklerin yas agirliklarinin, MSO besin ortaminda gelisen koklerin yas agirliklarindan
daha fazla oldugu gdzlendi. IBA (indol biitirik asit) iceren ortamlarda kokler yan kok
olusumu gosterdi ve kiitlece IBA icermeyenlerden daha fazla oranda kok olusturdu.
Besin ortamlarina gore kok gelisimini kiitle olarak karsilagtirdigimizda yaklasik olarak
cok yakin degerler gozlendi. Besin ortaminin %2 MS veya MS olmasinin koklerin yas

agirlik olarak kiitlesel artisinda 6nemli bir fark gostermedigi sonucu elde edildi.

Kuru agirlik degerlerine gore IBA faktoriiniin kuru agirlik tizerinde etkili
oldugu, MS ortaminda biiyiiyen koklerin kuru agirlik olarak %2 MS ortaminda biiyiiyen
koklerden daha fazla kuru agirliga sahip oldugu gozlendi. pH faktoriiniin 6nemsenecek
boyutta fark olusturmadigi, koklerin su yiizdeleri hesaplandiginda ise anlamli farklar

olusmadig1 goriildii.

Saflagtirma asamasinda uygulanan 1.protokol ¢aligmasi sonucunda %> MS + 0,1
mg/L IBA iceren ortamda gelisen koklerden elde edilen kloroform ekstreleri 2,9 mg
ve 3 mg agirlik ile MS ortamindaki koklerden daha yiiksek sonug verdi. MS ortaminda
biiyiiyen koklerin kloroform ekstreleri yaklasik 1,9 mg olarak ayni degerleri gosterdi.

2.protokol ile yapilan saflastirma sonucunda pH farkina bagli anlamli bir sonug
goriilmedi. Biiylime diizenleyicisi agisindan bakildiginda IBA igermeyen ortamlarda

gelisen koklerin kloroform ekstrelerinin, IBA igeren ortamdakilerden agirlik olarak
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daha yiiksek sonug verdigi goriildii.

Ince tabaka kromatografisi her iki ekstraksiyon protokolii ile elde edilen tiim
orneklere ayni silika jel plaka tizerinde yapildi. 254 nm dalga boyu UV 15181 ile
bakildiginda  atropin  varligi  tiim  Orneklerde  goriilmektedir.  Yiikleme
konsantrasyonuna bagli olarak gergeklestigi diistiniilen hafif kaymalar goriildii. Fakat,
referans olarak eklenen tropin, atropin ve tropik asite bakildiginda atropin varlig tim
orneklerde goriildii. 366 nm UV 1s1k altinda bakildiginda plakanin {ist kisimlarinda her
ornek igin tutarli olarak ayni hizada bulunan iki farkli metabolit gézlendi. Yapisal
olarak daha kiigiik molekiillerin kromatografi yontemlerinde boyutu sebebiyle daha
hizli hareket ettigi bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak plakanin tist kisminda bulunan
metabolitlerin atropin molekiiliinden daha kiigiik molekiiller oldugu diistiniilmektedir.
Dragendorf ¢ozeltisi pliskiirtiilerek tespiti yapilan tropan alkaloidleri 2.7 ve 2.8
numarali 6rneklerde gozle gorilmedi. Bu durumun nedeni olarak silikajel plakaya

yiiklenen ekstredeki atropin miktarinin diisiik olmasi ihtimali gosterilebilir.

HPLC analizi ile gozlemlenen atropin varligt 2. protokol sonuglarinda,
1.protokol’de elde edilen sonuglara gore daha yiiksek gozlendi. Bu durum ekstre
icerisinde bulunan atropin miktarinin 2. protokolde daha saf ve yiiksek miktarda elde
edildigini gosterdi. Boylece, saflagtirma asamasinda kullanilan 2. protokoliin 1.
protokole gore daha verimli sonuglar verdigi kloroform ekstresi agirliklar1 ve HPLC

analizi sonucuna goére dogrulanmistir.

Sonug olarak, IBA bitki biiyiime diizenleyicisinin koklerin kiitlesel artisinda
kontrol gruplarina gore onemli gelisim sagladigi bu calismada gosterilmistir. Bu
koklerden saflastirma yontemleri ile elde edilen kloroform ekstreleri 1. protokol ile
elde edildiginde daha yiiksek sonuglar vermesine karsin, HPLC analizi sonuglarinda
2. protokol ile yapilan ekstreden pik sayisinin daha fazla olmasi ve atropin yiizdesinin
daha diisiik olmasi nedeniyle 2. protokoliin saflastirma igin daha uygun bir yontem
oldugu sonucuna varilmigtir. Bunun yani sira, IBA biiylime diizenleyicisinin kok

miktarini artirirken alkaloid miktarinin ayni oranda artmadig1 sonucuna varilmistir.
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