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Özet 

Bu çalışmamızda, Hypericum retusum Aucher’in tohumları in-vitro ortamda çimlendirilmiştir. Çimlendirilen bu bitkicikler, farklı BAP 
(Benzilaminopürin) konsantrasyonlarının (0.1 -0.25- 0.5-1.0 mg/L BAP) bulunduğu MS (Murashige & Skoog) ortamlarında kültüre 

alınmıştır. Sürgün sayısı (52 sürgün/eksplant) ve uzunluğu (2.58 cm) bakımından en yüksek değer 0.5 mg/L BAP kullanılan gruptan elde 

edilmiştir. Fenolik bileşik (kuersetin, klorogenik asit, hiperosid, psödohiperisin, hiperisin ve rutin) analizleri LC-MS/MS metoduyla 
yapılmıştır. En yüksek fenolik bileşen içeriği ise 0.25 mg/L BAP ortamında prolifere edilen sürgünlerden elde edilmiştir. Kullanılan BAP 

konsantrasyonu arttırıldıkça fenolik bileşen içeriğinde düşüş meydana gelmiştir. En düşük fenolik bileşen içeriği 1.0 mg/L BAP ilaveli MS 

besi ortamından elde edilmiştir.  

 
Anahtar Kelimeler: BAP, Doku Kültürü, Fenolik Bileşik, Hypericum, LC-MS/MS. 

 

Effect of Different Concentration of BAP on Proliferation and Hypericin Contents of 

Hypericum retusum Aucher 
 

Abstract 

In this study, the seeds of Hypericum retusum Aucher germinated in the in-vitro medium. This plantlets cultured in the MS medium with 

supplemented different concentrarions (0.1 -0.25- 0.5-1.0 mg/L) of BAP (Benzylaminopurin). In view of number (52 shoot/explant) and 
length of shoot (2.58 cm) the best result was obtained on the medium supplemented with 0.5 mg/L BAP. Phenolic compounds(quercetin, 

clorogenic acid, hyperosid, pseudohyperisin, hyperisin and rutin) analyses was performed by LC-MS/MS method. The highest phenolic 

compound contents were obtained from shoots proliferated in MS medium in presence of 0.25 mg/L BAP. When the used BAP 
concentrations were increased the phenolic compound contents were decreased. The lowest phenolic compound contents were obtained from 

MS medium supplemented with 1.0 mg/L BAP. 

 
Keywords: BAP, Hypericum, LC-MS/MS, Phenolic compound, Tissue culture. 

 

GİRİŞ 
 

Bitkiler yüzyıllardır tedavi amaçlı olarak 

kullanılmaktadırlar. Hypericum türleri de sahip oldukları 

tıbbi olarak önemli kimyasallar nedeniyle üzerinde oldukça 

fazla ilgi toplamaktadır. Hypericum cinsi Guttiferae 

familyasına aittir ve yaklaşık 484 türü bulunmaktadır [1]. 

Bugün dünya nüfusunun % 60’ı ve gelişmekte olan 

ülkeler nüfusunun % 80’i tedavi gereksinimlerini büyük 

ölçüde tıbbi bitkilerden sağlamaktadır [2]. Bugüne kadar 

bitkilerden üretilen yaklaşık 100.000 adet biyolojik aktif 

bileşen tanımlanmış olup bu sayı her geçen yıl artmaktadır 

[3]. Dünya çapında kabul görmüş ilaçların % 25’i ve 121 

etken madde bitkisel kökenlidir [4]. 

Bu bitkiler arasında önemli yeri olan Hypericum 

perforatum, Guttiferae familyasından çok yıllık bir bitki 

olup 2000 yıldan daha uzun süredir tedavide 

kullanılmaktadır. Dünyanın çeşitli ılıman bölgelerinde 

yetişen bu bitki 25-60 cm boyunda olup, otsu veya alçak 

çalımsıdır. Çok yıllık olup, saçak kök sistemine sahiptir, 

yapraklar tam yaprak formundadırlar ve sap üzerinde 

karşılıklı olarak dizilmişlerdir [5]. Hypericum türleri 

yeryüzünde Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’da geniş yayılış 

gösterir. Ülkemizde 84 türü bulunan Hypericum, Marmara, 

Karadeniz, Ege, Orta ve Doğu Anadolu, Akdeniz ve 

Güneydoğu Anadolu bölgelerinde yayılış göstermektedir. 

Güneydoğu Anadolu Bölgesi’nde 13 türü bulunmaktadır. 

Kantaron, kantarum, koyunkıran ve binbirdelik otu 

adlarıyla da bilinir [6, 7, 8]. 

Hypericum türlerinde çok sayıda biyolojik aktif 

kimyasal gruplar tespit edilmiştir. Özellikle H. perforatum 

çok sayıda sekonder metabolit sınıfı içermektedir. 

Bunlardan en önemlileri naftodiantronlar (hiperisin, 

psödohiperisin, protohiperisin v.b.); flavonoidler (kamferol, 

kersetin, luteolin, hiperin, hiperosid v,b.); floroglusinoller 

(hiperforin, furohiperforin v,b.) ve uçucu yağlardır [9]. 

Hiperisin ve hiperforin, Hypericum’un gösterdiği klinik 

etkilerin çoğundan sorumlu olup üzerinde en çok çalışılan 

bileşenleridir. H. perforatum’ da çiçeklerin ve yaprakların 

çevresinde gözle açıkça görülebilen siyah oval noktacıklar 

H. perforatum için karakteristiktir. Bu oval noktacıklar 

(salgı cepleri), hiperisin toplama ve özel flavonoid 

moleküllerini içeren kısımlardır [7, 8, 10]. Hiperisin, H. 

perfaratum’dan elde edilen bilinen en güçlü ışığa duyarlı 

doğal pigmenttir. 

Bu türün anti depresan [11, 12], anti viral, anti 

bakteriyal [13, 14] antikanser [15, 16], yara ve yanıklarda 

iyileştirici etkileri vardır [17, 18]. 
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Bitki biyoteknolojisinin kullandığı temel yöntemlerden 

biri olan doku kültürü, steril koşullarda yapay bir besi 

ortamı kullanarak, bütün bir bitki veya bitkinin çeşitli 

kısımlarından yeni bitki, doku, hücre veya bitkisel 

ürünlerin elde edilmesine olanak verir. Doku kültürü 

yöntemleri kullanılarak günümüzde birçok bitkinin hücre, 

doku ve organ kültürleri yapılabilmektedir. Bu kültürlerde, 

sekonder metabolit üretimi de gerçekleştirilebilmektedir 

[19].  

Biz de bu çalışmamızda doku kültürü tekniğini 

kullanarak H.retusum’un sürgün gelişim parametresine ek 

olarak BAP konsantrasyonlarının bu bitkideki sekonder 

metabolitlerden, fenolik bileşen içerikleri üzerine etkilerini 

de araştıracağız. 

 

MATERYAL VE YÖNTEM 
 

Çalışmada kullanılan Hypericum retusum Aucher’in 

bitkileri (Şekil 1.), 2001 tarihinde Diyarbakır ilinden 

toplanmıştır. Bu bitkilere ait örnekler Dicle Üniversitesi 

Fen Fakültesi herbaryumunda tutulmaktadır [A.S.Ertekin 

2001-326 (DUF) ].  

 

 
Şekil 1. Hypericum Retusum aucher (Fotoğraf: Prof. Dr. Selçuk 

Ertekin) 

 

Çimlenme ve Proliferasyon 

Bu aşamada Hypericum Retusum aucher bitkisinin 

tohumları steril edildi. Daha sonra tohumlar, çimlenmesi 

için hormonsuz MS besi ortamına aktarıldı [20].  

Çimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkicikler, iyi 

sürgünler elde etmek ve fenolik bileşenlerdeki değişimleri 

incelemek üzere farklı BAP (6-benziladeninaminopürin) 

konsantrasyonlarının (0.1, 0.25, 0.5 ve 1 mg/L) bulunduğu 

MS ortamlarında kültüre alınarak sürgün oluşumu sağlandı. 

Sürgün oluşumuna ait veriler tablo halinde gösterildi. 
 

Çizelge 1. Farklı BAP Konsantrasyonlarında Yetiştirilen Bitkilerin 

Ortalama Sürgün Sayısı ve Uzunluğu 

 

Çizelgede her bir sütunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama 
değer, bu ortalamaların istatistiksel olarak P≤0.05 düzeyinde farklı 

olduğunu gösterir. Veriler üç tekrarın ortalamasıdır, ± standart 

sapma. 

Analiz 

İn vitro ortamdan elde edilen H.retusum’un sürgünleri 

besiyerlerinden alındıktan sonra pens ve bisturilerle 

istenmeyen kısımları kesilerek uzaklaştırıldı ve dokular 

daha sonra oda sıcaklığında, kurutma kağıtları üzerinde 

kurutuldu. Kurutulan örnekler bir öğütme makinesinde toz 

haline getirildi. Kuru örneklerin her birinden alınan 0.20 g 

bitki materyali üzerine 10 mL metanol eklenip çözelti 5 

dakika süre ile sonikatörde (Sanyo MSE-Soniprep 150, 

U.K.) özütlendi. Özütleme işleminden sonra elde edilen 

çözelti vakum ile süzüldü. Bu işlemler 3 kez tekrarlandı. Üç 

işlem sonunda elde edilen metanol kısımları 50 mL’lik cam 

balonlarda toplandı. Çözeltideki metanol evaporatör (IKA, 

RV 10 DS 99) yardımıyla uzaklaştırıldıktan sonra kabın 

içinde, hiperisin bileşiklerini içeren renkli bir tortu oluştu. 

Bu tortu metanolle çözülerek seyreltildikten sonra 0,2 µm 

filtreden geçirildi ve LC-MS/MS’e (Shimadzu, LC-MS 

8040 - üçlü kuadrupol ) enjekte edildi 

 

İstatiksel Analiz 

Kültürler üzerinde çalışılan farklı BAP uygulamalarıyla 

oluşturulan gruplar ve fenolik bileşen analizleri sonucunda 

elde edilen bulgular arasında, parametreler arasındaki 

farklılığın belirlenmesi için Kruskal Wallis testi 

uygulanmıştır. Kruskal Wallis testi sonrası ikili 

karşılaştırmalar Mann-Whitney U testi kullanılmıştır. 

Sonuçlar üç tekrarın ortalaması olarak verilmiştir. Testlerde 

anlamlılık düzeyi p≤0.05 olarak kabul edilmiştir. 

 

BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

Sürgün Proliferasyonu  
H. perforatum’un ticari üretiminde bugüne kadar tarla 

tarımı ya da doğadan toplama yöntemleri kullanılmaktaydı. 

Fakat bu yöntemlerde, değişik çevresel faktörler, 

kirleticiler, bakteriler, mantarlar, virüsler ve böcekler gibi 

etkenlere maruz kaldığından dolayı bu bitkilerin sahip 

olduğu etkili madde içeriğinin büyük ölçüde değiştiği 

bildirilmiştir [21]. 

Örneğin Southwell ve Bourke (2001), H. perforatum 

bitkilerinde hiperisin ve psedohiperisin içeriği bakımından 

yazın ve kışın yetişen bitkiler arasında 50 misli fark 

olduğunu bildirmişlerdir [22]. Benzer şekilde ABD’de 

ticari olarak üretilen H. perforatum kapsüllerinde en düşük 

ve en yüksek hiperisin derişimleri arasında 13-17 kat fark 

olduğu tespit edilmiştir [23]. Çırak ve ark.(2006), H. 

perforatum, H. aviculariifolium ve H. Pruinatum 

bitkilerinde hiperisin oranının gün içerisinde bile önemli 

seviyede değişim gösterdiğini bildirmişlerdir [24]. Bu gibi 

sebeplerden ötürü, tıbbi bitkilerin in vitro teknikleri 

kullanarak uniform ve steril bir sekonder metabolit 

üretiminde değişik dış şartlardan kaynaklanan kalite 

problemlerinin çözülmesinde anahtar faktör olacağı 

düşünülmektedir [25].  

Biz de bu amaçla çalışmamızda Hypericum retusum 

Aucher bitkisini doku kültüründe yetiştirdik. 

Öncelikle çimlendirmiş olduğumuz bitkiciklerden iyi 

sürgünler elde etmek üzere apikal sürgünler (yaklaşık 1cm) 

farklı BAP konsantrasyonlarının (0.1, 0.25, 0.5 ve 1.0 

mg/L) bulunduğu MS ortamlarında kültüre alındı. 

Çalışma sonucunda, proliferasyon için kullanılan 

ortamlarda yetiştirilen bitkilerin gelişimine bakıldığında, 

0.1 mg/L BAP kullanılan ortamda gelişen bitkiciklerin bir 

veya iki sürgün halinde gelişirken, sürgün sayısı ve 

uzunluğu kullanılan BAP konsantrasyonu yükseldikçe 

arttığı ve 0.5 mg/L BAP kullanılan ortamda en fazla sayıda 

ve en uzun sürgünlerin (52.00 sürgün/eksplant, 2.5 cm)

BAP 
Konsantrasyonu 

(mg/L) 

Ortalama Sürgün 

Sayısı  

Ortalama Sürgün  

Uzunluğu (cm) 

0.1 BAP 10.25±1.802a                 2.066±0.433a 

0.25 BAP 23.58±2.625b                             2.240±0.930b 

0.5 BAP  52.00±4.828c 2.580±0.820c 

1.0 BAP 20.25±1.520d                             1.614±0.675d 
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oluştuğu gözlenmiştir. BAP konsantrasyonunun daha da 

arttırılmasıyla (1.0 mg/L) ise daha az sayıda ve kısa 

sürgünler oluşmuştur. (Çizelge 1.). Benzer bir çalışmada, 

Namlı ve ark. (2010), H.retusum’da sürgün proliferasyonu 

için BAP ve Kinetin BBD (bitki büyüme 

düzenleyicilerinin) farklı konsantrasyonları içerisinde 

içerisinde, en yüksek sürgün sayısını 

(64.25sürgün/eksplant) 0.5 mg/L BAP kullandıkları MS 

ortamında elde etmişlerdir [20].  

Hypericum triquetrifolium Turra.’nın tohumlarının in vitro 

da çimlenmesiyle elde edilen sürgünlerinde, farklı BAP 

(0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) uygulamaları içerisinde en 

yüksek sürgün sayısı 2.0 mg/L BAP ilaveli ortamdan elde 

edilmiştir [26].  

Ayrıca daha önceki bir çalışmada, BAP (0.4 mg/L) 

uygulamasının sürgün morfolojisini değiştirdiğini 

internodların kısaldığını daha küçük yaprakların 

farklılaştığını, köklenmenin baskılandığını ve proliferasyon 

oranını arttırdığını saptamışlardır [27]. Bu da çalışmamızda 

sürgün gelişiminin BAP uygulamasıyla değiştiği sonucunu 

doğrulamaktadır. 

 

Fenolik Bileşen İçeriği  

Hypericum türlerinde in vitro ortamda elde edilen 

sürgünler üzerine yapılan farklı uygulamalarla sürgün 

gelişimi ve fenolik bileşen içeriğini attırmaya yönelik pek 

çok çalışma mevcuttur. 

Yamaner (2013), in vitro’da geliştirdiği Hypericum 

adenotrichum Spach.’ın sürgünlerini, 15 ve 30 gün 

boyunca MS ortamında mannan (10, 50 ve 100 mg/L) veya 

pektin (10, 50 ve 100 mg/L) elisitörlerine maruz bırakmış, 

bu sürgünlerin HPLC analizleri sonucu, en iyi sonuçların 

50 mg/L mannan veya pektine 15 gün boyunca 

uygulamasından elde edildiğini, ayrıca mannanın, 

psödohiperisin üretimini 2.8 kat ve hiperisin üretimini de 

1.7 kat uyarırken, pektinin, psödohiperisin üretimini 4.8 kat 

ve hiperisin üretimini de 2.7 kat uyardığı tesbit etmiştir 

[28].  

Coste ve ark.(2011), BAP (0.4 mg/L) veya Kinetin (0.4 

mg/L) uygulamasının H. maculatum’da hiperisinlerin, 

H.hirsutum’da ise hiperforin üretimini arttırdığını 

bulmuşlardır [27]. 

Liu ve ark. (2007), H. perforatum’un modifiye edilmiş 

MS ortamlarına % 50 azaltılmış amonyum nitrat ve 

potasyum nitrat, BAP (0.44 µM) ve IBA (0.049 µM) 

eklenmesi, hiperisinlerin üretiminde artışa neden olmuştur. 

Benzer sonuçlar H. sampsonii’nin besi ortamındaki çok 

küçük değişikliklerle (0.46 µM ZT ve 0.049 µM IBA) de 

elde edilmiştir. H. perforatum’da ortama TDZ (0.45 µM) 

ilavesiyle psödohiperisin ve hiperisin üretiminde kontrole 

oranla yaklaşık 2.95 - 2.62 kat artış olmuştur [29].

       Çalışmamızda kullandığımız farklı BAP 

konsantrasyonları içerisinde, en yüksek fenolik bileşik 

miktarları (hiperosid hariç) 0.25 mg/L BAP kullanılan 

ortamda prolifere edilen sürgünlerden elde edilmiştir. 

En yüksek hiperisin klorogenik asit, kuersetin ve 

psödohiperisin içerikleri (sırasıyla 68.929, 103.051, 9.329 

ve 93.759 ng/mg) 0.25 mg/L BAP içeren MS besi 

ortamında gelişen bitkiciklerden elde edilmiştir. Hiperosid 

içeriği ise yüksek BAP konsantrasyonunda (1.0 mg/L 

BAP), en yüksek düzeyde (85.063 ng/mg) bulunmuştur. 

BAP konsantrasyonun daha fazla artması fenolik 

bileşen içeriğinde azalmaya neden olmuştur. 1.0 mg/L BAP 

konsantrasyonunda en düşük fenolik bileşen içeriği elde 

edilmiştir. Bu örneklerde rutin bulunamamıştır (Çizelge 2). 

Benzer bir çalışmada İn vitro da Hypericum 

triquetrifolium Turra.’nın tohumlarının çimlenmesiyle elde 

edilen sürgünlerin, farklı BAP (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) 

konsantrasyonlarının bulunduğu MS ortamlarında kültüre 

alınmasıyla yapılan çalışma sonucunda, en yüksek hiperisin 

oranı 1.0 mg/L BAP ilaveli ortamdan elde edilmiştir [26]. 

Charchoglyan ve ark. (2007) yaptıkları çalışmada, H. 

perforatum sürgün kültüründe hiperforin’in polifreniletid 

aşilfloroglisinol grubundan üç türevini bulmuşlardır. 

Buradaki seko-hiperforinin yapısı LC-DAD, -MS ve –

NMR ile doğrudan açıklanmıştır. Çoklu sürgün 

kültürlerinde, hiperforinden seko-hiperforin oluşumu 

fitohormon olan BAP ve NAA’ten güçlü bir şekilde 

etkilendiği, BAP’ın artan oranlarının hiperforin düzeyini 

uyardığı ve NAA’in düzeyindeki artışın ise seko-hiperforin 

düzeyini artırdığı saptanmıştır [30]. 

Çırak (2006), in vitro ortamdan elde ettiği kalluslardan, 

H. perforatum’un 1.0 mg/L BAP, H. Bupleuroides’in ise 

2.0 mg/L BAP ile desteklenmiş MS besi ortamlarında alt 

kültüre alındıklarında yoğun bir sürgün gelişimi 

sergilediğini, H. bupleuroides sürgünlerinin BAP (1, 2.5 ve 

5 mg/L), 2,4-D ve Kinetin (0.5, 1 ve 1.5 mg/L) içeren MS 

ortamında geliştirilmesi ile de hiperisin ve toplam fenolik 

oranları ile sürgün yaş ve kuru ağırlıkları üzerine bir etkileri 

olmadığını tesbit etmiştir [31]. 

İn vitro kültürlerinde besi ortamlarına fitohormonal 

ilaveler spesifik naftadiantronların birikimini 

etkilemektedir. Hypericum’un in vitro kültürlerinde bitki 

büyüme düzenleyicilerinin hiperisin ve psödohiperisin 

içeriği üzerine etkilerini bulmak için yaptığı çalışmada, 

naftadiantronların miktar tayinleri için HPLC kullanılmış 

ve sonuçlar ESI-MS ile doğrulanmıştır. BAP ilaveli katı 

MS/B5 ortamında yetiştirilen sürgünlerden bitkiler 

çoğaltılmış ve kalluslar geliştirilmiştir. H. perforatum’un 

kallus sürgün ve bitkileri hiperisin ve psödohiperisin 

üretmişlerdir. Kallus kültürlerinde BAP hiperisin 

içeriklerini değiştirmemiştir. Hypericum bitkileri oksin
 

 

Çizelge 2. Sürgünlerinin fenolik bileşen miktarı üzerine farklı BAP konsantrasyonlarının etkisi. 

T.E *Tesbit edilemedi. Aynı sütunda yapılan harflendirmeler, uygulamalar arasındaki istatistiksel gruplandırmayı göstermektedir (P≤0.05). ± 

standart sapma. 

BBD Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit Kuersetin Psödohiperisin Rutin 

0.1 BAP 60.748±0.101a 12.459±0.123a 99.082±0.959a 6.595±0.795a 80.761±1.486a T.E* 

0.25 

BAP 
68.929±0.163b 13.465± 0.183b 103.051±2.976b 9.329± 0.066b 93.759±0.071b T.E* 

0.50 

BAP 
36.929±1.149c 6.952 ±0.703c 68.985 ±1.070c 5.614± 1.213a 65.089±0.990c T.E* 

1.00 

BAP 
10.513±1.336d 85.063±0.650d 21.294±1.894d 2.220±1.279c 13.918±2.116d T.E* 
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(IAA ve IBA) varlığında hiperisin ve psödohiperisin 

üretmişlerdir. Bitkilerde IAA varlığı naftadiantronların 

üretimini etkilememiş fakat IBA hiperisin ve 

psödohiperisin miktarını azaltmıştır. Hypericum’un in vitro 

kültürleri hiperisin ve psödohiperisin üretimi için gelecek 

vaad eden sistemlerdir [32]. 

Hypericum perforatum’un in vitro yetiştirilen 

sürgünlerinin HPLC analizleri sonucu, total hiperisin ve 

floroglucinol ile hiperisin/protohiperisin ve psödohiperisin/ 

protopsödohiperisin içeriği arasında belirgin bir orantı 

olduğu bulunurken Hypericum perforatum sürgünlerinin 

erken gelişim aşamasında hiperforin ve adhiperforin olduğu 

ilk kez ortaya konmuştur [33].  
 

SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Çalışmamızda, farklı BAP konsantrasyonlarının 

Hypericum retusum Aucher’de sürgün boyu ve sayısıyla 

fenolik bileşen miktarlarında değişikliklere neden olabildiği 

görülmüştür. İleriki çalışmalarda farklı BBD (bitki büyüme 

düzenleyicileri) ve bunların faklı konsantrasyonları 

kullanılarak, bitkilerdeki sekonder metabolit miktarlarını 

arttırmaya yönelik çalışmalar yapılabilir. 
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