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Ozet

Bu ¢alismamizda, Hypericum retusum Aucher’in tohumlari in-vitro ortamda ¢imlendirilmistir. Cimlendirilen bu bitkicikler, farkli BAP
(Benzilaminopiirin) konsantrasyonlarimin (0.1 -0.25- 0.5-1.0 mg/L BAP) bulundugu MS (Murashige & Skoog) ortamlarinda kiiltiire
alinmugtir. Siirgiin sayis1 (52 siirgiin/eksplant) ve uzunlugu (2.58 ¢cm) bakimindan en yiiksek deger 0.5 mg/L BAP kullanilan gruptan elde
edilmistir. Fenolik bilesik (kuersetin, klorogenik asit, hiperosid, psodohiperisin, hiperisin ve rutin) analizleri LC-MS/MS metoduyla
yapilmistir. En yiiksek fenolik bilesen igerigi ise 0.25 mg/L BAP ortaminda prolifere edilen siirgiinlerden elde edilmistir. Kullanilan BAP
konsantrasyonu arttirildik¢a fenolik bilesen igeriginde diisiis meydana gelmistir. En diisiik fenolik bilesen icerigi 1.0 mg/L BAP ilaveli MS
besi ortamindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: BAP, Doku Kiiltiirii, Fenolik Bilesik, 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.

GIRIS Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu Anadolu, Akdeniz ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinde yayilis gostermektedir.
Bitkiler  yiizyillardir  tedavi amacli olarak Gilineydogu Anadolu Bélgesi’nde 13 tiirii bulunmaktadir.

Kantaron, kantarum, koyunkiran ve binbirdelik otu
adlariyla da bilinir [6, 7, 8].

Hypericum tirlerinde ¢ok sayida biyolojik —aktif
kimyasal gruplar tespit edilmistir. Ozellikle H. perforatum
¢ok sayida sekonder metabolit sinifi igermektedir.
Bunlardan en Onemlileri naftodiantronlar (hiperisin,
psodohiperisin, protohiperisin v.b.); flavonoidler (kamferol,
kersetin, luteolin, hiperin, hiperosid v,b.); floroglusinoller
(hiperforin, furohiperforin v,b.) ve ugucu yaglardir [9].
Hiperisin ve hiperforin, Hypericum’un gosterdigi klinik
etkilerin cogundan sorumlu olup {izerinde en ¢ok calisilan
bilesenleridir. H. perforatum’ da ¢iceklerin ve yapraklarin

kullanilmaktadirlar. Hypericum tiirleri de sahip olduklart
tibbi olarak 6nemli kimyasallar nedeniyle iizerinde oldukga
fazla ilgi toplamaktadir. Hypericum cinsi Guttiferae
familyasina aittir ve yaklasik 484 tiirii bulunmaktadir [1].

Bugiin diinya niifusunun % 60’1 ve gelismekte olan
tilkeler niifusunun % 80’1 tedavi gereksinimlerini biiyiik
Olglide tibbi bitkilerden saglamaktadir [2]. Bugiine kadar
bitkilerden {iretilen yaklasik 100.000 adet biyolojik aktif
bilesen tanimlanmus olup bu say1 her gecen yil artmaktadir
[3]. Diinya ¢apinda kabul goérmiis ilaglarin % 25’1 ve 121
etken madde bitkisel kokenlidir [4].

Bu bitkiler arasinda 6nemli yeri olan Hypericum

perforatum, Guttiferae familyasindan ¢ok yillik bir bitki
olup 2000 yildan daha wuzun siredir tedavide
kullanilmaktadir. Diinyanin g¢esitli 1liman bdlgelerinde
yetisen bu bitki 25-60 cm boyunda olup, otsu veya algak
calimsidir. Cok yillik olup, sagak kok sistemine sahiptir,
yapraklar tam yaprak formundadirlar ve sap {izerinde
karsilikli olarak dizilmislerdir [5]. Hypericum tiirleri
yeryliziinde Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’da genis yayilis
gosterir. Ulkemizde 84 tiirii bulunan Hypericum, Marmara,

cevresinde gozle agikga goriilebilen siyah oval noktaciklar
H. perforatum igin karakteristiktir. Bu oval noktaciklar
(salgt cepleri), hiperisin toplama ve &zel flavonoid
molekiillerini igeren kisimlardir [7, 8, 10]. Hiperisin, H.
perfaratum’dan elde edilen bilinen en giiclii 15182 duyarli
dogal pigmenttir.

Bu tiirlin anti depresan [11, 12], anti viral, anti
bakteriyal [13, 14] antikanser [15, 16], yara ve yaniklarda
iyilestirici etkileri vardir [17, 18].
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Bitki biyoteknolojisinin kullandig: temel yontemlerden
biri olan doku kiiltiirii, steril kosullarda yapay bir besi
ortami kullanarak, biitiin bir bitki veya bitkinin ¢esitli
kisimlarindan yeni bitki, doku, hiicre veya bitkisel
driinlerin elde edilmesine olanak verir. Doku kiiltiirii
yontemleri kullanilarak giiniimiizde bir¢ok bitkinin hiicre,
doku ve organ kiiltiirleri yapilabilmektedir. Bu kiiltiirlerde,
sekonder metabolit iretimi de gergeklestirilebilmektedir
[19].

Biz de bu caligmamizda doku Kkiiltiirii teknigini
kullanarak H.retusum’un siirgiin gelisim parametresine ek
olarak BAP konsantrasyonlarinin bu bitkideki sekonder
metabolitlerden, fenolik bilesen icerikleri {izerine etkilerini
de arastiracagiz.

MATERYAL VE YONTEM

Caligmada kullanilan Hypericum retusum Aucher’in
bitkileri (Sekil 1.), 2001 tarihinde Diyarbakir ilinden
toplanmustir. Bu bitkilere ait rnekler Dicle Universitesi
Fen Fakiiltesi herbaryumunda tutulmaktadir [A.S.Ertekin
2001-326 (DUF) 1.

Sekil 1. H pericum Re
Ertekin)

Cimlenme ve Proliferasyon

Bu agsamada Hypericum Retusum aucher bitkisinin
tohumlar1 steril edildi. Daha sonra tohumlar, ¢imlenmesi
i¢in hormonsuz MS besi ortamina aktarildi [20].

Cimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkicikler, iyi
stirgiinler elde etmek ve fenolik bilesenlerdeki degisimleri
incelemek tizere farkli BAP (6-benziladeninaminopiirin)
konsantrasyonlarinin (0.1, 0.25, 0.5 ve 1 mg/L) bulundugu
MS ortamlarinda kiiltiire alinarak siirgiin olusumu saglandi.
Siirgiin olusumuna ait veriler tablo halinde gosterildi.

Cizelge 1. Farkli BAP Konsantrasyonlarinda Yetistirilen Bitkilerin
Ortalama Siirgiin Sayis1 ve Uzunlugu

BAP - .-
Konsantrasyonu g;;&:ls?ma Siirgiin 821?111?1%?15(::]:]%;“
(mg/L)

0.1 BAP 10.25+1.802a 2.066+0.433a
0.25 BAP 23.58+2.625b 2.2400.930b
0.5 BAP 52.00::4.828¢ 2.580::0.820c
1.0 BAP 20.25+1.520d 1.6140.675d

Cizelgede her bir siitunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama
deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05 diizeyinde farkli
oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin ortalamasidir, + standart
sapma.

Analiz

In vitro ortamdan elde edilen H.retusum’un siirgiinleri
besiyerlerinden alindiktan sonra pens ve bisturilerle
istenmeyen kisimlar1 kesilerek uzaklastirildi ve dokular
daha sonra oda sicakliginda, kurutma kagitlari iizerinde
kurutuldu. Kurutulan 6rnekler bir 6giitme makinesinde toz
haline getirildi. Kuru 6rneklerin her birinden alinan 0.20 g
bitki materyali tizerine 10 mL metanol eklenip ¢ozelti 5
dakika siire ile sonikatorde (Sanyo MSE-Soniprep 150,
U.K.) oziitlendi. Oziitleme isleminden sonra elde edilen
¢ozelti vakum ile siiziildii. Bu islemler 3 kez tekrarland1. Ug
islem sonunda elde edilen metanol kisimlar1 50 mL’lik cam
balonlarda toplandi. Cozeltideki metanol evaporator (IKA,
RV 10 DS 99) yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kabin
iginde, hiperisin bilegiklerini i¢eren renkli bir tortu olustu.
Bu tortu metanolle ¢oziilerek seyreltildikten sonra 0,2 pm
filtreden gecirildi ve LC-MS/MS’e (Shimadzu, LC-MS
8040 - tiglii kuadrupol ) enjekte edildi

Istatiksel Analiz

Kiiltiirler iizerinde ¢aligilan farkli BAP uygulamalariyla
olusturulan gruplar ve fenolik bilesen analizleri sonucunda
elde edilen bulgular arasinda, parametreler arasindaki
farkliligin ~ belirlenmesi  igin ~ Kruskal Wallis testi
uygulanmistir.  Kruskal ~Wallis testi sonrast ikili
karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.
Sonuglar {i¢ tekrarin ortalamasi olarak verilmistir. Testlerde
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Siirgiin Proliferasyonu

H. perforatum un ticari iiretiminde bugiline kadar tarla
tarim ya da dogadan toplama yontemleri kullanilmaktaydi.
Fakat bu yontemlerde, degisik c¢evresel faktorler,
kirleticiler, bakteriler, mantarlar, viriisler ve bocekler gibi
etkenlere maruz kaldigindan dolayr bu bitkilerin sahip
oldugu etkili madde igeriginin biiyiik olgiide degistigi
bildirilmistir [21].

Ornegin Southwell ve Bourke (2001), H. perforatum
bitkilerinde hiperisin ve psedohiperisin igerigi bakimindan
yazin ve kisin yetisen bitkiler arasinda 50 misli fark
oldugunu bildirmiglerdir [22]. Benzer sekilde ABD’de
ticari olarak tiretilen H. perforatum kapsiillerinde en diisiik
ve en yiiksek hiperisin derisimleri arasinda 13-17 kat fark
oldugu tespit edilmistir [23]. Cirak ve ark.(2006), H.
perforatum, H. aviculariifolium ve H. Pruinatum
bitkilerinde hiperisin oraninin giin igerisinde bile dnemli
seviyede degisim gosterdigini bildirmislerdir [24]. Bu gibi
sebeplerden 6tiirii, tibbi bitkilerin in vitro teknikleri
kullanarak uniform ve steril bir sekonder metabolit
iretiminde degisik dis sartlardan kaynaklanan kalite
problemlerinin  ¢oziilmesinde anahtar faktér olacagi
diigtiniilmektedir [25].

Biz de bu amagla ¢alismamizda Hypericum retusum
Aucher bitkisini doku kiiltiiriinde yetistirdik.

Oncelikle ¢imlendirmis oldugumuz bitkiciklerden iyi
stirgiinler elde etmek iizere apikal siirglinler (yaklasik 1cm)
farkli BAP konsantrasyonlarinin (0.1, 0.25, 0.5 ve 1.0
mg/L) bulundugu MS ortamlarinda kiiltiire alind1.

Calisma sonucunda, proliferasyon igin kullanilan
ortamlarda yetistirilen bitkilerin gelisimine bakildiginda,
0.1 mg/L BAP kullanilan ortamda gelisen bitkiciklerin bir
veya iki silirgiin halinde gelisirken, siirglin sayist ve
uzunlugu kullanilan BAP Kkonsantrasyonu yiikseldikge
arttig1 ve 0.5 mg/L BAP kullanilan ortamda en fazla sayida
ve en uzun sirgiinlerin (52.00 siirgiin/eksplant, 2.5 cm)
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olustugu gozlenmistir. BAP konsantrasyonunun daha da
arttirllmasiyla (1.0 mg/L) ise daha az sayida ve kisa
stirgiinler olugmustur. (Cizelge 1.). Benzer bir ¢alismada,
Namli ve ark. (2010), H.retusum’da siirgiin proliferasyonu

icin  BAP ve Kinetin BBD (bitki  biiylime
diizenleyicilerinin) farkli konsantrasyonlar1 icerisinde
icerisinde, en yiiksek siirgiin say1sini

(64.25siirgiin/eksplant) 0.5 mg/L BAP kullandiklart MS
ortaminda elde etmislerdir [20].

Hypericum triquetrifolium Turra.’nin tohumlarinin in vitro
da ¢imlenmesiyle elde edilen siirgiinlerinde, farkli BAP
(0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) uygulamalari igerisinde en
yiiksek siirgiin sayis1 2.0 mg/L BAP ilaveli ortamdan elde

edilmistir [26].

Ayrica daha Onceki bir ¢alismada, BAP (0.4 mg/L)
uygulamasinin  siirglin -~ morfolojisini  degistirdigini
internodlarin ~ kisaldigimi  daha  kiigiik  yapraklarin

farklilagtigini, koklenmenin baskilandigini ve proliferasyon
oranini arttirdigini saptamiglardir [27]. Bu da ¢aligmamizda

stirgiin gelisiminin BAP uygulamasiyla degistigi sonucunu
dogrulamaktadir.

Fenolik Bilesen Icerigi

Hypericum tiirlerinde in vitro ortamda elde edilen
stirglinler iizerine yapilan farkli uygulamalarla siirgiin
gelisimi ve fenolik bilesen igerigini attirmaya yonelik pek
¢ok calisma mevcuttur.

Yamaner (2013), in vitro’da gelistirdigi Hypericum
adenotrichum Spach.’in siirgiinlerini, 15 ve 30 giin
boyunca MS ortaminda mannan (10, 50 ve 100 mg/L) veya
pektin (10, 50 ve 100 mg/L) elisitérlerine maruz birakmis,
bu siirgiinlerin HPLC analizleri sonucu, en iyi sonuglarin
50 mg/L mannan veya pektine 15 giin boyunca
uygulamasindan elde edildigini, ayrica mannanin,
psodohiperisin iiretimini 2.8 kat ve hiperisin {iretimini de
1.7 kat uyarirken, pektinin, psédohiperisin iiretimini 4.8 kat
ve hiperisin liretimini de 2.7 kat uyardigi tesbit etmistir
[28].

Coste ve ark.(2011), BAP (0.4 mg/L) veya Kinetin (0.4
mg/L) uygulamasmin H. maculatum’da hiperisinlerin,
H.hirsutum’da ise hiperforin  {retimini  arttirdigini
bulmuglardir [27].

Liu ve ark. (2007), H. perforatum’un modifiye edilmis
MS ortamlarma % 50 azaltilmis amonyum nitrat ve
potasyum nitrat, BAP (0.44 uM) ve IBA (0.049 pM)
eklenmesi, hiperisinlerin {iretiminde artisa neden olmustur.
Benzer sonuglar H. sampsonii’nin besi ortamindaki ¢ok
kiigiik degisikliklerle (0.46 uM ZT ve 0.049 uM IBA) de
elde edilmigtir. H. perforatum’da ortama TDZ (0.45 pM)
ilavesiyle psodohiperisin ve hiperisin iiretiminde kontrole
oranla yaklasik 2.95 - 2.62 kat artig olmustur [29].

Calismamizda kullandigimiz farkli BAP
konsantrasyonlar1 icerisinde, en yiiksek fenolik bilesik
miktarlar1 (hiperosid hari¢) 0.25 mg/L BAP kullanilan
ortamda prolifere edilen siirgiinlerden elde edilmistir.

En yiiksek hiperisin klorogenik asit, kuersetin ve
psodohiperisin igerikleri (sirasiyla 68.929, 103.051, 9.329
ve 93.759 ng/mg) 0.25 mg/L BAP igeren MS besi
ortaminda gelisen bitkiciklerden elde edilmistir. Hiperosid
icerigi ise yiiksek BAP konsantrasyonunda (1.0 mg/L
BAP), en yiiksek diizeyde (85.063 ng/mg) bulunmustur.

BAP konsantrasyonun daha fazla artmasi fenolik
bilesen igeriginde azalmaya neden olmustur. 1.0 mg/L BAP
konsantrasyonunda en diisiik fenolik bilesen igerigi elde
edilmistir. Bu 6reklerde rutin bulunamamustir (Cizelge 2).

Benzer bir c¢alismada /n vitro da Hypericum
triquetrifolium Turra.’nin tohumlarinin ¢imlenmesiyle elde
edilen sirgiinlerin, farkli BAP (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L)
konsantrasyonlarinin bulundugu MS ortamlarinda kiiltiire
alinmasiyla yapilan ¢aligma sonucunda, en yiiksek hiperisin
orani 1.0 mg/L BAP ilaveli ortamdan elde edilmistir [26].

Charchoglyan ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢aligmada, H.
perforatum siirgiin kiiltiiriinde hiperforin’in polifreniletid
asilfloroglisinol grubundan {i¢ tiirevini bulmuslardir.
Buradaki seko-hiperforinin yapisi LC-DAD, -MS ve —
NMR ile dogrudan agiklanmistir. Coklu siirgiin
kiiltiirlerinde, hiperforinden seko-hiperforin  olusumu
fitohormon olan BAP ve NAA’ten giiclii bir sekilde
etkilendigi, BAP’in artan oranlarinin hiperforin diizeyini
uyardig1 ve NAA’in diizeyindeki artigin ise seko-hiperforin
diizeyini artirdig saptanmustir [30].

Cirak (2006), in vitro ortamdan elde ettigi kalluslardan,
H. perforatum’un 1.0 mg/L BAP, H. Bupleuroides’in ise
2.0 mg/L BAP ile desteklenmis MS besi ortamlarinda alt
kiiltire  alindiklarinda yogun bir siirgiin  gelisimi
sergiledigini, H. bupleuroides siirgiinlerinin BAP (1, 2.5 ve
5 mg/L), 2,4-D ve Kinetin (0.5, 1 ve 1.5 mg/L) igeren MS
ortaminda gelistirilmesi ile de hiperisin ve toplam fenolik
oranlari ile siirgilin yas ve kuru agirliklari iizerine bir etkileri
olmadigini tesbit etmistir [31].

In vitro Kiiltiirlerinde besi ortamlarma fitohormonal
ilaveler spesifik naftadiantronlarin birikimini
etkilemektedir. Hypericum’un in vitro kiltiirlerinde bitki
biliyiime diizenleyicilerinin hiperisin ve psddohiperisin
igerigi iizerine etkilerini bulmak ic¢in yaptig1 caligmada,
naftadiantronlarm miktar tayinleri icin HPLC kullanilmig
ve sonuglar ESI-MS ile dogrulanmistir. BAP ilaveli kati
MS/BS ortaminda yetistirilen siirgiinlerden  bitkiler
cogaltilmig ve kalluslar gelistirilmistir. H. perforatum’un
kallus siirgiin ve bitkileri hiperisin ve psddohiperisin
iretmiglerdir.  Kallus  kiiltiirlerinde  BAP  hiperisin
iceriklerini degistirmemistir. Hypericum bitkileri oksin

Cizelge 2. Siirgiinlerinin fenolik bilesen miktar1 iizerine farkli BAP konsantrasyonlarinin etkisi.

BBD Hiperisin Hiperosid Klorogenik asit Kuersetin Psodohiperisin 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*
gisp 68.929+0.163b 13.465+0.183b 103.051+2.976b 9.329+ 0.066b 93.759+0.071b T.E*
OBi(IJD 36.929+1.149¢ 6.952 +0.703¢ 68.985 £1.070c 5.614+1.213a 65.089+0.990c T.E*
]ég\?:, 10.513%1.336d 85.063+0.650d 21.294+1.894d 2.220+1.279¢ 13.918+2.116d T.E*

T.E *Tesbit edilemedi. Ayni siitunda yapilan harflendirmeler, uygulamalar arasindaki istatistiksel gruplandirmay1 gostermektedir (P<0.05). +

standart sapma.



H. Surmus Asan ve ark. / BIBAD, 7 (2): 10-14, 2014 13

(IAA ve IBA) varliginda hiperisin ve psddohiperisin
tretmiglerdir. Bitkilerde IAA varligi naftadiantronlarin
dretimini  etkilememis fakat IBA  hiperisin  ve
psodohiperisin miktarini azaltmigtir. Hypericum’un in vitro
kiiltiirleri hiperisin ve psddohiperisin {iretimi igin gelecek
vaad eden sistemlerdir [32].

Hypericum  perforatum’un in  vitro yetistirilen
stirglinlerinin HPLC analizleri sonucu, total hiperisin ve
floroglucinol ile hiperisin/protohiperisin ve psodohiperisin/
protopsddohiperisin igerigi arasinda belirgin bir oranti
oldugu bulunurken Hypericum perforatum siirgiinlerinin
erken gelisim agamasinda hiperforin ve adhiperforin oldugu
ilk kez ortaya konmugtur [33].

SONUC VE ONERILER

Calismamizda, farkli BAP  konsantrasyonlarmin
Hypericum retusum Aucher’de siirgiin boyu ve sayisiyla
fenolik bilesen miktarlarinda degisikliklere neden olabildigi
goriilmiistiir. Ileriki ¢alismalarda farkli BBD (bitki biiyiime
diizenleyicileri) ve bunlarin fakli konsantrasyonlari
kullanilarak, bitkilerdeki sekonder metabolit miktarlarini
arttirmaya yonelik ¢aligmalar yapilabilir.
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