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Ozet: Bu ¢alismada igerdigi alkaloid sayis1 bakimindan zengin olan ve dzellikle kanser tedavisinde biiyiik
ilgi uyandiran Catharanthus roseus L. bitkisinde in vitro steril bitkiciklerin kok ve stirglin eksplantlari ile
kallus ve bir bitkicikten, ¢oklu siirgiin tiretimi arastirtlmis olup, kalluslarda ve siirgiinlerde alkaloid analizi
yapilmistir. C. roseus tohumlar1 Oncelikle Murashige-Skoog (MS) ve 2 MS besin ortaminda
cimlendirilmis, 21 giinliik bitkiciklerin kok ve siirgiin kismi ayrilmis ve iki farkli eksplant olarak (kok ve
kotiledonlu hipokotil) farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda kallus iiretimine tesvik
edilmistir. 0. 1 mg L kinetin+ 1 mg L* NAA ve 0.1 mg L*? kinetin+ 2 mg L' 2.4 D ilaveli besin
ortamlarinda iiretilen kallus ekstrelerinde triptofan alkaloidinin baskin olarak varligi tespit edilmistir.
Ayrica 1/2 MS ortamiminda in vitro steril bitkicikler (21 gilinliik) koklerinden ayrilip ¢oklu siirgiin
gelisimini tesvik i¢in farkli konsantrayonlardaki BA ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kontrol olarak
in vivo kosullarda yetistirilmis olan (¢igeklenme déneminde temin edilmis) C. roseus bitkilerinden alinan
orneklerde (kok ve siirgiin) alkaloid analizleri yapilmistir. En iyi ¢oklu siirgiin gelisimi 1 mg L™* BA ilaveli
besin ortaminda goriilmistiir. Bu besin ortaminda yetisen siirgiinlerden elde edilen alkaloidlerin kontrol
bitkisi ile ayni bilesikler olmasinin yani sira elde edilen serpentin indol alkaloidinin kontrol grubuna gore
miktar1 daha yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica triptamin alkaloidine de yalmzca kontrol ve 1 mg L™* BA
ilaveli besin ortamindan elde edilen ¢oklu siirgiinlerde rastlanilmistir.

Anahtar kelimeler: Catharanthus roseus, Coklu siirgiin, In vitro tohum ¢imlenmesi, Kallus, Triptofan
Investigation of Alkaloids in Callus and Multiple Shoots Obtained from Catharantus roseus L.

Abstract: In this study, the in vitro sterile plantlets and callus production in Catharanthus roseus L., which
is rich in the number of alkaloid and arouses interest especially in cancer treatments, the multiple shoot
production from sterile plantlets and the alkaloid analysis were made in both productions. C.roseus seeds
were firstly germinated in full-power MS medium, the hypocotyl, cotyledon and root explants were
promoted to callus production in different plant growth regulators supplemented basic MS medium. The
dominant presence of a class of alkaloid (tryptophan) was identified in the 0. 1 mg L™ kinetin+ 1 mg L™*
NAA and 0.1 mg L? kinetin+ 2 mg L 2.4 D supplemented nutrition environment. In the study, the
plantlets (root and hypocotyl + cotyledon) germinated in 1/2 MS medium were also separated from their
roots and were cultivated in basic MS medium supplemented with different concentrations of BA for
promotion of multiple shoot growth. To control alkaloid analyses were made for in vivo grown C.roseus
plant (provided during the flowering period). The best shoot growth was seen in 1 mg L-* BA supplemented
nutrition environment and the obtained serpentine indol alkaloid was determined to be higher than the
control plant although alkaloids obtained from the shoots grown in that nutrition environment were the
same compounds as the control plant. Additionally, tryptamine alkaloid occurred only in control and the
shoots obtained from that nutrition environment.

Keywords: Callus, Catharanthus roseus, In vitro seed germination, Multiple shoot, Tyrptophan
Giris

Catharanthus roseus (L.) G. Don bitkisi Apocynaceae familyasina ait ¢ok 6nemli bir tibbi bitkidir. 130'dan
fazla indol alkaloid igermektedir (Yahia ve ark. 1998; Van der Heijden ve ark. 2004; Gajalakshmi ve ark
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2013; Almagro ve ark. 2015) ve igerdigi alkaloidler bakimindan da kanser tedavilerinde biiyiik ilgi
uyandirir. Ozellikle; antildsemik aktivite gosteren vinblastin ve vinkristin indol alkaloidleri C. roseus’tan
ekstrakte edilerek kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Iskandar ve Iriwati 2016). Son zamanlarda bu
bitkiyle yapilan ¢aligmalarda kanser tedavisinin yanisira diyabet tizerinde de bagarili sonuglar gézlenmeye
baslanmistir (Tiong ve ark. 2013). Oldukg¢a zengin alkaloid igeren bu bitkide geleneksel iiretime alternatif
olan doku kiiltiirii ile {iretim metodu olusturmak i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Kutney ve ark. 1980;
Kutney ve ark. 1983; Déller ve ark. 1976; Ataei-Azimi ve ark 2008; Verma ve ark. 2012, Iskandar ve
Iriwati 2016).

In vitro kiiltiir ¢aligmalarinda kallus kiiltiirleri, vejatatif ¢ogaltma varyasyondan yararlanma ve hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin elde edilmesi gibi amaclar icin siklikla kullanilmaktadir. Kallus hatlar1, pek ¢ok
tibbi bitki {izerinde yapilan ¢alismalardan da elde edilen bitkiye gore bitki hiicresi tarafindan ¢esitli yollarla
tiretilen ve bitki hiicresi tarafindan gelistirilen savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi
faaliyetlerin triinleri olan sekonder metabolit dedigimiz yapilarin tretimi i¢in de bir kaynak olusturur
(Sokmen ve Giirel 2001). Sekonder metabolitler, metaboliti {ireten bitkinin en ¢ok iiretim miktarina sahip
doku veya organlarimin yapay besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde edilmektedir (Sokmen ve Girel
2001).

Bu ¢aligmada C. roseus bitkisinin kok ve siirglin eksplantlarindan farkli biiylime diizenleyicisi ilaveli MS
ortaminda tretilen kalluslarin alkaloid icerigi arastirilmis ayrica ii¢ farkli konsantrasyonda BA igeren MS
ortaminda {iretilen ¢oklu siirgiinlerde alkoloid sentezine BA’nin etkisi {izerinde durulmustur.

Materyal ve Yontem

Calismada bitki materyali olarak Catharanthus roseus (L.) G. Don (Syn. Vinca rosea L.) tohumlari in vitro
Murashige Skoog (MS, 1962) besin ortaminda ¢imlendirilmis ve elde edilen 21 giinliik steril bitkiciklerin
kok ve siirglin kismi eksplant olarak kullamlmistir. Ayrica in vivo yetistirilen bitkilerin (gigeklenme
doneminde olan bitkiler) kdk ve siirgiinleri de kontrol 6rnekleri olarak analiz edilmistir.

Alkaloid analizleri i¢in, 1.05554 25TLC plates 20 x20 0.25 mm silica jel 60F 254 (Merck) ve 1. 13895 15
PLC 20x20 cm silica jel 60 F 254, 1 mm (Merck) kullanilmistir.

Tohum Sterilizasyonu

Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu; % 70'lik etilalkolde 2 dakika daldirma sonra, 100 ml'ye 2 damla
Tween 20 damlatilmis % 2.25'lik sodyumhipokloritte (NaOCI) 10 dakika bekletme ve 3-4 kez steril saf
sudan gegirme seklinde yapilmustir.

Besin Ortam

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde Murashige Skoog (1962) (MS) besin ortamu ve yar1 gii¢lii (1/2) MS ortanu
kullamlmustir (Bitki biiyiime diizenleyicisi igermemektedir). Besin ortamina 30 g L seker ilave edilmis pH
5.6'ya ayarlanmis ve 8 g L agar eklenmistir. Sterilizasyonu 1.5 atm’de 121 °C'de 15 dk otoklavda
yapilmistir (Franklin ve Dixon 1993).

C. roseus tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ile elde edilen 21 giinliik bitkiciklerin (Sekil 1a) kok kismi
ayrilmis, kok ve siirgiinler (kotiledon yapraklari ile beraber hipokotil) ayr1 ayr bitki biiylime diizenleyicisi
olarak benziladenin (BA), naftalenasetik asit (NAA), diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve kinetini farkli
kombinasyonlarda igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Bunlar:

I: 1 mg Lt BA+ 2 mg L™ NAA

I1: 0.1 mg L kinetin+2mg L*24D

I11: 0.1 mg L kinetin + 1 mg L't NAA

IV:5mg L' BA+2mg LT NAA

Coklu siirgiin {iretimi i¢in de 21 giinliik steril bitkiciklerin (Sekil 1a) kokleri ayrilmis siirgiinler ii¢ farklt
dozda (1, 3 ve 5 mg L) BA igeren temel MS ortaminda kiiltiire alinmgtir.
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Kiiltiir Odasi1 Kosullar

In vitro ¢imlendirme igin kiiltiire alinan tohumlar 16 saat aydinlik-8 saat karanlik fotoperiyodunda 1600 lux
aydinlatmali beyaz floresan igikta ¢imlendirilmistir.Kallus kiltiirii igin steril bitkiciklerden alinan
eksplantlar ile yapilan kiiltiirler devamli karanlik ortamda birakilmistir. Coklu siirgiin iiretimi i¢in yapilan
kiiltiirler de ¢gimlendirme de oldugu gibi 1600 lux aydinlatmali beyaz floresan 1s1ikta 16/8 saat fotoperiyodik
kosulda birakilmigtir. Kiiltiir odas1 sicakligi ¢alisma siiresince 23+2 °C'de nem ise % 50-55 arasinda
degisiklik gostermistir.

Alkaloid Analizleri

Farkl1 biiylime diizenleyicisi ilaveli MS ortaminda kok ve siirgiin kokenli kallus 6rneklerinden ayr1 ayri 1
gram tartilip methanol: kloroform (1:1) ¢oziiciileri igerisinde 2 dk bekletilerek ekstraksiyon yapilmustir.
Yine ayn sekilde 3 farkli konsantrasyonda BA ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinmis siirgiinlerden gelisen
¢oklu siirgiinlerden de ayni metot uygulanarak ekstraksiyon saglanmistir. Elde edilen ekstreler tartilarak
verim hesaplamas1 yapilmistir. Ekstrelerdeki bilesikler ince tabaka kromotografisi (ITK) ile belirlenmistir
(Kaya ve Lockwood 1999, Hoopen ve ark. 2002; Tikhomiroff ve Jolicoeur, 2002). Elde edilen ekstreler
silica jel 60F254 absorbansinda, toluene-ethylacetate-diethylamine (70:20:10) sisteminde yuritiilmistiir.
Ince tabaka kromatografisi ile ayrilan ve karsilastirilan ekstreler Dragendorff reaktifinde kontrol edilmistir.
Catharanthus roseus bitkisinde bulunan triptofan, triptamin, ajmalisin ve serpentin adlartyla bilinen indol
alkaloidleri arastirilmistir. Bunun i¢in, UV 254 nm ile UV 366 nm ve reaktif piiskiirtiilerek tespit edilen
alkaloid tipli bilesikler isaretlenmis ve onlarin Rf degerleri hesaplanmustir. Tespit edilen bilesiklerin
yapilarmin ve miktarlarinin hesaplanabilmesi igin ekstreler silica jel 60F254 (1 mm) preparatifi
absorbaninda tamamen ayrilmig ve ayrilan bilesenler kazinip alinmustir. Silica jeldeki bilesenler metanol
ekstraksiyonu ile ayrilmistir. Coziicii rotary evaporatdrde uzaklastirilmistir. Elde edilen saf bilegsenlerin UV
visible'de 190-500 nm araliginda absorbanslar1 hesaplanmigtir. Rf degerleri, ince tabaka reaktifine karsi
renkleri UV max absorbanslar1 ve literatiir bilgileri kullanilarak bilesenlerin siniflar1 ve miktarlar1 tespit
edilmistir (Thomas ve ark. 1999; Collu ve ark. 2001; Zhao ve ark. 2001a). Ayrica bazi bilesenlerin
analizleri Varian Mass 2100 sisteminde 70 eV ve elektron impact (EI) tekniginin kullanilmasiyla
desteklenmistir. Alkaloid analizlerinde, % oransal degerler ile, belirlenen alkaloidin eksplantta toplam
oransal degerleri belirtilmistir.

Istatistiki Analiz

Verilerin istatistiki analizi i¢in SPSS 22 programinda One Way Anova (Tek yonlii varyans analizi) testi
uygulanmigtir. Uygulamalar arasindaki farki belirleyebilmek igin Tukey c¢oklu kargilagtirma testi
kullanilmis, anlamlilik p<0.05 alinmustir.

Bulgular ve Tartisma
In vitro ¢gimlenme

C. roseus tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesinde MS ve % MS ortamlar1 kullanilmig, ¢imlenme yiizdeleri
Cizelge 1'de verilmistir. Her iki ¢imlenme ortaminda da 4 giin sonra ilk ¢gimlenme gozlenmekle birlikte 21
glin sonra temel MS ortaminda ¢imlenme yiizdesi 64.6 iken 2 MS ortaminda bu % 87.19 olmus ve
¢imlenme i¢in %2 MS ortamu istatistiki olarak énemli diizeyde daha elverigli bulunmustur (Sekil 1a). Bu
calismada oldugu gibi, Yokas ve ark. (2008)’nin farkli tuz formu ve oranlarina maruz kalan domates
bitkisinin yanit1 ile ilgili ¢alismalarinda da in vitro % MS ortaminda ¢imlendirmenin daha uygun oldugu
belirtilmistir.

Cizelge 1. Catharanthus roseus tohumlarinin MS ve %2 MS ortamlarinda ¢imlenme yiizdeleri

Ortam  Kiiltiire alinan Cimlenen tohum say1s1 Kontamine olan tohum % ¢imlenme
tohum sayist say1st
ltek  2tek  l.tek  2.tek Standart hata  1.tek 2.tek Standarthata 1.tek  2.tek  Standart hata
2 MS 188 189 156 157 156,50 +£0.05° 9 9 9+0.00 87.15 87.22 87.19 +0.04*
MS 132 132 84 84 84 +0.00° 2 2 2+0.00 64.6 64.6 64.6 + 0.00°
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Kallus Kiiltiirii

In vitro ¢imlendirilmis olan 21 giinliik C. roseus bitkiciklerinin kok ve kotiledon yaprakli hipokotil
eksplantlarinin  bliylime diizenleyicileri BA, kinetin, NAA ve 2,4-D’nin MS ortamina farkli
kombinasyonlarda ilaveleri ile (dort farkli kombinasyon: I, II, III, IV) yapilan tiim kiiltiirlerde kallus
formasyonu go6zlenmistir. Eksplant tipine ve ortamlara biiyiime diizenleyicisi ilavelerine gore kallus
olusumu % 100 olmustur. Ancak gerek kok gerekse kotiledonlu hipokotil eksplantlarindan en iyi kallus
(ag1k beyaz renkte) gelisimi bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kinetinin bulundugu ortamlarda (0.1 mg L
kinetin+1 mg L' NAA ve 0.1 mg L kinetin+2 mg L 2,4-D) gozlenmistir (Sekil 1b ve 1c). BA + NAA
ilaveli besin ortamlarinda gelisen kalluslarda ise hizli bir kararma goériilmiistiir. Datta ve Srivastava (1997)
C. roseus'un in vivo ve in vitro iiretiminde vinblastin alkaloidinin olusumundaki farkliliklar ile ilgili
¢aligmalarinda in vitro ¢alismasi icin, C. roseus tohumlarini temel MS ortaminda ¢imlendirmisler ve 4 hafta
sonra elde edilen bitkicikleri eksplant olarak ve kallus indiiksiyonuna tesvik igin 2 mg L' NAA ve 5mg L
BAP, 1000 mg L'* CH ve 100 mg L* asparagin ilaveli MS ortaminda kiiltiire almislardir. Dort hafta sonra
siirgiin rejenerasyonu igin 0.1 mg L' NAA+5 mg L™ BAP ve 1 mg L zeatin+100 mg L asparagin+100
mg L glutamine ilaveli MS ortammna transfer ederek vinblastin alkaloidini hem in vitro hem de in vivo
yetistirilen bitkilerde analiz etmislerdir. Caligsmalarinda in vivo’ya oranla in vitro’da vinblastin {iretiminin
hizhi bir sekilde arttigini gozlemlemiglerdir. Singh ve ark (2011) C. roseus’un farkli eksplantlarindan
(yaprak, hipokotil, epikotil ve kok) NAA ve BAP ve IBA bitki biiylime diizenleyicileri ile kiiltiire
aldiklarinda en erken ve en iyi kallus olusumunu (% 99) 1 mg L** BAP ve 1 mg L NAA ilaveli MS
ortaminda karanlik kosulda hipokotil ekplantlarindan saglamislardir. Ak¢am ve Yiirekli (1995) in vitro
¢imlendirmek suretiyle elde ettikleri C. roseus bitkiciklerinden alinmis yaprak ve gévde eksplantlarin1 2 mg
L NAA+3 mg L BA veya 2 mg L't NAA+5 mg L BA biiyiime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve
2 mg L kinetin+5 mg L™ BA diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve 2 mg L kinetin veya 2 mg L*
NAA+5 mg L? BA eklenmis modifiye Murashige Skoog (MMS) ortam ile Philips-Collins ortamlarinda
inkiibe etmislerdir. Sonug olarak en iyi kallus olusumunu oksinlerden 2 mg L** NAA ve sitokinlerden 3 mg
L! BA’nm ilave edildigi MS ortaminda gdzlemlemislerdir. Caligmamizda da en iyi kallus gelisimi, 0.1 mg
L kinetin+1 mg L NAA ve 0.1 mg L? kinetin+2 mg L? 2,4-D ilaveli MS ortaminda elde edilmistir.
Verma ve ark (2012), farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlarinda kiiltire aldiklar1 yaprak
eksplantlarindan en iyi kallusun 0.5 mg L 2.4 D ve 1 mg L' BA kombinasyonlarinda elde ettiklerini
bildirmislerdir. Zhao ve ark. (2001b) 5.37 mM NAA ve 4.69 mM kinetin ilaveli modifiye ilave edilmis likit
MS ortaminda C. roseus'un govde eksplantlarindan 6zel bir kiiltiir sistemi ile yogun kallus kiimeleri
gelistirmiglerdir. Bu calismada da MS ortamina ilave etmis oldugumuz kinetintNAA kombinasyonlarinda
kiiltiire alinan eksplantlarda en iyi kallus gelisimi gézlenmistir.

Coklu siirgiin gelisimi

21 giinliik C. roseus steril bitkiciklerinin kokleri ayrildiktan sonra siirgiinlerin ii¢ farkli konsantrasyonda (1,
3, 5 mg L) sadece BA ilaveli MS ortamindaki kiiltiirii ile coklu siirgiin tesvik edilmistir (Sekil 1d, le, 1f).
Eksplantlardan on giin icerisinde siirgiin geligsimleri baglamistir ve kiiltiire alinmasindan 26 giin sonra da
tiim ortamlarda ¢oklu siirgiin gelisimleri gozlenmistir. En iyi ¢oklu siirgiin gelisimi MS ortamma 1 mg L*
BA ilaveli besin ortaminda gdzlenmistir (Sekil 1d). 1 mg L BA ilaveli besin ortaminda ortalama 2 adet
¢oklu siirgiin gelisimi gozlenmistir (Cizelge 2). ANOVA analizi ile, siirgiin sayis1 olusumunda, BA’nin
uygulama dozlarindaki farklilik anlamli bulunmustur (Cizelge 3; F=39,904; p<0.05). Bu farkliligin hangi
uygulamalar arasinda oldugunu belirlemek i¢in uygulamalar birbirleriyle karsilastirilmistir. Cizelge 4’te
Tukey ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 goriilmektedir. Uygulamalarin siirgiin sayisinina iliskin tukey testi
karsilastirilmasinda; uygulama konsantrasyonu azaldik¢a siirgiin sayisinda gozlenen artigin fazla olmasi
anlaml1 bulunmustur. Cizelge 5’te uygulamalara iliskin siirgiinlerdeki ortalama agirlik degerleri verilmistir.
Degerlerin hemen hemen ayn1 agirlikta (g) olduklari, siirgiin agirligr agisindan yapilan ANOVA ve Tukey
¢oklu karsilagtirma testi ile BA konsantrasyonun anlamli farklilik olusturmadigi belirlenmistir.

Cizelge 2. Uygulamalara bagl 6rneklerde goriilen ortalama siirgiin sayis1 (adet)

Uygulama mg L'1BA Ornek sayisi  Ortalama Siirgiin sayisi (adet)  Standart hata

1 77 2.0000 0.10458
3 77 1.3506 0.07570
5 80 1.0625 0.03253
Toplam 234 1.4658 0.05071
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Islam ve ark (2001) C. roseus'ta bogum pargalar1 ve siirgiin ucu kiiltiirleri ile yaptiklari ¢aligmalarinda en
basarili siirgiin rejenerasyonunu 1.5 mg L' BAP+ 0.2 mg L* NAA ilaveli temel MS ortammdan
saglamislardir. Bu kombinasyonda bogum pargalari 20-24 tane ilk siirglin tomurcuklarint olustururken,
siirglin uglar1 yalnizca 12-16 tane siirgiin tomurcuklari iiretmistir. Arastirmacilar, bu siirglinlerde kok
gelisimi gozlemezken kok iiretimi igin yar1 giiclii MS ortamina 0.2 mg L BA ilave edildiginde basarili
sonuglar almiglar ve bu rejenere edilmis bitkiciklerin % 90' ninin tarla sartlarinda canliliklarini devam
ettirdigini rapor etmislerdir.

Cizelge 3. Uygulamalara gore siirgiin sayisinin ANOVA analizi sonuglari

Varyansin Kareler  Serbestlik Kareler F- Onem diizeyi
Kaynagi toplami derecesi ortalamasi  degeri (P)
Gruplar arast  36.007 2 18.003 39.904 0.000
Grup i¢i 104.220 231 0.451
Toplam 140.226 233
Cizelge 4. Uygulamalara (BA) gore coklu karsilastirma cizelgesinde Tukey testi sonuglari
(1) Uyg. (J)Uyg.  Ortalama Standart Onem
(mgLY  (mgL?Y  farkhhk (1-J) Hata diizeyi (P)
1 3 0.64935" 0.10825 0.000
5 0.93750" 0.10723 0.000
3 1 -0.64935" 0.10825 0.000
5 0.28815" 0.10723 0.021
5 1 -0.93750" 0.10723 0.000
3 -0.28815" 0.10723 0.021

*Uygulamalar arasindaki istatistiki farklilig1 ifade eder (p<0.05)

Cizelge 5. Uygulamalara bagl siirglinlerde goriilen ortalama siirgiin agirligi (g)

Uygulama Ornek Siirgiin agirhk  Standart hata
(mg L) BA sayisi (g) ortalamasi
1 77 0.0999 0.00571
3 77 0.1016 0.00573
5 80 0.1085 0.00640
Total 234 0.1034 0.00344

Sekil 1. a) ¥4 MS ortaminda C. roseus tohumunun g¢imlenmesi ile elde edilen bitkicikler b) 0.1 mg L
kinetin+1 mg L NAA ilaveli MS besin ortaminda gozlenen kallus gelisimi ¢) 0.1 mg L*
kinetin+2 mg L! 2,4-D ilaveli MS besin ortaminda gézlenen kallus gelisimi d), €) ve f) sirasiyla; 1
mg L BA, 3 mg L™t BA ve 5 mg L BA ilaveli MS ortaminda gdzlenen goklu siirgiinler (barlar: 1
cm).
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Alkaloid Analizi
Kalluslarin alkaloid analizi

Bitki biiylime diizenleyicilerinin dort farkli kombinasyonunu igeren besin ortaminda gelisen kalluslarda alti

hafta sonra alkaloid analizi yapilmistir. Tim besin ortamlarinda gelisen kallus ekstrelerinde goriilen
alkaloidler; triptofan (a), triptamin (b), ajmalisin (c) ve serpentin (d) olmak iizere dort farkli simif
olugturmustur. Kontrol 6rneklerinde ise toprak {istii aksaminda dort, kokte ise bunlara katarantin ilavesi ile
bes sinif belirlenmistir (Cizelge 6).

1 mg Lt BA+2 mg L't NAA iceren MS ortaminda kotiledonlu hipokotil eksplantlarindan gelisen kallus (I-
A) ekstrelerinin alkaloidlerinde a (triptofan) ve ¢ (ajmalisin) bilesikleri goriiliirken ¢ alkaloidlerinin oran
amin yaklasik 2 kati kadar bulunmustur (Cizelge 6). Ancak ayni besin ortaminda kok eksplantlar
kalluslarindan (I-B) elde edilen ekstrelerin alkaloidleri ile kiyaslandiginda b (triptamin) alkaloidi dikkate
deger bir oranda (% 34.54) gozlenirken I-A'da bu alkaloide rastlanmamustir. Cizelge 6’da I-A ve |-B
kalluslarinin ¢ bileseni farkli Rf degerlerinde bulunmasina karsilik 270 nm civarinda UV max gostermesi
aym simf alkaloid oldugunu gdstermektedir. 0.1 mg L kinetin+2 mg L 2.4D igeren MS ortaninda (II)
gelisen kotiledonlu hipokotil eksplantinin irettigi kalluslarin (II-A) ekstreleri ile ayni ortamdaki kok
eksplanti kalluslarinin (II-B) ekstreleri karsilastirildiginda her iki eksplant tipi kalluslarinda da 204 nm'de
UV max veren aym siif alkaloide rastlanilmistir. Ancak bu alkaloidler ince tabaka kromatogrofisinde
triptofan (a), triptamin (b), ajmalisin (c) sirasiyla I1I-A 'da 41.71, 17.79, 9.20, 11-B'de 43.55, 27,60, 13.49 Rf
degerinde gozlenmistir. Bu ekstrelerde a, b, ¢ olarak kodladigimiz alkaloid bilesikleri oransal olarak ¢ok
diisiik farklilikla birbirinden ayrilmaktadir. Oyleki Cizelge 6°da goriildiigii iizere 11-B’de a ve b bilesikleri
I1-A'ya gore yaklasik % 1.5 kat kadar artarken I1-B’de ¢ ise % 3 kadar bir azalma gdstermistir. 0.1 mg L
kinetin+1 mg L* NAA (III) besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan da elde edilen kalluslarda 3
farkli alkaloide rastlanmigtir. Bu ortamda gelisen kotiledonlu hipokotil eksplant1 kalluslari (III-A)
ekstrelerinde tespit edilen alkaloidlerden triptofan (a) % 19.5, triptamin (b) % 39.6 ve ajmalisin (c) % 40.9
bulunurken ayni bitytime diizenleyicileri ilaveli ortamda kok eksplanti kalluslari (IT1-B) ekstrelerinde ise bu
alkaloidler sirasiyla % 22.2 ve % 40.6 olarak bulunmus, ¢ (ajmalisin)’ye rastlanmams ve III-A'da
saptanmayan serpentin (c¢) bu 6rnekte % 37.2 bulunmustur. Ayrica a ve b bilesikleri kismi olarak artarken
serpentin % 3.7'lik oranda gdzlenmistir. 5 mg L™ BA+ 2 mg L? NAA ilaveli MS ortaminda da (IV) 3 farkli
alkaloide rastlanmustir. a,b,c kodu verdigimiz bu ii¢ bilesen kantitatif olarak incelendiginde kdk eksplanti
kalluslar1 (IV-B) ekstrelerinde kotiledonlu hipokotil eksplant1 kalluslar1 (IV-A) ekstrelerine gore a bilesigi
(triptofan) % 1.5, c bilesigi (ajmalisin) % 15.3 oraninda artarken b bilesiginin (triptamin) miktarinda %
16.9 oraninda azalma gdzlenmistir.

Kontrol bitkilerinin toprak istii aksami (govdetyaprak) ekstrelerinde (V-A) 4 farkli alkaloid tespit
edilirken, kok (V-B) kismindan hazirlanan ekstrelerde ise 5 farkli bilesen gozlenmistir. Gévde+yaprak
ekstrelerindeki bilesenler kendi aralarinda sirasiyla % 20.6, % 11.6, % 33.7 ve % 34.1 olarak tespit
edilirken V-B'de (kok ekstreleri) sirasiyla % 22.5,% 42.1, % 12.1 ve % 13.5 olarak bulunmustur. Kok
ekstrelerinde ¢ olarak kodladigimiz ve katarantin olabilecegini diisiindiigiimiiz bilesen UV max 220 nm'de
% 16.8 olarak tespit edilirken bu bilesen gévde+yaprak ekstrelerinde tespit edilmemistir. Ozellikle V-B-d
(ajmalisin) ve V-B-e (serpentin) oransal olarak dikkate deger miktarda azalma gosteritken V-B-b
(triptamin) bilesigi ise kok ekstrelerinde % 31 oraninda artmigtir.

Kalluslardan elde edilen ekstreler ve kontrol bitki ekstrelerinin alkaloid siiflarini kendi aralarinda bulunma
oranlari ile kiyasladigimizda;

Triptofan; En yiiksek triptofan miktari, 1 mg L't BA+ 2 mg L'? NAA iceren MS ortaminda kotiledonlu
hipokotil eksplant1 kalluslarindan elde edilen ekstrelerden (% 36.21), en diisiik ise % 19.5 olarak aym
eksplantin 0.1 mg L* kinetin+1 mg L* NAA (III) ilaveli ortamda gelisen kalluslarinin ekstrelerinde
goriilmiistiir ve bu miktar, diger ortamlarda bulunan miktarlar ile kontrol bitkilerinin siirgliin kismi
ekstrelerindeki % 20.6 miktarina ¢ok yakin ve biraz daha yiiksek olmustur. Triptamin alkaloidi, kontrol
bitkilerinin kok kismindan elde edilen ekstrelerde % 42.1 olarak gdzlenmis ve 1 mg Lt kinetin+1 mg L™
NAA (III) ilaveli MS ortaminda kok eksplanti kalluslari ekstrelerinde de buna ¢ok yakin bir deger olarak %
40.6 bulunmustur. Ayrica, bu alkaloid aym biiylime diizenleyicileri ilaveli besin ortaminda kotiledonlu
hipokotil eksplantlari kallus ekstrelerinde % 39.6 oraninda elde edilirken, kontrol bitkilerinin gévde+yaprak
ekstrelerinde % 11.6 olarak ¢ok diisiik bulunmustur. Ajmalisin indol alkaloidi ise, 1 mg Lt BA+ 2 mg L?
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NAA (I) ilaveli besin ortamlarinda kotiledonlu hipokotil eksplantlar1 elde edilen kallus ekstrelerinde %
63.79, kontrol bitkilerinin siirgiin ekstrelerinde % 33.7 oraminda gdzlenmistir. 2 mg Lt NAA+ 5 mg L'* BA
(IV) ilaveli besin ortaminda kok eksplanti kalluslarmin ekstrelerinde ajmalicine alkaloidi % 54.6 iken
kontrol bitkileri kok kismindan elde edilen ekstrelerde %12.1 olarak gdzlenmistir. Serpentin indol alkaloidi
ise, 0.1 mg L? kinetin+1 mg L"? NAA ilaveli MS ortaminda kok eksplanti kalluslar1 ekstrelerinde % 37.2
oranda gozlenmistir. Bu alkaloid, kontrol bitkilerin kdk ekstrelerinde % 13.5, govde+yaprak ekstrelerinde
ise %34.1 oraninda gdzlenmistir. Ayrica kontrol bitkilerin kdk kismindan elde edilen ekstrelerde katarantin
alkaloidine de rastlanilmistir (% 16.8).

Cizelge 6. Kiiltiirlere gore kallus ekstrelerinin alkaloid sentezi

Bitki biiyiime diizenleyicisi Rf Miktar  Oranlar
kombinasyonu—eksplant tipi— degeri (g) (%)**
bilesenler*

a-Triptofan 40.74 0.0002 36.21

A c-Ajmalisin 8.64 0.0012 63.79

| a- Triptofan 40.74 0.0012 30.08
B b-Triptamin 20.37 0.0015 34.54

c- Ajmalisin 9.25 0.0019 35.37

a- Triptofan 41.71 0.0011 34.29

A b- Triptamin 17.79 0.0018 33.14

Il c- Ajmalisin 9.20 0.002 32.56
a- Triptofan 43.55 0.0012 35.49

B b- Triptamin 27.60 0.0017 34.97
c-Ajmalisin 13.49 0.0013 29.52

a- Triptofan 73.65 0.0015 19.5

A b- Triptamin 40.11 0.0005 39.6

n c- Ajmalisin 18.56 0.0011 40.9
a- Triptofan 75.30 0.002 22.2

B b- Triptamin 43.37 0.002 40.6
c-Serpentin 19.27 0.0022 37.2

a- Triptofan 78.91 0.0028 21.6

A b- Triptamin 47.59 0.001 394

v c- Ajmalisin 7.83 0.0017 38.9
a- Triptofan 75.30 0.0003 23.1

B b- Triptamin 44.57 0.0028 22.3

c- Ajmalisin 7.22 0.0035 54.6

a- Triptofan 83.55 0.0011 20.6

b- Triptamin 65.83 0.0027 11.6

A c- Ajmalisin 48.44 0.0016 33.7
d-Serpentin 9.93 0.0019 34.1

\' a- Triptofan 85.62 0.003 22.5
b- Triptamin 78.12 0.0039 42.1

B c-Katarantin 68.75 0.0034 16.8

d- Ajmalisin 38.12 0.0023 12.1

e-Serpentin 11.25 0.003 13.5

*1: 1 mg/l BA+2 mg/l NAA, 11: 0.1 mg/l kinetin+2 mg/l 2.4-D,

111: 0.1 mg/l kinetin+1 mg/l NAA, IV: 5 mg/l BA+2mg/l NAA,

V: Kontrol. A: kotiledonlu hipokotil eksplanti, B: kok eksplanti.

** 0% olarak belirtilmek istenen, belirlenen alkaloidin eksplantta toplam oransal degeridir.

Coklu siirgiinlerde alkaloid analizi

Coklu siirgiin elde edilmesi igin MS ortamina 3 farkli konsantrasyonda BA ilavesinden, 1 mg L™* BA igeren
ortamda gelisen ¢oklu siirgiinlerde tespit edilen bilesenler ajmalicine, triptofan, triptamin, serpentine olmak
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iizere kontrol bitkilerinde tespit edilenler ile ayn1 bilesenlerdir (Cizelge 7). 3 mg L BA ve 5 mg L BA
ilaveli ortamlarda ise bu alkaloidlerden yalnizca triptamin alkaloidine rastlanmamigtir. Kontrol ile
kiyaslandiginda; Ajmalisin indol alkaloidi en yiiksek 3 mg L? BA ilaveli besin ortamindaki g¢oklu
siirgiinlerde % 28.4 olarak belirlenmis bunu 5 mg L BA ilaveli ortamda gelisen goklu siirgiinlerin
ajmalisin igerigi (% 24.7) izlemistir (Kontrol % 18.4 ve 1 mg L! BA ilaveli ortam siirgiinlerinde % 16.1).
Triptofan indol alkaloidi de ajmalisin de oldugu gibi en yiiksek 3 mg L? BA ilaveli besin ortami
siirgiinlerinde (% 38) belirlenmis bunu sirasiyla 5 mg L'* BA ilaveli ortamda gelisen siirgiinler (% 30.9),
kontrol ve 1 mg L BA ilaveli besin ortam siirgiinleri izlemistir. Triptamin alkalloidi kontrol bitkilerinde
% 21.4 iken 1 mg L BA ilaveli besin ortaminda gelisen siirgiinlerde % 14.4 olarak gdzlenmistir. Serpentin
alkaloidi ise en yiiksek 1 mg L™ BA ilaveli ortam siirgiinlerinde (% 51.3) ve 5 mg L BA ilaveli ortam
siirgiinlerinde (% 44.4) bulunmustur. En diisiik 3 mg L BA ilaveli ortamda gelisen siirgiinlerde (% 33.6)
tespit edilmistir (kontrol bitkilerinde % 40.2°dir).

Cizelge 7. Coklu siirgiin liretimi igin yapilan uygulamalardaki alkaloid sentezi

Besin ortami- bilesenler Rf degeri Miktar (g)  Oranlar (%)**

Ajmalisin 75.15 0.0007 18.4

Triptofan 58.18 0.0013 20.0

Kontrol Triptamin 42.42 0.0007 21.4
Serpentin 14.54 0.0020 40.2

Ajmalisin 74.54 0.0030 16.1

1mg Lt Triptofan 61.81 0.0036 18.2
BA Triptamin 33.93 0.0052 14.4
Serpentin 5.45 0.0045 51.3

Ajmalisin 72.72 0.0014 28.4

3mg L1 Triptofan 49.09 0.0038 38.0
BA Serpentin 10.30 0.0014 33.6
Ajmalisin 72.72 0.0123 24.7

5mg L1 Triptofan 53.33 0.0045 30.9
BA Serpentin 9.69 0.0058 44.4

**: 0% olarak belirtilmek istenen; belirlenen alkaloidin eksplantta toplam oransal degeridir.

El-Sayed ve Verpoorte (2002), loganin ve triptamin onciilleri ile beslenen C. roseus’un hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde biiyiimede ve terpenoid indole alkaloidlerinin birikiminde farkli fitohormonlarinin etkisi
lizerine yaptiklari ¢alismada; 2,4-D, salisilik asit, methyl-jasmonate ve absisik asitin oldugunu belirlemisler
ve bunlardan yalnizca methyl-jasmonate’in alkaloid birikimini arttirdigini, absisik asitin alkaloid birikimini
artirmadigini ancak, sitrik asit katobolizmasini geciktirdigini belirtmislerdir. Piovan ve ark (2000), C.
roseus’ta indol alkaloid iiretimi ve somatik embriyogenesis ile ilgili caligmalarinda, embriyonik hiicre
hatlarinda hizli biiyiime oraninin yiiksek alkaloid tiretimi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Datta ve
Srivastava (1997), C. roseus’un in vivo ve in vitro tiretilen bitkilerin vinblastin {iretimindeki farkliliklar ile
ilgili caligmalarinda in vivo’ya oranla in vitro’da vinblastin tretiminin hizli bir gekilde arttigim
gozlemlemislerdir. Bu c¢alismada da elde ettigimiz indol alkaloid siniflarin1 kendi aralarinda
kiyasladigimizda kontrol olarak belirtigimiz in vivo ortamda yetisen bitki ekstrelerinde alkaloid oraninin, in
vitro kallus kiiltiirleri ekstrelerindekilere oranla daha az oldugu goriilmiistiir (Cizelge 6 ve 7).

Carew ve Krueger (1977), 2,4-D ve IAA bilyiime diizenleyicilerinin yanisira ¢ok sayida besin faktoriiniin
de C. roseus’un siispansiyon Kkiiltlirlerinde biiylime ve alkaloid formasyonuna etkisini belirlemeye
galismiglardir. Bilyiime ve alkaloid iiretimi igin optimal 2,4-D konsantrasyonunu 1 mg L olarak
belirlemiglerdir. Zhao ve ark. (2001b), C. roseus’un kallus Kkiiltiirlerinde vindolin ve diger indol
alkaloidlerin biyosentezinde 1518in ve biiyiime regiilatorlerinin etkisini belirlemek iizere yaptiklari
calismada, vindolin biyosentezinin yanisira diger indol alkaloidlerin biyosentezi i¢in C. roseus’un ¢ok
sayidaki yaprak kalluslarindan sabit ve iyi 6zellikli bir kallus hatt1 se¢misler ve bu hatta 151k ve biiylime
diizenleyicilerinin asit ve bazik peroksidaz aktivitelerini etkilemesinin yanisira vindolin ve diger
alkaloidlerin biyosentezini de kayda deger bir sekilde etkiledigini ayrica plastid gelisimini ve peroksidaz
aktivitesini tesvik ettigini gdézlemlemislerdir. Bununla birlikte 2,4-D’nin tim indol alkaloidlerinin ve
peroksidaz aktivitesinin biyosentezini durdurucu etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Ataei-Azimi ve ark.
(2008), C. roseus tohumlarindan elde ettikleri fidelelerden 0.1 mg L' NAA ve 0.1 mg L™ kinetin igeren
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besin ortamindan elde ettikleri kalluslarda vindolin, katarantin ve vinkristin akaloidlerini belirlediklerini
bildirmislerdir. Zhao ve ark (2001c), C. roseus’tan yogun kallus kiimeleri olusturmuslar ve yogun kallus
kiimelerinin normal hiicre kiiltiirlinden yaklasik 2 kat daha fazla indole alkaloidi icerdigini
gozlemlemislerdir. Ortama KCI, mannitol ve ¢esitli sentetik onciillerin ve biyoregiilatorlerin eklenmesi ile
kallus kiiltiirtiniin pazarlanabilir indol alkaloid tiretimini arttirdigin1 gozlemlemislerdir. Arvy ve ark (1994),
C. roseus hiicrelerinin alt kiiltiirleri boyunca, kiiltiir ortamindan 2,4-D’nin uzaklastirilmasinin biiylimede
etkisiz oldugunu ancak alkaloid birikimini arttirdigini ve bilyiimeden ziyade alkaloid birikiminin 2,4-D’ye
daha fazla duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda 2.4-D ilaveli besin ortaminda kiiltiire alinan
kok ve kotiledonlu hipokotillerden iiretilen kalluslarin ekstrelerinde triptofan alkaloidinin orani (sirastyla %
35.49 ve % 34.29) kontrol bitkileri kok ve siirglinlerindekinden (sirastyla % 22.5 ve % 20.6) daha yiiksek
bulunmus olup aym1 zamanda diger biiylime diizenleyicilerinin ilave edildigi ortamlarda gelisen kallus
ekstrelerindekinden de yiiksek bulunmustur (Cizelge 6). C. roseus’un kok eksplantlarinin karanlikta ve
yiiksek konsantrasyonda IBA igeren ortamdaki kiiltiirlerinde katarantin ve ajmalisin gibi indol
alkaloidlerinin ana bitkininkine esit miktarda oldugu belirtilmistir (S6kmen ve Giirel 2001). Bu ¢alismada
ise ajmalisin, BA + NAA ilaveli MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin kallus ekstrelerinde in vivo
yetistirilen bitkilerdekine oranla daha yiiksek bulunmustur.

Sonug¢

Bu caligmada, C. roseus’un farkli besin ortamlarinda kallus {iretimi saglanmisg, en basarili kallus gelisimi
0.1 mg L? kinetin+1 mg L* NAA ve 0.1 mg L*? kinetin+2 mg L' 2.4-D ilaveli besin ortaminda
goriilmiistiir. Coklu siirgiin iiretimi icin MS ortamina ii¢ farkli BA ilavesinden, 1 mg L BA ilaveli ortamda
gelisen ¢oklu siirgiinlerde kontrol bitkilerindekiler ile ayni alkaloidler gézlenmistir. C. roseus bitkisinde
bulunan triptofan, triptamin, ajmalisin ve serpentin adlartyla bilinen indol alkaloidleri incelenmistir. Kismi
degisiklikler olmakla birlikte biitiin 6rneklerde triptofan, triptamin ve ajmalisin rastlanilmigtir. Serpentin ise
0.1 mg L kinetin+1 mg L NAA besin ortaminin kok eksplantlarinda gelisen kallus ekstrelerinde ve
kontrol bitkilerinin kok ve siirgiin kisimlar1 ekstrelerinde gozlenmistir. Coklu siirgiinlerde belirlenen
alkaloidler triptofan, triptamin, ajmalisin ve serpentindir. Bu alkaloidlerden triptamin alkaloidine yalnizca
kontrol ve 1 mg L BA ilaveli besin ortaminda gelisen siirgiinlerde rastlanmistir ve en yiiksek 1 mg L™ BA
ilaveli besin ortaminda gelisen siirgiinlerde gozlenmistir (%51.3).
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