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Bu ¢alismada in vitro kosullarda mikrogogaltim yontemleriyle Uretilen Akzambak (Lilium candidum L.) soganlarinda
gelisimin gozlendigi donemden itibaren 3 farkli donemde (1., 2. ve 3. ay sonunda) soganciklardan 6rnek alimi
yapilmis ve bu 6rneklerden alinan soganciklarin ekstraksiyonu yapildiktan sonra alkaloid (azotlu bilesik) profili GC-
MS ile tanimlanmis ve in vivo’da yetisen soganlarla karsilastirarak mikrogogaltim galismalarinda in vivo kosullara en
yakin 6rnek alim dénemi belirlenmistir. Calismada L. candidum’un sogan pul yapraklari eksplant olarak kullaniimis ve
3 farkli besin ortamindan ve 3 farkli dénemde alinan soganciklarda GC-MS analizi yapilmigtir. Yapilan GC-MS analizi
sonucunda soganciklarda bulunan toplam alkaloid ylizde orani olarak kontrole (%13.11) en yakin 6rnek; 2. besin
ortaminin (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L TDZ) 3. érnek alim doneminden (%7.42) elde edilmistir. Belirlenen en ylksek
orana sahip alkaloid (1H-Pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso-) ise yine 2. besin ortaminin 3. 6rnek alim déneminde
belirlenmistir.

Anahtar kelime: Akzambak, mikrogogaltim, alkaloid, azotlu bilesik, GC-MS

In vitro Micropropagation of Lilium candidum L. and Alkaloids

In this study, bulblets samples were chosen in produced by in vitro micropropagation method, analyzed by
observing the sample from 3 different time periods interferences (i.e. at the end of the first, second and third
month). After extraction of these bulblets samples, alkaloid (nitrogen compounds) profile was determined by GC-
MS; and was compared with the bulblets grown by in vivo method. Micropropagation analysis, allowed us to find
the most suitable sampling period which was close to in vivo condition. In this research, twin scales of L. candidum
were used as explant and as a result of regeneration, GC-MS was analyzed in 3 different nutrient media at 3
different sampling periods. The result of GC-MS analysis showed that the total obtained alkaloid percentage is the
closed to the control (13.11%) in the third sample (7.42%) in the second nutrient media (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L
TDZ). The highest percentage of alkaloid (1H-Pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso-) was obtained from the second nutrient
medium and the third sample.
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Giris degerlendirilmelerinin yaninda modern tipta da
kullanilmaktadir. Lilium candidum L/ nin
soganlarinin icerdigi saponinler sayesinde yanik ve
sisliklerin  tedavisinde, anti-inflamatuar olarak
(Mimaki ve ark., 1999; Eisenreichova ve ark.,
2004), bitkilerinin alkol ve yag ekstreleri (lserde,
iltihaplarda, cibanlarda, parmak Ulserinde, deri
kizarmasinda, yaniklarda ve yaralanmalarda harici
olarak kullaniimaktadir (Eisenreichova ve ark.,
2004). Akzambak bitkisinin sogan ve ciceklerinden
elde edilen ekstraktlarda son vyillarda yapilan
calismalara  gore ¢esitli  organik  asitler,
flavonoidler, glikozitler, alkaloidler (azotlu
bilesikler) ve steroidlerin oldugu tespit edilmistir
(Eisenreichova ve ark., 2004). insanlarda dabhil

Liliaceae familyasi yaklasik 250 cins ve 3000’e
yakin tir ile diinyada genis bir yayilima sahiptir.
Yer alti organlari soganlari, tuberleri ve
rizomlaridir. Cicekleri dikkat cekici bir sekilde
renkli ve kokulu, tek ya da toplu sekilde gicek
yapisina sahiptir (Eisenreichova ve ark., 2004).
Lilium candidum L. biyolojik zenginliklerimiz
icerisinde yer alan soganli bitkilerden biridir. Yilin
blyik bolimiini toprak altinda sogan, yumru ve
rizom halinde geciren soganli bitkilerin ¢ogu
ilkbaharda, bir kismi ise sonbaharda glizel ve
gosterisli gicekler acar (Ozuslu ve iskender, 2009).
Soganli bitkiler sis bitkisi olarak
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olmak Uzere bir ¢ok organizmanin Urettigi
alkaloidler amino asitlerden tiireyen genelde
temel azotlu bilesikleri iceren sekonder
metabolitlerin bliyik bir grubudur. Bir¢ok alkaloid,
azot iceren halka sistemine gore kimyasal olarak
siniflandirihr (Khadem ve ark., 2012). Alkaloidlerin
en onemli Ozellikleri bitki kokenli olup,
farmakolojik agidan etkili olmalaridir (Mammadov,
2014).

In vivo’da Amaryllidaceae  familyasindan
Galanthus rizehensis Stern. bitkisinden (Sarikaya
ve ark., 2012), Liliaceae familyasina ait 7 farkh
Tirk Colchicum cinsinde (Ondra ve ark., 1995) ve
Fritillaria (Cheng ve ark., 2013) gibi tirlerde
alkaloid miktarlarinin belirlendigi ya da yalnizca
alkaloid  profilinin  tanimlandigi  ¢alismalar
yapilmistir.  Liliaceae familyasinda daha ¢ok
steroidal bilesiklerin saptandigi ve bu bilesiklerin
de en fazla Lilium cinsinde oldugu bilinmektedir.
Bu bilesiklerin ¢ogu spirostanol saponinler olarak
L. candidum’un sogan ve ciceklerinden etanol
ekstresi ile izole edilmistir (Eisenreichova ve ark.,

2004). Bu konuda vyapilan c¢alismalarda; L.
candidum petallerinden pirrolin-pirrolidin
alkaloidleri (Haladova ve ark., 1988), flavon

alkaloid olan lilaline bilesikleri, soganlarindan ise
jatropham ve citraconimide alkaloidleri
(Eisenreichova ve ark.,, 1991), 1-(2"-oxo-5"-
pyrrolidinyl)-5-hydroxy-3-methyl-3-pyrrolin-2-one
alkaloidi (Eisenreichova ve ark., 1992), steroidal
alkaloidin etioline tipi ve jatropham (Erdogan ve
ark., 2001) bilesikleri tespit edilmistir. Temelde
alkaloidlerin daha ¢ok; monomerik pirrolin
(Jatropam, etiljatropam, sitrakonik asit imidi ve
jatropam-5-5-0-8-D-glucopyranoside), dimerik
pirrolin-pirrolidin ve pirrolin-pirrolin  bilesikleri
olarak izole edildigi bildirilmistir (Eisenreichova ve
ark., 2004). L. candidum’un igerdigi bu bilesikler
izerinde biyokimyasal ve farmakolojik agidan da
calismalar yapilmistir. L. candidum’un kanser
onleyici potansiyelinin ve inhibitor aktivitesinin
arastirildigl bir calismada tespit edilen iki farkh
spirostanol saponin, pirrolin tiirevi jatropham ve
glikozitleri,  flavonol-kaempferol  gibi  cesitli
bilesiklerin icinde en fazla inhibitér aktivitesi
olanlarin %70 orani ile spirostanol saponinler ve
%66 oran ile jatropham oldugu bildirilmistir. En
disik inhibitor aktivitenin ise jatropham
glikozitlerinde  (%49) oldugu  belirlenmistir
(Vachalkova ve ark., 2000). L. candidum’un anti-
inflamatuar etkilerinden dolayr soganlarindaki
alkaloidler (Haladova ve ark., 2011) ve vyine
biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinin
6neminden dolayl icerdigi flavonoid bilesikler
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(kaempferol vb.) (Cupakova ve ark. 2012)

belirlenmistir.

Amaryllidaceae ve Liliaceae familyalarinda in vitro
mikrogogaltim calismalari gerek bitki
rejenerasyonuna gerekse sogan gapinin
blyitilmesine yoneliktir. Bu familyalara ait
tirlerde yapilan mikrogogaltim ¢alismalarinin
1siginda farkl doku kiltird teknikleri ile gelistirilen
sogan ve cigeklerin sahip oldugu bilesiklerin
tayinine yonelik literatirler mevcuttur ( Khawar ve
ark., 2005, Ivanova ve ark 2011 ve Johnsona ve
ark 2015). Fakat Liliaceae familyasina ait L.
candidum tirinde mikrogogaltim calismalarinin
ardindan sekonder bilesiklerin tayinine ya da bu
bilesiklerin farkli blyime dizenleyicileri, biyotik
ve abiyotik elisitérler araciligiyla artirilmasina
yonelik bir calismaya rastlanmamustir.

In vitro'da yetistirilen soganh bitkilerden elde
edilen ekstraktlardaki mevcut alkaloidlerin tayini
ve bu alkaloidlerin miktarinin c¢esitli elisitérler
aracihigiyla artirilmasi ile ilgili galismalar soganli
bitkilerde en fazla Amaryllidaceae familyasindaki
Leucojum aestivum (Berkov ve ark., 2005; Pavlov
ve ark., 2007; Bogdanova ve ark., 2009; lvanov ve
ark., 2011; Georgiev ve ark., 2012), Hippeastrum
vittatum (Zayed ve ark., 2011) ve Pancratium
maritimum (Georgiev ve ark., 2011; Bogdanova ve
ark., 2014) tirlerinde yapilmistir. Yapilan bu
¢alismalarda Amaryllidaceae familyasindaki
Leucojum aestivum bitkisinde in vitroda gogaltilan
bitki materyalinden eksplant olarak; sogan
(Berkov ve ark., 2005; Bogdanova ve ark. 2009),
yaprak veya ovaryum (Berkov ve ark., 2005)
kullanilmistir.  Leucojum  aestivum’da  gegici
daldirma sisteminde sirgiin kiltliri tekniginde
(lvanov ve ark., 2011) ve modifiye edilmis
baloncuk kolon biyoreaktérlerde strgln
kiiltirinden elde edilen sirglin  hatlarinin
ekstrelerinde (Georgiev ve ark., 2012) gelisen
alkaloidler tespit edilmistir. Ptak ve ark. (2013) ise
Leucojum aestivum’da ki alkaloid birikimini
somatik embriyogenezis yontemi ile
belirlemislerdir. Amaryllidaceae familyasina ait
Hippeastrum vittatum’un igerdigi bu alkaloidlerin
mevcut miktarlarini artirmaya ve bitkinin olusum
ve gelisim 6zelliklerini artirmaya yonelik yapilan in
vitro c¢alismada farkli biyotik elisitorler (metil
jasmonat, spermin, kazein hidrolizat ve
progesteron) kullanilmistir. Olusan yaprak ve
soganlarin gelisim oranlari belirlenmis ve alkaloid
tayini  yapimistir (Zayed ve ark., 2011).
Pancratium maritimum’da ise sivi kiltirde
yetistirilen slirglinlerdeki alkaloid profili (Georgiev
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ve ark., 2011) incelenmis ve direkt rejenerasyon
ile kiiltire alinan soganlarda antiviral ve antitimor
ozellikleri iyi bilinen alkaloidlerin biyosentezi
(Bogdanova ve ark., 2014) yapiimistir.

Yapilan literatir arastirmalarinda ekonomik degeri
ylksek, sis, tibbi ve aromatik bitki olarak
kullanilan L. candidum tirinde in vitro kosullarda
doku kulturi ve mikrogogaltim ¢alismalarinin
yeterince bulunmasi ve in vivo alkaloid tayini
¢alismalari yapilmis olmasina ragmen, L. candidum
tiriinde in vitro mikrogogaltim ile (dretilen
soganciklarin alkaloid miktarinin belirlenmesi ile
ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu calisma
kapsaminda L. candidum tiriinde oncelikle in vitro
kosullarda farkh konsantrasyonlarda bitki biylime
dizenleyicileri kullanilarak mikrogogaltim
¢alismalari yapilmistir. Bu ¢alisma sonucu elde
edilen soganciklardan farkli zamanlarda ornek
alimi  yapilarak alkaloid profilleri GC-MS ile
tanimlanmistir. ikinci asamada tarla kosullarinda
yetistirilen soganlar ile in vitro kosullarda kisa
sirede elde edilen soganciklarin icermis oldugu
alkaloid profillerinin karsilastirmasi yapilmistir. Bu
¢alisma ile in vitro mikrogogaltim ¢alismalarinda
hem alkaloid profilini belirlemek hem de in vitro
kosullarda vyapilan hizli ¢ogaltim yontemiyle,
dogaya zarar vermeden kisa siirede ve daha fazla
miktarda ham maddenin saglanmasinda etkili, hizh
ve givenli bir protokol gelistirmek hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali ve doku kulturi ile sogancik
rejenerasyonu: Calismada kullanilan  bitkisel
materyal  Balikesir/Turkiye'deki yerel sogan

yetistiriciligi yapan ciftcilerden temin edilmistir.
Temin edilen Akzambak soganlari 6 hafta boyunca
kese kagidina sarili  olarak *4°C'de soguk
uygulamasi yapildiktan sonra soganlarda ylzey
sterilizasyonu uygulamasi yapilmistir. Soganlar 1-2
damla/100 ml ticari deterjan (bulasik deterjani) ile
yikandiktan sonra yaklasik 3 saat boyunca akan
cesme suyu altinda birakilmistir. Yikanan soganlar
ilk 6nce %70’lik etil alkol icinde 10 sn sire ile
tutulmustur. Daha sonra steril kabin iginde %50
oraninda seyreltilmis sodyum hipoklorit
¢cOzeltisinde manyetik karistiricida 10 dk sire ile
steril edilmistir. Son olarak 3 defa 5’er dakika siire
ile otoklavlanmis distile sudan gegcirilerek
durulanmistir (Daneshvar-Royandazagh ve ark.,
2014). Besin ortami olarak MS (Murashige ve
Skoog, 1962) mineral tuzlari ve vitaminlerini
iceren ortamlar kullanilmistir. Bu ortama % 3
sukroz katilarak ve ortam % 0.7 oraninda bitki
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agari ile kati hale getirilmistir. Yizey (eksplant)
sterilizasyonundan ardindan steril kabin igerisinde
soganciklarin dis pul yapraklar gikartilip atildiktan
sonra hizli gogaltim ve adventif sogan Uretimi igin
eksplant olarak yaklasik 1-2 cm ¢apinda olacak
sekilde hazirlanan saglikh ve geng¢ pul yapraklar
kullanilmistir ~ (Khawar ve ark.,  2005). Bu
¢alismada oOncelikli amag bol miktarda in vitro
sogancik olusturmak oldugu icin 6nceden yapilan
rejenerasyon calismasi sonucu elde edilen en iyi
sonuglart  kullanarak  eksplantlar ¢  farkh
konsantrasyondaki TDZ ve NAA kombinasyonunu
iceren kati MS ortamlarinda (0.2mg/L NAA ile 0.1
mg L TDZ, 0.2mg/L NAA ile 0.4 mg L TDZ ve
0.2mg/L NAA ile 0.6 mg/L TDZ iceren MS ortami)
kultire alinmistir (Daneshvar-Royandazagh ve
ark., 2014). Kiltire alnan eksplantlar 10 gin

boyunca +4°C'de bekletilmistir. Soguk
uygulamasinin ardindan beyaz floresan 1sigi
altinda 16 saat 15tk ve 8 saatlik karanlik

fotoperiyotta 24°C'de 3 hafta siireyle inkiibe
edilmistir. Baslangigtan 21 giin sonra eksplant
hacimleri artmis, pul yapraklarinin ug¢ kisimlarinda
soganciklar gorulmistir. Sogan sayisini artirmak
amaci ile soganciklar 0 MS kati besin ortaminda alt
kiltire alinmistir. 4 hafta sonra yiliksek
konsantrasyonda sukroz iceren (50 g/L) 0 MS
ortamlarina alinmistir (Daneshvar-Royandazagh ve
ark., 2014). 28. gliniin sonunda 0 MS ortaminda
alt kultire alinan soganciklardan her 4 haftada bir
3 kez ornek alimi yapilmistir. 3 farkli zamanda
toplanan sogancik 6rnekleri Gzerindeki besin
ortami  uzaklastirildiktan  sonra  ekstraksiyon
zamanina kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

Alkaloid ektraksiyonu: Alkaloid ekstraksiyonu
Ptak ve ark. (2013)’'nin yontemine gore yapilmistir.
In vitro mikrogogaltim yontemiyle elde edilen
soganciklardan alinan ornekler liyofilize edildikten
sonra toz haline getirilmistir. 150 mg toz sogancik
ornegi 24 saat boyunca 10 ml metanolde, oda
kosullarinda maserasyona birakilmistir. Ardindan
ultrasonik banyoda oda sicakliginda 90 dk
siresince sonikasyon uygulanmistir. 20 dk
boyunca (2540 x g) santrifiij edildikten sonra SPE
(SCX 100_mg/3 ml) kolonunda metanol
ekstraksiyonu yapilmistir. Kolonun filtre kartuslari
filtrasyondan 6nce %1’lik formik asit iceren 3ml
metanolden  gecirilmistir. ~ Alkaloidler ~ %5’lik
amonyak iceren 2 ml metanol ile kartuslu filtrede
seyreltildikten sonra elde edilen 6rnekler 0.2 pum
siringa filtreden gegirilerek 1uL o6rnek GC-MS
analizleri igin hazirlanmistir.



Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi
Journal of Tekirdag Agricultural Faculty

GC-MS analizi ve alkaloid profillerinin
belirlenmesi: Analizler QP2010-Shimadzu 5-Ms
kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) ile yapilmistir.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen 1uL 6rnek
enjeksiyonu sirasinda  (QP2010-Shimadzu) 30
dakika iginde 10°C/dk artis ile sicakhk 80°C’den
280°C’ye cikarilarak ve 10 dk boyunca enjeksiyon
sicakligl olan 280 °C’de tutulmustur. Gaz akis hizi
(helyum) 0.8 ml/dk ve seyreltme orani 1:50'dir
(Ptak ve ark., 2013). Alkaloidlerin profili NIST27,
NIST107, NIST147 (National Institute of
Standardization and Technology, Gaithersburg,
MD) ve WILEY7 veritabanlarinin taranmasi ile
olusturulmustur. Alkaloid profillerinin belirlenmesi
GC-MS analizi sonucunda elde edilen verilerle
daha once L. candidum’da vyapilmis GC-MS
analizinde  belirlenen  alkaloid  profillerinin
karsilastirilmasi  yoluyla yapilmis ve yapilan
calismalarda standart kullanilmamistir.

Bulgular

Mikrogogaltim yontemiyle onceden segilen ve
sogancik gelistirmede en iyi sonug veren 3 farkh
besin ortami kullaniimis ve Uretilen L. candidum
soganciklarda 3 farkli zamandaki 6rnek aliminda
toplam 288 bilesik tespit edilmistir. 9 uygulamada
ve kontrolde ortak olarak 3 bilesik (Methyl
palmitate; Methyl stearate ve Erucamide)
tanimlanmistir. Bunun yaninda kontrol olarak
tarladan alinan sogancik orneklerinde in vitro
uygulamalari ile benzer 10 bilesik, toplamda 40
bilesik tespit edilmistir. Orneklerin genel profilini
bilesiklerin %50’sini karsilayan bilesikler
olusturmustur.

Ornek alim zamaninin kimyasal bilesen verilerine
etkisi: Ug farkli ortamda Uretilen ve (¢ farkl
zamanda ornek alimi yapilan soganciklarda farkh
sonuglar elde edilmistir. 1. ortamda (0.2 mg/L NAA
+ 0.1 mg/L TDZ) 3 farkh 6rnek alim zamanina

Daneshvar ve Pehlivan, 2016: 13 (03)

iliskin her 3 6rnek alim zamaninda ortak olarak
Methyl stearate; Erucamide (13-Docosenamide,
(2)-) ve Tetradecane bilesikleri, 1. ve 2. 6rnek alim
zamaninda benzer Methyl palmitate bilesigi ve
son olarak 2. ve 3. 6érnek alim zamaninda benzer
Caprolactam bilesigi saptanmistir. 2. ortamda (0.2
mg/L NAA + 0.4 mg/L TDZ) 3 farkh 6rnek alim
zamanina iliskin her 3 6rnek alim zamaninda ortak
olarak Methyl palmitate; Methyl stearate;
Erucamide bilesikleri bulunmustur. 1. ve 3. 6rnek
alim zamaninda benzer Caprolactam ve 2-
Monopalmitin bilesikleri saptanmistir. 3. ortamda
(0.2 mg/L NAA + 0.6 mg/L TDZ) ise 3 farkli 6rnek
alim zamanina iliskin her 3 6rnek alim zamaninda
ortak olarak Methyl palmitate; Methyl stearate;
Erucamide bilesikleri bulunmustur. Bu bilesiklerin
icinde tim uygulamalarda oran (%) olarak en
blyik alana sahip bilesik Erucamide bilesigidir. 1.
ortamda (0.2 mg/L NAA + 0.1 mg/L TDZ) 1. 6rnek
aliminda ve 2. ortamda (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L
TDZ) 3. 6rnek aliminda sirasiyla %54 ve %54.83 ile
tek basina Erucamide bilesigi, 3. ortamda (0.2
mg/L NAA + 0.6 mg/L TDZ) 3. 6rnek aliminda ise
%47.07 Erucamide ve %4.40 Ethenol,2-ethoxy-
,acetate bilesikleri genel profilin  %50’sini
olusturmustur.

Alkaloidlerin (azotlu bilesikler) belirlenmesi: 1.
besin ortaminda 1., 2. ve 3. 6rnek aliminda
sirasiyla  profilin  %5.25, %5.18 ve %1.05'ini
alkaloidler olusturmustur. Bu ortamda vyizde
olarak en yuksek alkaloid ise %2.58 ile Ethyl 1-
Hexyl-4-Hydroxy-2(1h)-Oxo-3-
Quinolinecarboxylate bilesigidir (Cizelge 1). 2.
besin ortaminda alkaloidler 1., 2. ve 3. o6rnek
aliminda sirasiyla profilin - %3.97, %1.42 ve
%7.42'sini olusturmaktadir. Bu ortamda ki 1H-
Pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso- bilesigi in vitro ve
kontrol uygulamalarindaki en yiiksek yiizde alana
(%5.57) sahip alkaloid olarak belirlenmistir
(Cizelge 2).
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Gizelge 1. (0.2 mg/L NAA + 0.1 mg/L TDZ) iceren MS besin ortamindan 1., 2. ve 3. 6rnek aliminda
belirlenen alkaloidlerin tutunma zamanlari (Rt) ve oranlari (%)

Table 1. Retention times (Rt) and percentages of alkaloids on the 1, 2 and 3. samples from the MS
nutrient medium containing (0.2 mg/L NAA + 0.1 mg/L TDZ)

Bilesigin adi Rt Ornek alimi
1. 2. 3.
3-[(Cyclohexyl-methyl-amino)-methyl]-3H-benzooxazol-2-one”
10.45 0.67
Quinoline-8-carbonitrile, 2-trifluoromethyl-4-(4-fluorophenoxy)-*
11.93 0.69
3-Isoxazolecarboperoxoic acid, 4,5-dihydro-5-phenyl-, 1,1-
dimethylethyl ester * 19.840 0.74
4H-1,3,4-Triazol-3-amine, N-dimethylaminomethylene-*
20.12 0.63
Haloxazolam*
24.57 1.06
Butanoic acid, 4-(4-amino-6-hydroxy-5-pyrimidinylamino)-4-oxo-*
26.42 0.61
2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 5-nitro-*
27.46 0.85
Ethyl 1-Hexyl-4-Hydroxy-2(1h)-Oxo-3-Quinolinecarboxylate*
3.76 2.58
Pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione, 3-(2-hydroxybenzylidenamino)-6-
_*
methyl 7.47 1.24
Furan-2-carboxylic acid [1-(5-ethylsulfanyl-[1,3,4]thiadiazol-2-
lamino)-2,2,2-trifl -1-trifluor*
ylamino)-2,2,2-trifluoro-1-trifluor 19.16 136
1H-Pyrazole-3-carboxylic acid, 4-nitro-*
15.48 1.05

* NIST27, NIST107, NIST147 ve WILEY7 kitliphanelerinde belirlenen bilesikler
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Cizelge 2. (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L TDZ) iceren MS besin ortamindan 1., 2. ve 3. 6rnek aliminda
belirlenen alkaloidlerin tutunma zamanlari (Rt) ve oranlari (%)

Table 2. Retention times (Rt) and percentages of alkaloids on the 1, 2 and 3. samples from the MS
nutrient medium containing (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L TDZ)

Bilesigin adi Rt Ornek alimi
1. 2. 3.
4-Bromo-N-(piperidinomethyl)phthalimide 11.12 0.95
1-(4-Acetamidoanilino)-3,7-dimethylbenzo[4,5]imidazo[1,2-
aJpyridine-4-carbonitrile*
19.77 0.88
Ethanone, 1-[4-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinylsulfonyl]phenyl] 24.75 093
5-Aminoisoxazole 28.94 121
1-[2-Deoxy-.beta.-d-erythro-pentofuranosyl]pyrrole-2,4-
bishydroxamidine 21.09 1.42
1H-Pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso 6.59 577
4-Pyrimidinol, 5-(aminomethyl)-2-methyl-, 17.95 0.60
Piperidine, 3-methy! 23.63 1.05

* NIST27, NIST107, NIST147 ve WILEY7 kUttiphanelerinde belirlenen bilesikler

3. besin ortaminda alkaloidler 1., 2. ve 3. 6rnek
aliminda sirasiyla profilin %6.33, %8.39 ve %
3.86’sin1  olusturmaktadir. Calismada in vitro
denemelerde en yiksek alkaloid ylzdesine sahip
uygulama 3. ortamdaki (0.2 mg/I NAA + 0.6 mg/|
TDZ) 2. 6rnek aliminda bulunmustur (Cizelge 3).
Bu ortamda yizde olarak en yiksek (%3.16)
alkaloid orani ise N(5)-[[3,4-
Dichlorophenylmethylene]-2,4,5-

pyrimidinetriamine bilesigi olarak belirlenmistir.
Kontrol érneginde in vitrodan farkl 8 ve benzer 1

alkaloide rastlanmistir ve bu bilesikler 6rnegin
genel profilinin  %13.11’ini  olusturmaktadir.
Piperidine, 3-methyl- bilesigi 0.2 mg/l NAA + 0.1
mg/| TDZ ortaminin 3. érnek alimindan elde edilen
alkaloid ile benzer bulunmus ve kontrol 6rneginin
oraninin (%1.73) (Cizelge 4) in vitro uygulamasina
(%1.05) (Cizelge 2) gore daha yiksek oldugu
gorilmustir. Kontrol 6rneginde en yiksek orana
sahip alkaloid ise 6-Amino-5-cyano-4-(5-cyano-
2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl)-2-methyl-4H-pyran-3-
carboxylic acid ethyl bilesigidir.
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Cizelge 3. (0.2 mg/L NAA + 0.6 mg/L TDZ) iceren MS besin ortamindan 1., 2. ve 3. 6rnek aliminda

belirlenen alkaloidlerin tutunma zamanlari (Rt) ve oranlari (%)

Table 3. Retention times (Rt) and percentages of alkaloids on the 1, 2 and 3. samples from the MS

nutrient medium containing (0.2 mg/L NAA + 0.6 mg/L TDZ)

Bilesigin adi Rt Ornek alimi
1. 2. 3.
2-t-Butyl-7,7-dimethyltetrahydropyrano([2,3-djoxazole-3,5-
dicarboxylic acid, dimethyl ester 6.71 1.83
N(5)-[[3,4-Dichlorophenyl]methylene]-2,4,5-pyrimidinetriamine 21.67 3.16
3-Chloro-6-[[2-[cyclohexylamino]ethyl]thio]pyridazine 78.34 134
3-(1-Methyl-2,5-dioxo-4-pyrrolidinyl)-7-methyl-3, 7-diaza-4
oxabicyclo[3.3.0]octane-6,8-dione-2-sp 4.42 1.13
Piperidine N-ethyl-4-[1-aminoethyl] 10.79 1.40
3-(3,5-Dimethyl-4-nitro-pyrazol-1-yl)-4H-[1,2,4]triazole 17.24 1.08
- - = f *
Isoxazole (CAS) 1-Oxa-2-azacyclopentadiene 18.58 1.80
2-[2-Aminothiazol-4-yl]-2-hydroxyiminoacetic acid 22.67 158
Imidazolo[4,5-d]imidazole-2,5(1H,3H)-dione, tetrahydro-1-ethyl 29.16 1.40
2,5-Pyrrolidinedione, 3-methyl 576 135
Carbonothioic acid, O-(6-chloro-3-phenyl-4-pyridazinyl) S-octyl
ester*
21.63 0.95
Oxamide, N-(4-butoxyphenyl)-N'-[3-(1-imidazolyl)propyl] 22.39 156

* NIST27, NIST107, NIST147 ve WILEY7 kltliphanelerinde belirlenen bilegikler
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Cizelge 4. Kontrol 6rneginde belirlenen alkaloidlerin tutunma zamanlari (Rt) ve oranlari (%)

Table 4. Retention times (Rt) and percentages (%) of alkaloids on the control sample

Bilesigin adi Rt Ornek

Piperidine, 3-methyl 701 173

4(1H)-Pyrimidinone, 2-(methylthio) 17.71 133

2-Methyl-8-nitroisoxazolizidine 18.19 1.40

(S)-N-(tert-Butoxycarbonyl)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine 21.92 143
6-Amino-5-cyano-4-(5-cyano-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl)-2-methyl-

4H-pyran-3-carboxylic acid ethyl 22.33 181

4-Carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-3-imidazoline[3-N]-1-oxyl 25.18 135
Propanoic acid, 2,2-dimethyl-, [3-(acetyloxy)-2,3,3a,9a-tetrahydro-6-

_6H- 15 *
oxo-6H-furo[2',3":4,5]oxazolo[ 95,39 193

* NIST27, NIST107, NIST147 ve WILEY7 kitiphanelerinde belirlenen bilegikler

Tartisma ve Sonug

L. candidum bitkisinde yapilan daha énceki bilesik
tayini calismalarinda (Haladova ve ark., 1988;
Eisenreichova ve ark., 1991-1992; Erdogan ve ark.,
2001; Eisenreichova ve ark., 2004) benzer ve/veya
farkh alkaloidlerin (azotlu bilesikler) saptandigi ve
alkaloidlerin bilesikler icinde agirlikta oldugu ve
bu calismalarin L. candidum’un sogan, petal ve
yaprak ekstraksiyonlari  kullanilarak yapildigi
gorilmistir. L. candidum petallerinden 1-(3’-
Methyl-2’-oxo-5"-pyrrolidinyl)-3-methyl-3-pyrrolin-
2-one; 1-(2’-ox0-5’-pyrrolidinyl)-3-meth-yl-3-
pyrrolin-2-one; 1-(3’-methyl-2’-oxo0-5’-
pyrrolidinyl)-5-hydroxy-3-methyl-3-pyrrolin-2-one
(Haladova ve ark., 1988); ethyl-jatropham
(Eisenreichova ve ark., 1991); 3-methyl-1-(3-
methyl-2-oxopyrrolidin-5-yl)-2,5-dihydropyrrol-2-;
3-methyl-1-(2-oxopyrrolidin-5-yl)-2,5-

dihydropyrrol-2-one ve 5-hydroxy-3-methyl-1-(3-
methyl-2-oxopyrrolidin-5°-yl)-2,5-dihydropyrrol-2-
one dimerik alkaloidlerinin (Eisenreichova ve ark.,
2004) izole edildigi bildirilmistir. L. candidum’un
soganlarindan ise  1-(2’-oxo-5"-pyrrolidinyl)-5-
hydroxy-3-methyl-3-pyrrolin-2-one (Eisenreichova
ve ark., 1992), steroidal alkaloidin 22,26-
epiminocholestane tipi etioline (Erdogan ve ark.,

2001), 5,5%-oxybis(3-methyl-2,5-dihydropyrrol-2-
one) ve 5-hydroxy-3-methyl-1-(3-methyl-2-oxo-
2,5-dihydropyrrol-5-yl)-2,5-dihydropyrrol-2-one
pirrolin-pirrolin bilesikleri (Eisenreichova ve ark.,
2004) tespit edilmistir. Flavon alkaloid tdri olan
3,5,7,4’-trihydroxy-8-(3-methyl-2-oxopyrrolidin-5-
yl)-flavon  (lilaline) ise hem petallerinde
(Eisenreichova ve ark., 1991) hem de soganlarinda
(Eisenreichova ve ark., 2004) tespit edilmistir.

L. candidum’un en ©6nemli bilesiginin azotlu
bilesikler oldugu ve temelde daha ¢ok monomerik
pirrolin, dimerik pirrolin-pirrolidin ve pirrolin-
pirrolin tipi alkaloidlerin izole edildigi onceki
calismalarda belirtilmistir. Bizim calismamizda da
bu literatirler ile in vitro uygulamalar arasinda
pirrolin (1H-Pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso-)
(Cizelge 2) ve pirrolidin (3-(1-Methyl-2,5-dioxo-4-
pyrrolidinyl)-7-methyl-3,7-diaza-4
oxabicyclo[3.3.0]Joctane-6,8-dione-2-sp ve 2,5-
Pyrrolidinedione, 3-methyl-) tiirevleri (Cizelge 3),
kontrol 6rnegi ile ise yalnizca pirrolidin tlrevi ((S)-
N-(tert-Butoxycarbonyl)-2-
(hydroxymethyl)pyrrolidine) benzer bulunmustur
(Cizelge 4). Calismamizda belirlenen alkaloidler
(Cizelge 1, 2 ve 3) ile L. candidum’da GC-MS ile
yapiimis ©nceki c¢alismalarda saptanmis olan
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alkaloid ve tirevlerinin  g¢ogundan farklilk  gdstermistir.
O N b
I i B
3
3
N =N
Furan imidazol Pirimidin
H
AN N H HaG” D SCH
~ 2 2
' H,C™ 1 ~CHa |
] I HaC< C/CHz
/ H2C_CH2 Ho
Piridazin Pirrolidin Piperidin
N H . O.
1N N 1 2 N
[ 3 | 7
Kinolin Oksazol izoksazol
Sekil 1. L. candidum'a ait in vitro uygulamalarda belirlenen alkaloidlerin halka yapilari
Figure 1. Ring structures of alkaloids were determined in vitro
In vitroda vyapilan uygulamalarda 1. besin  besin ortamlarindaki alt kiltlr sayisi arttikga (3.

ortaminda (0.2 mg/L NAA + 0.1 mg/L TDZ) her (g
ornek aliminda genel olarak alkaloidlerin oksazol,
izoksazol, pirimidin, pirazolin, kinolin, furan ve
triazol tiplerine rastlanmistir. Bunlarin icinde en
¢ok pirimidin, oksazol ve kinolin tipleri
bulunmustur (Cizelge 1, Sekil 1). 2. besin
ortaminda en c¢ok piperidin ve kinolin tipleri
bulunmustur (Cizelge 2, Sekil 1). 3. besin
ortamindan elde edilen 6rneklerde ise en ¢ok
bulunan alkaloidler; piridazin, pirrolidin ve
imidazol tlrevleridir (Cizelge 3, Sekil 1). Her g
ortamda en fazla rastlanan halka yapisina ait
pirimidin tipi alkaloidlerdir. Kontrol 6rneginde ise
in vitro uygulamalar ile benzer yalnizca piperidin
tipi bir bilesik (Piperidine, 3-methyl-) belirlenmistir
(Cizelge 4, Sekil 1). En yiiksek toplam alkaloid
yuzdesine sahip 6rnek kontrolden (%13.11) elde
edilmistir (Cizelge 4) ve kontrole en yakin sonug
ise 2. besin ortaminin (0.2 mg/L NAA + 0.4 mg/L
TDZ) 3. ornek aliminda (%8.59) bulunmustur
(Cizelge 2). 0.1 mg/L TDZ ve 0.6 mg/L TDZ iceren
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alt kultire kadar) alkaloid oraninda bir azalma
oldugu  sonucuna  varilmistir.  Bu  besin
ortamlarinda bilesik tayini i¢in yapilan 1. 6rnek
aliminda sirasiyla (%1.05 ve %3.86) daha ylksek
oranda alkaloid miktari bulunmustur (Cizelge 1 ve
3).

Literatlr arastirmalarinda akzambak bitkisinde in
vitro kosullarda doku kultiri ve mikrogogaltim
calismalari ve in vivo kosullarda yetisen bitkilerde
alkaloid tayini ¢alismalarinin bulunmasina ragmen
L. candidum tiriinde in vitro mikrogogaltim yolu
ile Uretilen soganciklarin alkaloid miktarinin
belirlenmesi ile ilgili bir calismaya rastlanmamustir.
Bu ve daha sonra bu cgalismaya bagh olarak
yapilacak galismalarda; in vitro mikrogogaltim ile
hizli  Gretimi yapilan L. candidum’un igermis
oldugu alkaloidlerin tayini standart bilesiklere
gore belirlenerek, kozmetik ve ila¢ sanayi icgin
gerekli (L. candidum’dan elde edilen) ekstraktlarin
(ham madde) tretiminin daha etkili, hizli, glivenilir
bir sekilde ve doga tahrip edilmeden saglanmis
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olacagi distiniimektedir. Bunun yaninda standart
bilesikler ile yapilacak yeni galismalara ve farkli
ortam bilesenlerine sahip in vitro denemelerinin
farkh  ekstraksiyon yontemleri ile optimize
edilmesine de ayrica ihtiya¢ duyulmaktadir.
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