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Ozet

Tiirkiye’de insanlar bir¢ok bitkiyi, hastaliklar1 tedavi etmek amactyla kullanmislardir. Ecballium elaterium (L.) A. Rich. (Cucurbitaceae) (Act
kavun) bitkisi de tilkemizde tedavi amaciyla kullanilan 6nemli tibbi bitkilerden biridir. Meyve suyu, igeriginde bulunan ve kukurbitasin B ad1
verilen triterpenik yapida maddeler siniizit tedavisinde kullanilmaktadir. Kukurbitasinler sitotoksik, antitiimoral, antienflamatuar, antimikro-
biyal ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ayrica karaciger koruyucu ve piirgatif 6zellikleri de bilinmektedir. Act kavun bitkisinden kukurbi-
tasin etken maddesinin elde edilmesini saglayarak iilke ekonomisine katki saglamak, ila¢ sanayine katma deger yaratmak ve bitkisel kokenli
sekonder metabolitlerin tiretilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bunun i¢in yapilacak gerek genetik miihendisligi ¢alismalar; gerekse doku kiiltiirii
¢aligmalarinda kallus kiiltiirii ile uygun dokuyu olusturmak ve ¢ogaltmak calismalarm en ¢ok zaman harcanan kisimlarini olusturmaktadir. Bu
caligmanin amaci, E. elaterium bitkisinde kallus kiiltiiriine etki eden faktorlerin belirlenmesidir. /n vitro kosullarda siirdiiriilebilir bir kallus
rejenerasyonunun saglanabilmesi igin farkli lokasyonlardan bitkiler toplanmustir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda NaOCl ve H202 kulla-
nilmstir. Kotiledon bogum, yaprak, petiol, meyve, gévde ve tohum eksplantlarinin kallus kiiltiiriine tepkisi incelenmistir. Tohumlarin in vivo ve
in vitro gimlenmelerine etki eden faktérler arastiriimistir. Ug farkli sukroz dozu ve iki farkli bityiime diizenleyicinin ac1 kavun bitkisinde kallus
olusumuna etkilerine bakilmistir. En iyi sonuglar tohum eksplantlarindan elde edilmistir. Biitiin parametreler bakimindan elde edilen sonuglar,
E. elaterium bitkisinde biiylime ve kallus olusumuna ¢ok sayida faktoriin etki ettigi sonucuna vartlmistir.

Anahtar Kelimeler: Aci kavun, Echallium elaterium, Kallus kiltiirti

Callus Culture Researches on Bitter Melon (Ecballium elaterium (L.) A. Rich.)
Abstract

In Turkey, people have used many plants to treat diseases. Ecballium elaterium (L.) A. Rich. (Bitter melon) is one of the important medicinal
plants used for treatment in our country. The triterpenic chemical materials called Cucurbitasin B use for the treatment of sinusitis.
Cucurbitacins have cytotoxic, antitumoral, antiinflammatory, antimicrobial and various biological activities. In addition, liver protective and
purge characteristics are known. To contribute to the economy of the country by provide from bitter melon, to add value to the pharmaceutical
industry and production of plant secondary metabolites is very important. To do this, genetic engineering studies; if necessary, to create and
reproduce the appropriate tissue with callus culture in tissue culture studies, constitutes the most time consuming part of the studies. The aim of
this study is to determine factors affecting callus cultures in E. elaterium. Plants from different locations were collected to provide a sustainable
callus regeneration in vitro conditions. NaOCl and H,O, were used for surface sterilization of explants. The reaction of cotyledon node, leaf,
petiol, fruit, stem and seed explants to callus cultures have been investigated. Factors affecting in vivo and in vitro germination of seeds were
investigated. Three different sucrose doses, two different photoperiods and two different growth regulators have been tested for the effect of
callus formation on bitter melon. The best results were obtained from seed explants. The results obtained with respect to all parameters are the
result of numerous factors affecting growth and callus formation on E. elaterium.
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GIRIS

Koklerden hazirlanan lapa ve merhemlerin haricen timor

Ecballium elaterium (L.) A. Rich., (ac1 kavun) yatik
govdeli, gévde ve yapraklari sert tiiylerle kapli, ¢icekleri
acik sar1 renkli, meyveleri oval, ¢ok y1llik, otsu bir bitkidir
[1]. Bitki, i¢ mekanlarda, ormanlik, daglik, alanlarda,
yaylalar, yamaglar, otlaklar, ¢ayirlar, meralar, yol kenarlari,
caliliklar, makiler, kayalik, tasli, cakilli, kurak yamaglar,
bozkirlar, batakliklar, sulak alanlar, tarlalar, ekili alanlar,
tuzlu alanlar, akarsu kiyilari, g6l kiyilari, kiyr kumullari
ve fundaliklar ve yiiksek dag alanlarinda yetismektedir.
Bitkinin meyvesi, olgunlastiginda i¢ basing etkisi ile sapa
baglandigi yerden kopmakta ve bitki tohumlarmi uzak
mesafelere fiskirtmaktadir. Tohumlarini siddetli figkirtmasi
nedeniyle, bu bitkiye, halk arasinda cirtatan, cirtlatan,
cirtlagan, ciritatan, esek hiyari, aci diilek, yabani hiyar, aci
kavun gibi cesitli isimler verilmistir. Bitkinin meyve suyu
halk arasinda siniizit tedavisi amaciyla kullanilmaktadir.

ve ekzama tedavisinde de kullanilmaktadir [2, 3, 13].
Yapilan arastirmalarda E. elaterium’un meyve suyunda
doza bagimli olarak artan bir antienflamatuar aktivite tespit
edilmis ve bu aktivitenin kukurbitasin B’den kaynaklandigi
aciklanmistir [4, 16]. Yapilan ¢ok sayida ¢alisma sonucunda
kukurbitasinlerin piirgatif (mishil, sitotoksik (kemoterapi),
antitumor  (antikanser), antienflamatuar (iltthaplanma
azalticl), hepatoprotektif (karaciger koruyucu),
antimikrobiyal gibi biyolojik aktiviteleri saptanmistir [5,
6]. Act kavun bitkisinin meyve ve kokleri, eski Misirlilar
doneminden beri taninan ve yaygin kullanim1 olan bir drog
olarak bilinmektedir [7]. Bitki giiney Avrupa, ozellikle
de Karadenizi cevreleyen iilkeler ve Akdeniz bdlgesinde
yetismektedir (Arnavutluk, Belarus, Bulgaristan, Fransa
Yunanistan, Italya, Malta, Portekiz, Romanya, Sicilya,
Sardinya, Ispanya, Tiirkiye, Yugoslavya). Tiirkiye deki



yayilis alanlar1 Sekil 1.’de verilmistir. Tim bu kullanim
alanlarina ragmen bitki lizerinde herhangi bir in vitro
organogenez, somatik embriyogenez, hiicre siispansiyon
ve protoplast kiiltiirli ile rejenerasyon, mikrogogaltim, gen

transformasyon vb. ¢aligmalar yapilmamistir. Ancak, ¢ok az
sayida kallus kiiltiirii ¢alismasi mevcuttur [14, 15, 17]. Bu
calismanin amaci, E. elaterium bitkisinde kallus kiiltiiriine
etki eden faktorlerin belirlenmesidir.
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Sekil 1. Tiirkiye’deki Echallium elaterium taksonunun yayilis alani (Istanbul, Amasya, Balikesir, Bilecik, Denizli, Hatay, Icel,

[zmir, Kirklareli, Kahramanmaras, Mugla, Sinop, Tekirdag, Karaman) [8]

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii ile sekonder metabolitlerin
tretimde temelde 2 farkli sistem kullanilmaktadir. Bun-
lar; “farklilasmis ve organize olmus kiiltiirler ile metabolit
iretimi” (kok kiiltiirleri, siirgiin kiiltiirleri, embriyo kiiltiir-
leri) ve “farklilasmamis ve organize olmamuis kiiltiirler ile
metabolit iiretimi” (kallus kiiltiirleri, hiicre siispansiyon
kiiltiirleri)’dir.

Kallus kiiltiirleri, ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve
boliinme 6zelligini yitirmemis organ ve doku pargalarinin,
karbon kaynagi ve bitki bilylime diizenleyicileri igeren yari
kat1 besin ortaminda biiyiitiilmesi sonucu olusan morfolojik
diizensizlige sahip kiitleler olarak tanimlanmaktadir [19].
Bitki hiicre kiiltiirleri sekonder metabolit iiretimi igin ve-
rimli bir yoldur. Fakat {iriin verimini, kalitesini artirmak ve
maliyeti digiirmek i¢in etkili bir kallus olusum sisteminin
gelistirilmesi gerekmektedir [9].

Kukurbitasinlerin iiretiminde 6nemli bir hiicre kiiltiiri
olan kallus kiiltiirtiniin  kullaniminda kallus ve iiriin
veriminin artirilmasinda bilinmesi ve dikkat edilmesi
gereken bazi stratejiler mevceuttur. Bitkinin toplandigi bolge,
sterilizasyon teknikleri, kullanilan eksplant, bitkinin in
vivo ve in vitro ¢imlenme kabiliyeti, besin ortami igerigi,
sukroz tipi ve dozu, biiylime diizenleyicilerin tipi ve miktar1
vb. bircok faktor etki etmektedir. Ornegin, Azadirachta
indica (Nim agact) bitkisi tizerine yapilan bir calismada,
besin ortamindaki sukroz miktarimimn azaltilmas: (15 mg/l)
biyokiitle ve azadiraktin liretiminde diisiise neden olmustur
[20]. Bu ve benzeri ¢aligmalar, sekonder metabolit iiretim
calismalarinda bitkinin toplandig1r lokasyondan kiiltiir
ortaminin igerigine kadar pek ¢ok faktoriin bitki tiiriine gore
optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.

MATERYAL ve METOD

Bitkinin Toplandig1 Lokasyonlar

Hiicre hatti1 gelistirmek, istenen iiriiniin yiiksek miktarda
elde edilebildigi ana bitkinin se¢imi, kallus olusum oranini
artirma ve kallustaki yiiksek verimli hiicrelerin gézlenmesi ile
baslamaktadir. Karigik populasyon arasindan istenen triinii

en ¢ok {ireten hiicre hatlar taranir ve bu hiicrelerle ¢alismaya
devam edilir [9]. Genetik yapidan kaynaklanan gesitlilik,
yiiksek verimli hiicrelerin var olmasini saglayabilmektedir.
Bu ¢alismada, kukurbitasin igerigi yiiksek hiicre hatlarinin
taranmasi ve secilmesi amaciyla; dort farkli lokasyondan
ac1 kavun bitkisi toplanmig ve laboratuvar kosullarinda
kukurbitasin igerikleri arastirilmaya ¢alisilmistir. Bitki
materyalleri, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi kampiis
alami, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi kampiis alani
(Sekil 2.), Kirsehir/Boztepe/Harmanaltt ve Adana/Kozan/
Postkabasakal koylerinden 2015-2016 yillarinin Nisan-

Ekim aylarinda temin edilmistir.

Sekil 2. E. elaterium bitkisinin Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi kampiis alaninda goriiniimi

In vitro Sterilizasyon

In vitro ¢imlendirme ve kallus kiiltiiri ¢alismalar
Kursehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvart’nda
yapilmustir. Bitki doku kiiltiirlerinde sterilizasyon islemleri
calismanin agirlikli olarak mikroorganizmalardan meydana
gelebilecek kontaminasyonlarin  6nlenmesinde oldukca
onemlidir. Bu nedenle kallus kiiltiirii ¢aligmalariin
basarisinin en temel kosulu sterilizasyondur. Kullanilacak
her tiirli malzemenin, besin ortamlarinin, kullanilacak
bitkiye ait tohumlarin ve her tiirli bitkisel materyalin
sterilizasyonunun en uygun sekilde yapilmasi gerekmektedir.



Bitkisel materyallerin yiizey sterilizasyonunda tohumun
yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve
sterilizasyon siiresi farklhidir. Siyanid, fluorid, halojenler
gibi maddeler mikroorganizmalarin hiicre enzimlerine
zarar vermekte ya da enzim islevlerini bozmaktadir.
Bunlar arasinda; civa, giimiis, bakir %12’ lik glimiis nitrat
¢ozeltisi gibi agir metal tuzlari; hidrojen peroksit, potasyum
permanganat, ozon, klor, brom, iyodiir gibi oksitleyici
ajanlar ve formalin, etilen oksit gibi alkilleyici ajanlar
yeralmaktadir [21]. Dolayisiyla en uygun dezenfektan
dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi i¢in hidrojen
peroksit (H,O,), civa, giimiis nitrat vb. kullanilabilir.
Hidrojen peroksit renksiz kokusuz bir kimyasal madde
olup genel olarak dezenfeksiyon amagli olarak %3 oraninda
kullanilmaktadir. H,O, yliksek oranda H* ve ~OH iyonlar
tasimaktadir. H* ve ~ OH iyonlarmim orani sterilizasyonda
onemli rol oynamaktadir. Su ile karistirildiginda her ikisinin
konsantrasyonu diismektedir. Ancak genel olarak doku
kiltiirii caligmalarinda ticari sodyum hipoklorit (NaOCI)
en yaygimn kullanima sahiptir. Bu calismada, eksplantlar
NaOCl ve H,0,’in farkli doz ve siirelerinde sterilizasyona
tabi tutulmustur. Kotiledon bogum, yaprak, petiol, meyve,
govde ve tohum eksplantlart (Sekil 3.), %10 ve %20 NaOCl
¢ozeltisinde 20 ve 30 dk steril edilmis 5’ser dk’lik 3 kez
durulama yapilmistir. Soliisyona 2 damla/100 ml olacak
sekilde Tween 20 eklenmistir. Ayrica eksplantlar, %50’lik
H,0,’de 10 dk. sterilizasyona tabi tutulmustur (Sekil 4.).

Sekil 3. Calismada kullanilan E. elaterium bitkisine ait
eksplantlar

Sekil 4. A) Bitkinin musluk suyu altinda on sterilizasyonu,
B) Eksplantlarin biyogiivenlik kabininde sterilizasyonu

Tohumlarin Cimlendirilmesi

E. elaterium bitkisine ait tohumlar oldukca inat¢1 ve
cimlenmesi zor tohumlardir. Tohumlarin in vivo (viyoller ve
kagit havlu) ve in vitro ¢imlendirme denemeleri yapilmistir
(Sekil 5.). Tohumlar bir ay siireyle in vitro sartlar altinda MS
[18] besin ortaminda kiiltiire alinmistir. MS kiiltiir ortamlari
magenta kaplarina dokiilmiis ve sterilize edilen tohumlar bu
kaplara ekilmistir. Magenta kaplari, tohumlarin ¢imlenmesi
icin 24-25 °C ve 16/8 foto periyodunda kiiltiir odasina
yerlestirilmistir. Biitiin eksplantlar sterilizasyon isleminden
sonra her bir magentaya 5 adet olacak sekilde ekilmistir.
Karbon kaynagi olarak % 3 sukroz, jellestirici olarak ise %
0.5 plant agar kullanilmistir. Ortamlarin pH diizeyleri 1N
NaOH ya da IN HCI kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlanmistir.
Ortam hazirliginda cift distile saf su kullanilmistir.

Sekil 5. E. elaterium bitkisinin tohumlarinin in vivo (A.B) ve in vitro ( C) ¢imlendirme calismasi



Besin Ortamindaki Sukroz Miktari

Bitki hiicre Kkiiltiirleri genellikle heterotrof olarak
karbonu sukroz gibi basit sekerlerden, inorganik maddeleri
de diger bilesenlerden karsilayarak gelismektedirler. Sukroz
miktar1 sekonder metabolit birikimi yapan kiiltiirlerin
iretkenliklerini etkilemektedir. Aralia cordata (Aralya)
hiicre siispansiyonunda %35 sukroz ile antosiyanin {iretimi
diismiis, %3 dozunda ise artmgtir [11]. Caligmamizda; 0,5
mg/lt BAP+5 mg/lt NAA ve 1,0 mg/lt BAP+0,5 mg/lt NAA
igeren MS besin ortamlarina 30, 40, 50, 60 gr/l dozlarinda
sukroz eklenerek sukroz dozlarinin kallus olusumuna etkisi
gozlemlenmistir.

Biiyiime Diizenleyiciler ve Kallus Kiiltiirii

Biiylime diizenleyiciler ve konsantrasyonlart sekonder
iriin birikiminde olduk¢a karmasik role sahiptirler [12].
Oksin veya sitokininin ¢esidi ve konsantrasyonu veya oksin/
sitokinin orani, kiiltiire alinmis bitki hiicrelerinde gelisme ve
tirtin bigiminde dikkat ¢ekici degisikliklere neden olmaktadir
[13]. Calismamizda, 0.5 mg/lt BAP+5.0 mg/lt NAA; 1.0
mg/lt BAP+0.5 mg/It NAA ve ayrica 5.0, 10.0, 20.0 ve 30.0
mg/lt NAA igeren MS besin ortamlari kullanilmis ve kallus
olusumuna etkisi gézlemlenmistir.

BULGULAR

Bitkinin toplandig1 lokasyonlar bakimindan herhangi
bir farklillk gdzlenmemis, benzer sonuglar alinmustir.
In vitro sterilizasyon ¢alismasi sonunda yalnizca tohum
eksplantlarinin  yilizey sterilizasyonunda %20 NaOCl
dozunda 30 dk. uygulamasinda bagarili olunmustur. Diger
eksplantlarin tamaminda kontaminasyon meydana gelmistir.
Tohumlarin ¢imlendirilmesinde heriki ortamda da herhangi
bir ¢imlenme goézlenmemistir. Bundan dolay1 eksplantlar
araziden toplanan bitkilerden izole edilerek kullanilmistir.
Sukroz dozlarinin kallus olusum oranini nasil etkiledigini
gbozlemlemek igin yapilan ¢alismada, kontaminasyon
nedeniyle herhangi bir kallus olusumu meydana gelmemis
ve istatistik analiz gerektirecek herhangi bir sonug
elde edilememistir. Eksplant kaynagi ve bitki biiylime
diizenleyicilerin kallus olusum orani (%) iizerine etkileri
bakimindan ii¢ hafta sonunda tohum eksplantlarindan
%20, yaprak ve govde (Sekil 6.) eksplantlarinda ise % 4
oraninda kallus olusumu gozlenmistir. Ayni ¢alismada, diger
eksplantlarda kontaminasyon sebebi ile herhangi bir kallus
olusumu goézlenmemistir.

Sekil 6. E. elaterium bitkisinin govde eksplantlarindan kallus olusumu

SONUC ve ONERILER

Kukurbitasinlerin  iiretimi konusunda bitki doku
kiiltiiriinden dogrudan veya dolayl1 olarak yararlanilan ¢ok
sayida ¢aligma maalesef mevcut degildir. Az sayida mevcut
calismalarin ise bir kismi deneysel asamada olup, ticari
tretime heniiz gegilmemistir. Kukurbitasinlerin iiretiminde
kallus ve siispansiyon kiiltiirleri ¢aligmalarina baslanmig
olsa da, biyoreaktorler ve gen transformasyon ydntemleri
henliz bu bilesiklerin {iretiminde kullanilir sistemlere
doniismemistir. Bu tip ¢aligmalarin daha fazla yapilmast, ilag
sektorii basta olmak iizere iilke ekonomisine kayda deger
katkilar saglamasi bakimindan olduk¢a dnemlidir. Biyolojik
yontemlerle {iretim, tarim alanlarindaki kisitlamalari,
bitkilerin dogadan toplanmasinda mevsimlere bagh
kalma, iklimsel degisiklikler gibi dezavantajlart ortadan
kaldirmaktadir. Bu ¢aligsma, biitiin parametreler bakimindan
ele alindiginda; E. elaterium bitkisinde kallus olusumu ile
biiylimesine ¢ok sayida faktoriin birlikte etki ettigi sonucuna
varilmistir. Bitki doku kiiltiirleri ile sekonder metabolitlerin
uretim ¢aligmalari halihazirda lilkemiz igin yeterli degildir
ve buna karsin bitki sekonder metabolitleri insan sagligi
acisindan oldukga 6nemli materyallerdir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirleri bilimsel agidan sekonder metabolitlerin {iretiminde
avantajl1 bir ydontemdir, dolayisiyla siispansiyon kiiltiirlerinin
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan kallus kiiltiirleri
tiim tibbi oneme sahip bitkiler i¢in gelistirilmelidir. Bitkisel

sekonder metabolitlerin endiistriyel boyutta {iretiminin
saglanabilmesi yoniinde ¢alismalara hiz verilmelidir.
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