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OZET

Gaziantep yoresinde Afat olarak bilinen Gentiana olivieri’nin herbasi, halk arasinda istah agici, sindirime yardimet,
antidiyabetik, antianemik, antihepatotoksik ve sakinlestirici olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, in vitro ¢gimlendirilen
G. olivieri’den alinan kok ve yaprak eksplantlariin karanlikta kallus tiretim kapasitesi arastirilmisti. WPM ve MS
ortamlarina kallus dokusu olusumunu uyarmak i¢in 0.5 mg L' BAP - 1 mg L' NAA ile 0.2 ve 0.5 mg L' Kinetin
- 1 mg L' NAA kullanilmistir. Kalluslar her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmustir. Kallus miktarindaki artig1 belirlemek igin
kallus biiylime indeksi hesaplanmigtir. En iyi kallus gelisimi yaprak eksplantinda, 0.5 mg L' BAP -1 mg L' NAA igeren
WPM’de eksplant ekimini takiben 4 hafta sonra gozlenirken, kok eksplantinda ise 0.2 mg L' Kinetin- 1 mg L' NAA
iceren MS ortaminda, 8 hafta sonra gézlenmistir. Yaprak eksplantindan WPM’de {i¢ alt kiiltiir siiresince olusan kalluslar,
metanol ile ekstre edilmistir. Sekonder metabolitler ince tabaka kromatografisiyle (ITK) incelenmistir. Plaklarda, iridoit
yapisinda oldugu diistiniilen lekeler gozlenmistir.
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ABSTRACT

Flowered herba of Gentiana olivieri which is known as Afat in Gaziantep region is used in traditional folk medicine
as appetizer, digestive aid, antidiabetic, antianemic, antihepatotoxic and antidepressant. In this study, callus production
capacity of root and leaf explants obtained from in vitro germinated seeds of G. olivieri were investigated in dark.
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WPM or MS medium containing 0.5 mg L' BAP - 1 mg L' NAA or 0.2 and 0.5 mg L' Kinetin-1 mg L' NAA were
used for stimulating the induction of callus tissue. The calli were subcultured every 4 weeks. Callus growth index was
calculated for determination of increasing the callus quantity. The best callus growths were observed in leaf explants
formed on WPM containing 0.5 mg L' BAP - 1 mg L' NAA after 4 weeks followed by explants sowing and in root
explants formed on MS medium containing 0.2 mg L' Kinetin - 1 mg L' NAA after 8 weeks of culture. Calli which were
induced on leaf explants grown on WPM during three subcultures were extracted with methanol. Secondary metabolites
were investigated by thin layer chromatography (TLC). Spots, which were expected to have iridoidal structure, were

observed on TLC plates.

Keywords: Gentiana olivieri; Callus culture; Callus growth index; Secondary metabolite production

1. Giris

Gentiana olivieri Griseb. (Gentianaceae) 350-2300
m yiikseklikte, killi, kiregli, marnli topraklarda ve
nemli otlaklarda yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir
(Pritchard 1978). Gaziantep yoresinde Afat olarak
bilinen bitkinin ¢i¢ekli toprak istii kisimlart halk
arasinda kan sekerini diizenleyici, yara iyilestirici,
antianemik, antihepatotoksik, sakinlestirici ve istah
acici olarak kullanilmaktadir (Baytop 1984; Baser
et al 1986; Ersdz & Calis 1991; Deliorman Orhan
et al 2003; Sezik et al 2005). Yapilan aragtirmalarda
G. olivieri’'nin metanollii ekstresinin  yiliksek
antidiyabetik 6zellik gosterdigi ve bu ozelligin de
bir flavonoit olan izoorientinden kaynaklandig:
bulunmustur (Aslan 2000). Yapilan ¢ok sayida
calisma sonucunda Gentianaceae familyasina dahil
bitkilerde istah acici ve sindirime yardimci oldugu
bilinen iridoit ve sckoiridoitler; antidiyabetik,
antihepatotoksik, antianemik o6zellikleri bulunan
flavonoitler ile antihipertansif o6zelligi bulunan
alkaloitler saptanmustir. (Tan et al 1998; Mansoor
et al 2004). Bu ozellikler seneler once fark
edilerek ozellikle Cin geleneksel tedavi sisteminde
kullanildig bilinmektedir (Yang 2001).

Icerdikleri ilagc hammaddelerinin yaninda
gosterisli ciceklere sahip olan ve Gentian genel
ismiyle anilan bu bitkiler, Avrupa ve Uzakdogu
iilkeleri basta olmak iizere bir¢ok iilkede saksi ¢icegi
ve kesme cicek olarak da tiiketilmektedir. Tim
bu kullanim alanlar1 nedeniyle bazi Gentian’larin
nesli tiikenme tehlikesiyle kars1 karstya kalmis ve
korumaya alinmistir. Tiirkiye’de de G. lutea, 2008
yilindan itibaren toplanmasi ve ihracati yasaklanan
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20 bitki tiirii iginde yer almaktadir (RG 2013).
Gentianlar lizerinde in vitro organogenez (Butiuc-
Keul et al 2005); somatik embriyogenez (Bach &
Pawlowska 2003; Fiuk & Rybczynski 2008); kallus
(Morgan et al 1997; Momcilovic et al 1997), hiicre
stispansiyon (Chueh et al 2000) ve protoplast kiiltiiri
(Meng et al 1996) ile rejenerasyon ve mikrogogaltim
vb. ¢alismalar yapilmistir.

Bu calismanin amaci, G. olivieri’den alinan
kok ve yaprak eksplantlarinin farkli besin ortami
ve biliylime diizenleyicilerinin etkisi ile kallus
olusturabilme kapasitesini gozlemlemek ve elde
edilen kalluslarda iiretilen sekonder metabolitleri
ince tabaka kromatografisiyle (ITK) arastirmaktr.

2. Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan G. olivieri tohumlari
Gaziantep agik piyasadan satilan kurutulmus
bitkilerden alinmistir. Bitkinin teshisi Ankara
Universitesi Herbaryumu’nda yapilmis ve bir rnek
Herbaryum’a verilmistir (08CYTO1). Tohumlar
in vitro kosullarda ¢imlendirilmis ve elde edilen
fideciklerden almman kdk ve yaprak eksplantlar
kullanilmigtir.

2.1. In vitro cimlendirme

In vitro ¢imlendirme i¢in 10 mg L' myo-inositol,
0.04 mg L' tiyamin HCI, 30 g L' siikroz ve 8 g L"!
agar igeren MS (Murashige & Skoog 1962) besin
ortami kullanilmigtir. Cimlenmeyi tesvik i¢in MS
ortamina 0.2 mM GA | eklenmistir. Ekilen tohumlar
3000 lux 151k siddetinde 24-25°C’de 8 hafta inkiibe
edilmistir (Momcilovic et al 1997; Yagc1 2005).

164

Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences

19 (2013) 163-169



Establishment of Callus Cultures of Gentiana olivieri Griseb. and Investigation of Secondary Metabolites, Yagci Tuzin et al

2.2. Kallus kiiltiirii

In vitro ¢imlendirilen fidelerden kok ve yaprak
eksplantlar1 alinarak kallus gelistirme ortamlarinda
kiltire alinmigtir. Kallus {iretme ¢aligmalart i¢in
in vitro ¢imlenmede kullanilan MS ortami ile 100
mg L' myo-inositol, 0.5 mg L' piridoksin HCI,
2 mg L glisin, 20 g L' sitkroz ve 8 g L' agar igeren
Woody Plant Medium-WPM (Lloyd & McCown
1980) besin ortami kullanilmigtir. Bu ortamlara
NAA, BAP ve Kinetin biiyiime diizenleyicileri
eklenmistir (Cizelge 1).

Calismada kullanilan tiim bitylime diizenleyiciler
otoklavdan 6nce eklenmistir. 1 M HCI/1 M NaOH
ile pH, 5.8’e ayarlanmig ve ortamlar 121°C’de
15 dk. steril edilmisti. 10 cm c¢apinda cam
petrilere yapraktan 5-6, kdkten ise 5 adet eksplant
ekilmistir. Inkiibasyon karanhikta ve 24-25°C’de
gerceklestirilmistir.

Eksplant kiltiirii (ilk 4 hafta) ve kallus
olusumu asamasi (ikinci 4 hafta) sonrasinda
gelisimlerine devam eden kalluslar, her 4 haftada

bir ayni igerige sahip taze ortamlara aktarilarak
alt kiiltiire alinmistir. Bu sekilde ilk kallus kiiltiirii
denemesinde kok ve yaprak eksplantindan olusan
kalluslar 3 alt kiiltiir boyunca izlenmistir. Her alt
kiiltiire aktarim asamasinda kalluslarin agirliklar
tartilmis ve bir miktar kallus ayrica tartilarak analiz
icin derin dondurucuya almmustir. Kalluslarin yas
agirliklarina gore gelisiminin izlenmesi i¢in kallus
biiyiime indeksi (KBI) hesaplanmistir (Memisoglu
2005). Deneyler ii¢ tekrarli tasarlanmustir.

2.3. Kalluslarin ekstraksiyonu ve kromatografik
analiz (ITK)

1., 2. ve 3. alt kiiltiir sonunda elde edilen kalluslar,
yapisindaki sekonder metabolitlerin bozulmamasi
icin analiz edilene kadar -20°C’de dondurulmustur.
Derin dondurucundan alinan kalluslar, liyofilizatorde
kurutulmustur. Kurutulan ve ezilerek toz haline
getirilen kalluslar (0.1 g), %80’lik metanol ile 10
dakika ultrasonik banyoda, ardindan 1 saat 50°C’lik
su banyosunda ve tekrar 10 dakika ultrasonik
banyoda bekletilip siiziilerek ekstreler hazirlanmustir.

Cizelge 1- MS ve WPM ortamlarina ekilen yaprak (Y) ve kok (K) eksplantlarinin Kallus Biiyiime indeksleri

(KBI)

Table 1- Callus Growth Index of leaf and root explants which were sown on MS and WPM media

Biiyiime diizenleyiciler (mg L)

Kallus biiyiime indeksi (KBI)

Ortamlar Eksplant tipi
NAA BAP Kinetin K 1 26 3¢

MS1Y* Yaprak 1 0.5 - 38.63 3.09 1.88 2.38
MS2Y Yaprak 1 - 0.5 39.58 3.86 2.06 2.4
MS3Y Yaprak 1 - 0.2 46.25 3.22 2.33 2.49
WPM1Y Yaprak 1 0.5 - 59.52 11.9 1.73 1.71
WPM2Y Yaprak 1 - 0.5 48.51 5.67 2.18 2.34
WPM3Y Yaprak 1 - 0.2 48.21 3.27 1.81 227
MSI1K Kok 1 0.5 - 7.7 14.78  2.58 1.82
MS2K Kok 1 - 0.5 4.15 16.17  3.23 22
MS3K Kok 1 - 0.2 8.51 17 241 2.67
WPMIK Kok 1 0.5 - 6.14 436 3.37 3.77
WPM2K Kok 1 - 0.5 7.35 4.09 2.24 1.94
WPM3K Kok 1 - 0.2 6.89 8.71 3.28 2.36

* 1 mg L' NAA ve 0.5 mg L' BAP igeren MS ortaminda yaprak eksplanti
K, Kallus olusumu (ilk 4 hafta); 12, birinci alt kiiltiir; 2°, ikinci alt kiltiir; 3¢, ti¢linct alt kiiltiir.
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G. olivieri herba ekstresi de ayni yontemle
hazirlanmisti. Bu ekstreler flavonoit yapisindaki
izoorientin, izoviteksin ve viteksin standartlari ile
birlikte ITK’ya uygulanmustir. ITK’da Silikagel
60 plaklar (Merck, Germany) ile Etil asetat:
Formik asit: Asetik Asit: Su (100:11:11:27) solvan
sistemi  kullanilmigtir.  Revelator olarak plaklara
flavonoitler i¢in Naturstoff reaktifi (NA) ve iridoitler
icin % 30’luk H,SO, piiskiirtiilip 100°C’de 5
dk. bekletilmistir. Lekeler UV, ve glinisiginda
gozlenerek degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Kallus kiiltiirii

Calismamizda G. olivieri tohumlarimin in vitro
¢imlendirilmesi ile elde edilen kdk ve yaprak
eksplantlarinda kallus olusumunun en iyi oldugu
ortam, biiylime diizenleyicisi ve kallus biiylime
indeksi (KBI) (Cizelge 1) belirlenmistir. Yaprak
eksplantinin cevabi her iki ortam tipi icin ilk 4
haftalik periyotta (kallus olusum asamasi) hem
kallus artist hem de biliylime hizi bakimindan
kok eksplantina gore daha iyi bulunmustur. Buna
karsilik kok eksplantindan olusan kalluslarin
miktar1 ve bliylime hizlari, 1. alt kiiltiir sonunda
(ekimden 8 hafta sonra) artisa ge¢cmistir. Yaprak
eksplantinda 1. alt kiiltiir, kdk eksplantinda ise 2.
alt kiiltiirden sonra kallus artis1 ve biiyiime hizlar
genellikle diisiise gegmis veya sabit kalmistir
(Cizelge 1).

Kallus artiginin en yiiksek oldugu kallus olugumu
asamasinda, yaprak eksplantindan elde edilen
kalluslarda, WPM ortaminin MS ortamina gore
daha basarili oldugu gézlenmistir. Buna karsin kok
eksplantindan olusan kalluslarda, 1. alt kiiltiirden
sonra MS ortaminin WPM ortamina gore daha iyi
sonug verdigi bulunmustur (Cizelge 1).

Bu caligma ile toprak iistii (yaprak) ve toprak alti
(kok) eksplantlarinin sabit konsantrasyonda oksin
(NAA) ve degisken konsantrasyonda sitokinin (BAP
ve Kinetin) iceren iki farkli ortama verdikleri tepkiler
arastirllmistir.  Sitokininler ve konsantrasyonlari
kallus artigini da etkilemistir. 0.5 mg L' BAP igeren

WPMI1 ortaminda, ilk 4 haftada yapraktan gelisen
kallus dokusu, ¢alismamizda doku Kkiiltliriine en
hizli cevap veren ortam olmustur. MS1 ve WPMI
ortamlarinda, yapraklardan gelisen kallus dokusu
artisinda oldukga 6nemli bir fark vardir (KBI: 38.63
ve 59.52). MS ve WPM ortamlarinda ilk 4 haftada
gelisen kalluslarin artigina bakildiginda, WPM’nin
kallus gelisiminde MS ortamina gore daha basarilt
goriilmektedir. Kinetin kullanilan MS2 ve WPM2
ortamlarinda ise yaprak eksplantinda WPM?2 daha
basarili olmustur (KBI: 48.51). MS3 ve WPM3
ortamlarinda kallus bilyiime indeksleri arasinda fark
goriilmemistir (Cizelge 1).

MS ortamlarinda, kokten elde edilen kalluslarda,
kallus olusumu asamasina gore 1. alt kiiltiirde 2
ila 3.9 kat artis saglamis ardindan diisiis olmustur.
WPM’de ise kallus biiyiime indeksi ilk 4 haftadan
sonraki alt kiiltiirlerde biraz diismilis ve sabit
kalmistir (Cizelge 1).

3.2. Kromatografik analiz (ITK)

Onceki c¢alismalarda G. olivieri herbasinda
flavonoitlerin varligi tespit edilmistir (Aslan 2000;
Edis 2003). Calismamizda elde edilen kalluslarin
ITK’s1 sonucu, karanhikta gelisen kalluslarda
flavonoit grubundan olan izoorientin, izoviteksin
ve viteksin tespit edilmemistir. Plaklara H,SO,
¢ozeltisi puskirtiiliince meydana gelen kahve-viyole
renkli lekelerden dolay: iridoit ve sekoiridoit yapilt
bilesiklerin tretildigi diistinilmektedir (Sekil 1 ve
2). Ozellikle WPM2 ortaminda gelisen kalluslarda
iiretilen sekonder metabolit miktarinin (lekelerin
koyulugu) daha fazla oldugu goézlenmistir (Sekil 1
ve 2).

Gentianaceae familyasindaki tiirler tzerinde
doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak genellikle
sekoiridoitler tretilmektedir. Menkovic et al
(2000a), in vitro kiltiir ile elde edilen G. lutea’nin
govde, kok ve sacak koklerindeki sekoiridoit ve
y-piron bilesiklerin kantitatif belirlenmesi igin
calisma yapmuslardir. Chueh et al (2000) Cin
halk tibbinda G. davidii var. formosana’dan elde
edilen ve Long-Dan adiyla kullanilan ilacin etken
maddeleri olan gentiopikrozit ve svertiamarinin
biiyilik dlgiilerde iiretilebilmesi, bu sayede bitkinin
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Sekil 1- WPM ortaminda gelisen yaprak kaynakh Kkalluslardan elde edilen ekstrelerin, giin 1s1ginda
goriintiilenen ITK kromatogramu (Plaklara H,SO, piiskiirtiilmiigtiir) (tatbikler soldan saga sirasiyla
W1Y1-W1Y2-W1Y3- izoviteksin-viteksin-G. olivieri herba ekstresi-izoorientin W2Y1-W2Y2-W2Y3-
W3Y1-W3Y2-W3Y3. Ornek kodlama; W1YI- WPM1 ortanunda 1. alt Kiiltiirde gelisen yaprak kaynakh
kalluslar)

Figure 1- TLC chromatogram of extracts obtained from leaf derived callus grown on WPM medium, viewed in
daylight (H,SO, was sprayed on TLC plates) (The order of application is left to the right; WIYI-WI1Y2-W1Y3-
isovitexin-vitexin-G. olivieri herba extract- isoorientin-W2Y1-W2Y2-W2Y3-W3Y1-W3Y2-W3Y3. Sample coding;
W1Y1- Leaf derived calli grown on WPM1 medium in the first sub-culture)

Sekil 2- WPM ortaminda gelisen yaprak kaynakli kalluslardan elde edilen ekstrelerin, UV, ’da
goriintillenen ITK kromatogramu (Plaklara H, SO, piiskiirtilmiistiir) (Tatbikler soldan saga sirasiyla
W1Y1-W1Y2-W1Y3-izoviteksin-viteksin-G. olivieri herba ekstresi-izoorientin-W2Y1-W2Y2-W2Y3-
W3Y1-W3Y2-W3Y3. Ornek kodlama; WI1Y1- WPMI1 ortaminda 1. alt kiiltiirde gelisen yaprak kaynakl
kalluslar)

Figure 2- TLC chromatogram of extracts obtained from leaf derived callus grown on WPM medium, viewed
in UV, (H,S0,was sprayed on TLC plates) (The order of application is left to the right; WIYI-WI1Y2-WI1Y3-

isovitexin-vitexin-G. olivieri herba extract-W2Y1-W2Y2-W2Y3-W3Y1-W3Y2-W3Y3. Sample coding;, W1YI- Leaf
derived calli grown on WPM1 medium in the first sub-culture)
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dogal yasaminin korunmasi amaciyla siispansiyon
kiiltiirii yapmuiglardir. Devic et al (2006), yaptiklar
calismada G. asclepiadea’yt in vitro gogaltmislar
ve elde ettikleri bitkilerdeki ksanton yapisindaki
mangiferin ve sekoiridoit yapisindaki gentiopikrozit
miktarint belirlemislerdir. Buna gore kiiltiire alinan
bitkilerde sitokininlerin varliginda mangiferin ve
gentiopikrin birikiminin dogal gelisen bitkilere gore
dikkate deger bi¢imde uyarildigint gozlemislerdir.

4. Sonuclar

Calismamizda yaprak eksplantinda en fazla kallus
artist, ilk 4 haftalik periyotta 1 mg L' NAA ve 0.5
BAP igeren WPM ortaminda (WPM1) g6zlenmistir.
Kok eksplantinda ise eksplant ekimini takiben 8 hafta
sonra yani 1. alt kiiltirde MS ortamlarinda kallus
artiglari fazla bulunmustur (Cizelge 1). Bu sonuglara
gore WPM ortami, yaprak eksplantinda kallus
olusumunu daha ¢ok uyarirken kok eksplantindan
kallus olusumunda MS ortami daha etkili olmustur.
ITK’da olusan lekelere gore, karanlikta inkiibe
edilen kalluslarda flavonoit yapisinda maddeler
yerine, iridoit karakterindeki maddelerin iiretildigi
diistiniilmektedir.

Flavonoit yapisindaki maddelerin genellikle
toprakiistii organlarda daha ¢ok bulunmasi nedeniyle
flavonoit tiretimi igin yapilacak ileri ¢aligsmalarda
inkiibasyonun aydinlikta yapilmasi Onerilebilir.
Iridoit ve sekoiridot yapisindaki maddelerin istah
agict ve mide rahatsizliklarini azaltici etkilerinden
dolay1 bu maddelerin iiretimi ve artirilmasi yoniinde
calismalar da yapilabilir (Menkovic et al 2000a;
Chueh et al 2000; Devic et al 2006).
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