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OZET

Melissa officinalis (OGUL OTU) ADVENTIF KOK SUSPANSIYON KULTURUNDE
SEKONDER METABOLIT URETIMINE BESIN ORTAM BILESENLERI VE
ELISITOR ETKILERININ BELIRLENMESI

Giindiiz, Rabia
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi IThami Karatas
Ikinci Danisman: Dr. Rahime Karatas
Temmuz, 2025, xi+63 sayfa

Bitki adventif kok kiiltiirleri tip, eczacilik, kozmetik ve gida basta olmak iizere ¢ok ¢esitli
sektorlerde kullanilan biyoaktif bilesiklerin iiretimi icin alternatif biyoteknolojik
yontemlerdir. Bu ¢alismada, ogul otu (Melissa officinalis) adventif kok siispansiyon
kiiltiiriinde indol-3-biitirik asit (IBA, 0.50, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg L'), MS (Murashige ve
Skoog) besin ortami (0.50, 0.75, 1.0, 1.25 ve 1.5 MS) ve siikroz konsantrasyonunun (%1,
%2, %3, %4 ve %5) biyokiitle, sekonder metabolit (rosmarinik asit, toplam fenolik ve
flavonoid) igerigi ve antioksidan aktiviteye etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica
besin ortam optimizasyon c¢alismalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda elisitor
olarak farkli konsantrasyonlarda kullanan maya ekstratinin (50, 100 ve 200 ug mL™") bu
parametrelere etkisi de incelenmistir. Antioksidan aktivite testleri Serbest Radikal
Giderme Aktivitesi (DPPH"), Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS™) ve
Indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP) metotlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Adventif
koklerin indiksiyonu in vitro kosullarda yetistirilen 50 giinliikk bitkilerin hipokotil
kistmlarinm 1 mg L' IBA, 30 g L siikroz ve 2 g L! phytagel igeren 1 MS besin
ortaminda karanlik kosullarda kiiltire alinmasiyla saglanmistir. Besin ortami
bilesenlerinin (siikroz, MS ve IBA) siispansiyon kiiltiir kosullarinda optimizasyonu i¢in
adventif kokler (4 g) 125 mL besin ortami igeren 250 mL hacimli erlenmayerlerde 120
devir/dakika’daki ¢alkayici lizerinde 30 giin siireyle kiiltiire alinmigtir. Yapilan ¢aligma
neticesinde yas agirlik, rosmarinik asit, toplam fenolik bilesik ve antioksidan aktivite
(DPPH, FRAP ve ABTS) bakimindan optimum siikroz, MS ve IBA konsantrasyonunun
sirastyla 30 g L' (%3), 0.5 MS (2.2 g L) ve 2 mg L! oldugu belirlenmistir. Optimum
besin ortami kosullarinda adventif koklere wuygulanan farkli maya ekstrakti
konsantrasyonlarinda en yiiksek rosmarinik asit igerigi kontrol grubuna gore 2,59 kat
artisla (30,25 £ 0,49 mg g ' KA) 200 ug mL ™! maya ekstat: uygulamasinda belirlenmistir.
Sonu¢ olarak ogul otu adventif kok kiiltiirleri rosmarinik asitin biyoteknolojik
yontemlerle iiretimi i¢in Onemli bir alternatif oldugu ve yiliksek verimde metbolit
iretiminin saglanmasinda besin ortam bilesenlerinin optimizasyonu ve elisitor
uygulamalari biiyiik 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Adventif Kok, Elisitor, Maya Ekstrakti, Melissa officinalis,
Rosmarinik Asit, Antioksidan Aktivite
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF THE EFFECTS OF MEDIUM COMPONENTS AND
ELICITOR ON SECONDARY METABOLITE PRODUCTION IN ADVENTITIOUS
ROOT SUSPENSION CULTURE OF Melissa officinalis (LEMON BALM)

Giindiiz, Rabia
Master’s Thesis, Department of Bioengineering
Advisor: Asst. Prof. Dr. [lhami Karatas
Second Advisor: Dr. Rahime Karatas
July, 2025, xi+63 pages

Adventitious root cultures of plants represent alternative biotechnological methods for
the production of bioactive compounds widely used in various sectors, particularly in
medicine, pharmacy, cosmetics, and food industries. This study aimed to determine the
effects of indole-3-butyric acid (IBA; 0.50, 1.0, 2.0, and 4.0 mg L"), Murashige and
Skoog (MS) medium (0.50, 0.75, 1.0, 1.25, and 1.5 MS), and sucrose concentrations (1%,
2%, 3%, 4%, and 5%) on biomass accumulation, secondary metabolite content
(rosmarinic acid, total phenolics, and flavonoids), and antioxidant activity in adventitious
root suspension cultures of Melissa officinalis (lemon balm). In addition, based on the
findings obtained from the nutrient medium optimization studies, the effects of yeast
extract used as an elicitor at different concentrations (50, 100, and 200 pg mL™") on these
parameters were also investigated. Antioxidant activity assays were performed using the
DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging activity, ABTS<" (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) cation radical scavenging activity, and
FRAP (ferric reducing antioxidant power) methods. The induction of adventitious roots
was achieved by culturing the hypocotyl segments of 50-day-old in vitro-grown plants on
1 MS medium supplemented with 1 mg L' IBA, 30 g L™! sucrose, and 2 g L' phytagel
under dark conditions. For the optimization of medium components (sucrose, MS, and
IBA) under suspension culture conditions, 4 g of adventitious roots were cultured in 250
mL Erlenmeyer flasks containing 125 mL of nutrient medium on a shaker at 120 rpm for
30 days. As a result of the study, the optimal concentrations of sucrose, MS, and IBA for
fresh weight, rosmarinic acid content, total phenolic compounds, and antioxidant activity
(DPPH, FRAP, and ABTS) were determined to be 30 g L' (3%), 0.5 MS (2.2 g L"), and
2 mg L, respectively. Under optimized medium conditions, the highest rosmarinic acid
content (30.25 £ 0.49 mg g' KA), representing a 2.59-fold increase compared to the
control group, was observed with the application of 200 pg mL™" yeast extract. In
conclusion, adventitious root cultures of Melissa officinalis represent a promising
alternative for the biotechnological production of rosmarinic acid, and the optimization
of nutrient medium components along with the application of elicitors plays a crucial role
in achieving high-yield metabolite production.

Keywords: Adventitious Root, Antioxidant Activity, Elicitor, Melissa officinalis,
Rosmarinic Acid, Yeast Extract
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1. GIRIS

Melissa officinalis L. (ogul otu), tibbi ve aromatik 6zellikleriyle dikkat ¢ceken ¢ok yillik
bir bitkidir. Tiirkiye’de halk arasinda ogul otu, melisa otu veya karakteristik limon benzeri
aromast nedeniyle limon nanesi olarak bilinmektedir. Lamiaceae (Ballibabagiller)
familyasina ait bu c¢ok yillik bitki, o6zellikle rosmarinik asit, fenolik bilesikler,
flavonoidler ve ugucu yaglar bakimindan zengin fitokimyasal profili sayesinde antiviral,
antioksidan, spazmolitik ve sedatif etkilere sahiptir. Geleneksel tipta uzun siiredir
kullanilan Melissa officinalis, bu biyolojik etkileri nedeniyle ilag, gida, kozmetik ve
aromaterapi gibi c¢esitli endiistrilerde potansiyel bir dogal metabolit kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Baytop, 1984; Carnat ve ark., 1998; Dastmalchi ve ark., 2008;
Moradkhani ve ark., 2010).

Ogul otu bitkisinde bulunan rosmarinik asit, L-fenilalanin (fenilpropanoid yolak) ve L-
tirozin (tirozin tiirevli yolak) iizerinden sentezlenen fenolik asit tiirevi bir bilesiktir. Bu
bilesik giiclii atioksidan, anti-inflamatuar, antimikrobiyal ve antialerjik etkileri nedeniyle
genis farmakolojik uygulama alanlarina sahiptir (Petersen ve Simmonds, 2003; Babaei ve
ark., 2020). Son yillarda rosmarinik asit basta olmak iizere fenolik bilesiklere olan
endiistriyel talep artmis (Anonim, 2024); bu durum, bitkisel kaynakli sekonder
metabolitlerin siirdiiriilebilir ve verimli {iretimini zorunlu hale getirmistir. Artan talep
karsisinda bu bilesigi igeren bitki tiirlerinin belirlenmesine yonelik c¢esitli calismalar
yuriitiilmiistiir. Ancak bitkilerde bulunan degerli metabolitlerin miktarlar1 kullanilan
genotip, bitkilerin yetistirildigi bolgenin ekolojik kosullari, yetistirme teknikleri, hasat
zamani/sekli ve hasat sonrasi islemler gibi bir¢ok faktérden etkilenmektedir. (Li ve ark.,

2020a)

Rosmarinik asidin dogal kaynaklardan elde edilmesi, ¢esitli ¢evresel ve biyotik/abiyotik
faktorlere bagl olarak ciddi kisitlamalarla kars1 karsiyadir. Mevsimsel degiskenlik,
cevresel stres faktorleri, tarimsal tretim sinirlamalart ve dogal popiilasyonlarin
kontrolstiz sekilde toplanmasi, bu bilesigin geleneksel yontemlerle standardize tiretimini
kisitlamaktadir. Ozellikle rastgele ve yogun bitki toplama faaliyetleri, dogaya zarar
vermekte; genetik cesitliligin azalmasina ve nadir tilirlerin yok olma tehlikesiyle karsi
karstya kalmasina yol agmaktadir. Bu tiir sinirlamalarin iistesinden gelebilmek igin,

kontrolli kosullarda iiretim saglayan alternatif biyoteknolojik yaklasimlarin



gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Bu c¢ercevede, bitki doku kiiltiirleri, bitki
biyoteknolojisinin en 6nemli araglarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Li ve ark., 2020a;

Kieran ve ark., 1997; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karatas 2022a).

Degerli bitki sekonder metabolitlerin iiretiminde bitki doku kiiltiirleri bircok agidan
avantaja sahiptir. Ozellikle bitkide dogal olarak diisiik miktarlarda bulunan ve gevresel
etmenlere duyarli olan sekonder metabolitlerin, y1l boyunca siirekli, standardize ve
izlenebilir bir sekilde tiretimi gerceklestirilebilmektedir. Ayrica in vitro liretim sistemleri,
tarimsal liretim alan1 gereksinimini azaltmakta, dogadan bagimsiz bir {iretim stratejisi
sunarak ekosistem {iizerindeki baskiy1 hafifletmekte ve nesli tehdit altindaki bitki
tirlerinin korunmasina katki saglamaktadir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002;
Karuppusamy, 2009; Karatas, 2013; Karatas ve ark., 2016). Bunun yani sira, sekonder
metabolitlerin biyosentezinde rol oynayan metabolik yolaklarin anlagilmasi ve bu
yolaklarin hedef metabolit iiretimi yoniinde diizenlenebilmesi de 6nemli avantajlari
arasinda yer almaktadir (Bhatia ve Dahiya, 2015; Neumann ve ark., 2020; Kumar ve Loh,
2012; Thorpe, 1990).

Bitki hiicre ve doku kiiltlirii teknikleri, sekonder metabolit iiretimi i¢in yararlanilan
onemli biyoteknolojik araglar arasinda yer almakta olup, bu yontem kapsaminda {iretim
verimliligini iyilestirmek amaciyla cesitli stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejiler; besi
ortam1 bilesenlerinin optimizasyonu, biyotik ve abiyotik elisitor uygulamalari, uygun
doku kiiltiirii yonteminin secilmesi (sacak, adventif kok, hiicre siispansiyon vs), kiiltiir
ortamina Onciil bilesiklerin ilavesi ve mutajenik varyasyon tekniklerin kullanimi gibi cok
yonlii uygulamalar1 kapsamaktadir (Sasson, 1991; S6kmen ve Giirel, 2001; Ramachandra

ve Ravishankar, 2002).

Adventif kok kiiltiirleri, yiiksek biyokiitle ve metabolit iiretim kapasitesiyle 6ne ¢ikan in
vitro doku kiiltiirii tekniklerden biridir. Adventif kokler, bitkilerin kok dis1 organ ve
dokularindan (goévde, yaprak ve hipokotil vb,) gelisen ve hem normal fizyolojik gelisim
stirecinde hem de ¢esitli stres kosullarina (besin yetersizligi, mekanik yaralanma vb.)
yanit olarak olusabilen kok tiirleridir. Bitki doku kiiltiirli yontemleriyle adventif koklerin
indiiklenmesi ise genellikle kok dis1 eksplant kaynaklarinin yiiksek diizeyde oksin ve
diisiik diizeyde sitokinin igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmasiyla saglanmaktadir.

Oksin baskinligindaki bu denge, hiicre farklilagmasini kéklenme yoniinde yonlendirerek



adventif kok gelisimini etkin sekilde tesvik etmektedir (Steffens ve Rasmussen, 2016).
Bu kok kiiltiirleri, genetik stabilitenin korunmasi, genetik miidahaleye gerek kalmadan
iiretim yapilabilmesi ve stirekli tiretim dongiilerine olanak tanimasi gibi avantajlariyla 6n
plana ¢ikmaktadir. Adventif koklerin bu Ozellikleri onlari ticari 6lgekli sekonder
metabolit liretimi agisindan uygun ve tercih edilebilir bir yontem olmasini saglamaktadir
(Gaosheng ve Jingming, 2012; Murthy ve ark., 2016; Karatas, 2021). Ozellikle s1v1 besin
ortamlarinda kurulan siispansiyon kiiltiirleri, biiylik 6lgekli biyoreaktdr uygulamalarina
geciste yiiksek verimlilik ve 6lgeklenebilirlik agisindan avantajli bir model sunmaktadir

(Murthy ve ark., 2014).

Adventif koklerin metabolit verimliligi besin ortami bilesenleri ve uygulanan elisitorler
tarafindan etkilenebilmektedir. Bu dogrultuda, elisitdr uygulamalari, metabolit tiretimini
artirmaya yonelik baslica yaklagimlardan biri olarak degerlendirilmektedir. Elisitorler;
mikrobiyal kokenli molekiiller, kimyasal ajanlar veya fiziksel stres faktorleri gibi farkli
uyaricilar1 kapsamaktadir. Bu bilesikler, bitki hiicre zarlarindaki 6zgiil reseptorlerle
etkileserek savunma mekanizmalarint aktive eden genlerin ekspresyonunu
baslatmaktadir. Boylece, hedeflenen sekonder metabolitlerin biyosentezi uyarilmakta ve
hedef bilesiklerin iiretim diizeylerinde anlamli artislar saglamaktadir. Bu amagla en sik
basvurulan kimyasal elisitorler arasinda metil jasmonat (MJ), maya ekstrakti (YE) ve
salisilik asit (SA) yer almaktadir. Ozellikle maya ekstrakti (yeast extract), diisiik
konsantrasyonlarda dahi etkili olabilen ve endojen sinyal iletim yollarini tetikleyerek
metabolit biyosentezini kayda deger oranda artirabilen gii¢lii bir elisitor olarak One
cikmaktadir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa ve ark., 2010, Karatag, 2013; Lee ve ark.,
2017).

Melissa officinalis bitksinde bitki doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak sekonder
metabolit iiretimi lizerine gerceklestirilen ¢aligmalarin oldukga sinirli oldugu, 6zellikle bu
bitkinin adventif kok kiiltiirlerinin metabolit iiretim kapasitesi {izerine caligmalara
rastlanmamistir. Bu  durum, tiirlin  biyoteknolojik  potansiyelinin  yeterince
degerlendirilmedigini ve arastirma alaninda Onemli bir bosluk bulundugunu ortaya
koymaktadir. Bu dogrultuda yiiriitiilen tez ¢alismasinda, M. officinalis’e ait adventif kok
siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi ve bu sistemde basta rosmarinik asit olmak tiizere
toplam fenolik ve flavonoid bilesikler, biyokiitle artis1 ile antioksidan aktivite

diizeylerinin (DPPH, ABTS, FRAP) degerlendirilmesi amaclanmistir. Calisma
3



kapsaminda, farkli besin ortami formiilasyonlari ile maya ekstrakti (YE) uygulamalarinin
s0z konusu parametreler iizerindeki etkilerinin incelenmesi ve elde edilen veriler
dogrultusunda bu tiiriin adventif kok kiiltiirlerinin rosmarinik asit iiretiminde alternatif
biyoteknolojik bir yontem olarak kullanim potansiyeli degerlendirilmistir. Bu yoniiyle
calisma sektorlin ihtiyag duydugu degerli bir bilesigin biyoteknolojik bir yontemle

tiretilmesine 6nemli bir katki saglayacaktir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Bitki Sekonder Metabolitleri ve Kullanim Alanlar

Bitkilerde bulunan kimyasal bilesikler metabolik yollar1 ve islevleri dogrultusunda primer
ve sekonder metabolitler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Primer metabolitler; hiicre
boliinmesi, biiylime ve lireme gibi temel biyolojik siire¢lerde dogrudan rol oynayan,
hayati oneme sahip bilesiklerdir. Buna karsilik, sekonder metabolitler bitkinin temel
yasamsal faaliyetleri icin zorunlu olmamakla birlikte, cevresel stres faktorlerine karsi
direng gelistirme, patojenlere karsi savunma, adaptasyon gibi cevre ile etkilesim
stireclerinde kritik islevler tistlenmektedir. Bu bilesiklerin yoklugu, bitkide abiyotik ve
biyotik stres faktorlerine karsi diren¢ mekanizmalarinin zayiflamasina, fizyolojik
fonksiyonlarinin bozulmasina ve uzun vadede bitkinin Oliimiiyle sonuglanabilecek
olumsuzluklara yol agabilmektedir (Mammadov, 2014; Topcu ve Colgecen, 2015;
Baydar, 2019; Vuran ve Tiirker, 2021; Oztop, 2022).

Sekonder metabolitler, primer metabolitlere kiyasla daha karmagsik yapisal 6zellikler
sergilemekte olup, biyosentezleri 6zglin enzimatik yollarla diizenlenmektedir. Bu
bilesikler cogunlukla belirli bitki tiirlerine 6zgii olarak sentezlenmekte ve bu 6zellikleri
sayesinde kimyasal taksonomi c¢alismalarinda aywirt edici belirtegler olarak
degerlendirilmektedir. Bitki biinyesinde genellikle spesifik doku veya organlarda ya da
farklilasmis hiicre tiplerinde biriken bu bilesiklerin bir kismi yalnizca bitki gelisiminin
belirli fizyolojik evrelerinde sentezlenmektedir (Cetin, 2006). Bunun yani sira, tohum
yayllimi ve tozlasma gibi siireclere katki saglayarak, bitkinin ekolojik adaptasyon

basarisini artirmaktadirlar (Karagocuk, 2019).

Yapisal cesitlilikleri ve biyosentez mekanizmalari temelinde, bu bilesikler baslica
alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bilesikler olmak iizere {i¢ temel grupta
siiflandirilmaktadir. Alkaloidler, yapilarinda bir veya daha fazla azot atomu bulunduran,
cogunlukla bazik o6zellikteki bilesiklerdir ve morfin, kafein, nikotin gibi farmakolojik
olarak aktif 6rneklerle temsil edilmektedir. Kapali tohumlu bitkilerin yaklasik %20’sinde
bulunan alkaloidler, giiclii fizyolojik etkileri nedeniyle o6zellikle tibbi bitki
aragtirmalarinda 6n planda yer almaktadir. Terpenoidler ise izopren birimlerinden
tiireyen, monoterpenlerden diterpenlere kadar uzanan genis bir alt siniflandirmaya sahip,

kimyasal ¢esitliligi yiiksek bir grup olup, ugucu yaglarin ve recginelerin temel bilesenlerini



olusturmaktadir. Fenolik bilesikler, hidroksil grubu tasiyan aromatik halkaya sahip
bilesikler olup, bitkilerin herbivorlar ile fitopatojen organizmalara karsi gelistirdigi

savunma yanitlarinda kritik roller iistlenmektedir. (Harborne, 1999).

Sekonder metabolitler, sahip olduklar1 biyolojik aktiviteler nedeniyle ilag, kozmetik ve
gida endiistrileri basta olmak iizere bir¢cok alanda genis bir uygulama potansiyeline
sahiptir. Antienflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan ve antikanserojenik gibi genis
biyolojik etki spektrumu bunlar1 farmasétik alanda potansiyel terapotik ajanlar haline
getirmektedir. (Seca ve Pinto, 2019) Kozmetik endiistrisinde cilt yenilenmesini
destekleyici, yaslanma karsit1 etki ve dogal {iriin talebini karsilamaya yonelik olarak
formiilasyonlarda kullanilmaktadir (Tundis ve ark., 2015). Gida endiistrisinde katki
maddesi veya fonksiyonel bilesen olarak degerlendirilen bu bilesikler; antioksidan
ozellikleri ve viicut sagligin1 destekleyici etkileri sayesinde besin takviyesi olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Tarim sektoriinde, dogal insektisit ve pestisit alternatifleri sunarak
cevre dostu biyolojik miicadele yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglamaktadir (Tlak
Gajger ve Dar, 2021;Hadacek, 2002; Rattan, 2010). Sekonder metabolitlerin sahip oldugu
bu genis biyolojik spektrum ve uygulama potansiyeli, onlar1 biyoteknolojik {iiretim
stratejilerinde Oncelikli aragtirma konusu haline getirmistir (Guerriero ve ark., 2018).
Bazi bitkisel kaynakli bilesikler, sekonder metabolit sinifi, elde edildikleri bitki tiirleri
(Latince adlar1 ile), kullanim alanlar1 ve endiistriyel sektorlerdeki islevleri Cizelge 2.1°de

verilmistir.



Cizelge 2.1 Baz1 bitkisel kokenli sekonder metabolitlerin siiflari, elde edildikleri bitki
tiirleri, kullanildiklar1 sektorler ve kullanim amaglari
(Elshafie ve ark., 2023; Kaushik ve ark., 2021; Bhatti ve ark., 2022; Kabera ve ark.,

(2014)

Bilesik Sekonder Bitki Bitkinin Latince ad1 Kullanildig1 Kullanim Amaci
Metabolit Sektor
Gallik Asit Fenolikler Cay, Camellia sinensis, Saglik, Antioksidan, anti-inflamatuar,
Mese Agaci Quercus spp. Kozmetik cilt sagligi i¢in
Katesin Fenolikler Yesil Cay, Camellia sinensis, Saglik, Gida Antioksidan, kalp sagligini
Kakao Theobroma cacao destekleyici
Genistein Fenolikler Soya Glycine max Saglik Antioksidan, menopoz
Fasulyesi semptomlarini hafifletici,
anti-kanserojen
Apigenin Fenolikler Papatya, Matricaria chamomilla, Saglik Anti-inflamatuar, anti-
Maydanoz Petroselinum crispum kanserojen ozellikli
Silibin Fenolikler Devedikeni Silybum marianum Saglik Karaciger koruyucu ve
antioksidan olarak
Morfin Alkaloidler Hasghas Papaver somniferum Eczacilik Giiglii agn kesici olarak
Kafein Alkaloidler Kahve, Coffea arabica, Gida, Uyarici etkisi nedeniyle enerji
Cay Camellia sinensis Eczacilik iceceklerinde ve ilaglarda
Rosmarinik Fenolikler Biberiye, Rosmarinus officinalis, Saglik, Antioksidan, antimikrobiyal,
Asit Feslegen Ocimum basilicum Kozmetik cilt bakim tirtinlerinde
Ferulik Asit Fenolikler Mistr, Piring, Zea mays, Oryza sativa, Saglik, Cilt saghgin destekleyici,
Bugday Triticum aestivum Kozmetik antioksidan
Klorojenik Fenolikler Kahve, Coffea arabica, Saglik, Gida Antioksidan, kan sekeri
Asit Patlican Solanum melongena diizenleyici
Nikotin Alkaloidler Tiitiin Nicotiana tabacum Tarim, Bocek kovucu, diisiik
Eczacilik dozlarda uyarici
Atropin Alkaloidler Giizelavrat Atropa belladonna Eczacilik Goz bebeklerini biiyiitiicii,
Otu kalp atigin1 diizenleyici
Kolsisin Alkaloidler Cigdem Colchicum autumnale Eczacilik Gut hastalig1 tedavisinde anti-
enflamatuar olarak
Krosin Terpenoidler Safran Crocus sativus Gida Altin saris1 renk verici olarak
cesitli yiyecek ve iceceklerde
Betanin Fenolik Pancar Beta vulgaris Gida Kirmizi/pembe renklendirici
bilesik olarak
Ricinin Alkaloidler Hint Yagi Ricinus communis Tarim Bocek oldiiriici; diisiik
Bitkisi dozlarda dogal pestisit
Limonen Terpenler Limon Citrus limon Parfiim, Gida, Koku verici; kanser 6nleyici
Saglik potansiyel etki
Resveratrol Fenolikler Uziim Vitis vinifera Saglik, Gida | Antioksidan, kardiyovaskiiler
saglig1 destekleyici
Taxol Terpenoid Porsuk Agaci Taxus brevifolia Saglik, Kanser tedavisi; over, meme
(Paclitaxel) Eczacilik ve akciger kanseri gibi cesitli

kanser tiirlerinin tedavisinde




2.2. Bitki Fenolik Bilesiklerinin Temel Ozellikleri

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve yapilarinda bir veya daha fazla
aromatik halka ile en az bir hidroksil grubu igeren, 8 000’den fazla bilesik tiiriinii
kapsayan onemli bir sekonder metabolit grubudur. Bu bilesikler bitkilerin UV
radyasyonu, patojen ve herbivor baskilarina karsi gelistirdigi savunma mekanizmalarinda
temel roy oynamaktadir. Ayrica fenolik bilesikler, bitki dokularinda ac1 ve buruk tatlarin
olusumunda ve pigmentasyon yoluyla renk farkliliklarinin belirlenmesinde etkili

olmaktadir (Dai ve Mumper, 2010; Mammadov, 2014).

Bitkilerde fenolik bilesiklerin biyosentezi, baslica sikimat yolu ve malonat yolu olmak
tizere iki temel metabolik yol iizerinden gerceklesir. Bu biyosentez siiregleri;
flavonoidler, tanenler ve ligninler gibi yapisal ve savunma islevleri olan cesitli fenoloik
bilesiklerin sentezini miimkiin kilmaktadir. Biyosentez, basit karbonhidratlarin sikimat
yolu araciligiyla aromatik amino asit fenilalanine doniistliriilmesiyle baglar. Ardindan
fenilalanin, fenilpropanoid yolak iizerinden hidroksilasyon, metilasyon, agilasyon ve
glikozilasyon gibi enzimatik modifikasyonlara ugrayarak farkli fenolik yapilarin
olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu modifikasyonlar fenolik bilesiklerin kimyasal
cesitliligini artirmakla kalmayip, ayn1 zamanda bu bilesiklerin ¢oziiniirliik, stabilite ve
biyolojik aktiviteleri gibi fizyokimyasal 6zelliklerini de dnemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu
stirecte gorev alan baglica enzimler arasinda glikoziltransferazlar ve agiltransferazlar yer
almakta olup, bu enzimler fenolik bilesiklerin polaritesini, hiicresel tasinabilirligini ve
diger biyomolekiillerle olan etkilesimlerini diizenlemede kritik roller iistlenmektedir

(Cheynier ve ark., 2013; Corso ve ark., 2020).

Fenolik bilesikler, igeriklerindeki yapisal birim sayisina gore basit fenoller ve polifenoller
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. En basit yap1 fenoller, tek bir aromatik halka
tizerinde yer alan bir hidroksil (-OH) grubundan olugmaktadir. Basit fenoller fenolik
asitler ve kumarinler olmak {izere baslica iki alt sinifa ayrilmaktadir. Fenolik asitler,
yapisal Ozelliklerine gore hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak
siiflandirilmaktadir. Hidroksibenzoik asitler, fenol halkasina dogrudan bagli karboksilik
asit grubuna sahip benzoik asit tlirevleridir ve genellikle bir hidroksil grubu igermektedir.
Hidroksisinnamik asitler, sinamik asit tiirevleri olup, yan zincirlerinde ¢ift bag ve

hidroksil gruplar1 bulundurmaktadir. Daha karmasik fenolik bilesikler arasinda, iki



aromatik halka (A ve B halkalari) ile bunlar1 baglayan heterosiklik bir C halkasina sahip
flavonoidler yer alir. Tanenler ve kumarinler de yapisal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle
fenolik bilesikler sinifina dahildir (Robbins ve Bean, 2004; Vuolo ve ark., 2019). Fenolik

bilesiklerin genel siniflandirmasi Sekil 2.1°de verilmistir.

o Flavanoidler
—  Polifenoller { '
' ' Tanenler o
Hidroksisinamik

— — Asit Turevleri

- Fenolik Asitler A
| . : Hidroksibenzoik
_ Basit Fenoler { — Asit Tiirevleri

Fenolik Bilesikler —

Kumarinler

Sekil 2.1. Fenolik bilesiklerin gruplari
(Robbins ve Bean, 2004)

Fenolik bilesikler, insan sagligi agisindan cesitli biyolojik etkilere sahiptir. En belirgin
ozellikleri, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda rol alan enzimleri inhibe ederek
oksidatif stresi azaltmalaridir. Oksidatif stres, kronik hastaliklarin gelisiminde rolii
dikkate alindiginda, fenolik bilesiklerin yiiksek antioksidan potansiyeli terapotik acidan
biiylik 6nem tasimaktadir (Zhang ve Tsao, 2016). Ayrica, anti-inflamatuar etkileri
sayesinde inflamatuar siireglerin diizenlenmesinde ve bagisiklik sisteminin dengeli
caligmasinda etkili olmaktadir. Antimikrobiyal aktiviteleriyle patojenlerin ¢ogalmasini
engelleyerek hem gida giivenliginin artirilmasi hem de insan sagliginin korunmasina
katki saglamaktadir. Bunun yaninda, kardiyovaskiiler sistemi olumlu etkilemekte ve
bagirsak mikrobiyotasinit diizenleyerek bagirsak sagligmin  korunmasina destek

olmaktadir (Cheynier, 2012).

2.2.1. Bitki Fenolik Bilesiklerinden Rosmarinik Asitin Yapisi ve Biyolojik Onemi

Rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asidin esterifikasyonu sonucu
olusan bir bilesiktir. Biyosentezi bitkilerde L-fenilalanin ve L-tirozin amino asitlerinden

baslamaktadir. (Petersen ve Simmonds, 2003) Kimyasal yapisinda bulunan aromatik
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halkalara bagli ¢coklu hidroksil (-OH) gruplar1 ve ester fonksiyonel gruplari, rosmarinik
aside yiiksek antioksidan kapasite kazandirmaktadir. Bu yapisal ozellikler, bilesigin
biyolojik aktivitesini giiglendirmekte ve farmakolojik agidan degerli bir molekiil olmasini
saglamaktadir. Rosmarinik asidin kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
Antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antialerjik ve antiviral gibi genis bir
biyolojik etki spektrumuna sahip olan bu bilesik, cok sayida endiistride yiiksek katma
degerli tiriinlerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Jordan ve ark., 2012; Babaei ve ark.,

2020).

OH

HO
OH

Sekil 2.2. Rosmarinik asidin kimyasal yapis1
(Petersen ve Simmonds, 2003)

Rosmarinik asit iceren bitkisel ekstraktlar; bagisiklik sisteminin desteklenmesi,
inflamatuar siireglerin hafifletilmesi, karaciger fonksiyonlarimin korunmasi ve alerjik
reaksiyonlarin azaltilmasi gibi etkileri nedeniyle fonksiyonel gida ve takviye edici iiriin
formiilasyonlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Ticari {irlinler arasinda, her
kapsiiliinde 280 mg rosmarinik asit iceren ve toplamda 75 kapsiilden takviyelerin
perakende fiyat1 yaklasik 100 Amerikan dolar1 (USD) seviyesindedir (Anonim, 2025a).
Ayrica, analitik ve farmasotik kalite kontrol uygulamalarinda kullanilan, >%98 HPLC
safligindaki rosmarinik asit referans standartlar1 da yiiksek maliyetlidir. Uluslararasi
kimyasal tedarik firmalari tarafindan toz formda sunulan bu standartlarin 10 mg’lik
ambalajlari, yaklasik 63 Euro (EUR) fiyatla piyasaya arz edilmektedir (Anonim, 2025b).

2.3. Melissa officinalis (o3ul otu) Bitkisinin Sekonder Metabolit icerigi ve Biyolojik
Aktiviteleri

Melissa officinalis L., Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait, ¢ok yillik otsu bir tibbi
ve aromatik bitkidir. Kokeni Akdeniz bolgesi, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika olan bu tiir,
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farmasotik, medikal, gida ve aromaterapi uygulamalarinda yaygin sekilde
degerlendirilmektedir (Aharizad ve ark., 2012). Nektar igerigi bakimindan zengin
cigeklere sahip olmasi nedeniyle bal arilar1 tarafindan yogun ilgi goren bu bitki, bu
ozelligi dolayistyla halk arasinda "ogul otu" olarak adlandirilmaktadir. Tiirkiye’de ayrica
"kovan otu", "limon nanesi" ve "melisa otu" gibi farkli yoresel isimlerle de taninmaktadir

(Baytop, 1984).

Ogul otu sahip oldugu farmakolojik 6zellikleri ve ¢cok yonlii kullanim potansiyeli ile gida,
kozmetik ve ilag endiistrilerinde hem ekonomik hem de terapotik agidan dnemli bir bitki
tiiri olarak one ¢ikmaktadir. Ila¢ endiistrisinde, dzellikle anksiyolitik, nootropik ve
antioksidan etkileri nedeniyle, zihinsel saglik ve bilissel fonksiyonlarin desteklenmesine
yonelik bitkisel takviye formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida ve
icecek sektoriinde ise ferahlatici tadi ve aromatik profili sayesinde c¢ay, yemek ve gesitli
iceceklerin formulasyonlarinda tercih edilmektedir. Kozmetik uygulamalarda ise
yatistirict, antioksidan ve antimikrobiyal oOzellikleri sayesinde cilt bariyerini
giiclendirmeye, yaslanma karsiti etki saglamaya ve dermal irritasyonlar1 azaltmaya
yonelik iriinlerde degerlendirilmektedir. Ayrica, rahatlatict ve anksiyete giderici
etkilerinden dolay1 M. officinalis esansiyel yagi, aromaterapide stres yonetimi i¢in dogal

bir ajan olarak siklikla kullanilmaktadir (Shakeri ve ark., 2016).

Bitkinin biyolojik aktivite spektrumu oldukca genistir. Antibakteriyel, antifungal (Abdel-
Naime ve ark., 2019), antioksidan (Abdellatif ve ark., 2023), antikanser (De Sousa ve
ark., 2004), antiviral (Allahverdiyev ve ark., 2004), antidepresan, anksiyolitik (Zam ve
ark., 2022) ve noroprotektif (Lopez ve ark., 2009) etkiler gosterdigi cesitli ¢calismalarda
raporlanmistir. Bu genis farmakolojik aktivite bitkinin zengin sekonder metabolit
icerigine dayanmaktadir. Melissa officinalis, ugucu yaglar (Behzadi ve ark., 2023),
triterpenler (Janicsak ve ark., 2006), fenolik asitler ve flavonoidler (Dastmalchi ve ark.,
2008) gibi cesitli biyoaktif bilesenler acisindan zengindir. En 6nemli fenolik bileseni
rosmarinik asit olup; kafeik asit, kaftarik asit, gentisik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit
ve ferulik asit gibi bilesenler de fitokimyasal profilin temelini olusturmaktadir (Barros ve

ark., 2013; Guran ve ark., 2021)
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2.4 Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri ile Sekonder Metabolit Uretimi

Bitki doku kiiltiirii, bitki hiicrelerinin, dokularmin veya organ pargalarinin aseptik
kosullar altinda; sicaklik, 151k ve nem gibi ¢evresel parametrelerin kontrollii olarak
saglandig1 6zel besin ortamlarinda in vitro olarak kiiltiire alinmasi yoluyla yeni bitkilerin
iiretilmesi ve ¢cogaltilmasini amacini tagiyan bir teknik olarak tanimlanmaktadir (Thorpe,
1990). Baslica doku kiiltilirii yontemleri arasinda kallus, anter-ovul, organ, protoplast,
embriyo, meristem, siirgiin, kok, sacak kok, siispansiyon kiltiirleri onemli yer
tutmaktadir. Bu yontemler, hizli ve etkin ¢ogaltim, hastalik ve viriislere karsi temiz
materyal iiretimi, genetik kaynaklarin (germplazm) korunmasi, gen transferi, somatik
hibridizasyon, in vitro seleksiyon, somaklonal varyasyon olusturma, haploid bitki
tiretimi, sentetik tohum gelistirme ve o6zellikle sekonder metabolitlerin biyoteknolojik
tiretimi gibi ¢ok c¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001;
Onay ve ark., 2019).

Geleneksel olarak bitkisel sekonder metabolitler, dogal ortamlarindan toplanan ya da
tarimsal alanlarda yetistirilen bitkilerden elde edilmektedir. Ancak, bu yaklasimlar bircok
kisitlamaya sahiptir. Bitkilerde metabolit sentezi; toprak yapisi, abiyotik stresler, iklimsel
ve mevsimsel farkliliklar gibi cevresel etkenlerden yogun sekilde etkilenmektedir
(Toivonen, 1993). Ayrica, degerli metabolitler bitkilerde genellikle diisiik
konsantrasyonlarda bulunmakta ticari anlamda yeterli verim alinabilmesi i¢in genis ¢apl
tarimsal Uretim gerekmektedir; bu durum ise yiiksek {iiretim maliyetlerine neden
olmaktadir. Ote yandan, 6zellikle tibbi amaglarla yabani bitkilerin asir1 toplanmasi, dogal
popiilasyonlarin azalmasina, biyolojik cesitliligin tehdit altina girmesine ve tiirlerin yok

olma tehlikesiyle karsilasmasina yol agmaktadir (Muranaka ve Saito, 2010).

Bu sinirlamalarin {istesinden gelmek ve metabolit tiretiminde siirdiiriilebilirlik saglamak
icin, bitki doku kiltiirii teknikleri yenilik¢i biyoteknolojik ¢oziimler olarak ©ne
cikmaktadir. Kontrollii laboratuvar kosullarinda bitkinin optimal gelisim ortami
saglanarak, hedef metabolitlerin kesintisiz, yiiksek verimle ve standart kaliteyle tiretimi
miimkiin hale gelmektedir (Selwal ve ark., 2023). Cesitli bitki doku kiiltiirii yontemleri
kullanilarak farkli bitki tiirlerinden elde edilen sekonder metabolitlerin kaynaklar1 ve

ozellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Cesitli bitki doku kiiltiirii yontemleri ile farkl bitki tiirlerinden elde edilen

sekonder metabolitler

(Vanisree ve ark. 2004; Karuppusamy, 2009)

Kullamilan Bitki Doku

Kiiltiirii Yontemi

Kullanmilan Bitki

Uretilen Metabolit

Stevia rebaudiana

Steviosit

Eucalyptus tereticornis

Sterol ve Fenolik Bilesikler

Frangula alnus Antrakinon
Coffea arabica Kafein
Kallus , -
Capsicum annum Kapsaisin
Silybum marianum Silimarin
Cassia acutifolia Antrakinon
Vitis vinifera Resveratrol
Ephedra sp. L-Efedrin
Papaver somniferum Morfin ve Kodein
Ailanthus altissima Alkaloidler
. ) Podophyllum hexandrum Podofilotoksin
Siispansiyon Anchusa officinalis Rosmarinik asit
Ginkgo biloba Ginkosid-A
Camptotheca acuminata Kamptotesin
Catharanthus roseus Indol alkaloid
Papaver somniferum Kodein
Sesamum indicum Naftakinon
Scutellaria baicalensis Flavonoidler
Sacak Kok Solanum aculeatissi Steroidal saponin
Ophiorrhiza pumila Kamptotesin
Rheum ribes Katesin
Coscinium fenustratum Berberin

2.4.1. Adventif Kok Kiiltiirleri ile Sekonder Metabolit Uretimi

Adventif koklerin hizli biiytime yetenekleri ve sekonder metabolit liretiminde sagladiklari
genetik ve biyokimyasal stabilite, tibbi ve ekonomik acgidan degerli bitki tiirlerinde
metabolit verimliligini artirmaya yonelik biyoteknolojik arastirmalara ivme
kazandirmistir. Bitki doku kiiltiirii uygulamalart i¢inde 6ne ¢ikan bu sistemler, degerli
biyoaktif bilesiklerin siirdiiriilebilir, kontrollii ve standardize kosullarda {iretimini

miimkiin kilarak tarim, saglik, farmasotik, pigment ve boya gibi ¢esitli endiistriyel alanlar
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icin yiiksek verimli bir liretim platformu sunmaktadir (Nasiri-Bezenjani ve ark., 2011;

Murthy ve ark., 2014).

Adventif kokler, bitkilerin primer kok sisteminden bagimsiz olarak yaprak, govde,
hipokotil veya nod (bogum) gibi vejetatif organlardan gelisen ve ¢evresel stres kosullarina
kars1 bitkinin fizyolojik adaptasyonu sonucu olusan yapilardir (Rahmat ve Kang, 2019).
Opin benzeri bilesikler iiretmemeleri, bakteriyel DNA tasimamalari, genetik
transformasyona ihtiyag duymamalart ve hizli biiyiime kapasiteleri sayesinde sagak
koklerden ayrilmaktadir. Bu yapisal ve biyokimyasal iistlinliikleri, 6zellikle saflik ve
iiretim stabilitesinin kritik oldugu farmasoétik uygulamalarda, adventif kok kiiltiirlerini
sacak kok kiiltiirlerine kiyasla daha giivenilir, etkili ve ¢evresel olarak siirdiiriilebilir bir
tiretim platformu haline getirmektedir (Gaosheng ve Jingming, 2012; Murthy ve ark.,
2016; Lee ve ark., 2017). Adventif kok kiiltiirlerinin iiretim potansiyeli, pek ¢ok tibbi
bitki tiirii iizerinde yapilan galismalarda incelenmistir. Ornegin Panax ginseng tiiriine ait
adventif kok kiiltiirleri kullanilarak anti-inflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip
ginsenosidlerin etkin sekilde tiretildigi rapor edilmistir (Murthy ve ark., 2018; Kim ve
ark., 2009).

Adventif koklerin endiistriyel 6l¢ekte uygulanabilirliini artirmak amaciyla, lretim
stiregleri kontrollii biyoreaktor sistemleri kullanilarak gergeklestirilmektedir (Murthy ve
ark., 2008; Wu ve ark., 2018b; Khanam ve ark., 2022). Bu sistemler, optimize edilmis
havalandirma, karistirma ve besin destegi ile kok biyokiitlesinin verimli sekilde artmasini
saglarken, ayni zamanda sekonder metabolit birikimini de belirgin bi¢cimde tesvik
etmektedir (Baque ve ark., 2012a). Bu dogrultuda gerceklestirilen bir calismada Ocimum
basilicum L. tiirtine ait adventif kok kiiltiirleri hava kaldirmali (airlift) biyoreaktor
sisteminde degerlendirilmis ve Murashige ve Skoog (MS) besiyeri ile indol-3-biitirik asit
(IBA) konsantrasyonlar1 optimize edilmistir. Elde edilen sonuglar, %0.75 MS ve 2 mg L~
"' IBA iceren kombinasyonun, biyokiitle artis1 ve rosmarinik asit iiretimi acisindan en
uygun kosullar1 sagladigini ortaya koymustur (Karatas, 2022b).

2.5. Bitki Doku Kiiltiirlerinde Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yonelik
Uygulamalar

Sekonder metabolitlerin bitki doku kiiltlirii yontemleriyle tiretiminin artirtlmasi, son

yillarda gesitli biyoteknolojik ve ¢evresel stratejiler araciligiyla aragtirmacilarin ilgi odagi
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olmustur. Bu stratejiler arasinda 6zellikle metabolik miihendislik yaklasimlari, genetik
diizeyde yapilan diizenlemelerle 6n plana ¢ikmaktadir. Bu yontemler, hedef metabolitin
biyosentezinde rol oynayan enzimlere ait genlerin asir1 eksprese edilmesi veya
susturulmasi yoluyla, metabolit akisinin optimize edilmesini saglamaktadir (Isah ve ark.,
2018). Farmakolojik olarak tlimdrogenezi inhibe edici etkileriyle bilinen apigenin bilesigi
Saussurea involucrata bitkisinde dogal olarak diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Bu
siurliligl asmak amaciyla, bitkiden tiiretilen sagak kok kiiltiirtine kalkon izomeraz (CHI)
geninin aktarilmasiyla, genin asir1 ekspresyonu saglanmis ve kontrol grubuna kiyasla 12
kat daha yiiksek apigenin iiretimi elde edilmistir (Li ve ark., 2006). Benzer sekilde,
Catharanthus roseus bitkisinde antikanser Ozellik gosteren vinblastin ve vinkristin
alkoloidlerinin biyosentez yolaklar1 genetik olarak diizenlenmis ve bdylece iiretim
miktarlarinda anlamli artiglar saglandigi rapor edilmistir (Verpoorte ve ark.., 2002).
Ayrica CRISPR/Cas9 gibi gelismis genom diizenleme teknikleri, genetik mekanizmalarin
hassas modifikasyonu ile hedef metabolitlerin veriminde Onemli 1iyilestirmeler
saglamaktadir. Ornegin, Catharanthus roseus bitkisinde vinblastin iiretiminden sorumlu
genlere uygulanan CRISPR tabanli miidahaleler metabolit seviyelerinde kayda deger
artislar elde edilmistir (L1 ve ark., 2020b).

Sekonder metabolit iiretimini artirmaya yonelik bir diger etkili yaklasim onciil
bilesiklerin kiiltiir ortamina eklenmesidir. Hedef metabolitin biyosentez yolunun bilindigi
durumlarda, bu yolakta yer alan baglangi¢ ya da ara iirlinlerin ortama ilave edilmesi,
enzimatik reaksiyonlari uyararak metabolit diizeylerinde anlamli artiglara yol agmaktadir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Ozellikle sikimik asit gibi 6nciil maddelerin
varliginin fenolik bilesiklerin sentezini hizlandirdig1 yoniinde bulgular mevcuttur
(Santos-Sanchez ve ark., 2019). Bunun yaninda nanoteknolojik yaklasimlar da metabolit
{iretimini artirmaya ydnelik énemli stratejiler arasinda yer almaktadir. Ozellikle giimiis
ve titanyum dioksit nanopartikiillerinin, bitki hiicrelerinde biyosentez yollarmi aktive

ederek metabolit sentezini artirdig bildirilmistir (Agrahari ve Dubey, 2020).

Biyoreaktor sistemlerinin tasarimi ve ortam kosullarmin (pH, sicaklik, oksijen transferi,
calkalama hiz1 vb.) optimizasyonu, iiretim siire¢lerinin verimliligini dogrudan etkileyen
kritik teknik unsurlardir (Li ve Wang, 2021). Ayrica, elisitor uygulamalari, bitki hiicre
kiltlirlerinde siklikla tercih edilen bir diger etkili yaklasimdir. Elisitorler; mikrobiyal

kaynakli ekstraktlar, fungal polisakkaritler gibi biyotik veya UV 1sinimi1, ozon, agir
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metaller gibi abiyotik stres faktorleri olabilir ve bitki hiicrelerinde savunma
mekanizmalarini tetikleyerek sekonder metabolit iiretimini artirabilmektedir (Namdeo,

2007).

2.5.1. Elisitor Uygulamalan

Elisitorler, bitki hiicrelerinde savunma mekanizmalarini aktive ederek sekonder metabolit
iiretimini artiran biyotik veya abiyotik kokenli uyaricilardir. Bitki hiicre zarinda bulunan
0zgll reseptorler tarafindan algilanan bu uyaricilar hiicre i¢i sinyal iletim
mekanizmalarini tetiklemektedir. Sinyal iletimi sonucunda hiicre i¢i kalsiyum iyonu
(Ca?") diizeylerinde ani bir artis meydana gelmekte ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretilmektedir. ROS'lar, hem oksidatif stres yanitin1 tetiklemekte hem de metabolit
biyosentezinde gorevli enzimlerin aktivitesini artirmaktadir (Namdeo, 2007; Agrahari ve
Dubey, 2020). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile es zamanli olarak Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) yolaklarinin aktive olmasiyla savunma genlerinin ekspresyonu
artmakta; jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) gibi fitohormonlarin etkisiyle
fenilpropanoid metabolizmas1 bagta olmak iizere ¢esitli biyosentetik yollar uyarilmaktadir
(Haghpanah ve ark., 2025; Kim ve ark., 2011). Ayrica, elisitorler hiicre duvarinda yapisal
modifikasyonlara neden olarak, sentezlenen metabolitlerin hiicre disina taginmasini
kolaylastirmakta ve bdylece iiretim siirecinin verimliligini 6nemli 6l¢lide artirmaktadir.

(Kim ve ark., 2011).

Elisitor uygulamalarinin basarisi; basta elisitdriin tipi ve kaynagi (biyotik/abiyotik) olmak
tizere, uygulama dozu, hiicrelerin elisitore maruz kalma siiresi, kiiltlir tipi, besiyeri
kompozisyonu kullanilan hiicre hattinin genetik yapis1 ve gelisim evresi gibi pek ¢ok
faktore bagl olarak farklilik gdstermektedir (Karatag, 2013; Halder ve ark., 2019). Ayrica
ortam pH’1, sicaklik, 151k kosullar1 ve elisitorlerin tekli veya kombinasyon halinde
uygulanmasi da yanit iizerinde belirleyicidir. Bitki tiirli ve genotipe 6zgii farkliliklar g6z
Online alindiginda, elisitor temelli uygulamalar karmasik bir optimizasyon siireci
gerektirmektedir (Naik ve Al-Khayri, 2016) Elisitorler, kimyasal yapilar1 ve kdkenlerine
bagh olarak farkli kategorilere ayrilmaktadir. Yapisal ozelliklerine gbre biyotik (canl
organizmalardan tiireyen) ve abiyotik (canli kokenli olmayan fiziksel veya kimyasal

ajanlar) elisitorler olarak simiflandirilirken; kaynaklarina gore ise bitki tarafindan dogal
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olarak {iiretilen endojen elisitorler ile dis ortamdan uygulanan egzojen elisitorler seklinde

gruplandirilmaktadir. Elisitorlerin detayl siniflandirmalar1 Cizelge 2.3 te verilmistir.

Cizelge 2.3. Elisitorlerin siniflandirilmasi, tanimi ve drnekleri

(Namdeo, 2007)

Siniflandirma

Elisitor tirt

Tanim/ Agiklama

Ornekler

Yapilarina Gore
Elisitorler

Canli organizmalardan veya

Maya ekstrakti (yeast
extract), Kitin, kitosan,

Biyotik Elisitorler 01’11.'al"11’1' bllesén.lé.rlnden Glukanlar, Bakteriyel
tiiretilen elisitorler.
ekstraktlar
Ag' (giimiis iyonlar1), UV
Canli olmayan kimyasal ya da 1sinlari, Jasmonik asit,
Abiyotik Elisitorler fiziksel faktorlerden olusan Salisilik asit, Etilen,

elisitorler.

Hidrojen peroksit (H202),
Ozon

Kokenlerine Gore
Elisitorler

Eksojen Elisitorler

Hiicreye dis ortamdan verilen
elisitorler.

Maya ekstrakti (yeast
extract), Jasmonik asit,
Salisilik asit, Glimiis
iyonlari, Fungal
ekstraktlar

Endojen Elisitorler

Hiicre tarafindan kendi i¢inde
iiretilen veya metabolik
siire¢ler sonucu olusan
elisitorler.

Oligosakkaritler, Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), I¢
kaynakl1 sinyal
molekiilleri

Biyotik kokenli elisitorlerden biri olan maya ekstrakti (yeast extract), fenilpropanoid
metabolizmasini aktive ederek fenolik bilesiklerin sentezini artirmaktadir. Bu etki, basta
fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve tirosin aminotransferaz (TAT) olmak iizere, ilgili
anahtar enzimlerin aktivitesindeki artis ile iliskilidir (Namdeo, 2007; Park ve ark., 2016).
Salvia miltiorrhiza sagak kok kiiltiirlerinde gerceklestirilen bir ¢aligmada maya ekstrakti
uygulamasinin rosmarinik asit birikimini 6nemli olgiide artirdifi saptanmistir. Bu
arastirmada, maya ekstraktinin, 6zellikle tirozin aminotransferaz (TAT) aktivitesini
ylukselterek rosmarinik asit biyosentezini tesvik etttigi, buna karsin fenilalanin amonyak
liyaz (PAL) aktivitesini baskiladigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, maya ekstraktinin
sekonder metabolit itiretiminde 6zellikle tirozin kaynakli fenilpropanoid yolunu aktive
ederek etkili oldugunu gostermektedir (Yan ve ark., 2006). Ocimum basilicum adventif
kok stispansiyon kiiltlirlerinde uygulanan farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarinin,

rosmarinik asit, toplam fenolik bilesikler ve flavonoid icerigi iizerinde anlamli diizeyde
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artislara neden oldugu; bu artislarin uygulanan ekstrakt konsantrasyonu ile dogrusal bir
iliski sergiledigi bildirilmistir (irten, 2022). Benzer sekilde Ocimum basilicum L. var.
purpurascens (mor reyhan) kallus kiiltiirlerinde yiiriitiilen bir baska ¢alismada, 100 mg L~
! diizeyindeki maya ekstrakt: uygulamasinin rosmarinik asit, kafeik asit ve antosiyanin
gibi degerli metabolitlerin birikimini tesvik ettigi ve bununla birlikte kalluslarin toplam
antioksidan kapasitesini de anlaml1 bigimde ytikselttigi rapor edilmistir (Zaman ve ark.,

2022).

2.6. Rosmarinik Asitin Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri ile Uretimi

Rosmarinik asit, giiclii antioksidan, antiinflamatuar ve antimikrobiyal etki gosteren
fenolik grubu degerli bir sekonder metabolittir. ilk olarak 1958 yilinda Rosmarinus
officinalis (biberiye) bitkisinden izole edilerek tanimlanan bu bilesik (Scarpati ve Oriente,
1958; Ribeiro-Santos ve ark., 2015), Lamiaceae ve Boraginaceae familyalarina ait
tiirlerde bulundugu bildirilmistir. Ozellikle Ocimum basilicum (feslegen), Lavandula
angustifolia (lavanta), Melissa officinalis (ogulotu) ve Salvia officinalis (adacay1) gibi
tiirlerde 6nemli diizeylerde tespit edilmistir (Nazir ve ark., 2019; Khadem ve ark., 2022).
Rosmarinik asidin biyosentezi, bircok enzimin ve metabolik yolun etkilesimini iceren
kompleks bir siirectir. Kimyasal sentez yontemleri ise ara bilesiklerin kararsizligi ve
yuksek hassasiyet gerektiren reaksiyon kosullar1 nedeniyle sinirlamalar icermektedir (Pu
ve ark., 2024). Bu baglamda, bitki doku kiiltlirii teknikleri, rosmarinik asidin

stirdiiriilebilir ve kontrollii kosullarda tiretimi icin giiglii bir alternatif sunmaktadir.

Farkli tibbi bitkilerde yapilan in vitro kiiltiir caligmalarinda, ortam bilesimi, biiylime
diizenleyicileri ve elisitdor uygulamalarinin rosmarinik asit sentezinde belirleyici rol
oynadigimi gostermektedir. Bu baglamda, Rosmarinus officinalis (biberiye), Coleus
blumei (kolyoz), Ocimum basilicum (feslegen), Salvia officinalis (adagay1), Melissa
officinalis (ogulotu) ve Lavandula vera (lavanta) gibi tibbi bitkilerde c¢esitli
uygulamalarin rosmarinik asit birikimi tlizerinde anlamli sekilde artirdigi ortaya
konmustur. (Khojasteh ve ark., 2014; Trocsanyi ve ark., 2020). Bu alandaki 6ncii
caligmalardan biri olan Razzaque ve Ellis (1977) arastirmasinda; Coleus blumei hiicre
siispansiyon Kkiiltiirlerinde rosmarinik asidin baglica sekonder metabolit olarak
sentezlendigini bildirmistir. Takip eden c¢aligmalarda, jasmonik asit, salisilik asit ve

mantar kokenli elisitorlerin kiiltlir ortamina eklenmesinin rosmarinik asit diizeylerinde
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kayda deger artig sagladig1 gosterilmistir (Sahu ve ark., 2013; De-Eknamkul ve Ellis,
2014).

O. basilicum kallus kiiltiirlerinde naftalenasetik asit (NAA) ve tidiazuron (TDZ) gibi bitki
biiyiime diizenleyicilerinin uygulanmasi, fenilpropanoid metabolik yolaklarini aktive
ederek rosmarinik asit biyosentezini 6nemli 6l¢iide artirdigi bildirilmistir (Nazir ve ark.,
2019). Benzer sekilde, Agastache rugosa hiicre kiiltiirlerinde maya ekstrakti ve glimiis
nitrat gibi elisitorlerin kullanimi, ilgili gen ekspresyonlarinin indiiklenmesi yoluyla

sekonder metabolit iiretimini anlamli diizeyde tesvik etmistir (Park ve ark., 2016).

Farkli bitki doku kiiltiirii tekniklerinin rosmarinik asit {iretimine etkisini inceleyen
caligmalar, bu bilesigin birikiminin kullanilan yonteme bagli olarak degistigini
gostermekedir. Rosmarinik asit icerikleri, kullanilan doku kiiltiirii yontemleri ve ilgili

kaynaklar Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. Farkli doku kiiltiiri yontemleri kullanarak c¢esitli bitki tiirlerinden tiretilen

rosmarinik asit i¢erigi

Bitki Kiiltiir Tipi Max. RA Icerigi Referans

Mentha x piperita Siispansiyon 117.95mg g' (12% KA) (Krzyzanowska ve ark,
2012)

Ocimum basilicum Kallus 23.02mg g’! (Guirgis ve ark. 2007)

Ocimum basilicum Adventif kok kiiltiiri 20.98+1.38mg ! KA  (Karatas, 2022b)

Ocimum basilicum Siispansiyon 10mgg! KA (Kintzios ve ark., 2003)

Ocimum basilicum Sacak kok kiiltiirii 14.1% KA (Tada ve ark., 1996)

Rosmarinus officinalis Kallus 344 mg g'! (Yesil-Celiktas ve ark.,
2007)

Salvia officinalis Siispansiyon 6.4 gL' (36%) ve 18.6 (Grzegorczyk ve ark.,

mg g KA 2007)
Salvia officinalis Kallus 226 g L!ve 58 mgg! (Grzegorczyk ve ark,
KA 2007; Kintzios ve ark.,

1999)

Agastache rugosa Siispansiyon 11.5mg g! (Lee ve ark., 2008)

Agastache rugosa Sacak kok kiiltiirii 116.3mgg! KA (Lee ve ark., 2008)

Anthoceros agrestis Stispansiyon 5.1 % KA (Vogelsang ve ark,
2005)

Coleus blumei Siispansiyon 210.0 mg g'' KA (Ulbrich ve ark., 1985)

Eryngium planum Stirgiin Kiiltiirii 2.59mgg! KA (Kikowska ve ark,
2012)

Eryngium planum Kallus 16.24 mg g' KA (Kikowska ve ark,
2012)

Eryngium planum Siispansiyon 391 mg g' KA (Kikowska ve ark.,
2012)

Origanum dictamnus Adventif kok kiiltiirii 6.6 % (W/w) (Sarropoulou ve ark.,
2023).

Lithospermum Siispansiyon 1.74mg g YA (Yamamoto ve ark,

erythrorhizon 2000)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Calismada bitkisel materyal olarak kullanilan Melissa officinalis (ogul otu) tohumlari,
Tokat ilinde bulunan Orta Karadeniz Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisi

Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

3.1.2. Cihaz ve Laboratuvar Malzemeleri

Arastirmada kullanilanilan alet ve cihazlar (marka ve modelleriyle birlikte); Laminar
kabin (Bilser), hassas terazi (Precisa), otomatik pipet (Gilson), pH metre (Hanna),
santrifiij (Hettich), spektrofotometre (Shimadzu), otoklav (Niive), manyetik karistirici
(Heidolph-MR), calkalayici (Memmert), 0.22 um gozenek capina sahip mebran filtre
(Sartorius), HPCL (Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D Plus)’den olusmaktadir.

3.1.3. Kimyasallar

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler, islevsel gruplarina gore siniflandirilarak ve
temin edildikleri ticari firmalar belirtilerek detayli sekilde tanimlanmistir. Coziicii ve
Asit-Baz Reaktifleri grubunda; Etanol (Merck), Metanol (Sigma-Aldrich), Diklorometan
(Sigma-Aldrich), formik asit (Sigma-Aldrich), hidroklorik asit (HCI; Merck), sodyum
hidroksit (NaOH; Merck), trikloroasetik asit (Sigma-Aldrich) yer almaktadir. Bitki
gelisim diizenleyicileri ve besi ortami bilesenleri kapsaminda ise Murashige and Skoog
(MS) temel besi ortami (Duchefa) , Giberellik asit (GAs; Merck), Indol-3-biitirik asit
(IBA; Merck), Siikroz (Duchefa), Phytagel (Sigma), Maya ekstrakti (Duchefa), Tween-
20 (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Antioksidan aktivite ve fenolik igerik analizinde
kullanilan reaktifler arasinda Folin-Ciocalteu reaktifi (Merck), DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil; Sigma), ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit);
Sigma], Aliiminyum kloriir (AICl;; Merck), Sodyum karbonat (Na:COs; Merck),
Potasyum persiilfat (K>S20s; Sigma-Aldrich), Ferrik kloriir (FeCls; Sigma-Aldrich),
potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)s]; Merck), sodyum asetat (CHsCOONa; Sigma-
Aldrich) bulunmaktadir. Ayrica spektrofotometrik analizlerde kullanilmak {iizere
Kuersetin (Sigma) ve Gallik asit (Sigma); HPLC analizlerinde ise Rosmarinik asit (>%98

saflikta; Sigma) referans standartlar olarak kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Steril Fidelerin Elde Edilmesi

Eksplant kaynagi olarak kullanilan ogul otu bitkilerinin tohumlari, ¢imlendirme
Oncesinde yiizey sterilizasyonona tabi tutulmustur. Bu amagla, tohumlar 6ncelikle %75
(v/v) etanol ¢ozeltisinde 30 saniye siireyle hafif¢e ¢alkalanmig ardindan etanol ¢ozeltisi
stiziilerek tohumlardan uzaklastirilmistir. Daha sonra %2.5 (v/v) sodyum hipoklorit
cozeltisi icerisine iki damla Tween-20 ilave edilerek 15 dakika siireyle diisiik hizda
manyetik karistiriciyla karistirilmistir. Sterilizasyon isleminin ardindan, tohumlar kalint
kimyasallarindan arindirilmak amaciyla steril saf su ile dort kez, her biri beser dakika

stirecek sekilde durulanmastir.

Bitki tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide gelisiminde kullanilan cam kiiltiir kavanozlari
121°C’de, 1.2 atm basing altinda, 15 dakika siireyle otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Steril kavanozlara dokiilecek olan besi ortami, 4.4 g L™ Murashige ve Skoog, 1962 (MS)
bazal ortami, 30 g L' siikroz ve 2 g L' phytagel icerecek sekilde hazirlanmistir. Ortamin
pH’st (1 M NaOH veya 1 M HCI kullanilarak) 5.8’e ayarlandiktan sonra, 121°C’de, 1.2
atm basing altinda, 20 dakika siireyle otoklavlanarak sterilizasyon saglanmistir. Daha
sonra laminar kabin igerisinde, besin ortammin pH’s1 5.8’e ayarlanmis ve 0.22 pum
mebran filtreden gegirilerek 2 mg L' giberellik asit (GAs) ilave edilmistir. Hazirlanan
besi ortami, her bir kavanoza yaklasik 50 mL olacak sekilde dagitilmistir. MS besin

ortaminin igerigi Cizelge 3.1°deki gibi verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS temel besi ortami igerigi
(Murashige ve Skoog, 1962)

icerik mg/L

KNOs3 1900
NH4NO; 1650
KH2PO4 170
CaCl22H20 440
MgS0O47H20 370
MnSO44H20 22,3
ZnS04.7H20 8,6
H3BOs3 6,2
KI 0,83
CuS04.5H0 0,025
Na:Mo004.2H20 0,25
CoCl2.6 H20 0,025
myo-inositol 100
Thiamin- HCI 0,1
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin HCI 0,5
Na;EDTA 37,30
FeSO4.7H20 27,80
Glisin 2

Sterilizasyon ve besin ortami hazirligi tamamlandiktan sonra her kavanoza 20 tohum
yerlestirilerek ekim islemi gerceklestirilmigtir. Tohumlarin ¢imlenme siireci (10 giin)
karanlik kosulda gergeklestirilmis olup ardindan bu ortamda gelisen fideler 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda 50 giin boyunca yetistirilmistir. Sekil

3.1’de tohumlarin ekimi ve gelisen bitkilere ait gorsel verilmistir.

Sekil 3.1. Eksplant kaynagi olarak kullanilan ogul otu bitkilerinin in vitro kosullarda
yetistirilmesi (A) Tohumlarin cam kavanozlara ekimi (B) Bitki gelisimi
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3.2.2. Kat1 Kiiltiir Kosullarinda Adventif Koklerin indiiksiyonu

Adventif kok kiiltiiriiniin baglatilmasinda kullanilan kiiltlir ortami 4.4 g L' Murashige ve
Skoog (MS) bazal tuzlari, 30 g L siikroz, 1 mg L™ indol-3-biitirik asit (IBA) ve 2 g L!
phytagel igerecek sekilde hazirlanmistir. Ortamin pH degeri 5.8’e ayarlandiktan sonra,
121°C ve 1.2 atm basingta, 20 dakika boyunca otoklavlanarak sterilizasyon saglanmistir.
Sterilize edilen besin ortami laminar kabin igerisinde 9 mm capindaki petri kaplarina
dagitilmistir. Adventif kok olusumunun tegvik edilmesi amaciyla eksplant kaynagi olarak
in vitro kosullarda yetistirilen Melissa officinalis L. bitkilerine ait 50 giinliik fidelerinin
hipokotil kisimlart kullanilmistir. Yaklagik 1 cm uzunlugunda kesilen bu pargalar, daha
once hazirlanmis besin ortamlarina transfer edilmistir. Bu ortam kosullarinda gelisen
adventif kokler 21. giinde ayni igerige sahip taze besin ortamina aktarilara alt kiiltiire
alimmistir. Tim kiiltiirler, 2542°C sicaklikta ve karanlik kosullar altinda inkiibe
edilmistir. Hipokotil parcalarinin baslangigta besi ortamina yerlestirilmesi ve bu
hipokotillerden gelisen adventif koklerin goriiniimlerine ait resimler Sekil 3.2°de

verilmistir.

Sekil 3.2. Hipokotil eksplantlarindan adventif kdklerin gelisimi ((A) hipokotil
ekspantlari, (B) gelisen adventif kokler)

3.2.3. Sivi Kiiltiir Kosullarinda Adventif Koklerin Cogaltilmasi

Adventif kok kiiltiirde optimizasyon ¢alismalarinin baslatilmasi i¢in kati besin ortaminda
gelisen adventif kokler sivi kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmistir. Siispansiyon Kkiiltiirlerinin

olusturulmasinda kullanilan besin ortami, kati ortaminkinden farkli olarak icerisinde
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katilastirict madde (phytagel) icermemektedir. Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan sivi
besin ortam14.4 g L' MS, 30 g L stikroz ve 1 mg L' IBA igermektedir. Besin ortaminin
pH degeri 5.8’e¢ getirilerek, 121°C’de, 1.2 atm basing altinda, 20 dakika siireyle
otoklavlanarak sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir. Steril edilen besin ortami 250
mL’lik erlenmayerlere her birinde 125 mL olacak sekilde dagitilmistir. Daha sonra
adventif kokler bu erlenmayerlere her birinde 2 g olacak sekilde aktarilmistir. Ardindan
adventif kokler karanlik kosullar altinda 25 + 2 °C sicaklikta calkalayici (120 rpm dk')

tizerinde 10 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.

3.2.4. Suspansiyon Kiiltiir Kosullarinda Besin Ortam Bilesenlerinin Optimizasyonu

Adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinde besin ortami bilesenlerinin sekonder metabolit
iiretimi ve biyokiitle gelisimi {izerine etkilerini degerlendirmek amaciyla optimizasyon
calismalar yiirtitiilmustiir. Bu kapsamda, siikroz, indol-3-biitirik asit (IBA) ve Murashige
ve Skoog (MS) konsantrasyonlarinin s6z konusu parametrelere etkisini degerlendirmek
lizere {i¢ ayr1 deney grubu olusturulmustur. Birinci deney grubunda IBA (2 mg L) ve
MS (4.4 g L''; 1x MS giicii) sabit tutulurken, siikroz konsantrasyonlar1 10, 20, 30, 40 ve
50 g L! olacak sekilde bes farkli diizeyde uygulanmustir. Ikinci deney grubunda ise,
siikroz (30 g L") ve IBA (2 mg L) sabit tutulmus, MS konsantrasyonlari ise (0.5 MS
giicii i¢in 2.2 g L!; 0.75 MS giicii i¢in 3.3 g L'!; 1 MS giicii i¢in 4.4 g L''; 1.25 MS giicii
i¢in 5.5 g L'!; 1.5 MS giicii igin 6.6 g L") test edilmistir. Ugiincii deney grubunda, MS
giicii 1x (4.4 g L") ve siikroz 30 g L™! sabit tutulurken, IBA konsantrasyonlar1 0.5, 1, 2
ve 4 mg L! seviyelerinde uygulanmistir. Siispansiyon kiiltiirlerinde gergeklestirilen besin
ortami bilesenlerinin optimizasyon caligmalarina ait bilesen miktarlar1 ve uygulama

konsantrasyonlarina iliskin bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. M. officinalis adventif kok silispansiyon kiiltiirlinde yiiriitiilen
optimizasyonun ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan besin ortam kombinasyonlari

Siikroz IBA MS
Calisma gruplan Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
gL (mg L) gL™
10 (%1) 2 1
20 (%2) 2 1
0,
Siikroz optimizasyonu 4318 E 02 i; ; i
50 (%S5) 2 1
30 2 0.5MS (2.2gLh
30 2 0.75MS (3.3 gL
MS optimizasyonu 30 2 1MS (44 gLt
30 2 1.25MS (5.5g LY
30 2 1.5MS (6.6 gL™)
30 0.5 1
- 30 1 1
IBA optimizasyonu 30 2 1
30 4 1

Her deney grubunda, 125 mL besin ortami iceren erlenmayerlere 4 g adventif kok
eklenmis ve kiiltiirler 25 + 2 °C sicaklik, 120 rpm/dakika calkalama hizinda karanlik
ortam kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda (30 giin) adventif
kokler hasat edilip yas agirliklart dlgiilmiis ve analiz i¢in kurutulmustur. Siispansiyon

kiiltiirlerdeki adventif koklerin genel goriintimlerine ait resimler Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Siispansiyon kiiltiirlerdeki adventif koklerin genel goriiniimii
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3.2.5. Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiirlerine Maya Ekstrakti Uygulamalar:

Adventif kdk slispansiyon kiiltiirii optimizasyon ¢aligmalarinda belirlenen ortam kosullar
(0.5 MS, 30 g L' sikkroz ve 2 mg L' IBA) altinda elde edilen adventif kdklere elisitor
olarak maya ektrakti uygulanmistir. Hazirlanan besin ortaminda kiiltiire alinan adventif
kokler, kiiltiir stirecinin 10. giiniinde ayn1 bilesenleri iceren besin ortamina alt kiiltiire
alimmustir. Kiiltiir siirecinin 20. giiniinde besin ortamina farkli konsantrasyonlarda maya
ekstraktt (50, 100, 200 ug mL™") ilave edilmistir. Elisitor uygulamasinin ardindan 72
saatlik inkiibasyon siireci sonunda adventif kokler hasat edilerek yas agirliklar:

belirlenmis; ardindan kurutularak diger kimyasal analizler i¢in uygun hale getirilmistir.

3.2.6. Analizlerde Kullanilacak Adventif Kok Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Sekonder metabolit icerigi ve antioksidan aktivite diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilan ekstraktlarin hazirlanmasinda 0.2 g kurutulmus adventif kok Ornegi
kullanilmistir (Karatag, 2022a). Her bir 6rnek 10 mL hacmindeki metanol-diklorometan
(4:1) ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminin ardindan, siispansiyon 0.22
um gozenek capma sahip membran filtreden gegirilerek filtre edilmistir. Hazirlanan
ekstraktlar, sekonder metabolit diizeyleri ve antioksidan kapasitelerinin analizinde

kullanilmak tizere amber siselerde +4 °C’de, karanlik kosullarda muhafaza edilmistir.

3.2.7. Rosmarinik Asit Iceriginin Belirlenmesi

Adventif kok oOrneklerindeki rosmarinik asit miktarinin belirlenmesinde yliksek
performansl sivi kromatografi (HPLC) cihaz1 kullanilmistir. Analiz protokolii, Karatas
(2022a) ve Irten (2022) tarafindan bildirilen ydntem temel alinarak uygulanmistir.
Kullanilan HPLC cihazina ait gradiyent programi ve cihazin ¢alisma kosullar1 Cizelge

3.3°de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Rosmarinik asit analizinde kullanilan HPLC kosullar1

Parametre Kosullar

Kolon GL Sciences InterSustain (Japonya) menseli Phenylhexyl (4.6 x 150
mm) kolonu

Dedektor Photodiode Array Detector (PDA)

Kolon Akis Hizi 1 mL /dakika

Kolon Sicaklig 30 °C

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Dalga Boyu 330 nm

Mobil Faz Coziicii A:%0.1formik asit igeren deiyonize su;
Coziicii B: Asetonitril

Gradient Programi 0 dak., %100 A ve %0 B

5 dak., %80 A ve %20 B

10 dak., %50 A ve %50 B

15 dak., %30 A ve %70 B

20 dak., %100 A ve %0 B

25 dak., %100 A ve %0 B

Rosmarinik asit miktarlari, standart ¢cozeltiler kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi
temel almarak hesaplanmistir. Standart rozmarinik ait bilesigi ve adventif koklere ait

kromatogramlar Sekil 3.4’te verilmistir.

3t 1:25 ppm Rosmarinik asiticd PDA ChZ 330nm 4nm

PDA Multi 2 330nm, 4nm)|

10,243

1000

min

Sekil 3.4. Rosmarinik asit bilesigi standardina (A) ve adventif kok (B) ait HPCL
kromotogrami
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3.2.8. Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Toplam flavonoid miktar1 Pekal ve Pyrzynska (2014) metoduna gore belirlenmistir. Her
bir analiz tiiptine 100 pL numune ekstrakt1 alinmistir. Ardindan, tiiplere sirasiyla 1.5 mL
etanol, 100 puL %10'luk aliiminyum kloriir (AICl5) ¢6zeltisi ve 100 pL 1 M sodyum asetat
(NaCHsCOOQO) eklenmis; son hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
reaksiyon karigimlari, flavonoid-aliiminyum kompleksi olusumunun ger¢eklesmesi
amaciyla 30 dakika siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda,
karisimlarin absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 427 nm dalga boyunda
Olciilmiistiir. Adventif koklerin flavonoid igerigi standart olarak kullanilan kuersetine

esdeger (mg QE g! kuru agirlik) olarak hesaplanmaistir.

3.2.9. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Adventif kok ekstraktlarinin toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesinde, Slinkard
ve Singleton (1977) tarafindan bildirilen yontem kullanilmistir. Bu amagla her bir analiz
tiiptine 100 pL adventif kok ekstrakti ile birlikte 4.5 mL saf su ve 100 uLL Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 3 dakika siireyle bekletilmis ve ardindan
300 pL %2 sodyum karbonat (Na.COs) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan karisimlar,
oda sicakliginda 2 saat boyunca karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, olusan renk degisiminin absorbansi spektrofotometrik olarak
760 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger
(mg GAE g kuru agirlik) olarak ifade edilmistir.

3.2.10. ABTS Radikal Katyon Giderme Aktivitesi

Adventif kok ekstraktlarinin ABTS (2,2'-Azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
radikal siiplirme kapasiteleri Re ve ark., (1999) tarafindan gelistirilen yonteme dayali
alarak belirlenmistir. Bu amacla, 2 mM ABTS ve 2.45 mM potasyum persiilfat (K2S20s)
cozeltileri hazirlanarak 1:2 oraninda karistirilmis ve reaksiyon karigimi karanlik ortamda
6 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
analizlerde kullanilmak tizere elde edilen ABTS* radikal ¢6zeltisi 0.1 M fosfat tamponu
(pH 7.4) ile seyreltilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Ornek ekstraktlarindan 20 pL
alinarak tizerine 2980 pL 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4) ile toplam hacmi 3 mL olacak

sekilde hazirlanmis ve her bir tiipe 1 mL ABTS" ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karigimlar
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vortex ile homojen hale getirildikten sonra, oda sicakliginda 30 dakika siireyle karanlik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda, her bir 6rnegin absorbansi
spektrofotometrik olarak 734 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Numunelerin ABTS*

radikal giderme aktiviteleri asagidaki formiil ile % olarak hesaplanmaistir:

Radikal siiplirme aktivitesi (%) = [(Akontrol - Asmek) / Akontrol] X 100
Axontrol : Numunesiz ABTS radikal ¢6zeltisi absorbans degeri

Asmek : Reaksiyon karigiminin absorbans degeri

3.2.11. DPPH Radikali Temizleme Kapasitesi

Adventif kok ekstraktlarinin DPPH radikali temizleme kapasitesi, Blois (1958) metodu
kullanilarak degerlendirilmistir. Adventif kok ekstraktlarindan 50 pL alindiktan sonra her
birinin iizerine 2950 pL etanol eklenerek 3 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra, her bir
deney tiipline 0.26 mM DPPH c¢ozeltisinden 1 mL eklenmistir. Reaksiyon karisimlari
vortekslendikten sonra 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, absorbanslar1 spektrofotometre ile 517 nm'de 6l¢iilmiistiir. DPPH
radikali temizleme aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak inhibisyon yiizdesi olarak

hesaplanmuistir.

DPPH radikali temizleme kapasitesi (%) = [(Akontrol - Asmek) / Akontrol] X 100
Axontrol : Numunesiz DPPH radikal ¢ozeltisi absorbans degeri
Asmek : Reaksiyon karigiminin absorbans degeri

3.2.12. Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP)

Adventif kok 6rneklerinin FRAP aktiviteleri Oyaizu (1986) tarafindan belirtilen yonteme
gore analiz edilmistir. Farkli miktarlarda 6rnek ekstraktlari iceren test tiiplerine 1.25 mL
fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) eklenerek toplam hacim 1.25 mL'ye tamamlanmistir.
Ardindan, her bir deney tliptine 1.25 mL %1 (w/v) potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g]
cozeltisi eklenmistir. Tiipler daha sonra 20 dakika boyunca 50 °C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra her tiipe 1.25 mL %10 (w/v) trikloroasetik asit (TCA) eklenmis,
ardindan 0.25 mL %0.1 (w/v) demir (IIT) kloriir (FeCl3) ilave edilmistir. Test tiipleri
vortekslenmis ve absorbanslar1 spektrofotometre kullanilarak 700 nm'de Slgiilmiistiir.

Orneklerin indirgeme giicii Trolox esdegerleri olarak ifade edilmistir.
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3.2.13. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler {i¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve elde edilen veriler istatistiksel analizler ile
degerlendirilmistir. Bu aragtirmada istatiksel analizler SPSS 20 (Armonk, NY: IBM
Corp.) paket programi araciligiyla gergeklestirilmistir. Deney gruplar1 arasindaki farklar,
Duncan’in ¢oklu aralik testi (Duncan, 1955) kullanilarak tek yonlit ANOVA ile analiz

edilmistir. Elde edilen sonuglar, ortalama =+ standart hata (SE) biciminde sunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, Melissa officinalis (ogul otu) adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinde besin
ortam1 bilesenlerinin ve maya ekstrakti uygulamalarinin biyomas, rosmarinik asit, total

fenolik bilesik ve flavonoid icerigi ile antioksidan aktivite tizerine etkileri arastirilmistir.

In vitro kosullarda yetistirilen bitkilerin hipokotil kisimlar1 adventif koklerin indiiksiyonu
icin eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Siispansiyon kiiltiirii kosullarinda besin ortami
bilesenlerini optimum miktarlarini belirlemek i¢in MS temel besin ortami (0.5 MS, 0.75
MS, 1 MS, 1.25 MS ve 1.5 MS), siikroz (%1, %2, %3, %4 ve %5) ve indol-3-biitirik asit
(0.5, 1, 2, 4 mg L')in farkli konsantrasyonlar1 arastirilmistir. Temel besin ortami
bilesinleri agisidan optimum kosullar belirlendikten sonra adventif kok siispansiyon
kiiltiirlerinde elisitor olarak uygulanan maya ekstraktinin metabolit ve antioksidan
aktiviteye etkileri incelenmistir.

4.1. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh Siikroz
Konsantrasyonlarinin Biyokiitle ve Sekonder Metabolit I¢cerigine Etkileri

Siikroz, adventif kok kiiltlirleri icin onemli bir karbon ve enerji kaynagi olup
konsantrasyonu sekonder metabolit verimini ve biiyiimeyi Onemli Olglide
etkileyebilmektedir (Cui ve ark. 2010). Ayrica, siikroz konsantrasyonunun biiylime ve
metabolit icerigi iizerindeki etkileri bilesik cesidi, bitki tiirleri, kiiltlir yontemi ve hiicre

hatlar1 gibi bir¢ok faktore gore degismektedir (Li ve ark. 2016).

M. officinalis adventif kok slispansiyon kiiltiirlerinde sekonder metabolit ve biyokiitle
birikimine siikroz konsantrasyonun etkisini belirlemek amaciyla adventif kokler %1, %2,
%3, %4 ve %5 olmak ilizere bes farkli konsantrasyonda siikroz igeren besin ortamlarinda
30 giin siireyle kiiltiire alinmistir. Cizelge 4.1°de, farkli siikroz konsantrasyonlarimin

adventif koklerin sekonder metabolit icerigi ve biyokiitle tizerindeki etkileri verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli siikroz konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan adventif koklerin yas
agirlik, rosmarinik asit, toplam fenolik ve flavonoid miktarlar

Stikroz Rosmarinik Asit ~ Toplam Fenolik Flavonoid Yas Agirlik
Konsantrasyonu (mg g ' KA) (mg g ' KA) (mg g KA) (gL
%
1 10.27 £0.43 d* 16.43+0.27 d 5.14+0.16 a 7.34+0.19 ¢
2 1433+027 b 19.4+0.27 b 426+0.01 b 9.56+0.05 b
3 18.04+0.58 a 20.85+0.28 a 4.09+0.01 b 11.2+0.65 a
4 12.94+0.12 ¢ 17.83 £0.01 ¢ 3.28+0.01 ¢ 10.06 +0.35 ab

5 7.38+0.19 e 13.54 £ 0.06 ¢ 3.11+£0.02 ¢ 987032 b

*Ayni siitun i¢indeki farkli harfler, Duncan'in ¢oklu karsilastirma testine gore (p < 0.05)
anlamli farklar1 gostermektedir. Veriler, ortalama + standart hata (n = 3) olarak ifade
edilmistir.

M. Officinalis adventif koklerinin yas agirligi besin ortamina ilave edilen siikroz
konsantrasyonundan istatistiksel olarak onemli Ol¢lide etkilenmistir. Cizelge 4.1.
incelendiginde en yiiksek yas agirligin %3 siikroz uygulanan adventif koklerde 11.2 +
0.65 g L' olarak elde edildigi ve bu degerin diger gruplardan istatistiksel olarak énemli
ol¢iide farkli oldugu belirlenmistir (p < 0.05). Yas agirlik, siikroz konsantrasyonunun
%?3’e kadar artmastyla artig gostermis; ancak bu konsantrasyonun iizerine ¢ikildiginda
siikroz oranindaki yiikselme, yas agirlikta azalmaya neden olmustur. En diisiik yas agirlik
%] siikroz konsantrasyonunda kiiltiire alinan adventif koklerde 7.34 + 0.19 g L' olarak
tespit edilmistir. Bu bulgular adventif kok siispansiyon kiiltiiriinde silikroz
konsatrasyonunun biyokiitle iiretimi agisindan énemli bir faktér oldugu ve ilave edilen
siikroz konsatrasyonun yas agirlikta istatistiksel acidan anlamli farkliliklar meydana
getirdigi belirlenmistir. Literatiir taramalarina gore, in vitro bitki kiiltiirlerinde genellikle
%3 (30.0 g L") siikroz konsantrasyonu standart uygulama olarak tercih edilmektedir.
Ancak, biyokiitle birikimi i¢in en uygun siikroz konsantrasyonu, kullanilan kiiltiir
yontemi ve bitki tiiriine bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. Bu baglamda, farkli
arastirmalar adventif kok kiiltiirlerinde biyokiitle artisin1 desteklemek tizere %3 (Cui ve
ark., 2010), %4 (Yin ve ark., 2013) ve %S5 (Baque ve ark., 2012b) siikroz

konsantrasyonlarinin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Siikroz konsantrasyonu, rosmarinik asit, toplam fenolikler ve flavonoidlerin iiretimini
istatstiki olarak onemli Ol¢iide etkilemis olup sekonder metabolit birikimine iliskin
bulgular biyokiitle sonuglariyla benzer bir egilim gostermistir. Rosmarinik asit ve toplam
fenolik bilesik miktarlarinin, siikroz oraninin %3’e kadar artisiyla birlikte yiikseldigi;
ancak bu konsantrasyonun iizerine ¢ikildiginda, artan siikroz oranina bagli olarak azaldig:
tespit edilmistir. Bu baglamda en yiiksek rosmarinik asit ve toplam fenolik bilesik
miktarlart %3 silikroz konstrasyonunda kiiltiire alinan advenkif koklerde sirasiyla 18.04 +
0.58 mg g' KA ve 20.85 + 0.28 mg g™! KA olarak belirlenmistir. Buna karsin, en diisiik
degerler %5 siikroz konsantrasyonunda yetistirilen koklerde; rosmarinik asit i¢in 7.38 +
0.19 mg g' KA, toplam fenolik bilesik i¢in ise 13.54 + 0.06 mg g' KA olarak
Olciilmiistiir. Adventif koklerin flavonoid miktarindaki degisim toplam fenolik ve
rosmarinik asit miktarindan farklilik goéstermistir. M. officinalis adventif koklerinde
toplam flavonoid miktar1 siikroz konsantrasyonundaki artisa paralel olarak anlaml
sekilde azalmistir. En yiiksek flavonoid birikimi % 1 slikroz konsantrasyonunda kiiltiire
alinan adventif koklerde 5.14 £0.16 mg g ' KA iken en diisiik deger %5 siikroz uygulanan
koklerde 3.11 + 0.02 mg g' KA olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, siikroz
konsantrasyonunun sekonder metabolit sentezi iizerinde konsantrasyona bagimli bir etki
olusturdugunu ve yiiksek siikroz diizeylerinin M. officinalis adventif kdklerinde metabolit
iretimi lizerine olumsuz yonde etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. Karatas (2023)
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, Ocimum basilicum adventif kok kiiltiirleri
biyoreaktor sistemlerinde yetistirilerek farkli silkroz konsantrasyonlariin (%2, %3, %4
ve %5) rosmarinik asit, toplam flavonoid, toplam fenolik bilesik birikimi ve biyokiitle
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada en yliksek sekonder metabolit igerigi %2
stikroz konsantrasyonunda elde edilmis olup, besin ortaminda bulunan siikroz seviyesinin
artmastyla birlikte hem biyokiitle hem de metabolit {iretiminde diisiis gézlenmistir. Bu

bulgular, mevcut ¢calismanin sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Adventif kok  kiltlirleri  kullanilarak  rosmarinik  asit  {iretiminde  siikroz
konsantrasyonunun etkilerinin incelendigi calismalar olduk¢a smirlidir. Mevcut
literatiirdeki arastirmalarin biiylik cogunlugu kallus ve siispansiyon kiiltlirleri {izerine
yogunlagmistir. Bu dogrultuda Coleus blumei bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
yapilan bir ¢alismada ise, farkli karbon kaynaklarinin (siikroz, glikoz, fruktoz, mannitol)

ve bunlarin ¢esitli konsantrasyonlarmin biiyiime ve rosmarinik asit (RA) {retimi
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tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢aligsmada, en yiiksek RA birikimi %5 siikroz
iceren ortamda gozlenmistir (Gertlowski ve Petersen, 1993). Her iki c¢alismanin
bulgulari, silikroz konsantrasyonunun RA birikimi iizerinde anlamli bir etki
olusturdugunu; ancak maksimum iiretimin saglandig1 konsantrasyonun tiirler arasinda
farklilik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Ayrica dnceki arastirmalarda %4 (Karam
ve ark., 2003), %5 (Hakkim ve ark., 2011) ve %7 (Ilieva ve Pavlov, 1997) gibi yiiksek
siikroz konsantrasyonlarinin kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde rosmarinik asit birikimi
icin uygun konsantrasyonlar oldugu bildirilmistir. Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda
genellikle %3 siikroz konsantrasyonu uygulansa da optimum siikroz diizeyi; kiiltiir
kosullart (kat1, siispansiyon), kiiltiir ¢cesidi (sagak kok, adventif kok, kallus) ve calisilan
bitki tiirline gore degiskenlik gdsterebilmektedir.

4.2. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh Siikroz
Konsantrasyonlarinin Antioksidan Aktiviteye Etkileri

M. officinalis adventif koklerinin farkli siikroz konsantrasyonlarindaki antioksidan
aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP yontemleriyle degerlendirilmis ve bu parametrelerin
siikroz konsantrasyonundan istatistiki olarak 6nemli 6l¢iide etkilendigi belirlenmistir.
Farkli siikroz konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan adventif koklerin DPPH, ABTS ve

FRAP aktiviteleri Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli siikroz konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan adventif koklerin FRAP (A),
ABTS (B) ve DPPH (C) yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

Adventif koklerin FRAP aktivite sonuglari, standart antioksidan olan Trolox esdegeri
(umol TE g') cinsinden ifade edilmis olup en yiiksek deger %3 siikroz uygulamasinda
(260.63 pumol TE g*' KA) kaydedilmistir. Bu deger, %1 ve %5 silikroz
konsantrasyonlarinda sirasiyla 195.26 ve 148.54 umol TE g! KA olup aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Buna karsin, %2 (224.37 pmol TE g' KA) ve
%4 (220.24 pmol TE g KA) konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit
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edilmemistir. ABTS ve DPPH yo6ntemleriyle yapilan antioksidan analizlerinde, en yiiksek
antioksidan aktivite her iki yontemde i¢inde %3 siikroz konsantrasyonunda kiiltiire alinan
adventif koklerde belirlenmis olup, ABTS; %80.68 ve DPPH; %76.79 olarak
Olciilmiistiir. Her iki yontemde de en diislik antioksidan aktivite %5 siikroz uygulanan

orneklerde gozlenmis sirasiyla %59.63 (ABTS) ve %53.2 (DPPH) olarak kaydedilmistir.

Adventif koklerin antioksidan kapasitesi kullanilan ii¢ yonteme gore de siikroz
konsantrasyonundan istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide etkilendigi belirlenmistir. Siikroz
konsantrasyonu %]l'den %3'e artirildiginda, tiim analiz yoOntemlerinde antioksidan
aktivite kademeli bir artig gostermis ve her lic yontemde de en yiiksek antioksidan aktivite
%3 siikroz uygulamasinda elde edilmistir. Ote yandan, siikroz konsantrasyonu %3 ten
%y5'e yiikseldiginde antioksidan aktivite kademeli olarak azalmistir. S6z konusu sonuglar
adventif koklerdeki en yliksek rosmarinik asit ve toplam fenolik bilesigin elde edildigi
%3 siikroz konsantrasyonuyla paralellik arz etmektedir. Benzer bir ¢calismada Ocimum
basilicum adventif kok kiiltiirlerinde siikroz konsantrasyonun DPPH, ABTS ve FRAP
aktivitelerine etkileri incelenmis olup en yiiksek antioksidan aktivitenin %2 siikroz
konsantrasyonunda gozlendigi ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bu aktivitelerin
azaldig: bildirilmistir. Antioksidan kapasitenin, rosmarinik asit ve toplam fenolik bilesik
birikimiyle pozitif korelasyon gosterdigi ayrica ifade edilmistir (Karatas, 2023).
Hypericum perforatum'un adventif kok kiiltiiriinde yapilan onceki bir calismada ise
stikroz konsantrasyonun (0, 1, 3, 5, 7 ve 9% w/v) antioksidan aktivitede degisiklige neden
oldugu bildirilmistir (Cui ve ark., 2010). Fazal ve ark. (2016) Prunella vulgaris'in hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde yaptig1 bir arastirmada, 5-50 g L™! araligindaki on farkl1 siikroz
konsantrasyonunun metabolit iiretimine etkileri incelenmistir. Caligma sonuglarina gore,
20 g L siikroz konsantrasyonun en yiiksek DPPH aktivitesi ve en yiiksek toplam fenolik
icerigi sagladigi belirlenmistir. Yapilan bu calisma ve oOnceki caligmalarin 1s181inda
antioksidan aktivite siikroz konsantrasyonuna gore énemli 6l¢iide degismektedir. Bunun
temel nedenleri arasinda adventif kokler tarafindan iiretilen yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip sekonder metabolitlerin miktarlarinin siikroz konsantrasyonuna gore degismesidir.
Diger taraftan antioksidan aktvite ayni siikroz konsantrasyonunda kiiltiir tipine ve bitki

tiiriine gore de farkliliklar gosterebilmektedir.
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4.3. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh MS
(Murashige Skoog) Giiciiniin Biyokiitle ve Sekonder Metabolit I¢erigine Etkileri

MS temel besin (Murashige Skoog) ortami bitki in vitro kiiltiirlerinde kok gelisimi,
biyokiitle ve sekonder metabolitlerin birikimi tizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir.
Bu calisgmada, MS ortaminin M. officinalis adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinde
sekonder metabolit igerigi ve biyokiitle lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla farkli
MS giiglerinde (0.5, 0.75, 1, 1.25 ve 1.5) 30 giin boyunca kiiltlire alinmistir. MS giicli M.
officinalis adventif koklerinde rosmarinik asit, toplam fenolik bilesik ve flavonoid
icerikleri ile biyokiitle miktarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde etkilemistir. Farkl
MS giiciiniin adventif koklerin sekonder metabolit icerikleri ve biyokiitle tizerindeki
etkileri Cizelge 4.2°de, verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli MS giiciinde kiiltiire alinan adventif koklerin yas agirlik, rosmarinik
asit, toplam fenolik ve flavonoid miktarlari

MS Giicii Rosmarinik Asit Toplam Fenolik Flavonoid Yas Agirlik (g

(mg g ' KA) (mg g' KA) (mg g' KA) L™
0.5 17.15+0.32 a 2336+033 a  437+0.09 a 15.16+1.55 a
0.75 10.70+ 0.73 b 17.1440.50 ¢ 4.05+£0.07 b 11.37+0.48 b
1 18.04+0.58 a 2085+028 b  4.09+£001 b 11.20+0.65 b
1.25 7.08+0.14 ¢ 1383054 d 3294003 ¢ 639+0.1 c
1.5 9.31+0.06 b 1686044 ¢ 4.02+006 b 580+0.07 c

*Ayni siitun i¢indeki farkli harfler, Duncan'in ¢oklu karsilastirma testine gore (p < 0.05)
anlaml farklar1 gostermektedir. Veriler, ortalama + standart hata (n = 3) olarak ifade
edilmistir.

Cizelge 4.2°deki verilere gore, ogul otu adventif koklerinde MS giiciine bagli olarak
biyokiitle iiretiminde anlamli degisiklikler gézlenmistir. En yiiksek biyokiitle, 0.5 MS
(15.16 g L") ortamindan elde edilmistir. MS giiciiniin 0.5’ten ve 1.5 kadar artisina baglh
olarak adventif koklerin yas agirlig1 da kademeli olarak azalmistir. Bu baglamda en diigiik
yas agirlik 1.5 MS giiclinde 5.80 + 0.07 g L olarak belirlenmis olup bu deger 0.5 MS
giiciinden elde edilene kiyasla 2.6 kat daha diisiik bulunmustur. Bu bulgular yiikksek MS

konsantrasyonunun adventif kok gelisimini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.
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Ogul otu adventif koklerinde rosmarinik asit birikimi, kullanilan MS besin ortami giicline
bagl olarak onemli Olciide degiskenlik gostermektedir. En yiiksek rosmarinik asit
degerleri, 1 MS (18.04 mg g KA) ve 0.5 MS (17.15 mg g' KA) besin ortamlarinda
kaydedilmigtir. Bu iki konsantrasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. En diisiik rosmarinik asit icerigi 1.25 MS giiciindeki besin ortaminda

7.08 mg g ' KA olarak elde edilmistir.

Farkli MS giicleri, adventif kok kiiltiirlerinde toplam fenolik ve flavonoid birikiminde
anlamli degisimlere yol agmistir. En yiiksek toplam fenolik (23.36 + 0.33 mg g! KA) ve
flavonoid (4.37 £ 0.09 mg g ' KA) icerikleri 0.5 MS ortaminda elde edilmistir (p < 0.05).
MS giicii arttikga her iki bilesigin diizeyinde genel bir azalma gozlemlenmistir. En diisiik
toplam fenolik ve flavonoid icerigi 1.25 MS giiciindeki besi ortaminda sirastyla 13.83 +
0.54 ve3.29 +0.03 mg g ' KA olarak belirlenmistir. Bu bulgular, ogul otu adventif kok
kiiltiirlerinde diisiik MS giiciiniin sekonder metabolit birikimi agisindan daha uygun
oldugunu gostermektedir. Bu calismada elde edilen bulgular, Echinacea pallida ve
Echinacea purpurea tiirlerine ait adventif koklerin biyoreaktér kosullarinda en yiliksek
yas ve kuru biyokiitle ile en yiiksek biiytime oraninin 0.75 MS ortamindan elde edildigini
bildiren Wu ve arkadaslarinin (2018b) sonuclariyla Ortlismektedir. Benzer sekilde,
Morinda citrifolia adventif kok kiiltlirlerinde farkli MS ortam tuz gii¢lerinde (0.25, 0.50,
0,75, 1.0, 1.5 ve 2.0) yapilan bir arastirmada, 0.25 MS ortaminda en yiiksek biyokiitle ve
sekonder metabolit (antrakinon, fenolik ve flavonoid) tiretimi gdzlemlenmistir. MS ortam
giiciiniin artmasiyla birlikte biyokiitle ve metabolit iiretiminde azalma meydana gelmistir.
Yiiksek MS tuz konsantrasyonlar1 (1.5 ve 2 MS) osmotik stres olusturmanin yaninda
fenilalanin amonyak liyaz (PAL) aktivitesini tetiklemistir. Bu enzim aktivitesi, fenolik
bilesiklerin sentezini artirmistir (Baque ve ark., 2010). Eleutherococcus koreanum Nakai
adventif kok kiiltiirlerinde yapilan arastirma, kullanilan MS tuz konsantrasyonunun hem
kok gelisimi hem de sekonder metabolit {iretimi {izerinde belirleyici bir rol oynadigini
gostermistir. Ozellikle 1/2 MS giicii, en yiiksek adventif kok biyokiitlesinin yan1 sira
farmakolojik agidan degerli biyoaktif bilesiklerin tiretimini tesvik etmistir. Buna karsilik
daha yiiksek MS konsantrasyonlar1 (1 MS iizeri), kok dokularinda fizyolojik bozukluklara
neden olarak biiylimeyi olumsuz etkiledigini; daha diisiik konsantrasyonlarin, yetersiz
besin i¢erigi nedeniyle biyokiitle birikimini sinirladigi bildirilmistir (Lee ve Paek, 2012).
Onceki ¢aligmalarda, 0.25 MS (Cui ve ark.,. 2013), 0.5 MS (Baque ve ark., 2012a) ve 1
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MS (Yin ve ark., 2013) gibi farklit MS gii¢lerinin, adventif koklerin bilyiimesi i¢in en
uygun konsantrasyonlar oldugu belirlenmistir. Ote yandan, kok biiyiimesi 1 MS'den daha
gliclii ortamlarda engellenmistir ve bunun, yiiksek ozmotik stresten kaynaklanabilecegi
ifade edilmistir (Cui ve ark., 2013; Yin ve ark., 2013). Reyhan adventif kdklerinin
rosmarinik asit icerigi bu calismaya paralel olarak diisiik MS konsantrasyonlarinda daha
yuksek bulunmustur (Karatas, 2022b). Farkli MS giiciiniin adventif koklerin rosmarinik
asit igerikleri ve yas agirliklar birlikte degerlendirildiginde uygun MS konsatrasyonunun
0.5 MS oldugu belirlenmistir.

4.4. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh MS
(Murashige Skoog) Giiciiniin Antioksidan Aktiviteye Etkileri

Murashige ve Skoog (MS) ortaminin farkli konsantrasyonlarmin ogul otu adventif
koklerinin antioksidan kapasiteleri lizerindeki etkisi FRAP, ABTS ve DPPH yontemleri
ile degerlendirilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Farkli MS (Murashige Skoog) giiclerinde kiiltiire alinan adventif koklerin
FRAP (A), ABTS (B) ve DPPH (C) yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

Adventif koklerin FRAP yontemi ile belirlenen antioksidan kapasitesinde, besin
ortamindaki MS konsantrasyonuna bagli olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
Antioksidan aktivite, MS giicliniin artmasiyla birlikte 1 MS seviyesine kadar artig
gostermis ve en yiiksek deger 1 MS giiciinde 260.63 umol TE g KA olarak elde

edilmistir. Ancak MS konsantrasyonunun 1 MS giicii iizerine ¢ikarilmasi durumunda,
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antioksidan kapasitede belirgin bir azalma gézlemlenmistir. En diisiik aktivite 1.25 MS
giiciinde 200.38 umol TE g' KA olarak belirlenmistir. ABTS aktivitesi dl¢iimlerinde, en
yiiksek antioksidan aktivite degerleri 1 MS (%80.68) ve 0.5 MS (%79.46)
konsantrasyonlarindan elde edilmistir. Her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark tespit edilmemistir. En diisiik ABTS aktivitesi ise 1.25 MS giigte %60.32 olarak
saptanmistir. DPPH aktivite sonuglarina gore, en yiiksek antioksidan aktivite (%85.36)
0.5 MS giiciinde tespit edilmistir. Bu deger, diger tiim konsantrasyon seviyelerinden
anlamli sekilde yiliksek ¢ikmistir. En diisiik aktivite ise 1.25 MS diizeyinde (%55.07)

Olclilmiistiir.

Melissa officinalis koklerinin gosterdigi antioksidan 6zellikler, ayni familyadan Ocimum
basilicum koklerinde bildirilen yiiksek rosmarinik asit icerigi ve buna bagli antioksidan
aktiviteyle ortlismektedir. Srivastava ve ark. (2016), bu bitkinin koklerinde saptanan
yiiksek antioksidan kapasitenin rosmarinik asit varligiyla iliskili oldugunu belirtmistir.
Karatas (2022b) da, s6z konusu fenolik bilesik ile antioksidan aktivite arasinda giiclii bir
korelasyon oldugunu belirlemis ve en yiikksek DPPH, ABTS ve FRAP aktivitesinin bu
calismada oldugu gibi diisik MS giiglerinde oldugunu ifade etmistir. Bu calismada
Melissa officinalis kok ekstraktlarinda gézlemlenen yiiksek antioksidan etkinin de benzer
sekilde rosmarinik asit gibi fenolik bilesiklerin MS konstrasyonuna gore birikimlerinin
degismesinden ileri gelmektedir.

4.5. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh IBA
(indol-3-biitirik asit) Konsantrasyonunun Biyokiitle ve Sekonder Metabolit
Icerigine Etkileri

Bu calismada, Melissa officinalis bitkisinde farkli indol-3-biitirik asit (IBA)
konsantrasyonlarinin (0.5 mg L', 1 mg L, 2 mg L-'ve 4 mg L) sekonder metabolit
iretimi ile biyokiitle lizerindeki etkileri arastirilmistir. Cizelge 4.3.’te farkli IBA
konsantrasyonlarinin adventif koklerin sekonder metabolit igerikleri ve biyokiitle

tizerindeki etkileri verilmistir
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Cizelge 4.3. Farkli1 IBA (Indol-3-Biitirik Asit) Konsantrasyonunda kiiltiire alinan adventif
koklerin yas agirlik, rosmarinik asit, toplam fenolik ve flavonoid miktarlar

IBA Rosmarinik Asit Toplam Fenolik Flavonoid Yas Agirlik (g
Konsantrasyonu (mg g ' KA) (mg g KA) (mg g' KA) LY
0.5 13.79 £ 0.39 b* 199+£065a 383+£005b 9.1+£038 b
1 12.82+047 b 1775+£043 b 3.69+0.06 ¢ 892+0.09 b
2 18.04 +0.58 a 20.85+028 a 4.09+0.01 a 11.2+0.65 a
4 5.59+0.03 ¢ 11.66 £0.17 ¢ 3.49+0.01 d 6.07+£0.03 ¢

*Ayni siitun i¢indeki farkli harfler, Duncan'in ¢oklu karsilastirma testine gore (p < 0.05)
anlamli farklar1 gostermektedir. Veriler, ortalama + standart hata (n = 3) olarak ifade
edilmistir.

Adventif koklerin yas agirliginin besin ortamina ilave edilen IBA konsantrasyonuna bagl
olarak istatistiksel agidan 6nemli 6l¢iide degistigi belirlenmistir. En yliksek yas biyokiitle,
11.2+0.65 g L' ile 2 mg L' IBA uygulanan kiiltiirlerde elde edilirken, en diisiik deger
6.07 £ 0.03 g L' ile 4 mg L' IBA uygulamasinda gozlenmistir. Ote yandan, 0.5 mg L
ve 1 mg L' IBA konsantrasyonlar1 arasinda yas agirlik bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir.

Farkli IBA konsantrasyonunda kiiltiire alinan adventif koklerde en yiiksek rosmarinik
asit, toplam fenolik ve flavonoid birikimi 2 mg L' IBA uygulanan koklerde sirastyla
18.04 £ 0.58 mg g ' KA, 20.85 + 028 mgg ' KA ve 4.09 = 0.01 mgg ' KA olarak
belirlenmistir. Her {i¢c parametre i¢inde en diisiik degerler 4 mg/L IBA uygulanan adventif
koklerde belirlenmistir. Bu baglamda yiiksek IBA konsantrasyonu (4 mg L) yas agirlik
sonuclaria benzer sekilde metabolit liretiminde de anlamli diisiislere neden olmustur. Bu
bulgular, Karatag (2022b) tarafindan yiiriitiilen ¢calismanin sonuclariyla biiyiik olcilide
ortiismektedir. S0z konusu ¢alismada, reyhan adventif koklerinde en yiiksek rosmarinik
asit birikimi 2 mg L' IBA uygulamasinda 20.98 mg/g KA diizeyinde belirlenmistir. S6z
konusu ¢aligmada da 4 mg/L gibi yiiksek IBA konsantrasyonlarinin, bitkilerde stres
yanitlarin tetikleyerek hem rosmarinik asit tiretimini hem de biyokiitle olusumunu
olumsuz etkiledigi ortaya konmustur. Bu ¢calismadan elde edilen veriler, Ho ve ark. (2021)

tarafindan Polygonum multiflorum tiiriinde yiiriitilen biyoreaktor caligmalariyla da
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uyumludur. S6z konusu arastirmada, 2 mg L' IBA konsantrasyonunun hem fenolik
bilesik iiretimini hem de adventif kok gelisimini maksimize ettigi, ancak daha yiiksek
oksin seviyelerinin metabolik dengenin bozulmasina yol agtig1 bildirilmistir. Benzer
sekilde, Nazir ve ark. (2019), O. basilicum kallus kiiltiirlerinde orta diizeyde oksin
uygulamasinin fenilpropanoid yolak enzimlerini (PAL) indiikleyerek rosmarinik asit
birikimiyle pozitif yonde etkilemistir. Bu egilim, mevcut calismada gozlemlenen
metabolit birikim egilimiyle de uyumludur. Ancak tiim bitkilerin oksine verdigi yanitlar
ayn1 olmayip tiir ve genotiplere gore farklililar meydana gelebilmektedir. Bu baglamda,
Baque ve ark. (2010), Morinda citrifolia adventif kok kiiltiirlerinde 5 mg L' IBA
uygulamasinin herhangi bir biiylime baskilanmasina yol agcmadigini bildirmistir. Bu
durum, baz tiirlerin yiiksek oksin konsantrasyonlarina kars1 daha toleransli oldugunu ve
bitkinin genetik yapisina, metabolik yanitlarina bagli olarak degisebilecegini
gostermektedir. Tim bu veriler birlikte degerlendirildiginde M. Officinalis adventif kok
siispansiyon kiiltiirlerindeki 2 mg L' IBA konsantrasyonun metabolit ve biyokiitle
iretimi agisindan en uygun konsantrasyon oldugu belirlenmistir.

4.6. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Farkh IBA
(indol-3-biitirik asit) Konsantrasyonlarinin Antioksidan Aktiviteye Etkileri

M. officinalis adventif kdklerinin farkli IBA (indol-3-biitiirik asit) konsantrasyonlarindaki
antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP yontemleriyle incelenmis olup,
antioksidan aktvite IBA konsantrasyonundan istatistiki olarak oOnemli Olcilide
etkilenmistir. Adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri Sekil 4.3°de

verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli IBA (indol-3-biitirik asit) konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan adventif
koklerin FRAP (A), ABTS (B) ve DPPH (C) yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

FRAP yontemiyle belirlenen antioksidan kapasite, kiiltiir ortamindaki IBA
konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli diizeyde degisiklik gdstermistir. Elde edilen
verilere gore en yiiksek FRAP aktivitesi 2 mg L' IBA konsantrasyonunda 260.63 umol
TE g KA olarak &lciiliirken en diisiik aktivite 4 mg L' IBA konsantrasyonunda 178.57
umol TE g KA olarak kaydedilmistir. Benzer seklide en yiiksek ABTS ve DPPH
aktiviteleri de 2 mg L' IBA konsantrasyonunda sirastyla %80.68 ve %76.79 olarak
belirlenmistir. Her iki parametre i¢in en diisiik aktivite 4 mg L' IBA konsantrasyonunda

Olclilmiistiir. Elde edilen sonuglar, IBA konsantrasyonundaki artisin antioksidan kapasite
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tizerinde belirgin bir etkisi oldugunu gdstermektedir. Ancak bu etkinin artan IBA
miktartyla orantili olmadig1 belirlenmistir. Ug analiz yontemine gére de, 2 mg L' IBA
uygulamasi antioksidan aktivite acisindan en yiiksek degerlerin elde edildigi
konsantrasyon olarak one c¢ikmistir. Bu bulgular, optimal IBA diizeyinin sekonder
metabolit liretimi iizerinde tesvik edici bir etki olusturdugunu ve bu etkinin 6zellikle
rosmarinik asit, fenolik ve flavonoid bilesiklerin biyosenteziyle iliskili oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde Karatas (2022b) tarafindan yapilmis bir ¢alismada IBA
konsantrasyonunun O. basilicum adventif kok siispansiyon kiiltlirlerinde DPPH, ABTS
ve FRAP antioksidan aktiviteleri tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Sonuglara gore, bu
antioksidan aktiviteleri 0.5-2 mg L' IBA konsantrasyonlarinda artarken daha yiiksek
Bu calismada oldugu gibi 2 mg L' IBA

konsantrasyonlarda azalmisir.

konsantrasyonunda en yiiksek seviyeye ulastig1 bildirilmistir.

4.7. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Maya
Ekstraktinin Biyokiitle ve Sekonder Metabolit Icerigine Etkileri

M. officinalis adventif kok siispansiyon kiiltlirlerine uygulanan farkli maya ekstrakti (YE)
konsantrasyonlarmim (50 ug mL™!, 100 pg mL've 200 ng mL™!) sekonder metabolit
iiretimi ve biyokiitle lizerindeki etkileri arastirllmistir. Cizelge 4.4.’te, farkli YE
konsantrasyonlarinin rosmarinik asit, toplam fenolikler, flavonoid igerikleri ile yas
agirhig tizerindeki etkileri verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkl1 Maya Ekstrakt1 konsantrasyonunda kiiltiire alinan adventif koklerin
yas agirlik, rosmarinik asit, toplam fenolik ve flavonoid miktarlar

Maya Ekstrakti Rosmarinik Asit Toplam Fenolik Flavonoid Yas Agirlik (g
(YE) pg mL"! (mg g ' KA) (mgg'KA)  (mgg'KA) L)

Kontrol 11.66 +0.85 d 17.51+0.76 ¢ 3.64+£0.07 ¢ 646+0.07 b

50 (YE5S0) 18.82+0.09 ¢ 2524+046 b 47+£0.04 a 8.61+£0.06 a

100 (YE100) 22.67+0.14 b 26.19+025b 433+£001 b 9.19+£0.52 a

200 (YE200) 3025+£0.49 a 29.77+099 a  3.77+0.03 ¢ 598+0.17 b

Biyotik bir elisitor olan maya 0ziitii yaygin olarak Saccharomyces cerevisiae'den elde
edilen proteinler, amino asitler, sekerler ve mineraller agisindan zengin karmagik bir

dogal iiriindiir. Ayrica maya 6ziitli glukanlar, mannan oligosakkaritler ve niikleotidler gibi
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cesitli biyoaktif molekiiller igermektedir. Bu molekiillerin bitki hiicresindeki belirli
reseptorlerle etkilesime girerek uyarici olarak islev gordiigii ve bdylece sekonder
metabolitlerin biyosentezini baglatan bir sinyal dizisini baslattig1 diistiniilmektedir (Tao

ve ark., 2023; Sardar ve ark., 2023)

M. Officinalis adventif koklerinin yas agirligi besin ortamina ilave edilen maya ekstrakti
(YE) konsantrasyonundan istatistiksel olarak onemli Olgiide etkilenmistir. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda yas agirliktaki artis en fazla YE100 grubunda belirlenmistir.
YE100 grubunda yas agirlik 9.19 g L' olarak belirlenmis ve bu degerin kontrol
grubundan % 42 fazla oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek maya ekstrakti (YE200)
uygulanmasi yas agirlikta konrol grubuna gore bir diisiise neden olsa da sonug istatistiki

olarak dnemli bulunmamustir.

Maya Ekstrakt1 (YE) konsantrasyonlarinin rosmarinik asit igerigine etkisi incelendiginde,
uygulanan YE konsantrasyonlarinin rosmarinik asit miktarini artirdigr goriilmektedir.
Kontrol grubunda rosmarinik asit miktar1 11.66 mg g! KA iken, uygulanan en yiiksek
konsantrasyon olan 200 ug mL! YE’de bu deger 30.25 mg g' KA’ye yiikselmistir.
YE200 uygulamas1 rosmarinik asit igeriginde kontrol grubuna gore 2.59 kat artis
saglamistir. Ayn1 uygulama, toplam fenolik bilesik diizeyinde de kayda deger bir artisa
yol agmis; bu deger, kontrol grubundaki 17.51 mg g GAE’den 29.77 mg g GAE
seviyesine ylikselmistir. Maya ekstrakti uygulamasiyla flavonoid miktarinda en yiiksek
artts YE50 dozunda gozlemlenmistir. Kontrol grubundaki flavonoid miktari 3.64 mg g’!
KA iken, en yiiksek flavonoid seviyesi YE50 uygulamasinda 4.70 mg g' KA’ya
ulagsmistir. Benzer sonuglar O. basilicum adventif kok kiiltiirlerinde de bildirilmistir. S6z
konusu ¢aligsmada farkli konsantrasyonlarda uygulanan maya ekstraktlariin (125, 250 ve
500 pg mL™), toplam fenolik bilesik, flavonoid ve rosmarinik asit igeriklerinde anlamli
artiglar sagladig: bildirilmistir. En yiiksek metabolit konsantrasyonlari, 125 pg mL!
konsantrasyonda elde edilmistir (Irten, 2022). Bir diger ¢alismada, maya ekstraktinin
(YE) Melissa officinalis fidelerinde rosmarinik asit (RA) birikimi ve tirozin
aminotransferaz (TAT) gen ifadesi lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu calismanin
sonucunda % 0.1 YE konsantrasyonunun rosmarinik asidin iiretimini 6nemli dlciide
artirdigl ve rosmarinik asit biyosentezinde rol oynayan TAT gen ifadesini belirgin
derecede ylkselttigi ifade edilmistir (Nasiri-Bezenjani ve ark., 2014). Lithospermum

erythrorhizon bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerine maya ektsrakt1 uygulanan baska
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bir caligmada maya ekstraktinin PAL ve RA seviyelerini 6nemli Olciide artirdigi
bildirilmistir (Mizukami ve ark., 1992). Bitki doku ve organ kiiltlirii yontemleriyle
metabolit {iretiminde uygulanan elisitdriin optimum konsantrasyonunun belirlenmesi
metaboit veriminin artirmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir. Ancak bu optimum deger,
uygulanan bitki doku ve organ kiiltlirii yontemine ve bitkinin tlirtine gore farklilik
gosterebilmektedir.

4.8. M. officinalis Adventif Kok Siispansiyon Kiiltiiriine Uygulanan Maya
Ekstraktinin Antioksidan Aktiviteye Etkileri

Maya ekstrakti uygulamalarinin adventif koklerin antioksidan aktivitesine etkisi FRAP,
ABTS ve DPPH yontemlerine gore degerlendirilmistir. Bu baglamda adventif kok
siispansiyon kiiltiirlerine 0, 50, 100 ve 200 ug mL™! konsantrasyonlarinda maya ekstrakti
uygulanmistir. Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan adventif

koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarinda kiiltlire alinan adventif koklerin
FRAP (A), ABTS (B) ve DPPH (C) yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

FRAP analizine gore, tliim maya ekstrakti uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek antioksidan aktivite belirlenmistir (p <
0.05). Kontrol grubunda 210.87 umol TE g KA olarak 6l¢iilen FRAP degeri, YESO0,
YE100 ve YE200 uygulamalarinda sirasiyla 299.97, 322.42 ve 363.46 umol TE g' KA
seviyelerine yiikselmistir. Bu sonuglar, maya ekstrakti konsantrasyonu arttikga FRAP
kapasitesinin de anlamli bi¢imde arttifin1 ortaya koymustur. ABTS yontemi ile

degerlendirilen radikal siipiirme aktiviteleri incelendiginde, maya ekstrakti
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uygulamalarinin antioksidan aktiviteyi 6nemli dl¢iide artirdig1 gézlemlenmistir. Kontrol
grubunda %65 olan aktivite, YE5S0 ve YE100 uygulamalarinda sirasiyla %92.66 ve
%92.16 olarak bulunmus, YE200 uygulamasinda ise en yiiksek deger olan %97.05’e
ulasmistir. DPPH analizinde ise kontrol grubunun %61.30’luk aktiviteye sahip oldugu;
YES0, YEI00 ve YE200 uygulamalarmin sirastyla %89.54, %88.64 ve %90.76
degerleriyle daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu {i¢ uygulama grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Benzer bir aragtirmada
Ocimum basilicum var. purpurascens kallus kiiltiirlerinde maya ekstrakti uygulanmasi
DPPH, ABTS ve FRAP yoOntemlerine gore antioksidan aktiviteleri anlamli bigimde
yiikselmigtir. Belirli bir dozun iizerindeki maya ekstrakti konsantrasyonlarinin, stres
yanitlarini tetikleyerek antioksidan savunma aktivitelerini diisiirdiigii belirtilmistir
(Zaman ve ark., 2022). Bir diger arastirmada maya ekstrakti uygulamalarinin adventif
koklerde toplam fenolik, flavonoid ve rosmarinik asit diizeylerini artirdig1 ve bu artigin
antioksidan kapasite ile anlaml1 bir korelasyon icerisinde oldugu ortaya konmustur (Irten,

2022).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, Melissa officinalis (ogul otu) adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinde,
besin ortami bilesenleri ve maya ekstrakti uygulamalarmin sekonder metabolit iiretimi
tizerindeki etkileri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda, MS
ortam giicii, silkkroz ve IBA (Indol-3-biitirik Asit) konsantrasyonlar: ile elisitor olarak
kullanilan maya ekstraktinin farkli dozlarinin hem metabolit tiretimi hem de antioksidan

aktivite tizerindeki etkileri detayli bicimde analiz edilmistir.

Elde edilen sonugclar, ortam bilesenlerinin ve maya ekstrakti uygulamalarinin, 6zellikle
rosmarinik asit, toplam fenolik ve flavonoid igerigi ile antioksidan kapasitelerinde
anlamli artislara neden oldugunu géstermektedir. Ozellikle, 0.5 MS giicii, 30 g L™! siikroz
ve 2 mg L' IBA konsantrasyonlarin sekonder metaboit iiretimi i¢in optimum kosullar
oldugu belirlenmistir. Ayrica, maya ekstrakti uygulamalarinin doz bagimli etkiler
gosterdigi ve 200 pg mL™!' konsantrasyonunun en verimli sonuglari sagladigi ortaya

konmustur.

Bu calisma, Melissa officinalis adventif koklerinin kontrollii ve optimize edilmis kiiltiir
kosullart altinda ytiksek verimli sekonder metabolit iiretimi i¢in uygun bir biyoteknolojik
kaynak olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular, 6zellikle dogal antioksidanlarin,
farmasotik ve gida endiistrilerine temini igin alternatif biyoteknolojik tiretim yontemleri
gelistirilmesine 1s1k tutmaktadir. Ayrica, elde edilen veriler sonucunda, kiiltiir
kosullarinin ve elisitor uygulamalarinin, bitkisel metabolitlerin biyosentezinde 6nemli bir

belirleyici oldugu acik¢a ortaya konmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii teknolojileri ve biyoteknolojik yaklagimlar, sekonder metabolitlerin
stirdiiriilebilir ve kontrollii iiretimi acisindan biiyiik potansiyele sahiptir. Elisitorlerin
kullanim1, metabolit iiretiminde anlamli artiglar saglamig olup, bu uygulamalarin etkinligi
bitki tiiriine ve uygulama kosullarina bagli olarak optimize edilmelidir (Kim ve ark.,
2011; Namdeo, 2007). Ayrica, genetik miithendisliginde kaydedilen ilerlemeler, ilgili
biyosentez yollarinin yonlendirilmesi ve diizenlenmesi yoluyla metabolitlerin
verimliligini artirmakta bu da endiistriyel iiretim siiregleri agisindan dnemli bir avantaj
olusturmaktadir (Li ve ark., 2020b). Biyoreaktorlerde ortam parametrelerinin hassas
kontrolii ve otomasyon teknolojileriyle entegrasyonu sayesinde, yliksek verim ve kalite

elde edilmekte; boylece siirdiiriilebilir ve ekonomik tiretim hedeflenmektedir (Li ve
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Wang, 2021). Tim bu teknolojik geligsmeler, yalnizca iiretim verimliligini artirmakla
kalmayip aymi zamanda dogal kaynaklarin korunmasina ve c¢evresel -etkilerin

azaltilmasina da katki saglamaktadir (Guerriero ve ark., 2018).

Gelecekte yapilacak calismalarda, ortam kosullarinin yani sira, pH, sicaklik, oksijen
seviyeleri gibi kiiltlir parametrelerinin de optimize edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
cercevede, biyoreaktor sistemlerinin kurulmasi ve bu sistemlerde farkli ortam
bilesenleriyle gerceklestirilecek optimizasyon ¢aligmalart iiretim  verimliliginin
artirnlmasina katki saglayacaktir. Ayrica, ¢esitli elisitor tirleri ve bunlarin
kombinasyonlarinin uygulanmasi, metabolit liretimine etkilerin daha kapsamli bir sekilde
anlagilmasina olanak taniyacaktir. Bu caligsmalarin yami sira, biyoteknolojik iiretim
stireclerinin ekonomik analizleri ve siirdiiriilebilirlik degerlendirmelerinin de yapilmasi
gereklidir. Bununla birlikte, elde edilen sekonder metabolitlerin farmakolojik etkileri ve
biyoyararlanim 6zelliklerinin kapsamli bir sekilde arastirilmasi, bu bilesiklerin potansiyel
kullanim alanlarin1 genisletecek ve saglik alanindaki uygulamalarini daha saglam
bilimsel temellere dayandiracaktir. Bu sayede, dogal antioksidanlar ve diger biyoaktif
bilesiklerin terapotik  potansiyelleri daha etkin ve gilivenilir bir sekilde

degerlendirilebilecektir.

Sonug olarak, bu caligmayla Melissa officinalis’in adventif kok kiiltlirlerinde sekonder
metabolit liretim potansiyeli ortaya konmustur. Bu temel bulgular farkli kiiltiir
sistemlerinde {iretim siireclerinin gelistirilmesine hem arastirmacilar hem de endiistri
acisindan biiyiik katki saglayacaktir. Bu alandaki ¢alismalara devam edilerek, dogal
tiriinlerin endiistriyel iiretimi ve ila¢ sanayinde kullanilabilirligi daha da artirilabilecegi

diistiniilmektedir.
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