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REYHAN (Ocimum basilicum L.) BİTKİSİNDE ADVENTİF KÖK SÜSPANSİYON 

KÜLTÜRLERİNİN OLUŞTURULMASI VE BU KÜLTÜRLERE UYGULANAN BAZI 

ELİSİTÖRLERİN ROZMARİNİK ASİT ÜRETİMİNE ETKİLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

 

İrten, Ali 

Yüksek Lisans, Biyomühendislik Anabilim Dali 

Tez Danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi İlhami Karataş 

Eylül 2022, xiv + 45 sayfa  

 

Bu çalışmada, reyhan (Ocimum basilicum L.) adventif kök süspansiyon kültürüne uygulanan 

çeşitli elisitörlerin rozmarinik asit üretimi, biyomas miktarı ve antioksidan aktiviteye 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Ayrıca elisitörlerin toplam fenolik bileşik içeriğine 

ve flavonoid miktarına etkileri de değerlendirilmiştir. Adventif kök kültürünün 

oluşturulmasında in vitro kültür koşullarda yetiştirilen bir aylık bitkilerin hipokotil kısımları 

eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır. Eksplantlar 2 mg L-1 IBA (indol-3-bütirik asit), 30 g 

L-1 sukroz ve 2 g L-1 phytagel içeren 0.75 MS (Murashige ve Skoog) besin ortamında karanlık 

koşullarda kültüre alınmıştır. Bu ortam koşullarında gelişen adventif kökler aynı içerikli 100 

mL besin ortamı içeren (phytagel içermeyen) erlenmayerlerde (250 mL) 120 devir/dakika 

’da çalkayıcı üzerinde kültüre alınmıştır. Kültürün 26. gününde besin ortamına elisitör olarak 

farklı konsantrasyonlara yeast ekstrakt (125, 250 ve 500 μg mL-1), kalsiyum klorür (5 ve 10 

mM) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L-1) ilave edilmiştir. Adventif kökler süspansiyon 

kültürünün 30. gününde hasat edilerek yaş ağırlıkları tartılmış ve kurutulmuştur. Kurutulan 

adventif kök numunelerinin rozmarinik asit içreği HPLC cihazıyla analiz edilmiştir. Serbest 

radikal giderme (DPPH), katyon radikali giderme (ABTS) ve indirgeme gücü (FRAP) 

aktiviteleri ise spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. Yapılan elisitör uygulamalar 

içerisinde rozmarinik asit içeriğindeki artış en fazla 125 μg mL-1 yeast ekstrakt uygulanan 

adventif köklerde belirlenmiştir. Bu uygulamada rozmarinik asit miktarı kontrol grubuna 

göre 1.44 kat artışla 40.44 mg g-1 KA olarak gerçekleşmiştir. Toplam fenolik ve flavonoid 
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içeriği açısından da en yüksek değerler de 125 μg mL-1 yeast ekstrakt uygulanan adventif 

köklerde belirlenmiştir. Kalsiyum klorür ve sodyum selenit uygulamaları rozmarinik asit, 

toplam fenolik ve flavonoid içeriğini kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli ölçüde 

artırmıştır. Bu uygulamalar bakımından rozmarinik asit içeriğindeki artış en fazla 5 mM 

kalsiyum klorür ve 8 mg L-1 sodyum selenit uygulanan adventif köklerde sırasıyla 1.25 ve 

1.24 kat olarak gerçekleşmiştir. Ayrıca tüm elisitör uygulamaları adventif köklerin biyomas 

miktarlarını kontrole göre önemli ölçüde azaltmıştır. En yüksek DPPH, ABTS ve FRAP 

aktiviteleri 125 μg mL-1 yeast ekstrakt, 5 mM kalsiyum klorür ve 8 mg L-1 sodyum selenit 

uygulanan adventif köklerde belirlenmiştir. Antioksidan aktivite ile metabolit miktarları 

arasında güçlü bir korelasyon belirlenmiştir. Sonuç olarak reyhan bitkisinden elde edilen 

adventif köklerin rozmarinik asit üretimi için uygun materyaller olduğu ve elde edilen 

bulguların büyük ölçekte üretime önemli katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Adventif kök, Antioksidan aktivite, Elisitör, Fenolik bileşik, Flavonoid, 

Ocimum basilicum, Rozmarinik asit 
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                                                              ABSTRACT 

ESTABLISHMENT OF ADVENTİTİOUS ROOT SUSPENSION CULTURES IN BASİL 

(Ocimum basilicum L.) PLANT AND DETERMINATION OF THE EFFECTS OF SOME 

ELICITORS APPLICATIONS ON ROSMARINIC ACID PRODUCTİON 

 

İrten, Ali 

Master’s Thesis, Division of Bioengineering 

                                      Advisor:  Asst. Prof. Dr. İlhami KARATAŞ  

September 2022, xiv +45 pages  

 

In this study, it was aimed to determine the effects of various elicitor applications on 

rosmarinic acid production, biomass amount and antioxidant activity in basil (Ocimum 

basilicum L.) adventitious root suspension cultures. In addition, the effects of elicitors on 

total phenolic compound and flavonoid content were also evaluated. Hypocotyl parts of one-

month-old plants grown in in vitro culture conditions were used as explant source in the 

establishment of adventitious root culture. Explants were cultured in 0.75 MS (Murashige 

and Skoog) nutrient medium containing 2 mg L-1 IBA (Indole-3-butyric acid), 30 g L-1 

sucrose and 2 g L-1 phytagel in dark conditions. Adventitious roots grown in these culture 

conditions were cultured in Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 100 mL of nutrient 

medium with the same content (without phytagel) at 120 rpm on a shaker. On the 26th day 

of suspension culture, yeast extract (125, 250 and 500 μg mL-1), calcium chloride (5 and 10 

mM) and sodium selenite (4 and 8 mg L-1) were added to the nutrient medium as elicitors at 

different concentrations. Adventitious roots were harvested on the 30th day of suspension 

culture, their wet weights were weighed and then dried. The rosmarinic acid content of the 

dried adventitious root samples was analyzed by HPLC. Free radical scavenging (DPPH), 

cation radical scavenging (ABTS) and reducing power (FRAP) activities were determined 

spectrophotometrically. Among the elicitor applications, the highest increase in rosmarinic 

acid content was determined in adventitious roots treated with 125 μg mL-1 yeast extract. In 

this application, the amount of rosmarinic acid increased 1.44 times compared to the control 

group and became 40.44 mg g-1 DW. In terms of total phenolic and flavonoid content, the 

highest values were determined in the adventitious roots applied 125 μg mL-1 yeast extract. 
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Calcium chloride and sodium selenite applications significantly increased rosmarinic acid, 

total phenolic and flavonoid content compared to the control group. In terms of these 

applications, the highest increase in rosmarinic acid content was 1.25 and 1.24-fold in 

adventitious roots treated with 5 mM calcium chloride and 8 mg L-1 sodium selenite, 

respectively. In addition, all elicitor applications significantly reduced the biomass amount 

of adventitious roots compared to the control. The highest DPPH, ABTS and FRAP activities 

were determined in adventitious roots treated separately with 125 μg mL-1 yeast extract, 5 

mM calcium chloride and 8 mg L-1 sodium selenite. Also, a strong correlation was 

determined between antioxidant activity and metabolite amounts. As a result, it is thought 

that the adventitious roots obtained from basil plant are suitable materials to produce 

rosmarinic acid and the findings obtained from this study will make an important contribution 

to large-scale production.  

 

 

 

Keywords:  Adventitious root, Antioxidant activity, Elicitor, Phenolic compound,              

Flavonoid, Ocimum basilicum, Rosmarinic acid
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1.GİRİŞ 

 

Reyhan (Ocimum basilicum L.) Lamiaceae (Ballıbabagiller) familyasına ait ılıman ve sıcak 

iklim koşullarında yetişen tek yıllık tıbbi ve aromatik bir bitkidir. Bitki baharat olarak 

kullanımının yanında aromaterapi, kozmetik ve parfümeri sanayinde de 

değerlendirilmektedir. İçerdiği değerli sekonder metabolitler nedeniyle ilaç sanayisinde 

hammadde kaynağı olarak kullanılmaktadır.  Ayrıca gıda sanayinde besin katkı maddesi, 

koruyucu ve raf ömrünü artırıcı olarak da değerlendirilmektedir. Bitki fitokimyasal açıdan 

çok çeşitli sekonder metabolitleri bünyesinde bulundursa da ana fenolik bileşiğini  

rozmarinik asit oluşturmaktadır (Genç, 2016; Shahrajabian ve ark., 2020; Karataş 2022a). 

Rozmarinik asit bitki sekonder metabolitlerinin fenolik bileşikler grubunda yer alan değerli 

bir bileşiktir. Rozmarinik asit anti-enflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyal, anti-oksidan, anti-

diabetik ve anti-allerjik özellikleri yanında bağışıklığı güçlendirici, kanama durdurucu ve 

iltihap önleyici gibi çok çeşitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu bileşiğe olan talebin 

karşılanabilmesi amacıyla yüksek miktarda rozmarinik asit içeren bitkilerin belirlenmesi 

üzerine çok sayıda çalışma yürütülmüştür. Bitkilerde bulunan değerli metabolitlerin miktarı 

genotip, bitkinin yetiştirildiği lokasyon, tarımsal uygulamalar, iklim ve hasat zamanı gibi çok 

çeşitli faktörlerden etkilenmektedir. Ayrıca bu bileşiği üreten birçok bitki, çevresel 

değişiklikler, aşırı toplama ve bilimsel olmayan hasat nedeniyle biyolojik çeşitlilik kaybı ve 

yok olma tehdidi ile karşı karşıyadır. Konvansiyonel tarımın belirtilen bu dezavantajlarının 

ortadan kaldırılması ve yüksek verimde ürün elde edebilmesi için alternatif yöntemlere 

ihtiyaç duyulmaktadır. Bu bağlamda değerli bileşiklerin üretiminde bitki doku kültürü 

yöntemleri geleneksel tarım ve kimyasal yöntemlere alternatif bir yöntem oluşturmaktadır 

(Kieran ve ark., 1997; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karataş 2022b).  

Değerli sekonder metabolitlerin bitki doku kültürü yöntemleri ile üretimi birçok açıdan 

avantaj sağlamaktadır. Bu yöntemlerle yüksek verim ve kalitede üretim sağlanabilirken, aynı 

zamanda iklim, çevre ve toprak şartlarının olumsuzluklarına maruz kalmadan kontrollü, hızlı 

ve sürekli ürün elde edilebilmektedir. Bu biyoteknolojik yöntemler bitkilerde düşük miktarda 
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bulunan veya birçok nedenle geleneksel yöntemlerle üretilemeyen bileşiklerin üretimine de 

olanak sağlayabilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karuppusamy, 2009; 

Karataş, 2013; Karataş ve ark., 2016). 

Bitki doku ve organ kültürleri içerisinde yer alan adventif kök kültürleri birçok değerli 

bileşiğin ticari boyutta üretimine olanak sağlayan biyoteknolojik bir yöntemlerdir. Adventif 

kökler bitkilerin kök dışındaki herhangi bir doku veya organından gelişen kökler olarak 

adlandırılmaktadır (Steffens ve Rasmussen, 2016). Adventif kök kültürleri değerli sekonder 

metabolitlerin büyük ölçekli üretiminde diğer hücre, doku ve organ kültürü yöntemlerine 

göre daha avantajlıdır. Adventif kök kültürlerinin başlıca avantajları arasında hızlı büyüme 

oranlarına sahip olması, elde edilmelerinde hiçbir genetik transformasyon gerektirmemesi ve 

sabit kalitede metabolit üretimine olanak sağlamaları önemli bir yer tutmaktadır (Gaosheng 

ve Jingming, 2012; Murthy ve ark., 2016; Karataş, 2021). 

Bitki hücre, doku ve organ kültürlerinde üretilmesi istenen değerli bileşiğin üretiminin 

sağlanması ve miktarlarının artırılması amacıyla çeşitli stratejiler geliştirilmiştir. Elisitör 

uygulamaları en yaygın kullanılan stratejiler arasında yer almaktadır (Mulabagal ve Tsay, 

2004; Shilpa ve ark., 2010, Karataş, 2013). Kullanılan elisitörler belirli genleri aktive ederek 

biyoaktif bileşiklerin üretimini uyarmaktadırlar. Bu amaçla kullanılan metil jasmonat, yeast 

ekstrakt ve salisilik asidin adventif kök kültürlerinde değerli bileşiklerin ticari amaçlı 

üretiminde en etkili kimyasal elisitörler olduğu ifade edilmektedir (Lee ve ark., 2015). 

Reyhan (Ocimum basilicum) kallus kültürlerinde, hücre süspansiyon kültürlerinde, saçak kök 

kültürlerinde ve in vitro yetiştirilen bitkilerde rozmarinik asit üretimi ve elisitasyonu önceki 

çalışmalarda yoğun bir şekilde araştırılmıştır. Ancak reyhan adventif kök kültürlerinde 

rozmarinik asit üretimi ve elisitasyonu üzerine çalışmalar yok denecek kadar azdır. Bu 

çalışmada, reyhan adventif kök süspansiyon kültürlerinin oluşturulması ve bu kültüre 

uygulanan çeşitli elisitörlerin rozmarinik asit üretimine, biyomas miktarına ve antioksidan 

aktiviteye (DPPH, ABTS ve FRAP) etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Ayrıca 

elisitörlerin toplam fenolik bileşik içeriği ve flavonoid miktarına etkileri de 

değerlendirilmiştir. 
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2. LİTERATÜR ÖZETLERİ 

2.1. Bitki Doku Kültürü Yöntemleri ve Kullanım Alanları 

 

Bitki doku kültürü yöntemleri aseptik ve kontrollü (ışık, sıcaklık, pH vb.) koşullar altında 

bitkilerin doku, organ veya hücrelerinin özel besin ortamlarında büyütülmesi ve 

çoğaltılması tekniği olarak tanımlanmaktadır (Thorpe, 2007; Lakhera ve ark., 2018). Bu 

kültür yöntemleri ile kaynak bitkiden alınan kısımlar (eksplant) kullanılarak embriyo, 

sürgün, yaprak, kök veya ana bitkiyle benzer tam bir bitki gelişimi sağlanabilmektedir. 

Bazı durumlarda ise eksplantlardan farklılaşmamış hücre topluluğu olarak adlandırılan 

kalluslar gelişmekte ve bunlar birçok bitkinin klonal şekilde çoğalmasında 

kullanılabilmektedir (Babaoğlu ve ark., 2001; Onay ve ark., 2012). Bu bağlamda başlıca 

hücre, doku ve organ kürü doku kültürü yöntemleri arasında kallus, kök, süspansiyon 

kültürü, organ kültürü, protoplast kültürü, embriyo kültürü, anter-ovaryum kültürü, 

meristem kültürü, sürgün kültürü ve saçak kök kültürleri sayılabilmektedir. Bu yöntemlerin 

başlıca kullanım alanları arasında bitkilerin kolay ve hızlı çoğaltılması, hastalıksız bitki 

üretimi, virüssüz bitkilerin üretimi, somaklonal varyasyon oluşturma, haploid bitki üretimi, 

in vitro seleksiyon, germplazm muhafazası, somatik hibridizasyon, gen transferi, sentetik 

tohum üretimi ve sekonder (ikincil) metabolitlerin üretimi önemli bir yer tutmaktadır 

(Babaoğlu ve ark., 2001; Onay ve ark., 2019).  

2.2. Sekonder Metabolitler ve Kullanım Alanları  

 

Bitkilerin içerdikleri kimyasal bileşikler primer ve sekonder (ikincil) olmak üzere iki kısımda 

incelenmektedir. Primer metabolitler büyüme ve üreme gibi yaşamsal görevlerde yer alırken, 

sekonder metabolitler bitki büyüme, gelişimi ve çoğaltımında etkin şekilde dahil olmamakla 

birlikte çevre adaptasyonu, hayatta kalma, korunmada ve savunmada görevi olan 

bileşikleridir (Topcu ve Çölgeçen, 2015). Bitkiler tarafından üretilen sekonder metabolitlerin 

bazıları belirli türlere özgüdür. Genel olarak bu bileşikler bitkilerin belirli organlarında veya 

özelleşmiş hücrelerinde bulunduğu gibi bazıları da bitkinin belirli gelişim safhalarında 
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üretilmektedirler (Çetin, 2006).  Bu metabolitlerin bitkileri tuzluluk, UV ışınları ve kuraklık 

gibi streslere karşı savunmada önemli işlevleri bulunmaktadır (Vuran ve Türker 2021; Öztop, 

2022) Ayrıca bitki tohumlarının dağılımında ve tozlaşmasında da fonksiyon 

göstermektedirler (Karaçocuk, 2019). Farklı kimyasal yapılara sahip olan sekonder 

metabolitler biyosentez yollarına göre fenolik bileşikler, terpenler ve alkaloidler olmak üzere 

üç grup altında sınıflandırılırlar (Topcu ve Çölgeçen, 2015).  

Bitki sekonder metabolitlerinin belirtilen fonksiyonları yanında çok çeşitli biyolojik 

aktivitelerinden dolayı eczacılık (ilaç), parfümeri (tonik, krem ve maske), zirai mücadele 

(pestisit), kimya, tekstil (boya) ve gıda sanayisi (tatlandırıcı, gıda takviyesi, renk, kıvam ve 

koku) gibi bir çok alanda kullanılmaktadır (Bourgaud ve ark., 2001; Hussain ve ark., 2012, 

Çalışkan ve ark., 2019). Son araştırmalarda, Dünya Sağlık Örgütü’nce ilan edilen 252 

ana/önemli ilacın yaklaşık %11’inin doğal bitki kaynaklı olduğu bildirilmiştir (Çetin, 2006). 

Çeşitli sektörlerde kullanılan bazı sekonder metabolitlerin kullanım alanları ve elde edildiği 

bitki türleri Çizelge 2.1’de verilmiştir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karataş, 2013).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hussain%20MS%5BAuthor%5D
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Çizelge 2.1. Çeşitli sektörlerde kullanılan bazı sekonder metabolitler ve elde edildiği bitki 

türleri (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karataş, 2013) 

 

 

2.3. Sekonder Metabolitlerin Bitki Doku Kültürü Yöntemleriyle Üretimi 

 

Bitki hücre, doku ve organ kültürleri değerli sekonder metabolitlerin yüksek verim ve sabit 

kalitede üretimi için geleneksel tarım yöntemlerine ve kimyasal yöntemlere alternatif 

biyoteknolojik yöntemlerdir (Karataş, 2022b). Değerli metabolitlerin söz konusu 

 

Sektör 

 

Sekonder 

Metabolit 

 

Kullanım Alanı 

 

Elde Edildiği Bitki 

  

 

 

 

 

İLAÇ 

 

 

Ajmasilin 

Efedrin 

Kamptotesin 

Kodein 

Kolşisin 

Digoksin 

Morfin 

Taksol 

Vinkristin 

Kinin 

Antihipertansif 

Bronş açıcı 

Antitümoral 

Analjezik 

Antitümoral 

Kardiatonik 

Yatıştırıcı 

Antikanser 

Antilösemik 

Sıtma tedavisi 

Catharanthus roseus 

Ephedra sinica 

Camptotheca acuminata 

Papaver somniferum 

Colchicum autumnale 

Digitalis lanata 

Papaver somniferum 

Taxus brevifolia 

Catharanthus roseus 

Cincbona ledgerana 

 

 

 

GIDA 

 

Antosiyanin 

Likopen 

Kinin 

Vanilin 

Taumatin 

Glisirrizin 

Humulon 

Renklendirici 

Renklendirici 

Acılaştırıcı 

Koku verici 

Tatlandırıcı 

Tatlandırıcı 

Acı ve koku verici 

Vitis vinifera 

Lycopersicum esculentum 

Cinchona ledgeriana 

Vanilla plenifolia 

Thaumatococcus danielli 

Glycyrrhiza glabra 

Humulus lupulus 

   

  PARFÜM 

KOZMETİK 

Yasemin yagı 

Gül yagı 

Lavanta yagı 

Parfüm 

Parfüm 

Parfüm ve kozmetik 

Jasminum spp. 

Rosa damascena 

Lavandula officinalis 

 

ZİRAAT 

 

Piretrin 

Yasmolin  

Nikotin 

Anakardik asit 

İnsektisit 

İnsektisit 

İnsektisit 

Molluskusit  

Chrysanthemum cinerariifolium          

Chrysanthemum cinerariifolium 

Nicotiana tabacum 

Anacardicum occidentale 
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biyoteknolojik yöntemlerle üretimi pek çok açıdan avantaj sağlayabilmektedir. Bu bağlamda 

sekonder metabolitler iklim değişiklikleri ve toprak şartlarından bağımsız, mikrobiyolojik 

kontaminasyondan ve böcek saldırılarından uzak, tüm süreçleri kontrollü ve planlı bir şekilde 

takip edilebilen, zararlı herbisit ve pestisidlerin kullanıma gereksinim duymadan, sabit 

kalitede ve yüksek verimde sürekli üretilebilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; 

Karuppusamy, 2009; Karataş 2013; Karataş ve ark., 2013). Bazı bitki türlerinde doku kültürü 

yöntemleri ile üretilmesi hedeflenen bileşiklerin listesi ve kullanılan doku kültürü yöntemleri 

Çizelge 2.2’de verilmiştir (Karuppusamy, 2009).  

Çizelge 2.2. Bazı bitki türlerinde doku kültürü yöntemleri ile üretilmesi hedeflenen 

bileşiklerin listesi ve kullanılan doku kültürü yöntemleri (Karuppusamy, 2009).  

Kullanılan doku 

kültürü yöntemi 

Kaynak bitki Metabolit 

Kallus 

Agave amaniensis Saponin 
Artemisia annua Artemisin 

Coffea arabica Kafein 

Coscinium fenustratum Berberine 

Glycyrrhiza echinata Flavonoidler 

Papaver somniferum Alkaloidler 

Salvia miltiorrhiza Rozmarinik asit 

Salvia officinalis Terpenoidler 

Scutellaria columnae Fenolikler 

Vitis vinifera Resveratrol 

Taxus spp. Taxol 

Süspansiyon 

Mucuna pruriens L-Dopa 
Vitis vinifera Antosiyanin 

Nicotianan tabacum Nikotin 

Hypericum perforatum Hypersin 

Ginko biloba Ginkosid-A 

Anchusa officinalis Rozmarinik asit 

Brucea javanica Alkaloidler 

Catharanthus roseus Vincristine 

Gynostemma pentaphyllum Saponin 

Saçak kök 

 

Lithospermum erythrorhizon Shikonin 
Papaver somniferum Kodein 

Silybum marianum Silymarin 

Vinca major Vincamine 
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2.4. Sekonder Metabolit Üretimini Artırmak İçin Uygulanan Stratejileri 

 

Sekonder metabolitlerin bitki doku kültürü yöntemleriyle üretiminde verim ve kalitenin 

artırılması amacıyla çeşitli stratejiler uygulanmaktadır (Yağcı ve ark., 2008). Bu bağlamda 

metabolitlerin yüksek miktarlarda üretimi için önceki birçok araştırmalarda belirtilen 

stratejilerin bazıları aşağıda verilmiştir. 

1. Ticari anlamda sekonder metabolit üretimi için hücre hatları ve klonların taranması 

üretimi hedeflenen bileşiğin daha yüksek seviyelerde üretimine imkanı sağlayabilmektedir 

(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). 

2. Bitki doku kültürü yöntemleriyle metabolit üretiminde verim ve kalitenin artırılması için 

uygun besin ortamının seçimi ve optimizasyonu temel parametrelerden birini 

oluşturmaktadır. Hücrelerde üretilen değerli metabolitlerin miktarları besi ortamlarının 

içeriği, ortama ilave edilen bitki hormonları ve kültür şartlarından önemli ölçüde 

etkilenmektedir. Kullanılan besin ortamının çeşidi ve içeriği hem biyomas hem de 

metabolitlerin yüksek miktarda elde edilmesini etkilemektedir (Shilpa ve ark., 2010). 

Metabolit üretiminde etkili olan kültür ortamı şartları fiziksel ve kimyasal koşullar olmak 

üzere iki kısımda incelenmektedir. Karbon kaynağı, bitki büyüme düzenleyicileri, mikro ve 

makro elementler ve pH kültürün kimyasal koşullarını oluşturmaktadır. Fiziksel koşulları ise 

ışık, sıcaklık, fotoperiyot, havalandırma ve çalkalama işlemleri gibi oluşturmaktadır 

(Chandran ve ark., 2020).  

3. Besi ortamına ilave edilen öncül bileşikler metabolit üretiminin artırılmasında yaygın 

şekilde kullanılan bir stratejidir. Bitki hücrelerinde bulunan herhangi bir bileşiğin biyosentez 

mekanizmasının net bir şekilde bilinmesi durumunda bu mekanizma üzerinde yer alan 

başlangıç/ara ürünlerin kültür ortamına ilave edilmesi ile (enzimsel reaksiyonlar uyarılarak) 

istenilen bileşiğin üretimi artırılabilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002)  
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4. Üretilmek istenen bileşiğin biyosentez mekanizmasındaki ana gen veya genlerin 

ekspresyonun artırılması metabolit üretiminde kullanılan stratejiler arasında önemli bir yer 

tutmaktadır (Isah ve ark., 2018). Bu bağlamda Saussurea involucrate bitkisinin içerdiği 

apigenin bileşiğinin tümörogenezi inhibe ettiği bilinmektedir. Bitkide düşük miktarda 

bulunan bu bileşiğin artırılmasına yönelik çalışmalar yürütülmüştür. Bu amaçla bitkide 

oluşturulan saçak kök kültürüne kalkon izomeraz enziminin geni aktarılmış ve bu genin aşırı 

ekspresyonu neticesinde kontrole göre on iki kat daha fazla apigenin elde edildiği 

bildirilmiştir (Li ve ark., 2006).  

5. Sekonder metabolit üretimini artırmada yaygın olarak kullanılan bir diğer strateji elisitör 

uygulamalarıdır. Elisitörler sekonder metabolitlerin biyosentezini indükleyebilen veya 

artırabilen biyotik veya abiyotit faktörlerdir. Elisitör olarak tanımlanan mikrobiyal, fiziksel 

veya kimyasal stres faktörleri sekonder metabolitlerin üretimini artırabildiğinden değerli 

metabolitlerin üretiminde de bir strateji olarak yararlanılmaktadır. Elisitör uygulama 

stratejisinin metabolit üretimi ve biyomas üretimi üzerindeki etkinliği elisitör tipi, 

konsantrasyonu, maruz kalma süresi, uygulama programı, kültür tipi, hücre hattı, besiyeri 

kompozisyonu, kültürün yaşı ve aşaması gibi çeşitli parametrelerden önemli ölçüde 

etkilenmektedir (Karataş, 2013; Halder ve ark., 2019). Elisitörler bitkilerin membran 

reseptörüyle etkileşime girerek sekonder bileşiklerin biyosentezi ile ilgili genlerin 

aktivasyonuna ve ekspresyonuna yol açmaktadırlar (Zhao ve ark., 2005). Elisitörlerin yapay 

olarak in vitro kültürlere uygulamanın temel amacı, bitkilerin doğal koşullarda stres 

nedeniyle meydana gelen hasarın benzeri taklit edilerek hücreleri veya dokuları olası bir 

biyotik/abiyotik saldırı için yanlış yönlendirmektir (Giri ve Zaheer, 2016). Elisitörler 

yapılarına göre biyotik (biyolojik kökenli) ve abiyotik (biyolojik olmayan) olmak üzere iki 

grupta incelenir. Kaynağına göre ise endojen ve egzojen olarak sınıflandırılmaktadırlar. 

Yapılarına ve kaynaklarına göre sınıflandırılan elisitörler Çizelge 2.3’de verilmiştir 

(Namdeo, 2007).    
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Çizelge 2.3. Yapılarına ve kaynaklarına göre elisitörlerin sınıflandırılması (Namdeo, 2007).    

YAPILARINA GÖRE ELİSİTÖRLER 

Biyotik Elisitörler Abiyotik Elisitörler 

 Doğrudan mikroorganizmalar 

tarafından salınan ve bitki hücrelerince 

tanınanlar (enzimler, hücre duvarı 

parçacıkları)  Fiziksel ve kimyasal kaynaklıdır 

  UV ışığı  

 Mikroorganizmaların bitki hücre 

duvarındaki işlevi sonucu oluşanlar 

 Gerekli olmayan ortam bileşenleri 

(agaroz) 

 (pektin fragmentleri)    Ağır metaller  

  Kimyasallar  

 Mikroorganizmanın üzerinde bitki 

enzimlerinin işlev görmesiyle oluşanlar  
 (kitosan, glukan) Membran yıkıcılar (deterjanlar) 

               Fungusitler (butylamine) 

 Çeşitli uyarıcılara yanıt için bitki                Herbisitler (acifluorofen) 

hücreleri tarafından oluşturularak ortama 

salınan endojen ve her zaman doğada 

mevcut olan bileşikler  

  
  

KAYNAKLARINA GÖRE ELİSİTÖRLER  

Egzojen Elisitörler Endojen Elisitörler 

Hücre dışı orjinlidir Hücre içi orjinlidir  

Polisakkaritler (glukan, glukomannoz,    
kitosan)  Aljinat oligomerler 

 Hepta-β-glukosidaz 

Peptitler (monilikolin,  poli-L-lisin, 

poliamin, glikoproteinler)  

  

Enzimler (selülaz)   

Yağ asitleri (araşonik asit)   
 

2.5. Adventif Kök Kültürü  

 

Adventif kökler, bitkilerin kök dışı herhangi bir dokusundan (yaprak, gövde, nod vb.) gelişen 

kökler olarak tanımlanmaktadır. Bu kökler olumsuz çevresel koşullarında veya streslere yanıt 
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olarak üretilebilmektedir (Rahmat ve Khan, 2019). Adventif kök kültürleri tıp, tarım, ilaç, 

pigment ve boya gibi çeşitli sektörlerde ihtiyaç duyulan ikincil metabolitleri üretilebileceği 

değerli bir yöntemdir (Nagarajan ve ark., 2011). Saçak kök kültürü ile karşılaştırıldığında 

adventif kökler opin benzeri bileşikler oluşturmamakta, hızlı büyümekte, bakteri DNA dizisi 

içermemekte ve elde edilmesinde hiçbir genetik transformasyona gereksinim 

duyulmamaktadır. Adventif köklerin belirtilen özellikleri nedeniyle saçak kök kültürüne 

tercih edilmektedir (Gaosheng ve Jingming, 2012; Murthy ve ark., 2016). Ayrıca adventif 

köklerin hızlı büyümeleri ve ikincil metabolitleri stabil olarak üretmeleri nedeniyle son 

yıllarda tıbbi ve ekonomik açıdan önemli birçok bitkide bu yöntemle metabolit üretim 

olanakları araştırılmıştır. Özellikle araştırmalar elisitör uygulamaları, kullanılan besin 

ortamları ve hormonların optimizasyonu ve biyoreaktör uygulamaları üzerine 

yoğunlaşmaktadır (Murthy ve ark., 2008; Khanam ve ark., 2022).   

2.6. Ocimum basilicum L. (Reyhan) 

 

Ocimum basilicum L.  tropikal ve subtropikal iklimlerde yetişen Lamiaceae (Ballıbabagiller) 

familyasına ait tek yıllık otsu bitkidir. Bitki dünya genelinde farklı isimlerle 

adlandırılmaktadır. Bilimsel olarak Ocimum basilicum L. olarak adlandırılan bitki, 

Fransızca-Basilic, Almanca-Basilikum, İspanyolca-Albahaca olarak, Farsça ve Arapçada ise 

sırasıyla reihan ve rehan olarak adlandırılmaktadır (Shahrajabian ve ark., 2020). Bitki 

Türkiye’de yaygın olarak reyhan veya fesleğen olarak bilinmektedir (Genç, 2016). 

Ocimum cinsinin, Afrika, Asya ve Orta Amerika’nın ılıman ve sıcak bölgelerinde doğal 

olarak yetiştiği ve Dünyada 65’in üzerinde türe sahip olduğu bildirilmiştir. Bunlardan 

Ocimum bacilicum L. morfolojik ve kimyasal içeriği bakımından geniş bir varyasyon 

göstermektedir (Makri ve Kintzios, 2008; Solmaz, 2017). Bu nedenle Ocimum türleri 

içerisinde Ocimum bacilicum L. en fazla ekonomik öneme sahip olup, baharat, gıda, 

kozmetik, parfümeri ve ilaç sanayilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Genç, 2016). 

Bitkinin taze yaprakları sos, jöle, bal, bitkisel çay, yemek, salata, sirke ve turşularda 

değerlendirilmektedir (Makri ve Kintzios, 2008). Reyhan halk hekimliğinde iştah açıcı, 
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diabetik hastalıkların tedavisi, cilt enfeksiyonları, sindirimi kolaylaştırma, mideyi yatıştırma, 

idrar söktürücü ve spazm giderici olarak kullanılmaktadır (Farouk ve ark., 2016). Ayrıca 

bitkinin antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antikanser, antiinflamatuar, antiülser, 

antiviral, insektisidal, hipoglisemik, hipolipidemik, kardiyak uyarıcı ve yara iyileştirici gibi 

aktiviteler gösterdiği ifade edilmiştir. Bitkinin bu biyolojik özellikleri sahip olduğu fenolik, 

flavonoid, terpen ve alkaloid gibi farklı kimyasal gruplara ait bileşiklerden ileri gelmektedir. 

Bu bağlamda reyhan bitkisi yüksek miktarda fenolik bileşik içermekte ve ana fenolik 

bileşiklerini rosmarinik asit, sisorik asit, kaftarik asit ve kafeik asit oluşturmaktadır (Karataş 

2022a, Karataş 2022b).   

2.7. Rozmarinik asit 

 

Rozmarinik asit, kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit) ve 3,4-dihidroksifeniklaktik asidin 

esteri fenolik bileşik olup L-tirozin ve L-fenilalanin amino asitlerinden sentezlenmektedir. 

Rosmarinik asit antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar, antialerjik, antitümör, 

nöroprotektif ve antianjiyogenik gibi çok sayıda biyolojik ve farmakolojik aktivite 

göstermektedir (Petersen, 2013; Kim   ve ark., 2015). Bu bileşiği üreten birçok bitki, çevresel 

değişiklikler, aşırı toplama ve bilimsel olmayan hasat nedeniyle biyolojik çeşitlilik kaybı ve 

yok olma tehdidi ile karşı karşıyadır. Ayrıca rosmarinik asidin kimyasal sentezi karmaşık ve 

doğal kaynakları sınırlıdır. Rosmarinik aside olan talebi karşılamak için bitki hücre, doku 

organ ve saçak kök kültürleri gibi biyoteknolojik yöntemlerle üretim olanakları yoğun bir 

şekilde araştırılmıştır. Bu amaçla Ocimum basilicum, Satureja hortensis, Satureja 

khuzistanica, Mentha × piperita, Salvia officinalis, Coleus blumei ve Dracocephalum 

moldavica gibi birçok bitki türünde hücre, doku ve organ kültürü yöntemleri kullanılarak 

araştırmalar yapılmıştır (Karataş, 2022b).   
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bitkisel materyal 

 

Bitkisel materyal olarak kullanılan reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinin tohumları 

Zengarden geleneksel tohum firmasından (İzmir, Türkiye) temin edilmiştir.  

3.1.2. Kullanılan cihazlar 

 

Laminer kabin                                           Bilser 

HPLC Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D Plus  

İnkübatör Nüve 

Hassas terazi Precisa 

Otomatik pipet  Gilson 

pH metre  Hanna 

Santrifüj  Hettich 

Spektrofotometre  Shimadzu 

Otoklav  Nüve 

Magnetik karıştırıcı  Heidolph-MR 

Çalkalayıcı Memmert 

Etüv   Memmert 
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3.1.3. Kullanılan kimyasallar  

 

Etanol  Merck  

HCl  Merck  

Metanol  Sigma-Aldrich 

MS besin ortamı Duchefa  

NaOH  Merck  

Phytagel  Sigma  

Tween-20  Sigma-Aldrich  

Sukroz  Sigma  

Kalsiyum klorür (CaCl2 )  Sigma 

Sodyum selenit (Na₂SeO₃) Sigma-Aldrich 

Yeast extrakt Duchefa 

Rozmarinik asit  Sigma 

İndol bütirik asit Sigma-Aldrich 

Folin-Cioceltaus Sigma 

Asetonitril Merck 

DPPH Sigma 

ABTS Sigma 

AlCl3 Merck 

Na2CO3 Merck 
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Diklorometan Sigma-Aldrich 

Formik asit  Sigma-Aldrich 

Kuersetin Sigma 

Gallik asit Sigma 

FeCl3 Sigma-Aldrich 

K3Fe(CN)6 Merck 

CH3COONa Sigma-Aldrich 

Trikloroasetik asit Sigma-Aldrich 

K2S2O8 Sigma-Aldrich 

 

3.2.     Yöntem 

3.2.1. Eksplant kaynağı bitkilerin steril koşullarda yetiştirilmesi  

 

Eksplant kaynağı olarak kullanılan reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkileri in vitro kültür 

koşullarında yetiştirilmiştir. Aseptik bitkiler yüzey sterilizasyonu sağlanan tohumların 

çimlendirilmesiyle elde edilmiştir.  Reyhan bitkilerin yetiştirilmesinde kullanılan besin 

ortamı 4,4 g L-1 MS (Murashige ve Skoog, 1962), 30 g L-1 sukroz ve 2 g L-1 phytagel’den 

oluşmaktadır. Bu besin ortamının pH’sı 1 M NaOH veya 1 M HCI kullanarak 5,8’e 

ayarlanmıştır. Besin ortamlarının sterilizasyonu 121°C, 2 atmosfer basınçta 15 dakika 

otoklavlanarak sağlanmıştır. Daha sonra besin ortamları laminer kabin içerisinde steril 

kavanozlara (50 mL) dağıtılmıştır. 

Reyhan tohumlarının yüzey sterilizasyonu etil alkol (%70 v/v) içerisinde 1 dakika 

bekletildikten sonra sodyum hipoklorit çözeltisinde (%2 lik; 2-3 damla tween-20 içeren) 30 

dakika karıştırılarak sağlanmıştır. Bu aşamadan sonra tohumlar süzülerek sodyum hipoklorit 
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çözeltisinden arındırılmıştır. Bu amaçla tohumlar steril su ile üç kez durulanmıştır. Yüzey 

sterilizasyonu sağlanan tohumlar kavanozlara aktarılarak karanlık koşullarda inkübatörde 

çimlenmesi sağlanmıştır.  Çimlenme süreci tamamlandıktan sonra (10 gün) bitkiler 16 saat 

ışık ve 8 saat karanlık fotoperiyotta 20 gün yetiştirilmiştir (Şekil 3.1). 

 

       

Şekil 3.1. Reyhan tohumlarının çimlendirilmesi ve in vitro koşullarda bitkilerin yetiştirilmesi 

 

3.2.2. Adventif kök kültürünün oluşturulması  

 

Adventif köklerin elde edilmesinde aseptik koşullarda yetiştirilen reyhan bitkilerinin 

hipokotil kısımları eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır (Şekil 3.2). Adventif kök 

kültürünün oluşturulmasında kullanılan besin ortamı 3.3 g L-1 MS temel besin ortamına, 30 

g L-1 sukroz, 2 mg L-1 IBA (indol-3-bütirik asit) ve 2 g L-1 phytagel ilave edilerek 

hazırlanmıştır. Bu besin ortamının pH’ sının ayarlanması ve sterilizasyonu eksplant kaynağı 

bitkilerin yetiştirilmesinde (Bölüm 3.2.1.) belirtilen koşullara göre gerçekleştirilmiştir. 

Hipokotil eksplantları bu besin ortamını içeren petri kaplarında karanlık koşullarda 

(inkübatörde) kültüre alınmıştır. Bu koşullarda gelişen adventif kökler kültürün 15. günde 

aynı besin içerikli petri kaplarına aktarılarak alt kültüre alınmıştır. Elde edilen adventif kökler 
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kültürün 30. gününde eksplant kaynaklarından ayırarak süspansiyon kültürlerinin 

oluşturulmasında kullanılmıştır. 

 .       

      

Şekil 3.2. Hipokotil eksplantları, adventif kökler ve çalışmalarda kullanılan inkübatör 

3.2.3. Adventif kök süspansiyon kültürlerinin oluşturulması ve elisitör uygulamaları 

 

Katı besin ortamından elde edilen adventif kökler adventif kök süspansiyon kültürlerinin 

oluşturulmasında başlangıç materyali olarak kullanılmıştır. Sıvı kültürlerin oluşturulmasında 

kullanılan besin ortamı katı kültürden farklı olarak phytagel içermemektedir. Adventif kökler 

(10 g) 100 mL besin ortamı içeren 250 mL’lik erlenmayerlerde çalkalayıcı (120 devir/dakika) 
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üzerinde kültüre alınmıştır. Erlenmayerler karanlık ortam koşullarında 25 ± 2 oC sıcaklıkta 

inkübe edilmiştir. Kültürün 26. gününde besin ortamına elisitör olarak farklı 

konsantrasyonlarda yeast ekstrakt (125, 250 ve 500 μg mL-1), kalsiyum klorür (5 ve 10 mM 

CaCl2) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L-1 Na2SeO3) ilave edilmiştir. Adventif kökler 

süspansiyon kültürünün 30. gününde hasat edilerek yaş ağırlıkları tartılmış ve diğer 

analizlerde kullanmak üzere kurutulmuştur (Şekil 3.3). 

 

 

  

Şekil 3.3.   Adventif kök süspansiyon kültürünün oluşturulması 
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3.2.4. Adventif kök ekstraktların hazırlanması 

 

Sekonder metabolit miktarı (rozmarinik asit, toplam fenolik bileşik, flavonoid) ve 

antioksidan aktivitenin (DPPH, ABTS ve FRAP) analizi için adventif kökler metanol-

diklorometan (4:1) çözeltisinde ekstrakte edilmiştir. Bu bağlamda kurutulmuş adventif kök 

numuneleri (0.2 g) 10 mL çözeltide ekstrakte edildikten sonra filtre (0.22 µm) edilmiştir. 

Ekstraktlar analiz sürecinin sonuna kadar koyu renkli cam şişelerde +4 oC’de depolanmıştır 

(Karataş, 2022a). 

 

3.2.5. Rozmarinik asit analizi 

Adventif köklerin rozmarinik asit içeriği yüksek performanslı sıvı kromatografi (HPLC) 

cihazı ile Karataş (2022a)’ın belirttiği yönteme göre yapılmıştır. Analiz aşamasında 

kullanılan gradient programı ve cihaz koşulları Çizelge 3.1’de verilmiştir. Adventif köklerin 

rozmarinik asit miktarları kalibrasyon grafiği kullanarak belirlenmiştir. Standart rozmarinik 

asit bileşiğine ve adventif köklere ait kromatogramlar Şekil 3.4’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Rozmarinik asit analizinde kullanılan gradiyent programı ve cihaz koşulları 

Özellik Koşullar 

Kolon  Phenylhexyl (4.6 x 150 mm) kolon (GL Sciences 

InterSustain, Japan) 

Detektör Photodiode Array Detector (PDA) 

Akış hızı 1 mL  dak-1 

Kolon sıcaklığı 30 °C 

Enjeksiyon hacmi 10 µL 

Dalga boyu 330 nm 

Mobil faz Çözücü A : deiyonize suda % 0.1 formik asit 

Çözücü B: asetonitril 

Gradiyent programı 0 dak, % 100 A ve % 0 B 

5 dak, % 80 A ve % 20 B 

10 dak,% 50 A ve % 50; 

15 dak, % 30 A ve % 70 B 

20 dak, % 100 A ve % 0 B 

25 dak, % 100 A ve % 0 B 
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Şekil 3.4 Adventif köklere (A) ve standart rozmarinik asit (B) bileşiğine ait HPLC 

kromatogramları  

 

   3.2.6. Toplam fenolik bileşik miktarının belirlenmesi 

 

Reyhan adventif köklerinin toplam fenolik bileşik içeriklerinin belirlenmesinde Slinkard ve 

Singleton (1977)’un metodu kullanılmıştır. Deney tüplerine 100 μL numune ekstraktları ilave 

edildikten sonra üzerine 4.5 mL saf su ve Folin-Cioceltaus (100 μL) eklenmiştir. Reaksiyon 

karışımı oda sıcaklığında 3 dakika inkübe edildikten sonra üzerine 300 μL Na2CO3 (%2) 

eklenmiştir. Deney tüpleri oda koşullarında 2 saat bekletildikten sonra 760 nm dalga 

boyundaki absorbansları spektrofotometrede okunmuştur. Adventif köklerin toplam fenolik 

madde içerikleri kalibrasyon grafiği kullanarak gallik aside eş değer olarak belirlenmiştir.   
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3.2.7. Flavonoid miktarının belirlenmesi 

 

Reyhan adventif köklerinin flavonoid içeriklerinin belirlenmesinde Pekal ve Pyrzynska 

(2014)’ın metodu kullanılmıştır. Deney tüplerine 100 μL numune ekstraktları ilave edildikten 

sonra üzerine 1.5 mL etanol ve 100 μL AlCl3 (%10) eklenmiştir. Daha sonra deney tüplerine 

100 μL 1 M NaCH3COO ilave edilerek toplam hacim saf su ile 5 mL tamamlanmıştır. 

Reaksiyon karışımları oda koşullarında 30 dakika bekletildikten sonra 427 nm dalga 

boyundaki absorbansları spektrofotometrede okunmuştur. Adventif köklerin flavonoid 

içerikleri kalibrasyon grafiği kullanarak kuersetine eş değer olarak belirlenmiştir.   

3.2.8. Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH) 

 

Serbest radikal (DPPH•) giderme aktivitesi Blois (1958) metoduna göre yapılmıştır. Farklı 

konsantrasyonlarda numune ekstraktları bulunan deney tüplerinin hacimleri etanol ile 3 

mL’ye ayarlanmıştır. Daha sonra bu tüplere 1 mL 0.26 mM DPPH• ilave edilerek 

vortekslenmiştir. Deney tüpleri oda koşullarında 30 dakika (karanlık) inkübe edildikten sonra 

517 nm’deki absorbansları spektrofotometrede okunmuştur. Adventif köklerin IC50 değerleri 

derişim/aktivite (% aktivite) grafiği kullanılarak belirlenmiştir. 

DPPH giderme aktivitesi (%) = [(Abskontrol-Absnumune)/Abskontrol]x100 

 

 3.2.9. İndirgeme gücü aktivitesi (FRAP) 

 

Numunelerin indirgeme gücü aktivitelerinin belirlenmesinde Oyaizu (1986) metodu 

kullanılmıştır. Farklı miktarlarda numune ekstraktları bulunan deney tüplerinin hacimleri 

fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ile 1.25 mL’ye ayarlanmıştır. Deney tüplerinin üzerine 1.25 

mL K3Fe(CN)6 (%1)  eklendikten sonra etüvde (50 °C) 20 dakika bekletilmiştir. Bu süre 

tamamlamadıktan sonra tüplere sırasıyla 1.25 mL trikloroasetik asit (%10) ve 0.25 mL FeCl3 

(%0.1) eklenilmiştir. Deney tüplerinin 700 nm absorbansları spektrofotometrede 
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okunmuştur.  Adventif köklerin indirgeme gücü aktiviteleri kalibrasyon grafiği kullanarak 

troloks eş değer olarak belirlenmiştir. 

 

3.2.10. Katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS) 

 

Numunelerin katyon radikali giderme aktivitelerinin belirlenmesinde Re ve ark., (1999)’ın 

metodu kullanılmıştır. Farklı miktarlarda numune ekstraktları bulunan deney tüplerinin 

hacimleri fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.4) ile 3 mL’ye ayarlanmıştır. Daha sonra bu tüplere 1 

mL ABTS-K2S2O8 çözeltisi eklenerek vortekslenmiştir. ABTS-K2S2O8 çözeltisi 2 mM ABTS 

(2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) çözeltisi ile 2.45 mM potasyum persülfat 

(K2S2O8) çözeltisinin 1:2 oranında karıştırıldıktan sonra karanlıkta 6 saat bekletilerek 

hazırlanmıştır. Deney tüpleri oda koşullarında (karanlıkta) 30 dakika bekletildikten sonra 734 

nm dalga boyundaki absorbansları spektrofotometrede okunmuştur. Adventif köklerin IC50 

değerleri derişim/aktivite (% aktivite) grafiği kullanılarak belirlenmiştir. 

ABTS giderme aktivitesi (%) = [(Abskontrol-Absnumune)/Abskontrol]x100 

 

3.2.11. İstatistiki analizler 

 

Tüm uygulama ve analizler üç tekrarlı olarak yapılmıştır. Bu çalışmada elde edilen verilerin 

istatistiksel analizleri SPSS 20 (Armonk, NY: IBM Corp.) paket programı kullanılarak 

yapılmıştır. Gruplar arasındaki farklılıklar Duncan çoklu aralık testine göre belirlenmiştir 

(Duncan, 1955). Korelasyon analizleri ise Pearson's korelasyon testine göre yapılmıştır. 

 

 

 

 



22 

 

4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

Bu çalışmada Ocimum basilicum L. (reyhan) bitkisinden elde edilen adventif köklerin 

metabolit içeriklerine ve antioksidan aktivitelerine çeşitli elisitörlerin etkileri incelenmiştir. 

Adventif köklerin elde edilmesinde in vitro koşullarda yetiştirilen bitkilerin hipokotil 

kısımları eksplantları kaynağı olarak kullanılmıştır. Katı kültür koşullarında elde edilen 

adventif kökler sıvı (süspansiyon) kültür koşullarına aktarılarak 26 gün boyunca 

çoğaltılmıştır. Bu sürenin sonunda adventif köklere 4 gün süreyle süspansiyon kültür 

koşullarında yeast ekstrakt, kalsiyum klorür ve sodyum selenit’in farklı konsantrasyonları 

elisitör olarak uygulanmıştır. Elisitör uygulamaları tamamlandıktan sonra adventif kökler 

hasat edilerek kurutulmuştur. Bu köklerin toplam fenolik bileşik, flavonoid ve rozmarinik 

asit içerikleri analiz edilmiştir. Antioksidan aktiviteleri ise serbest radikal (DPPH•) giderme 

aktivitesi, indirgeme gücü aktivitesi (FRAP) ve katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS•+) 

yöntemleri ile belirlenmiştir. Adventif kökleri rozmarinik asit içeriği yüksek performanslı 

sıvı kromatografisi (HPLC) ile belirlenmiştir. Diğer metabolitlerin miktarları ve antioksidan 

aktiviteleri ise spektrofotometrik yöntemlerle analiz edilmiştir. 

4.1. Yeast Ekstrakt Uygulanan Adventif Köklerin Sekonder Metabolit İçerikleri 

 

Reyhan (O. basilicum) adventif kök süspansiyon kültüründe metabolit üretimine yeast 

ekstrakt’ın etkilerinin belirlenmesi amacıyla kültüre 125 μg mL-1 (YE125), 250 μg mL-1 

(YE250) ve 500 μg mL-1 (YE500) olmak üzere üç farklı konsantrasyonda yeast ekstrakt 

uygulanmıştır. Bu uygulamaların adventif köklerin toplam fenolik bileşik, flavonoid ve 

rozmarinik asit içeriğine etkileri Şekil 4.1.’de verilmiştir.    
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Şekil 4.1. Yeast ekstrakt uygulanan adventif köklerin toplam fenolik bileşik (A), rozmarinik 

asit (B) ve flavonoid içerikleri (C) 

 

Yeast ekstrakt uygulamaları adventif köklerin sekonder metabolit içeriğinde istatistiksel 

olarak önemli farklılıklar meydana getirmiştir. Bu uygulamalar metabolit içeriğini kontrol 

grubuna göre artırmıştır. Bu bağlamda en yüksek rozmarinik asit, fenolik bileşik ve flavonoid 

içeriği 125 μg mL-1 yeast ekstrakt (YE125) uygulanan adventif köklerde sırasıyla 40.44 mg 

g-1 KA, 41.04 mg g-1 KA ve 3.88 mg g-1 kuru ağırlık (KA) olarak belirlenmiştir. YE250 

uygulaması rozmarinik asit içeriğini artırsa da bu artış kontrol grubuyla istatistiksel olarak 

önemli bir farklılık oluşturmamıştır.  Bu çalışmaya benzer önceki bir çalışmada Ocimum 

basilicum L. hücre süspansiyon kültürüne uygulanan farklı yeast ekstrakt 

konsantrasyonlarının (5, 25, 50, 100 ve 200 mg L-1) rozmarinik asit, toplam fenolik bileşik 

ve flavonoid içeriğini artırdığını bildirmiştir. Söz konusu bu çalışmada en yüksek rozmarinik 



24 

 

asit, toplam fenolik bileşik içeriği ve flavonoid içeriği 200 mg L-1 yeast ekstrakt 

konsantrasyonunda belirlenmiştir (Açıkgöz, 2020). Yürütülen bu çalışmanın sonuçları mor 

reyhan bitkisinin kallus kültürüne yeast ekstrakt uygulamanın metabolit üretimine etkilerinin 

incelendiği çalışmanın sonuçlarıyla örtüşmektedir. Söz konusu çalışmada kallus kültürüne 

yeast ekstrakt 1, 10, 25, 50, 100 200 ve 400 mg L-1 olmak üzere farklı konsantrasyonlarda 

uygulanmıştır. Bu çalışmanın neticesinde en yüksek rozmarinik asit, toplam fenolik bileşik 

ve flavonoid içeriğinin 100 mg L-1 yeast ekstrakt uygulanan kalluslar da belirlendiği 

bildirilmiştir. Ayrıca söz konusu çalışmada metabolit içeriği 100 mg L-1 yeast ekstrakt 

konsantrasyonuna kadar artarken bu konsantrasyondan sonra metabolit içeriğinin azaldığı 

ifade edilmiştir (Zaman ve ark., 2022). Benzer şekilde yürütülen bu çalışmada da 

metabolitlerin miktarları 125 μg mL-1 yeast ekstrakt konsantrasyonundan sonra azalmıştır. 

Ancak Agastache rugosa hücre süspansiyon kültüründe maksimum rozmarinik asit içeriği 

750 mg L-1 gibi yüksek yeast ekstrakt konsantrasyonun da belirlenmiştir. Söz konu çalışmada 

da rozmarinik asit içeriği 750 mg L-1 yeast ekstrakt konsantrasyonuna kadar artan yeast 

ekstrakt konsantrasyonu ile artarken bu noktan sonra belirgin bir şekilde azaldığı ifade 

edilmiştir (Park ve ark., 2016). Bu bağlamda bitki doku ve organ kültürü yöntemleriyle 

metabolit üretiminde optimum elisitör konsantrasyonunun belirlenmesi kritik önem 

taşımakta ve optimum konsantrasyon bitki türüne ve kullanılan in vitro yönteme göre 

farklılıklar gösterebilmektedir. 

 

4.2. Yeast Ekstrakt Uygulanan Adventif Köklerin Antioksidan Aktiviteleri 

 

Adventif kök süspansiyon kültürüne yeast ekstrakt uygulamanın antioksidan aktiviteye 

etkileri Şekil 4.2.’de verilmiştir. Adventif köklerin ABTS ve DPPH sonuçları radikalin 

başlangıç konsantrasyonunun %50’sini gideren numune miktarı olarak (IC50) ifade 

edilmiştir. Bu bağlamda düşük IC50 değerine sahip numuneler daha yüksek antioksidan 

aktivite göstermektedirler. FRAP aktivitesinin sonuçları ise standart antioksidan bileşik olan 

troloks’a eşdeğer olarak belirlenmiştir.  
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Şekil 4.2. Yeast ekstrakt uygulanan adventif köklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C) 

yöntemlerine göre antioksidan aktiviteleri 

 

Yeast ekstrakt uygulamaları adventif köklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerinde 

istatistiksel olarak önemli farklılıklar meydana getirmiştir. Yeast ekstrakt uygulamaları 

adventif köklerin antioksidan aktivitelerini üç metoda göre de artmıştır. En yüksek DPPH, 

ABTS ve FRAP aktivitesi 125 μg mL-1 yeast ekstrakt (YE125) uygulanan adventif köklerde 

sırasıyla 59.64 µg mL-1, 47.09 µg mL-1 ve 569.78 µmol TE g-1 KA olarak belirlenmiştir. 

Ayrıca, adventif köklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri ile rozmarinik asit, toplam 

fenolik bileşik ve flavonoid içerikleri arasında güçlü bir korelasyon belirlenmiştir. 

Korelasyon tablosu Çizelge 4.1’de verilmiştir. DPPH ve ABTS aktiveleri ile sekonder 

metabolit miktarları arasında belirlenen korelasyon yönünün negatif olmasının nedeni bu 

analizlerin sonuçlarının IC50 olarak belirlenmesinden kaynaklanmaktadır. IC50 radikalin 

başlangıç konsantrasyonunu %50 oranında azaltan numune miktarı olarak tanımlanmaktadır. 
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IC50 değerleri ile antioksidan aktivite arasında ters orantı bulunmaktadır. Farklı bir ifadeyle 

örneklerin IC50 değerleri düştükçe antioksidan kapasiteleri artmaktadır. Çalışmamızda ABTS 

ve DPPH için en düşük IC50 değerleri, yani en yüksek antioksidan aktivite, metabolit 

içeriklerinin en yüksek olduğu ortam koşullarında belirlenmiştir. Bu bağlamda numunelerin 

sekonder metabolit içerikleri arttıkça IC50 değerleri düşmekte ve antioksidan aktiviteleri 

artmaktadır. Mor reyhan bitkisinin kallus kültüründe yürütülen benzer bir çalışmada en 

yüksek DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerinin 100 mg L-1 yeast ekstrakt uygulanan 

kalluslarda belirlenmiştir. Söz konusu çalışmada kallusların antioksidan aktiviteleri ile 

metabolit içerikleri (toplam fenolik bileşik ve flavonoid) arasında pozitif bir korelasyon 

olduğu ifade edilmiştir (Zaman ve ark., 2022). Benzer bir çalışmada ise en yüksek DPPH 

aktivitesinin maksimum toplam fenolik bileşik ve flavonoid içeriğinin elde edildiği 200 mg 

L-1 yeast ekstrakt uygulanan reyhan hücre süspansiyon kültürlerinde olduğu bildirilmiştir 

(Açıkgöz, 2020). 

 

Çizelge 4.1. Farklı konsantrasyonlarda yeast ekstrakt uygulanan adventif köklerin sekonder 

metabolit içerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasındaki korelasyon 

    FRAP 

(µmol TE) 

DPPH 

(IC50)                  

ABTS 

(IC50) 

Rozmarinik asit  0.848** -0.794** -0.726** 

Toplam fenolik bileşik  0.951** -0.896** -0.758** 

Flavonoid 0.926** -0.969** -0.822** 

                  ** Korelasyon 0.01 düzeyinde önemlidir (2-tailed) 

 

4.3. Kalsiyum Klorür Uygulanan Adventif Köklerin Sekonder Metabolit İçerikleri 

Reyhan (O. basilicum) adventif kök süspansiyon kültüründe rozmarinik asit, toplam fenolik 

bileşik ve flavonoid üretimine kalsiyum klorürün etkilerin belirlenmesi amacıyla kültüre 5 

mM (Ca5) ve 10 mM (Ca10) olmak üzere iki farklı konsantrasyonda kalsiyum klorür 
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uygulanmıştır. Kalsiyum klorür uygulanan adventif köklerin metabolit içerikleri Şekil 4.3.’de 

verilmiştir.    

 

Şekil 4.3. Kalsiyum klorür uygulanan adventif köklerin toplam fenolik bileşik (A), 

rozmarinik asit (B) ve flavonoid içerikleri (C) 

 

Kalsiyum (Ca) hücre zarlarının yapısında ve geçirgenliğinde, bitki hücrelerinin 

bölünmesinde ve uzamasında, karbonhidrat translokasyonunda ve N metabolizmasında 

önemli rol oynayan iki değerli bir katyon ve temel bir elementtir. Ayrıca kalsiyum bitkilerin 

hücre metabolizmalarında, sinyal iletimlerinde ve besin maddelerinin hücre zarlarından 

geçişlerinde de düzenleyici rol oynamaktadır (Ahmad ve ark., 2016). Yürütülen bu çalışmada 

adventif köklerin sekonder metabolit içerikleri kalsiyum klorür (CaCl2) uygulamasıyla 

kontrol grubuna göre önemli ölçüde artmıştır. En yüksek rozmarinik asit, fenolik bileşik ve 

flavonoid içeriği 5 mM CaCl2 uygulanan adventif köklerde sırasıyla 35.21 mg g-1 KA, 36.95 
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mg g-1 KA ve 3.19 mg g-1 kuru ağırlık (KA) olarak belirlenmiştir. Ca10 uygulaması metabolit 

üretimini kontrole göre artırsa da bu artış Ca5 uygulamasından düşük kalmıştır. Benzer 

şekilde Dracocephalum kotschyi bitkisinin yapraklarına 5 mM CaCl2 ve 10 mM CaCl2 

uygulamaları toplam fenolik ve flavonoid içreğini kontrol grubuna göre artırmıştır. Söz 

konusu çalışmada metabolit miktarlarındaki artış en fazla 5 mM CaCl2 uygulanan 

yapraklarda olduğu ifade edilmiştir (Vafadara ve ark., 2020).   

 

4.4. Kalsiyum Klorür Uygulanan Adventif Köklerin Antioksidan Aktiviteleri 

Adventif kök süspansiyon kültürlerine kalsiyum klorür uygulamanın antioksidan aktiviteye 

olan etkileri Şekil 4.4 ’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.4. Kalsiyum klorür uygulanan adventif köklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C) 

yöntemlerine göre antioksidan aktiviteleri 
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Kalsiyum klorür uygulamaları adventif köklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerini 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli ölçüde artırmıştır. En yüksek DPPH, ABTS 

ve FRAP aktivitesi 5 mM CaCl2 (Ca5) uygulanan adventif köklerde sırasıyla 58.77 µg mL-1, 

46.41µg mL-1 ve 486.31 µmol TE g-1 KA olarak belirlenmiştir. Ancak uygulanan farklı 

kalsiyum klorür konsantrasyonları arasında DPPH ve ABTS aktivitelerinde önemli bir 

farklılık meydana gelmemiştir. Adventif köklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri 

rozmarinik asit, toplam fenolik bileşik ve flavonoid içerikleri arasında güçlü bir korelasyon 

belirlenmiştir. Korelasyon tablosu Çizelge 4.2’de verilmiştir. DPPH ve ABTS aktiveleri ile 

sekonder metabolit miktarları arasında belirlenen korelasyon yönünün negatif olmasının 

nedeni Bölüm 4.2’de ayrıntılı olarak açıklanmıştır. Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar 

Vafadara ve ark., (2020)’nın belirttiği sonuçlarla örtüşmektedir.  Söz konusu çalışmada 

Dracocephalum kotschyi bitkisinin yapraklarına 5 mM CaCl2 uygulanması yaprakların 

DPPH kapasitesini artırdığı ifade edilmiştir (Vafadara ve ark., 2020). 

 

Çizelge 4.2. Farklı konsantrasyonlarda kalsiyum klorür uygulanan adventif köklerin 

sekonder metabolit içerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasındaki korelasyon 

    FRAP 

(µmol TE) 

DPPH 

(IC50)                  

ABTS 

(IC50) 

Rozmarinik asit  0.820** -0.861** -0.886** 

Toplam fenolik bileşik  0.936** -0.934** -0.830** 

Flavonoid 0.813** -0.854** -0.854** 

                  ** Korelasyon 0.01 düzeyinde önemlidir (2-tailed) 

 

4.5. Sodyum Selenit Uygulanan Adventif Köklerin Sekonder Metabolit İçerikleri 

 

Sodyum selenit uygulanan O. basilicum adventif köklerinin rozmarinik asit, toplam fenolik 

bileşik ve flavonoid içerikleri Şekil 4.5.’de verilmiştir. Adventif köklere sodyum selenit 
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(Na2SeO3) 4 mg L-1 (Se4) ve 8 mg L-1 (Se8) olmak üzere iki farklı konsantrasyonda 

uygulanmıştır.  

 

 

Şekil 4.5. Sodyum selenit uygulanan adventif köklerin toplam fenolik bileşik (A), rozmarinik 

asit (B) ve flavonoid içerikleri (C) 

 

Sodyum selenit uygulamaları adventif köklerin sekonder metabolit içeriğinde istatistiksel 

olarak önemli farklılıklar meydana getirmiştir. Adventif köklere sodyum selenit 

uygulamaları sekonder metabolit içeriğini kontrol grubuna göre önemli ölçüde artırmıştır. En 

yüksek metabolit içeriği 8 mg L-1 Na2SeO3 (Se8) uygulanan adventif köklerde belirlenmiştir. 

Bu adventif köklerin rozmarinik asit, fenolik bileşik ve flavonoid içeriği sırasıyla 34.88 mg 

g-1 KA, 34.73 mg g-1 KA ve 3.62 mg g-1 kuru ağırlık (KA) olarak belirlenmiştir.  
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4.6. Sodyum Selenit Uygulanan Adventif Köklerin Antioksidan Aktiviteleri 

 

Adventif kök süspansiyon kültürlerine sodyum selenit uygulamanın antioksidan aktiviteye 

olan etkileri Şekil 4.6 ’da verilmiştir. 

 

Şekil 4.6. Sodyum selenit uygulanan adventif köklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C) 

yöntemlerine göre antioksidan aktiviteleri 

 

Sodyum selenit uygulamaları adventif köklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerini kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak önemli ölçüde artırmıştır. En yüksek DPPH, ABTS ve FRAP 

aktivitesi 8 mg L-1 Na2SeO 4 (Se8) uygulanan adventif köklerde sırasıyla 59.52 µg mL-1, 

45.02 µg mL-1 ve 506.99 µmol TE g-1 KA olarak belirlenmiştir. Adventif köklerin DPPH, 

ABTS ve FRAP aktiviteleri rozmarinik asit, toplam fenolik bileşik ve flavonoid içerikleri 

arsında güçlü bir korelasyon belirlenmiştir. Korelasyon tablosu Çizelge 4.3’de verilmiştir. 
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DPPH ve ABTS aktiveleri ile sekonder metabolit miktarları arasında belirlenen korelasyonun 

yönünün negatif olmasının nedeni Bölüm 4.2’de ayrıntılı olarak açıklanmıştır. 

Çizelge 4.3. Farklı konsantrasyonlarda sodyum selenit uygulanan adventif köklerin sekonder 

metabolit içerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasındaki korelasyon 

    FRAP 

(µmol TE) 

DPPH 

(IC50)                  

ABTS 

(IC50) 

Rozmarinik asit  0.937** -0.924** -0.939** 

Toplam fenolik bileşik  0.859** -0.861** -0.862** 

Flavonoid 0.903** -0.909** -0.859** 

                  ** Korelasyon 0.01 düzeyinde önemlidir (2-tailed) 

4.7. Elisitör Uygulamalarının Biyomas Üzerine Etkileri  

 

Adventif kök süspansiyon kültürüne uygulanan elisitörlerin biyomas [yaş ağırlığa (YA)] 

üzerine etkileri Şekil 4.7’de verilmiştir.  
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Şekil 4.7. Elisitör uygulamalarının biyomas üzerine etkileri  

 

Elisitör uygulamaları adventif köklerin biyomas değerlerini kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak önemli ölçüde azaltmıştır. Biyomas değerlerindeki düşüş en fazla 250 μg mL-1 yeast 

ekstrakt uygulanan adventif köklerde belirlenmiştir. Bu uygulamadan elde edilen adventif 

kök miktarı kontrol grubundan 1.82 kat daha az olarak belirlenmiştir. Kalsiyum klorür ve 

sodyum selenitin yüksek konsantrasyonları biyomasta daha fazla bir düşüşe neden olmuştur. 

Ancak kalsiyum klorür konsantrasyonları arasındaki fark istatistiksel olarak önemli 

bulunmamıştır. Önceki bir araştırmada, Açıkgöz (2020) Ocimum basilicum L. hücre 

süspansiyon kültürüne uygulanan farklı yeast ekstrakt konsantrasyonlarının hücre kuru 

ağırlığı, hücre sayısı ve hücre canlılığını azalttığını ifade etmiştir. Benzer bir çalışmada ise 

Changium smyrnioides hücre süspansiyon kültürüne kalsiyum klorür uygulanması hücre 

büyümesini baskıladığı belirtilmiştir (Cai ve ark., 2017). 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Bitki doku ve organ kültürü yöntemleri değerli biyoaktif bileşiklerin üretimi için alternatif 

biyoteknolojik yöntemlerdir (Karataş ve ark., 2013; Jakovljević ve ark., 2022). Bu metotlar 

aracılığı ile değerli metabolitlerin üretiminde hedeflenen bileşiğin üretimini artırmak ve 

maliyeti azaltmak için çeşitli stratejiler uygulanmaktadır. Bu stratejiler arasında üretim gücü 

yüksek hücre hatlarının kullanılması, besin ortam bileşenlerinin optimizasyonu, hedef 

bileşiğin biyosentez yolundaki öncül ve ara bileşiklerin besin ortamına eklenmesi, uygun 

bitki hücre, organ ve doku kültürü yönteminin seçilmesi, üretilmesi istenen bileşiğin 

biyosentez yolundaki genlerin ekspresyonun artırılması ve çeşitli elisitörlerin uygulanması 

önemli bir yer tutmaktadır (Sökmen ve Gürel, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; 

Karataş ve ark., 2016; Karataş, 2021). Elisitasyon, sekonder metabolitlerin biyosentezini 

artırılması ve yeni bileşiklerin indüksiyonu için bitki doku ve organ kültürlerine uygulanan 

en etkili stratejilerden biridir. Elisitörler sekonder metabolitlerin biyosentezini 

indükleyebilen veya artırabilen biyotik veya abiyotik faktörlerdir. Elisitör uygulama 

stratejisinin metabolit üretimi ve biyomas üretimi üzerindeki etkinliği elisitör tipi, 

konsantrasyonu, maruz kalma süresi, uygulama programı, kültür tipi, hücre hattı, besiyeri 

kompozisyonu, kültürün yaşı ve aşaması gibi çeşitli parametrelerden önemli ölçüde 

etkilenmektedir (Karataş, 2013; Halder ve ark., 2019).  

Tıbbi ve aromatik bir bitki olan reyhan bitkisinin (Ocimum basilicum L.) temel 

fenilpropanoid bileşiğini rozmarinik asit oluşturmaktadır. Bu bileşiğin gösterdiği çok çeşitli 

biyolojik aktiviteler nedeniyle yoğun ilgi görmektedir. Rozmarinik asidin doğal 

kaynaklarının sınırlı olması ve kimyasal sentezinin kompleksliği nedeni ile bu bileşiğin bitki 

hücre, doku ve organ kültürü yöntemleri ile üretimi üzerine çok sayıda çalışma yürütülmüştür 

(Karataş, 2022b). Bu bağlamda rozmarinik asit üretimi O. basilicum’un kallus kültüründe 

(Nazir ve ark., 2019), hücre süspansiyon kültürlerinde (Açıkgöz, 2020), saçak kök kültüründe 

(Srivastava ve ark., 2016) ve in vitro çoğaltılan bitkilerde (Verma ve ark., 2016) yoğun bir 

şeklide araştırılmıştır. Ayrıca reyhan kallus ve süspansiyon kültüründe yürütülen çok sayıda 
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çalışmada melatonin, bakır oksit nanoparçacıkları, UV-C radyasyonu, metil jasmonate, 

sorbitol, maya özütü, kadmiyum klorür ve gümüş nitrat gibi çeşitli elisitörlerin rozmarinik 

asit üretimini etkileri araştırılmıştır (Duran ve ark., 2019; Pandey ve ark., 2019; Nazir ve ark., 

2020; Açıkgöz, 2020; Nazir ve ark., 2021; Açıkgöz, 2021). Ancak reyhan adventif kök 

kültürlerinde rozmarinik asit üretimi ve elisitasyonu üzerine çalışmalar sınırlı kalmıştır. Bu 

çalışmada reyhan adventif kök süspansiyon kültürüne uygulanan çeşitli elisitörlerin biyomas, 

rozmarinik asit, toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan aktiviteye (DPPH, ABTS ve FRAP) 

etkileri incelenmiştir. Bu bağlamda reyhan adventif kök süspansiyon kültürüne yeast ekstrakt 

(125, 250 ve 500 μg mL-1), kalsiyum klorür (5 ve 10 mM) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L-1) 

elisitör olarak uygulanmıştır. Yapılan uygulamalar içerisinde en yüksek rozmarinik asit 

içeriği 125 μg mL-1 yeast ekstrakt uygulanan adventif köklerde 40.44 mg g-1 KA olarak 

belirlenmiştir. Diğer uygulanan elisitörler açısından bunu sırasıyla 5 mM kalsiyum klorür 

(35.21 mg g-1 KA) ve 8 mg L-1 sodyum selenit (34.88 mg g-1 KA) uygulamaları takip etmiştir. 

Benzer durum toplam fenolik bileşik ve flavonoid içeriği açısından da belirlenmiştir. En 

yüksek fenolik bileşik ve flavonoid içeriği sırasıyla 125 μg mL-1 yeast ekstrakt, 5 mM 

kalsiyum klorür ve 8 mg L-1 sodyum selenit uygulanan adventif köklerde belirlenmiştir. En 

yüksek antioksidan aktiviteler 125 μg mL-1 yeast ekstrakt, 5 mM kalsiyum klorür ve 8 mg L-

1 sodyum selenit uygulanan adventif köklerde belirlenmiştir.  Ayrıca tüm elisitör 

uygulamaları adventif köklerin biyomas miktarlarını kontrole göre önemli ölçüde azaltmıştır. 

Sonuç olarak reyhan adventif köklerinin rozmarinik asit üretimi için uygun materyal olduğu 

ve metabolit üretimini artırmak için en uygun elisitörün 125 μg mL-1 yeast ekstrakt olduğu 

belirlenmiştir. Bu bağlamda büyük ölçekte metabolit üretimi için biyoreaktör koşullarında 

optimizasyon çalışmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. 
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