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OZET

REYHAN (Ocimum basilicum L.) BITKISINDE ADVENTIF KOK SUSPANSIYON
KULTURLERININ OLUSTURULMASI VE BU KULTURLERE UYGULANAN BAZI
ELISITORLERIN ROZMARINIK ASIT URETIMINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Irten, Ali
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi [lhami Karatas
Eyliil 2022, xiv + 45 sayfa

Bu ¢alismada, reyhan (Ocimum basilicum L.) adventif kok siispansiyon kiiltiiriine uygulanan
cesitli elisitorlerin rozmarinik asit tiretimi, biyomas miktar1 ve antioksidan aktiviteye
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica elisitorlerin toplam fenolik bilesik igerigine
ve flavonoid miktarina etkileri de degerlendirilmistir. Adventif kok kiiltiiriiniin
olusturulmasinda in vitro kiiltiir kosullarda yetistirilen bir aylik bitkilerin hipokotil kisimlari
eksplant kaynag olarak kullamlmigtir. Eksplantlar 2 mg L IBA (indol-3-biitirik asit), 30 g
L1 sukroz ve 2 g L phytagel igeren 0.75 MS (Murashige ve Skoog) besin ortaminda karanlik
kosullarda kiiltiire alinmistir. Bu ortam kosullarinda gelisen adventif kokler ayni i¢erikli 100
mL besin ortami igeren (phytagel igermeyen) erlenmayerlerde (250 mL) 120 devir/dakika
’da galkayici tizerinde kiiltiire alinmistir. Kiiltiiriin 26. giiniinde besin ortamina elisitor olarak
farkli konsantrasyonlara yeast ekstrakt (125, 250 ve 500 ug mL™Y), kalsiyum kloriir (5 ve 10
mM) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L?) ilave edilmistir. Adventif kdkler siispansiyon
kiiltiirtiniin 30. giiniinde hasat edilerek yas agirliklari tartilmis ve kurutulmustur. Kurutulan
adventif kok numunelerinin rozmarinik asit igregi HPLC cihaziyla analiz edilmistir. Serbest
radikal giderme (DPPH), katyon radikali giderme (ABTS) ve indirgeme giicii (FRAP)
aktiviteleri ise spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Yapilan elisitor uygulamalar
icerisinde rozmarinik asit icerigindeki artis en fazla 125 pg mL™? yeast ekstrakt uygulanan
adventif koklerde belirlenmistir. Bu uygulamada rozmarinik asit miktar1 kontrol grubuna

gbre 1.44 kat artisla 40.44 mg g™ KA olarak gerceklesmistir. Toplam fenolik ve flavonoid



icerigi agisindan da en yiiksek degerler de 125 pg mL™ yeast ekstrakt uygulanan adventif
koklerde belirlenmistir. Kalsiyum kloriir ve sodyum selenit uygulamalar1 rozmarinik asit,
toplam fenolik ve flavonoid igerigini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli 6l¢lide
artirmistir. Bu uygulamalar bakimindan rozmarinik asit igerigindeki artis en fazla 5 mM
kalsiyum kloriir ve 8 mg L™ sodyum selenit uygulanan adventif koklerde sirasiyla 1.25 ve
1.24 kat olarak gerceklesmistir. Ayrica tiim elisitor uygulamalari adventif koklerin biyomas
miktarlarin1 kontrole gore onemli 6l¢iide azaltmistir. En yiiksek DPPH, ABTS ve FRAP
aktiviteleri 125 pg mL™* yeast ekstrakt, 5 mM kalsiyum kloriir ve 8 mg L™ sodyum selenit
uygulanan adventif koklerde belirlenmistir. Antioksidan aktivite ile metabolit miktarlar
arasinda giiglii bir korelasyon belirlenmistir. Sonug¢ olarak reyhan bitkisinden elde edilen
adventif koklerin rozmarinik asit tiretimi i¢in uygun materyaller oldugu ve elde edilen

bulgularin biiyiik 6l¢ekte liretime dnemli katki saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adventif kok, Antioksidan aktivite, Elisitor, Fenolik bilesik, Flavonoid,

Ocimum basilicum, Rozmarinik asit



ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF ADVENTITIOUS ROOT SUSPENSION CULTURES IN BASIL
(Ocimum basilicum L.) PLANT AND DETERMINATION OF THE EFFECTS OF SOME
ELICITORS APPLICATIONS ON ROSMARINIC ACID PRODUCTION

Irten, Ali
Master’s Thesis, Division of Bioengineering
Advisor: Asst. Prof. Dr. ilhami KARATAS
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™ IBA (Indole-3-butyric acid), 30 g L*
sucrose and 2 g L 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 pg mL™), calcium chloride (5 and 10
mM) and sodium selenite (4 and 8 mg L) 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 pg mL™ 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* DW. In terms of total phenolic and flavonoid content, the

highest values were determined in the adventitious roots applied 125 pg mL™? yeast extract.
\%



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™ 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 pg mL™ yeast extract, 5
mM calcium chloride and 8 mg L* 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.GIRIS

Reyhan (Ocimum basilicum L.) Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait 1liman ve sicak
iklim kosullarinda yetisen tek yillik tibbi ve aromatik bir bitkidir. Bitki baharat olarak
kullannmmin  yaninda  aromaterapi, kozmetik ve parfiimeri sanayinde de
degerlendirilmektedir. Igerdigi degerli sekonder metabolitler nedeniyle ila¢ sanayisinde
hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica gida sanayinde besin katki maddesi,
koruyucu ve raf omriinii artirici olarak da degerlendirilmektedir. Bitki fitokimyasal agidan
cok cesitli sekonder metabolitleri biinyesinde bulundursa da ana fenolik bilesigini

rozmarinik asit olusturmaktadir (Geng, 2016; Shahrajabian ve ark., 2020; Karatas 2022a).

Rozmarinik asit bitki sekonder metabolitlerinin fenolik bilesikler grubunda yer alan degerli
bir bilesiktir. Rozmarinik asit anti-enflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyal, anti-oksidan, anti-
diabetik ve anti-allerjik 6zellikleri yaninda bagisikligi giiclendirici, kanama durdurucu ve
iltihap onleyici gibi c¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu bilesige olan talebin
karsilanabilmesi amaciyla yiiksek miktarda rozmarinik asit igeren bitkilerin belirlenmesi
lizerine ¢ok sayida ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bitkilerde bulunan degerli metabolitlerin miktari
genotip, bitkinin yetistirildigi lokasyon, tarimsal uygulamalar, iklim ve hasat zamani gibi ¢ok
cesitli faktorlerden etkilenmektedir. Ayrica bu bilesigi iireten bircok bitki, cevresel
degisiklikler, asir1 toplama ve bilimsel olmayan hasat nedeniyle biyolojik ¢esitlilik kayb1 ve
yok olma tehdidi ile kars1 karsiyadir. Konvansiyonel tarimin belirtilen bu dezavantajlarinin
ortadan kaldirilmasi ve yiiksek verimde iiriin elde edebilmesi icin alternatif yontemlere
ithtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda degerli bilesiklerin tiretiminde bitki doku kiiltiirii
yontemleri geleneksel tarim ve kimyasal yontemlere alternatif bir yontem olusturmaktadir

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

Degerli sekonder metabolitlerin bitki doku kiiltiirii yontemleri ile {iretimi bir¢cok agidan
avantaj saglamaktadir. Bu yontemlerle yiiksek verim ve kalitede iiretim saglanabilirken, ayni
zamanda iklim, ¢evre ve toprak sartlarinin olumsuzluklarina maruz kalmadan kontrollii, hizli

ve siirekli iiriin elde edilebilmektedir. Bu biyoteknolojik yontemler bitkilerde diisiik miktarda



bulunan veya birgok nedenle geleneksel yontemlerle iiretilemeyen bilesiklerin tiretimine de
olanak saglayabilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karuppusamy, 2009;
Karatas, 2013; Karatas ve ark., 2016).

Bitki doku ve organ kiiltiirleri icerisinde yer alan adventif kok kdltiirleri birgok degerli
bilesigin ticari boyutta liretimine olanak saglayan biyoteknolojik bir yontemlerdir. Adventif
kokler bitkilerin kok disindaki herhangi bir doku veya organindan gelisen kokler olarak
adlandirilmaktadir (Steffens ve Rasmussen, 2016). Adventif kok kiiltiirleri degerli sekonder
metabolitlerin biiyiik 6l¢ekli iiretiminde diger hiicre, doku ve organ kiiltiirii yontemlerine
gore daha avantajlidir. Adventif kok kiiltiirlerinin baslica avantajlar1 arasinda hizli biiylime
oranlarina sahip olmasi, elde edilmelerinde higbir genetik transformasyon gerektirmemesi ve
sabit kalitede metabolit iiretimine olanak saglamalar1 6nemli bir yer tutmaktadir (Gaosheng
ve Jingming, 2012; Murthy ve ark., 2016; Karatas, 2021).

Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirlerinde tretilmesi istenen degerli bilesigin iiretiminin
saglanmas1 ve miktarlarinin artirilmasi amaciyla gesitli stratejiler gelistirilmistir. Elisitor
uygulamalari en yaygin kullanilan stratejiler arasinda yer almaktadir (Mulabagal ve Tsay,
2004; Shilpa ve ark., 2010, Karatas, 2013). Kullanilan elisitorler belirli genleri aktive ederek
biyoaktif bilesiklerin iiretimini uyarmaktadirlar. Bu amagla kullanilan metil jasmonat, yeast
ekstrakt ve salisilik asidin adventif kok kiiltiirlerinde degerli bilesiklerin ticari amagh

tiretiminde en etkili kimyasal elisitorler oldugu ifade edilmektedir (Lee ve ark., 2015).

Reyhan (Ocimum basilicum) kallus kiiltiirlerinde, hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde, sagak kok
kiiltirlerinde ve in vitro yetistirilen bitkilerde rozmarinik asit iiretimi ve elisitasyonu dnceki
caligmalarda yogun bir sekilde arastirilmistir. Ancak reyhan adventif kok kiiltiirlerinde
rozmarinik asit iiretimi ve elisitasyonu lizerine ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bu
calismada, reyhan adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmas1 ve bu kiiltiire
uygulanan gesitli elisitérlerin rozmarinik asit iiretimine, biyomas miktarina ve antioksidan
aktiviteye (DPPH, ABTS ve FRAP) etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica
elisitorlerin  toplam fenolik bilesik igerigi ve flavonoid miktarma etkileri de

degerlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleri ve Kullanim Alanlari

Bitki doku kiiltiirii yontemleri aseptik ve kontrolli (1s1k, sicaklik, pH vb.) kosullar altinda
bitkilerin doku, organ veya hiicrelerinin 6zel besin ortamlarinda biiyiitiilmesi ve
cogaltilmasi teknigi olarak tanimlanmaktadir (Thorpe, 2007; Lakhera ve ark., 2018). Bu
kiiltir yontemleri ile kaynak bitkiden alinan kisimlar (eksplant) kullanilarak embriyo,
slirglin, yaprak, kok veya ana bitkiyle benzer tam bir bitki gelisimi saglanabilmektedir.
Baz1 durumlarda ise eksplantlardan farklilasmamis hiicre toplulugu olarak adlandirilan
kalluslar gelismekte ve bunlar bir¢ok bitkinin klonal sekilde ¢ogalmasinda
kullanilabilmektedir (Babaoglu ve ark., 2001; Onay ve ark., 2012). Bu baglamda baslica
hiicre, doku ve organ kiiri doku kiiltiirii yontemleri arasinda kallus, kok, siispansiyon
kiiltiiri, organ kiiltiirii, protoplast kiiltiirii, embriyo kiiltiirii, anter-ovaryum kiiltiiri,
meristem kiiltlird, stirgiin kiiltiirii ve sagak kok kiiltiirleri sayilabilmektedir. Bu yontemlerin
basglica kullanim alanlari arasinda bitkilerin kolay ve hizli ¢ogaltilmasi, hastaliksiz bitki
tiretimi, virtissiiz bitkilerin tiretimi, somaklonal varyasyon olusturma, haploid bitki tiretimi,
in vitro seleksiyon, germplazm muhafazasi, somatik hibridizasyon, gen transferi, sentetik
tohum iiretimi ve sekonder (ikincil) metabolitlerin {iretimi 6nemli bir yer tutmaktadir
(Babaoglu ve ark., 2001; Onay ve ark., 2019).

2.2. Sekonder Metabolitler ve Kullanim Alanlar:

Bitkilerin igerdikleri kimyasal bilesikler primer ve sekonder (ikincil) olmak tizere iki kisimda
incelenmektedir. Primer metabolitler biiyiime ve iireme gibi yasamsal gorevlerde yer alirken,
sekonder metabolitler bitki bliylime, gelisimi ve ¢ogaltiminda etkin sekilde dahil olmamakla
birlikte c¢cevre adaptasyonu, hayatta kalma, korunmada ve savunmada goérevi olan
bilesikleridir (Topcu ve Colgegen, 2015). Bitkiler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin
bazilar1 belirli tiirlere 6zgiidiir. Genel olarak bu bilesikler bitkilerin belirli organlarinda veya

Ozellesmis hiicrelerinde bulundugu gibi bazilar1 da bitkinin belirli gelisim safhalarinda
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tiretilmektedirler (Cetin, 2006). Bu metabolitlerin bitkileri tuzluluk, UV 1sinlar1 ve kuraklik
gibi streslere kars1 savunmada nemli islevleri bulunmaktadir (Vuran ve Tiirker 2021; Oztop,
2022) Ayrica bitki tohumlarinin  dagiliminda ve tozlasmasinda da fonksiyon
gostermektedirler (Karagocuk, 2019). Farkli kimyasal yapilara sahip olan sekonder
metabolitler biyosentez yollarina gore fenolik bilesikler, terpenler ve alkaloidler olmak tizere

ti¢ grup altinda siniflandirilirlar (Topcu ve Colgegen, 2015).

Bitki sekonder metabolitlerinin belirtilen fonksiyonlar1 yaninda ¢ok ¢esitli biyolojik
aktivitelerinden dolay:r eczacilik (ilag), parfumeri (tonik, krem ve maske), zirai miicadele
(pestisit), kimya, tekstil (boya) ve gida sanayisi (tatlandirici, gida takviyesi, renk, kivam ve
koku) gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001; Hussain ve ark., 2012,
Caliskan ve ark., 2019). Son arastirmalarda, Diinya Saglhk Orgiitii’'nce ilan edilen 252
ana/Onemli ilacin yaklasik %11’inin dogal bitki kaynakli oldugu bildirilmistir (Cetin, 2006).
Cesitli sektorlerde kullanilan bazi sekonder metabolitlerin kullanim alanlar1 ve elde edildigi

bitki tiirleri Cizelge 2.1’de verilmistir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karatas, 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hussain%20MS%5BAuthor%5D

Cizelge 2.1. Cesitli sektorlerde kullanilan bazi sekonder metabolitler ve elde edildigi bitki

tiirleri (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Karatas, 2013)

Sektor Sekonder Kullanim Alani Elde Edildigi Bitki
Metabolit

Ajmasilin Antihipertansif Catharanthus roseus
Efedrin Brons agict Ephedra sinica
Kamptotesin Antitiimoral Camptotheca acuminata
Kodein Analjezik Papaver somniferum
Kolsisin Antitiimoral Colchicum autumnale
Digoksin Kardiatonik Digitalis lanata

iLAC Morfin Yatistirici Papaver somniferum
Taksol Antikanser Taxus brevifolia
Vinkristin Antilésemik Catharanthus roseus
Kinin Sitma tedavisi Cincbona ledgerana
Antosiyanin Renklendirici Vitis vinifera
Likopen Renklendirici Lycopersicum esculentum
Kinin Acilastirict Cinchona ledgeriana
Vanilin Koku verici Vanilla plenifolia

GIDA Taumatin Tatlandirict Thaumatococcus danielli
Glisirrizin Tatlandirici Glycyrrhiza glabra
Humulon Aci1 ve koku verici Humulus lupulus
Yasemin yagit [ Parfim Jasminum spp.

PARFUM Giil yag1 Parfiim Rosa damascena

KOZMETIK |1 avanta yagl Parfiim ve kozmetik | Lavandula officinalis

Piretrin Insektisit Chrysanthemum cinerariifolium
ZiRAAT Yasmolin insektisit Chrysanthemum cinerariifolium

Nikotin Insektisit Nicotiana tabacum
Anakardik asit J| Molluskusit Anacardicum occidentale

2.3. Sekonder Metabolitlerin Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleriyle Uretimi

Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri degerli sekonder metabolitlerin yiiksek verim ve sabit
kalitede tretimi icin geleneksel tarim yontemlerine ve kimyasal yontemlere alternatif

biyoteknolojik yontemlerdir (Karatag, 2022b). Degerli metabolitlerin s6z konusu



biyoteknolojik yontemlerle {iretimi pek ¢ok acidan avantaj saglayabilmektedir. Bu baglamda
sekonder metabolitler iklim degisiklikleri ve toprak sartlarindan bagimsiz, mikrobiyolojik
kontaminasyondan ve bocek saldirilarindan uzak, tiim siire¢leri kontrollii ve planli bir sekilde
takip edilebilen, zararli herbisit ve pestisidlerin kullanima gereksinim duymadan, sabit
kalitede ve yiiksek verimde siirekli iiretilebilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002;
Karuppusamy, 2009; Karatas 2013; Karatas ve ark., 2013). Bazi bitki tiirlerinde doku kiiltiirii
yontemleri ile tiretilmesi hedeflenen bilesiklerin listesi ve kullanilan doku kiiltiirii yontemleri

Cizelge 2.2°de verilmistir (Karuppusamy, 2009).

Cizelge 2.2. Baz1 bitki tiirlerinde doku kiiltiirii yontemleri ile tretilmesi hedeflenen

bilesiklerin listesi ve kullanilan doku kiiltiirti yontemleri (Karuppusamy, 2009).

Kullanilan doku Kaynak bitki Metabolit
kiiltiirii yontemi
Adgave amaniensis Saponin
Artemisia annua Artemisin
Coffea arabica Kafein
Coscinium fenustratum Berberine
Kallus Glycyrrhiza ec_hinata Flavon_oidler
Papaver somniferum Alkaloidler
Salvia miltiorrhiza Rozmarinik asit
Salvia officinalis Terpenoidler
Scutellaria columnae Fenolikler
Vitis vinifera Resveratrol
Taxus spp. Taxol
Mucuna pruriens L-Dopa
Vitis vinifera Antosiyanin
Nicotianan tabacum Nikotin
. . Hypericum perforatum Hypersin
Sispansiyon  [cino biloba Ginkosid-A
Anchusa officinalis Rozmarinik asit
Brucea javanica Alkaloidler
Catharanthus roseus Vincristine
Gynostemma pentaphyllum Saponin
Sacak kok Lithospermum ervthrorhizon Shikonin
Papaver somniferum Kodein
Silybum marianum Silymarin
Vinca major Vincamine




2.4. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmak I¢cin Uygulanan Stratejileri

Sekonder metabolitlerin bitki doku kiiltiirii yontemleriyle iiretiminde verim ve kalitenin
artirtlmas1 amaciyla cesitli stratejiler uygulanmaktadir (Yagci ve ark., 2008). Bu baglamda
metabolitlerin yiiksek miktarlarda tiretimi i¢in Onceki bir¢ok arastirmalarda belirtilen

stratejilerin bazilar1 asagida verilmistir.

1. Ticari anlamda sekonder metabolit liretimi i¢in hiicre hatlar1 ve klonlarin taranmasi
tiretimi hedeflenen bilesigin daha yiiksek seviyelerde iiretimine imkan1 saglayabilmektedir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

2. Bitki doku kiiltiirii yontemleriyle metabolit {iretiminde verim ve kalitenin artirilmasi i¢in
uygun besin ortaminin se¢imi ve optimizasyonu temel parametrelerden birini
olusturmaktadir. Hiicrelerde {iretilen degerli metabolitlerin miktarlar1 besi ortamlarinin
icerigi, ortama ilave edilen bitki hormonlar1 ve Kkiiltiir sartlarindan o6nemli Olgiide
etkilenmektedir. Kullanilan besin ortaminin ¢esidi ve igerigi hem biyomas hem de
metabolitlerin yiiksek miktarda elde edilmesini etkilemektedir (Shilpa ve ark., 2010).
Metabolit tiretiminde etkili olan kiiltiir ortami sartlar1 fiziksel ve kimyasal kosullar olmak
tizere iki kisimda incelenmektedir. Karbon kaynagi, bitki biiyiime diizenleyicileri, mikro ve
makro elementler ve pH kiiltiiriin kimyasal kosullarini olusturmaktadir. Fiziksel kosullari ise
151k, sicaklik, fotoperiyot, havalandirma ve calkalama islemleri gibi olusturmaktadir
(Chandran ve ark., 2020).

3. Besi ortamina ilave edilen Onciil bilesikler metabolit iiretiminin artirilmasinda yaygin
sekilde kullanilan bir stratejidir. Bitki hiicrelerinde bulunan herhangi bir bilesigin biyosentez
mekanizmasinin net bir sekilde bilinmesi durumunda bu mekanizma iizerinde yer alan
baslangig/ara tirlinlerin kiiltiir ortamina ilave edilmesi ile (enzimsel reaksiyonlar uyarilarak)

istenilen bilesigin iiretimi artirilabilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002)



4. Uretilmek istenen bilesigin biyosentez mekanizmasindaki ana gen veya genlerin
ekspresyonun artirilmasi metabolit iiretiminde kullanilan stratejiler arasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir (Isah ve ark., 2018). Bu baglamda Saussurea involucrate bitkisinin i¢erdigi
apigenin bilesiginin tiimorogenezi inhibe ettigi bilinmektedir. Bitkide diisiik miktarda
bulunan bu bilesigin artirilmasina yonelik ¢aligmalar yiiriitilmistiir. Bu amagla bitkide
olusturulan sagak kok kiiltiiriine kalkon izomeraz enziminin geni aktarilmis ve bu genin asiri
ekspresyonu neticesinde kontrole gore on iki kat daha fazla apigenin elde edildigi
bildirilmistir (Li ve ark., 2006).

5. Sekonder metabolit liretimini artirmada yaygin olarak kullanilan bir diger strateji elisitor
uygulamalaridir. Elisitorler sekonder metabolitlerin biyosentezini indiikleyebilen veya
artirabilen biyotik veya abiyotit faktdrlerdir. Elisitdr olarak tanimlanan mikrobiyal, fiziksel
veya kimyasal stres faktorleri sekonder metabolitlerin {iretimini artirabildiginden degerli
metabolitlerin {iretiminde de bir strateji olarak yararlanilmaktadir. Elisitor uygulama
stratejisinin metabolit iiretimi ve biyomas TUretimi Uzerindeki etkinligi elisitor tipi,
konsantrasyonu, maruz kalma siiresi, uygulama programu, kiiltiir tipi, hiicre hatti, besiyeri
kompozisyonu, kiiltlirlin yas1 ve asamasi gibi cesitli parametrelerden onemli olgiide
etkilenmektedir (Karatas, 2013; Halder ve ark., 2019). Elisitorler bitkilerin membran
reseptoriiyle etkilesime girerek sekonder bilesiklerin biyosentezi ile ilgili genlerin
aktivasyonuna ve ekspresyonuna yol agmaktadirlar (Zhao ve ark., 2005). Elisitorlerin yapay
olarak in vitro kiltiirlere uygulamanin temel amaci, bitkilerin dogal kosullarda stres
nedeniyle meydana gelen hasarin benzeri taklit edilerek hiicreleri veya dokular1 olas1 bir
biyotik/abiyotik saldir1 i¢in yanlis yonlendirmektir (Giri ve Zaheer, 2016). Elisitorler
yapilaria gore biyotik (biyolojik kdkenli) ve abiyotik (biyolojik olmayan) olmak iizere iki
grupta incelenir. Kaynagina gore ise endojen ve egzojen olarak siniflandirilmaktadirlar.
Yapilarina ve kaynaklarima gore simiflandirilan elisitorler Cizelge 2.3’de verilmistir

(Namdeo, 2007).



Cizelge 2.3. Yapilarina ve kaynaklarina gore elisitorlerin siniflandirilmasi (Namdeo, 2007).

YAPILARINA GORE ELiSITORLER
Biyotik Elisitorler Abiyotik Elisitorler
» Dogrudan mikroorganizmalar
tarafindan salinan ve bitki hiicrelerince
taninanlar (enzimler, hiicre duvari

parcaciklari) » Fiziksel ve kimyasal kaynaklidir
» UVisig
» Mikroorganizmalarin bitki hiicre » Gerekli olmayan ortam bilesenleri
duvarindaki islevi sonucu olusanlar (agaroz)
(pektin fragmentleri) » Agir metaller

» Kimyasallar
» Mikroorganizmanin iizerinde bitki
enzimlerinin islev gérmesiyle olusanlar

(kitosan, glukan) Membran yikicilar (deterjanlar)
Fungusitler (butylamine)
» (Cesitli uyaricilara yanit i¢in bitki Herbisitler (acifluorofen)

hiicreleri tarafindan olusturularak ortama
salinan endojen ve her zaman dogada
mevcut olan bilesikler

KAYNAKLARINA GORE ELISITORLER

Egzojen Elisitorler Endojen Elisitorler
Hiicre dis1 orjinlidir Hiicre i¢i orjinlidir
Polisakkaritler (glukan, glukomannoz,
kitosan) Aljinat oligomerler

Hepta-p-glukosidaz
Peptitler (monilikolin, poli-L-lisin,
poliamin, glikoproteinler)

Enzimler (seliilaz)
Yag asitleri (arasonik asit)

2.5. Adventif Kok Kiiltiirii

Adventif kokler, bitkilerin kok dis1 herhangi bir dokusundan (yaprak, gévde, nod vb.) gelisen

kokler olarak tanimlanmaktadir. Bu kokler olumsuz ¢evresel kosullarinda veya streslere yanit
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olarak iiretilebilmektedir (Rahmat ve Khan, 2019). Adventif kok kiiltiirleri tip, tarim, ilag,
pigment ve boya gibi ¢esitli sektorlerde ihtiyag duyulan ikincil metabolitleri tiretilebilecegi
degerli bir yontemdir (Nagarajan ve ark., 2011). Sacak kok kiiltiirti ile karsilastirildiginda
adventif kokler opin benzeri bilesikler olusturmamakta, hizli biiyliimekte, bakteri DNA dizisi
icermemekte ve elde edilmesinde higbir genetik transformasyona gereksinim
duyulmamaktadir. Adventif koklerin belirtilen 6zellikleri nedeniyle sagak kok kiiltiiriine
tercih edilmektedir (Gaosheng ve Jingming, 2012; Murthy ve ark., 2016). Ayrica adventif
koklerin hizhi bliyiimeleri ve ikincil metabolitleri stabil olarak tiretmeleri nedeniyle son
yillarda tibbi ve ekonomik agidan 6nemli bir¢cok bitkide bu yontemle metabolit iiretim
olanaklar1 arastirilmistir. Ozellikle arastirmalar elisitor uygulamalari, kullanilan besin
ortamlari ve hormonlarin optimizasyonu ve biyoreaktdr uygulamalar1 iizerine

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

2.6. Ocimum basilicum L. (Reyhan)

Ocimum basilicum L. tropikal ve subtropikal iklimlerde yetisen Lamiaceae (Ballibabagiller)
familyasina ait tek yillik otsu bitkidir. Bitki diinya genelinde farkli isimlerle
adlandirilmaktadir. Bilimsel olarak Ocimum basilicum L. olarak adlandirilan bitki,
Fransizca-Basilic, Almanca-Basilikum, Ispanyolca-Albahaca olarak, Fars¢a ve Arapgada ise
sirastyla reihan ve rehan olarak adlandirilmaktadir (Shahrajabian ve ark., 2020). Bitki

Tiirkiye’de yaygin olarak reyhan veya feslegen olarak bilinmektedir (Geng, 2016).

Ocimum cinsinin, Afrika, Asya ve Orta Amerika’nin iliman ve sicak bolgelerinde dogal
olarak yetistigi ve Diinyada 65’in lizerinde tiire sahip oldugu bildirilmistir. Bunlardan
Ocimum bacilicum L. morfolojik ve kimyasal igerigi bakimindan genis bir varyasyon
gostermektedir (Makri ve Kintzios, 2008; Solmaz, 2017). Bu nedenle Ocimum tiirleri
igerisinde Ocimum bacilicum L. en fazla ekonomik Oneme sahip olup, baharat, gida,
kozmetik, parfiimeri ve ila¢ sanayilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Geng, 2016).
Bitkinin taze yapraklar1 sos, jole, bal, bitkisel ¢ay, yemek, salata, sirke ve tursularda

degerlendirilmektedir (Makri ve Kintzios, 2008). Reyhan halk hekimliginde istah agici,
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diabetik hastaliklarin tedavisi, cilt enfeksiyonlari, sindirimi kolaylastirma, mideyi yatistirma,
idrar soktiiriicii ve spazm giderici olarak kullanilmaktadir (Farouk ve ark., 2016). Ayrica
bitkinin antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antikanser, antiinflamatuar, antiiilser,
antiviral, insektisidal, hipoglisemik, hipolipidemik, kardiyak uyarici ve yara iyilestirici gibi
aktiviteler gosterdigi ifade edilmistir. Bitkinin bu biyolojik 6zellikleri sahip oldugu fenolik,
flavonoid, terpen ve alkaloid gibi farkli kimyasal gruplara ait bilesiklerden ileri gelmektedir.
Bu baglamda reyhan bitkisi yiiksek miktarda fenolik bilesik icermekte ve ana fenolik
bilesiklerini rosmarinik asit, sisorik asit, kaftarik asit ve kafeik asit olusturmaktadir (Karatas

2022a, Karatas 2022b).

2.7. Rozmarinik asit

Rozmarinik asit, kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit) ve 3,4-dihidroksifeniklaktik asidin
esteri fenolik bilesik olup L-tirozin ve L-fenilalanin amino asitlerinden sentezlenmektedir.
Rosmarinik asit antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar, antialerjik, antitimor,
noroprotektif ve antianjiyogenik gibi ¢ok sayida biyolojik ve farmakolojik aktivite
gostermektedir (Petersen, 2013; Kim ve ark., 2015). Bu bilesigi tlireten birgok bitki, ¢evresel
degisiklikler, asir1 toplama ve bilimsel olmayan hasat nedeniyle biyolojik cesitlilik kayb1 ve
yok olma tehdidi ile kars1 karsiyadir. Ayrica rosmarinik asidin kimyasal sentezi karmagik ve
dogal kaynaklar1 siirlidir. Rosmarinik aside olan talebi karsilamak icin bitki hiicre, doku
organ ve sagak kok kiiltiirleri gibi biyoteknolojik yontemlerle iiretim olanaklari yogun bir
sekilde arastirilmistir. Bu amagla Ocimum basilicum, Satureja hortensis, Satureja
khuzistanica, Mentha % piperita, Salvia officinalis, Coleus blumei ve Dracocephalum
moldavica gibi bir¢ok bitki tiiriinde hiicre, doku ve organ kiiltiirii yontemleri kullanilarak

aragtirmalar yapilmistir (Karatas, 2022b).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Bitkisel materyal olarak kullanilan reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinin tohumlar

Zengarden geleneksel tohum firmasindan (Izmir, Tiirkiye) temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Laminer kabin

Bilser

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

Hassas terazi Precisa
Otomatik pipet Gilson

pH metre Hanna
Santrifiij Hettich
Spektrofotometre Shimadzu
Otoklav Niive
Magnetik karistirict Heidolph-MR
Calkalayic Memmert
Etuv Memmert
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3.1.3. Kullamilan kimyasallar

Etanol

HCI

Metanol

MS besin ortami

NaOH

Phytagel

Tween-20

Sukroz

Kalsiyum Kloriir (CaClz)
Sodyum selenit (NazSeOs)
Yeast extrakt
Rozmarinik asit

Indol biitirik asit
Folin-Cioceltaus
Asetonitril

DPPH

ABTS

AICl;

Na2COs

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Duchefa
Merck

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Duchefa
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Merck

Merck
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Diklorometan Sigma-Aldrich

Formik asit Sigma-Aldrich
Kuersetin Sigma
Gallik asit Sigma
FeClz Sigma-Aldrich
KsFe(CN)e Merck
CH3COONa Sigma-Aldrich
Trikloroasetik asit Sigma-Aldrich
K2S20s Sigma-Aldrich
3.2. Yontem

3.2.1. Eksplant kayna@ bitkilerin steril kosullarda yetistirilmesi

Eksplant kaynagi olarak kullanilan reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkileri in vitro kiiltiir
kosullarinda yetistirilmistir. Aseptik bitkiler yiizey sterilizasyonu saglanan tohumlarin
cimlendirilmesiyle elde edilmistir. Reyhan bitkilerin yetistirilmesinde kullanilan besin
ortam1 4,4 g L' MS (Murashige ve Skoog, 1962), 30 g L™ sukroz ve 2 g L phytagel’den
olugsmaktadir. Bu besin ortamimm pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI kullanarak 5,8’¢
ayarlanmigtir. Besin ortamlarinin sterilizasyonu 121°C, 2 atmosfer basingta 15 dakika
otoklavlanarak saglanmistir. Daha sonra besin ortamlari laminer kabin igerisinde steril

kavanozlara (50 mL) dagitilmistir.

Reyhan tohumlarinin yiizey sterilizasyonu etil alkol (%70 v/v) igerisinde 1 dakika
bekletildikten sonra sodyum hipoklorit ¢ézeltisinde (%2 lik; 2-3 damla tween-20 igeren) 30

dakika karigtirilarak saglanmistir. Bu asamadan sonra tohumlar siiziilerek sodyum hipoklorit
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¢ozeltisinden arindirilmistir. Bu amagla tohumlar steril su ile ii¢ kez durulanmistir. Yiizey
sterilizasyonu saglanan tohumlar kavanozlara aktarilarak karanlik kosullarda inkiibatorde
¢imlenmesi saglanmistir. Cimlenme siireci tamamlandiktan sonra (10 giin) bitkiler 16 saat

151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 20 giin yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Reyhan tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve in vitro kosullarda bitkilerin yetistirilmesi

3.2.2. Adventif kok Kiiltiiriiniin olusturulmasi

Adventif koklerin elde edilmesinde aseptik kosullarda yetistirilen reyhan bitkilerinin
hipokotil kisimlar1 eksplant kaynagi olarak Kkullanilmistir (Sekil 3.2). Adventif kok
kiltliriiniin olusturulmasinda kullanilan besin ortam1 3.3 g L MS temel besin ortamina, 30
g Lt sukroz, 2 mg L IBA (indol-3-biitirik asit) ve 2 g L phytagel ilave edilerek
hazirlanmistir. Bu besin ortaminin pH’ sinin ayarlanmasi ve sterilizasyonu eksplant kaynagi
bitkilerin yetistirilmesinde (Bo6lim 3.2.1.) belirtilen kosullara gore gergeklestirilmistir.
Hipokotil eksplantlari bu besin ortamini igeren petri kaplarinda karanlik kosullarda
(inkiibatorde) kiiltiire alinmistir. Bu kosullarda gelisen adventif kokler kiiltiirtin 15. glinde
ayni besin igerikli petri kaplarina aktarilarak alt kiiltiire alinmigtir. Elde edilen adventif kokler
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kiltirin 30. giliniinde eksplant kaynaklarindan ayirarak siispansiyon kiiltiirlerinin

olusturulmasinda kullanilmastir.

Sekil 3.2. Hipokotil eksplantlar1, adventif kokler ve ¢aligmalarda kullanilan inkiibator

3.2.3. Adventif kok siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmasi ve elisitor uygulamalari

Kat1 besin ortamindan elde edilen adventif kokler adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinin
olusturulmasinda baslangi¢c materyali olarak kullanilmistir. Siv1 kiiltiirlerin olusturulmasinda
kullanilan besin ortami kati kiiltiirden farkli olarak phytagel icermemektedir. Adventif kokler

(10 g) 100 mL besin ortami igeren 250 mL’lik erlenmayerlerde ¢alkalayic1 (120 devir/dakika)
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tizerinde kiiltiire alinmistir. Erlenmayerler karanlik ortam kosullarinda 25 + 2 °C sicaklikta
inkiibe edilmistir. Kiiltlirlin  26. gilinlinde besin ortamina elisitor olarak farkl
konsantrasyonlarda yeast ekstrakt (125, 250 ve 500 pg mL™), kalsiyum kloriir (5 ve 10 mM
CaCl,) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L Na,SeOs) ilave edilmistir. Adventif kokler
siispansiyon kiiltliriiniin 30. giiniinde hasat edilerek yas agirliklar1 tartilmis ve diger

analizlerde kullanmak tizere kurutulmustur (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Adventif kok siispansiyon kiiltiiriiniin olusturulmasi
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3.2.4. Adventif kok ekstraktlarin hazirlanmasi

Sekonder metabolit miktart (rozmarinik asit, toplam fenolik bilesik, flavonoid) ve
antioksidan aktivitenin (DPPH, ABTS ve FRAP) analizi i¢in adventif kokler metanol-
diklorometan (4:1) ¢ozeltisinde ekstrakte edilmistir. Bu baglamda kurutulmus adventif kok
numuneleri (0.2 g) 10 mL ¢ozeltide ekstrakte edildikten sonra filtre (0.22 um) edilmistir.
Ekstraktlar analiz siirecinin sonuna kadar koyu renkli cam siselerde +4 °C’de depolanmistir
(Karatas, 2022a).

3.2.5. Rozmarinik asit analizi

Adventif koklerin rozmarinik asit icerigi yiiksek performanslhi sivi kromatografi (HPLC)
cihaz1 ile Karatas (2022a)’in belirttigi yonteme gore yapilmistir. Analiz asamasinda
kullanilan gradient programi ve cihaz kosullari Cizelge 3.1’de verilmistir. Adventif koklerin
rozmarinik asit miktarlari kalibrasyon grafigi kullanarak belirlenmistir. Standart rozmarinik

asit bilesigine ve adventif koklere ait kromatogramlar Sekil 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Rozmarinik asit analizinde kullanilan gradiyent programi ve cihaz kosullari

Ozellik Kosullar

Kolon Phenylhexyl (4.6 x 150 mm) kolon (GL Sciences
InterSustain, Japan)

Detektor Photodiode Array Detector (PDA)

Akis hiz1 1 mL dak?!

Kolon sicakligi 30 °C

Enjeksiyon hacmi 10 uLL

Dalga boyu 330 nm

Mobil faz Coziicli A : deiyonize suda % 0.1 formik asit
Coziicii B: asetonitril

Gradiyent programi 0 dak, % 100 Ave % 0B
5dak, % 80 Ave % 20 B
10 dak,% 50 A ve % 50;
15 dak, % 30 A ve % 70 B
20 dak, % 100 Ave % 0B
25 dak, % 100 Ave % 0 B
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Sekil 3.4 Adventif koklere (A) ve standart rozmarinik asit (B) bilesigine ait HPLC

kromatogramlari

3.2.6. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Reyhan adventif koklerinin toplam fenolik bilesik iceriklerinin belirlenmesinde Slinkard ve

Singleton (1977)’un metodu kullanilmistir. Deney tiiplerine 100 uL numune ekstraktlari ilave

edildikten sonra iizerine 4.5 mL saf su ve Folin-Cioceltaus (100 uL) eklenmistir. Reaksiyon

karisimi oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra iizerine 300 pL Na,COs (%2)

eklenmigtir. Deney tiipleri oda kosullarinda 2 saat bekletildikten sonra 760 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 spektrofotometrede okunmustur. Adventif koklerin toplam fenolik

madde igerikleri kalibrasyon grafigi kullanarak gallik aside es deger olarak belirlenmistir.
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3.2.7. Flavonoid miktarmin belirlenmesi

Reyhan adventif koklerinin flavonoid igeriklerinin belirlenmesinde Pekal ve Pyrzynska
(2014)’1n metodu kullanilmistir. Deney tiiplerine 100 uLL numune ekstraktlari ilave edildikten
sonra lizerine 1.5 mL etanol ve 100 uL AlCl3 (%10) eklenmistir. Daha sonra deney tiiplerine
100 uL. 1 M NaCH3COO ilave edilerek toplam hacim saf su ile 5 mL tamamlanmuistir.
Reaksiyon karisimlari oda kosullarinda 30 dakika bekletildikten sonra 427 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 spektrofotometrede okunmustur. Adventif koklerin flavonoid

icerikleri kalibrasyon grafigi kullanarak kuersetine es deger olarak belirlenmistir.

3.2.8. Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH)

Serbest radikal (DPPHe) giderme aktivitesi Blois (1958) metoduna goére yapilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda numune ekstraktlar1 bulunan deney tiiplerinin hacimleri etanol ile 3
mL’ye ayarlanmistir. Daha sonra bu tiiplere 1 mL 0.26 mM DPPHe ilave edilerek
vortekslenmistir. Deney tiipleri oda kosullarinda 30 dakika (karanlik) inkiibe edildikten sonra
517 nm’deki absorbanslari spektrofotometrede okunmustur. Adventif kdklerin ICsg degerleri
derigim/aktivite (% aktivite) grafigi kullanilarak belirlenmistir.

DPPH giderme aktiViteSi (%) = [(AbskontroI'AbSnumune)/AbSkontroI]XlOO

3.2.9. Indirgeme giicii aktivitesi (FRAP)

Numunelerin indirgeme giicti aktivitelerinin belirlenmesinde Oyaizu (1986) metodu
kullanilmistir. Farkli miktarlarda numune ekstraktlar1 bulunan deney tiiplerinin hacimleri
fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ile 1.25 mL’ye ayarlanmistir. Deney tiiplerinin {izerine 1.25
mL KsFe(CN)s (%]1) eklendikten sonra etiivde (50 °C) 20 dakika bekletilmistir. Bu siire
tamamlamadiktan sonra tiiplere sirasiyla 1.25 mL trikloroasetik asit (%10) ve 0.25 mL FeCls

(%0.1) eklenilmistir. Deney tiiplerinin 700 nm absorbanslar1 spektrofotometrede
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okunmustur. Adventif koklerin indirgeme giicii aktiviteleri kalibrasyon grafigi kullanarak

troloks es deger olarak belirlenmistir.

3.2.10. Katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS)

Numunelerin katyon radikali giderme aktivitelerinin belirlenmesinde Re ve ark., (1999)’1n
metodu kullanilmistir. Farkli miktarlarda numune ekstraktlar1 bulunan deney tiiplerinin
hacimleri fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.4) ile 3 mL’ye ayarlanmigtir. Daha sonra bu tiiplere 1
mL ABTS-K2S20s ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmistir. ABTS-K2S20s ¢ozeltisi 2 mM ABTS
(2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) ¢ozeltisi ile 2.45 mM potasyum persiilfat
(K2S208) ¢oOzeltisinin 1:2 oraninda karistirildiktan sonra karanlikta 6 saat bekletilerek
hazirlanmistir. Deney tiipleri oda kosullarinda (karanlikta) 30 dakika bekletildikten sonra 734
nm dalga boyundaki absorbanslari spektrofotometrede okunmustur. Adventif koklerin ICso

degerleri derisim/aktivite (% aktivite) grafigi kullanilarak belirlenmistir.

ABTS gidel’me aktiViteSi (%) = [(AbskontroI'AbSnumune)/AbSkontroI]XlOO

3.2.11. istatistiki analizler

Tiim uygulama ve analizler {i¢ tekrarli olarak yapilmistir. Bu ¢alismada elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri SPSS 20 (Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu aralik testine gore belirlenmistir

(Duncan, 1955). Korelasyon analizleri ise Pearson's korelasyon testine gore yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu galismada Ocimum basilicum L. (reyhan) bitkisinden elde edilen adventif koklerin
metabolit iceriklerine ve antioksidan aktivitelerine cesitli elisitorlerin etkileri incelenmistir.
Adventif koklerin elde edilmesinde in vitro kosullarda yetistirilen bitkilerin hipokotil
kisimlar1 eksplantlar1 kaynagi olarak kullanilmigtir. Kati kiiltiir kosullarinda elde edilen
adventif kokler sivi (slispansiyon) kiiltiir kosullarmma aktarilarak 26 giin boyunca
cogaltilmistir. Bu siirenin sonunda adventif koklere 4 giin siireyle siispansiyon kiiltiir
kosullarinda yeast ekstrakt, kalsiyum kloriir ve sodyum selenit’in farkli konsantrasyonlari
elisitér olarak uygulanmustir. Elisitor uygulamalar1 tamamlandiktan sonra adventif kokler
hasat edilerek kurutulmustur. Bu koklerin toplam fenolik bilesik, flavonoid ve rozmarinik
asit igerikleri analiz edilmistir. Antioksidan aktiviteleri ise serbest radikal (DPPH") giderme
aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi (FRAP) ve katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS™)
yontemleri ile belirlenmistir. Adventif kokleri rozmarinik asit igerigi yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Diger metabolitlerin miktarlar1 ve antioksidan

aktiviteleri ise spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir.

4.1. Yeast Ekstrakt Uygulanan Adventif Koklerin Sekonder Metabolit Icerikleri

Reyhan (O. basilicum) adventif kdok siispansiyon kiiltiiriinde metabolit iiretimine yeast
ekstrakt’in etkilerinin belirlenmesi amaciyla kiiltiire 125 pg mL? (YE125), 250 pg mL*
(YE250) ve 500 pg mL™* (YE500) olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda yeast ekstrakt
uygulanmistir. Bu uygulamalarin adventif koklerin toplam fenolik bilesik, flavonoid ve

rozmarinik asit igerigine etkileri Sekil 4.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.1. Yeast ekstrakt uygulanan adventif koklerin toplam fenolik bilesik (A), rozmarinik
asit (B) ve flavonoid igerikleri (C)

Yeast ekstrakt uygulamalar1 adventif koklerin sekonder metabolit iceriginde istatistiksel
olarak onemli farkliliklar meydana getirmistir. Bu uygulamalar metabolit igerigini kontrol
grubuna gore artirmistir. Bu baglamda en yiiksek rozmarinik asit, fenolik bilesik ve flavonoid
icerigi 125 ug mL* yeast ekstrakt (YE125) uygulanan adventif koklerde sirasiyla 40.44 mg
gl KA, 41.04 mg g KA ve 3.88 mg g kuru agirlik (KA) olarak belirlenmistir. YE250
uygulamasi rozmarinik asit igerigini artirsa da bu artis kontrol grubuyla istatistiksel olarak
onemli bir farklilik olusturmamistir. Bu ¢alismaya benzer dnceki bir ¢aligmada Ocimum
basilicum L. hiicre siispansiyon kiiltiirine uygulanan farkli yeast ekstrakt
konsantrasyonlarinin (5, 25, 50, 100 ve 200 mg L‘l) rozmarinik asit, toplam fenolik bilesik

ve flavonoid igerigini artirdigini bildirmistir. S6z konusu bu ¢alismada en yiiksek rozmarinik
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asit, toplam fenolik bilesik igerigi ve flavonoid igerigi 200 mg L' yeast ekstrakt
konsantrasyonunda belirlenmistir (A¢ikgoz, 2020). Yiiriitiilen bu ¢alismanin sonuglar1 mor
reyhan bitkisinin kallus kiiltiiriine yeast ekstrakt uygulamanin metabolit liretimine etkilerinin
incelendigi calismanin sonuglariyla ortiismektedir. S6z konusu ¢alismada kallus kiiltiiriine
yeast ekstrakt 1, 10, 25, 50, 100 200 ve 400 mg L™ olmak iizere farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Bu ¢alismanin neticesinde en yiiksek rozmarinik asit, toplam fenolik bilesik
ve flavonoid igeriginin 100 mg L yeast ekstrakt uygulanan kalluslar da belirlendigi
bildirilmistir. Ayrica séz konusu ¢alismada metabolit ierigi 100 mg L™ yeast ekstrakt
konsantrasyonuna kadar artarken bu konsantrasyondan sonra metabolit i¢eriginin azaldigi
ifade edilmistir (Zaman ve ark., 2022). Benzer sekilde yiiriitilen bu calismada da
metabolitlerin miktarlar1 125 ug mL™ yeast ekstrakt konsantrasyonundan sonra azalmistir.
Ancak Agastache rugosa hiicre siispansiyon kiiltiirtinde maksimum rozmarinik asit igerigi
750 mg L gibi yiiksek yeast ekstrakt konsantrasyonun da belirlenmistir. S6z konu ¢alismada
da rozmarinik asit icerigi 750 mg L yeast ekstrakt konsantrasyonuna kadar artan yeast
ekstrakt konsantrasyonu ile artarken bu noktan sonra belirgin bir sekilde azaldig: ifade
edilmistir (Park ve ark., 2016). Bu baglamda bitki doku ve organ kiiltiirii yontemleriyle
metabolit iiretiminde optimum elisitor konsantrasyonunun belirlenmesi kritik Onem
tagimakta ve optimum konsantrasyon bitki tiirine ve kullanilan in vitro yonteme gore

farkliliklar gosterebilmektedir.

4.2. Yeast Ekstrakt Uygulanan Adventif Koklerin Antioksidan Aktiviteleri

Adventif kok siispansiyon kiiltiirline yeast ekstrakt uygulamanin antioksidan aktiviteye
etkileri Sekil 4.2.’de verilmistir. Adventif koklerin ABTS ve DPPH sonuglar1 radikalin
baslangi¢ konsantrasyonunun %50’sini gideren numune miktar1 olarak (ICso) ifade
edilmistir. Bu baglamda diisiik 1Cso degerine sahip numuneler daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermektedirler. FRAP aktivitesinin sonuglari ise standart antioksidan bilesik olan

troloks’a esdeger olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Yeast ekstrakt uygulanan adventif koklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C)
yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

Yeast ekstrakt uygulamalari adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerinde
istatistiksel olarak onemli farkliliklar meydana getirmistir. Yeast ekstrakt uygulamalari
adventif koklerin antioksidan aktivitelerini li¢ metoda gore de artmustir. En yiiksek DPPH,
ABTS ve FRAP aktivitesi 125 g mL™? yeast ekstrakt (YE125) uygulanan adventif koklerde
sirastyla 59.64 pg mL?, 47.09 ug mL* ve 569.78 umol TE g* KA olarak belirlenmistir.
Ayrica, adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri ile rozmarinik asit, toplam
fenolik bilesik ve flavonoid igerikleri arasinda gii¢lii bir korelasyon belirlenmistir.
Korelasyon tablosu Cizelge 4.1’de verilmistir. DPPH ve ABTS aktiveleri ile sekonder
metabolit miktarlar1 arasinda belirlenen korelasyon yoniiniin negatif olmasinin nedeni bu
analizlerin sonuglarinin 1Cso olarak belirlenmesinden kaynaklanmaktadir. 1Cso radikalin

baslangi¢ konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan numune miktari olarak tanimlanmaktadir.
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ICso degerleri ile antioksidan aktivite arasinda ters oranti bulunmaktadir. Farkli bir ifadeyle
orneklerin ICso degerleri diistiikge antioksidan kapasiteleri artmaktadir. Calismamizda ABTS
ve DPPH i¢in en diisilk ICso degerleri, yani en yiiksek antioksidan aktivite, metabolit
iceriklerinin en yiiksek oldugu ortam kosullarinda belirlenmistir. Bu baglamda numunelerin
sekonder metabolit igerikleri arttikga ICsp degerleri diismekte ve antioksidan aktiviteleri
artmaktadir. Mor reyhan bitkisinin kallus kiiltiiriinde yiiriitiilen benzer bir ¢alismada en
yiilksek DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerinin 100 mg L™ yeast ekstrakt uygulanan
kalluslarda belirlenmistir. S6z konusu calismada kalluslarin antioksidan aktiviteleri ile
metabolit igerikleri (toplam fenolik bilesik ve flavonoid) arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu ifade edilmistir (Zaman ve ark., 2022). Benzer bir ¢alismada ise en yiiksek DPPH
aktivitesinin maksimum toplam fenolik bilesik ve flavonoid igeriginin elde edildigi 200 mg
L yeast ekstrakt uygulanan reyhan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde oldugu bildirilmistir
(Acikgoz, 2020).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda yeast ekstrakt uygulanan adventif koklerin sekonder
metabolit igerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki korelasyon

FRAP DPPH ABTS
(umol TE) (ICs0) (ICs0)
Rozmarinik asit 0.848** -0.794** -0.726**
Toplam fenolik bilesik 0.951** -0.896** -0.758**
Flavonoid 0.926** -0.969** -0.822**

** Korelasyon 0.01 diizeyinde 6nemlidir (2-tailed)

4.3. Kalsiyum Kloriir Uygulanan Adventif Kéklerin Sekonder Metabolit icerikleri

Reyhan (O. basilicum) adventif kok siispansiyon kiiltiiriinde rozmarinik asit, toplam fenolik
bilesik ve flavonoid iiretimine kalsiyum kloriiriin etkilerin belirlenmesi amaciyla kiiltiire 5

mM (Ca5) ve 10 mM (Cal0) olmak ftizere iki farkli konsantrasyonda kalsiyum kloriir
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uygulanmistir. Kalsiyum kloriir uygulanan adventif koklerin metabolit igerikleri Sekil 4.3.”de

verilmistir.
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Sekil 4.3. Kalsiyum kloriir uygulanan adventif koklerin toplam fenolik bilesik (A),
rozmarinik asit (B) ve flavonoid igerikleri (C)

Kalsiyum (Ca) hiicre =zarlarinin yapisinda ve gegirgenliginde, bitki hiicrelerinin
boliinmesinde ve uzamasinda, Karbonhidrat translokasyonunda ve N metabolizmasinda
onemli rol oynayan iki degerli bir katyon ve temel bir elementtir. Ayrica kalsiyum bitkilerin
hiicre metabolizmalarinda, sinyal iletimlerinde ve besin maddelerinin hiicre zarlarindan
gecislerinde de diizenleyici rol oynamaktadir (Ahmad ve ark., 2016). Yiiriitiilen bu ¢alismada
adventif koklerin sekonder metabolit igerikleri kalsiyum kloriir (CaClz) uygulamasiyla
kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢lide artmustir. En yiiksek rozmarinik asit, fenolik bilesik ve
flavonoid icerigi 5 mM CaCl, uygulanan adventif koklerde sirastyla 35.21 mg gt KA, 36.95
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mg g KA ve 3.19 mg g™ kuru agirlik (KA) olarak belirlenmistir. Ca10 uygulamasi metabolit
tiretimini kontrole gore artirsa da bu artis CaS uygulamasindan diisiik kalmistir. Benzer
sekilde Dracocephalum kotschyi bitkisinin yapraklarma 5 mM CaCl, ve 10 mM CacCl;
uygulamalar1 toplam fenolik ve flavonoid igregini kontrol grubuna gore artirmistir. S6z
konusu ¢alismada metabolit miktarlarindaki artis en fazla 5 mM CaCl, uygulanan

yapraklarda oldugu ifade edilmistir (Vafadara ve ark., 2020).

4.4, Kalsiyum Kloriir Uygulanan Adventif Koklerin Antioksidan Aktiviteleri

Adventif kok siispansiyon kiiltiirlerine kalsiyum kloriir uygulamanin antioksidan aktiviteye

olan etkileri Sekil 4.4 *de verilmistir.
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Sekil 4.4. Kalsiyum kloriir uygulanan adventif kdklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C)
yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri
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Kalsiyum kloriir uygulamalar1 adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide artirmistir. En yliksek DPPH, ABTS
ve FRAP aktivitesi 5 mM CaCl; (Ca5) uygulanan adventif koklerde sirasiyla 58.77 pg mL?,
46.41pg mLt ve 486.31 pmol TE g! KA olarak belirlenmistir. Ancak uygulanan farkl
kalsiyum kloriir konsantrasyonlar1 arasinda DPPH ve ABTS aktivitelerinde onemli bir
farkliik meydana gelmemistir. Adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktiviteleri
rozmarinik asit, toplam fenolik bilesik ve flavonoid igerikleri arasinda gii¢lii bir korelasyon
belirlenmistir. Korelasyon tablosu Cizelge 4.2°de verilmistir. DPPH ve ABTS aktiveleri ile
sekonder metabolit miktarlar1 arasinda belirlenen korelasyon yoniiniin negatif olmasinin
nedeni Boliim 4.2°de ayrintili olarak agiklanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
Vafadara ve ark., (2020)’nin belirttigi sonuglarla ortiismektedir. S6z konusu ¢alismada
Dracocephalum kotschyi bitkisinin yapraklarina 5 mM CaCl, uygulanmasi yapraklarin

DPPH kapasitesini artirdigi ifade edilmistir (Vafadara ve ark., 2020).

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kalsiyum kloriir uygulanan adventif koklerin
sekonder metabolit icerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki korelasyon

FRAP DPPH ABTS
(umol TE) (1Cx0) (1Cx0)
Rozmarinik asit 0.820** -0.861** -0.886**
Toplam fenolik bilesik 0.936** -0.934** -0.830**
Flavonoid 0.813** -0.854** -0.854**

** Korelasyon 0.01 diizeyinde 6nemlidir (2-tailed)

4.5. Sodyum Selenit Uygulanan Adventif Kéklerin Sekonder Metabolit icerikleri

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

bilesik ve flavonoid igerikleri Sekil 4.5.’de verilmistir. Adventif koklere sodyum selenit
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(NaSeOs3) 4 mg L (Se4) ve 8 mg LT (Se8) olmak iizere iki farkli konsantrasyonda

uygulanmustir.
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Sekil 4.5. Sodyum selenit uygulanan adventif koklerin toplam fenolik bilesik (A), rozmarinik
asit (B) ve flavonoid igerikleri (C)

Sodyum selenit uygulamalar1 adventif koklerin sekonder metabolit igeriginde istatistiksel
olarak onemli farkliliklar meydana getirmistir. Adventif koklere sodyum selenit
uygulamalari sekonder metabolit igerigini kontrol grubuna gore 6nemli 6lgiide artirmistir. En
yiiksek metabolit icerigi 8 mg L™ Na2SeOs (Se8) uygulanan adventif koklerde belirlenmistir.
Bu adventif koklerin rozmarinik asit, fenolik bilesik ve flavonoid igerigi sirasiyla 34.88 mg
gl KA, 34.73 mg g KA ve 3.62 mg g* kuru agirlik (KA) olarak belirlenmistir.
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4.6. Sodyum Selenit Uygulanan Adventif Koklerin Antioksidan Aktiviteleri

Adventif kok siispansiyon kiiltiirlerine sodyum selenit uygulamanin antioksidan aktiviteye

olan etkileri Sekil 4.6 *da verilmistir.
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Sekil 4.6. Sodyum selenit uygulanan adventif koklerin DPPH (A), ABTS (B) ve FRAP (C)
yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

Sodyum selenit uygulamalar1 adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerini kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide artirmistir. En yliiksek DPPH, ABTS ve FRAP
aktivitesi 8 mg L™ Na2SeO 4 (Se8) uygulanan adventif kklerde sirasiyla 59.52 pg mL™,
45.02 pg mL? ve 506.99 pmol TE g! KA olarak belirlenmistir. Adventif koklerin DPPH,
ABTS ve FRAP aktiviteleri rozmarinik asit, toplam fenolik bilesik ve flavonoid igerikleri

arsinda giiclii bir korelasyon belirlenmistir. Korelasyon tablosu Cizelge 4.3’de verilmistir.
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DPPH ve ABTS aktiveleri ile sekonder metabolit miktarlari arasinda belirlenen korelasyonun

yoniiniin negatif olmasinin nedeni Boliim 4.2°de ayrintili olarak agiklanmustir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda sodyum selenit uygulanan adventif koklerin sekonder
metabolit i¢erikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki korelasyon

FRAP DPPH ABTS
(umol TE) (ICs0) (ICs0)
Rozmarinik asit 0.937** -0.924** -0.939**
Toplam fenolik bilesik 0.859** -0.861** -0.862**
Flavonoid 0.903** -0.909** -0.859**

** Korelasyon 0.01 diizeyinde 6nemlidir (2-tailed)

4.7. Elisitor Uygulamalarmin Biyomas Uzerine Etkileri

Adventif kok siispansiyon kiiltiiriine uygulanan elisitorlerin biyomas [yas agirhiga (YA)]

tizerine etkileri Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Elisitor uygulamalarinin biyomas iizerine etkileri

Elisitor uygulamalari adventif koklerin biyomas degerlerini kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak énemli dlgiide azaltmistir. Biyomas degerlerindeki diisiis en fazla 250 ug mL™? yeast
ekstrakt uygulanan adventif koklerde belirlenmistir. Bu uygulamadan elde edilen adventif
kok miktart kontrol grubundan 1.82 kat daha az olarak belirlenmistir. Kalsiyum kloriir ve
sodyum selenitin yiiksek konsantrasyonlar1 biyomasta daha fazla bir diisiise neden olmustur.
Ancak kalsiyum Kkloriir konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmanustir. Onceki bir arastirmada, Acikgdz (2020) Ocimum basilicum L. hiicre
slispansiyon kiiltiiriine uygulanan farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarmin hiicre kuru
agirligy, hiicre sayis1 ve hiicre canliligini azalttigini ifade etmistir. Benzer bir ¢aligmada ise
Changium smyrnioides hiicre silispansiyon kiiltiiriine kalsiyum kloriir uygulanmasi hiicre

biiyiimesini baskiladigi belirtilmistir (Cai ve ark., 2017).
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5. SONUC ve ONERILER

Bitki doku ve organ kiiltiirii yontemleri degerli biyoaktif bilesiklerin tiretimi i¢in alternatif
biyoteknolojik yontemlerdir (Karatas ve ark., 2013; Jakovljevi¢ ve ark., 2022). Bu metotlar
araciligi ile degerli metabolitlerin iiretiminde hedeflenen bilesigin tiretimini artirmak ve
maliyeti azaltmak icin ¢esitli stratejiler uygulanmaktadir. Bu stratejiler arasinda tliretim giicii
yiikksek hiicre hatlarinin kullanilmasi, besin ortam bilesenlerinin optimizasyonu, hedef
bilesigin biyosentez yolundaki 6nciil ve ara bilesiklerin besin ortamina eklenmesi, uygun
bitki hiicre, organ ve doku kiiltiirii yonteminin se¢ilmesi, {iiretilmesi istenen bilesigin
biyosentez yolundaki genlerin ekspresyonun artirilmasi ve gesitli elisitorlerin uygulanmasi
onemli bir yer tutmaktadir (S6kmen ve Giirel, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002;
Karatas ve ark., 2016; Karatas, 2021). Elisitasyon, sekonder metabolitlerin biyosentezini
artirilmasi ve yeni bilesiklerin indiiksiyonu igin bitki doku ve organ kiiltiirlerine uygulanan
en etkili stratejilerden biridir. Elisitorler sekonder metabolitlerin  biyosentezini
indiikleyebilen veya artirabilen biyotik veya abiyotik faktorlerdir. Elisitor uygulama
stratejisinin metabolit iiretimi ve biyomas flretimi iizerindeki etkinligi elisitor tipi,
konsantrasyonu, maruz kalma siiresi, uygulama programu, kiiltiir tipi, hiicre hatti, besiyeri
kompozisyonu, Kkiiltiirlin yas1 ve asamasi gibi ¢esitli parametrelerden 6nemli Olclide

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

Tibbi ve aromatik bir bitki olan reyhan bitkisinin (Ocimum basilicum L.) temel
fenilpropanoid bilesigini rozmarinik asit olusturmaktadir. Bu bilesigin gosterdigi ¢cok ¢esitli
biyolojik aktiviteler nedeniyle yogun ilgi gérmektedir. Rozmarinik asidin dogal
kaynaklarinin sinirli olmasi ve kimyasal sentezinin kompleksligi nedeni ile bu bilesigin bitki
hiicre, doku ve organ kiiltiirii yontemleri ile liretimi lizerine ¢ok sayida ¢alisma yiiriitiilmiistiir
(Karatas, 2022b). Bu baglamda rozmarinik asit tiretimi O. basilicum’un kallus kiiltiiriinde
(Nazir ve ark., 2019), hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde (A¢ikg6z, 2020), sagak kok kiiltiiriinde
(Srivastava ve ark., 2016) ve in vitro ¢ogaltilan bitkilerde (Verma ve ark., 2016) yogun bir

seklide aragtirilmigtir. Ayrica reyhan kallus ve siispansiyon kiiltiiriinde yiiriitiilen ¢ok sayida

34



calismada melatonin, bakir oksit nanopargaciklari, UV-C radyasyonu, metil jasmonate,
sorbitol, maya Oziitii, kadmiyum kloriir ve glimiis nitrat gibi gesitli elisitorlerin rozmarinik
asit tiretimini etkileri arastirilmistir (Duran ve ark., 2019; Pandey ve ark., 2019; Nazir ve ark.,
2020; Acikgoz, 2020; Nazir ve ark., 2021; Agikgoz, 2021). Ancak reyhan adventif kok
kiiltiirlerinde rozmarinik asit tiretimi ve elisitasyonu iizerine ¢aligmalar sinirli kalmistir. Bu
calismada reyhan adventif kok siispansiyon kiiltiiriine uygulanan gesitli elisitorlerin biyomas,
rozmarinik asit, toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan aktiviteye (DPPH, ABTS ve FRAP)
etkileri incelenmistir. Bu baglamda reyhan adventif kok siispansiyon kiiltiiriine yeast ekstrakt
(125, 250 ve 500 pg mL™Y), kalsiyum kloriir (5 ve 10 mM) ve sodyum selenit (4 ve 8 mg L™?)
elisitér olarak uygulanmistir. Yapilan uygulamalar igerisinde en yiiksek rozmarinik asit
icerigi 125 pg mL™? yeast ekstrakt uygulanan adventif koklerde 40.44 mg g KA olarak
belirlenmistir. Diger uygulanan elisitorler acisindan bunu sirastyla 5 mM kalsiyum kloriir
(35.21 mg g KA) ve 8 mg L sodyum selenit (34.88 mg g KA) uygulamalar takip etmistir.
Benzer durum toplam fenolik bilesik ve flavonoid igerigi agisindan da belirlenmistir. En
yiiksek fenolik bilesik ve flavonoid igerigi sirasiyla 125 ug mL? yeast ekstrakt, 5 mM
kalsiyum kloriir ve 8 mg L™* sodyum selenit uygulanan adventif koklerde belirlenmistir. En
yiiksek antioksidan aktiviteler 125 pg mL? yeast ekstrakt, S mM kalsiyum kloriir ve 8 mg L~
1 sodyum selenit uygulanan adventif koklerde belirlenmistir.  Ayrica tiim elisitor
uygulamalari adventif koklerin biyomas miktarlarini kontrole gore dnemli 6l¢giide azaltmistir.
Sonug olarak reyhan adventif koklerinin rozmarinik asit iretimi i¢in uygun materyal oldugu
ve metabolit iiretimini artirmak igin en uygun elisitoriin 125 ug mL™ yeast ekstrakt oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda biiyiik 6l¢ekte metabolit liretimi i¢in biyoreaktor kosullarinda

optimizasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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