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OZET Biyoloji

Bu calismada, reyhan bitkisinin (Ocimum basilicum L.) adventif kok

suspansiyon ve kat1 kultirlerinde rosmarinik asit tiretim olanaklari, Aragtirma Makalesi
toplan fenolik ve flavonoid icerikleri ve antioksidan kapasitenin

belirlenmesi amaglanmigtir. Adventif koék kati kilturlerin Makale Tarihgesi
olusturulmasinda in vitro kogullarda yetistirilen 30 giinliik bitkilerin Gelig Tarihi  :03.06.2021
hipokotil kisimlar1i eksplant kaynag olarak kullamilmigtir. Kabul Tarihi :16.07.2021

Eksplantlar 3.3 g L't MS (Murashige ve Skoog), 30 g L1 sukroz ve 2 g

L1 phytagel ve 2 mg L1 indol-3-biitirik asit iceren besin ortaminda Anahtar Kelimeler

karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Bu ortamda gelisen adventif Adventif kék
kokler stispansiyon kulturlerinin olusturulmasinda kullanilmagtir. Antioksidan aktivite
Stispansiyon kultirinin 10, 20 ve 30. gunlerinde adventif kokler Fenolik bilesik

hasat edilerek analizler yapilmistir. Adventif kéklerin rosmarinik asit
igerigi HPLC cihaziyla analiz edilmistir. Antioksidan kapasiteleri

Ocimum basilicum
Rosmarinik asit

katyon radikali giderme (ABTS), indirgeme giicii (FRAP) ve serbest
radikal giderme (DPPH) metotlar ile belirlenmistir. Rosmarinik asit
igerigi en yiksek adventif kok siispansiyon kultirinin 30. giniunde
32.38 mg g1 olarak belirlenmistir. En yiiksek toplam fenolik bilesik
icerigi suispansiyon kiltiriunin 20. giintinde 32.94 mg GAE g-! olarak
belirlenmigtir. DPPH, ABTS ve FRAP aktivitesi en yiuksek
stispansiyon kultirinun 30. giiniinde belirlenmigtir. Sonug¢ olarak
reyhan bitkisinin slspansiyon kultirinden elde edilen adventif
koklerin rosmarinik asit uretimi i¢in uygun materyaller oldugu
dustinulmektedir.

Investigation of Rosmarinic Acid Production Possibilities and Antioxidant Capacities in Adventitious
Root Cultures of Basil (Ocimum basilicum L.)

ABSTRACT
In this study, It was aimed to determine the rosmarinic acid
production possibilities, total phenolic and flavonoid contents and
antioxidant activities of adventitious root suspension and solid
cultures of basil (Ocimum basilicum L.). The hypocotyl parts of 30-
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day-old plants grown under in vitro conditions were used as the source ‘I‘iecelvei 23833831
of explants for the establishment of adventitious root solid culture. ceepie e
The explants were cultured in dark conditions in nutrient medium Keywords

containing 3.3 g L't MS (Murashige and Skoog), 30 g L'! sucrose, 2 g
L1 phytagel and 2 mg L! indole-3-butyric acid (IBA). Adventitious
roots obtained under these conditions were used in the establishment
of suspension cultures. Adventitious roots were harvested and
analyzed at 10, 20 and 30 days of suspension culture.

The rosmarinic acid content of adventitious roots was analyzed by
HPLC. Antioxidant capacities were determined by reducing power
(FRAP), free radical scavenging (DPPH) and cation radical scavenging
(ABTS) methods. The highest rosmarinic acid content was determined
as 32.38 mg g'! on the 30th day of the adventitious root suspension
culture. The highest total phenolic compound content was determined
as 32.94 mg GAE g! on the 20th day of suspension culture. The
highest DPPH, ABTS and FRAP activities were determined on the
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30th day of the suspension culture. Overall, it can be concluded that
adventitious roots obtained from suspension cultures of basil plant are

suitable materials to produce rosmarinic acid.

Ataf igini Karatas I 2022. Reyhan Bitkisinin (Ocimum basilicum L.) Adventif Kok Kiiltiirlerinde Rosmarinik Asit Uretim
Olanaklarimin ve Antioksidan Kapasitenin Arastirlmasi. KSU Tarim ve Doga Derg. 25 (3): 459-466.
httpsi//doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.947605.

To Cite: Karatas I 2022. Investigation of Rosmarinic Acid Production Possibilities and Antioxidant Capacities in
Adventitious Root Cultures of Basil (Ocimum basilicum L.). KSU J. Agric Nat 25 (3): 459-466.
httpsi//doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.947605.

GIRIS kiiltiirlerinde (Krac'un-Kolarevic” ve ark., 2015),

Lamiaceae familyasinin Ocimum cinsine ait tirleri
Turkiye’de yaygin olarak reyhan veya feslegen olarak
adlandirilmaktadir (Giinay ve Telci, 2017). Reyhan
bitkisi (Ocimum basilicum L.) tibbi ve aromatik bir
bitki olup aromaterapi, kozmetik, parfim ve gida
iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ekmekeci
ve Aasim, 2014). Ayrica reyhan bitkisinin
antibakteriyel, antifungal, antikanser,
antiinflamatuar, antioksidan, antililser, antiviral,
insektisidal, solucan  disuriici, hipoglisemik,
hipolipidemik, kardiyak uyarici ve yara iyilestirici gibi
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu da bildirilmigtir
(Marwat ve ark., 2011). Cok sayida genotipi bulunan
reyhan  bitkisinin  kalitesinin  belirlenmesinde
kimyasal bilesimi ¢ok 6nemli bir yer tutmakta ve
baglica fenilpropanoid bilesigini rosmarinik asit
olusturmaktadir (Zeljkovi'c ve ark., 2020). Bu bitkiye
ait genotiplerin yuksek miktarda fenolik bilesik
icerdigi ve en fazla bulunan fenolik bilesiklerin sirasi
ile rosmarinik asit, rutin, sisorik asit, kaftarik asit, 4-
hidroksibezoik asit ve kafeik asit oldugu belirlenmigtir
(Geng, 2016). Rosmarinik asit; kafeik asit ve 3,4-
dihidroksifenillaktik asit esteri olan fenolik bir bilesik
olup biyosentezi fenilpropanoid yolu ile tirozin tirevli
yol araciligiyla ile gerceklesmektedir (Zhang ve ark.,
2014; Jiang ve ark., 2016). Rosmarinik asit ve
turevlerinin antienflamatuar, antioksidan, antialerjik,
antianjiyojenik, antitiimor, antimikrobiyal, antiviral
ve noroprotektif gibi  biyolojik  aktivitelerin
belirlenmesi nedeniyle son zamanlarda yogun ilgi
gormektedir (Kim ve ark, 2015). Ancak dogal
kaynaklarin simirli olmasi ve kimyasal sentezinin
kompleksligi nedeni 1ile bu bilesigi olan talep
karsilanamamaktadir  (Jiang ve ark., 2016).
Rosmarinik aside olan talebi karsilamak igin bitki
hiicre kultiri ve sacak kok kiltirleri gibi
biyoteknolojik yontemlerle tiretim olanaklar: yogun bir
sekilde arastirilmistir (Khojasteh ve ark., 2014). Bu
baglamda Salvia miltiorrhiza, Agastache rugosa,
Coleus forskohlii ve Coleus blumei gibi Lamiaceae
familyasina ait turlerden elde edilen sagak koklerde
rosmarinik asit tiretimi, elistasyonu, biyosentezi ve
biyoaktivitesi kapsamli bir sekilde incelenmigtir
(Srivastava ve ark., 2016). Ayrica rosmarinik asit
Uretimi Salvia officinalis L. bitkisinin in vitro siirgliin
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Satureja khuzistanica Jamzad bitkisinin hicre
siispansiyon kiiltiirlerinde (Sahraroo ve ark., 2016) ve
Coleus blumei bitkisinin kallus ve hiicre stispansiyon
kiiltiirlerinde (Qian ve ark., 2009) arastirilmistir.

Reyhan bitkisinin (Ocimum basilicum) sacak kok
kiillturiinde (Srivastava ve ark., 2016), kallus
kiiltiriinde (Nazir ve ark., 2019; Duran ve ark., 2019)
ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde (Kintzios ve ark.,
2004) rosmarinik asit {retimi o6nemli 6lciide
incelenmigtir. Ancak adventif kok kiilturlerinde
tiretim olanaklari lizerine ¢aligmalar oldukg¢a sinirh
kalmigtir. Adventif kokler bitkilerin kok digindaki
yaprak ve govde gibi kisimlarindan kok gelisimi
yonunde uyarilmasiyla elde edilen kokler olarak
tamimlanmaktadir (Steffens ve Rasmussen, 2016;
Rahmat ve Kang, 2019). Bu kékler; hizli biiytimeleri ve
biyoaktif bilesiklerin istikrarli tretkenligi nedeniyle
ticari boyutta metabolit tretimine olanak saglayan
uygun materyallerdir (Cui ve ark., 2013; Le ve ark.,
2018; Rahmat ve Kang, 2019). Bu calismada reyhan
(Ocimum basilicum) bitkisinden elde edilen adventif
koklerin kat1 ve sivi1 stispansiyon kiltiir kogullarinda
rosmarinik asit tretim olanaklari, toplam fenolik ve
flavonoid igerikleri ve antioksidan kapasitelerinin

(DPPH, ABTS ve FRAP yontemlerine gore)
belirlenmesi amaglanmigtar.

MATERYAL ve METOD

Adventif Kok Kati Kiiltiirlerin Olusturulmas:
Aragtirmada Dbitkisel materyal olarak in wvitro

kosullarda yetistirilen reyhan (Ocimum basillicum L.)
bitkisi kullamilmistir. Adventif kok kultiirlerinin
olusturulmasinda steril sartlarda yetistirilen bir aylik
bitkilerin hipokotil kisimlari eksplant kaynag: olarak
kullanilmistir. Eksplantlar 3.3 g L't MS (Murashige
ve Skoog, 1962), 30 g L' sukroz ve 2 g L1 phytagel ve
2 mg L7 indol-3-biitirik asit (IBA) iceren besin
ortaminda karanlik ortam kosullarda inkiibatérde (25
°C) kiiltiire alinmistir. Eksplantlar 15. giinde aym
icerikli besin ortamina alt kiltiire alinmgtir.
Kultirin 30. gininde adventif kokler eksplant
kaynaklarindan ayrilarak siispansiyon kiiltiiriiniin
olusturulmasinda kullanilmistir. Ayrica bir kisim
adventif kok kurutularak metabolit igerigi ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmigtir.
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Adventif Kok
Olugturulmasi

Stuispansiyon Kiltiirlerinin
Kat1 besin ortaminda geligsen adventif kokler kilturin
30. gilinlinde eksplant kaynaklarindan ayrilarak
stispansiyon kulturlerinin olusturulmasinda baglangic
materyali olarak kullanilmigtir. Sivi kiltirlerin
olusturulmasinda kullanilan besi ortami 3.3 g L't MS
(Murashige ve Skoog, 1962), 2 mg L't IBA ve 30 g L
sukrozdan olugsmaktadir. Besiyerinin pH’s1 1 M NaOH
veya 1 M HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra
121°C, 1.2 atmosfer basingta 20 dakika otoklav
edilmistir. Adventif kékler (3 g) 100 mL besin ortami
iceren 250 mL’lik erlanmayerlerde kiiltire alinmigtir.
Erlenmayerler 120 devir dak! hizla ¢alisan calkayici
uzerinde, 25 = 2 °C sicaklikta ve karanlik ortam
kosullarinda inkiibe edilmigstir. Bu kékler stispansiyon
kiltirinin 10, 20 ve 30. giinlerinde hasat edilerek 35
°C’de inkiibator kogullarinda kurutulmustur.

Ekstraktlarin Hazirlanmas:

Sekonder metabolit icerigi (rosmarinik asit, toplam
fenolik bilesik, toplam flavonoid) ve antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde 0.2 g kurutulmus
adventif koék numuneleri  kullanilmistir. Bu
numuneler metanol-diklorometan (4:1) c¢ézeltisinde
ekstrakte edildikten sonra filtre (0.22 pm) edilerek
analizlerde kullanilmagtir.

Rosmarinik Asit Miktarinin HPLC ile Belirlenmesi

Adventif koklerin rosmarinik asit igerigi yuksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) (Shimadzu
Nexera-i LC-2040C 3D Plus, Shimadzu, Japan) cihaz
ile analiz edilmigtir. HPLC uygulamalarinda reverse
phase C18 Phenylhexyl 4.6 x 150 mm kolon (GL
Sciences InterSustain, Japan) kullanilmigtir. Analiz
asamasinda cihaz ve kolon kogullari; akig hizi 1 mL
dak, kolon sicakligi 30 °C, enjeksiyon hacmi 10 pL,
analiz stiresi 25 dakika ve dalga boyu 330 nm olarak
ayarlanmistir. Mobil fazlar ¢oziicii A (deiyonize suda %
0.1 formik asit) ve c¢oziicii B (asetonitril)'den
olusmustur. Coziiculer 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 ve 20 dak, % 100 A ve % 0 B ayarli gradient
programina goére yuritulmistir. Adventif koéklerin
rosmarinik asit igerikleri standart bilesik kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon grafiginin denklemi ile
belirlenmisgtir.

Total Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi
Adventif koklerin toplam fenolik bilesik igerigi

spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Adventif kok
ekstraktlarindan 100 pL alinarak tizerine sirasiyla 4,5
mL saf su, 100 pL Folin-Cioceltaus reaktifi ve 300 pLL
Na:COs (%21ik) ilave edilmistir. Elde edilen
karigimlar oda sicakliginda iki saat inkiibe edilmigtir.
Bu silirenin sonunda numunelerin absorbanlar
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spektrofotometrede (Shimadzu UVmini-1240) 720 nm
dalga boyunda Ol¢ilmiistir. Numunelerin toplam
fenolik bilesik igerikleri gallik asit (mg GAE g?)
kullanilarak  hazirlanan  standart grafik ile
belirlenmistir (Slinkard ve Singleton, 1977).

Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Adventif koklerin toplam flavonoid igerikleri
spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Numune
ekstraktlarindan 200 pL igeren deney tiiplerinin
uzerine sirasiyla 1.5 mL etanol, 100 pL AlCIs
(%10’luk), 100 pL. NaCH3COO (1 M) ve 3.1 mL saf su

ilave edilmigtir. Elde edilen karigimlar oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmigtir. Bu siirenin
sonunda numunelerin absorbanlar:

spektrofotometrede (Shimadzu UVmini-1240) 427 nm
dalga boyunda ol¢ulmustir. Adventif kéklerin toplam
flavonoid icerikleri kuersetin (mg KUE g7)
kullanilarak  hazirlanan  standart grafik ile
belirlenmistir (Pekal ve Pyrzynska, 2014).

Antioksidan Aktivite Analizleri
Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH)

Adventif koklerin serbest radikal giderme aktivitesi,
ekstraktlarin DPPH- radikalini (2,2-difenil-1-pikril
hidrazil) temizleme kapasitelerinin o&l¢tilmesiyle
belirlenmistir. Farkli miktarlarda (50 pg mL1, 100 pg
mL?, 150 pg mL?) numune ekstraktlari bulunan
deney tiplerinin hacimleri etanol ile 3 mL’ye
tamamlanmigtir. Bu karisimin tizerine 1 mL DPPH -
(0,26 mM, etanolde hazirlanmis) radikali ilave
edilerek giiclua bir sekilde vortekslenmigtir. Reaksiyon
karisimi oda sicakliginda 30 dakika (karanhkta)
bekletildikten sonra 517 nm’deki absorbanslar
spektrofotometrede (Shimadzu UVmini-1240)
Olcilmustir. Adventif koklerin serbest radikal
giderme kapasiteleri radikalin baglangig
konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan oOrnek
konsantrasyonu (ICs0) olarak verilmigtir.
Numunelerin I1Cso degerleri derisim/aktivite (%
aktivite) grafiginin denklemi kullanilarak
hesaplanmistir (Blois,1958).

DPPH aktivitesi (%) = [(Ax — An)/Ax *100]
Ax: Kontrol absorbansi

An: Numune absorbansi

Indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP)

Adventif koklerin indirgeme glici aktiviteleri Oyaizu
metoduna gére belirlenmistir (Oyaizu, 1986). Numune
ekstraktlarindan farkl derigsimlerde (100 pg mL, 200
pg mL1, 400 pg mL1) alinarak son hacimleri 0.2 M
fosfat tamponu (pH 6.6) ile 1.25 mLye
tamamlanmigtir. Bu karisimin tizerine 1.25 mL
KsFe(CN)s (%1) ilave edilerek 50 °C’de etiivde 20
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda karigimin tizerine sirasiyla 1.25 mL TCA
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(%10) ve 0.25 mL FeCls (% 0.1) ilave edilerek
absorbanslar1 (700 nm) spektrofotometrede (Shimadzu
UVmini-1240)  8l¢lilmiistiir. Adventif koklerin
indirgeme glcli kapasiteleri troloks standart
antioksidan bilegiginden hazirlanan standart grafigin
denklemi ile (umol TE g doku) belirlenmistir.

Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS)

Adventif koklerin katyon radikali giderme aktivitesi,
ekstraktlarin ABTS + (2,2'-azino-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit) katyon radikalini
temizleme kapasitelerinin 6lgiilmesiyle belirlenmigtir.
Numune ekstraktlarindan farkli miktarlarda (20 pg
mL1, 40 pg mL1, 80 ug mL1) alinarak son hacimleri
0.1 M fosfat tamponu (PH 7.4) ile 3 mLye
tamamlanmigtir. Bu karigimlarin tizerine 1 ml ABTS-
K2S20s ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslenmigtir. ABTS-
K2S20s ¢ozeltisi 2 mM ABTS ¢ozeltisi ile 2.45 mM
K2S20s  ¢ozeltisinin  1:2  oraninda karigtirilarak
karanlik kosullarda alt1 saat inkibe edilmesiyle elde
edilmigtir. Reaksiyon karigimlari karanlikta oda
sicakhiginda 30 dakika inkibe edildikten sonra
absorbanslar: (734 nm) spektrofotometrede (Shimadzu
UVmini-1240) sl¢iilmiistiir. Adventif kéklerin katyon

radikali giderme kapasiteleri radikalin baglangig
konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan oOrnek

konsantrasyonu (ICs0) olarak verilmigtir.
Numunelerin ICso degerleri derisim/aktivite (%
aktivite) grafiginin denklemi kullanilarak

hesaplanmigtir (Re ve ark., 1999).

ABTS aktivitesi (%) = [(Ax — An)/Ax *100]
Ax: Kontrol absorbansi
An: Numune absorbansi

Istatistik Analizler

Bu ¢aligmadaki her uygulama ve analiz lg¢ tekrarh
olarak yapilmis olup elde edilen verilerin istatistiki
analizleri SPSS 20 (Armonk, NY: IBM Corp.) programi
kullanilarak gergeklestirilmigtir. Deney gruplar
arasindaki farkhiliklar Duncan g¢oklu aralik testine
gore belirlenmistir (Duncan, 1955).

BULGULAR ve TARTISMA
Sekonder Metabolit Igerigi

Kat1 ve stspansiyon kiiltiirtinden elde edilen adventif
koklerin rosmarinik asit, toplam fenolik bilesik ve
flavonoid igerigi Sekil 1’de verilmistir.

B

3238
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]

2.77 2.78 3
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&
Toplam Flavonoid
(mg KUE g! adventif kok)

Kat1 Kiiltiir (Petri kabi)
Solid Culture (Petri dish)

30
Sispansiyon Kiltirinin 10. Gianii
2 102 Day of Suspension Culture

20
Siispansiyon Kiiltiiriiniin 20. Giinia

15 20% Day of Suspension Culture

10 .
Suaspansiyon Kiltirianin 30.Gani

30 Day of Suspension Culture

Toplam Fenolik Bilegik
(mg GAE g1 adventif kék)

Sekil 1. Farkl kiiltiir kosullarindan elde edilen adventif kéklerin rosmarinik asit (A), toplam fenolik bilesik (B) ve
flavonoid (C) icerikleri (Sekil {izerinde verilen farkli harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel
olarak énemli oldugunu géstermektedir)

Figure 1. Rosmarinic acid (A), total phenolic compound (B) and flavonoid (C) content of adventitious roots obtained

from different culture conditions (The different letters given on the figure show that the difference
between the applications is statistically significant)

giinlerde belirlenmigtir. Rosmarinik asit miktar
HPLC cihaz ile belirlenirken toplam fenolik bilesik ve
flavonoid icerigi spektrofotometrik olarak

Kat1 kultirinden elde edilen adventif koklerin
metabolit igerigi kiltiirin 30. glinde belirlenirken
stispansiyon kiultirinin metabolit igerigi 10, 20 ve 30.
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belirlenmistir. Adventif koklerin toplam fenolik bilesik
icerigi gallik aside (mg GAE g1) esdeger olarak
verilirken flavonoid icerigi kuersetine (mg KUE g1)
egsdeger olarak ifade edilmistir.

Adventif kéklerin rosmarinik asit igerigi kati kiillturde
23.86 mg g-! olarak Dbelirlenirken siispansiyon
kiltirlerinde 24.98 ile 32.38 mg g-! arasinda degistigi
belirlenmigtir. En yuksek rosmarinik asit icerigi
slispansiyon kiltirin 30. giintinde 32.38 mg g-! olarak
belirlenmigtir. Stispansiyon kiltirinin 30.
giintindeki rosmarinik asit igerigi kati kiltiirden ve
stispansiyon kiltirinin 10. giniinden 6nemli 6l¢lide
yiiksektir (P<0.01). Ancak siispansiyon kiiltiiriiniin 30.
ve 20. gunleri arasindaki farkin istatistiki olarak
onemli olmadig1 belirlenmigtir.

Srivastava ve ark. (2016), Ocimum basilicum
bitkisinden elde edilen yedi sacak kok hattinin
rosmarinik asit igeriginin 3.13 ile 28.83 mg g-! kuru
agilik (20. giin) arasinda degistigini ifade etmislerdir.
Gen¢ ve ark. (2020) reyhan bitkisinin tarla
kosullarinda yetistirilen dért ¢esidinin rosmarinik asit
igeriginin 2610.15 ile 18460.56 mg kgl kuru agirhik
(2.61015- 18.46056 mg g-! kuru agilik) arasinda
degistigini  belirlemislerdir. Reyhan (Ocimum
basilicum L) bitkisinde yapilan bir diger calismada ise
hiicre stuspansiyon ve kallus kultiiriinde rosmarinik
asit Uretim olanaklari incelenmigtir. Bu calismada
hiicre suspansiyon kultlirlerinin rosmarinik asit
iceriginin en yuksek 10 mg gl kuru agirlik olarak
belirlendigi ve bu degerin kallus kulturinden ve
eksplant kaynag1 olarak kullanilan  bitkinin
yapraklarindan 11 kat daha yiiksek oldugu ifade
edilmistir (Kintzios ve ark., 2003). Verma ve ark.,
(2016) farkh kiiltiir kogsullarinda (in vitro, ex vitro)
yetistirilen reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkilerinde
en ylksek rosmarinik asit iceriginin ¢iceklenme
dénemindeki yapraklarda (13.0 mg g1 oldugunu
belirtmiglerdir. Bu calismada slispansiyon
kultirinden elde edilen rosmarinik asit miktarinin
reyhan bitkisinde daha 6nce yapilan kallus, hicre
stispansiyon, sacak kok, in vitro kogullarda yetistirme
ve tarla kosullarinda yetistiricilikten elde edilen
sonuc¢lardan daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Bu
baglamda reyhan bitkisinin adventif kok stispansiyon
kultirleri rosmarinik asit tUretimi i¢in uygun
biyoteknolojik yontemler oldugu anlagilmaktadir.

Adventif koklerin toplam fenolik ve flavonoid igerigi
kiultir siiresi ve tipine gére 6nemli 6lglide degismistir.
En yuksek toplam fenolik bilesik igerigi stispansiyon
kiltirinin 20. gininde 32.94 mg GAE g1 olarak
belirlenirken en yiiksek flavonoid igerigi slispansiyon
kiltirinin 30. gininde 2.78 mg KUE g1 olarak
belirlenmigtir. Siispansiyon kultirinin 20. ve 30.
glnlerinde elde edilen sonuglar kati1 kiltiirden ve
stispansiyon kiiltiiriiniin 10. giiniinden 6nemli 6l¢tide
yiiksektir (P<0.01). Ancak siispansiyon kiiltiiriiniin 20.
ve 30. giinleri arasinda énemli farklhiliklar meydana
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gelmemisgtir.

Srivastava ve ark., (2016) reyhan bitkisinden elde
edilen sagak kok hatlarimin toplam fenolik bilesik
icerigi 55.75 ile 161.47 mg g-! kuru agihik (20. giin)
arasinda degistigini ifade etmiglerdir.

Bu bitkide yapilan benzer bir diger arastirmada in
vitro kogullarda yetigtirilen bitkilerin fenolik bilesik
iceriginin 23 ile 71 mg GAE g! kuru agilik arasinda
degistigi ifade edilmistir (Verma ve ark., 2016).
Belirtilen sonuglarin yuriitiilen bu ¢alismadan elde
edilen sonuglardan  olduk¢a  ylksek oldugu
anlagilmigtir. Ancak yapilan oOnceki c¢aligmalar
incelendiginde sacak kok kultirinde ve in wvitro
kogullarda yetistirilen bitkilerin rosmarinik asit
iceriginin toplam fenolik bilesik icerigine oraninin
olduk¢a dusiik kaldigr gorilmustir. Yuritulen bu
calismada adventif kok suspansiyon kiiltiirlerinin
rosmarinik asit igeriginin oldukg¢a ylksek oldugu ve
miktarinin toplam fenolik bilesik icerigine ¢ok yakin
degerlerde oldugu belirlenmigstir. Bu durumun
adventif kok suspansiyon kiltlriiyle {retilen
rosmarinik asidin saflagtirma asamasinda 6nemli bir
avantaj saglayacagi distiniilmektedir.

Antioksidan Aktivite
Adventif koklerin antioksidan kapasiteleri DPPH,
FRAP ve ABTS yontemlerini  kullanilarak

belirlenmigtir. FRAP aktivitesinin sonuglar1 troloks’a
esdeger olarak verilirken DPPH ve ABTS sonuglari ise
radikalin % 50’sini gideren doku miktar: (ICs0) olarak
belirlenmis ve Sekil 2’de verilmigtir.

Adventif koklerin antioksidan aktiviteleri kiltiir tipi
ve slresine baglh olarak Onemli ol¢iide degismistir
(P<0.05). Analizi yapilan ii¢ antioksidan metoduna
gére en yuksek antioksidan aktivite slispansiyon
kiltirinin 30. gininde belirlenmistir. Bu kéklerin
DPPH, ABTS ve FRAP aktivitesi sirasiyla ICso: 73,31
pg mL1, ICs0: 31.14 pg mL! ve 579.39 pmol TE g1
olarak belirlenmistir. DPPH ve FRAP aktiviteleri
kiltirin 20 ve 30. glunleri arasinda 6nemli 6l¢iide
degismemigstir. En digsiik antioksidan aktivite kati
kiltirden elde edilen adventif kéklerde belirlenmigtir.
Antioksidan aktivitesi yliksek olan adventif koklerin
rosmarinik asit, fenolik ve flavonoid igeriginin de
onemli 6l¢uide ylksek oldugu belirlenmigtir. Geng ve
ark. (2020) tarla sartlarinda yetistirilen dért reyhan
(Ocimum basilicum L.) cesidinin FRAP aktivitesinin
150.8 ile 650.2 pmol TE g?! arasinda degistigini
bildirmislerdir. Giilcin ve ark. (2007) reyhan bitkisinin
su ve etanol ekstraktlarinda DPPH serbest radikal
giderme, hidrojen peroksit giderme, stiperoksit anyon
radikal giderme, ferrik tiyosiyanat yontemi, toplam
indirgeme giicli ve metal gelatlama yontemlerine gore
yaptiklar: antioksidan aktivite analiz sonuc¢larina gére
bitki ekstraktlarinin gii¢cli antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu ifade etmiglerdir.
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2. Farkl kiiltiir kogullarindan elde edilen adventif koklerin DPPH (A), FRAP (B) ve ABTS (C) yéntemlerine

gore antioksidan aktiviteleri (Sekil iizerinde verilen farkli harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli oldugunu géstermektedir)
Figure 2. Antioxidant activities of adventitious roots obtained from different culture conditions according to DPPH
(A), FRAP (B) and ABTS (C) methods (The different letters given on the figure show that the difference
between the applications is statistically significant)

SONUC ve ONERILER

Bu calismada reyhan bitkisinde siispansiyon ve kati
kiltir kosullarinda elde edilen adventif koklerin
rosmarinik asit, toplam fenolik ve flavonoid igerigi ile
DPPH, ABTS ve FRAP yontemlerine gore antioksidan
aktiviteleri incelenmigtir. Adventif kok siispansiyon
kiltirlerinin rosmarinik asit, toplam fenolik ve
flavonoid igerigi kat1 kiiltiirden oldukga yiiksek oldugu
belirlenmigtir. En yuksek rosmarinik asit igerigi
stispansiyon kiltiriiniin 30. gininde belirlenmistir.
Bu ¢alismadan elde edilen verilerin 1s1ginda adventif
kok stispansiyon kiiltirlerinin rosmarinik asit tretimi
i¢in uygun  biyoteknolojik yontem oldugu
anlagilmaktadir. Ayrica reyhan bitkisinden elde edilen
adventif koklerin rosmarinik asit igeriginin toplam
fenolik bilesik igerigine ¢ok yakin degerlerde olmasi
uretilen rosmarinik asidin saflagtirma asamasinda
onemli bir avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.
Stispansiyon kulturiinden elde edilen adventif
koklerin DPPH, ABTS ve FRAP yontemlerine gore
oldukc¢a yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gorilmustlr. Kaltiir siresinin artmasiyla antioksidan
aktivitenin de arttig1 ve en yiiksek antioksidan
aktivite suspansiyon kiltirinin 30. glninde
belirlenmigtir. Daha  sonra  yapilacak  olan
calismalarda hormon, MS ve sukroz gibi temel besin
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ortam kosullarinin optimizasyonun saglanmasi
yiksek verimde metabolit ve biyomas elde etmek i¢in
avanta] saglayacaktir. Ayrica rosmarinik asidin
biyosentez onciillerinin besin ortamina ilave edilmesi
ve elisitasyon ¢alismalarinin yapilmasi buyik 6nem
arz etmektedir.
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