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OZET

Bu calismada, kokboya (Rubia tinctorum L.) bitkisinde kok ve
adventif kok indiksiyonuna eksplant kaynagr ve oksin grubu
hormonlarin etkilerinin belirlenmesi ve elde edilen koklerin sekonder
metabolit icerigi ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Kék ve adventif kok kilturinin olusturulmasinda in
vitro kogullarda yetistirilen 45 gunliik bitkilerin gévde, yaprak ve kok
kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir. Eksplantlar 4.4 g I
1MS (Murashige ve Skoog), 30 g L'! sukroz ve 2 g L'! phytagel ve 2 mg
L1 oksin igeren besin ortaminda karanlik kosullarda kiultire
alinmigtir. Besin ortamina oksin grubu hormonlardan indol-3-btitirik
asit (IBA), naftalenasetik asit (NAA) ve indol-3-asetik asit (IAA) ilave
edilmigtir. Bu ortamda gelisen kok ve adventif kokler 30. giin hasat
edilerek kok gelisim parametreleri belirlendikten sonra kokler
kurutularak toplam antrakinon, fenolik ve flavonoid igerigi
belirlenmigtir. Ayrica koklerin  antioksidan kapasiteleri katyon
radikali giderme (ABTS), indirgeme giicii (FRAP) ve serbest radikal
giderme (DPPH) metotlar1 ile belirlenmistir. Toplam antrakinon,
toplam fenolik ve flavonoid igerigi en yuksek IAA besin ortaminda
govde eksplantlarindan gelisen adventif kéklerde sirasiyla 9.83 + 0.11
mg gl 14.45 + 0.29 mg GAE g ve 3.85 + 0.03 mg KUE g1 olarak
belirlenmigtir. En yliksek DPPH, ABTS ve FRAP aktivitesi de TAA
besin ortaminda gévde eksplantlarindan gelisen adventif koklerde
belirlenmigtir.

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the effects of explant source
and hormones on root and adventitious root induction in madder
(Rubia tinctorum L.) plant and to determine the secondary metabolite
content and antioxidant activities of the obtained roots. The stem,
leaf, and root parts of 45-day-old plants grown under in wvitro
conditions were used as the source of explants for the establishment
of root and adventitious root culture. The explants were cultured in
dark conditions in nutrient medium containing 4.4 g L1 MS
(Murashige and Skoog), 30 g L1 sucrose, 2 g L' phytagel and 2 mg L-
I auxin. Among the auxin group hormones, indole-3-acetic acid (IAA),
indole-3-butyric acid (IBA) and naphthaleneacetic acid (NAA) were
added to the nutrient medium. Root and adventitious roots growing in
this nutrient medium were harvested on the 30th day and their root
growth parameters were determined. These roots were dried and total
anthraquinone, total phenolic and flavonoid contents were
determined. In addition, the antioxidant capacities of the roots were
determined by reducing power (FRAP), free radical scavenging
(DPPH) and cation radical scavenging (ABTS) methods. The highest
total anthraquinone, total phenolic and flavonoid contents were
determined as 9.83 £ 0.11 mg g1, 14.45 = 0.29 mg GAE g! and 3.85 +
0.03 mg KUE g1 in adventitious roots growing from stem explants in
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TAA nutrient medium, respectively. The highest DPPH, ABTS and
FRAP activities were also determined in adventitious roots growing

from stem explants in TAA nutrient medium.
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GIRIS biyoaktif bilesiklerin istikrarli liretkenligi nedeniyle

Kokboya (Rubia tinctorum L.) Rubiaceae familyasina
ait ¢cok yillik bir bitkidir. Kéklerinde ve rizomlarinda
bulunan antrakinon pigmentleri nedeniyle tekstil
urunlerinin ve halilarin boyanmasinda dogal boya
kaynag1 olarak binlerce yildir kullanilmaktadir
(Banyai ve ark., 2006, Mouri ve Laursen, 2012).
Kokboya bitkisi Osmanli Imparatorlugu déneminde
Turkiye'de en c¢ok yetistirilen ve ihrag¢ edilen bitkiler
arasinda yer almig, bitkiden 'Tturk kirmizisi’ olarak
adlandirilan boya elde edilmistir (Baydar ve
Karadogan, 2006; Genc, 2014).

Rubia tinctorum L. bitkisinde 36 farkli antrakinon
bilesigi bulunmakta olup (Derksen ve ark., 2002) ana

bilesenlerini  alizarin, purpurin, di ve tri
hidroksiantrakinonlar, ruberitrik asit, lusidin
primeverozit ve psodopurpurin olusturmaktadir

(Ba’'nyai ve ark., 2006). Antrakinonlar yapisal olarak
9,10-dioksoantrasen ve bunun glikozitlerinden olugan
sekonder metabolitlerdir.  Antrakinonlar bitkiler,
likenler ve mantarlar tarafindan tretilen yaklagik 700
bilesik ile en Dblyik dogal pigment grubunu
olusturmaktadir (Duval ve ark., 2016). Dogal olarak
olusan antrakinonlarin antikanser, antiinflamatuar,
ditiretik, damar gevsetici (Chien ve ark., 2015),
antiartritik, antifungal, antibakteriyel, antiviral,
antiplatelet ve noroprotektif gibi bircok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir (Malik ve
Miiller, 2016).

Bitki hiticre, doku ve organ kiltirleri sekonder
metabolitlerin Uiretimi ig¢in oOnemli yontemlerdir
(Murthy ve ark., 2008; Karatas ve ark., 2018). Bu
yontemlerle sekonder metabolitlerin Uretiminde
metabolit verimini artirmak i¢in besin ortaminin
optimizasyonu, uygun kiiltiir yonteminin se¢imi (sacak
kok, siispansiyon, kallus), elisitasyon ve onciillerin
eklenmesi gibi ¢ok gesitli stratejiler
uygulanabilmektedir (Perassolo ve ark., 2011; Karatas
ve ark., 2016; Perassolo ve ark., 2017). Bir organ
kultiiri yontemi olan adventif kok kultirleri bitkilerin
kok disindaki yaprak ve gévde gibi kisimlarindan kok
gelisimi yoniinde uyarilmasiyla elde edilen kokler
olarak tamimlanmaktadir (Steffens ve Rasmussen,
2016; Rahmat ve Kang, 2019). Adventif koklerin
indiuksiyonu yiiksek oksin ve duguk sitokinin
seviyelerinde  saglanabilmektedir  (Steffens ve
Rasmussen, 2016). Bu kékler; hizli biiytimeleri ve
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biyomas iiretimi i¢in uygun materyallerdir (Le ve ark.,
2018; Rahmat ve Kang, 2019). Ayrica adventif kok
kultirleri yabanci gen icermeden degerli sekonder
metabolitlerin  ticari boyutta Uretimine olanak
saglamaktadir (Cui ve ark., 2013). Bu amacla bircok
bitki turinde farmaso6tik, nutrasotik ve endustriyel
oneme sahip degerli sekonder metabolitlerin tretimi
icin adventif kok kiiltiirleri olusturulmustur (Murthy
ve ark., 2008). Bu baglamda ginsenosidler (Panax
ginseng), hipersin (Hypericum perforatum) fenolikler
(Oplopanax elatus) ve eleutherosidler
(Eleutherococcus koreanum) gibi bir¢ok biyolojik aktif
bilesik adventif kok kiulturlerinde biyoreaktor
sistemleriyle tiretilmektedir (Wu ve ark., 2017).

Kokboya (Rubia tinctorum L.) bitkisinin koklerinin
boya Uretiminde kullanmak amaciyla dogal
kaynaklardan yogun bir sekilde toplanmasi bitkinin
dogal poptlasyonlarinin kiigiilmesine ve genetik
erozyonuna neden olmustur (Baydar ve Karadogan,
2006). Ayrica kokboya bitkisinde en iyi boya ve kok
veriminin U¢ yasindaki bitkilerden elde edildigi
bildirilmistir (Baydar ve Karadogan, 2006; Orba'n ve
ark., 2008). Bu nedenlerden dolay1 antrakinonlara
olan ihtiyacin karislanabilmesi i¢in alternatif tretim
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu amacla siispansiyon kiiltiirleri (Nartop ve ark.,
2013), sacak kok kiiltiirleri (Perassolo ve ark., 2017) ve
kallus (Orban ve ark., 2007) kiiltiirlerinde iiretim,
optimizasyon ve elisitasyon tuzerine c¢ok sayida
arastirma yuritulmistir. Ancak adventif kok
kiltirlerinin olusturulmas: ve optimizasyonu lizerine
calismalar oldukca yetersiz kalmigtir. Ozellikle
kokboya bitkisinin in vitro kok kiltirlerinde eksplant
kaynag1i ve oksinlerin metabolit {retimine ve
antioksidan aktiviteye etkilerinin belirlenmesi tizerine
calismalara rastlanmamistir. Bu ¢aligmada, kékboya
(Rubia tinctorum L.) bitkisinde kok ve adventif kék
indiiksiyonuna eksplant kaynagi ve oksin grubu
hormonlarin etkilerinin belirlenmesi ve elde edilen
koklerin sekonder metabolit igerigi ve antioksidan
aktivitelerinin  belirlenmesi amacglanmigtir. Bu
baglamda IAA, IBA ve NAA hormonlarinin gévde,
yaprak ve kok eksplantlarinda kok ve adventif kok
gelisimine etkileri belirlenmigtir. Bu uygulamalardan
elde edilen kok ve adventif koklerin toplam
antrakinon, toplam fenolik, flavonoid icerigi ve DPPH,
ABTS ve FRAP yontemlerine goére antioksidan
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aktiviteleri belirlenmigtir.

MATERYAL ve METOD
Steril Kogullarda Bitkilerin Yetigtirilmesi

Arastirmada bitkisel materyal olarak in vitro
kosullarda yetistirilen kékboya (Rubia tinctorum L.)
bitkisi kullanmilmigtir. Bitkiler ytuizey sterilizasyonu
yapilmis tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde
edilmigtir. Tohumlarin ylzey sterilizasyonu %7571k
etil alkol igerisinde bir dakika ve %3’lik sodyum
hipoklorit c¢ézeltisinde 40 dakika karistirilmasiyla
saglanmistir. Tohumlar MS besin ortami [4.4 g L't MS
(Murashige ve Skoog, 1962), 30 g L't sukroz ve 2 g Li'1
phytagel] iceren petri kaplarinda ¢imlendirmistir. Bu
tohumlardan gelisen fideler ayni besin igerikli
kavanozlara aktarilarak 16 saat isik ve 8 saat karanhk
fotoperiyotta 25 + 2 °C’de yetistirilmistir (Sekil 1).

Kok ve Adventif Kok Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Advetif kok kultirlerinin olusturulmasinda steril
kogullarda yetistirilen 45 gunlik bitkilerin gévde ve
yaprak  kisimlari  eksplant  kaynagi  olarak
kullanilirken kok kiiltiirlerinin olusturulmasinda kék
kisimlar1  kullanilmigtir. Kok ve adventif kok
kiltirlerinin  olusturulmasinda kullanilan besin
ortami 4.4 g L't MS (Murashige ve Skoog, 1962), 30 g
L sukroz ve 2 g Lt phytagel ve oksin grubu bitki
hormonlarini icermektedir. Besin ortamina oksin
grubu hormonlardan indol-3-biitirik asit (IBA),
naftalen asetik asit (NAA) ve indol-3-asetik asit (IAA)
2 mg L1 olarak ilave edilmigstir. Eksplantlar 25 + 2
°C’de karanlk kosullarda kiltiire alinmistir (Sekil 1).
Eksplantlar 15. giinde ayni igerikli besin ortamina alt
kultire alinmigtir. Eksplantlardan geligsen kékler 30.
giin hasat edilerek koék gelisim parametrelerinden
eksplant basina kok sayisi, kok gelisim oranlar: ve kok
uzunluklar1 belirlemistir. Kék gelisim parametreleri
belirlenen koékler kurutularak metabolit icerikleri ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmisgtir.

Toplam Antrakinon Miktarinin Belirlenmesi

Kok ve adventif koéklerin toplam antrakinon icerigi
spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Kurutulmus
ve toz haline getirilmis 50 mg kék numuneleri %80’1lik
etanol icerisinde renksiz hale gelene kadar iki kez
kaynatilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar filtre
(0.45 pm por capl) edildikten sonra absorbanslari
spektrofotometrede (Shimadzu UVmini-1240) 434
nm’de Ol¢ulmustur. Koklerin toplam antrakinon
icerikleri alizarinin molar ekstinksiyon katsayisi
(€434=5.5x103) kullanilarak mg g kuru doku olarak
belirlenmistir (Vasconsuelo ve ark., 2004).

Analizler i¢in Ekstraktlarin Hazirlanmas1

Toplam fenolik
antioksidan

icerigi, flavonoid miktar1 ve
aktivitelerinin belirlenmesinde
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kurutulmug ve toz haline getirilmis 50 mg kok
numuneleri kullanilmigtir. K6k numuneleri % 0.2 HCI
iceren  metanol-diklorometan (4:1)  ¢ozeltisinde
ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar filtre (0.45 pm)
edildikten sonra analizlerde kullanilmistir.

Total Fenolik Bilegik Miktarimin Belirlenmesi

Kok ve adventif kéklerin toplam fenolik bilesik icerigi
Folin-Cioceltaus reaktifi kullanilarak belirlenmigtir.
Kok ekstraktlarindan 100 pl alinarak tizerine sirasiyla
saf su (4,5 ml), Folin-Cioceltaus reaktifi (100 ul) ve
Na2COs (300 pl, %21ik) ilave edilmistir. Karisimlar
oda sicaklhiginda 2 saat Dbekletildikten sonra
absorbanlar1 (720 nm) spektrofotometrede (Shimadzu
UVmini-1240) 6lciilmiistiir. Koklerin toplam fenolik
bilesik icerikleri gallik asitten (mg GAE g'!) hazirlanan
kalibrasyon  grafigi  kullanilarak  belirlenmigtir
(Slinkard ve Singleton, 1977).

Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Kok ve adventif koklerin flavonoid miktar:
spektrofotometrik  olarak  belirlenmigtir. Kok
ekstraktlarindan 300 pl (50 mg kék numuneleri 10
ml'de ekstrakte edildi) alinarak iizerine sirasiyla 1.5
ml etanol, 100 upl AIClz (%101uk), 100 nul 1 M
NaCHsCOO ve 3 ml saf su ilave edilmigtir. Karigimlar
oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 427
nm’deki absorbanslari spektrofotometrede
Ol¢ilmustur. Koklerin flavonoid icerikleri
kuersetin’den (mg KUE g) hazirlanan kalibrasyon
grafizi  kullanilarak  belirlenmistir  (Pekal ve
Pyrzynska, 2014).

Antioksidan Aktivite Analizleri
Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH)

Kok ve adventif koklerin serbest radikal giderme
aktivitesi, ekstraktlarin 2,2-difenil-1-pikril hidrazil
(DPPH-) radikalini giderme  kapasitelerinin
spektrofotometrede ol¢iilmesiyle belirlenmigstir. Farkh
konsantrasyonlarda (0.25 mg ml'?, 0.5 mg ml', 0.75 mg
mll, 1 mg ml!) numune ekstraktlar1 alinarak
hacimleri etanol ile 3 mlye tamamlanmigtir. Bu
karisimin iizerine 0,26 mM DPPH- (1 ml, etanolde
hazirlanmis) radikali ilave edilmistir. Reaksiyon
karigimi gucli bir gekilde vortekslendikten sonra
karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletilmigtir.
Bu siireni sonunda numunelerin 517 nm’deki
absorbanslar: spektrofotometrede (Shimadzu UVmini-
1240) élciilmiistiir. Sonuclar radikalin baslangic
konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan ornek
konsantrasyonu (ICs0) olarak verilmistir. Her
numunenin serbest radikalleri giderme aktivitesi (%)
asagida verilen formil araciligiyla belirlenmigtir. ICso
degerleri i1se konsantrasyon/aktivite grafiginin
denklemi kullanilarak belirlenmistir (Blois,1958).

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

Indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP)

Kok ve adventif koklerin indirgeme  glcl
aktivitelerinin  belirlenmesinde Oyaizu metodu
kullanilmistir (Oyaizu, 1986). Numune

ekstraktlarindan farkli konsantrasyonlarda (100 pg
ml?, 200 pg ml?, 400 ug ml1) alinarak son hacimleri
fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ile 1.25 mlye
tamamlanmistir. Bu numunelerin tizerine 1.25 ml
potasyum ferrik siyaniir KsFe(CN)s (%1) ilave edilerek
20 dakika etiivde (50 °C) inkiibe edilmistir. Bu
sliresinin bitiminde reaksiyon karisimina sirasiyla
1.25 ml TCA (%10) ve 0.25 ml FeCls (%0.1) ilave
edilerek vortekslenmistir. Reaksiyon karigiminin 700
nm’deki absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu
UVmini-1240) 6lctilmiistiir. Sonuclar troloks standart
antioksidan bilesiginden hazirlanan standart grafigin
denklemi kullanilarak (umol TE g! doku)
belirlenmisgtir.

Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS)

Kok ve adventif koklerin ABTS'+ katyon radikali
giderme kapasitesi Re ve ark. (1999 nin yéntemine
gore belirlenmistir. Fosfat tamponu (0.1 M pH1 7.4)
icerisinde hazirlanan 2 mM ABTS (2,2-azino-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit) c¢ozeltisi ile 2.45
mM K2S20s ¢ozeltisinin 1:2 oraninda karigtirilarak
oda sicakliginda karanlhikta alti saat inkiibe edilmigtir.
Numune ekstraktlarindan farkli konsantrasyonlarda
(20 pg ml1, 40 pg ml1, 80 ug ml!, 160 ug ml?) alinarak
hacimleri fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.4) ile 3 ml'ye
tamamlanmigtir. Bu numunelerin tizerine 1 ml ABTS-
K2S20s ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendikten sonra
karanhikta oda sicakhiginda 30 dakika inkiibe
edilmigtir. Bu slireni sonunda numunelerin 734
nm’deki absorbanslar: spektrofotometrede (Shimadzu
UVmini-1240)  olctilmiistiir. Sonuclar radikalin
baglangic konsantrasyonunu %50 oraninda azaltan
ornek konsantrasyonu (ICso) olarak verilmistir. Her
numunenin katyon radikali giderme aktivitesi (%)

asagida verilen formil araciligiyla belirlenmigtir. ICso
degerleri ise konsantrasyon/aktivite grafiginin
denklemi kullanilarak belirlenmigtir

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

Istatistik Analizler

Bu calismadaki her uygulama ve analiz Ug¢ tekrarh
olarak yapilmis sonucglar ortalama ve standart hata
olarak verilmigtir. Verilerin istatistiki analizi SPSS 20
(Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullanilarak
yapilmistir. Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan ¢oklu aralik testine gore belirlenmistir
(Duncan, 1955).

BULGULAR ve TARTISMA
Ko6k Geligim Parametreleri

Bu calismada kokboya bitkisinde kok ve adventif kok
indiksiyonuna IAA, IBA ve NAA hormonlarinin

etkileri belirlenmigtir. Adventif koklerin
indiksiyonunda gévde ve yapraklar eksplant kaynag:
olarak kullanilmigtr. Kok kiltirlerinin

olusturulmasinda ise kokler eksplant kaynag olarak
kullanilmistir. Kok ve adventif kokler 30. giin hasat
edilerek eksplant basina kok sayisi, kok geligim
oranlar1 ve kok uzunluklari belirlemis ve sonuclar
Cizelge 1’de verilmigtir. Ayrica kok ve adventif kok
kultirin farkli agsamalarina ait resimler Sekil 1’de
verilmigtir.

Kok ve adventif kéklerin gelisme oranlar: (%) hormon
gesidi ve ekspant kaynagina goére o6nemli olglide
degismistir (P<0.05). IAA ve IBA hormonlar1 tim

ekspant kaynaklarinda yiiksek oranlarda kok
gelisimini  tesvik ederken, NAA iceren besin
ortamlarinda kok ve adventif kok gelisimi

gerceklesmemistir. IBA iceren besin ortamlarinda
kiltire alinan eksplantlarin adventif kok gelisim
oranlar1 TAA icerenlerden o6nemli ol¢ude yiiksektir
(P<0.05).

Cizelge 1. Hormon ¢esidi ve eksplant kaynaginin kék ve adventif kok gelisim parametrelerine etkisi
Table 1. The effect of hormone type and explant source on root and adventitious root growth parameters

Hormon Cesidi Eksplant Kaynag *Kok Gelisim Oranm (%) *Root Kék Uzunlugu (cm) Kok Sayis1
Hormone Types Explant Source Growth Rate (%) Root Length (cm) Root Number
Kok/ Root 100.00 £ 0.00 2 0.82+0.04¢ 5.66+0.392
TAA Govde/ Stem 76.66 £ 7.26 P 2.31+£0.032 4.87+0.35 e
Yaprak/ Leaf 78.65+8.30 P 2.63+£0.26 2 4.32+0.17¢
Kok/ Root 97.43 +2.56 2 0.47+0.04¢ 2.96+0.08 ¢
IBA Govde/ Stem 88.33 £ 4.40 ab 1.64+0.027P 4.13+0.15¢
Yaprak/ Leaf 96.97 + 3.03 2 2.60+0.152 5.35+0.14 ab
NAA Kok/ Root - - -
Govde/ Stem
Yaprak/ Leaf

Ayni stitunda verilen farkli harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklar: gostermektedir (p<0.01, *p<0,05).
Different letters given in the same columns show statistically significant differences (p<0.01, *p<0,05).

942



KSU Tarim ve Doga Derg 24 (5): 939-947, 2021 Aragtirma Makalesi
KSU J. Agric Nat 24 (5): 939-947, 2021 Research Article

. m 3 -‘)A ) '

Sekil 1. Kok ve adventif kok kiilltirtinin farkl agamalari: a- tohumlar, b- ¢imlenmis tohumlar, c- k6k boya bitkisi,
d- yaprak eksplanti, e- govde eksplant, f- kok eksplanti, IAA ortaminda yaprak (g), govde (h) ve kok (i)
eksplantindan gelisen kék/adventif kékler, IBA ortaminda yaprak (), gévde (k) ve kok (1) eksplantindan
gelisen kok/adventif kokler, NAA ortaminda yaprak (m), gévde (n) ve kék (o) eksplantlar: (d-f kiiltiirtin 1.
giinii, g-o kiiltiiriin 30. giinii)

Figure 1. Different stages of root and adventitious root culture: a- seeds, b- germinated seeds, c- madder plant, d-

leaf explant, e- stem explant, - root explant, Root/adventitious roots developing from leaf (g), stem (h)
and root (i) explants in medium containing IAA, Root/adventitious roots developing from leaf (j), stem (k)
and root (I) explants in medium containing IBA, Leaf (m), stem (n) and root (o) explants in medium
containing NAA (d-f 1st day of culture, g-o 30th day of culture)

En yiiksek adventif kék gelisim oram (96.97 + 3.03) belirlenmistir. I?ék k}'iltiirlerinde ise JAA ve IBA
IBA besin ortamindaki yaprak eksplantlarinda hormonlar onemli farkhihklar meydana
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getirmemistir. Sreeranjini ve  Siril  (2013)
kokboyasigiller familyasina ait Morinda citrifolia
bitkisinde adventif kék indiksiyonu c¢alisilan oksin
(TAA, IBA, NAA) hormonlari icerisinde en yiiksek IBA
iceren besin ortamindan elde edildigini ifade
edilmistir. Centella asiatica bitkisinde hormonlarin
adventif kok gelisimine etkilerinin incelendigi benzer
bir ¢alismada, IBA iceren besin ortaminda adventif
kok gelisgimi TAA ve NAA icerenlerden daha yiliksek
oldugu bildirilmistir (Ling ve ark., 2009). Yiiriitiilen bu
calismadan elde edilen sonuglara benzer sekilde
Artemisia vulgaris bitkisinde de maksimum adventif
kok gelisimi yaprak eksplantlarinda belirlenmigtir
(Sujatha ve Ranjitha Kumari, 2012).

Kok ve adventif koklerin uzunlugunda ve sayisinda
(eksplant basina) besin ortamina ilave edilen
hormonunun c¢esidine ve kullanilan ekspant
kaynagina goére onemli farkhiliklar belirlenmigtir
(P<0.01). Adventif kéklerin uzunlugu kok kiiltiiriinden
elde edilen koklerden 2-5 kat daha uzun oldugu
belirlenmigtir. En uzun adventif koékler yaprak
eksplantarindan (2.63 + 0.26 cm) elde edilmistir. IAA
besin ortaminda gelisen kok ve adventif koklerin
boylar1 IBA ortamindakilerden olduk¢a uzun oldugu
gorilmistir. Ekspant basina adventif kok sayis1 en
fazla IBA iceren besin ortaminda yaprak
eksplantlarindan (5.35 + 0.14) elde edilmistir. Kok
kiiltiirlerinde ise ekspant basina kék sayisi (5.66 =+
0.39) en fazla IAA iceren besin ortamindan elde
edilmistir. Artemisia vulgaris bitkisinin yaprak ve kok
eksplantlarinda kok gelisiminde maksimum koék
uzunlugu ve sayis1 IAA ve IBA hormonlarini birlikte
iceren besin ortamindan elde edilmistir. Bireysel
uygulamalar da ise bu calismalardan elde edilen
sonuc¢lara benzer sekilde IAA ortamindaki koklerin
daha uzun oldugu bildirilmistir (Sujatha ve Ranjitha
Kumari, 2012). Psoralea coryfolia bitkisinde yapilan

bir benzer calismada ise hipokotil eksplantlaridan
adventif kok gelisimine IAA, IBA ve NAA
hormonlarinin etkisi incelenmigtir. Kok uzunlugu ve
eksplant basina kok sayis1 en fazla IBA iceren besin
ortamindan elde edildigi ifade edilmistir (Baskaran ve
Jayabalan, 2009).

Bu ve benzer calismalardan elde edilen sonuglar
arasindaki farkhliklar eksplant kaynagi, dondr
bitkinin yetistirilme kosgullari, kiltiir tipi, hormon
¢esit ve konsantrasyonu ve degerlendirme stireleri gibi
faktorlerden ileri gelmektedir. Tim bu faktorler
adventif kok indiksiyonunu ve koklerin biyolojik
ozelliklerini 6nemli 6l¢ltide degistirmektedir. Rahmat
ve Kang (2019) oksin grubu hormonlarin adventif kok
gelisimine etkileri bitki familya ve tiiriine gére 6nemli
6lciide degistigini bildirmistir. Ayrica besin ortamina
ilave edilen oksin c¢esidinin de adventif kok
indiksiyonunu biyuk ol¢ide etkiledigi ifade
edilmigstir. Bu baglamada bitki doku ve organ kultiirt
yontemleriyle sekonder metabolitlerin yliksek verim
ve sabit kalitede tretimlerinin saglanabilmesi i¢in tiir
bazinda eksplant kaynagi, besin ortami, kiltir tipi ve
ortam  kogullarinin  optimizasyonu ile  ilgili
¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sekonder Metabolit Igerigi

Kok ve adventif koklerin toplam antrakinon, toplam
fenolik bilesik ve flavonoid icerigi Cizelge 2’de
verilmigtir. Toplam fenolik bilesik icerigi Folin-
Ciocalteu metodu ile belirlenerek sonuclar gallik aside
esdeger olarak verilmigtir. Flavonoid igerigi ise
aliminyum kloriir metodu ile belirlenerek sonuclar
kuersetine esdeger olarak ifade edilmigtir. Toplam
antrakinon igerigi ise alizarinin molar ekstinksiyon
katsayis1 kullanilarak belirlenmigtir.

Cizelge 2. Kok ve adventif koklerin toplam antrakinon, toplam fenolik bilesik ve flavonoid igerigine hormon ve

eksplant kaynaginin etkisi

Table 2 Effect of hormone and explant source on total anthraquinone, total phenolic compound and flavonoid

content of root and adventitious roots

Hormon Cesidi Eksplant Kaynagi Toplam  Antrakinon Toplam Fenolik Bilesik Flavonoid
Hormone Types  Explant Source Total Anthraquinone Total Phenolic Compound Flavonoid
(mg g (mg GAE g) (mg KUE g')
Kok/ Root 6.34+0.06 ¢ 5.45+ 0.14 be 2.25+0.04 ¢
TAA Govde/Stem 9.83+0.11 2 14.45+0.29 3.85+0.03 2
Yaprak/Leaf 6.68 = 0.07 P 6.20 £ 0.58 b 2.71+0.06 "
Ko6k/ Root 4.15+0.06 4 3.62+0.08¢ 1.41+0.04 ¢
IBA Govde/ Stem 3.62+0.09¢ 5.20+0.14 «d 1.57 £ 0.09 de
Yaprak/ Leaf 3.569+0.05¢ 4.37+0.17 de 1.73+0.02 4
Aymi siitunda verilen farkl harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklar géstermektedir (p<0.01).
Different letters given in the same columns show statistically significant differences (p<0.01).
Kok ve adventif koklerin toplam antrakinon igerigi ve adventif koklerin antrakinon igerigi IBA

3.59 + 0.05 ile 9.83 + 0.11 mg g! arasinda
degismektedir. IAA besin ortamindan elde edilen kok

ortamindakilerden &nemli o6lglide yiiksek oldugu
belirlenmistir (P<0.01). En yiiksek antrakinon icerigi
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TAA besin ortaminda gévde eksplantlardan elde edilen
adventif koklerde belirlenmistir. Koékboyasigiller
familyasina ait Oldenlandia umbellata L. bitkisinde
yapilan benzer bir calismada IAA, IBA ve NAAnin
adventif kok kiltirlerinde antrakinon uretimine
etkisi incelenmigtir. Kullanilan oksinler arasinda en
yiksek toplam antrakinon igerigi IAA igeren besin
ortamlarindan elde edildigi bildirilmistir. (Saranya
Krishnan ve Siril, 2018). Morinda citrifolia
(Rubiaceaee) bitkisinde oksin grubu hormonlarinin
(NAA, IBA) adventif kék kiiltiriinde toplam
antrakinon lretimine etkisinin belirlendigi bir diger
calismada ise en ylksek antrakinon igerigi IBA
ortamindan elde edilmistir. Ozellikle kullanilan oksin
ve sitokinin seviyeleri hiicre metabolizmasinin
diizenlenmesi ve metabolit olusumunu etkileyen en
onemli faktor oldugunu ifade edilmistir (Baque ve ark.,
2010). Baydar ve Karadogan (2006) kékboya bitkisinin
boya 1igerigi ve kalitesinin genotip, agronomik
uygulamalar, kok kalitesi, yetistirme bolgesi, buyiime
sezonu ve hasat zamanindan énemli él¢tide etkilendigi
bildirilmigtir.

Kok ve adventif koklerin toplam fenolik ve flavonoid
iceriginde ekspant kaynagi ve hormon cesidine gére
onemli farkliliklar meydana gelmistir. TAA besin
ortaminda gelisen kok ve adventif koklerin toplam
fenolik ve flavonoid igerigi IBA ortamindakinden
onemli élciide yiiksektir (P<0.01). Toplam fenolik ve
flavonoid icerigi en yliksek IAA besin ortaminda
kiltire alinan govde eksplantlarindan gelisen

adventif koklerde belirlenmistir. Bu besin ortaminda
gelisen adventif kéklerin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi sirasiyla 14.45 + 0.29 mg GAE g1 ve 3.85 + 0.03
mg KUE g1 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu
veriler dogrultusunda goévde eksplantlarindan
geligtirilen adventif koklerin antrakinon ve fenolik
bilesik dretimi i¢in uygun materyaller oldugu
belirlenmigtir. Kékboya bitkisinde yapilan benzer bir
arastirmada belirlenen toplam fenolik bilesik igerigi
bu c¢alismadan elde edilen sonucglara ortiismektedir.
Aras Asca1 ve ark., (2018) ii¢ yasindaki kékboyasi
bitkisinin internot kisimlarinin IAA ve kinetin iceren
besin ortaminda kiltire alinmasiyla elde edilen
adventif koklerin toplam fenolik bilesik igeriginin
13.19 mg g-! oldugunu ifade etmiglerdir. Demirci ve
ark., (2020) koékboya bitkisinin in vitro kok kiiltiirleri
alizarin, purpurin ve fenolik bilesikleri dogadaki
bitkileri tahrip etmeden ve mevsimsel kisitlamalar
olmaksizin bitin bir yil boyunca standart miktar ve
kalitede tretime imkan veren 6nemli bir potansiyel
oldugunu bildirmiglerdir.

Antioksidan Aktivite

Kok ve advenitif koklerin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesinde DPPH, FRAP ve ABTS metotlar
kullanilmigtir. FRAP aktivitesinin sonuglar: troloks’a
esdeger olarak verilirken DPPH ve ABTS sonuglari ise
radikalin % 50’sini gideren doku miktar: (ICso) olarak
belirlenmig ve Cizelge 3’de verilmigtir.

Cizelge 3. Kok ve adventif koklerin DPPH, ABTS ve FRAP aktivitelerine hormon ve eksplant kaynaginin etkisi
Table 3. Effect of hormone and explant source on DPPH, ABTS and FRAP activities of root and adventitious roots

Hormon Cesidi Eksplant Kaynagi DPPH ABTS FRAP
Hormone Types  Explant Source IC50 (mg ml?) ICs0 (ug ml?) pmol TE g'!
Kok/ Root 0.77 £ 0.006 2 71.57+0.43¢ 231.93+1.31c¢
TAA Govde/Stem 0.29 £ 0.003 ¢ 31.61+0.06¢ 409.13+ 3.852
Yaprak/Leaf 0.71+£0.008 ¢ 71.89+0.34 ¢ 259.46+ 1.57P
Kok/ Root 0.73 +0.003 P 91.31+0.32a 154.95+ 7.34 ¢
IBA Govde/ Stem 0.44 £0.003 ¢ 60.75+0.394 219.39+5.45¢
Yaprak/ Leaf 0.72 + 0.004 be 85.45+0.35b 194.05 + 3.44 d

Aymi siitunda verilen farkl harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklar gostermektedir (p<0.01).
Different letters given in the same columns show statistically significant differences (p<0.01).

Kok ve adventif koklerin antioksidan aktivelerinde
eksplant kaynagi ve hormon cesidine goére O6nemli
farkliliklar meydana gelmistir (P<0,01). IAA besin
ortaminda gelisen adventif koklerin antioksidan
aktivitest IBA ortamindakilerden 6nemi o6lglide
yiksektir. En yiiksek antioksidan aktivite IAA besin
ortaminda govde eksplantlarindan geligsen adventif
koklerde belirlenmistir. Bu kéklerin DPPH, ABTS ve
FRAP aktivitesi sirasiyla ICs0: 0.29 = 0.003 mg ml1,
ICs0: 31.61 + 0.06 pg ml?t, 409.13 + 3.85 umol TE g1
olarak Dbelirlenmistir. En yiksek antioksidan
aktiviteye sahip adventif kéklerin antrakinon, fenolik
ve flavonoid igeriginin bakimindan da en yiiksek
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degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Essaidi ve ark.,
(2017) Rubia tinctorum ekstraktlarinin yiiksek FRAP
ve ABTS radikal giderme aktivesine sahip oldugu ifade
etmigtir. Bu yiksek antioksidan aktivitenin fenolik
bilesik, antrakinon ve flavonoid igeriginden ileri
geldigini bildirilmigtir. ,

SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada kékboya bitkisinde eksplant kaynagi ve
oksin grubu hormonlarinin kék ve adventif kok
gelisgimine etkisi ve elde edilen bu koklerin, toplam
antrakinon, toplam fenolik ve flavonoid igerigi ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmigstir. Yapilan bu
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calisma neticesinde yaprak ve gévde eksplantlarinda
olusturulan adventif koklerin koék eksplantlar
kullanilarak olusturulan kok kiltiurlerinden metabolit
ve antioksidan aktivite bakimindan oldukg¢a tstin
oldugu belirlenmistir. Kok kiiltirlerinde kok gelisim
oranlari yiiksek olsa da elde edilen koklerin boylari her
iki hormon kosgullarinda oldukg¢a yetersizdir. IBA
igeren besin ortamlarinda eksplantlardan adventif kok
gelisim oranlar1 IAA igerenlerden yiiksek olsa da elde
edilen adventif koklerin antrakinon, fenolik ve
flavonid igerigi ve antioksidan aktivitesi nemli 6lgiide
dusuktir. NAA iceren besin ortamlarinda ise tim
eksplantardan kok gelisimi saglanamamigtir. TAA
besin ortaminda yaprak ve govde eksplantlarinin kok
gelisim oranlari ve elde edilen koklerin uzunluklar:
bakimindan énemli bir farklilik meydana gelmemigtir.
En yiksek antioksidan aktivite ve metabolit icerigi
TAA besin ortaminda govde eksplantlarindan gelisen
adventif koklerde belirlenmigtir. Sonug olarak IBA'nin
adventif kok gelisim oranlar1 acisindan uygun olsa da
metabolit iiretimi ve antioksidan aktivite bakimindan
IAA’nin daha uygun oldugu gérilmektedir. Bu alanda
yapilacak sonraki calismalarda adventif kok
indiksiyonun IBA ortaminda saglandiktan sonra
metabolit Uretimin artirmak i¢in IAA ortaminda alt
kiltire almanin faydali olacagi distnulmektedir.
Ayrica iki hormonun besin ortamina birlikte ilave
edilecegi  kombinasyonlarin  olusturulmasi1  kok
indiksiyonu ve metabolit verimi acgisindan avantaj
saglanabilecegi 6n gorilmektedir.
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