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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BiYOTIK ELIiSITOR UYGULAMALARININ Isatis tinctoria L. KOK
KULTURLERINDE KOK BUYUMESI VE ALKALOID URETIMIi UZERINE
ETKIiLERI

Alper CESSUR

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR

Bu aragtirma, in vitro kosullarda Isatis tinctoria (¢ivit otu) bitkisine ait koklere farkli
konsantrasyonlarda uygulanan maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin kok
gelisimi ve bitkinin en énemli indol alkaloidleri olan indigotin ve indirubin birikimi
izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amagla 21 giinliik
civit otu kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda maya ekstrakti (1, 2, 3 ve 4 g/l),
kitosan (100, 150, 200 ve 250 mg/l) ve pektin (%0.5, 1, 2 ve 3) 7 giin boyunca
uygulanmistir. Hasat sonrasinda uygulamalara gore kokler, yas kok agirhigi, kok
biiyiime indeksi, kuru kok agirligi ile indigotin ve indirubin igerikleri bakimindan
degerlendirilmisglerdir.

Arastirma sonunda, kok biiytimesi iizerine kitosan engelleyici etkide bulunurken,
maya ekstraktinin pozitif etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan pektin kok
biiyiimesi tizerinde pozitif ya da negatif herhangi bir etkide bulunmamistir. Maya
ekstraktt ve kitosan uygulamalar1 kontrol ile kiyaslandiginda koklerde indigotin
birikimini artirirken, indigotin miktar1 pektin uygulamalar1 ile azalmigtir. Maya
ekstrakti uygulamalari i¢inde en yiiksek indirubin miktar1 3 ve 4 g/l maya ekstrakti
uygulamalarindan elde edilmistir. Biitiin kitosan uygulamalar1 kontrole gore indirubin
miktari1 artirmustir.  Pektin - uygulamalarinin - indirubin  birikimine etkilerinin
konsantrasyonlarina bagl olarak degistigi ve en yiiksek indirubin miktarlariin %0.5
ve 1 pektin uygulamalarindan elde edildigi belirlenmistir. Sonug olarak, kok gelisimi
icin 1 g/l maya ekstrakti, indigotin ve indirubin miktar1 bakimmdan da 100 mg/I
kitosan, en yiiksek degerleri saglayan en uygun uygulamalar olarak secilmistir.

Anahtar Kelimeler: Isatis tinctoria, indigotin, indirubin, Kitosan, Maya ekstrakti,
Pektin

2022, 63 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

EFFECTS OF BIOTIC ELISITOR APPLICATIONS ON ROOT GROWTH
AND ALKALOID PRODUCTION IN Isatis tinctoria L. ROOT CULTURES

Alper CESSUR

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of f Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Nilgin GOKTURK BAYDAR

This study was carried out to determine the effects of yeast extract, chitosan and pectin
on the root growth and the accumulation of indigotin and indirubin, the most important
indole alkaloids of the plant, in the root of Isatis tinctoia (woad). in in vitro conditions.
For this purpose, different concentrations of yeast extract (1, 2, 3 and 4 g/l), chitosan
(100, 150, 200 and 250 mg/l), and pectin (0.5, 1, 2 and 3%) were applied to 21 days
old roots for 7 days. After harvest, roots were evaluated in terms of fresh root weight,
root growth index, dry root weight and contents of indigotin and indirubin.

As a result of the study, it was determined that yeast extract showed positive effects
on root growth while chitosan inhibited. On the other hand pectin had no positive or
negative effects on root growth parameters. Yeast extract and chitosan applications
increased indigotin accumulation in roots compared to control roots while indigotin
amounts decreased with the pectin application. Within yeast extract applications, the
highest indirubin contents were obtained from the roots applied with 3 and 4 g/l of
yeast extract. All chitosan application enhanced the indirubin accumulation compared
to control. The effect of pectin applications on indirubin accumulation was changed
depending on its concentrations. Pectin at 0.5 and 1% increased indirubin contents
compared to control and other pectin concentrations. As a conclusion, 1 g/l of yeast
extract for root growth and 100 mg/l of chitosan for indigotin and indirubin contents
were selected the most appropriate applications suppling the highest values.

Key Words: Isatis tinctoria, Indigotin, Indirubin, Chitosan, Yeast extract, Pectin

2022, 63 pages
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1. GIRIS

Bitkiler, biiylime ve gelismeleri i¢in mutlak gerekli olan karbonhidratlar, proteinler ve
niikleik asitler gibi primer metabolitlerin yani sira, farkli stres faktorlerine karsi
bitkinin savunma sisteminin en 6nemli pargalarindan biri olan sekonder metabolitleri
de sentezlemektedirler. Fenolik bilesikler, terpenoidler, alkaloidler gibi bir¢ok farkli
bilesigi i¢inde bulunduran sekonder metabolitler, biyotik ya da cevresel etkenlerden
kaynaklanan stres faktorlerine karsi bitkinin toleransini artirma ve koruma etkilerinin
yaninda, bitkilerde renk, koku, tat gibi 6zellikleri de olusturan bilesiklerdir. Bitkilerde
sentezlenen bu sekonder metabolitler tip, eczacilik, kozmetik, parfiimeri, gida, tekstil
gibi bircok alanda kullanilmalari nedeniyle, 6zellikle son yillarda bu bilesiklerin
sentezine ve sahip olduklar1 6zelliklerin ortaya ¢ikartilmasina yonelik caligmalar
bliyiik popiilarite kazanmistir. Sekonder metabolitler, farkli alanlarda biiyiik talep
gormelerine karsin, bitki blinyesinde ¢ok diisiik miktarlarda sentezlenirler. Bu nedenle

bu bilesikler “yiikte hafif, pahada agir” bilesikler olarak da anilmaktadir.

Bitkilerde sentezlenen bu degerli metabolitlerin elde edilmesinde kullanilan en yaygin
yontem bitkilerin dogadan toplanmasidir. Ancak dogadan toplama ile ihtiya¢ duyulan
taleplerin karsilanmasi, endemik tiirlerle kontrolsiizce toplanan bitki tiirleri, 6zellikle
de kok kaynakli metabolitlere sahip bitkiler i¢in nesillerinin devami bakimindan biiyiik
bir tehlike olusturmaktadir. Ayrica sekonder metabolit liretiminde iklim ve cografi
kosullardan kaynaklanan kalite ve kantite farkliliklarinin ortaya ¢ikmasi, bitkilerin
hastalik zararli ya da olumsuz cevre kosullar1 nedeniyle tahrip olmasi, yilin belirli
donemlerinde ve uygun olmayan arazi kosullarinda da toplanma zorunlulugunun
bulunmasi, geleneksel yontemlerle yapilan bu metabolit iiretim tekniginin diger
olumsuz yonlerini olusturmaktadir (Dornenburg ve Knorr, 1997; Fazili vd., 2022).
Sayilan bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirarak yilin her doneminde standart miktar ve
kalitede tiretimi saglayacak alternatif liretim tekniklerinin arayisi sonucunda, in vitro
tekniklerin bu amagla kullanilabilecek 6nemli bir potansiyel olusturdugu ortaya
cikmistir (Verpoorte vd., 2002; Ramirez-Estrada vd., 2016; Fazili vd., 2022). Ayrica
in vitro kosullarda bitki, hiicre ve dokulara dogada yapilmas1 miimkiin olmayan farkli
uygulamalar yapilarak metabolit verimi ¢ok daha yiiksek seviyelere
cikartilabilmektedir (Ramawat, 2007). Besin ortamlarinin igerigi ile sicaklik, 151k gibi
kiiltiirel kosullarda yapilan degisiklikler, iki fazli kdltiir sistemi, genetik
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transformasyon, immobilizasyon, permeabilizasyon, onciil ya da ara maddelerin
kullanilmasi ile sekonder metabolit sentez yollarindaki enzim ve genleri uyaran elisitor
uygulamalar1 in vitro kosullarda sckonder metabolit {iretimini artirmada
uygulanabilecek yontemler arasinda yer almaktadir (Dornenburg ve Knorr, 1995:
Zhao vd., 2005; Isah vd., 2018). Elisitor bitkinin strese tepkisini engelleyici ya da
tesvik edici olarak agiga c¢ikaran ve elisitasyon olarak da isimlendirilen kimyasal
reaksiyonlart uyaran sinyal karakterindeki biyotik ve abiyotik kokenli etmenlerdir
(Gorelick ve Bernstein, 2014). Diisiik miktarlarda uygulandiklarinda bitkilerde
sekonder metabolit biyosentezini uyaran sinyal molekiilleri olarak hareket eden
elisitorler, in vitro kiiltiirlerde sekonder bilesiklerin {iretimini arttirmada yogun olarak
kullanilmaktadir. Elisitorler abiyotik ve biyotik olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir
(Weathers vd., 2010). Abiyotik elisitorler fiziksel ya da kimyasal kdkenli iken biyotik
elisitorler, biyolojik kaynakli bitki hiicre duvarlarindan olusan polisakkaritler ile
mikroorganizmalara ait hiicre duvari bilesenlerinden olusmaktadir (Namdeo, 2007,

Weathers vd., 2010).

Sekonder metabolit iiretiminde en ¢ok tercih edilen bitkiler, 6zellikle farmakolojik
aktiviteleri yiiksek olan tibbi bitkilerdir. Ulkemiz de cografi konumu ve iklimi ile
bir¢ok tibbi bitkiye ev sahipligi yapmaktadir. Toplamda 338 cins ve 3350 tiir ile temsil
edilen ve ¢ok 6nemli tibbi bitkileri biinyesinde toplayan Brassicaceae familyasi da
Amerika Birlesik Devletleri'nden sonra en ¢ok iilkemizde yayilim gosteren familyadir
(Comlekgioglu, 2019). Brassicaceae familyasina ait bir tiir olan ¢ivit otu (lsatis
tinctoria L.) da indigotin ya da indigo adi verilen ve mavi renge doniisebilen bir boya
maddesi igermesi nedeniyle 6nemli bir boya bitkisidir (Karagiizel ve Tas¢ioglu, 2007).
Diinyada yillik iiretiminin 16 bin ton oldugu tahmin edilen indigotin (Comlek¢ioglu,
2011), endiistriyel alanda ¢ok kullanilmas1 ve dogada nadir bulunan mavi renge sahip
olmasi nedeniyle en 6nemli bitkisel boyalardan biri olarak kabul edilmektedir (Tanst,
1998; Kizil ve Arslan, 2001; Blackburn vd., 2009). Cogu benzen ve benzenden tiireyen
aromatik hidrokarbon yapisinda olan sentetik boyalarin, kanserojen etkileri ile insan
saglig1 ve ¢evre lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle dogal ve ¢evre dostu boyalara
olan ilgi giin gectikge artmaktadir (Kizil ve Arslan, 2001). Bunun sonucunda da
sentetik boyalara alternatif olarak indigotinin Isatis tiirlerinden dogal olarak elde
edilmesine yonelik olarak AB tarafindan gectigimiz 20 yil icerisinde bircok proje
desteklenmeye baslanmig, 2001 yilinda SPINDIGO (The Sustainable Production of
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Plant-Derived Indigo) projesine yaklasik 3.5 milyon Euro fon saglamistir. Ayrica
cesitli Avrupa ilkeleri mavi boya eldesi igin Isatis ve Polygonum tiirlerinin
yetistirilmesi, indigotinin ekstraksiyonu ve tekstil sanayinde kullanilmasiyla ilgili
cesitli projeleri 6nemli oranda desteklemistir (CORDIS, 2020). Boya bitkisi olarak
kullanilmalarinin yani sira Isatis tiirleri igermis olduklari indol alkaloidleri ve
fenilpropanoidleri ile tibbi amaglar i¢in de eski donemlerden beri kullanilmaktadir
(Comlekeioglu vd., 2017). Nitekim farenjit, larenjit, erizipel, karbonkiil, hepatit A,
menenjit, kanser ve iltithap Onleyici etkilerinin yaninda antibakteriyal, antiseptik ve
antiviral aktivitelerin de oldugu belirlenmistir (Han vd., 2011). Geleneksel Cin
Tibbinda "Banlangen" olarak adlandirilan ¢ivit otunun kurutulmus kokleri, anti-
influenza etkinlikleri nedeniyle siddetli akut solunum sendromu (SARS) ve HIN1
hastaliklarinin tedavisinde de basarili bir sekilde kullanildig1 belirlenmistir (Xiao vd.,
2015). Bu farmakolojik etkileri nedeniyle ¢ivit otu Dogu Asya bdlgelerinde ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde en ¢ok satan tibbi bitkiler arasinda yer almaktadir (Ni
vd., 2012).

Hem boya hem de ilag bitkisi olarak 6nem tasiyan ¢ivit otunda in vitro kosullarda
metabolit iiretimine yonelik calismalarin son derece az oldugu goriilmektedir.
Ozellikle son yillarda yogunlasan bu ¢alismalarm da cogunlugunun flavanoid (Gai vd.,
2015a; Jiao vd., 2018a; Jiao vd., 2018b; Gai vd., 2019), daha azinin da alkaloid (Gai
vd., 2015b; Gai vd., 2019) birikimine yonelik olarak gerceklestirildigi goriilmektedir.

Bu aragtirma in vitro kosullarda ¢ivit otuna ait koklere uygulanan kitosan, maya
ekstrakti ve pektinden olusan uygun maliyetli biyotik elisitorlerin kok gelisimi ile
indol alkaloidlerinden indigotin ve indirubin birikimi iizerine etkilerini belirlemek ve

en uygun elisitdr uygulamasini tespit etmek amaciyla gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Civit Otunun Tarihcesi ve Yaylhm Alanlari

Civit otu tibbi 6zellikleri ve ¢ivit mavisi rengi nedeniyle uzun ve iyi belgelenmis bir
tarihe sahiptir. Adini, yaralar1 tedavi etmek anlaminda kullanilan Latince “Isazein” ve
Yunanca “Isadso” kelimesinden tiiretilen “Isatis” (Branca, 2015) ile boya islerinde
kullanim1 ifade eden “Tinctoria” kelimesinin birlesmesinden almistir (Speranza vd.,
2020). Bu tiirlin gegmisinin Neolitik, Bronz ve Demir Cag’larinda maviye boyanmis
ve korunmus tekstil kalintilarinin kesfiyle dogrulandigi iizere Geg Prehistorya ve
Protohistorya donemlerine kadar uzandigi goriilmektedir (Zech-Matterne ve Leconte,
2010). Eski Misirhilar, ¢ivit otundan elde edilen mavi boyay1 asalet simgesi alarak
imparator elbiselerinin boyanmasinda, MO 3000’de de mumya bezlerinin
siislenmesinde kullanmislardir (Balfour-Pau, 2006; De Melo vd., 2006). Avrupa'da
indigotin kullanimiyla ilgili tarihsel kayitlar ise Roma Donemi’ne kadar uzanmaktadir.
Tarihsel kaynaklar, Kelt ve Germen halklarinin hastaliklardan korunmak veya ritiiel
amaclarla viicutlarin1 ve saglarin1 boyamak i¢in ¢ivit otunu kullandiklarim
gostermektedir. Unlii tarih¢i Biiyiik Plinius (MO 23-79) yazilarinda sik sik ¢ivit
otundan s6z etmis ve Ingiliz kadinlarinin dini torenlerde bedenlerini ¢ivit mavisi ile
boyadiklarini bildirmistir (Guarino vd., 2000). Julius Caesar'da "De Bello Gallico"
kitabinda, Kelt topluluklarinin korkung bir goriiniim elde etmek i¢in ¢ivit otundan elde
edilen indigotinle viicutlarin1 renklendirdiklerini yazmistir (Meijer vd., 2007). Mavi
bir dovme olusturmak i¢in derilerini delen ve ovusturan bu insanlara Romalilar “boyal1
insanlar” anlamina gelen “Picti” adin1 vermislerdir (Guarino vd., 2000). Biitiin bunlar
¢ivit otu boyasinin hem tekstil hem de viicut sanati i¢in kullanilmis oldugunu
gostermektedir (Zech-Matterne ve Leconte, 2010). 12. yilizyildan 17. yilizyila kadar,
¢ivit otu boya ve tibbi bitki olarak Avrupa'da 6zellikle Almanya (Thiiringen, Jiilich),
Fransa (Languedoc, Somme, Normandy), Ingiltere (Somerset, Lincoln shire) ve
Italya'da (Toskana) yaygin olarak yetistirilmistir. 17. yiizy1lin baslarinda, sémiirgeciler
tarafindan ¢ivit otu tekstil boya iriinii olarak Avrupa'dan Kuzey Amerika'ya
gotliriilmiistiir (Hamburger, 2002). 17. yiizyilin sonlarinda daha kolay ve ekonomik
boya ekstrakti elde edilmesine imkan kilan Asya'da (Hindistan, Banglades) yetistirilen
Indigofera tinctoria’nin ve Karayipler'deki diger Indigofera tiirlerinin Avrupa’ya ithal

edilmesiyle ¢ivit otunun iiretimi azalmaya baslamigtir. 1905 yilinda Adolf von Bayear
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indigotinin sentetik iiretilebilecegini kesfetmis ve bu kesfi ile Nobel 6diiliinii
kazanmistir (Anonim, 1998). Sentetik boyalarin dogal indigotinin yerini almasiyla
birlikte bitki dnemini kaybetmeye baslamistir (Meijer vd., 2007; Spataro ve Negri,
2008). Bu donem ig¢inde boyar madde olarak 6neminin ve iiretiminin azalmasi ile
birlikte sifali bitki olarak da unutulmaya yiiz tutmustur (Hamburger, 2002). Ancak son
yillarda sentetik boyalarin insan sagli§i ve ¢evreye olan zararlari nedeniyle dogal
boyalara ve ¢ivit otuna olan ilgi yeniden artmaya baslamistir. Nitekim AB tarafindan
gectigimiz 20 yil igerisinde indigotinin Isatis tiirlerinden dogal olarak elde edilmesine
yonelik yiiksek biitceli birgok proje desteklenmeye baslanmustir. Cesitli Avrupa
tilkeleri de indigotin retimi i¢in Isatis ve Polygonum tiirlerinin yetistirilmesi,
indigotinin ekstraksiyonu ve tekstil sanayinde kullanilmasiyla ilgili cesitli projeleri

onemli oranda desteklemistir (CORDIS, 2020).

Civit otu boya bitkisi olmasinin yaninda Geleneksel Cin Tibbinda da tibbi amagclar i¢in
yaygin olarak kullanilmakta olup (Hamburger, 2002; Recio vd., 2006), 2011 yilindan

itibaren Avrupa'da bir farmakope bitkisi olarak taninmaktadir (Anonim, 2011).

Civit otu antik caglardan beri indigotin kaynag: olarak Asya ve Avrupa’nin farklh
bolgelerinde yaygin olarak yetistirilmistir (Varga ve Evans, 1978; Mohn vd., 2008).
Yapilan genetik analizler ¢ivit otunun, Orta Asya kokenli oldugunu diisiindiirmesine
karsin (Spataro vd., 2007; Spataro ve Negri, 2008), bir¢cok kaynakta da onun
Gilineydogu Rusya'ya, Giiney-Bat1 Asya'ya ve belki de Giineydogu Avrupa'nin bazi
bolgelerine 6zgli olabileceginden bahsedilmektedir (Akeroid, 2002; Hamburger,
2002). Anadolu’da da yetistirilen ¢ivit otu, Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika genelinde
yaygindir. Ulkemizde Bolu, Zonguldak, Bursa, Manisa Izmir, Kiitahya, Isparta, Konya
ve Icel’de bos arazilerde ve yol kenarlarinda dogal olarak yayilis gdstermektedir
(Yildirimli, 1988). Boya maddesi olarak kullanimindan dolayr Anadolu’da tarim
arazileri lizerinde yillar boyu kiiltiirii yapilmis ve hasatta elde edilen iiriinler yurtdisina

ihrag¢ edilmistir.

Kuru ve gilinesli iklime sahip lokasyonlarin kayalik alanlarinda, terkedilmis
ekinlerinde, agik ormanlarinda ve yol kenarlarinda kendiliginden yetisen ¢ivit otu,

deniz seviyesinden maksimum 1900 metre yiikseklige kadar yayilabilmektedir.



Genellikle sicak ve azotga zengin kiregli topraklar: tercih etmektedir (Speranza vd.,

2020).

2.2. Civit Otu Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Diinya iizerinde daha ¢ok kuzey yarim kiirede nadiren de Ekvator’a yakin tropikal
bolgelerde yayilis gosteren ¢ivit otunun da yer aldigi Brassicaceae (turpgiller)
familyasi, 338 cins ve 3700 tiiriin yer aldigi ekonomik 6nemi yiliksek en genis
familyalardan biridir (Sirali vd., 2013). Civit otu (Isatis tinctoria)’nun i¢inde yer aldig1
Isatis cinsinin ise diinyada yaklasik 79 tiirii bulunmakta olup (Baytop, 1984), Tiirkiye
20 tirii ile 5 alttiirii endemik olmak iizere 34 tiir, 16 alt tiir ve iki gesitle temsil

edilmektedir (Comlekgioglu vd., 2014).

Civit otu iki yillik ya da kisa omiirlii cok yillik otsu bir bitki tiiriidiir (Sekil 2.1a).
Cimlendikten sonra toprak iistiindeki ilk olusumuna, rozet yaprak dizilisine sahip
birka¢ uzun sapli bazal yapraklarin ¢ikisi ile baglamaktadir. Basit tiiylerle kapli bu
yapraklar, yaklasik 4-10 cm uzunlugunda ve 0.8-4 cm genisligindedir. Govdesi dik ve
130 cm’ye kadar boylanabilirken, ¢ok saglam ve odunsu yapiya sahip bir ana koke
sahiptir (Callihan vd., 1984). Kazik kokleri 1.5 m ya da daha derine inebilirken, daha
kiiglik yan kokler ise toprak yiizeyinin 20-30 cm’lik kisminda yogunlagmakta ve 40
cm’ye kadar yanlara yayilabilmektedir (Varga ve Evans, 1978). Mavimsi yesil renkte
olan yapraklarin iistii diiz ve beyaz damarlidir. Bazal yapraklar dikdortgen-mizrak
seklinde ve uzun saphdir. Bazala gore daha dar ve yukartya dogru kademeli olarak
kiiciilen tist yapraklar ise basit, biitiin ve yay seklindedir. Bitki toprak yiizeyinden
itibaren dallanmakta ve her dal bir ¢icek toplulugu ile son bulmaktadir. Haziran-
temmuz ayinda ¢iceklenen bitkinin ¢igekleri bilesik semsiyemsi salkim seklinde olup,
cicek saplar1 4.5-9 mm, ¢anak yapraklar 1.5-3 mm, parlak sar1 renkli tag yapraklari ise
2-4 mm boyutlarindadir (Sekil 2.1b). Olgun meyveleri koyu kahverengimsi siyah
renkli, 8-19x1.5-4 mm boyutlarinda seritsi yapida olup (Sekil 2.1c), her meyvede 1
tohum bulunmaktadir (Speranza vd., 2020).



Sekil 2.1. Civit otu bitkisi (a), ¢igcegi (b) ve meyveleri (¢) (Speranza vd., 2020)

2.3. Civit Otu Bitkisinde Bulunan Sekonder Metabolitler ve Kullanim Alanlari

Civit otunun biyokimyasal yapisi incelendiginde, bir¢cok farkli bilesikle karakterize
edilen ilging bir kimyasal profil gdsterdigi ve basta alkaloidler olmak iizere fenolik
bilesikler (Taviano vd., 2018), glukozinolatlar (Mohn vd., 2008), karotenoidler, yag
asitleri (Mohn vd., 2009), mineraller (Kizil vd., 2009), aldehitler, monoterpenler,
seskiterpenler, hidrokarbonlar, ketonlar (Condurso vd., 2006) ve karbonhidratlar (Han
vd., 2011) olmak {izere bircok metaboliti i¢erdigi goriilmektedir. Ancak bu tiirii bu
denli 6nemli kilan, esas olarak igcermis olduklar1 indol alkaloidleridir. Bu tiiriin en
onemli indol alkaloidleri indigotin ve indirubin olup, indigotin mavi renge, indirubin

ise kirmizi renge sahip bilesiklerdir (Sekil 2.2).

a b
Sekil 2.2. Indigotin (a) ve indirubin (b)

Civit otunda bulunan bu alkaloidler tekstil, kozmetik, gida ve farmasétik alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir. Bu alkaloidlerin sentezinin gergeklesmesi igin, bitki dnce



indikan, isatan A, isatan B ve isatan C gibi Onciilleri iiretmektedir. Sonrasinda
yapraklar yaralandiginda ya da bu kimyasallar oksijen ile temas ettiginde [-d-
glukosidaz ve B-glukuronidaz enzimi ile hidrolize olmakta ve o-glikosidik bagin
kopmasindan sonra indoksil oksidasyonu ile indigotin meydana gelmektedir. Zengin
oksijen varliginda ise yan iirlin olarak isatin iiretilmektedir. Sonrasinda indoksil ile
isatinin birlesmesi ile indirubin sentezlenirken, isatan C’den kaynaklanan dioksindol
ile birleserek izoindirubini olusturmaktadir. Bunlara ek olarak, trans-indirubin
(izoindigotin, kirmizi), cis-indirubin (izoindirubin, kirmizi), izo-indigo (indigo
kahverengisi) ve cis-indigo ad1 verilen indigoid pigmentlerin varlig1 da belirlenmistir
(Sekil 2.3) (Maugard vd., 2001).

OH 1]
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Sekil 2.3. Civit otunda indol alkaloidleri biyosentezi (Maugard vd., 2001)
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Dogal mavi renk veren bitkilerin ¢ok nadir olmasi nedeniyle ¢ivit otu ¢ok degerli bir
boya bitkisi olarak kabul edilmektedir. Bu bitkinin yapraklarda bulunan indikan adli
glikozitin hidrolizi ve hidroliz iriiniiniin oksidasyonu sonucu meydana gelen mavi
renkli boyar madde olan indigotin, basta tekstil ve viicut boyama olmak tizere farkl
alanlarda dogal boya olarak biiyiik 6nem tagimaktadir (Sekil 2.4). Nitekim dogal boya
elde etmek, sentetik boyalara gore daha uzun zaman almasina, daha zahmetli ve
pahaliya mal olmasina karsin, tirlinleri ¢ok daha degerli ve uzun 6miirlii olmaktadir.
Ustelik insan ve gevre saglig1 bakimindan zararsiz olmalarindan dolay: da bu boyalara

kars1 giiniimiizde artan bir ilgi s6z konusudur (Kizil, 2000).

Sekil 2.4. Indigotin boyasinin tekstil ve viicut boyama sanatinda kullanimi

Boya bitkisi olmasinin yani sira dnemli farmakolojik 6zellikleri nedeniyle ¢ivit otu
ayn1 zamanda ¢ok eski donemlerden bu yana tibbi bir bitki olarak da kullanilmaktadir.
Avrupa'da bu bitkinin tibbi kullanim1 hakkinda ilk yazili kayitlar, yaralari, iilserleri ve
hemoroidleri tedavi etmek icin kullanimini destekleyen Hipokrat'a (M.O. 460) aittir.
Galen (M.O. 129-216) ve Biiyiik Plinius (M.O. 23-79) de bu hastaliklara kars1 bitkinin
kullanimini tavsiye etmislerdir (Hamburger, 2002; Buhner, 2013). 12. yiizyildan 17.
ylizyila kadar Avrupa'da mavi boya olan indigotin elde etmek icin yapilan genis ¢caph
tiretimi sirasinda, bitki aym1 zamanda yilan isiriklari, yaralar ve inflamatuar
rahatsizliklarini tedavi etmek i¢in tibbi bir bitki olarak da yaygin olarak kullanilmastir.
Ronesans ve Barok bitkisel metinlerinde hemoroid, iilser ve timor tedavisi i¢in ¢ivit
otunu oneren bilgiler yer almaktadir (Hamburger, 2002). Yapraklarindan tifo, kizamik

ve grip tedavisinde yararlanilmasinin yani sira (Perry, 1980), Orta Cag'da yaygin



korkung bir hastalik olan ve cildin asir1 sekilde iltihaplanmasina neden olan St.
Anthony'nin Atesine karst da kullanildigi bildirilmistir (Garland, 1988). Bitkinin,
demir ve vitamin eksikliginden kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde kullanimi da
yapraklarinda bulunan demir ile A ve C vitaminlerinden kaynaklandigi ifade
edilmektedir. Yapraklardan elde edilen ekstraktlar ayrica akrodermatit, hemorajik
diyatezi, skrofuldan egzama, furunkiiloz, zehirlenmeler, hiperkoliye, sarilik, mide
nevrozu, kurdesen, uyusukluk, skroful, mide eksimesi ve sebore tedavisinde
kullanilmistir (Palma, 1964). Giiniimiize kadar yapilan arastirmalarda da Isatis
tiirlerininde bulunan kimyasal bilesiklerin antibakteriyel, antikanser, antiviral
Ozelliklerinin yani sira menenjit, beyin iltihabi, kabakulak, grip, deri iltihabi, deri
dokiintlisti de dahil olmak tizere ¢ok farkli rahatsizliklarin tedavisinde de etkili
olduklar tespit edilmistir (Bown, 1995). Avrupa’da ve geleneksel Cin tibbinda uzun
yillardir iyi bilinen bir bitki olmasi nedeniyle ¢ivit otunun hem in vitro hem de in vivo
deney modellerinde farkli biyolojik aktiviteleri degerlendirilmis ve bu caligmalar
sonucunda bitkinin antienflamatuvar, antiviral, antioksidan, antibakteriyel ve
antitimor etkilerinin oldugu belirlenmistir (Song vd., 1996; Yang vd., 2013; Qi vd.,
2017; Ullah vd., 2017). Bitkinin farmakolojik 6zelliklerinin 6zellikle icermis oldugu
indol alkaloidleri ile fenilpropanoidlerle (flavonoidler ve lignanlar) iliskili oldugu
disiiniilmektedir (Hamburger, 2002; Lin vd., 2005). Nitekim ¢ivit otu indol
alkaloidlerinin yani sira flavanoidleri de yiiksek miktarlarda iceren bir bitkidir.
Yapilan caligmalarda ¢ivit otunda aralarinda rutin, neohesperidin, buddleosid,
quercetin, isorhamnetin, kamferol, soliquiritigenin de yer aldig1 bir ¢ok flavanoidi
igerdigi belirlenmistir (Gai vd., 2019). Geleneksel Cin Tibbinda "Banlangen" olarak
adlandirilan ¢ivit otunun kurutulmus kokleri (Radix isatidis) (Sekil 2.5) (Hamburger,
2002), siddetli akut solunum sendromunun (SARS) ve yeni domuz kékenli influenza
A'nin (HIN1) tedavisinde biiyiik ilgi gérmiistiir (Lin vd., 2005; Wang vd., 2011). Dogu
Asya ve Amerika Birlesik Devletleri'nde en ¢ok satan bitkisel ilaglardan biri olan ¢ivit
otunun (Ni vd., 2012) kokleri yaygin olarak eczanelerde regetesiz ilag olarak
satilabilen “Banlangen Keli” ve “Banlangen Tangjiang” olmak {izere iki farkl ticari
farmasdtik preparasyon olarak islenmektedir (Zhou ve Zhang, 2013). Kokler farenjit,
larenjit, erizipel, karbonkiil, hepatit A, menenjit, kanser ve iltihab1 O6nlemek igin
kullanilmakta olup, ayrica antibiyotik, antiseptik ve antiviral aktiviteler gosterdikleri

de bilinmektedir (Han vd., 2011).
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Radix Isatidis

Sekil 2.5. Civit otu kokleri (Radix isatidis) ve bu koklerden elde edilen ekstrakti

Bitkinin fungisidal, bakteriyosidal, nematosidal ve allelopatik ozelliklere sahip
glukozinolatlar1 ve onlarin pargalanmasi ile olusan {iriinlerinin kanser 6nleyici etkileri
yogun ilgi gekmektedir (Branca, 2015). Bitkinin yaprak, kok ve tohumlarinda bulunan
indol alkaloidlerinden (Coémlekcioglu vd., 2017) indirubin ve indirubin tiirevleri,
kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu kontrol etmede dikkate deger bir etki
gosterdikleri belirlenmistir. Indirubin, sikline bagimli kinaz (CDK) ve glikojen sentaz
kinaz (GSK) proteinleri gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerini inhibe etmekte, bu
nedenle de hiicrelerin normal boliinme yetenegini sinirlamaktadir (Hoessel vd., 1999).
Indirubin, hiicre ¢ogalmasini kontrol etmek igin aktif bir mekanizma olan kanser
hiicrelerinde apoptozu tesvik etmektedir (Eisenbrand vd., 2004; Nam vd., 2005; Nam
vd., 2012). Cin Hematoloji Enstitiisti, 16semi tedavisi i¢in geleneksel Cin Tibbinda
kullanilan 11 farkli bitkiyi incelemis ve 16semi iizerinde etkili bilesigin indigotin
oldugunu bildirmistir (Anonim, 1979). Fakat daha sonraki arastirmalarda antilosemik
etkinin indigotinden degil, indigotinin izomeri olan indirubinden kaynaklandig: tespit
edilmistir (Meijer vd., 2007). Indirubin, DNA sentezini engelleyerek 18semi
hiicrelerini yok etme, dalagin boyutunu onemli Ol¢iide azaltma, hemoglobin
konsantrasyonunu normal diizeye cikarma ve karaciger sismesini azaltma gibi
etkilerinin yan1 sira bagisiklik sistemini de artirict dzelliklere sahiptir. Indirubinin
kanser Onleyici etkisinin de viicut bagisiklik sistemini iyilestirmesiyle iliskili
olabilecegi ifade edilmektedir (Song vd., 2018). Indirubinin antikanser, antibakteriyel,
toksinleri uzaklastirict ve bagisiklik fonksiyonunu arttirici 6zelliklerinin yaninda anti-
inflamatuar (iltthap onleyici) etkilerinin de oldugu bildirilmektedir (Speranza vd.,
2020). Indirubinin, iltihaplanmay1 ve oksidatif stresi malondialdehit iiretimini

azaltarak gergeklestirdigi tespit edilmistir (Branca, 2015). Hizl iyilestirici etkisi ve
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diisiik yan etkileri ile indirubin ve tiirevleri, 6zellikle antikanser ilaglar1 alaninda yeni

bir aragtirma konusu olarak biiyiik 6nem kazanmistir (Song vd., 2018).

Civit otu 6nemli bir boya ve tibbi bitki olmasinin yaninda kozmetik sektoriinde sabun
ve viicut kremlerinin tiretiminde de yararlanilmaktadir (Sekil 2.6). Tohumunun yagi
ile kok ve yapraklarinin toz ya da ekstraktlar1 yumusatici ve nemlendirici etkileriyle
cilt ve sa¢ bakim tiriinlerinde kullanilmaktadir (Spataro ve Negri, 2008). Ayrica bitkide

bulunan erusik asit de endiistriyel agidan plastik sanayinde kullanilmaktadir.

Son yillarda ¢ivit otunun hem kurak ve su streslerine toleranst hem de uzun ¢igeklenme
donemi ve gekici sar1 renkli ¢igek salkimlari nedeniyle bahge siis bitkisi olarak da
deger kazandig1 goriilmektedir. Yenilebilir bir bitki olarak kabul edilmemesine karsin,
Sicilya’da yasayan yerel halk tarafindan kaynatilmis ¢icek tomurcuklari salata ve

omletlere katilarak gida maddesi olarak da degerlendirilmektedir (Branca, 2015).

Kisaca ¢ivit otu boya, ilag, siis, kozmetik ve gida sektoriinde kullanilan degerli bir
bitkidir.
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Sekil 2.6. Civit otu bitkisinden elde edilen cilt bakim tirtinleri
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2.4. Biyotik Elisitorlerin Sekonder Metabolit Uretiminde Kullanimi

Bitkilerin ¢evre faktérlerine uyumu ile biyotik ya da abiyotik kaynakli stres
faktorlerine karsi savunma ve korunma mekanizmalarinin en 6nemli pargasi olan
sekonder metabolitler, ayn1 zamanda tip, gida, kozmetik, parfiimeri, tarimsal miicadele
gibi pek ¢ok alanda da 6nemli kullanim alanlarina sahip degerli bilesikledir. Bunlarin
dogadan toplanan ya da dis kosullarda kiiltiire alinan bitkilerden elde edilmesi, iklimsel
kosullardan kaynaklanan verim ve kalite dalgalanmalarinin yani1 sira dogadan toplanan
bitkilerin nesillerinin yok olma tehlikesi, cografi zorluklar ile hastalik ve zararlilarla
kontaminasyon gibi bir¢ok dezavantaji da beraberinde getirmektedir (Fazili vd., 2022).
Nitekim ¢ivit otunun dig kosullarda yetistirilmesinin, kimyasal profillerinin cografi
bolgelerden, iklimsel dalgalanmalardan ve toprak kosullarindan etkilenmesine ve
terapotik etkinliginin 6nemli Ol¢liide degismesine neden olabilecegi ifade edilmistir
(Chen vd., 2015). Hem bu dezavantajlar hem de s6z konusu metabolitlerin kimyasal
sentez yoluyla iiretimlerinin karmasiklig1 ve maliyetlerinin ytliksek olmasi, gida ve ilag
endiistrilerinin ihtiyacin1 karsilamak i¢in ¢evre dostu ve yenilenebilir iiretim
sistemlerinin gelistirilmesine ihtiyag gOstermistir. Bu arayislar sonucunda in vitro
sekonder metabolit liretim teknikleri cografi, iklimsel veya gevresel varyasyonlardan
ve kisitlamalardan bagimsiz olarak siirekli olarak yiiksek degerli bilesenlerin liretimini
saglayan bir teknik olarak biiytik ilgi ¢cekmektedir (Davies ve Deroles, 2014; Wilson
ve Roberts, 2014).

In vitro sekonder metabolit tiretiminde eksplant kaynagi olarak kok, siirgiin, hiicre
siispansiyon ya da kallus kiiltiirleri kullanilmaktadir. Kok, siirglin gibi organize olmus
kiiltiir teknikleri, hiicre ya da kallus gibi organize olmamis kiiltiir tiplerine gore
sekonder metabolit {iretiminde daha basarili sonuglar vermektedir. Istenen bilesiklerin
diisiik verimleri, pahali kiiltirleme islemi, heterojen hiicre tipleri, depolama
dokusunun olmamasi ve metabolitlerin ortamda salinan enzimler tarafindan kolayca
parcalanmasi hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin en 6nemli dezavantajlar1 arasinda yer
almaktadir (Chandra ve Chandra, 2011; Davies ve Deroles, 2014). Bu dezavantajlari
ortadan kaldirmak icin de farklilasmus kiiltiir tipleri tercih edilmektedir. Ozellikle
koklerde sentezlenen metabolitler icin kok kiiltiirleri en ¢ok tercih edilen kiiltiir tipidir.
Civit otunda in vitro sekonder metabolit liretim ¢alismalarinin sa¢ak kok kiiltiirleri ile

sinirl oldugu gériilmektedir. Ozellikle son yillarda yogunlasan ve tamaminda sagak
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koklerin kullani1ldig1 bu ¢aligmalarin da ¢ogunlugunun flavanoid (Gai vd., 2015a; Jiao
vd., 2018a, Jiao vd., 2018b; Gai vd., 2019), daha azinin da alkaloid birikimine (Gai
vd., 2015b; Gai vd., 2019) yonelik olarak gergeklestirildigi goriilmektedir.
Agrobacterium rhizogenes araciligiyla elde edilen sagak koklerde eksplantlara
aktarilan rol genlerinin kopya sayisi ve genom iginde yerlestigi yere bagli olarak
metabolit verimliligi 6nemli oOl¢iide degisebilmekte; hatta metabolit verimliligi
transgenik olmayan koklerle ayni seviyelerde bulunabilmektedir (Demirci vd., 2020).
Ustelik sacak kok elde etme, transformasyon c¢alismalari, dogrulama analizleri gibi
yogun calismalart da beraberinde gerektirmektedir. Oysa uygun protokol
gelistirildiginde transgenik olmayan koklerde de yiiksek miktarlarda kok gelisimi ve
metabolit liretimi saglanabilmektedir (Min vd., 2007; Murthy vd., 2008; Cui vd., 2010;
Ozdamar Biger vd., 2017; Demirci vd., 2021).

In vitro sekonder metabolit iiretiminde en 6nemli ama¢ hem biyokiitle hem de
biyoaktif metabolitlerin {iretimini arttirmaktir. In vitro kosullarda biyokiitle ve
sekonder metabolit {iretimini arttirmak i¢in farkli uygulamalar yapilabilmektedir.
Yiiksek verimli hatlarin se¢imi, besin ortamlarinda ve kiiltiirel kosullarda yapilan
modifikasyonlar, genetik transformasyon, immobilizasyon, biyosentez yollarindaki
onciil maddelerin kullanimi bu uygulamalar arasinda sayilabilmektedir. In vitro
kosullarda biyokiitle ve metabolit verimini artirmanin en etkili yontemlerinden biri de
spesifik genlerin aktivasyonu ile sekonder metabolit biyosentezini tetikleyen farkli
elisitorlerin kullanilmasidir (Zhao vd., 2005; Baenas vd., 2014). Elisitasyon olarak
ifade edilen ve bitkinin stres tepkisini engelleyici ya da tesvik edici olarak aciga
cikaran kimyasal reaksiyonlar1 uyaran veya sinyal karakterindeki biyotik ve abiyotik
etmenlere elisitor denilmektedir. FElisitorler az miktarlarda canli sisteme
uygulandiginda fitokimyasallarin biyosentezini uyarmakta ve bitkilerin stresli bir
ortamda adaptasyonunu gelistirmektedir. Bir baska deyimle elisitorler, bitki
hiicrelerinde savunma veya korunma amagli sentezlenmesi gereken sekonder
metabolit biyosentezini uyarici sinyal molekiilleri olarak hareket etmektedirler
(Srivastava ve Srivastav, 2014). Dolayisiyla elisitor uygulamalari, in vitro kiiltiirlerde
sekonder metabolitlerin iiretimini arttirmak i¢in kullanilabilecek pratik ve basari orani
yluksek bir stratejidir. Kokenlerine bagl olarak, elisitorler biyotik veya abiyotik olmak
lizere 2 gruba ayrilmaktadir (Weathers vd., 2010). Inorganik tuzlar veya metal iyonlart

gibi kimyasallar ile UV 1sinlar1, tuzluluk, su azlig1, ozmotik stres, kuraklik gibi fiziksel
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faktorler abiyotik elisitorler arasinda yer almaktadir (Dornenburg ve Knorr, 1995;
Radman vd., 2003). Salisilik asit (SA) ve jasmonatlar gibi bitki biiyiime
diizenleyicileri de abiyotik elisitorler olarak kabul edilmektedir (Baenas vd., 2014).
Biyotik elisitorler ise pektin, pektik asit ve seliilloz gibi bitki hiicre duvarlarindan
tiiretilen polisakaritler gibi biyolojik kokenli maddelerle kitin, kitosan veya glukanlar
gibi mikroorganizmalara ait hiicre duvari bilesenleridir (Namdeo, 2007; Weathers vd.,
2010). Bitkiler dogada funguslar, bakteriler, zararlilar gibi farkli biyotik streslere
maruz kaldiklarinda, karsilasilan stres tiirii i¢in 6zel savunma mekanizmalari
gelistirirler. Mikroorganizma kaynakli molekiillerin, yani biyotik elisitorlerin
saptanmasiin ardindan bitkide karmasik bir uyarilmis metabolik yanit dizisi
tetiklenir. Bu tepkiler arasinda fitoaleksin {iretimi, reaktif oksijen tiirevleri,
fenilpropanoid bilesikleri ile bitki hiicre duvarmmin gii¢clendirilmesi ve savunma
enzimlerinin ekspresyonu yer almaktadir (Grayer ve Kokubun, 2001; Vogt, 2010;
Ward vd., 2010). Poli veya oligosakaritler, patojen istilasina benzer sekilde bitki
savunma tepkisini uyarabilen biyotik kaynakli sinyal molekiilleridir (Zhao vd., 2005).
Bitki hiicrelerinin bu tiir mikrobiyal glukanlart ve oligosakkaritleri algilama
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte biyolojik elisitorlerin ¢esitli
bitki tlirlerinde sekonder metabolitlerin iiretimi lizerinde olumlu etkilerde bulundugu
yapilan bir ¢ok calismayla ortaya konulmustur (Zhao vd., 2010; Cai vd., 2012; Lim
vd., 2013).

Maya ekstrakti ve hiicre duvari bilesenleri gibi karmasik biyolojik preparatlar da
biyotik elisitorler arasinda yer almaktadir (Angelova vd., 2006). Maya ekstrakti, maya
hiicresinin hiicre duvari ve hiicre bilesenlerin aktive edilen kendi enzimleri ile ya da
hidroklorik asit gibi asitlerin ilavesiyle pargalanmasi sonucunda elde edilen bir
{iriindiir (Peppler, 1986). Iceriginde cok sayida aminoasitleri, peptidleri, mineralleri,
suda ¢Ozilinlir vitaminleri ve karbonhidratlari bulundurmaktadir. Toksik madde
miktariin ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle gidalarda aroma arttirici olarak da kullanilan
maya ekstrakti, in vitro sekonder metabolit tiretiminde biyotik bir elisitor olarak bir
¢ok arastirmada kullanilmaktadir (Guizar-Gonzalez vd., 2016; Kochan vd., 2017;
Karalija vd., 2020).

Sekonder metabolit {iretimini artirmada en ¢ok kullanilan biyotik elisitdrlerden biri de

kitosandir. Kitosan, esas olarak yenilebilir kabuklularin atik dis iskeletlerinden elde
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edilen diisiik maliyetli bir biyopolimerdir (Hadwiger, 2013). Ayrica kitosanin,
fitoaleksin biyosentezini gerceklestirmek {lizere cesitli fizyolojik ve biyokimyasal
reaksiyonlart tetikleyebilen etkili bir “bitki savunma giiglendiricisi” oldugu da net bir
sekilde ortaya konulmustur (Katiyar vd., 2015). Kitosan biyouyumluluk ve biyolojik
olarak pargalanabilirlik 6zelligi yliksek (Sathiyabama vd., 2016), toksisitesi de tuz
veya sekerinkine ¢ok yakin olan dogal bir polimerdir (Singla ve Chawla, 2001).
Kitosan uygulamalarinin bitkilerde mantar patojen saldirisi etkisi olusturarak ¢esitli
savunma reaksiyonlarini tetikledigi (Hadwiger, 2013) ve bu yolla metabolit
biyosentezini tesvik ettigi diisiiniilmektedir. Kitosan sekonder metabolit {iretimini
artirmak i¢in uygun maliyetli ve toksik olmayan biyotik bir elisitdr olarak kullanim
tavsiye edilmektedir (Sivanandhan vd., 2012; Jaisi ve Panichayupakaranant, 2017,
Malayaman vd., 2017).

Sekonder metabolit iiretiminde kullanilan bir diger biyotik elisitor de pektin olup,
biiylik dl¢iide galakturonik asit birimlerinden olusan bitki pektik maddeleri sinifinin
bir pargasidir. Yiiksek bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan pektinin temel
bilesenlerini d-galaktrunik asit ile d-galaktoz, L-ramnoz ve L-arabinoz gibi
sekerlerden olugsmakta olup, farkli oranlarda metil ester iceren bir bilesiktir. Suda
eriyebilen ve uygun kosullar altinda seker ve asitle jelimsi yap1 olugturan pektin, gida,

ilag, kagit tekstil gibi bir cok alanda kullanilmaktadir (Thakur vd., 1997).

Biyotik elisitor olarak maya ekstrakti, kitosan ve pektin in vitro kosullarda farkli
metabolitlerin birikimini artirmak amaciyla birgok bitki tiirlinde kullanilmistir. Bu
¢alismalardan birinde 6nemli bir indigotin kaynagi olan Polygonum tinctorium tiiriine
ait sacak kok kiiltiirlerine indigo iiretimini artirmak amaciyla kitosan ve pektinaz
uygulanmistir. Aragtirmada en yiiksek indigotin miktarmin 200 mg/l kitosan (186
pug/kuru agirlik) ile 20 U/l pektinaz (181 pg/kuru agirlik) uygulamalarindan elde
edildigi tespit edilmistir (Young-Am vd., 2000).

Bir diger arastirmada ise tropik bir bitki olan Cayratia trifolia'nin kok kiiltiirlerinde
500 mg/l maya ekstraktinin tek ya da 1 mg/1 alar i¢ceren ortamlarda piceid, resveratrol,
viniferin, ampelopsin gibi stilbenlerin birikimini kontrole goére artirdigi tespit
edilmistir (Arora vd., 2009). Baque vd. (2012) ise, Morinda citrifolianin adventif

koklerinde kitosan ve pektin kombinasyonunun antrakinon, fenolik ve flavonoid

16



tiretimi iizerinde kullanilan konsantrasyonlara bagli olarak O6nemli derecede
degisiklige neden oldugu belirlemislerdir. Aragtirmada en yiiksek antrakinon (103.16
mg/g) ve flavanoid (75.32 mg/g) birikiminin kiiltiiriin 28. giiniinde 0.2 mg/ml kitosan
uygulanarak 2. giinde hasat edilen koklerden elde edildigi tespit edilmistir. Diger
taraftan en yiiksek fenolik madde miktarinin ise 52.45 mg/g ile 0.2 mg/ml kitosanin
0.2 mg/ml pektinle yaptigi ikili kombinasyondan elde edildigi saptanmistir. Kitosanin
0.2 mg/ml iizerindeki konsantrasyonlarinin major bilesik olan antrokinonlarin
birikimini azalttig1 belirlenmistir. Kitosanin farkli konsantrasyonlarda pektinle yaptigi
kombinasyonlarin metabolit birikimini kontrole gore arttirdigi, ancak kok biiylimesi
tizerine giiclii engelleyici etkide bulundugu da tespit edilmistir. Kitosanin 0.2 mg/ml
konsantrasyonda kullanildig1 koklerde hem yas hem de kuru kok agirligr pektinle

yapilan konsantrasyonlara gore daha yiiksek bulunmustur.

Calotropis gigantea'nin sacak kok kiiltiirlerinde mekanik yaralanma ile MeJA’nin yani
sira biyotik elisitdr olarak da kitosan ve maya ekstraktinin kardenolid iretimi
tizerindeki etkilerinin incelendigi bir diger arastirmada, yapilan biitiin uygulamalarin
kardenolid iiretimini uyardigi, ancak en etkili uygulamanin kitosan oldugu tespit
edilmistir. En yiiksek kardenolid verimi 20 giin boyunca 50 mg /1 kitosan uygulanmis
koklerden elde edildigi ve bu uygulama ile kontrole gore 2.7 kat daha yiiksek

kardenolid iiretimin saglandig1 belirlenmistir (Sun vd., 2012).

Patlican bitkisine ait sagak kok kiiltiirlerinde kok biiylimesi ve solasadin birikimi
tizerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan maya ekstrakti, SA ve pektinin etkilerini
inceleyen Jain ve Singh (2015), 28 giinliik kiiltiir sonrasinda en yiiksek kok
biiylimesinin 1 g/l konsantrasyonunda uygulanan maya ekstraktindan elde edildigini
belirlemislerdir. Bu uygulamayla kok biiylimesi baglangigtaki kok miktarina gére 70.4
kat artarken, kontrol grubunda 17.8 kat artis tespit edilmistir. Maya ekstraktinin 2 ve
3 g/l konsantrasyonlar1 ile SA’nin 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonunda kok
biiylimesindeki artis kontrol grubuna gore daha yiiksek olurken, en diisiik degerler 500
uM SA uygulamasi ile pektinin biitlin uygulamalarindan elde edilmistir. Bu
uygulamalarda kok biiytimesindeki artis kontrol grubundan daha diigiik bulunmustur.
Aragtirmada biyotik elisitdrlerin kok biiyliimesi ve solasodin {iretimi iizerindeki
etkisinin birbirinden bagimsiz olarak gerceklestigi tespit edilmistir. Nitekim 28 giinliik

kiiltiir sonrasinda en yiiksek solasodin miktar1 151.23 pg/g ile %1 pektin uygulanan
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sacak koklerden elde edilirken; bu degerin kontrol grubu sacak koklerden 23 kat; dis
kosullarda yetistirilen bitki koklerinden de 88 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. En
yiiksek kok gelisiminin saglandig1 1 g/l maya ekstrakti uygulamasindan ise 2.13 pg/g
ile en diisiikk solasadin miktar1 elde edilmistir. Arastirmada biitiin pektin ve SA
uygulamalar1 ile 1g/l konsantrasyonu disindaki maya ekstrakti uygulamalarinin

solasodin iiretimini kontrole gére dnemli 6l¢iide artirdig1 tespit edilmistir.

Gentiana dinarica tiiriiniin iki farkli sagak kok klonunda abiyotik (SA, jasmonik asit
ve MeJA) ve biyotik (kitosan ve maya ekstrakti) elisitorlerin biiylime ve ksanton
birikimi {izerine etkisinin incelendigi arastirmada (Krsti¢-Milosevi¢ vd., 2017),
dominant ksanton norswertianin-1-primeverozid {retiminin, test edilen abiyotik
elisitérlerin higbirinden 6nemli olgiide etkilenmezken, kitosan uygulamasinin bu
metabolitin birikimini uyardig1 tespit edilmistir. Kullanilan biitiin elisitérlerin en
yiiksek konsantrasyonlarinin ksanton aglikon norswertianinin igerigini gii¢lii bir
sekilde arttirirken, glikozit norswertianin-1-o-primeverosit iiretimini diisiirdiigii tespit
edilmistir. Norswertianin Uretimini arttirmada en etkili olan uygulamalarin 7 giin
siireyle uygulanan 200 uM SA ile 50 mg/l kitosanin oldugu ve bu uygulamalarla

norswertianin igeriginde sirasiyla 7.7 ve 24 kat artis saglandig1 saptanmigtir.

Ho vd. (2018)’de Polygonum multiflorum adventif kok kiiltiirlerinde fenolik
bilesiklerin iiretiminin artirtlmast i¢in abiyotik (metil jasmonat (MeJA) ve SA) ve
biyotik (maya ekstrakti ve kitosan) elisitorlerin etkilerini incelemislerdir. Arastirmada
en yiiksek yas ve kuru kok agirliklari ile kok biiylime indeksi bakimindan en yiiksek
degerler 100 mg/l konsantrasyonunda uygulanan maya ekstraktindan elde edildigi
belirlenmigtir. Abiyotik elisitorler uygulanan kiiltiirlerde, diger uygulamalara gore
daha yiiksek kuru agirlik ylizdesinin elde edildigi tespit edilmistir. Tiim elisitorlerin
diisiik konsantrasyonlar1 (50 uM MeJA ve SA ve 50 mg/l maya ekstrakti), performansi
kontrolden daha koétii olan kitosan disinda sekonder metabolit iiretiminde en etkili
konsantrasyonlar olarak saptanmistir. Cesitli fenolik bilesiklerin HPLC ile yapilan
analizleri sonucunda kontrole kiyasla (10.35 mg/g) 50 uM MeJA uygulanan koklerde
(22.08 mg/g) yaklasik 2 kat daha yliksek bulunmustur. Arastirmada ayrica DPPH
yontemi ile yapilan antiradikal aktivite analizi sonucunda 50, 100 ve 200 uM MeJA
uygulamalari ile 50, 100 ve 200 mg/l maya ekstrakti uygulamalarinda kontrollere gére

cok daha yiiksek antiradikal aktivite tespit edilmistir.
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2.5. lsatis Tiirlerinde Sekonder Metabolit Verimini Artirmak Amaciyla Yapilan

Cahismalar

Bitkilerde in vitro kosullarda o6zellikle farmasotik metabolitlerin  birikimini
artirabilecek maliyeti diisiik etkin stratejilerin arastirilmast en Onemli c¢alisma
konularindan birisidir. Bu amagla Isatis tiirlerinde gergeklestirilen aragtirmalar agsagida

sunulmustur.

Geleneksel Cin tibbinda "Banlangen" ve "Daqingye" adiyla yaygin olarak kullanilan
ve kayda deger bir antiviral etkinlik gosteren Isatis indigotica'nin kok ve yapraklarinda
lignan birikimi iizerine MeJA uygulamalar ile lignan sentezi ile iligkili gen ve
AP2/ERF tipi transkripsiyon faktorleri incelenmistir. Arastirmada MeJA
uygulamalarinin fenilpropanoid biyosentezinde yer alan ii¢ genin (liPAL, liC4H,
[i4CL), lignan biyosentezinde yer alan bes genin (liCAD, liC3H, liCCR, IiDIR ve
liPLR) ve 112 varsayillan AP2/ERF transkripsiyon faktoriniin farkli ekspresyon
diizeylerini ortaya cikardigi saptanmistir. Ek olarak, larisiresinol biyosentezinin dort
ara irliniiniin de uyarildigr bulunmustur. Arastirmada anahtar gen olarak tanimlanan
[iC3Hin asir1 ekspresyonunun, |. indigotica sacak koklerde ariciresinol iretimini

artirdig1 belirlenmistir (Chen vd., 2015).

Isatis tinctoria’da flavonoid iiretimini artirmak i¢in Agrobacterium rhizogenes’le
transformasyon sonucu elde edilen sagak koklerin kullanildigr arastirmada, V. hat en
verimli hat olarak belirlenmis ve bu hatta transformasyon rolB, rolC ve aux1'in PCR
amplifikasyonlar1 ile dogrulanmistir. Sacak koklerin kiiltiir parametreleri Box-
Behnken tasarimi ile optimize edildigi arastirmada, sekiz biyoaktif flavonoid bileseni
(rutin, eohesperidin, buddleosid, liquiritigenin, quercetin, isorhamnetin, kaempferol ve
isoliquiritigenin) LC MS/MS ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda, 24 giinliik
sacak koklerde toplam flavonoid birikimi 438.10 pg/g ile 2 yasindaki tarlada yetisen
bitkilerinkine (341.73 ng/g) gore 6nemli bir tistiinliik sergiledigi saptanmistir. Ayrica
sacak koklerden elde edilen ekstraktlarin, tarlada yetistirilen kok ekstraktlarina gore
daha diisik IC50 degerleri ile daha iyi antioksidan aktivite gosterdikleri de
belirlenmistir (Gai vd., 2015a).
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Agrobacterium rhizogenes tranformasyonu sonucunda elde edilen Isatis tinctoria
tiirline ait sagak koklere Box-Behnken tasarimi ile optimize edilmis kiiltiir kosullarinda
6 farkl1 alkaloidin miktar1 sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)
ile belirlenmistir (Gai vd., 2015b). Kiiltiir sicakliginin 24.7°C, inokiilasyon
yogunlugunun %0.75, sakkaroz konsantrasyonunun %3.14 ve baslangi¢ pH'sinin 5.8
olarak ayarlandig1 2 MS ortaminda 23 giin siireyle kiiltiire alinan koklerde maksimum
biyokiitle artig1 ve toplam alkaloid igerigi 521.77 pg/g olarak tespit edilmistir. Toplam
alkaloid birikiminin 2 yash tarlada yetisen bitkilerin koklerine (464.69 pg/g) kiyasla
daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir.

Abiyotik elisitor olarak immobilize edilmis Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae’y1
Isatis tinctoria sacak kok kiiltiirlerine uygulayan Jiao vd. (2018a), bu elisitorlerin
flavonoidlerin sentezi iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Immobilize A. niger’in
daha iyi bir elisitor olarak belirlendigi arastirmada, 3018.31 pg/g ile en yiiksek
flavanoid birikimi spor konsantrasyonunun 104 spor/ml, sicakligin 30°C, ortamin
baslangic pH degerinin 7.0 ve uygulama siiresinin 72 saat olarak ayarlandigi
kosullarda elde edildigi belirlenmistir. Bu kosullar altinda kiiltiire alinan koklerde
kontrol grubuna gore 6.83 kat daha fazla flavanoid birikiminin elde edildigi
belirlenmistir. Ayrica flavonoid biyosentetik yolunda yer alan ilgili genlerin ifadesini
artirarak sinyal molekiillerinin birikimini ve oksidatif stresin yogunlugunu uyardigi da
saptanmustir. Arastirma sonucunda immobilize edilmis A. niger ile sagak kok

kiiltiirlerinin 5 kez basaril1 bir sekilde kullanilabilecegi de ifade edilmistir.

Farmakolojik olarak aktif flavonoidlerin iiretimini arttirmak i¢in Isatis tinctoria sagak
kok kiiltiirlerine kitosan uygulayan Jiao vd. (2018c), 24 giinliik kiiltiirlere 36 saat
stireyle 150 mg/l konsantrasyonunda uyguladiklar1 kitosanin toplam flavanoidlerin
miktarim kontrole gére 7.08 kat artirdigini tespit etmislerdir. Ozellikle coklu hidroksil
gruplart igeren flavonoidlerin (rutin, kuersetin, isorhamnetin ve isoliquiritigenin)
kitosan uygulanmis sacak koklerde onemli 6lgiide arttiginin belirlendigi arastirmada,
aralarinda CHS ve F3'H nin bulundugu flavonoid biyosentez yolunda ilgili genlerin
transkripsiyonlarinin da yiikseldigi saptanmigtir. Ayrica kitosan uygulanmis koklerden
elde edilen ekstraktlarin, kontrol grubu koklerden elde edilen ekstraktlara gére daha
diisiik IC50 degerleri ile daha yliksek antioksidan aktiviteler sergiledikleri de tespit

edilmistir. Aragtirma sonucunda Isatis tinctoria sagak koklerinde katma degeri yiiksek
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flavonoidlerin iiretimini artirmak i¢in basit ve uygun maliyetli bir elisitor olarak

kitosanin basarili bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Isatis tinctoria tiirine ait sagak koklerde farmakolojik olarak aktif flavonoidlerin
iretimini artirmak amaciyla ultraviyole-A, ultraviyole-B ve ultraviyole-C isinlarinin
kullanildig1 arastirmada, 108 kJ/m? UV-B radyasyonuna maruz birakilan sacak
koklerde flavonoid birikiminin kontrole gore 16.51 kat arttig1 tespit edilmistir. Ayrica,
ultraviyole-B radyasyonu uygulanmis sagak koklerde flavonoid biyosentezinde ¢ok
onemli bir rol oynayabilecegi one siiriillen CHS ekspresyonunun da 405.84’e kadar
yiikseldigi belirlenmistir. Arastirma sonucunda I. tinctoria sagak kok kiiltiirlerinde,
ultraviyole-B uygulamasimin basit ve biyolojik olarak aktif flavonoidlerin iiretimini

artirmak i¢in uygun bir yaklasim oldugu ifade edilmistir (Jiao vd., 2018b).

Isatis tinctoria tiirline ait 24 giinliik sacak kok kiiltiirlerinde farmakolojik olarak aktif
alkaloidlerin ve flavonoidlerin liretimini arttirmak i¢in digsal sinyal molekiilleri olarak
MeJA ve SA uygulamalar1 yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan uygulamalar
arasinda en yiiksek toplam alkaloid miktar1 28.18 saat siireyle uygulanan 142.61 uM
SA; en yiiksek flavonoid miktar1 da 41.87 saat uygulanan 179.54 uM MelA
uygulamasindan elde edildigi belirlenmistir. Ayrica alkaloid ve flavanoid biyosentez
basamaklarinda yer alan genlerden YUCCA, CHI and F3'H genlerinin ekspresyon
diizeylerinin bu uygulamalar sonucunda arttig1 ve bu genlerin hedef fitokimyasallarin

verimini artirmada énemli bir rol oynayabilecegi de bildirilmistir (Gai vd., 2019).

Kanser ve Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve farmakolojik olarak
aktif bilesikler olan triptantrin ve indirubinin iiretimini artirmak igin Isatis demiriziana
tiirtine ait in vitro bitkilere farkli konsantrasyonlarda MeJA ve putresin uygulanmigtir
(Karakas, 2019). MeJA uygulanmis biitiin bitkiciklerin yapraklarinda triptantrin
tiretiminde bir artis gézlenirken, triptantrin liretimindeki en yliksek artis 154.026 pg/g
ile 1.0 mM MeJ A uygulanmig yapraklardan elde edilmistir. Bu uygulama ile triptantrin
miktar1 kontrole gore yaklagik 2.85 kat daha yiiksek bulunmustur. Putresin uygulanmis
bitkiciklerin yapraklarinda triptantrin miktarinin ise kontrole gore yaklasik 2.56 kat
azaldig1 belirlenmistir. Indirubin miktar1 bakimindan yapilan degerlendirmelerde en

yiiksek indirubin miktarinin 11.274 pg/g ile 0.1 mM MeJA igeren ortamlarda kiiltiire
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alian bitkiciklerin yapraklarinda elde edilirken, putresin uygulamalarinin indirubin

tiretimi tizerinde herhangi bir olumlu etki gdstermedigi tespit edilmistir.

Isatis constricta'daki degerli indol alkaloidlerinin birikimini artirmak i¢in farkli
konsantrasyonlardaki (0, 0.25, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l) giimiis nanopartikiillerini in vitro
kosullarda uygulayan Karakas (2020), uygulama yapilmis siirgiinlerden elde ettigi
yapraklarda indirubin, indigotin ve triptantrin miktarlarindaki degisimleri incelemistir.
En yiiksek indigotin (1003 pg/g) ve triptantrin (4.59 pg/g) miktarlart 2 mg/l
konsantrasyonundaki giimiis nanopartikiilleri uygulanarak 5. giinde hasat edilen
yapraklarda tespit edilmistir. Bu uygulama ile indigotin ve triptantrin iiretimi kontrole
gore sirastyla 1.15 ve 1.71 kat daha fazla gerceklesmistir. Uygulama siiresinin 10 ve
15 gline uzamasmmin bu alkalodlerin birikiminde azalmalara neden oldugu
belirlenmistir. Arastirmada indirubin dretiminin biitlin gilimiis nanopartikiil
uygulamalarindan olumsuz yonde etkilendigi ve kontrole gore daha diigiik degerlerin

elde edildigi belirlenmistir.

Yapilan ayrintili literatiir taramalar1 sonucunda Isatis tinctoria’da indol alkaloidlerin
iretimi lizerine biyotik elisitorlerden maya ekstrakti, kitosan ve pektinin etkilerinin
incelendigi bir ¢alismanin olmadigi tespit edilmistir. Sunulan bu tezde bu biyotik
elisitorlerin ¢ivit otu kok kiiltiirlerinde kok gelisimi ile indol alkaloidlerinden indigotin

ve indirubin birikimi iizerine olan etkileri incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda bitkisel materyal olarak Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’nden temin edilen Isatis tinctoria (¢ivit otu)
tiriine ait tohumlarin in vitro kosullarda g¢imlendirilmesiyle elde edilen kokler

kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin in vitro kosullarda ¢cimlendirilmesi

Civit otuna ait tohumlarin (Sekil 3.1a) ¢imlendirilmesi i¢in Oncelikle tohumlarda
ylizey sterilizasyonu iglemi gerceklestirilmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu énce
Gai vd. (2015a) tarafindan, ¢ivit otunda basarili sonuglar verdigi belirlenen protokol
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla tohumlar 6nce 45 saniye %70 etanol iginde
bekletilmis, ardindan %4 (h/h)’liik ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢inde 8 dakika
boyunca yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmustur. Daha sonra tohumlar 5 kez steril saf
su ile 1yice durulanmistir. Tohumlara ¢imlendirme oranimi artirmak i¢in gibberellik
asit (GAs) uygulamasi yapilmasina gerek olup olmadigini anlamak iizere bir 6n
calisma gergeklestirilmistir. Bu amagla sterilize edilen tohumlar Gai vd. (2015a)
tarafindan, ¢ivit otunda basarili sonuglar verdigi belirlenen 6 g/l agar ve 30 g/l sakkaroz
iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamu ile i¢inde 0.5 mg/l GA3 bulunan ayni
bilesimdeki besin ortamlarina aktarilarak sicakligi 25°C olarak ayarlanmis iklim
odalarinda 16 saat 151k (50 pmol/ m?s 151k siddetinde) 8 saat karanlik kosullarda kiiltiire
alimmugtir. Bu 6n deneme sonucunda tohumlarin GAsigermeyen besin ortamlarinda da
3-4 giin i¢inde basartyla ¢imlendikleri tespit edilmistir. Ancak bu sterilizasyon
yontemiyle tohumlarin yariya yakininda enfeksiyon goriilmiistiir. Bu sonuglara gore
tohumlara hem besin ortamlarina aktarilmadan 6nce 6n uygulama olarak hem de besin
ortamlarina eklemek icin GAs kullanimma gerek olmadigi, ancak sterilizasyon
yonteminde bazi modifikasyonlarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Daha
etkili bir sterilizasyon islemi ger¢eklestirmek icin de tohumlar dénce 60 saniye %70

etanol i¢inde tutulmus ve steril saf su ile yikanmalarinin ardindan %15°lik sodyum
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hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika ¢alkalanarak sterilize edilmistir. Ardindan 5 kez steril
saf su ile yikanarak ¢imlendirme c¢aligmalari i¢in hazir hale getirilmistir. Bu
sterilizasyon yontemi kullanilarak sterilize edilen tohumlar, daha sonra iginde 6 g/l
agar ve 30 g/l sakkaroz bulunan MS besin ortamlarina aktarilarak, sicakligr 25°C
olarak ayarlanmis iklim odalarinda 16 saat 151k (50 pmol/ m?s 151k siddetinde) 8 saat
karanlik kosullarda kiiltiire alinmislardir (Sekil 3.1b).

a b

Sekil 3.1. Civit otu tohumlar1 (a), besin ortamlarma aktarilan tohumlarin iklim
odasindaki goriiniimleri (b)

Bu kosullar altinda yapilan ¢imlendirme ¢alismalar1 sonucunda tohumlarin saglikl bir
sekilde 3-4 giin icinde ¢imlendikleri goriilmiistiir. Bu ortamlarda 2 hafta siireyle
kiiltiire alinarak 3-4 gercek yaprakli hale gelen fidelerin kok kisimlar1 daha sonra kok
kiiltiirlerinin elde edilmesinde kullanilmistir (Sekil 3.2).

v rmne— =R

Sekil 3.2. Cimlenme ortaminda 15 giin boyunca kiiltiire alinan ¢ivit otu bitkicikleri
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3.2.2. Koklerin s1v1 besin ortamlarinda cogaltilmasi

Arastirmada tohumlarin ¢imlendirilmesi ile elde edilen kokler, inokiilasyon yogunlugu
10 g/1 olacak sekilde (TUBITAK 1207523 Nolu proje kapsaminda yapilan galigmalar
sonucunda 10 g/l ¢ivit otu kdokleri i¢in en uygun inokiilasyon yogunlugu olarak
secilmistir) sivi kok kiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilmistir. Bu amacla 0.3 g
kok, 30 g/l sakkaroz igeren 30 ml siv1 %> MS besin ortaminda (TUBITAK 1207523
Nolu proje kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda ¢ivit otu kokleri igin 30 g/l
sakkaroz igeren /2 MS ortami en uygun besin ortami olarak se¢ilmistir) ve 100 ml’lik
erlenler i¢inde kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.3a). Kokler daha sonra sicakligi 25°C+1
olarak ayarlanmis karanlik kosullarin saglandigi iklim odalarinda 90 rpm ¢alkalama
hizinda 3 hafta boyunca kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.3b). Kdkler ayni1 igerige sahip
besin ortamlarinda 2 kez alt kiiltiire alinarak cogaltilmalarinin ardindan elisitor

uygulamalarinda kullanilmak iizere hazir hale getirilmislerdir.

Sekil 3.3. Cimlenen bitkiciklerden alinan kdoklerin sivi besin ortaminda kiiltiire
alinmasi (a), s1v1 ortamlarda kiiltiire alinan koklerin gelisme durumlari (b)

3.2.3. Koklere biyotik elisitor uygulamalarinin yapilmasi

Kok biiylimesi ve indol alkaloidleri birikimine olan etkilerini belirlemek iizere, kok
kiiltiirlerine kitosan, maya ekstrakt1 ve pektin uygulamalari yapilmistir. Bu amagla 0.3
g kok, icinde 30 g/l sakkaroz bulunan 30 ml s1v1 /2 MS besin ortaminda 21 giin siireyle
kiiltiire alinmuslardir. Ardindan kokler, icinde farkli konsantrasyonlarda biyotik
elisitor iceren taze hazirlanmis ayni igerikteki besin ortamlarina aktarilmislardir.

Kitosan 100, 150, 200 ve 250 mg/l, maya ekstrakti 1, 2, 3 ve 4 g/l ve pektin % 0.5, 1,
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2 ve 3 konsantrasyonlarda besin ortamlarina ilave edilmistir. Maya ekstrakti ve
kitosanin stok c¢ozeltileri filtre sterilizasyonu yapildiktan sonra belirtilen
konsantrasyonlarda otoklavda sterilize edilmis ortamlara ilave edilmistir. Kontrol
grubuna ise esit steril saf su ilave edilmistir. Pektin ise belirtilen konsantrasyonlarda
tartilarak besin ortamlarina sterilizasyon oncesi ilave edilmislerdir. Kiiltiirler sicaklig
25°C olarak hazirlanmig iklim odalarinda ve karanlik kosullarda 90 rpm devir hizinda
calkalanarak 7 giin stireyle kiiltiire alinmiglardir. Arastirma tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekerriirli, her tekerriirde 5 erlen olacak sekilde kurulmustur (Sekil
3.4). Arastirmada 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda hasat edilerek yikanan koklerin fazla

sular kurutma kagidina emdirildikten sonra analizlerde kullanilmislardir.

Sekil 3.4. Biyotik elisitor uygulamaiarmm yapildig1 kokler

3.2.4. Koklerde yapilan incelemeler
3.2.4.1. Yas kok agirh@imin belirlenmesi

Hasat edilen koklerin agirliklarinin analitik terazide tartilmasiyla bulunmustur.

Degerler g/100 ml cinsinden hesaplanmustir.
3.2.4.2. Kok biiyiime indeksinin belirlenmesi
Kok biiylime indeksi asagidaki formiile gore belirlenmistir.

Biiyiime indeksi = (hasat edilen yas kok agirlig1 (g)-inokiile edilen yas kok agirlig
(g))/inokiile edilen yas kok agirligi (g) (3.1)
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3.2.4.3. Kuru kok agirhi@inin belirlenmesi

Koklerin 40°C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmalarinin ardindan analitik

terazide tartilmalari ile belirlenmistir. Degerler g/100 ml cinsinden verilmistir (Tayoub

vd., 2016).

3.2.5. Civit otu koklerinde ekstraksiyon isleminin yapilmasi

Kurutularak toz haline getirilmis 0.1 g kok (Sekil 3.5a), %80 metanol ¢ozeltisinde (20
ml) ultrasonik su banyosunda infrared 151k altinda 30 dakika boyunca ekstrakte
edilmistir (Sekil 3.5b). Ardindan ekstraktlar filtre kagidindan siiziilmiistiir. Rotary
evaporator yardimiyla 45°C sicaklik ve vakum altinda kuru ekstraktlar elde edilmistir.
Daha sonra kurutulmus ekstrakt HPLC grade methanol ile ¢oziiliip, analizlerde

kullanilmistir.

a b
Sekil 3.5. Toz haline getirilmis kokler (a), ultrasonik banyo ve infrared 151k altinda
gerceklestirilen ekstraktsiyon islemi (b)

3.2.6. Koklerde indigotin ve indirubin miktarlarinin HPLC ile belirlenmesi

Elisitor uygulamalarinin ardindan koklerden elde edilen ekstraktlarda indirubin ve
indigotin olmak tizere Isatis tiirlerinin en 6nemli iki indol alkaloidinin miktarlari
HPLC (SHIMADZU, Japonya) ve DAD detektorii kullanilarak belirlenmistir.
Arastirmada 0.45 um'lik filtreden gecirilen ekstraktlar, oda sicakliginda Agilent TC-
C18 kolonu (5 pm, 250 mm x 4.60 mm) kullanilarak analiz edilmislerdir. HPLC ile
yapilan analizlerde indirubin ve indigotin 289 nm dalga boyunda okunmustur. Mobil

faz olarak HPLC grade metanol ve ultra saf su (80:20, h/h) kullanilarak izokritik olarak
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gergeklestirilmistir. Akis hizi 1 ml/dk, enjeksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde
ayarlanmigtir (Zhang vd., 2012). Bu alkaloidlere ait standartlar metanol ile farkli
konsantrasyonlarda (pg/ml) hazirlanarak HPLC’de kalibrasyonlar1 yapilmistir.

Arastirmada gergeklestirilen islem basamaklarinin sematik goriiniimi Sekil 3.6’da

sunulmustur.

Maya ekstrakt
Kok
Cimlendirme Kiiltiirleri Kitosan
p-———13
Pektin
Isatis tinctoria
Yas agrhk
[ndirubin
Ekstraksiyvon Biiyiime indeksi
indigotin ;
Kuru aguwhk

Sekil 3.6. Arastirmada gerceklestirilen islem basamaklarinin sematik olarak goriiniimii

3.2.7. statistik analizlerin yapilmasi

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 26.0 istatistik
programi kullanilarak yapilmis olup, uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan

Coklu Karsilagtirma Testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Civit otu bitkisine ait in vitro kosullarda ¢imlenen bitkiciklerden alinan koklerin sivi
besin ortamlarinda ¢ogaltilmasiyla elde edilen kok Kkiiltiirlerine  farkl
konsantrasyonlarda uygulanan maya ekstrakti, kitosan ve pektinden olusan biyotik
elisitorlerin, kok biylimesi ile bitkinin en 6nemli indol alkaloidleri olan indigotin ve
indirubin birikimi lizerine olan etkilerinin incelendigi arastirmada elde edilen sonuglar

asagida basliklar halinde sunulmustur.

4.1. Maya Ekstrakti, Kitosan ve Pektin Uygulamalarinin Yas Kok Agirhgi

Uzerine Etkileri

Aragtirmada biyotik elisitorlerin ¢ivit otu kdklerinin biiytimeleri tizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla incelenen ilk kriter yas kok agirligi olup, bu kriter bakimindan

elde edilen bulgular Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin yas kok agirligi (YKA)
tizerine etkileri

Maya ekstrakt: (g/1)
Konsantrasyon Kontrol 1.0 2.0 3.0 4.0
YKA (g/100 ml) 4.378 c* 5.423 a 4.740 b 4.622 b 4.590 b
Kitosan (mg/l)
Konsantrasyon Kontrol 100 150 200 250
YKA (g/100 ml) 4378 a 4.142 ab 3.961 bc 3.865 bc 3.652 ¢
Pektin (%)

Konsantrasyon Kontrol 0.5 1.0 2.0 3.0
YKA (g/100 ml) 4.378 4.176 4.167 4.152 4.156

*Aym satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(P<0.05).

Maya ekstraktinin yas kok agirligi iizerine olan etkilerine iliskin verilerin sunuldugu
Cizelge 4.1. incelendiginde, yas kok agirligi bakimindan yapilan istatistiksel analizler
sonucunda, maya ekstrakti uygulamalarinin kullanilan konsantrasyonlara bagli olarak
yas kok agirligini dnemli derecede degistirdigi tespit edilmistir (P<0.05). En yiiksek
yas kok agirhigi 5.423 g/100 ml ile 1.0 g/l konsantrasyonunda maya ekstrakti
uygulanan koklerden elde edilirken, bu uygulamayi sirasiyla 2.0 g/1, 3.0 g/l ve 4.0 g/l
maya ekstrakti uygulamalarinin takip ettigi belirlenmistir. Maya ekstrakti
uygulamalarinda konsantrasyonun 1.0 g/I’den 2.0 g/I’ye ¢cikmasiyla yas kok agirliginin
azaldig1, ancak 2.0 g/l, 3.0 g/l ve 4.0 g/l konsantrasyonlarindaki maya ekstrakti
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uygulamalarinin yas kok agirliginda 6nemli bir farkliliga neden olmadigi saptanmistir.
Arastirmada maya ekstrakti uygulamalarinin kontrole gore yas kok agirligint 6nemli
derecede artirdig1 da tespit edilmistir. Buna gore maya ekstraktinin ¢ivit otu kdklerinde
yas kok agiligim artirdigi, ancak diisiik konsantrasyonlarda ¢ok daha yiiksek olan

tesvik edici etkinin, konsantrasyonun yiikselmesiyle birlikte azaldig: belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan bir diger biyotik elisitor de kitosan olup, kitosanin hiicre yas
agirhigi tizerine olan etkileri Cizelge 4.1°de sunulmustur. Yapilan istatistik analizleri
sonucunda yas hiicre agirliginin kitosan uygulamalarina bagli olarak 6nemli derecede
degistigi tespit edilmistir (P<0.05). En yiiksek yas kok agirhigmin 4.378 g/100 ml
degeri ile kontrol grubu koklerle 4.142 g/100 ml degeri ile 100 mg/1 kitosan uygulanan
koklerden elde edildigi belirlenmistir. Arastirmada kitosan konsantrasyonunun 150
mg/l’ye ¢ikmasiyla yas kok agirhiginin da azalmaya basladigi ve kontrole gére daha
diisiik degerlerin elde edildigi saptanmustir. Yas kok agirligindaki azalmanin
konsantrasyon artigina paralel olarak arttiginin tespit edildigi arastirmada, kitosan

uygulamalarinin 6zellikle 150 mg/1’den itibaren ¢ivit otu kok kiiltiirlerinde kok yas

agirhig lizerine engelleyici etkilerde bulundugu belirlenmistir.

Pektin de in vitro sekonder metabolit iiretiminde kullanilan bir diger biyotik kdkenli
elisitor olup, sunulan bu arastirmada ¢ivit otu kok kiiltiirlerine uygulanan pektinin yas
kok agirhigr lizerinde Onemli bir etkide bulunmadigi belirlenmistir. Pektin
uygulamalari ile 4.176 g/100 ml ile 4.152 g/100 ml arasinda degisen miktarlarda yas
kok agirlhign elde edilmistir (Cizelge 4.1). Kontrole gore pektin uygulamalarinin
ozellikle artan konsantrasyonlarina paralel olarak yas kok agirliginda az da olsa bir
azalmaya neden oldugu, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak 6énemli bulunmadig:

tespit edilmistir.

Arastirmada kullanilan biyotik elisitdrlerin yas kok agirligi iizerine olan etkileri bir
arada incelendiginde (Sekil 4.1), maya ekstraktinin  Ozellikle  diisiik
konsantrasyonlarda kok gelisimini tegvik ettigi, kitosan uygulamalarinin
konsantrasyon artisina bagli olarak yas kok agirhgimi disiirdiigi, pektin
uygulamalarinin ise kontrolle kiyaslandiginda yas kok agirligr iizerine énemli bir

etkide bulunmadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara gére 1.0 g/l konsantrasyonunda
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uygulanan maya ekstraktinin, civit otu koklerinde yas kok agirligi bakimindan en

yiiksek degerlerin elde edildigi uygulama oldugu belirlenmistir.

3.0 —4 156

S 20 14,152
£ 10 14,167
o 05 | 4,176
= 250 13,652
= 200 — 3 865
E 150 13,961
¥ 100 14,142
~ 40 14,590
> 30 14,622
w20 4,740
Kontrol 4,378
0 1 2 3 4 5 6

Yas kok agirhgi (g/100 ml)

Sekil 4.1. Maya ekstrakti (ME), kitosan (K) ve pektin (P) uygulamalarinin yas kok
agirhig lizerine etkileri

4.2. Maya Ekstrakti, Kitosan ve Pektin Uygulamalarimin Kok Biiyiime Indeksi
(BI) Uzerine Etkileri

Yapilan biyotik elisitor uygulamalarinin bir diger kok biiytime kriteri olan kok biiyiime
indeksi tizerine olan etkilerinin de incelendigi bu arastirmada, elde edilen bulgular

Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin kok biiytiime indeksi
(BI) iizerine etkileri

Maya ekstrakti (g/)
Konsantrasyon Kontrol 1.0 2.0 3.0 4.0
Bl 3.378 c* 4423 a 3.740 b 3.622 b 3.590 b
Kitosan (mg/l)
Konsantrasyon Kontrol 100 150 200 250
Bl 3.378a 3.142 ab 2.961bc 2.865 bc 2.652 ¢
Pektin (%)

Konsantrasyon Kontrol 0.5 1.0 2.0 3.0
Bl 3.378 3.176 3.167 3.152 3.156

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(P<0.05).

Kok biiylime indeksinin kullanilan maya ekstrakti konsantrasyonlarina bagl olarak

onemli derecede degistiginin belirlendigi arastirmada (P<0.05), en yiiksek kok
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bliylime indeksi 4.423 ile 1.0 g/l konsantrasyonunda kullanilan maya ekstrakti
uygulamasindan elde edilmistir. Kullanilan konsantrasyon artikca maya ekstraktinin
kok biiyiime indeksi lizerine olan pozitif etkisinin de azaldig1 belirlenmistir. En diisiik
kok biiyltime indeksi ise 3.378 ile kontrol grubu koklerde saptanmistir. Sonug olarak
maya ekstrakti uygulamalarmin 06zellikle de diisiikk konsantrasyonlarda ¢ivit otu

koklerinde biiytimeyi tesvik ettigi belirlenmistir.

Kitosan uygulamalarinin kok biiyiime indeksi {izerine olan etkilerinin Onemli
bulundugu arastirmada (P<0.05), 150 mg/1 ve iizerindeki kitosan konsantrasyonlarinin
kok biiylime indeksi lizerine engelleyici bir etkide bulundugu tespit edilmistir (Cizelge
4.2). Kitosanin bu engelleyici etkisinin konsantrasyon artigsina bagli olarak arttigi da
belirlenmistir. Bliylime indeksi bakimindan en yiiksek degerler kontrolle birlikte 100
mg/l kitosan uygulanan kdklerden elde edilirken, en diisiik bilylime indeksi degeri de

250 mg/l konsantrasyonunda kitosan uygulanan koklerde tespit edilmistir.

Aragtirmada kullanilan bir diger biyotik elisitor de pektin olup, pektin uygulamalarinin
kok biiylime indeksi tizerinde dnemli bir etkide bulunmadigi belirlenmistir (Cizelge
4.2). Pektin uygulanan koklerde biiyiime indeksi 3.176 ile 3.156 arasinda degismistir.
Her ne kadar konsantrasyon arttikca kontrole gore kok biiylime indeksinde kiigiik
azalmalar goriilse de bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit

edilmistir.

Kok biiyiime indeksi iizerine kullanilan biyotik elisitorlerin etkileri toplu olarak
degerlendirildiginde, maya ekstrakti uygulamalarinin 6zellikle de diisiik
konsantrasyonlarda biiyiime indeksi iizerinde olumlu etkide bulunurken, kitosan
uygulamalarinin  yiiksek konsantrasyonlarda kok biiylime indeksini azalttig
belirlenmistir (Sekil 4.2). Pektin uygulamalarinin ise kok biiylime indeksi iizerinde
onemli bir etkide bulunmadig1 saptanmistir. Arastirmada en yiliksek kok biiylime
indeksinin 4.423 ile 1.0 g/l konsantrasyonundaki maya ekstrakti uygulamasindan elde

edildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Maya ekstrakt1 (ME), kitosan (K) ve pektin (P) uygulamalarinin kok biiytime
indeksi (BI) tizerine etkileri

4.3. Maya Ekstrakti, Kitosan ve Pektin Uygulamalarimn Kuru Kok Agirhg:
(KKA) Uzerine Etkileri

Maya ekstrakti, kitosan ve pektinden olusan biyotik elisitorlerin  farkh
konsantrasyonlarda uygulandiklar1 ¢ivit otu bitkisine ait kok kiiltiirlerinde kuru kok

agirhig tizerindeki etkileri Cizelge 4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.3. Maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin kuru kok agirlig
iizerine etkileri

Maya ekstrakti (g/)
Konsantrasyon Kontrol 1.0 2.0 3.0 4.0
KKA (g/100 ml) 0.324c 0.393 a 0.364 b 0.362 b 0.369 b
Kitosan (mg/l)
Konsantrasyon Kontrol 100 150 200 250
KKA (g/100 ml) 0.324 a 0.316 a 0.312 ab 0.310 ab 0.287b
Pektin (%)

Konsantrasyon Kontrol 0.5 1.0 2.0 3.0
KKA (g/100 ml) 0.324 0.318 0.314 0.310 0.312

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(P<0.05).

Yapilan istatistik analizler sonucunda kuru kok agirligimin maya ekstrakti
uygulamalarina bagli olarak 6nemli derecede degistigi tespit edilmistir (P<0.05). Maya
ekstrakti uygulamalari arasinda en yiiksek kuru kok agirliginin, yas kok agirligi ve kok
biiylime indeksinde oldugu gibi 1.0 g/l konsantrasyonunda yapilan uygulamadan elde

edildigi belirlenmistir. Konsantrasyon arttikca kuru kok agirliginda azalmalarin
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meydana geldiginin tespit edildigi arastirmada, en diisiik bliylime indeksi ise 0.324
9/100 ml ile kontrol grubu koklerde saptanmustir. Diisiik konsantrasyonlarda yapilan
maya ekstraktinin kok gelisimi tizerinde olumlu etkilerde bulundugu, ancak bu tesvik

edici etkinin konsantrasyon artisina bagli olarak azaldigi belirlenmistir.

Kitosan uygulamalarinin kok kuru agirligi iizerine olan etkileri incelendiginde, kontrol
grubu kokler ile 100 mg/l, 150 mg/l ve 200 mg/1 kitosan uygulanan kokler arasinda
onemli bir fark bulunmadigi, ancak konsantrasyonun 250 mg/1’ye ¢cikmasiyla kuru kok
agirhiginin 6nemli derecede diistiigii tespit edilmistir (P<0.05). Nitekim arastirmada en
diistik kuru kok agirligi 0.287 g/100 ml ile 250 mg/1 kitosan uygulanan kdklerden elde
edildigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Pektin uygulamalarinin ise diger kok gelisim kriterlerinde oldugu gibi kuru kok
agirhig1 tizerinde de onemli bir etkide bulunmadigi, pektin uygulanan koklerde 0.324
g/100 ml ile 0.310 g/100 ml arasinda degisen degerlerde kuru kok agirliginin elde
edildigi tespit edilmistir.

Biyotik elisitorler ve farkli konsantrasyonlarinin kuru kok agirligi tizerine olan etkileri
toplu olarak incelendiginde (Sekil 4.3), en yiiksek kuru kok agirliginin diger kok
gelisim kriterlerinde oldugu gibi 1.0 g/l maya ekstrakti uygulamasindan elde edildigi
belirlenmistir. Arastirmada kitosan Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda kuru kok
agirhigl tizerinde engelleyici bir etkide bulunurken, pektin uygulamalarmin kuru kok

agirlig lizerinde 6nemli bir farklilik olusturmadig tespit edilmistir.
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4.4. Maya Ekstrakti, Kitosan ve Pektin Uygulamalarimin Indigotin Birikimi

Uzerine Etkileri

Civit otu bitkisinin en 6énemli bilesenlerinden biri olan ve dogal mavi renk kaynagi
olarak biiyiilk 6nem tasiyan indigotinin koklerde birikimi iizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla kok kiiltiirlerine biyotik elisitor olarak farkli konsantrasyonlarda
maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bu

uygulamalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4. Maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin indigotin birikimi
iizerine etkileri

Maya ekstrakt: (g/1)
Konsantrasyon Kontrol 1.0 2.0 3.0 4.0
Indigotin (ug/g) 442.596 ¢ 1140.520 a 1258.436 a 862.318 b 815.529 b
Kitosan (mg/l)

Konsantrasyon Kontrol 100 150 200 250
Indigotin (ug/g) 442.596 d 1999.472 a 1673.893 b 1315.967 ¢ 1223.991 ¢
Pektin (%)

Konsantrasyon Kontrol 0.5 1.0 2.0 3.0
Indigotin (ug/g) 442.596 a 267.845b 192.551 be 119.154 ¢ 110.170 c

*Ayn satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(P<0.05).

Cizelge 4.4’1in incelenmesinden de anlasilacag lizere maya ekstrakti uygulamalarinin
kullanilan konsantrasyonlara bagli olmak iizere koklerdeki indigotin miktarini dnemli

derecede degistirdigi tespit edilmistir (P<0.05). En yiiksek degerler 1258.436 pg/g ve
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1140.520 pg/g ile sirasiyla 2.0g/1 ile 1.0 g/l maya ekstrakti uygulamalarindan elde
edilmistir. Ancak maya ekstrakti konsantrasyonunun 3.0 g/I’ye ¢ikmasiyla indigotin
miktarinin azalmaya basladigi ve bu azalmanin 4.0 g/l maya ekstrakti uygulamasinda
da devam ettigi saptanmistir. Ancak en diisiik indigotin miktarinin 442.596 ug/g ile
kontrol grubundan elde edildiginin belirlendigi arastirmada, maya ekstrakti
uygulamalarinin kullanilan konsantrasyonlar arasinda farkliliklar olmasia karsin

kontrole gore koklerdeki indigotin birikimini artirdig1 belirlenmistir.

Civit otu kok kiiltiirlerinde indigotin birikimi {lizerine etkilerinin incelendigi bir diger
biyotik elisitor de kitosan olup, indigotin birikiminin kullanilan kitosan
konsantrasyonlarina bagli olmak iizere énemli derecede degistigi tespit edilmistir
(P<0.05). Koklerde indigotin birikimini en fazla artiran uygulamanin 100 mg/1 kitosan
uygulamasi oldugu ve bu uygulama ile 1999.472 pg/g indigotin elde edildigi; ve bu
uygulamayr 1673.893 pg/g ile 150 mg/l kitosan uygulamasmin takip ettigi
saptanmustir. En diisiik indigotin miktarinin 442.596 ng/g ile kontrol grubu koklerden

elde edildigi arastirmada, biitlin kitosan uygulamalarinin kontrole gore koklerdeki

indigotin miktarini artirdig: tespit edilmistir.

Pektin uygulamalarinin da indigotin miktar1 iizerinde 6nemli degisikliklere neden
oldugunun belirlendigi arastirmada (P<0.05), en yiiksek indigotin miktar1 442.596
png/g ile kontrol grubu koklerde saptanirken, pektin uygulamalarinin koklerde
indigotin miktarin1 diisiirdigli tespit edilmistir. Pektin uygulamalarinin indigotin
miktar1 lizerindeki engelleyici etkisinin konsantrasyon artisina paralel olarak arttig1 ve
en diisiik degerin en yiiksek pektin konsantrasyonu olan %3 pektin uygulamasindan

elde edildigi saptanmistir.

Biyotik elisitorler ve farkli konsantrasyonlarinin koklerdeki indigotin birikimi tizerine
olan etkileri birarada incelendiginde (Sekil 4.4), maya ekstrakti ve kitosan
uygulamalarinin kontrole gore indigotin miktarini artirdigi; pektin uygulamalarinin ise
diistirdiigli tespit edilmistir. En yliksek indigotin miktar1 ise 100 mg/l kitosan

uygulamasindan elde edilmistir.
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45. Maya Ekstrakti, Kitosan ve Pektin Uygulamalarimin indirubin Birikimi

Uzerine Etkileri

Civit otu bitkisinin en 6nemli indol alkaloidlerinden biri olan indirubinin kok
kiltlirlerinde iiretimini artirmak icin maya ekstrakti, kitosan ve pektinden olusan
biyotik elisitdrlerin kullanildigi arastirmada elde edilen bulgular Cizelge 4.5°de

sunulmustur.

Cizelge 4.5. Maya ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalarinin indirubin birikimi
iizerine etkileri

Maya ekstrakt: (g/1)
Konsantrasyon Kontrol 1.0 2.0 3.0 4.0
Indirubin (ng/g) 1811b 1.558 ¢ 1.740 b 1.915ab 2.152 a
Kitosan (mg/l)
Konsantrasyon Kontrol 100 150 200 250
Indirubin (ng/g) 1811c 4220 a 3.876a 4.019 a 3.398 b
Pektin (%)
Konsantrasyon Kontrol % 0.5 %1 % 2 % 3
Indirubin (ng/g) 1811c 2.779Db 3.391a 1.530d 1.106 e

Aym satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasinda istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir
(P<0.05).

Arastirmada kullanilan biyotik elisitorlerden maya ektraktinin uygulandigi kok
kiiltiirlerinde indirubin miktarinin maya ekstrakti konsantrasyonuna bagli olarak
onemli derecede degistigi tespit edilmistir (P<0.05). Maya ekstrakti uygulamalarinda
en yiiksek degerler 2.152 pg/g ve 1.915 pg/g ile sirasiyla 4.0 g/l ve 3.0 g/l maya
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ekstrakti uygulamalarindan elde edildigi belirlenmistir. En diisiik degerin ise 1.558
ng/gile 1.0 g/l maya ekstrakti uygulamasindan elde edildigi tespit edilmistir.

Kitosan uygulamalarinin koklerdeki indirubin birikimi iizerine olan etkileri
incelendiginde, indirubin miktarinin kitosan uygulamalarina gére onemli derecede
degistigi tespit edilmistir (P<0.05). Arastirmada 100, 150 ve 200 mg/l kitosan
uygulamalar1 ile en yiiksek indirubin birikimi elde edilirken, kitosan
konsantrasyonunun 250 mg/lI’ye c¢ikmasiyla indirubin miktarinin azaldig
belirlenmistir. En diisiik indirubin miktar1 1.811 pg/g ile kontrol grubu koklerde elde
edilirken, biitiin kitosan uygulamalarinin kontrole gore indirubin miktarini artirdigi

saptanmigtir.

Aragtirmada biyotik elisitor olarak pektinin kullanildig1 uygulamalarda da indirubin
miktarinin pektin uygulamalarina gore onemli derecede degistigi tespit edilmistir
(P<0.05). Pektin konsantrasyonunun %0.5’den %]1’e ylikselmesiyle koklerdeki
indirubin miktarinin yiikselerek maksimuma ulastigi, ancak pektin konsantrasyonun
%2 ve %3’e yiikselmesiyle pektinin indirubin birikimine olan tesvik edici etkisinin

azaldig1 saptanmustir.

Arastirmada maya ekstrakti, kitosan ve pektinin indirubin birikimi {izerine etkileri
toplu olarak incelendiginde, indirubin birikimi bakimindan en yiiksek sonuglarin
kitosan uygulamalarindan elde edildigi belirlenmistir (Sekil 4.5). Ancak uygun
konsantrasyonlar sec¢ildiginde maya ekstrakti ve pektin uygulamalari ile de kontrole

gore daha yiiksek indirubin birikiminin elde edilebilecegi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Civit otu bitkisine ait in vitro kosullarda ¢ogaltilan koklere farkli biyotik elisitor
uygulamalarinin kok biiyiimesi ve indol alkaloidleri birikimi iizerine olan etkilerinin
incelendigi bu arastirmada, biyotik elisitér olarak farkli konsantrasyonlarda maya

ekstrakti, kitosan ve pektin kullanilmistir.

Pratik, ekonomik ve kolay uygulama ozelligi tasimasi nedeniyle, bu arastirmada
bitkisel materyal olarak ¢ivit otuna ait tohumlarin ¢imlendirilmesinden elde edilen
kokler kullanilmistir. In vitro sekonder metabolit iiretiminde kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin yani sira kok kiiltiirleri de hizli biiylime oranlar1 ve stabil
metabolit iiretkenlikleri nedeniyle, ozellikle kok kaynakli metabolitlerin elde
edilmesinde en cok tercih edilen kiiltlir ¢esidini olusturmaktadir (Carvalho ve Curtis,
1998). Nitekim kok kiiltlirlerinin, bir¢ok metabolitin in vitro kosullarda elde
edilmesinde basar1 ile kullanilan bir kiiltiir teknigi oldugu daha o6nce yapilan
calismalarla da ortaya konulmustur (Hashimoto vd., 1986; Awad vd., 2014; Demirci
vd., 2022).

Bitkiler, elisitasyon olarak bilinen ve farkli ¢evresel faktorlere (biyotik ve abiyotik)
kars1 hayatta kalma miicadelesinin bir pargasi olarak gerekli bilesikleri sentezlemek
tizere sekonder metabolizmay1 uyarirlar (Gorelick ve Bernstein, 2014). Jasmonik asit,
SA ve bunlarin analog tiirevleri, bitki hiicre ve organ kiiltiirlerinde en sik kullanilan
abiyotik elisitorlerdir (Nartop, 2018). Ancak bu elisitorlerin pahali olmasi1 ticari
uygulamalar agisindan 6nemli bir engel olusturmaktadir (Giri ve Zaheer, 2016). Bu
arastirmada c¢ivit otuna ait koklere pratik ve ekonomik olmalar1 nedeniyle uygulanma
potansiyeli yiiksek bazi biyotik elisitorlerin (maya ekstrakti, kitosan ve pektin) kok
biiylimesi ve bu tiiriin en 6nemli indol alkaloidlerinden olan indigotin ve indirubin

birikimi iizerine olan etkileri incelenmistir.

Aragtirmada kullanilan biyotik kaynakli elisitérlerden ilki maya ekstraktidir. Incelenen
biitlin  kok gelisim  kriterleri bakimindan en yiiksek degerlerin 1.0 g/l
konsantrasyonunda yapilan maya ekstraktt uygulamasindan elde edildigi; ancak
konsantrasyonun artmastyla bu tesvik edici etkinin azaldigi belirlenmistir. Benzer

sekilde patlicanda sagak kok kiiltiirlerinde en yiiksek kok gelisiminin 1g/l maya
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ekstrakti uygulamasindan elde edildigi tespit edilmistir (Jain ve Singh, 2015).
Azadirachta indica’nin sagak koklerinde azadiraktin iiretimini artirmak amaciyla
kullanilan maya ekstraktinin 10, 20 ve 50 mg/l konsantrasyonlar1 arasinda kok
biiyiimesi bakimidan 6nemli bir farklilik bulunmazken, konsantrasyonun 100 mg/l ye
¢ikmasiyla kok bilylimesinin 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir. Maya ekstraktinin
biyokiitle artisini tesvik edici etkisi belirli amino asitleri, vitaminleri ve mineralleri
iceren kompleks azotlu bir bilesik olmasindan kaynaklanmaktadir (Srivastava ve
Srivastava, 2014). Bununla birlikte Calotropis gigantea sagak koklerine uygulanan
maya ekstraktinin kok biiylimesi lizerinde 6nemli bir etkide bulunmadigi tespit
edilmistir (Sun vd., 2012). Biitiin bu sonuglar, maya ekstraktinin biyokiitle {izerine
olan tesvik edici etkisinin maya ekstraktinin konsantrasyonu ile bitki tiir ve ¢esidine

bagli olarak degistigini gostermektedir.

Arastirmada hem kok gelisimi hem de metabolit verimine olan etkilerinin incelendigi
diger biyotik elisitorler de kitosan ve pektindir. Kitosanin kok gelisimini
baskiladiginin belirlendigi arastirma sonuglarina benzer sekilde, kitosanin 50, 100, 250
ve 500 mg/l konsantrasyonlarinda uygulandigi Azadirachta indica’nin sagak
koklerinde ozellikle artan konsantrasyonlarinin kok biiylimesini kontrole gore ciddi
sekilde distirdiigii belirlenmistir (Srivastava ve Srivastava, 2014). Ayrica Polygonum
tinctorium sagak koklerine 50, 100, 200, 300 ve 400 mg/l konsantrasyonlarinda
uygulanan kitosanin kok biiylimesini kontrole gore azalttig: tespit edilmistir (Young-
Am vd., 2000). Sunulan bu aragtirmada, pektin uygulamalarinin ise kok gelisimi
tizerinde tesvik edici ya da engelleyici bir etkide bulunmadig saptanmaistir. Kitosan ve
pektinin birlikte kullanildigi uygulamalarin Morinda citrifolia'nin adventif kok
kiiltiirlerinde kok biiylimesini inhibe ettigini tespit eden Baque vd. (2012), bu
engelleyici etkinin hiicre canlili1 lizerindeki giiclii olumsuz etkiden kaynaklandiginm
belirlemislerdir. Ayni aragtirmada ozellikle 0.8 mg/ml dozlarinda yapilan ikili
uygulamanin %79 oraninda hiicre 6liimiine neden oldugu saptanmistir. Dornenburg
(1993) ise, Morinda citrifolia hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde pektinin hiicre canliligi
tizerinde koruyucu etkilerde bulundugu ve bu koruyucu etkinin, kitosan ile birlikte
kullanildig1 uygulamalarda da gozlendigini belirlemislerdir. Benzer sekilde kitosan
uygulanmig Chenopodium rubrum hiicre kiiltiirlerinde pektin ilavesinin hiicre
biiylimesini tesvik ettigi; ancak 400 pg/ml’nin iizerindeki kitosan uygulamalarinin

hiicreler tizerinde oldiiriicli etkide bulundugu belirlenmistir. Ayni1 ¢alismada artan
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kitosan konsantrasyonlarinin hiicre oliimii ile iligkili olarak pigment saliniminin
artmasina da neden oldugu saptanmistir (Dornenburg, 1993). Hiicre oliimlerinde
membran iyon pompalar arizalanmakta, membran biitiinliigii kaybolmakta, hiicreler
aras1 Ca®" artis1 meydana gelerek sitoplazmik sismeye ve nihayetinde hiicre dliimiine
yol acan ¢esitli bozunma siireclerini baslatmaktadir (Cobb vd., 1996). Hiicre
Olumlerinin yiiksek oldugu uygulamalarda ise hiicre biiyiimesi azalmaktadir. Biitiin bu
sonuclar biyokiitle artiginin kullanilan elisitore, elisitor konsantrasyonuna, kiiltiir

tipine ve bitki genotipine gore onemli dl¢iide degistigini gostermektedir.

Maya ekstrakti bitki sekonder metabolit iiretimini tesvik etmek amaciyla in vitro
kiiltirlerde kullanilan en yaygin biyotik kokenli dogal elisitorlerden biridir (Cheng vd.,
2013; Karaljja vd., 2020). Maya ekstrakt1 bitki savunma tepkilerinde yer alan kitin, 3
glukan, glikopeptidler ve ergosterol gibi ¢esitli bilesikleri icermektedir (Baenas vd.,
2014). Maya ekstraktinin, in vitro kosullarda farkli bitkilerde rosmarinik asit
(Gongalves vd., 2019), sanguinarin (Guizar-Gonzalez vd., 2016), ksanton
(KrsticMilosevi¢ vd., 2017), izofavonoid (Rani vd., 2020), plumbagin (Singh vd.,
2020), astragalosidler (Park vd., 2021), artemisinin (Putalun vd., 2007), tropan
alkaloidleri (Pitta-Alvarez vd., 2000) ve tanshinonlar (Zhao vd., 2010) gibi bir ¢ok
metabolitin liretimini artirmada basar1 ile kullanilan bir bilesik oldugu belirlenmistir.
Sunulan bu projede maya ekstraktinin kullanilan konsantrasyona bagl olmak iizere
civit otu koklerinde indirubin ve indigotin sentezini Oonemli derecede etkiledigi
belirlenmistir. Arastirmada koklerde en yiiksek indigotin birikimi i¢in maya
ekstraktinin 1 g/l ve 2 g/l gibi diigiik konsantrasyonlar1 daha uygun olurken; indirubin
birikimi i¢in 3.0 g/l ve 4.0 g/l gibi daha yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyuldugu
tespit edilmistir. Bu sonug, en uygun maya ekstrakti konsantrasyonunun metabolite
gore degistigini gostermektedir. Arastirmada elde edilen sonuglara benzer sekilde
Azadirachta indica’nin sagak koklerinde besin ortamlarina ilave edilen 20 mg/l maya
ekstraktinin kontrole goére azadiraktin iceriginde 1.6 kata kadar bir artis sagladigi;
ancak konsantrasyonun 100 mg/I’ye ¢ikmasiyla koklerde azadiraktin iiretiminin ciddi
derecede azaldig: tespit edilmistir (Srivastava ve Srivastava, 2014). Arastiricilar, maya
ekstraktinin abiyotik elisitor olarak hareket edebilen ¢inko, kalsiyum ve kobalt gibi
baz1 katyonlari bulundurmasinin (Suzuki vd., 1985), sagak koklerde azadiraktin
liretiminin artirmasina neden olabilecedi; bir baska deyimle maya ekstraktinin

metabolit verimini artirmasi abiyotik elisitdr gibi hareket eden bazi mineralleri
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icermesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Maya ekstraktinin Azadirachta indica
hiicre stispansiyon Kkiiltlirlerinde de azadiraktin (Prakash ve Srivastava, 2008),
Pueraria candollei sagak koklerinde toplam flavonoid birikimini arttirdig
belirlenmistir (Udomsuk vd., 2011). Salvia miltiorrhiza kiiltiirlerinde ise
kriptotanshinon iiretiminin maya ekstrakti uygulamastyla 34 kat artt1g1 tespit edilmistir
(Zhao vd., 2010). Bununla birlikte Calotropis gigantea sacak koklerine uygulanan
maya ekstraktinin kardenolid birikimi iizerinde 6nemli bir etkide bulunmadigi
belirlenmistir (Sun vd., 2012). Panax quinquefolium sagak koklerine ise 3 giin siireyle
uygulanan 50 mg/l maya ekstraktinin ginsenosid seviyesini kontrole gore 1.57 kat
artirdig1 tespit edilmistir (Kochan vd., 2017). Diger elisitorler gibi, kiiltiir ortamindaki
maya ekstrakti konsantrasyonunun, metabolitlerin biyosentezi iizerinde dénemli bir
faktor oldugunu ve en uygun konsantrasyonun her bitki tiirii i¢in farklilik gésterdigini
bildiren Shinde vd. (2009), Psoralea corylifolia'nin sagak koklerindeki maksimum
genistein ve daidzein diizeyinin 200 mg/l konsantrasyonundaki maya ekstrakti
uygulamasiyla elde edildigini belirlemislerdir. Diger taraftan Pueraria candollei ve
Hyoscyamus niger'in transforme edilmis koklerinde izoflavon ile skopolamin ve
hiyosiyamin miktarlarinin kontrole gore daha yiiksek diizeyde elde edildigi maya
ekstrakti konsantrasyonu 500 mg/l olarak belirlenirken (Udomsuk vd., 2011),
Leontopodium nivale’de 2 g/l ve Coleus blumei kiiltiirlerinde ise 5 g/l gibi daha yiiksek
maya konsantrasyonlarinin sirastyla leolignin ve rosmarinik asitte etkili verim artis
icin daha uygun oldugu belirlenmistir (Bauer vd., 2009; Wawrosch vd., 2014).
Patlicanda 3 g/l maya ekstrakti uygulamasinin kontrole gore 43 kat daha yiiksek
solasodin birikimini saglayarak en yiiksek degerin elde edildigi uygulama oldugu
saptanmustir (Jain ve Singh, 2015). Maya ekstraktinin konsantrasyon artisina bagli
olarak Solanum hainanense hiicre kiiltiirlerinde solasodin birikiminin de arttig1 tespit
edilmistir (Loc vd., 2014). Ancak Drosera tiirlerinde plumbagin iiretiminin 0.5 mg/I
gibi diisiik konsantrasyonlarda en yiiksek degere ulastigi; konsantrasyon arttik¢a da
biyoaktif bilesik konsantrasyonunun azaldigimi bildiren Putalun vd. (2010)’nin
bulgulari ile benzer sekilde, Panax quinquefolium’de saponin (Kochan vd., 2017);
Scutellaria lateriflora’da akteosid ve flavon sentezi i¢in (Wilczanska-Barska vd.,
2012) 50 mg/l gibi disik maya ekstrakti konsantrasyonunun daha uygun oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar maya ekstraktinin metabolit birikimi iizerine etkisinin
genotipe, konsantrasyona ve metabolite bagli olarak degistigini gdstermektedir. Maya

ekstrakti B vitamini kompleksi agisindan zengin bir elisitordiir. Ayrica metabolit
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sentezini tetikleyerek bitki savunma tepkilerini ortaya ¢ikaran kitin, N-asetil-
glukozamin oligomerleri, B-glukan, glikopeptidler ve ergosterol gibi temel bilesenleri
de icermektedir (Boller, 1995; Putalun vd., 2007; Cai vd., 2012). Bu 6zellikleri nedeni
ile uygun konsantrasyon ve siirede uygulandiginda, maya ekstraktin in vitro kosullarda

metabolit verimini dikkate deger bir sekilde artirmaktadir.

Kitosan, fitokimyasal biyosentezindeki eszamanli artigla birlikte bitki savunma
tepkilerini tetikleyebilen dogal, diisiik maliyetli ve toksik olmayan bir sinyal
molekiilidir (Jiao vd., 2018c). Kitosanin Withania somnifera'da withanolid
(Sivanandhan vd., 2012), Artemisia annua’da artemisinin (Lei vd., 2011), Curcuma
longa’da kurkumin (Sathiyabama vd., 2016), Scrophularia striata’da ekinokosid
(Kamalipourazad vd., 2016), Pueraria candollei’de izoflavonoid (Udomsuk vd.,
2011), Hypericum perforatum’da ksanton (Tocci vd., 2010, 2011), Stevia.
rebaudiana’da steviosid (Bayraktar vd., 2016) birikimini énemli derecede artirdigi
tespit edilmistir. Sunulan bu arastirmada ¢ivit otu kok kiiltiirlerine uygulanan kitosanin
hem indigotin hem de indirubin miktarini kontrole gore artirdigi; en yiiksek indigotin
miktarinin 100 mg/l; indirubin miktariin da 100, 150 ve 200 mg/1 kitosan uygulanan
koklerden elde edildigi belirlenmistir. Young-Am vd. (2000), Polygonum tinctorium
sacak koklerine 100, 200 ve 300 mg/l kitosan uygulamalarinin indigotin miktarin
artirdigi, daha diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarin ise indigotin miktarini inhibe
ettigini belirlenmislerdir. Sauerwein vd. (1991) ise, Lippia dulcis tiiriine ait sagak
koklerde 0.2—10.0 mg/I arasindaki diisiik konsantrasyonlardaki kitosanin hernandulsin
miktarini kontrole gore 5 kat artirdigini tespit etmislerdir. Calotropis gigantea sacak
koklerine 20 giin boyunca uygulanan 50 mg/l konsantrasyonundaki kitosanin en
yiiksek kardenolid birikimini sagladigi, ancak bu konsantrasyonun {izerine
¢ikildiginda kardenolid birikiminin azaldig1 saptanmistir (Sun vd., 2012). Elisitorlerin
etkisi metabolite gore biiylik degisiklik gostermektedir. Nitekim Salvia miltiorrhiza
kiltlirlerinde kriptotanshinon iiretiminin maya ekstraktt uygulamasiyla, tanshinon |
tiretiminin ise kitosan uygulamalar1 ile en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir
(Zhao vd., 2010). Yine kitosanin Gentiana dinarica’ya ait sagak kok kiiltlirlerinde
ksanton igeriginin artirllmasinda maya ekstraktina gore daha etkili bulundugu tespit
edilmistir (Krsti¢-MiloSevi¢ vd., 2017). Kitosanin metabolit birikiminde tesvik edici
etkinin kitosanin neden oldugu bitki savunma tepkileri ile iligkili olabilecegi

bildirilmistir (Iriti ve Faoro, 2007). Bununla birlikte kitosanin 50, 100, 250 ve 500 mg/1
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konsantrasyonlarinda uygulandigi Azadirachta indica’nin sagak koklerinde 6zellikle
artan konsantrasyonlarinin azadiraktin iiretimini kontrole gore ciddi sekilde diistirdiigii
belirlenmistir (Srivastava ve Srivastava, 2014). Genel olarak, hafif elisitor
uygulamalar1 bitkilerin kendilerini korumak i¢in savunma amagli sekonder metabolit
tiretiminin aktivasyonuna katkida bulunan iyi yonde bir stresin olusmasina neden
olurken, tolerans sinirlarinin iizerine ¢ikildiginda sekonder metabolit iiretiminin
azalmasina yol agan metabolik hasar veya hiicre 6limii ile karakterize edilen zararl
strese maruz kalmalarina neden olmaktadir (Kranner vd., 2010). Ayrica dokular
sentezleyebildikleri sekonder metabolitler i¢in belirli bir esik seviyesine sahiptir. Bu
esik seviyesi asildiginda, bitkiler geri besleme diizenlemesi yoluyla fazla sentezlenen
metabolitin bozulmasi i¢in gerekli enzimleri tiretmeleri i¢in uyarilirlar (Malik vd.,
2013). Kitosan uygulanmis ¢ivit otu sacak koklerinin kontrolle kiyaslandiginda
kahverengi renge doniismelerinin artan oksidatif stresin gostergesi oldugu
bildirilmistir (Jiao vd., 2018c). Nitekim kitosan uygulamalariin Scrophularia striata
hiicre kiiltiirlerinde agir1 ROS iiretimini indiikleyebilecegi, hiicre i¢i redoks dengesini
bozabildigi ve nihayetinde oksidatif strese yol agabildigi bildirilmektedir
(Kamalipourazad vd., 2016). Kitosan, bitki hiicre zarlarinda lokalize olan immiin
reseptorler tarafindan mantar patojenlerinin saldiris1 olarak taninabilmekte, bu da
cesitli sinyal molekiillerini uyararak fitoaleksin biyosentezi ile baglantili genlerin
aktivasyonunu saglayarak bitkinin savunma tepkilerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Bueter vd., 2013; Hadwiger, 2013). Bu nedenle kitosanin, uygun
konsantrasyonlarda kullanildiginda, in vitro kosullarda sekonder metabolitlerin
tiretimini artiran kolay, uygun maliyetli ve basarili bir biyotik elisitor oldugu

saptanmustir (Jiao vd., 2018c).

Galakturonik asit bakimindan zengin bir bilesik olan pektin, bitki sekonder
metabolitlerinin elde edilmesinde siklikla kullanilan bir diger biyotik elisitordiir.
Sunulan bu arastirmada, pektin uygulamalarinin indigotin birikimini kontrole gore
diisiirdiigii; ancak indirubin birikimini %0.5 ve %1 gibi diisiikk konsantrasyonlarda
kontrole gore artirdig1 belirlenmistir. Pektin uygulamalar i¢inde en yiiksek indirubin
birikimi %1 konsantrasyonunda yapilan uygulamadan elde edilirken, konsantrasyon
artikca indirubin birikiminin azaldig1 saptanmistir. Benzer sekilde patlicanda en
yiiksek solasodin miktarinin %1 pektin uygulamasinda elde edildigi tespit edilmistir

(Jain ve Singh, 2015). Hypericum perforatum siirgiinlerine 21 giin siireyle 100 mg/1
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konsantrasyonunda uygulanan pektinin kontrollere kiyasla total fenolik miktarim
yaklagik 3 kat diiglirdiigii saptanmistir (Gadzovska vd., 2014). Ayni aragtirmada
pektinin stres kosullarini taklit edebilmesi sonucu, naftodianthronlardan hiperisin ve
pseudohiperisin iiretimini 14. ve 21. giinlerde artirdig1 belirlenmistir. Artan
naftodiantronlarin birikiminin PAL (fenilalanin amonyum liyaz) aktivitesinin artigiyla
iliskili oldugu da ifade edilmistir. Ayrica POD (peroksidaz) aktivitesinin de flavonoid
ve hiperisin icerikleri ile onemli 6l¢iide pozitif korelasyon gdsterdigi, bunun da pektin
gibi polisakkaritlerle tetiklenen siirgiin kiiltiirlerinde hiicre redoks sisteminde giiclii bir
bozulmay1 ve savunma tepkilerinin aktivasyonunu ortaya c¢ikardigi belirlenmistir
(Gadzovska vd., 2014). Benzer sekilde pektinin Calendula officinalis hiicre
siispansiyon kiiltlirlerinde oleanolik asit birikimini (Wiktorowska vd., 2010), asma
hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde de antosiyanin ve fenolik madde mikarim (Cai vd.,
2012) artirdig1 tespit edilmistir. Ayrica pektinin kitosan uygulanmig Chenopodium
rubrum hiicre kiiltiirlerinde amaranthin birikimi tizerinde pozitif etkilerde bulundugu
da tespit edilmistir (Dornenburg, 1993). Biitiin bu sonuglar, pektin uygulamalarinin
bitki tiir ve ¢esidine, pektin konsantrasyonuna, metabolite ve birlikte kullanildig: diger
elisitorlere bagli olarak metabolit verimini farkli sekillerde etkiledigini

gostermektedir.

Elisitorler, reaktif oksijen tiirleri (ROS), fitoaleksin, antimikrobiyal o6zellikteki
sekonder metabolitler ile savunma sistemini olusturan diger bilesiklerin sentezi
tizerinde uyarici etkide bulunan bilesiklerdir (Montesano vd., 2003). Ancak
elisitorlerin belirli bitki dokulari lizerindeki etkisi, elisitor tipine ve konsantrasyonuna,
bitki tiir ve ¢esidine, kiiltiiriin bliyiime devresine, metabolite, uygulama zamanina ve
sliresine, ortam ve kiiltiir kosullarina bagh olarak degismektedir (Bhagwath ve
Hjortse, 2000; Cai vd., 2012; Ramirez-Estrada vd., 2016). Ozellikle elisitorlerin
konsantrasyonu ve uygulama siiresi dokularin gostermis oldugu tepkinin yogunlugunu
en ¢ok etkileyen faktorlerdir (Vasconsuelo ve Boland, 2007). Bu da farkli bitki tiirleri
ve hedef biyoaktif bilesenlere goére en uygun protokollerin arastirilmasi ihtiyacini

ortaya ¢ikarmaktadir.

Sonug olarak ¢ivit otu kok kiiltiirlerine uygulanan biyolojik kokenli elisitorler olan
maya ekstrakti, kitosan ve pektinin kok biiytimesi ile koklerdeki indigotin ve indirubin

birikimi lizerinde farkli etkilerde bulundugu belirlenmistir. Buna gore:
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- Kok biiyiimesinin maya ekstrakti uygulamalariyla arttig1, kitosan uygulamalariyla
azaldigi, pektin uygulamalarindan ise etkilenmedigi,

- Kok biiylimesini en fazla tesvik eden uygulamanin 1 g/l maya ekstrakti uygulamasi
oldugu,

- Maya ekstrakti uygulamalarinda koklerdeki en yiiksek indigotin birikiminin 1g/1 ve
2g/1; indirubin birikiminin ise 3 g/l ve 4 g/l maya ekstrakti uygulamalarindan elde
edildigi,

- Kitosan uygulamalari i¢inde en yiiksek indigotin birikiminin 100 mg/l; indirubin
birikiminin de 100, 150 ve 200 mg/1 kitosan uygulamalarinda belirlendigi,

- Pektin uygulamalariin indigotin birikimini kontrole gore diisiirtirken, %0.5 ile %1
konsantrasyonlarindaki uygulamalarin indirubin birikimini artirdigi,

-Biitiin uygulamalar i¢inde en yiiksek indigotin ve indirubin birikiminin 100 mg/l

kitosan uygulanan koklerden elde edildigi belirlenmistir.

Sonug olarak, ¢ivit otu kok kiiltlirlerine farkli konsantrasyonlarda yapilan maya
ekstrakti, kitosan ve pektin uygulamalar1 i¢inde kok gelisimi i¢in en uygun uygulama
1 g/l maya ekstrakti; indigotin ve indirubin birikimi i¢in de 100 mg/l kitosan

uygulamasinin oldugu tespit edilmistir.

47



KAYNAKLAR

Akeroid, J.R. (2002). Isatis Linnaeus. In The European Garden Flora (pp. 135).
Cambridge University Press.

Angelova, Z., Georgiev, S. & Roos, W. (2006). Elicitation of plants. Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 20(2), 8.

Anonim, (1979). Chinese Academy of Medical Sciences Clinical studies of Dang Gui
Lu Hui Wan in the treatment of CML. Chinese Journal of Internal Medicine,
15, 86-88.

Anonim, (1998). Cultivation and extraction of natural dyes for industrial use in natural
textile use. NF-2000 Online Database Information Items. Proposal No: AIR2-
CT94-0981. First Project Progress Report. Summary. 1-4.

Anonim, (2011). Isatis root (Isatidis radix). In European Pharmacopoeia, 7th Edition
Supply 7.3 (2566); European Directorate for the Quality of Medicines:
Strasburg, Germany, 3866—-3867.

Arora, J., Roat, C., Goyal, S. & Ramawat, K.G. (2009). High stilbenes accumulation
in root cultures of Cayratia trifolia (L.) Domin grown in shake flasks. Acta
Physiologiae Plantarum, 31(6), 1307-1312. doi: 10.1007/s11738-009-0359-3

Awad, V., Kuvalekar, A. & Harsulkar, A. (2014). Microbial elicitation in root cultures
of Taverniera cuneifolia (Roth) Arn. for elevated glycyrrhizic acid production.
Industrial Crops and Products, 54, 13-16.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.12.036

Baenas, N., Garcia-Viguera, C. & Moreno, D.A. (2014). Elicitation: a tool for
enriching the bioactive composition of foods. Molecules, 19(9), 13541-13563.
https://doi.org/10.3390/molecules190913541

Balfour-Paul, J. (2006). Indigo—a unique dye with a colourful story. Indirubin, the red
shade of indigo. (pp. 1-6)

Baque, M.A., Shiragi, M.H.K., Lee, E.J. & Paek, K.Y. (2012). Elicitor effect of
chitosan and pectin on the biosynthesis of anthraquinones, phenolics and
flavonoids in adventitious root suspension cultures of Morinda citrifolia (L.).
Australian Journal of Crop Science, 6(9), 1349-1355.

Bauer, N., Kiseljak, D. & Jelaska, S. (2009). The effect of yeast extract and methyl
jasmonate on rosmarinic acid accumulation in Coleus blumei hairy
roots. Biologia Plantarum, 53(4), 650-656.

Bayraktar, M., Naziri, E., Akgiin, I. H., Karabey, F., ilhan, E., Akyol, B., Bedir, E. &
Gurel, A. (2016). Elicitor induced stevioside production, in vitro shoot growth,
and biomass accumulation in micropropagated Stevia rebaudiana. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture (PCTOC), 127(2), 289-300. doi: 10.1007/s11240-
016-1049-7

48


https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.12.036
https://doi.org/10.3390/molecules190913541

Baytop, T. (1984). Civiotu (Isatis tinctoria). In Tiirkiye'de Bitkilerle Tedavi. Istanbul
Universitesi Yayinlari, Istanbul, (pp. 520).

Bhagwath, S.G. & Hjortsg, M.A. (2000). Statistical analysis of elicitation strategies
for thiarubrine A production in hairy root cultures of Ambrosia artemisiifolia.
Journal of Biotechnology, 80(2), 159-167. https://doi.org/10.1016/S0168-
1656(00)00256-X

Blackburn, R.S., Bechtold, T. & John, P. (2009). The development of indigo reduction
methods and pre-reduced indigo products. Coloration Technology, 125(4),
193-207. https://doi.org/10.1111/j.1478-4408.2009.00197.x

Boller, T. (1995). Chemoperception of microbial signals in plant cells. Annual Review
of Plant Biology, 46(1), 189-214.

Bown, D. (1995). Encyclopaedia of Herbs and their Uses Dorling. Kindersley.
London. ISBN, 7513, 20-31.

Branca, F. (2015). Isatis tinctoria L.: An ancient dye plant of interest as a
multifunctional crop: Chronica Horticulturae, 55, 20-24.

Bueter, C.L., Specht, C.A. & Levitz, S.M. (2013). Innate sensing of chitin and
chitosan. PLoS pathogens, 9(1). https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003080

Buhner, S.H. (2013). Natural Remedies for Emerging, Resistant and Epidemic Viral
Infection. In Herbal Antivirals. (pp. 192—-208).

Cai, Z., Kastell, A., Mewis, I., Knorr, D. & Smetanska, I. (2012). Polysaccharide
elicitors enhance anthocyanin and phenolic acid accumulation in cell
suspension cultures of Vitis vinifera. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
(PCTOC), 108(3), 401-409. doi: 10.1007/s11240-011-0051-3

Callihan, R.H., Dewey, S.A., Patton, J.E. & Thill, D.C. (1984). Distribution, biology
and habitat of dyers woad (Isatis tinctoria L.). Idaho Academy of Science and
Engineering, 20(1-2), 18-32.

Carvalho, E.B. & Curtis, W.R. (1998). Characterization of fluid-flow resistance in root
cultures with a convective flow tubular bioreactor. Biotechnology and
Bioengineering, 60(3), 375-384. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-
0290(19981105)60:3<375::AID-BIT15>3.0.CO;2-L

Chandra, S. & Chandra, R. (2011). Engineering secondary metabolite production in
hairy roots. Phytochemistry Reviews, 10(3), 371-395. Do0i:10.1007/s11101-
011-9210-8

Chen, R., Li, Q., Tan, H., Chen, J., Xiao, Y., Ma, R., Gao, S., Zerbe, P., Chen, W. &
Zhang, L. (2015). Gene-to-metabolite network for biosynthesis of lignans in
MeJA-elicited Isatis indigotica hairy root cultures. Frontiers in Plant Science,
6, 952. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00952

49


https://doi.org/10.1016/S0168-1656(00)00256-X
https://doi.org/10.1016/S0168-1656(00)00256-X
https://doi.org/10.1111/j.1478-4408.2009.00197.x
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003080
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-0290(19981105)60:3%3c375::AID-BIT15%3e3.0.CO;2-L
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-0290(19981105)60:3%3c375::AID-BIT15%3e3.0.CO;2-L
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00952

Cheng, Q., He, Y., Li, G, Liu, Y., Gao, W. & Huang, L. (2013). Effects of combined
elicitors on tanshinone metabolic profiling and SmCPS expression in Salvia
miltiorrhiza hairy root cultures. Molecules, 18(7), 7473-7485.
https://doi.org/10.3390/molecules18077473

Cobb, J.P., Hotchkiss, R.S., Karl, .LE. & Buchman, T.G. (1996). Mechanisms of cell
injury and death. British Journal of Anaesthesia, 77(1), 3-10.

Condurso, C., Verzera, A., Romeo, V., Ziino, M., Trozzi, A. & Ragusa, S. (2006). The
leaf volatile constituents of Isatis tinctoria by solid-phase microextraction and
gas chromatography/mass spectrometry. Planta Medica, 72(10), 924-928. doi:
10.1055/s-2006-946679

Cordis,  (2020).  Sustainable  production  of  plant-derived  indigo.
https://cordis.europa.eu/project/id/QLK5-CT-2000-30962/fr  (Son  erisim
tarihi: 15.03.2020)

Cui, X.H., Murthy, H.N., Wu, C.H. & Paek, K.Y. (2010). Sucrose-induced osmotic
stress affects biomass, metabolite, and antioxidant levels in root suspension
cultures of Hypericum perforatum L. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
(PCTOC), 103(1), 7-14. doi: 10.1007/s11240-010-9747-z

Comlekgioglu, N. (2011). Kahramanmarag 'ta Yayilis Gosteren Bazi Isatis spp. (Civit
otu) Tiirlerinde Farkli Ekim Zamanlarimin Verim Unsurlarina Etkisi ile
Boyama Ozelliklerinin ve Boyarmadde Miktarinin Saptanmas:. (Doktora Tezi,
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii)

Comlekcioglu, N., Efe, L. & Karaman, S. (2014). Kahramanmaras kosullarinda farkli
ekim zamanlarinin Isatis tinctoria ve Isatis buschiana tiirlerinin verim ve bazi
agronomik ozellikleri tizerine etkileri. Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi,
11(1), 67-78.

Comlekcioglu, N., Efe, L. & Karaman, S. (2017). Effect of Different Sowing Times
on Leaf Characteristics and Indican Content of Some lIsatis Specie. Tarla
Bitkileri ~ Merkez  Arasturma  Enstitiisii  Dergisi,  26(1), 1-10.
https://doi.org/10.21566/tarbitderg.323555

Comlekgioglu, N. (2019). Bioactive Compounds and Antioxidant Activity in Leaves
of Endemic and Native Isatis spp in Turkey. Brazilian Archives of Biology and
Technology, 62. https://doi.org/10.1590/1678-4324-2019180330

Davies, K.M. & Deroles, S.C. (2014). Prospects for the use of plant cell cultures in
food biotechnology. Current Opinion in Biotechnology, 26, 133-140.
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2013.12.010

De Melo, J.S.S., Rondao, R., Burrows, H.D., Melo, M.J., Navaratnam, S., Edge, R. &
Voss, G. (2006). Spectral and photophysical studies of substituted indigo
derivatives in their keto forms. Chem Phys Chem, 7(11), 2303-2311.
https://doi.org/10.1002/cphc.200600203

50


https://doi.org/10.3390/molecules18077473
https://doi.org/10.21566/tarbitderg.323555
https://doi.org/10.1590/1678-4324-2019180330
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2013.12.010
https://doi.org/10.1002/cphc.200600203

Demirci, T., Akcay, U.C. & Goktiirk Baydar, N. (2020). Physical and biochemical
differences in Agrobacterium rhizogenes-mediated transgenic hairy root lines
of Echinacea purpurea. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant,
56(6), 875-881. https://doi.org/10.1007/s11627-020-10090-z

Demirci, T., Albayrak, 1. & Goktiirk Baydar, N. (2022). L-phenylalanine applications
and culture duration affect root growth and production of tropane alkaloids and
phenolics in adventitious root cultures of Hyoscyamus niger L. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture (PCTOC), 149(1), 295-311.
https://doi.org/10.1007/s11240-021-02173-5

Demirci, T., Aras Asci, O. & Goktiirk Baydar, N. (2021). Influence of salicylic acid
and L-phenylalanine on the accumulation of anthraquinone and phenolic
compounds in adventitious root cultures of madder (Rubia tinctorum L.). Plant
Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 144(2), 313-324.

Dornenburg, H. & Knorr, D. (1997). Challenges and opportunities for metabolite
production from plant cell and tissue cultures. Food technology, 51(11), 47-54.

Dornenburg, H. (1993). Einfluf von Elicitation, Permeabilisierung und
Immobilisierung auf die Biosynthese von Sekunddrmetaboliten und deren
Exkretion bei Chenopodium rubrum-und Morinda citrifolia-Zellkulturen
(Doctoral dissertation)

Dornenburg, H. & Knorr, D. (1995). Strategies for the improvement of secondary
metabolite production in plant cell cultures. Enzyme and Microbial
Technology, 17(8), 674-684. https://doi.org/10.1016/0141-0229(94)00108-4

Eisenbrand, G., Hippe, F., Jakobs, S. & Muehlbeyer, S. (2004). Molecular mechanisms
of indirubin and its derivatives: novel anticancer molecules with their origin in
traditional Chinese phytomedicine. Journal of Cancer Research and Clinical
Oncology, 130(11), 627-635. doi 10.1007/s00432-004-0579-2

Fazili, M.A., Bashir, 1., Ahmad, M., Yagoob, U. & Geelani, S.N. (2022). In vitro
strategies for the enhancement of secondary metabolite production in plants: a
review. Bulletin of the National Research Centre, 46(1), 1-12.
https://doi.org/10.1186/s42269-022-00717-z

Gadzovska Simic, S., Tusevski, O., Maury, S., Delaunay, A., Joseph, C. & Hagége, D.
(2014). Effects of polysaccharide elicitors on secondary metabolite production
and antioxidant response in Hypericum perforatum L. shoot cultures. The
Scientific World Journal, 2014, 1-10. https://doi.org/10.1155/2014/609649

Gai, Q.Y., Jiao, J., Luo, M., Wei, Z.F., Zu, Y.G., Ma, W. & Fu, Y.J. (2015a).
Establishment of hairy root cultures by Agrobacterium rhizogenes mediated
transformation of Isatis tinctoria L. for the efficient production of flavonoids
and evaluation of antioxidant activities. PLoS One, 10(3), e0119022.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119022

o1


https://doi.org/10.1007/s11627-020-10090-z
https://doi.org/10.1016/0141-0229(94)00108-4
https://doi.org/10.1186/s42269-022-00717-z
https://doi.org/10.1155/2014/609649

Gai, Q.Y., Jiao, J., Luo, M., Wang, W., Ma, W., Zu, Y.G. & Fu, Y.J. (2015b).
Establishment of high-productive Isatis tinctoria L. hairy root cultures: a
promising approach for efficient production of bioactive alkaloids.
Biochemical Engineering Journal, 95, 37-47.
https://doi.org/10.1016/j.bej.2014.12.006

Gai, Q.Y., Jiao, J., Wang, X., Zang, Y.P., Niu, L.L. & Fu, Y.J. (2019). Elicitation of
Isatis tinctoria L. hairy root cultures by salicylic acid and methyl jasmonate for
the enhanced production of pharmacologically active alkaloids and
flavonoids. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 137(1), 77-86.
https://doi.org/10.1007/s11240-018-01553-8

Garland, S. (1988). 1l Giardino Delle Aromatiche. Milano, Italy, Centro Botanico.

Giri, C.C. & Zaheer, M. (2016). Chemical elicitors versus secondary metabolite
production in vitro using plant cell, tissue and organ cultures: recent trends and
a sky eye view appraisal. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC),
126(1), 1-18. doi: 10.1007/s11240-016-0985-6

Gongalves, S., Mansinhos, I., Rodriguez-Solana, R., Pérez-Santin, E., Coelho, N. &
Romano, A. (2019). Elicitation improves rosmarinic acid content and
antioxidant activity in Thymus lotocephalus shoot cultures. Industrial Crops
and Products, 137, 214-220. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.04.071

Gorelick, J. & Bernstein, N. (2014). Elicitation: an underutilized tool in the
development of medicinal plants as a source of therapeutic secondary
metabolites. Advances in Agronomy, 124, 201-230.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800138-7.00005-X

Grayer, R.J. & Kokubun, T. (2001). Plant—fungal interactions: the search for
phytoalexins and other antifungal compounds from higher plants.
Phytochemistry, 56(3), 253-263.

Guarino, C., Casoria, P. & Menale, B. (2000). Cultivation and use of Isatis tinctoria
L.(Brassicaceae) in Southern Italy. Economic botany, 54(3), 395-400.

Guizar-Gonzalez, C., Monforte-Gonzalez, M. & Vazquez-Flota, F. (2016). Yeast
extract induction of sanguinarine biosynthesis is partially dependent on the
octadecanoic acid pathway in cell cultures of Argemone mexicana L., the
Mexican poppy. Biotechnology Letters, 38(7), 1237-1242. doi:
10.1007/s10529-016-2095-2

Hadwiger, L.A. (2013). Multiple effects of chitosan on plant systems: Solid science or
hype. Plant science, 208, 42-49. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2013.03.007

Hamburger, M. (2002). Isatis tinctoria—From the rediscovery of an ancient medicinal

plant towards a novel anti-inflammatory phytopharmaceutical. Phytochemistry
Reviews, 1(3), 333-344.

52


https://doi.org/10.1016/j.bej.2014.12.006
https://doi.org/10.1007/s11240-018-01553-8
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.04.071
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800138-7.00005-X
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2013.03.007

Han J., Jiang X. & Zhang L., (2011). Optimisation of extraction conditions for
polysaccharides from the roots of Isatis tinctoria L. by response surface
methodology and their in vitro free radicals scavenging activities and effects
on IL-4 and IFN-y mRNA expression in chicken lymphocytes. Carbohydrate
Polymers, 86(3), 1320-1326

Hashimoto, T., Yukimune, Y. & Yamada, Y. (1986). Tropane alkaloid production in
Hyoscyamus root cultures. Journal of Plant Physiology, 124(1-2), 61-75.
https://doi.org/10.1016/S0176-1617(86)80178-X

Ho, T.T., Lee, J.D., Jeong, C.S., Paek, K.Y. & Park, S.Y. (2018). Improvement of
biosynthesis and accumulation of bioactive compounds by elicitation in
adventitious root cultures of Polygonum multiflorum. Applied Microbiology
and Biotechnology, 102(1), 199-209. https://doi.org/10.1007/s00253-017-
8629-2

Hoessel, R., Leclerc, S., Endicott, J.A., Nobel, M.E., Lawrie, A., Tunnah, P., Leost,
M., Damiens, E., Marie, D., Marko, D., Niederberger, E., Tang, W.,
Eisenbrand, G. & Meijer, L. (1999). Indirubin, the active constituent of a
Chinese antileukaemia medicine, inhibits cyclin-dependent kinases. Nature
Cell Biology, 1(1), 60-67.

Isah, T., Umar, S., Mujib, A., Sharma, M.P., Rajasekharan, P.E., Zafar, N. & Frukh,
A. (2018). Secondary metabolism of pharmaceuticals in the plant in vitro
cultures: strategies, approaches, and limitations to achieving higher yield. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 132(2), 239-265.

Iriti, M. & Faoro, F. (2007). Review of innate and specific immunity in plants and
animals. Mycopathologia, 164(2), 57-64. doi: 10.1007/s11046-007-9026-7

Jain, A. & Singh, S. (2015). Effect of growth regulators and elicitors for the enhanced
production of solasodine in hairy root culture of Solanum melongena (L.). The
Journal of Indian Botanical Society, 94(2), 23-39.

Jaisi, A. & Panichayupakaranant, P. (2017). Chitosan elicitation and sequential
Diaion® HP-20 addition a powerful approach for enhanced plumbagin
production in Plumbago indica root cultures. Process Biochemistry, 53, 210-
215. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2016.11.027

Jiao, J., Gai, Q.Y., Wang, W., Zang, Y.P., Niu, L.L., Fu, Y.J. & Wang, X. (2018a).
Remarkable enhancement of flavonoid production in a co-cultivation system
of Isatis tinctoria L. hairy root cultures and immobilized Aspergillus niger.
Industrial Crops and Products, 112, 252-261.

Jiao, J., Gai, Q.Y., Yao, L.P., Niu, L.L., Zang, Y.P. & Fu, Y.J. (2018b). Ultraviolet
radiation for flavonoid augmentation in Isatis tinctoria L. hairy root cultures
mediated by oxidative stress and biosynthetic gene expression. Industrial
Crops and Products, 118, 347-354.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.03.046

53


https://doi.org/10.1007/s00253-017-8629-2
https://doi.org/10.1007/s00253-017-8629-2

Jiao, J.,, Gai, Q.Y., Wang, X., Qin, Q.P., Wang, Z.Y., Liu, J. & Fu, Y.J. (2018c).
Chitosan elicitation of Isatis tinctoria L. hairy root cultures for enhancing
flavonoid productivity and gene expression and related antioxidant activity.
Industrial Crops and Products, 124, 28-35.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.07.056

Kamalipourazad, M., Sharifi, M., Maivan, H.Z., Behmanesh, M. & Chashmi, N.A.
(2016). Induction of aromatic amino acids and phenylpropanoid compounds in
Scrophularia striata Boiss. cell culture in response to chitosan-induced
oxidative stress. Plant Physiology and Biochemistry, 107, 374-384.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2016.06.034

Karakas, O. (2019). Effects of methyl jasmonate and putrescine on tryptanthrin and
indirubin production in in vitro cultures of Isatis demiriziana Maisirdal.
International Journal of Secondary Metabolite, 6(3), 241-250.
https://doi.org/10.21448/ijsm.521498

Karakas, O. (2020). Effect of silver nanoparticles on production of indole alkaloids in
Isatis constricta. Iranian Journal of Science and Technology, Transactions A:
Science, 44(3), 621-627. https://doi.org/10.1007/s40995-020-00878-4

Karagiizel, O. & Tascioglu, S.G. (2007). Effect of temperature on germination
characteristics of Consolida orientalis, Isatis tinctoria and Silene armeria
native populations. Bahge, 36(1/2), 19-28.

Karalija, E., Zeljkovi¢, S.C. & Pari¢, A. (2020). Harvest time—related changes in
biomass, phenolics and antioxidant potential in Knautia sarajevensis shoot
cultures after elicitation with salicylic acid and yeast. In Vitro Cellular &
Developmental Biology-Plant, 56(2), 177-183.
https://doi.org/10.1007/s11627-019-10028-0

Katiyar, D., Hemantaranjan, A. & Singh, B. (2015). Chitosan as a promising natural
compound to enhance potential physiological responses in plant: a
review. Indian Journal of Plant Physiology, 20(1), 1-9. doi: 10.1007/s40502-
015-0139-6

Kizil, S. (2000). Research On Frequency Of Appropriate Planting Of Some Woad
(Isatis Tinctoria L., Isatis Constricta Davis) Species And Establishment Of
Dyeing Properties Thereof. (Doktora Tezi, Ankara Universitesi Bilim
Enstitiisii)

Kizil, S. & Arslan, N. (2001). Bazi ¢ivit otu Isatis tinctoria L., Isatis constricta davis
tiirleri ile yiin hali ipliklerinin boyanmasi ve elde edilen renklerin bazi haslhk
degerlerinin belirlenmesi iizerine bir arastirma. Journal of Agricultural
Sciences, 7(03), 42-47. https://doi.org/10.1501/Tarimbil_0000000645

Kizil, S., Tiirk, M., Cakmak, O., Ozgiiven, M. & Khawar, K.M. (2009). Microelement
contents and fatty acid compositions of some Isatis species seeds. Notulae
Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 37(1), 175-178.
https://doi.org/10.15835/nbha3713115

54


https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2016.06.034
https://doi.org/10.1501/Tarimbil_0000000645

Kochan, E., Szymczyk, P., Kuzma, L., Lipert, A. & Szymanska, G. (2017). Yeast
extract stimulates ginsenoside production in hairy root cultures of American
ginseng cultivated in shake flasks and nutrient sprinkle bioreactors. Molecules,
22(6), 880. https://doi.org/10.3390/molecules22060880

Kranner, I., Minibayeva, F.V., Beckett, R.P. & Seal, C.E. (2010). What is stress?
Concepts, definitions and applications in seed science. New Phytologist,
188(3), 655-673. https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2010.03461.x

Krsti¢c-Milosevi¢, D., Jankovi¢, T., Uzelac, B., Vinterhalter, D. & Vinterhalter, B.
(2017). Effect of elicitors on xanthone accumulation and biomass production
in hairy root cultures of Gentiana dinarica. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC), 130(3), 631-640. doi: 10.1007/s11240-017-1252-1

Lei, C., Ma, D., Pu, G., Qiu, X., Du, Z., Wang, H., Li, G., Ye, H. & Liu, B. (2011).
Foliar application of chitosan activates artemisinin biosynthesis in Artemisia
annua L. Industrial Crops and Products, 33(1), 176-182.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2010.10.001

Lim, F.L., Yam, M.F., Asmawi, M.Z. & Chan, L.K. (2013). Elicitation of Orthosiphon
stamineus cell suspension culture for enhancement of phenolic compounds
biosynthesis and antioxidant activity. Industrial Crops and Products, 50, 436-
442. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.07.046

Lin, CW., Tsai, F.J., Tsai, C.H., Lai, C.C., Wan, L., Ho, T.Y. & Chao, P.D.L. (2005).
Anti-SARS coronavirus 3C-like protease effects of Isatis indigotica root and
plant-derived phenolic compounds. Antiviral Research, 68(1), 36-42.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2005.07.002

Loc, N.H., Anh, N.H.T., Khuyen, L.T.M. & An, T.N.T. (2014). Effects of yeast extract
and methyl jasmonate on the enhancement of solasodine biosynthesis in cell
cultures of Solanum hainanense Hance. Journal of BioScience and
Biotechnology, 3(1), 1-6.

Malayaman, V., Sisubalan, N., Senthilkumar, R.P. & Ranjithkumar, R. (2017).
Chitosan mediated enhancement of hydrolysable tannin in Phyllanthus debilis
Klein ex Willd via plant cell suspension culture. International Journal of
Biological Macromolecules, 104, 1656-1663.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.03.138

Malik, S., Hossein Mirjalili, M., Fett-Neto, A.G., Mazzafera, P. & Bonfill, M. (2013).
Living between two worlds: two-phase culture systems for producing plant
secondary metabolites. Critical Reviews in Biotechnology, 33(1), 1-22.
https://doi.org/10.3109/07388551.2012.659173

Maugard, T., Enaud, E., Choisy, P. & Legoy, M.D. (2001). Identification of an indigo

precursor from leaves of Isatis tinctoria (Woad). Phytochemistry, 58(6), 897-
904. https://doi.org/10.1016/S0031-9422(01)00335-1

55


https://doi.org/10.1016/S0031-9422(01)00335-1

Meijer, L., Shearer, J., Bettayeb, K. & Ferandin, Y. (2007). Diversity of the
intracellular mechanisms underlying the anti-tumor properties of indirubins.
International Congress Series, 1304, 60-74.
https://doi.org/10.1016/j.ics.2007.07.041

Min, J.Y., Jung, H.Y., Kang, S.M., Kim, Y.D., Kang, Y.M., Park, D.J., Prasad D.T. &
Choi, M.S. (2007). Production of tropane alkaloids by small-scale bubble
column bioreactor cultures of Scopolia parviflora adventitious roots.
Bioresource Technology, 98(9), 1748-1753.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.07.033

Mohn, T., Plitzko, I. & Hamburger, M. (2009). A comprehensive metabolite profiling
of Isatis tinctoria leaf extracts. Phytochemistry, 70(7), 924-934.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2009.04.019

Mohn, T., Suter, K. & Hamburger, M. (2008). Seasonal changes and effect of harvest
on glucosinolates in Isatis leaves. Planta Medica, 74(05), 582-587. doi:
10.1055/5-2008-1074504

Montesano, M., Brader, G. & Palva, E. T. (2003). Pathogen derived elicitors: searching
for receptors in plants. Molecular Plant Pathology, 4(1), 73-79.
https://doi.org/10.1046/j.1364-3703.2003.00150.x

Murthy, H.N., Dijkstra, C., Anthony, P., White, D.A., Davey, M.R., Power, J.B. &
Paek, K.Y. (2008). Establishment of Withania somnifera hairy root cultures for
the production of withanolide A. Journal of Integrative Plant Biology, 50(8),
975-981. https://doi.org/10.1111/j.1744-7909.2008.00680.x

Nam, S., Buettner, R., Turkson, J., Kim, D., Cheng, J.Q., Muehlbeyer, S., Hippe, F.,
Vatter, S., Merz, K.H. & Jove, R. (2005). Indirubin derivatives inhibit Stat3
signaling and induce apoptosis in human cancer cells. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 102(17), 5998-6003.

Nam, S., Scuto, A., Yang, F., Chen, W, Park, S., Yoo, H.S., Konig, H., Bhatia, R.,
Cheng, X., Merz, K.H., Eisenbrand, G. & Jove, R. (2012). Indirubin derivatives
induce apoptosis of chronic myelogenous leukemia cells involving inhibition
of  Statb  signaling. Molecular ~ Oncology, 6(3), 276-283.
https://doi.org/10.1016/j.molonc.2012.02.002

Namdeo, A.G. (2007). Plant cell elicitation for production of secondary metabolites: a
review. Pharmacognosy Reviews, 1(1), 69-79.

Nartop, P. (2018). Engineering of biomass accumulation and secondary metabolite
production in plant cell and tissue cultures. In Plant Metabolites and
Regulation Under Environmental Stress (pp. 169-194). Academic press.

Ni, Y., Song, R. & Kokot, S. (2012). Discrimination of Radix Isatidis and Rhizoma et

Radix Baphicacanthis Cusia samples by near infrared spectroscopy with the
aid of chemometrics. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and

56


https://doi.org/10.1016/j.molonc.2012.02.002

Biomolecular Spectroscopy, 96, 252-258.
https://doi.org/10.1016/j.saa.2012.05.031

Ozdamar Biger, P., Demirci, T., Asc1, O.A. & Baydar, N.G. (2017). Effects of methyl
jasmonate and caffeic acid applications on secondary metabolite production in
madder (Rubia tinctorum) root cultures. Indian Journal of Pharmaceutical
Education and Research, 51, 508-512. doi: 10.5530/ijper.51.3s.76

Palma, L. (1964). SEI. In Le Piante Medicinali d’Italia (pp. 226)

Park, Y.J., Kim, J.K. & Park, S.U. (2021). Yeast extract improved biosynthesis of
astragalosides in hairy root cultures of Astragalus membranaceus. Preparative
Biochemistry & Biotechnology, 51(5), 467-474.

Peppler, H.J. (1983). Ventures in yeast utilization. In Annual Reports on Fermentation
Processes (pp. 237-251). Elsevier.

Peppler, H. (1986). Ventures in Yeast Utilization. Jerald ve Sons Ltd., London. 370-
381.

Perry, L.M. & Metzger, J. (1980). Medicinal plants of east and southeast Asia:
attributed properties and uses. MIT press.

Pitta—Alvarez, S.l., Spollansky, T.C. & Giulietti, A.M. (2000). The influence of
different biotic and abiotic elicitors on the production and profile of tropane
alkaloids in hairy root cultures of Brugmansia candida. Enzyme and Microbial
Technology, 26(2-4), 252-258.

Prakash, G. & Srivastava, A.K. (2008). Statistical elicitor optimization studies for the
enhancement of azadirachtin production in bioreactor Azadirachta indica cell
cultivation.  Biochemical  Engineering  Journal, 40(2), 218-226.
https://doi.org/10.1016/j.bej.2007.12.017

Putalun, W., Luealon, W., De-Eknamkul, W., Tanaka, H. & Shoyama, Y. (2007).
Improvement of artemisinin production by chitosan in hairy root cultures of
Artemisia annua L. Biotechnology Letters, 9(7), 1143-1146. doi:
10.1007/s10529-007-9368-8

Putalun, W., Udomsin, O., Yusakul, G., Juengwatanatrakul, T., Sakamoto, S. &
Tanaka, H. (2010). Enhanced plumbagin production from in vitro cultures of
Drosera burmanii using elicitation. Biotechnology Letters, 32(5), 721-724. Doi:
10.1007/s10529-010-0202-3

Qi, T., Li, H. & Li, S. (2017). Indirubin improves antioxidant and anti-inflammatory
functions in lipopolysaccharide-challenged mice. Oncotarget, 8(22), 36658.
doi: 10.18632/oncotarget.17560

Radman, R., Saez, T., Bucke, C. & Keshavarz, T. (2003). Elicitation of plants and

microbial cell systems. Biotechnology and Applied Biochemistry, 37(1), 91-
102. https://doi.org/10.1042/BA20020118

57


https://doi.org/10.1016/j.saa.2012.05.031
https://doi.org/10.1016/j.bej.2007.12.017

Ramawat, K.G. (2007). Biotechnology: Secondary Metabolites. CRC Press, Enfield,
New Hampshire, USA.

Ramirez-Estrada, K., Vidal-Limon, H., Hidalgo, D., Moyano, E., Golenioswki, M.,
Cusido, R. M. & Palazon, J. (2016). Elicitation, an effective strategy for the
biotechnological production of bioactive high-added value compounds in plant
cell factories. Molecules, 21(2), 182.
https://doi.org/10.3390/molecules21020182

Rani, D., Meelaph, T., De-Eknamkul, W. & Vimolmangkang, S. (2020). Yeast extract
elicited isoflavonoid accumulation and biosynthetic gene expression in
Pueraria candollei var. mirifica cell cultures. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC), 141(3), 661-667. https://doi.org/10.1007/s11240-020-
01809-2

Recio, M.C., Cerda-Nicolas, M., Potterat, O., Hamburger, M. & Rios, J.L. (2006).
Anti-inflammatory and antiallergic activity in vivo of lipophilic Isatis tinctoria
extracts and tryptanthrin. Planta Medica, 72(06), 539-546. doi: 10.1055/s-
2006-931562

Sathiyabama, M., Bernstein, N. & Anusuya, S. (2016). Chitosan elicitation for
increased curcumin production and stimulation of defence response in turmeric
(Curcuma longa L.). Industrial Crops and Products, 89, 87-94.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.05.007

Sauerwein, M., Yamazaki, T. & Shimomura, K. (1991). Hernandulcin in hairy root
cultures of Lippia dulcis. Plant Cell Reports, 9(10), 579-581.

Shinde, A.N., Malpathak, N. & Fulzele, D.P. (2009). Enhanced production of
phytoestrogenic isoflavones from hairy root cultures of Psoralea corylifolia L.
using elicitation and precursor feeding. Biotechnology and Bioprocess
Engineering, 14(3), 288-294. doi/10.1007/s12257-008-0238-6

Sirali, R., Ugur, A., Zambi, O., Dikmen, A. & Caglar, S. (2013). Turpgiller
(Brassicaceae) familyasina ait bazi tiirlerin aricilik agisindan 6nemi. Akademik
Ziraat Dergisi, 2(2), 107-115.

Singh, T., Sharma, U. & Agrawal, V. (2020). Isolation and optimization of plumbagin
production in root callus of Plumbago zeylanica L. augmented with chitosan
and yeast extract. Industrial Crops and Products, 151, 112446.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112446

Singla, A.K. & Chawla, M. (2001). Chitosan: Some pharmaceutical and biological
aspects-an update. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 53(8), 1047-
1067. https://doi.org/10.1211/0022357011776441

Sivanandhan, G., Arun, M., Mayavan, S., Rajesh, M., Mariashibu, T.S.,

Manickavasagam, M., Selvaraj, N. & Ganapathi, A. (2012). Chitosan enhances
withanolides production in adventitious root cultures of Withania somnifera

58



(L) Dunal. Industrial Crops and Products, 37(1), 124-129.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2011.11.022

Song, Z., Johansen, H.K., Moser, C. & Heiby, N. (1996). Effects of Chinese medicinal
herbs on a rat model of chronic Pseudomonas aeruginosa lung
infection. Apmis, 104(1-6), 350-354.

Song, X.Y., Kong, L.L. & Chen, N.H. (2018). Indirubin. In Natural Small Molecule
Drugs from Plants (pp. 529-532). Springer.

Spataro, G. & Negri, V. (2008). Adaptability and variation in Isatis tinctoria L.: a new
crop for Europe. Euphytica, 163(1), 89-102. doi: 10.1007/s10681-007-9604-2

Spataro, G., Taviani, P. & Negri, V. (2007). Genetic variation and population structure
in a Eurasian collection of Isatis tinctoria L. Genetic Resources and Crop
Evolution, 54(3), 573-584. doi: 10.1007/s10722-006-0014-4

Speranza, J., Miceli, N., Taviano, M.F., Ragusa, S., Kwiecien, 1., Szopa, A. & Ekiert,
H. (2020). Isatis tinctoria L.(Woad): A review of its botany, ethnobotanical
uses, phytochemistry, biological activities, and biotechnological studies.
Plants, 9(3), 298. https://doi.org/10.3390/plants9030298

Srivastava, S. & Srivastava, A.K. (2014). Effect of elicitors and precursors on
azadirachtin production in hairy root culture of Azadirachta indica. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 172(4), 2286-2297. doi: 10.1007/s12010-
013-0664-6

Sun, J., Xiao, J., Wang, X., Yuan, X. & Zhao, B. (2012). Improved cardenolide
production in Calotropis gigantea hairy roots using mechanical wounding and
elicitation. Biotechnology Letters, 34(3), 563-569. doi: 10.1007/s10529-011-
0804-4

Suzuki, T., Mori, H., Yamané, T. & Shimizu, S. (1985). Automatic supplementation
of minerals in fed-batch culture to high cell mass concentration. Biotechnology
and Bioengineering, 27(2), 192-201. https://doi.org/10.1002/bit.260270215

Tanst, S. (1998). The research on plant performance of woad (Isatis tinctoria L.) under
the Cukurova conditions. Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
Dergisi, 7(1), 38-43.

Taviano, M.F., Filocamo, A., Ragusa, S., Cacciola, F., Dugo, P., Mondello, L.,
Paterniti Mastrazzo, G., De Rose, R.F., Celano, M., Lombardo, G.E. & Miceli,
N. (2018). Phenolic profile, antioxidant and cytotoxic properties of polar
extracts from leaves and flowers of Isatis tinctoria L. (Brassicaceae) growing
in Sicily. Plant Biosystems-An International Journal Dealing with all Aspects
of Plant Biology, 152(4), 795-803.
https://doi.org/10.1080/11263504.2017.1338629

59


https://doi.org/10.1002/bit.260270215

Tayoub, G., Sulaiman, H. & Alborzi, M. (2016). Quantitative identification of
Atropine and Scopolamine in wild datura (Datura metel) using HPLC. Journal
of Natural Products, 9, 21-28.

Thakur, B.R., Singh, R.K., Handa, A.K. & Rao, M.A. (1997). Chemistry and uses of
pectin—a review. Critical Reviews in Food Science & Nutrition, 37(1), 47-73.
https://doi.org/10.1080/10408399709527767

Tocci, N., Ferrari, F., Santamaria, A.R., Valletta, A., Rovardi, I. & Pasqua, G. (2010).
Chitosan enhances xanthone production in Hypericum perforatum subsp.
angustifolium cell cultures. Natural Product Research, 24(3), 286-293.
https://doi.org/10.1080/14786410903006353

Tocci, N., Simonetti, G., D’Auria, F.D., Panella, S., Palamara, A.T., Valletta, A. &
Pasqua, G. (2011). Root cultures of Hypericum perforatum subsp.
angustifolium elicited with chitosan and production of xanthone-rich extracts
with antifungal activity. Applied Microbiology and Biotechnology, 91(4), 977-
987. doi: 10.1007/s00253-011-3303-6

Udomsuk, L., Jarukamjorn, K., Tanaka, H. & Putalun, W. (2011). Improved
isoflavonoid production in Pueraria candollei hairy root cultures using
elicitation. Biotechnology Letters, 33(2), 369-374. doi: 10.1007/s10529-010-
0417-3

Ullah, 1., Wakeel, A., Shinwari, Z.K., Jan, S.A., Khalil, A.T. & Ali, M. (2017).
Antibacterial and antifungal activity of Isatis tinctoria L. (Brassicaceae) using
the micro-plate method. Pakistan Journal of Botany, 49(5), 1949-1957.

Varga, W.A. & Evans, J.O. (1978). Dyer's woad: from cultivated to cursed. Utah
Science, 39(3), 87-89.

Vasconsuelo, A. & Boland, R. (2007). Molecular aspects of the early stages of
elicitation of secondary metabolites in plants. Plant Science, 172(5), 861-875.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2007.01.006

Verpoorte, R., Contin, A. & Memelink, J. (2002). Biotechnology for the production of
plant secondary metabolites. Phytochemistry Reviews, 1(1), 13-25.

Vogt, T. (2010). Phenylpropanoid biosynthesis. Molecular Plant, 3(1), 2-20.

Wang, Y.T., Yang, Z.F., Zhan, H.S., Qin, S. & Guan, W.D. (2011). Screening of anti-
H1N1 active constituents from Radix Isatidis. International Journal of
Molecular Sciences, 28, 419-422.

Ward, J.L., Forcat, S., Beckmann, M., Bennett, M., Miller, S.J., Baker, J.M., Hawkins,
N.D., Vermeer, C.P., Lu, C., Lin, W., Truman, W.M., Beale, M.H., Draper, J.,
Mansfield, J.W. & Grant, M. (2010). The metabolic transition during disease
following infection of Arabidopsis thaliana by Pseudomonas syringae pv.
tomato. The Plant Journal, 63(3), 443-457. https://doi.org/10.1111/j.1365-
313X.2010.04254.x

60


https://doi.org/10.1080/10408399709527767

Wawrosch, C., Schwaiger, S., Stuppner, H. & Kopp, B. (2014). Lignan formation in
hairy root cultures of Edelweiss (Leontopodium nivale ssp. alpinum (Cass.)
Greuter). Fitoterapia, 97, 219-223.

Weathers, P.J., Towler, M.J. & Xu, J. (2010). Bench to batch: advances in plant cell
culture for producing useful products. Applied Microbiology and
Biotechnology, 85(5), 1339-1351. doi: 10.1007/s00253-009-2354-4

Wiktorowska, E., Dlugosz, M. & Janiszowska, W. (2010). Significant enhancement of
oleanolic acid accumulation by biotic elicitors in cell suspension cultures of
Calendula officinalis L. Enzyme and Microbial Technology, 46(1), 14-20.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2009.09.002

Wilczanska-Barska, A., Krélicka, A., Gléd, D., Majdan, M., Kawiak, A. & Krauze-
Baranowska, M. (2012). Enhanced accumulation of secondary metabolites in
hairy root cultures of Scutellaria lateriflora following elicitation.
Biotechnology Letters, 34(9), 1757-1763. doi: 10.1007/s10529-012-0963-y

Wilson, S.A. & Roberts, S.C. (2014). Metabolic engineering approaches for
production of biochemicals in food and medicinal plants. Current Opinion in
Biotechnology, 26, 174-182. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2014.01.006

Wu, C.H., Dewir, Y.H., Hahn, E.J. & Paek, K.Y. (2008). Optimization of culturing
conditions for the production of biomass and phenolics from adventitious roots
of Echinacea angustifolia. Journal of Plant Biology, 49(3), 193-199.

Xiao, Y., Ji, Q., Gao, S., Tan, H., Chen, R., Li, Q., Chen, J., Yang, Y., Zhang, L.,
Wang, Z., Chen, W. & Hu, Z. (2015). Combined transcriptome and metabolite
profiling reveals that Ii PLR1 plays an important role in lariciresinol
accumulation in Isatis indigotica. Journal of Experimental Botany, 66(20),
6259-6271. https://doi.org/10.1093/jxb/erv333

Yang, C.H., Chang, H.W., Lin, H.Y. & Chuang, L.Y. (2013). Evaluation of antioxidant
and antimicrobial activities from 28 Chinese herbal medicines. Journal of
Pharmacognosy and Phytochemistry, 2(1), 294-305.

Yildiriml, S. (1988). Tiirkiye’nin bat1 yarist ve kuzeyindeki Isatis L. (Cruciferae)
cinsinin revizyonu. Doga Tiirk Botanik Dergisi, 12(3), 332-400.

Young-Am, C., Yu, H.S., Song, J.S., Chun, H.K. & Park, S.U. (2000). Indigo
production in hairy root cultures of Polygonum tinctorium Lour. Biotechnology
Letters, 22(19), 1527-1530.

Zech-Matterne, V. & Leconte, L. (2010). New archaeobotanical finds of Isatis
tinctoria L.(woad) from Iron Age Gaul and a discussion of the importance of
woad in ancient time. Vegetation History and Archaeobotany, 19(2), 137-142.
doi:10.1007/s00334-009-0229-3

Zhang, Y., Smuts, J.P., Dodbiba, E., Rangarajan, R., Lang, J.C. & Armstrong, D.W.
(2012). Degradation study of carnosic acid, carnosol, rosmarinic acid, and

61



rosemary extract (Rosmarinus officinalis L.) assessed using HPLC. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(36), 9305-9314.
https://doi.org/10.1021/jf302179¢c

Zhao, J., Davis, L.C. & Verpoorte, R. (2005). Elicitor signal transduction leading to
production of plant secondary metabolites. Biotechnology Advances, 23(4),
283-333. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2005.01.003

Zhao, J.L., Zhou, L.G. & Wu, J.Y. (2010). Effects of biotic and abiotic elicitors on cell
growth and tanshinone accumulation in Salvia miltiorrhiza cell cultures.
Applied  Microbiology and Biotechnology, 87(1), 137-144. doi:
10.1007/s00253-010-2443-4

Zhou, W. & Zhang, X.Y. (2013). Research progress of Chinese herbal medicine Radix

isatidis (banlangen). The American Journal of Chinese Medicine, 41(04), 743-
764. https://doi.org/10.1142/S0192415X1350050X

62


https://doi.org/10.1021/jf302179c
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2005.01.003
https://doi.org/10.1142/S0192415X1350050X

OZGECMIS

63



