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Oz

Bu calismada in vivo kosullarda yetismis ve in vitro kosullarda blytllen Alkanna orientalis (L.) Boiss. var.
orientalis ve endemik Alkanna sieheana Rech. Fil. taksona ait bitki 6rneklerinde toplam alkanin/sikonin (A/S),
toplam fenolik ve flavonoid icerikleri ile DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) aktivitelerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Her iki taksona ait dogadan toplanan tohumlar in vitro kosullarda farkli biiyime dizenleyicileri
iceren Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda sekonder metobolit Uretimine uygun gogaltim ve
rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmistir. A. orientalis‘de en yiiksek siirgiin sayisi (6.53 adet/bitki) 0.25 mg L
6-benzil amino purin (BAP), 0.5 mg L'l kinetin (KIN), 1.0 mg L'? indol 3 asetik asit (IAA), A. sieheana‘da ise 5.57
adet/bitki ile 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg L'* KIN, 1.0 mg L' indol 3 butirik asit. (IBA) iceren besin ortaminda elde
edilmistir. Her iki taksonda en yuksek ekstrakt verimi in vivo dan toplanan érneklerde saptanmistir. A. orientalis
taksonunda en vyiiksek toplam fenolik icerik 172.80 mg gallik asit esdeger (GAE) g* ekstrakt ile in vivo
kosullarinda kok ekstraktinda, A. sieheana icin ise 122.99 mg GAE g ekstrakt ile in vivo kosullarda herba
ekstraktinda gozlenmistir. Her iki takson icin de en yiksek toplam flavonoid igerik yine in vivo kosularindaki
ekstraklarda belirlenmistir. A. sieheana turiinde en yiksek toplam A/S icerigi (61.45 pg g ekstrakt) in vivo
kosullarindaki koklerinden elde edilmis ve A. orientalis kdklerinden 23 kat daha fazla oldugu saptanmistir. En
yiksek radikal kovucu aktivite ise A. orientalis icin 1000 pg ml konsantrasyonda in vivo kosullarinda kéklerden,
A. sieheana icin 1500 pug ml* konsantrasyonda yine in vivo kosularindaki herba kisminda belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkanna, Alkanin/Sikonin, DPPH, Fenolik, Flavonoid

Secondary Metabolite Contents and Antioxidant Activities of Some Alkanna Taxa Under In
Vivo And In Vitro Conditions

Absract

The goal of this study was to investigate total phenolic and flavonoid contents, total Alkannin/Shikonin
(A/S) and DPPH (2,2-diphenyl-1-pikrilhidrazil) activity of plant samples of A. orientalis and endemic Alkanna
sieheana under in vitro and in vivo conditions. The seeds of both species were cultured on MS medium
containing different growth regulators under in vitro conditions for suitable metabolite production. The highest
number of shoot (6.53 number/plant) in A. orientalis on was obtained on MS medium containing 0.25 mg L 6-
benzyl amino purin (BAP), 0.5 mg L kinetin (KIN), 1.0 mg L' indole 3 acetic acid (IAA) and 5.57 number/plant in
A. sieheana on 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg L'! KIN and1.0 mg L indole 3 butyric acid. (IBA). The highest extract
yields were determined on samples obtained from in vivo conditions. The highest total phenolic content was
observed the root extract in vivo with 172.80 mg gallic acid equivalent (GAE) g* extract for A. orientalis, and
shoot extract in vitro with 122.99 mg GAE g extract for A. sieheana. The highest total flavonoid content was
determined from obtained from in vivo conditions. The highest total A/S content with 61.45 pg g* ekstrakt was
obtained from roots of A. sieheana and found about 23 times higher than content in root of A. orientalis from
in vivo conditions The highest radical scavening activity was determined under in vivo conditions from root at
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1500 pg ml?! concentration for A. orientalis and from shoot in vivo at 1500 pg ml! concentration for A.

sieheana.

Keywords: Alkanna, Alkannin/Shikonin, DPPH, Fenolic, Flavonoid

Girig

Alkanna cinsi Boraginaceae (Hodangiller)
familyasina ait otsu yapida ve diinyada yaklagik 50
tir ile temsil edilmektedir (Mahmoudi ve ark.,
2012). Turkiye florasinda 36 tir ve 32’si endemik
41 takson ile yaklasik %80 endemizm orani sahip
onemli bir cindir (Davis ve ark., 1988; Glner ve
ark., 2012). Alkanna cinsi, 1500 m vyikseklikte
yayilis gosteren yari calimsi formda ve Nisan-
Agustos aylarinda ciceklenen c¢ok yillik tirlere
sahiptir. Cicek renkleri sari, mavi, beyaz tonlarinda
ve hos kokuludur. Yapraklar tuyltidir. (Davis ve
ark., 1988). Alkanna cinsi genel olarak tlkemizde
havacivaotu olarak bilinmesine ragmen taksonlari
Ulkemizde degisik yoresel isimlerle taninmaktadir.
A. orientalis (L.) Boiss. var. orientalis sari gicekli ve
sarl somuk olarak bilinen yaygin bir taksondur. A.
sieheana Rech. fil. tirG ise mavi ¢igekli olup,
yerinegi ismi ile bilinen endemik bir tirdir (Giner
ve ark., 2012).

Her iki tir de koklerinde ticari 6nemi olan
enantiyomerik izohekzenilnaftazarin
(Alkanin/Sikonin ~ (A/S) ve turevleri) renk
pigmentleri icermektedirler (Assimopoulou ve ark.,
2006). Uzun yillardir A/S ve tirevleri tekstil, gida,
kozmetik  gibi alanlarda  boyama  amagh
kullanilmaktadir. Tip ve farmakoloji alanlarinda
glcli bir yara iyilestirici (Papageorgiou ve ark.,
2008), antimikrobial (Haghbeen ve ark., 2011), anti
inflamatuar  (Mahmoudi ve ark.,, 2012),
antitrombotik, sitotoksik (Gur ve ark., 2010),
antioksidant (Assimopoulou ve Papageorgiou,
2005), enzim inhibitérii (Kajimoto ve ark., 2008)
gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit
edilmistir. En son arastirmalarda da anti timor
ozelligi oldugu ortaya konmustur (Han ve ark.,
2019; Xu ve ark., 2019).

A/S ve tirevleri Boraginaceae familyasinin
Alkanna, Onosma, Arnebia, Lithospermum ve
Echium cinslerine ait vyaklasik 150 tdrlnidn
koklerinde dogal olarak bulundugu bilinmektedir
(Kumar ve ark., 2011). Koéklerinde A/S bulunduran
cinslere ait tiirler genellikle dogada yabani formlari
bulunan kiltire heniiz alinmamis dogal bitkilerdir.
Ayrica birgogunun koklerindeki A/S miktarlari ile
ilgili literatir hemen hemen bulunmamaktadir.
Bazi turlerin ¢ok yillik olmasi ve optimum ticari A/S
Uretiminin 6-7 yil sonra koklerde birikmesi (Hunter
ve Kilby 1990) gibi sebeplerden dolayi kiiltire
alinarak bilesiklerin ticari Uretimini
zorlastirmaktadir.  Ayrica, farkh lokalite ve

619

ortamlardan toplandigi igin ticari anlamda anlaml
ve stabil bir madde temini elde edilmemektedir.
Bilindigi uzere bitki doku kiltiiri teknikleri ile
sekonder metabolit dretimini tesvik
edilebilmektedir. Farkh bitki kisimlari kullanilarak,
kiltar kosullari, besin ortamlari, elisitorler ve diger
abiyotik ve biyotik stres faktorleri modifiye edilerek
daha fazla, daha kisa siirede, daha steril ve stabil
sekonder metabolit Uretimi yapilabilmektedir.
Ayrica in vitro ve in vivo kosullarda sekonder
metobolit Uretimi  ve antioksidan igeriginde
degisimler meydana gelebilmektedir (Tosi¢ ve ark.,
2019). Bu calismada da A. orientalis ve A. sieheana
taksonlarin in vitro ve in vivo Orneklerinde
ekonomik 6nemi ylksek olan A/S icerikleri ve
antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal
Alkanna  sieheana Rech. fil. taksonu
(endemik) Konyanin Cumra ilgesi Apasaraycik

koyiinden 1090 m’den ve Alkanna orientalis (L.)
Boiss var. orientalis taksonu ise Yozgat Bozok
Universitesi Kampiisii 1399 m’den toplanmistir. Tiir
teshisi Selcuk Universitesi, Eczacilik Fakdltesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Osman TUGAY tarafindan
yapimistir. Taksonlarin tohumlari ve bitki 6rnekleri
2015 yilinda A. sieheana taksonu Mayis ayinda, A.
orientalis tiri ise Haziran ayinda dogadan
toplanmistir.  Bitkiler Selguk Universitesi, Fen
Fakiltesi, KNYA herbaryumda A. sieheana ve A.
orientalis, sirasiyla 26.095 ve 26.088 herbaryum
numarasi ile numaralandirilmis ve toplama yerleri
kaydedilmistir.

In vitro tohumlarin yiizey sterlizasyonu gogaltimi
Denemede her iki ture ait koyu kahve renkli
(olgun) tohumlar kullanilmistir. Her iki taksonun
tohumlari da %20 NaOClI’'de 20 dk bekletilerek,
tohumlarin  ylizey sterilizasyonu  yapimistir.
Sterilizasyon sonrasi tohumlar steril saf su ile 3-4
kez durulanmis, son durulamada tohumlar steril saf
su da 1 saat bekletilmistir. in vitro calismalarda
kullanilan temel besin ortamlari 121 °C’'de ve 1.2
atm basingta 20 dk steril edilmistir.
in vitro c¢alismalarda taksonlarinin olgunlasmis
tohumlarinin  tohum kabuklari ¢ikartilarak elde
edilen sirgiinler 0.25 mg L BAP, 0.5 mg L KIN,
1.0 mg L IAA iceren ortamda 15 giinde bir alt
kiltire alinmis ve gelisen sirglinler eksplant
kaynagi olarak kullanilmistir (Sekil 1). Eksplant
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kaynagi olarak tercih edilen sirglinlerin yaslarin 4
haftalik ve 4-5 yaprakli olmasina dikkat edilmistir.
Elde edilen surgiinlerden Sekil 1B’de gosterildigi
gibi sirgin eksplantlan farkli dozlarda buylime
diizenleyicileri iceren MS besin ortaminda 24+1 °C
de ve 16000 liiks altinda 16/8 saat isiklandirma
kosullarinda kiltiire alinmistir. Kaltirden 30 giin
sonra elde  edilen orneklerde ekstrakt
hazirlanmistir.

Ekstraktlarin hazirlanmasi

in vivo ortamdan toplanan bitki érneklerinin
toprak Ustl ve kok kisimlari gélgede kurutulmus ve
sonra kesilerek &gutilmistiir. /n vitro sartlarda
elde edilen siirglinler ise sivi azot ile toz haline
getirilmistir. Ekstraksiyon isleminde 5 g Ornek
Gzerine 50 ml metanol eklenmistir. Her 6rnek icin
uygulamalar 3 tekrarl olarak yapilmistir. Ornekler
etlvde 40 °C'de 24 saat bekletilmistir. Elde edilen
¢ozeltiler santrifij cihazinda toprak Ustu ve kok
¢Ozeltileri 4.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Doku
kiltirindan alinan o6rnekler ise 9.000 rpm’de
santrifij edilmistir. Stpernat kisimlari alinmis ve
evaporatdor  yardimi ile organik  ¢0zlcl
uzaklastirilmis, ekstrakt verimi % (w/w) olarak elde
edilmistir. Antioksidan ¢alismalari igin ekstraktlar
+4 2C’'de muhafaza edilmistir. A/S analizi icin elde
edilen ekstraktlar 0.22 pm delik g¢apina sahip
filtreden gecirilmis, -20 °C’de bekletilmistir.

Toplam fenolik igerigin belirlenmesi (folin
yontemi)

Ekstraktlarin toplam fenolik igerigi Folin-
Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile Singleton ve ark. (1999)
metodu modifiye edilerek yapilmistir. Analizde (2
mg/ml) 6rnek c¢o6zeltilerinden 0.2 ml alinmis ve
Uzerine 9 ml distile su ilave edildikten sonra 0.2 ml
Folin-Ciocalteu ve 0.6 ml Na2COs (%20) eklenmis ve
toplam hacim 10 ml olacak sekilde ayarlanmistir.
Oda sicakliginda 2 saat karanlikta inkiibe ettikten
sonra, 760 nm’de absorbans oOlcimi yapilmistir.
Standart kalibrasyon egrisi olusturmada gallik asit
kullanilmistir. Gallik asit standart grafigine gore
tim bitki ekstraktlardaki toplam fenolik madde mg
gallik asit esdegeri (GAE) g' ekstrakt olarak
hesaplanmistir (y=0,0098x+0,0253; R? = 0,9989).
Her bir deneme 4 tekerrirli olarak yapilmistir.

Toplam flavonoid igerigin belirlenmesi
Ekstraktlarin  toplam  flavonoid icerigi
Arvouet-Grand ve ark. (1994) ybntemine gore
saptanmistir.  Deneyde  %10’luk  aliminyum
nitrattan 100 pl, 1 M potasyum asetattan 100 ul
alinip, bitki ekstraktinin son konsantrasyonu 100 ug
ml? olacak sekilde ekstrakt ilave edilmistir. Deney
etanol ile 5 ml’'ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda
40 dk karanlikta inkiibe ettikten sonra 417 nm’de
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absorbans 6l¢imi yapilmistir. Standart kalibrasyon
egrisi olusturmada kuersetin kullanilmistir. Toplam
flavonoid madde icerigi mg kuarsetin esdegeri (KE)
gl ekstrakt olarak ifade edilmistir
(y=0,0055x+0,0063; R? = 0,9995). Her bir deneme 4
tekerrurli olarak yapilmistir.

Toplam alkanin/sikonin tayini

Ekstraklarin toplam A/S miktari LC-20A
model (Shimadzu, Japan) Yiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) cihazi tarafindan yapilmistir.
Kolon olarak Inertsil C1g ODS-3 (5um, 4.6 mmx250
mm, Japan) kolonu kullaniimistir. Hareketli faz
organik duzenleyici %90 asetonitril ile %10 su ve
hareketli fazin akis hizi 0.80 ml/dk olarak
ayarlanmistir.  SPD-M20A photodiode array (PDA)
detektorli  (Shimadzu, Japan) ile 520 nm’de
absorbans 6lgimi  yapilmistir.  Miktar tayini
standart olarak kullanilan alkanin maddesinin
kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmistir
(Assimopoulou ve ark., 2006). Alkanin miktari R? =
0,9964 olan y = 139385x + 8384,9 denklemine gore
hesaplanmistir (Rt:5.28).

Radikal kovucu aktivitesi

Ekstraktlarin  serbest  radikal  kovucu
aktiviteleri bilinen bir radikal olan DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikali kullanilarak
belirlenmistir (Gezer ve ark., 2006). DPPH radikali
sliplirlict aktivite tayini icin 4 mg DPPH, 100 ml
metanol icerisinde ¢dzllmiistiir. Orneklerden ana
stok olarak 2 mg/ml ekstrakt ¢ozeltisi hazirlanmig
ve bu stoktan farkli konsantrasyonlarda (250, 500,
750, 1000, 1500, 2000 pg/ml) seyreltmeler
hazirlanmistir. Her bir 6rnek igin 3.2 ml DPPH
radikali ve farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt
¢Ozeltilerinden 200 pl ilave edilmistir. Oda
sicakhginda 30 dk karanlikta inkiibe ettikten sonra
517 nm’de absorbans 6lgimi yapilmistir. Standart
antioksidan olarak askorbik asit ve bitillenmis
hidroksi toluen (BHT) kullaniimistir. Kontrol igin
deney tlplne ekstrakt c¢ozelti miktari kadar
metanol ilave edilmistir. Her bir deneme 3
tekerrirli olarak yapilmis, her tekerrir iki tekrarli
olarak yapilmistir. Orneklerin DPPH radikal kovucu

aktivitesi % olarak asagidaki formule gore
hesaplanmistir.
% DPPH radikal kovucu aktivitesi = [(Akontroi—

Aekstrakt)/Akontrol] x 100

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Veriler Duzgiunes vd. (1983) tarafindan
bildirildigi sekilde varyans analizi yapilmis ve
ortalamar  arasindaki fark Duncan  ¢oklu
karsilastirma testi ile kiyaslanmistir. Her bir 6rnegin
standart hatalari ortalama degerlerinin yaninda *
ile verilmistir.
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Bulgular ve Tartisma
In vitro ¢ogaltim ve siirgiin rejenerasyonu

Farkh besin ortamlarinda kiltiire alinan A.
orientalis turiinde en ylksek siirglin sayisina (6.53
adet/bitki ) ve siirgiin boyuna (5.37 cm) 0.25 mg I
BAP, 0.5 mg I'1 KIN, 1.0 mg I'1 IAA iceren MS besin

v

ortaminda saptanmistir. A. sieheana tiiriinde ise

en yuksek slrgin sayisina (5.57 adet/bitki) ve
slirglin boyuna (5.37 cm) 0.25 mg It BAP, 0.5 mg I
KIN, 1.0 mg I* IBA iceren MS besin ortaminda
bulunmustur (Cizelge 1).

Sekil 1. A. orientalis siirgiinlerin 0.25 mg L™ BAP, 0.5 mg L* KIN, 1.0 mg L'! IAA ortaminda: A) 30 giin sonraki
gorintusi, B) 30 glnluk bitkilerden elde edilen tek sirginler (eksplant kaynagi).

Cizelge 1. A. orientalis ve A. sieheana taksonlarinin farkli biiyiime diizenleyici uygulamalarinin in vitro sartlarda

sirglin sayisi ve suirgiin boyuna etkisi

Blyume Diizenleyicileri (mg/L)

A. orientalis

A. sieheana

KIN BAP IBA IAA Siirgiin sayisi Surglin boyu Siirgiin sayisi Siirgiin boyu
(adet) (cm) (adet) (cm)

0.5 0.25 - 1.0 6.53+0.82 5.37+0.06a 4.67+0.53 4.9710.12a

0.5 0.25 1.0 - 4.50%0.17 4.10+0.11b 5.57+0.12 5.37+0.06a

- - 2.0 - 5.20+0.23 5.00+0.34a 4.6710.14 4.40%0.09b

Ayni situndaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Surgln olusumunda her iki tir iginde en
etkili ortamin 0.25 mg I'* BAP, 0.5 mg I KIN, 1.0 mg
I IAA iceren MS besin ortaminin uygun oldugu
gorialmustir. Benzer sekilde, Pal ve Chaudhury
(2010) cahsmalarinda Boraginacaea familyasina ait
ve koklerinde A/S iceren Arnebia hispidissima
tlrtinin BAP, KIN, IAA iceren ortamlarda sirgiin
gelisiminin daha iyi oldugu bildirilmistir.

Ekstraksiyon verimi

Cizelge 2 incelendiginde, 6rneklerin ekstrakt
verimleri %9.3 ile 1.1 arasinda degismistir. A.
orientalis ve A. sieheana en yiksek ekstrakt verimi,
her iki taksonda da bitkinin herba kismindan
(sirastyla %9.3, %5.5) elde edilmistir. Ozer ve ark.

(2010) Alkanna tinctoria tlrinin kuru herbal
kisimlarindan metanolli ekstrakt verimini %5.29
rapor etmistir. En disik ekstrakt verimi ise yine
her iki taksonda da 0.25 mg I'* BAP, 0.5 mg I KIN,
1.0 mg I IBA iceren siirgiin érneklerinde (sirasiyla
%1.1, %1.6) tespit edilmistir. Chang ve ark. (2008)
Arnebia euchroma ve Lithospermum erythrorhizon
tirlerinin koklerinin metanolli ekstrakt verimlerini
siraslyla %7.21 ve %6.58 olarak bulmuslardir. A.
orientalis ve A. sieheana taksonlarinin kék ekstrakt
verimi sirayla %3.7 ve %5.3 olarak kaydedilmistir.
Her iki taksonun in vitro Oorneklerin ekstrakt
verimleri in vivo 6rneklerinden daha distk oldugu
tespit edilmistir.

Cizelge 2. A. orientalis ve A. sieheana taksonlarinin in vivo ve in vitro 6rneklerinin ekstrakt verimi

No Biiylime diizenleyiciler (mg L) Elde edilen

Eksplant Ekstrakt ornegi ekstrakt ylzdesi
BAP  KIN NAA IAA  IBA (%)

A.O A.S
1 Sirgln 0.25 0.5 - 1.0 Sdrgln 2.8 2.2
2 Sirgln 0.25 0.5 - - 1.0 Sdrgln 1.1 1.6
3 Sargilin - - - - 2.0 Tam Bitki 2.6 3.7
4 in vivo ortamdaki Herba 9.3 5.5
5 in vivo ortamdaki Kok 3.7 5.3

* A.O: A. orientalis var. orientalis, A.S: A.sieheana Rech. fil.
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Toplam fenolik icerik

A. orientalis taksonuna ait Orneklerde
toplam fenolik degerleri 5.08-172.80 mg GAE g
ekstrakt arasinda, A. sieheana taksonunda ise 5.11-
122.99 mg GAE g?! ekstrakt arasinda degistigi
gozlenmistir (Cizelge 3). En yiksek toplam fenolik
icerigin 172.80 mg GAE g ekstrakt ile A. orientalis
taksonunun kok ekstrakindan elde edilmistir. A.
sieheana taksonunda ise 122.99 mg GAE g?
ekstrakt ile govde ekstraktinda tespit edilmistir.
Her iki taksonun in vitro O&rnekleri in vivo
orneklerinden daha duslik toplam fenolik igerige
sahip oldugu gozlenmistir.

Boraginaceae familyasinin koklerinde A/S
iceren tirleri incelendiginde, Alkanna tinctoria

tlrinin herba kisminin toplam fenolik miktarini
Sengiil ve ark. (2009) 11.57 mg GAE g kuru agirlik,
Ozer ve ark. (2010) ise 58.56 ug GAE mg™ ekstrakt
bulmuslardir. Fakat A. orientalis ve A. sieheana
taksonlarinin herba (sirasiyla 102.66 ve 122.99 mg
GAE g? ekstrakt) kisimlarinda daha yiiksek toplam
fenolik icerik tespit edilmistir. Chang ve ark. (2008)
Arnebia euchroma ve Lithospermum erythrorhizon
turlerinin koklerindeki toplam fenolik igeriklerini
sirasiyla 150.70 ve 138.60 mg KE g ekstrakt olarak
kaydetmislerdir. Bu degerlerin A. orientalis
koklerinkindeki toplam fenolik igeriginden dusuk,
A. sieheana taksonunkinden ise yiiksek oldugu
saptanmistir.

Cizelge 3. A. orientalis ve A. sieheana taksonuna ait 6rneklerin toplam fenolik, toplam flavonoid ve A/S

icerikleri
BuyUme dizenleyiciler (mg L) Toplam fenolik Toplam Alkanin/Sikonin
Ekstrakt icerik flavonoid igerik miktari
No  Eksplant BAP KIN NAA IAA IBA oOrnegi (mg GAE g (mgKEg! (ug g* ekstrakt)
ekstrakt) ekstrakt)
A.O AS A.O A.S A.O AS
1 Sargin 0.25 0.5 - 1.0 - Sirgln 75.32 109.61 138.44 2.32 nd 14.678
2 Surglin 0.25 0.5 - - 1.0 Sarglin 123.58 110.56 95.62 139.89 nd nd
- - T
3 Sirgin 2.0 B?t'; 4915 2065 907 738 nd nd
4 in vivo ortamdaki Herba 102.66  122.99 67.31 10.22 nd nd
5 in vivo ortamdaki Kok 172.80 93.48 22.07 11.44 2.705 61.457
* A.O: A. orientalis var. orientalis, A.S: A.sieheana Rech. fil." nd, belirlenemedi

Toplam flavonoid igerik

Toplam flavonoid degerleri A. orientalis
taksonuna ait érneklerde 9.07-138.44 mg KE g?
ekstrakt arasinda  degisirken, A. sieheana
taksonunda ise 2.32-139.89 mg KE g ekstrakt
arasinda  degistigi  gozlenmistir.  Cizelge 3
incelendiginde, her iki taksonun in vitro
uygulamalarindan elde edilen bazi 6rneklerindeki
toplam flavonoid igeriklerinin in vivo kdk ve herba
kisimlarindan daha yiiksek bulunmustur. En yiksek
toplam flavonoid igerik A. orientalis icin 138.44 mg
KE g ekstrakt ile 0.25 mg I'* BAP, 0.5 mg I* KIN, 1.0
mg It IAA ortamindan elde edilen siirgiin
érneklerinde, A. siehena icin ise 139.89 mg KE gt
ekstrakt ile 0.25 mg ' BAP, 0.5 mg I'1 KIN, 1.0 mg I'?
IBA ortamindan elde edilen siirglin 6rneklerinde
tespit edilmistir. A. orientalis ve A. sieheana
taksonlarinin  toplam flavonoid igerikleri igin
bliyiime dizenleyicilerinin pozitif etki yapabilecegi
tespit edilmistir. Hatta toplam fenolik igerikten
daha yiuksek oldugu gozlenmistir. Benzer olarak
Vinothini ve ark. (2017) ¢alismalarinda bazi in vitro
orneklerinden elde ettikleri toplam flavonoid
iceriklerin toplam fenolik igeriginden ylksek
oldugunu rapor etmistir.
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Toplam alkanin/sikonin (A/S) tayini

A. orientalis ve A. sieheana taksonlarinin in
vivo ve in vitro Orneklerinin toplam A/S miktar
alkanin standart kalibrasyon egrisine gére ug/g
ekstrakt cinsinden hesaplanmis ve sonuglar gizelge
3’de verilmistir. Sonuglara gore A. sieheana
taksonunun dogal ortamdaki koklerinden (61.457
ug/g ekstrakt) elde edilen A/S miktarinin A.
orientalis taksonunun dogal ortamdan elde edilen
koklerindekinden (2.705 pg/g ekstrakt) yaklasik
olarak 23 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica A. sieheana bitkisinin in vitro sartlarda 0.5
mg L KIN, 0.25 mg L' BAP, 1.0 mg L IAA
ortamindan elde edilen siirglin 6rneklerinde A/S
miktar1 14.678 ug/g ekstrakt olarak bulunmus ve A.

orientalis taksonunun dogal ortamindaki
koklerinden yaklasik 6 kat daha yiksek oldugu
gozlenmistir.  Sonuglara gore, A. sieheana

taksonunun A/S Uretiminde 6nemli bir takson
oldugunu dustundirmektedir. Kklerinde A/S iceren
turler tGizerinde yapilan g¢alismalarda, IAA biiyime
dizenleyici destekli besin ortamlarinda fazla hiicre
artis oldugu (Bageri ve ark., 2011), fakat karanhk
sartlarda ise alkanin miktarinda artis oldugu
bildirilmistir (Haghbeen ve ark., 2011). BAP ve IAA
iceren besin ortamlarinda da kallus gelisiminin ve
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A/S miktarinin arttigini rapor edilmistir (Chung ve
ark., 2006; Zare ve ark., 2010).

DPPH radikal kovucu aktivite

A. orientalis ve A. sieheana taksonlarinin in
vivo ve in vitro 6rneklerinin 250, 500, 750, 1000,
1500 ve 2000 ug ml? konsantrasyonlarindaki DPPH

aktiviteleri incelenmis ve % inhibisyon degerleri
Sekil 3 - 4’de gosterildigi gibi hesaplanmistir.
Standart antioksidan olarak bilinen askorbik asit’in
DPPH radikal kovucu aktivitesi Sekil 2’de verilmistir.
Askorbik asit standartinin DPPH aktivitelerinin her
iki taksonun orneklerine goére vyiksek oldugu
gozlenmistir.

Askorbik asit

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% inhibisyon

50 75

Konsantrasyon (ug ml?)

Sekil 2. Askorbik asit standartinin farkli konsantrasyonlarda DPPH aktivitesi

Sekil 3 incelendiginde, A. orientalis
taksonunun  oOrnekleri  arasinda her  bir
konsantrasyonda en yiliksek DPPH aktivitesinde kok
ornegi sahip oldugu ve herba 6rneginin in vitro
orneklerinden daha dusik aktivite sergiledigi
kaydedilmistir. A. siehena taksonunda ise her bir

= )
e
- y = 0.6464x - 0.3417
R? =0.9989
100 125 150
konsantrasyonda en yiiksek aktivite herba

drneginde gozlenmis ve kdk érneginin 0.5 mg L*
KIN, 0.25 mg L BAP, 1.0 mg L IAA ile 0.5 mg L?
KIN, 0.25 mg L™ BAP, 1.0 mg L IBA ortamlarindan
elde edilen in vitro 6rneklerinden daha disiik DPPH
aktivitesi sergilemistir (Sekil 4).

A. orientalis

<%
= 250 500
R m1 11.1 19.8
2 18.9 36.5

8.3 13.3

4 6.7 13.5

m5 45 58.3

750
30.4
46.7
20.1
20
74.3

et dand il il Tl

1000 1500 2000
38.9 52 66.4
59.5 84.5 84.8
26.7 38.3 49.5
27.6 39 51.5
86.3 86.6 86.2

Konsantrasyon (ug ml?)

Sekil 3. A. orientalis’e ait farkl konsantrasyonlardaki ekstraktlarin DPPH sipirme aktivitesinin % inhibisyon
degerleri (1, 2, 3, 4, 5 numaralari Cizelge 3'deki No ifadelerin karsihgidir)

250 pg mlt konsantrasyondaki en yiiksek
DPPH aktivitesi A. orientalis taksonunun kok
ekstraktlarinda %45.0, ikinci sirada A. sieheana
taksonunun herba kisimlarinda %21.1 olarak tespit
edilmistir. Her iki takson icinde en dusilk
antioksidan aktivitesi 2.0 mg L IBA ortamindaki
tam bitki orneklerinde kaydedilmistir. Fakat, her iki
taksonda da 0.25 mg/L BAP, 0.5 mg/L KIN, 1.0 mg/L
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IBA iceren ortamda siirglin eksplantlarindan elde
edilen sirglin ekstraktlarinda da yiiksek oranda
DPPH aktivitesi gdézlenmistir (2000 pg ml?
ekstraklarda, A. orientalis % 84.8 ve A. sieheana
%79.8). In vitro uygulamalar ile Alkanna
turlerinden elde edilen o6rneklerde yiksek
antioksidan  aktivite  sergileyebilecegi  tespit
edilmistir. Onceki calismalarda da doku kiiltiiri
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orneklerin in vivo orneklerden daha yiksek
antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Roy

ve Mallick, 2017; Prihantini ve ark., 2018).

A. sieheana

-
S 60
g i .
= 0 L
= 250 500
S w1 17 33

2 155 27.9

3 4.4 7.7

4 215 38.3

m5 142 30.2

750
43
37.5
10.7
57.4
39.8

1000 1500 2000
54.6 77.6 78.8
52.4 78.3 79.8
14.2 19.9 25.4
81.9 86.2 85.6
51.8 75.1 76.1

Konsantrasyon (ng ml?)

Sekil 4. A. sieheana taksonuna ait farkh konsantrasyonlardaki eksraklarin DPPH sliplirme aktivitesinin %
inhibisyon degerleri (1, 2, 3, 4, 5 numaralari Cizelge 3’deki No ifadelerin karsihgidir)

Koklerinde A/S bulunduran diger tlrlerin DPPH
aktiviteleri incelendiginde, A. tinctoria koklerinin
500 ppm konsantrasyonunda yiliksek antioksidan
aktivitesine sahip oldugunu bildirilmistir
(Assimopoulou ve Papageorgiou 2005). Benzer
olarak, A. orientalis bitkisinin sulu ekstraktlarinda
antioksidan aktivitesi olmadigini ve metanolli
ekstraktlarinin 500 pl’'lik konsantrasyonunda en
yiksek antioksidan aktivitesi (%98) oldugu tespit
edilmistir (Mothana ve ark., 2008). Bu ¢alismada
ise A. orientalis ve A. sieheana taksonlarinin
metanolli  koék eksptraklarinin 500 upg ml
lkonsantrasyonlarinda sirasiyla %58.3 ve %30.2
olarak  bulunmustur. Fakat 1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda  A.  orientalis  doyum
noktasina ulasarak en yiiksek %86.3 inhibisyon
degerine ulasmistir. A. sieheana taksonu ise 2000
pg/ml konsantrasyonunda %76.1 en yiksek
inhibisyon degeri sergilemistir. A. orientalis
taksonunun metanollii koék ekstraklarinin DPPH
aktivitesinin A. sieheana taksonundan daha yliksek
oldugu tespit edilmistir. Ozer ve ark. (2010) A.
tinctoria tirinun kuru herbal kisimlarinin 0.4 ve
0.8 mg ml metanol ekstraktlarinin en yiiksek DPPH
aktivitesine  sahip  oldugunu aciklamislardir.
Salimikia ve ark. (2015) Alkanna bracteosa, A.
frigida, A. orientalis ve A. tricophila kdklerinin
antioksidan aktivitelerini farkli ¢éziiciler igerisinde
en iyi ¢ozlicinin butonol oldugunu, hatta pozitif
kontrol olarak kullanilan kuersetin kimyasalindan
daha yuksek DPPH aktivitesi sergiledigini rapor
etmislerdir.

Sonug ve Oneriler
Koklerinde A/S iceren bitki tirleri bircok
biyolojik aktivitelere sahip olmasindan dolayi ¢ok

624

onemli tirler arasinda yer almaktadir. Bu ¢alisma,
endemik bir tiir olan A. sieheana turiiniin sekonder
metobolit ve antioksidan aktivitesi Gzerinde yapilan
ilk calismadir. A. sieheana taksonunun herba
orneklerinin yiiksek fenolik icerik ve antioksidan

aktivitesi  sergiledigi  tespit edilmistir. Kok
ekstraktinda yiiksek oranda A/S olmasina ragmen
disik aktivite sergilemesi, herba kisminda

antioksidan aktivitesi ylksek bilesik olabilecegini
gostermektedir. Bu ¢alismada elde edilen verilere
gore her iki tur in vivo ve in vitro kosullarinda
karsilastirlldiginda  A/S Uretimi  bakimindan A.
sieheana tlrlinun potansiyelinin daha yliksek
oldugu, ticarilestirme c¢abalarinda daha 6ne
¢ikabilecegi diusunilmektedir. Ayrica elde edilen
veriler  dogrultusunda  gelecekte  yapilacak
calismalarda gida, kozmetik ve farmakoloji gibi
alanlarda kullanilabilecek dogal aktif bilesenlerin
elde edilmesi icin A. sieheana tlirinin toprak Ustu
herba kisminin, Alkanna orientalis tirlinde ise kok
kisimlari  Gzerinde  odaklaniimasinin ~ 6nemli
olabilecegi 6ngorilmustir.
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