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OZET

Doktora Tezi

SERBEST VE TUTUKLANMIS Capsicum annuum L. HUCRE SUSPANSIYON
KULTURLERINDE KAPSAISIN URETIMi UZERINE BAZI
UYARICILARIN ETKISI

Cemil ISLEK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. A. Siilin USTUN

Bu c¢alismada Kahramanmaras Hat-187 biber tohumlarina ait hiicre siispansiyon
kiiltiirtinde, kapsaisin {iretimi iizerine tutuklama igleminin ve farkli konsantrasyonlarda
cesitli uyaricilarin farkli zamanlardaki etkileri incelenmistir.

In vitro kosullarda ¢imlendirilmis biber fidelerinin hipokotil eksplantlarindan kallus
elde edilmistir ve kalluslardan hiicre siispansiyonlar1 olusturulmustur. Hiicre
stispansiyonlarindan kalsiyum aljinat ile tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve
tutuklama islemi yapilmayan serbest hiicre slispansiyon kiiltiirleri elde edilmistir. Hem
serbest hem de tutuklanmig hiicre siispansiyonlarina seliilaz (5-30 pg/ml), salisilik asit
(100-300 uM/ml), metil jasmonat (0,04-0,1 uM/ml), ksantan (0,1-0,3 mg/ml) ve kurdlan
(0,1-0,3 mg/ml) uyaricilari uygulanmistir ve uyarict uygulanmayan kontrol gruplari
olusturulmustur. Etil asetat ile ekstraksiyon yapilarak serbest hiicrelerdeki, tutuklanmis
hiicrelerdeki ve bunlarin siiziintiilerindeki kapsaisin konsantrasyonlart HPLC cihazinda
belirlenmistir.

Tutuklama isleminin kapsaisin birikimi iizerine artirict etki yaptigi belirlenmistir.
Tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktari, kontrol gruplarinda ve uyaricit uygulamasi
yapilan Orneklerde, serbest hiicrelere gore daha yiiksek bulunmustur. Seliilaz ve kurdlan
uyaricilarinin  kapsaisin birikimi {izerine etkisi, diger uyaricilara gore daha etkili
bulunmustur. Genel olarak serbest hiicrelerde tiim uyaricilarda siiziintiiye gegen
kapsaisin miktar1 tutuklanmig hiicrelerdekinden daha fazladir. Siizlintiiye gecen en fazla
kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerde 10. glinde 30 pg/ml seliilaz uygulamasinda 91,27
ug/g ta. olarak belirlenmistir. Tiim uyarict giin ve dozlar karsilastirildiginda en fazla
toplam kapsaisin miktari tutuklanmig hiicrelerde 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda 14.
giinde 426 ng/g t.a. olarak belirlenmistir.

Aralik 2009, 138 sayfa

Anahtar Kelimeler : Kapsaisin, uyarici, tutuklama, Capsicum annuum L. , bitki doku
kiiltiirii, ikincil metabolit, Solanaceae



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE EFFECTS of SOME ELICITORS ON CAPSAICIN PRODUCTION in FREELY
SUSPENDED CELLS and IMMOBILIZED CELL CULTURES of
Capsicum annuum L.

Cemil ISLEK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. A. Siilin USTUN

In this study, the effect of immobilization and elicitation of some elicitors on the
production of capsaicin in the cell suspension culture of Kahramanmaras Hat-187
pepper seeds were studied.

Calluses were obtained by using in vitro germinated hypocotyl explants of pepper
seedlings and cell suspensions were prepared from these calluses. Immobilized cell
suspension cultures with calcium alginate and free cell suspension cultures were
obtained by using these cell suspensions. Elicitors such as cellulase (5-30 pg/ml),
salicylic acid (100-300 pM/ml), methyl jasmonate (0,04-0,1 uM/ml), xanthan (0,1-0,3
mg/ml) and curdlan (0,1-0,3 mg/ml) were applied both for the free and immobilized cell
suspensions and control groups without elicitors were prepared. The concentration of
capsaicin in freely suspended cells, immobilized cells and their filtrates were identified
after extraction with ethyl acetate by HPLC.

It was identified that the capturing process had an increasing effect on the capsaicin
accumulation. The amount of capsaicin in the immobilized cells for both control groups
and elicitor added samples was higher than the free cells. The effect of cellulase and
curdlan on the accumulation of capsaicin were found to be higher than the other
elicitors. In general, capsaicin amount in the filtrate for free cells was higher than the
immobilized cells. The highest amount of capsaicin in the filtrate for the free cells was
identified as 91,27 pg/g f.w. in the 10" day for the 30 pg/ml cellulase applied samples.
When all the elicitors and the sampling days were compared, the highest capsaicin
amount for the immobilized cells was determined as 426 pg/g f.w. in the 14™ day for the
0,2 mg/ml curdlan applied samples.

December 2009, 138 pages

Key words : Capsaicin, elicitor, immobilization, Capsicum annuum L., plant tissue
culture, secondary metabolite, Solanaceae
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1.GIRIS

Birgok alanda oldugu gibi sekonder (ikincil) bitki metabolitlerin iiretilmesi ve bunlarin
sentezlenmesine ait temel bilgilere ulagilmasi konularinda da, bitki doku kiiltiirleri
arastiricilara biiyiik olanaklar sunmaktadir. Nitekim degisik bitki tiirlerine ait dokularda
in vitro kosullarda bu maddelerin sentezini uyarabilecek ¢esitli uyaricilar (elisitor) ele
alinmig ve etkin konsantrasyon ile uygulama sonrasi beklenmesi gereken siireler ortaya
konulmustur. Ayn1 zamanda, bitki hiicre kiiltiirleri, 6nemli farmasotiklerin ve yiiksek
Ooneme sahip metabolitlerin iretimi igin yaygin olarak galisilmaktadir (Johnson vd.
1991). Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen dogal yiyecek katkilar1 da sentetik karsitlarina
gore artan bir sekilde giiniimiizde tercih edilmektedir. Ikincil metabolit iiretimi igin
hiicre kiiltlirlerinin potansiyeli ¢ok genis olmasina ragmen hedef maddelerin iiriiniiniin
diisiik olmasi ticari anlamda cesareti kirmaktadir. Uriinlerin getirisini arttirmak igin
biyotik ve abiyotik kaynakli uyaricilarin kullanimi veya bitki hiicre kiiltiirlerinde
immobilizasyon (tutuklama) teknigi ile {irlin miktarin1 arttirmayr hedefleyen gesitli

yaklasimlar bulunmaktadir (Ramachandra vd. 1996).

Kapsaisin biber bitkisinden elde edilen 6nemli bir yiyecek katki maddesidir. Ayrica
kapsaisin preparatlart bel agrist (lumbago), nevralji (sinir agrisi) ve romatizmal
hastaliklara kars1 kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, Capsicum (Biber)’dan hazirlanmig
preparatlarinin tonik  ve karmin sekli hazimsizlikta kullanilmaktadir. Kapsaisinin,
eklem ve romatizma agrilarinda, flaster, merhem ve tibbi olarak g¢esitli 6zellikte
kullanimi olan bir madde oldugu da belirlenmistir (Ramachandra Rao ve Ravishankar
2002, Barbero vd. 2008, Hayman ve Kam 2008).

Immobilize (tutuklanmus) bitki hiicre kiiltiirleriyle ilgili bircok ¢alisma vardir (Lindsey
vd. 1983, Lindsey ve Yeoman 1984a, Curtis vd. 1995, Johnson vd. 1996, Ramachandra
Rao ve Ravishankar 1999, Premjet ve Tachibana 2004). Birgok deneme kapsaisin
tiretim seviyelerini artirmak i¢in yapilmistir. Kapsaisin, in vitro olarak serbest ve
tutuklanmig Capsicum spp. hiicrelerinden sivi besiyerinden elde edilebilmektedir

(Lindsey ve Yeoman 1984a, Ravishankar vd. 1988). Capsicum spp.’nin tutuklanmis



hiicre kiilttirlerinin, serbest hiicre siispansiyon kiiltiirlerine gore birka¢ kat daha fazla

miktarda kapsaisin {irettigi bulunmustur (Lindsey vd. 1983, Lindsey 1985).

Bitki hiicrelerinin tutuklanmasi diger biyolojik tutuklanma sistemleriyle benzerlik
gosterir, sayisiz avantajlar sergiler, 6zellikle hiicre canliliginin siirekli diizen ve koruma
sartlarinda  olmasin1  saglar. Hiicrelerin  tutuklanmasi  ¢esitli  metabolitlerin
biyodoniisiimii i¢in ve ekstraseliiler metabolitlerin sentezi i¢in kullanilmistir. Bitki
hiicrelerinin tutuklanmasi olduk¢a yeni bir teknolojidir ve ¢ok sayida 6n deneysel
evrelerden olusan arastirmalara dayanir. Laboratuvar deneyleri ile ilgili c¢alismalar

biiyiik basarili sonuglar dogurmustur.

Bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin uyarimi bitki tiirlerinin bir¢ogunda
bildirilmistir (Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002). Cesitli biyotik ve abiyotik
uyaricilarin - kiiltiir hiicrelerinde fitokimyasallarin iiretimini birka¢ kat artirdigi

bilinmektedir (Johnson vd. 1991).

Kapsaisinin ticari sekli Oleoresin Capsicum ayrilmistir ve ayristirma islemi pes pese
birgok basamaktan gegirilerek olmaktadir. Kapsaisin, serbest ve tutuklanmis
hiicrelerden kolaylagtirilmis ayirim ve arindirma islemleriyle ortamdan sizmasi
saglanarak iretilebilir (Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002). Kapsaisin eldesi i¢in
kullanilacak Capsicum bitkisini normal kosullarda yetistirmek 4-5 ay1 almaktadir ve
bu nedenle de kapsaisinin siirekli bir tiretim siireci uzun zamanda ve kisith bir zaman
periyodunda gergeklestirilebilmektedir. Bu nedenle Capsicum’ un serbest ve
tutuklanmis hiicre kiiltiirlerinin in vitro sartlar altinda siirekli yetistirilebilmesi kapsaisin

eldesi i¢in siirekliligi saglayabilecek bir yoldur.

Bu tez ¢alismasinda, serbest ve tutuklanmig Capsicum spp. hiicre siispansiyon kiiltiirleri
hazirlamak ve bunlara farkli konsantrasyonlarda cesitli uyaricilar ilave ederek, degisen
zamanlarda alinan 6rneklerde biriken kapsaisin miktarlarin1  belirlemek ve serbest ile
tutuklanmig  hiicre  siispansiyon kiiltiirlerinde  biriken kapsaisin  miktarlarin

karsilagtirarak avantajli olan yontemi belirlemeye calismak amaglanmigtir. Aym



zamanda kapsaisin birikimi {izerine etkili olan uyarici, konsantrasyon ve zaman

belirlenmeye calisilacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bitki Hiicre Kiiltiirleri Tarafindan ikincil Metabolit Bilesiklerin Uretimi

Ikincil metabolitler ya da ikincil iriinler birgok organizma tarafindan sentezlenen ancak
temel yasamsal islevlerde gorev almayan, genellikle metabolizmada ikincil rolleri olan
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin, 6zellikle, canlilarin diger canlilarla ve ¢evreleri ile olan
ekolojik iliskilerini belirleyici fonksiyonlar: oldugu diisiiniilmektedir (Luckner 1984,
Parr 1989).

Yiizyillardir insanlik, bitkilere besin amacli; karbonhidrat, protein, yag kaynagi ve
barinak olarak bagimli kalmistir. Bununla beraber bitkiler genis alanda, ikincil
metabolitlerin kullanimi olan, eczacilikta, zirai kimyasal, tatlandirici, giizel koku, renk,
biyopestisit ve besin katki maddesi eldesinde degerli kaynaklar olmuslardir. Yaklasik
olarak bilinen 300 kadar dogal bitkisel kaynakli {iriin vardir (Balandrin ve Klocke 1988,
Fowler ve Scragg 1988, Phillipson 1990, Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002).
Diinya ¢apinda klinik alanda kullanilan ilaglarin ¢ogu bitkilerden elde edilmektedir
(Payne vd. 1991, Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002). Bitkilerden 6ntimiizdeki
yiizyillarda da yeni ilaglar icin farkli kimyasal iirlinler saglanacaktir. Ciinkii bitki
tirlerinin ¢gogunun kimyasi heniiz tespit edilememistir (Brevoort 1998, Glaser 1999,
Cox ve Balick 1994, Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002). Sentetik kimyadaki
ilerlemelere kargin, hala sayisiz ikincil metaboliti kapsayan farmasotiklerle ilgili olarak
biyolojik kaynaklara bagliyiz. Karmasik yapisal ozellikleri ile sentezleri zordur.
Bunlarin birgogu bitkiler aleminde essizdir ve mikroorganizmalar ve hayvanlar
tarafindan tretilemez. Ancak transgenik arastirmalardaki bu ilerlemelerle bitkilerdeki
orijinal sentezleri gibi olmasa da gesitli bilesiklerin ve molekiillerin {iretimi miimkiin

olmustur (Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002).

Bitkiler alemi oldukga cesitli ikincil metabolit {irlinlere sahiptir. Bu firiinler 6zellikle
farmakolojik bilesiklerin sentezinde kullanilmalarindan dolayr 6nemli ve degerlidir

(Cizelge 2.1). Kirmizi renk veren pigmentler, sikonin ve antibiyotikler, giiniimiiz



sartlar1 altinda endiistriyel ¢apta yogun olarak iiretilebilen bilesiklerdir (Ramachandra
Rao ve Ravishankar 2002).

Cizelge 2.1 Bitkilerden elde edilen Onemli farmasotikler (Ramachandra Rao ve

Ravishankar 2002’den uyarlanmistir)

Uriin Kullanim Bitki Tiirleri (US $ % ko)
Aymalisin Tansiyon diigiiriicii Catharanthus roseus 37
Artemisin Sitma tedavisi Artemisia annua 400
Berberin Bagirsak hastaliklart | Coptis japonica 3250
Eliptisin Kanser tedavisi Orchrosia elliptica 240,000
Podofilotoksin Kanser tedavisi Podophyllum petalum n/a
Forskolin Bronsiyal astim Coleus forskolii n/a
Ginsenosidler Sakinlestirici Panax ginseng n/a
Kamfotesin Kanser tedavisi Camptotheca acuminata 432
Kapsaisin Agrn giderici Capsicum sp. 700
Kinin Oksiiriik kesici, aneljezik | Cinchona ledgeriana 500
Kodein Oksiiriik kesici, aneljezik | Papaver somniferum 17
Kolsisin Kalp uyarici Colchium autumnale 35
Morfin Kanser tedavisi Podophyllum petalum 340,000
Sikonin Antibakteriyel Lithospermum 4500
erythrorhizon
Taksol Kanser tedavisi Taxus brevifolia 600,000
Vinkristin Kanser tedavisi Catharanthus roseus 2,000,000
Vinblastin Kanser tedavisi Catharanthus roseus 1,000,000

(n/a : bilinmiyor)

Canli bitkilerden elde edilen bilesiklere yakin 6zellikleri tagiyan ya da onlardan daha
istiin  Ozellikte ikincil metabolit bilesikler sentezleyebilen hiicre kiiltiirlerinin
olusturulmasi o6zellikle son yillarda hiz kazanmustir. Biyolojik analiz teknikleri
kullanilarak fizyolojik aktivite gosteren yeni bilesikler bulunmustur. Yapilan calismalar
kiltir ortaminin Ozelliklerinin diizenlenerek, hiicrelerin biyosentetik aktivitelerinin
arttirilabilecegini gostermistir. Yapay se¢ilim ve metabolik aktiviteleri yiiksek olan

hiicrelerin uyarimi ile hiicrelerin iirettikleri bilesiklerin miktarlar1 6nemli diizeyde



arttirtlabilmektedir. Canli bitkilerde morfolojik ve fizyolojik olarak farklilagmis belli
organlar tarafindan iretilen bilesikler, laboratuvar ortaminda yapisal olarak organize

olan hiicrelerin uyarilmasi ile iiretilebilmektedir (Vanisree vd. 2004).

Kiiltiir sistemlerinin, canli bitkileri kullanan geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda
sundugu en 6nemli avantajlar:

a) Yararli bilesikler kontrol altinda tutulan laboratuvar ortaminda, iklim ve
topragin ozelliklerindeki degisimlere bagli olmadan tiretilebilmektedir

b) Kiiltir  ortaminda  hiicreler =~ mikroorganizmalarin ~ ve  bdceklerin
kontaminasyonuna ugramazlar.

¢) Herhangi bir bitkinin hiicreleri (tropikal ya da daha yiiksek yerlerde yetisen)
kolaylikla ¢ogaltilarak bitkiye 6zgii bilesiklerin iiretilmesi i¢in kullanilabilir.

d) Hiicre biiylimesinin otomatik kontrol altinda oldugu sistemler sayesinde
metabolik fonksiyonlar kolayca diizenlenebilmekte ve bu sayede harcanan emek
ve 1s giicii de azaltilarak iiretim arttirilabilmektedir.

e) Organik bilesikler kallus kiiltiirlinden kolayca ¢ikarilabilir.

Ticari amach uygulamalarda elde edilen iirlin miktarinin arttirilmasi i¢in yapilan
calismalarda, kiiltlir icinde biyosentetik aktiviteleri yiiksek olan hiicrelerin secilimi,
kiiltiir ortam1 kosullarinin optimizasyonu, ortama metabolit dncii bilesiklerin eklenmesi,
transformasyon metotlar1 ve hiicrelerin ortama tutuklanmasi igin gelistirilen teknikler
lizerine yogunlagilmistir. Transgenik sacak kok kiltlirleri bitki hiicresi kiiltiir
yontemleriyle ikincil metabolit {irinlerin sentezlenmesinde devrim yaratmis ve bu
sayede genetik ve biyosentetik 6zellikleri bakimindan kararli, hizli biiyiiyebilen ve uzun
siire canliligin1t koruyabilen hiicreler elde edilmistir. Bu yontem kullanilarak cesitli
bilesiklerin tiretilmesi miimkiindiir (Shanks ve Morgan 1999, Giri ve Narasu 2000,
Vanisree vd. 2004).

Hicre kiiltiirii tekniklerindeki ilerlemeler, genetik miihendisligi uygulamalar1 ile
(6zellikle transformasyon) birlestirilerek yiiksek miktarda farmakolojik bilesikler ve

besin katki maddeleri gibi 6nemli bilesiklerin tiretimi saglanmistir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2 Ikincil metabolitlerin yiiksek iiriinleri (Ramachandra Rao ve Ravishankar

2002’ den uyarlanmuistir)

Uriin Bitki Tiirleri Uriin (% K.A.) Referanslar
Rosmarinik asit  |Salvia officinalis 36.0 Hippolyte vd. (1992)
Rosmarinik asit | Coleus blumei 21.4 Ulbrich vd. (1985)
Antrokinonlar Morinda citrifolia 18.0 Zenk vd. (1975)
Sikonin Lithospermum erythrorhizon |12.4 Fujita (1988)
Berberin Thalictrum minus 10.6 Kobayashi vd. (1988)
Jatrorizin Berberis wilsonae 10.0 Breuling vd. (1985)
Antosiyaninler Perilla frutescens 8.9 Zhong vd. (1994)
Berberin Coptis japonica 7.5 Matsubara vd. (1989)
Diosgenin Dioscorea deltoidea 3.8 Sahai ve Knuth (1985)
Sanguinarin Papaver somniferum 2.5 Park vd. (1992)
Serpentin Catharantus roseus 2.2 Zenk vd. (1977)

Son zamanlarda molekiiler biyoloji, enzimoloji ve fermantasyon teknolojisinde
kaydedilen gelismeler bitki kiiltiirii uygulamalarinin 6nemli molekiillerin sentezlenmesi
icin, devamli bir kaynak olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Genetik yapisi
degistirilen virlislerin ~ bitki  hiicrelerine aktarimi yoluyla da {irlin miktar
arttirilabilmektedir. Bitki kiiltiirii teknolojisinin genis c¢apli uygulamalari, geleneksel
bitki yetistirme yontemlerine gore daha yiiksek miktarlarda ve daha saf iriin elde
edilmesini saglamaktadir. Kieran vd. (1993) yaptiklari calismalarla, genetik
mithendisligi yontemlerinin, stispansiyon kiiltiir ortamina ve bu ortamdaki hiicrelere
olan etkisini detayl1 bir sekilde agiklamistir. Son zamanlarda bitki kiiltiirii teknolojisinde
ortaya c¢ikan gelismeler, transkripsiyon faktorlerinin tretilen bilesiklerin miktarinin
arttirilmasinmi saglayabilecek en 6nemli molekiiler araglar olduguna isaret etmektedir.
Proteinlerin de hiicre kiiltiirii ortaminda sentezlenebilmesi bagisiklik sistemi igerisinde
onemli fonksiyonlarda gorev alan terapik etkili proteinlerin de (monoklonal antikorlar,

interferon, albiimin) kiiltiir ortaminda tiretilebilecegini gostermistir (Vanisree vd. 2004).

Son on yil igerisinde bir¢ok iilkede bitkiler iizerinde ¢alisan bilim adamlar1 ve
mikrobiyologlar , ¢ok ¢esitli hiicre kiiltiirlerinin biyosentetik kapasitelerini arastirarak

bu konularla ilgili 6nemli sonuglar elde etmislerdir. Bu galismalar arasinda bazi



aragtiricilar tibbi aktivite yoniinden 6nemli olan bilesiklerin iiretilmesi konusunda
yararli gelismeler saglayabilecek sonuclara ulagsmislardir. Yakin zamanda bu
bilesiklerin endiistriyel amagh iiretimine gegilebilecegi diistiniilmektedir (Vanisree vd.
2004).

Bitki hiicresi kiiltlir uygulamalarinda genellikle kullanilan 4 farkli yontem vardir.
1) Kallus Kiiltiirii
2) Siispansiyon Kiiltiirii
3) Tutuklanmis Hiicrelerin Kiiltiirti

4) Farklilagsmig Hiicrelerin Kiiltiirii

Kisaca kallus kiiltiirii, diizensiz hiicre topluluklarinin yar1 kati bir ortam iizerinde gerekli
besinler ve hormonlar saglanarak c¢ogaltilmasini igerir. Ortamda bulunan besinler,
oksijen ve diger gerekli maddeler homojen bir sekilde dagilim gostermediginden,
hiicrelerin biiylime hiz1 yavastir. Biiylimenin yavas olmasi, hiicrelerin topluluklar
halinde bulunarak birbirleri ile temas halinde bulunmasi ve hiicre faklilasmasinin kallus
diizeyinde ilk asamalarda olmasindan dolayr bu yontem ikincil metabolit bilesiklerin

sentezlenmesini desteklemektedir (Lindsey ve Yeoman 1983).

Siispansiyon kiiltiirleri, kallus yapisinin sivi biiylime ortami igerisinde gerekli besinler
ve biliylime faktorlerinin saglanmasi ile olusturulan ikinci bir kiiltiir yontemidir.
Hiicreler sivi ortam icerisinde daginik halde bulunurlar. Bu kiiltiir yontemi, hiicrelerin
daha hizli (15 saat igerisinde hiicre sayis1 ikiye katlanabilir) ¢ogalmasini saglar.
Yontemin basit olmasi bitki hiicrelerinin ikincil metabolit {riinleri sentezleme
konularinda yapilan arastirmalarda siklikla kullanilmasini saglamistir (Lindsey ve
Yeoman 1983, Teli ve Timko 2004, Oskay ve Oskay 2009). Hiicrelerin siispansiyon
kiiltiirii icerisindeki yapisal organizasyonlar1 genellikle farklilik gostermektedir. Bazi
kiiltirlerde hiicreler tamamen dagmiktir ve birbirinden ayri olarak kiiltiir ortamina
yayilirlar, bazi kiiltiirlerde ise hiicreler bir araya gelerek milimetrelerle Olgiilebilen

caplarda topluluklar olusturabilirler. Genellikle bu tiir hiicre topluluklarinin



olusturdugu, biiyime hiz1 diisiikk olan kiiltiirler daha fazla miktarlarda ikincil metabolit
bilesikler sentezleyebilirler (Lindsey ve Yeoman 1983).

Hiicrelerin kiltiir ortamima tutuklanmasi, aljinat, agaroz ya da benzer matrikslerin
kullanilmas ile saglanir. Benzer sekilde, porlu bir yap1 olusturarak hiicrelerin kiltiir
ortamima tutuklanmasin1 saglayan poliliretan kopiikler de bu kiiltiir yonteminde
kullanilabilecek bir tekniktir (Lindsey vd. 1983, Payne vd. 1991). Ozellikle bu
maddenin Kkiiltir ortaminda matriks olusturmak i¢in kullanilmasi sonucu, hiicreler
arasinda temas ve kimyasal iletisim maksimum seviyede gerceklesebilir. Yontem
basittir, kallus ve siispansiyon kiiltiiri yontemlerinde saglanan avantajlari tek bir

islemde birlestirme olanagi sunar (Parr 1989).

Diger bir yontem de, giderek kullanim alani genislemekte olan farklilagmis hiicre
kiiltiirleridir. Dis ortamdaki hormon miktarinin ya da hiicreler tarafindan {iretilen
hormon miktarinin ¢esitli kimyasal uyaricilarla degistirilerek Agrobacterium rhizogenes
(A. rhizogenes) bakterisi i¢ine ya da mutant bir form olan Agrobacterium tumefaciens
bakterisine aktarilmasi sonucu, fizyolojik olarak kendi kendine yetebilen organ
kiiltiirleri elde edilebilir. Bakteri hiicrelerine transformasyon yapilmadan ya da A.
rhizogenes-t ile transformasyon yapilarak elde edilen kok kiiltiirleri ve govde kiiltiirleri
oldukga dikkat ¢ekmis ¢alismalardir (Parr 1989, Zayed ve Wink 2004, Kim vd. 2008).
Bazi durumlarda, ozellikle A. rhizogenes uygulamasi ile elde edilen kok hiicresi
kiiltiirleri, stispansiyon kiiltlirii igerisindeki hiicreler kadar hizli biiyiiyebilmekte ve
yiiksek biiyiime hizina ragmen oldukga yiiksek miktarlarda ikincil metabolit bilesikler
sentezleyebilmektedirler (Parr 1989, Yeoman ve Yeoman 1996).

Kallus ve siispansiyon Kkiiltiirii hiicrelerinde disaridan uygulanan kimyasal uyaricilar
kaldirildiginda, hiicreler tarafindan sentezlenen ikincil metabolit bilesiklerin miktar1 da
diismektedir. Bu nedenle ikincil metabolit bilesiklerin sentezlenmesini arttiracak
yontemler gelistirilmistir. Genellikle kiiltiir ortamina uygulanan hormonlarin ¢esitliligi
ve miktar1 sentezlenen {iriin miktar iizerinde belirleyicidir. Oksin konsantrasyonunun

arttirtlmasi, hiicrelerin ve dokularin biiyiimesini hizlandirir, ancak ikincil metabolit



tirtinlerin sentezlenmesini 6nemli Olciide engeller. Kiiltiir ortamindaki diger cevresel
faktorler; besin seviyesi, 151k miktar1 ve sicaklik da bitki hiicrelerinin ikincil metabolit
iiriinleri sentezleme diizeyi iizerinde etkili olan diger faktorlerdir. Ortamdaki fosfat
konsantrasyonunun azalmasinin iiriin birikimini uyarict etkisi oldugu tespit edilmistir
(Lindsey 1985). Ancak bu g¢evresel faktorlerin bitki hiicreleri tizerindeki etkileri tiirler
aras1 farkliliklar gostereceginden, uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla yapilan
optimizasyon ¢alismalarinin her Kkiiltiir i¢in ayr1 ayr1 denenerek uygulanmasi

gerekmektedir (Parr 1989, Yeoman ve Yeoman 1996).

Bazi bitkisel ikincil metabolit bilesiklerin sentezi gesitli biyotik (genellikle mantarlardan
elde edilen) ya da abiyotik (agir metal tuzlar1) uyarict molekiillerin kiiltiir ortamina
eklenmesi ile arttirilabilir (Di Cosmo ve Misowa 1985, Zhao vd. 2005, Savitha vd.
2006, Namdeo 2007). Sentezlenen iiriin miktarini arttiran bu molekiiller, genellikle
hiicre biiylimesini ve canlilifini azalttigindan, iki agamal1 kiiltiir uygulamalar1 giindeme
gelmistir. Bu uygulama dahilinde hiicreler, ilk asamada optimum sartlar altinda biiyiir
ve daha sonraki asamada da tiretim ortamina (bir hiicre dongiisii periyoduna es zamanli
olarak) aktarilirlar. Uretim ortamindaki ¢evresel kosullar, iiriin sentezini uyaracak ve
arttiracak sekilde diizenlenmistir. Bu uygulama sonunda verimli {iretim Saglayan bir
kiiltiir elde edildikten sonra kiiltiiriin zaman igindeki kararliligi test edilmelidir. Birgok
kiiltirde bir siire sonra epigenetik (DNA metilasyonu) ve genetik (kromozom
dublikasyonu, kromozom kaybi) ya da yapisal degisiklikler nedeniyle iiretim verimi
diismektedir. Kiiltiir ortamindaki degisikliklere bagli olarak ortaya ¢ikan bu diisiisiin
pozitif bir yan1 da oldugu diisiiniilebilir. Bir kiiltiir i¢erisindeki hiicrelerin hepsi ayni
degildir, {riin sentezi en yiiksek olan hiicreler digerlerinden ayirt edilebilir ve
izolasyonla bu hiicreler bagka bir ortamda daha yiiksek {iriin elde etmek i¢in
kullanilabilir. Yiiksek miktarlarda {iriin sentezleyebilen hiicreler, bazen degiserek daha
az Uriin sentezleseler de kiiltiirlerin, iiretilen bilesik miktar1 bakimindan takip edilmesi
ve az iirlin sentezleyen hiicrelerin elenerek, daha verimli iiriin elde edilen hiicrelerin
izolasyonu ile kiiltlirlerden saglanacak {iriin miktar1 da arttirilabilir (Parr 1989, Yeoman

ve Yeoman 1996).
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Yapisal organizasyonu diisiik olan hiicrelerin aksine farklilagsmis hiicrelerden elde edilen
kiiltiirlerin fizyolojik gelisimleri dnceden tahmin edilebilir. Bu tiir kiiltiirlerde iiretilen
ikincil metabolit bilesikler hem nicelik hem de nitelik bakimindan canli bitkilerin kendi
dogal ortamlarinda irettikleri iiriinlere benzerlik gosterirler Ayrica bu kiiltiirlerin
biyokimyasal ve genetik 6zellikleri kararli yapidadirlar. Boylece ekstra bir optimizasyon
asamasina ihtiya¢ duyulmadan oldukga verimli iiretim sistemleri olarak kullanilabilirler

(Parr 1989).

Kiiltiir ortaminda iiretilen biyolojik bilesiklerden hem ekonomik hem de biyolojik
avantajlar saglanmasi miimkiindiir. Bu nedenlerden dolay1, kiiltiir ortamindaki hiicreler
tarafindan sentezlenen her tiriin dikkate alinmalidir. Kiiltiir hiicrelerinden oldukga ¢esitli
tirtinler elde edilmesi miimkiindiir. Bunlarin baslicalar1 alkoloidler, terpenoidler ve bazi
fenolik molekiillerdir (Cizelge 2.3). Sentezlenen {irin miktar1 bitki tiirleri arasinda ve
hatta ayn tiir igerisinde bireyler arasinda bile farkliliklar gosterebilmektedir. Bitkisel
kiltirlerden en yiiksek oranda faydalanilabilmesi i¢in, hiicre Kkiiltiirlerinin
optimizasyonu sadece alinan iiriin miktarmi arttirmaya yonelik degil, ayn1 zamanda
sentezlenen bilesiklerin hiicre disina ¢ikisini da arttiracak sekilde olmalidir (Parr 1989,

Park ve Martinez 1992).

Cizelge 2. 3 Yiiksek bitkilerin doku ve siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen dogal
iriin gruplar

Antosiyaninler | Akridinler Karotenler Atrokinonlar | Steroidler
Kumarinler Betalainler Monoterpenler | Benzokinonlar |Pregnenolon tiirevleri
Flavonoidler Kuinolizidinler Seskuiterpenler | Naftokinonlar | Kardiak glikozitler

Furonokinonlar | Diterpenler

Hidroksi sinamol

tiirevleri Harringtoninler | Triterpenler
Isoflavonoidler Isokuinolinler
Lignanlar Indoller
Fenoller Piirinler
Proantosiyanidler | Piridinler
Tropan
Stilbenler alkoloitleri

Taninler
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2.2 Tkincil Metabolit Bilesik Sentezi i¢in Bitki Hiicrelerinin Tutuklanmasi

Bitki kiiltirii uygulamalart ile ikincil metabolit bilesiklerin iiretilmesini gelistiren bir
faktor de hiicrelerin yapisal organizasyonu ve farklilasma diizeyidir. Bu faktoriin
Oneminin  anlasilmasi  sonucu hiicrelerin  kiiltiir ortamina tutuklanmasinda
kullanilabilecek teknikler giindeme gelmistir. Bu teknikler uzun zamandan beri
mikroorganizma ve enzim ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktaydi. Biyolojik olarak
aktif enzimlerin ya da hiicrelerin bir matriks tarafindan tutularak sivi ortama gecisinin
engellenmesi tutuklanma olarak tanimlanabilir. Bu sekilde kiiltiir ortamina sabitlenen
hiicrelerin, metabolik 6ncii molekiilleri, bir ya da daha fazla asamada biyodoniisiim
reaksiyonlart ile istenilen iiriine doniistiirmesi oldukca sik uygulanan bir yontemdir.
Brodelius vd. (1979), tarafindan tanimlanan ve Catharanthus roseus, Morinda citrifolia,
ve Digitalis lanata bitkilerinin canli hiicrelerinin, kalsiyum aljinat jel matriksi i¢inde
tutuklanmasi oldukga ilgi toplayan bir ¢alisma olmustur (Cizelge 2.4), (Ramachandra
Rao ve Ravishankar 2002).

Bitki hiicrelerinin  kiiltiir ortamina tutuklanmasi olduk¢a Onemli avantajlar
saglamaktadir. Ortama tutuklanan enzimlerin aktivitelerini kaybetmemeleri i¢in uygun
pH ve sicaklik ayarlar1 yapildiktan sonra gerekli reaksiyon bilesikleri ve kofaktorlerin
ortama eklenmesi gerekmektedir. Ortama tutuklanan enzimler genellikle tek agamali
reaksiyonlarin katalizlenmesinde gorev alirlar. Daha karmasik reaksiyonlar iceren
calismalarda bu yontemin kullanilmasi istenilen {iriinlerin elde edilmesini engelleyebilir.
Bir baska dezavantaj da enzimlerin canlilardan izolasyonlar1 esnasinda aktivitelerinin
kaybolmasi ya da azalmasi ihtimalidir. Ortama tutuklanan hiicrelerin saglayabilecegi en
Oonemli avantaj ise aktivitelerini uzun siire koruyabilmeleridir (Payne vd. 1991,

Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002).
Kiiltiir ortamina tutuklanan hiicreler de pek ¢ok yonden avantaj saglayabilirler:

a) Cok asamali reaksiyonlarin katalizlenmesinde tutuklanmis hiicreler, tutuklanmis

enzimlere oranla daha etkili olabilirler.
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b) Biyosentetik aktivitesi yliksek olan hiicrelerin segilimi,

hiicre icindeki

enzimlerin aktivitelerinin yiiksek oldugunun isaretidir ve bu hiicreler ¢ok daha

hizli bir sekilde iirlin sentezleyebileceklerinden, verimi arttirabilirler.

€) Bu teknikte kofaktorlerin kiiltiir ortamina eklenmesine gerek yoktur ¢iinkii

hiicreler bu molekiilleri kendileri tiretebilmektedirler.

d) Kiiltiir ortamma tutuklanan hiicrelerle c¢alismak, enzimlerle ¢alismaktan g¢ok
daha kolaydir.

Cizelge 2.4 Cesitli ikincil metabolitler i¢in tutuklama ¢alismalari (Ramachandra Rao ve

Ravishankar 2002’ den uyarlanmustir)

Bitki tiirii Subtrat/oncii | Uriin Tutuklama Kaynak
metodu
Biyodegisimler
Cantharanthus roseus | Kanthenamin Ajmalisin Agaroz Felix vd. (1981)
Digitalis lanata Dijitoksin Digosin Aljinat Brodelius vd. (1979)
Daucus carota Dijitoksigenin  [Periplogenin [Aljinat Jones- Veliky (1981)
Nicotiana labacum Keto esterleri Hidroksi Aljinat Naoshima - Akakabe
esterleri (1981)
Papaver somniferum | Kodein Kodein Poliiiretan kopiik | Fruya vd.
(1984) Frusaki
vd. (1983)
Mucuna pruriens L-tirozin L-LOPA Aljinat Wicherse vd.
(1983)
C'apsicum spp. Ferulik Kapsaisin, | Aljinat Johnson vd.( 1996)
asit, vanililamin |vanilin
Onciiden sentezlenenler
Cantharanthus roseus |Triptamin Ajmalisin Aljinat, agaroz Brodelius vd. (1979)
Capsicum frutescens  |izokaprik asit,  |Kapsaisin Poliiiretan kopiik Brodelius-Nilsson
valin, vaniliamin, (1983) Lindsey-
ferulik asit Yeoman (1983b)
Coffea arabica Theobromin Kafein Membran Lange vd. (1990)
De novo sentez
Capsicum frutescens Kapsaisin Poliiiretan kopiik Johnson (1993)
Cantharanthus roseus Ajmalisin  |Aljinat, agaroz Brodelius-Nilsson
(1980)
Glycine max Fenolikler Hollow fiber Presonil-Pederson
(1983)
Dioscorea dehoidea Diosgenin  [Poliiiretan kopiik Ishida (1988)
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Tiim bu nedenlerden dolay1 tutuklanmig hiicrelerin biyokatalizor olarak kullanilmasi da
giderek Onem kazanmaktadir. Bu yontemlerle iiretilmesi planlanan bilesiklerin
kesinlikle biiylime fonksiyonlar1 ile iligkili olmasi gerekmektedir. Hiicrelerin kiiltiir
ortaminda biiylimeleri, belli kimyasallar kullanilarak engellenmelidir ¢iinkii kiiltiir
ortaminda hiicrelerin uzun siireli olarak biiyiimeye devam etmesi, hiicrelerin
tutuklanmasin1 saglayan matriksin yapisina zarar vererek bozabilir. Kiiltiir ortamina
tutuklanan hiicreler, canliliklarin1 ve biyosentetik kapasitelerini yiiksek diizeylerde uzun
stire koruyabilmelidirler. Bu sayede yliksek miktarda ikincil bilesik iiretimi saglanabilir.
Ayrica hiicreler tarafindan sentezlenen bilesiklerin, hiicre i¢i ortamdan hiicre disina
gecisi de saglanmalidir. Bunun i¢in uygulanan tekniklerden bir tanesi, hiicrelerin
tutuklanmasin1  saglayan jel sisteminin hiicreler etrafinda polimerizasyonunun
saglanmasidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan kalsiyum aljinat jel matriksidir. Aljinat,
glukoronik asit ve mannuronik asitten ibaret bir polisakkarittir. Kalsiyum iyonlarinin
glukoronik asit birimleri arasinda olusturdugu kopriiler sayesinde jel oda sicakliginda
cabucak olusmakta, fosfat iyonlar1 eklendiginde ise ayrismaktadir. Ayrica agar, agaroz,
poliakrilamid ve jelatin de kullanilabilir. Alternatif olarak kullanilabilecek
matrikslerden biri de poliiiretan” dir (Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002). Cesitli
matrikslerin kullanilarak, hiicrelerin kiiltiir ortamina tutuklanmasi, hiicre fizyolojisi ve
ikincil metabolit bilesik {iretimi tizerinde 6nemli derecede etkili olmaktadir (Lindsey vd.
1983, Ramachandra Rao ve Ravishankar 2002).

Bitki hiicrelerinin tutuklanmasi teknigi ile ikincil metabolit iiretimi baslica su

avantajlar1 saglamaktadir:

1) Tutuklanmis hiicrelerde biiyiime dogal olarak sivi ortamdaki hiicrelere gore daha
yavas ger¢eklesir. Bu durum biyokiitlenin daha uzun siire alikonmasini saglayacak,
metabolit hiicrelerden salindig1 ve ortamdan kazanildig: siirece sistem stirekli olarak
caligabilecektir. Halbuki sivi hiicre kiiltiirlerinde bir siire sonra alt kiiltiir (pasaj)
yapma geregi duyulmaktadir. Burada sistemin verimli olmasi i¢in yavas biiyiiyen
veya boliinmeyen hiicrelerin ortamda alikonmasi kilit rol oynamaktadir. Ayrica
yavag biiylime, hizli biiylime i¢in gerekli olan 'birincil' metabolizmanin baskilanmasi
veya hizmet digina itilmesi anlamina da gelmektedir. Bu da ikincil metabolizmanin

On plana ¢ikmasi1 demektir (Lindsey ve Yeoman 1983).
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2) Tutuklanmis hiicrelerin  bulundugu ortamda c¢abuk ve etkin diizenlemelere
gidilebilir. Ornegin, ortama &nciil maddeler, biiyiime diizenleyicileri ve besin

maddeleri ¢abucak ve kolaylikla eklenebilir.

3) Daha ¢ok biyokiitle verimi elde edilebilir. Ayrica ortama 'geng' hiicrelerin ekimi ve

'yagli' hiicrelerin ¢gikarilmasi ile sistemin 'genglestirmesi' saglanabilir.

4) Tutuklamada hiicreler besin ortamindan matriksle ayrildigi igin salinan {iriin

kolaylikla kiiltiirden 'hasat' edilmektedir.

5) Sistemin siirekli ve kararli dogasi, olusabilecek bazi biyokimyasal degisiklikleri ve

yan liriin tepkimelerini ortadan kaldirmaktadir.

6) Biiylime ve irlin olusumu arasinda kesin bir ayirim yapilabilmektedir. Boylelikle
{iriin optimizasyonu biiyiimeyi engellememektedir. Ornegin, ikincil metabolit
iiretimini destekleyen fakat biiylimeyi baskilayan bir biiyiime diizenleyicisi ortama
verildiginde, zaten tutuklanmis ve biiylimesi yavaslamis (hatta bazen tamamen
durmus) hiicrelerde biiyiimede olumsuz etkide bulunmamakta, buna karsilik

metabolit liretiminde artisa yol agmaktadir.

7) Agregat olusumu ve mekanik hasarlara duyarlilik gibi biiyiimeye baglh olarak ortaya
¢ikan, bazi sorunlar tutuklanmis hiicreleri etkilememektedir (Sokmen ve Giirel
2002).

Aljinat \ / Hiicreler

Karisim

: Siringa

CaCl,

Sekil 2. 1 Hiicrelerin kalsiyum aljinatla tutuklanmasinin sematik sekli (S6kmen ve
Girel 2002)
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2.3 Kapsaisinoidler

Bibere aciligin1 veren maddenin ne oldugu her zaman merak konusu olmustur. 1816
yilinda Bucholtz, bibere acilik veren maddenin organik ¢oziicliler araciligl ile ayirt
edilebilecegini sdylemistir. Tresh, 1876 yilinda ac1 veren maddenin kristal yapisinda
oldugunu tespit ederek, adin1 "kapsaisin" koymustur. Hogyes, 1878 yilinda aci hissi
veren bu maddeyi biberden ayirt etmeyi basarmis ve kapsaisinin agiz ve mide salgilarini
artirdigini  kesfetmistir. 1930 yilinda, Spath ve Darling, laboratuvarda kapsaisini
sentezlemeyi basarmislardir (Morrow 1999). Kosuge ve arkadaglar1 ince tabaka
kromatografisinin (TLC) gelistirilmesi ile acilik uyarict 6zellige birbiriyle iliskili iki
komponent belirlemisler ve komponent karisimina “ kapsaisinoid” adini1 vermislerdir

(Kosuge vd. 1961, Poyrazoglu vd. 2005).

Biberin acilik karakteri baskin kalitim gostermektedir. Son zamanlarda yapilmis olan
haritalama ¢alismalar1 sonucu, 2. kromozom {izerinde oldugu belirlenen, C-lokusundaki
baskin alelin bitki hiicrelerinde kapsaisin sentezi ve birikiminden sorumlu oldugu
belirlenmistir. Ancak C-lokusunda bulunan alel sadece acilik karakterinin bitkide
bulunup bulunmayacagini belirlemekte, bitkinin acilik diizeyi ise kantitatif kalitim
gostererek, bir cok genin ve cevresel faktorlerin etkisi sonucu belirlenmektedir. Biitiin
kapsaisinoidler Cq-C;; dallanmasi gosteren yag asitlerinin ve vanililamin bilesiklerinin
asit amid tiirevleridir. Farkli kapsaisinoid bilesikleri arasindaki en Onemli farklar;
alifatik yan zincirlerinin uzunluklarinin arasindaki farkliliklar, bilesigin yapisinda ¢ift
bag olup olmamasi ve molekiilii olusturan birimlerin dallanma noktalaridir. Tiim bu
yapisal farkliliklara bagli olarak bitkinin acilik diizeyi de ¢esitlilik gosterir (Diaz vd.
2004).

Bircok kapsaisinoid bilesiginin karakteristik 06zelligi aci olmalaridir; ancak a-
hidroksikapsaisin gibi ac1 olmayan bilesikler de vardir. Bunlara ek olarak kapsinoidler
olarak tanimlanan, kapsaisinoid benzeri maddeler de aci degildirler. Kapsinoidlerin
alifatik yan zincirinin kimyasal yapist kapsaisinoidlerin yapisindaki zincir ile aymidir.
Ancak molekiillerin yapisindaki aromatik kisim vanililamin yerine alkol tiirevi bir

bilesiktir (Diaz vd. 2004).
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[lk olarak bulunan kapsaisinoid bilesikleri, kapsaisin (8-metil-trans-enoik asitin
vanililamid tiirevi), dihidrokapsaisin (8-metil-nonanoik asitin vanililamid tiirevi),
nordihidrokapsaisin 1 (9-metil-trans-7-enoik  asitin  vanililamide tirevi ve
homodihidrokapsaisin (9-metil-dekanoik asitin vanililamid tiirevi) dir. Daha sonra
birgok dogal kapsaisinoid bilesigi daha bulunmustur : homodihidrokapsaisin I,
homokapsaisin 1, oktanoik, nonanoik ve dekanoik asitlerin vanililamid tiirevleri,
bishomokapsaisin, nordihidrokapsaisin I, zukapsaisin (civamide), nonivamide ve u-
hidroksikapsaisin dir (Sekil 2.2).

Kapsaisinoidler Kapsinoidler
X X
H H3CO.
H
HO HO
R Bilegik Bilegik
/\/\/\r CHy Kapsaisin Kapsiat
CHs &
Dihidrokapsaisin Dihilrokapsiat
MCW P 3
CH3
Nordihidrokansiat

CHy Mordihidrokapsaisin
*y
/\/\)\CH

Homokapsaisin

CHs Homodihidrokapsaisin -~ ...

Homokapsaisin

Homodihidroksikapsaisin - ...

MNovinamid

/\/\/\(CH3 o Hidroksikapsasin -~
"

OH

* Acl olmayan bilesik

Sekil 2.2 Kapsaisinoid ve kapsinoidlerin yapisal dagilimlari (Diaz vd. 2004)
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Bu bilesikler arasinda kapsaisin ve dihidrokapsaisin Capsicum tiirlerinde en ¢ok
rastlanan bilesiklerdir (Govindarajan vd. 1987, Perucka ve Materska 2001, Claver vd.
2006, 2007). Kapsaisinoid bilesiklerinin bitki dokularindaki toplam miktar1 farkliliklar
gostermekte ancak kapsaisin ve dihidrokapsaisin oranlari, C. annuum tiiriinde 77-90 %
arasinda, C. frutescens tiirlinde ise 89-98 % arasinda degismektedir (Govindarajan vd.
1987).

Act tat 6zelligi, kapsaisin bilesigi ve bu bilesiklerin analoglarinin agiz ve nefes borusu
hiicrelerinde bulunan reseptorleri uyarmasi yoluyla algilanir. Besin endiistrisi
yontemleri arasinda bu Ozelligin belirlenmesi ve Ol¢iimii i¢in uzun zamandir
kullanilmakta olan teknik, Scoville Organoleptik Testidir. Bu yontem dahilinde bes
bireyden olusan bir grubun iiyeleri, 6l¢iim yapilmak istenen biber 6rneklerini tadarlar ve
ac1 tat diizeyini kaydederler. Daha sonra ornekler aci tat ozelligi kaybolana kadar
seyreltilir. Anlasilacagi gibi yontem kisilerin ac1 tadi algilama diizeyine bagh
oldugundan, goreceli sonuglar vermesi gayet dogaldir. Analitik yontemlerdeki hizli
gelisim sayesinde, bir¢ok farkli yontem tasarlanmis ve kapsaisinoid bilesiklerinin
miktarlarinin belirlenmesinde geleneksel yontemlere gore daha objektif ve giivenilir
sonuclar veren teknikler gelistirilmistir. Kapsaisinoid bilesiklerinin ayristirilmasi ve
Olciimii i¢in kullanilan Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Gaz

Kromatografisi (GC) en ¢ok tercih edilen yontemlerdir (Diaz vd.1998).

Bitki hiicrelerinde biriken kapsaisin molekiillerinin biyolojik 6nemi uzun siire tartisma
konusu olmustur. Yapilan bir ¢alismada, Tewksbury ve Nabhan (2001), kapsaisin
molekiillerinin ekolojik gorevleri oldugu yoniinde sonuclar elde etmislerdir. Giiney
Arizona’da yetisen aci biberlerin, 6zellikle bazi kuslar i¢in 6nemli besin kaynagi
olusturdugu yoniinde veriler elde etmislerdir. Laboratuvar sartlari altinda
gerceklestirilen deneyler sonucunda ise kaktiis farelerinin (Peromyscus eremycus),
Capsicum annuum tiirline ait aci biberleri yemeyi reddettigi ve onun yerine
Capsicum chacoence tiiriine ait act olmayan biberleri yemeyi tercih ettigi belirlenmistir.
Fareler ve kuslar arasindaki bu beslenme farki sindirim sistemi fizyolojisi
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Bu sonuglarda dikkat edilmesi gereken bir baska

nokta da, farelerin sindirim sisteminden gecen biber tohumlarinin ¢imlenmedigi, ancak
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kuslar tarafindan sindirilen biberlerin tohumlarinin  ¢imlenme yeteneklerini
kaybetmedigidir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore kuslar yedikleri biberlerin
tohumlarmi sindirim sistemlerinde tasiyarak bu tohumlarin farkli ortamlara dagilimini
saglamakta ve bu sekilde tasinan tohumlar, c¢imlenme, biiyiime ve gelisme
fonksiyonlarmi1 daha uygun ortamlarda saglayabilme olanagi elde etmektedir. Bazi
ortamlarda orada yetisen diger bitkilerle daha saglikli biiyiiyebilen biber tohumlari, ayni
zamanda boceklerin verdigi zararlardan da daha az etkilenmektedirler. Vaniloid
reseptorlerindeki farkliliklardan dolay1 bitki dokular1, hiicrelerinde bulunan kapsaisinoid
bilesiklerinden herhangi bir negatif etki gdrmemektedirler. Tiim bu etkenler biber
tohumlarindaki kapsaisin bilesiginin tohum dagilimma etkisini gostermekte ve bu
dagilimi saglamada memelilerin (fareler) 6nemli 6lgiide bir etkisi olmadigini; ancak

kuslarin ise aktif olarak rol oynadigini géstermektedir (Diaz vd. 2004).

2.3.1 Kapsaisinoid bilesiklerinin 6zellikleri ve kullanim alanlar:

Kapsaisinoid bilesikleri bazi 06zgilin 6zelliklerinden dolayr farmakolojik amach
uygulamalarin yani sira besin katki maddesi iiretiminde ve bocek ilact endiistrisinde
kullanilmaktadir (Diaz vd. 2004, Schweiggert vd. 2006). Kapsaisinoidlerin en belirgin
ozelligi ac1 olmalandir. Bu 06zellik, memelilerin kapsaisin ve vanilloidler olarak
tanimlanan diger bilesikleri algilama yeteneginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Kapsaisin reseptorii, Vanilloid Reseptorii-I  (VRI) yapilan arastirmalar sonucu
klonlanmistir (Caterina vd. 1997). VRI reseptor proteini, hiicrelerde segiciligi olmayan
katyon kanali gérevi yapmaktadir. Hiicre zar1 lizerinde bulunur, sicaklik ve kapsaisinoid
bilesikleri tarafindan aktive edilerek sodyum ve kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine alimim
arttirir (Jordt vd. 2003). Aciligin memeliler tarafindan bu sekilde algilanmasi bazi
durumlarda norojenik enfeksiyonlara ve inflamasyonlara neden olabilir. Ancak
kapsaisinoid bilesiklerinin analjezik ve anti-inflamator etkileri oldugu da yapilan

arastirmalar sonucu tespit edilmistir (Diaz vd. 2004).

Kapsaisin bilesiklerinin tibbi amacli kullanimini saglayan bir baska 6zelligi ise kanser

fizyolojisinde oynadiklar1 roldiir. Ancak bu rol degiskenlik géstermektedir. Clinkii baz1
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calismalardan elde edilen sonuglar kapsaisin bilesiginin kanserojen etkileri oldugu
fikrini desteklemekte, bazi calismalar ise kapsaisin bilesiginin tiimoér olusumunu
engelleyici 6zelligi oldugunu gostermektedir (Surh 2002). Kapsaisin molekiillerinin
anti-kanserojen aktivitesinin kontrollii hiicre 6liimiinii (apoptosis) uyarict etkisinden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bu aktivitenin, vanilloid reseptorleri aracilii ile
gerceklestirilemeyecegi insan kan hiicrelerinde yapilan ¢alismalar sonucu tespit
edilmistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalardan elde edilen veriler, kapsaisin
molekiillerinin hiicre 6limiinii uyarict etkisinin, genellikle kapsaisin molekiillerinin
mitokondriyel elektron tasima sistemine etkisi sonucu, oksijene duyarli molekiiller
araciligi ile gerceklestigini belirlemistir (Diaz vd. 2004). Kapsaisinin prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasii engelledigi ve prostat kanseri icin etki mekanizmalarinin

bilinmesi gerektigini belirtmislerdir (Cazenave vd. 2009).

Kapsaisinoid bilesiklerinin antioksidan etkilerinin oldugu da belirlenmistir. Biiyiik
olasilikla bu etkinin kapsaisinoid bilesiklerinin acilig ile iliskisi yoktur. Ciinkii yapilan
caligmalarda aci ve aci olmayan biberlerin ayni antioksidan etkiyi gosterebildikleri
belirlenmistir (Rosa vd. 2002, Ochi vd. 2003). Kapsaisin molekiilleri hem hiicre zari
tizerinde hem de hiicre i¢inde bulunan serbest radikalleri parcalayabilir (Kogure vd.

2002).

Ayrica kapsaisinoid bilesiklerinin tarimda kullanimina yonelik de bir¢ok caligma
yapilmistir. Kapsaisinoid bilesikleri 6nemli 6l¢iide anti-mikrobik ve anti-fungal etkilere
sahiptir (Govindarajan vd. 1987, Masood vd. 1994, Molina-Torres vd. 1999).

Ayrica kapsaisinoid bilesiklerinin bitkilerde bulunan kitinaz gibi bazi enzimlerin
aktivitelerini ve miktarini arttirarak bazi mantar zararlilarina karsi direng gelistirilmesini
sagladigi yoniinde 6nemli veriler elde edilmistir. Bitkilerin diren¢ kazanmasinda
kapsaisinoidlerin oynadigi rol, hastaliklara karsi gelistirilen direncin kapsaisinoid
miktar1 ve igerigi ile ilgili olmasina baglanabilir (Suzuki ve lwai 1984). Yapilan

caligmalarda kapsaisinoid bilesiklerinin bdceklerin zararli etkilerine karsi bir etkisi
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gozlemlenmemistir (Crombie 1999) ancak bazi alelo-kimyasal etkilerinin oldugu
belirlenmistir (Kato-Noguchi ve Tanaka 2003).

Biberin aciligindan esas olarak sorumlu olan bilesik kapsaisin, bilinen en aci
maddelerden biridir. On yedi milyonda birlik ¢6zeltisi bile, insanda ac1 hissi uyandirir.
Kimyevi agidan ¢ok gii¢lii bir alkaloid olan kapsaisin, soguga ve sicaga karsi
dayaniklidir, biberin pisirilmesi veya dondurulmasi sirasinda aktivitesini kaybetmez.
Kapsaisin asir1 miktarda alindiginda zehirleme o6zelligi olan bir maddedir. Ancak
oldiiriicti tesirinin ortaya ¢ikmasi, ¢ok yiiksek miktarda alinmasina baghdir. Bir kisinin
tilkketebilecegi biber miktari, toksik tesirin ¢ok altindadir. Kapsaisinin tahris edici
Ozelliginden yararlanilarak hazirlanan bazi spreyler, ¢esitli iilkelerde sokak ve park

hayvanlarini insanlardan uzaklastirmakta kullanilmaktadir (Morrow 1999).

Kapsaisin’in agr1 duyusuyla dogrudan iliskisi oldugunu agikliga kavusturan ¢alismalar
(Tominaga ve Julius 2000, Catarina ve Julius 2001, Erdost 2004) yapilmistir. Kapsaisin
primer senzorik noronlar araciligr ile etkili olan agr1 kesici maddeler grubunda yer
almaktadir. Bu noronlarin duyarlili§1 ortadan kaldirilarak posthepatik ndropati, diabetik
ve diger noropatik agrilarda kullanilabilirliginin saglandigi bildirilmistir (Blackwell
1990, Fusco ve Giocovazzo 1997, Yoshimura vd. 2000, Erdost 2004).

Ayrica kapsaisinin sindirim sisteminde anti-mikrobial ve anti-kanserojen etkileri
bildirilmektedir (Surh ve Lee 1996, Takahata vd. 1999, Erdost 2004). Salmonella
enteritis ile enfekte kanatlilarda diyet ile verilen kapsaisinin iyilestirici etkisi oldugu
gosterilmistir (Tellez vd. 1993). Safra taslari olusumunun Onlenmesindeki olasi
etkisinin incelenmesi amaciyla hamster ve fare i¢in hazirlanan diyetlere degisik
konsantrasyonlarda kapsaisin ilavesi yapilmistir. Arastirmada safra/kolesterol
konsantrasyonu ile kolesterol/fosfolipid orani belli donemlerde degerlendirilerek, bu
oranlarda belirgin sekilde azalma oldugunu saptamislardir. Bu durumda kapsaisin safra
tas1 olusumunu Onleyebilecek potansiyel bir ajan olarak bildirilmistir (Hussain ve
Chandrasekhara 1993).
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2.3.2 Kapsaisinoid bilesiklerinin dokularda ve hiicre icerisindeki yerlesimi

Kapsaisinoidlerin birikimi, bitkilerin tek bir organiin belirli bir gelisim seviyesinde
bulunmasi ile alakalidir. Bu organ da meyvedir. Otha (1962), yaptigi histolojik ve
histokimyasal analizler sonucu, kapsaisinoid sentezleyen organlarin biber tiirlerinde
plasentada ve meyvelerin bazi boliimlerinde bulundugunu belirlemistir (Diaz vd. 2004).
Isaretli fenil alanin molekiillerinin, kapsaisinoid bilesiklerinin yapisina katilma hizi, C.
annuum tiiriiniin farkli organlarinda yapilan analizlerle belirlenmis ve karsilagtirmalar
yaptlmistir. Sonug olarak kapsaisinoid molekiillerinde, radyoaktivitenin en yiiksek
oldugu organin plasental doku oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, kapsaisinoid
bilesiklerinin biyosentezinin plasenta icerisinde gerceklestigine isaret etmektedir. Daha
sonra yapilan bir ¢alismada Suzuki vd. (1980), plasenta dokusunun hiicresel yapisini
151k mikroskobu kullanarak incelemis ve gelisim sirasinda plasenta yapisinin epidermal
dokusunda morfolojik degisimler oldugunu gézlemlemistir. Ayrica elektron mikroskobu
kullanilarak, plasenta yapisinin epidermal dokusunda bulunan keseciklerde yogun
graniiller oldugu gozlemlenmis ve bu graniillerin daha sonra kapsaisinoid sentezinde

kullanildig1 belirlenmistir (Diaz vd. 2004).

Kapsaisinoid biyosentezi i¢in gerekli olan enzimlerin yerlesimi konusunda yapilan
caligmalarda plasenta yapisinin kapsaisinoid sentezinin gergeklestirildigi yer olduguna
isaret etmektedir. Immiino-lokalizasyon teknigi kullanilarak yag asiti sentezleyen enzim
kompleksinin (FAS) bir bileseni olan a-ketoagil sentaz (KAS), enziminin plasental

yapinin epidermal hiicrelerinde bulundugu belirlenmistir (Aluru vd. 2003).

Kapsaisinoidlerin hiicre i¢indeki yerlesiminin belirlenmesi i¢in, Fujiwake vd. 1982, aci
biber hiicrelerinin plasental yapilarindaki protoplast hiicrelerini izole ederek, Percoll
yogunluk farki santrifiigasyonu ve elektron mikroskobu analizi ile, kapsaisinoid
bilesiklerinin bitki hiicreleri i¢inde vakuollerde bulundugunu tespit etmistir. Bu
bilimadamlar1 daha sonraki ¢aligmalarinda kapsaisin ve diger kapsaisinoid bilesiklerinin
biyosentezinde kullanilan enzimlerin ve ara metabolit molekiillerin hiicre iginde

dagilimini arastirmislardir (Fujiwake vd. 1982).
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Zamski vd. (1987), kapsaisinoid sentezleyen hiicrelerde, kapsaisinoid bilesiklerinin
biyosentezini ve translokasyonunu aragtirarak, kapsaisinoidlerin hiicre icinde
endoplasmik retikulum organeli icerinde sentezlendigini ve kesecikler araciligi ile

sitoplazmaya tasindigini belirlemistir.

2.3.3 Kapsaisinoid biyosentezi

Kapsaisin, vanililamin ve 8-metil non-trans-6-enoik asit bilesiklerinin amid tiirevidir
(Bennett ve Kirby 1968). Kapsaisin biyosentez mekanizmasi 6nemli olgiide belirlenmis
ve karakterizasyonu yapilmistir. Kapsaisinoidlerin yapisinda bulunan vanililamin kismu,
sikimat arogenat metabolik yolundan elde edilen fenillalanin’den, yag asiti kismi ise
valin’ den sentezlenmektedir. Vanililamin kismimin fenilpropanoid metabolik yolu
aracilig1 ile sentezlendigi diistiniilmektedir. Bu diisiince yapilan bir ¢alismada Vanilla
planifola yapisinda bulunan vanilinin bu yolla sentezlendiginin belirlenmesi sonucu
ortaya ¢ikmis ve kabul edilmistir. Bu calismaya gore fenilalanin, fenilpropanoid
metabolik yoluna girer ve kimyasal reaksiyonlar sonucu, PAL (fenil alanin amonyum
liyaz) enzim aktivitesi ile sinnamik asite ¢evrilir. Daha sonra takip eden enzimatik
asamalar sonunda ferulik asit sentezlenir. Bir sonraki asamada fruloil-CoA olusur ve
takip eden reaksiyon sonunda da bu bilesik vaniline indirgenir. Ancak bu mekanizmaya
alternatif olarak vanilin biyosentezinin gergeklestirildigi diistiniilen farkli metabolik
yollar da Onerilmistir (Walton vd. 2003). Ancak bunlarin hicbiri bitkilerle yapilan

aragtirmalarla agikliga kavusturulamamistir (Diaz vd. 2004).

Biber tiirlerinde plasenta dokusu hiicrelerinin bazi genlerinin (Pal, Ca4h, Comt) protein
sentezi i¢in kullaniminin hiicrelerde biriken kapsaisinoid miktar1 ile dogru orantili
oldugu belirlenmistir (Curry vd. 1999). Bu sonug¢ ayn1 zamanda vanililamin bilesiginin
fenil propanoid metabolik yolu ile sentezlendigini de desteklemektedir. Her durumda
vanilinin, vanililamine doniisiimiiniin aminotransferaz enzimi tarafindan katalizlendigi
diisiiniilmektedir. Aminotransferaz enzimini kodlayan gen, yapilan arastirmalar sonucu

klonlanmis ve bu genin proteine ¢evrilme diizeyi ile kapsaisinoid sentezi arasinda
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oldukga gii¢lii bir pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir (Curry vd. 1999, Kim vd.
2001). Kapsaisin biyosentez yolu sekil 2.3” de gosterilmektedir.
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Kapsaisinoid bilesiklerinin  yapisindaki yag asitlerinin valin molekiillerinden
sentezlendigi Leete ve Louden (1968)’in isaretli kapsaisin metabolik Onciileri
kullanarak yaptig1 c¢alismalar tarafindan da desteklenmistir (Diaz vd. 2004). Bu
calismada valin-U*-C bilesiginin biber hiicrelerine aktarilmasi ile radyoaktif kapsaisin
ve dihidrokapsaisin molekiillerinin sentezlendigi gézlemlenmistir. Elde edilen bu sonug,
ayn1 zamanda kapsaisin yapisinda bulunan 10 karbonlu asit yapinin izobiitiril koenzim-
A ve 3 asetat biriminden sentezlendigi hipotezini de desteklemektedir. Agil zincirinin
uzamasi 2 Karbonlu yapilarin birbirine eklenmesi ile saglanmaktadir ve bu reaksiyon
FAS kompleksi tarafindan katalizlenmektedir. Bu kompleksi olusturan enzimleri
kodladig1 diistiniilen 3 gen yapilan arastirmalarla klonlanmistir (Curry vd. 1999, Kim
vd. 2001, Aluru vd. 2003). Bu ii¢ genin B-ketoagil sentaz (KAS), Agil tastyict protein
(ACL), ve thioesteraz (FAT) enzimlerini kodladigi belirlenmistir. Bu genlerin
ekspresyonu sadece plasenta yapisi icerisinde gerceklesmektedir ve bu genlere karsilik
gelen RNA’larin miktarlari, bitki hiicreleri igerisinde biriken kapsaisinoid miktar1 ve

bitkinin acilik diizeyi ile pozitif bir iligski géstermektedir (Aluru vd. 2003).

Bu giine kadar yapilan caligmalarda, belirlenmesi en zor olan konu kapsaisin sentaz
enziminin yer aldig1 metabolik yol dahilindeki reaksiyonlarin arastirilmasi olmustur. Bu
reaksiyonlar zincirinde kapsaisin sentaz enzimi, vanililamin ve yag asiti molekiillerinin
birlestirilmesini katalize eder. Kapsaisinoid sentezleyen enzimlerin aktivitelerinin ve
substrat Ozgiinliigiiniin belirlenebilmesi i¢in bir yontem gelistirilmis (Fujiwake vd.
1980) ve gelisen meyve hiicrelerinde ve kallus kiiltiirii hiicrelerinde enzim aktivitesi
Olgtimleri  yapilmistir.  Ancak enzim  saflastirilmasi  ve  Kkarakterizasyonu
gerceklestirilmemistir (Ochoa-Alejo ve Gomez-Peralta 1993). Yapilan bir ¢alismada,
biber hiicrelerinin agil transferaz enzimi (SB2-66)’nin cDNA klonu elde edilmis ve bu
genin kapsaisin sentaz enzimine karsilik geldigi 6nerilmistir (Kim vd. 2001). SB2-66
geninin ekspresyonu aci biberlerde kapsaisinoid bilesigi birikiminin en yiiksek diizeye
ulastig1 zamanlarda gerceklesmektedir ve tatli biber hiicrelerinde bu gen aktif degildir.
Ayrica bu gen aci biber hiicrelerinde C-lokusuna baglidir (Yoo vd. 2003). Tim bu
nedenlerden dolayr bu genin kapsaisin sentaz enzimini kodlayan gen oldugu

distiniilmektedir.
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2.3.4 Kapsaisinoid metabolizmasi

Kapsaisinoidler, sentezlendikleri metabolik yolun son iriinleridirler ve sentezlendikten
sonra herhangi bir metabolik doniisime ugramazlar (Holden vd. 1987). Ancak
kapsaisinoid bilesikleri, 6zellikle meyve gelisimi ve olgunlasmasi sirasinda bir takim
doniisiim ve yikim reaksiyonlarina ugramalar1 sonucu zarar gorebilirler. Son zamanlarda
kapsaisinoid metabolizmasinin nasil gerceklestigine yonelik yeni bilgiler elde edilmistir.
Meyve gelisiminin son agamalarinda, kapsaisinoid bilesiklerinin seker ve diger
molekiillere katilmasi sonucu, elde edilen kapsaisin miktarmin diistiigii belirlenmistir.
Konjugasyon reaksiyonlar1 sayesinde bitkiler fenolik bilesikleri metabolizma tarafindan
ihtiyag duyuluncaya kadar depolayip saklayabilirler. Ancak Capsicum annuum L.
tiiriiniin meyvelerinin analizi sonucunda az miktarda fenolik ve flavonoid bilesigin
sekerlerin yapisina katildigi ve seker yapiminda kullanildigi belirlenmistir (Winter ve
Herrmann 1986, Lorizzi vd. 2001, Materska vd. 2003). Ayrica hiicrelerdeki biitiin
vanililamin ve kapsaisinoid bilesiklerinin serbest formda oldugu belirlenmistir. Bugiine
kadar yapilan c¢aligmalar arasinda, kapsaisin molekiillerinin seker yapiminda
kullanildigint  goésteren tek c¢alisma, Calva-Calva vd. (1995) tarafindan yapilan
calismadir ve burada tam olarak karakterizasyonu yapilamamis olsa da, kapsaisin
molekiillerinin seker sentezinde kullanilabildigi gosterilmistir. Diger taraftan kapsaisin
molekiillerinin Coffea arabica hiicrelerinin kiiltiir ortamima eklendiginde seker
sentezinde kullanildig1 gozlemlenmis ancak ayni durum Capsicum annuum tiiriinde
olumsuz sonug vermistir (Kometani vd. 1993). Bu nedenle, kapsaisin glikolizasyonunun
biber hiicrelerinin fizyolojisine uygun olmadigi diisiiniilmektedir (Kirchbaum-Titze vd.
2002). Biiyiik olasilikla biber hiicrelerinde kapsaisinoidlerin oksidasyonunu saglayan
enzim ya da enzimler bulunmaktadir. Calismalardan elde edilen sonuglar bu enzimin

peroksidaz (EC.1.11.1.7) olduguna isaret etmektedir (Diaz vd. 2004).

2.3.5 Kapsaisinoid bilesiklerinin birikiminin hormonlar tarafindan diizenlenmesi

Bitkilerdeki gelisme ve bilylime olaylarinin hormonlar tarafindan diizenlendigi oldukca

iyi bilinmektedir. Meyve olgunlasmasinda rol oynayan en Onemli bitki hormonu
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etilendir. Etilenin etkilerinin aragtirilmasi i¢in yapilan calismalarda ethephon (2-
kloroetilfosforik asit) genellikle meyvelerin dis yiizeyine uygulanmaktadir. Ethephon,
etilen aciga ¢ikaran ve tarimsal uygulamalarda meyvelerin olgunlasmasinin es zamanli
gerceklestirilmesini  saglamak amaglh kullanilan bir bilesiktir. Meyvelerine diisiik
konsantrasyonlu ethephon uygulanan biber bitkilerinde, kirmiz1 renk seviyesinin ve aci
Ozelliginin arttig1 belirlenmistir (Krajayklang vd. 1999). Ancak, Perucka (1996), yaptigi
calismada ethephon uygulanan biber bitkilerinin kontrol grubundaki bitkilere gore ¢ok
daha az seviyede kapsaisinoid sentezledigini gézlemlemistir. Kapsaisinoid sentezinde
olusan bu degisikliklerin, PAL enzimi aktivitesindeki degisimlere paralel oldugu da
belirlenmistir. Ethephon bilesiginin PAL enziminin aktivitesini engelleyerek,
kapsaisinoid sentezini de engelledigi diislinlilmektedir. Calismalardan elde edilen
sonuclarin birbirini tutmamasi, etilenin kapsaisinoid sentezine etkilerinin dogru olarak
anlasilabilmesi i¢in bu konu ile ilgili daha ¢ok calisma yapilmasi gerektigine isaret

etmektedir.

Kapsaisin sentezinin ve birikiminin hormonlar tarafindan diizenlenmesi oldukca
karmasik reaksiyon zincirleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu konu ile ilgili olarak
ozellikle canli bitkilerde ve onlarin meyvelerinde calismalar yapilmasi, hormonlarin

kapsaisinoid sentezine ve birikimine etkilerinin belirlenmesi i¢in katkilar saglayacaktir.

2.3.6 Kapsaisinoid birikimi ve ¢evresel faktorler

Herhangi bir biber tiiriiniin kapsaisinoid sentezleyebilme ve biriktirme yetenegi baskin
bir karakter olup C lokusu tarafindan kontrol edilmektedir. Ancak gevresel etkenlere
bagl olarak da degiskenlik gostermektedir (Harvell ve Bosland 1997, Zewdie ve
Bosland 2000). Meyvelerin bitki iizerindeki pozisyonu ve mevsimsel degisiklikler
kapsaisinoid birikimini etkileyen 6nemli ¢evresel faktorlerdir (Estrada vd. 1999, Estrada
vd. 2002). Cesitli ¢cevresel faktorler arasinda sicaklik ve 1s1ga maruz kalma zamani en
onemli etkenler olarak belirlenmistir. Ancak su ve nem gibi bazi ¢evresel faktorler de
kapsaisinoid miktarin1 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir. Bunun nedeni de kapsaisinoid

ve diger fenilpropanoid biyosentez reaksiyonlari arasinda rekabet olmasidir. Ayrica
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topraktaki minerallerin de kapsaisinoid sentezini arttirict etkileri oldugu belirlenmistir
(Estrada vd. 1988). Bu etkinin asagida sayilan nedenlerden dolay1 olustugu

distintiilmektedir:

1. Kapsaisin bilesiginin  oksidasyonu peroksidaz enzimi aktivitesi ile
saglanmaktadir.

2. Bu enzimatik aktivitenin gergeklestirilmesi i¢in peroksidaz enziminin hiicre
icinde dogru boliimde bulunmasi gerekmektedir.

3. Peroksidaz oksidasyonu sonucu olusan iirlinler meyve hiicrelerinde

birikmektedir.

Ancak peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen oksidasyon reaksiyonlarinin yani sira,
bitki hiicrelerinde diger katabolik reaksiyon mekanizmalarinin da oldugu bilinmektedir.
Kapsaisin oksidasyonu polifenol oksidaz enzimleri tarafindan da gerceklestirilebilir.
Ayrica bitkiler disinda diger canlilarda da; hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
kapsaisin metabolizmas1 oksidasyon reaksiyonlari disinda lipaz enzimleri tarafindan
par¢alanma gibi metabolik reaksiyonlari da igerir. Bu mekanizmalarin biber tiirlerinde
de olup olmadigi heniiz tespit edilmemistir. Bu giine kadar yapilan arastirmalar
kapsaisin miktarint diizenleyen; biyosentez, konjugasyon ve katabolizma metabolik
yollarindan sadece biri iizerinde odaklanmistir. Bu nedenle her iigiiniin birlikte
calisildig bir arastirma yapilmamistir. Yontemlerin ve analitik tekniklerin gelismesi,
gelisen meyvelerin hiicrelerinde kapsaisinoid sentezi ve yikimini saglayan enzimlerin
bir arada galisilabilmesini kolaylastirmis ve bu enzimlerin aktivitelerinin hiicrelerde
bulunan serbest ve konjuge kapsaisinoid miktar1 ile iliskilendirilmesini miimkiin

kilmistir.

2.4 Kapsaisin Elde Edilmesi Ile Tlgili Doku Kiiltiirii Cahsmalar1

Lindsey vd. (1983) yaptiklar1 ¢alismada, besin igerigi yoniinden iki farkli ortam
kullanmiglardir. Bunlardan biri biiylime ortami (biitiin besin maddeleri + biiyiimeyi

diizenleyen hormonlar ) digeri ise minimum ortam (sadece bazi besinler ) dir. Minimum
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ortam igerisinde hiicre boliinmesi ve hiicre biliylimesi i¢in gerekli hormonlar ve diger
diizenleyici molekiiller olmadig1 igin biiylime engellenmistir. Bu iki farkli ortamdaki
hiicrelerin trettigi kapsaisin bes gilinliik bir siireden sonra ortamdan alinarak HPLC ile
Olctimler yapmiglardir. Biiylime ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerden elde edilen
ortalama kapsaisin miktart 1,397 +£0.136 mg k.a. ve minimum ortamda kdiltiirii yapilan
hiicrelerden elde edilen kapsaisin miktart ise 2,636 + 0.298 mg k.a. olarak
belirlemislerdir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi, hiicre boliinmesi ve biiylime gibi
birincil metabolik fonksiyonlarin, biiylik 6l¢iide engellendigi minimum ortamda bitki
hiicreleri biiyiime ortamindaki hiicrelere gore yaklasik 2 kat daha fazla kapsaisin
sentezlemiglerdir. Bu sonuglar daha 6nce elde edilen verileri destekleyici nitelikte olup,
kiiltiir bliylime hiz1 ile ikincil metabolik bilesiklerin sentezlenme hizi arasinda,

antagonistik bir bagint1 oldugunu bir kez daha gostermistir.

Lindsey ve Yeoman (1984a), siispansiyon kiiltiirii ve tutuklanmis hiicre kiiltiiri igin 8
grup hazirlamislardir. Hazirlanan kiiltiir ortamlari igerisinde kapsaisin molekiiliine yakin
benzerlikte ya da sentezde kullanilan bir metabolik oncii bilesik bulunmamaktadir. 5. ve
10. giinlerin sonunda Kkiiltiir gruplarimin yaris1 almarak ortamda biriken kapsaisin
molekiillerinin miktarlarinin  belirlenmesi i¢in analiz yapmuglardir. Bu veriler
gostermektedir ki; ortama konulan bitkilerin kuru agirligi baz alindiginda, metabolik
oncii molekiillerin yoklugunda, hem biiylimenin yavas oldugu son bes giinde, hem de
daha fazla biiyiime hizinin saptandig ilk bes giinde kiiltiir ortami igerisinde poliiiretan
ile tutuklanan hiicrelerin, siispansiyon kiiltiiriinde biiyiiyen hiicrelere oranla 3 kat daha
fazla miktarda kapsaisin sentezledigini gostermektedir. 5. ve 10. giinler arasinda biriken
kapsaisin miktarindaki artis, tutuklanmis hiicrelerin kapsaisin sentezleme hizinin daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durumun arastirilmasi ve artisin gercek nedeninin
belirlenmesi i¢in tutuklanmis hiicreler ve serbest siispansiyon Kkiiltiiri icerisindeki
hiicreler L-[U- *C] fenil alanin ile isaretlenmistir. Kiiltiir ortaminda biriken kapsaisin
kloroform kullanilarak ortamdan ¢ikarilmis ve TLC plakalar tizerinde kromatografik
analiz yapmiglardir. Elde edilen ve kapsaisin molekiiliine karsilik gelen noktalar bu
plakalar iizerinde belirlemislerdir. Radyoaktif isaretli molekiiliin hiicreler tarafindan
alinma hizi yiiksek olmasina ragmen bu hiz tutuklanmis hiicrelerde ve serbest

stispansiyon kiiltiirti igerisindeki hiicrelerde yaklasik olarak aymidir. Ancak isaretli
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molekiiliin kapsaisin sentezinde kullanilma hizi tutuklanmig hiicrelerde ¢cok daha hizl

gerceklesmistir.

Lindsey ve Yeoman (1984b), fenilalanin ve isokaprik asit gibi metabolik oncii
molekiillerin kapsaisin sentezinde kullanilmasinin iretimi (11 mg kapsaisin/1g bitki)
maksimum seviyelere tasidigini belirlemislerdir. Elde edilen bu miktar 1 g taze bitkinin
hiicrelerinin (hiicreler i¢inde %90 oraninda su oldugu varsayilarak) 1.1 mg kapsaisin
sentezleyebildigi anlamima gelmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
gostermektedir ki; 1 g bitkinin plasental doku hiicreleri 2.04 mg kapsaisini metabolik
oncii molekiiller olmadan sentezleyebilme kapasitesine sahiptir. Baska bir ¢alismada
kiiltiir ortamina 2.5mM ferulik asit eklenmesinin plasental doku hiicreleri tarafindan
kapsaisin sentezini 3.22 mg/g seviyesine ¢ikardigi belirlenmistir. Bu sonug plasental
doku hiicrelerinin, metabolik oncii molekiillerin varhiginda ¢ok daha fazla miktarlarda

kapsaisin sentezleyebildiklerini gostermektedir.

Holden vd. (1987), ikincil metabolik bilesiklerin (fenolik bilesikler ve kapsaisin),
Gliocladium deliquescens tarafindan arttirilmasinin ayni zamanda fenilalanin amonyum
liyaz aktivitesinde de artisa neden oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada kurdlan bilesigi
kiiltlir ortamma tutuklanmig hiicrelerin ortamina eklendiginde ikincil metabolik
bilesiklerin sentezini uyarici etki gostermis ve A. niger ve R. oligosporus hiicrelerinden
elde edilen bilesikler de kiiltiir ortamina eklendiginde ikincil metabolik bilesiklerin
tiretimini artirmiglardir. Bu sonuglar mikroorganizmalardan ve mantarlardan elde edilen
bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltlir ortaminda uyarici ve liretimi arttirict molekdiller olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.

Johnson vd. (1990) yaptiklar1 ¢alismada kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin
liretimi lizerine uyarma kapasitesi ve sodyum aljinatin etkilerini arastirmiglardir. Bu
calismanin sonuglarina gore kapsaisin liretimi tutuklanmis hiicrelerde kurdlan ve
ksantan kullaniominda kontrole gore sirasiyla 1,8 ile 2 kat daha fazla artmistir. Kurdlan
ve ksantan kombinasyonu daha etkilidir ve kiiltiirtin 14. giiniinde kapsaisin tiretimini 7,9

kat artirmistir. Kitosan’la muamele edilmis serbest hiicrelerde ise maksimum kapsaisin
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tiretimi 6. glinde gerceklesmistir. % 0,05 sodyum aljinat uyarimi kiiltiiriin 10. giiniinde

hiicre slispansiyonundaki hiicrelerde kapsaisinde 1,6 kat artig saglamistir.

Johnson vd. (1991), tutuklanmis hiicreler ve plasental dokularda kapsaisin tiretimi,
fungal preparasyonlarin (Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus ekstraktlart ve
sliziintiisti) ve mikrobiyal polisakkaritlerin (kurdlan) kapsaisin iiretimi {izerine etkileri
ve kapsaisin tiretimi {izerine Oncii maddelerin etkisini ¢alismislardir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglara gore kapsaisin tiretimi tutuklanmis plasental dokularda tutuklanmis
hiicrelere gore daha yiiksektir. Maksimum kapsaisin tretimi tutuklanmis plasentada
baslangi¢ giiniindeki 700 pg dan 14. giinde 1345 pg degerine ulasmistir. Kiiltiiriin besin
ortaminin yenilenmesi sonucu, 28 giinliik kiltiir hiicrelerinden 2400 png miktarinda
kapsaisin elde edilmistir. Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin iiretimi 3 pg/g dan 28.
giinde 47 nug’ a ¢ikmistir. Tutuklanmis hiicre sisteminde kapsaisin sentezinde kurdlan
daha etkili bulunmustur ve kontrol ile karsilastirldiginda sentez yaklasik iki kat
artmistir Tutuklanmis hiicreler, plasental dokulara gore kurdlan etkisine daha etkili
cevap vermislerdir. Her iki fungal tiirlin miselar ekstraklari tutuklanmis plasental

dokularda yaklasik % 25 civarinda kapsasin artigina neden olmustur.

Ramachandra Rao vd. (1996), Capsicum frutescens ve Daucus carota hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine Spirulina platensis’ den elde ettikleri fikosiyanini farkli
konsantrasyonlarda uygulamislardir. Capsicum frutescens hiicre siispansiyonunun bu
sekilde uyarimi ile kapsaisin miktar1 yaklasik olarak iki kat artmistir. Benzer sekilde

Daucus carota hiicre kiiltiirlerinde de antosiyanin miktarinda iki kat artis gozlenmistir.

Ramachandra Rao ve Ravishankar (2000), Capsicum frutescens’ in serbest siispansiyon
hiicreleri ve tutuklanmis hiicre Kkiiltiirlerini fenil propanoid ©6ncii maddeleri
protokatekuik aldehit ve kafeik asit ile muamele ederek biyodoniigim &zelliklerini
aragtirmiglardir. Disardan bu metabolik onciiler ilavesi ile protokatekuik aldehit ve
kafeik asitin vanilin ve kapsaisine biyodoniisiimii belirlenmistir. Burada énemli nokta

ise  metabolik Oncii ile besleme sonucu protokatekuik aldehitin vaniline

31



biyodoniigiimiiniin kapsaisine ¢evriminden ¢ok daha fazla olmasidir.Halbuki kafeik asit

ile muamele edilen kiiltiirlerde kapsaisin birikimi vanilin birikiminden daha fazladir.

Sudha ve Ravishankar (2002), Capsicum frutescens Mill. hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
kapsaisin {iretimi {izerine kalsiyum kanal aracilarimin etkilerini arastirmiglardir.
Kalsiyum iyonofor A23187° nin toplam kapsaisin miktarin1 1.43 kat artirdiginm
belirlemislerdir. Kalsiyum kanal modulatorleri  verapamil ve kloropromazin

uygulamalarinda ise kapsaisin tiretiminde ve biiylimede azalma belirlemislerdir.

Sudha ve Ravishankar (2003a), poliamin bilesiklerinin kapsaisin birikimine etkisini
aragtirmiglardir. Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiir ortamina
putressin uygulanmast sonucu biiylime hizinda ve kapsaisin sentezlenmesinde artis
gbozlemlenmistir. Kapsaisin miktarindaki bu artisa, kapsaisin sentaz enziminin

aktivitesinin artmasi sebep olmustur.

Sudha ve Ravishankar (2003b), iki farkli bilesik; salisilik asit (SA) ve metil jasmonat
(MeJa) ayr1 ayr1 ve birlikte Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiirlerine
uygulanmiglar ve her iki bilesigin de kiiltiir hiicrelerinde kapsaisin sentezini ve
birikimini artturdig1 belirlenmistir. Ancak bu bilesiklerden sadece biri; salisilik asit ayni
zamanda kapsaisin sentaz enziminin aktivitesini de arttirmis, metil jasmonat bilesiginin
ise enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi gézlemlenmemistir. Bu sonuglara gore
metil jasmonat bilesiginin kapsaisin miktarini arttirici etkisinin kapsaisin yikimini ya da
diger molekiillere katilimini engelleyici aktivitesinden kaynaklandigi sdylenebilir.
Hiicrelere SA uygulanmasi sonucu, etilen {iretimi engellenmis, MeJa uygulanmasi ise
etilen {iiretiminin artmasina neden olmustur. Hiicrelerin poliamin {iretimi de SA
uygulanmasi ile artmis, MeJa uygulanmasi sonucu da diismiistiir (Sudha ve Ravishankar
2003b). Poliamin ve etilen biyosentezlerinin, ortak olarak kullanilan S-adenozil
metiyonin (SAM) molekiilleri i¢in rekabet halinde olduklar1 diisiiniiliirse elde edilen

sonuglar sasirtict degildir.
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Umamaheswari ve Lalitha (2007), Capsicum annuum kallus hiicrelerinden kapsaisin
iiretiminin artirllmas1 i¢in yeni bir yontem gelistirmeye c¢alismislardir. Farkl
konsantrasyonlarda gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2,4 D ve
kinetin ilave edilmis Murashige Skoog (MS) besiyerinde kiiltiire almiglardir. Kallus
gelisimi ve plasental dokularin biiyiimesini en fazla 2 mg/l 2,4 D ve 0,5 mg/l kinetin

iceren MS besiyerinde belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma 2005-2009 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Béliimii Bitki Fizyolojisi Laboratuvarr ve Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Kimya  Miihendisligi  Bolimii ~ Biyoteknoloji ~ Arastirma  Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel materyal

Tez galismasinda kullanilacak olan biber (Capsicum annuum L.) (Kahramanmaras-Hat

187) tohumlar1 Kahramanmaras Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir.

3.1.2 Kapsaisin sentezini uyarmak i¢in kullamilan uyaricilar

Kapsaisin sentezini uyarmak igin kullanilan uyaricilar, selillaz (C9422), salisilik asit
(S7401), metil jasmonat (392707), ksantan (G1253) ve kurdlan (C7821), Sigma

(Aldrict) firmasindan temin edilmistir.

3.2 Yontem

Tohumlarin ekimi, kallus kiiltlirlerinin, hiicre slispansiyonlarinin ve uyaricilarin
uygulanmasi ile ilgili tim steril ¢alismalar Nuaire marka class Il steril kabinde
gerceklestirilmistir. Kullanilan cam ve metal malzemeler Niive marka etiivde 175 °C’
de 2 saat, besiyeri ve sivi ortamlar otoklavda 121 °C’ de 20 dk steril edilerek

kullanilmuastir.
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3.2.1 Tohumlarn yiizeysel sterilizasyonu

Calismada kullanilacak olan biber tohumlar1 ekim Oncesinde yiizeysel sterilizasyona
tabi tutulmustur. Biber tohumlar1 kapakli cam bir kavanoza konularak tizerine % 70’ lik
etil alkol ilave edilmis ve 3 dk bekletilmistir. Etil alkol steril kabinde siiziilerek, % 5,25’
lik ticari sodyum hipoklorit ilave edilmis ve 30 dakika siireyle c¢alkalayict da
calkalanarak, hipoklorit kisim uzaklastirilmistir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika steril saf
su ilave edilerek beklenmis ve siiziilmiistiir. I¢erisinde yaklasik 50’ser ml steril agarli
besi ortami1 konulan magenta kaplarinin her birinin i¢ine dis yiizeyi steril edilmis biber
tohumlarindan 9 adet yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Ekim yapilmis magentalarin kapaklari

kapatilmig ve tizerlerine stre¢ film sarilmistir (Ellialtioglu vd. 1998).

Sekil 3.1 Biber tohumlarinin steril besi ortamina ekimi

3.2.2 Tohum ¢imlendirme ortamu bilesimi ve hazirlanmasi

Biber tohumlarinin ¢imlendirilmesi igin hormonsuz Murashige ve Skoog (1962) (MS)

temel besin ortam1 kullanilmistir. Bu besiyerinin bilesimi ¢izelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1 MS temel besin ortam1 ( Murashige ve Skoog 1962 )

Bilesenler MS Ortami, mg/L

Makro bilesenler
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaC|2.2H20 440
KH,PQO, 170
MgS0O,.7H,0 370
NaFeEDTA 36,7
Mikro Bilesenler
MnSQO,2H,0 16
ZnSQ0,4.7H,0 8,6
HsBO; 6,2
Kl 0,83
Na,Mo00,.2H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Vitaminler
Myo-Inositol 100
Glycin 2
Thiamine-HCI 0,1
Nikotinik Asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5

3.2.3 Kiiltiir kosullar:

Iklim odasinda 16 saat aydmlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik diizende
magenta kaplarmin iginde steril kosullarda g¢imlendirilen tohumlardan gelisen biber
fideleri, dort haftalik inkiibasyon siiresini (Sekil 3.2) tamamladiktan sonra eksplant
kaynagi olarak kullanilmistir. Steril kabin i¢inde her bir fideden hipokotil eksplanti
kesilmistir. Oncelikle kokbogazindan kesim yapilarak kokler uzaklastirilmis, hipokotil
bolgesi yaklasik 15 mm’lik pargalara ayrilarak hipokotil eksplanti hazirlanmistir.
Hipokotil eksplantindan kallus eldesinde 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3
sakkaroz ile % 0,7 agar ilave edilmis MS besin ortami kullanilmistir. Besiyerinin pH’1
5.7’ e ayarlanmistir. Hipokotil eksplantlart MS besiyerine yatay olarak yerlestirilmistir
(Ellialtioglu vd. 1998). Hipokotil eksplantindan gelisen kallus dokular: 16 saat aydinlik
ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis fotoperiyodik diizende iki hafta siireyle
Digitech marka iklim odasinda gelistirilmistir. Gelisen kallus dokulari, magenta kutulari

igindeki 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3 sakkaroz ile % 0,7 agar ilave
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edilmis MS besin ortamina transfer edilmistir. Magenta kutularindaki kallus dokular

yine ayni fotoperiyodik diizende iklim odasinda gelistirilmistir (Sekil 3.3-3.4).

Sekil 3.2 Kahramanmaras-Hat 187 Biber tohumumun ekimden 4 hafta sonraki gelisimi

Sekil 3.3 Hipokotil eksplantindan gelisen kallus dokusunun agarli besiyerinde
gorunimu
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Sekil 3.4 Alt kiiltiirde ¢cogalan kallus dokusu

3.2.4 Hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinin olusturulmasi

Kallus olusumu igin kullanilan 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L Kinetin ve % 3 sakkaroz
ilave edilmis MS besin ortami siispansiyon kiiltiiriinde de kullanilmis, sadece ortama
agar ilavesi yapilmamistir. Kallus dokulari steril kabin igerisine yerlestirilen ve % 70’°lik
alkole batirilmis pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kagitlar1 tizerinde
tartilarak transfer edilmistir. Magenta kutular1 icerisinde gelistirilmis olan kallus
dokulari, iglerine 40’ar ml sivi besin ortami konulmus 100 ml’lik erlenlere aseptik
kosullarda her birine 2 gr olacak sekilde konulmustur. Hiicre siispansiyonlarini
bulunduran erlenmayerler 25C +2 dereceye ayarlanmis calkalayict iizerine
yerlestirilmiglerdir (Sekil 3.5). Calkalayicinin hizi 110 devir/dakika olacak sekilde
ayarlanmistir (Ellialtioglu vd. 1998).
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Sekil 3.5 Calkalayici iizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

3.2.5 Tutuklama islemleri

Tutuklama islemi i¢cin pH’ s1 2 olan % 70’lik etil alkol ile steril edilen ve peristaltik
pompa ucuna yerlestirilen steril bir pipet kullanildi (Sekil 3.6). Hiicre siispansiyon
kiiltiirleri bir ay stireyle 110 rpm’de gelistirildi. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri
filtrasyonla besiyerinden ayrildi. Tutuklama isleminde, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
yerine kallus hiicre silispansiyonlarinin olusmasi nedeniyle elde edilen hiicreler bir
baget yardimiyla uygun bir elekten gecirilerek tek tek hiicreler elde edildi. Tutuklama
isleminde 1 gr hiicre kullanildi (Johnson vd. 1991). Tutuklama islemi i¢in % 2,5’lik
10’ar ml” lik sodyum aljinat ¢6zeltisi hazirlanmistir. Sodyum aljinat igerisine 1 gr hiicre
karnigtirnlmistir. Hiicreleri igceren sodyum aljinat ¢ozeltisi peristaltik bir pompa ucuna
takilan steril bir pipet yardimiyla manyetik karistirici tizerindeki beher iginde 20 m1’lik
kalsiyum kloriir i¢erisine damlatilarak hiicreleri i¢eren 3,5-4 mm capinda boncuklar elde

edilmistir (Sekil 3.6-3.7). Ttiim bu islemler steril kabin igerisinde gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.6 Kalsiyum kloriir icerisinde tutuklanmais hiicrelerin olusumu

Sekil 3.7 MS besiyeri ortaminda tutuklanmis hiicreler
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3.3 Uyaric1 uygulamalar1 ve analiz igin 6rneklerin hazirlanmasi

Bir ay boyunca gelistirilen hiicre siispansiyon kiiltiirleri taze besiyeri ortamina
alindiktan sonra uyarici uygulamalar1 yapilmistir. Uyarici olarak seliilaz, salisilik asit,
metil jasmonat, ksantan ve kurdlan kullanilmigtir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olacak

sekilde yapilmigstir.

Steril kabin i¢inde, serbest ve tutuklanmis hiicreler ile 40’ar ml siispansiyon kiiltiirii
iceren 100 ml’ lik erlenmayerlere, steril stok c¢ozeltilerinden seyreltilerek —son
konsantrasyonlari seklinde, seliilaz (5, 10, 15 ve 30 ug/ml), salisilik asit (100, 200, 250
ve 300 uM/ml), metil jasmonat (0.04, 0.06, 0.08 ve 0.1 uM/ml), ksantan (0.1, 0.2, 0.25
ve 0.3 mg/ml) ve kurdlan (0.1, 0.2, 0.25 ve 0.3 mg/ml) uyaricilar1 steril mikropipet
yardimiyla 1 ml olarak ilave edilmistir.  Kontrol o6rnekleri igin steril saf su

kullanilmastir.

Uyaric1 uygulamalarinin ardindan yine ¢alkalayicilar iizerine yerlestirilen serbest ve
tutuklanmis siispansiyon kiiltiirleri seliilaz i¢in 24, 48 ve 72. saatte, diger uyaricilar igin
10, 12 ve 14. giin sonra hiicre ve slizlintiistiniin birbirinden ayrilmasi i¢in whatman no :2
filtre kagidi lizerinde buhner hunisi vakum pompasit yardimiyla vakumla slizme
islemine tabi tutulmus, doku ve siiziintii kisimlari birbirinden ayrilmistir. Siizme
isleminin sonunda kallus yas agirlig1 (g) olclilmiis, sliziintii kismi 100 ml’lik plastik
siselerde, kallus dokusu ise agzi kilitlenen kiigiik plastik posetlere konularak analiz

yapilincaya dek -70°C’ deki derin dondurucuda saklanmistir.

3.4 Ekstraksiyon Islemleri

3.4.1 Serbest ve tutuklanms hiicrelerden kapsaisin ekstraksiyonu

Kapsaisin ekstraksiyonu i¢in serbest hiicrelerden 0,1 g ve tutuklanmis hiicrelerden 0,2 g
alinarak 3 kez 8 ml etil asetat ile havanda ezilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika

stireyle santrifiij edilmistir ve Ustteki siipernatanlar toplanmistir (Johnson vd. 1990).
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Toplanan siipernatan bir doner buharlastirict balonuna doldurularak 55°C sicaklikta,
180 devir/dakika hizda ve diisiik basing altinda etil asetat kisim, kuruluga yakin olacak
sekilde bubarlastirilmistir. Kalan tortu 1 ml etil asetat ile ¢oziilmis ve etiketlenmis
ormek siselerine almmustir. Ornekler analiz edilinceye kadar -70°C’de derin

dondurucuda bekletilmistir.

3.4.2 Tutuklanmus hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu

Serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu i¢in 0,4 ml
sliziintli alinarak 3 kez 8 ml etil asetat ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika siireyle
santrifiij edilmis ve slipernatan alinarak bir doner buharlastirict balonuna
doldurulmustur (Johnson vd. 1990). Doéner buharlastiricida 55°C  sicaklikta, 180
devir/dakika hizda ve diisiik basing altinda etil asetat kisim kuruluga yakin olacak
sekilde buharlagincaya kadar ekstrakte edilmistir. Kalan tortu kismi1 1 ml etil asetat ile

¢oziilmiis ve ornekler analiz edilinceye kadar -70 C’de derin donducuda bekletilmistir.

3.5 Kapsaisin Analizi

HPLC cihazinda 6l¢iim yapmadan 6nce Orneklerde kapsaisin varliginin belirlenmesinde
zaman kazanmak amaciyla on c¢alisma olarak spektrofotometre de olglim ile kapsaisin

tayini yapilmistir (Ramos Palacio 1977, 1979).

3.5.1 Kapsaisin standartimn hazirlanmasi

Kapsaisin standarti olan N-Vanillynonanamide, Sigma (V-9130)’ dan temin edilmistir.
Spektrofotometrede 6l¢iim i¢in, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
etil asetat ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve
100 pg/ml’lik standart g¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltilerden 0,2 ml
alinarak {izerine 1 ml etil asetat ilave edilmistir. Spektrofotometrede 6lgiim yapmadan
once 0,1 ml % 1’lik Vanadyum oksi triklorit (VOClI3) ilave edilmistir. Renk kaybini

engellemek i¢in VOCl;3 ilave edildikten sonra 6l¢iim islemi hizli bir sekilde yapilmistir.
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Kapsaisin standartlarinin 6l¢tim islemleri spektrofotometrede 720 nm’de (Cecil 5000) 5
tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Olciim islemi sonunda elde edilen standart grafik
sekil 3.8” de goriilmektedir.
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Kapsasin konsantrasyonu(jig/ml)

Sekil 3 8 Spektrofotometrede 6l¢iim igin kapsaisin standart ile ¢izilen grafik

HPLC cihazinda 6l¢iim i¢in, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
metanol ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve
100 ug/ml’ lik standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. HPLC analizlerinden 6nce standart
cozeltiler 0,45 pm’ lik filtrelerden gecirilmistir. Olgiim islemi sonunda elde edilen
standart grafik sekil 3.9°da goriilmektedir (EK 1-EK 6)
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Sekil 3.9 HPLC yontemi i¢in kapsaisin standart1 ile ¢izilen grafik
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3.5.2 Ekstraktlardan kapsaisin analizi

Sivi ekstraktlardan spektrofotometrede 6l¢iim yapabilmek i¢in Ramos Palacio (1977 ve
1979)’un uyguladigr yontem izlenmistir. Buna gore. her bir 6rmek 0,2 ml alinarak
tizerine 1 ml etil asetat ilave edilmis ve spektrofotometrede 6l¢iim yapmadan 6nce 0,1
ml % 5’lik VOCI; ilave edilmistir. Renk kaybini engellemek igin VOCI3 ilave

edildikten sonra 6lglim islemi hizli bir sekilde yapilmustir.

3.5.3 Kapsaisin tayininde HPLC kosullar:

HPLC analizlerinden 6nce sivi ekstraktlar 0,45 um’ lik filtrelerden gegirilmistir. Analiz
islemleri Spectrasystem HPLC cihazinda gerceklestirilmistir. Kromatografi kosullari
asagidaki gibidir;

Dedektor : UV6000 LP UV

Dalga boyu :280 nm

Kolon : Luna C18 (150 mm x 4,56 mm), 5 um por ¢ap1

Akis hiz1 : 1ml/dk

Hareketli faz : % 63 Methanol+ % 37 Distile su (% 1Asetik asit)

Enjeksiyon hacmi : 10 pl

3.6 istatistiksel Analizler

Tez calismasinda biitiin deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Uzerinde durulan
ozellikler bakimindan elde edilen sonuglar, SPSS 15.0 paket programi kullanilarak
faktoriyel diizende tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi teknigi ile degerlendirilmistir.
Burada yontem faktoriiniin serbest ve tutuklanmis olmak {izere iki seviyesi,
konsantrasyon faktoriiniin kontrol ve diger dort uyarici konsantrasyonu olmak {izere bes
seviyesi, zaman faktoriiniinde seliilazda 24, 48 ve 72. saat olarak {i¢ seviyesi, diger
ozelliklerde 10, 12 ve 14. giin olmak {izere 3 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan 6l¢timler
zaman faktoriiniin seviyelerini gOstermistir. Farkli gruplarin saptanmasi Mstat paket

programmnda Duncan c¢oklu karsilastirma yontemi kullanilarak belirlenmistir
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4. BULGULAR

Capsicum annuum L. (Kahramanmaras-Hat 187) (C. annuum KM-187) fidelerinden
alinan hipokotil eksplantlarindan kallus kiiltiirleri elde edildikten sonra, serbest ve
kalsiyum aljinat ile tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda farkli uyaricilarin (seliilaz,
salisilik asit, metil jasmonat, ksantan, kurdlan) degisik konsantrasyonlarmin, degisen
zamanlarda (seliilaz icin 24, 48 ve 72. saatte, diger uyaricilar i¢in 10, 12 ve 14. giinler)
hiicre ve sliziintiillerinde biriken kapsaisin miktarlar1 incelenmis ve hiicre ve
stiziintiilerdeki kapsasin miktarlarinin toplamlar1 sonucu elde edilen toplam kapsaisin
miktar1 (Ochoa-Alejo 2005) (Ek 7) verileri istatiksel olarak faktoriyel analiz teknigi
yontemine gore karsilastirilmistir. Seliilaz igin kisa zaman periyotlarinin secilmesi bu
enzimin daha uzun zaman periyotlarinda hiicre ¢eperlerini parcalayip hiicrelere zarar

verebilmesi nedeniyledir.

4.1 Serbest ve Tutuklanmus Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin
Birikimine Seliilaz Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine seliilaz
uyaricist 5, 10, 15 ve 30 pg/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 24, 48 ve 72.
saatlerde alman serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon orneklerinde belirlenen
kapsaisin miktarlar1 cizelge 4.1-4.3’de gosterilmektedir. Varyans analizi teknigine
iliskin hesaplamalardan sonra zaman x konsantrasyon x yontem interaksiyonu istatistiki
olarak o6nemli bulunmustur (p<0,01). Farkli konsantrasyonlarda selillaz uygulanmis
serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki, serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki
ve serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki toplam kapsaisin miktarlarinin Duncan testi
sonuglar1 ilgili ortalamalarimin yaninda harfli goésterim yaklagimiyla belirtilmistir

(Cizelge 4.1-4.3).
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4.1.1 Serbest ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin birikimine seliilaz
uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde 24. saatte kapsaisin miktarlariin degisimi 41,66-154,03 ug/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Kapsaisin miktarinda en fazla degisim 30 pug/ml
selillaz uygulamasinda belirlenmistir (p<0,01). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
seliilaz konsantrasyonu arttik¢a kapsaisin miktar1 da artmaktadir. Ancak 10 pug/ml ve 15
pg/ml selillaz uyarict konsantrasyonlari arasindaki farklar istatiksel olarak onemli

bulunmamustir.

Cizelge 4.1 Farkli konsantrasyonlarda seliilaz uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187)’un serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3).

Zaman | Uygulama Kapsaisin (1g/g) t.a.
(saat) konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmig hiicre
Kontrol 41,66 + 0,61 Ad2 8159 + 120 Ael
5 ug/ml seliilaz 8754 + 2,72 Ac2 161,66 =+ 1,97 Bdl
24 10 pg/ml seliilaz 108,80 + 1,09 Bb2 24593 + 3,30 Bcl
15 pg/ml seliilaz 113,64 + 5,28 Bb2 288,84 + 4,37 Abl
30 pg/ml seliilaz 154,03 + 2,63 Aa2 32252 + 4,05 Aal
Kontrol 4577 + 0,64 Ac2 82,02 + 1,28 Ael
5 pg/ml seliilaz 57,82 + 0,84 Bc2 197,31 + 1,10 Acl
48 10 ug/ml seliilaz 138,42 + 0,53 Ab2 276,64 + 1,79 Aal
15 ng/ml seliilaz 15558 + 1,61 Aab2 24297 + 2,33 Bbl
30 pg/ml seliilaz 165,14 + 4,30 Aa2 175,50 + 1,69 Bdl
Kontrol 4484 + 0,67 Ab2 7953 + 148 Bel
5 pg/ml seliilaz 4755 + 0,80 Bb2  |191,43 + 249 Acl
72 10 pg/ml seliilaz 57,35 + 1,03 Ch2 272,84 + 3,38 Aal
15 pg/ml seliilaz 92,77 + 1,18 Ca2 215,06 + 1,84 Cbl
30 pg/ml seliilaz 85,13 + 2,69 Ba2 170,24 + 1,30 Bdl

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarinin farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilagtirilmasini  gostermektedir.

Kigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarmm Duncan testine gore
karsilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasini gostermektedir.
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Tutuklanmig hiicrelerde 24. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 81,59-322,52 ng/g t.a.
olarak bulunmustur. Kapsaisin miktarinda en fazla artis 30 pg/ml seliilaz uygulamasinda
belirlenmistir (p<0,01). Seliilaz konsantrasyonu arttik¢a kapsaisin miktar1 da
artmaktadir.  Kontrol  gruplarn  ile  karsilastirildiginda  seliilazin =~ farkl

konsantrasyonlarinin kapsaisin miktarlar1 iizerine etkisi istatiksel olarak Onemli

(p<0,01) bulunmustur.

@ Serbest hiicre

150 -
O Tutuklu hiicre

Kapsaisin konsantrasyonu (pg/g)

abocde abcde abocde

24 48 72

Saat

Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda seliilaz uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktar1 tizerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 pg/ml seliilaz , ¢: 10 pg/ml seliilaz , d: 15 pg/ml seliillaz , e: 30 ug/ml seliilaz

Seliilaz uygulamasi sonucu 24. saatte tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 ile
serbest hiicrelerdeki kapsaisin miktarlar1 karsilastirildiginda, tutuklanmis hiicrelerdeki
kapsaisin miktari, serbest hiicrelerdeki kapsaisin miktarmin yaklagik iki kat1 olarak

belirlenmistir. Aradaki bu fark istatiksel olarak da 6nemli (p<0,01) bulunmustur.

Serbest hiicrelerde 48. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 45,77- 165,14 ng/g t.a. olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1). En fazla kapsaisin birikimi 30 pg/ml seliilaz uygulamasinda
bulunmustur. Ancak bu deger 15 pg/ml selillaz uygulamasinda belirlenen kapsaisin

miktarindan istatiksel olarak O6nemli bulunmamustir. 5 pg/ml seliillaz uygulamasi
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haricinde diger uygulama konsantrasyonlarinda kontrol 6rneklerine gore daha fazla
kapsaisin birikiminin oldugu tespit edilmistir. Bu farklar istatiksel anlamda p<0,01

oraninda 6nemli bulunmustur.

Tutuklanmis hiicrelerdeki 48. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 82,02-276,64 pg/g
t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). En fazla kapsaisin miktar1 10 pg/ml seliilaz
uygulamasinda belirlenmistir  (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki farklar istatiksel olarak
onemlidir (p<0,01). Uyarict konsantrasyon artisi ile kapsaisin miktarindaki artis

arasinda bir paralellik yoktur.

Serbest hiicrelerde 72. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 44,84-92,77 ng/g t.a. olarak
belirlenmigstir (Cizelge 4.1). En yiiksek kapsaisin miktart 15 pg/ml seliilaz
uygulamasinda belirlenmistir (p<0,01).  Kontrol ile 5 ve 10 pg/ml seliilaz
konsantrasyonlar1 arasindaki farklar onemli degilken, 15 ve 30 pg/ml seliilaz

konsantrasyonunda ise kapsaisin miktarinda artma bulunmustur (p<0,01).

Tutuklanmis hiicrelerde 72. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 79,53-272,84 ug/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Tutuklanmis hiicrelerde en yiiksek kapsaisin miktari
10 pg/ml selillaz uygulamasinda belirlenmistir (p<0,01). Uyaric1 konsantrasyonlari
arasindaki farklar istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir (Cizelge 4.1).

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda degisen zamanlarda meydana gelen kapsaisin
miktarlart karsilastirildiginda ortalamalar arasi farklar istatiksel olarak 6nemli degildir.
Seliilazin 10 ve 15 pg/ml uygulama konsantrasyonunda zamanla degisen kapsaisin
miktarlar1 arasindaki farklar p<0,01 oraninda 6nemlidir. Seliilazin 30 pg/ml uygulama
konsantrasyonunda 24. ve 48. saatte kontrole gore kapsaisin miktarlar1 yaklasik 3 kat
fazla belirlenmistir. 72. saatte kapsaisin miktarinda kontrole gore yar1 yariya azalma
belirlenmistir. Bu azalma istatiksel olarak (p<0,01) 6nemli bulunmustur. Seliilazin 5
ug/ml uygulama konsantrasyonunda 48 ve 72. saatte belirlenen kapsaisin miktarlari

arasindaki fark 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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Tutuklanmis hiicrelerde kontrol gruplarinda degisen zamanlarda meydana gelen
kapsaisin miktarlart Duncan testine gore karsilastirildiginda 72. saatte kapsaisin
miktarindaki azalma 6nemli bulunmustur (p<0,01). Tutuklanmis hiicrelerde seliilazin
15 ng/ml uygulama konsantrasyonunda zamanla degisen kapsaisin miktarlar1 arasindaki
farklar istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir. Seliilazin 5-10 pg/ml uygulama
konsantrasyonunda 48 ve 72. saatte kapsaisin miktari, 24. saate gore artmistir. Bu artig
istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,01). Seliilazin 30 pg/ml uygulama konsantrasyonunda
48 ve 72. saatte kapsaisin miktar1 24, saate gore azalmistir. Bu azalma istatistiki olarak

onemlidir (p<0,01).

4.1.2 Serbest ve tutuklanmus hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin birikimine
seliilazin etkisi

Serbest hiicrelerin siiziintiisiinde 24. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 32,21-89,27
ug/g ta. olarak bulunmustur. Seliilaz uygulamasinin serbest hiicrelerin siiziintiisiine
etkisi 24. saatte incelendiginde, uyaricit konsantrasyonunun artis1 ile siizlintiiye gegen
kapsaisin miktarmin da arttigi belirlenmistir. Bu artig istatiksel anlamda p<0,01
oraninda énemlidir. En yliksek kapsaisin miktar1 en yiiksek uyaric1 konsantrasyonu olan

30 pg/ml seliillaz uygulamasinda bulunmustur (Cizelge 4.2).

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiinde 24. saatte kapsaisin miktarmin degisimi 37,29-
41,19 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Kontrol ile karsilastirildiginda
tutuklanmis hiicrelerde 24. saatte seliilaz uygulamasi sonucu siiziintiiye gegen kapsaisin
miktarinda artig bulunmustur. Bu artis istatiksel olarak énemlidir (p<0,01). Uygulanan
seliilaz konsantrasyonlarinin kapsaisin birikimine etkisi istatiksel anlamda Onemli

degildir.

Selillaz uygulamasi sonucu 24. saatte serbest hiicrelerin siiziintiisiindeki kapsaisin
miktar1  ile  tutuklanmig  hiicrelerin  siiziintiisiindeki  kapsaisin ~ miktarlar
karsilastirildiginda, serbest hiicrelerin siizlintiisiindeki kapsaisin miktar1 daha fazla
bulunmustur (p<0,01). 30 pg/ml seclilaz uygulandiginda serbest hiicrelerin
stizlintiisiinde aradaki bu fark yaklasik iki kat daha fazladir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyonlarda seliilaz uygulamalarimin, Capsicum annuum
L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerinin siiziintiilerinde kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Kapsaisin (ug/g) t.a.
Zaman | Uygulama Tutuklanmus hiicre

(saat) konsantrasyonu Serbest hiicre siiziintlisii stiziintlisi

Kontrol 32,21 + 0,82 Ae2 37,29 + 0,85 Abl

5 ng/ml seliilaz 5850 + 0,62 Adl 41,19 + 0,20 Ba2

24 10 pg/ml selillaz {6194 =+ 0,39 Acl 40,26 + 0,82 Ba2

15 ug/ml selislaz  |73,53 =+ 151 Bbl 4055 + 0,47 Ca2

30 ug/ml selillaz [{89,27 + 0,67 Aal 40,39 + 0,71 Ba2

Kontrol 33,40 =+ 0,51 Ae2 37,69 + 1,04 Adl

5 ug/ml seliilaz 4432 + 051 Bdl 4251 + 0,79 Acl

48 10 pg/ml selilaz  |{61,16 + 0,46 Abl 39,00 + 0,46 Bd2

15 pg/mlselilaz |71,19 + 120 Bcl 4854 + 2,00 Bbh2

30 ug/ml selillaz  {84,00 =+ 0,41 Bal 55,17 + 0,28 Aa2

Kontrol 3369 =+ 0,71 Ae2 36,66 + 0,17 Adl

5 ug/ml seliilaz 3722 + 0,47 Cdl 39,22 + 0,01 Bcl

72 10 ug/ml selislaz  [52,09 =+ 125 Bcl 4392 + 0,17 Ab2

15 pg/ml seliilaz 76,35 + 1,23 Abl 55,99 + 0,45 Aa2?

30 ug/ml selilaz [91,27 + 153 Aal 4242 + 0,36 Bb2

Biiyik harfler : Dikey siitunda aymi uyarici Konsantrasyonlarimin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarici konsantrasyonlarinin Duncan testine goére
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasini gostermektedir.

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde 48. saatte kapsaisin miktarmin degisimi 33,40-84,00
ng/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Seliilaz uygulamasi sonucu siiziintiiye
gecen en yiiksek kapsaisin miktar1 30 pg/ml uyarim konsantrasyonunda belirlenmistir.
Serbest hiicrelerin 48. saatteki sliziintiilerindeki kapsaisin miktarlar1 konsantrasyon
artisgina paralel olarak artmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Bu artis istatiksel olarak
Oonemlidir (p<0,01).
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda seliilaz uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktar1 {izerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 pg/ml seliilaz , ¢: 10 pg/ml seliilaz, d: 15 pg/ml seliilaz , e: 30 pg/ml seliilaz

Tutuklanmig hiicrelerin siiziintiilerinde 48. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 37,69-
55,17 ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Seliilaz uygulamasi sonucu siiziintiiye
gecen en yiiksek kapsaisin miktar1 30 pg/ml uyarim konsantrasyonunda belirlenmistir.
Bu artig istatiksel olarak p<0,01 oraninda énemlidir. Kontrol uygulamasinda belirlenen
kapsaisin miktar1 ile 10 pg/ml seliilaz konsantrasyonunda belirlenen kapsaisin miktari

arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir.

Kontrol 6rneklerindeki kapsaisin miktarlar1 karsilastirildiginda 48. saatte tutuklanmis
hiicrelerin siiziintiisiindeki kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerin siiziintlisiinden daha
fazla bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Seliilaz uygulamasi1 sonucu 48. saatte serbest
hiicrelerin siizlintiisiindeki kapsaisin miktari ile tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiindeki

kapsaisin miktarlar1 karsilastirildiginda, serbest hiicrelerin siiziintiisiindeki kapsaisin

miktar1 daha fazla bulunmustur (p<0,01).

Serbest hiicrelerin siiziintiilerindeki 72. saatte kapsaisin miktarlarinin degisimi, 33,69-

91,27 ng/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Bu zaman periyodunda en fazla
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kapsaisin 30 pg/ml seliilaz uygulamasinda, en az ise kontrol grubunda bulunmustur. 72.
saatte uyarict konsantrasyonlariin kapsaisin miktar1 iizerine etkisi istatiksel olarak

onemli (p<0,01) bulunmustur.

Tutuklanmig hiicrelerin siiziintlisiinde 72. saatte kapsaisin miktarinin degisimi 33,66-
55,99 ng/g t.a. olarak bulunmustur. Tutuklanmis hiicrelerin siiziintlisiinde en fazla
kapsaisin miktar1 15 pg/ml seliillaz uygulamasinda bulunmustur. Bu artis istatiksel
olarak dnemlidir (p<0,01). Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiinde uygulanan tiim seliilaz
konsantrasyonlarinda kapsaisin miktar1 kontrole gore daha fazladir. Seliilazin 10 ve 30
ug/mlI’lik uygulama konsantrasyonlari arasindaki farklar istatistiki olarak Onemli
degildir.

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde kontrol gruplarinda degisen zamanlarda meydana
gelen kapsaisin miktarlari karsilastirildiginda ortalamalar arasi farklar istatiksel olarak
onemli degildir. Serbest hiicrelerin siiziintiisinde 5 pg/ml seliilaz uygulamasinda
zamanla degisen kapsaisin miktarlar1 arasindaki farklar istatiksel anlamda p<0,01
oraninda onemlidir. Seliilazin 10 pg/ml uyarict konsantrasyonunda 72. saatte serbest
hiicrelerde siiziintiiye ge¢en kapsaisin miktar1 24 ve 48. saate gore azalmistir (Cizelge
4.2, Sekil 4.2). Bu azalma istatiksel anlamda p<0,01 oraninda dnemlidir. Seliilazin 15
ug/ml uyarici konsantrasyonunda 72. saatte serbest hiicrelerde siiziintiiye gecen
kapsaisin miktar1 24 ve 48. saate gore artmistir (p<0,01). Uyarimin 48. saatinde 30
ug/ml uyarict konsantrasyonunda kapsaisin miktari, 24 ve 72. saatte belirlenen miktara

gore daha az bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Serbest hiicrelerin  siizlintiilerindeki  kapsaisin  miktar1  tutuklanmig hiicrelerin
stiziintlilerindeki kapsaisin miktarindan daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2). Bu
farklilik istatiksel acidanda Onemli (p<0,01) bulunmustur. Serbest hiicrelerin ve
tutuklanmis hiicrelerin sliziintiilerinin kontrol O6rneklerindeki kapsaisin miktarlar
karsilastirildiginda tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki kapsaisin miktarlar1 daha

yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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4.1.3 Serbest ve tutuklanms hiicrelerde toplam kapsaisin birikimine seliilazin
etkisi

Serbest hiicrelerde 24. saatte seliilaz uygulamalarinda toplam kapsaisin miktarinin
degisimi 73,87-243,30 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Kontrol uygulamasi
ile kullanilan seliilaz uyaric1 konsantrasyonlari arasindaki farklar istatiksel olarak
p<0,01 oraninda 6nemlidir. serbest hiicrelerde 24. saatte 10 pg/ml ve 15 pg/ml seliilaz
uygulama konsantrasyonlarinda belirlenen toplam kapsaisin miktarlar1 arasindaki

farklar onemli bulunmamistir (p<0,01).

Cizelge 4.3 Farkli konsantrasyonlarda selillaz uygulamalarimin, Capsicum annuum
L.(KM-187) serbest ve tutuklanmig hiicrelerde toplam kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman | Uygulama Toplam kapsaisin (ug/g) t.a.
(saat) konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmus hiicre
Kontrol 73,87 + 0,21 Ad2 118,88 + 0,37 Ael
5 pg/ml seliilaz 146,04 + 2,11 Ac? 202,84 + 2,12 Bdl
24 10 pg/ml seliilaz 170,74 £+ 0,71 Bb2 286,18 + 3,22 Bcl
15 pg/ml seliilaz 187,18 + 5,16 Bb2 329,39 + 4,07 Abl
30 pg/ml seliilaz 24330 + 3,19 Aa2 362,91 + 454 Aal
Kontrol 79,17 + 1,16 Ae? 119,71 + 1,85 Adl
5 ug/ml seliilaz 102,14 + 0,77 Bd2 239,81 + 1,83 Acl
48 10 ug/ml seliilaz 19958 <+ 0,60 Ac? 315,64 + 2,25 Aal
15 pg/ml seliilaz 226,77 + 1,78 Ab2 29151 + 051 Bbl
30 pg/ml seliilaz 249,14 + 394 Aal 250,67 + 1,70 Bcl
Kontrol 78,53 + 1,22 Ac2 116,19 + 1,63 Ael
5 pg/ml seliilaz 84,77 + 0,87 Bc2 23066 + 250 Acl
72 10 pg/ml seliilaz 109,44 + 2,08 Ch2 316,76 + 3,31 Aal
15 pg/ml seliilaz 169,12 + 154 Ba2 271,05 + 2,15 Cbhl
30 ug/ml seliilaz 176,40 =+ 4,21 Ba2 212,66 + 1,00 Bdl
Biiyiik harfler : Dikey siitunda aymi uyarict Konsantrasyonlarmin farkli zamanlarda Duncan testine gore

karsilastirilmasini  gostermektedir.

Kigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarmimn Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini gostermektedir.
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Tutuklanmuis hiicrelerde 24. saatte toplam kapsaisin miktarindaki degisim 118,88-362,91
ug/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Toplam tutuklanmig hiicrelerde 24. saatte
seliilaz uyaric1 konsantrasyonlar1 arasindaki farklar istatiksel olarak énemlidir (p<0,01).
En fala kapsaisin miktar1 30 pg/ml selilaz uygulamasinda belirlenmigtir (EK 8).
Tutuklanmig hiicrelerdeki toplam kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerdeki kapsaisin
miktarindan fazladir. Ozellikle 15 pg/ml seliilaz uygulamasinda kapsaisin miktari

serbest hiicrelerde 187,18 ug/g t.a. iken tutuklanmis hiicrelerde 329,39 ug/g t.a. olarak

bulunmustur.

Serbest hiicrelerde uyarimin 48. saatinde toplam kapsaisin miktarmin degisimi 79,17-
249,14 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Seliilaz uyarici konsantrasyonlari
arasindaki farklar istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Uyaric1 konsantrasyon

artisina paralel olarak kapsaisin miktar1 da artmaktadir.

150 + corhac
B Toplam serbest
hiicre

Kapsaisin konsantrasyonu (jg/g)
(5]
(=]
=]

0 Toplam tutukdu
Iicre

abcde abcde abc de
k)

24 48 2

Saat

Sekil 4. 3 Farkli konsantrasyonlarda seliillaz uygulamalarimin farkli zamanlarda serbest
ve tutuklanmig hiicrelerde toplam kapsaisin miktar tizerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 ng/ml seliilaz , c: 10 pg/ml seliilaz, d: 15 pg/ml seliilaz, e: 30 pg/ml seliilaz

Tutuklanmis hiicrelerde 48. saatte toplam kapsaisin miktarmin degisimi 119,71-315,64
ng/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Tutuklanmis hiicrelerde uyarimin 48.
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saatinde en fazla toplam kapsaisin birikimi 10 pg/ml selillaz uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3). Bu artis istatiksel anlamda p<0,01 oraninda
onemlidir. 5 pg/ml ile 30 pug/ml selillaz uygulama konsantrasyonlarinin kapsaisin

birikimi tizerine etkisi istatiksel olarak 6nemli degildir.

Serbest hiicrelerde selillaz uygulanan 72. saatteki Orneklerde toplam kapsaisin
miktarinin degisimi  78,53-176,40 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Bu
hiicrelerde kontrol uygulamasi ile 5 pg/ml seliilaz uygulama konsantrasyonu arasindaki
farklar istatiksel olarak onemli degildir. Kapsaisin miktarinda en fazla artig 30 pg/ml
seliilaz konsantrasyonunda belirlenmistir. Elde edilen bu miktar ile 15 pg/ml seliilaz

konsantrasyonunda elde edilen miktar arasinda istatiksel olarak fark yoktur (p<0,01).

Tutuklanmus hiicrelerde 72. saatte toplam kapsaisin miktarindaki degisim 116,19-316,76
ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Kapsaisin miktarinda en fazla artig 10 pg/ml
seliilaz konsantrasyonunda belirlenmistir. Toplam tutuklanmis hiicrelerde 72. saatte
kontrol uygulamasi ile uyarici konsantrasyonlarinin kapsaisin miktar1 iizerine etkisi

istatiksel olarak onemlidir (p<0,01).

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda degisen zamanlarda meydana gelen toplam
kapsaisin miktar1 Duncan testine gore karsilastirildiginda ortalamalar arasi farklar
istatiksel olarak onemli degildir. Selillazin 5 pg/ml uygulama konsantrasyonunda 24.
saatte belirlenen kapsaisin miktar1 48. ve 72. saatte azalmaktadir (Cizelge 4.3, Sekil
4.3). serbest hiicrelerde 10 pg/ml seliillaz konsantrasyonunda zamanla degisen toplam
kapsaisin miktarlar1 arasindaki farklar istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir.
Seliilazin 15 pg/ml uyarict konsantrasyonunda 24. ve 72. saatte belirlenen kapsaisin
miktarlar1 arasindaki fark dnemsizken 48. saatteki kapsaisin miktarindaki artis bu iki
zaman siiresine gore istatiksel olarak énemlidir (p<0,01). Seliilazin 30 pg/ml uygulama
konsantrasyonunda 24. ve 48. saatte belirlenen kapsaisin miktar1 72. saatte azalmaktadir
(p<0,01).
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Tutuklanmig hiicrelerde kontrol gruplarinda degisen zamanlarda meydana gelen toplam
kapsaisin miktar1 istatiksel olarak karsilastirildiginda ortalamalar arasi farklar istatiksel
olarak 6nemli degildir. Tutuklanmis hiicrelerde 24. saatte 5 pg/ml ve 10 pg/ml seliilaz
uygulamalarinda toplam kapsaisin birikimi artmaktadir. Bu uygulama konsantrasyonlar1
24. saate gore karsilastirildiginda 48. ve 72. saatte daha fazla kapsaisin birikimine neden
olmustur (p<0,01). Selillazin 15 pg/ml uygulama konsantrasyonunda zamanla degisen
kapsaisin miktarlar1 p<0,01 oraninda istatiktiki olarak énemlidir. Uyarim siiresi arttik¢a
kapsaisin miktar1 da azalmaktadir. Seliilazin 30 pg/ml konsantrasyonunda uyarim
zamaninin artmastyla kapsaisin miktar1 azalmaktadir. Bu azalma p<0,01 oraninda

istatiksel olarak onemlidir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Toplam kapsaisin miktarlar1 agisindan seliilaz uygulamasi tutuklanmis hiicrelerde 24.
saatte daha etkili olmustur. Tutuklanmis hiicrelerde en fazla kapsaisin miktar1 30 pg/ml

seliilaz uygulamasinda 24. saatte belirlenmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.3).

4.2 Serbest ve Tutuklanmus Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin
Birikimine Salisilik Asit Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine salisilik
asit, 100, 200, 250 ve 300 puM/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 10., 12. ve 14.
giinlerde alinan serbest ve tutuklanmig hiicre siispansiyon orneklerinde belirlenen
kapsaisin miktarlar1 ¢izelge 4.4-4.6’da gosterilmektedir. Varyans analizi teknigine
iligskin hesaplamalardan sonra zaman x konsantrasyon x yontem interaksiyonu istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Farkli konsantrasyonlarda salilisik asit uygulanmis
serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki, serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki
ve serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki toplam kapsaisin miktarlarinin Duncan testi
sonuclar ilgili ortalamalarinin yaninda harfli gosterim yaklasimiyla belirtilmistir

(Cizelge 4.4-4.7).
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4.2.1 Serbest ve tutuklanmms hiicrelerde kapsaisin birikimine salisilik asit
uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 34,96-51,98 ug/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Salisilik asidin 100, 200 ve 250 uM/ml uyarici
konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin miktarlar1 arasindaki fark istatiksel olarak
onemli degildir (p<0,01). 300 uM/ml salisilik uygulamasinda belirlenen kapsaisin
miktar1 ile kontrol orneklerindeki kapsaisin miktar1 arasindaki fark istatiksel olarak

onemli bulunmamustir.

Cizelge 4.4 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187)’ un serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman Uygulama Kapsaisin (pg/g) t.a. t.a.
(gilin) Konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmis hiicre
Kontrol 3496 + 1,11 Ab2 67,49 + 0,42 Abl
100 pM/ml salisilik asit 149,54 + 2,91 Aa2 89,14 + 193 Bal
10 200 pM/ml salisilik asit |51,98 + 0,40 Ca2 65,02 + 3,08 Cbhl
250 pM/ml salisilik asit |48,32 = 1,05 Ca2 62,11 + 3,38 Cbhl
300 uM/ml salisilik asit |40,45 + 0,77 Bb2 52,28 + 1,20 Ccl
Kontrol 37,15 + 1,05 Ad2 68,50 + 1,72 Adl
100 pM/ml salisilik asit 149,40 + 163 Ac2 59,80 + 1,19 Cel
12 200 pM/ml salisilik asit | 76,98 + 2,13 Aal 82,02 + 2,33 Bcl
250 uM/ml salisilik asit |57,69 + 2,65 Bb2 126,73 + 5,73 Aal
300 uM/ml salisilik asit | 39,47 + 2,09 Bd2 92,30 + 2,85 Abl
Kontrol 38,38 + 153 Ad2 71,10 =+ 052 Abl
100 uM/ml salisilik asit {36,50 + 1,56 Bd2 9550 + 1,28 Aal
14 200 uM/ml salisilik asit [67,50 + 1,73 Bb2 97,75 + 146 Aal
250 pM/ml salisilik asit |84,18 + 1,84 Aa2 96,04 + 1,46 Bal
300 uM/ml salisilik asit |57,21 + 3,51 Ac2 7402 + 2,77 Bbl
Biiyiik harfler : Dikey siitunda aymi uyarict konsantrasyonlarmin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilagtirilmasini  gostermektedir.
Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
kargilastirilmasimi  gostermektedir.
Rakamlar ~ : Yatay siitunda yontemlerin (serbest, tutuklanmig) Duncan testine gére  karsilastirilmasini

gostermektedir.
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Tutuklanmisg hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 52,28-89,14 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Tutuklanmis hiicrelerde uyarimin 10. giiniindeki
kapsaisin miktarlar1 100 uM/ml salisilik asit uygulamasinda kontrole gore artmistir.
Salisilik asidin 300 puM/ml uygulama konsantrasyonunda kontrole gore kapsaisin
miktarinda en fazla azalma olmustur. Bu azalma istatiksel anlamda p<0,01 oraninda
onemlidir. Uygulanan diger uyarici konsantrasyonlarinda (200 ve 250uM/ml) kapsaisin

miktarlarinda kontrole gore azalmalar 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Uyarimin 10. gilinlinde tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerdeki
kapsaisin miktarindan daha fazla bulunmustur. Yontemler arasindaki bu fark istatiksel

olarak p<0,01 oraninda 6nemlidir.

Serbest hiicrelerde 12. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 37,15-76,98 pg/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4.). Serbest hiicrelerde 12. giinde en fazla kapsaisin
miktari, 200 pM/ml salisilik asit uygulamasinda bulunmustur. Bu artis p<0,01 oraninda
onemlidir. Uyarimm 12. giiniinde 200 pM/ml salisilik asit uygulamasina kadar
kapsaisin miktarindaki artis uyarici konsantrasyonu ile paralel artmaktadir. Serbest
hiicrelerde salisilik asidin 300 uM/ml’lik uyarim konsantrasyonunda kapsaisin
miktarinda kontrole gore ¢ok az bir artma s6z konusudur. Bu artis istatiksel acidan

onemli bulunmamistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Tutuklanmig hiicrelerde 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 68,50-126,73 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Kapsaisin miktarindaki en fazla artig 250 uM/ml
salisilik asit uygulamasinda bulunmustur. 100 puM/ml salisilik asit uygulamasinda
kapsaisin miktar1 kontrole gore azalmistir. Uygulanan diger salisilik asit
konsantrasyonlar1 kontrole gore daha fazla kapsaisin birikimine neden olmustur.
Kontrol ile karsilastirildiginda uyarict konsantrasyonlarinin kapsaisin birikimi iizerine

etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarmin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 tizerine etkisi

a:Kontrol, b: 100 pM/ml salisilik asit, c: 200 pM/ml salisilik asit, d: 250 pM/ml salisilik asit, e: 300
pM/ml salisilik asit

Salisilik asit uygulamasmin 12. giiniinde tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktari
serbest hiicrelerdeki kapsaisin miktarindan daha fazla bulunmustur. Yontemler
arasindaki bu fark istatiksel olarak p<0,01 oraninda Onemlidir. Ancak tutuklanmig
hiicrelerde 200 pM/ml salisilik asit uygulamasinda belirlenen kapsaisin miktart ile

serbest hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktar1 arasinda istatiksel olarak fark onemli

bulunmamastir.

Salisilik asit uygulamasinda serbest hiicrelerde 14. giinde kapsaisin miktarmin degisimi
38,38-84,18 ng/g t.a. olarak degismektedir (Cizelge 4.4). Salisilik asit uygulamasinda
14. glinde serbest hiicrelerde kapsaisin miktarinda en fazla degisim 250 uM/ml salisilik
asit uygulamasinda belirlenmistir. Bu degisim istatiksel olarak o6nemli (p<0,01)
bulunmusgtur. 14. ginde 250 pM/ml salisilik asit uygulamasina kadar olan
konsantrasyon artisi  serbest hiicrelerde kapsaisin - miktarii1  artirmistir.  Bu
konsantrasyondan sonra 300 uM/ml salisilik asit uygulamasinda kapsaisin miktar

azalmaktadir, fakat bu konsantrasyonda kontrole gore bir artis belirlenmistir (Cizelge

4.4, Sekil 4.4).
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Tutuklanmig hiicrelerde 14. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 71,10-97,75 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4.). Kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda 100, 200
ve 250 puM/ml uygulama konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin miktarlari
arasindaki farklar istatiksel olarak onemli (p<0,01) bulunmusken, 300 uM/ml uygulama

konsantrasyonunda ise 6nemli bulunmamustir.

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda zamanla degisen kapsaisin miktarlar1 arasindaki
farklar istatistiki olarak onemli degildir. Salisilik asitin 100 puM/ml uygulama
konsantrasyonunda zamanla kapsaisin miktar1 azalmistir. Bu azalma 14. giinde istatiksel
olarak 6nemlidir (p<0,01). Salisilik asitin 250 uM/ml uygulama konsantrasyonunda
zamanla kapsaisin miktart artmistir (p<0,01). Salisilik asidin 200 pM/ml uygulama
konsantrasyonunda 48. saatte artan kapsaisin miktar1 72. saatte azalmistir. Zamanla
degisen kapsaisin miktarlar arasindaki farklar p<0,01 oraninda 6nemlidir. 300 uM/ml
uygulama konsantrasyonunda 10. ve 12. giinde kapsaisin birikimi benzerken 14. giinde

kapsaisin miktar1 artmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Tutuklanmis hiicrelerde kontrol gruplarinda zamanla degisen kapsaisin miktarlar
arasindaki farklar onemli bulunmamigtir. 100 uM/ml salisilik asit konsantrasyonunda
12. giinde azalan kapsaisin miktar1 14. giinde tekrar artmaktadir. Salisilik asitin 200
uM/ml konsantrasyonunda uyarim siiresinin artisina paralel olarak kapsaisin miktar1 da
artmaktadir (p<0,01). Tutuklanmis hiicrelerde 250 ve 300 uM/ml salisilik asit
konsantrasyonunda 12. giinde artan kapsaisin birikimi 14. giinde azalmaktadir (Cizelge
4.4, Sekil 4.4).

4.2.2 Serbest ve tutuklanmus hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin birikimine
salisilik asit uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde uyarimin 10. giiniinde kapsaisin miktarinin degisimi
14,97-37,85 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Serbest hiicrelerin siiziintlisiinde
10. giinde en fazla kapsaisin miktar1 100 pM/ml salisilik asit uygulamasinda
belirlenmistir. Uygulanan tiim salisilik asit konsantrasyonlarinda siiziintiiye gecen

kapsaisin miktar1 kontrole gore daha fazla bulunmustur. Salisilik asitin 100 pM/ml
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uygulama konsantrasyonunda kapsaisin miktarinda ani bir artig belirlenirken uyarici
konsantrasyonunun artis1 ile 200 ve 250 uM/ml uygulama konsantrasyonlarinda
kapsaisin miktar1 azalmis fakat 300 uM/ml uygulama konsantrasyonunda tekrar

kapsaisin miktarinda artig belirlenmistir.

Cizelge 4.5 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187)’un serbest ve tutuklanmig hiicrelerinin siiziintiilerinde
kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Kapsaisin (ug/g) t.a.
Uygulama Tutuklanmus hiicre
Zaman (giin) | Konsantrasyonu Serbest hiicre siiziintii | siiziintii
Kontrol 1497 + 0,33 Bdl |11,83 + 0,25 Cd2
100 uM/ml salisilik asit 37,85 + 153 Aal [20,68 + 051 Ab2
10 200 uM/ml salisilik asit | 20,07 + 0,45 Bc2 [29,89 + 0,44 Aal
250 uM/ml salisilik asit 19,32 + 0,40 Acl [17,85 + 0,35 Ccl
300 uM/ml salisilik asit  |27,08 + 0,32 Abl |16,75 + 0,45 Cc2
Kontrol 1580 + 0,64 Bdl |13,66 + 0,31 Bc2
100 uM/ml salisilik asit | 32,70 + 0,68 Bal [13,96 + 0,05 Cc2
12 200 uM/ml salisilik asit | 20,04 + 0,98 Bbl |19,04 + 0,57 Bbl
250 uM/ml salisilik asit 19,40 + 0,86 Abc2|26,81 + 0,18 Aal
300 uM/ml salisilik asit  |17,83 + 0,24 Cc2 |28,03 + 0,27 Bal
Kontrol 18,68 + 0,88 Adl |1851 + 0,33 Abl
100 uM/ml salisilik asit |27,70 + 0,56 Cal [16,80 + 0,44 Bc2
14 200 uM/ml salisilik asit | 25,52 + 0,76 Abl |19,28 + 0,43 Bb2
250 uM/ml salisilik asit  |20,59 + 0,28 Ac2 [21,35 + 0,37 Bal
300 uM/ml salisilik asit {21,52 + 0,48 Bc2 |19,17 + 0,24 Abl

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarict konsantrasyonlarinin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
kargilastirilmasimi gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasint gostermektedir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 10. glinde kapsaisin miktarinin degisimi 11,83-
29,89 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Tutuklanmis hiicrelerin siizlintlisiinde
en fazla kapsaisin miktar1 200 uM/ml salisilik asit uygulamasinda belirlenmistir
(p<0,01). Serbest hiicrelerin kontrollerinde siiziintiiye gecen Kkapsaisin miktari
tutuklanmis hiicrelerdekinden daha fazla bulunmustur. Tutuklama islemi uyarimin 10.

giindeki Orneklerin siiziintiilerinde sadece 200 pM/ml salisilik asit uygulamasinda
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serbest hiicrelere gore kapsaisin miktarinin artmasinda etkili olmustur (Cizelge 4.5,

Sekil 4.5).

Salisilik asit ile uyarimin 10 giiniinde serbest hiicrelerin siiziintiilerindeki kontrol
orneklerinde kapsaisin miktari, tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki kapsaisin
miktarindan daha fazla bulunmustur. Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde salisilik asidin
100 ve 300 uM/ml uygulama konsantrasyonunda belirlenen kapsaisin birikimi ayni
konsantrasyondaki tutuklanmis hiicrelerin  siizlintiilerinde belirlenen kapsaisin
birikiminden daha fazla bulunmustur. 200 uM/ml salisilik asit uygulama

konsantrasyonunda tutuklama islemi serbest hiicrelere gore kapsaisin birikimi iizerine

daha etkili olmustur (p<0,01).
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Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktari

uzerine etkisi

a :Kontrol, b: 100 uM/ml salisilik asit, c: 200 uM/ml salisilik asit, d: 250 uM/ml salisilik asit, e: 300
pM/ml salisilik asit

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 13,66-
26,81 pg/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.5). Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 12.

giinde en fazla kapsaisin miktar1 en yiiksek uyarici konsantrasyonu olan 300 uM/ml
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salisilik asit uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Kapsaisin
miktarindaki bu artis 250 pM/ml salisilik asit uygulamasinda belirlenen kapsaisin
miktarindan istatiksel olarak Onemli bulunmamistir. Tutuklanmis hiicrelerin
stiziintiilerinde salisilik asitin 100 pM/ml konsantrasyonunda belirlenen kapsaisin

miktar1 kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bulunmamistir (p<0,01).

Salisilik asit ile uyarimin 12 giiniinde serbest hiicrelerin siiziintiilerindeki kontrol
orneklerinde kapsaisin miktari, tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki kapsaisin
miktarindan daha fazla bulunmustur. Serbest hiicrelerin siizlintiilerinde salisilik asidin
100 ve 200 uM/ml uygulama konsantrasyonunda belirlenen kapsaisin birikimi ayni
konsantrasyondaki tutuklanmig hiicrelerin siiziintiilerinde belirlenen  kapsaisin
birikiminden daha fazla bulunmustur . 250 ve 300 uM/ml salisilik asit uygulama
konsantrasyonunda, tutuklama islemi serbest hiicrelere gore kapsaisin birikimi tizerine

daha etkili olmustur (p<0,01).

Salisilik asit ile uyarimin 14. giiniinde kapsaisin miktarinin degisimi 18,68-27,70 ug/g
t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde en fazla
kapsaisin miktar1t 100 pM/ml salisilik asit uyarici konsantrasyonunda bulunmustur.
Kontrol ile karsilastirildiginda uyarici konsantrasyonlari arasindaki farklar istatiksel

anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 14. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 16,80-
21,35 pg/g ta. arasindadir. Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 14. giinde ise en
fazla kapsaisin miktar1 yine en yiiksek uyarict konsantrasyonu olan 250 pM/ml salisilik
asit uygulamasinda belirlenmistir  (Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Kontrol ile
karsilastirildiginda 200 uM/ml ve 300 uM/ml salisilik asit uyarict konsantrasyonlari
arasindaki farklar 6nemli degildir. Salisilik asidin 100 pM/ml uygulamasinda kapsaisin
miktar1 kontrole gore azalirken 250 uM/ml salisilik asit uygulamasinda ise artmigtir. Bu

azalma ve artislar istatiksel olarak p<0,01 oraninda 6nemlidir.
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Salisilik asit uygulamasinda serbest hiicrelerde 10. ve 12. giinde kontrollerde belirlenen
kapsaisin miktarlar1 istatiksel olarak ©Onemli degildir. Salisilik asidin 100 pM/ml
uygulama konsantrasyonunda zamanla degisen kapsaisin miktarlar1 arasindaki farklar
p<0,01 oraninda 6nemlidir. Serbest hiicrelerde 250 uM/ml salisilik asit uygulamasinda

zamanla kapsaisin miktarinin degisimi énemli degildir (Cizelge 4.5, Sekil 4.5).

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinin kontrollerinde zamanla degisen kapsaisin

miktarlar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

4.2.3 Serbest ve tutuklanmmus hiicrelerde toplam kapsaisin birikimine salisilik
asitin etkisi

Serbest hiicrelerde uyarimin 10. giiniinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 49,93-
87,39 ng/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Kapsaisin miktarindaki en fazla
degisim 100 uM/ml salisilik asit uygulamasinda bulunmustur (p<0,01). serbest
hiicrelerde 10. giinde kontrol ile karsilastirildiginda uyarici konsantrasyonlarinin
kapsaisin birikimi {izerine etkisi istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir. 200,
250 ve 300 pM/ml salisilik asit uygulamalarinda belirlenen kapsaisin miktarlar

birbirine yakindir. Aralarindaki bu fark istatiksel anlamda 6nemli bulunmamustir.

Tutuklanmig hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 69,03-109,82
ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kapsaisin miktarinda en fazla degisim 100
uM/ml salisilik asit uygulamasinda belirlenmistir. Salisilik asit konsantrasyonu 100
uM/ml’ dan daha fazla artirlldiginda kapsaisin miktar1 azalmaktadir. Kontrol ile 250
uM/ml salisilik asit konsantrasyonunda belirlenen kapsaisin miktar1 arasindaki fark
onemli bulunmamistir. 300 uM/ml salisilik asit konsantrasyonunda kontrole gore

kapsaisin miktar1 azalmistir (p<0,01).

Serbest hiicrelerde uyarimin 12. giiniinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 52,95-
97,02 ng/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Kapsaisin miktarindaki en fazla
degisim 200 uM/ml salisilik asit uygulamasinda bulunmustur (p<0,01). Kontrol gruplari
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ile karsilagtirlldiginda 100, 250 ve 300 uM/ml salisilik asit uygulamasinda uyarici
konsantrasyonlarinin kapsaisin birikimi tizerine etkisi onemli degilken, 200 pM/ml

salisilik asit uyarici konsantrasyonunda istatiksel olarak (p<0,01) énemlidir.

Cizelge 4.6 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187)’un serbest ve tutuklanmis hiicrelerinin toplam kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman Uygulama Toplam kapsaisin (ug/g) t.a. t.a.
(gilin) Konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmis hiicre
Kontrol 4993 + 1,26 Bc2 79,32 + 0,41 Bcl
100 uM/ml salisilik asit |87,39 + 4,44 Aa2 109,82 + 142 Aal
10 200 uM/ml salisilik asit | 72,05 + 0,84 Bb2 9491 + 351 Bbl
250 uM/ml salisilik asit | 67,64 + 1,45 Cbh2 79,95 =+ 3,10 Ccl
300 uM/ml salisilik asit |67,53 + 1,10 Bbl 69,03 + 0,88 Cdl
Kontrol 52,95 + 139 Abc2 (9215 + 185 Acl
100 pM/ml salisilik asit [82,10 =+ 1,97 Abl 73,76 £+ 1,24 Be2
12 200 pM/ml salisilik asit | 97,02 + 1,74 Aal 81,06 =+ 2,27 Cd2
250 uM/ml salisilik asit | 77,09 + 3,46 BDb2 15354 + 579 Aal
300 puM/ml salisilik asit |57,30 + 1,84 Cc2 120,33 + 2,84 Abl
Kontrol 57,06 + 1,34 Ae2 89,61 =+ 0,27 Acl
100 uM/ml salisilik asit | 64,20 + 2,04 Bd2 112,30 £ 1,71 Abl
14 200 pM/ml salisilik asit [93,01 + 2,50 Ab2 117,03 + 1,88 Abl
250 pM/ml salisilik asit | 136,63 + 3,31 Aal 135,53 + 2,20 Ba?
300 uM/ml salisilik asit | 78,74 + 3,53 Ac2 93,19 =+ 2,70 Bcl
Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarinin  farklt zamanlarda Duncan testine gore
kargilagtirilmasint gostermektedir.
Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarmin Duncan testine gore

kargilastirilmasint gostermektedir.
Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasini gostermektedir.

Tutuklanmig hiicrelerde 12. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 73,76-153,54
ug/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kapsaisin miktarinda en fazla artis 250
uM/ml salisilik asit uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). Salisilik
asidin 100 ve 200 uM/ml konsantrasyonunda kontrole gore kapsaisin miktar1 azalmistir.
Tutuklanmis hiicrelerde 12. glinde kontrol 1ile karsilastirildiginda uyaric
konsantrasyonlarinin toplam kapsaisin birikimine etkisi istatiksel olarak Onemli

bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4.6 Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde toplam kapsaisin miktari tizerine
etkisi

a: Kontrol, b: 100 uM/ml salisilik asit, c: 200 uM/ml salisilik asit, d: 250 uM/ml salisilik asit, e: 300
uM/ml salisilik asit

Serbest hiicrelerde uyarimin 14. giiniinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 57,06-
136,63 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Kapsaisin miktarindaki en fazla artig
250 uM/ml salisilik asit uygulamasinda bulunmustur (p<0,01). Kontrolleri ile
karsilagtirildiginda uyarict konsantrasyon artigina paralel olarak kapsaisin miktar1 da

300 uM/ml salisilik asit uygulama konsantrasyonuna kadar artmaktadir.

Tutuklanmis hiicrelerde 14. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 89,61-135,53
ng/g t.a. olarak belirlenmistir. Kapsaisin miktarinda en fazla artis 250 pM/ml salisilik
asit uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). Bu artis 100 ve 200 uM/ml
salisilik asit uygulama dozunda belirlenen kapsaisin miktarindan istatiksel olarak
onemli bulunmamistir. Kontrol ile karsilastirildiginda 300 pM/ml salisilik asit

konsantrasyonunun kapsaisin birikimine etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmamuistir.

Zamanla kapsaisin birikimi incelendiginde, toplam serbest hiicrelerde salisilik asit

uygulamasinda kontrolleri ile karsilastirildiginda 12. ve 14. giinde kapsaisin miktarinda
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artis vardir. Serbest hiicrelerde 250 pM/ml ve 300 pM/ml salisilik asit uyarici
konsantrasyonlarinda zamanla degisen kapsaisin miktarlart arasindaki farklar istatiksel

anlamda p<0,01 oraninda 6nemli bulunmustur.

Toplam tutuklanmis hiicrelerde kontrollerde zamanla degisen kapsaisin miktarlar
karsilagtirildiginda 12. ve 14. giindeki kapsaisin miktarlar1 arasindaki fark énemsizken,
10. giindeki kapsaisin miktarina gére 6nemli bulunmustur (p<0,01). 100 uM/ml salisilik
asit uygulamasinda 12. giinde azalan kapsaisin miktar1 14. giinde tekrar artmustir.
Salisilik asidin 200 uM/ml uygulama dozunda 10. ve 12. giinde kapsaisin birikimi
benzer bulunmustur, 14. giinde ise kapsaisin birikimini artirict etki yapmustir.
Uygulamanin 10. giiniinde 250 ve 300 uM/ml uygulama konsantrasyonlarinda kapsaisin
birikimi 12. giinde artarken 14. giinde tekrar azalmistir. Ancak 14. giinde belirlenen
kapsaisin miktar1 10. glinde belirlenenden daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.6, Sekil
4.6).

4.3 Serbest ve Tutuklanmis Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin
Birikimine Metil Jasmonat Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (KM-187) serbest ve tutuklanmig hiicre siispansiyon kiiltiirlerine metil
jasmonat uyaricisi 0.04, 0.06, 0.08 ve 0.1 uM/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra
10, 12 ve 14. giinlerde alinan serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon Orneklerinde
belirlenen kapsaisin miktarlar cizelge 4,7-4.9° de gosterilmektedir. Varyans analizi
teknigine iligskin hesaplamalardan sonra zaman x konsantrasyon x yontem interaksiyonu
istatistiki olarak o6nemli bulunmustur (p<0,01). Farkli konsantrasyonlarda metil
jasmonat uygulanmis serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki, serbest ve tutuklanmis
hiicrelerin siiziintiilerindeki ve serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki toplam kapsaisin
miktarlarinin Duncan testi sonuglari ilgili ortalamalarmin yaninda harfli gosterim

yaklagimiyla belirtilmistir (Cizelge 4.7-4.9).
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4.3.1 Serbest ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin birikimine metil jasmonat
uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde uyarimin 10. giliniinde kapsaisin miktarinin degisimi 32,71-46,68
ug/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.7). Serbest hiicrelerde 10. giinde kapsaisin
miktarindaki en fazla artis 0,08 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenmistir. Bu
deger 0,1 uM/ml uyaric1 konsantrasyonunda bulunan kapsaisin miktarindan istatiksel
olarak 6nemli degildir. Kontrolleri ile karsilastirildiginda serbest hiicrelerde 10. gilinde
0,08 ve 0,1 pM/ml konsantrasyonlarinda kapsaisin miktarinda artiglar belirlenmistir.
Metil jasmonatin 0,04 ve 0,06 uM/ml uyarici konsantrasyonunda kapsaisin birikiminde

azalig ve artis kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel anlamda 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.7 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin, Capsicum
annuum L.(KM-187)’un serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Za"man Uygulama Konsantrasyonu Kapsaisin (ug/g) t.a.
(giin) Serbest hiicre Tutuklanmus hiicre
Kontrol 32,71 + 1,04 Ab2 [6415 <+ 1,06 Bbl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 31,97 + 1,35 Bb2 (65,73 + 1,74 Abl
10 0,06 pM/ml Metil jasmonat 3441 + 282 Bb2[9158 =+ 149 Aa2
0,08 uM/ml Metil jasmonat 46,68 + 2,06 Aa2 |5555 + 231 Bcl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 46,15 + 0,74 Aa2 |53,19 =+ 1,65 Bcl
Kontrol 3425 + 1,19 Aa2 [6751 =+ 125 Bbcl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 3444 + 241 Ba2 |70,65 + 3,09 Aabl
12 0,06 uM/ml Metil jasmonat 3563 + 1,93 Ba2 |[63,50 + 0,04 Bcl
0,08 uM/ml Metil jasmonat 34,73 +£ 2,74 Ba2 |67,91 <+ 2,95 Abcl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 34,22 + 1,67 Ba2 |[7490 + 1,02 Bal
Kontrol 31,75 + 1,13 Ac2 |7586 + 3,64 Abl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 50,59 + 1,66 Ab2 |[6390 + 1,95 Ac2
14 10,06 uM/ml Metil jasmonat | 84,66 + 0,47 Aal |104,00 + 351 Aal
0,08 uM/ml Metil jasmonat 2564 + 1,056 Cd2 (60,83 =+ 194 Bcl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 21,75 + 0,42 Cd2 |58,05 + 4,19 Ccl
Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarmm  farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilastirilmasini  gostermektedir.
Kiiglik harfler : Dikey siitunda ayn1 uyarim zamaninda uyarici konsantrasyonlarinin Duncan testine gore

kargilastirilmasimi gostermektedir.
Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini goéstermektedir.
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Tutuklanmig hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarmin degisimi 64,15-91,58 ng/g t.a.
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7). Tutuklanmis hiicrelerde 10. gilinde kontrolleri ile
karsilastirildiginda  kapsaisin - miktar1 en fazla 0,06 uM/ml metil jasmonat
konsantrasyonunda belirlenmistir. Metil jasmonatin 0,08 uM/ml ve 0,1 uM/ml uyarim

konsantrasyonunda kapsaisin miktar1 kontrole gore azalmistir (Sekil 4.7).

Tutuklama islemi 10. giinde serbest hiicrelere gore metil jasmonat ile uyarim sonucunda
sadece 0,06 uM/ml uyaricit konsantrasyonunda kapsaisin birikimi tizerine daha etkili
bulunmustur. Kontrol 6rnekleri ve diger metil jasmonat konsantrasyonlarinda serbest

hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 tutuklanmis hiicrelerden daha az bulunmustur (p<0,01)

(Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

Serbest hiicrelerde 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 34,22-34,73 pg/g ta.
arasindadir (Cizelge 4.7). Kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda 12. giindeki serbest

hiicrelerde disaridan seliilaz uygulamasi kapsaisin miktari tizerine etkili olmamastir.
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Sekil 4.7 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktari iizerine etkisi

a: Kontrol, b: 0,04uM/ml metil jasmonat, c: 0,06 uM/ml metil jasmonat, d: 0,08uM/ml  metil jasmonat,

e: 0,1 uM/ml metil jasmonat
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Tutuklanmis hiicrelerde 12. giindeki 6rneklerde kapsaisin miktarinin degisimi 67,51-
74,90 pg/g t.a. arasinda bulunmustur (Cizelge 4.7). Kapsaisin miktarindaki en fazla artis
0,1 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.7). Bu
artis kontrol drneklerine gore istatiksel olarak énemli (p< 0,01) bulunmustur. Kontrol ile
karsilastirildiginda  metil ~ jasmonatin 0,06 ve 0,08 uM/ml uygulama
konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin  birikimi istatiksel anlamda Onemli

bulunmamastir.

Serbest hiicrelerde metil jasmonat ile uyarimin 14. giiniinde kapsaisin miktarinin
degisimi 21,75-84,66 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.7). Serbest hiicrelerde 14.
giinde en yiiksek kapsaisin miktar1 0,06 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda
belirlenmistir.  Serbest hiicrelerde  kontrolleri ile karsilagtirildiginda uyarict
konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatiksel olarak oénemli (p<0,01) bulunmustur. Metil
jasmonatin 0,08 ve 0,1 uM/ml’ lik uyarim konsantrasyonlarinda kontrole gére kapsaisin
miktarinda azalmalar bulunmustur. Bu azalma kontrolle karsilastirildiginda p<0,01
oraninda 6nemlidir. Her iki uyarim konsantrasyonu kendi aralarinda karsilastirildiginda

kapsaisin miktari tizerine etkileri istatiksel olarak 6nemli degildir.

Tutuklanmis hiicrelerde metil jasmonat ile uyarimin 14. giinde kapsaisin miktarinin
degisimi 58,05-104,00 pg/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.7). Tutuklanmis hiicrelerde en
yiiksek kapsaisin miktar1 0,06 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenmistir
(Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

Tim uyarim giinleri dikkate alindiginda, ¢izelge 4.7° de gorildiigii gibi en yiiksek
kapsaisin miktar1 tutuklanmis hiicrelere 0,06 pg/ml metil jasmonat uygulandiginda

14.giinde belirlenmistir.
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4.3.2 Serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin birikimine metil
jasmonat uygulamasimin etkisi

Disaridan metil jasmonat uygulamasi sonucu 10. giinde serbest hiicrelerin
stiziintiistindeki  kapsaisin miktarindaki degisim 13,71-21,10 pg/g t.a. olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.8). Serbest hiicrelerin siiziintlisiinde kontrol drneklerine gore
kapsaisin miktarindaki artis sadece 0,08 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda 21,10
ng/g t.a. olarak belirlenmistir. Ancak bu artis kontrolleri ile karsilastirildiginda istatiksel
anlamda Onemli bulunmamistir. Metil jasmonatin 0,04 pM/ml uygulama
konsantrasyonunda kontrole gore kapsaisin miktarindaki azalma belirlenmistir. Kontrol
ile karsilastirildiginda serbest hiicrelerin siiziintiisiinde metil jasmonatin 0,06 ve 0,1
uM/ml uygulama konsantrasyonlarinda azalan kapsaisin miktar1 istatiksel anlamda

onemli bulunmamustir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintlistindeki uyarimin 10. giinlinde kapsaisin miktarindaki
degisim 13,24-20,71 pug/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). Tutuklanmis
hiicrelerin siiziintisinde 0,04 pM/ml metil jasmonat uygulamasi haricinde diger
konsantrasyonlar kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.8, Sekil 4.8).
Metil jasmonatin 0,04 pM/ml uygulama konsantrasyonunda azalan kapsaisin miktari

kontrolle karsilastirildiginda istatiksel anlamda 6nemli bulunmamastir.

Metil jasmonat ile uyarimin 12. giinlinde serbest hiicrelerin siiziintiisiinde kapsaisin
miktarindaki degisim 13,70-22,58 ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). En fazla
kapsaisin miktar1 0,08 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenmistir. Serbest
hiicrelerin siiziintiilerinde en diisiik uyarici konsantrasyonu olan 0,04 pM/ml metil
jasmonat uygulamasinda kontrol grubuna goére kapsaisin miktarinda azalma

bulunmustur.
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Cizelge 4.8 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin, Capsicum
annuum L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerin stiziintiilerinde
kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (N=3)

Zaman _ Kapsaisin (pg/g) t.a. _
(giin) Uygulama Dozu Sf:rk)esj[' h}lcre "l""ut}.lkljc.m.l‘ms hiicre
suzuntusu suzuntusu
Kontrol 16,54 + 0,42 Bbl 13,51 + 0,34 Ac2
0,04 uM/ml Metil jasmonat | 13,71 + 0,24 Bcl 13,24 + 0,21 Ccl
10 | 0,06 uM/ml Metil jasmonat | 15,58 + 0,21 Bbh2 20,71 + 1,06 Aal
0,08 uM/ml Metil jasmonat |21,10 + 0,81 Abal 16,53 + 0,81 Cb2
0,1 uM/ml Metil jasmonat | 15,25 <+ 0,15 Bbl 16,53 + 0,68 Cbhl
Kontrol 1554 + 0,20 Bcl 13,78 + 0,15 Ae2
0,04 uM/ml Metil jasmonat |13,70 + 0,42 Bd2 35,24 + 0,88 Abl
12 0,06 uM/ml Metil jasmonat |20,97 =+ 0,67 Ab2 54,08 + 0,43 Aal
0,08 uM/ml Metil jasmonat |[2258 + 0,31 Aal 23,36 + 0,86 Acl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 17,01 + 0,32 Acl 17,28 + 0,42 Adl
Kontrol 2099 =+ 0,40 Aabl 1461 + 0,16 Ae2
0,04 uM/ml Metil jasmonat [2185 + 0,29 Aal 30,49 + 0,36 Bal
14 10,06 pM/ml Metil jasmonat 17,91 =+ 0,34 Ac2 23,29 + 0,60 Bbl
0,08 uM/ml Metil jasmonat | 20,15 + 0,34 Bbl 19,96 + 0,54 Bcl
0,1 uM/ml Metil jasmonat | 16,74 + 0,45 Abcl 17,31 + 0,87 Ad1

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarict konsantrasyonlarinin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiiglik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarici konsantrasyonlarmin Duncan testine gore
kargilagtirilmasint gostermektedir.

Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini gostermektedir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 12. glinde kapsaisin miktarindaki degisim 13,78-
54,08 pug/g ta. olarak Dbelirlenmistir (Cizelge 4.8). Tutuklanmis hiicrelerin
stiziintiilerinde kapsaisin miktarindaki en fazla artis 0,04 pM/ml metil jasmonat
uygulamasinda belirlenmistir  (Cizelge 4.8, Sekil 4.8). En yiiksek uyarici
konsantrasyonu olan 0,1 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda kontrole gére kapsaisin
miktarinda en az degisim belirlenmistir. Yine de bu artig istatiksel olarak (p<0,01)

Onemlidir.
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Sekil 4. 8 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktar1

tizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,04uM/ml metil jasmonat, c: 0,06 uM/ml metil jasmonat, d: 0,08uM/ml metil jasmonat
e: 0,1 uM/ml metil jasmonat

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinin kontrollerinde 10. gilinde kapsaisin miktari
serbest hiicrelerin siiziintiilerine gore daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.8, Sekil 4.8).
Yontemler arasi bu fark istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir. Ancak uyarici

ilavesi ile kapsaisin miktarindaki artis serbest hiicrelerdekinden daha yiiksektir.

Metil jasmonat ile uyarimin 14. giinliinde serbest hiicrelerin siiziintlisiinde kapsaisin
miktarindaki degisim 16,74-21,85 pg/g t.a. arasinda degismektedir (Cizelge 4.8, Sekil
4.8). Serbest hiicrelerin siizlintlisiinde kontrol grubuna gore artis sadece 0,06 pM/ml
metil jasmonat uygulamasinda bulunmustur. Bu artis istatiksel olarak dnemli degildir.
0,08 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenen kapsaisin miktar1 ile kontrol

grubunda belirlenen kapsaisin miktar: arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintlisiinde 14. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 14,61-
30,49 pg/g ta. arasinda belirlenmistir. Kapsaisin miktarindaki en fazla artis 0,04
uM/ml metil jasmonat uygulamasinda 30,49 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8,
Sekil 4.8).
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Uygulanan tiim uyarict konsantrasyonlarmin tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde
kapsaisin miktar1 {izerine artirict etkisi bulunmustur. Uyaric1 konsantrasyonlari

arasindaki farklar istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).

4.3.3 Serbest ve tutuklanms hiicrelerde toplam kapsaisin birikimine metil
jasmonat uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 45,68- 67,79 pg/g
t.a. arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.9). Toplam serbest hiicrelerde 0,04 uM/ml metil
jasmonat ile uyarim sonucunda kontrole gore kapsaisin miktarinda 6nemli olmayan bir
azalma bulunmustur. Metil jasmonatin 0,06 uM/ml’ lik uygulama konsantrasyonundan
daha yiiksek konsantrasyonlardaki dozlar1 kapsaisin miktar1 {izerine etkili olmustur.

0,08 uM/ml metil jasmonat konsantrasyonunda kapsaisin miktar1 en fazla bulunmustur.

Tutuklanmig hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 77,66-112,30
ug/g ta. arasinda belirlenmistir. Tutuklanmig hiicrelerde 0,06 pM/ml metil jasmonat
uygulama konsantrasyonuna kadar olan uyarici konsantrasyon artisi kontrol 6rneklerine
gore toplam kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.9). 0,1

uM/ml metil jasmonat uygulamasinda kapsaisin miktari kontrole gére azalmistir.

Metil jasmonat ile uyarimin 12. giiniinde serbest hiicrelerde olusan toplam kapsaisin
miktarinin degisimi 48,14-57,31 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9). Kontrol
orneklerine gére metil jasmonatin 0,04 puM/ml’ lik uygulama konsantrasyonu kapsaisin
miktarinda azalmaya neden olmustur. Ancak bu azalma istatiksel anlamda Onemli

bulunmamustir.

Tutuklanmis hiicrelerde metil jasmonat ile uyarimim 12. giinlinde toplam kapsaisin
miktarinin  degisimi 81,28-117,58 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9).
Tutuklanmis hiicreler kontrolleri ile karsilastirildiginda tiim uyarici konsantrasyonlari
toplam kapsaisin miktari iizerine etkili olmustur. En fazla kapsaisin miktart 0,06 pM/ml

metil jasmonat konsantrasyonunda bulunmustur.
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Cizelge 4.9 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin, Capsicum
annuum L.(KM-187)’un  serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde toplam
kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (N=3)

ngan Uygulama Konsantrasyonu Toplam Kapsaisin (ug/g) t.2.
(giin) Serbest hiicre Tutuklanmig hiicre
Kontrol 49,25 |+|1,46 Ab2 7766 |+£(1,24 Bbcl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 4568 |+|1,58 Bb2 78,96 |[+[155 Cbl
10 | 0,06 uM/ml Metil jasmonat 4999 |+|2,64 Cbh2 112,30 |+|1,35 Cal
0,08 pM/ml Metil jasmonat 67,79 [+£|1,28 Aal 72,08 |+]2,90 Ccl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 61,40 |+|1,61 Aa2 69,71 |+(1,13 Cd1
Kontrol 49,78 |+£|1,07 Ac2 81,28 |+(1,37 Bdl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 48,14 |+|2,56 Bc2 105,88 |+|2,87 Abl
12 10,06 uM/ml Metil jasmonat 56,60 |+[1,79 Bab2 |117,58 |+|0,42 Bal
0,08 pM/ml Metil jasmonat 57,31 |+|2,46 Ba2 91,26 |+|2,30 Acl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 51,23 |+|1,80 Bbc2 ]92,18 |+|0,94 Acl
Kontrol 52,74 |+|0,76 Ac2 90,47 |+£|3,49 Abl
0,04 uM/ml Metil jasmonat 72,44 |£]1,70 Ab2 9439 [+(2,20 Bbl
14 0,06 uM/ml Metil jasmonat 102,57|+(0,15 Aa2? 127,29 |£|3,16 Aal
0,08 uM/ml Metil jasmonat 45,79 |+£|1,32 Cd2 80,79 |+£(1,93 Bcl
0,1 uM/ml Metil jasmonat 38,49 |[+|0,67 Ce2 75,36 |+(3,79 Bcl

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarict konsantrasyonlarinin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilagtirllmasint gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey silitunda ayn1 uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
karsilastirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini gostermektedir.

Serbest hiicrelerde metil jasmonat ile uyarimin 14. giiniinde toplam kapsaisin
miktarindaki degisim 38,49-102,57 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil
4.9). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serbest hiicrelerde kapsaisin miktarinda en
fazla degisim 0,06 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda bulunmustur. Serbest
hiicrelerde 0,08 uM/ml ve 0,1 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda kontrol 6rneklerine

gore kapsaisin miktarinda azalmalar belirlenmistir.

Tutuklanmis hiicrelerde metil jasmonat ile uyarimm 14. gilinlinde toplam kapsaisin
miktarindaki degisim 75,36-127,29 png/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).
Tutuklanmig hiicrelerde kontrolleri ile karsilastirildiginda en yiiksek toplam kapsaisin

miktar1 0,06 uM/ml metil jasmonat uygulamasinda belirlenmistir. 0,08 uM/ml ve 0,1
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uM/ml metil jasmonat uygulamasinda kontrol 6rneklerine gore kapsaisin miktarinda
azalmalar belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9). 0,08 uM/ml ve 0,1 uM/ml metil

jasmonat uygulamalarinda elde edilen kapsaisin miktarlar1 arasindaki fark 6nemsizdir.

140 4
120 -
100 -
80 -

60 -

B Toplam serbest

40 - hiicre

OToplam tutuklu
hucre

Kapsaiszin konsantrasyonu (jg/g)

a b ¢ d e a b ¢ d e a b ¢ d e

10 12 14
Grinler

Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmig hiicrelerde toplam kapsaisin miktari {izerine

etkisi
a: Kontrol, b: 0,04uM/ml metil jasmonat, c: 0,06 uM/ml metil jasmonat, d: 0,08uM/ml metil

jasmonat , e: 0,1 uM/ml metil jasmonat

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda zamanla degisen kapsaisin miktarlar1 istatiksel
olarak oOnemli degildir. Metil jasmonatin 0,08 ve 0,1 puM/ml uygulama
konsantrasyonlarinda uyarim zamaninin artigi ile homojen olarak kapsaisin miktar1 da
azalmaktadir. Bu azalma Duncan testine gore p<0,01 oraninda &nemlidir. Metil
jasmonatin 0,06 uM/ml uygulama konsantrasyonunda uyarma zamani 10. giinden 12. ve

14. giine ¢ikarildiginda kapsaisin miktar1 artmaktadir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).

Tutuklanmig hiicrelerde kontrol gruplarinda zamanla toplam kapsaisin miktarindaki
degisim karsilagtirildiginda 10 ve 12. giinlerdeki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.
Kontrol grubunda uyarimin 14. giiniinde artan kapsaisin miktari istatiksel olarak énemli

(p<0,01) bulunmustur. Metil jasmonatin 0,06 ve 0,1 upuM/ml uygulama
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konsantrasyonlarinda zamanla kapsaisin miktari azalmaktadir. Metil jasmonatin 0,06
uM/ml uygulama konsantrasyonunda zamanla kapsaisin miktarindaki degisim istatiksel
olarak 6nemli (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).

Metil jasmonat uygulamasinda tutuklama islemi kapsaisin liretimi iizerine serbest
hiicrelere gére daha etkili bulunmustur. Ozellikle 0,06 uM/ml metil jasmonat
uygulamasinda 10. giinde ve 12. giinde tutuklanmis hiicrelerde belirlenen kapsaisin

miktart serbest hiicrelerdekinden yaklasik iki kat daha fazladir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).

4.4 Serbest ve Tutuklanmms Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin
Birikimine Ksantan Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (KM-187) serbest ve tutuklanmig hiicre slispansiyon kiiltiirlerine ksantan
uyaricist 0.1, 0.2, 0.25 ve 0.3 mg/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 10, 12 ve 14.
giinlerde alinan serbest ve tutuklanmis hiicre silispansiyon orneklerinde belirlenen
kapsaisin miktarlar ¢izelge 4.10-4.12” de gosterilmektedir. Varyans analizi teknigine
iligkin hesaplamalardan sonra zaman x konsantrasyon x yontem interaksiyonu istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulanmis
serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki, serbest ve tutuklanmis hiicrelerin stiziintiilerindeki
ve serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki toplam kapsaisin miktarlarinin Duncan testi
sonuglar1 ilgili ortalamalarimin yaninda harfli goésterim yaklasimiyla belirtilmistir

(Cizelge 4.10-4.12).

44.1 Serbest ve tutuklanmms hiicrelerde kapsaisin birikimine ksantan
uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 46,69 -76,36 pg/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). Ksantan uygulamasi sonucu serbest hiicrelerde
uyarimin 10. giinlinde kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,2 mg/ml ksantan
uygulamasinda belirlenmistir. Serbest hiicrelerde uygulanan tiim ksantan uyarici

konsantrasyonlar1 kontrole gore kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur.
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Cizelge 4.10 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalarmin, Capsicum annuum
L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman | Uygulama Kapsaisin (ug/g) t.a.
(gin) | Konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmis hiicre
Kontrol 46,69 + 1,17 Ad2 69,22 + 1,09 Ael
0,1 mg/ml ksantan |65,24 + 0,87 Ab2 104,32 + 2,79 Bcl
10 0,2 mg/ml ksantan |76,36 =+ 2,69 Aa2 13461 <+ 1,89 Abl
0,25 mg/ml ksantan (66,03 =+ 1,95 Ab2 166,80 =+ 0,32 Aal
0,3mg/ml ksantan  |53,37 + 156 Bc2 93,87 + 2,63 Adl
Kontrol 4532 + 1,46 Ab2 71,40 + 1,78 Acl
0,1 mg/ml ksantan |47,88 =+ 0,87 Bb2 88,44 + 1,14 Cbhl
12 0,2 mg/ml ksantan |58,25 <+ 2,08 Ba2 88,13 + 1,82 Bbl
0,25 mg/ml ksantan 46,18 =+ 2,17 Bb2 135,44 + 2,68 Bal
0,3mg/ml ksantan (44,46 + 1,75 Ch2 73,19 + 1,79 Bcl
Kontrol 46,03 =+ 0,93 Ab2 71,60 + 2,79 Acl
0,1 mg/ml ksantan |46,74 =+ 148 Bb2 111,32 + 2,75 Aal
14 10,2 mg/ml ksantan 51,14 + 0,89 Cb2 7440 + 2,16 Ccl
0,25 mg/ml ksantan (68,52 =+ 1,19 Aal 72,16 + 3,19 Ccl
0,3mg/ml ksantan (72,16 + 3,19 Aa2 94,95 + 1,82 Abl

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarict konsantrasyonlariin farkli zamanlarda Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine goére
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin (serbest, tutuklanmig) Duncan testine gore karsilastirilmasini
gostermektedir.

Tutuklanmig hiicrelerde 10. glinde kapsaisin miktarinin degisimi 69,22-166,80 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktarinda en
fazla artis 0,25 mg/ml ksantan uygulanmasinda belirlenmistir. 0,3 mg/ml ksantan
uygulamasina kadar olan her ii¢ konsantrasyonda konsantrasyon artigina paralel olarak
kapsaisin miktar1 da artmaktadir. 0,3 mg/ml ksantan uygulamasinda kapsaisin
miktarinda azalma goriilse de elde edilen miktar kontrol 6rneklerinden daha fazladir
(Cizelge 4.10). Kontrol ile karsilastirildiginda uygulanan uyarict konsantrasyonlari

arasindaki farklar p<0,01 oraninda 6nemlidir.

Tutuklanmig hiicrelerin  kontrollerindeki kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerde

belirlenenden daha fazla bulunmustur. Uygulanan tiim ksantan konsantrasyonlarinda da
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tutuklama islemi serbest hiicrelere gore kapsaisin birikimi yoniinden etkili bulunmustur.

Yontemler arast bu fark istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir (Cizelge 4.10,

Sekil 4.10).

Ksantan ile uyarimin 12. giiniinde serbest hiicrelerde kapsaisin miktarindaki degisim
44,46- 58,25 ng/g t.a. arasinda belirlenmistir. (Cizelge 4.10). Serbest hiicrelerde en
yiiksek kapsaisin miktar1 0,2 mg/ml ksantan uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge
4.10, Sekil 4.10). Serbest hiicrelerde 0,3 mg/ml ksantan uygulamasi kontrol 6rneklerine

gore kapsaisin miktarinda azalmaya neden olmustur. Bu azalma istatiksel olarak 6nemli

degildir (p<0,01).

Tutuklanmig hiicrelerde kapsaisin miktarindaki degisim 12. giinde 71,40-135,44 pg/g
t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10). Tutuklanmis hiicrelerde en yiiksek kapsaisin
miktart 0,25 mg/ml ksantan uygulamasinda belirlenmistir.  Kontrol ile
karsilastirildiginda tutuklanmis hiicrelerde 0,3 mg/ml ksantan uygulamasi kapsaisin

miktarinda 6nemli bir artisa neden olmamustir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalarmin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktar1 lizerine etkisi

a: Kontrol, b: 0,1mg/ml ksantan, c: 0,2 mg/ml ksantan, d: 0,25mg/ml ksantan, e: 0,3mg/ml ksantan
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Ksantan ile uyarimin 14. giiniinde serbest hiicrelerde kapsaisin miktarinda degisim
46.03-72,16 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10). Serbest hiicrelerde kapsaisin
miktarindaki en fazla artis en yiiksek uyarici konsantrasyonu olan 0,3 mg/ml ksantan
konsantrasyonunda belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10). Uyaric1 konsantrasyonunun
artigina paralel olarak serbest hiicrelerde kontrole gore kapsaisin miktar1 da artmaktadir.
Ancak kontrol ile karsilagtirildiginda 0,25 ve 0,3 mg/ml uyaric1 konsantrasyonlarindaki
artis istatiksel olarak onemli (p<0,01) bulunmusken, 0,1 ve 0,2 mg/ml uyarici

konsantrasyonlarindaki artis onemli bulunmamuistir

Tutuklanmig hiicrelerde uyarimin 14. giiniinde kapsaisin miktarindaki degisim 71,60-
111,32 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). Kontrole gore kapsaisin miktarinda
en fazla artis 0,1 mg/ml ksantan uygulamasinda belirlenmistir. Tutuklanmis hiicrelerde
kontrol ile karsilastirildiginda 0,1 mg/ml ve 0,3 mg/ml uyarict konsantrasyonlarinda

kapsaisin miktarindaki artis istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,01).

Tiim uyarim giinleri ve konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda serbest hiicrelere gore
tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Ksantan konsantrasyonlar: hem serbest hem tutuklanmis hiicrelerde kontrol 6rneklerine

gore kapsaisin miktarinda etkili bulunmustur (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).

4.4.2 Serbest ve tutuklanms hiicrelerin siiziintiillerinde kapsaisin birikimine
ksantan uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerin siiziintiistinde 10. glinde kapsaisin miktarindaki degisim 21,21-44,56
ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Siiziintiiye gecen kapsaisin miktarinda en
fazla artis 0,2 mg/ml ksantan uygulamasinda belirlenmistir. Serbest hiicrelerin
stiziintiisiinde 10. giinde kontrolleri ile karsilastirildiginda uyaric1 konsantrasyonlarinin
kapsaisin birikimi {izerine etkisi istaitksel anlamda p<0,01 oraninda Onemli

bulunmustur.
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Cizelge 4.11 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalarmin, Capsicum annuum
L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (N=3)

Zaman | Uygulama Kapsaisin (ug/g) t.a.
(gtin) Konsantrasyonu Serbest hiicre siiziintiisii | Toplam hiicre siiziintiisii
Kontrol 2512 + 0,56 Adl 1758 + 0,53 Bc2
0,1 mg/ml ksantan |21,21 + 0,67 Bel 19,25 + 0,90 Ccl
10 0,2 mg/ml ksantan (44,56 =+ 1,10 Aal 2293 + 1,17 Ch2
0,25 mg/ml ksantan [39,81 =+ 0,36 Ab2 4454 + 131 Aal
0,3mg/ml ksantan [35,59 =+ 0,64 Ac2 4459 + 2,03 Aal
Kontrol 18,02 =+ 1,07 Bbh2 25,68 + 0,69 Adl
0,1 mg/ml ksantan |16,48 =+ 0,76 Cb2 4769 =+ 155 Aal
12 0,2 mg/ml ksantan |18,27 =+ 0,46 Cb2 4244 + 0,83 Abl
0,25 mg/ml ksantan |22,67 + 0,39 Ba2 41,89 + 0,96 Bbl
0,3mg/ml ksantan [16,89 =+ 0,35 Cb2 3748 + 0,86 Bcl
Kontrol 19,16 =+ 0,67 Bb2 24,67 + 0,38 Adl
0,1 mg/ml ksantan |24,54 + 0,39 Aa2 3390 + 0,8 Bcl
14 10,2 mg/ml ksantan |25,50 + 0,50 Ba2 36,03 + 0,64 Bbcl
0,25 mg/ml ksantan [23,90 + 0,71 Ba2 38,19 + 0,64 Cbhl
0,3mg/ml ksantan 24,01 + 0,39 Ba2 4553 + 0,62 Aal

Biiyiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarinin farkli zamanlarda Duncan testine goére
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine goére
karsilastirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini géstermektedir

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintlisiinde 10. glinde kapsaisin miktarindaki degisim 17,58-
4459 pug/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Tutuklanmis hiicrelerin
siizlintiilerinde konsantrasyon artisina paralel olarak kapsaisin miktarida artmaktadir.
Kontrolleri ile karsilastirildiginda 0,1 mg/ml ksantan uygulamasindaki fark onemli
degildir (p<0.01). Kapsaisin miktarinda en fazla artig en yiiksek uyarim konsantrasyonu
olan 0,3 mg/ml ksantan uygulamasinda 44,59 ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge
4.11).

Ksantan ile uyarimin 12. giinlinde serbest hiicrelerin siiziintiisiinde kapsaisin miktarinin
degisimi 16,48-22,67 pg/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Serbest hiicrelerin

stiziintiistinde kapsaisin miktarindaki en fazla artis 0,25 mg/ml ksantan uygulamasinda
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bulunmustur(p<0,01). Kontrol ile karsilastirildiginda diger ksantan konsantrasyonlarinin

kapsaisin birikimi lizerine etkisi istatiksel agidan 6nemli bulunmamustir.

Ksantan ile uyarimin 12. giiniinde tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiinde kapsaisin
miktarinin degisimi 25,68-47,69 ug/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Tutuklanmig hiicrelerin siiziintiisiinde kapsaisin miktarindaki en fazla artig 0,1 mg/ml

ksantan uygulamasinda belirlenmistir.

Tutuklanmig hiicrelerin siiziintiilerinde belirlenen kapsaisin miktar1 12. giinde serbest
hiicrelerin stiziintiilerinde belirlenen kapsaisin miktarindan daha fazladir. Ksantanin 0,1
mg/ml konsantrasyonunda tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiinde tayin edilen kapsaisin

miktar1 serbest hiicrelerin siiziintiisiinde tayin edilen kapsaisin miktarindan yaklasik 3

kat fazladir.
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Sekil 4.11 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalariin farkli zamanlarda serbest
hiicre ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktar1 iizerine

etkisi

a: Kontrol, b: 0,Amg/ml ksantan, c: 0,2 mg/ml ksantan, d: 0,25mg/ml ksantan, e: 0,3mg/ml ksantan
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Ksantan ile uyarimin 14. giiniinde serbest hiicrelerin siiziintiilerinde belirlenen kapsaisin
miktarlar1  19,16-25,50 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.11). Ksantan
konsantrasyonlar1 kontrol ile Kkarsilastirildiginda kapsaisin  miktarin1 artiric1  etki
yapmislardir. Serbest hiicrelerin siiziintlisiinde en fazla kapsaisin 0,2 mg/ml ksantan
uygulamasinda bulunmustur (Sekil 4.11). Uyarict konsantrasyonlari kendi aralarinda

karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.

Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde 14. giinde belirlenen kapsaisin miktarlar1 24,67-
45,53 ng/g t.a. olarak degisim gostermistir (Cizelge 4.11). Tutuklanmis hiicrelerin
stiziintiistinde en fazla kapsaisin, en yiiksek uyarict konsantrasyonu olan 0,3 mg/ml
ksantan uygulamasinda belirlenmistir. Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde uyarici

konsantrasyonunun artisina paralel olarak kapsaisin miktar1 da artmaktadir.

Tliim uyarim siireleri dikkate alindiginda serbest hiicrelerin siiziintiisiinde en fazla
kapsaisin 10. ginde 0,2 mg/ml ksantan uygulamasinda, tutuklanmis hiicrelerin

stizlintiisiinde ise 12. giinde 0,1 mg/ml ksantan uygulamasinda belirlenmistir.

4.4.3 Serbest ve tutuklanms hiicrelerde toplam kapsaisin birikimine ksantan
uygulamasinin etkisi

Serbest hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarlart 71,81-120,92 pg/g t.a.
arasinda degigmektedir (Cizelge 4.12). Kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,2 mg/ml
ksantan uygulamasinda belirlenmistir. Serbest hiicrelerde ksantan konsantrasyonlarinin
toplam kapsaisin miktar1 bakimindan siralaniglari 0,1 mg/ml < 0,3 mg/ml < 0,25 mg/ml
<0,2 mg/ml seklindedir (Cizelge 4.12). Serbest hiicrelerde 10. giinde kontrol 6rnekleri
ile uygulama konsantrasyonlarinin toplam kapsaisin birikimi iizerine etkisi arasindaki
fark istatiksel olarak o©nemlidir (p<0,01). Ksantanin 0,1 mg/ml ve 0,3 mg/ml

konsantrasyonlarinin kapsaisin birikimi lizerine etkisi arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tutuklanmig hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarlar1 86,79-211,34 ug/g t.a.
arasinda degismektedir (Cizelge 4.12). En fazla kapsaisin miktar1 0,25 mg/ml ksantan
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uygulamasinda belirlenmistir. Ksantan konsantrasyonlarinin tayin edilen kapsaisin
miktarlarma gore siralaniglart 0,1 mg/ml < 0,2 mg/ml < 0,3 mg/ml < 0,25 mg/ml
seklindedir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4. 12 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187) toplam serbest ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (N=3)

Zaman | Uygulama Kapsaisin (ug/g) t.a.
(gin) | Konsantrasyonu Toplam serbest hiicre Toplam tutuklanmus hiicre
Kontrol 71,81 £+ 152 Ad2 86,79 £+ 1,62 Bel
0,1 mg/ml ksantan |86,44 + 0,77 Ac2 123,57 + 2,72 Cd1
10 0,2 mg/ml ksantan 120,92 + 3,50 Aa2 15754 + 298 Abl
0,25 mg/ml ksantan | 105,84 + 2,30 Ab2 211,34 + 1,63 Aal
0,3mg/ml ksantan | 88,97 =+ 2,04 Bc2 13845 =+ 458 Acl
Kontrol 63,34 + 2,42 Bbc2 97,09 + 1,09 Adl
0,1 mg/ml ksantan |64,36 + 0,54 Bbc2 136,12 + 1,94 Bbl
12 0,2 mg/ml ksantan |76,52 + 220 Ba2 130,57 + 2,24 Bbl
0,25 mg/ml ksantan 68,85 + 2,36 Ch2 177,34 + 3,64 Bal
0,3mg/ml ksantan 61,35 + 155 Cc2 110,67 + 2,41 Bcl
Kontrol 65,18 + 159 Bbhc2 96,27 + 2,44 Acl
0,1 mg/ml ksantan |71,28 + 1,85 Bbc2 14522 + 2,14 Aal
14 10,2 mg/ml ksantan |76,64 + 0,44 Bb2 110,43 + 1,91 Cbl
0,25 mg/ml ksantan |92,42 + 1,46 Ba2 110,35 + 3,33 Cbl
0,3mg/ml ksantan {96,17 + 2,89 Aa2 140,48 + 1,68 Aal

Biiyik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarinin  farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilastirilmasini  gostermektedir.

Kigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarici konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
karsilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay stitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasini gostermektedir.

Tutuklanmis hiicrelerde kontrol ile uygulama konsantrasyonlarinin kapsaisin miktar
tizerine etkisi arasindaki farklar istatiksel anlamda p<0,01 oraninda Onemlidir.
Tutuklanmis hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarlar1 serbest hiicrelerden daha fazla
bulunmustur (Cizelge 4.12, Sekil 4.12). Ozellikle 0,25 mg/ml ksantan uygulamasinda
tutuklama iglemi ile belirlenen kapsaisin miktarlar1 serbest hiicrelerdekinin yaklasik iki

katidir. Yontemler arasi bu fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,01).
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Serbest hiicrelerde 12. giinde kapsaisin toplam miktarimin degisimi 61,35-76,52 pg/g t.a.
arasindadir (Cizelge 4.12). Kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,2 mg/ml ksantan
konsantrasyonunda bulunmustur (p<0,01). Kontrol ile Kkarsilastirildiginda diger

konsantrasyonlarin  kapsaisin birikimi {izerine etkisi istatiksel olarak oOnemli

bulunmamastir.
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Sekil 4.12 Farkli konsantrasyonlarda ksantan uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde toplam kapsaisin miktari {izerine etkisi

a: Kontrol, b: 0,1mg/ml ksantan, c: 0,2 mg/ml ksantan, d: 0,25mg/ml ksantan, e: 0,3mg/ml ksantan

Tutuklanmig hiicrelerde 12. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 97,09-177,34
ng/g ta. arasindadir (Cizelge 4.12). Kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,25 mg/ml
uyarict konsantrasyonunda gerceklesmistir (p<0,01). Kontrol ile karsilagtirildiginda

uyaric1 konsantrasyonlari arasindaki fark p<0,01 oraninda énemlidir.

Serbest hiicrelerde 14. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 65,18-96,17 nug/g t.a.
arasindadir (Cizelge 4.12). En fazla kapsaisin birikimi 0,3 mg/ml ksantan
uygulamasinda belirlenmistir. Ksantan konsantrasyonunun artigina paralel olarak

toplam serbest hiicrelerde kapsaisin miktar1 artmaktadir.



Tutuklanmig hiicrelerde 14. giinde toplam kapsaisin miktariin degisimi 96,27-145,22
ug/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.12). En fazla kapsaisin miktar1 0,1 mg/ml ksantan
konsantrasyonunda bulunmustur. Ksantan konsantrasyonlar1 tutuklanmis hiicrelerdeki
toplam kapsaisin miktarlar1 agisindan karsilastirildiginda 0,25 mg/ml<0,2 mg/ml<0,3
mg/ml<0,1mg/ml seklinde bir dizi takip etmektedir (Cizelge 4.12, Sekil 4.12).

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda toplam kapsaisin miktarinin zamanla degisimi
12. ve 14. giinde birbirine benzerdir. Kontrol gruplarinda 10. giinde belirlenen kapsaisin
miktart istatiksel olarak p<0,01 oraninda diger uygulama giinlerinden farklidir (Cizelge
4.12, Sekil 4.12).

Tiim glinler ve uyarict konsantrasyonlari dikkate alindiginda serbest hiicrelerde en fazla
kapsaisin miktar1 10. giinde 0,2 mg/ml ksantan konsantrasyonunda 120,92 ug/g t.a.
olarak, tutuklanmis hiicrelerde ise 10. giinde 0,25 mg/ml ksantan konsantrasyonunda
211,34 ng/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.12).

4.5 Serbest ve Tutuklanmis Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin
Birikimine Kurdlan Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine kurdlan
uyaricist 0.1, 0.2, 0.25 ve 0.3 mg/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 10, 12 ve 14.
giinlerde alinan serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon oOrneklerinde belirlenen
kapsaisin miktarlan ¢izelge 4,13-4.15° de gosterilmektedir. Varyans analizi teknigine
iligkin hesaplamalardan sonra zaman x konsantrasyon x yontem interaksiyonu istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulanmis
serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki, serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerindeki
ve serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki toplam kapsaisin miktarlarinin Duncan testi
sonuclar ilgili ortalamalarinin yaninda harfli gosterim yaklasimiyla belirtilmistir

(Cizelge 4.13-4.15).
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45.1 Serbest ve tutuklanmus hiicrelerde kapsaisin birikimi iizerine kurdlan
uygulamasinin etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamasi ile 10. giinde serbest hiicrelerde

kapsaisin miktarinin degisimi 30,33-78,69 ug/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.13). Serbest

hiicrelerde 10. giinde kurdlan konsantrasyonu artisina paralel olarak kapsaisin

konsantrasyonu da artmaktadir. Serbest hiicrelerde en yiiksek kapsaisin miktar1 0,3

mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir. Serbest hiicrelerde 10. giinde kontrol ile

uyarict konsantrasyonlari karsilastirildiginda sadece 0,3 mg/ml kurdlan uygulamasinda

istatiksel anlamda p<0,01 oraninda fark bulunmustur.

Cizelge 4.13 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin, Capsicum annuum

L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman | Uygulama Kapsaisin (ug/g) t.a.
(gtin) Konsantrasyonu Serbest hiicre Tutuklanmis hiicre
Kontrol 30,33 + 0,18 Ab2 73,43 + 1,90 Adl
0,1 mg/ml kurdlan 37,01 + 153 Ab2 139,05 + 2,61 Bcl
10 0,2 mg/ml kurdlan 38,02 + 0,52 Ab2 338,67 <+ 3,90 Bbl
0,25 mg/ml kurdlan 38,74 + 0,16 Ab2 390,94 <+ 563 Aal
0,3mg/ml kurdlan 78,69 + 050 Aa2 13563 =+ 320 Acl
Kontrol 35,92 + 154 Aa? 77,44 + 3,02 Ael
0,1 mg/ml kurdlan 36,31 =+ 4,23 Aa2 136,05 + 4,68 Bcl
12 0,2 mg/ml kurdlan 37,36 + 1,37 Aa2 338,88 + 3,52 Bal
0,25 mg/ml kurdlan {35,93 + 3,48 Aa2 156,28 + 3,75 Bbhl
0,3mg/ml kurdlan 36,31 + 1,07 Ba2 96,78 + 0,15 Bdl
Kontrol 32,59 =+ 0,90 Aa2 75,70 + 1,84 Adl
0,1 mg/ml kurdlan 3559 + 1,03 Aa2 179,33 + 0,85 Abl
14 0,2 mg/ml kurdlan 3421 + 1,92 Aa2 389,76 + 159 Aal
0,25 mg/ml kurdlan {34,79 + 159 Aa2 140,05 + 253 Ccl
0,3mg/ml kurdlan 3242 + 0,79 Ba2 79,22 + 2,35 Cdil
Biiyiik harfler : Dikey silitunda ayni uyarici konsantrasyonlarinin farkli zamanlarda Duncan testine gore

kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Kiigiik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
kargilagtirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini gostermektedir.
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Tutuklanmig hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarmin degisimi 73,43-390,94 pg/g t.a.
seklindedir (Cizelge 4.13). Tutuklanmis hiicrelerde 10. glinde en fazla kapsaisin miktari
0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir (EK 9). Belirlenen bu 390,94 pg/g t.a.
kapsaisin miktar1 ayn1 konsantrasyonda serbest hiicrelerde tayin edilen 38,741 nug/g t.a.
degerinin yaklasik on katidir. Tutuklanmig hiicrelerdeki kapsaisin miktarlar1 kurdlan
konsantrasyonlar1 acgisindan karsilagtirildiginda siralama 0,3 mg/ml<0,1 mg/mi<0,2
mg/ml<0,25 mg/ml seklindedir (Cizelge 4.13). Tutuklanmis hiicrelerde 10. giinde
kontrol ile uyarict konsantrasyonlarinin kapsaisin birikimi {izerine etkisi bakimidan
aralarindaki fark istatiksel olarak p<0,01 oraninda 6nemlidir. Kurdlanin 0,1 mg/ml ve
0,3 mg/ml uygulama konsantrasyonlari arasinda kapsaisin birikimi {izerine benzer

sonuclar elde edilmistir.

Tutuklanmig hiicreler ve serbest hiicrelerin kontrolleri 10. giinde karsilastirildiginda
tutuklama isleminin kapsaisin birikimi {izerine etkili oldugu belirlenmistir. Tutuklanmig
hiicrelerin kontrollerinde kapsaisin miktarinin birikimi serbest hiicrelerden yaklasik iki
kat daha fazla bulunmustur. Serbest hiicrelerde kurdlan konsantrasyonlarindan sadece
0,3 mg/ml uygulama konsantrasyonu kapsaisin birikimi iizerine etkili bulunmustur.
Tutuklanmis hiicrelerde ise uygulanan tiim kurdlan konsantrasyonlar1 kapsaisin birikimi
tizerine etkili olmustur. Tutuklanmis hiicrelerde 0,25 mg/ml kurdlan konsantrasyonunda
serbest hiicrelerden on kat daha fazla kapsaisin birikimi bulunmustur (Cizelge 4.13,

Sekil 4.13).

Serbest hiicrelerde kurdlan uygulamasi sonucu 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi
35,92-37,36 ng/g t.a. arasinda bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kurdlan konsantrasyonlar1 serbest hiicrelerde kapsaisin miktarinda 6nemli bir degisime

neden olmamistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.13).

Tutuklanmig hiicrelerde kurdlan uygulamasi sonucu 12. giinde kapsaisin miktarinin
degisimi 77,44-338,88 ug/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.13). Kapsaisin
miktarindaki en fazla artis 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir. Uygulanan

0,2 mg/ml kurdlan konsantrasyonu ile tutuklanmis hiicrelerde 338,88 pg/g t.a. kapsaisin
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miktari, serbest hiicrelerde tayin edilen 37,36 ng/g t.a. kapsaisin miktarindan yaklasik
on kat fazladir (Cizelge 4.13,Sekil 4.13). Tutuklanmis hiicrelerde 12. giinde 0,2 mg/ml
kurdlan uygulamasinda aniden artan kapsaisin birikimi 0,25 mg/ml kurdlan

uygulamasinda yaklasik olarak yar1 yariya azalmistir.

W Serbest hiicre
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Sekil 4.13 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktar tizerine etkisi

a: Kontrol, b: 0,2mg/ml kurdlan c: 0,2 mg/ml kurdlan, d: 0,25mg/ml kurdlan, e: 0,3mg/ml kurdlan

Kurdlan uygulamasi sonucu 14. giinde serbest hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktari
32,42-35,59 ng/g t.a. araliginda bulunmustur. Kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda
kurdlan uygulama konsantrasyonlari kapsaisin miktar1 tizerine etkili degildir. 0,3
mg/ml kurdlan wuygulamasinda kapsaisin miktarinda kontrole gore azalmalar

bulunmustur (Cizelge 4.13, Sekil 4.13). Bu azalma istatiksel olarak Onemli

bulunmamastir.

Tutuklanmig hiicrelerde 14. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 75,30-389,76 pg/g
t.a. olarak belirlenmistir. Kapsaisin miktarindaki en fazla artis 0,2 mg/ml kurdlan
uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4,13, Sekil 4.13). Tutuklanmis hiicrelerde 14.

ginde 0,1 mg/ml kurdlan konsantrasyonunda kontrole gore kapsaisin birikimi
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artmaktadir. 0,2 mg/ml kurdlan konsantrasyonunda birden artan kapsaisin birikimi 0,25
mg/ml kurdlan konsantrasyonunda iigte bir oraninda azalmistir. Kontrol 6rneklerindeki
kapsaisin miktar1 ile 0,3 mg/ml kurdlan konsantasyonlarinda biriken kapsaisin miktari

arasindaki fark istatiksel anlamda 6nemsiz bulunmustur.

Serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda kapsaisin miktarinin zamanla degisimi
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Uygulanan
kurdlan uyarict konsantrasyonlarinda kapsaisin miktarinin  zamanla degisimi
karsilastirildiginda 0,1, 0,2 ve 0,25 mg/ml uygulama konsantrasyonlarinda belirlenen
kapsaisin miktarlari arasinda fark bulunamamistir. Kurdlanin 0,3 mg/ml uygulama
konsantrasyonunda 10. giinde belirlenen kapsaisin miktar1 12. ve 14. giinde benzer olan

kapsaisin miktarindan istatiksel anlamda p<0,01 oraninda 6nemlidir.

Tutuklanmis hiicrelerde ve serbest hiicrelerde kontrol gruplarinda kapsaisin miktarinin
zamanla degisimi Kkarsilagtirildiginda aralarindaki fark istatiksel olarak Onemli
bulunmamistir. Kurdlanin 0,1 ve 0,2 mg/ml uygulama konsantrasyonunda 10 ve 12.
giinde kapsaisin miktarinda istatiksel olarak bir artig goriilmezken, 14. giindeki artis bu
zaman periyotlarina gore istatiksel olarak (p<0,01) onemlidir (Cizelge 4.13, Sekil
4.13).

Tiim kurdlan uyarici konsantrasyonlari ve giinleri dikkate alindiginda serbest hiicrelerde
en yliksek kapsaisin miktar1 10. giinde 0,3 mg/ml kurdlan uygulamasinda 78,69 pg/g t.a.
olarak, tutuklanmis hiicrelerde ise 10. giinde 0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda 390,94
ug/g t.a. olarak belirlenmistir. 0,2 mg/ml uygulama konsantrasyonunda her ii¢ uyarim
giinlinde de serbest hiicrelerden on kat daha fazla kapsaisin miktar1 bulunmustur

(Cizelge 4.13, Sekil 4.13).
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4.5.2 Serbest ve tutuklanms hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin birikimine
kurdlan uygulamasimin etkisi

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde 10. giinde belirlenen kapsaisin miktarlar1 23,66-69,68

ug/g t.a. arasinda degismektedir (Cizelge 4.14). Kapsaisin miktarindaki en fazla artig

0,3 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir. Serbest hiicrelerin siiziintlisiinde 10.

giinde tayin edilen kapsaisin miktart agisindan kurdlan konsantrasyonlarinin siralanisi

0,1 mg/ml<0,25 mg/ml< 0,2mg/ml<0,3 mg/ml seklindedir (Cizelge 4.14). Kontrolleri

ile karsilagtirildiginda uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki fark énemli bulunmustur

(p<0,01). Kurdlanin 0,2 ve 0,3 mg/ml uygulama konsantrasyonlarinda kapsaisin

birikimi artmustir.

Cizelge 4.14 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187)’un serbest ve tutuklanmis hiicrelerinin siiziintiilerinde kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman | Uygulama Kapsaisin (ug/g) t.a. _
(gin) | Konsantrasyonu . |Tutuklanmis hiicre
Serbest hiicre stiziintiisi siizlintiisii
Kontrol 2366 + 1,03 Bdl 18,29 =+ 0,77 Ad2
0,1 mg/ml kurdlan 28,85 =+ 0,56 Bcl 31,25 =+ 0,65 Bbl
10 0,2 mg/ml kurdlan 66,42 + 1,42 Cal 36,26 + 1,13 Aa2
0,25 mg/ml kurdlan 57,31 + 157 Abl 2495 + 0,81 Bc2
0,3mg/ml kurdlan 69,68 + 051 Aal 20,46 + 1,23 Ad2
Kontrol 21,36 + 0,50 Bel 19,09 =+ 04 Adl
0,1 mg/ml kurdlan |47,53 + 5,02 Adl 3592 + 0,61 Aa2
12 0,2 mg/ml kurdlan 80,18 + 0,68 Aal 2773 + 04 Bb2
0,25 mg/ml kurdlan 52,40 =+ 0,39 Bcl 2397 =+ 0,26 Bc2
0,3mg/ml kurdlan 70,45 £+ 0,96 Abl 1758 + 0,48 Ad2
Kontrol 28,28 £+ 0,57 Ael 20,74 + 0,71 Ac2
0,1 mg/ml kurdlan  |50,65 =+ 0,34 Acl 21,38 + 0,66 Cc2
14 0,2 mg/ml kurdlan [71,33 + 1,18 Bal 36,93 + 0,58 Aa2
0,25 mg/ml kurdlan |60,79 + 0,58 Abl 28,88 + 0,55 Ab2
0,3mg/ml kurdlan 33,31 + 0,32 Bdl 19,63 + 0,53 Ac2

Biiyiik harfler :

karsilastirilmasimi  gostermektedir.

Kiigiik harfler

karsilastirilmasimi  gostermektedir.
Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilagtirilmasini géstermektedir.

Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarmin farkli zamanlarda Duncan testine gore

: Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarict konsantrasyonlarmim Duncan testine gore
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Tutuklanmig hiicrelerin siiziintiisiinde 10. giinde belirlenen kapsaisin miktarlar1 18,29-
36,26 pg/g t.a. arasinda degismektedir (Cizelge 4.14). Kapsaisin miktarindaki en fazla
artis 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir. Tutuklanmis hiicrelerin
stiziintlilerinde tayin edilen kapsaisin miktar1 agisindan kurdlan konsantrasyonlarinin

stralanigt 0,3 mg/ml<0,25 mg/ml<0,1 mg/ml<0,2 mg/ml seklindedir (Cizelge 4.14).

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde belirlenen kapsaisin miktarlar1 0,1 mg/ml kurdlan
uygulamasi haricinde tutuklanmis hiicre siiziintiilerinden daha yiiksektir (Cizelge 4.14,

Sekil 4.14).

250 - B Serbest hiicre
suzuntis
200 -
i O Tutuklu hiicre
150 suzuntusu

100 A

0

abecde abecde abecde
10 12 14

Grinler

Kapsaisin konsantrasyonu (j1g/g)

Sekil 4.14 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
hiicre ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktar1 lizerine

etkisi

a: Kontrol, b: 0,1mg/ml kurdlan c: 0,2 mg/ml kurdlan, d: 0,25mg/ml kurdlan, e: 0,3mg/ml kurdlan

Serbest hiicrelerin siiziintiistinde 12. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 21,36-80,18
ug/g t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14). En fazla kapsaisin miktar1 0,2 mg/ml
kurdlan uygulamasinda bulunmustur. Belirlenen kapsaisin miktarlarina gore kurdlan

konsantrasyonlarinin siralanist 0,1mg/ml<0,25mg/ml<0,3mg/ml<0,2mg/ml seklindedir

(Cizelge 4.14, Sekil 4.14).
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Tutuklanmis hiicrelerin siiziintiisiinde 12. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 17,58-
35,92 pug/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14). En fazla kapsaisin miktar1 0,1
mg/ml kurdlan uygulamasinda bulunmustur. Belirlenen kapsaisin miktarlarina gore
kurdlan konsantrasyonlarinin siralanis1 0,3 mg/ml<0,25 mg/ml<0,2 mg/ml<0,1 mg/ml
seklindedir (Cizelge 4.14, Sekil 4.14). Kurdlan konsantrasyonu arttik¢a siiziintiiye gecen

kapsaisin miktar1 azalmaktadir.

Serbest hiicrelerin siiziintlisiinde 14. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 28,28-71,33
ug/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.14). Kontrol uygulamasi ile uyarict konsantrasyonlari
arasindaki fark p<0,01 oraninda 6nemli bulunmustur. En fazla kapsaisin miktar1 0,2

mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir (p<0,01).

Tutuklanmis hiicrelerin siizlintlisiinde 14. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 19,63-
36,93 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.14). Kapsaisin miktarinda en fazla artis
0,2 mg/ml  kurdlan uygulamasinda Dbelirlenmistir  (p<0,01).  Kontrol ile
karsilagtirildiginda 0,1 ve 0,3 mg/ml uygulama konsantrasyonlari arasindaki fark

onemsizdir.

Serbest ve tutuklanmig hiicre siiziintiileri 14. giinde karsilastirildiginda serbest
hiicrelerde siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1 daha yiiksek bulunmugtur. Tiim kurdlan
konsantrasyonlarinda serbest hiicrelerde siiziintliye gecen miktar tutuklanmis

hiicrelerden yaklasik iki kat daha fazla belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.14).

4.5.3 Serbest ve tutuklanmus hiicrelerde toplam kapsaisin birikimine kurdlan
uygulamasinin etkisi

Toplam serbest hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarindaki degisim 53,98-148,37 nug/g
t.a. seklindedir (Cizelge 4.15). En fazla kapsaisin miktar1 0,3 mg/ml kurdlan
uygulamasinda belirlenmistir (p<0,01). Uygulanan tiim kurdlan konsantrasyonlarinda

kontrole gore kapsaisin miktarinda artis belirlenmistir. 0,2 ve 0,25 mg/ml kurdlan
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konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin miktarlar1 birbirine yakin bulunmustur ve
aralarindaki fark istatiksel anlamda Onemsizdir. Kurdlanin 0,1 mg/ml uyarici
konsantrasyonunda kapsaisin miktarinda kontrole gore artis vardir, fakat uygulanan

diger konsantrasyonlara gore bu kapsaisin miktar1 daha diisiiktiir (p<<0,01)

Cizelge 4.15 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(KM-187) serbest ve tutuklanmis hiicrelerinde toplam kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman | Uygulama Toplam kapsaisin (ug/g) t.a.

(giin) Konsantrasyonu Sserbest hiicre Tutuklanmis hiicre
Kontrol 5398 = 1,17 Ad2 91,71 + 2,08 Ael
0,1 mg/ml kurdlan  [65,85 + 1,29 Bc2 170,30 + 3,18 Bcl

10 0,2 mg/ml kurdlan (104,44 + 0,91 Bb2 37493 + 3,80 Bbl
0,25 mg/ml kurdlan {96,05 + 1,70 Ab2 41590 + 6,42 Aal
0,3mg/ml kurdlan 148,37 + 0,21 Aal 156,09 + 2,22 Adl
Kontrol 57,28 + 1,79 Ac2 96,52 + 3,36 Adl
0,1 mg/ml kurdlan 83,84 + 7,04 Ab2 17197 <+ 5,25 Bbl

12 0,2 mg/ml kurdlan 117,54 + 1,84 Aa2 366,60 + 3,91 Bal
0,25 mg/ml kurdlan 88,33 + 3,57 Ab2 180,24 + 3,51 Bbl
0,3mg/ml kurdlan | 106,75 =+ 0,28 Bal 114,36 + 0,56 Bcl
Kontrol 60,87 + 1,45 Ac2 96,44 + 2,43 Adl
0,1 mg/ml kurdlan 86,24 + 1,30 Ab2 200,72 + 0,80 Abl

14 0,2 mg/ml kurdlan 105,54 =+ 3,08 Ba2 426,69 =+ 2,17 Aal
0,25 mg/ml kurdlan {9558 + 1,32 Aab2 168,92 + 2,81 Ccl
0,3mg/ml kurdlan 65,73 £+ 1,07 Cc2 98,85 + 2,85 Cd1

Biiylik harfler : Dikey siitunda ayni uyarici konsantrasyonlarmin farkli zamanlarda Duncan testine gore
karsilastirilmasini  gostermektedir.

Kiiciik harfler : Dikey siitunda ayni uyarim zamaninda uyarici konsantrasyonlarinin Duncan testine gore
karsilastirilmasini  gostermektedir.

Rakamlar : Yatay siitunda yontemlerin Duncan testine gore karsilastirilmasini gostermektedir.

Tutuklanmis hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 91,71-415,90
ng/g t.a. seklindedir (Cizelge 4.15). Toplam tutuklanmis hiicrelerde 10. giinde en fazla
kapsaisin miktar1 0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda bulunmustur. Kontrol ile
karsilagtirildiginda uygulanan tiim kurdlan konsantrasyonlar1 kapsaisin miktarinda artisa

neden olmustur.

94



Tutuklanmig hiicrelerde belirlenen toplam kapsaisin miktart 10. giinde serbest
hiicrelerde belirlenen toplam kapsaisin miktarindan daha yiiksektir. Tutuklanmig
hiicrelerde 0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenen toplam kapsaisin miktari,

serbest hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktarindan yaklasik 4 kat daha fazladir.

Serbest hiicrelerde 12. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 57,28-117,54 ng/g
t.a. seklindedir (Cizelge 4.15). Uygulanan tiim kurdlan konsantrasyonlarinda kontrole
gore artiglar belirlenmistir. En fazla kapsaisin miktar1 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda

belirlenmistir. Kurdlanin 0,2 ve 0,3 mg/ml’lik konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin

birikimi birbirine yakindir (p<0,01).

Tutuklanmus hiicrelerde 12. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 96,52-366,60
ug/g ta. olarak bulunmustur (Cizelge 4.15). Uygulanan tiim kurdlan
konsantrasyonlarinda kontrollerine gore artislar belirlenmistir. Kapsaisin miktarinda en

fazla artis 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda belirlenmistir.
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Sekil 4.15 Farkli konsantrasyonlarda kurdlan uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde toplam kapsaisin miktar1 lizerine etkisi

a : Kontrol, b: 0,2img/ml kurdlan c: 0,2 mg/ml kurdlan, d: 0,25mg/ml kurdlan, e: 0,3mg/ml kurdlan
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Serbest hiicrelerde 14. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 60,87-105,54 ng/g
t.a. seklindedir (Cizelge 4.15). En fazla kapsaisin miktar1 0,2 mg/ml kurdlan
uygulamasinda belirlenmistir. Uygulanan tiim kurdlan konsantrasyonlarinda kontrole

gore kapsaisin miktarinda artis belirlenmistir.

Tutuklanmis hiicrelerde 14. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 96,44-426,69
ug/g t.a. seklindedir (Cizelge 4.15). Tutuklanmis hiicrelerde 14. giinde en fazla toplam
kapsaisin miktart 0,2 mg/ml kurdlan uygulamasinda bulunmustur Uygulanan tiim

kurdlan konsantrasyonlar1 kapsaisin miktarinda kontole gore artisa neden olmustur.

Tutuklanmis hiicrelerde 14. giinde belirlenen kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerde
belirlenen kapsaisin miktarindan daha yiiksektir. Tutuklanmis hiicrelerde 0,2 mg/ml
kurdlan uygulamasinda belirlenen toplam kapsaisin miktari, serbest hiicrelerde

belirlenen kapsaisin miktarindan yaklasik 4 kat daha fazladir.

Serbest hiicrelerde kontrollerdeki toplam kapsaisin miktarinin zamanla degisimi
istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p<0,01). 0,1 mg/ml kurdlan uygulamasinda
uyarim zamaninin artigi ile kapsaisin miktar1 da artmaktadir. 0,2 mg/ml kurdlan
uygulamasinda 12. giinde artan kapsaisin miktar1 14. giinde azalmistir. 0,25 mg/ml
kurdlan uygulamasinda kapsaisin miktarinin zamanla degisimi istatiksel anlamda
onemsiz bulunmustur (p<0,01). 0,3 mg/ml kurdlan uygulamasinda ise uyarim siiresinin

artmasi ile kapsaisin miktar1 azalmaktadir (Cizelge 4.15, Sekil 4.15).

Sonuglar topluca degerlendirildiginde seliilaz, salisilik asit, metil jasmonat, ksantan ve
kurdlan uygulamalar i¢in etkin olan uyarim dozu, etkin uyarim konsantrasyonu ve
toplam kapsasin miktarlar1 ¢izelge 4.16° da verilmistir. En fazla kapsaisin miktari
kurdlan uygulamasinda tutuklanmis hiicre silispansiyonunda belirlenmistir. Ksantan
uygulamasi haricinde diger uyaricilarda serbest hiicrelerde etkili olan  uyarim
konsantrasyonu tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda da etkili olmustur. Seliilaz

uyaricist uygulandiginda serbest hiicre siispansiyonlarinda etkili olan uyarim zamani
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tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda da etkili olmustur. Metil jasmonat ve ksantan

uyarici uygulamalarinda da serbest hiicre slispansiyonlarinda etkili olan uyarim zamani

tutuklanmuis hiicre slispansiyonlarinda etkilidir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Kullanilan uyaricilarin etkin uyarim dozu, uyarim zamani ve

olusturduklar1 toplam kapsaisin miktarlari

Hiicre siispansiyon Etkin uyarim | Etkin uyarim Kapsaisin
Uyarict | tipi zamani konsantrasyonu miktar1 (ug/g t.a)
Serbest hiicre
Seliilaz slispansiyonu 24-48 saat 30 pg/ml 243,30- 249,14
Tutuklanmis hiicre
slispansiyonu 24 saat 30 pg/ml 362,91
Serbest hiicre
Salisilik | siispansiyonu 14. giin 250 uM/ ml 136,63
asit Tutuklanmis hiicre
slispansiyonu 12. giin 250 uM/ ml 153,54
Serbest hiicre
Metil slispansiyonu 14. giin 0,06 uM/ml 102,57
jasmonat | Tutuklanmis hiicre
slispansiyonu 14. giin 0,06 uM/ml 127,29
Serbest hiicre
slispansiyonu 10. giin 0,2 mg/ml 120,92
Ksantan Tutuklanmis hiicre
slispansiyonu 10. giin 0,25 mg/ml 211,34
Serbest hiicre
slispansiyonu 12. giin 0,2 mg/ml 117,54
Kurdlan Tutuklanmais hiicre
slispansiyonu 14. giin 0,2 mg/ml 426,69
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismasinda yapilan literatiir arastirmalarinin 15181 altinda serbest ve tutuklanmis
hiicre stlispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda cesitli uyaricilar (kurdlan,
ksantan, salisilik asit, metil jasmonat ve seliilaz) ilave edilmistir ve bu uyaricilarin

kapsaisin iiretimindeki potansiyelleri arastirilmistir.

Tez caligmasinda kullanilan uyaricilar ve hiicrelerin tutuklanmasi ile kapsaisinin kisa
siirede ve daha fazla miktarda elde edilmesi hedeflenmistir. Bu calisma sayesinde
kapsaisin, tilkemiz kosullarinda ilk kez laboratuar kosullarinda hiicre siispansiyonu
kullanilarak elde edilmistir. Yine iilkemizde bitki doku kiiltiiriinde tutuklama
yonteminin kullanildigi herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Bu yoOniiyle de
iilkemiz kosullarinda bitki doku kiiltiiri ¢alismalarinda tutuklama yonteminin ilk defa

denendigi sdylenebilir.

Seliilaz uyaricisinin kapsaisin sentezi lizerine etkisi konusunda yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamistir. ilk kez bu ¢alismada ele almmistir. Seliilaz uyaricis1 birgcok bitki
tirtinde oldugu gibi biberde de fitoaleksin olusumunu uyardig bildirilmistir (Brooks vd.
1986). Ellialtioglu vd. (1998), selillazin Capsicum annuum kallus siispansiyon
kiiltiirtinde biber fitoaleksini olan kapsidiol olusumunu artirici etki yaptigini tespit

etmistir.

Tez calismasinda seliilaz, kiiltiir ortamma 5, 10, 15 ve 30 pg/ml olacak sekilde
uygulanmistir. Serbest hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 30
png/ml ve 24-48 saat olarak bulunmustur. Ellialtioglu vd. (1998), yaptiklar1 ¢alismada
11B 14 biber cesidinde en yiiksek kapsidiol birikimini 30 pg/ml etkin uyarim
konsantrasyonunda 24 saat siire sonunda bulmuslardir. Etkin konsantrasyon ve zaman

acisindan kapsaisin i¢in buldugumuz sonug bu arastiricilarin sonuglari ile benzerdir.
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Yapilan galismalarda (Lindsey vd. 1983, Lindsey ve Yeoman 1985, Johnson vd. 1991)
Capsicum spp.’nin tutuklanmis hiicre kiiltiirlerinin, serbest hiicre silispansiyon
kiltlirlerine gore birkag kat daha fazla miktarda kapsaisin {rettigi bulunmustur.
Yaptigimiz tez calismasinda tutuklama islemi tiim seliilaz konsantrasyonlar1 ve uyarim
stirelerinde serbest hiicrelere gore kapsaisin miktari {izerine etkili bulunmustur (Cizelge
4.1-4.3, Sekil 4.1-4.3). Bu anlamda elde edilen sonuglar yapilan tutuklama calismalari

ile paralellik gostermektedir.

Hiicre kiiltiirlerinde alkoloid birikimi {izerine yapilan bir ¢alismada (Lindsey ve
Yeoman 1983) hiicrelerin yapisal organizasyonunun ve biliylime hizinin ikincil
metabolik fonksiyonlarin aktivitesi ile yakindan iliskili oldugu ve gergeklesen
reaksiyonlar {izerinde belirleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Yapisal olarak birarada
bulunan hiicrelerin en yiiksek miktarlarda alkoloid sentezledigi belirlenmis ve kiiltiir
biiyiime dongiisiiniin sonlarina dogru, birincil ve ikincil metabolik fonksiyonlarda ortak
olarak kullanilan metabolik Onciilerin, protein sentezinde kullanilmak yerine, yon
degistirerek fenolik bilesiklerin sentezi gibi ikincil metabolik reaksiyonlarda tepkimeye

girdikleri belirlenmistir.

Yapisal olarak birarada bulunan, kiiltiir ortamina tutuklanmis hiicreler, serbest
siispansiyon kiiltiir ortamindaki hiicrelere gore daha yavas biiyliyen hiicreler
olduklarindan, birincil metabolik aktiviteleri daha diisiiktiir ve bu nedenle de ¢ok daha

fazla miktarlarda ikincil metabolik bilesikleri sentezleyebilme kapasitesine sahiptirler.

Chappel vd. (1987)’ nin yaptig1 bir ¢alismada, yine biber gibi bir Solanaceae bitkisi olan
KY-14 tiitlin ¢esidine ait hiicre siispansiyon kiiltiiriine seliilaz ilave edilmis, seliilaz i¢in
etkin konsantrasyonun (0,2-0,4) x 10 mg/ | oldugu ve maksimum kapsidioliinde 18-24
saatleri arasinda olustugu belirlenmistir. Seliilaz uyaricis1  hiicre  ¢eperlerini
etkilediginden olusan kapsidioliin biiylik bir kismimnin hiicre disina ¢iktigin1 ve dokuda
cok az miktarda kapsidiol bulundugunu gozlemlemislerdir. Tez g¢alismamizda ise
hiicrelerdeki kapsaisin miktarinin siiziintiilerden fazla oldugu bulunmustur. Ancak diger

uyaricilarin siiziintiileri ile karsilastirildiginda seliilaz uyaricisinin kapsaisinin siiziintiiye
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gecmesinde daha etkili oldugu bulunmustur. Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde elde
edilen kapsaisin miktari seliilaz uygulanmayan kontrol gruplari haricinde tutuklanmis
hiicrelerden daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Bu durum bize seliilaz
uyaricisinin serbest hiicrelerle direk temas ederek hiicre ¢eperlerini etkileyip kapsaisinin
stizlintliye gecmesini sagladigini diisiindiirmektedir. Tutuklanmis hiicrelerde kalsiyum
aljinat tabakanin seliilazin siiziintiiye gegmesini serbest hiicrelere gore nispeten azalttigi

distiniilmektedir.

Threlfall ve Whitehead (1988), tiitiin hiicre siispansiyon kiiltiiriine seliilaz1 uygulamis
ve olusan olaylar1 ii¢ fazda incelemislerdir. Birinci fazda kapsidiolii sentezleyen
seskiterpen siklaz, germakrene siklaz enzimlerinin aktif hale geldigini, 24 saate kadar da
kapsidiol miktarinda artis oldugunu goézlemlemistir. Chappel vd. (1991) yine tiitiin
hiicre siispansiyon kiiltiiriine seliilazi uygulamislardir. Kapsidiol biyosentez yol izinde
anahtar enzimler olan HMGR ve seskiterpen siklaz aktivitesini artirdigini ve
kapsidioliin olustugunu gdzlemlemislerdir. Moreau ve Preisig (1993), aymi tiitiin
cesidinde seliilaz uyaricisini kullanmis ve hiicre zarlarindaki lipitleri incelemislerdir.
Uyarici uygulanmasindan 8 saat sonra kapsidiol dlgiilebilir seviyeye ulasmis ve 24 saate
kadar da kapsidiol artis1 devam etmistir. Choong (2008), C. annuum L. siispansiyon
kiiltiirinde  maksimum  kapsidiol olusumunu 3 pg/ml selilaz uygulama

konsantrasyonunda, 24 saat siire sonunda bulmustur.

Tutuklanmig hiicrelerde de uygulanan tiim seliillaz konsantrasyonlar1 kapsaisin tiretimi
tizerine etkili olmustur. En etkin uyarim konsantrasyonu ve uygulama zamani 30 pg/ml
selilaz ve 24 saat olarak bulunmustur. Seliilazin 30 png/ml  uygulama
konsantrasyonunda zaman 48 ve 72. saate ¢ikarildiginda kapsaisin miktarlar1 bu
konsantrasyonda 24. saate gore diismektedir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3). Brooks vd.
(1986), uyaricinin gereginden fazla miktarda ve siirede kiiltiire uygulandiginda kiiltiiriin
zarar gordigiinii veya hi¢ etkilenmedigini belirtmislerdir. Seliilaz konsantrasyonu ile
uyart siiresi i¢in maksimum kapsidiol konsantrasyonunun olustugu optimum bir degerin
bulunmasi gerektigi Brooks vd. (1986) tarafindan bildirilmistir. Kapsaisin i¢inde seliilaz
konsantrasyonu ile uyarim siiresi i¢in optimum degerin bulunmasi gerekir. Nitekim

tutuklanmis hiicrelerde 5 ve 10 pg/ml seliilaz uygulamasinda tiim uyari siiresinde artig
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gozlenirken 15 ve 30 pg/ml selillaz uygulamasinda azalis goriilmektedir (Cizelge 4.3,
Sekil 4.3).

Tez ¢alismasinda kullanilan diger bir uyarici da salisilik asittir. Salisilik asitin disaridan
ortama ilave edilen 6nemli bir diizenleyici oldugu, 6zellikle de patojene karsi bitkinin
savunmasi boyunca asetil salisilik asit tlirevleri ile birlikte PR proteinlerinin olusumuna
etki ettigi belirtilmistir. Ward vd. (1991), Enyedi vd. (1992) ve Uknes vd. (1992), PR
proteinlerinin de fungus ya da viriis ile uyarilan bolgelerin direncini artirdigini

bildirmislerdir. Sonugta uyarma, salisilik asit ve metil jasmonat ile diizenlenmektedir.

Tez calismasinda salisilik asit, kiiltiir ortamina 100, 200, 250 ve 300 uM/ ml olacak
sekilde uygulanmisgtir. Yaptigimiz tez ¢aligmasinda tutuklama islemi tiim salisilik asit
konsantrasyonlar1 ve uyarim siirelerinde serbest hiicrelere gore kapsaisin miktari {izerine
etkili bulunmustur (Cizelge 4.4-4.6, Sekil 4.4-4.6). Bu anlamda elde edilen sonuglar

literatiir caligmalart ile paralellik gostermektedir.

Serbest hiicrelerde en etkili uyarim konsantrasyon ve giinii sirasiyla 250 uM/ml salisilik
asit uygulamasi ve 14. giindiir. Serbest hiicrelerde uyarim siiresinin artmasi ile kapsaisin
miktarinin artmasi arasinda homojenlik goriilmemektedir. Serbest hiicrelerde 300
uM/ml salisilik asit uygulamasinda uyarim siiresi 12. ve 14. giine ¢ikarilmas1 kapsaisin
miktarinda azalmaya neden olmustur. Bu konsantrasyon 10. giinde kontrole gore
kapsaisin miktarinda artisa neden olmasina ragmen diger konsantrasyonlarda belirlenen

kapsaisin miktarina gore bir azalma bulunmustur.

Sudha ve Ravishankar (2003b), Capsicum frutescens hiicre siispansiyon kiiltiiriine 200
uM salisilik asit uygulamasinda en yiiksek toplam kapsaisin miktar1 elde etmislerdir
(46,64+2,3 ng/kiiltiir). Elde edilen bu deger kontrole (29,25+1,4 pg/kiiltiir) gore 1,5 kat
daha fazladir. Kapsaisin sentaz aktivitesi de en yiiksek bulunmustur (6,9+0,34 {inite).
I¢sel poliamin diizeyleri salisilik asit uygulamasinda 6. giinde en yiiksek bulunmustur.
Calismamizda uyarimin 12. gliniinde kapsaisin miktarinda en fazla artis 200 pM/ml
salisilik asit uygulama konsantrasyonunda bulunmustur. Tez ¢alismasinda elde ettigimiz

etkin uyarim dozu bu arastiricilarin ¢aligmalari ile benzerlik gostermektedir.
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Sudha ve Ravishankar (2003b), kapsaisin miktarindaki artigin salisilik asitin kapsaisin
sentezinde anahtar enzim olan kapsaisin sentaz aktivitesini uyarmasinin neden oldugunu

kapsaisin sentaz aktivitesi ol¢iimleri ile gostermislerdir.

Literatiir incelemelerinde Capsicum annuum L. tutuklanmis hiicrelerinde salisilik asit
uyarimi ile Kkapsaisin tretimi {izerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin tiretimi lizerine etkin uyarim konsantrasyonu ve
sliresi sirastyla 250 uM/ml salisilik asit ve 12. giin olarak bulunmustur (Cizelge 4.6).
Salisilik asit uygulamasinin 10. giiniinde 200-300 uM/ml uygulama konsantrasyonunda
kiltir etkilenmemis ve kapsaisin iretilmemistir.  100-250 puM/ml salisilik asit

uygulamasinda 14. giinde kapsaisin miktarinda az miktarda artig vardir.

Chen ve Chen (1999), transforme Salvia miltiorrhiza hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
salisilik asit ve metil jasmonatin tek baslarina uygulandiklarinda “cryptotanshinone”
fitoaleksininin uyarimini tesvik etmedigini bildirmislerdir. Salisilik asit maya uyaricisi
ile birlikte kullanildiginda 50-500 uM konsantrasyonu etkili olmustur. Ozellikle 200
uM salisilik asit konsantrasyonunda kontrole gore bu fitoaleksin miktarinda % 37’lik bir

artis bulmuslardir.

Chen vd. (1993), salisilik asitin bitkilerin dogal savunma mekanizmasini1 harekete
geciren bir madde oldugunu ileri slirmiislerdir. Salisilik asit katalaz inhibitorii gibi
hareket ederek ortamdaki H,O, miktarinin artmasina neden oluyor seklinde ifade
etmiglerdir. Salisilik asit Hyoscyamus muticus hiicre siispansiyon kiiltiiriine
uygulandiginda lubimin konsantrasyonu % 40 oraninda artis gostermistir (Mehmetoglu
ve Curtis 1997).

Sudha ve Ravishankar (2003b), salisilik asit ve metil jasmonati ayr1 ayr1 ve birlikte
Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiirlerine uygulamis ve her iki

bilesigin de kiiltiir hiicrelerinde kapsaisin sentezini ve birikimini arttirdigt belirlemistir.
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Kang vd. (2004), salisilik asitin Scopolia parviflora da ilgili biyosentetik genlerin

ekspresyonunu uyardigini belirlemislerdir.

Kapsaisinoidlerin yapisinda bulunan vanililamin kismi, sikimat arogenat metabolik
yolundan elde edilen fenillalanin’den, yag asiti kismi1 ise valin’ den sentezlenmektedir.
Vanililamin kisminin fenilpropanoid metabolik yolu araciligi ile sentezlendigi
distintilmektedir. Chayapathy vd. (2006), kapsaisin biyosentezinin diizenlenmesinde
valin biyosentez yolunun fenil propanoid biyosentez yoluna gore daha 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. Bu arastiricilar yaptiklari ¢alismada, 2,5 uM salisilik asit uygulamasinda
29,0 pg/mg kapsaisin, 5 uM salisilik asit uygulamasinda 27,3 pg/mg kapsaisin elde
etmislerdir. Elde ettikleri bu deger kontrole (12,7 pg/mg) gore yaklasik 2 kat daha
fazladir. Bu durumu kapsaisin sentezinde ara bilesiklerden biri olan 8 metil nonanoik

asit olusumunun artmasi ile agiklamislardir.

Yu vd. (2006), Saussurea medusa hiicre kiiltiiriinde salisilik asit ilavesi ile “jaceosidin”
ve “syringin” fretimini incelemislerdir. PAL’in fenol propanoid biyosentezini
katalizleyen ilk enzim oldugunu ifade ederek hi¢ uyarici ilave edilmeyen kontrol
uygulamalarinda bu enzimin aktivitesinin yok ya da ¢oz az oldugunu belirlemislerdir.
Uyarici olarak salisilik asit uygulandiginda enzim aktivitesinin 12. saatte artmaya
basladigin1 24. saatte ise maksimum oldugunu belirtmislerdir. Salisilik asidin 20 uM
uygulama konsantrasyonunda 6. giinde kontrole gore 2,5 kat “jaceosidin” ve 2,7 kat
“syringin” iiretimi saglamiglardir. Salisilik asidin bu ikincil metabolitlerin iiretiminde
fenil propanoid biyosentetik enzimlerini tesvik ettigini ifade etmislerdir. Salisilik asit
abiyotik uyaric1 olarak bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin biyosentezini
tesvik etmektedir (Taguchi vd. 2001). Zhao vd. (2001), salisilik asidin Catharanthus
roseus indol alkoloidlerin tiretimini tesvik ettigini bildirmislerdir. Salisilik asit sinyal
iletiminde 6nemli bir role sahiptir. Fenilpropanoid biyosentezini tesvik etmektedir ve

bitkilerde savunma genlerinin ekspresyonunu diizenlemektedir (Yu vd. 2006).

Jasmonik asit ve metil esterleri, cesitli ikincil metabolitlerin olusumuna neden olan

uyarma asamalarinda énemli bir anahtar bilesen olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gundlach
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vd. 1992). Yine Gundlach vd. (1992), protein inhibitorii proteazlara etki eden jasmonik
asit ve metil esterlerinin ikincil metabolizmaya ait genlerin aktivasyonunda dogrudan ya
da dolayli etkisinin bulundugunun ve uyarici reseptor kompleksleri arasindaki yolda
sinyal gorevi iistlendigini bildirmislerdir. Bu maddenin bazi bitkilerde tek basina uyarici
olarak etki ettigi halde, baz1 bitkilerde diger uyarici ile kombinasyonlarinin daha fazla

fitoaleksin sentezini uyardig1 belirlenmistir.

Jasmonik asit yolu genellikle alkoloidler, terpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler
ve fitoaleksinler gibi bitki ikincil metabolitlerinin ¢ogunda sinyal veya sinyal artirici
olarak uyarima neden olmaktadir (Gundlach vd. 1992, Mueller vd. 1993, Mirjalili ve
Linden 1996, Brader vd. 2001). Jasmonik asit biyosentezi ve ikincil metabolit
birikiminin uyaricilar tarafindan tesvik edildigi cesitli bitkilerde gosterilmistir
(Gundlach vd. 1992, Mueller vd. 1993, Menke vd. 1999). Jasmonik asit ve uyarici
sinyali birbirine paralel olarak is gérmektedir veya birbirleri ile ¢akisarak veya daha
kompleks metabolik yollarla bitkilerde ¢esitli ikincil metabolitlerin  uyarimini
saglamaktadir (Zhao vd. 2004).

Tez galigmasinda metil jasmonat, kiiltiir ortamina 0.04, 0.06, 0.08 ve 0,1 uM/ml olacak
sekilde ilave edilmistir. Serbest hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani
sirastyla 0,06 uM/ml metil jasmonat ve 14. giin olarak bulunmustur. Serbest hiicrelerde
0,08-0,1 uM/ml metil jasmonat uygulama konsantrasyonunda 10. giinde iiretilen
kapsaisinin 12. ve 14. gilinde fenilpropanoid yol izindeki bagka bir metabolite
doniismeye basladig1 diisiniilmiistiir. Sudha ve Ravishankar (2003b), metil jasmonat
bilesiginin kapsaisin miktarin1 artirici  etkisinin kapsaisin yikimin1 ya da diger
molekiillerle konjugasyonunu engellemesi ile ac¢iklamislardir. Bu durumu disaridan
metil jasmonat uygulamasinda kapsaisin sentezinde anahtar enzimlerden biri olan
kapsaisin sentaz aktivitesini etkilememesi ile agiklamislardir. Serbest hiicrelerde
uygulanan metil jasmonat konsantrasyonlar1 12. giinde etkili olmazken (Cizelge 4.7,
Sekil 4.7), 0,06-0,08 uM/ml uygulama konsantrasyonlarinda siiziintiiye gecen kapsaisin
miktarinin fazla olmasi (Cizelge 4.8, Sekil 4.8) toplam serbest hiicreler {izerine metil

jasmonatin etkisi lizerine belirleyici olmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).
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Tutuklanmig hiicrelerde ise etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,06
uM/ml metil jasmonat ve 14. giindiir. Bu uygulama konsantrasyonu tiim uyarim
giinlerinde kapsaisin miktarinda en fazla artisa neden olmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.9).
Tutuklanmis hiicrelerde 0,06 uM/ml’ den daha az veya daha fazla uygulama
konsantrasyonlar1 10. ve 14. giinde kapsaisin miktarini etkilememistir veya kapsaisinin
azalmasina neden olmustur. Bu konsantrasyonlarin yol izini baska bir yol izine
kaydirdig diisiiniilebilir. Metil jasmonatin tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
kapsaisin iiretimi iizerine herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Tez ¢aligmasinda en
fazla kapsaisin miktari hem serbest hiicrelerde hem de tutuklanmis hiicrelerde 14.
giinde 0,06 uM/ml metil jasmonat uygulama konsantrasyonunda belirlenmistir. Tez
calismamizda serbest hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktar1 kontrole gore 1,9 kat daha
fazladir. Tutuklanmis hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktari kontrole gore 1,4 kat daha
fazladir. Sudha ve Ravishankar vd. (2003), Capsicum frutescens serbest hiicre
siispansiyonlarina 0,05 pM/ml metil jasmonat uygulamasinda 12. giinde elde edilen
kapsaisin miktarin1 40,1942 pg/kiiltiir olarak bulmuslardir. Elde edilen bu deger
kontrole (29,25+1,4 pg/kiiltiir) gore 1,4 kat daha fazladir. Genotip farki, besiyeri ortam
bilesenleri farki ve calisilan laboratuvar kosullar1 arasindaki fark nedeniyle Onceki
caligmalarda ile tamamen ayni sonuglari beklemek s6z konusu degildir. Elde ettigimiz
sonuclarin bu anlamda bu arastiricilarin  ¢alismalar: ile benzerlik gdsterdigi

diistiniilmektedir.

Ravishankar vd. (2003), salisilik asit ve metil jasmonatin birlikte uygulanmasi sonucu
besiyerine maksimum kapsaisin salinimini 15. giinde 24,16+1,2 pg/kiiltiir olarak
bulmuslardir. Salisilik asit ve metil jasmonatin birlikte etkileri kontrole gore kapsaisin

miktarinda azalmaya neden olmustur.

Suresh ve Ravishankar (2005), Capsicum frutescens kok kiiltiirlerinde disaridan metil
jasmonat ve kafeik asit gibi onciil maddelerle vanilin gibi ¢esitli fenil propanoidlerin
olusumunu aragtirmiglardir. 10 pM/ml metil jasmonat uygulamasinda kontrolleri ile
karsilastirildiginda 1,93 kat daha fazla vanilin {irettigini belirtmislerdir. Bu ¢aligmada

Kafeik asit 0-metil transferaz aktivitesinde de artis gézlemlemislerdir.
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Sharan vd. (1998), metil jasmonatin fungal uyarici ile birlikte PAL aktivitesini uyardigi
ve tiitlin hiicre kiiltirlerinde “scopoletin” ve “scopolin” f{iretimini artirdigini

belirtmislerdir.

Rodriguez vd. (2003) ve Tabata (2004), metil jasmonatin ¢ogu hiicre siispansiyon
kiiltiiriinde ve sagak kok kiiltiiriinde farkli metabolik reaksiyonlar1 uyaran enzim

aktivitelerini tesvik eden kimyasal bir uyarict oldugunu ifade etmislerdir.

Wu ve Lin (2003), Taxus chinensis hiicre siispansiyon kiiltiirinde metil jasmonat

uyarimi ile taksol birikimini PAL aktivitesindeki artisla iliskilendirmislerdir.

Metil jasmonat ve jasmonik asitin, domates, Arabidopsis ve tiitiin gibi bitkilerde etilen
tiretimini uyardigi ve savunma mekanizmalarinda etkili oldugunu belirtilmisdir (Xu vd.

1994, O’ Donnell vd. 1996).

Hayashi vd. (2003), maya uyaricis1 ve metil jasmonatin Glycyrrhiza glabra hiicre
kiiltiirlerinde 5-deoxyflavonoid iiretimini tesvik ettigini bildirmislerdir. Ayrica metil

jasmonat “soyasaponin” birikimini de tesvik etmistir.

Mandujano-Chavez vd. (2000), metil jasmonat ve seliilaz tiitiin hiicre kiltiiriinde
kapsidiol birikimini, gen ekspresyonunu ve seskiterpen siklaz genlerinin ekspresyonunu

uyardigini bildirmislerdir.

Zhao vd. (2001), metil jasmonat uygulamasinda Mexican cypress (Cupressus

lusitanica)’ nin B-thujaplicin’ i yiiksek diizeyde sentezlendigini belirtmislerdir.

Jasmonatlar bitkilere disaridan uygulandiginda morfolojik ve fizyolojik degisimlerde
inhibe edici veya destekleyici etkiler yapmaktadirlar (Sembdner ve Parthier 1993).
Jasmonatlar protein sentezinde gen ekspresyonunu da uyarmaktadirlar. Jasmonatlar

savunma cevabinda gesitli ikincil metabolitlerin Taxus condensis, Taxus cuspitade’ den
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“paclitaxel” (Ketchum vd. 1999), Tulipa gesneriana’dan ‘“antosiyanin” iretiminde
(Saniewski vd. 1998) ve Rubus idocus’ dan “benzelaseton” (Pedapudi vd. 2000)
tiretiminde ¢alisilmistir. Jasmonatlar bitki hiicre kiiltiirlerinde kimyasal sinyal bilesikleri
olarak de novo gen transkripsiyonunu ve sonugta dogal {iriinlerin sentezini

uyarmaktadilar (Stockigt vd. 1995).

Bulgakov vd. 2002, Rubia cordifolia kiiltiirlerinde metil jasmonat ve salisilik asitin
atrakinon fitoaleksininin iretimini uyardigini belirtmislerdir. Pitta-Alvarez vd. 2002,
Bragmansia candia sacak kok kiiltiirlerinde tropan alkoloidler “scopolamine” ve

“hyoscyamine” iiretimini salisilik asitin dnemli bir sekilde uyardigini belirtmislerdir.

Kapsaisin biyosentezi fenil propanoid yolu ve valin metabolik yolu olarak iki metabolik
yoldan sentezlenir. Aromatik biyosentez yolunun ilk kismi tiim bitkilerde fenil
propanoid metabolizma ile ortak paylasilmaktadir. Bu durum disaridan uyarici
uygulamasinin metabolik yolu bu yonde ilerletebilecegini diisiindiirmektedir. Ferulik
asit yoluyla vanilin ve vanilinaminden kapsaisine doniisim sadece biberin hiicre

kiiltiirlerinde ve meyvelerinde bulunmustur (Sukrasno ve Yeoman 1993).

Mikroorganizmalardan elde edilen polisakkaritler ve diger cesitli bilesikler ikincil
metabolik bilesiklerin sentezini uyarict etkilere sahiptir. Bir tiir fitoaleksin olan
kapsidiol bilesigi bitki hiicrelerinde, mikroorganizmalarin enfeksiyonu sonucu
sentezlenmektedir. Mantarlar tarafindan iiretilen glukanlar bitki hiicrelerinin ikincil
metabolik bilesik sentezini etkilemektedirler (Ruta graveoens tarafindan sentezlenen
acridine peroksit, Petroselinum hortense tarafindan sentezlenen kumarin bilesikleri,
Glycine max tarafindan sentezlenen glyceollin ve Phaseolus vulgaris tarafindan

sentezlenen phaseolin vb.).

Ksantan (Xanthan), Xanthomonas campestris’ den elde edilen mikrobiyal bir
polisakkarittir. Ksantanin molekiiler yapis1 EK 10’ da verilmistir. Tez g¢alismasinda
ksantan, kiiltiir ortamma 0,1, 0,2, 0,25 ve 0,3 mg/ml olacak sekilde uygulanmistir.

Ksantan uygulamasi sonucu serbest hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve siiresi
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strastyla 0,2 mg/ml ve 10. giin olarak bulunmustur. Uyarma siiresi 10. giinden 12.ve 14.
giine ¢ikarildiginda serbest hiicrelerde olusan kapsaisin miktar1 azalmistir. Bu
sonuglardan 12. giinde fenilpropanoid yol izindeki bagka bir metabolite doniismeye
basladig1 veya 10. giinde PAL enziminin daha aktif oldugu diisiiniilebilir. Uyarimin 10.
ve 12. gilinlinde uyaric1 konsantrasyonunun artisi ile kapsaisin tiretimi arasinda tam bir

homojenlik goriilmemistir.

Johnson vd. (1991) yaptiklar1 ¢alismada Capsicum frutescens serbest ve tutuklanmig
hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin tiretimi
tizerine etkilerini arastirmislardir. Bu calismanin sonuglarina goére kapsaisin tiretimi
tutuklanmis hiicrelerde ksantan kullaniminda 14. giinde kontrole gore 2 kat daha fazla
artmistir. Tez calismasinda serbest hiicrelerde 0,2 mg/ml ksantan uyariminda 10. glinde
kontrole gore kapsaisin miktarinda 1,4 Kkat, tutuklanmis hiicrelerde ise 0,25 mg/ml ve
uyarimin 10. giiniinde 2 kat artig belirlenmistir. Johnson vd. (1991) yaptiklar1 ¢alisma
ile uyguladigimiz konsantrasyonun basarist serbest hiicrelerle paralel bulunmustur.
Ancak bizim elde ettigimiz kapsaisin degerleri daha diisiiktiir ve uygulamanin 10.
giiniinde maksimum artis belirlenmistir. Bunun nedeni ¢alistigimiz biber tiirliniin farkl
olmasi, direk uyarict Xanthomonas campestris’ den elde edilen saf ksantani

kullanmalar1 ve laboratuvar sartlarinin farkliligi olabilir.

C. frutescens hiicre kiiltiirlerine, Gliocladium deliquescens hiicrelerinden elde edilen
bilesiklerin uygulanmasi sonucu, fenil alanin amonyum liyaz aktivitesinde artis
gozlemlenmistir (Holden vd. 1987).  Bitkilerden elde edilen ikincil metabolik
bilesiklerin birgogunun sentezi, kiiltiir ortamina mikroorganizma ve mantarlardan elde

edilen bilesiklerin eklenmesi sonucu artis gostermektedir.

Kurdlan (Curdlan), Alcaligenes faecalis’ den elde edilen mikrobiyal bir polisakkarittir.
Kurdlan bilesiginin molekiiler yapis1t EK 11° de verilmistir. Tez ¢alismasinda kurdlan,
kiltlir ortamina 0,1, 0,2, 0,25 ve 0,3 mg/ml olacak sekilde uygulanmistir. Yaptigimiz
tez ¢aligmasinda tutuklama islemi tiim kurdlan konsantrasyonlar1 ve uyarim siirelerinde

serbest hiicrelere gore kapsaisin miktari lizerine etkili bulunmustur (Cizelge 4.13-4.15,
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Sekil 4.13-4.15). Bu anlamda elde edilen sonuglar literatiir ¢aligmalar ile paralellik
gostermektedir. Calismamizda 0,2 mg/ml ve 0,25 mg/ml kurdlan ile uyarim sonucunda
uyarimin 10. ve 14. giliniinde serbest hiicrelerde elde edilen kapsaisinin yaklasik 4 kat

daha fazla kapsaisin elde edilmistir.

Ortak metabolik 6ncili molekiillerin birden fazla metabolik yolda gorev aliyor olmasi bu
molekiiller i¢in reaksiyonlar arasinda rekabet olduguna isaret etmektedir. Bu nedenle
ikincil metabolik bilesiklerin kiiltiir ortamina tutuklanan hiicreler tarafindan daha fazla
miktarda sentezlenmesinin, daha kompleks reaksiyonlarin gergeklestigi zamanlarda

daha belirgin olacag diisiiniilmektedir (Brodelius ve Nilsson 1980).

Zeleneva ve Khavkin (1980), yaptiklart g¢alisma sonucu siispansiyon kiiltliriinde
bliyliyen Zea mays hiicrelerinin bazi enzimlerinin aktivitelerinin anormal diizeyde
oldugunu ve bazi enzimlerin oldukc¢a diisiik aktivite gosterdiklerini tespit etmislerdir.
Bu metabolik anormalligin, hiicrelerin bulunduklar1 ortamin &zelliklerinden
kaynaklanabilecegini ve Ozellikle hiicrelerin yapisal olarak biraraya gelmemelerinin,
ayrica ortamda bulunan besin, bliylime hormonlari, diizenleyici molekiiller, siv1 kiiltiir
ortami igerisinde homojen bir sekilde dagilamayacagindan, slispansiyon kiiltiir
ortaminin heterojen yapisinin, hiicrelerin metabolik fonksiyonlar: {izerinde olumsuz
etkileri olabilecegini belirlemistir. Bu nedenlerden dolay1 siispansiyon kiiltiirii
icerisindeki hiicreler ‘kapsaisin sentaz’ enzimi aktivitesinin diisiik olmasindan ve

heterojen ortam kosullarindan dolayr daha az miktarda kapsaisin sentezlemektedirler.

Lindsey ve Yeoman (1983), yaptiklari ¢aligmalar sonucu, kiiltlir ortamina tutuklanan
hiicrelerin Serbest siispansiyon kiiltiirii hiicrelerine gore yaklasik olarak 1000 kat daha
fazla kapsaisin sentezleyebildiklerini belirlemislerdir. Bu sonucun kiiltlir ortamina
tutuklanan hiicrelerin, metabolik 6ncii molekiilleri birincil metabolik reaksiyonlar
yerine, kapsaisin sentezinde kullanmalarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Stispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin olduk¢a az miktarlarda kapsaisin sentezleyebildigi,
hiicrelerin kiiltiir ortamina tutuklanmas1 sonucu {iiretilen kapsaisin miktarinin 28 giinliik
kiiltirlerde 10 katina kadar arttig1 belirlenmistir. Kiiltiir ortamina tutuklanan hiicrelerle

karsilastirildiginda, 14 giinliik plasental doku hiicreleri 40 kat daha fazla kapsaisin
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sentezleyebilmektedir. Plasental doku hiicreleri, kapsaisin sentezinin gergeklestigi yer
olarak, sahip oldugu fizyolojik kapasite sayesinde diger kiiltiir hiicrelerine gore ¢ok

daha fazla miktarlarda kapsaisin sentezleme potansiyeline sahiptir.

Johnson vd. (1990), 14 giin boyunca inkiibe edilmis tutuklanmis hiicreler ve plasentada
kapsaisin tretimi iizerine Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus ekstraktlari ve
stizlintisii ile kurdlan’in etkisini incelemislerdir. Tutuklanmis hiicre sisteminde
kapsaisin sentezinde kurdlan daha etkili bulunmustur ve kontrol ile karsilagtirildiginda

sentez yaklasik iki kat artmistir.

Johnson vd. (1991), yaptiklari ¢alismada Capsicum frutescens serbest ve tutuklanmis
hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin tiretimi {izerine
etkilerini arastirmislardir. Bu calismanin sonuglarina gére kapsaisin iiretimi tutuklanmis

hiicrelerde kurdlan kullaniminda 14. giinde kontrole gore 2 kat daha fazla artmistir.

Suvarnalatha vd. (1993), 3mg/L ve 2,4 D igeren MS ortaminda % 0,2- % 0,08- % 0,12
ve % 0,16 kurdlan uygulamiglar ve tutuklanmis hiicrelerde % 0,2 kurdlan
uygulamasinda 3. giinde en yiiksek kapsaisinoid miktarini 220 pug/g bulmuslardir. Tez

caligmasinda kapsaisin miktar1 iizerine kurdlan uyaricisinin etkin uyarim dozu 0,2

mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.13-4.15, Sekil 4.13-4.15).

Elde edilen sonuglar topluca degerlendirildiginde tutuklama ydnteminin kapsaisin
birikimi iizerine etkili oldugu belirlenmistir. Uyarict uygulamasi yapilmayan
tutuklanmis hiicreler ve serbest hiicrelerin kontrol drneklerinde tespit edilen kapsaisin
miktarlar1 karsilagtirildiginda tutuklanmis hiicrelerdeki kapsasin birikimi serbest
hiicrelerden yaklasik iki kat daha fazla bulunmustur. Burada tutuklama isleminin ve
tutuklamada kullanilan kalsiyum iyonlarinin da wuyarici etkilerinin hiicreleri uyararak
kapsaisin birikimi tizerine olumlu etki yaptig1 diisiiniilmektedir. Disaridan uyaricilarin
uygulanmasi da kapsaisin birikimi iizerine etkili olmustur. Ozellikle tutuklama ydntemi
ile birlikte uyaric1 uygulamasinin yapilmasi kapsaisin miktarinda énemli artislara neden

olmustur. Kurdlan ve selillaz uyaricilarinin etkisi diger uyaricilara gore kapsaisin
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miktar iizerinde daha etkili bulunmustur. Tutuklama yontemi ve uyarict uygulamalari
ile elde edilen kapsaisin miktarlar ticari olarak kapsaisin iiretimi i¢in yeterli olmamakla
birlikte Ozellikle tutuklama yontemi ile birlikte uyarict konsantrasyonlarnin ve
siirelerinin denenerek ve etkin yeni uyaricilarin, bunlarin kombinasyonlarmin ve
uygulama konsantrasyonlarinin  belirlenmesi amaclanmalidir.  Seliilaz  uyaricisi
uygulandiginda diger kulanilan uyaricilara gére oldukea kisa bir uyarim zamaninda (24
saat) yiiksek kapsaisin miktar1 elde edilmistir. Kullanilan seliilaz konsantrasyonunu da
dikkate alirsak seliillaz uyaricisi ile uygun konsantrasyonlarin denenerek kapsaisin
miktarini arttiracak c¢alismalar yapilmasi diistiniilmelidir. Yine seliilazin etkili olan

kurdlan uyarici ile birlikte etkileri de incelenmelidir.

Bu sonuglar mikroorganizmalardan elde edilen bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltiir
ortaminda uyarict ve Uretimi arttirict molekiiller olarak kullanilabileceklerini
gostermektedir. Ancak bu uygulamalarin endiistriyel amach kullanimina gegilmeden
once mikroorganizmalardan elde edilen gesitli bilesiklerinin etkilerinin Onceden

yapilacak ¢aligmalarla belirlenmesi gerekmektedir.

Ikincil metabolit bilesiklerin iiretilmesinde kullanilan hiicre kiiltiirii tekniklerinin
biyoteknolojik uygulama alanlar1 oldukga ilgi ¢ekmektedir. Tezin giris boliimiinde de
belirtildigi gibi bir ¢ok bilesigin kiiltiir ortaminda sentezlenebildigi gézlemlenmistir.
Uygulanan yontemlerin ekonomik oldugunun sdylenebilmesi i¢in, daha 6nce geleneksel
yontemlerle elde edilen sonuglardan ¢ok daha verimli sonuglar alinmasi gerekmektedir.
Ozellikle bitkilerden elde edilen bilesiklerin geleneksel yontemlerle iiretilmesi daha
ucuza mal olmakta ancak yine de bu yontemlerle tam optimizasyon saglandiginda bile
elde edilen {iriin genellikle ¢ok diisiik olmamakla birlikte yine de yetersizdir. Bu
nedenlerden dolay: hiicre kiiltiirii teknolojisinde giinliik verimi arttirmaya yonelik yeni
sistemler gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun da anlami, yiiksek miktarda
iriin veren hiicrelerin elde edilmesi ve bu hiicrelerden devamli {iriin alinmasin
saglayacak sistemlerin olusturulmasi gerektigidir. Bugiiniin sartlar1 altinda olduk¢a az
bitkisel ikincil metabolit bilesik kiiltiir teknolojisi yontemleri ile ekonomik olarak elde
edilebilmektedir.
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Biyokimya, ikincil {irlin sentezi ve birikimi konularinda bilimsel altyapr arttik¢a, bu
bilgiler uygulanan yoOntemlerin yeniden diizenlenmesine kullanilacak ve gerekli

degisiklikler yapilacaktir.

Sonug olarak, hiicrelerin bulunduklar1 ortamin kimyasal igeriginin degistirilmesi ve
hiicrelerin kiiltiir ortamina tutuklanmasina uygulanan teknikler bitki hiicrelerinin ikincil
metabolit bilesikleri sentezlemelerini diizenleyen metabolik olaylarin anlagilmasini
kolaylastirabilecek olanaklar saglamaktadir. Yapilan degisiklikler sonucu hiicrelerin
metabolik fonksiyonlarinin nasil etkilendiginin gézlemlenmesi, istenilen iirliniin iiretim
miktariin arttirtlmast igin gerekli kosullarin belirlenmesine de katkida bulunacaktir. Bu
teknikler sunduklart avantajlar sayesinde, bitki hiicrelerinin ikincil metabolit

bilesiklerinin endiistriyel liretimlerine de 6nemli katkilar saglayabilirler.
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EKLER

EK1 5 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami
EK 2 10 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami
EK 3 20 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami
EK 4 40 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami
EK5 80 pug/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami
EK 6 100 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

EK 7 Siziintiiye gecen kapsaisin miktar1 ve toplam kapsaisin miktarinin hesaplanmasi

EK 8 30 pg/ml seliillaz uygulamasinda 24. saatte tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin
miktarina ait HPLC kromatogrami

EK 9 0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda 10. giinde tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin

miktarina ait HPLC kromatogrami

EK 10 Ksantan bilesiginin molekiiler yapisi

EK 11 Kurdlan bilesiginin molekiiler yapisi
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may

EK1 5 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System

Sample ID: 5 pg/ml Vial: A0l
Injection Volume: 10 pl

Retentien Time

127

mau



EK 2 10 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System
Sample ID: 10 pg/ml
Injection Volume: 10 ul

Vial: A01

Retentien Time

may

358
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EK 320 pg/ml’ lik kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System
Sample ID: 20 pg/ml

mal

Vial: A0l
Injection Volume: 10 pl
Retention Time
r\.ﬂﬁ/"‘“\nﬂ_ T— | P ——

r
(&)
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EK 4 40 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System
Sample ID: 40 ng/ml Vial: A0l
Injection Volume: 10 pl

Retention Time

mal
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mau



EK 5 80 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System

Sample ID: 80 ng/ml Vial: A0l
Injection Volume: 10 pl

Retentien Time s

may
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mau



EK 6 100 pg/ml’ lik Kapsaisin standartinin HPLC kromatogrami

Analyst: System
Sample ID: 100 pg/ml
Injection Volume: 10 pl

Vial: A0l

a0 4 —
Retention Time

mau

132

mau



EK 7 Siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1 ve toplam kapsaisin miktarimin hesaplanmasi

Siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1 (ug/g) = 40 ml besiyerindeki kapsaisin miktar1/
besiyerindeki hiicrelerin yas agirligi

Serbest hiicrelerde toplam kapsaisin miktar: (ng/g) = Serbest hiicrelerdeki kapsaisin
miktart + serbest hiicrelerde siiziintiiye gecen kapsaisin miktari

Tutuklanms hiicrelerde toplam kapsaisin miktar1 (pg/g) = Tutuklanmis
hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 + tutuklanmis hiicrelerde siiziintiiye gegen kapsaisin

miktar
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EK 8 30 pg/ml selillaz uygulamasinda 24. saatte tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin

mau

miktarina ait HPLC kromatogrami

Retention Time
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EK 9 0,25 mg/ml kurdlan uygulamasinda 10. giinde tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin

mau

miktaria ait HPLC kromatogrami

Retention Time

14503

[

T T I
< 8 g 10 12 14
Mintes
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EK 10 Ksantan bilesiginin molekiiler yapisi

CH;OH
CH,COOCH,

00C  0—CH-
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EK 11 Kurdlan bilesiginin molekiiler yapisi

CH,OH

OH

oH

CH,OH
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