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Bu arastirmada Sanlwurfa’da yetistirilen Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi nar g¢esitlerinin hasat olumunda
sahip oldugu sekonder metabolit miktarlar1 ve antioksidan kapasiteleri in vitro kosullarda elde edilen
kallus eksraktlariyla karsilagtirilmistir. Ote yandan yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarda
sekonder metabolit iiretimini artirici uygulamalarin etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla; yapraklardan elde edilen kalluslara agir metaller (CdCl,, AgQNO; ve CoCly), bitki savunma
sistemi igindeki sinyal bilesikleri (Salisilik asit (SA), metil jasmonat (MeJA)) veya dokularda osmotik
stres yaratan bilesikler (Sakkaroz, Polietilen Glikol (PEG), Sorbitol) uygulanmasiin sekonder
metabolit iiretimi ve antioksidan kapasiteleri iizerine etkinlikleri incelenmistir. Arastirmada kullanilan
nar ¢esitlerinin meyve kabuklarinin fenolik ve flavonoid kapsamlart dane ve ¢ekirdege gdre daha
yiiksek Ol¢iilmiis olup bu sonuca paralel olarak nar cesitleri ve meyve kisimlarmin antioksidan
aktiviteleri paralellik gostermistir. Arastirma sonuglarina gore ¢aligmada kullanilan agir metallerin
varlig1 kallus biiylime indeksini kontrole gore diisiiriirken sadece Suru¢ karasinda AgNOj3’in tiim
dozlar1 kontrole gore nar kalluslarinda agirlik artigina neden olmustur. Biitiin agir metal dozlari
kontrole gore nar kalluslarinin toplam antosiyanin kapsamlarini arttirmistir. Besi ortamina ilave edilen
agir metaller li¢ ¢esidin kalluslariin toplam fenolik kapsamlarini arttirken, AgNOj ilavesi kalluslarin
flavonoid kapsamlarini arttirmis ancak besi ortamina CoCl, ve CdCl, ilavesi Surug ¢esidinin toplam
flavonoid kapsamini olumsuz etkilemistir. Tiim agir metaller ii¢ ¢esidin yaprak kokenli kalluslarinin
DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitesini ve antioksidan kapasitelerini artirmistir. Besi ortamina
SA ve MeJA ilavesi {i¢ ¢esidin kalluslarimin agirlik artis indekslerinde kontrole gore 6nemli seviyede
diistise sebep olmustur. MeJA varligi tiim cesitlerin toplam antosiyanin kapsamlarint olumlu
etkilerken, toplam fenolik ve flavonoid kapsamlarmi olumsuz etkilemistir. Olciilen parametreler
iizerine SA uygulamalart her ¢esitte farkli etki yapmustir. Surug ¢esidi kalluslarinin sentetik DPPH
serbest radikalini siiplirme kapasiteleri ve antioksidan kapasite iizerine en etkili SA dozu 10 pM
olarak belirlenirken, besi ortaminda SA varligi Hicaz ve Surug¢ karasi c¢esitlerinin DPPH serbest
radikalini siipirme kapasiteleri ve antioksidan kapasiteleri iizerine olumsuz etki etmistir. Nar kallus
kiiltiirlerinde MeJA uygulamalarinin, ¢alismada kullanilan ii¢ nar g¢esidinin kalluslarinda toplam
antioksidan kapasitelerini azalttigi ve Fe'™ indirgeme kapasitelerini ¢ok olumsuz etkiledigi
belirlenmistir. Besi ortamina ilave edilen 20 g/l sakkaroz dozu tiim gesitlerde en yiiksek nisbi kallus
agirlik artisina neden olmustur. Tiim nar ¢esitlerinde 20 g/l Sorbitol ve PEG’in &lgiilen parametreler
i¢in en etkili doz oldugu bulunmustur. Sakkarozun farkli dozlarimin nar kalluslarinin toplam flavonoid
kapsamlar1 iizerindeki etkisi 6nemli bulunurken, uygulanan dozlar nar kallus ekstraktlarinin toplam
flavonoid kapsamlari iizerine her cesitte farkli etki yapmistir. Arastirmada kullanilan elisitorler
arasinda fenolik bilesik sentezi bakimindan en etki elisitorler agir metaller olmustur. Agir metaller
arasinda da 5 uM’lik CdCl; fenolik bilesik sentezi bakimindan en etkin kimyasal olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Punica granatum L., abiyotik elisitor, sekonder metabolit, kallus
kiltiiri
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In this study, the amounts of the secondary metabolites and antioxidant capacities of Surug, Hicaz and
Suru¢ Karasi pomegranate cultivars grown in Sanliurfa at harvest were determined and compared with
the callus extracts obtained in vitro conditions. On the other hand, it was aimed to determine the
effects of different applications enhancing synthesizing of secondary metabolites in calli derived from
the pomegranate leaf explants. For this purpose; effectiveness of heavy metals (CdCl,, AgNO; and
CoCly), signal compounds (Salicylic Acid, Methyl Jasmonate) in plant defense system and some
compounds causing osmotic stress (Sucrose, Polyethylene Glycol, Sorbitol) on calli derived from the
leaf explants were examined. Total phenolic and flavonoid contents of fruit peel of pomegranate
cultivars used in the research were higher than arils and seeds. Parallel to this result, antioxidant
activities of pomegranate varieties and fruit parts were similar. According to the results, presence of
heavy metals used in the study decreased the callus growth index compared to the control, but just
AgNO; doses in the case of Surug caused an increase in callus weight compared to the control. All
heavy metal doses used increased the total anthocyanin contents of pomegranate calli to control. The
heavy metals added to the culture medium increased the total phenolic contents of the calli for the
three pomegranate cultivars, whereas the addition of AgNOj increased the flavonoid contents of the
calli. However, supplement of CoCl, and CdCl, to the culture media adversely affected the total
flavonoid content of the Surug variety. All heavy metals used in the study increased 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging capacity and antioxidant activities of calli obtained
from three pomegranate cultivars. The addition of SA and MeJA to the culture medium resulted in a
significant decrease in the callus growth index of the fruit cultivars compared to the control. MeJA has
a positive effect on the total anthocyanin content of all pomegranate cultivars, while it negatively
affects the total phenolic and flavonoid content of the samples. The salicylic acid applications on the
measured parameters have different effects in all cultivars. The presence of salicylic acid in the tissue
culture medium affected DPPH free radical scavenging capacities and antioxidant activities of the
Hicaz and Surug cultivars, while the most effective salicylic acid dose on the DPPH radical
scavenging capacities and the antioxidant activities of Surug cultivars were determined to be 10 uM. It
has been determined that MeJA applications in pomegranate callus cultures reduced the total
antioxidant capacity of callus of three pomegranate cultivars used in the study and negatively affected
the Fe* reduction capacities. The 20 g/l sucrose concentration supplemented to the culture medium
caused the highest relative callus weight increase in all pomegranate cultivars used in the study. In all
pomegranate cultivars, 20 g/l Sorbitol and PEG applications were found to be the most effective doses
for the measured parameters. While the effect of different sucrose concentrations on the total
flavonoid content of pomegranate callus were significant, sucrose concentrations applied had different
effects on total flavonoid content of pomegranate callus extracts. Among the elicitors used in the
research, the most effective elicitors in the synthesis of phenolic compounds were the heavy metals.
Among heavy metals, 5 uM CdCl, was also found to be the most effective chemical.

KEYWORDS: Punica granatum L., abiotic elicitor, seconder metabolites, callus culture
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1.GIRIS

Son yillarda biyomedikal arastirma alanindaki hizli ilerlemelerle birlikte,
gecmisten giiniimiize insan beslenmesinde dogal olarak kullanilan bitkisel iiriinlerin
onemli Ozelliklerinin ortaya ¢ikartilmasi konusu arastiricilar igin ilgi odagi olmustur.
Bundan dolayidir ki birgok dogal bilesigin hastalik Onleme veya tedavisindeki

potansiyel etkilerinin belirlenmesi igin detayli arastirmalar yirttiilmektedir.

Giliniimiizde {iizerinde en fazla calisilan dogal bilesikler; bitki sekonder
metabolitleri olan alkoloidler, terpenoidler ve fenolik bilesiklerdir (Oskay ve Oskay,
2009). Sekonder metabolitlerin bitki yasaminda savunma, korunma, ortama uyum
saglama, hayatta kalma ve neslini devam ettirme gibi fizyolojik olaylarda 6nemli
islevleri vardir. Bu islevlerle baglantili olarak bitkilerde sentezlenen sekonder
metabolitlerin miktarlar1 ve tipleri degisiklik gosterir. Bitkilerdeki islevlerinin yani
sira sekonder bilesikler giinliik yasamimizda dncelikle ila¢ sanayi olmak iizere, gida,

kozmetik sanayi ve zirai miicadele sektdrlerinde hammadde olarak kullanilmaktadir.

Bitkilerin ikincil metabolizma {riinleri olarak tanimlanan sekonder
metabolitler, meyve, tohum, g¢igek, yaprak, dal ve govde gibi bitkinin farkli
organlarinda bulunabilirler (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Coskun, 2006; Aydin ve
Ustiin, 2007). Yapilan arastirmalar, nar suyu, nar kabugu ve tohumlarmin sekonder
metabolitler bakimindan oldukg¢a zengin olduklarin1 gostermistir (Elfalleh ve ark.,
2012; Tiirkyillmaz, 2013; Manasathien ve ark., 2012; Yasoubi ve ark., 2007; Fischer
ve ark., 2011).

Gen merkezi On Asya olan, sistematikte Myrtales takimi, Punicaceae
familyasi iginde yer alan ve kiiltiir tarihi 5000 yi1l oncesine dayanan nar (Punica
granatum L.), Afganistan, Fas, Filistin, Irak, Iran, Kibris, Misir, Suriye, Suudi
Arabistan, Tunus, Tiirkiye, Hindistan ABD, Cin, Ispanya, Israil, italya ve Tayland
basta olmak {lizere, diinyanin birgok iilkesinde yetistirilmektedir (Giindogdu ve
Yilmaz, 2013).
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Ulkemizde 2015 yili verilerine gore 57 ilimizde nar yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu illerin 25’1 Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan illerdir
(Simsek ve Giilsoy, 2017). Giineydogu Anadolu Bolgesinin toplam nar iiretim pay1
iceresinde ki degeri % 11.62’dir. Ulkemiz nar iiretiminde ilk bes sirada yer alan iller
sirastyla Antalya (107.237 ton), Mersin (45.594 ton), Denizli (39.715 ton), Adana
(20.769 ton) ve Hatay (20.769 ton)’dir. Nar {iretim miktar1 dikkate alinarak bolgeler
siralandiginda, 234.609 ton ile Akdeniz Bolgesi birinci, 146.080 ton ile Ege Bolgesi
ikinci ve 51.790 ton ile Giineydogu Anadolu Bdlgesi tigiincii sirada yer almaktadir

(TUIK, 2015).

Biitiin illerinde nar yetistiriciligi yapilan Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde nar
tiretimi bakimindan Gaziantep birinci, Kilis ikinci, Sanlwurfa ligiincii sirada yer alir.
Bolgesinin standart veya Onemli yerel c¢esitleri arasinda Zivzik nari, Hicaz nari,
Katirbasi, Dicle nar1, Bori, Sekerek, Mayhos, Barut, Urfa nar1, Karakoprii nar1, Seyfi

nar1, Katina nari, Derik nar1 ve Oguzeli nar1 sayilabilir (Simsek ve Giilsoy, 2017).

Nar insan beslemesinde 6nemli yeri olan bir meyve tiirii olup ¢ok eskilerden bu
yana kok, meyve kabugu ve meyve suyundan elde edilen geleneksel ilaglar ile kolik,
kolit, dizanteri, felg, bas agrisi, kisirlik, epilepsi gibi hastaliklarin tedavi edildigi
bilinmektedir (Sadeghi, 2009; Haque ve ark.,, 2015). Ayrica narin gesitli
kisimlarindan elde edilen geleneksel ilaglar kanama durdurucu, seker dengeleyici,
kanser ve iltihaplanma Onleyici, parazit dokiicii olarak da kullanilmistir (Dipak ve
ark., 2012). Nar suyunun serinletici etkisi, tansiyon disiiriicii, ates diisliriicii ve
hazmi kolaylastirici, bagisiklik sistemini giiclendirici 6zelliklerinden dolay1 taze
tiiketimi Onerilmektedir (Ak ve ark., 2016). Nar meyvelerinin sofralarda taze meyve,
meyve suyu, sarap ve regel olarak tiiketilmesinin yani sira, gesitli kisimlarindan elde
edilen tanen, sitrik asit, pektin, sirke, yag, boya ve miirekkep hammaddeleri gida,
kozmetik ve ilag sanayilerinde kullanilmaktadir (Holland ve ark., 2009; Ak ve ark.,
2013Db).

Nar sularinda bulunan fenol bilesikleri fenol asitleri, hidrolize olabilir tanenler
ve antosiyaninler olarak gruplandirilmaktadir (Perez ve ark., 2002; Mertenz-Talcott

ve ark., 2006). Gallik asit, elajik asit, protokatesik asit, klorojenik asit, kaffeik asit,
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ferulik asit ve kumarik asit nar suyunda en fazla bulunan fenol asitleridir (Mertenz-
Talcott ve ark., 2006; Poyrazoglu ve ark., 2002). a-punikalajin ve B-punikalajin, nar
suyunda bulunan hidrolize olabilir tanenlerdendir ve bu bilesikler, narlardaki ytiksek
antioksidan kapasitesinden sorumludurlar (Gil ve ark., 2000; Tezcan ve ark., 2009).
Antosiyaninler, nar suyundaki temel renk pigmentleridir. Bu pigmentler narlarin
kendilerine 6zgii kirmizi, mavi ve mor tonlardaki renklerini veren, suda ve sirada az
ve alkolde ¢ok ¢oziinen dogal renk maddeleridir. Nar sularinda delfinidin-3,5-
diglikozit, siyanidin-3,5-diglikozit, pelargonidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3-glikozit,
delfinidin-3-glikozit, pelargonidin-3-glikozit olmak {izere toplam 6 adet antosiyanin
bilesigi belirlenmistir (Perez ve ark., 2002; Alighourchi ve ark., 2008; Kelebek ve
Canbas, 2010). Sekonder metabolitlerden antosiyaninlerin iiretimi biiyiik nem tasir.
Bunun en 6nemli nedeni, dogal kirmizi renklenmeyi saglayarak, yiyecek ve
iceceklerin ¢ekiciligini artirmak i¢in dogal gida katki maddesi olarak kullanilmasidir.
Antosiyaninler insan saglig1 iizerinde de antikanserojen etkiler gdstermektedirler.
Bugiin bilinen 22 farkli antosiyanin tiirii olmakla birlikte bunlardan en 6nemlileri

delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin, petunidin ve siyanidindir.

Meyve kabugu yiiksek oranda tanen iceriginden dolayi, 6zellikle deri isleme
sanayinde, meyve sularinin durultulmasinda ve ¢inko zehirlenmelerinin
Onlenmesinde tanen kaynagi olarak kullanilmaktadir (Ak ve ark., 2013 a; Ak ve ark.,
2016)

Sekonder metabolitlerin bitki biinyesindeki islevlerinin olduk¢a karmagsik
olmasi, arastiricilarin bu bilesikler iizerinde yogunlasmasina neden olmustur. Bu
alanda yapilan calismalar, hem bu bilesiklerin kontrollii sartlar altinda elde edilme
metotlarinin gelistirilmesine, hem de etki mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik
olarak siirdiiriilmektedir. Ozellikle sekonder bilesikler i¢inde yer alan fenolik
bilesikler ile tokoferollerin, insan saglig1 {izerindeki olumlu etkilerinin belirlenmesi
ile bu yonde yapilan ¢aligmalarin son yillarda biiyiik bir popiilarite kazandig
gorilmektedir (Cetin, 2010). Bitkilerin farkli kisim ve meyvelerinde bulunan
sekonder metabolitler uzun yillar geleneksel yollarla, yani dogadan toplanarak

ekstrakte edilerek elde edilmis olup, bu metotla iiretimin halen siirdiiriildiigi
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bilinmektedir. Bununla birlikte bu metot pek ¢ok gig¢liigli de beraberinde
getirmektedir. Ornegin araziye ve mevsime bagimlilik sdz konusudur, bakteri,
mantar ya da bocek gibi zararlilardan dolayi elde edilen tiriin miktarinda sabitlik
saglanamamaktadir ve oldukg¢a yiiksek isgiicii gerekmektedir. Bununla birlikte
Ozellikle ender bulunan bitkilerin dogadan fazla miktarlarda toplanmasi sonucu bazi

tiirlerin yok olmasi tehlikesi s6z konusudur (Cetin, 2010).

Sekonder metabolit elde etme calismalarinda karsilasilan giigliiklerden dolayi
son yillardaki ¢alismalar bu bilesiklerin in vitro ortamda kallus ya da hiicre
stispansiyon kiiltiirleri yoluyla elde edilmesi konularinda yogunlagmistir. Bitki hiicre
ve doku kiiltiiri teknikleri sekonder metabolitlerin homojen ve yiiksek saflikta elde
edilebilmeleri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Zhang ve Furusaki, 1999; Saje ve
ark., 2000; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Qu ve ark., 2006). Bitki hiicere ve
doku Kkiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi sayesinde geleneksel yontemlerden
kaynaklanan bazi problemler ortadan kalkmakta ve uygun sartlar saglanabildiginde
yilin her doneminde yiiksek miktarlarda ve yiiksek saflikta {irlin eldesi miimkiin
olabilmektedir (Dornenburg ve Knorr, 1997; Ramachandra ve Ravishankar, 2002;
Matkowski, 2008; Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Ayrica hiicre kiiltiirleri ile
araziden bagimsiz, ¢evre faktorlerinin etkisi altinda kalmaksizin iiretimin s6z konusu
olmas1 ve Ozellikle belli bir doku ve organda {iretilen bir maddenin bitkinin diger
kisimlarinda da iretilebilme olanaginin bulunmasi, bu tekniklerin diger {stiin

taraflarini olugturmaktadir.

Ozellikle 2000°1i yillardan itibaren birgok bitki tiir ve ¢esidi i¢in doku kiiltiirii
rejenerasyon protokolleri olusturulmus, daha sonra ilgili tiir veya gesit icin uygun
besi ortami segilerek veya besi ortami bilesenleriyle gevresel faktorler degistirilerek
istenilen kimyasal bilesikler iiretilmeye calisilmistir. Bitkilerin dogal yetisme
kosullarinda maruz kaldig1 abiyotik stres faktorleri, in vitro kiiltiir ortamlarinda
manipiile edilerek tiretim maliyetinin diistirilmesi, kalite ve kantitenin artirilmasi
gibi avantajlar sagladigindan sekonder iiriinlerin biyoteknolojikolarak tiretilmesi karli
bir liretim yontemi olarak degerlendirilebilir. Gegmiste yapilan ¢alismalar genellikle

bu bilesiklerin bitkilerden nasil ekstrakte edildigi ile ilgili iken glinlimiizdeki
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caligmalar bitkiler tarafindan sentezlenen sekonder metabolitlerin tip ve miktarlarini

etkileyen faktorlerin arastirilmasi lizerinde yogunlasmustir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, Sanliurfa’da yetistirilen Surug nar1, Hicaz nari ve
Suru¢ karasi nar gesitlerinin hasat olumunda sahip oldugu sekonder metabolit
miktarlar1 ve antioksidan Kkapasiteleri in vitro kosullarda elde edilen kallus
eksraktlaryla karsilastirilmistir. Ote yandan yaprak eksplantlarindan elde edilen
kalluslarda sekonder metabolit iretimini artirict uygulamalarin  etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla; yapraklardan elde edilen kalluslara agir
metaller (kadmiyum kloriir (CdCl,), giimiis nitrat (AgNO3) ve kobalt kloriir (CoCly)),
bitki savunma sistemi igindeki sinyal bilesikleri (salisilik asit, metil jasmonat),
dokularda osmotik stres yaratan bilesikler (sakkaroz, polietilen glikol (PEG),
sorbitol) uygulanmasinin sekonder metabolit iiretimi ve antioksidan kapasiteleri
tizerine etkinlikleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara bagli olarak nardan sekonder
metabolitlerin  tiretiminde  doku  kiiltiirii  yontemlerinin  kullanilabilirliligi

degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Narin Antioksidan Icerigi ile Tlgili Cahsmalar

Yasoubi ve ark. (2007)’min nar kabuklar1 ile yaptiklar1 g¢alismada nar
ekstraktlar1 bes farkli ¢oziici ile iki farkli metotla elde etmislerdir. Aseton, metanol,
etanol, su ve etil asetatin kullanildig1 ¢alismada en iyi ¢dziiciiniin aseton oldugu
belirlenmistir. Konsantre kabuk ekstaktlarinin, soya yagimin 1s1 karsisinda
stabilizasyonundaki etkinliginin sentetik antioksidantlardan daha fazla oldugunu

belirlemiglerdir.

Fischer ve ark. (2011), nar meyvelerinin icerdigi fenolik bilesiklerin cinslerini
ve miktarlarim1 belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada narin kabuk, meyve ve meyve
suyunda 9 tip antosiyanin, 2 tip gallotanins, 22 tip ellagitannins, 2 tip gallagyl esters,
4 tip hydroxybenzoic asit, 7 tip hydroxycinnamic asit ve 1 dihydroflavonolden

olusan 48 farkli fenolik bilesik oldugunu belirlemislerdir.

Elfalleh ve ark. (2012)’nin yaptig1 calismada Tunus’ta ¢ok tiiketilen yerel bir
¢esit olan ‘Gabsi’ nar ¢esidinin antioksidan igerigini belirlemislerdir. Nar kabugunun,
tohumlarin, yapraklarin ve ¢igeklerin kullanildigr ¢alismada en yliksek toplam
polifenol igeriginin 85.60 mg GAE/g ile nar kabugunda oldugu; onu sirastyla ¢icek,
yaprak ve tohumun onu izledigi saptanmistir. Kabuk ve ciceklerden elde edilen
ekstraktlarin antioksidant aktivitesinin tohum ve yapraklardan elde edilenlere kiyasla

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Manasathien ve ark. (2012), nar meyvesinin kabugundan ve tohumlarindan
elde ettikleri ekstraklarin toplam fenolik madde miktarlari, flavonoid miktarlari,
antioksidant sitotoksiteleri ve antiproliferasyon aktivitelerini karsilastirmislardir.
Ekstraksiyonda etanol, ve su kullanilan 6rneklerde etanoliin daha etkili oldugu
belirlenmistir. Nar kabugunun toplam fenolik madde igerigi ile flavonoid

miktarlarinin tohumdan daha ytiksek oldugu belirlenmistir.
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Tiirkyilmaz (2013), Izmir 1255, 1264, 1473, 1477, 1478, 1479,1508, 1513 ve
Hicaznar’dan olusan 9 nar gesidi ile yaptigi ¢alismada meyve sularinin antosiyanin
ve organik asit igerikleri ile bazi fiziko-kimyasal Ozelliklerini karsilagtirmistir.
Antosiyanin igerikleri, organik asit ¢esit ve miktarlari, pH, suda ¢oziinebilen kuru
madde miktarlar ¢esitlere bagli olarak biiytlik farliliklar gostermistir. Dokuz ¢esidin
antosiyanin igerikleri 28 ila 447 mg/l arasinda farklilik gosterirken en yiiksek ve en
diisik antosiyanin seviyeleri sirastyla Izmir 1513 ve Izmir 1508 c¢esidinde
belirlenmistir. Calismada kullanilan nar gesitlerinin sitrik asit, malik asit, sukkunik
asit ve tartarik asitten olusan organik asit igerikleri 8.13-25.40 mg/l arasinda
degisiklik gostermistir. En yiiksek deger izmir 1477°den elde edilirken en diisiik
deger Izmir 1473’ten elde edilmistir.

Turgut ve Seydim (2013), Antalya Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Miidiirligi Kayaburnu-Serik meyvecilik birimi nar parsellerinde yetistirilen BATEM
Onurnar, BATEM Yilmaznar, BATEM Hicrannar, BATEM Hicaznar, BATEM
Esinnar cesitleri ve 17-64, 17-180, 17-183 18-19, 19-12, 20-138 genotipleri iizerinde
yiriittiikleri ¢alismada adi gegen narlarin toplam fenolik madde, toplam flavonoid
madde, toplam antosiyanin miktar1 ile antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir.
Calisma sonucunda nar gesit ve genotiplerinin tolam fenolik madde miktar1 81.515-
138.000 mg GAE/100 ml, toplam flavonoid miktarlar: 5.898-19.438 mg KE/100 ml,
toplam antosiyanin miktarlari 9.892-34.616 mg siyanidin -3-glikozit/100 ml, trolox
esdegeri antioksidan aktiviteleri 1.004-1.641 mmol TE/100 ml olarak belirlenmistir.
En yiiksek antioksidan aktivite degerinin 17-64 genotipi ve Hicaznar c¢esidi meyve

suyu ekstraklarindan elde edildigi belirtilmistir.

Mansour ve ark. (2013), nar meyvelerinin toplam fenolik madde kapsami,
antioksidan aktiviteleri ve antibakteriyal 6zelliklerini belirlemek tizere 21 Tunus nar
genotipi ile ¢alisma yapmislardir. Calismada kullanilan nar genotiplerinin meyve
kabugundan elde edilen ekstraktlarda en baskini gallik asit olmak iizere ellajik asit
kaffeik asit, kumarik asit, vanilik asit ve kuarsetinden olusan alt1 fenolik madde
belirlenmistir. Coziicli olarak methanol kullanilan nar meyve kabugu ekstractlarinin

antioksidan kapasiteleri (82.0-230.4 mg GAE/g DW) ¢oziicli olarak su kullanilan
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ekstraktlardan yaklasik 2-4 Kkat yiiksek oOlglilmiistiir (40.8-59.8 mg GAE/g DW).
Methanol veya su ile hazirlanan tiim ekstraktlar test edilen bes bakteriye
(Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Enterococcus

faecalis ve Staphylococcus epidermidis) karsi antibakteriyal 6zellik gostermislerdir.

Akhavan ve ark. (2015), Iran’da yetistirilen on nar cesidinin sadece
danelerinden ya da meyvelerin tamamindan elde ettikleri meyve sularinin fenolik
madde icerikleri ve antioksidan kapasitelerini karsilastirdiklar1 ¢alismada punikalajin
A, punikalajin B ve ellajik asitin s6zii edilen gesitlerin meyve sularinda baskin
fenolik maddeler oldugunu vurgulanmistir. Cesitlerin sadece danelerinden elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde kapsamlar1 220-1267 mg GAE/Il iken
biitiin meyvelerden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde kapsamlar1 943-
2931 mg GAE/l olarak dl¢tilmiustiir. En yiiksek fenolik madde igerigine 2931 mg
GAE/l ile Gorche Shahvar Yazdi (GSY) ¢esidinin sahip oldugu ve gesitlerin fenolik
madde kapsamlari ile antioksidan kapasiteleri arasinda pozitif korelasyon oldugu

belirtilmistir.

Li ve ark. (2015), Cin’de yetistirilen on nar ¢esidinin dane ekstraklarinin
polifenol igerikleri, antioksidan kapasiteleri ve fizikokimyasal Ozelliklerini
belirlemeye yonelik yaptiklar: calismada 6rneklerin toplam flavonoid kapsamlarinin
0.045-0.335 QuE mg/ml, toplam polifenol miktarlarinin 3.151- 7.429 GAE mg/ml
oldugunu belirtmislerdir.

Ispanya’da Miguel Hernandez Universitesi biinyesinde bulunan Avrupanin en
Oonemli nar gen bankasindan sectikleri 19 nar ¢esidinin danelerinden elde ettikleri
ekstraklarin antioksidan kapasitelerini, fenolik madde iceriklerini, kimyasal
kompozisyonlarini belirlemek amaciyla Legua ve ark. (2016)’nin yiiriitmiis olduklar
calismada, kullanilan nar cesitlerinin meyve sularimin toplam fenolik madde
iceriginin 90-145 mg GAE/100 ml arasinda oldugunu ve en yiiksek toplam fenolik
madde miktar1 Hicaznar c¢esidinde belirlemislerdir. Yapilan analizlerde secilen
cesitlerin meyve suyu ekstraktlarinda on farkli fenolik madde ve alt1 farkh

antosiyanin belirlenmistir. Hicaznar ve Wonderful c¢esitlerinin antioksidan
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aktiviteleri sirasiyla 172-149 mg Trolox/100 ml olup, segilen gesitlerde 6l¢giilen en

yiiksek degerlerdir.

Kanada’da marketten satin aliman ABD Kaliforniya eyaletinde yetistirilen
narlar kullanilarak yapilan ¢alismada ¢ekirdek ekstraktlarinin toplam fenolik madde
kapsamlarinin ve antioksidan aktivitelerinin meyve suyu ekstraklarinda olgiilenden
daha yiikksek oldugu belirtilmistir (Ambigaipalan ve ark., 2017). Cekirdek
ekstraktlarinin toplam fenolik madde kapsami (3.39 mg GAE/g) meyve suyu
ekstraklarinin toplam fenolik madde kapsaminin (1.03 mg GAE/g) yaklasik fi¢
katidir. Yapilan calismada meyve suyu ve g¢ekirdek ekstraklarinda toplam 47 adet
fenolik madde belirlenmis olup bunlardan bazilarinin (pro-katesik asit, brevifolin

karboksilik asit, valoneik asit bilactone gibi) varligi ilk kez rapor edilmistir.

2.2. in vitro Ortamda Sekonder Metabolitlerin Eldesi ile Tlgili Calismalar

Tanveer ve ark. (2012), in vitro kosullarda elde ettikleri tibbi bitki olan
Citrullus colocynthis L. fidelerinin yaprak ve bogum arasi kalluslarindan toluene, -
spinosterol, tetradekane, pentadekane, hekzadekane, oktadekane, henriakton
sekonder metabolitlerinin elde edildigini belirlemiglerdir. Kallus olusumu ve
kallustan elde edilecek sekonder metabolitlere biiyiime diizenleyicilerinin etkilerinin
de incelendigi arastirmada en iyi kallus olusumu 2 mg/l BAP + 3 mg/l NAA yada 3
mg/l BAP + 2 mg/l NAA eklenen MS besin ortaminda elde edilmistir.

Chakraborty ve ark. (2013) withanolides ve withaferin gibi ¢ok 6nemli
sekonder metabolitlerin kaynagi olan tibbi bitki Withania somnifera L. ile yaptiklar
calismada kallus kiltiirii ile sekonder metabolit {iretimi ve silirglin rejenerasyonu
lizerine biliylimeyi diizenleyici maddelerin etkisini aragtirmiglardir. En iy1 siirgiin
gelisimi BAP ve IBA iceren besin ortamlarinda, yesil renkli sert kallustan elde
edilirken, 0.5 mg/l 2,4 D ile 0.2 mg/l Kinetin igeren MS besin ortaminda % 98

oraninda kallus elde ettiklerini bildirmislerdir.
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2.2.1. in vitro ortamda sekonder metabolit iiretiminde elisitor kullanimu ile ilgili

calismalar

Biyotik yada abiyotik stres kosullar1 altindaki bitkiler ~savunma
mekanizmalarini uyaran bir takim endojen bilesikler iiretmektedir. Bu sinyallerden
bazilari; salisilik asit (Malamy ve Klessig, 1992; Patel ve Krishnamurthy, 2013),
etilen (Ohtsubo ve ark., 1999) ve jasmonatlardir (Farmer ve Ryan, 1992; Gundlach
ve ark., 1992; Hiraga ve ark., 2000). Jasmonik asit ile onun metil esteri olan metil
jasmonatin yiiksek yapili bitkilerde aktif savunma mekanizmasinda rol alan 6nemli
fitoaleksinler oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. (S6kmen ve Giirel,
2001; Theis ve Lerdau, 2003; Patel ve Krishnamurthy, 2013). Hiicre kiiltiirlerinde
biliylimeyi diizenleyici maddelerin sekonder metabolit birikiminde etkili olduklar
belirlenmis olup, bu yonde de calismalar yapilmistir. Biiylimeyi diizenleyici
maddelerin hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde antosiyanin birikimi {izerine olan
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, Narayan ve ark. (2005), Nantes Scarlet 104
havug ¢esidine ait kiiltiirlerde antosiyanin sentezi tizerine 2,4-D, NAA, indol asetik
asit (IAA), indol biitirik asit (IBA), kinetin, BAP, ve 2-isopentiladeninin etkilerini
incelemislerdir. Kullanilan tiim biliylimeyi diizenleyici maddelerin, antosiyanin
sentezini belli bir noktaya kadar diizenli olarak artirdigi, maksimum antosiyanin
birikiminin ise 2.5 mg/l IAA’nin kullanildig1 ortamdan elde edildigi ve bu ortam1 1.0
mg/l NAA kullanilan ortamin takip ettigi bildirilmistir.

Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde cin biberine (Capsicum frutencens Mill) salisilik
asit ve ya metil jasmonatin tek basina yada birlikte uygulanmalarinin kapsaisin
tiretimindeki etkinliginin belirlendigi calismada her iki maddenin tek basina
uygulanmasimin birlikte uygulanmasindan daha etkili oldugu ortaya konmustur.
Kiltir ortamina 0.05 uyM MeJA ve ya 200 uM salisilik asit ayr1 ayri ilave
edildiklerinde biberin kapsaisin miktarinin kontrole kiyasla daha yiiksek (1.5 kat)
oldugu belirlenmistir. Kiiltiirin 12. giiniinde kapsaisin miktarinin en yiiksek seviyede

oldugu kaydedilmistir (Sudha and Ravishankar, 2003).
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Pasqua ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada tibbi bitkilerden Camptotheca
acuminata bitkisine ait hiicre kiiltiirlerinde antosiyanin iiretimi iizerine biiylimeyi
diizenleyici maddelerin ve sakkarozun etkilerini belirlemeyi amacglamislardir.
Biiylimeyi diizenleyici maddelerin etkilerini belirlemek amaciyla 117 mM sakkaroz
iceren B5 besin ortamina farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda 2,4-D, Kinetin,
BAP, NAA ilave edilmistir. Sakkarozun etkisini belirlemek amaci ile farkli
konsantrasyonlarda (117, 292, 350 ve 438 mM) sakkaroz, 4.5 uM 2,4-D ve 2.3 uM
kinetin igeren ortam kullanilmistir. Arastirma sonucunda, sakkarozun antosiyanin
tiretimini  artirict  yonde etkisinin bulundugu ayrica antosiyanin sentezinin

artirtlmasinda kinetinin 6nemli bir bitki biiylime diizenleyici oldugu belirlenmistir.

Kekik bitkisinin thymol igerigine bazi abiyotik elisitorlerin (sakkaroz, NacCl,
prolin) etkilerinin arastirildigi ¢alismada farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda
2,4-D, NAA, BA ve kinetin iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarindan en iyi kallus olusumunun 0.5 mg/1 2,4-D ve 3 mg/l BA ilave edilen
besin ortamlarinda elde edildigi belirtilmistir. Elisitorlerin ilave edildigi kiiltiirlerde
kalluslarin kontrol gruplarina kiyasla daha kii¢iik kaldigr goriilmiistiir. Kalluslarin
kiiciilmesine sebep olan prolin ve sakkarozun 6rneklerdeki thymol miktarini artirdigt
ancak NaCl uygulamasmin thymol miktarim1 yaklagsik yar1 yariya azalttig
belirlenmistir (Al-Jibouri ve ark., 2012).

Cetin ve ark. (2013), Okiizgdzii iiziim ¢esidine ait hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde bazi fenolik bilesiklerin iiretimine kadmiyum kloriir uygulamalarinin
etkilerini arastirmiglardir. Calismada, B5 (Gamborg ve ark., 1968) besin ortaminin
makro elementleri, MS ortaminin mikro elementleri, Morel (Morel, 1970) ortaminin
vitaminleri ile 0.1 mg/l NAA, 0.2 mg/l kinetin ve 250 mg/l kazain hidrolizat katkili
stvi besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslara bir hafta sonunda 1.0 ve 1.5 mM
kadmiyum kloriir uygulanmistir. Arastirmada kKadmiyum kloriir uygulamalarmin

incelenen tiim fenolik bilesik miktarlarini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.

Mendhulkar ve Vakil (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada hint ekinezyasina

(Andrographis paniculata) biyotik ve abiyotik elisitor uygulayarak toplam flavonoid

11
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kapsamindaki degisimi belirlemistir. Hiicre kiiltiirlinde salisilik asit dort farkli doz
(kontrol, 0.05, 0.5, 1.5 mM) ve ii¢ farkl: siirede (24, 48 yada 72 saat) uygulanmuistir.
0.05 mM konsantrasyondaki 24 saat salisilik asit uygulamasimin hint ekinezyasi

bitkisinin toplam flavonoid kapsamini kontrol grubuna gore 1.39 kat fazla artirmustir.

Mahalakshmi ve ark. (2013) biyo-yakit iiretiminde kullanilan hint fistig
(Jatropha curcas L.) bitkisinin kalluslarina in vitro kosullarda salisilik asit
uygulayarak alkan ve yag asitleri miktarina etkisini belirlemeyi amacglamiglardir.
NAA (0.5 mg/l) ve KN (0.1 mg/l) igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinan
kalluslara hiicre siispansiiyon kiiltiiriinde 15 giin, karanlik ortamda 200, 300, 400 ve
500 uM dozunda SA uygulanmstir. Kalluslara 200 uM dozunda SA uygulandiginda
plastik, boya, zirai ilag, kozmetik ve deterjan sanayileri i¢cin 6nemli bir hammadde
olan alkanlarin kalluslardaki seviyesi kontrole kiyasla 2 kat fazla oOlgiiliirken
uygulanan doz 300 uM 1 iizerine ¢iktiginda alkan tiretiminin olmadig bildirilmistir.
Kalluslardan elde edilen yag asidi miktarinin 200 uM dozunda SA uygulandiginda
kontrole kiyasla 5.6 kat fazla oldugu kaydedilmistir.

Kikowska ve ark. (2015) in vitro kosullarda, tibbi ve aromatik bitki grubunda
yer alan Eryngium planum L. bitkisinde rozmarinik asit, klorgenik asit ve kaffeik asit
sentezine olan etkilerini aragtirmak amaciyla siirgiin kiiltlirlerine metil jasmonat,
maya ekstrakti ve sakkaroz uygulamigslardir. Arastirmada 1.0 mg/l BA ve 0.1 mg/l
IAA igeren sivi MS besin ortamindaki Eryngium planum L. siirgiinlerine 48 saat
uygulanan 100 uM MeJA dozunun en etkili uygulama oldugu ve fenolik asitlerin

tiretimini 4.5 kat arttirdig1 belirlenmistir.

Piatczak ve ark. (2016) Cin, Japonya ve Kore’de dogal olarak yetisen 50
onemli tibbi bitkiden biri olan Cin yiiksiik otuna (Rehmannia glutinosa Libosch.) in
vitro kosullarda SA ve MelJa’in sekonder metabolit tiretimine olan etkisini
arastirmiglardir. Bu amagla sivi WPM (Woody Plant Media) besin ortaminda kiiltiire
alinan koklere 72 ya da 120 saat 50, 100, 150 ve 200 uM dozunda MeJa, SA ya da
her iki elisitorin 50 uM MeJa + 50 uM SA, 100 uM MelJa + 100 uM SA

12
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kombinasyonlar1 kullanilarak en uygun elisitor dozu ve uygulama siiresi

belirlenmeye calisilmigtir.

Cetin ve Baydar (2016) ii¢ iiziim c¢esidinin (Gamay, Kalecik karasi ve
Okiizgdzii) yaprak saplarindan elde ettikleri hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli
dozlarda CdSO4, MeJA, sakkaroz ve floresan radyasyonu uygulamasi yaparak adi
gegen elisitorlerin, kallus fenolik bilesik iiretimine etkilerini  belirlemeyi
amagclamislardir. Calisma sonucunda kullanilan elisitorlerin iiziimde fenolik madde

iretimini artirdig1 ortaya konulmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada Hicaz nari, Suru¢ nar1 ve Surug¢ karasi olmak tizere 3 farkli nar
¢esidinin meyveleri ve kallus elde etmek lizere bu gesitlerin yapraklar1 materyal

olarak kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Arastirmada kullanilan nar gesitleri

Meyve renkleri farkli ii¢ nar cesidinin yaprak kallus kiiltiirlerinde sekonder
metabolit iretim diizeyi ile narlarin meyve ekstraktlarindaki sekonder metabolit
kapsamlarinin karsilastirildigt bu doktora tez g¢alismasindaki bitkisel materyaller,
Surug’taki tiretici bahgelerinden meyvelerin tam olgunluga ulastiklar1 donemde hasat

edilmistir (Sekil 3.1).

Suru¢ Nari: Sanhurfa’nin Surug ilgesinde yetistirilen yerel ¢esitlerdendir.
Kabuk zemin rengi saridir olgunlukla birlikte yer yer pembelesir. Meyveler ¢ok
iridir. Daneler iri ve pembe, meyve mayhos-tathidir, ¢ekirdekler iri ve orta serttir.

Meyve kabugu incedir, kolay catlar.
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Sekil 3. 2. Surug nar ¢esidinin meyvesi

Hicaz Nari: Ulkemizde Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde
nar bahgesi tesisinde Oncelikle Hicaz ¢esidi tercih edilmektedir. Bu ¢esit kabuk ve
dane renginin koyu olmasindan dolay1 yiiksek albeniye sahiptir. Yola ve depolamaya
dayanimi ¢ok yiiksektir. Daneler kiiciik, meyve mayhos-eksidir, ¢ekirdekler serttir,
meyve kabugu kalin ve ¢atlamaya orta derecede dayaniklidir.

Sekil 3. 3. Hicaz nar ¢esidinin meyvesi

Suru¢ Karasi: Sanliurfa’nin Surug ilgesinde yetistirilen yerel ¢esitlerdendir.
Kabuk rengi siyaha yakin bordodur. Meyveler kiiclik ve ¢cok eksi oldugundan pazar
degeri yoktur. Daneler kiiciik, beyaz-kirmizidir, ¢ekirdekler biiyiik ve cok serttir.
Meyve kabugu ¢ok kalin ve ¢atlamaya dayaniklidir.
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Sekil 3. 4. Surug karasi nar ¢esidi (Kaynak: www.nizip.com)

3.2. Yontem

Arastirmada kullanilan  ¢esitlere ait meyvelerin sekonder metabolit
seviyeleriyle in vitro kosullarda tretilerek farkli uyaricilarla (elisitorler) olusturulan
abiyotik strese maruz birakilmis kalluslarin sekonder metabolit seviyeleri ve buna
bagli olarak antioksidan kapasitelerinin incelendigi bu tez ¢alismasinin birbirini takip

eden asamalart sunlardir:

3.2.1. Bitkisel materyallerin temini

Arastirmada materyal olarak Sanliurfa’nin Surug ilgesindeki {ireticilere ait
kapama nar bahgelerinden temin edilen Surug, Hicaz ve Surug karasi gesitlerine ait
narlar kullanilmistir. Meyveler 18.10.2013 tarihinde her bir ¢eside ait saglikli 10’ar
agactan en az 4’er tane olacak sekilde hasat edilerek hemen Harran Universitesi

Bahge Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarina getirilmistir.
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3.2.2. Pomolojik dl¢iimler

Laboratuvara getirilen meyveler yikanip kurulandiktan sonra homojen gruplar
olusturularak iizerlerinde pomolojik Olgiimler yapilmistir. Cesitlerin  meyve

agirliklar1 ve 100 tane agirliklar: belirlemistir.
3.2.3. Bitkisel materyallerin analizlere hazirlanmasi

Her bir ¢esidi temsil edecek sekilde segilen meyveler danelenerek suda
¢oziinebilir kuru madde (SCKM), pH ve titrasyon asitliklerinin oOl¢iilebilmesi i¢in

hazirlanmstir.

3.2.3.1. Dane orneklerinin ekstraksiyonu

Orneklerin ekstraksiyonu i¢in, cekirdekleri ¢ikarilarak soguk blender icerisinde
pure haline getirilen 20 g daneden elde edilen homojenat, % 0.1 HCI igeren 100 ml
etanol igerisinde 24 saat karanlikta maserasyona tabi tutulmustur. Daha sonra
ekstraktlar Whatman No.l kagidindan vakum altinda filtre edildikten sonra, posa
renksiz oluncaya kadar aymi ¢Oziicii ile ekstraksiyona devam edilmistir.
Ekstraksiyonun 10 ml’lik kismi toplam antosiyanin analizinde kullanilmak tizere
ayrilmig, kalan ekstraktlar rotary evaporatorde, 50 %C’de alkolleri ucurularak
konsantre hale getirilerek fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanimak iizere
hazirlanmustir (Sekil 3.5).

s‘i:mc nﬁl{ﬁ - Surm M"

Sekil 3. 5. Nar meyve danelerinin etanolik ekstraksiyonlari
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3.2.3.2. Kabuk orneklerinin ekstraksiyonu

Orneklerin ekstraksiyonu igin, soguk blender igerisinde piire haline getirilen 20
g kabuktan olugan homojenat, % 0.1 HCI iceren 100 ml etanol icerisinde 24 saat
karanlikta maserasyona tabi tutulmustur. Daha sonra ekstraktlar Whatman No.1
kagidindan vakum altinda filtre edildikten sonra, posa renksiz oluncaya kadar aym
¢oziicii ile ekstraksiyona devam edilmistir (Sekil 3.6). Ekstraksiyonun 10 ml’lik
kismi toplam antosiyanin analizinde kullanilmak tizere ayrilmis, kalan ekstraktlar
rotary evaporatorde, 50 °C’de alkolleri ugurularak konsantre hale getirilerek fenolik

bilesiklerin belirlenmesinde kullanilmuistir.

Sekil 3. 6.Nar meyve kabuklarinin etanolik ekstraksiyonlar1
3.2.3.3.Cekirdek orneklerinin ekstraksiyonu

Orneklerin ekstraksiyonu igin, soguk blender igerisinde piire haline getirilen
2.5 g cekirdekten olusan homojenat, % 0.1 HCI igeren 100 ml etanol icerisinde 24
saat buzdolabinda maserasyona tabi tutulmustur. Daha sonra ekstraktlar Whatman
No.1 kagidindan vakum altinda filtre edildikten sonra, posa renksiz oluncaya kadar
ayni ¢oziici ile ekstraksiyona devam edilmistir (Sekil 3.7). Ekstraksiyonun 10 ml’lik
kismi toplam antosiyanin analizinde kullanilmak iizere ayrilmis, kalan ekstrakt rotary
evaporatorde, 50 °C’de alkolleri ucurularak konsantre hale getirilerek fenolik

bilesiklerin belirlenmesinde kullanilmistir.
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Sekil 3. 7. Nar ¢ekirdeklerinin etanolik ekstraksiyonlar1

3.2.4. Suda ¢éziinebilir kuru madde tayini (SCKM)

Omneklerde suda ¢oziiniir kuru madde (briks), el refraktometresi (Atago, N-

50E, Tokyo, Japonya) yardimiyla belirlenmistir.

3.2.5. pH ve titrasyon asitligi tayini

pH degeri, pH-metre (ProLine Plus Dijital pH meter) kullanilarak saptanmustir.
Bu amagla, 10 g nar danesi 100 ml dH,O ilave edilerek soguk blender icerisinde
pargalandiktan sonra pH degeri belirlenmistir. Takiben, 0.1 N NaOH ile pH 8.1'e
ulasincaya kadar titre edilmistir. Olciimler oda sicakliginda yapilmustir. Titre
edilebilir asit (TA) miktar1, 10 ml nar suyunu 0.1 N NaOH ile pH 8.1’e kadar titre
edilerek harcanan NaOH miktarindan hesaplanmistir ve g sitrik asit/100 ml olarak
ifade edilerek (Cemeroglu, 2007), titre edilebilir asitlik asagidaki formiille
hesaplanmistir (3.1).

Titre Edilebilir Asitlik (%) = (V)(E)(100)/M (3.2)
V: Harcanan 0.1N NaOH miktar1 (ml)
E: 1 ml 0.1 N NaOH’in esdegeri asit miktari (g)

M: Titre edilen 6rnegin gercek miktar: (ml)

3.2.6. Hue degerlerinin belirlenmesi

Meyve ekstraktlarinin renk Olglimleri i¢in Colour Quest XE, USA cihazi

kullanilmistir. CIE L*, a* ve b* renk diizleminde L*, a*, ve b* cinsinden hue a¢1
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(h°= tan-1 x b* /a*) degerlerine doniistiiriilerek hesaplanmistir. Kullanilan diizlemde
a* degeri, kirmizilik-yesillik, b* degeri sarilik-mavilik olarak ifade edilmektedir.
Hue ag1s1 bir renk dairesi olup kirmizi-mor renkler 0° - 360° arasindaki ag1 degerini
almakta iken, sar1 90° a¢1 degerini, mavimsi-yesil renkler ise 180° - 270° arasindaki

ac1 degerini almaktadir (McGuire, 1992; Oztiirk ve ark., 2013). (Sekil 3.8)

Kirmizi
g +a*

Sekil 3.8, Hue acisim  gosteren  renk  dairesi  (www.  cmyklinik.com
/cms/index.php?option=com_content&view=article&id=56:renk-evren-
modellerinin-matbaaclk-sektoeruendeki-kullanm Erigim tarihi: 04.04.2018)

3.3. Kallus Kiiltiiri

3.3.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Kalluslarin elde edilecegi MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortamina
(Cizelge 3.1) 30 g/l sakkaroz, 6 g/l agar ve bitki biiyiime diizenleyicileri (benzil
amino piirin, naftalen asetik asit) ilave edilerek ortamin pH’s1 5.8’¢ ayarlanmuistir.
Daha sonra 500 ml’lik erlenlere 250 ml olacak sekilde boliinen besin ortamlari,
121°C sicaklikta ve 1.2 atm’deki otoklavda 20 dakika siireyle sterilize edilmistir.
Ardindan 9 cm ¢apl steril plastik petrilere yaklasik 20°ser ml besi ortami gelecek
sekilde dagitilmigtir. MS kiiltiir ortamima Cizelge 3.2°de goriildiigii gibi farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlarda BA (benzil amino piirin) ve NAA (naftalen
asetik asit) ilave edilerek kallus eldesi ve g¢ogaltimi i¢in en uygun besi ortami

iceriginin belirlenmesi amaglanmastir.
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Cizelge 3. 1. MS Kiiltiir ortaminin bazal tuz ve vitamin igerigi

MS Bazal Tuz ve Vitamin Karisimi
Stok Soliisyonlar
(gr/)
Stok soliisyon A (x20)
NH4NO; 1650 (mg/l) 82.5
Stok soliisyon B (x20)
KNO; 1900 (mg/l) 95.0
Stok soliisyon C (x20)
Na,EDTA 2H,0 37.3 (mg/l) 1.865
FeSO,7H,0 27.8 (mg/l) 1.390
Stok soliisyon D (x5)
CaCl,2H,0 440 (mg/l) 88.0
Stok soliisyon E (x5)
KH,PO, 170 (mg/l) 34.0
Stok soliisyon F (x5)
H3;BO; 6.2 (mg/l) 1.24
Na,Mo0,2H,0 0.25 (mg/l) 0.05
CoCl,6H,0 0.025 (mg/l) 0.005
Kl 0.83 (mgl/l) 0.166
Stok soliisyon G (X5)
MgSO,7H,0 370 (mg/l) 74.0
MnSO4H,0 16.9 (mg/l) 3.38
ZnS0O,47H,0 8.6 (mg/l) 1.725
CuSOs5H,0  0.025 (mg/l) 0.005
Vitamin
Stok soliisyonu H (x1) gr/100 ml
Nikotinic asit 0.5 (mg/l) 0.05
Pyrodoxin HCI 0.5 (mg/l) 0.05
Thiamine HCI 0.1 (mg/l) 0.01
Myo-inositol 100 (mg/l) 10
Glisin 2 (magll) 0.2

Cizelge 3. 2. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonda BA ve NAA igeren MS Kiiltiir Ortamlar1

MS Besi BA NAA
Ortamm (mg/l) (mg/l)
Numarasi

1 1 0.4
2 1 0.8
3 2 0.4
4 2 0.8
5 3 0.8
6 3 1.6

3.3.2. Yaprak ayasi eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu ve Kkiiltiire alinmasi

Surug, Hicaz ve Surug¢ karasi nar gesitlerine ait 15-20 cm boyundaki taze

stirglinler laboratuvara getirilerek akan su altinda 30 dakika bekletildikten sonra 4-5
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yaprak tasiyan siirgiin uglar1 alinarak 1-2 damla Tween 20 igeren % 10 luk sodyum
hipoklorit (% 0.5 NaOCI) ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra 5’er
dakika 3 defa steril dH,O ile durulanarak eksplantlarin yiizey sterilizasyonu
tamamlanmistir. Steril kabin i¢inde steril kurutma kagidi lizerine alinan yaprak
ayalart 5x5 mm’lik parcalara ayrilarak igerigi Cizelge 3.2°de verilen 6 farkli besi
ortamina iist ylizeyleri ortama temas edecek sekilde petrilere yerlestirilmistir. Her bir
petriye 6’sar yaprak yerlestirilmis ve her bir ortam i¢in 12’ser petri kullanilmistir
(Sekil 3.9). Daha sonra yaprak eksplantlar1 25°C’de ve serin beyaz 151k veren
floresan lambalar1 (3000 liikks) ile aydinlatilan, 16 saat giin uzunluguna sahip iklim

odasinda kiiltiire alinmistir.

Sekil 3. 9. Alt1 farkli besi ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlari

3.3.3. Kallus ¢ogaltim

Alt1 hafta sonunda, yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslar (Sekil 3.10),
1 mg/l BA ve 0.4 mg/l NAA igeren MS (Murashige ve Skoog) kallus ¢ogaltma
ortamina aktarilmistir (Sekil 3.11). 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar eklenen besi
ortaminin pH’s1 5.8’e ayarlanmigtir. Daha sonra 500 ml’lik erlenlere 250 ml olacak
sekilde boliinen besin ortamlari, 121°C sicaklikta ve 1.2 atm’deki otoklavda 20

dakika siireyle sterilize edilmistir.
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Sekil 3. 10. Yapragin kesik kenarlarinda kallus olusumu (Hicaz nar1)

Ardindan 9 cm capli steril plastik petrilere yaklasik 20’ser ml kiiltiir ortami1
gelecek sekilde dagitilmistir. Denemelerde kullanilan yeterli kallus iiretimine

ulasilincaya kadar ii¢ alt kiiltiir islemi tekrarlanmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3. 11. Kallus ¢ogaltma ortamina aktarilmig kalluslar

Hicaz nar1

Sekil 3. 12. Alt kiiltiire alinacak kalluslar
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3.4. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yénelik Uygulamalar

3.4.1. Agir metal uygulamalar:

Kallus ¢ogaltim besi ortami ile ayni igerige sahip MS besi ortamina 0 (kontrol),
5, 25 ve 50 uM olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda AgNO3 CoCl, ve CdCl; ilave
edilerek ortamin pH’s1 5.8’e ayarlanmistir. Daha sonra 500 ml’lik erlenlere 250 ml
olacak sekilde béliinen besin ortamlari, 121°C sicaklikta ve 1.2 atm’deki otoklavda
20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Ardindan 9 cm ¢apl steril plastik petrilere
yaklasik 20’ser ml besi ortami gelecek sekilde dagitilmistir. Kalluslar uygun biiyiikte
kesilerek her bir petriye 9’ar adet yerlestirilmistir (Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15).
Her bir uygulama igin 12 adet petri kullanilmistir. Kallus kiiltiirleri 25°C°de ve serin
beyaz 151k veren floresan lambalari (3000 liikks) ile aydinlatilan, 16 saat giin
uzunluguna sahip iklim odasinda 6 hafta kiiltiire alinmistir. Daha sonra fiziksel
yapilart incelenen kalluslarin biiylime indeksleri belirlenmistir. Kallus 6rneklerinin
ekstraksiyonunda kullanilmak {izere her bir uygulamadan 2.5 g’lik Ornekler

hazirlanmustir.

Sekil 3. 13. Farkli konsantrasyonlarda AgNQ; (5, 25 ve 50 uM) iceren MS kiiltiir ortamlarina
kallus ekimi
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Sekil 3. 14. Farkli konsantrasyonlarda CoCl; (5, 25 ve 50 pM) iceren MS kiiltiir ortamlaria
kallus ekimi

Sekil 3. 15. Farkli konsantrasyonlarda CdCl, (5, 25 ve 50 uM) i¢eren MS Kkiiltiir ortamlarina
kallus ekimi

3.4.2. Bitki savunma sistemi i¢indeki sinyal bilesiklerin uygulanmalari

Kallus ¢ogaltim besi ortamu ile ayn1 igerige sahip MS besi ortamina 0 (kontrol),
10, 50 ve 100 uM olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda salisilik asit ve metil
jasmonat ilave edilerek ortamin pH’s1 5.8’¢ ayarlanmistir. Daha sonra 500 ml’lik
erlenlere 250 ml olacak sekilde béliinen besin ortamlari, 121°C sicaklikta ve 1.2
atm’deki otoklavda 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Ardindan 9 cm ¢aph steril
plastik petrilere yaklagik 20’ser ml besi ortami gelecek sekilde dagitilmistir.
Kalluslar uygun biiyiikte kesilerek her bir petriye 9’ar adet yerlestirilmistir. Her bir
uygulama i¢in 12 adet petri kullanilmistir. Kallus kiiltiirleri 25°C’de ve serin beyaz
151k veren floresan lambalart (3000 liiks) ile aydinlatilan, 16 saat giin uzunluguna
sahip iklim odasinda 6 hafta kiiltiire alinmigtir. Daha sonra fiziksel yapilari incelenen
kalluslarin biiyiime indeksleri belirlenmistir. Kallus 6rneklerinin ekstraksiyonunda

kullanilmak tizere her bir uygulamadan 2.5 g’lik 6rnekler hazirlanmugtir.
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3.4.3. Dokularda osmotik strese neden olan kimyasallarin uygulanmalari

Kallus ¢ogaltim besi ortami ile ayni1 igerige sahip MS besi ortamina 0 (kontrol),
20, 40 ve 60 g/l olmak tizere 4 farkli konsantrasyonda sorbitol, sakkaroz veya
polietilen glikol (PEG) ilave edilerek ortamin pH’s1 5.8’e ayarlanmistir. Daha sonra
500 mI’lik erlenlere 250 ml olacak sekilde bdliinen besin ortamlar1, 121°C sicaklikta
ve 1.2 atm’deki otoklavda 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Ardindan 9 cm ¢aplh
steril plastik petrilere yaklasik 20’ser ml besi ortami gelecek sekilde dagitilmistir.
Kalluslar uygun biiyiikte kesilerek her bir petriye 9’ar adet yerlestirilmistir. Her bir
uygulama i¢in 12 adet petri kullanilmistir. Kallus kiiltiirleri 25°C’de ve serin beyaz
151k veren floresan lambalart (3000 liiks) ile aydinlatilan, 16 saat giin uzunluguna
sahip iklim odasinda 6 hafta kiiltiire alinmistir. Daha sonra fiziksel yapilari incelenen
kalluslarin biiylime indeksleri belirlenmistir. Kallus 6rneklerinin ekstraksiyonunda

kullanilmak tizere her bir uygulamadan 2.5 g’lik 6rnekler hazirlanmistir.

3.5. Kallus Biiyiime Indekslerinin Belirlenmesi

Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar kalluslari, Img/1 BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli
konsantrasyonlarda AgNOs;, CoCl;, ve CdCl; (0, 5, 25 ve 50 uM); salisilik asit veya
metil jasmonat (0, 10, 50 ve 100 uM); sorbitol, sakkaroz veya polietilen glikol (PEG)
(0, 20, 40 ve 60 g/L) katkili MS besi ortaminda blyiitilmistiir. Baslangigta her
petriye 20 mg’lik 9 adet kallus yerlestirilmis, yaklasik 6 hafta sonunda kalluslarin ilk
ve son agirliklart karsilastirilarak nar kalluslarinin biiylime indeksleri asagidaki

formiille hesaplanmistir (3.2).

Biiyiime Indeksi (g): Son Agirlik (g) - Ik Agirlik (g) / ilk Agirlik (g) (3.2

3.6. Kallus Orneklerinin Ekstraksiyonu

Orneklerin ekstraksiyonu igin, porselen havanda piire haline getirilen 2.5 g
kallustan elde edilen homojenat, % 0.1 HCI igeren 25 ml etanol igerisinde 24 h
karanlikta maserasyona tabi tutulmustur. Daha sonra ekstraktlar Whatman No.1

kagidindan vakum altinda filtre edildikten sonra, posa renksiz oluncaya kadar ayni
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¢ozilicl ile ekstraksiyona devam edilmistir. Ekstraksiyonun 5 ml’lik kismi toplam
antosiyanin analizinde kullanilmak tizere ayrildiktan sonra kalan ekstraktlar diger
analizlerde kullanilmak {iizere rotary evaporatorde, 50°C’de alkolleri ucurularak

konsantre hale getirilmistir.

3.7. Cahsmada Yapilan Analizler

3.7.1. Toplam antosiyaninlerin belirlenmesi

Ekstraktlarin TA igerikleri Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan belirtilen pH-
differansiyel yontemi ile tayin edilmistir. Bu yonteme gore, 0.025 M KCI tamponu
(25 ml) (pH 1.0) ve 0.4 M CH3COONa tamponu (pH 4.5) i¢inde 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona tabi tutulan ekstraktlarin (0.5 ml) spektrofotometrik
absorbsiyonlart 520 ve 700 nm de Olgiilecek ve absorbans degerleri asagidaki

formiille bulunmustur (3.3).

A = (AA520 —A A700)pH 1.0 — (AX520 —A A700)pH 45 (3.3)

Wrolstad (1976)’a gore toplam antosiyanin miktari ise asagida belirtildigi gibi
hesaplanmistir (3.4).

TA (mg/kg) =AxMA xSFx 1000/ex 1 (3.4)
A: absorbans
MA: siyanidin-3-glukosid’in molekiiler agirligi (449.2 gmol/l)
SF: seyreltme faktorii
€: molar absorbsiyon katsayis1 (26.900)

3.7.2. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi
Nar kallus ekstraktlarinin TP igerikleri Slinkard ve Singleton (1977)

metodunun modifikasyonu ile belirlenmistir. Test tiiplerindeki (0.02 ml) 6rneklere

sirastyla 2.480 ml dH,O ve 0.2 ml Folin-Ciocalteu’s ayraci eklenmistir. Yaklasik 8
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dakika sonra karisimlara Na,CO3 (0.30 ml) ilave edilerek homojen sekilde karigimi
saglanmistir. Daha sonra karisimlar oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
orneklerin absorbans degerleri 750 nm’de okunmus ve kallus ekstraktlarindaki
toplam fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 (mg/kg), gallik asit standart grafigi
kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.16).

0.8 1
Gallik Asit Standard Egrisi

< < <
th o q

Absorbans (750 nm)
o
s

y=0.0015x-0.0123
R?=0.9999

0 100 200 300 400 500
Gallik Asit (mg/kg)

Sekil 3. 16. Gallik asit standart grafigi

3.7.3. Toplam flavonoidlerin belirlenmesi

Orneklerin toplam flavonoid igerikleri Zhishen metodu (Zhishen ve ark., 1999)
olarak belirtilen aliiminyum klorid kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Bu metoda
gore, 10 ml’lik Ol¢ii silindirine 1 ml kallus eksrakti, kalibrasyon igin ise; standart
katesin soliisyonu (20, 50 80, 100, 250 mg/l) konulduktan sonra 4 ml dH,0, % 5’lik
0.3 ml NaNO;, ilave edilmistir. 5 dakika sonra, karistma % 10’luk AICl3 dan 0.3 ml
eklenmistir. Daha sonra 6. Dakikada karistma 1 M NaOH den 2 ml ilave edilerek
toplam hacim 10 ml’ye dH,O ile tamamlanmistir. Soliisyon iyice karistirildiktan
sonra Orneklerin absorbanslar1 spektrofotometrenin 510 nm dalga boyunda ekstrakt
icermeyen kére karst okunmustur. Orneklerin toplam flavonid icerikleri mg katesin

esdegeri (KE)/kg taze agirlik olarak ifade edilmistir (Sekil 3.17)
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15 Kategin Standard Egrisi

y=0.0038x-0.0247
R?=0.9996

0 50 100 150 200 250
Katesin (mg/kg)

Sekil 3. 17. Katesin standart grafigi

3.7.4. DPPH serbest radikalinin siipiiriilmesi

Orneklerin DPPH serbest radikalini siipiirme giicii, Blois (1958) tarafindan
onerilen 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) metodu ile olgiilmiistiir. Etanol ile
seyreltilerek elde edilen degisik konsantrasyonlardaki kallus ekstraktlarina 2.9 ml
DPPH (0.1 mM) eklendikten sonra karisimin absorbans degeri 517 nm de 15 dk
sonunda Olclilmiistiir. Her bir uygulamaya ait 6rnegin serbest radikali indirgeme

kapasitesi asagida belirtilen formiil araciligiyla % olarak belirlenmistir (3.5).

DPPH Inhibasyonu (%) = [(Ax-As)/Ax X 100] (3.5)
Ay Kontrol absorbansi

As: Orneklerin absorbansi

3.7.5. Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Arastirmada Orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri Fosfomolibden ve

FRAP metodlariyla belirlenmistir.

3.7.5.1. Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Fosfomolibden metodunun temel prensibi, bitki eksraktlar1 tarafindan Mo
(VD’nin Mo (V)’e indirgenerek asidik ortamda yesil fosfat Mo (V) bilesiginin
olusmasidir. Prieto ve ark., (1999) metoduna gore 0.3 ml (20 pg/ml) kallus eksrakti 3
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ml ayrag soliisyonu ile karistirilarak reaksiyon soliisyonu (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM
sodyum fosfat, 4 mM amonyum molibdat) 95°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra 6rnekler hizlica kirik buz i¢inde sogutularak 695 nm’de
absorbanslar1 okunmustur. Elde edilen degerler, pozitif kontrol olarak kullanilan
Askorbik asidin farkli konsantrasyonlarda (20-250 mg/ml) hazirlanan askorbik asit
standart egrisinden yararlanilarak pg askorbik asit esdegeri (mg AE/ml) olarak ifade
edilmistir (Sekil 3.18).

3 o Askorbik Asit Antioksidan Kapasitesi Standard Egrisi

Absorbans (695 nm)
r

0.5 y = 0.0052x - 0.0435
R? = 0.9994
0 . . . . .
0 100 200 300 400 500

Askorbik Asit (ug/ml)

Sekil 3. 18. Askorbik asit antioksidan kapasitesi standart grafigi

3.7.5.2. FRAP metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Indirgeme Kuvveti Tayini (FRAP), arastirmada elde edilen etanolik kallus
ekstraksiyonlarinin indirgeme giicii Oyaizu (1986) metoduna gore yapilmistir. Farkli
indirgeme potansiyeline sahip ekstraklar potasyum ferrisiyanat ([Ks;Fe(CN)6) ile
reaksiyona girdiginde Fe*? iyonlar1 indirgenerek potasyum ferrosiyanat (Fe*?) olusur.
Daha sonra potasyum ferrosiyanat, FeCl; ile reaksiyona girdiginde maksimum
absorbsiyonu 700 nm olan ferric ferrous kompleksi olusur. Oyaizu metoduna gore,
indirgeme potansiyeline sahip 1 ml’lik etanolik kallus ekstraktlar: (20 pg/ml), 2.5 ml
fosfat tampon ¢ozeltisi (0.2 pH:6.6) ve 2.5 ml % [I’lik potasyum ferrisiyanat
([K3Fe(CN)e) ¢ozeltisi 15 ml’lik falkon tiiplerinde karigtirilmustir. Karisim 50°C’de
20 dakika inkiibe edildikten sonra kirik buz i¢inde hizlica sogutulmustur. Daha sonra

karigimlara 2.5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edilerek 2000 rpm de 15
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dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siizekten alinan 2.5 ml’lik siipernatantin
seyreltilmesiyle elde edilen karigima 0.5 ml % 0.1°lik FeCls ilave edildikten sonra
700 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan farkli
konsantrasyonlardaki Butilhidroksitoliniin (BHT) (20-250 mg/ml) kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak orneklerin indirgeme kuvveti pg BHT/ mg taze agirlik
olarak ifade edilmistir. Konsantrasyon arttikca artan absorbans degeri orneklerin

indirgeme yetenegini gostermektedir (Sekil 3.19).

19 BHT Antioksidan Kapasitesi Standard Egrisi
0.9

0.8
0.7
0.6 1
0.5
0.4
0.3 A
0.2 A

Absorbance 700 nm

y =0.0029x+0.1542
0.1 1 R>=0.9972
0 T r T
0 50 100 150 200 250
Butil Hidroksi Toluen (ug/ml)

Sekil 3. 19. Butilhidroksitoliin Standart grafigi

3.7.6. istatistiksel Analiz

Gerek meyve gerekse nar kalluslar iizerinde yapilan Ol¢iim ve analizler
arasindaki farkliligi belirlemek i¢in tiim Ol¢lim ve analiz parametreleri i¢in her bir
ceside ait ornekler 3 tekerriirli her tekerriirde en az 3 dl¢ilimiin ortalamasit alinmistir.
Elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve gesitler arasindaki farklilig
belirlemek i¢in Least Significant Difference (LSD) testi (P < 0.05). (SAS Institute,
1995) kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Meyvelerden Elde Edilen Bulgular

Hasatla birlikte ayni giin laboratuvara getirilen meyveler lizerlerinde pomolojik
Olgiimler yapilmistir. Cesitlerin meyve agirliklart ve 100 tane agirliklar
belirlenmistir. Danelerden elde edilen 6rneklerde suda ¢oziiniir kuru madde, pH ve
titrasyon asitligi Ol¢timleri yapilarak, dane, kabuk ve c¢ekirdek Orneklerinin
ekstraksiyonlart hazirlanmistir.  Antosiyanin analizi yapildiktan sonra Grnek
ekstraksiyonlarinin alkolleri ugurularak toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoid
kapsamlari, DPPH radikalini siipirme kapasiteleri ve toplam antioksidan kapasiteleri

belirlenmistir.

4.1.1.Meyvelerin pomolojik o6zellikleri

Arastirmada kullanilan ¢esitlerin ortalama meyve agirliklart 330.22 ile 633.75
g arasinda degismistir (Cizelge 4.1). Ortalama meyve agirlig1 bakimindan Surug ve
Hicaz cesitleri arasinda istatistiksel fark bulunmazken, Suru¢ Karasi ortalama meyve
agirhigr ile digerleri arasindaki fark dnemli bulunmustur. Cesitler arasinda en yliksek
ortalama meyve agirligr 633.75 g ile Surug ¢esidinde oOlciiliirken, en diisiik deger
330.22 g ile Suru¢ Karasinda dl¢lilmistiir. Hicaz ¢esidine ait ortalama meyve agirlig
621.42 g olarak belirlemistir. Ortalama meyve agirlig1 siralamasi biiyilikten diigiige
dogru Surug, Hicaz ve Suruc¢ Karasi olarak belirlenmistir. ikinci ve Kilig (2016)
tarafindan Sanlhwurfa’da yiiriitiillen ¢alismada Siverek ilgesinde yetistirilen yerel
cesitlerden secilen 15 nar genotipinde meyve agirliklarinin 267.72-650.56 g arasinda
degistigi bildirilmistir. Ak ve ark. (2009), Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinden secilen nar c¢esitlerinin Sanliurfa kosullarina adaptasyonu {izerine
yaptiklar1 calismada, Akdeniz Boélgesi’nden secilen narlarda ortalama meyve
agirligmin  189.9-430.9 g, Ege Bolgesi’'nden segilen narlarda 194.6-312.4 g,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nden secilen narlarda ise 157.4-402.3 g arasinda
degistigini belirlemislerdir. Gilindogdu ve ark. (2015) Alata Bahge Kiiltiirleri
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Arastirma Enstitiisiinde yetistirilen 11 standart nar ¢esidi ile Pervari (Siirt) yoresinde
belirledikleri 5 nar genotibi iizerinde yaptiklart calismada meyve agirliklarinin
251.01-530.25 g arasinda degistigini belirlemislerdir. Eroglu ve ark. (2016)’nin
Adiyaman ilinde yetistirilen eksi, mayhos ve tatli nar genotiplerine ait meyvelerin
depolama siiresince kalite degisimleri ile fizyolojik ve patolojik bozukluklarin
belirlenmesi amaciyla yaptiklari calismada tatli nar genotibine ait meyvelerin
ortalama meyve agirhiginin 498.5 g, mayhos nar genotibine ait meyvelerin ortalama
meyve agirhiginin 438.6 g iken eksi nar genotibine ait meyvelerin ortalama meyve
agirh@inin 346.9 g oldugu belirlenmistir. Arastirmada kullanilan nar meyvelerinin
ortalama agirliklartyla daha 6nce farkli nar gesitleri lizerinde yliiriitiilmis ¢alisma
sonuclarina gore meyve agirliklart arasindaki farkliligin nedenleri olarak; cesit,
kiiltiirel uygulamalar, iklim ve toprak kosullar1 gibi faktorlerin etkinlikleri s6z

konusu olabilir.

Bu arastirmada c¢esitlere ait 100 dane agirliklar1 arasindaki farkin 6nemli
oldugu, en agir danelere sahip cesidin Surug, en hafif danelere sahip ¢esidin ise
Suru¢ Karasi oldugu belirlenmistir. Siverek’te yetistirilen 15 yerel nar ¢esidinin 100
dane agirligimmin ortalama agirhiklarmin  141.33-361.33 g arasinda degistigi
belirlenmistir (ikinci ve Kilig, 2016).

Cizelge 4. 1. Nar Cesitlerinin Meyve ve Dane Agirliklari, Meyve suyu, Meyve kabugu Ekstraktlari
Ortalama (ort deger + sem) Hue® Degerleri

Cesitler | Meyve Agirhg | Dane Agirhgi | Dane Hue® Kabuk Hue® | Meyve
(adet/g) (100 dane/g) Ekst. Ren.

Suruc¢ 633.75+£32.58 a 61.20+1.26 a 31.36£1.97b 98.96+0.01 a Pembe

Hicaz 621.42+£27.26 a 35.56+0.55b 179.02+1.32 a 53.77+£0.17 b Kirmizi

S. Karas1 | 330.22+6.58 b 32.33+£0.22 ¢ 175.99+0.25 a 16.23+0.35 ¢ Agik Pembe

Nar ¢esitlerinin pomolojik 6zellikleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle
ifade edilmistir. Ayn1 kolondaki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade etmektedir

4.1.2.Suda ¢oziinebilir kuru madde tayini (SCKM)

Arastirmada kullanilan ¢esitlerin suda ¢oziinebilir madde miktarlar1 %15.16 ile
% 17.50 arasinda degismistir (Cizelge 4.2). Cesitler arasinda Suru¢ Karast %17.50

ile en yiiksek suda ¢oziinebilir madde miktarlarina sahip iken Surug % 15.16 ile en
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diisiik suda ¢6ziinebilir madde miktarlarina sahiptir. Giindogdu ve ark. (2015)’nin
yiiriittiikleri ¢calismada kullandiklar1 Hicaznar, Silifke asisi, Katirbasi, 33N23-Cevlik,
01NO04-Fellahyemez, 33N34, Izmir-26, izmir-23, Izmir-1513, Kus nar1, 33N24 nar
cesitleri ve Pervari (Siirt) yoresine ait 56PER021, 56PER022, S56PER020,
56PER019, 56PERO003 nar genotiplerinin SCKM miktarlarinin %11.50-14.62
arasinda oldugu kaydedilmistir. Li ve ark. (2015)’nin Cin’de on nar ¢esidi lizerinde

yapmis olduklar1 ¢alismada SCKM miktarlar1 %13.97-16.30 arasinda oOlgiilmiistiir.

4.1.3.pH ve titrasyon asitligi tayini

Arastirmada kullanilan cesitlerin pH degerleri 3.06 ile 3.40 arasinda oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.2). En diisiik pH degeri 3.06 ile Suru¢ Karasinda olgiiliirken
Surug ve Hicazin pH degerleri sirasiyla 3.40 ve 3.39 olarak belirlenmistir. Hmid ve
ark. (2017)’nimn yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada, Fas’ta yetistirilen 18 nar ¢esidinden
elde edilen meyve sularinin pH degerleri 2.85-4.22 arasinda degismistir.

Arastirmada kullanilan g¢esitlerin titrasyon asitlikleri % 1.30 ile 2.91 arasinda
degismistir. En yiiksek titrasyon asitligi 2.91 ile Suru¢ Karasinda olgiiliirken en
diisiik titrasyon asitligi % 1.30 ile Hicazda &l¢iilmiistiir. Ol¢iim sonuglarma gore titre
edilebilir asit siralamasi Hicaz> Suru¢ > Suru¢ Karasi seklinde belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Hmid ve ark. (2017)’nin yiiritmiis olduklar1 ¢alismada, Fas’ta
yetistirilen 18 nar ¢esidinden elde edilen meyve sularinin titrasyon asitligi % 0.21-
2.31 olarak ol¢ilmistir. Li ve ark. (2015)’nin ¢alismalarinda kullandigi nar

¢esitlerinin meyve suyu titrasyon asitligi 2.657-36.62 g/l arasinda ol¢tilmiistiir.

Cizelge 4. 2. Cesitlerin Suda Coziinebilir Kuru Madde Miktarlari (%), pH ve Titrasyon Asitligi (%)

Cegsitler SCKM (%) pH Titrasyon Asitligi (%)
Surug¢ 15.16£0.16 a 3.40+0.006 a 1.34+0.02 a

Hicaz 17.25+0.33 a 3.39+0.005 a 1.30+0.015 a

Suruc¢ Karasi 17.50+0.66 b 3.06+0.016 b 2.91+0.11b

Nar ¢esitlerinin pomolojik 6zellikleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle

ifade edilmistir. Ayn1 kolondaki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir
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4.1.4.Hue degerlerinin tayini

Orneklerin etanolik dane ekstraklarma ait hue degerleri 33.04 ile 179.02
arasinda degismistir (Cizelge 4.1). Cesitlerin dane ekstrakti renklerine paralel olarak,
cesitler arasinda en yiiksek hue degeri 179.02 ile Hicaz cesidinde Olgiiliirken en
diisiik deger 33.04 ile Surug¢ ¢esidinde Ol¢iilmiistiir. Suru¢ Karasinin dane ekstrakti
hue degeri 175.99 olarak belirlenmistir. Cesitlerin etanolik kabuk ekstraktlarina ait
hue degerleri ise 16.23 ile 98.97 arasinda degismistir (Cizelge 4.1). Cesitler arasinda
en yiiksek ag¢1 degeri 98.97 ile Surug cesidinde Slgiiliirken en diisiik deger 16.23 ile
Suru¢ Karasinda belirlenmistir. Bu durumda kabuk ekstraktlarinin hue degeri

yiiksekten diisiige dogru sirasiyla Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasinda dl¢iilmiistiir.

4.1.5.Meyvelerin toplam antosiyanin kapsamlari

Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan belirtilen pH-differansiyel yontemi ile
tayin edilmis olan etanolik nar Orneklerinin toplam antosiyanin kapsamlar1 Sekil
4.1°de, mg siyanidin-3-glukozid/kg taze agirlik olarak verilmistir. Ornekler iizerinde
yapilan analiz sonuglarina gore, en yiiksek (403.27 mg siyanidin-3-glukozid/kg taze
agirlik) Surug Karasi kabuklarinda 6l¢iilmiisken, bu degeri Hicaz danelerinde 6lgiilen

antosiyanin miktar takip etmistir.

a
400 1 N mHicaznar
350 4
B Surug Karast

vy
(=]
1

Toplam Antosiyanin (mg siyanidin-
-glukozid/kg taze agirlik)
(6

o
I

Sekil 4. 1. Surug, Hicaz ve Surug Karasi Nar Cesitlerinin Toplam Antosiyanin (mg siyanidin-3-
glukosid/kg taze agirlik) Kapsamlari. Her bir nar ¢esidinin meyve, kabuk ve
¢ekirdeklerine ait siitunlar iizerindeki farkli harfler Least Significant Difference
(LSD) testine (p<0.05) gore istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir
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Orneklerin dane, kabuk ve gekirdeklerinde dlgiilen antosiyanin kapsamlar
karsilagtirildiginda, Suru¢ Karasi ¢esidinin kabuk ekstraktlart en yogun renk
pigmentleri igerirken bunu Hicaz c¢esidinin daneleri izlemistir. Suru¢ ¢esidinde
ekstraktlarin antosiyanin kapsami yoniinden siralama ¢ekirdek> dane> kabuk olarak
belirlenmigtir. Suru¢ Karasinda Siralama kabuk> dane> ¢ekirdek seklinde

bulunmustur (Sekil 4.1).

4.1.6.Meyvelerin toplam fenolik bilesik kapsamlar:

Slinkard ve Singleton (1977) metodu kullanilarak belirlenmis olan etanolik nar
ekstraktlarinin toplam fenolik icerikleri gallik asit standart egrisinden yararlanilarak
mg GAE/kg taze agirlik olarak ifade edilmistir (Sekil 4.2). Farkli nar ¢esitlerinin
daneleri, kabuk ve g¢ekirdeklerine ait drnekler i{izerinde yapilan analiz sonuglarina
gore, en yiiksek toplam fenolik madde kapsamlari her ii¢ ¢esit icin de kabuk
orneklerinde olglilmiis olup, Suru¢ Karasi kabuklarinin 16628.8 mg GAE/kg taze
agirlik ile en yiiksek toplam fenolik bilesikler kapsamina sahip oldugu belirlenmistir.
Surug Karasi ¢esidini, Surug (11440.0 mg GAE/kg taze agirlik) ve Hicaz (9484.4 mg
GAE/kg taze agirlik)’in izledigi belirlenmistir. Meyve orneklerinin kisimlariin
toplam fenolik igerikleri biiyiikkten kii¢iige dogru kabuk> ¢ekirdek> dane olarak
belirlenmistir (Sekil 4.2). Li ve ark. , (2006) Cin’de yetistirilen narlar {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde kapsamlarinin
(294.4 mg/g) dane ekstraktlarinin toplam fenolik madde kapsamlarindan (24.4 mg/g)
10 kat fazla oldugunu vurgulamiglardir. Caligmalarinda ABD’nde yetistirilen narlari
kullanan Ambigaipalan ve ark., (2017), cekirdek ekstraktlarinin toplam fenolik
madde kapsaminin (3.39 mg GAE/g) meyve suyu ekstraklarmin toplam fenolik
madde kapsamindan (1.03 mg GAE/g) yaklasik ii¢ kat fazla oldugunu bildirmislerdir.
Hmid ve ark. 2017, Fas’ta yetistirilen 18 nar ¢esidinden elde edilen meyve sularinin
toplam fenolik madde kapsamlarinin 1385-9476 mg GAE/I oldugunu belirtmislerdir.
Ispanya’da Miguel Hernandez Universitesi biinyesinde bulunan Avrupanim en énemli
nar gen bankasindan secilen 19 nar ¢esidinin kimyasal kompozisyonunu belirleyen
Legua ve ark. (2016), ¢alismada kullanilan nar ¢esitlerinin meyve sularinin toplam

fenolik madde igeriginin 90-145 mg GAE/100 ml oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4. 2. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karas1 Nar Cesitlerinin Toplam Fenolik (mg GAE/kg taze
agirlik) Kapsamlari. Her bir nar ¢esidinin meyve, kabuk ve c¢ekirdeklerine ait
situnlar {izerindeki farkli harfler Least Significant Difference (LSD) testine
(p<0.05) gore istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir

4.1.7.Meyvelerin toplam flavonoid kapsamlari

Nar 6rneklerinin toplam flavonoid kapsamlar1 Zhishen metodunda (Zhishen ve
ark., 1999) belirtilen aliiminyum klorit kolorimetrik yontemle belirlenmis ve etanolik
nar ekstraktlarinin toplam flavonoid igerikleri katesin standart egrisinden
yararlanilarak mg KE/kg taze agirhik olarak ifade edilmistir (Sekil 4.3). Ornekler
lizerinde yapilan analiz sonuglaria gore, en yiiksek (5620.61 mg KE/kg taze agirlik)
toplam flavonoidler Suru¢ Karas1 kabuklarinda ol¢iilmiisken, bu degeri Surug
(3502.19 mg KE/kg taze agirlik) ve Hicaz (2984.65 mg KE/kg taze agirlik)

meyvelerinin kabuklarinda 6l¢iilen flavonoidler takip etmistir.
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Sekil 4. 3. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karas1 Nar Cesitlerinin Toplam Flavonoid (mg AE/kg taze
agirlik) Kapsamlart. Her bir nar gesidinin meyve, kabuk ve gekirdeklerine ait
situnlar tizerindeki farkli harfler Least Significant Difference (LSD) testine
(p<0.05) gore istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir
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Orneklerin dane, kabuk ve c¢ekirdeklerinde &lgiilen flavonoid kapsamlar
karsilagtirildiginda, en yiiksek toplam flavonoid degerlerinin Surug¢ Karasi ve Surug
gesitlerinin mevye kabuklarinda 6l¢tildiigii, meyve kabuklarini, meyve ¢ekirdekleri

ve danelerin toplam flavonoid kapsamlarinin takip ettigi belirlenmistir.

4.1.8.DPPH radikalini siipiirme kapasitesi

Orneklerin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi, stabil bir serbest radikal
molekiili olan 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) kullanilarak belirlenmistir
(Blois., 1958). Etanol ile seyreltilerek elde edilen degisik konsantrasyonlardaki (20-
250 ul/ml) farkli nar genotiplerinin meyve kisimlarina ait Orneklerin 10 dk
reaksiyonu sonunda DPPH serbest radikalini siipirme aktivitesi belirlenmistir.
Meyve kisimlarinin etanolik ekstraktlarinin DPPH serbest radikalini siipiirebilme
kapasiteleri farkli olup en yiiksek siipiirme kapasitesi meyve kabuklar1 etanolik
eksraktlarinda Olgiilirken bunu meyve daneleri ve c¢ekirdekleri izlemistir. Bu
calismadaki bulgulara paralel olarak Sumaiya ve ark., (2018) Banglades’te,
biokimyasal iceriklerini belirlemek amaciyla biri yerel, ikisi yabanci olmak iizere {i¢
nar ¢esidi tizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda meyve kabuklarindan elde edilen
orneklerin antioksidan aktivitelerinin danelerden elde edilen 6rneklerin antioksidan

kapasitelerinden kayda deger sekilde yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4. 4. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi Nar Meyve Daneleri, Kabuk ve Cekirdek
Eksraktlarinin DPPH Radikali Siiptirme Aktivitesi. Her bir nar ¢esidinin meyve,
kabuk ve cekirdeklerine ait siitunlar {izerindeki farkli harfler Least Significant
Difference (LSD) testine (p<0.05) gore istatistiksel olarak farkliligi ifade
etmektedir
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Calismada  kullanilan  gesitlerin  DPPH radikal siipiirme aktivitesi
karsilastirildiginda Kabuk; Suru¢ Karasi> Suru¢> Hicaz; dane: Suru¢ Karasi>
Hicaz> Surug¢ olup fark 6nemli bulunmus; ¢ekirdek; Hicaz> Suru¢> Surug¢ Karasi

olarak siralanmis olmasina ragmen ortalamalar arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur

(Sekil 4.4).

4.1.9.Meyvelerin toplam antioksidan kapasiteleri

Aragtirmada Orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri Fosfomolibden ve

FRAP metodlariyla belirlenmistir.

4.1.9.1.Fosfomolibden metodu ile belirlenen toplam antioksidan kapasiteleri

Fosfomolibden metodu ile belirlenen Orneklerin toplam antioksidan
kapasiteleri Sekil 4.5’de verilmistir. Aragtirmada kullanilan cesitlere ait 6rneklerin
toplam antioksidan kapasiteleri degerlendirildiginde, en yiiksek deger 320.09 pg
AE/ml eksrakt olarak Suru¢ Karasi kabuk oOrneklerinde belirlenirken, bunu Surug
kabuk (224.96 pg AE/ml), ve Hicaz kabuk eksraktlari izlemistir (215.41 ug AE/ml).
Danelerin  antioksidan kapasiteleri sirasiyla, Suru¢> Suru¢ Karasi> Hicaz

ornekleridir.
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Sekil 4. 5. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karast Nar Meyve Daneleri, Kabuk ve Cekirdek
Eksraktlarinin Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Kapasiteleri (ug
AE/ml ekstrakt). Her bir nar ¢esidinin meyve, kabuk ve c¢ekirdeklerine ait
siitunlar {izerindeki farkli harfler Least Significant Difference (LSD) testine
(p<0.05) gore istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir
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Her ti¢ gesit iginde gecerli olmak iizere antioksidant kapasite siralamasi kabuk>

dane> ¢ekirdek olarak belirlenmistir.

4.1.9.2.FRAP metodu ile belirlenen toplam antioksidan kapasiteleri

Nar cesitlerinin meyve daneleri, kabuk ve g¢ekirdeklerinden alinan orneklerin
antioksidan kapasiteleri Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) metoduyla
belirlenmis ve orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri Sekil 4.6°da verilmistir.
Farkli nar gesitlerinin meyve daneleri, kabuk ve cekirdeklerinden alinan 6rneklerin
antioksidan kapasiteleri degerlendirildiginde en yiiksek deger 924.10 pug BHT/mI
ekstrakt olarak Suru¢ Karasi kabuk orneklerinde belirlenirken, bunu Surug kabuk
(890.8 ug BHT/mI), ve Hicaz kabuk (769.7 pg BHT/mI) eksraktlar1 izlemistir.
Danelerin antioksidan kapasiteleri sirasiyla, Hicaz> Suru¢ Karasi> Surug olarak
belirlenmigtir. Her {ii¢ c¢esit icinde gecerli olmak {izere meyve kisimlarinin
antioksidan kapasiteleri sirasiyla kabuk> dane> ¢ekirdek olarak belirlenmistir (Sekil
4.6). Benzer sekilde Hajimahmoodi ve ark., (2008)’nin yapmis oldugu calismada,
fran’da yetistirilen on farkli nar ¢esidinin meyve ve kabuk ekstraktlarmn antioksidan
kapasiteleri FRAP metoduyla belirlenmistir. Tiim ¢esitlerde kabuk ekstraktlarinin
FRAP degerleri meyve ekstraktlarinin FRAP degerlerinden yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4. 6. Surug¢, Hicaz ve Suru¢ Karasi Nar Meyve Daneleri, Kabuk ve Cekirdek
Eksraktlarimin FRAP Metodu ile Toplam Antioksidan Kapasiteleri (ug BHT/ml
ekstrakt). Her bir nar c¢esidinin meyve, kabuk ve c¢ekirdeklerine ait siitunlar
iizerindeki farkli harfler Least Significant Difference (LSD) testine (p<0.05) gore
istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir
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Sadeghi ve ark., (2009)’nin iran’da yetistirilen alt1 farkl1 nar ¢esidinde yapmis
oldugu calismada kabuk ekstraktlarinin FRAP degerleri ¢ekirdek ekstraktlarinin
FRAP degerlerinden yliksek bulunmustur. Ardekani ve ark., (2011), nar kabuk
ekstraktlarinin  antioksidan kapasitelerinin meyve ekstraktlarinin  antioksidan

kapasitelerinden yaklasik on kat fazla oldugunu belirtmislerdir.

Giliniimiize kadar yayinlanmis bir¢ok arastirma sonuglari meyve rengi ile
meyve ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri arasinda giiglii bir iliskinin oldugu
belirtilmistir. Bu sonucun aksine, mevcut arastirma sonuglar1 gerek meyvelerin hue
degerleri gerekse antosiyanin kapsamlariyla meyve cesitlerinin antioksidan
kapasiteleri arasinda paralel bir iliski bulunmamistir. Hajimahmoodi ve ark., (2008)
ve Sadeghi ve ark., (2009)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda, agik renkli kabuga
sahip cesitlerin kabuk, meyve ve g¢ekirdek ekstraktlarinin FRAP degerlerinin koyu
renk kabuga sahip olanlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Cam ve ark., (2009)
nar meyvelerinin antosiyanin kapsami ile antioksidan 6zellikler arasindaki iliskinin
onemli oldugunu belirtirken, Tzulker ve ark., (2007), Zaouay ve ark., (2012), Fawole
ve ark., (2012), Kaur ve ark., (2014), Karaaslan ve ark., (2014)’nin nar, Ozden ve
Vardin (2009)’nin {iziim ¢esitleri {izerinde yiirlitmiis olduklar1 arastirma sonuglarina
gore meyvelerin antosiyanin kapsamlariyla antioksidan aktiviteleri arasindaki
iligkiden ziyade meyvelerin toplam fenolik ve flavonoid bilesik kapsamlarinin en
onemli belirleyiciler oldugu ortaya konmustur. Arastirmada kullanilan nar
cesitlerinin meyve kabuklar1 fenolik ve flavonoid kapsamlart dane ve ¢ekirdege gore
daha yliksek Olciilmiis olup bu sonuca paralel olarak nar cesitleri ve meyve
kisimlarinin antioksidan aktiviteleri paralellik gdstermistir. Arastirma sonuglarina
paralel olarak Ozden ve Ozden (2014)nin 14 farkli meyve cesitleri iizerinde
yiirlitmiis oldugu aragtirma sonucuna gore meyvelerin antioksidan o6zelliklerinin
meyvelerin 6zellikle sahip olduklar1 toplam fenolik kapsamlariyla iligkili oldugu
belirtilmistir. Bu arastirmada elde edilen sonuglarda arastirmada kullanilan ¢esitlerin
meyve, kabuk ve cekirdeklerin toplam fenolik ve flavonoid kapsamlar1 seviyesinde

6rnekler DPPH serbest radikalini siipiirmiis, Fe*® ve Mo (V1) iyonlar1 indirgenmistir.
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4.2.Yaprak ayasi eksplantlarindan kallus eldesi

Alt1 farkli igerige sahip MS besi ortamina yerlestirilen ve serin beyaz 151k veren
floresan lambalari ile aydinlatilan, 16 saat giin uzunluguna sahip ve sicakligi 25°C’ye
ayarlanmis iklim odasinda kiiltiire alinan yaprak ayast eksplantlarinin kesik
yiizeylerinde kiiltiire alindiktan 2-3 hafta sonra kallus olusumu baglamistir (Sekil
4.7). Hicaz gesidine ait eksplantlarda kallus olusumu 2. haftada baslarken Surug¢ ve
Surug Karasi ¢esitlerinde 3. haftada baglamistir.

Sekil 4. 7. Yaprak ayasi eksplantlarinin kesik yiizeylerinde kallus olusumu

Kallus yapilar1 genotiplere ve kiiltiir ortaminin kombinasyonuna bagli olarak
farklilik gostermistir. Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar ¢esidinin kalluslarinin gevsek yapili,
saydam ve sarimsi renkli; Hicaz ¢esidinin kalluslarinin ise sert yapili, koyu yesil ve

diger gesitlere gore daha hizli biiyliyen yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

MS Dbesi ortammin BA ve NAA konsantrasyonlar1 arttikga yaprak ayasi
eksplantlarina toksik etkisi artmis, eksplantlarda nekrozlar olustugu gozlenmistir
(Sekil 4.8A). Yiiksek dozlardaki BA ve NAA konsantrasyonlari kallus biiyiime hizini
olumsuz etkilerken, NAA’in yliksek dozlar1 eksplantlarin kok olusturmasina neden
olmustur (Sekil 4.8B). Her ii¢ ¢esitte yaprak eksplantlarindan kallus olusumu ve
kallus ¢ogaltim1 i¢in en uygun kiiltiir ortam1 kombinasyonu 1 mg/l BA ve 0.4 mg/I
NAA igeren MS olarak belirlenmistir. Bonyanpour ve Khosh-Khui (2013), Nana nar
cesidi ile yaptiklar1 calismada 1 mg/l BA ve 0.4 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplanlarinin kallus olusturma oranmnin yiiksek

oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4. 8. Yaprak ayasi eksplantinda yiiksek BA ve NAA dozlarindan kaynaklanan nekroz (A)
ve kok olusumu (B)

4.3. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yonelik Agir Metallerden Giimiis

Nitrat, Kobalt Kloriir ve Kadmiyum Kloriir Uygulamalari

Sekonder metabolit iiretimini artirmaya yonelik olarak, kallus ¢ogaltim besi
ortami ile ayni igerige sahip MS besi ortamina 0 (kontrol), 5, 25 ve 50 pM olmak
tizere 4 farkli konsantrasyonda AgNO3 CoCl, ve CdCl;ilave edilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4. 9. Sekonder metabolit {iretimini artirmaya yonelik agir metal uygulamalari. Surug,
Hicaz nar ve Suru¢ Karas1 nar (Punica granatum L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4
mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 25 ve 50 uM) agir metal AgNO; (A),
CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkilt MS besi ortaminda biiyiitiilmiistiir

4.3.1. Kallus biiyiime indekslerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan nar ¢esitlerinin kalluslar1 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA, 0, 5,
25, ve 50 uM AgNOg katkili MS tuzlar1 ve vitaminlerinden olusan in vitro biiylime
ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaklagik 6 hafta sonunda kalluslarin ilk ve son
agirliklan karsilastirilarak nar kalluslarinin nisbi agirlik artislart belirlenmistir (Sekil
4.10ABC). Elde edilen sonuglara gére kontrol grubunda Suru¢ ve Hicaz kalluslari

nisbi agirlik artislar1 sirasiyla 6.12 ve 6.79 iken Suru¢ Karasi kalluslarinin nisbi
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agirlik artisi 2.68 olarak belirlenmistir. Kiiltiir ortamina eklenen 5, 25, ve 50 uM
AgNO3’1n aragtirmada kullanilan ti¢ nar ¢esidi kalluslar1 biiylime indeksine etkileri
arastirilmistir. Aragtirma sonucuna gore kiiltiir ortamlarinda AgNO3’1in varli§i Surug
ve Hicaz nar kalluslarinin agirlik artiglarini kontrole gore diistiriirken, Suru¢ Karasi

nar kalluslarinda 6nemli seviyede artisa neden olmustur. (Sekil 4.10A).

In vitro kosullarda yetistirilen kontrol grubu nar genotiplerinin nisbi agirlik
artis1 Hicaz > Surug¢ > Surug¢ Karasi olup degerleri sirasiyla 6.79, 5.01, ve 2.68 olarak
hesaplanmistir. AgNO3’1n etkisinin aksine nar genotipleri in vitro kiiltiir ortamlarina
CoCl, eklenmesi biitiin nar gesitleri kalluslarinin nisbi biiylime indekslerini kontrole
gore disirmistiir. Kullanilan CoCl, dozlar1 arasinda 5 uM CoCl, Hicaz nar
kalluslarinda kontroliin disinda, en yiiksek agirlik artisina neden olurken (5.03),
Suru¢ ¢esidinde, kontroliin disinda, en yiiksek agirlik artist 25 upM CoCl, katkili
besin ortaminda biiyiitiilen kalluslardan 6l¢iilmiistiir. Suru¢ Karasi kalluslarinin besi
ortamina CoCl, ilavesi kallus agirlik artisinda diisiise neden olurken, kullanilan
dozlarin etkileri arasindaki fark P<0.05 seviyesinde 6nemsiz bulunmustur. Surug
Karasi kalluslarinda en diisiik agirlik artis indeksi (1.40), 50 uM CoCl;, igeren MS
ortamindaki kalluslarda o6l¢tilmiistiir (Sekil 4.10B).

CoCl,’iin etkisine paralel olarak, in vitro kiiltiir ortamlarina CdCl, eklenmesi
biitiin nar ¢esitleri kalluslarinin nisbi biiyiime indekslerini kontrole gore diigiirmiistiir.
Suru¢ ve Hicaz cesitleri kallus biliylime ortamlarina ilave edilen farkl
konsantrasyonlardaki CdCl, dozlarinin etkileri arasindaki fark dnemli bulunmazken,
Suru¢ Karasi kalluslarinda en diisiik agirlik artis indeksi (1.20), 50 uM CdCl; i¢eren
MS ortamindaki kalluslarda dlgtilmistiir (Sekil 4.10C).
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Sekil 4. 10. in vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kalluslarnin Biiyiime
Indeksi. Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi nar (Punica granatum L.) kalluslar1, 1 mg/I
BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 25 ve 50 uM) agir metal
AgNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkilt MS besi ortaminda biiyiitiilmiistiir.
Farkli agir metal elisitér uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyiime
indeksleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade
edilmigtir. Kolonlar tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade
etmektedir

Kontrol 50

5 25
Uygulamalar (uM)
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4.3.2. Toplam antosiyaninlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal (AgNOs, CoCl, ve CdCl,) katkili MS
besi ortaminda biiylitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
antosiyanin kapsamlar1 mg siyanidin-3-glukozid/kg taze agirlik olarak ifade
edilmistir (Sekil 4.11ABC). Arastirmada kullanilan biitiin agir metal dozlarmin
kontrole gore kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarint artirdigr belirlenmistir
(Sekil 4.11A). Surug ve Surug Karasi gesitlerine ait kalluslarin en yiiksek antosiyanin
kapsamlar1 (292.78 mg siyanidin-3-glukozid/kg ve 195.37 mg siyanidin-3-
glukozid/kg) 50 uM AgNO; uygulamasinda elde edilmistir. Hicaz ¢esidinde en
yiiksek antosiyanin kapsami (370.71 mg siyanidin-3-glukozid/kg) yine 50 uM
AgNO;3 uygulamasinda elde edilmis fakat AgNOj3 dozlarinin etkileri arasindaki fark
onemsiz bulunmustur (Sekil 4.11A).

Besi ortaminda CoCly varliginin kontrole goére Hicaz ve Suru¢ Karasi
kalluslarinin toplam antosiyanin kapsamlarinda artisa sebep oldugu, 5 uM CoCl;’1n
en etkili doz olarak belirlendigi ve CoCl, un konsantrasyonu artik¢a bu iki ¢esidin
antosiyanin kapsamlarinin azaldigt ortaya konmustur. Suru¢ cesidinde ise
kalluslarinin toplam antosiyanin kapsaminda en yiliksek seviye kalluslara 5 pM
CoCl, uygulandiginda elde edilirken diger dozlar arasindaki fark Onemsiz

bulunmustur (Sekil 4.11B).

AgNO;3; ve CoCl; uygulamalarinin etkilerine benzer sekilde CdCl, dozlari da
kontrole gore kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarinda artisa sebep olmustur.
Hem uygulanan dozlar arasindaki fark hem de g¢esitler arasindaki fark Onemli
bulunmustur.  Arastirmada  kullanilan  ¢esitlerin  antosiyanin  kapsaminin
arttirilmasinda 5 pM CdCl,; dozunun en etkili oldugu, bu doz uygulandiginda
cesitlerin antosiyanin kapsamlarinin en yliksekten diisiige dogru Hicaz (326.74 mg
siyanidin-3-glukozid/kg), Suru¢ Karast (284.99 mg siyanidin-3-glukozid/kg) ve
Surug (205.95 mg siyanidin-3-glukozid/kg) seklinde siralandigi belirlenmistir (Sekil
4.11C).
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Kontrol 5 25
Uygulamalar (uM)

In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Antosiyanin Kapsamlari. Suru¢, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda
(0, 5, 25 ve 50 pM) agir metal AgNO; (A), CoCl; (B) ve CdCl, (C) katkili MS
besi ortaminda biyiitiilmiistiir. Farkli agir metal elisitor uygulamalarindan elde
edilen nar kallus etanolik ekstraktlarinin toplam antosiyanin kapsamlari
arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir.
Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir
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4.3.3. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal (AgNO3, CoCl, ve CdCl,) katkili MS
besi ortaminda biiyiitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
fenolik madde kapsamlart mg GAE/Kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.12ABC).
Arastirmada agir metal katkisiz (kontrol), 1mg/l BA ve 0.4 mg/l NAA iceren MS
besi ortamindaki 6 haftalik farkli nar genotipi kalluslarinin toplam fenolik kapsamlari
arasindaki farklarin O6nemsiz oldugu fakat testlerde kullanilan biitin AgNOs3
dozlarmmin kontrole gore kalluslarin toplam fenolik kapsamlarini artirdig
belirlenmistir (Sekil 4.12A). 5 uM AgNO3 dozu Surug kalluslarinda en yiiksek
fenolik (11708 mg GAE/kg) sentezine neden olurken, doz artig1 kalluslarin fenolik
bilesik iretim diizeyini olumsuz sekilde etkilemistir (Sekil 4.12A). Fakat Surug
Karasinda AgNOj3 dozlarinin etkileri arasindaki fark onemsiz bulunmustur (Sekil
4.12A). Genel olarak fenolik bilesik liretiminin uyarilmasi agisindan en diigiik giimiis

nitrat dozu en etkin doz olarak degerlendirilmistir.

AgNO3’1n nar kalluslarinda fenolik bilesik sentezi lizerine etkinligine benzer
sekilde, MS kiiltiir ortaminda CoClylin varlig1 Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar
kalluslar1 fenolik igerikleri lizerine olumlu etkisi agik¢a ortaya konmustur. Surug ve
Hicaz cesitlerinde doz artis1 ile fenolik madde kapsaminin ters orantili oldugu
belirlenmistir. 5 uM CoCl, seviyesinde, Suru¢ ¢esidi nar kalluslarinda 11185 mg
GAE/kg, Hicaz c¢esidinde 9939 mg GAE/kg, ve Suru¢ Karasi 8692 mg GAE/kg
toplam fenolik Olglilmiistir 5 ile 25 uM CoCly’lin ¢esitler {izerindeki etkisi
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.12B).

Nar kallus kiiltiiriinde kadmiyum kloriir uygulamalariin toplam fenolik
bilesiklerin sentezini artirdigi Sekil 4.12C’de verilmistir. 5 uM CdCl, katkili MS
ortamindaki nar kalluslar1 i¢inde en yiiksek fenolik miktar1 Suru¢ Karasi ¢esidinde
13752 mg GAE/Kg olarak olgiilmiisken bunu Surug (11916 mg GAE/kg) ve Hicaz
(9336 mg GAE/KQ) gesitleri takip etmistir. Surug ¢esidinde en yiiksek fenolik bilesik
miktart 25 uM CdCl, katkili MS ortamindaki kalluslardan elde edilirken, Hicaz
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¢esidinde 50 uM CdCl,, Suru¢ Karasi ¢esidinde ise 5 uM CdCl, igeren MS
ortamindaki kalluslardan elde edilmistir (Sekil 4.12C).
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Sekil 4. 12. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Fenolik Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum
L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 25 ve
50 uM) agir metal AgNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkili MS besi ortaminda
biiytitiilmustiir. Farklt agir metal elisitor uygulamalarindan elde edilen nar kallus
etanolik ekstraktlarinin toplam fenolik kapsamlar1 arasindaki farkliliklar LSD
testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar iizerindeki farkli
harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir

49



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash Neslihan OZDEN

4.3.4. Toplam flavonoidlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal (AgNOs, CoCl, ve CdCl,) katkili MS
besi ortaminda biiylitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
flavonoid kapsamlart mg KE/kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.13ABC). MS Kkiiltiir
ortaminda AgNO3’iin varlig1 Surug, Hicaz ve Surug Karasi nar kalluslar1 flavonoid
icerikleri tizerinde olumlu etki yapmustir (Sekil 4.13A). AgNO3’iin farkli dozlarinin
nar kalluslarinin toplam flavonoid kapsamlar {izerindeki etkisi 6énemli bulunurken,
nar kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid kapsamlari iizerine en etkili AgNO3 dozu
5 uM olarak belirlenmistir. Arastirmada kullanilan en diisiik AGQNO3 dozunda Surug,
Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid kapsamlari sirasi ile
4184.64 mg KE/kg, 3763.59 mg KE/kg, 2804.82 olarak belirlenmistir. AgNOj3
dozlarinin yiikseltilmesi ekstraktlarin toplam flavonoid kapsamlar tizerine olumsuz

etki yapmustir (Sekil 4.13A).

CoCly’tin  varligt Surug g¢esidinin toplam flavonoid kapsaminit olumsuz
etkilerken, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar kalluslarimin toplam flavonoid igerikleri
izerine olumlu etki yapmistir. Arastirmada Surug ¢esidinin flavonoid iiretim diizeyi
agir metal katkisiz (kontrol) MS besi ortaminda kiiltiire alinan kalluslarda en yiisek
(2310.08 mg KE/kg) diizeyde bulunurken, CoCl, dozu arttikga ¢esidin toplam
flavonoid kapsami azalmistir. Hicaz ¢esidinin toplam flavonoid kapsami 50 pM
CoCl;, katkili MS ortaminda en yiiksek (2386.40 mg KE/kg) seviyeye ulasirken
Suru¢ Karasi i¢in en yiiksek toplam flavonoid kapsami (1936.40 mg KE/Kkg) 5 uM
CoCl, uygulamasindan elde edilmistir (Sekil 4.13B).

CoCly’lin nar kalluslarinda flavonoid sentezi {izerine etkinligine benzer sekilde,
CdCly’tin varhigi Surug ¢esidinin toplam flavonoid kapsamini olumsuz etkilerken,
Hicaz ve Suru¢ Karasi nar kalluslarinin toplam flavonoid igerikleri {izerine olumlu
etki yapmistir. Surug ¢esidinde en yiiksek flavonoid miktar1 (2310.08 mg KE/kg)
kontrol grubundaki kalluslardan elde edilirken, Hicaz (2181.14 mg KE/kg) ve Surug
Karas1 (2073.24 mg KE/kg) gesitlerinde 5 pM CdCl, igeren MS ortamindaki

kalluslardan elde edilmistir. CdCl, dozlarinin yiikseltilmesi tim g¢esitlerde
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ekstraktlarin toplam flavonoid kapsamlar1 iizerine olumsuz etki yapmistir (Sekil

4.13C).
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Sekil 4. 13. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Flavonoid Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslar1, I mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
5, 25 ve 50 uM) agir metal AgNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkilt MS besi
ortaminda biyltiilmistiir. Farkli agir metal elisitér uygulamalarindan elde edilen
nar kallus etanolik ekstraktlarimin toplam flavonoid kapsamlar1 arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir
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4.3.5. DPPH serbest radikalinin siipiiriilmesi

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal (AgNO3, CoCl, ve CdCl,) katkili MS
besi ortaminda biiyiitiilen Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi kallus ekstraktlarinin DPPH
serbest radikalini siipirme kapasiteleri % olarak ifade edilmistir (Sekil 4.14ABC).
Arastirmada kontrol grubundaki farkli nar genotipi kalluslarinin DPPH serbest
radikalini slipiirme kapasiteleri arasindaki farklarin 6nemli oldugu belirlenmistir.
Ayrica kullanilan biitiin AgNO3 dozlarinin kontrole gore kalluslarin DPPH serbest
radikalini siipiirme kapasitelerini artirdigt ve dozlar iginde en etkilisinin 5 uM
AgNQO3; oldugu belirlenmistir. 5 uM AgNO; katkili MS ortamindaki nar kalluslar
icinde en yiikksek DPPH serbest radikalini siiplirme kapasitesi Suru¢ cesidinde
%79.72 olarak ol¢iilmiisken bunu Hicaz (%77.11) ve Surug¢ Karasi (%55.88) cesitleri
takip etmistir (Sekil 4.14A).

AgNO; uygulamalarina benzer sekilde, kontrol grubundaki farkli nar genotipi
kalluslarinin DPPH serbest radikalini silipiirme kapasiteleri arasindaki farklarin
onemli oldugu ve kullanilan biitiin CoCl, dozlarinin kontrole gore kalluslarin DPPH
serbest radikalini siipiirme kapasitelerini artirdii ortaya konmustur. En yiiksek
degerler (%82.26, %83.40) Hicaz ¢esidine ait kalluslarda, 5 ve 25 uM CoCl,
uygulamalarinda o6l¢iilmiis olup dozlar arasindaki fark istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur (Sekil 4.14B).

Arastirmada kullanilan Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi ¢esitlerinin DPPH serbest
radikalini siipiirme kapasiteleri 5 pM CdCl, uygulamasinda en yiiksek seviyeye

ulasarak sirastyla %79.47, %78.95 ve %73.14 olarak belirlenmistir (Sekil 4.14C).
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Sekil 4. 14. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti

DPPH Radikali Siipiirme Aktiviteleri. Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
5, 25 ve 50 uM) agir metal AgNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkilt MS besi
ortaminda biyltiilmistiir. Farkli agir metal elisitér uygulamalarindan elde edilen
nar kallus etanolik ekstraktlarimin DPPH radikali siiplirme aktiviteleri arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir

53



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash Neslihan OZDEN

4.3.6. Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

4.3.6.1. Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Degisik konsantrasyonlarda AgNO3, CoCl;, ve CdCl; katkili MS besi ortaminda
blyiitiilen farkli nar genotipleri kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasiteleri
fosfomolibden metoduna gore pug AE/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir (Sekil
4.15ABC). Kullanilan biitin AgNO3; dozlarinin kontrole gore kalluslarin Mo(VI)
indirgeme kuvvetini artirdigi belirlenmistir. Arastirmada kontrol olarak kullanilan
nar genotiplerinin Mo (VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli olup en
yiiksek Mo (V1) indirgeme kuvvetine Surug (70.48 ug AE/ml ekstrakt) sahip olurken
bunu sirasiyla Hicaz (62.72 pg AE/ml) ve Surug Karasi (53.00 ug AE/ml) izlemistir
(Sekil 4.15A). Farkli AgNO3 dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus
ekstraktlarimin Mo (VI) indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en
yiikek Mo (VI) indirgeme kuvveti 5 uM AgNOj3 igeren MS kiiltiir ortamindan elde
edilen Surug kallus ekstraktlarinda (90.67 pg AE/ml ekstrakt) 6l¢iiliirken bunu yine
ayni genotipin 25 uM AgNOs; etkili kallus ekstraktlar1 (80.16 pg AE/ml) takip
etmistir (Sekil 4.15A).

Farkli CoCl; dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus
ekstraktlarinin Mo (VI) indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en
yiiksek Mo (V1) indirgeme kuvveti 5 uM CoCl; igeren MS kiiltiir ortamindan elde
edilen Surug kallus ekstraktlarinda (89.40 ug AE/ml ekstrakt) olgtiliirken bunu Hicaz
genotipin 5 uM CoCl; etkili kallus ekstraktlar1 (87.21 pg AE/ml) takip etmistir.
Surug nar ¢esidinin farkli CoCl, dozlarma kars1 géstermis oldugu tepkiler arasindaki
fark 6nemli bulunurken, 25 uM ya da 50 uM CoCl, dozu igeren MS ortamlarinda
biiytitiilen Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar kalluslarinin Mo (VI) indirgeme kuvvetleri
arasinda fark 6nemsiz bulunmustur. Calismada kullanilan en yiiksek CoCl, dozunun
etkisi dozlar arasinda en az etkiye sahipken kontrole gore daha etkin bulunmustur

(Sekil 4.15B).
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Sekil 4. 15. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Mo(VI) indirgeme kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum
L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 25 ve
50 uM) agir metal AgNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkili MS besi ortaminda
biiyiitiilmistiir. Farkli agir metal elisator uygulamalarindan elde edilen nar kallus
etanolik ekstraktlarinin Mo(VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki farkliliklar LSD
testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar {izerindeki farkli
harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir
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Nar kalluslarinin CdCly’e karst gostermis oldugu tepkilerin kontrole gore
farklarinin 6nemli seviyede oldugu bulunurken, dozlarin da cesitler iizerindeki etkisi
onemli bulunmustur. CdCl;’ilin nar kallus ekstraktlar1t Mo (VI) indirgeme kuvvetleri
tizerine en yiiksek etkisi Surug (87.33 ug AE/ml) ve Hicaz (86.37 ug AE/ml) ¢esitleri
icin 5 ve 25 uM konsantrasyonlarinda bulunurken, Suru¢ Karasi (82.71 pug AE/ml)
icin 5 uM konsantrasyonunda bulunmustur (Sekil 4.15C).

4.3.6.2. FRAP metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Degisik konsantrasyonlarda AgNQOj3, CoCl, ve CdCl;, katkilit MS besi ortaminda
biiyiitiilen farkli nar genotipleri kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasiteleri
FRAP metoduna gore pg BHT/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir (Sekil 4.16ABC).
Arastirmada kontrol olarak kullanilan nar genotiplerinin Fe** indirgeme kuvvetleri
arasindaki fark 6nemli olup en yiiksek Fe* indirgeme kuvvetine Suru¢ Karasi
(172.00 pg BHT/ml ekstrakt) sahip olurken bunu sirasiyla Surug (147.17 pg
BHT/ml) ve Hicaz (102.91 ng BHT/ml) izlemistir (Sekil 4.16A). Farkli AgNO;
dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus ekstraktlarinin Fe*® indirgeme
kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiikek Fe™ indirgeme kuvveti 5 uM
AgNO; iceren MS kiiltiir ortamindan elde edilen Surug kallus ekstraktlarinda (199.81
pg BHT/ml ekstrakt) olgiiliirken bunu yine ayni genotipin 25 pM AgNOj; etkili
kallus ekstraktlar1 (177.40 pg BHT/ml) takip etmistir. Caligmada kullanilan AgNO3
dozlarmin nar genotipleri iizerinde etkinligi degerlendirildiginde, Surug¢ icin en
yiiksek etkinlige sahip dozun 5 pM AgNO3;, Hicaz ¢esidi i¢in 25 uM AgNO3 oldugu
belirlenirken, Suru¢ Karasinda AgNOj3 dozlarinin etkileri arasindaki fark onemsiz

bulunmustur (Sekil 4.16A).

Farkli CoCl; dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus
ekstraktlarmm Fe* indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiikek
Fe*? indirgeme kuvveti 5 pM CoCl, iceren MS kiiltiir ortamindan elde edilen Surug
kallus ekstraktlarinda (263.15 pg BHT/ml ekstrakt) Ol¢iilirken bunu yine ayni
genotipin 25 pM CoCl; etkili kallus ekstraktlart (240.39 ug BHT/ml) takip etmistir.
Suru¢ nar ¢esidinin 5 ve 25 pM CoCl; dozlarina kars1 gostermis oldugu tepkiler

arasindaki fark onemli bulunurken, Hicaz ve Surug¢ Karasi i¢in 6nemsiz bulunmustur
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(Sekil 4.16B). Calismada kullanilan en yiiksek CoCl, dozunun etkisi dozlar arasinda
en az etkiye sahipken kontrole gore daha etkin bulunmustur. Buna ek olarak, 50 uM
CoCl, dozu igeren MS ortamlarinda biiyiitiilen Suru¢ ve Hicaz nar kalluslarinin Fe*3
indirgeme kuvvetleri arasinda fark bulunmazken, CoCl,’iin en az etkinligi en yiiksek

dozda Surug Karasi kalluslarinda belirlenmistir (122.68 pg BHT/ml) (Sekil 4.16B).

Nar kalluslarmin CdCly’e karst gostermis oldugu tepkilerin kontrole gore
farklarmin 6nemli seviyede oldugu bulunurken, dozlarin gesitler lizerindeki etkisi de
6nemli bulunmustur (Sekil 4.16C). CoCly’iin nar kallus ekstraktlar1 Fe** indirgeme
kuvvetleri iizerine en yiliksek etkisi Suru¢ c¢esidi igcin 5 ve 25 uM
konsantrasyonlarinda bulunurken, Hicaz i¢in 25 puM, Suru¢ Karasi i¢in 5 pM
konsantrasyonunda bulunmugtur. 25 uM’dan daha yiiksek CdCl, dozunun biitiin nar

kalluslarinin Fe*® indirgeme kuvvetini diisiirdiigii belirlenmistir (Sekil 4.16C).
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Sekil 4. 16. in vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakt1 Fe*?

Indirgeme Kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum L.)
kalluslar1, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 25 ve 50
uM) agir metal AgGNO; (A), CoCl, (B) ve CdCl, (C) katkili MS besi ortaminda
biyiitiilmistiir. Farklt agir metal elisitér uygulamalarindan elde edilen nar kallus
etanolik ekstraktlarimin Fe*™ indirgeme kuvvetleri arasindaki farkliliklar LSD testine
gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar lizerindeki farkli harfler P<0.05
seviyesinde farkliligr ifade etmektedir

58



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash Neslihan OZDEN

4.4. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yénelik Bitki Savunma Sistemi
Icindeki Sinyal Bilesiklerden Salisilik Asit (SA) ve Metil Jasmonat (MeJA)

Uygulanmalari

Sekonder metabolit tiretimini artirmaya yonelik olarak, kallus ¢ogaltim besi
ortamima 0 (kontrol), 10, 50 ve 100 uM olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda
salisilik asit (SA) ve ya metil jasmonat (MeJA) ilave edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4. 17. Sekonder metabolit {iretimini artirmaya yonelik bitki savunma sistemi igindeki
sinyal bilesiklerden salisilik asit ve metil Jasmonat uygulamalari. Surug, Hicaz ve
Surug¢ Karasi nar (Punica granatum L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve
farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve 100 uM) Salisilik asit (A) ve Metil
Jasmonat (B) katkili MS besi ortaminda biiyiitiilmiistiir

4.4.1. Kallus biiyiime indekslerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan nar c¢esitlerinin kalluslar1 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve
farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve 100 uM) salisilik asit ve ya metil jasmonat
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Alt1 hafta sonunda kalluslarin ilk ve son
agirliklan karsilastirilarak nar kalluslarinin nisbi agirlik artiglart belirlenmistir (Sekil
4.18AB). Elde edilen sonuglara gore kontrol grubunda Surug, Hicaz ve Surug Karasi

kalluslarinin nisbi agirlik artislari sirastyla 6.48, 10.29 ve 10.96 olarak belirlenmistir.

Kiiltir ortamma eklenen 10, 50 ve 100 puM salisilik asidin arastirmada
kullanilan ii¢ nar ¢esidi kalluslar1 biiyiime indeksine etkileri arastirilmistir. Elde
edilen sonucglara gore kiiltiir ortamlarinda salisilik asidin varlig1 tim c¢esitlerin

kalluslarinin agirlik artislarinda kontrole gore oOnemli seviyede diisiise neden
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olmustur (Sekil 4.18A). Hicaz ve Suru¢ Karasi kalluslarinin besi ortamina ilave
edilen salisilik asit dozlar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. Kontrol disinda, en
yiiksek kallus nisbi agirlik artis indeksi (2.20), 10 uM salisilik asit uygulanan Surug
cesidinin kalluslarinda 6lgiiliirken, en diisiik kallus nisbi agirlik artis indeksi (0.24),

100 uM salisilik asit uygulanan Surug Karasi ¢esidinin kalluslarinda dl¢tilmiistiir.

Nar kalluslarina in vitro kosullarda salisilik asit uygulamasi ile elde edilen
sonuglara benzer sekilde in vitro kiiltiir ortamlarma metil jasmonat eklenmesi biitiin
nar c¢esitleri kalluslarinin nisbi biiylime indekslerini kontrole gore dnemli 6l¢iide

distirmiistiir.
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Sekil 4. 18. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kalluslarmin Biiyiime
Indeksi. Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi nar (Punica granatum L.) kalluslari, 1mg/l
BA, 0.4 mg/l NAA ve farklh konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve 100 uM) Salisilik
Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi ortaminda buyiitilmiistiir. Bitki
savunma sistemi icindeki sinyal bilesikleri elisitdr uygulamalarindan elde edilen
nar kalluslarinin biiylime indeksleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore
belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05
seviyesinde farklilig ifade etmektedir
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Ayni sekilde Hicaz ve Suruc¢ Karasi kalluslarinin besi ortamina ilave edilen metil
jasmonat dozlar1 arasindaki fark énemsiz bulunmustur. En diisiik kallus nisbi agirlik
artis indeksi (0.24), 100 uM metil jasmonat uygulanan Surug ¢esidinin kalluslarinda
Olclilmiistiir. Arastirmada 100 uM dozunda metal jasmonat uygulanan ii¢ ¢esidin

kallus nisbi biiylime indeksleri arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.18B).

4.4.2. Toplam antosiyaninlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi
ortaminda biiyiitilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
antosiyanin kapsamlari mg siyanidin-3-glukozid/kg taze agirlik olarak ifade
edilmistir (Sekil 4.19AB). Arastirmada kullanilan salisilik asidin tiim dozlarinin
kontrole gore Hicaz ve Suru¢ Karasi gesitlerinin kalluslarinin toplam antosiyanin
kapsamlarini artirdig1 ancak Surug cesidinin kalluslarina uygulanan 50 ve 100 uM
salisilik asidin kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarini diisiirdiigii belirlenmistir
(Sekil 4.19A). Kalluslara uygulanan salisilik asit dozlarindan en etkilisinin 10 pM
oldugu belirlenmistir. En yiiksek antosiyanin kapsami (784.29 mg siyanidin-3-
glukozid/kg) 10 uM salisilik asit uygulamasinda Suru¢ Karasinin kalluslarinda elde
edilirken bunu sirasiyla Hicaz ¢esidi (584.46 mg siyanidin-3-glukozid/kg) ve Surug
cesidi (343.44 mg siyanidin-3-glukozid/kg) takip etmistir. Arastirmada kullanilan
cesitlerin kalluslarina uygulanan salisilik asit dozu arttirildik¢a tiim ¢esitlerde toplam

antosiyanin kapsamlarinin azaldig belirlenmistir (Sekil 4.19A).

Besi ortaminda metil jasmonatin varligr tiim c¢esitlerin toplam antosiyanin
kapsamlarin1 olumlu etkilemistir. En yiiksek toplam antosiyanin kapsamlar1 10 ve 50
uM dozlarinda metil jasmonat uygulanan Suru¢ ve Hicaz cesitlerinin kalluslarinda
elde edilirken bu dozlarda adi gegen iki ¢esidin toplam antosiyanin kapsamlari
arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.19B). En yiiksek toplam antosiyanin
kapsami (500.41 mg siyanidin-3-glukozid/kg) 10 puM dozunda metil jasmonat
uygulanan Hicaz ¢esidinin kalluslarinda elde edilirken, en diisiik toplam antosiyanin
kapsam1 (132.48 mg siyanidin-3-glukozid/kg) kontrol grubunda Suru¢ Karasi

¢esidinin kalluslarinda elde edilmistir. Arastirmada 100 uM dozunda metil jasmonat
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uygulanan Suru¢ ve Surug karasi gesitlerinin kalluslarinin toplam antosiyanin

kapsamlar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.19B).
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Sekil 4. 19. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Antosiyanin Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
10, 50 ve 100 uM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilmiistiir. Bitki savunma sistemi igindeki sinyal bilesikleri elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarinin toplam
antosiyanin kapsamlar1 arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek
harflerle ifade edilmistir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde
farkliligt ifade etmektedir

4.4.3. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi

ortaminda biiyiitillen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam

62



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash Neslihan OZDEN

fenolik kapsamlarit mg GAE/kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.20AB). Nar

cesitlerinin kontrol grubu kallus ekstraktlarinin toplam fenolik kapsamlari Surug

Karas1 > Hicaz > Surug olup degerleri sirasiyla 6676.8, 5425.7, 4830.2 mg GAE/Kg

olarak hesaplanmistir. Nar kalluslar iginde en yiiksek fenolik miktar1 10 uM salisilik

asit katkilit MS ortamindaki Surug ¢esidinde 7225.7 mg GAE/kg olarak 6l¢iilmiisken,

uygulanan SA dozu artirildikga toplamfenolik miktari azalmistir. En diisiikk fenolik

miktar1 50 ve ya 100 uM salisilik asit katkili MS ortamindaki Surug¢ (363.5 mg
GAE/Kg, 270.2 mg GAE/kQ) ¢esidinde olglilmiistiir (Sekil 4.20A).
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Sekil 4. 20. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti

Toplam Fenolik Kapsamlar1. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum
L.) kalluslari, Img/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve
100 uM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi ortaminda
bliytitiilmustiir. Bitki savunma sistemi ic¢indeki sinyal bilesikleri elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarinin toplam fenolik
kapsamlar1 arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade
edilmistir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade
etmektedir
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MS kiiltiir ortaminda metil jasmonatin varligr tim c¢esitlerin kalluslarinin
toplam fenolik kapsamlarini olumsuz etkilemistir. Suru¢ ve Surug Karas1 gesitlerinin
kalluslarina uygulanan metil jasmonat konsantrasyonu artirildik¢a toplam fenolik
kapsamlarinda azalma olurken, Hicaz ¢esidinde 10, 50 veya 100 uM dozlarinda metil
jasmonat uygulanan kalluslarin toplam fenolik kapsamlar1 arasindaki fark dnemsiz
bulunmustur (Sekil 3.3B). En yiiksek fenolik kapsam1 (6676.8 mg GAE/kg) kontrol
grubunda Suru¢ Karasi ¢esidinin kalluslarinda elde edilirken en diisiik fenolik
kapsami (988 mg GAE/kg) 100 uM dozunda metil jasmonat uygulanan Surug
¢esidinin kalluslarinda 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.20B).

4.4.4. Toplam flavonoidlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi
ortaminda biyiitilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
flavonoid kapsamlart mg KE/kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.21AB). Salisilik
asidin farkli dozlariin nar kalluslarinin toplam flavonoid kapsamlari iizerindeki
etkisi onemli bulunurken, uygulanan dozlar artirildiginda Hicaz ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid kapsamlari azalmistir. Surug
cesidinin kalluslarinda en yiiksek toplam flavonoid kapsami (1423.2 mg KE/kg) 10
uM dozunda salisilik asit uygulanan kalluslarda olgiiliirken, uygulanan SA dozu
artirildik¢a toplam flavonoid kapsami azalmistir. En diistik toplam flavonoid kapsami
(270.2 mg KE/kg) 100 uM dozunda SA uygulanan Suru¢ ¢esidinin kalluslarinda
Olgtilmistiir (Sekil 4.21A).

Nar kallus kiiltiirlerinde metil jasmonat uygulamalarinin, ¢aligmada kullanilan
tic nar ¢esidinin kalluslarinda toplam flavonoid sentezini azalttigi belirlenmistir
(Sekil 4.21B). En yiiksek toplam flavonoid kapsami 1811.8 mg KE/kg ile kontrol
grubunda Suru¢ Karasi ¢esidinin kalluslarinda elde edilirken bunu sirasi ile 1434.2
mg KE/kg ve 1079.3 mg KE/kg ile konrol grubunda Hicaz ve Surug cesitleri
izlemistir (Sekil 4.21B).
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Sekil 4. 21. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakt:
Toplam Flavonoid Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
10, 50 ve 100 uM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilmiistiir. Bitki savunma sistemi igindeki sinyal bilesikleri elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarmin toplam flavonoid
kapsamlar1 arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade
edilmistir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade
etmektedir

4.4.5. DPPH serbest radikalinin siipiiriilmesi

Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi
ortaminda biiyiitiillen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin DPPH
serbest radikalini siipiirme kapasiteleri % olarak ifade edilmistir (Sekil 4.22AB).
Arastirmada kontrol olarak kullanilan nar c¢esitlerinin DPPH serbest radikalini
stipiirme kapasiteleri arasindaki fark énemli olup en yiiksek degere Surug¢ Karasi (%
64.12) sahip olurken bunu sirasiyla Hicaz (% 56.58) ve Surug (% 43.08) izlemistir.

Arastirmada kullanilan Hicaz ve Suru¢ Karasi ¢esitlerinin DPPH serbest radikalini
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stiptirme kapasiteleri kontrol grubunda en yiiksek seviyelerde iken MS besi ortamina
salisilik asit ilave edilmesi bu iki ¢esidin DPPH serbest radikalini siipiirme
kapasitelerini olumsuz etkilemistir. Suru¢ ¢esidi kalluslarinin DPPH serbest
radikalini siipiirme kapasiteleri {izerine en etkili salisilik asit dozu 10 uM olarak

belirlenmistir (Sekil 4.22A).
MS besi ortaminda metil jasmonat varligi Hicaz ve Suru¢ Karasi gesitlerinin
DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitelerini olumsuz etkilerken, 10 uM dozunda

uygulanan metil jasmonat Suru¢ c¢esidi kalluslarinin DPPH serbest radikalini

stiplirme kapasiteleri lizerine olumlu etki yapmustir (Sekil 4.22B).
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Sekil 4. 22. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
DPPH Radikali Siiplirme Aktiviteleri. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
10, 50 ve 100 pM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilmistiir. Bitki savunma sistemi igindeki sinyal bilesikleri elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarinin DPPH radikali
stipiirme aktiviteleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle
ifade edilmistir. Kolonlar {izerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1
ifade etmektedir
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Arastirmada kontrol olarak kullanilan Hicaz ve Suru¢ Karasi nar g¢esitlerinin
kalluslarinin DPPH serbest radikalini siiplirme kapasiteleri arasindaki fark 6nemli
bulunmamistir. Ayn1 sekilde 10 uM dozunda metil jasmonat uygulanan Hicaz ve
Suru¢ Karas1i nar c¢esitlerinin Kalluslarinin DPPH serbest radikalini siiptirme

kapasiteleri arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.22B).

4.4.6. Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

4.4.6.1. Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Degisik konsantrasyonlarda salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen farkli nar genotipleri kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasiteleri fosfomolibden metoduna gore ug AE/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir
(Sekil 4.23AB). Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin Mo (VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli bulunmamastir. En
yiiksek toplam antioksidan kapasitesi (83.17 pg AE/ml ekstrakt) 10 uM dozunda
salisilik asit uygulanan Surug ¢esidi kalluslarinda olgiiliirken, kalluslara uygulanan
salisilik asit dozu artirildikca toplam antioksidan kapasitelerinin azaldig1

belirlenmistir (Sekil 4.23A).

Nar kallus kiiltiirlerinde metil jasmonat uygulamalarinin, ¢alismada kullanilan
tic nar c¢esidinin kalluslarinda toplam antioksidan kapasitelerini = azalttigi
belirlenmistir (Sekil 4.23B). En yiiksek toplam antioksidan kapasiteleri tiim
cesitlerde kontrol grubu kalluslarinda elde edilirken, kontrol grubunda toplam
antioksidan kapasiteleri yoniinden ¢esitler arasindaki fark 6nemli bulunmamistir

(Sekil 4.23B).
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Sekil 4. 23. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti Mo
(VD) indirgeme kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum L.)
kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkl konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve 100
uM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi ortaminda
blyitilmistiir. Bitki savunma sistemi ig¢indeki sinyal bilesikleri elisator
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarinin Mo(VI) indirgeme
kuvvetleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade
edilmigtir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade
etmektedir

4.4.6.2. FRAP metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit ve ya metil jasmonat katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen {i¢ farkli nar ¢esidinin kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasiteleri FRAP metoduna gore pg BHT/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir (Sekil
4.24AB). Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin Fe*® indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli bulunmazken Hicaz nar
¢esidinin Fe™ indirgeme kuvveti daha diisiik hesaplanmistir. Salisilik asidin nar

kallus ekstraktlar1 Fe™ indirgeme kuvvetleri iizerine en etkili dozu Surug ve Hicaz
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gesitleri i¢in 10 puM olarak belirlenirken, Suru¢ Karasi i¢in kontrol grubu
belirlenmistir (Sekil 4.24A).

180 -
Surug Karasi
160 -
140 A
120 A
100
80 -
60 -

40 -

indirgeme Kuvveti ug BHT/ml Eksrakt

f f

M@ Hicaz @ Surug Karasi

indirgeme Kuvveti pg BHT/ml Eksrakt
o
o
1

Kontrol 10 50 100
Uygulamalar (uM)

Sekil 4. 24. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakt1 Fe*?
Indirgeme Kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum L.)
kalluslari, Img/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50 ve 100
uM) Salisilik Asit (A) ve Metil Jasmonat (B) katkili MS besi ortaminda
blyitilmistiir. Bitki savunma sistemi ic¢indeki sinyal bilesikleri elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kallus etanolik ekstraktlarnin Fe™ indirgeme
kuvvetleri arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade
edilmigtir. Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade
etmektedir

Farkli metil jasmonat dozlar1 iceren MS besi ortamindan alinan nar kallus
ekstraktlarinin Fe* indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiiksek
Fe*s indirgeme kuvveti kontrol grubunda Suru¢ ve Suru¢ Karasi kallus
ekstraktlarinda (145.79 ve 143.03 pg BHT/ml ekstrakt) olgiiliirken bunlar1 10 uM
metil jasmonat uygulanan Suru¢ ¢esidinin kallus ekstraktlar1 (110.27 pg BHT/ml)
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takip etmistir. MS besi ortamina metil jasmonat ilave edilmesi nar kallus

ekstraktlarinin Fe* indirgeme kuvvetlerini ¢ok olumsuz etkilemistir (Sekil 4.24B).

45. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yénelik Olarak Dokularda
Osmotik Strese Neden Olan Polietilen Glikol (PEG), Sorbitol ve Sakkaroz

Uygulanmalari

Sekonder metabolit tiretimini artirmaya yonelik olarak, kallus ¢ogaltim besi
ortamu ile ayni igerige sahip MS besi ortamina 0 (kontrol), 20, 40, 60 g/1 olmak iizere
4 farkli konsantrasyonda polietilen glikol (PEG), sorbitol ve sakkaroz ilave edilmistir
(Sekil 4.25).

Sekil 4. 25. Sekonder metabolit iiretimini artirmaya yonelik olarak dokularda osmotik strese
neden olan polietilen glikol (PEG), sorbitol ve sakkaroz uygulamalari. Surug,
Hicaz ve Surug karasi nar (Punica granatum L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l
NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 ve 60 g/l) PEG (A), Sorbitol (B) ve
Sakkaroz (C) katkili MS besi ortaminda biiytitilmiistiir

4.5.1. Kallus biiyiime indekslerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan nar ¢esitlerinin kalluslar1 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA
katkilt MS tuzlar1 ve vitaminlerinden olusan ve 0 (kontrol), 20, 40 ve 60 g/l sorbitol,
sakkaroz ve ya polietilen glikol (PEG) ilave edilen in vitro biiyiime ortaminda
kiiltiire alinmistir. Alt1 hafta sonunda kalluslarin ilk ve son agirliklar karsilagtirilarak
nar kalluslarinin nisbi agirhik artiglari belirlenmistir (Sekil 4.26ABC). Elde edilen
sonuglara gore kontrol grubunda Suru¢ ve Hicaz kalluslar nisbi agirlik artislari
sirasiyla 6.48 ve 10.29 iken Surug Karasi kalluslarinin nisbi agirlik artis1 10.96 olarak
belirlenmistir. Kiiltiir ortamina eklenen 20, 40, ve 60 g/l sakkarozun arastirmada

kullanilan ii¢ nar ¢esidi kalluslar1 biiylime indeksine etkileri aragtirllmistir. Arastirma
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sonucuna gore kiiltiir ortamlarina eklenen 20 g/l sakkaroz Suru¢ ve Hicaz gesitlerinin
kalluslarinin agirliklarinda kontrole gore artisa sebep olurken, Suru¢ Karast nar
kalluslarindaki nisbi agirlik artis1 kontrol ile karsilastirildiginda aradaki fark 6nemsiz
bulunmustur. Tiim ¢esitlerin kalluslarindaki en yiiksek nisbi kallus agirlik artis1 20
g/l sakkaroz uygulamasindan elde edilirken sakkaroz dozu arttirildik¢a kallus
agirliklart azalmistir. Surug Karasi kalluslarinda en disiik agirhik artis indeksi (1.12),

60 g/l sakkaroz igeren MS ortamindaki kalluslarda o6l¢iilmiistiir (Sekil 4.26A).

In vitro kosullarda yetistirilen kontrol grubu nar genotiplerinin nisbi agirhik
artist Suru¢ Karas1 > Hicaz > Surug olup degerleri sirasiyla 10.96, 10.29, ve 6.48
olarak hesaplanmistir. Nar genotipleri in vitro kiiltiir ortamlarma 20 g/1 dozunda PEG
eklenmesi Hicaz ¢esidi kalluslarinin nisbi biiylime indeksinde kontrole gore fark
yaratmazken, Suru¢ cesidinde kallus biiyiime indeksi yiikselmis, Suru¢ Karasi
¢esidinde kallus biiylime indeksi kontrole kiyasla diismiistiir. 40 g/l PEG katkili besin
ortaminda biiyiitiillen Suru¢ ve Hicaz ¢esitlerinin kallus biiylime indekslerinde
kontrole kiyasla diisiis belirlenirken, kontrolle karsilastirildiginda Suru¢ Karasi
¢esidinin kallus indeksindeki degisim 6nemsiz bulunmustur. Kalluslara uygulanan 60
o/l PEG Hicaz ve Surug Karasi ¢esitlerinin kallus biiylime indekslerinde kontrole
kiyasla diislis belirlenirken, kontrolle karsilastirildiginda Suru¢ c¢esidinin kallus
indeksindeki degisim dnemsiz bulunmustur (Sekil 4.26B).

In vitro kosullarda yetistirilen kontrol grubu nar genotiplerinin nisbi agirlik
artis1 Suru¢ Karasi> Hicaz > Surug¢ olup degerleri sirasiyla 16.59, 13.33 ve 10.24
olarak hesaplanmustir. In vitro kiiltiir ortamlarina sorbitol eklenmesi ii¢ nar ¢esidinin
kalluslarinin nisbi biiyiime indekslerini kontrole gore diistirmiistiir. Suru¢ ve Hicaz
cesitlerinin kalluslarinda en diisiik agirlik artis indeksi (4.83 ve 4.88) 60 g/l sorbitol
igeren MS ortamindaki kalluslarda 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.26C).
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Sekil 4. 26. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kalluslarmin Biiyiime

Indeksi. Surug, Hicaz ve Surug¢ Karasi nar (Punica granatum L.) kalluslari, 1mg/l
BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 ve 60 g/l) Sakkaroz (A),
Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkii MS besi ortaminda
biiyiitilmistiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kalluslariin biiylime indeksleri arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade etmektedir
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4.5.2. Toplam antosiyaninlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
antosiyanin kapsamlar1 mg siyanidin-3-glukozid/kg taze agirlik olarak ifade
edilmistir (Sekil 4.27ABC). Arastirmada kullanilan sakkaroz dozlarinin Surug ve
Hicaz ¢esitlerinde kontrole gore kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarini artirdigi
belirlenmistir (Sekil 4.27A). Suru¢ Karasi ¢esidine ait kalluslarin antosiyanin
kapsami1 kontrol ile kiyaslandiginda 20 g/l sakkaroz uygulamasinda fark onemsiz
bulunurken, 40 g/l sakkaroz dozu antosiyanin kapsamini azaltmis ancak 60 g/l

sakkaroz dozu antosiyanin kapsamini arttirmistir (Sekil 4.27A).

Nar cesitlerinin kontrol grubu kallus ekstraktlarinin toplam antosiyanin
kapsamlar1 Hicaz > Suru¢ > Suru¢ Karasi olup degerleri sirasiyla 238.79, 160.30,
132.47 mg siyanidin-3-glukozid/kg olarak hesaplanmistir. Tiim ¢esitlerde 20 g/l PEG
uygulamasi kontrole gore kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarinda artisa sebep
olmustur. En yiiksek antosiyanin kapsami 383.51 mg siyanidin-3-glukozid/kg 20 g/I
PEG uygulamasinda Hicaz ¢esidinin kalluslarinda elde edilirken 20 g/l PEG’in tiim
cesitler i¢in en etkili doz oldugu belirlenmistir (Sekil 4.27B).

Besi ortaminda sorbitol varliginin kontrole gore ii¢ ¢esidin kalluslarin toplam
antosiyanin kapsamlarinda artigsa sebep oldugu, 20 g/1 sorbitolun en etkili doz olarak
belirlendigi ve sorbitol konsantrasyonu artik¢a ii¢ ¢esidin de antosiyanin
kapsamlarinin azaldig1 ancak yine de kontrolden yiiksek oldugu ortaya konmustur.
60 g/l sorbitol uygulanan Hicaz ¢esidine ait kalluslarin antosiyanin kapsami kontrol

ile kiyaslandiginda aradaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.27C).
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Sekil 4. 27. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Antosiyanin Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslar1, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
20, 40 ve 60 g/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkili
MS besi ortaminda biiyiitiilmiistiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli
elisitor uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarmin biiylime indeksleri
arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir.
Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig ifade etmektedir
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4.5.3. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
fenolik kapsamlart mg GAE/kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.28ABC). Nar
cesitlerinin kontrol grubu kallus ekstraktlarinin toplam fenolik kapsamlari Surug
Karas1 > Suru¢ > Hicaz olup degerleri sirasiyla 5948, 5534.7, 3523.6 mg GAE/kg
olarak hesaplanmistir. Nar kalluslar1 i¢inde en yiiksek fenolik miktar1 40 g/l sakkaroz
katkili MS ortamindaki Surug ¢esidinde 6827.6 mg GAE/kg olarak 6l¢iilmiistiir. MS
ortamima 20 g/l dozunda Sakkaroz eklenmesi ii¢ c¢esidin fenolik miktarlarini
diisiiriieken, en diisiik fenolik miktar1 20 g/l sakkaroz katkilt MS ortamindaki Hicaz
(2852.4 mg GAE/KQ) ¢esidinde Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.28A).

MS kiiltiir ortaminda PEG’iin varligi Suru¢ ve Surug Karasi ¢esitlerinin toplam
fenolik kapsamlarimi olumsuz etkilerken, Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam fenolik
kapsami lizerine olumlu etki yapmistir. PEG katkilh MS kiiltiir ortamindaki nar
kalluslar1 i¢inde en yiiksek fenolik miktar1 kontrol grubunda Suru¢ Karasi ve Surug
cesitlerinde 5948 ve 5534.7 mg GAE/kg olarak ol¢iiliirken, PEG dozu arttirildik¢a bu
gesitlerin toplam fenolik miktarlar1 azalmistir. 20 ve 40 g/l PEG ilave edilen
ortamlarda kiiltlire alinan Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam fenolik kapsami kontrol
grubuna kiyasla yiiksek bulunurken bu iki doz arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur

(Sekil 4.28B).

Nar kallus Kkiiltiirlerinde sorbitol uygulamalar1 Suru¢ ve Surug¢ Karasi
cesitlerinin toplam fenolik bilesik sentezini azalttig1 belirlenmistir. Kontrol, 20 ve 40
g/l sorbitol ilave edilen ortamlarda kiiltiire alinan Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam
fenolik kapsamlar1 arasindaki farklar Onemsiz bulunurken doz 60 g/1'ye

¢ikarildiginda toplam fenolik miktar1 azalmistir (Sekil 4.28C).
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Sekil 4. 28. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
Toplam Fenolik Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum
L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 ve
60 g/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkili MS besi
ortaminda biiyitiilmistir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli elisitér
uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyiime indeksleri arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade etmektedir
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4.5.4. Toplam flavonoidlerin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin toplam
flavonoid kapsamlart mg KE/kg olarak ifade edilmistir (Sekil 4.29ABC). Sakkarozun
farkli dozlarinin nar kalluslarmin toplam flavonoid kapsamlari {izerindeki etkisi
onemli bulunurken, uygulanan dozlar nar kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid
kapsamlar1 tlizerine her g¢esitte farkli etki yapmustir. Suru¢ ve Hicaz ¢esitlerinin
kalluslarinda toplam flavonoid kapsamlarini en ¢ok yiikselten sakkaroz dozu 40 g/l
iken Suru¢ Karasi kalluslarina uygulanan sakkaroz dozunun yiikseltilmesi toplam
flavonoid kapsamlar iizerine olumsuz etki yapmustir. En yiiksek toplam flavonoid
kapsami1 1503.9 mg KE/kg ile kontrol grubunda Surug¢ Karasi ¢esidinin kalluslarinda,
en diisiik toplam flavonoid kapsami ise 612.7 mg KE/kg ile Hicaz ¢esidinin
kalluslarinda belirlenmistir (Sekil 4.29A).

PEG’lin varligt Suru¢ ve Suru¢ Karas1 ¢esitlerinin toplam flavonoid
kapsamlarin1 olumsuz etkilerken, Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam flavonoid igerigi
lizerine olumlu etki yapmustir. Arastirmada Suru¢ Karast ve Surug c¢esitlerinin
flavonoid iiretim diizeyleri elisitor katkisiz (kontrol) MS besi ortaminda kiiltiire
alinan kalluslarda en yiisek (1503.09 ve 1364.4 mg KE/kg) diizeyde bulunurken,
PEG dozu 40 ve 60 g/I’ye yiikseltildik¢e gesitlerin toplam flavonoid kapsamlari
azalmistir. Hicaz ¢esidinin toplam flavonoid kapsami kontrol grubunda en diisiik
(799.5 mg KE/kg) diizeyde bulunurken en yiiksek diizey (1503.9 mg KE/kg) Surug
Karasi ¢esidinde elde edilmistir (Sekil 4.29B).

PEG’{in nar kalluslarinda flavonoid sentezi lizerine etkinligine benzer sekilde,
sorbitoliin varligi Surug¢ ve Surug Karasi gesitlerinin toplam flavonoid kapsamlarini
olumsuz etkilerken, Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam flavonoid igerikleri iizerine
olumlu etki yapmistir. Suru¢ Karasi ¢esidinde en yiiksek flavonoid miktar1 (1503.09
mg KE/kg) kontrol grubundaki kalluslardan elde edilmistir. Suru¢ ¢esidinin kontrol
grubunda toplam flavonoid miktar1 1364.4 mg KE/kg iken kalluslara uygulanan

sorbitol dozunun yiikseltilmesi toplam flavonoid kapsamlar1 {izerine olumsuz etki
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yapmustir. Hicaz ¢esidinin kalluslarinda sentezlenen flavonoid miktarina en etkili

sorbitol dozu 20 g/l belirlenmistir (Sekil 4.29C).
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Sekil 4. 29. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti

Toplam Flavonoid Kapsamlari. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
20, 40 ve 60 g/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkili
MS besi ortaminda biiyiitiilmiistiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli
elisitor uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyime indeksleri
arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir.
Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig ifade etmektedir

78



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash Neslihan OZDEN

4.5.5. DPPH serbest radikalinin siipiiriilmesi

Farkli konsantrasyonlarda sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiillen Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinin DPPH
serbest radikalini siipirme kapasiteleri % olarak ifade edilmistir (Sekil 4.30ABC).
Arastirmada kontrol grubundaki farkli nar c¢esidi kalluslarinin DPPH serbest
radikalini slipiirme kapasiteleri arasindaki farklarin 6nemli oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubundaki nar ¢esitlerinin kalluslarinin DPPH serbest radikalini siipiirme
kapasiteleri sirastyla Suru¢ > Suru¢ Karasi > Hicaz (% 57.06, % 49.55, % 37.27)
olarak belirlenmistir. En yiiksek DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitesi (%
69.79) Surug ¢esidine ait kalluslarda 60 g/l sakkaroz uygulamasinda, en diisiik diizey
(% 28.73) Hicaz ¢esidine ait kalluslarda 20 g/l sakkaroz uygulamasinda elde
edilmistir. (Sekil 4.30A).

MS besi ortaminda PEG varligt Suru¢ ve Suru¢ Karasi cesitlerinin DPPH
serbest radikalini siipiirme kapasitelerini olumsuz etkilerken, Hicaz ¢esidi
kalluslarinin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasiteleri iizerine olumlu etki
yapmistir. Suru¢ ¢esidinin kontrol grubunda DPPH serbest radikalini siiplirme
kapasitesi en yiiksek (% 57.06) seviyede iken kalluslara uygulanan PEG dozunun
yiikseltilmesi radikali siipiirme kapasitesi ilizerine olumsuz etki yapmistir. Hicaz
cesidi kalluslarinin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasiteleri tizerine en etkili
PEG dozu 40 g/l olarak belirlenmistir (Sekil 4.30B).

Arastirmada kontrol olarak kullanilan nar genotiplerinin DPPH serbest
radikalini siiplirme kapasiteleri arasindaki fark énemli olup en yiiksek degere Surug
(% 57.06) sahip olurken bunu sirasiyla Surug Karasi (% 49.55) ve Hicaz (% 37.27)
izlemistir. Arastirmada kullanilan Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi ¢esitlerinin DPPH
serbest radikalini sliplirme kapasiteleri kontrol grubunda en yiiksek seviyelerde iken
MS besi ortamina sorbitol ilave edilmesi tiim gesitlerin DPPH serbest radikalini

stiplirme kapasitelerini olumsuz etkilemistir (Sekil 4.30C).
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30. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti
DPPH Radikali Siiptirme Aktiviteleri. Surug, Hicaz ve Surug Karasi nar (Punica
granatum L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0,
20, 40 ve 60 g/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkilt
MS besi ortaminda biiyiitilmiistiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli
elisitéor uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyiime indeksleri
arasindaki farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir.
Kolonlar iizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig1 ifade etmektedir
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4.5.6. Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

4.5.6.1. Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Degisik konsantrasyonlarda sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen farkli nar genotipleri kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasiteleri fosfomolibden metoduna gore ug AE/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir
(Sekil 4.31ABC). Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin Mo(VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli bulunmamustir.
Surug nar ¢esidinin 40 ve 60 g/l sakkaroz dozlarina kars1 gostermis oldugu tepkiler
ile kontrol grubu arasindaki fark onemsiz bulunmustur. Sakkarozun Hicaz kallus
ekstraktlart Mo(VI) indirgeme kuvvetleri lizerine en etkili dozu 40 g/l olarak
belirlenmistir (Sekil 4.31A).

Farklt PEG dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus ekstraktlarinin
Mo (V1) indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiiksek Mo (VI)
indirgeme kuvveti 40 g/l PEG igeren MS kiiltlir ortamindan elde edilen Hicaz kallus
ekstraktlarinda (107.9 ug AE/ml ekstrakt) ol¢iiliirken bunu 60 g/l PEG uygulanan
Surug ¢esidinin kallus ekstraktlar1 (98.9 ug AE/ml ekstrakt) takip etmistir. MS besi
ortamma PEG ilave edilmesi nar kallus ekstraktlarmm Mo (VI) indirgeme

kuvvetlerini olumlu etkilemistir (Sekil 4.31B).

Arastirmada kontrol grubundaki farkli nar ¢esidi kalluslarmin Mo (VI)
indirgeme kuvveti arasindaki farklarin 6nemli oldugu belirlenmigtir. Kontrol
grubundaki nar gesitlerinin kalluslarinin Mo (V1) indirgeme kuvvetleri sirasiyla
Suru¢ > Suru¢ Karast > Hicaz (76.63, 74.07, 59.19 ng AE/ml ekstrakt) olarak
belirlenmistir. MS besi ortamina ilave edilen sorbitol dozu arttirildik¢a Surug ve
Suru¢ Karasi kalluslarinin Mo (V1) indirgeme Kkuvveti azalmistir. Hicaz ¢esidi
kalluslarinin Mo (V1) indirgeme kuvveti {izerine en etkili sorbitol dozu 20 g/l
belirlenirken daha yiiksek dozlarda sorbitol uygulanan kalluslarin Mo (V1) indirgeme

kuvveti ile konrol grubu arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.31C).
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Sekil 4. 31. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti

Mo(VI) indirgeme kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum
L.) kalluslari, 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 ve
60 g/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkili MS besi
ortaminda biiyiitilmiigtiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyiime indeksleri arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade etmektedir
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4.5.6.2. FRAP metodu ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Degisik konsantrasyonlarda sorbitol, sakkaroz ve ya PEG katkili MS besi
ortaminda biiyiitiilen farkli nar genotipleri kallus ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasiteleri FRAP metoduna gore pg BHT/ml ekstrakt olarak ifade edilmistir (Sekil
4.32ABC). Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
¢esitlerinin F et indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6énemli bulunmazken Hicaz nar
cesidinin Fe™ indirgeme kuvveti daha diisiik hesaplanmustir. Sakkarozun nar kallus
ekstraktlar1 Fe* indirgeme kuvvetleri tlizerine en yiiksek etkisi Surug cesidi i¢in 40
ve 60 g/l konsantrasyonlarda bulunurken, Hicaz igin 40 g/1, Surug¢ Karasi i¢in kontrol
grubunda bulunmustur (Sekil 4.32A).

Farkli PEG dozlar1 igeren MS besi ortamindan alinan nar kallus ekstraktlarinin
Fe*® indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiiksek Fe** indirgeme
kuvveti kontrol grubunda Suru¢ ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinda (145.79 ve
143.03 pg BHT/ml ekstrakt) dl¢iiliirken bunlart 20 g/l PEG uygulanan Suru¢ Karasi
kallus ekstraktlari (133.83 pg BHT/ml) takip etmistir (Sekil 4.32B).

Nar kalluslarimin sorbitole karsi gostermis oldugu tepkilerin kontrole gore
farklarinin 6nemli seviyede oldugu bulunurken, dozlarin ¢esitler iizerindeki etkisi de
6nemli bulunmustur. En yiiksek Fe*? indirgeme kuvveti kontrol grubunda Surug
Karasi kallus ekstraktlarinda (158.78 pg BHT/ml ekstrakt) olgiiliirken bunu yine
kontrol grubunda Hicaz ve Surug cesitlerinin kallus ekstraktlari (124.64 ve 120.62 pg
BHT/ml) takip etmistir. MS besi ortamina sorbitol ilave edilmesi nar kallus

ekstraktlarnin Fe* indirgeme kuvvetlerini ¢ok olumsuz etkilemistir (Sekil 4.32C).
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Sekil 4. 32. In vitro kosullarda abiyotik strese maruz birakilan nar kallus etanolik ekstrakti Fe™
Indirgeme Kuvveti. Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar (Punica granatum L.)
kalluslari, Img/l BA, 0.4 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 ve 60
o/l) Sakkaroz (A), Polietilen Glikol (PEG) (B) ve Sorbitol (C) katkili MS besi
ortaminda biyiitilmistiir. Dokularda ozmotik strese neden olan farkli elisitor
uygulamalarindan elde edilen nar kalluslarinin biiyiime indeksleri arasindaki
farkliliklar LSD testine gore belirlenerek harflerle ifade edilmistir. Kolonlar
tizerindeki farkli harfler P<0.05 seviyesinde farklilig: ifade etmektedir
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Arastirmanin amact; in vitro kosullarda bazi abiyotik elisitorler kullanilarak nar
yaprak kallus kiiltiirlinde sekonder metabolitlerin {iretimlerinin artirilmasidir. Nar
yaprak kallus kiiltiirlerinde iretilen sekonder metabolitlerin miktarlar1 ile normal
meyvelerin ilgili bilesikler bakimindan kapsamlar1 karsilastirilmak istendiginden
sekonder metabolitlerin nar meyvesinin kabuk, dane ve g¢ekirdeklerindeki varliklari
Olciilmiistlir. Arastirmaya, iklim ve toprak kosullarinin nar iiretimine uygun olan
Sanlurfa iline bagl Surug il¢esindeki ticari nar bahgelerinden alinan nar 6rneklerinin

pomolojik ve fitokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ile baglanmistir.

Gilinlimiize kadar yaymlanmis birgok arastirma sonucunda meyve rengi ile
meyve ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri arasinda giiglii bir iliskinin oldugu
belirtilmistir. Bu sonuglarin aksine, mevcut arastirma sonuglari gerek dane ve
kabuklarin hue degerleri gerekse antosiyanin kapsamlariyla meyve g¢esitlerinin
antioksidan kapasiteleri arasinda paralel bir iliskinin olmadig1 sonucuna varilmistir.
Acik renkli kabuga sahip cesitlerin kabuk, meyve ve c¢ekirdek ekstraktlarinin FRAP
degerlerinin koyu renk kabuga sahip olanlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Hajimahmoodi ve ark., 2008; Sadeghi ve ark., 2009). Cam ve ark., (2009) nar
meyvelerinin antosiyanin kapsami ile antioksidan ozellikleri arasindaki iligkinin
onemli oldugunu belirtirken, Tzulker (2007), Karaaslan ve ark., (2014)’nin nar,
Ozden ve Vardin (2009)’nin iiziim gesitleri iizerinde yiiriitmiis olduklar1 arastirma
sonuglarina gbére meyvelerin antosiyanin kapsamlariyla antioksidan aktiviteleri
arasindaki iligkiden ziyade meyvelerin toplam fenolik ve flavonoid kapsamlarinin en
onemli belirleyiciler oldugu ortaya konmustur. Arastirmada kullanilan nar
cesitlerinin meyve kabuklarinin fenolik ve flavonoid kapsamlari dane ve g¢ekirdege
gore daha yiiksek Ol¢iilmiis olup, bu sonuca paralel olarak nar ¢esitleri ve meyve
kisimlarmin antioksidan aktiviteleri paralellik gostermistir. Elde edilen sonuglar

1s1ginda arastirmada kullanilan c¢esitlerin meyve, kabuk ve c¢ekirdeklerin toplam
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fenolik ve flavonoid kapsamlari seviyesinde ornekler DPPH serbest radikalini

siipiirmiis, Fe™® ve Mo (VI) iyonlarini indirgemistir (Ek 1).

Calismada kullanilan nar ¢esitlerinin kalluslar1 1 mg/l BA, 0.4 mg/l NAA, 0, 5,
25, ve 50 uM AgNOs3, CoCl, ve ya CdCly; salisilik asit veya MeJA (0, 10, 50, ve 100
uM); sakkaroz, PEG veya sorbitol (0, 20, 40 ve 60 g/l) katkili MS tuzlar1 ve

vitaminlerinden olusan in vitro biiyiime ortamlarinda kiiltiire alinmistr.

1. Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra kalluslarin  biliylime indeksleri
belirlenmistir. Arastirma sonucuna gore kiiltiir ortamlarinda AgNO3’1n varligir Surug
ve Hicaz nar kalluslarinin agirlik artiglarini kontrole gore diisiiriirken, Suru¢ Karasi
nar kalluslarinda 6nemli seviyede artisa neden olmustur. AgNO3’1n etkisinin aksine
nar genotipleri in vitro kiltir ortamlarina CoCl, ve CdCl, eklenmesi biitiin nar
cesitleri kalluslarinin nisbi biiyiime indekslerini kontrole gore diistirmiistiir. Surug
Karas1 kalluslarina uygulanan AgNOj3 dozlarin kallus nisbi biiylime indekslerine
etkileri arasindaki fark 6nemli bulunarak, en etkili dozun 25 uM AgNO; oldugu

belirlenmistir.

2. MS besi ortaminda kullanilan biitlin agir metal dozlarinin kontrole gore
kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarini artirdig1 belirlenmistir. Her {i¢ ¢eside ait
kalluslarin en yiiksek antosiyanin kapsami 50 pM AgNO; uygulamasinda elde
edilmistir. Hicaz cesidinde AgNOj3; dozlarinin etkileri arasindaki fark Onemsiz

bulunmustur.

3. Arastirmada kontrol grubunda her ii¢ ¢esidin kalluslarinin toplam fenolik
kapsamlar1 arasindaki farklar 6nemsiz olup, uygulamalarda kullanilan biitiin agir
metal dozlar1 kontrole gore kalluslarin toplam fenolik madde kapsamlarim
artirmigtir. Kalluslara uygulanan agir metallerin en diisiik dozlar kalluslarin fenolik
madde kapsamlari {izerinde en biiyiik etkiye sahip olmustur. Agir metallerin fenolik
madde sentezi iizerine etkinlikleri c¢esitlere gore farklilik gostermis olup; Surug

kalluslarinda en yiiksek fenolik madde sentezine 5 uM AgNOj3 dozu neden olurken,
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Hicaz ¢esidinde 5 uM CoCl; ve Suru¢ Karasinda 5 uM CdCl; en yiiksek fenolik

madde sentezine neden oldugu belirlenmistir.

4, MS kiltir ortaminda AgNO3’lin varlig1 Surug, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar
kalluslar1 flavonoid igerikleri iizerinde olumlu etki yapmistir. AgNOjz’lin farkli
dozlarinin nar kalluslariin toplam flavonoid kapsamlari iizerindeki etkisi 6nemli
bulunurken, nar kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid kapsamlari {izerine en etkili
AgNQO;3 dozu 5 uM olarak belirlenmistir. CoCl, ve CdCl,’iin varlig1 Surug ¢esidinin
toplam flavonoid kapsamini olumsuz etkilerken, Hicaz ve Suru¢ Karasi nar
kalluslarinin toplam flavonoid igerikleri {izerine olumlu etki yapmistir. Hicaz
¢esidinin toplam flavonoid kapsami 50 uM CoCl; katkili MS ortaminda en yiiksek
seviyeye ulasirken, Suru¢ Karasi i¢in en yiiksek toplam flavonoid kapsami 5 pM

CdCl; uygulamasindan elde edilmistir.

5. Arastirmada kullanilan biitiin agir metal dozlarinin kontrole gore kalluslarin
DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitelerini artirdigi ve en diisiikk dozlarin en

etkili oldugu belirlenmistir.

6. Arastirmada kontrol olarak kullanilan nar genotiplerinin Mo (VI) indirgeme
kuvvetleri arasindaki fark onemli olup, en yiiksek Mo (VI) indirgeme kuvvetine
Suru¢ ¢esidinin sahip oldugu, bunu sirasiyla Hicaz ve Suru¢ Karasinin izledigi
belirlenmistir. AgNO3, CoCl, ve CdCl; iceren MS besi ortamindan alinan nar kallus
ekstraktlariin Mo (VI) indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en
yiikek Mo (VI) indirgeme kuvveti en diisiik dozlarda agir metal iceren Kkiiltiir

ortamindan elde edilen kallus ekstraktlarinda ol¢iilmiistiir.

7. Nar gesitlerinin Fe* indirgeme kuvvetleri arasindaki fark énemli olup kontrol
grubunda en yiikek Fe*® indirgeme kuvvetine Surug Karasi sahip olurken bunu Surug
ve Hicaz ¢esitleri izlemistir. Farkli agir metal uygulamalari icerisinde nar kallus
ekstraktlarinin Fe*? indirgeme kuvvetine olan etkileri bakimindan en etkin doz Surug
icin 5 uM AgNOg, Hicaz i¢in 25 pM CoCl; ve Surug Karasinda 5 uM CdCl; olarak
belirlenmistir (Ek 1).
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8. Kiiltiir ortamlarinda salisilik asit ve ya metil jasmonatin varlig1 tiim cesitlerin
kalluslarinin nisbi agirlik artiglarinda kontrole gore dnemli seviyede diislise neden
olmustur. Kontrol grubunda cesitlerin nisbi agirlik artislar1 karsilastirildiginda
bliyiikten kiigtige dogru Suru¢ Karasi, Hicaz ve Surug olarak siralanmistir. Hicaz ve
Surug¢ Karasi kalluslarinin nisbi agirlik artiglarina etkisi agisindan besi ortamina ilave

edilen salisilik asit ve metil jasmonat dozlar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.

9. Arastirmada kullanilan salisilik asidin tiim dozlarinin kontrole gore Hicaz ve
Suru¢ Karasi1 ¢esitlerinin kalluslarinin toplam antosiyanin kapsamlarini artirdigi
ancak Suru¢ c¢esidinin kalluslarina uygulanan 50 ve 100 puM salisilik asidin
kalluslarin toplam antosiyanin kapsamlarini disiirdiigii belirlenmistir. Kalluslara
uygulanan salisilik asit ve ya metal jasmonat dozlarindan en etkilisinin 10 uM
oldugu belirlenmistir. En yiiksek antosiyanin kapsami 10 pM salisilik asit
uygulamasinda Suru¢ Karasmin kalluslarinda elde edilirken bunu ayni uygulama ile

Hicaz ve 10 uM metil jasmonat uygulanan Surug ¢esidi takip etmistir.

10. Arastirmada  kullanilan nar ¢esitlerinin ~ kontrol grubu kallus
ekstraktlarinin toplam fenolik kapsamlar1 Suru¢ Karasi> Hicaz> Suru¢ olarak
belirlenmigtir. MS kiiltiir ortaminda salisilik asit varlig1 Hicaz ve Suru¢ Karasi, metil
jasmonatin varligr tiim cesitlerin kalluslarinin toplam fenolik madde kapsamlarin
olumsuz etkilemistir. Nar kalluslar1 i¢inde en yliksek fenolik madde miktar1 10 uM
salisilik asit katkili MS ortamindaki Suru¢ cesidinde oOl¢iiliirken en diisiik toplam
fenolik madde miktar1 yine ayni ¢esidin kalluslarima 50 ve ya 100 uM salisilik asit
uygulandiginda Olclilmiistiir. Suru¢ ve Suru¢ Karasi ¢esitlerinin kalluslarina
uygulanan metil jasmonat konsantrasyonu artirildikca toplam fenolik madde
kapsamlarinda azalma olurken, Hicaz ¢esidinde 10, 50 ve ya 100 uM dozlarinda
metil jasmonat uygulanan kalluslarin toplam fenolik madde kapsamlari arasindaki

fark 6nemsiz bulunmustur.

11. MS Kkiiltiir ortaminda salisilik asit varligi Hicaz ve Surug¢ karasi, metil

jasmonatin varlig1 tiim c¢esitlerin kalluslarinin toplam flavonoid sentezini azalttigi
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belirlenmistir. En yiiksek toplam flavonoid kapsami kontrol grubunda Suru¢ Karasi
c¢esidinin kalluslarinda elde edilirken bunu sirast ile konrol grubunda Hicaz ve Surug
cesitleri izlemistir. Surug ¢esidinin kalluslarinda en yiilsek toplam flavonoid kapsami

10 uM dozunda salisilik asit uygulanan kalluslarda dl¢iilmiistiir.

12. Arastirmada kontrol olarak kullanilan nar c¢esitlerinin DPPH serbest
radikalini siiplirme kapasiteleri arasindaki fark onemli olup en yiiksek degere Surug
Karasi sahip olurken bunu sirasiyla Hicaz ve Surug izlemistir. Arastirmada kullanilan
Hicaz ve Suru¢ Karasi cesitlerinin DPPH serbest radikalini siiplirme kapasiteleri
kontrol grubunda en yiiksek seviyelerde iken MS besi ortamina salisilik asit ilave
edilmesi bu iki ¢esidin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitelerini olumsuz
etkilemistir. Surug ¢esidi kalluslarinin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasiteleri

tizerine en etkili salisilik asit ve metil jasmonat dozu 10 uM olarak belirlenmistir.

13. Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin Mo (VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli bulunmamstir. En
yiiksek toplam antioksidan kapasitesi 10 uM dozunda salisilik asit uygulanan Surug
cesidi kalluslarinda olgiiliirken, kalluslara uygulanan salisilik asit dozu artirildik¢a

toplam antioksidan kapasitelerinin azaldig1 belirlenmistir.

14, Arastirmada metil jasmonat uygulamalarinin, ¢alismada kullanilan ii¢ nar
c¢esidinin kalluslarinda toplam antioksidan kapasitelerini azalttigi belirlenmistir. En
yiiksek toplam antioksidan kapasiteleri tiim cesitlerde kontrol grubu kalluslarinda
elde edilirken, kontrol grubunda toplam antioksidan kapasiteleri yoniinden cesitler
arasindaki fark onemli bulunmamistir. Salisilik asidin nar kallus ekstraktlari Fe®
indirgeme kuvvetleri lizerine en etkili dozu Suru¢ ve Hicaz ¢esitleri i¢in 10 pM
olarak belirlenirken, Suru¢ Karasi igin kontrol grubu belirlenmistir. Farkli metil
jasmonat dozlar1 iceren MS besi ortamindan alinan nar kallus ekstraktlarmin Fe*?

® indirgeme

indirgeme kuvvetine olan etkileri degerlendirildiginde en yiiksek Fe®
kuvveti kontrol grubunda Suru¢ ve Suru¢ Karasi kallus ekstraktlarinda o6lg¢iiliirken

bunlart 10 pM metil jasmonat uygulanan Suru¢ ¢esidinin kallus ekstraktlar1 takip

89



5.SONUCLAR ve ONERILER Ash Neslihan OZDEN

etmistir (EK 1). MS besi ortamina metil jasmonat ilave edilmesi Suru¢ ve Surug
Karast nar kallus ekstraktlarmin Fe™® indirgeme kuvvetlerini ¢ok olumsuz

etkilemistir.

15. Arastirmada kullanilan sakkaroz, polietilen glikol (PEG) ve sorbitoliin
nar gesitlerinin yaprak kalluslarinin nisbi agirlik artislar1 tizerine olan etkinlikleri
Suru¢ Karasi> Hicaz> Surug¢ siralamasi olarak belirlenmistir. Kiiltiir ortamina
eklenen 20 g/l sakkaroz Suru¢ ve Hicaz cesitlerinin kalluslarinin agirliklarinda
kontrole gore artisa sebep olurken, Suru¢ Karasi nar kalluslarindaki nisbi agirlik
artist kontrol ile karsilastirildiginda aradaki fark oOnemsiz bulunmustur. Tim
cesitlerin kalluslarindaki en yiiksek nisbi kallus agirlik artisi 20 g/l sakkaroz
uygulamasinda elde edilirken sakkaroz dozu arttirildik¢a kallus agirliklar1 azalmistir.
Nar ¢esitlerinin in vitro kiiltiir ortamlarina 20 g/l dozunda PEG eklenmesi Hicaz
¢esidi kalluslarinin nisbi biiyiime indeksinde kontrole gore fark yaratmazken, Surug
Karast ¢esidinde kallus biiylime indeksini azaltmistir. Fakat ayni uygulama Surug
cesidinde kallus biiyiime indeksini kontrole gore artirmistir. In vitro kiiltiir
ortamlarina sorbitol eklenmesi ii¢ nar c¢esidinin kalluslarinin nisbi biiyiime

indekslerini kontrole gore diislirmiistiir.

16. MS besi ortamina farkli konsantrasyonlarda sakkaroz, PEG ve ya sorbitol
ilave edilmesi tlim ¢esitlerin kallus ekstraktlarinin toplam antosiyanin kapsamlarini
kontrole gore artirmistir. En yliksek antosiyanin kapsami 20 g/l PEG uygulamasinda
Hicaz ¢esidinin kalluslarinda elde edilmistir. Suru¢ ¢esidi kallus ekstraklarinda en
yiiksek antosiyanin kapsami 60 g/l sakkaroz uygulandiginda, Suru¢ Karas: ¢esidinde
ise 20 g/1 sorbitol uygulandiginda elde edilmistir. Sorbitol konsantrasyonu artikca ii¢
cesidin de antosiyanin kapsamlarinin azaldigi ancak yine de kontrolden yiiksek

oldugu ortaya konmustur.

17. MS besi ortamina farkli konsantrasyonlarda sorbitol ilave edilmesi tiim
cesitlerin kallus ekstraktlarinin toplam fenolik madde kapsamlarini kontrole gore

azaltirken, besi ortamina sakkaroz ilave edilmesi Surug ¢esidinin, PEG ilavesi Hicaz
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cesidinin kallus ekstraktlarmin toplam fenolik madde kapsamlarini kontrole gore
artirmigtir. Nar kalluslar1 i¢inde en yiiksek fenolik madde miktar1 40 g/l sakkaroz
katkili MS ortamindaki Suru¢ c¢esidinde Olgiilmiistir. PEG katkili MS kiiltiir
ortamindaki nar kalluslar1 i¢inde en yliksek fenolik miktar1 kontrol grubunda Surug
Karas1 ve Surug c¢esitlerinde Ol¢iilmiistiir. PEG dozu arttirildikca bu ¢esitlerin toplam

fenolik miktarlar1 azalmstir.

18. Sakkaroz, PEG ve sorbitoliin farkli dozlarimin nar kalluslarinin toplam
flavonoid kapsamlar1 {izerindeki etkisi onemli bulunurken, uygulanan dozlar nar
kallus ekstraktlarinin toplam flavonoid kapsamlari iizerine her cesitte farkli etki
yapmistir. Sakkaroz Suru¢ c¢esidi kalluslarinin toplam flavonoid igerigi {izerine
olumlu etki yaparken MS besi ortamina PEG ve sorbitol ilavesi Surug¢ ¢esidinin
kalluslarinin toplam flavonoid icerigi lizerine olumsuz etki yapmistir. Surug ve Hicaz
c¢esitlerinin kalluslarinda toplam flavonoid kapsamlarini en ¢ok artiran sakkaroz dozu
40 g/l iken Suru¢ Karasi kalluslarina uygulanan sakkaroz dozunun yiikseltilmesi
toplam flavonoid kapsamlari lizerine olumsuz etki yapmistir. PEG ve sorbitoliin
varligr Suru¢ ve Suru¢ Karasi cesitlerinin toplam flavonoid kapsamlarini olumsuz
etkilerken, Hicaz ¢esidi kalluslarinin toplam flavonoid igerikleri {izerine olumlu etki

yapmastir.

19. Arastirmada kontrol grubundaki farkli nar ¢esidi kalluslarinin DPPH
serbest radikalini siiptirme kapasiteleri arasindaki farklarin 6nemli oldugu
belirlenmigtir. Kontrol grubundaki nar cesitlerinin kalluslarinin DPPH serbest
radikalini siipirme kapasiteleri sirasiyla Suru¢> Suru¢ Karasi> Hicaz olarak
belirlenmistir. En yiiksek DPPH serbest radikalini siiplirme kapasitesi Surug ¢esidine
ait kalluslarda 60 g/l sakkaroz uygulamasinda elde edilmistir. MS besi ortaminda
sakkaroz varligi tiim cesitlerin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitelerini
kontrole kiyasla olumlu etkilemistir. MS besi ortaminda PEG varlig1 Suru¢ ve Surug
Karas1 cesitlerinin DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitelerini olumsuz
etkilerken, Hicaz ¢esidi kalluslarinin DPPH serbest radikalini siiptirme kapasiteleri
tizerine olumlu etki yapmistir. Besi ortamina 40 g/l PEG ilave edilmesi ile Hicaz

cesidinin kalluslarimin DPPH serbest radikalini siiplirme kapasiteleri en yliksek
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seviyeye ulasmigtir. MS besi ortaminda sorbitol varligi tiim gesitlerin DPPH serbest

radikalini sliplirme kapasitelerini kontrole kiyasla olumsuz etkilemistir.

20. Arastirmada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin Mo (VI) indirgeme kuvvetleri arasindaki fark 6nemli bulunmamistir.
Sakkarozun Hicaz kallus ekstraktlar1 Mo (VI) indirgeme kuvvetleri {izerine en
yiiksek etkisi 40 g/l konsantrasyonunda Ol¢lilmiistiir. Farklt PEG dozlar igeren MS
besi ortamindan alinan nar kallus ekstraktlarinin Mo (VI) indirgeme kuvvetine olan
etkileri degerlendirildiginde en yliksek Mo (VI) indirgeme kuvveti 40 g/l PEG iceren
MS kiiltiir ortamindan elde edilen Hicaz kallus ekstraktlarinda olgiilmiistiir. MS besi
ortamina ilave edilen sorbitol dozu arttirildik¢a Suru¢ ve Suru¢ Karasi kalluslarinin

Mo (VI) indirgeme kuvveti azalmistir.

21. Calismada kontrol olarak kullanilan Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar
cesitlerinin yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus eksraktlarinin Fe* indirgeme
kuvvetleri arasindaki fark énemli bulunmazken Hicaz nar ¢esidinin Fe* indirgeme
kuvveti daha diisiik hesaplanmistir. Sakkarozun nar kallus ekstraktlari Fe*
indirgeme kuvvetleri ilizerine en yliksek etkisi Suru¢ c¢esidi icin 40 ve 60 g/l
konsantrasyonlarda bulunurken, Hicaz i¢in 40 g/, Suru¢ Karas1 i¢in kontrol
grubunda bulunmustur. MS besi ortaminda PEG varlig1 Suru¢ ve Surug karasi kallus
eksraktlariim Fe™ indirgeme kuvvetlerini olumsuz etkilerken, Hicaz ¢esidinin kallus
eksraktlarinin Fe* indirgeme kuvvetlerini arttirmistir. Sorbitol katkili ortamlar i¢inde
en yiksek Fe*® indirgeme kuvveti kontrol grubunda Suru¢ Karasi kallus
ekstraktlarinda ol¢iiliirken bunu yine kontrol grubunda Hicaz ve Surug gesitlerinin
kallus ekstraktlar takip etmistir (Ek 1). MS besi ortamina sorbitol ilave edilmesi nar

kallus ekstraktlarmin Fe™ indirgeme kuvvetlerini ¢ok olumsuz etkilemistir.
5.2.0neriler
Glinimiizde saglikli beslenme bilincinin artmasinin sonucu olarak fonksiyonel

gidalara olan ilgi artmistir. Dhumal ve ark. (2014) tarafindan ‘siiper meyve’ olarak

nitelendirilen nar, danelerin yani sira meyve kabugu, ¢ekirdek, agac kabugu, yaprak
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ve ¢igek gibi ¢esitli organlarmin igerdigi fenolik maddeler, flavonoidler,
antosiyaninler, tanenler ve daha baska bir¢ok sekonder metabolit sayesinde
fonksiyonel gidalarin basinda gelmektedir. Son yillarda nar {izerindeki ilgi diinya
genelinde biiyiik artis gostermistir (Sumaiya ve ark., 2018).

Bu doktora tez calismasinda, yerel olarak Sanlwrfa’nin Surug ilgesinde
yetistirilen Suru¢ ve Suru¢ Karasi nar c¢esitleri ile uluslararasi taninan Hicaz nar
¢esidinin hasat olumunda sahip oldugu sekonder metabolit miktarlar1 ve antioksidan
kapasiteleri arastirilmigtir. Her (¢ ¢esitte kabuk ekstraktlarinin sekonder metabolit
miktarlart ve antioksidan kapasitelerinin dane ve g¢ekirdek ekstraklarina kiyasla
yiiksek oldugu belirlenmistir. Narin gida, kimya, kozmetik ve ila¢ sanayileri i¢in
onemli hammaddeler iceren, biokimyasal olarak en kiymetli kisminin gerek
sofralarimizdaki tiiketimde gerek gida sanayinde islenmesi sirasinda atik madde

olarak diistiniilmesi iilke ekonomisi agisindan tiziiciidiir.

Arastirma sonucunda, iilkemizde heniiz taninmayan Suru¢ Karasi g¢esidinin
ozellikle kabuk ekstraktlarinin toplam antosiyanin, fenolik ve flavonoid miktar: ile
antioksidan o6zelliginin yiiksek bulunmasi bu ¢esidin gida, kimya, kozmetik ve ilag
sanayileri i¢in 6onemli hammaddeler icerebilecegi diisiincesini desteklemistir. Diger
yandan tadinin ¢ok eksi olmasi, meyvelerinin ufak olmasi, gekirdeklerinin iri ve sert
olmasi dolayisiyla Suru¢ Karasi nar ¢esidi sofralik olarak tiiketilememektedir. Cok
koyu kirmizi kabuk rengine sahip olan gesit evlerin bahgesinde siis bitkisi olarak
degerlendirilmekte ve ticari degerleri olmadigi i¢in yore halki tarafindan ilgi
gormemekte hatta agaclar bahgelerden sokiilmektedir. Arastirmanin yiiriitiildigi
bolgede ciftciler Suru¢ Karasi nar ¢esidinin 6nemli bir yerel gen kaynagi oldugu
konusunda bilinglendirilmelidir. Bu c¢eside ait agaglarin sokiilmesinin gelecekte
Suru¢ Karast c¢esidinin kaybolmasina sebep olacagi aciklanmalidir. Bolgedeki
aragtirma kuruluslart ve Harran Universitesi biinyesinde yapilacak calismalar ile
cesidinin  biokimyasal icerigi acik sekilde ortaya konulmali ve sanayide

degerlendirilme olanaklari aragtirilmalidir.
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Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarda sekonder metabolit iiretimini
artirict uygulamalarin etkilerinin belirlenmesi amaciyla kalluslara abiyotik elisitorler
uygulanmis ve bu uygulamalarin kalluslarin sekonder metabolit tiiretimi ve
antioksidan kapasitelerini olumlu etkiledigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
nardan sekonder metabolitlerin tiretiminde doku kiiltiirii yontemlerinin etkin sekilde

kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Punicaceae familyasi iginde yer alan nar (Punica granatum L.)’in fitokimyasal
bilesimini belirlemek amaciyla yapilan calismalarin sonucu gostermistir ki nar
bitkisinin yapraklarinda punikalin, punikafolin (Tanaka ve ark., 1985; Jurenka, 2008;
Dipak ve ark., 2012), ¢ekirdeginde punikik asit, danelerde punikalajin (Akhavan ve
ark., 2015), meyve kabugunda punikalajin, aga¢ kabugu ve koklerinde punikalin ve
punikalajin (Jurenka, 2008) gibi sadece Punica cinsine 6zgii fenolik maddeler
bulundugu belirlenmistir. Yapilacak olan yeni ¢aligsmalarla, bu arastirmada kullanilan
cesitlerin icerdigi sekonder metabolitler tek tek belirlenerek, artirilmak istenen
sekonder metabolite yonelik farkli konsantrasyonlar denenerek en uygun elisitor ve

konsantrasyonlari1 belirlenmelidir.
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EKLER

EK1

Nar meyveleri ve kalluslarinin biiyiime indeksi, toplam antosiyanin, fenolik, flavonoid kapsamlar, DPPH sii

iirme kapasitesi, Mo (V1) ve Fe Indirgeme Kapasitesi

Kallus Antosiyanin | Toplam Toplam DPPH Mo (VI) Fe indirgeme
Biiyiime (mg Fenolik Flavonoid Siipiirme indirgeme Kapasitesi
Indeksi siyanidin-3- | Kapsam Kapsam Kapasitesi Kapasitesi (ug BHT/ml
glukosid/kg | (mg GAE/kg | (mg AE/kg taze | (%) (ug AE/mI ekstrakt)
taze agilik) | taze agirlik) agirlik) ekstrakt)
Nar Cesitleri Uygulamalar -
Dane - 46.58 gf 728.88 f 458.33 h 2248¢e 78.81d 54.87 e
Surug Kabuk - 39.74 ¢ 11440 b 3502.19b 84.18b 224.96 b 890.85b
Cekirdek - 68.29 ed 6511.11d 3076.75 ¢ 17.84f 34.45h 15.67 f
Dane - 347b 906.66 f 559,21 ¢ 28.07d 66.63 f 76.03d
Hicaz Kabuk - 95.51¢c 9484.44 ¢ 2984.65d 82.48b 21541¢c 769.70 ¢
Cekirdek - 54.93 f 5577.77 e 2554.82 e 18.87 f 4176 9 10.04 of
Dane - 69.13d 873.33 f 554.82 g 3134c 71.57¢e 58.89e
Surug Karasi Kabuk - 403.27 a 16628.89 a 5620.61 a 94.04 a 320.09 a 924.06 a
Cekirdek - 55.94 ef 4733.33e 1677.63 f 178f 28.17i 6.60 g
AgNO;
0 6.12 cd 160.30 fe 2714 ¢ 2310.08 gf 68.54 d 70.48 ef 147.17 f
5 4.68 fed 248.25 ¢ 11708 a 4184.64 a 79.72 a 90.67 a 199.81 a
Suru 25 5.25 cde 217.02 dc 9439 b 3824.12b 7211c 80.16 b 177.40 b
50 5.87 cde 292.78 b 8659 ch 3722.36 b 68.54 d 78.10 cb 178.20 ch




€01

0 6.79 cb 238.79 ¢ 3526 g 1985.52 h 53.43¢g 62.72 g 10291 h
Hic 5 3.35fg 264.03 a 7823 cd 3763.59 b 77.11b 76.82 ¢ 124.98 g
25 4.16 fge 354.01 a 7516 ed 3056.57 d 7111e 72.98d 151.54 ef
50 4.74 fde 370.71a 6259 f 3286.40 ¢ 66.11e 70.92 ed 140.50 f
0 2.68¢ 132.47 fg 3170 g 1687.28 i 4742 h 53.00 h 172.00 cd
Surug 5 8.25Db 148.06 fg 7452 ed 2804.82 e 55.88 f 69.19 ef 163.72 ed
Karasi 25 10.14a 115.22 g 6903 ef 2506.57 f 40.391i 68.94 ef 144.64 f
50 8.01b 195.37 de 7279 ed 2236.40 g 4742 h 68.42 f 172.00 cd
CoCl,
0 501b 160.30 ef 2997 g 2310.08 ba 62.10 e 71.00 g 147.17 f
Surug 5 2.42 dfe 201.49 dc 11185a 2131.14 bc 81.23 ba 89.40a 263.14 a
25 3.66 ¢ 159.75 ef 10490 ba 1995.17 e 76.08 ¢ 82.72d 240.39b
50 3.16 dc 143.05 ef 7192 f 1862.71 fg 69.97 d 77.98 f 180.96 d
0 6.79 a 238.79 ¢ 2566 g 1985.52 fe 53.47 f 63.00 h 10291 h
Hicaz 5 5.03b 383.51a 9939 bac 2044.29 de 82.26 a 87.21ba 207.74 c
25 3.20dc 343.44 a 9483 bdc 2170.61 dc 83.40 a 85.60 bc 201.08 ¢
50 2.87 dce 349.56 ba 3748 f 2386.40 a 79.06 b 81.69d 155.49d
0 2.68 cd 13247 f 3466 g 1687.28 h 4742 ¢ 55.00 i 172.00 e
Surug 5 1.85 of 205.95 dc 8692 edc 1936.40 fe 7457 c 83.62 dc 183.95d
Karast 25 2.01 gfe 172.55 de 8523 ed 1758.33 hg 73.58d 82.21d 187.05d
50 1409 168.10 def 7945 ef 1663.59 h 61.73 e 74.45f 122.68 g
CdcCl,
0 5.47 ba 160.30 fg 2714 ¢ 2310.08 a 62.10¢g 70.48 f 147.17 g
Surug 5 4.00 dc 205.95 de 11916 ¢ 2121.49 ba 79.47 a 87.33a 254.18 b
25 4.38 bc 190.92 fe 12943 b 1975.87 dc 77.81ba 85.92 ba 264.64b
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50 4.00 de 140.27 g 11859 ¢ 1592.54 fe 72.25fe 83.34c 239.24 ¢
0 6.50 a 238.79¢ 3600 f 1985.52 dc 53.42h 61.31¢ 102.91 h
. 5 3.24 dce 326.74 a 9336 e 2181.14b 78.95a 86.37 ba 169.93 f

Filcez 25 4.16¢c 292.23 b 9470 e 1876.75 dc 76.01 be 84.17 bc 221.77d

50 4.59 be 248.28 ¢ 10894 d 1604.82 fe 75.16 dc 77.21e 191.65¢e

0 2.68 dfe 132.47¢g 3170 gf 1687.28 e 46.32i 53.00 h 172.00 f
Surug 5 1.64 of 284.99 b 13752 a 2073.24 be 73.14 de 82.71c 296.13 a
Karasi 25 2.61fe 237.12dc 10359 d 1480.26 f 70.89 f 80.28 d 196.94 e

50 1.20¢g 190.36 fe 10132 ed 1266.22 g 55.11 hg 76.12 ¢ 153.72 ¢

Salisilik Asit

0 6.48Db 238.79d 4830.20d 1079.38 ¢ 43.08d 74.83 ¢ 145.79 b
Surug 10 220c 343.44 c 7225.77 a 1423.24 b 59.01b 83.17a 160.50 a

50 1.07 dc 164.20 fe 363.55 hi 360.96 h 0.66 h 4541 f 1.19f

100 1.44 dc 58.44 ¢ 270.22 i 275.00 i 0.66 h 39.19¢ 0.27 f

0 10.29 a 160.30 fe 542577 ¢ 1437.28 b 56.58 ¢ 79.00b 83.60d
Hicaz 10 1.61dc 584.46 b 4150.22 ¢ 852.19d 40.17 e 69.07 d 92.00c

50 1.03dc 396.87 ¢ 3363.55 f 782.01 fe 25.82¢ 69.45d 72.34¢e

100 0.44 dc 169.77 e 559.11 hg 537.28 ¢ 0.66 h 46.31 f 3.72f

0 10.96 a 132.47 fe 6676.88 b 181184 a 64.12 a 77.14c 143.0h3
Surug 10 0.25dc 784.29 a 392355¢e 790.78 e 36.23 f 66.25d 83.60d
Karasi 50 0.75dc 301.14 e 3432.44 740.78 f 25.35¢ 59.51e 7200e

100 0.24d 235.45 fg 792.44 ¢g 396.05 h 0.66 h 4342 f 5.21f

Metil Jasmonat

0 6.48Db 238.79 de 4830.22 ¢ 1079.38 ¢ 43.08 chd 74.84 a 145.79 a
Suru 10 2.68¢ 495.40 a 4383.55d 949.56 d 58.05a 69.51 ba 110.27 ¢
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50 1.33dc 45310 a 3101.33 gf 659.21 hg 44.03 cb 60.22 ¢ 60.85h
100 0.24d 276.09 dc 988.00 i 556.57 i 2.02¢ 4746 f 10.62d
0 10.29 a 160.31 fe 5425.77b 1437.28 b 56.58 a 79.00 a 83.60d
Hicaz 10 2.16 dc 500.41 a 3021.33 of 622.36 h 4131 cd 56.31 dce 65.56 g
50 1.12 dc 461.45a 3245.77 f 757.45 f 4735 b 59.26 dc 70.96 f
100 0.38d 355.69 bc 3054.66 gf 674.12 g 38.52d 54.77 de 61.08d
0 10.96 a 132.48 f 6676.88 a 181184 a 60.81a 77.14 a 143.03 b
Surug 10 0.33d 431.94 ba 3534.66 ¢ 899.56 e 45.36 cb 59.77 ¢ 7820e
Karasi 50 0.31d 232.11de 2852.44 ¢f 77412 f 2785¢e 56.12 dce 64.29 g
100 0.46d 303.92 dc 1996.88 h 575.87 i 1346 f 52.78 ¢ 35449
Sakkaroz
0 6.48 dc 160.30 fe 5534.7¢ 1364.47 dc 57.06 ¢ 76.63 a 145.79 b
20 11.33 ba 248.25¢ 3937.3f 947.48 gf 37.01h 58.23d 86.02 ¢
Surug 40 5.77 dce 217.02 dc 6827.6 a 1445.17 ba 65.01b 73.17a 164.18 a
60 337 e 292.78 b 6205.3 b 1409.21 be 69.79 a 73.75a 160.39 a
0 10.29 b 238.79¢ 352369 799.56 b 37.27h 59.19 dc 8369
] 20 12.79a 264.03 a 2852.4h 612.71i 28.73 i 55.35d 62.45h
Hicaz 40 7.01c 354.01 a 4448.0d 1085.52e 53.45d 65.22 bc 109.24d
60 4.22 de 370.71 a 4230.2 edf 1002.19 f 47.64 fe 59.07d 9751 f
0 10.96 ba | 132.47fg 5948.0 b 1503.94 a 49.55¢e 74.07 a 143.03 b
Surug 20 12.68 ba 148.06 fg 4361.3 ed 989.91 ¢f 46.46 f 65.86 b 105.44 ed
Karasi 40 4.96 dce 115.22 g 4112.4 ef 929.38 g 4212 ¢ 65.48 b 102.22 ¢
60 1.12 de 195.37 de 5434.7 c 1311.84d 58.97 c 70.67 ba 13452 ¢
PEG
Surug 0 6.48 bdc 160.30 ef 5534.7b 1364.47 bc 57.06 a 76.63 hg 145.79 a
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20 8.75 bac 201.49 dc 4634.7 ed 1210.08def 44.92 ed 90.03 fed 119.58 d
40 4.79 dc 159.75 ef 4681.3 d 1118.86 fe 45.58 d 94.13 chd 120.62d
60 6.16 bdc 143.05 ef 42169 f 899.56 g 38.22 of 98.94b 68.66 f
0 10.29a 238.79 ¢ 3523.55¢g 799.56 g 37.27¢g 59.19i 83649
] 20 11.72a 383.51a 5214.7 cb 1392.54 ba 4278 e 84.13 fe 127.86 ¢
Fiicaz 40 5.68 dc 343.44 b 5512.44 cb 1432.01 ba 54.23b 10791 a 126.13 ¢
60 6.14 bce 349.56 ba 4328.0 ef 1096.93 f 43.03 e 91.12 ced 94.29 f
0 10.96 a 132.47 f 5948.0 a 1503.94 a 49.55¢ 74.07 h 143.03 a
Surug 20 9.64 ba 205.95 dc 5203.55¢ 1493.42 a 40.25 f 89.07 fed 133.83b
Karasi 40 10.77 a 172.55 de 4412 .44 edf 1225.87 de 37.27¢g 82.23 fg 11154 ¢
60 8.03 bdac | 168.10 def 4332.44 ef 1253.94 dc 31.97h 98.23 cb 134.18 ¢
Sorbitol
0 16.59 a 160.30 fg 5534.66 b 1364.47 b 57.06 a 76.63 a 120.62 b
20 7.42 efcd | 205.95 de 3930.22d 1049.56 ¢ 42.64 dc 71.05 be 79.47d
Sur 40 6.18 ef 190.92 fe 3501.33 f 853.94 fg 39.18 de 67.91dc 70.85 e
60 4.83f 140.27 g 2716.88 h 750.43 h 36.75 e 63.23 de 71.88¢e
0 13.33 ba 238.79 ¢ 352355 f 799.56 hg 37.27e 59.19 fe 124.64 b
Hicar 20 6.83 ef 326.74 a 3590.22 ed 1076.75 ¢ 329 62.01le 68.09 fe
40 5.33 ef 292.23 b 3463.55 f 1019.73 dc 32.96 fg 61.25 fe 65.79 fg
60 488 f 248.25¢ 3199.11 ¢ 919.73 fe 30.72¢g 56.5 fg 60.04 h
0 10.24 bdc | 132.47 g 5948.0 a 1503.94 a 49.55 b 74.07 ba 158.78 a
Surug 20 8.57 ecd 284.99 b 3828.0 ed 967.1 de 36.98 fe 61.37 fe 62.57 hg
Karasi 40 10.68 bc 237.12 dc 4216.88 ¢ 935.2¢e 4529 ¢ 62.4¢e 86.25¢c
60 7.37 efd 190.36 fe 2799.11h 732.89 h 30.64 ¢ 51.31g 59.58 h




