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Bu calismada, Kalecik karasi (Klon 12), Okiizgdzii, Ercis ve Cabernet Sauvignon iiziim
cesitlerine ait kallus kiiltlirlerinde, resveratrol iiretiminin uyarilmas1 {izerine ultraviyole (UV)

1s1ninin etkisi incelenmistir.

En uygun kallus dokulari, serada yetistirilen celiklerin yapraklarindan elde edilmistir. Ortam
olarak, %2 sakkaroz, % 0.8 agar, 1.0 uM BAP (6-benzilaminopiirin) ve 0.1 uM 2, 4-D (2, 4-
diklorofenosi-asetik asit) eklenmis Gamborg B-5 ortami kullanilmistir. Kalluslar, 21 giin ara ile
iki defa alt kiiltiire alinmstir. Ikinci alt kiiltiirden sonra, 12 ve 15 giin yash kalluslara, steril
kabin igerisinde petri kutularinin kapaklar1 agilarak, 10 cm uzakliktan 10 ve 15 dakika siireyle
254 nm dalga boyuna sahip UV 1s1m1 uygulanmistir. Uygulamanin ardindan kalluslar karanlik

kosullarda inkiibe edilmistir. Resveratrol dlgiimleri 24., 48. ve 72. saatlerde yapilmuistir.

Resveratrol iretiminin belirlenmesi amaciyla, Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi (HPLC)
tekniginden yararlanilmistir. UV 151nmin asma dokularinda resveratrol sentezini uyarmada etkili
oldugu ve in vitro kosullarda resveratroliin iiretilebildigi belirlenmistir. Caligmada yer alan 4
iziim ¢esidinde de en yiiksek resveratrol {iretimi, UV 1511 uygulamasindan 48 saat sonra elde
edilmistir. En yiiksek resveratrol derigimi, 66.39 pg/g YA ile Ercig liziim c¢esidinde
belirlenirken, bu ¢esidi sirasiyla, Cabernet Sauvignon (62.66 pg/g YA), Okiizgozii (62.23 pg/g
YA) ve Kalecik karas1 (2.42 ug/g YA) cesitleri izlemistir. UV 1sininin her iki uygulama zamani
da etkili bulunmustur. Genel olarak 12 giin yasl kallus kiiltiirlerinde elde edilen resveratrol

birikimi daha yiiksek bulunmustur.

2007, 81 sayfa
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PRODUCTION AND DETERMINATION OF RESVERATROL
IN GRAPEVINE CALLUS CULTURE IN RESPONSE TO UV IRRADIATION
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Supervisor: Prof. Dr. Birhan KUNTER

The effect of ultraviolet (UV) irradiation on induction of resveratrol production on callus
cultures of ‘Kalecik karas1 Clon 12°, ‘Okiizgézii’, ‘Ercis’ and ‘Cabernet Sauvignon’ grape

cultivars was investigated in this study.

The most suitable callus tissues were obtained from the leaves of the cuttings grown in
greenhouse. Gamborg B-5 media including 2% saccarose, 0.8% agar, 1.0 uM BAP (6-
benzylaminopurine) and 0.1 puM 2, 4-D (2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid) was used as culture
media. Callus tissues were sub cultured two times with 21 days intervals. After the second
subculture, 12 and 15 days old callus tissues were exposed to 254 nm UV light at 10 cm
distance from the source for 10 and 15 min by opening covers of the petri dishes in sterile cabin.
After the treatment, callus tissues were incubated under dark conditions. Resveratrol production
was determined at 24, 48 and 72 hours of incubation with High Pressure Liquid

Chromatography (HPLC).

The results showed that UV irradiation was effective for induction of resveratrol production in
callus tissues of grape cultivars in vitro. The highest resveratrol production was obtained at the
48"™ hours of incubation. The highest resveratrol concentration was determined in ‘Ercis’ with
66.39 ug/g fw and followed by ‘Cabarnet Sauvignon® (62.66 pg/g fw), ‘Okiizgozii’ (62.23 pg/g
fw) and ‘Kalecik karas1’ (2.42 pg/g fw). Both 10 min and 15 min UV irradiation periods were
found to be effective in induction of resveratrol production. In general, resveratrol accumulation

in 12 days old callus was higher than that of 15 days old.

2007, 81 pages
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1. GIRIS

Bitkilerin yasam dongiileri boyunca biiyiime ve gelisme olaylarinin sonucu olarak
meydana getirdikleri birincil {irlinler, ekosistemin tim varliklarinin yagaminda 6nem
tasidigr gibi insanlar i¢cin de beslenmeden barinmaya kadar vazgecilmezdir. Diger
taraftan bitkiler, birincil tirtinlerden farkli olarak dogrudan biiyiime ve gelisme ile iliskili
olmayan, tiirlere 6zgli 6zel molekiiller sentezleyebilmektedir. Bu 6zel molekiillere

ikincil tiriinler (sekonder metabolitler) ad1 verilmektedir.

Modern kimya ve dzellikle bitki biyokimyasmin gelismesi ve 20. ylizyilin ortalarinda
analitik yontemlerin, 6zellikle kromatografik yontemlerin hizla ilerlemeye baslamasiyla
birlikte, ikincil iirlinlerin molekiiler yapilar1 tanimlanmaya baslamistir. Bu gelismelere
molekiiler biyolojideki gelismelerin de katilmasiyla birlikte, ikincil iiriinlerin, bitkilerin
bulunduklar1 ¢evre kosullarina adaptasyonunda, ekosistem ile bitki sagligi arasindaki
iliskilerin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 agiga cikarilmistir. Bu maddeler, diisiik
molekiil agirliklt olmakla birlikte, bitkilerden tiretildikleri miktarlar da oldukga diisiik
(kuru agirhigin %1’inden daha az) olup, bitkinin fizyolojik durumu ve gelisme
asamasina bagli olarak sentezlenmektedir. Karmagik ve 6zel kimyasal yapilara sahip
olan bu maddelerin iiretilmeleri, biyotik ve abiyotik stres kosullar1 tarafindan uyarilarak

artirilabilmektedir.

Ikincil iiriinlerin, dogrudan bitki icin énemli olmalarinin yam sira, yiizyillardir bitkileri
kullanan insanlar i¢in de 6nemli olduklart giderek daha iyi anlasilmaktadir. Bitkilerden
elde edilen besin maddelerinin, 6zel tad ve aromalar1 bu maddelerden kaynaklanmakta
ve boylece bu maddeler insan yasamina tad ve renk katmaktadir. Bu konuda, kahvedeki
kafein ve tiitiindeki nikotin en yaygin bilinen &rnekler olarak verilebilir. Ikincil
triinlerin bir diger ve ¢ok Onemli yararlanma alanlari bitkilerin tedavi amach
kullaniminin bu maddelere dayanmasidir. Insanoglu, bitkileri ve dolayisiyla ikincil
trtinleri 1yi veya kotli amaclh olarak yiizyillardir kullanmistir. Glintimiizde de ikincil
tirtinler; ilag, kozmetik, tarimsal kimyasallar, gida katki maddeleri gibi bir¢cok sektor
icin onemli olan degerli ham maddelerdir. Bitkiler aleminde 100.000 kadar ikincil

tirlinden soz edilirken, bu saymin ancak yarisinin kimyasal yapilarinin tanimlanabildigi



ve halen bilinmeyenlerle birlikte, bitkilerin essiz bir kimyasal ¢esitlilik sunarak yukarida
belirtilen sektorler icin degerli ham madde kaynaklar1 oldugu kabul edilmektedir.
Gilintimiizde ila¢ sektoriine konu olan kimyasallarin %25’inin bitki kokenli ham
maddelere dayandig1 dikkate alindiginda, dogal bitkisel kaynaklarin yiiksek getirili
ekonomik degerler oldugu agik¢a ortaya ¢ikmaktadir (Bourgaud et al. 2001, Oksman-
Caldentey and Inz¢ 2004).

Doktora tez ¢alismasina konu olan resveratrol, tip ve eczacilik literatiiriinde son yillarda
giderek dnem kazanmig olan ikincil bir bitki iriiniidiir. Bir ¢ok kaynak, (Frankel et al.
1993, Kopp 1998, Sardi et al. 2000, Falchetti et al. 2001, Moriarty et al. 2001, Cui et al.
2002) resveratroliin koroner kalp hastaliklar1 riskini azaltan ve kanser hiicrelerinin
olusumunu engelleyen giiclii bir antioksidan oldugunu bildirmektedir. Bu maddeye olan
ilgi, uzun yillar Japonya ve Cin’de halk ilac1 olarak bilinen, Polygonum cuspidatum
bitkisinin koklerinden yapilan “kojo-kon” adli geleneksel ilagtan kaynaklanmaktadir.
Bu ilag; hipertansiyon, damar tikanikligi, cilt iltthab1 ve alerji gibi bircok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (Goldberg et al. 1996). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar
dikkate alindiginda, 72 bitki tiiriinde resveratroliin iiretilebildigi belirlenmistir (Dong
2003). Bu tiirlerin bir ¢ogu tarimsal amag¢ disinda olup, dogrudan insan beslenmesine
konu olan tiirlerin sayist olduk¢a smirhidir. Bu tiirlerden; asma, dut, yaban mersini,
yerfistigt  ve Antepfistigi en basta gelenlerdir. Asma ise diger tiirlerle
karsilagtirildiginda, daha yiiksek resveratrol {iretebilme kapasitesi ve taze veya islenmis
triinlerinin  yaygin kullanimi nedeniyle deger kazanmakta ve aragtirmalarda One

¢ikmaktadir.

Uziim ve sarabm tibbi degeri, eski Misir kaynaklarinda yer aldig1 gibi Hippocrates
tarafindan da bildirilmistir. Hindistan’da {iziim ayurvedik beslenmede kullanildigi gibi
Orta-dogu, Cin ve Giiney Afrika’da tibbi anlamda kullanilmaktadir. Aralarinda
Amerikan ve Ingiliz farmokopelerinin de bulundugu bazi ilag rehberlerinde iiziime yer

verilmistir (Bavaresco and Vezzulli 2006).



Stilben grubu bir fitoaleksin olan resveratrol, asmalarda c¢ekirdek, tane kabugu,
yapraklar ve destek doku organlarinda biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi
sentezlenmektedir. Bu nedenle, taze iizim veya islenmis iriinlerinin, besleyici
ozelliklerinin artirilmasinin yani sira, resveratrol icerigi bakimindan yiiksek oldugu
donemde tiiketilmesiyle saghik yoniinden saglayacagi katkinin  artirilmasi
hedeflenmektedir. Ancak, resveratroliin sentezlenme mekanizmasim1 etkileyen
faktorlerin kontrol edilemeyisi bu yondeki arastirmalarda en Onemli sorunu
olusturmaktadir. Diger yandan, dogrudan resveratrol oOziitiiniin tibbi destek olarak
kullanilabilmesine yonelik ham maddenin elde edilmesi ayri bir arastirma alanini
olusturmaktadir. Bu calismalar, merkezde kimya ve eczacilik bilimlerinden agirlikli
olarak yararlanmakla birlikte, ham maddeyi olusturan bitkiyi tanmiyan, ¢ogaltan ve
yetistiren ziraat ve son Uriiniin etkisini inceleyen tip bilimlerinden de destek alan,
disiplinlerarasi bilgi iiretme alanlaridir. Bu anlayis ile ziraat miithendisligi, geleneksel ve

biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasi ile ¢alismalara katkida bulunmaktadir.

Genel olarak, ikincil {riinlerin elde edilmesi i¢in gerekli olan materyal, daha ¢ok dogal
yetisme alanlarindan toplanan bitkilerden elde edilmektedir. Bazi tiirlerin ise bu amaca
yonelik kiiltiirleri yapilmaktadir. Geleneksel yontemler olarak adlandirilan her iki
kosulda da elde edilen saf madde miktari, bitkisel materyalin miktarina ve kalitesine
bagh olarak degismektedir. Her iki durumda da bitkilerin i¢inde bulundugu ekolojik
kosullarin olumlu veya olumsuz etkilerinden bagimsiz iiretim yapmak miimkiin degildir.
Bu nedenle, ikincil triinlerin elde edilmesinde, kontrollii kosullardan ve birim alani en
1yi sekilde degerlendirecek sistemlerden yararlanilmasi hedeflenmektedir. Genel olarak,
bitki doku kiiltiirlerinin ikincil {iriin {iretimindeki avantajlarin1 asagidaki basliklar

altinda 6zetlemek miimkiindiir (Ramachandra and Ravishankar 2002, Lila 2005).

1. Doku veya hiicreler tizerinde ayn1 diizeyde etkiler meydana getirerek bir 6rnek iiriin
elde etmeyi miimkiin kilmaktadir.

2. Yilin her doneminde iiretim imkan1 saglamaktadir.

3. Ozel dokularda iiretilen molekiiller, yalmz bu doku veya hiicrelerin kiiltiire alinmasi
ile tretilebilir. Boylece tiim bitki materyalinin kullanilmasi yerine hedef organ veya

hiicrelerden daha kolay madde 6ziitlenmesi saglanmaktadir.



4. Kiiltiire alinmas1 zor tiirlerde asir1 hasat nedeniyle olasi yok edilme tehlikesinin
Oniine gec¢ilmesine imkan saglamaktadir.

5. Bir ¢ok ikincil iiriin, son derece karmasik molekiil yapilar1 nedeniyle sentetik veya
yart sentetik olarak elde edilemediginden veya sentetik tiirevlerinin maliyeti ¢ok
yilksek oldugundan bu yontemler ile bunlarin daha ekonomik iretimleri
saglanmaktadir.

6. Madde tretim amaci1 disinda, molekiillerin biyosentez mekanizmalarinin aciga

cikarilmasinda da yararlanilan sistemler olma 6zelligi tagimaktadir.

Belirtilen bir ¢ok yararlarina karsin, bitki doku kiiltiirleri aracilig1 ile ticari anlamda
ikincil iiriin iiretiminde ulasilan basarilarin ¢ok smirli oldugu da diisiintilmektedir. Bu
konu iizerine, ikincil iirlinlerin biyosentezi konusundaki bilgi eksikliklerinin yan1 sira,
kiiltiire alinacak bitki tiirii ve dokulart ile kiiltlir kosullarina iligkin bilgilerin bir araya
getirilemeyisi, kisacasi yukarida da deginilen disiplinlerarasi c¢alisma sisteminin
uygulanamayisi da etkili olmaktadir. Doktora tez ¢alismasinda, tarimsal 6neminin yani
sira, saglik ve ila¢ sektorii i¢in degerli bir ikincil {iriin olan resveratrolii iiretebilmesi ile
de deger kazanan asmalarda, kallus kiiltlirii yontemi ile asma dokularinda ultraviyole
(UV) 1s1gmin agiga ¢ikarici etkisinden yararlanarak resveratrol iiretilmesi ve bazi
genotiplerin resveratrol iiretme kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla,
tilkemizin 6nde gelen kirmiz1 saraplik iizim ¢esitleri olan Kalecik karasi (Klon 12) ve
Okiizgdzii ile Van ili gevresine dzgii Ercis ve uluslararasi énemde yabanci bir kirmizi
saraplik ¢esit olan Cabernet Sauvignon gesitlerinin kallus kiiltiirlerinde, UV 1s1nina kars1
resveratrol iiretim kapasiteleri belirlenmistir. Boylece kallus dokularinda resveratrol
iretimi iizerinde, UV 15101 uygulama siiresi, inkiibasyon siiresi ve kallus yasinin etkisi

genotipler diizeyinde incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Fitoaleksinler

Bitkiler bulunduklari veya yetistirildikleri ortamlarda biyotik veya abiyotik kokenli stres
faktorleri ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu faktorler tarafindan meydana gelen uyarilar,
hiicre zarinda bulunan alicilar tarafindan algilanmakta, sinyal olarak hiicre igerisinde
gerekli yerlere iletilmekte ve sonrasinda bitkide bu faktorlere karsi bir tepki meydana
gelmektedir. Bu karst tepkinin iiriinii olan ikincil triinlerin, bitkilerin bulunduklari
ekosistem ile uyumlu ve saglikli bir yasam siirmelerinde rol oynadiklar1 bilinmektedir.
Ikincil iiriinlerin bitki metabolizmasindaki son derece karmasik ve ¢esitli olan bu rolleri
hakkinda ulagilan bilgiler ¢ok smirli olmakla birlikte bunlarin; antimikrobiyal,
antifungal ve antiviral etki ile patojenlere karsi savunma mekanizmalarinin harekete
gecirilmesi (fitoaleksin etkisi) ve tohum ¢imlenmesini engelleyici veya toksik etkiler
meydana getirerek diger bazi bitkiler ile olusabilecek rekabetin engellenmesi (Verpoorte
et al. 1999), tozlanma ajanlari ve simbiyotikler i¢in de ¢ekim mekanizmalarinin

olusturulmasinda rol oynadiklar1 bilinmektedir.

Cesitli siiflandirma big¢imleri bulunmakla birlikte, ikincil iiriinler biyosentez yollarina
gbre genel olarak ii¢ biiylik molekiil ailesine ayrilarak incelenmektedir. Bunlar: (1)
fenolikler, (2) terpenler ve steroidler ile (3) alkaloidlerdir (Bourgaud et al. 2001).
Fenolik maddeler ailesi i¢inde yer alan gruplardan birisi olan stilbenler, antioksidan
aktivitelerinin yani sira fitoaleksin olarak da gorev yapan molekiillerdir. ‘Phytoalexin’,
Yunanca bir terim olup; phyton: bitki, alexein: koruyucu anlamindadir (Ersek and
Kiraly 1986, Bavaresco and Vezzulli 2006).

Fitoaleksinleri biriktirme yetenegi ¢ok sayida bitki tiirlinde incelenmis ve kiiclik
farkliliklar disinda sentezin yapisal olarak benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Bavaresco
and Fregoni 2001). Fitoaleksinlerin biyosentezi ii¢ temel metabolizma yolunu

icermektedir (Ersek and Kiraly 1986). Bunlar,



a) Asetat-mevalonat yolu
b) Asetat-melonat yolu

c) Sikimik asit yolu

Bitkide fitoaleksin sentezi bir etki-tepki mekanizmast sonucu oldugundan, bu
maddelerin sentezini uyaran farkli etkilerin olabilecegi dislinlilmiistiir. Bitkilerde
fitoaleksin sentezini tesvik edici maddelere ilk olarak “uyaric1” (inducer) ismi
verilmigtir. Daha sonra, bu maddeler “aciga cikarici” (elisitor) maddeler olarak
tanimlanmistir (Keen 1975). Elisitorler, biyotik (bakteri, mantar vb. hastalik yapici
mikroorganizmalar) ya da abiyotik (yaralama, ultraviyole (UV) 1simnlar, aliiminyum,
bakir, glimiis gibi metal iyonlar1) kaynakli olabilmektedirler. Smith (1996), biyotik ya
da abiyotik elisitorlerin, bitkide savunma sistemini uyardigini ve bitkilerin elisitér
uyarimini takiben fitoaleksinleri sentezledigini bildirmistir. Ayni zamanda elisitorler,

fitoaleksinlerin biyosentezinde rolii olan enzimleri harekete gegiren bilesiklerdir.

2.2 Asmalarda Stilben Fitoaleksinleri

Asmalarda stilbenlerin varlig ilk olarak Langcake and Pryce (1976) tarafindan baz1 V.
vinifera L. genotiplerinde belirlenmistir. Botrytis cinerea ile bulastirilmis bazi iiziim
cesitlerine ait yapraklarda, bulasma bolgesinin hemen smirinda yer alan saglikli
hiicreler, 366 nanometre (nm) dalga boyunda UV 1sin1 altinda incelendiginde, bunlarin
parlak mavi floresans renk olusturduklar1 goriilmiis ve rengi veren bilesigin trans-

resveratrol oldugu bildirilmistir.

Asmalarda en yiiksek miktarda sentezlenen temel ikincil {iriin bilesigi trans-resveratrol
(3.,4',5-trihidroksi-stilben) olmakla birlikte, bir ¢ogu resveratroliin dimer, trimer veya
tetramer yapisinda olan bagka stilben bilesikleri de belirlenmistir. Bu bilesiklerin en
onemlileri olarak; trans- ve cis-piceid (resveratrol glikoziti), e-viniferin (trans-
resveratrol  dimeri),  pterostilben  (trans-3,5-dimetoksi-4'-tetrahidroksi—stilben),
piceatannol (trans-3,3',4,5'-tetrahidroksi-stilben) ve pallidol (trans-resveratrol dimeri)

molekiillerinden s6z edilmektedir (Bavaresco et al. 2002).



Stilbenlerin ana iskelet yapisini bir metilen kopriisii ile birlesmis olan iki aromatik halka
olusturmaktadir (Soleas et al. 1997). Sekil 2.1’ de bazi asma stilbenlerinin molekiil

yapilar1 verilmistir.

HO

\OH

HO

trans- resveratrol

HOH,C

OH
HCl? | piceid (polydatin)

OH

trans-pterostilben

Sekil 2.1 Asmada bulunan bazi stilben grubu fitoaleksinlerin kimyasal yapilari

Stilbenlerin biyosentezi; Sekil 2.2°de de goriildigi tizere, genel fenilpraponoid
metabolizmasinda yer alir ve fenilaleninden, sinamik asit ve koenzim A (CoA)
esterlerine doniisiim s6z konusudur. Biyosentezde, Stilben sentaz (STS) ve Kalkon

sentaz (CHS) anahtar gorevi goren iki dnemli enzimdir (Bavaresco and Vezzulli 2006).



Fenilalenin

Fenil alenin amonya-liyazl

Sinamik asit — . Ligninler
4-kumarat:CoA-ligaz
Sinamat 4-hidroksilaz

Asetat melonat ___ 3 3 x Malonil-CoA + 4-Cumaril-CoA

Stilben Sentaz Kalkon Sentaz

Resveratrol Kalkonlar
Resveratol tiirevleri Flavonoller Tanenler Antosiyaninler

Sekil 2.2 Stilben fitoaleksinlerinin biyosentez yolu, (Bais et al. 2000).

2.3 Resveratrol Molekiiliiniin Ozellikleri ve Asmalardaki Fizyolojik Rolii

Asmalarda ilk tamimlanan stilben olan resveratrol, Vitaceae familyas1 bitkilerinde
ozellikle fungitoksik o6zelligi ile savunma mekanizmasinin basta gelen fitoaleksin
molekiilii olmasinin yani sira, insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerinin anlagilmasinin

ardindan tizerinde en fazla ¢aligilan ikincil tiriinlerden biri haline gelmistir.

Sekil 2.1’de molekiil yapisi agiklanmis olan resveratroliin, bazi kimyasal 6zellikleri

asagida verilmistir (Haneke 2002).



Acik kimyasal adi . 3,4 5-trihydroxy-trans-stilbene

Kapal1 formiilii : C14H1203

Molekiil agirligi : 228.25 g/mol

Coziiniirlik : Su, metanol ve asetonda kolayca ¢oziiliir
Kaynama noktasi : 253-255°C

Fiziksel yapisi : Kati-toz

Renk : Hafif grimsi beyaz

UV absorbans degeri  :  trans- i¢in[UVamax (EtOH) nm (€) 308 (30000)]

Cis- igin [UVAmax (EtOH) nm (€) 288 (12600)]

Resveratroliin, trans- ve cis- olmak iizere iki izomeri bulunmaktadir. Dogal olarak
asmalarda bulunan formu trans- izomerdir. Cis- izomer, liziim tanelerinde nadiren
goriiliir. Bu durumu agiklayan iki hipotez s6z konusudur. Bunlardan ilki; cis-resveratrol
glikozitinin hidrolize olmasi (Vrhovsek et al. 1997), ikincisi ise 15181in izomerizasyonu
uyarmasi ve trans-resveratroliin Cis- forma doniismesidir (Versari et al. 2001). Diger
yandan Cis- izomerin saraplarda onemli miktarlarda bulundugu dikkat ¢ekmektedir.
(Mattivi et al. 1995, Lamuela-Raventos et al. 1995). Bu durumun sarap yapimi sirasinda
trans-resveratroliin izomerizasyonundan kaynaklandig: ileri siirilmektedir (Jeandet et

al. 1993).

Resveratrol, asmanin yaprak, c¢igek dokular1 ve tanelerinde fitoaleksin olarak
sentezlenmektedir. Buna gore s6z konusu dokularda resveratroliin sentezlenebilmesi
icin bitkinin bir stres faktorii ile karsilasmasinin gerekli oldugu, uyarict etkisinin
bulunmadigi durumlarda bu dokularda resveratrol iiretiminin gergeklesmedigi veya eser
miktarda gergeklestigi belirtilmistir (Hoos and Blaich 1988, Fregoni et al. 2000).
Yapraklarda alt / {ist yaprak dokusundaki hiicreler, tanelerde ise tane kabuk hiicreleri,
resveratroliin sentezlendigi yerlerdir. Diger taraftan, asmalarin odunsu kisimlarinda;
gbvde, bir yash dallar, kok, cekirdek ve yar1 odunsu salkim saplarinda resveratroliin
yap1 maddesi olarak bulundugu ve bu organlar ¢iirlimelere kars1 korudugu, uyarici bir
faktor etkisi altinda da sentezlenmenin oldugu belirtilmistir (Ector et al. 1996,

Bavaresco et al. 1997a, Bavaresco et al. 2000, Bavaresco et al. 2003).



Yapilan arastirmalarda, Vitaceae familyasina ait biitiin tirlerde resveratroliin
sentezlenebildigi belirlenmistir. Tir ve cesitlerin sentez yeteneklerinin ve iiretim
miktarlarinin  farkli oldugu O6nemle vurgulanmaktadir. Ancak, bag kosullarinda
resveratrol ve diger stilben fitoaleksinlerinin iiretiminde, genotipin etkisi bir ¢ok faktor

tarafindan etkilenmekte ve bagimsiz bir degerlendirme yapilamamaktadir.

Resveratroliin fungal hastaliklara 6zellikle Botrytis’e dayanim ile iliskilendirildigi ilk
arastirmalarda; hastaliklara dayanikli tiir ve cesitlerin stilben fitoaleksin igeriginin,
dolayistyla resveratrol igeriginin hassas tiir ve cesitlere gore daha yiiksek olmasi
beklenmistir. Bu beklentinin kargilandig1 aragtirma sonuglart bulunmaktadir. Bu
sonuglara gore Vitis cinsinin diger tiirlerinin veya tiirler aras1 melezlerinin, V. vinifera L.
tiriinden daima daha yiiksek resveratrol sentezleyebildigi bildirilmistir. (Creasy and
Coffee 1988, Jeandet et al.1991, Bavaresco et al. 1997b). Bu bulgulara karsilik, tiir ve
cesitlerde hastaliklara karst dayaniklilik ile resveratrol igerigi arasinda ters iliskinin

oldugu belirtilen arastirma sonuglar1 da bulunmaktadir. (Soleas et al. 1995a ve b).

Tane kabugunda veya yapraklarda sentezlenen resveratrol derisimine bagl olarak ortaya
konulan bu sonuglarin yani sira; tiir veya gesitlerden elde edilen saraplardaki resveratrol
diizeyi de hastaliklara dayanim ile iliskilendirilmistir. Lamikanra et al. (1996), 5 adet V.
rotundifolia (Muskadin), 8 adet V. vinifera ve 2 adet V. labrusca tiziimiine ait 18 farkli
Amerikan sarabinda trans- ve cis- resveratrol derisimini incelemislerdir. Arastiricilar,
hastalik etmenlerine kars1 en dayanikli tiir olan V. rotundifolia’dan iiretilen saraplarin
resveratrol iceriginin (4.9 and 13.4 mg/l), genel olarak hastalik etmenlerine kars1 hassas
tir olan V. vinifera’dan fiiretilen saraplarin resveratrol igeriginden (1.1 and 4.5 mg/l)

daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Ispanya’da yetistirilen 7 beyaz saraplik iiziim cesidine ait 13 sarapta (V. vinifera)
resveratrol ve piceid derisimini arastiran Romero-Pérez et al. (1996), ¢esitlerin bilinen
hastaliklara dayaniklilik diizeyleri ile stilben fitoaleksin igeriklerinin uyumlu oldugunu

belirlemiglerdir. Elde edilen sonuglara goére Chardonnay (0-0.225 mg/l) en hassas cesit
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olarak belirlenirken, en dayanikli cesit Xarello (0.802-1.089 mg/l) olmus ve bunu
Parellada (0.235-0.523 mg/1) ¢esidi izlemistir.

Kopp (1998), beyaz saraplarda ve fermente olmamis iiziim sularinda, resveratrol
derisiminin ¢ok az olduguna dikkat ¢ekmekle birlikte, maserasyonun hi¢ uygulanmadig:
ya da sinirli uygulandigi bu triinlerde kirmizi saraba gore ¢ok daha diisiik diizeyde
resveratrol bulundugunu belirtmektedir. Bu konuda kapsamli bir ¢calisma, Okuda and
Yokotsuka (1996) tarafindan yapilmistir. Arastiricilar, Botrytis bulasmamis ve ayni
kosullardan hasat edilen, 16 beyaz, 17 pembe veya kirmizi iiziim c¢esidinde, tane
kabugunda resveratrol miktarindaki degisimi incelemislerdir. Beyaz ve kirmizi
cesitlerin tane kabuklarinda saptanan resveratrol miktarlari arasindaki farkin onemli
olmadigmni belirlemislerdir. Incelenen ¢esitler toplu olarak degerlendirildiginde,
resveratrol miktarinin tanede 0.5 pg/g (Pizzutello bianco)-14.1 pg/g (Miiller-Thurgau)
arasinda degistigini ifade etmisleridir. Bu sonuca gore en yiiksek ve en diisiik degerler
iki beyaz gesitten elde edilmistir. Ayni1 arastirmada bazi ¢esitlerin gira ve sonrasindaki
saraplar1 resveratrol icerigi bakimindan incelendiginde, genel olarak saraplardaki
resveratrol miktarmin siradakinden daha yiiksek oldugu ve kirmizi saraplarin, beyaz
saraplardan ortalama alt1 kat daha yiliksek resveratrol igerdigi belirlenmigtir. Bu

durumun maserasyon sirasinda kabugun kalma siiresi ile iligkili oldugu da agiklanmistir.

2.4 Asmalarda Resveratrol ve Diger Stilben Fitoaleksinlerinin Uyarilmasina Neden

Olan Etmenler

2.4.1 Biyotik elisitorler

Fitoaleksinler, bitkilerin hastalik etmenlerine karsi savunma mekanizmalariin dogal
antimikrobiyal tiriinleridir. Bu iiriinlerin aciga ¢ikmasinda, bulasmay1 meydana getiren
patojenin algilanmasinin yani sira, bu algiya karsi agiga ¢ikan ve fitoaleksin birikimini
uyaran bazi sinyal molekiiller de etkili olmaktadir. Buna gore genel bir kural olarak,
bitkilerde fitoaleksin bilesiklerinin sentezlenmesi, uyarici (elisitor) etkisi ile ger¢eklesen

metabolik olaylarin sonucudur.
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Fitoaleksin sentezi ve birikimini baglatan faktor, bir patojen etkisine bagli olarak
meydan geliyorsa “biyotik elisitor (uyaric1)” kavrami ile tanimlanirken; bitki patojen ile
bulasik olsun veya olmasin sinyal molekiil etkisi “abiyotik elisitdr (uyarici)” olarak

adlandirilmaktadir.

Asmalar, yalniz stilben fitoaleksinleri sentezlemeleri ve biriktirmeleri ile tanimlanan
tiirlerdir. Bu biiylik aileye ait bitkilerin, saghikli ve zarar gérmemis dokularinda,
ozellikle yapisal organlarinda stilben bilesiklerinin tespit edildigini gésteren arastirma
sonuglar1 bulunmakla beraber (Bavaresco and Fregoni 2001), fizyolojik olarak etkili
miktarlar, uyarici (elisitor) etkisine bagli stres mekanizmalar1 sonucunda iiretilmektedir.
Asmalarda, resveratrol ve diger stilben bilesiklerinin sentezini baslatan ve artiran
biyotik ve abiyotik uyaricilara iliskin arastirmalar, asagida gruplandirilarak

incelenmistir

Stilben fitoaleksinlerinin ~ sentezlenmesi biyolojik bir etmene bagh olarak
gerceklestiginde, sO6z konusu etmenler biyotik wuyaricilar  (elisitdor) olarak
tanimlanmaktadir. Bu grupta fungal ve bakteriyel hastalik etmenleri yer almaktadir.
Asmalarda biyotik uyaricilar olarak basta Gri kiif (Botrytis cinerea) olmak {izere;
Mildiy6 (Plasmopara viticola), Kiilleme (Uncinula necator), Tane c¢iiriikligii (Rhizopus
stolonifer), Kok ¢iiriikliigii bakterileri (Bacillus ssp.) ve Aspergillus ssp. incelenmistir.
Biyotik elisitorler genel olarak genotiplerin hastaliklara karsi dayanim o6zelliginin
belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Bulagmadan sonra fitoaleksinlerin liretim hizi ve
miktar1 ile hastaliga tolerans arasinda iligki kurulmaya calisilmigtir. Temel yaklagim,
fitoaleksin birikiminin dayanikli genotiplerde hizli ve yiiksek miktarda, hassas
genotiplerde ise daha yavas ve diisiik miktarlarda gerceklestigi seklindedir (Bavaresco

and Fregoni 2001).
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Gri kiif (Botrytis cinerea Pers.)

Asmalarda fitoaleksin sentezinin gergeklesmesine iliskin ilk bulgular, Botrytis
bulagsmasi sonucundadir. Langcake and Pryce (1976), Botrytis cineraea ile bulasmis
yapraklarin (V. vinifera L. ¢esitlerinden Cabernet Sauvignon, Gordo, Sultana, Clare,
Miiller-Thurgau, Riesling x Sylvaner) stilben derisimlerini Ince Tabaka Kromatografisi
(TLC) ile belirlemislerdir. Arastiricilar, Bortytis bulasmamis saglikli yapraklarda stilben
bilesiklerinin sentezlenmedigini, bulasik yapraklarda ise derisimin 50-396 pg/g YA

arasinda degistigini belirtmislerdir.

Botrytis’in zarar verdigi (Vitis vinifera gesitlerinden Clare, Gordo, Miiller-Thurgau,
Cabernet Sauvignon, Sultana ve Riesling x Sylvaner) yapraklardaki stilbenik bilesikleri
inceleyen Langcake and McCarthy (1979), bulagmanin meydana geldigi alanin hemen
disin1 gevreleyen saglikli dokularda resveratrol derisimini daha yiiksek bulmuslardir
(34.5 pg/g YA). Bu bulgu, resveratroliin bulagmaya karsi olusturulan savunma
mekanizmasinin bir Uriinii oldugunu gdstermistir. Botrytis’e dayanim konusunda
bilgilere ulasmak amaciyla arastiricilar, hastalik etmeni ile yaprak dayanikliligini
iliskilendirmeye ¢alismiglardir. Serada yetistirilen V. vinifera L. c¢esitlerinin farkli
pozisyonlardaki siirgiinlerinden alinan farkli yaslardaki yapraklar, hastalik etmeni ile
bulastirilip, hastaligin yayilmasi igin bir siire bekletildikten sonra, bu yapraklardaki
resveratol iiretim diizeyi Gaz Kromatorafisi (GC) ve spektrofotometre ile belirlenmistir.
Elde edilen bulgulara gore yaprak yasinin artmasi ile birlikte, resveratrol iiretim miktari

da artig gostermis ve B. cinerea’ya karsi dayanim artmustir.

Langcake (1981), V. vinifera L.’ya ait Botrytis bulasmis ve bulasmanin 10 mm kadar
yayilmis oldugu gencg ve yasl asma yapraklarinda sirastyla, resveratrol derisimini 4.79-
9.40 ng/g YA, e-viniferin derisimini 9.59-15.83 pg/g YA, a-viniferin derisimini ise
26.7-72.4 pg/g YA olarak bulmustur. Buna gore olgunlasma ile birlikte yapraklarda
resveratrol derisiminin arttig1 ve bdylece Botrytis’e kars1 dayanikliligin olustugu bir kez

daha ac¢iklik kazanmustur.
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Botrytis hastalig1 karsisinda tiirlerin ve ¢esitlerin resveratrol tiretim kapasitelerinin farkli
oldugu bulunmustur. Amerikan asmalar1 ve tiirler aras1 melezlerin, V. vinifera tiirlinden
daha fazla resveratrol iretebildikleri belirlenmistir (Blaich et al. 1982, Creasy and
Coffee 1988, Jeandet et al.1991, Bavaresco et al. 1997b).

Diger taraftan, Botrytis hastaligina bagli resveratrol iiretim kapasitesinin vinifera
cesitleri arasinda da farkli oldugu izlenmistir. Pinot noir, Chardonnay ve Cabernet
Sauvignon ¢esitlerinin in vitro bitkilerinin yapraklarinda resveratrol iiretim kapasitesini
inceleyen Jeandet and Sbaghi (1992), Pinot noir, Chardonnay ve Cabernet Sauvignon’da
sirastyla; 67 mu g/g, 82 mu g/g ve 151 mu g/g resveratrol belirlemislerdir. Bu verilere
gore Pinot noir, Chardonnay ¢esitlerini Botrytis hastaligina kars1 hassas, bu gesitlere
kiyasla iki kat daha fazla resveratrol iiretebilen Cabernet Sauvignon ¢esidini orta

diizeyde dayanikli olarak tanimlamislardir.

Ancak bu genel iligkinin kurulamadigi arastirmalar da bulunmaktadir. Sbaghi et al.
(1995), 13 Vitis tir ve gesidinde, in vitro kosullarda elisitér araciligi ile uyarilan
resveratrol {iretimi ile Botrytis cinerea etmenine dayanim arasindaki iligkileri
incelemislerdir. Arastirmada, resveratrol {iiretim kapasitesi ile Botrytis’e dayanim
arasinda 11 tiir ve ¢esitte dogrusal bir iliski bulunmustur. Genotipler igerisinde yalniz V.
labrusca tiirii ile Carignan (V. vinifera L.) ¢esidi bu dogrusal iliskiyle uyumlu
bulunmamustir. Dayanakli bir tiir olan V. labrusca’nin yapraklarinda, beklenenden daha
diisiik diizeyde resveratrol derisimi (246 pg/g) belirlenmistir. Diger taraftan hassas
olarak bilinen Carignan ¢esidinde ise beklenenden daha yiliksek diizeyde resveratrol
derisimi (382 pg/g) gézlenmistir. Arastiricilar bu sonucun sasirtict olmadigini, gri kiif
etmenine dayanimin bir¢ok gen tarafindan kontrol edildigini ve salkim yapist gibi gesit
ozelliklerinin de gri kiife dayanimda 6nemli rol oynadigimi bildirmislerdir. Bununla
birlikte arastiricilar, bu iki genotip g6z ardi edildiginde resveratrol derisiminin gri kiife
dayanikli ve hassas genotiplerin se¢ilmesinde iyi bir markor olarak kullanilabilecegine

de dikkat ¢ekmislerdir.
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Botrytis hastaligi karsisinda resveratroliin tane kabugu, meyve eti ve c¢ekirdekte
iretilebilme diizeylerini inceleyen caligmalarda biitiin kosullarda en yiiksek resveratrol
seviyesi, hastalikli alana en yakin saglikli kabuk dokularinda belirlenmistir. Bunu
cekirdekler izlerken, resveratroliin meyve etinde iz miktarda sentezlenebildigi tespit
edilmistir. Pinot noir, Gamay ve Chardonnay liziim ¢esitlerine ait goriiniiste saglikl
tiziim taneleri B. cinerea ile bulastirildiginda, resveratrol miktarlari tane kabugunda 4-7
ng/g YA, cekirdekte 1 pg/g YA, meyve etinde ise 0.1 pg/g YA olarak belirlenmistir
(Jeandet et al. 1995a).

Bavaresco et al. (1997b), B. cinerea’ya dayanikli Castor (V. rupestris B-38) ve hassas
Huxelrebe (V. vinifera L.) ¢esitlerinin tanelerinde bulasma sonrasi, stilben
fitoaleksinlerinin genel olarak tane gelisimi boyunca azaldigini, olgunluk asamasinda
ise miktarlarin en diisiik diizeye indigini belirlemislerdir. Ancak, dayanikli tiirdeki
trans-resveratrol ve g-viniferin diizeyinin hassas tiirlerden daha fazla oldugu sonucuna
ulagmiglardir. Castor ¢esidinde olgun tanede trans-resveratrol 5 pg/g YA, e-viniferin 6.6
ng/g YA olarak belirlenirken, Huxelrebe ¢esidine ait olgun tanelerde ulasilan degerler

sirastyla; 2.1 ve 3.3 pg/g YA olmustur.

Mildiy6 ( Plasmopara viticola (Berk. & Curt.) Berl.& de Toni)

Bagciligin  6nemli hastaliklarindan biri olan Mildiyé’niin (Plasmopara viticola)
fitoaleksin iiretiminde uyarict bir faktor oldugu Langcake and Pryce (1976) tarafindan
belirlenmistir. Yapraklarda, fitoaleksin iiretimi ile hastalik etmenine dayanim arasindaki
iliskiyi inceleyen Langcake (1981), P. viticola ile bulastiktan sonra V. vinifera
yapraklarinda resveratrol birikiminin en fazla 10 pg/g YA diizeyine ulasabildigini, buna
karsilik, V. riparia yapraklarinda stres tiriinlerinin daha hizli ve daha yiiksek miktarda
biriktirilebildigini belirlemistir. Bu tiirde baskin stilben bilesiginin e-viniferin (100 pg/g
YA ) oldugu izlenmistir. Bdylece, V. riparia’nin mildiydye dayanikli bir tiir olmasi,

hizli ve yiiksek stilben birikimi ile iliskilendirilmistir.
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Pezet et al. (2003), mildiyé bulasmis Chasselas (V. vinifera) yapraklarinda ilk kez
resveratroliin dehidromeri ve e-viniferinin izomeri olan &-viniferini tanimlamiglardir.
Aragtiricilar d-viniferinin (156 pg/g YA), resveratrol (50 pg/g YA) ve e-viniferine (87
ng/g YA) gore daha fungitoksik bir stilben bilesigi oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Tane Ciiriikliigii (Rhizopus stolonifer Ehrenb.)

Uziim tanelerinde hasattan sonra ¢iiriimelere neden olan etmenlerden olan Rhizopus
stolonifer fungusunun stilben fitoaleksinlerini uyarmadaki etkisini, resveratrol ve
pterostilben derisimleri diizeyinde inceleyen Sarig et al. (1997), liziim tanelerinde asir1

olgunluk ve ciirlime ile birlikte fitoaleksin bilesiklerinin azalmaya basladigini tespit
ederek, ciiriikliik etmenlerinin tek bagina hasattan sonra elisitor etkisi gdsteremeyecegini
belirtmislerdir. Calismada, hasat sonrasinda UV-C uygulamasi ile birlikte ¢iirlime
etmenlerine kars1t koyabilecek stilben bilesiklerinin iiretiminin uyarilabilecegi
belirlenmistir. Arastiricilar, hasat sonrasinda Rhizopus stolonifer bulastirilan tanelere
UV-C uygulamasi yapilmasinin da ardindan, 18 saat sonra resveratrol, 40 saat sonra
pterostilben bilesiklerinin yiiksek derisim degerlerinde sentezlendigini belirlemisler;
hasattan sonraki ¢iiriimelere karsi, stilben sentezini uyarict UV-C veya ozon

uygulamalariin etkili koruyucu 6nlemler olabilecegini vurgulamiglardir.

Kiilleme (Uncinula necator (Schw.) Burr. - Oidium tuckeri Berk.)

Kiilleme hastaliginin elisitdor olma etkisini yaprak (Langcake and Pryce 1976) ve
tanelerde (Romero-Pérez et al. 2001) inceleyen arastirmalarda, resveratrol ve “piceid”
bilesiklerinde artislar meydana geldigi izlenmis olmakla birlikte, stilben bilesikleri ile
kiillemeye dayanim arasindaki iliskinin kurulmasi yoniindeki bulgulara heniiz

ulagilamamustir.
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Bacillus ssp.

Asmalarda bakterilerin biyotik elisitdr etkileri de arastirilmistir. Ancak bu grup
etmenlerde ulasilan sonuglar toprak bakterilerine aittir. In vitro kosullarda Bacillus ssp.
(B-781) ile bulastirilan V. vinifera ve V. rupestris’e ait bitkiciklerde stilben iiretiminin
arttigr gozlenmistir (Paul et al. 1998). In vitro bitkiciklerin yapraklarinda resveratrol
birikimi artmus, bitkiler bakterilere ragmen yasama giiciinii devam ettirmistir. In vitro
bitkilerin yapraklarinda Olgiilen resveratrol miktar1 V. vinifera’da 78.3 pg/g YA, V.
rupestris de 31.0 ug/g YA olmustur.

Aspergillus spp.

Tanelerde stilben elisitorii olarak Aspergillus funguslarinin roliinii aragtiran Bavaresco
et al. (2003), A. carbonarius, A. ochraeus ve A. japonicus’un trans-resveratrol sentezini
uyarabildigini, ayn1 zamanda A. ochraeus’un, stilben bilesikleri igerisinde gii¢lii bir

fungitoksik bilesik olan piceattanol sentezini de aciga ¢ikardigini belirlemislerdir.

2.3.2 Abiyotik elisitorler

Stilben fitoaleksinlerinin, hastalik etmenleri disinda, abiyotik stres faktorleri tarafindan
da uyarilmasi, bitkilerde metabolizma sonucu dogal olarak var olan molekiiller etkisi ile
sentezlenebilecegi gibi digardan yapay uygulamalarla da ayni uyarici etkilerin elde
edilmesi miimkiin olmaktadir. Larronde et al. (2003), abiyotik elisitorleri, bitkilerde
kalitsal olan hastaliklara dayanim mekanizmalarin1 ¢alistiran, klasik pestisit
uygulamalarina alternatif veya tamamlayict etkenler olarak yorumlamiglardir.
Asmalarda stilben fitoaleksinlerinin sentezi ve birikimine neden oldugu belirlenen

abiyotik elisitorler lizerindeki ¢caligmalar asagida verilmistir.
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2.3.2.1 Ultraviyole (UV) 1s1m

Bitkilerde DNA protein ve ATPase hasarlar1 ve heniiz tam agiklanamamis bir ¢ok
sistemde hasar meydana getiren UV (B,C) 1sinlarinin, patojen ataklarina benzer bigimde
enzim, flavanoid ve fitoaleksin biyosentezlerini harekete gegirdigi, savunma
mekanizmasi ile ilgili gen ekspresyonlarini baslattigt ve PR (pathogenesis—related)
proteinlerin sentezini uyardig bilinmektedir (Chappel and Hahlbrok 1984, Green and
Fluhr 1995, Nawrath et al. 2002, Cantos et al. 2000, Melzoch et al. 2001, Bonomelli et
al. 2004).

UV 1sminin asmalarda stilben fitoaleksinlerinin iiretimine olan etkileri konusunda ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir. UV 1smimin basarili bir elisitor olarak asma
yapraklarinda (Langcake and Pryce 1977, Pryce and Langcake 1977, Pool et al. 1981,
Barlass et al. 1987, Sbaghi et al. 1995, Douillet-Breuil et al. 1999, Pezet et al. 2003) ve
tanelerinde (Creasy and Coffee 1988, Jeandet et al. 1991, Threlfall et al. 1999, Adrian
et al. 2000, Moriartry et al. 2001, Versari et al. 2001., Cantos et al. 2000, 2003,
Takayanagi et al. 2004) fitoaleksin birikimini baglattig1 ve artirdig1 belirlenmistir.

254 nm’lik UV-C 1s1n1, asmalarda resveratrol uyarimi i¢in uygulanabilir en etkili doz
olarak ifade edilmistir (Barlass et al. 1987). Yapraklara yapilan uygulamalarda, alt
(abaksial) ve iist (adaksiyal) yiizey uygulamalarin etkisinin farkli oldugu, ancak alt
ylizeylerin 1sinlanmasinin ~ stilben fitoaleksinlerinin iiretimini uyardigi goriisii,
(Langcake and Pryce 1976, 1977, Pool et al. 1981), Adrian et al. (1996) ve Sardi et al.
(2000)’un asma yapraklarmin her iki ylizeyinde de resveratrol sentezlendigini

belirlemeleri ile gecerligini yitirmistir.

Douillet-Breuil et al. (1999), V. rupestris, V. cinerea, V. labrusca ve V. vinifera
yapraklarinin alt ylizeylerine 15 dakika 254 nm UV 1smm1 uygulamasindan sonra
fitoaleksin sentezini incelemislerdir. Uygulamay1 takiben ozellikle resveratrol ve e-
viniferin sentezinin uyarildig1 ve Amerikan tiirlerindeki birikimin daha yiiksek diizeyde

gergeklestigi bulunmustur. Ornegin, 1smlamadan sonra, 48 saat icerisinde resveratrol
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seviyesi V. rupestris’ de 750 pg/g YA’a ulasirken, V. vinifera’da en yiiksek deger 200
ng/g YA olarak tespit edilmistir.

Uziim gesitlerinin tanenin olgunlasma doneminde gri kiife dayamim bakimindan farkli
ozellikler gostermesi, UV 1s1m1 etkisinden yararlanma olasiliginin arastirilmasina neden
olmustur. Creasy and Coffee (1988), bag ve sera kosullarinda yetistirilen liziimlere UV
1511 uygulamis ve sonug olarak tane etinde fitoaleksin {iretimi belirlenemezken, tane

kabuklarinda az miktarda ve diizensiz stilben iiretimi izlenmistir.

UV 1gmimnin hasat sonrasinda iiziim tanelerine uygulanmasi sonucunda da stilben
sentezinin arttig1 belirlenmistir (Threlfall et al. 1999, Cantos et al. 2000, 2003,
Moriartry et al. 2001). Bu bulgu, sofralik tiziimlerde hasat sonrasi uygulamalarda yeni

yaklagimlar ve teknikler agisindan degerlendirilebilir.

Sardi et al. (2000), tiirler aras1 melezler ile V. vinifera ¢esitlerinde resveratrol birikimini

en yliksek diizeyde arttiran abiyotik elisitériin UV 151m1 oldugunu vurgulamiglardir.

2.3.2.2 Kimyasal maddeler

Asmalarda stilben fitoaleksinlerinin sentezinde etkili oldugu belirlenen kimyasal
maddelerin, yaprak veya tane kabugu hiicrelerinde patojenler ile iliskili savunma
genlerinin uyarilmasinda sinyal molekiil olarak goérev yapmalar1 beklenmektedir. Bu
amagla, fungal hastalik etmenlerine karsi sistemik ilaclarin gelistirilmesinde veya
tiziimlerin depolanmasi sirasinda kullanilan kimyasallar ile fizyolojik ¢alismalarda PR
genlerle iligkili oldugu belirlenen igsel organik maddelerin, digsal uygulamalardaki

elisitor etkileri arastirilmistir.

Fungal hastalik etmenlerine kars1 gelistirilen sistemik ilaglarin igeriginde metal tuzlari,
ozellikle civa, bakir ve aliiminyum etken madde olarak yer almaktadir. Asmalarda
aliminyum kloriiriin (AlCl3) dogal savunma mekanizmasini harekete gegirme 6zelligini

aragtiran Adrian et al. (1996), Rupestris du Lot Klon T110 ve V. vinifera ¢esitlerinden
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Pinot noir c¢eliklerinin AICI; ile muamele edilmesinden sonra, elde edilen siirgiinde
resveratrol birikim diizeyini incelemislerdir. Tiirler arasinda mildiydye dayanim
bakimindan bilinen farkliliga paralel sonuglar elde edilmistir. Rupestris du Lot
¢esidinde, incelenen tim AICl; derisimlerinde (7-90 mM arasinda), resveratrol
tiretiminin meydana geldigi belirlenirken, Pinot noir ¢esidinin daha yiiksek derisimlerde
(22-70 mM) resveratrol {iretimine basladigi saptanmistir. Elde edilen bu sonuca gore
arastiricilar aliiminyumun, fitoaleksin birikimi yoluyla baglarda mildiyd miicadelesinde

kullanilabilecek ilaglarda yer almasinin 6nemini vurgulamislardir.

Aliiminyumun bir diger kimyasal bilesigi olan, organik fosetil-Al (aliiminyum etil
fosfit), 6zellikle Oomycetes funguslarina karsi sistemik fungusitlerin etkili maddesidir.
Fungusun metabolizmasima dahil olarak konukcu-patojen etkilesiminin fizyolojisini
degistirdigi bilinen bu madde, Vitis tiirlerinde de Plasmopara viticola’ya Kkarsi

kullanilabilecek bir bilesik olarak tanimlanmistir (Baveresco and Fregoni 2001).

Baglarda en yaygin olarak kullanilan tarimsal savas ilaclar1 bakir igerikli olanlardir.
Agir metallerden olan bakirin elisitor etkisinin incelendigi arastirma sonuglarindan ilki
Coulomb et al. (1999) tarafindan elde edilmistir. Mildiy6 ve gri kiif hastaliklarina kars1
bordo bulamaci ve bakir hidroksit uygulamasi yapilan iiziim g¢esitlerinde hasattan 21
glin sonra yapilan incelemelerde uygulama yapilmamis olanlara gore daha yliksek

stilben sentezi belirlenmistir .

Tinttunen and Lehtonen (2001), Fransa’da mildiydye kars1 yalniz bakir uygulamasina
izin verilen organik bag alanlarindan elde edilen 16 organik kirmizi sarap ile geleneksel
yetistiricilikten elde edilen 16 kirmizi sarabi resveratrol igerigi bakimindan
karsilagtirmiglardir. Organik saraplarda resveratrol derisimi ortalamasi 5.6 mg/l olarak
Olciiliirken, normal saraplarda 2.9 mg/l olarak Olgiilmiistiir. En yliksek resveratrol
derisimi ise 14.5 mg/l ile Loire bolgesinden saglanan organik kirmizi saraplardan elde

edilmistir.
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Bitki fizyolojisi kavramlari i¢erisinde ozon, bitkiler i¢in hava kirlilik etmenlerinden biri,
dolayisiyla bir stres faktorii olarak tanimlanmaktadir. Ancak son yillarda ozonun, bitki
patojenlerine karsi gelistirilen savunma mekanizmalarinda; etilen, salisilik asit gibi
onemli sinyal molekiillerini uyardigi, oksidatif dayanim mekanizmalarn ile ilgili
biyosentez yollarinin baglamasinda uyarict oldugu ve PR genleri lizerinde etkili oldugu

bildirilmektedir (Kangasjarvi et al. 1994, Sandermann et al. 1998).

Ozonun yukarida belirtilen etkilerini ayrintili olarak bildiren ve asmalarda stilben
fitoaleksinleri tlizerinde etkisi olmasi gerektigini vurgulayan Sarig et al. (1996), ozon
etkisinden yararlanmak i¢in pratik agidan en uygun donem olarak hasat sonrasi
depolama asamasinda uygulama yapilmasinmi tercih etmislerdir. Arastiricilar, Perlette,
Thompson Seedless, Zeiny ve Barlinka olmak {izere dort sofralik iliziim ¢esidinde
depolama sirasinda 6zel kosullarda ozon uygulamiglardir. Tim g¢esitlerde Onemli
clirliklik etmenlerinden biri olan Rhizopus stolonifer’in bulasma durumu ile stilben
bilesiklerinden resveratrol ve pterostilben {iretimini incelemislerdir. Sonugta, ozonun
cliriikliik etmeninin gelisimine kars1 basartyla kullanilabilecegini ve buna paralel olarak
cesitlerde her iki stilben bilesigi yoniinden basarili bir iiretimin elde edildigini

gostermislerdir.

Napolyon tliziim ¢esidinin 8 ppm dozunda ozon uygulamasi ile depolandigi kosullar,
kontrollii atmosfer ve sekiz farkli depolama kosulu ile karsilastirilmis, kalite kriterleri
kapsaminda, resveratrol ve “piceid” igerigindeki degisimler de incelenmistir. Uziimler
hasat edilip depoya alinirken o6lgiilen “piceid” ve resveratrol derisimlerinin, depolama
siiresi ve market kosullarini simiile eden siireler sonundaki degisimleri belirlenmistir.
Ozon uygulamasinda, piceid degisiminin ¢ok az buna karsilik, resveratroliin baslangic
miktarindan 3-4 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica ozon uygulamasi ile
kontrolli atmosfer kosullarinda yapilan muhafaza karsilastirilldiginda; ozon
uygulamasinin resveratrol derisiminde 2 kat artis meydana getirmesi ile yine one ¢ikan

depolama kosulu oldugu ifade edilmistir (Artés-Hernandez et al. 2003).
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Bitkilerde patojenlere karsi yerel veya sistemik dogal savunma mekanizmalarinin
harekete gecirilmesinde, bazi i¢sel organik maddeler sinyal molekiil olarak goérev
yapmaktadir. Bu maddelerin basinda salisilik asit (SA), etilen ve jasmonik asit (JA)
gelmektedir. Jasmonik asitin, kereviz yapraklarina gaz halinde uygulanmasi sonucunda
furanokumarin fitoaleksininin biyosentezini artirmasi sonucundan yola ¢ikan Larronde
et al. (2003), metil jasmonat (MeJa) uygulamasinin stilben birikimi tizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla, Cabernet Sauvignon ¢esidinin saksi asmalarina, kontrollii sera
kosullarinda gaz formunda MeJa uygulamiglardir. Yapraklarda piceid formunda stilben
birikimi meydana gelirken, tanelerde uygulama zamanina bagli olmak kosulu ile
resveratrol birikimi uyarilmistir. Arastiricilar elde ettikleri bulgulara goére Mela’in
asmalarin savunma mekanizmasinin kurulmasinda gaz formunda mesaj molekiilii olarak

calistigini vurgulamisglardir.

Igsel bitki hormonlarina fonksiyonel olarak benzerlik gosteren ve dogal savunma
mekanizmasi ile ilgili bir diger bilesik Benzotiadizol (BTH)’diir. Disaridan BTH,
uygulamalarinda stilben sentezi yoniinde ilging sonuglar elde edilmistir. Iriti et al.
(2004), Merlot iiziim cesidine ait tanelere, 0.3 mM BHT uygulamas: yaptiklar
calismada, resveratrol derisimini kontrolde 0.390 mg/kg olarak belirlerken, uygulama
yapilmis tanelerde 0.546 mg/kg olarak belirlemislerdir. Arastiricilar sonug¢ olarak
BHT nin resveratrol sentezini kontrole gore %40 oraninda artirdigin1 vurgulamislardir.
Buna karsin Bavaresco and Vezzulli (2006)’ya gore ise BHT, asma yapraklarinda

stilben sentezini uyarmamaktadir.

Bitkilerde stres metabolizmasinin 6nemli {irtinlerinden bir digeri de Absizik asit
(ABA)’dir. Bu 06zelligi nedeniyle disardan ABA uygulamalarinin etkisinin aragtirilmasi
da ilgi ¢ekici olmustur. Kyoho iiziim ¢esidinin tanelerinde ABA uygulamasinin kontrol

grubuna gore resveratrol derisimini 1.2 kat artirdig1 belirlenmistir (Ban et al. 2000).
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2.3.3 Yetistiricilik faktorleri

Bagcilik kiiltiirii kavrami kapsamindaki g¢esitli yetistiricilik uygulamalar1 genellikle birer
stres faktorii olarak asmalar etkilemektedir. Bu nedenle, yetistiricilik uygulamalarinin
fitoaleksin iiretimine katkida bulunma diizeyi ve etki mekanizmasinin belirlenmesi,
tiriiniin niteligi ve kalitesi tizerindeki etkileri nedeniyle 6nem tagimaktadir. Yetistiricilik
faktorlerinin bagimsiz etkilerinin belirlenebilmesine uygun arastirmalarin planlanmasi
oldukga deger tasimakla birlikte, bag kosullarinda bagimsiz sonuglara ulasmak miimkiin
olmamaktadir. Ancak, yetistiricilik kosullarinin etkilerinin 6nemi dikkate alinarak oncii

nitelikte ¢aligmalar gergeklestirilmektedir.

Anacg etkisi

Bu béliim, “Resveratrol Molekiiliiniin Ozellikleri ve Asmalardaki Fizyolojik Rolii”
baslig1 altinda incelenmis oldugu gibi tiir ve ¢esitler anlaminda asma genotiplerinin
fitoaleksin iiretim kapasitesi farklilik gdstermektedir. Bagcilik anlaminda ise asili bir
bitkide, anaglarin fitoaleksin iiretimi lizerinde 6nemli etkilerinin oldugu, resveratrol ve
diger stilbenik bilesiklerin iiretiminin, su ve mineral madde alimiyla etkilenebilecegi
bildirilmigse de (Bavaresco and Vezzuli 2006), heniiz anag etkisi konusunda bagimsiz

arastirma verilerinin sunuldugu kaynaklara ulasmak miimkiin olmamustir.

iklim

Iklim farkli bilesenleri ile bitkiler i¢in en dnemli stres faktorlerinden biridir. Bu nedenle,

stilben sentezi Uizerinde de dnemli etkilerinin olmasi beklenmektedir.

Iklimin bir &gesi olarak, bag alanlarmmn cografik konumu ile gesitlerin resveratrol
tiretimini iliskilendirmis olan arastirma sonuclart bulunmaktadir. Lamuella-Raventos
and Waterhouse (1993), Kaliforniya’nin kuzeyinde ve gilineyinde yetistirilen

liztimlerden elde edilen saraplarin resveratrol igeriklerini incelemisler ve serin
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ekolojilerde (kuzey) yetistirilen liziimlerden elde edilen saraplarin, 1yi giineslenen giiney
ekolojilerde yetistirilen iiziimlerden elde edilen saraplara gore daha yiiksek resveratrol

derisimine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Avrupa’da bagciligin en kuzey sinirlarindan biri olarak gosterilen Bohemya ve Moravya
bolgelerinde yetistirilen {iziimlerin; yaprak, tane kabugu ve saraplarinda resveratrol
iceriginin oldukca yiliksek oldugu bildirilmistir. Resveratrol diizeyindeki artisin,
bolgedeki diisiik sicakliga bagh olarak fungal hastalik etmenleri riskinin yiliksek olmasi
ve bu alanlarda hava kirlilik etmenlerinin yogun olmasi sonucu meydana gelen stres

etkisinden kaynaklandigi ileri stiriilmiistiir (Melzoch et al. 2001).

Anli et al. (2006), sarap tireticilerinin gesit ve ¢esidin elde edildigi bolgeyi belirttikleri
13 iizim ¢esidine ait 39 kalite kirmiz sarapta resveratrol ve diger fenolik bilesiklerin
derisimini incelemiglerdir. Elde edilen bulgulara gore en yiiksek resveratrol derisimi,
Giineydogu Anadolu bélgesi ¢esitleri olan  Okiizgozii-Bogazkere pacalinda
belirlenmistir (2.258 mg/l). En diisiik resverarol derisimi ise 0.421 mg/l ile Ada karasi

liziim ¢esidinin sarabindan elde edilmistir.

Resveratrol iiretimi lizerinde kuraklik etkisi hala {izerinde c¢alisilan bir konudur.
Avrupa’da pek ¢ok kurak alan bagcilik ile degerlendirilmeye calisilmakta, ayrica bag
alanlarinda sulama Onerilmemektedir. Martinez-Ortega et al. (2000), Ispanya’nin
giineyinde 1986 ile 1993 yillar arasinda iiretilmis, 14 kirmizi, 11 beyaz ve 28 sherry
tipi ticari sarapta yaptiklar1 calismada; kurak gegen yilda kirmiz1 saraplardaki toplam
resveratrol miktarini 0.038 mg/l, normal iklim kosullarinda ise 1.164 mg/l olarak
gozlemislerdir. Bavaresco and Vezzulli (2006) yiiksek sicakliklarin, diisiik sicakliklara

gore resveratrol derisiminde azalmaya neden oldugunu vurgulamislardir.

Yillik yagis ve hasattan dnceki nem miktar1 da stilben sentezi {izerine etkili bir faktor
olarak degerlendirilmistir. Yagis ile baglardaki fungal hastaliklar yakin iligkilidir

(Jeandet et al. 1995b). Tanelerdeki resveratrol sentezini baslatmak i¢in c¢iplak gozle
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belirlenemeyecek kadar diisiik fungus etkisi yeterlidir. Bu durumun olusabilmesi i¢in de

diisiik ya da orta diizeyde nem gereklidir.

Toprak

Resveratrol iiretimi iizerine; bitkinin besin maddesi ihtiyact gbz Oniine alindiginda
topragin etkili olmasi beklense de, bu etkileri agiklamaya yonelik ¢alismalar da oldukga

sinirlidir.

Giibreleme

Baglarin giibrelenmesinde azot, ana besin maddelerinden ve bitki fizyolojisini
diizenleyen minerallerden birisidir. Graham (1983)’a gdre azotun smnirli oldugu
kosullarda, sikimate sentez yolu degiserek stilben sentezini de igeren polifenol ve

alkoloid sentezi artmaktadir.

Bavaresco et al. (2001), 420 A anaci iizerine asili Cabernet Sauvignon Klon RS iiziim
cesidine ait bitkilerde diisiik ve yiiksek azot uygulamalarmin tanede resveratrol
iiretimine etkisini aragtirmiglardir. Elde edilen bulgulara gore hi¢ azot uygulanmayan
bitkilerin tanelerinde Olcililen resveratrol derisimi; 0.4 mg/kg iken, 4 g azot
uygulananlarda bu derisim 0.2 mg/g’a gerilemistir. 8 g ve 16 g azot uygulanan bitkilerin

tanelerinde ise resveratrol belirlenememistir.

Topraktaki kirecin stilben diizeyini etkiledigini vurgulayan Bavaresco et al. (2005),
kirece hassas bir anag olan 3309 C iizerine asili Merlot {iziim ¢esidine ait klonlar1 kiregli
ve kiregsiz topraklarda yetistirmislerdir. Elde edilen bulgulara goére iiziim cesitlerinde
tanede stilben birikiminin uyarildigini belirtmislerdir. Kiregsiz topraklarda yetistirilen
tizimlerin tanelerinde resveratrol derisimi 0.039 pg/g YA olarak belirlenirken, kiregli

topraklarda bu deger yaklasik % 635°lik bir artisla 0.25 pg/g YA olarak belirlenmistir.
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Resveratrol derisimi iizerine tropik bitkilerin 6z suyundan elde edilen ticari bir sivi
giibre olan Trim’in de etkisi incelenmistir. Enzimler, mineral maddeler ve vitaminler
bakimindan zengin bir bilesik olan Trim, Barbera c¢esidinin yapraklarinda trans-

resveratrol birikimini uyarmistir (Bavaresco and Vezzulli 2006).

Budama ve terbiye sekli

Budama siddeti ve asmalarin resveratrol diizeyi incelendiginde, asmalarda kis
budamasinin resveratrol derisimini etkilemedigi sonucuna ulasilmistir (Bavavesco and

Vezzulli 2006).

Terbiye sistemleri, yapraklarin ve salkimlarin mikroklimasini degistirmektedir. Bu
nedenle resveratrol diizeyini etkileme olasiligi daha yiiksektir. Threlfall and Morris
(1996) ile Bertamini and Mattivi (1999)’nin bulgular1 bu genel yaklasimi destekler
nitelikte olup, telli terbiye sistemlerinin, Cynthiana (V. aestivalis) ve Cabernet

Sauvignon saraplarinda resveratrol seviyesini olumlu etkiledigi belirlenmistir.

Golgeleme

Salkim golgeleme Kyoho ¢esidinde resveratrol derisimini etkilememistir (Ban et al.
2000). Salkimlarin kisa siireli giines 151g1na maruz birakilmasi, sicak yillarda resveratrol
sentezi igin tercih edilirken, bu uygulamanin serin yillarda ters tepki verdigi

belirlenmistir (Bertamini and Mattivi 1999).

Yaralama

Olgun tanelerin yaralanmasi ile tanelerde stilben {iretiminin arttig1 belirlenmistir. Buna
gore mekanik hasat sirasinda tanelerin yaralanmasinin bir abiyotik elisitor davranisi

gosterebilecegi diistiniilmektedir (Bavaresco et al. 1997b). Sardi et al. (2000), geng ve
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olgun asma yapraklarinda yaralamanin, yaralama yapilmamis kontrol yapraklarina gore

resveratrol diizeyinde 6nemli bir artisa neden olmadigini belirtmislerdir.

2.4 Asmalarda in vitro Kosullarda Resveratrol Uretme Calismalar

Aseptik kosullarda, yapay bir besin ortaminda, biitlin bir bitki, hiicre, doku veya organ
gibi bitki kisimlarindan yeni bir bitkinin {retilmesi olarak tanimlanan bitki doku
kiiltiirleri (Babaoglu vd. 2001), ikincil {riinlerin elde edilmesinde de basariyla
kullanilmaktadir (Knorr et al. 1993). Bu amagla en yaygin kullanilan doku kiltiirii

yontemleri, kallus kiiltiirleri ve bunlardan elde edilen hiicre siispansiyon kiiltiirleridir.

Geleneksel yontemlerle ayni kalitede ve siirekli iiretilemeyen ikincil triinler, in vitro
yontemler kullanilarak; ayn1 kalitede ve yiiksek saflikta siirekli olarak elde
edilebilmektedir (Ramachandra and Ravishankar 2002). Ayrica ikincil {iriinlerin
biyosentez mekanizmalarinin belirlenmesinde in vitro yontemler iyi bir model sistem

olusturmaktadir.

Asmada in vitro kosullarda resveratrol iiretimine yonelik ¢alismalar (Keller et al. 2000,
Commun et al. 2003, Tassoni et al. 2005, Bru et al. 2006, Zamboni et al. 2006) sinirl
sayida olup, bu calismalarda, en yiiksek resveratrol derisimini saglayacak etkili elisitorii
belirlemenin yani sira, stilben biyosentezi ve metabolizmasin1 diizenleyen ve artmasini

saglayan faktorler de belirlenmeye ¢alisiimistir.

Keller et al. (2000), Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidine ait kallus kiiltiirlerinde, elisitor
olarak UV 1s1n1 uygulamasinin resveratrol derisimine etkisini incelemislerdir. Elde
edilen sonuglara gore UV 1simm1 uygulanmamis kalluslarda, resveratrol iz miktarda
belirlenirken, UV 1s1n1 uygulamasindan 24 saat sonra kalluslarda resveratrol iiretimi
hizla artmaya baslamis (2.5 ng/g YA) ve bu artis 40. saate kadar devam etmistir (=20
ug/g YA). 72. saat sonunda ise resveratrol iiretimi belirgin bir sekilde azalma

gostermistir (=12 pg/g YA).
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Commun et al. (2003), V. vinifera gesitlerinden Chardonnay, Pinot noir ve Seyval ile
tiirler aras1 bir melez olan 41 B anacina ait protoplast kiiltiirlerinde resveratrol tiretimi
lizerine ¢alismiglardir. Arastiricilar, bu amagla genotiplere ait bitkileri in vitro
kosullarda yetistirmisler ve elde edilen bitkilerin yapraklarini eksplant olarak
kullanmiglardir. Caligmada yer alan genotiplere ait protoplast kiiltlirlerinde, resveratrol
ilk 24 saat igerisinde atmaya baslamis ve en yliksek resveratrol derigimi 2-7. giinde
Slcilmiistiir (=12 pg 1x10° protoplast). Kiiltiiriin birinci haftasindan itibaren, resveratrol
birikimi azalmaya baslamis ve 15. giinde en yiiksek resveratrol derisiminin %50’si

kadar bir azalma ile sonuglanmustir (= 6 pg 1x10° protoplast) .

Tassoni et al. (2005), Barbera iiziim ¢esidine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde,
resveratrol {iretimini saglamak ve artirmak amaciyla, JA (10 uM), MeJa (10 uM) ile
Na-ortovanedat (0.1-1 mM) elisitorlerinin etkilerini incelemislerdir. Elde edilen
sonuglara gore Na-ortovanedat’in her iki derisimi de trans-resveratrol {iretimini
etkilemezken, MeJa’in olduk¢a etkili bir elisitor oldugu belirlenmistir. JA’in ise

MelJa’tan daha az uyarici etkisinin oldugu gozlenmistir.

Bru et al. (2006), Gamay rouge, Monastrell albine ve Monastrell gren gesitlerine ait
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde degisik siklodekstrin (CD) uygulamalarinin (siilfo-
BCD, sikloheptamiloz (BCD), 2-hidroksipropil-BCD (HYPROB), Dimetil-p-
siklodekstrin (DIMEB), maltosi-BCD (G2-BCD)) resveratrol {iretimi iizerine etkilerini
incelemiglerdir. Uygulama yapilmamig kontrol grubunda resveratrol {iretimi
belirlenememistir. En etkili elisitor DIMEB olarak belirlenirken, siilfo-BCD’nin ise
resveratrol Uretimini uyarmadigi goézlenmistir. En yiiksek resveratrol derisimi

Monastrell albine ¢esidinde 14.8 mM olarak belirlenmistir.

Zamboni et al. (2006), V. vinifera gesitlerinden Pinot noir ve Merzling ile V. amurensis
ve V. riparia x V. berlandieri melezine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, resveratrol
tiretimine DIMEB’in etkisini incelemislerdir. Resveratrol {iretimi kallus dokusu fazinda
ve siiziintli fazinda ayr1 ayri belirlenmistir. Uygulama yapilmayan kontrol gruplarinda

Pinot noir kiiltiirleri hari¢, bir miktar resveratrol liretimi goézlenmistir. En yiiksek
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resveratrol derisimi, DIMEB uygulamasindan 48 saat sonra; V. riparia x V. berlandieri
melezine ait slispansiyon kiiltiirlerinin siiziintii (911.25 pg/g) ve doku fazinda (622.90
ng/g) elde edilmistir. En diisiik resveratrol iiretimi ise Merzling ¢esidine ait kallus

dokularinda gozlenmistir (3.91 pg/g).

2.5 Resveratroliin Biyolojik Etkileri

Resveratrol, ilk olarak 1930°lu yillarin baslarinda tibbi bir bitki olan Veratrum
grandifolium Loes. fil.’de tanimlanmis ve saglik tizerine etkileri, 6zellikle Cin ve Japon
bilim adamlar1 basta olmak iizere, bir¢ok bilim adami tarafindan uzun yillar
arastirtlmistir (Creasy and Creasy 1998). Polygonum cuspidatum bitkisinin koklerinden
Oziitlenen resveratrol, Japonya ve Cin’de halk tarafindan “kojo-kon” adiyla bilinen
geleneksel bir ilag olarak; hipertansiyon, damar tikaniklig, cilt iltihabi, alerji gibi bircok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Arichi et al. (1982) ve Kimura et al. (1983)
fareler lizerinde yaptiklar1 ¢calismalarda, bu ilacin karacigerde yag birikimini 6nledigini

ve kan-serum kimyasini diizenledigini belirlemislerdir.

Siemann and Creasy (1992)’nin saraplarda resveratrolii tanimlamalariyla birlikte,
resveratroliin saglik iizerine etkisi ile ilgili calismalar da hiz kazanmistir. Bu ¢alismanin
ardindan, Renaud and de Lorgeril (1992)’in koroner kalp hastaliklari ve Fransiz
Paradoksu iizerine yaptiklar1 c¢alisma dikkat cekicidir. Yiiksek oranda doymus yag
tiketimi ile koroner kalp hastaliklarindan Oliim orani arasinda pozitif bir iligki
olmasindan yola ¢ikan arastiricilar, Fransa’da koroner kalp hastaliklarindan 6lim
oraninin diisiik olmasini 1limli sarap tiiketimine (Fransiz Paradoksu) dayandirmislardir.
Jang et al. (1997)’a gore giinlik 375 ml kirmizi sarap tiiketimi, arasidonik asit
metabolizmasinit diizenlemektedir. Diger yandan, Moriarty et al. (2001), Siyah Korint
liziim ¢esidine ait 50 adet tane tiiketiminin, resveratrol iceren bir kadeh sarap ile ayni

diizeyde etkili olacagini vurgulamiglardir.
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Resveratrol 1stya dayanikli olmasi nedeniyle, bir ¢cok yiyecek ¢esidinde aktif formunu
(trans-resveratrol) koruyabilmekte, agiz yoluyla alindiktan hemen sonra sindirilmekte

ve hizla kana karismaktadir (Kuhnle et al. 2000, Bavaresco and Vezzulli 2006).

Resveratroliin; antioksidan, antitlimor ve antimutagen 6zellikleri nedeniyle insan sagligi
icin dogal bir kimyasal koruyucu oldugu belirtilmistir (Jang et al. 1997, Sardi et al.
2000, Moriarty et al. 2001). Resveratroliin saglik iizerine olumlu etkileri asagida

maddeler halinde verilmistir.

1. Koroner kalp hastaliklar riskini azaltmaktadir (Frankel et al. 1993, Kopp 1998,
Cui et al. 2002).

2. Kanser baslangicim1  geciktirmekte, gelisimini  yavaslatmakta  veya
engellemektedir (Falchetti et al. 2001).

3. Serbest radikal olusumunu engellemektedir (Kanner et al. 1994).

4. Trombosit toplanmasini engellemektedir (Kimura et al. 1985, Melzoch et al.
2001).

5. Diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu dnlemektedir (Frankel
et al. 1993, Belguendouz et al. 1998).

6. Triagilgliserol diizeyini diisiirmekte ve karacigeri lipit peroksidasyonundan
korumaktadir (Blond et al. 1995, Kuhnle et al. 2000).

7. C vitaminine gore 20-50 kat daha fazla etkili bir antioksidan oldugu i¢in immun
sistemi giiglendirmektedir (Celotti et al. 1996).

8. Iltihaplanmay1 engelemeye yardimci olmaktadir (Jang et al. 1997).

9. Anti alerjiktir (Cheong et al. 1999).

10. Siklooksigenaz ve hidroperoksidaz fonksiyonlarini engellemektedir (Jang and

Pezzuto 1997).

Bunlarin yani sira; son yillarda resveratrolun Alzheimer hastaligi lizerine etkisini

belirlemeye yonelik arastirmalar da yapilmaktadir (Falchetti et al.2001).
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Giliniimtizde, resveratrol kapsiil haline getirilerek ticari énem kazanistir. Kanada’da
Pharmascience sirketi tarafindan iretilen “Resverin” ile Amerika Birlesik
Devletleri’nde InterHealth adli sirket tarafindan piyasaya siiriilmiis olan ‘Protykin’

trans-resveratrol, i¢eren {iriinler arasinda onem kazanmistir (Haneke 2002).

31



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii’'nde 2003-
2007 yillart arasinda yiiriitiilmistiir. Tez ¢aligmasinin Kalecik karasi’na ait kiiclik bir
boliimii, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan desteklenen “Asmada
in vivo ve in vitro Kosullarda Resveratrol Uretim Veriminin Abiyotik Uyaricilar ile

Artirilmas1” konulu projenin bir alt boliimiinii olusturmaktadir.

Calismalar temel olarak; Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii,
Biyoteknoloji I Laboratuvari ve serasi, Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvarlari ile Bilim
Insan1 Yetistirme Projesinden (BIYEP) saglanan destek ile Cattolica Del Sacro Coure
Universitesi (Universita Cattolica Del Sacro Coure Piacenza-italya) olanaklarindan

yararlanilarak gerceklestirilmistir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan materyaller ve izlenilen yontemlere iliskin bilgiler agagida

verilmigtir.

3.1 Materyal

Calismada, kirmizi tane rengine sahip Kalecik karasi (Klon 12), Okiizgdzii, Ercis ve
Cabernet Sauvignon iiziim ¢esitleri iizerinde ¢alisilmistir. Kalecik karas1 ve Okiizgozii,
tilkemizin 6nde gelen kirmizi saraplik iiztim ¢esitlerindendir (Celik 2006). Ercis, Van ili
ve ¢evresine 6zgl kirmizi bir ¢esit olup; salkim ve tane morfolojisi dikkate alindiginda
saraplik-siralik degerlendirilmeye daha uygun olmakla birlikte, yérede sofralik veya
geleneksel amaglar i¢in de kullanilmaktadir (Uyak 2002). Yabanci kirmiz1 saraplik bir
lizim ¢esidi olan Cabernet Sauvignon ise tiim diinyada yliksek kaliteli saraplik ¢esitlerin

basinda gelmesi ile taninmaktadir (Celik 2006).
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Sekil 3.1°de, lizerinde ¢alisilan {izim ¢esitlerinin olgun salkimlarinin goriiniisii, Cizelge

3.1°de ise baz1 ozellikleri sunulmustur.

Sekil 3.1 Uziim gesitlerine ait olgup salkimlarin goriiniisii
Kaynak: Kalecik karasi, Okiizgdzii ve Cabernet Sauvignon {iziim gesitlerine ait
fotograflar, Prof. Dr. Hasan Celik’ten alinmistir.
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Cizelge 3.1 Uziim ¢esitlerine ait baz1 dzellikler*

Cesitler
Ozellikler
Kalecik karasi Okiizgozii Ercis C. Sauvignon
Cicek tipi Erdisi Erdisi Erdisi Erdisi
Tane rengi Mavi puslu siyah Gri puslu siyah Mavimsi siyah Mavi-gri puslu siyah
Tane iriligi Orta, 2-2.5 g Iri,6 g Kiigiik-orta, 2 g Kiigik, 1.5 g
Salkim sekli Kanatl konik Kanatl konik Dalli konik Konik-silindirik
Salkim iriligi | Kiiik-orta, 200 g Cok iri, 450-550 g | Orta, 250 g Orta, 230 g
Olgunlasma Orta mevsim Geg Orta mevsim Geg
Menekse-yakut renkli, | Ulkemizin en Saraplik-siralik Koyu renkli, yiiksek
¢eside 6zgii aromali, kaliteli kirmizi bir ¢esit olmakla | tanenli, menckse
dolgun ve dengeli saraplik birlikte, geside bukeli,
Kalite ] o o
. sarabi ile tilkemizin en | ¢esitlerinden 0zgii aromasi yaslandirmaya
Ozelligi o )
taninmis kirmizi birisidir. nedeniyle sofralik | uygun yiiksek
saraplik cesitlerinden olarak da kaliteli saraplik bir
birisidir. tiketilmektedir. gesittir.

* Uyak (2002) ve Celik (2006)’den yararlanilarak hazirlanmigtir

3.2 Yontem

3.2.1 Kallus kiiltiirii ¢calismalari

3.2.1.1 Eksplantlarin eldesi

Kallus kiiltiirii calismalarinda, yapraklar ve bogum aralar1 eksplant olarak kullanilmistir.
Eksplantlarin elde edilmesi i¢in {iziim ¢esitlerinden, kis dinlenme déneminde alinan ve
+4 °C’deki soguk hava deposunda, polietilen torbalar i¢erisinde muhafaza edilen
kalemlik ¢eliklerden hazirlanan iki gozlii ¢elikler kullanilmistir. Hazirlanan gelikler
serada 1:1:1 oraninda kum, perlit ve torf iceren polietilen torbalara dikilmistir. Eksplant
olarak kullanilacak yapraklar ve bogum aralari siirgiinlerin orta boliimiinden alinmistir.
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3.2.1.2 Eksplantlarin sterilizasyonu

Yaprak ve bogum aralar1 6nce ¢esme suyunda, daha sonra saf suda yikanmis, %0.01°lik
Tween 20 eklenmis, % 20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildikten
sonra, steril saf su ile 5’er dakika 3 kez ¢alkalanarak durulanmis ve dikime hazir hale
getirilmigtir.

3.2.1.3 Kallus kiiltiirlerinin kurulmasi

Kallus kiiltiirlerinde besin ortami olarak, Gamborg B-5 kati temel besin ortami (Sigma
G5893) kullanilmistir (Gamborg et al. 1968). Saf su igerisine litreye 3.2 g hazir besin
ortami katilmasiyla hazirlanan besin ortaminin pH degeri 5.7°ye ayarlanmistir.
Biiylimeyi diizenleyici madde olarak, kallus gelisimini artirict 1.0 uM BAP (6-
benzilaminopiirin) ve 0.1 uM 2,4-D (2,4-diklorofenoksi-asetik asit) eklenmistir (Keller
et al. 2000). Daha sonra sakkaroz (%2) ve agar (% 0.8 ) ilave edilmis besin ortami,
otoklavda 121 °C’de 20 dakika siireyle sterilizasyon islemine tabi tutulmustur

(Hatipoglu 1997).

Yaprak ve bogum aralarna ait parcalar, igerisinde 30 ml ortam bulunan 100x200
mm’lik petri kaplarina dikilmistir. Her ¢esit icin 15 petri ve her petri icerisinde 11
yaprak veya bogum arasina ait eksplant bulunacak sekilde dikim yapilmistir (Sekil 3.2).
Daha fazla yara alani olusturmak amaciyla, bogum aralar1 ortadan ikiye kesilerek
dikilmislerdir. iki farkl1 eksplant kaynagim, kallus kalitesi bakimindan test etmek icin
yapilan bu 6n g¢alisma sonucunda, yaprak eksplantlarindan daha nitelikli kalluslarin
(beyaz renkli ve gevrek yapili) elde edildigi belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu nedenle,
calismanin devaminda eksplant kaynagi olarak yapraklarin kullanilmasma karar
verilmigtir. Karanlikta ve 25 °C’de inkiibe edilen kalluslar , 21 giin ara ile iki defa alt
kiiltiire alinmistir. Ikinci alt kiiltiirden sonra kalluslar, taze ortamlara aktarilmistir. Bu
ortamlarda 12 ve 15 giin olmak {izere iki farkli asamaya gelinceye kadar gelistirilmistir.

Bu asamalar ¢caligmada “kallus yas1” olarak nitelendirilmistir.

35



Sekil 3.2 Kallus kiiltiirleri i¢in kullanilan eksplantlar (A: yaprak, B: bogum arasi)

Sekil 3.3 Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslar
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3.2.2 Elisitor (Uyaric) uygulanmasi

Calismada, elisitor olarak kisa dalga boylu UV 1s1gmnin etkisi incelenmistir. UV 151n
kaynag1 olarak, Vilber-Lourmat T-15C UV-C lamba kullanilmis ve Ortadogu Teknik
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Béliimii’nde test ettirilerek, dalga boyunun
254 nm oldugu belirlenmistir. Lambanin ¢alismada kullanilabilmesi i¢in uygun bir

diizenek kurulmustur (Sekil 3.4).

Calismada UV 15181 10 (Bais et al. 2000, Keller et al. 2000, Moriarty et al. 2001,
Commun et al. 2003) ve 15 dakika (Langcake and Pryce 1977, Jeandet et al. 1991,
Jeandet et al. 1995a, Douillet-Breuil et al.1999, Adrian et al. 2000) olmak tizere iki
farkli siire ile uygulanmistir. Bu amagla, 12 ve 15 giin yash kiiltiirlere, steril kabin

icerisinde petri kutularinin kapaklarinin agilmasi ile uygulama gerceklestirilmistir (Sekil

3.5).

Sekil 3.4 UV lambasiin kuruldugu diizenek
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Sekil 3.5 Kalluslara UV 1sininin uygulanmasi

UV kaynagina en uygun mesafenin 10 cm oldugu bildirildiginden (Bais et al. 2000 ve
Keller et al. 2000 ) bu uzaklik degeri esas alinmustir.

Uygulama yapilan kallus kiiltiirleri, 25 °C’de, karanlik kosullarda 24, 48 ve 72 saat
olmak iizere {i¢ farkli siirede inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi olarak {i¢ farkl

zamanin incelenmesi Douillet-Breuil et al. (1999)’a dayanilarak planlanmustir.

Inkiibasyon sonunda kalluslar 1g olacak sekilde tartilmis, aliiminyum folyolara sarilmis

ve analize kadar korumak amaciyla —80 °C’de saklanmaya alinmugtir.

Herhangi bir uygulama yapilmayan Kontol kalluslari, ikinci alt kiiltiirden sonra taze
ortama aktarilan 12 ve 15 giin yasl kalluslardan 1 g 6rnek igerecek sekilde alinmig ve

aliiminyum folyo igerisinde —80 °C’de analiz zamanina kadar korunmustur.
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3.2.3 Yiiksek basinch s1ivi kromotografisi (HPLC) ¢calismalar:

3.2.3.1 Kallus dokularindan resveratroliin 6ziitlenmesi

Resveratrol oziitlenmesi, Keller et al. (2000) tarafindan belirtilen yonteme gore
gergeklestirilmistir. Resveratrol oziitlenmesi agsamalari, akis semasi halinde Sekil 3.6’da

verilmistir.

Oziitler, analiz edilinceye kadar kahverengi ornek siselerinde -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Oziitlerin sicaklig1 oda sicakligina ulastiktan sonra, gézenek capi 0.45um
olan mikrofiltrelerden (millipore) renkli siselere siiziilmiis ve HPLC kolonuna 5 pl

enjekte edilmistir.

3.2.3.2 Stok soliisyonlarin hazirlanmasi ve kalibrasyon

HPLC’de resveratrol okumalarinin yapilabilmesi i¢in oncelikle standart maddeden stok
soliisyonlar1 elde edilmistir. Bunun icin saf madde halindeki trans-resveratrol (Sigma -
R5010 ) standardindan 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20, 30, 40 ppm’lik seri ¢ozeltiler metanol
ile hazirlanmigtir. Seri ¢ozeltilerde yapilan resveratrol okumalar ile standart kalibrasyon
egrisi cizilmistir (Sekil 3.7). Resveratrol okumalarmin yapildigi HPLC aleti ve

kullanilan programa iliskin ayrintili bilgiler Boliim 3.2.3.3’de verilmistir.
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Kallusun homojenize edilmesi
1 g donmus kallus dokusu/10 ml soguk aseton

|

Calkalayicida bekletme
30 dakika

|

Santrifiij
10 dakika, 3000 devir/dakika

|

Cokeltinin alinmasi

Cokeltinin ¢ozdiriilmesi
5 ml aseton
5 ml metanol

,

Santrifiij
10 dakika, 3000 devir/dakika

,

Azot gazi ile buharlastirma
40 °C’de su banyosu iginde

.

Son hacmin tamamlanmasi
2 ml’ye metanol ile

Sekil 3.6 Resveratrol 6ziitlenmesinin asamalar1
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Sekil 3.7 Resveratrol standart1 ile ¢izilen kalibrasyon egrisi

3.2.3.3 Resveratroliin HPLC ile analizi

Resveratroliin HPLC ile analizinde SSI LabAlliance Esence HPLC Workstation marka
HPLC cihazi, Jeandet et al. (1997)’a uyumlu olacak sekilde Phenomenex/Luna guard
kolon (5 um, 12.5 x 4.6 mm, ID), Phenomenex/Luna C18 kolon (5 um, 250 x 4.6 mm,
ID) ve UV-VIS dedektor sistemi ile birlikte kullanilmigtir. Trans-resveratrol dl¢timleri
icin 330, 374 ve 380 nm olmak iizere iic dalga boyunda tarama yapilmis ve 330 nm
dalga boyunda degerler elde edilmistir.

Hareketli (mobil) faz olarak asetonitril (HPLC safliginda, Merk) ve su kullanilmistir.

Olgiimlerde izlenen HPLC programi asagida verilmistir.
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HPLC programu:

Zaman Coziiciiler Basing
(dakika) % A % B (bar)
Asetonitril Su
0.00 10.00 90.00 200
18.00 85.00 15.00 200
23.00 85.00 15.00 200
30.00 10.00 90.00 200
35.00 10.00 90.00 200

Coziicliler HPLC cihazina yerlestirilmeden 6nce, 0.45 um’lik gézenek ¢apli membran
filtreden siiziilmiis ve havasi alinmistir. Hareketli faz akis hizi 1.0 ml/dakika olacak

sekilde ayarlanmustir.

3.2.3.4 Bilesik tanis1 ve hesaplama

Kromatogram {izerindeki pikler, tutunma siiresine (retention time) gore belirlenmistir.
Uygulanan analiz kosullarinda, trans-resveratrol icin tutunma siiresi 12.5 dakika
olmustur. Kallus 6rneklerinde trans-resveratrol tayini ile ilgili bir HPLC kromatogram
ornegi Sekil 3.8° de verilmistir. Kalibrasyon denkleminde degerler yerine konularak

gercek trans-resveratrol derisim degeri belirlenmistir.
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3.2.4 Sonuglarn istatistik degerlendirmesi

Uygulamalar ve deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Cesitlerde ve iki kallus yasinda;
(12 ve 15 giin yash)) UV 1511 uygulama siiresi ile inkiibasyon siiresi faktorlerinin
resveratrol derigsimi {izerine etkisi incelenmistir. Elde edilen Olgiim degerleri,
“Faktoriyel Diizende Tekrarlanan Olgiimlii Varyans Analizi Yontemi” ile
degerlendirilmistir (Winer et al. 1991). Farkliliklarin belirlenmesi amaciyla, ¢oklu
karsilastirma ydntemlerinden “Asgari Onemli Fark (AOF) Yéntemi” kullanilmistir.
Farkliliklar %1 6nemlilik (anlamlilik) diizeyinde (p<0.01) degerlendirilmistir. Istatistik
degerlendirmelerde STATISTICA (ver: 6.0) ve SPSS (ver:13.0) paket programlarindan

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 UV Isim Uygulama Siiresi ve Inkiibasyon Siiresinin Resveratrol Derisimine

Etkisi

Calismada, tlizerinde ¢alisilan iiziim cesitlerinde, 10 ve 15 dakika siire ile UV 1s1n1
uygulamalari ve {i¢ farkli inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen resveratrol uyarimi, 12
ve 15 giin yash kalluslarda ayri ayri olmak {iizere incelenmistir. Varyans analizi
sonuglarina gore liziim ¢esitlerinin tiimiinde “UV 151n1 uygulama siiresi x inkiibasyon
stiresi” etkilesimi istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). Bu nedenle, resveratrol
degisimine olan etkiler (1) aym1 UV 1511 uygulama stiresinde inkiibasyon siirelerinin
karsilagtirilmas1 ve (2) aym inkiibasyon siiresinde UV 1511 uygulama siirelerinin
karsilagtirilmast seklinde incelenmistir. Elde edilen bulgular, {iziim ¢esitlerine gore

asagida sunulmustur.

4.1.1 Kalecik karasi

Kalecik karas1 liziim ¢esidinin 12 giin yaslh kallus kiiltiirlerine ait bulgularin verildigi
Cizelge 4.1’den izlenebilecegi gibi, 10 dakika UV 1sim1 uygulamasi sonucunda,
kalluslarda 24 saat sonra 1.82 pg/g YA olarak dlgiilen resveratrol derigimi, 48. saatte en
yuksek deger olan 2.42 pg/g YA’a ulasmistir. Son inkiibasyon siiresi olan 72. saatte
resveratrol derisimi azalmis ve 1.59 pg/g YA olarak 6lciilmiistiir. 48. saatte ulasilan en
yiiksek resveratrol derigimi ile 24. ve 72. saatlerdeki resveratrol derisimleri arasindaki
fark istatistik olarak onemli bulunmustur. Resveratrol derisiminin inkiibasyon siirelerine

gore degisimi Sekil 4.1°de izlenebilir.

15 dakika UV 1s1n1 uygulamasinda, 10 dakika sonuglarina benzer sekilde, resveratrol
derisiminin, ilk 48 saat igcerisinde giderek arttig1 (24. saatte 1.95 pg/g YA) ve 48. saatte
en yiliksek degere ulastigi (2.16 pg/g YA), bundan sonraki 72. saatte ise hizla azaldigi
goriilmiistir (1.55 pg/g YA). Bu degerin, inkiibasyon siiresinin ilk dilimi olan 24. saat
degerinden de daha diisiik oldugu dikkat ¢cekmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1 Kalecik karasi iiziim ¢esidinde, 12 giin yasl kalluslarda, UV 1511 uygulama
ve inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
0 A 1.82°+£002b [A242°£004a |A 1.59°£0.02 c|1.94£0.15
15 A 195 +006b |B 216 +0020a |A 1.55 +0.03 c|1.88+0.11
Ortalama 1.88 +0.046 2.29+£0.07 1.57 £0.01

Kontrol grubu ortalamasi: 0.96 + 0.05

AOF =0.14

Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Ayni siitunda farkli biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).

\S]
|

Resveratrol derisimi ( ug/g YA)

Kontrol 24 sa 48 sa 72 sa

Inkiibasyon siiresi (saat)
—— 10 dakika —#%— 15 dakika

Sekil 4.1 Kalecik karasi iiziim ¢esidinde, 12 giin yash kalluslara, 10 ve 15 dakika UV
1311 uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri
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Her iki UV 1511 uygulamasi sonuglari, herhangi bir uygulamanin yapilmadigi kontrol
grubu kalluslarindan elde edilen 0.96 pg/g YA degeri ile karsilastirildiginda,
uygulamalardan elde edilen resveratrol derisim degerlerinin, kontrol grubundan daima

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

UV 1s1n1 uygulamalart ve inkiibasyon siireleri arasindaki interaksiyonun énemli olmasi
nedeniyle, UV 1smn1 uygulamalar1 arasindaki farklilik, inkiibasyon siirelerine bagh
olarak incelenmistir. Her iki UV 1511 uygulama siiresi i¢in, en yiiksek resveratrol
derisiminin elde edildigi 48. saat Ol¢limleri karsilastirildiginda, 10 dakikanin 15
dakikadan daha etkili oldugu ve bu etkinin istatistik olarak da énemli oldugu sonucu
elde edilmistir. Diger taraftan, 10 ve 15 dakika UV 1s1n1 uygulama siiresinin, 24. ve 72.
saatlerdeki resveratrol birikimine etkisi onemli bir farklilik gdstermemistir. 24. saatte
analiz edilen kallus dokularinda, 10 dakika uygulamasi sonucunda; 1.82 ng/g YA, 15
dakika uygulamasi sonucunda ise 1.95 ug/g YA resveratrol saptanmistir. 72. saatte
yapilan analiz sonucunda ise sirasiyla 1.59 ve 1.55 ug/g YA diizeyinde resveratrol

belirlenmistir.

Cizelge 4.2’de sunulmus olan 15 giin yash kalluslardan elde edilen veriler
incelendiginde; kontrolde 0.56 pg/g YA olarak Slgiilen resveratrol derisimine karsilik,
10 dakika UV 1sin1 uygulamasi sonucunda, 24. saatte derisim 1.73 pg/g YA degerine,
48. saatte ise 2.42 pg/g YA degerine ulagsmistir. 72. saatte ise 1.60 pg/g YA diizeyine

geriledigi belirlenmistir.

Ayni yastaki kalluslara (15 giin yasl), 15 dakika UV 1511 uygulamasindan elde edilen
sonuclar, benzer sekilde 48. saate kadar artis ve bundan sonraki 6l¢lim zamani olan 72.
saate ise azalig ile sonuclanmistir. Buna gbre 24 saat sonra yapilan okumalarda; 1.50
ng/g YA’dan 48 saat sonra 1.89 ug/g YA’a ulasmis olan resveratrol derisimi, 72 saat
sonunda 1.29 pg/g YA’a gerilemistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2 Kalecik karasi iiztim ¢esidinde, 15 giin yash kalluslarda, UV 151n1 uygulama

ve inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (nug/g YA) etkileri

U}égu lama Inkiibasyon Siiresi (saat)
uresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 A 173£003b [A 2427010 a [A 1.60°+0.10 b [ 1.91+0.16
15 B 1.50°+0.10 ab [ B 1.89"+0.09 a [A 1.29°+0.09 b | 1.56+0.11
Ortalama 1.62+0.13 2.15+0.16 1.45+0.06
Kontrol grubu ortalamasi : 0.56 + 0.01
AOF = 0.40
Ayni satirda farkli kiiciik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Aynut siitunda farkl biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak 6énemlidir (p<0.01).
3 -
<
b
20
en
22
E
§
e
s 17
Z
O
(=2
0
Kontrol 24 sa 48 sa 72 sa

—&— | () dakika —®— 15 dakika

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.2 Kalecik karasi iiziim ¢esidinde, 15 giin yash kalluslara, 10 ve 15 dakika UV
15101 uygulamalarimin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri

10 ve 15 dakika siireli UV 1sm1 uygulamalar karsilagtirildiginda, 12 giin yash

kalluslarda, 24 saat sonra yapilan ilk analizde, UV 1511 uygulama siireleri arasinda
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onemli bir farkliligin ortaya ¢ikmadigi degerlere ulagilmistir. Resveratrol birikimi 10
dakika uygulamasi ile 1.82, 15 dakika uygulamasinda ise 1.95 pg/g Y A’a ulasmistir. 48.
saatte yapilan ikinci 6l¢lim degerleri ise ulasilan en yiiksek resveratrol birikim degerleri
olup, 10 dakika i¢in 2.42, 15 dakika i¢in 2.16 pg/g YA olarak Sl¢iilmiistiir. Bu asamada
istatistik farklilik 6nemli oldugundan, 10 dakika UV 1sin1 uygulamasinin daha basaril
bir etki yaptig1 kabul edilmistir. Resveratrol derisiminin azaldigir 72. saatte, UV 151m
uygulamalar arasindaki fark 6nemli olmayip; sirastyla 1.59 ve 1.55 pg/g YA olarak

Olciilmiistiir.

15 giin yash kalluslarda ise 24. ve 48. saatlerde 10 dakika UV uygulamasindan elde
edilen resvertrol derisiminin, 15 dakika UV uygulamasindan elde edilen degerlerden
daha yiiksek oldugu, 72. saatte ise her iki UV 1511 uygulama siireleri arasinda,
resveratrol derisimine etki bakimindan fark olmadigi dikkat ¢ekmektedir. Bununla
birlikte, hem 10 dakika hem de 15 dakika uygulamasi, 48. saat sonunda en iyi

resveratrol birikimine ulagildigini gostermistir.

4.1.2 Okiizgozii

Okiizgdzii {iziim cesidinde, 12 giin yash kallus Kkiiltiirlerine ait bulgularm topluca
sunuldugu Cizelge 4.3’den goriildiigii gibi 10 dakika UV 1s1n1 uygulamasi sonucunda,
kalluslarda 24 saat sonra 5.54 pug/g YA olarak olciilen resveratrol derisimi, 48. saatte
yaklagik 8 kat artarak en yliksek degere (40.06 pg/g YA) ulasmis ve 72. saatte hizli bir
azalma ile 2.54 pg/g YA’a gerilemistir. Kallus kiiltlirlerinin inkiibasyon siirelerinde
meydana gelen bu degisim Sekil 4.3’de sunulmus olan grafikten de kolaylikla

izlenebilir.
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Cizelge 4.3 Okiizgozii iiziim ¢esidinde, 12 giin yash kalluslarda, UV 15101 uygulama ve
inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Stiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama

10 B 5.54°+0.005 b |B 40.06"+0.05 a |B 2.54+0.02 ¢ | 16.04+7.61

15 A 658 +£0.070 ¢ | A 62237 +£0.10 2 | A10.29°£0.10 b | 26.36+£11.36

Ortalama 6.06 +0.30 51.14 £ 6.40 6.41 +£2.23

Kontrol grubu ortalamasi : 2.37 + 0.02

AOF =0.30

Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01).
Aynut siitunda farkli biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).
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Sekil 4.3 Okiizgdzii iiziim cesidinde, 12 giin yash kalluslara, 10 ve 15 dakika UV 151m
uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri
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15 dakika UV 1511 uygulamasinda ise 24. saatte 6.58 ng/g YA olarak ol¢iilen ortalama
resveratrol derisimi, 48. saatte yaklasik 10 kat artarak 62.23 pg/g YA’a yiikselmis, 72.
saatte ise azalma gostererek 10.23 pg/g YA’a diismiistiir. Kallus kiiltiirlerinde en yiiksek
resveratrol derisimi 48. saatte, en diislik resveratrol derisimi ise 24. saatte Olclilmiis
olup, inkiibasyon siireleri arasinda resveratrol birikim verileri arasindaki farkliliklar

istatistik olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Her iki UV 1511 uygulamasi sonuglari, herhangi bir uygulamanin yapilmadig: kontrol
grubu kalluslarindan elde edilen 2.37 pg/g YA degeri ile karsilastirildiginda,
uygulamalardan elde edilen resveratrol derisimi ortalamalarinin tiimiiniin, kontrol grubu

ortalamasindan daha ytiiksek oldugu goriilmektedir.

12 giin yash kallus kiiltiirlerinde, 10 ve 15 dakika siireli UV 1smmin etkileri
karsilagtirildiginda, her ii¢ inkiibasyon siiresinde de 15 dakikanin, 10 dakika
uygulamasindan daha yiiksek diizeylerde resveratrol birikimine neden oldugu, en
ylksek derisimin ise 62.23 pg/g YA olmak iizere 15 dakika UV 1511 uygulamasi ve 48.

saat sonunda elde edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.4°de ise Okiizgdzii iiziim ¢esidinde 15 giin yash kalluslardaki bulgular toplu
olarak verilmistir. Kontrolde 1.94 ng/g YA olarak odlgiilen resveratrol derisiminin; 15
giin yash kalluslara, 10 dakika UV 1511 uygulamas: sonucunda; 24. saatte 8.23 pg/g
YA, 48. saatte 41.98 pg/g YA ve 72. saatte de 2.94 pug/g YA oldugu belirlenmistir. 15
dakika UV 1s1m1 uygulamasinda ise 24. saatte 19.86 ng/g YA olarak Olg¢lilmiis olan
resveratrol derigimi, 48. saatte 22.79 ng/g YA’a ulasmis ve 72. saatte 20.28 pg/g YA’a
gerilemistir (Sekil 4.4).

Diger yandan, 10 ve 15 dakika UV 1s1m1 uygulamalar karsilastirildiginda; 24. ve 72.
saatlerde, 15 dakika siireli uygulamanin, daha yiiksek (sirasiyla 19.86 ug/g YA ve 20.28
ug/g YA) birikimine neden oldugu, 48. saatte 10 dakika UV 15m1 uygulamasi ile bu
gruba ait tiim veriler icerisindeki en yiiksek derisim degeri olan 41.98 pg/g YA’a

ulastig1 saptanmustir.
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Cizelge 4.4 Okiizgozii iiziim ¢esidinde, 15 giin yash kalluslarda, UV 15101 uygulama ve
inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 B 823'+£0.10b | A 4198 +0.10 a |B 294" +0.02 ¢ 17.71 +7.73
15 A 19.86 +£0.02 ¢ |B 22.79°+0.09 a |A2028 +0.01 b |20.97+0.57
Ortalama 14.04 +3.35 32.38 +5.54 11.61 +5.00

Kontrol grubu ortalamasi : 1.94 + 0.04

AOF =0.32

Avyni satirda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Ayni siitunda farkl: biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).
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Sekil 4.4 Okiizgdzii {iziim ¢esidinde, 15 giin yasl kalluslara, 10 ve 15 dakika UV 1511
uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri
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4.1.3 Ercis

Ercis tliziim ¢esidinde, 12 giin yash kallus kiiltlirlerine ait bulgular Cizelge 4.5’de
verilmigtir. 24, 48 ve 72. saatlerdeki resveratrol derisimi ortalamalar1 arasindaki farklilik
istatistik olarak Onemlidir (p<0.01). Kalluslara 10 dakika UV 1sm1 uygulamasi
sonucunda, 24. saatte 4.31 ug/g YA olarak Olgiilen resveratrol derigimi, 48. saatte
yaklagik 16 kat artarak en yiiksek degere (66.39 ng/g YA) ulasmis ve 72. saatte hizli bir
azalma ile 8.27 ng/g YA’a gerilemistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.5 Ercis liziim ¢esidinde, 12 giin yasl kalluslarda, UV 1sm1 uygulama ve
inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 B 431°£001 ¢ |A 6639 £0.06 a |B 827 £0.05b |26.32+12.69
15 A 755 +£0.03c |B28.63°+£022a |A 891 +£0.13 b |15.03+ 4.30
Ortalama 5.93+0.93 4751+ 10.90 8.59+0.19

Kontrol grubu ortalamasi : 2.29 = 0.03

AOF =0.49

Ayni satirda farkli kiiciik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Aynut siitunda farkl biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).

15 dakika UV 1sin1 uygulamast sonuglarinin yer aldigi Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’den
izlenebilecegi gibi 24. saatte resveratrol derisimi, 7.55 pg/g YA olarak olgiiliirken, bu
deger, 48. saatte yaklasik 4 kat artarak, 28.63 ng/g YA’a yiikselmis ve 72. saatte ise
891 pg/g YA’a digmiistiir. Bu uygulamada da inkiibasyon siireleri arasindaki

farkliliklar 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.5 Ercis iiziim ¢esidinde, 12 giin yash kalluslara, 10 ve 15 dakika UV 151m
uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri

Her iki UV 1s1n1 uygulamasi sonuglari, herhangi bir uygulamanin yapilmadigi kontrol
grubu kalluslarindan elde edilen 2.29 pg/g YA degeri ile karsilastirildiginda,
uygulamalarin tiimiinde resveratrol derisimi kontrol grubundan istatistik olarak 6nemli

derecede yiiksek bulunmustur.

10 ve 15 dakika stireli UV 1s1n1 uygulamalar1 karsilastirildiginda; 10 dakika UV 11
uygulamasi ve 48 saat bekleme siiresi sonunda ulasilan resveratrol derisimi (66.39 pg/g
YA) belirgin bir sekilde tiim sonuglarin tizerindedir. Ancak 10 dakikaya gore 24 ve 72.
saatlerde daha iyi goriinen 15 dakika uygulamasi sonuglarinin (7.55 ve 8.91 ug/g YA),
bu grubun 48. saat degeri olan 28.63 ng/g YA’tan yaklasik 4 kat daha az oldugu goz

ard1 edilmemelidir.

Cizelge 4.6’da goriildiigi lizere, kontrol grubunda 1.32 pg/g YA olarak o6lgiilen
resveratrol derisiminin, 15 giin yasl kalluslara 10 dakika UV 1511 uygulamasi
sonucunda, 24. saatte 3.26 pug/g YA, 48. saatte 30.70 pg/g YA ve 72. saatte ise 8.42
ng/g YA oldugu belirlenmistir. 15 dakika UV 1s1mm1 uygulamasinda ise resveratrol
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derisimi; 24. saatte 6.98 ng/g YA olarak ol¢iiliirken, 48. saatte bu deger 30.96 pg/g
Y A’aulagsmig ve 72. saatte ise 19.75 pg/g YA’a gerilemistir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.6 Ercis iliziim c¢esidinde, 15 giin yasl kalluslarda, UV 1gm1 uygulama ve
inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA ) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 B 326 £0.01 ¢ |B 30.70°+0.02a |B 842°+0.01 b |14.12+5.32
15 A 698°+£0.03 c |A 3096 +£005a [A19.75 £0.03b | 19.23 +4.38
Ortalama 5.12+1.07 30.83 + 0.07 14.08 +3.27

Kontrol grubu ortalamasi : 1.32 +0.02

AOF =0.14

Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Ayni siitunda farkl biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).

10 ve 15 dakika siireli UV 111 uygulamalarinin, 15 giin yash kalluslardaki etkileri
karsilastirildiginda; 15 dakika uygulamasinda elde edilen resvertrol derigsiminin, 10
dakika uygulamasindan elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu ve dolayisiyla, 15
dakika UV 1smi1 uygulamasinin, Ercis iizim ¢esidinde yiiksek resveratrol iiretiminde

daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Diger yandan, Ercis liziim ¢esidinde, 12 giin yasl kalluslaral0 dakika UV 1sm1
uygulamas1 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda elde edilen 66.39 pg/g YA
resveratrol birikim degeri, biitiin ¢esitlerde ve uygulamalarda belirlenen en yiiksek

deger olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.6 Ercis iiziim ¢esidinde, 15 giin yash kalluslara, 10 ve 15 dakika UV 1511
uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derisimine etkileri

4.1.4 Cabernet Sauvignon

Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidinde, 12 giin yasl kallus kiiltiirlerine ait bulgular
Cizelge 4.7°de verilmistir. 10 dakika UV 1smm1 uygulamasi sonucunda, Cabernet
Sauvignon kalluslarinda 24 saat sonra 1.49 pg/g YA olarak ol¢iilen resveratrol derisimi,
48. saatte en yiiksek deger olan 62.66 pg/g YA’a ulasmis ve 72. saatte azalma
gostererek 28.27 pg/g YA’a dismiistiir. 48. saatte ulasilan en yiiksek resveratrol
derigimi ile 24. ve 72. saatlerdeki resveratrol derisimi arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. Resveratrol derisiminin inkiibasyon siirelerine gore degisimi Sekil 4.7°de

izlenebilir.
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Cizelge 4.7 C. Sauvignon liziim ¢esidinde, 12 giin yash kalluslarda, UV 1511 uygulama
ve inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 A149+009 c| A 6266040 a | B 2827°£0.02 b | 30.80+11.19
15 A 121+001 ¢| B 5847 +0.11a | A 53.81°+0.07 b | 37.83 +11.61
Ortalama 1.35+£0.08 60.56 + 1.22 41.04 +7.37

Kontrol grubu ortalamasi : 0.85 + 0.04

AOF =0.77

Ayni satirda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Aynut siitunda farkl biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.01).

~~ 70 7

.

o0 60 -

2 50 -

E 40 -

5 30 -

o

§ 20 ~

> 10 -

(]

M O 7#

Kontrol 24 sa 48 sa 72 sa
—a— 10 dakika == 15 dakika Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.7 Cabernet Sauvignon {iziim ¢esidinde, 12 giin yasl kalluslara, 10 ve 15 dakika
UV sin1 uygulamalarinin inkiibasyon stiresince resveratrol derigimine etkileri

15 dakika UV 151n1 uygulamasinda ise 10 dakika sonuglarina benzer sekilde, resveratrol

derisiminin, ilk 48 saat igcerisinde giderek arttig1 (24. saatte 1.21 pg/g YA) ve 48. saatte
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en yiiksek degere ulastig1 (58.47 ug/g YA), bundan sonraki 72. saatte (53.81 pug/g YA)
ise azaldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7).

Cabernet Sauvignon ¢esidinin 12 giin yash kalluslarinin kontrol grubunda 0.85 ng/g YA
olarak ol¢iilmiis olan resveratrol derisimi, gerek 10 dakika gerekse 15 dakika UV 151
uygulamalarindan sonra ilk 24 saatte Onemli bir artis gostermemistir. UV 1sm1
uygulamalarinin etkisi 48. saatte ortaya ¢ikmis ve istatistik olarak da énemli bulunan 10
dakika uygulama sonrasinda 62.66 pg/g YA’a, 15 dakika uygulamasi ile 58.47 pg/g
YA’a ulasmistir. Bundan sonraki Ol¢iimiin yapildigi 72. saatte ise onceki cesitlerde
oldugu gibi azalma baglamigsa da, degerler hem kontrol grubundan hem de 24. saatteki

degerden daha yiiksek bulunmustur.

Her iki UV 151n1 uygulama siiresi i¢in de en yiiksek resveratrol birikiminin elde edildigi
48. saatte 10 dakika ve 15 dakika uygulamalar1 karsilastirildiginda, 10 dakika
uygulamasinin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik, 24. saatte 10 ve 15
dakika siireli UV uygulamalar1 arasinda énemli bir fark belirlenememis, 72. saatte ise

15 dakika 10 dakikadan daha etkili bulunmustur.

Cizelge 4.8’de verilmis olan 15 giin yash kalluslara ait verilerin incelenmesinden
goriilecegi gibi  kontrol grubunda 0.45 pg/g YA olarak olgiilen resveratrol
derisiminin,10 dakika UV 1s1m1 uygulamasi sonucunda, 24. saatte 4.45 png/g YA, 48.
saatte 18.12 ng/g YA ve 72. saatte ise 3.94 pg/g YA oldugu belirlenmistir. 15 dakika
UV 1511 uygulamasindan 24 saat sonra yapilan okumalarda ise resveratrol derisimi;
17.46 ng/g YA olarak olgiiliirken, 48 saat sonra bu deger 28.41 pg/g YA’a ulasmis ve
72. saat sonunda 14.20 ug/g YA’a kadar gerilemistir (Sekil 4.8). Bu degerlere gore her

iki uygulamadan elde edilen en yiiksek verimlilik degerleri 48. saatte elde edilmistir.
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Cizelge 4.8 C. Sauvignon liziim ¢esidinde, 15 giin yash kalluslarda, UV 1511 uygulama
ve inkiibasyon siirelerinin resveratrol derisimine (ng/g YA ) etkileri

Uygulama Inkiibasyon Siiresi (saat)
Siiresi
(dakika) 24 48 72 Ortalama
10 B 445 +£003b | B 18.12°+0.10a | B 3.94°£0.10 b | 8.83+2.93
15 A1746 034 b | A 28417002 a | A 1420°£0.01 ¢ |20.02+2.72
Ortalama 10.95+3.75 2326 +2.97 9.07 £2.96

Kontrol grubu ortalamasi : 0.45 + 0.01

AOF = 0.67

Ayni satirda farkli kiiciik harfi alan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
Aynut siitunda farkl biiyiik harfi alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).

*Kontrol grubundan olan farki istatistik olarak 6énemlidir (p<0.01).

Diger yandan, UV uygulama siireleri arasindaki farklilik, 24, 48 ve 72. saatlerin

tiimiinde 15 dakika UV uygulamasi lehine farklilik gézlenmistir
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Sekil 4.8 Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidinde, 15 giin yasli kalluslara, 10 ve 15 dakika
UV 1s1n1 uygulamalarinin inkiibasyon siiresince resveratrol derigimine etkileri
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4.2 Uziim Cesitlerinin Resveratrol Uretim Kapasiteleri Bakimindan Karsilastirilmasi

Calismanin, yapilan istatistik degerlendirmelerinde, UV 1511 uygulama siiresi ile
inkiibasyon siiresi etkilesiminin dnemli bulunmus olmasi, cesitlerin istatistik anlamda
karsilastirilmasinin uygulamalara gore yapilmasi kosulunu ortaya ¢ikarmistir. Calisilan
dort liziim ¢esidinde de, her iki kallus yasi, ve her iki UV 1511 uygulama siiresinde, en
yiiksek resveratrol birikiminin, uygulamadan 48 saat sonra elde edildigi belirlenmis
oldugundan, iizim cesitleri, 48. saatte ulasilan bulgular dikkate alinarak

karsilastirilmigtir. Cesitlerin arasindaki farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur.

Sekil 4.9’ dan izlenebilecegi gibi 12 giin yash kalluslarda, 10 dakika UV 1sin1
uygulamasi sonrasinda 48. saatte en yiiksek resveratrol birikimi Ercis {iziim ¢esidinde
belirlenmistir (66.39 pg/g YA). Ikinci sirada yer alan Cabernet Sauvignon cesidinde
ulasilan derisim degeri 62.66 pg/g YA olup, bu cesidi 40.06 pg/g YA degeri ile
Okiizgdzii izlemistir. Kalecik karasi ¢esidinin ayn1 kosullardaki verimi son derece diisiik
olmus ve 2.42 ng/g YA ile son sirada yer almistir. Ayni yastaki kalluslarin 15 dakika
stireyle UV 1s1n1 ile muamele edilmesinden sonra, en yiiksek birikimin elde edildigi 48.
saatin siralamas1, Okiizgdzii (62.23 pg/g YA), Cabernet Sauvignon (58.47 pg/g YA),
Ercis ( 28.63ng/g YA) ve yine olduke¢a diisiik verimlilik degeri ile son sirada yer alan
Kalecik karas1 (2.16 pg/g YA) seklinde gerceklesmistir (Sekil 4.9).

15 giin yash kalluslardaki uygulamalarda da en yiiksek degerlerin elde edildigi 48. saat
verilerine gore ¢esitler karsilastirildiginda, siralamadaki yerleri degismekle birlikte
Okiizgdzii, Ercis ve Cabernet Sauvignon, Kalecik karasi’ndan énemli derecede yiiksek
resveratrol birikimleri ile ilk {i¢ii olusturmuslardir. 10 dakika UV 1s1in1 uygulamasinin
48. saatinde, Okiizgozii cesidi 41.98 pg/g YA ile en yiiksek birikimin elde edildigi cesit
olmustur. ikinci sirada Ercis (30.70 pg/g YA), ligiincii sirada ise Cabernet Sauvignon
(18.12 pg/g YA) yer almistir. Kalecik karas1 2.42 pg/g YA ile en diisiik birikimin elde
edildigi genotip olarak kaydedilmistir. 15 dakika uygulamasi sonucunda ise 30.96 pg/g
YA Ercis en iyi derisim degerine sahipken, bu ¢esidi Cabernet Sauvignon (28.41 pg/g
YA) ve Okiizgozii (22.79 pg/g YA) izlemistir. En diisiik birikim yine Kalecik karasi
cesidinde (1.89 png/g YA) elde edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 12 giin yasl kalluslarda uygulamalara gore iiziim ¢esitlerinin resveratrol
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Sekil 4.10 15 giin yash kalluslarda uygulamalara gore {iziim ¢esitlerinin resveratrol

birikimlerinin karsilagtirilmasi
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4.3 Kallus Yaslarmin Resveratrol Uretimine EtKkisi

Calismada, 12 ve 15 giin yash kalluslarda elde edilen sonuglara gore, en uygun kiiltiir
yasinin Onerilebilmesi i¢in faktorler arasinda etkilesim bulunmasi sebebiyle, UV 1s1n1
uygulama siiresi ve inkiibasyon siiresine bagli kalinarak karsilagtirma yapilmistir. Bu
nedenle karsilastirma yapilirken, tizerinde caligilan tiim cesitlerde en yiiksek resveratrol

birikiminin elde edildigi 48. saat esas alinmustir.

10 dakika UV 151n1 uygulamast yapilmis 12 giin yash kallus kiiltiirlerinde, Ercis ve
Cabernet Sauvignon iiziim gesitlerine ait kalluslar, resveratrol birikimi bakimindan 15
glin yash kalluslara gore daha basarili bulunmustur. Bu uygulamalarda elde edilen
resveratrol birikim degerleri, 10 dakika uygulamalar1 i¢in Ercis’de 66.39 pg/g YA,
Cabernet Sauvignon’da 62.66 pg/g YA, 15 dakika uygulamalari i¢in ise Kalecik
karasi’nda 2.16 ng/g YA, Okiizgozii’nde 62.23 pg/g YA, Cabernet Sauvignon’da 58.47
ng/g YA olarak belirlenmistir (Sekil 4.11 ve 4.12). Ayrica ulasilan bu degerlerin,
istatistik olarak da 15 giin yash kalluslardan farkli oldugu belirlenmistir.

15 giin yash kallus kiiltiirlerinde ise Okiizgdzii {iziim gesidinin 10 dakika UV 15m1
uygulanmis kiilttirleri (41.98 pg/g YA) ile Ercis iizim ¢esidinin 15 dakika UV 1sm1
uygulanmus kiiltiirleri (30.96 pg/g YA), 12 giin yash kaluuslar karsisinda yiiksek ve

istatistik olarak 6nemli resveratrol birikimi saglamistir (Sekil 4.11 ve 4.12).

Bu sonuglara gore, 12 giin yash kalluslar 5 kombinasyonda (10 dakika UV 1smi1
uygulanmis Ercig, Cabernet Sauvignon ve 15 dakika UV 1smm1 uygulanmig Kalecik
karas1, Okiizgozii, Cabernet Sauvignon); 15 giin yasl kalluslar ise 2 kombinasyonda (10
dakika UV 1si1 uygulanms Okiizgdzii ve 15 dakika UV 1sin1 uygulanmg Ercis)
resveratrol birikimi bakimindan daha bagarili bulunmustur. Diger taraftan, 10 dakika
UV 1511 uygulamasi yapilmis Kalecik karasi ¢esidinin, 12 ve 15 giin yash kiiltiirlerinde
ulasilan birikim, 2.42 pg/g YA ile ayn derisim degerinde bulunmustur (Sekil 4.11 ve
4.12).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki metabolizmasinda ikincil {iriinlerin rolii ve bu maddelerden yararlanma olanaklari,
son yillarin ilgi ¢ekici disiplinler arasi calisma alanlarindan birini olusturmaktadir.
Asma, tiirlere 6zgii stilben grubu organik molekiiller iiretme kapasitesine sahip olmasi
ve biyokimyasal yapilar1 agiga ¢ikarilan birgok stilben bilesiginin insan beslenmesi ve
sagligr agisindan 6nemli bulunmasi nedeniyle, bu ¢alismalarda énem kazanmis olan
tirlerden birisidir. Asma stilbenleri, bitki organlarinda fitoaleksin gorevini yerine
getirirken, bu organlar1 beslenme veya saglik amagl kullanan insanlar i¢in de degerli

gida veya ilagc hammaddesi olarak 6nem kazanmaktadir.

Bu calismada, asmalarin bilinen tarimsal kullanim amaglar1 disinda, ikincil {iriin
tiretebilme kapasitelerinin, biyoteknolojik amac¢h kullanimini gelistirebilmek amaciyla;
dort tiziim ¢esidinde (V. vinifera L.), in vitro kosullarda gelistirilen dokularda UV 151

etkisi ile resveratrol {iretim kapasitesi incelenmistir.

Bitkilerin c¢evre kosullarina karsi tepki mekanizmalarinin agiklanmasinda doku
kiiltiirlerinin model sistem olarak kullanilabilecegini belirtmis olan Keller et al. (2000),
asmalarda kallus kiiltiirleri yoluyla stilben bilesiklerinin {iretilebilecegini ilk kez ortaya
koyan arastiric1 grubu olmustur. Bu arastiricilar, 6nceleri stilben bilesiklerinin {iretimini,
Ozellikle Botrytis cinerea bulagmasina baglayan arastirmalara karsi (Langcake and
Pryce 1976, Hoos and Blaich 1988, Pezet et al. 1991), Cabernet Sauvignon
kalluslarinda biyotik bir elisitor olmaksizin, yalniz UV 1sm1 uygulamasi ile basta
resveratrol ve e-viniferin olmak {izere sentezlenebildigini ortaya koymusglardir. Bu
calisma, asmada stilben bilesiklerinin {iretiminin artirllmasi i¢in biyoteknolojik
yaklagimlardan birini olusturmaktadir. Biyoteknolojik amaclar i¢in, kallus kiiltiirleri ve
ozellikle son yillarda biyoreaktorlerin gelistirilmesi amaciyla hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine agirlik verilmektedir (Keller et al 2000, Common et al. 2003, Tassoni et al.
2005, Zamboni et al. 2006).

64



Calismada, kallus kiiltlirlerinin olusturulmasinda kullanilan bitki kisimlarindan, bogum
aralarma gore yapraklara ait parcalarin daha uygun nitelikte kalluslar olusturdugu
belirlenmistir. Eksplantlarin, 1.0 pM BAP + 0.1 uM 2,4-D + %2 sakkaroz + % 0.8 agar
iceren Gamborg B-5 temel besin ortamina dikilmesinin ve karanlikta 25 °C’de inkiibe
edilmesinin uygun oldugu sonucuna ulasilmistir. Kalecik karasi, Okiizgdzii, Ercis ve
Cabernet Sauvignon iiziim cesitlerine ait kiiltiirlerde, uygulama yapilmayan kontrol
kalluslarinda 0.45 pg/g YA (Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidine ait 15 giin yash
kalluslar) ile 2.37 pg/g YA (Okiizgdzii iiziim cesidine ait 12 giin yash kalluslar)
arasinda degisen resveratrol derisimi belirlenmistir. UV 1s1m1 uygulamalarini takiben,
her iki kosulda da (10-15 dakika) ilk 24 saat igerisinde artis baslamis, 48 saat sonra
resveratrol birikiminin en yiiksek degerine ulastigi goriilmiis ve 72. saat 6l¢limlerinde
ise yeniden azaldig1 belirlenmistir. Bu durum, {izerinde ¢alisilan biitlin cesitlerde ayni
sekilde gerceklesmistir. Kontrol ve uygulamalarda elde edilen en yiiksek resveratrol
derigim degerleri dikkate alindiginda (UV 1s1n1 uygulama siiresinden bagimsiz olarak),
resveratrol derisiminin Kalecik karasi’nda yaklasik 2.5, Okiizgdzii'nde 26, Ercis’de 28
ve Cabernet Sauvignon’da ise 73 kata ulasan bir artis gdsterdigi belirlenmistir. Kontrol
kalluslarindan elde edilen degerler, uygulamalardan elde edilen degerlerle
karsilastirildiginda, bu degerlerin “iz miktar” olarak tanimlanmasi yanlis olmayacaktir.
Herhangi bir stres uygulamasi yapilmayan kalluslarda, iz miktarlarda bile olsa,
resveratrol derisiminin Ol¢iilmiis olmasi iki nedeni akla getirmektedir. Bunlardan
birincisi resveratroliin, ligninlesmis asma dokularinda (gévde, bir yash dal, ¢ekirdek,
kok ve salkim sap1) oldugu gibi (Langcake and Pryce 1976, 1977, Pool et al. 1981,
Jeandet et al. 1995a, Ector et al. 1996, Bavaresco et al. 1997b, Sardi et al. 2000), kallus
hiicreleri i¢in de yap1 maddesi olma olasiligi; ikincisi ise in vitro kosullarin da hiicreler
icin stres faktorleri olusturma olasihigidir. Keller et al. (2000)’da kiiltiir kosullari
sirasinda ortama katilan sekerin azalmasinin bir stres faktorii olabilecegini belirtmistir.
Ancak, kontrol kalluslarinda 6l¢iilen miktarlar dikkate alindiginda, bu degerler ihmal
edilebilir niteliktedir. Sonug olarak bulgular, kallus kiiltlirlerinin model sistemler olarak

kullanilabilecegi goriisiinli desteklemektedir.

Calismada elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, 6ncelikle UV 1smninin,

kallus kiiltiirleri i¢in oldukea etkili bir elisitor oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, Barlass et
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al. (1987), Creasy and Coffee (1988), Sbaghi et al. (1995), Bais et al. (2000), Versari et
al. (2001) gibi bir ¢ok arastirici tarafindan belirtilen, UV 1sininin diger elisitérlerden
daima daha fazla resveratrol iiretimi sagladig1 goriisiiyle de uyumludur. Ancak, UV 1511
etkisinin verimliligi uygulama siiresi ile iligkilidir. UV 151 uygulama siiresinin
resveratrol ve diger stilben bilesiklerini uyarmadaki etkisini inceleyen bir c¢ok
arastirmada oldugu gibi (Langcake and Pryce 1977, Pryce and Langcake 1977, Pool et
al. 1981, Barlass et al. 1987, Sbaghi et al. 1995, Douillet-Breuil et al. 1999, Pezet et al.
2003), bu ¢alismada da {izerinde calisilan {iziim gesitlerinde uygulama siiresinden elde
edilen basari; genotipe, kallus yasina ve inkiibasyon siiresine gore degisiklik
gostermigstir. 10 ve 15 dakika uygulamalar1 sonucunda basarili resveratrol birikimlerinin
elde edildigi belirlenmistir. Ancak, siirenin 15 dakikay1 asmamasi yoniinde Oneriler de
bulunmaktadir (Barlass et al. 1987, Jeandet and Sbaghi 1992). Bununla birlikte Keller et
al. (2000), 10 dakika UV uygulamasindan sonra, kalluslarda oksidasyon sonucu renk
degisimi meydana geldigini bildirmisse de; caligmamizda 10 ve 15 dakika UV

uygulamalarindan sonra, bdyle bir renk degisimi olmamuistir.

Biitiin ¢esitlerde en yiiksek resveratrol derisimi, UV 151n1 uygulamasindan sonraki 48.
saatte Ol¢lilmiistiir. Bu durum her iki uygulama siiresi (10 ve 15 dakika) i¢in de ayni
bulunmustur. Bu sonuca benzer sekilde, Douillet-Breuil et al. (1999), ¢alismis olduklari
asma tiir ve cesitlerinde, ilki yaklasik 20. saat, ikinci ise yaklasik 40. saat olmak {izere,
resveratrol derisiminin iki asamada artis gOsterdigini, ikinci inkiibasyon siiresinde en
yiiksek degerlere ulasildigini belirlemislerdir. Creasy and Coffee (1988), Adrian et al.
(2000), Keller et al. (2000), Bais et al. (2000), Takayanagi et al. (2004) ise bu
calismanin sonuglar1 ile tam uyumlu olarak 48. saati en iyi inkiibasyon siiresi olarak

tanimlamiglardir.

Diger taraftan, 72. saatte derisimin azalmaya baglamasi beklenen bir sonugtur.
Calismamizda, bazi uygulamalarda bu saatte dlciilen derisim degerleri ilk inkiibasyon
stiresi olan 24. saat Ol¢iimlerinin de altinda bulunmustur. Bu durum Keller et al.
(2000)’un da belirttigi gibi, kalluslarin yaslanmasiyla birlikte resveratrol sentezinde
meydana gelen azalma ile agiklanabilir. Bunun yani sira, ikincil iiriinlerin kaliciliginin

uzun siireli olmadigi, inkiibasyonun belirli bir asamasindan sonra enzimler tarafindan
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pargalanarak yapilarin kayboldugu bilgisine de baglanabilir (Charlwood et al. 1990). Bir
diger bilgi ise, resveratroliin, tiirevlerine doniismesidir. Bu mekanizma, kuramsal
temeller boliimiinde agiklanmis olan stilben sentez yoluyla ilgili Sekil 2.2’den

izlenebilir.

Kallus kiiltiirleri ile ikincil iiriin tiretiminde, elisitdriin uygulanacagi kalluslarin kalitesi
ve yagi bagariy1 etkilemektedir. Kalluslarda alt kiiltiire alindiktan sonra hiicre ¢ogalmasi
baslamakta, hizla en yiiksek seviyeye ¢ikmakta ve ikincil {iriin {iretimi i¢in en elverisli
donem olan “durgun doneme” ge¢mektedir. Bir ¢ok tiirde ikincil iirlin iiretimi igin
elverisli donemin alt kiiltiirden sonraki 14. giin oldugu bildirilmistir (Chappell et al.
1991, Marinelli et al. 1991, Grzelak and Janiszowska 2002, Ge et al. 2006, Park et al.
2006). Asmalarda ise bu donemin ikinci alt kiiltiirden sonraki 12. giine karsilik geldigi
ileri siirilmistiir (Keller et al. 2000). Bu nedenle, tez ¢alismasinda 12 ve 15 giin yash
kalluslarda uygulamalar gergeklestirilmistir. Her iki kallus yasindan elde edilen
resveratrol derisim degerlerinin uyumlu olmasi, resveratrol liretimi i¢in gerekli kosulun

saglandigini ve kalluslara durgun dénemde uygulama yapildigini1 gostermektedir.

Glinlimiizde resveratrol, iizim ¢esitleri i¢in Onemli bir kalite kriteri olarak one
cikarilmakta ve ticari anlamda son {iriin elde etmeye yonelik her sektorde, yiiksek
resveratrol birikimine neden olacak faktorler, bagimsiz etkileri ile belirlenmeye
calisilmaktadir. Bu kapsamda genotiplerin, belirli bir elisitor karsisinda, resveratrol
tiretim kapasitesi bakimindan farkliliklart vurgulanmaktadir (Adrian et al. 1996, Sardi et
al. 2000). Bu farkliliktan yararlanilarak, bazi hastalik etmenlerine karsi asma
genotiplerinin dayanim skalalar1 olusturulmustur (Galet, 1977). Ancak, genotipin,
elisitor disindaki faktorler tarafindan da etkilenmesi, bagimsiz olarak agiklanmasini
engellemektedir. Adrian et al. (1996), genotipin 6nemini “ kullanilan elisitér ne olursa
olsun resveratrol tiretiminin genetik olarak kontrol edildigi ” yorumu ile agiklamaktadir.
In vitro galismalar genotip etkisinin incelenmesinde daha uygun gériinmekle birlikte, bir
bag alaninda aynmi genotipin c¢ok c¢esitli stres faktorlerinin etkisi altinda olmasinin
olusturacagi farkliliklarin Oniine gecilememektedir. Ancak tez calismasinda taranan
kaynaklar karsilastirmali olarak incelendiginde ve elde edilen bulgular 6nceki kaynak

verileri ile karsilastirildiginda, genotip etkisi anlaminda su yaklagima ulasilmistir.
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Belirli bir etki altinda genotipin sergiledigi kapasite, baska bir etki so6z konusu
oldugunda, farkli bir derisim degerinde olmakla birlikte, diger genotiplerle
kiyaslandiginda, 6nceki kapasitesine benzer bir grup igerisinde yer almaktadir. Ornegin,
calismada incelenen yabanci kokenli Cabernet Sauvignon ¢esidine ait bulgular, ¢esidin
kallus dokularinda UV 1s1mm1 etkisi altinda yiiksek resveratrol birikimi elde edildigini
gostermistir. Ayni ¢esidi, son derece farkli bir konuda, saraplardaki resveratrol miktari
ile inceleyen arastirma sonuclar1 degerlendirildiginde, saraba islenen iiziimii etkileyen
cok cesitli etkiler ve isleme teknolojisinden kaynaklanan faktorler oldugu halde, yiiksek
resveratrol igerigine sahip saraplar grubu icerisinde yer almaktadir. Yerli
genotiplerimizden Kalecik karasi, kallus kiiltiirlerinde en diisiik resveratrol birikimini
gosteren genotip olarak belirlenmistir. Kalecik karasi kalite saraplarini resveratrol
icerigi bakimindan, aralarinda Cabernet Sauvignon, Okiizgdzii, Bogazkere, Sirah, Pinot
noir gibi kalite saraplarin bulundugu yerli ve yabanci gesitler ile karsilagtiran Anli et al.

(2006), Kalecik karas1 saraplarinin resveratrol igerigini diisiik olarak tanimlamustir.

Sonug olarak tez ¢aligsmasi, liziim gesitleri-resveratrol iliskisini, ticari liretime konu olan
islenmis tizim mamiilleri lilkemizde disinda inceleyen ilk ¢alisma olmasi bakimindan
Oonem tagimaktadir. Calisma, resveratroliin biyoteknolojik tliretiminde asma dokularinin
kullanilabilirligi ve az sayida olmakla birlikte yerli genotiplerimizin bu amaca yonelik
potansiyelinin tanitilmasina, bdylece tarim dis1 sektorlerin de ilgisinin ¢ekilmesine
hizmet edecektir. Elde edilen deneyim ve ulasilan sonuglar, yontemlerin uygulanmasi
kadar genotip se¢iminin de dnemini gostermektedir. Kalecik karasi iiziim ¢esidi oldukga
yetersiz bir potansiyel sergilerken, diger iki yerli genotip olan Okiizgdzii ve Ercis, bu
calismalar icin basarili genotipler olarak tanimlanmistir. Yabanci koékenli Cabernet

Sauvignon ise beklenilen yiiksek resveratrol iiretim kapasitesini gdstermistir.

Gelecek calismalarda, yontemde elde edilen basarili sonuglar esas alinarak, in vitro
kosullarda daha genis olarak yerli genotiplerimiz taranmalidir. Boylece Ercig’de oldugu
gibi, yetistiricilik anlaminda siirli kullanim 6zelliklerine sahip ¢esitlerin, tarim dis1
(farmasotik) kullanim olanaklar1 belirlenmelidir. Bunun yani sira, resveratrol iiretiminde
genotip etkisinin daha iyi anlasilabilmesi igin in vitro kosullar; kontrollii yetistiricilik

kosullar1 ve bag kosullarinda gerceklestirilecek calismalarla iligskilendirilmeli ve {iziim
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i¢cin son ticari iirlinde beklenen resveratrol igerigi, son yillarda giderek onem kazanan
genotip x ekoloji kavrami ile biitiinlestirilmelidir. Boylece hem iilkemiz yerli
genotiplerinin hem de ekolojik anlamda bag bolgelerinin markalastirilmast ¢alismalari
daha ileri gotiiriilebilecektir. Yine resveratrol disinda resveratrol tiirevi stilben
bilesiklerinin incelenmesine Onem verilmelidir. Bu durum, sunulan calisma ile
iliskilendirildiginde resveratrol igerigi bakimindan diisiik performans sergileyen Kalecik

karasi i¢in 6nem tasimaktadir.
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