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SĠYAH HAVUÇ (Daucus carota) KALLUS VE HÜCRE SÜSPANSĠYON 

KÜLTÜRÜNDE ANTOSĠYANĠN ÜRETĠMĠNE UV-C STRESĠNĠN VE 

RĠBOFLAVĠNĠN ETKĠLERĠNĠN BELĠRLENMESĠ 
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GaziosmanpaĢa Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAġ 

 

Bu çalıĢmada, siyah havuç (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden elde 

edilen kallus ve hücre süspansiyon kültüründe antosiyanin üretimine bazı uygulamaların etkisi 

incelenmiĢtir. Kallus indüksiyonu steril Ģartlarda yetiĢtirilen fidelerin hipokotil eksplantlarının 

oksin (2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), Naftalen asetik asit ve Ġndol-3- asetik asit) ve 

sitokinin (Benzilaminopürin (BAP) ve Kinetin) değiĢik miktar ve kombinasyonlarını içeren MS 

(Murashige and Skoog) besi ortamında kültüre alınmasıyla baĢlatılmıĢtır. Yapılan çok sayıda 

farklı uygulamalar neticesinde antosiyanin üretimi ve hücre süspansiyon kültürü için en uygun 

kallusların 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz ve 2 g/L phytagel içeren MS besi 

ortamında oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Bu ortam Ģartlarında elde edilen kallusların antosiyanin 

üretimini artırmak için farklı konsantrasyonlarda ve sürelerde riboflavin ve UV-C elisitör olarak 

kullanılmıĢtır. UV-C  (254 nm) ıĢığı kalluslara 10 cm mesafeden günlük 10 dakika ve 15 dakika 

olarak 10 gün uygulanmıĢtır. UV-C uygulamasından sonra kalluslar 16 saat ıĢık ve 8 saat 

karanlık fotoperyotta ve 25 ± 2 
0
C inkübe edilmiĢlerdir. Riboflavin uygulaması  2, 4, 6 ,8 ve 10 

mg/L olmak üzere beĢ farklı konsantrasyonda gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan analizler neticesinde 

kalluslara uygulanan riboflavin veya UV-C’nin antosiyanin sentezini güçlü bir Ģekilde artırsa da 

hücre büyümesini önemli ölçüde yavaĢlattığı belirlenmiĢtir. Antosiyanin içeriğindeki artıĢ en 

fazla 4 mg/L riboflavin ve 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmiĢ olup artıĢ oranı 

sırasıyla % 188,95 ve % 101,17’dir.   Hücre süspansiyon kültürü bir aylık, yumuĢak ve kolay 

dağılabilen kallusların 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP and 30 g/L sukroz içeren MS besi 

ortamında kültüre alınmasıyla baĢlatılmıĢtır. Bu özellikteki kalluslar 40 ml sıvı besi ortamı 

içeren 100 ml’lik erlenmayerlerde, 120 devir/dakika hızla karıĢtıran çalkayıcı üzerinde, 25 ± 2 
0
C sıcaklıkta ve 16 saat ıĢık / 8 saat karanlık periyotta inkübe edilmiĢtir. Söz konusu kültürde 

antosiyanin üretimini artırmak için 4 mg/L riboflavin 15 dakika UV-C uygulanmıĢ ve yapılan 

analizler neticesinde her iki uygulamanın da antosiyanin içeriğini anlamlı (P≤0,05) Ģekilde 

artırdığı belirlenmiĢtir. 
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ABSTRACT 

 

                                                              Ph. D. Thesis 

 

EFFECTS OF  UV-C STRESS AND RIBOFLAVIN ON ANTHOCYANIN 

PRODUCTION IN THE CALLUS AND CELL SUSPENSION CULTURE OF 

BLACK CARROT (Daucus carota) 

 

Ġlhami KARATAġ 

 

GaziosmanpaĢa University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

 

Supervisor: Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAġ 

 

In this study,  the effect of some applications on the production of anthocyanin in the callus 

culture and cell suspension culture of  black carrot (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens 

Alef.)  were studied. A number of combination of different media were assesed for callus 

indiction. Hypocotyle explants excised from sterile seeding were cultured on MS media 

supplemented with diffrent amaunts and combination of auxin (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 

(2,4-D), Indole-3-acetic acid and Naphthaleneacetic acid) and cytokinin (Benzylaminopurine 

(BAP) and Kinetin). The most suitable callus were obtained in MS (Murashige and Skoog)  

media containing 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sucrose and 2 g/L phytagel for 

antohcyanin production and cell suspension culture. Riboflavin and UV-C as an elicitor were 

applied to callus culture at diffrent concentratons  and  durations in order to increase the 

production of  anthocyanin. Callus tissues were exposed to UV-C  (254 nm) light at 10 cm 

distance from the source for 10 and 15 minute in a day. After UV-C application, callus  tissues  

were incubated under 16 h. light and 8 h. dark photoperiod  at 25 
0
C ± 2 and harvested after 10 

days.  The effect of riboflavin  at the concentrations of  2, 4, 6, 8 ve 10 mg /L on enhancement  

of anthocyanin production were studied. In a callus culture of black carrot, anthocyanin 

biosynthesis was strrongly enhanced, whereas cell growth was inhibited,  eliciting either the 

addition of riboflavin or UV-C light irradiation. The highest increase  of anthocyanin content 

were determined callus cultures applied 4 mg/L riboflavin and  15 minute UV-C, and increasing 

rations  were %188,95 and % 101,17,  respectively. Cell suspension cultures were initiated by 

transferring one month old friable callus to 40 ml MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0,2 

mg/L BAP and 30 g/L sucrose in a 100 ml erlenmeyer flask and placed on a shaker with 

agitation at 120 rpm at 25 
0
C ± 2  at 16 h.light and 8 h. dark photoperiod. To increase the 

production of anthocyanin,  cell suspension cultures were carried out 4 mg/L riboflavin and 15 

min. UV-C. Both applications enhanced significantly anthocyainin content in suspension culture 

(P≤0,05).  
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1. GĠRĠġ 

 

Bitkiler primer ve sekonder metabolit olarak adlandırılan çok çeĢitli organik bileĢikler 

sentezlemektedirler. Primer metabolitler; fitosteroller, açil lipitler, nükleotidler, 

proteinler, karbonhidratlar ve amino asitler olup büyüme, geliĢme, fotosentez ve 

solunum gibi bir çok  süreçte önemli rol oynamaktadırlar (Crozier ve ark., 2006; 

Ramawat, 2007). Sekonder metabolitler ise temel büyüme ve geliĢme için gerekli 

olmayan fakat biyotik ve abiyotik streslere karĢı çevresel uyumda görev alan düĢük 

molekül ağırlıklı bileĢiklerdir (Nascimento ve Fett-Neto, 2010). BaĢka bir ifadeyle 

sekonder metabolitler bazı bitki türlerinde ĢaĢırtıcı derecede yüksek miktarlarda biriken 

bitki kimyasalları olarak adlandırılmaktadır. Sekonder metabolitler biyosentetik olarak 

primer metabolitlerden türetilen ve bir çoğu bitkiler aleminde belli bir taksonomik gruba 

(tür, cins veya aile) özgü olan bileĢiklerdir (Ramawat, 2007). Bu bileĢiklerin 

bitkilerdeki fonksiyonları uzun süre göz ardı edilse de herbivor ve mikroorganizmalara 

karĢı korumada, tozlaĢma ve tohumun yayılmasında hayvanları cezp etmede ve UV 

karĢı korumada önemli bir role sahip olduğunun ortaya çıkmasıyla ilgi çekmeye 

baĢlamıĢtır. Ayrıca sekonder metabolitlerin boya, lif, yapıĢtırıcı, yağ, mum, tatlandırıcı, 

ilaç, parfüm, insektisit ve herbisit olarak kullanılabilmelerinden dolayı büyük önem arz 

etmektedir (Crozier ve ark., 2006).   

Bitki doku ve hücre kültürü, aseptik koĢullar altında ve uygun besi ortamında bitki, 

hücre, doku, veya organlarının büyütülmesi tekniği olarak tanımlanmaktadır (Sökmen 

ve Gürel, 2001). Bu yöntemin birçok uygulama alanın bulunmasının yanında değerli 

sekonder metabolitlerin araĢtırılması ve üretilmesi için de elveriĢli biyoteknolojik bir 

yöntem olduğu ifade edilmektedir (Zhong, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; 

Vanisree ve ark., 2004).  Sekonder metabolitlerin bitki doku kültürü yöntemleriyle 

üretimi birçok açıdan avantajlıdır (Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Bu avantajlar 

arasında hızlı, sabit kalitede ve çevre Ģartlarından etkilenmeden sürekli ürün elde 

edilmesi sayılabilmektedir. Söz konusu yöntemin bir diğer önemli üstünlüğü ise çeĢitli 

stratejilerle üretimin artırılabilmesidir. Metabolit üretiminin artırılmasında yararlanılan 

baĢlıca stratejiler arasında biyotik veya abiyotik elisitör uygulanması, öncül bileĢiklerin 
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kültür ortamına ilave edilmesi, yüksek üretken hücre hatlarının seçilmesi, kültür besi 

ortamının maniplasyonu ve mutajenlerin kullanımı yeralmaktadır (Sasson, 1991; 

Ramachandra ve Ravishankar, 2002). 

Antosiyaninler sekonder metabolitlerin yaygın bir grubu olan flavonoidlerin önemli 

bölümünü oluĢturmaktadır. Bitkiler aleminde 2000 yılı itibariyle 500 farklı antosiyanin 

çeĢidinin bulunduğu belirlenmiĢtir. Kimyasal açıdan antosiyaninler 2-

fenilbenzopirilium’un (flavilium katyonu) polihidroksi ve polimetoksi türevlerinin 

glikozitleridir (Galvano ve ark., 2004; Ghosh ve Konishi, 2007).  Bu bileĢiklerin temel 

kısmını antosiyanidin (aglikon) olarak adlandırılan flavilium katyonu oluĢturmaktadır 

(Kong ve ark., 2003). Bitkilerde siyanidin, delfidin, malvidin, peonidin, pelargonoidin 

ve petunidin olarak adlandırılan altı antosiyanidin yaygın Ģekilde bulunmaktadır. 

Bitkilerde bulunan antosiyaninler arasındaki farklılıklar  antosiyanidin molekülündeki 

hidroksil grubunun sayısı ve pozisyonu, hidroksil gruplarının metilasyon derecesi, ilave 

edilen Ģekerin çeĢidi, sayısı ve bağlanma bölgesi ve Ģeker molekülüne bağlanmıĢ alifatik 

veya aromatik asitlerden ileri gelmektedir (Galvano ve ark., 2004; Ghosh ve Konishi, 

2007). 

Çiçek, meyve, sebze ve diğer bitki dokularındaki kırmızı,  mavi ve mor renklerinin 

çoğunluğu antosiyaninlerden kaynaklanmaktadır (Mazza, 2007). Bu bileĢikler bitkilere 

bir görsellik kazandırmasının yanında antioksidan,  kuraklık ve don stresinde osmotik 

ayarlayıcı ve UV radyasyonuna karĢı koruyucu olarak fonksiyon göstermektedir (Close 

ve Beadle, 2003). Bitkilerdeki bu fonksiyonlarına ilave olarak insan sağlığı içinde 

faydalı etkilerinin olduğu belirlenmiĢtir. Bunlar arasında antioksidant, anti alerjik, anti 

enflamatuar, anti viral, anti mutajenik, anti mikrobial, anti karsinojenik ve diyabeti 

önleme sayılabilmektedir (Ghosh ve Konishi, 2007). 

Renk gıdaların kabul edilebilirliğinde çok önemli bir rol oynamaktadır. Tüketiciler bir 

gıda ürününün kalitesini ilk olarak onun rengiyle sorgulamaktadır. Gıda sanayisi  

renklendiricileri gıdalara orijinal görünüm kazandırmak, standart hale getirmek veya 

kalitenin bir göstergesi olması bakımından  kullanmaktadır (Giusti ve Wrolstad, 2003). 

Gıda sanayinde bu amaçla sentetik renklendiriciler yaygın Ģekilde kullanılmaktadır. 

Ancak yapay renklendiricilerin kullanımı gerek yasal gerekse tüketici kaygısı 

oluĢturması nedeniyle alternatif doğal bir kaynak olan antosiyaninlere talebi artırmıĢtır 
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(Giusti ve Wrolstad, 2003; Deroles, 2009). Antosiyaninlerin çekici renklerinin yanında 

suda çözünmeleri bunların renklendirici olarak kullanılmalarını sağlayan temel 

faktörlerdir (Bakowska-Barczak, 2005). Sanayide ticari amaçlı kullanılan 

antosiyaninlerin büyük çoğunluğu üzüm kabuklarından elde edilmektedir. Sadece üzüm 

kabuklarından 2002 yılında izole edilen antosiyaninlerin değeri 200 milyon $ olduğu ve 

her yıl talebin % 5-15 arttığı tahmin edilmektedir. Antosiyaninlerin diğer önemli 

bitkisel kaynaklarını ise havuç, kırmızı lahana ve tatlı patates oluĢturmaktadır (Deroles, 

2009). 

Siyah havuç (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef. ) Türkiye, Orta ve Uzak 

Doğu orijinli olup en az 3000 yıldır kültürü yapılmaktadır. Siyah havuç yüksek 

antosiyanin içeriğinin yanında çekici mavimsi mor renge sahiptir. Bu bitkide iki tanesi 

açilsiz, üç tanesi açilli siyanidin türevi beĢ antosiyanin pigmenti bulunmaktadır. Siyah 

havuçta bulunan antosiyaninlerin yüksek ıĢık, ısı ve pH stabilitelerinden dolayı doğal 

gıda renklendiricileri olarak kullanılmaktadır. Bu amaçla  siyah havuç ekstrakları meyve 

suları, Ģekerler, dondurma, alkolsüz içecekler ve diğer fermente içeceklere ilave 

edilmektedir (Montilla ve ark., 2011). 

Antosiyaninlerin bitki hücre kültürüyle üretimi gerek akademik gerekse endüstriyel 

açıdan önemli ölçüde ilgi çeken bir teknolojidir. Bitki hücre kültürü yöntemleriyle 

antosiyanin üretiminin incelenmesinin temel nedeni, ticari kullanıma uygun ekonomik 

olarak fayda sağlayacak geçerli bir sürecin oluĢturulmasıdır. Bu amaçla yaklaĢık 33 

farklı bitki türünde çalıĢma yapıldığı ve en yaygın olarakta çilek (Fragaria ananassa), 

üzüm (Vitis vinifere) ve havuç (Daucus carota) bitkilerinin kullanıldığı bildirilmektedir 

(Zhang ve ark., 2002;  Deroles, 2009).  

Birçok kültür sisteminde antosiyanin biyosentezini artırarak ticari amaca elveriĢli bir 

teknoloji oluĢturmak için çeĢitli stratejiler geliĢtirilmiĢtir. En yaygın kullanılan 

stratejiler arasında yüksek üretken hücre hatlarının seçimi, öncül bileĢiklerin ilave 

edilmesi, besin ortamının ve kültür Ģartlarının optimizasyonu,  elitasyon ve iki aĢamalı 

kültür sistemlerinin kurulması sayılabilmektedir (Zhang ve Furusaki, 1999). Bu amaçla 

yapılan farklı çalıĢmalarda kültüre uygulanan UV-B (Takeda ve Abe, 1992), riboflavin 

(Mori ve Sakurai, 1996), fungal elisitör (Gläßgen ve ark., 1998), jamonik asit (Zhang ve 
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ark., 2002), mekanik stres (Strazzer ve ark., 2011) ve UV-C (Çetin ve ark., 2011)’nin 

antosiyanin üretimini önemli ölçüde artırdığı bildirilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada renklendirici olarak kullanılan bitki sekonder metabolitlerinden 

antosiyaninlerin bitki doku ve hücre kültürü yöntemleriyle üretimi ve çeĢitli uyarıcıların 

bu bileĢiğin üretimi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla siyah havuç (Daucus carota 

ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden oluĢturulan kallus ve hücre süspansiyon 

kültürüne UV-C ve riboflavin uygulamanın antosiyanin içeriğinde meydana getirdiği 

değiĢim incelenmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      



 

2. KAYNAK ÖZETLERĠ   

 

2.1. Bitki Doku Kültürünün Tanımı ve Uygulama Alanları 

 

Bitki doku kültürü;  aseptik Ģartlar altında ve yapay bir besin ortamında bütün bir bitki, 

hücre, doku veya organ  gibi bitki kısımlarından yeni doku, bitki veya bitkisel ürünlerin 

üretilmesi olarak tanımlanmaktadır (Babaoğlu ve ark., 2001). BaĢlıca doku kültürü 

yöntemleri arasında kök, sürgün, embriyo, kallus ve hücre süspansiyon kültürleri 

sayılabilmektedir. Kalluslar ana bitkiden kesip çıkarılan ve bölünme özelliğini 

kaybetmemiĢ organ veya doku parçalarının karbon kaynağı ve bitki büyüme 

düzenleyicilerini içeren yarı katı besi ortamında büyütülmesi sonucu oluĢan morfolojik 

düzensizliğe sahip yapılardır. Hücre süspansiyon kültürleri ise tek hücrelerin veya 

küçük çapta hücre gruplarının sıvı büyüme ortamında dağılım gösterdiği bitki hücre 

kültürü tekniğidir. Hücre süspansiyon kültürlerinin oluĢturulmasında baĢlangıç 

materyali olarak ana bitkiden alınan uygun doku parçaları kullanıldığı gibi kallus 

numuneleri de kullanılabilmektedir. Süspansiyon kültürlerinin baĢlatılmasında 

kallusların kullanılması daha avantajlıdır. Bunun nedeni in vitro ortama uyum sağlamıĢ 

kallus numunelerinin sıvı ortama daha hızlı adapte olabilmesi ve bu ortamda kolayca 

parçalara ayrılıp homojen bir dağılım gösterebilmesidir (Sökmen ve Gürel, 2001). 

Bitki doku kültürü yöntemlerin uygulama alanları arasında; hastalıksız bitkilerin elde 

edilmesi, ıslah, somaklonal varyasyonların oluĢturulması, in vitro seleksiyon, gen 

kaynaklarının korunması, gen aktarılması, sentetik tohum üretimi, bitkilerin 

çoğaltılması ve sekonder metabolitlerin üretilmesi sayılabilmektedir  (Babaoğlu ve ark., 

2001). 

 

 2.2. Sekonder Metabolitlerin Tanımı, Grupları ve Kullanım Alanları 

 

Sekonder metabolitler, bitkilerin savunma, korunma, ortama uyum sağlama, hayatta 

kalma ve nesillerini devam ettirme gibi çeĢitli olaylarda görev alan kimyasal 

maddelerdir. Söz konusu bileĢikler bitkileri kuraklık, tuzluluk, UV ıĢınları vb. gibi 
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çevresel etkenlerin oluĢturduğu stresten korumanın yanında herbivorlara ve 

mikroorganizmalara karĢı savunmada da fonksiyon göstermektedirler. (Bourgaud ve 

ark., 2001; Sökmen ve Gürel,  2001). 

Sekonder metabolitlerin bitkilerdeki bu ana fonksiyonlarının yanında endüstride pek 

çok kullanım alanı bulunmaktadır. Bu doğal bileĢikler yaygın Ģekilde ilaç hammaddesi, 

besin katkı maddesi, zirai mücadele ve kozmetikte kullanılmaktadır (Bourgaud ve ark., 

2001; Sökmen ve Gürel,  2001). GeliĢmiĢ ülkelerde reçete edilen ilaçların dörtte biri ve 

Dünya Sağlık Örgütü tarafından ilan edilen 252 temel ilacın %11’i bitkisel kökenli 

olduğu bildirilmiĢtir (Namdeo, 2007). Örneğin Taxus brevifolia’dan elde edilen anti 

kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver sominiferum’dan elde edilen analjezik 

ve narkotik etkisi olan morfin en çok bilinen ilaçlardan bazılarıdır (Vijaya ve ark., 

2010). Bazı değerli sekonder metabolitlerin kullanım alanları, kullanıldığı sektörler ve 

elde edildiği bitkiler Çizelge 2.1’de özetlenmiĢtir (Sökmen ve Gürel, 2001; 

Ramachandra ve Ravishankar, 2002). 
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Çizelge 2.1. Bazı değerli sekonder metabolitlerin kullanım alanları, kullanıldığı 

sektörler ve elde edildiği bitkiler (Sökmen ve Gürel, 2001; Ramachandra ve 

Ravishankar, 2002)  

 

 

Sektör 

 

Sekonder 

Metabolit 

 

Kullanım Alanı 

 

Elde Edildiği Bitki 

  

 

 

 

 

ĠLAÇ 

 

 

Ajmasilin 

Atropin 

Efedrin 

Kamptotesin 

Kapsaisin 

Kodein 

KolĢisin 

Digoksin 

Elliptisin 

Emetin 

Morfin 

Taksol 

Vinkristin 

Kinin 

Antihipertansif 

Antikolinerjik 

BronĢ açıcı 

Antitümoral 

TahriĢ önleyici 

Analjezik 

Antitümoral 

Kardiatonik 

Antitümoral 

Amipli dizanteri 

YatıĢtırıcı 

Antikanser 

Antilösemik 

Sıtma tedavisi 

Catharanthus roseus 

Atropa belladona 

Ephedra sinica 

Camptotheca acuminata 

Capsicum frutescens 

Papaver somniferum 

Colchicum autumnale 

Digitalis lanata 

Ochrosia elliptica 

Cephaelis spp. 

Papaver somniferum 

Taxus brevifolia 

Catharanthus roseus 

Cincbona ledgerana 

 

 

 

GIDA 

 

 

 

Antosiyanin 

Betalain 

Likopen 

Kinin 

Vanilin 

Taumatin 

Krosetin 

Glisirrizin 

Humulon 

Renklendirici 

Renklendirici 

Renklendirici 

AcılaĢtırıcı 

Koku verici 

Tatlandırıcı 

Renklendirici 

Tatlandırıcı 

Acı ve koku verici 

Vitis vinifera 

Beta vulgaris 

Lycopersicum esculentum 

Cinchona ledgeriana 

Vanilla plenifolia 

Thaumatococcus danielli 

Crocus sativa 

Glycyrrhiza glabra 

Humulus lupulus 

   

  PARFÜM 

KOZMETĠK 

Yasemin yagı 

Gül yagı 

Lavanta yagı 

Parfüm 

Parfüm 

Parfüm ve kozmetik 

Jasminum spp. 

Rosa damascena 

Lavandula officinalis 

 

ZĠRAAT 

 

Piretrin 

Yasmolin  

Nikotin 

Anakardik asit 

Ġnsektisit 

Ġnsektisit 

Ġnsektisit 

Molluskusit  

Chrysanthemum cinerariifolium          

Chrysanthemum cinerariifolium 

Nicotiana tabacum 

Anacardicum occidentale 

 

Bitki sekonder metabolitleri genellikle sentezlendikleri biyosentetik yollara göre 

sınıflandırılmaktadır  (Bourgaud ve ark., 2001).  Çoğu sekonder metabolitin biyosentezi 

nispeten belli küçük bileĢik gruplarından baĢlar ve çeĢitli sentez yollarıyla sınırsız 

sayıda bileĢiğe dönüĢtürülmektedir. Bu metabolik yolların en önemlileri Asetil-CoA, 
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Ģikimik asit,  mevalonik asit aracılığıyla gerçekleĢen ve sırayla asetat, Ģikimat ve 

mevalunat olarak adlandırılan yollardır. Sekonder metabolitlerin sentezlendiği yaygın 

biyosentez yolları ġekil 2.1’de özetlenmiĢtir (Tolonen, 2003). 

 

 

ġekil 2.1. Sekonder metabolitlerin sentezlendiği yaygın biyosentetik yollar (Tolonen,  

2003) 

 

Bitki sekonder metabolitleri fenolikler, streoid ile terpenler ve alkoloidler olmak üzere 

üç büyük molekül grubuna ayrılmaktadır (Bourgaud ve ark., 2001). Yapılan baĢka bir 

sınıflandırmada yine üç gruba ayrılmıĢ olup; terpenler, fenolikler ve N ve S içeren 

bileĢikler olarak ifade edilmiĢtir (Mazid ve ark., 2011).   
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Terpenler sekonder metabolitlerin en büyük grubunu oluĢturup yaygın olarak asetil CoA 

veya glikolitikler aracılığı ile sentezlenmektedir. Terpenler; monoterpenler, 

seskiterpenler, diterpenler, triterpenler ve polyterpenler olmak üzere beĢ alt gruba 

ayrılmıĢtır. Bu bileĢiklerden en çok bilineni tohum ve tomurcuk dormansisinde ve bir 

çok fizyolojik olayda birinci derecede rol alan absisik asit (ABA)  bir seskiterpendir. 

(Mazid ve ark., 2011). Kimyasal açıdan terpenler beĢ karbonlu bir hidrokarbon olan 

izopren (2-metil-1,3-butadien) yapıtaĢından oluĢan bileĢiklerdir (Keha ve Küfrevioğlu, 

2000). Terpenlerin temel birimini oluĢturan izopren’in yapısı ġekil 2.2’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.2. Terpenlerin temel birimini oluĢturan izoprenin yapısı (Anonim, 2013c) 

 

Fenolik bileĢikler bir aromatik halkaya direk olarak bir veya daha fazla sayıda hidroksil 

grubunun bağlandığı bileĢiklerdir (Vermerris ve Nicholson, 2006). Bitki fenolik 

bileĢikleri fenilpropanaoid, Ģikimat ve pentoz fosfat yollarından türetilen sekonder 

metabolitlerdir (Balasundram ve ark., 2006). Fenil propanoid yolu bitkilerde karbon 

akıĢı bakımından en önemli metabolik yollardan biridir. Bir bitki hücresinde toplam 

metabolizmanın % 20’sinden daha fazlası bu yol vasıtasıyla gerçekleĢmektedir 

(Verpoorte, 2000). Fenolik bileĢikler; basit fenolikler, fenolik asit, sinnamik asitler, 

kumarinler, flavonoidler, biflavoniller,  betasiyaninler, ligninler ve taninler olmak üzere 

sınıflandırılmaktadır. Flavonoid grubu bileĢikler; kalkonlar, aurenler, flavoneller, 

antosiyanidinler ve antosiyaninlerden oluĢmaktadır (Vermerris ve Nicholson, 2006). 

Flavonoidler bitkilerin meyve tohum, çiçek, yaprak ve gövde gibi çeĢitli kısımlarında 

bulunan renkli maddeler olup antioksidan, diüretik, antidiyabetik, antikansoren gibi 

birçok etkiye sahiptir (Yağcı ve ark., 2008). Flavonoidlerin yapısı ġekil 2.3’de 

verilmiĢtir (Zhang ve Björn, 2009). 
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ġekil 2.3. Flavonoidlerin yapısı (Zhang ve Björn, 2009) 

 

Nitrojen içeren sekonder metabolitler alkoloidler, siyonogenik glikozitler ve protein 

yapısına katılmayan amino asitlerden oluĢmaktadır. Alkoloidler genellikle lisin, aspatik 

asit, tirozin ve triptofan gibi çok yaygın olmayan amino asitlerin birinden 

sentezlenmektedir. Bu bileĢikler vasküler bitki türlerinin yaklaĢık % 20’sinde bulunur. 

Çoğu alkoloidlerin toksik etkisinden dolayı predatörlere karĢı bir savunma unsuru 

olabileceği düĢünülmektir (Mazid ve ark., 2011). Nitrojen içeren bazı önemli sekonder 

metabolitlerin yapıları ġekil 2.4’de verilmiĢtir (Brielmann ve ark., 2006). 

 

 

ġekil 2.4. Nitrojen içeren bazı sekonder metabolitler (Brielmann ve ark., 2006) 
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2.3. Bitki Doku Kültürü Yöntemleriyle Sekonder Metabolit Üretimi 

 

Bitki hücre kültürü; kozmetik, farmositik veya tarımsal açıdan değerli sekonder 

metabolitlerin üretimi için  geleneksel ekim yöntemleri ve kimyasal yöntemlere 

alternatif cezbedici bir yöntemdir (Kieran ve ark., 1997; Ramachandra ve Ravishankar, 

2002; Yağcı ve ark., 2008; Vijaya ve ark., 2010).  Bitki hücre kültürü teknikleri 

1960’ların sonlarından itibaren sekonder metabolitlerin hem üretilmesinde hem de 

bilimsel araĢtırmalarda bir araç olarak kullanılmaktadır. Söz konusu sistemlerde 

sekonder metabolit üretiminin geliĢtirilmesi amacıyla farklı stratejiler kullanarak yoğun 

bir Ģekilde çalıĢılmaktadır. ÇalıĢmaların büyük çoğunluğu farklılaĢmamıĢ hücre 

kültürleri üzerine olsa da saçak kök kültürleri ve diğer organ kültürleri üzerine de yoğun 

bir ilgi gösterilmektedir. Son 30 yılda yapılan tüm uğraĢılara rağmen değerli sekonder 

metabolitlerin bitki biyoteknolojisiyle üretiminde ticari anlamda baĢarı sınırlıdır. 

BaĢarının düĢük olmasının nedenleri arasında sekonder metabolitlerin biyosentez 

yollarının tam olarak anlaĢılamamıĢ olması veya üretim basamaklarını biyoreaktör 

sistemine tam olarak adapte edilememesinden kaynaklanmaktadır (Bourgaud ve ark., 

2001). Yüksek bitkilerin doku ve süspansiyon kültürlerinden elde edilen sekonder 

metabolit grupları Çizelge 2.2’de (Ramachandra ve Ravishankar, 2002) kültür tipi ve 

kaynak bitki Çizelge 2.3’de özetlenmiĢtir  (Karuppusamy, 2009). 

 

Çizelge 2.2. Yüksek bitkilerin doku ve süspansiyon kültürlerinden izole edilen sekonder 

metabolit grupları (Ramachandra ve  Ravishankar, 2002) 
 

Fenilproponoidler 

 

Alkoloidler Terpenoidler Kinonlar Streoidler 

Antosiyaninler 

Kumarinler 

Flavonoidler 

Hidroksisinnamoil 

türevleri 

Ġsoflavonoidler 

Lignanlar 

Fenolenanlar 

Proantosiyanidinler 

Stilbenler 

Tanenler 

Akridinler 

Betalainler 

Kinolizidinler 

Furonokinonlar 

Harritoninler 

Ġzokinolinler 

Ġndoller 

Pürinler 

Piridinler 

Tropan alkoloidler 

 

Karotenler 

Monoterpenler 

Seskiterpenler 

Diterpenler 

Triterpenler 

 

Antrokinonlar 

Benzokinonlar 

Naftokinonlar 

 

Kardiyoaktif  

glikozitler 

Pregnenolon 

türevleri 
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Çizelge 2.3. Bitki doku kültürü yöntemleriyle üretilen bazı sekonder metabolitler ve 

elde edildikleri kültür tipleri (Karuppusamy, 2009)  

 

Kültürü Yapılan Bitki 

 

 Metabolit Kültür tipi 

Agave amaniensis Saponin Kallus 

Anchusa officinalis Rosmarinik asit Süspansiyon 

Artemisia annua Artemisin Kallus 

Brucea javanica Alkoloidler Süspansiyon 

Brugmansia candida Tropane Saçak kök 

Capsicum annum Kapisasin Kallus 

Catharanthus roseus Vincristine Süspansiyon 

Catharanthus roseus Ġndol alkoloidleri Süspansiyon 

Citrus sp. Limonin  Kallus  

Coffea arabica Kafein Kallus  

Cinchona succirubra Antrokinon Süspansiyon 

Coscinium fenustratum Berberine  Kallus 

Ephedra sp.  L-Ephedrin Süspansiyon 

Ginko biloba Ginkosid-A Süspansiyon 

Glycyrrhiza echinata Flavonoidler Kallus 

Gynostemma pentaphyllum Saponin Saçak kök 

Hypericum perforatum Hypersin Süspansiyon 

Hyssopus officinalis Sterol Süspansiyon 

Linum flavum Lignan Saçak kök 

Lithospermum erythrorhizon Shikonin Saçak kök  

Mucuna pruriens L-Dopa Süspansiyon 

Nicotianan tabacum Nikotin Süspansiyon 

Panax ginseng Saponin Kallus 

Papaver somniferum  Alkoloidler Kallus  

Papaver somniferum Kodein  Saçak kök  

Piper solmsianum Piperine Süspansiyon 

Pluchea lanceolata Quersitin Kallus  

Portulaca grandiflora Betasiyanin Kallus  

Rauvolfia serpentina  Serpentin Kallus   

Rheum ribes KateĢin  Kallus 

Rhodiola rosea Rosarin Kallus   

Salvia miltiorrhiza Rosmarinik asit Kallus  

Salvia officinalis Terpenoidler Kallus  

Scutellaria columnae Fenolikler  Kallus 

Silybum marianum Silymarin Saçak kök 

Solanum laciniatum Solasodine Süspansiyon 

Taxus spp.  Taxol Süspansiyon 

Thalictrum minus Berberin Süspansiyon 

Vinca major Vincamine Saçak kök  

Vitis vinifera  Antosiyanin Süspansiyon 

Vitis vinifera Resveratrol  Kallus  

Withania somnifera  Withaferin Saçak kök  
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Sekonder metabolitlerin biyoteknolojik yöntemlerle üretmenin pek çok açıdan avantajlı 

olduğunu bildiren çok sayıda yayın bulunmaktadır (Chattopadhyay ve ark., 2002; 

Ramachandra ve  Ravishankar, 2002; Vanisree ve ark., 2004; Vijaya ve ark., 2010). Bu 

avantajlar aĢağıdaki gibi özetlenebilir: 

1) Değerli bileĢikler kontrollü Ģartlar altında iklim değiĢiklikleri ve toprak 

Ģartlarından bağımsız bir Ģekilde üretilebilmektedir. 

2) Kültür ortamındaki hücreler mikrobiyolojik kontaminasyondan ve böcek 

saldırılarından uzak bir Ģekilde yetiĢtirilebilmektedir. 

3) Tropikal veya yükseklerde yetiĢen herhangi bir bitkinin hücreleri kolaylıkla 

çoğaltılarak bu bitkiye has bileĢikler üretilebilmektedir. 

4) Hücre büyümesinin otomatik kontrolü ve metabolit süreçlerinin rasyonel 

düzenlenmesiyle üretkenlik artırılabilmekte ve iĢ gücü maliyeti 

azaltılabilmektedir. 

5) Organik bileĢikler kallus kültüründen kolayca ekstrakte edilebilmektedir. 

6) Bu sistem zararlı herbisit ve pestisidlerin kullanıma gereksinim duymamaktadır. 

7) Üretildiği ana bitkide normal olarak bulunmayan yeni bileĢiklerin üretilmesine 

imkan sağlamaktadır. 

8) Daha sabit kalitede ve verimde sürekli üretim imkanı sağlanabilmektedir. 

 

2.4. Bitki Hücre Kültüründe Sekonder Metabolit Üretimini Artırmak için 

GeliĢtirilen Stratejiler 

 

Bitki hücre kültür sisteminde ürün verimi ve kalitesini artırıp maliyeti azaltmak için 

stratejiler geliĢtirilmiĢtir (Yağcı ve ark., 2008). Bu sistemlerden yüksek miktarlarda 

ticari amaçlı ürün elde edilmesi kültür Ģartlarını optimize edilmesine, kültür ortamının 

hedef bileĢiğe göre düzenlenmesine ve ilgili metabolik yolların iyi bilinmesine bağlıdır 

(Shilpa ve ark., 2010). 

Bir çok kaynak tarafından ifade edilen bu stratejiler maddeler halinde aĢağıda 

özetlenmiĢtir. 

1- Üretim gücü yüksek hücre hatların taranması ve seçilmesi arzu edilen bileĢiği en 

yüksek seviyede elde etme imkanı sağlayabilmektedir. Hücre hattının geliĢtirilmesi 
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hedeflenen bileĢiğin yüksek miktarda üretildiği ana bitkinin seçimiyle baĢlar ve bundan 

elde edilecek kallus kültüründen yüksek verimli hücre hatlarının seçimiyle devam 

ettirilir. Ġstenilen bileĢiğin renkli bir pigment olması durumunda seçim kolaylıkla 

yapılabilmektedir. Örneğin Lithospermum  erythrorhizon kültüründe Ģikonin üretiminde 

kırmızı renkli hücrelerin seçilmesiyle 13-20 kat daha fazla verim alınmıĢtır 

(Ramachandra ve  Ravishankar, 2002; Yağcı ve ark., 2008). 

2- Kültürün oluĢturulduğu besin ortamının standardizasyonu hem yüksek miktarda 

biyomas elde etme açısından hem de sekonder metabolit üretimi açısından önemli bir 

parametredir. Hücrelerdeki metabolit birikimi besin ortamının içeriği, dıĢarıdan 

uygulanan bitki hormonları ve kültür ortamının Ģartları tarafından düzenlenmektedir  

(Shilpa ve ark., 2010). Bitki doku ve hücre kültürlerinin gerçekleĢtirildiği besi 

ortamında bulunan her kimyasal büyüme ve sekonder metabolit üretimi için teĢvik edici 

olabildiği gibi sınırlayıcı da olabilmektedir. Örneğin besi ortamında yer alan her hangi 

bir madde hücrelerin büyümesini teĢvik ederken sekonder metabolit birikimini 

azaltabilmektedir. Kültür ortamında metabolit üretimini etkileyen baĢlıca kimyasal 

koĢullar arasında karbon, azot ve fosfor kaynağı, bitki hormonlarının çeĢidi ve deriĢimi, 

kültür ortamında bulunan makro ve mikro elementler, pH ve osmotik basınç 

sayılabilmektedir. Kültür ortamında metabolit üretimini etkileyen fiziksel koĢullar ise 

ıĢık ve sıcaklıktır. Çalkalama ve havalandırma gibi fiziksel etmenler de hücre 

süspansiyon kültürlerinde büyüme ve metabolit birikimini etkileyen diğer önemli 

faktörlerdir (Sökmen ve Gürel, 2001). 

3- Öncül bileĢiklerin besi ortamına ilave edilerek sekondor metabolit üretiminin 

artırılması yaygın Ģekilde baĢvurulan bir yaklaĢımdır. Üretilmesi istenen metabolitin 

biyosentez mekanizmasının bilinmesi durumunda bu süreçte yer alan baĢlangıç veya ara 

ürünlerin kültür ortamına katılması metabolit üretimini artırabilmektedir (Sökmen ve 

Gürel, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002) 

4- Elisitör olarak tanımlanan mikrobiyal, fiziksel veya kimyasal stres faktörlerinin 

sekonder metabolizmada artıĢa yol açması bu metabolitlerin üretiminde bir strateji 

olarak kullanılabilmektedir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa ve ark., 2010). Daha 

öncede ifade edildiği gibi bitki sekonder metabolitleri çoğunlukla bitkileri çevresel stres 

faktörlerinden korumak için sentezlenmektedir. Bu nedenle bitki hücre kültürlerine 

ozmotik Ģok, ağır metal iyonlarının ilave edilmesi, inorganik tuzlar, mikrobiyal 
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homojenat veya UV radyasyonu gibi stres faktörlerinin uygulanması bazı sekonder 

metabolitlerin birikimini artırmaktadır (Verpoorte ve ark., 2002). Bitkilerde çeĢitli 

biyotik ve abiyotik stres Ģartlarında üretimi artan fenilpropanoid bileĢikleri ġekil 2.5’de 

gösterilmiĢtir (Dixon ve Paiva, 1995) 

 

 

 

 

ġekil 2.5. ÇeĢitli biyotik ve abiyotik stres Ģartlarında üretimi artan fenilpropanoid 

bileĢikleri  (Dixon ve Paiva, 1995) 

                                          

Elisitörler yapısına göre biyotik ve abiyotik olarak sınıflandırılırken kaynağına göre ise 

egzojen ve endojen olarak sınıflandırılmaktadır. Sekonder metabolitlerin üretimi için 

kullanılabilecek elisitörler Çizelge 2.4’de özetlenmiĢtir (Namdeo, 2007).  
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Çizelge 2.4.  Sekonder metabolitlerin üretiminde kullanılan elisitörler (Namdeo, 2007) 

 

YAPISINA GÖRE ELĠSĠTÖRLER 

 

Biyotik Elisitörler Abiyotik Elisitörler 

-Doğrudan mikroorganizmalar tarafından 

salınan ve bitki hücrelerince tanınanlar 

(enzimler, hücre duvarı parçacıkları) 

-Mikroorganizmaların bitki hücre duvarındaki 

iĢlevi sonucu oluĢanlar (pektin fragmentleri)  

-Mikroorganizma üzerinde bitki enzimlerinin 

iĢlev görmesiyle oluĢanlar (kitosan, glukan ) 

ÇeĢitli uyarıcı etkenlere yanıt olarak bitki 

hücreleri tarafından oluĢturulan ve ortama 

salınan endojen ve her zaman doğada mevcut 

olan bileĢikler 

-Fiziksek ve kimyasal kaynaklıdır 

-UV ıĢığı 

-Denatüre proteinler (ribonükleaz) 

-Donma ve çözülme döngüleri 

-Gerekli olmayan ortam bileĢenleri (agaroz) 

-Ağır metaller 

-Kimyasallar 

    DNA’ya yüksek afiniteliler 

    Membran yıkıcılar (deterjanlar) 

    Fungusitler (butylamine) 

    Herbisitler (acifluorofen) 

 

KAYNAĞINA GÖRE ELĠSĠTÖRLER 

 

Egzojen Elisitörler Endojen Elisitörler 

Hücre dıĢı orjinlidirler 

-Polisakkaritler (glukomannoz, glukan, 

kitosan) 

-Peptitler (monilikolin,  poli-L-lisin, poliamin, 

glikoproteinler) 

-Enzimler (selülaz) 

Yağ asitleri (araĢdonik asit) 

Hücrede biyotik veya abiyotik orijinli bir 

sinyalle teĢvik edilen ikinci reaksiyonlar 

aracılığıyla oluĢur. 

-Aljinat oligomerleri 

-Hepta-β-glukosidaz 

 

5- Üretilmesi istenen hedef bileĢiğin biyosentez yolundaki kilit gen veya genlerin aĢırı 

ekspresyonu ile metabolit üretimi teĢvik edilebilmektedir. Sekonder metabolitlerin 

biyosentez yolundaki genlerin klonlanmasında, transformasyonunda ve 

düzenlenmesinde oldukça ilerleme kaydedilmiĢtir. Bu tekniklerdeki ilerleme hedef 

bileĢiğin biyosentezinin maniplasyonu için olanak ve bilgi imkanı sağlamaktadır 

(Gaosheng ve Jingmimg, 2012). Örneğin tıbbi bir bitki olan Saussurea involucrate’ın 
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içerdiği apigenin bileĢiği tümörogenezi anlamlı Ģekilde inhibe ettiği bilinmektedir. 

Ancak bitkinin doğal yapısında düĢük miktarda bulunan bu bileĢiğin miktarını artırmak 

için flavonoid biyosentez yolunda transgenik yaklaĢımla bir çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu amaçla bitkinin saçak kök kültürüne aktarılan kalkon izomeraz geninin aĢırı 

ekspresyonuyla kontrolden 12 kat daha fazla apigenin bileĢiği elde edilmiĢtir (Li ve 

ark., 2006). 

 

2.5. Bitkilerde ÇeĢitli Streslere KarĢı OluĢan Sinyal Mekanizması 

 

Bitkilerin strese (elisitör veya sinyal molekülleri) maruz kalması çok çeĢitli sekonder 

metabolitlerin birikimine yol açmaktadır. Bu streslerle ilgili sinyal iletim yolunun 

incelenmesi hedef bileĢiklerin ticari amaç için üretilmesinde strateji geliĢtirmeye (bazı 

metabolik yolların aktive edilmesiyle veya baskılanmasıyla) katkı sağlaması nedeniyle 

önemlidir. Bilindiği gibi biyotik bir elisitöre maruz kalan bitkiler genellikle bir dizi 

savunma veya stres yanıtı oluĢturmaktadır. Son zamanlarda yapılan çalıĢmaların 

çoğunluğu oluĢan uyartıların ve sonrasında baĢlatılan savunma yanıtlarının 

tanımlanması üzerine odaklanmıĢtır. Bitkilerin çeĢitli streslere karĢı savunma sürecinde 

sinyal iletimi birincil olarak elisitöre maruz kalan hücre ile ilgilidir.  Bu hücreler protein 

fosforilasyonu veya defosforilasyonu, iyon akıĢında değiĢmeler ve oksidatif patlama 

gibi ilk sinyal olaylarını baĢlatmaktadır. Bu ilk sinyaller savunma ile ilgili genlerin 

(GST, PAL, CHS vb. gibi enzimlerin aktivasyonuyla ilgili) transkripsiyonel 

aktivasyonunu, içsel ikinci sinyallerin (salisilik asit, etilen, jasmonatlar) biyosentezini, 

NADPH oksidaz (O2
-
 ve H2O2 gibi ROS türlerinin üretimine sebep olur)’ın 

aktivasyonunu ve savunma sinyalinden etkilenen hücrelerin redoks statüsünün 

değiĢmesini teĢvik etmektedir. Bitkilerde herhangi bir elitasyon sürecinden sonra 

üretilen bu reaktif oksijen türlerinin (ROS) ortadan kaldırmasında faaliyet gösteren 

antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadır (ġekil 2.6.). Antioksidan aktivitesinin 

inhibisyonu veya aktivasyonu oksidatif patlamanın oluĢumuna ve sekonder metabolit 

birikiminin değiĢmesine neden olmaktadır (Shilpa ve ark., 2010). 

Elisitörün hücresel reseptörle etkileĢimi savunma genlerinin indüksiyonuna sebep 

olmaktadır. Bu birincil savunma yanıtlarının ortaya çıkarılmasına ek olarak elisitör 
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sinyalleri salisilik asit gibi ikincil bitki sinyal moleküllerinin üretilmesi yoluyla 

etkinliğini artırabilmektedir. Elisitörler ve içsel ikincil sinyaller genellikle bitkilerin 

savunması ve korumasıyla ilgili çok çeĢitli genleri aktive etmektedir. Bu genlerin 

ürünleri arasında glutatyon -S- transferaz (GST), peroksidaz, hücre duvar proteinleri, 

proteinaz inhibitörleri, hidrolitik enzimler, patogenez ile ilgili proteinler (PR), 

fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve kalkon sentaz (CHS) yer almaktadır. Bunlara 

ilaveten G proteinleri, NADPH oksidaz, H2O2, ikincil sinyaller ve mitojenle aktive 

edilen protein kinaz (MAPK) gibi sinyal bileĢenleri bir çok bitki savunma yanıtına 

katıldığı belirlenmiĢtir (ġekil 2.7.) (Shilpa ve ark., 2010). 
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ġekil 2.6. Biyotik veya abiyotik stres süresinde ROS’ların üretimi ve yok edilme 

mekanizması (Shilpa ve ark., 2010) 

 

 

 
 

ġekil 2.7. Bitkilerin savunma yanıtının  sinyal iletim mekanizması (Shilpa ve ark., 

2010) 
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2.6. Ultraviyole Radyasyonunun (UV) ve Riboflavinin Sekonder Metabolit Üretimi 

Üzerine Etkisi 

 

Ultraviyole radyasyon (UV) elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan bölgesinin 

bir parçası olup toplam güneĢ radyasyonunun yaklaĢık % 8-9 nu oluĢturmaktadır. UV 

radyasyonu genel olarak dalga boyuna göre UV-A , UV-B ve UV-C olmak üzere üç 

gruba ayrılmaktadır. UV-A (320 - 400 nm) güneĢten gelen radyasyonun yaklaĢık % 

6,3’lük kısmını oluĢturmakta ve radyasyonunun en az tehlikeli bölümüdür.  UV-B (280-

320 nm) toplam spektrumun yaklaĢık  % 1,5’lik bölümünü oluĢturmakta ve bitkilerde 

çok çeĢitli zararlara sebep olmaktadır. UV-C (200-280 nm) organizmalarda en fazla 

zarara neden olan bölümü teĢkil etmektedir (Khatami ve Ghanati, 2011). 

UV radyasyonu nükleik asitler, amino asitler, proteinler, lipitler, bitki büyüme 

düzenleyicileri, pigmentler, membranlar ve fotosentez gibi bir çok faktör üzerinde 

olumsuz etkiye sahiptir (Hollósy, 2002). UV’ye maruz kalma ile ilgili olarak oluĢan 

zararın büyük bir kısmı, serbest radikallerin ve diğer reaktif kimyasal türlerinin 

üretilmesinin indirek bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Grace, 2005). UV 

radyasyonuna maruz kalmayla meydana gelen aktif oksijen türevlerinin bu bileĢiklerle 

reaksiyona girmesi sonucunda oluĢan bozulmalar oksidatif strese yol açmaktadır. 

Bitkiler normal sağlıklı büyüme Ģartları altında bu aktif   oksijen türlerini ve onların 

ikinci reaksiyon ürünlerini enzimatik veya enzimatik olmayan mekanizmalarla etkili 

Ģekilde ortadan kaldıra bilmektedirler (Mahdavian ve ark., 2008). Bitkiler enzimatik 

olmayan mekanizmada fenolikler, flavonoidler ve antosiyaninler gibi çok çeĢitli UV 

absorplayan sekonder bileĢikleri sentezleyerek UV ıĢığının zararlı etkilerinden 

korunmaktadır (Tsormpatsidis ve ark., 2008). Enzimatik mekanizmada ise antioksidan 

enzimlerin aktivitesini artırarak reaktif oksijen türlerini etkisizleĢtirmektedir (Ravindran 

ve ark., 2010).  

Örneğin UV-B ve UV-C uygulanan biber yapraklarında prolin, quercetin, rutin ve 

antosiyanin miktarlarının artması bu ıĢınların olumsuz etkilerinden korunmayla 

doğrudan iliĢkili olduğu ifade edilmektedir. Ayrıca fenolikler ve flavonoidler UV-B 

bandında absorbsiyon yapması bitkileri zararlı ıĢınların etkisinden korumada seçici bir  

UV-B filtresi olarak görev görmektedir (Mahdavian ve ark., 2008). Bunlara ilaveten 

UV-A  ve UV-B antosiyanin biyosentez ile ilgili genlerinin indüksiyonuyla antosiyanin 
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birikimini teĢvik ettiği bildirilmiĢtir (Guo ve ark., 2008). Antosiyaninlerin görünür 

ıĢığın yanında UV radyasyonunu absorbe eden etkili antioksidanlar olup reaktif oksijen 

türlerini etkisizleĢtirdiği ifade edilmiĢtir (Quina ve ark., 2009). Yine yapılan benzer bir 

çalıĢmada UV-C uygulanan üzüm kalluslarında fenolik bileĢikler ve karotenoit birikimi 

önemli ölçüde artmıĢtır (Çetin ve ark., 2011).  

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafından üretilen riboflavin (B2 vitamini) 

pek çok fizyolojik reaksiyonda koenzim olarak fonksiyon göstermektedir (Saikia ve 

ark., 2006; Abdel-Monaim, 2011). Bitkiler ve diğer organizmalar riboflavinin 

biyosentezini gerçekleĢtirdikten sonra flavin mononükleotit (FMN) ve flavin adenin 

dinükleotit (FAD) olarak adlandırılan nükleotit türevlerine dönüĢtürmektedirler (ġekil 

2.8). FMN ve FAD genellikle çeĢitli proteinlere kofaktör olarak birleĢmektedir. Bu 

flavinler elektronların taĢınmasına aracılık etmekte ve redoks gerektiren mitokondrial 

elektron taĢınımı, fotosentez, yağ asidi oksidasyonu, DNA tamiri ve çeĢitli sekonder 

metabolitlerin biyosentezinde görev almaktadır (Higa ve ark., 2012). Riboflavinler 

ayrıca ıĢığın algılanması, biyolüminesans, jasmonat sinyal iletimi, sirkadiyen ve 

mevsimsel saat gibi hayati süreçlere katılmaktadır (Ouyang ve ark., 2010). 

 

 

ġekil 2.8. Riboflavinden  FMN ve FAD’ın sentezi (Anonim, 2008) 

 

Riboflavinler aynı zamanda peroksidasyon ve antioksidan savunma süreçlerinde rol 

oynamaktadır.  ÇeĢitli süreçler sonucunda oluĢan reaktif oksijen ara bileĢikleri oksidatif 

patlamaya sebep olması nedeniyle aĢırı hassas bir yanıt oluĢmaktadır. Bu süreçte 

riboflavin sistemik bir dirence öncülük ederek yeni bir sinyal yolu olarak 

davranmaktadır (Saikia ve ark., 2006). Riboflavin pek çok biyolojik sürece bitkilerde 
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savunma yanıtının düzenlenmesinde rol oynayan ve hücresel bir sinyal olan H2O2’nin 

üretilmesiyle aracılık etmektedir (Deng ve ark., 2011). 

Tütün (Nicotiana tabacum) hücre süspansiyon kültüründe riboflavinin sekonder 

metabolizma ve savunma yanıtı üzerine etkisi incelenmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmada 

riboflavin bir seri savunma yanıtını teĢvik etmesinin yanında sekonder metabolit 

birikimini de artırmıĢtır. Tütün hücrelerinde ribofilavin uygulandığında savunma yanıtı 

olarak oksidatif patlama, ekstrasellüler ortamın alkalizasyonu, savunmayla ilgili 

genlerin ifade edilmesi ve fenolik bileĢiklerin birikimi gerçekleĢtiği belirtilmiĢtir (Liu 

ve ark., 2010a). Nohut bitkisinde yapılan bir diğer çalıĢmada ise riboflavinin, fenolleri 

ve patogenez ile ilgili proteinlerin birikimin teĢvik ettiği ayrıca fenilalanin amonyum 

liyaz  ve peroksidaz aktivitesini artırdığı bildirilmiĢtir (Saikia ve ark., 2006). 

 

2.7. Antosiyaninler 

 

2.7.1. Tanımı ve ÇeĢitleri 

 

Antosiyaninler (Yunancada anthos: çiçek ve kyanos: mavi) klorofilden sonra gözle 

görülebilen en önemli pigment grubudur. Bunlar bitkilerin çiçek, meyve, yaprak ve 

depo organlarına kırmızıdan maviye kadar birçok rengi veren doğal bileĢiklerdir. BaĢka 

bir ifadeyle antosiyaninler flavonoid grubuna ait C6-C3-C6 iskeletine sahip fenolik 

bileĢiklerdir (Delgado-Vargas ve ark., 2000). Kimyasal açıdan ise,  2-

fenilbenzopirilium’un (flavilium katyonu) polihidroksi ve polimetoksi türevlerinin 

glikozitleridir. Antosiyaninlerin temel kısmını antosiyanidin (aglikon) olarak 

adlandırılan flavilium katyonu oluĢturmaktadır (ġekil 2.9) (Kong ve ark., 2003). 

Antosiyaninler arasındaki farklar, antosiyanidin moleküldeki hidroksil (OH) ve metoksil 

(OCH3)  gruplarının sayısı ve pozisyonu, moleküle bağlanmıĢ Ģekerlerin türü, sayısı ve 

bağlanma Ģekli ve bu Ģekerlere bağlanmıĢ alifatik ve aromatik asitlerin yapı ve sayısı 

gibi faktörlerden kaynaklanmaktadır.  Doğal olarak meydana gelen 17 antosiyanidin 

yapısı Çizelge 2.5’de verilmiĢtir. Bunlardan pelargonidin, siyanidin, peonidin, 

delfinidin, petunidin ve malvidin bitkilerde en yaygın olarak bulunan altı 

antosiyanidindir. Bu altı antosiyanidinin  bitkilerin yenilebilir kısımlarındaki dağılımları 

incelendiğinde    % 50 siyanidin, % 12 pelargonidin, % 12  peonidin, % 12 delfinidin, % 
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7 petunidin  ve  % 7 malvidinden oluĢtuğu belirlenmiĢtir (Kong ve ark., 2003; Delgado-

Vargas ve Paredes-López, 2003). 

 

 

 

ġekil 2.9. Antosiyaninlerin temel kısmını oluĢturan antosiyanidin olarak adlandırılan 

flavilium katyonu (Kong ve ark., 2003) 

 

Çizelge 2.5. Doğal olarak meydana gelen antosiyanidinler (Kong ve ark., 2003)  

 
Adı Kısaltma 3 5 6 7 3' 4' 5' Renk 

Apigeninidin  Ap H OH H OH H OH H Turuncu 

Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H Turuncu 

Capensinidin Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Mavimsi-Kırmızı 

Cyanidin Cy OH OH H OH OH OH H Turuncu-Kırmızı 

Delphindin Dp OH OH H OH OH OH OH Mavimsi-Kırmızı 

Eurupinidin Eu OH OMe H OH OMe OH OH Mavimsi-Kırmızı 

Hirsutidin Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Mavimsi-Kırmızı 

6-Hydroxycyanidin 6OHCy OH OH OH OH OH OH H Kırmızı 

Luteolinidin Lt H OH H OH OH OH H Turuncu 

Malvinidin Mv OH OH H OH OMe OH OMe Mavimsi-Kırmızı 

5-Methylcyanidin 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Turuncu-Kırmızı 

Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H Turuncu 

Peonidin Pn OH OH H OH OMe OH H Turuncu-Kırmızı 

Petunidin Pt OH OH H OH OMe OH OH Mavimsi-Kırmızı 

Pulchellidin Pl OH OMe H OH OH OH OH Mavimsi-Kırmızı 

Rosinidin Rs OH OH H OMe OMe OH H Kırmızı 

Tricenitidin Tr H OH H OH OH OH OH Kırmızı 

Not: OMe=OCH3 

 

Antosiyaninlerin meydana gelmesi için antosiyanidinlere en az bir Ģeker molekülünün 

bağlanması gerekmektedir. Bu nedenle antosiyaninler Ģeker molekülünün sayısına 

(monozid, biozid, triozid vb. gibi) göre de sınıflandırılmaktadır (Delgado-Vargas ve 

Paredes-López, 2003). Antosiyanidinlere yaygın olarak bağlanan Ģekerler; glukoz, 
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galaktoz, ramnoz, ksiloz, fruktoz ve arabinozdur. Bu monosakkaritlerden oluĢan di ve 

trisakkaritler de bazı antosiyanidinlerle glikozit yapmaktadırlar. Antosiyanidin 

glikozitlerinin en yaygınları, 3–monozidler, 3–biozidler, 3,5–diglikozidler ve 3,7–

diglikozidlerdir. Bunlardan 3–glikozitler, doğada 3,5–diglikozidlerden yaklaĢık 2.5 kat 

daha fazla bulunmaktadır. Bu nedenle siyanidin 3–glikozit en yaygın olarak bulunan 

antosiyanindir  (Kong ve ark., 2003; Delgado-Vargas ve Paredes-López, 2003). Ayrıca 

Ģeker molekülüne kumarik, kafeik, ferulik, sinapik, p-hidroksibenzoik, malonik, 

okzalik, malik, süksinik ve asetik asit gibi asitler bağlanarak açil antosiyaninleri 

meydana getirmektedir  (Delgado-Vargas ve Paredes-López, 2003). 

 

2.7.2. Antosiyaninlerin Biyosentezi 

 

Antosiyaninlerin öncül bileĢikleri glikolitik yolla (fosfoenol pirüvat) ve pentoz fosfat 

yoluyla (eritroz-4-fosfat/ kalvin döngüsü) üretilir. Bu yollarla üretilen Ģikimik asit ile 

asetat antosiyaninleri de içeren pek çok fenolik bileĢiğin temel aromatik yapıtaĢını 

oluĢturur. ġikimat yolu ile kumarik, kafeik, ferrulik ve fenilalanin gibi birkaç organik 

asit sentezlenmektedir. Antosiyaninlerin biyosentez yolu temel olarak iki ana bölüme 

ayrılabilmektedir. Bu yolun birinci aĢamasında (ġekil 2.10 A) fenilpropanoid 

metabolizmasının öncülleri sentezlenirken, ikinci aĢamasında (ġekil 2.10 B) spesifik 

flavonoidlerin sentezi gerçekleĢmektedir. Antosiyanin sentezinin ilk aĢamasında 

fenilalanin p-kumaril-CoA’ya üç enzim tarafından dönüĢtürülür. Bu enzimler 

fenilalanin amonyum liyaz (PAL), sinnamat-4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumaril-CoA 

ligaz (4CL) dır. p-Kumaril-CoA flavonoid, lignin ve diğer fenilpropanoidlerin baĢlıca 

öncül bileĢiğidir. Sentezin ikinci aĢamasında flavonoid biyosentezinin anahtar enzimi 

olarak düĢünülen kalkon sentaz (CHS)  üç molekül malonil CoA ile  4-kumaril-CoA yı 

ara kalkon oluĢturmak için katalizler. Bir sonraki aĢamada kalkon; kalkon izomeraz 

(CHI) enzimi tarafından naringenine dönüĢtürülür.  Naringenin flavonoid ve 

izoflavonoidlerin yaygın öncüsüdür. Naringenin bir dioksigenaz veya monooksigenaz 

tarafından dihidrokaempferol’e dönüĢtürülür. Bir sonraki basamakta dihidrokaempferol 

dihidroflavanol-4-redüktaz (DFR) enzimiyle leucoanthocyanidine dönüĢtürülür. 

Antosiyanidin sentaz (ANS) enzimi leucoanthocyanidinden renkli antosiyanidinleri 

meydana getirir. Antosiyaninlerin biyosentezi bir glikozillenme reaksiyonuyla 
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antosiyanidinlerin antosiyaninlere dönüĢümü gerçekleĢtirilir. Bu basamak için en iyi 

tanımlanan enzim 3-O-glikozil transferaz (GT) enzimidir. Flavanoit sentezinin çeĢitli 

aĢamalarında hidroksilasyon ve metilasyon meydana gelir. Antosiyaninlerin 

metilasyonu sentezinin son aĢaması olup O- metiltransferaz (MT) enzimi bu aĢamada 

önemli rol oynamaktadır (Delgado-Vargas ve ark., 2000; Delgado-Vargas ve Paredes-

López, 2003). 
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ġekil 2.10. Antosiyaninlerin biyosentez basamakları (Davies, 2009); PAL: fenilalanin 

amonyum liyaz, C4H: sinnamat-4-hidroksilaz, 4CL: 4-kumaril-CoA ligaz, 

CHS: kalkon sentaz, CHI: kalkon izomeraz, DFR: dihidroflavanol-4-

redüktaz, ANS: antosiyanidin sentaz, GT: 3-O-glikozil transferaz  
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2.7.3. Antosiyaninlerin Biyolojik Önemi ve Kullanım Alanları 

 

Antosiyaninler ekolojik fonksiyonlarının yanında antioksidan olarak, yüksek seviyedeki 

ıĢığın olumsuz etkilerinden korumada ve savunma mekanizmalarında önemli role 

sahiptir (Delgado-Vargas ve Paredes-López, 2003).  Antosiyaninlerin ekolojik önemi 

bitkilerin tozlaĢması ve tohumlarının yayılması sürecinde hayvanları cezb etmesinden 

ileri gelmektedir (Kong ve ark., 2003). Ayrıca yapraklardaki antosiyaninler fotosentez 

için kullanılabilir ıĢık miktarını artırırken ıĢık inhibisyonunu azaltmaktadır (Delgado-

Vargas ve Paredes-López, 2003). Bunlara ilaveten antosiyaninler bitki dokularını 

görülebilir aĢırı radyasyondan korumasının yanında ultraviyole (UV) radyasyonundan 

da koruyabilmektedir. Bir diğer önemli fonksiyonu ise çevresel stres faktörleri 

tarafından üretimi artırılan serbest radikallerin uzaklaĢtırılmasında rol almasıdır (Hatier  

ve Gould, 2009).  

Antosiyaninlerin çekici kırmızı, turuncu ve mor renklerinin yanında suda çözünmeleri 

bu bileĢiklerin doğal renklendirici olarak kullanım imkanı sağlamıĢtır (Bakowska-

Barczak, 2005). Antosiyanin ekstraktlarının gıdalara yalnızca çekici renk özellikleri 

kazandırmadığı, aynı zamanda yüksek antiradikal kapasiteleri nedeniyle, eklendikleri 

gıdaların oksidatif stabilitelerini de arttırdığı ifade edilmiĢtir (Kırca, 2004).  

Antosiyaninlerin doğal gıda renklendiricisi olarak kullanılmasının yanında, yüksek 

antioksidan aktivitesi göstermesi nedeniyle de diyette önemli bir yere sahiptir. Ayrıca 

kanser hücrelerinin büyümesini inhibe ettiği, koroner kalp rahatsızlıklarının oluĢumunu 

engellediği, diabet, nörolojik hastalıklar ve inflamasyonda etkili olduğu klinik olarak 

belirlenmiĢtir (Zhang ve  Furusaki, 1999; Maharik ve ark., 2009). 

 

2.7.4. Siyah Havuç Antosiyaninleri 

 

Havuç maydanozgiller (Apiaceae) familyasından, koni biçimindeki etli kökü için sebze 

olarak yetiĢtirilen iki yıllık otsu bir kültür bitkisidir. Türkiye'de yörelere göre 

gelinparmağı, pürçüklü, balkamıĢ, deper otu, yerebatan, yer otu, yerekaçan, kızıl ot gibi 

değiĢik isimlerle adlandırılmaktadır (Anonim, 2013 a). Havuç kültürleri botaniksel 

olarak iki gruba ayrılmıĢ olup, bunlar doğu veya antosiyanin  (Daucus carota ssp. 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Maydanozgiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sebze
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sativus var. atrorubens Alef.)  grubu ve batı veya karotenoid (Daucus carota ssp. 

sativus var. sativus) grubudur. Siyah havuç (antosiyanin grubu) çeĢitleri batılı ülkelerce 

çok bilinmese de, ana çeĢit olarak kabul edilen turuncu havuç varyetelerinden çok daha 

eski olduğu ve Türkiye, Afganistan, Mısır, Pakistan ve Mısır gibi ülkelerde geleneksel 

olarak kültürü yapılmakta ve tüketilmektedir (Kammerer ve ark., 2004).   

Siyah havuçta (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.)  siyanidin türevi beĢ 

temel antosiyanin pigmenti bulunmaktadır. Bunlardan iki tanesi açilsiz, üç tanesi açilli 

antosiyaninlerdir. Açilsiz antosiyaninler siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit ve 

siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; diğer üçü ise sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle 

açillenmiĢ siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit’lerdir (Netzel  ve ark., 2007; Montilla 

ve ark., 2011). Farklı siyah havuç varyetelerinde toplam antosiyanin içeriğinin  % 

55’ten % 99’a kadar olan kısmını açil antosiyaninler oluĢturmaktadır (Montilla ve ark., 

2011). 

Antosiyaninlerin renk ve stabilitelerini etkileyen en önemli faktörler arasında 

antosiyanin yapısı, konsantrasyonu, kopigmentin varlığı ve kendi kendine birleĢmesi 

sayılmaktadır. Bunlara ilaveten sıcaklık, ıĢık, pH, metalik iyonlar, enzimler, oksijen, 

askorbik asit, Ģeker ile Ģekerin yıkılma ürünleri, proteinler ve sülfürdioksit stabiliteyi 

etkileyen diğer önemli faktörlerdir (Ersus ve Yurdagel, 2007). Siyah havuç 

antosiyaninleri, gıda pH’sında yüksek renk stabilitesine sahiptir. Özellikle asidik pH’da 

mükemmel bir parlak çilek kırmızısı renk tonuna sahiptir. Bu yüzden siyah havuç suyu 

alkolsüz içecekler, meyve suyu ve nektarları, konserve, jöle ve Ģekerlemelerin 

renklendirmesinde iyi bir seçim olabilmektedir. Siyah havuç antosiyaninleri hem yapısı 

hemde açillenmeleri nedeniyle pH ve ısı değiĢmelerine karĢı yüksek stabilite 

göstermektedir (Kırca ve ark., 2007).  

Bunlara ilaveten siyah havuçtan elde edilen antosiyanince zengin ekstraktın insan 

kanser hücrelerin poliferasyonunu önemli ölçüde inhibe ettiği belirtilmiĢtir (Netzel ve 

ark., 2007). 
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2.7.5. Antosiyaninlerin Bitki Doku ve Hücre Kültürü Yöntemleriyle Üretimi 

Üzerine Yapılan ÇalıĢmalar 

 

Daucus carota (Havuç) bitkisinden elde edilen kallus kültüründe besin stresinin ve 

osmotik etmenlerin antosiyanin üretimi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Bu bitkiden 

oluĢturulan kalluslarda indol-3 asetik asit ve kinetinin etkisiyle kırmızı renkli pigment 

geliĢtiği ve maksimum antosiyanin veriminin kuru ağırlık bazında  % 5,4 olduğu 

bildirilmiĢtir. Söz konusu kalluslar fosfat ve nitrat stresine maruz bırakıldığında 

antosiyanin içeriğinin sırasıyla % 7,2 ve % 8,5’e yükseldiği ifade edilmiĢtir. Ayrıca 

osmotik etmen olarak uygulanan mannitolun antosiyanin üretimi üzerine pozitif etkiye 

sahip olduğu ifade edilmiĢtir (Rajendran ve ark., 1992). Söz konusu bitkiden oluĢturulan 

hücre süspansiyon kültüründe yapılan farklı bir çalıĢmada antosiyanin sentezinin 

düzenlenmesi incelenmiĢtir. Bu araĢtırmanın sonucunda embriyogenezin oluĢumuyla 

yani morfolojik farklılaĢmayla antosiyanin sentezi yani metabolik farklılaĢma arasında 

yakın bir iliĢkinin olduğu ileri sürülmüĢtür. Antosiyanin indüksiyonu ve hücrelerin 

bölünmesi veya farklılaĢmadan meydana gelen büyümenin 2,4-D ile değiĢtiği 

belirtilmiĢtir. Antosiyanin sentezinin 2,4-D aracılığıyla düzenlenmesinde fenilalanin 

amonyum liyaz (PAL)  ve kalkon sentaz (CHS) aktivitelerinin anahtar bir rol oynadığı 

belirlenmiĢtir. PAL ve CHS genleri ve bunların transkripsiyonlarının detaylı olarak 

incelenmesi neticesinde havuçta iki tane PAL geni olduğu tespit edilmiĢtir. Bu 

genlerden bir tanesi stresle hızlıca aktive olup aktivitesi süreklilik arz etmezken, diğeri 

spesifik olarak 2,4-D ile düzenlenmekte ve antosiyanin sentezinde teĢvik edilmektedir 

(Ozeki, 1996). 

 Daucus carota L. bitkisinden oluĢturulan hücre kültüründe antosiyanin birikimine ve 

antosiyanin biyosenteziyle ilgili enzimlerin düzenlenmesine ultraviyole ıĢığın ve fungal 

elisitörün etkisi incelenmiĢtir. Söz konusu uygulamalar sürekli UV ıĢığıyla aydınlatma, 

karanlıkta bekletme,  Pythium aphanidermatum’dan elde edilen elisitörün uygulanması 

ve UV ıĢığıyla aydınlatılan hücrelere elisitör uygulanması Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

UV uygulanması netecisinde antosiyanin birikimi ile fenilpropanoid ve flavonoid 

metabolik yolundaki enzimlerin aktivitesi güçlü Ģekilde artmıĢtır. Karanlıkta büyüyen 

havuç hücrelerine fungal elisitör uygulanması PAL’ın hızlı ve geçici indüsiyonuna 

neden olurken antosiyanin miktarında bir artıĢ meydana getirmemiĢtir. UV ıĢığının 
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elisitörle birlikte uygulandığında fenilpropanaid yolunda hızlı bir artıĢ meydana getirse 

de, UV ıĢığının antosiyanin üzerine indükleyici etkisini ve antosiyanin biyosentezindeki 

enzimleri baskıladığı ifade edilmiĢtir (Gläßgen ve ark., (1998). Bu çalıĢmaların 

paralelinde söz konusu bitkiden oluĢturulan hücre kültüründe ve kültürün 

baĢlatılmasında kullanılan eksplantın antosiyanin içeriği incelenmiĢtir. Hücre 

kültüründe siyanidin-3-latrosit (% 90) ve siyandin-3-β-D-glukopiranosit (%10) olmak 

üzere iki antosiyanin pigmenti izole edilirken, kallus kültürün baĢlatılmasında kullanılan 

eksplantta sadece siyanidin-3- latirosit bulunduğu belirtilmiĢtir (Narayan ve 

Venkataraman, 2000). Yapılan benzer bir araĢtırmada Daucus carota var. Nantes scarlet 

kallus kültürüne 0,05 mM putresin uygulanması antosiyanin miktarını kontrol grubuna 

göre 1,68 kat artırdığı belirtilmiĢtir  (Sudha ve Ravishankar, 2003a).  Aynı 

araĢtırmacılar tarafından yapılan baĢka bir çalıĢmada kallus kültürüne fungal elisitör 

uygulanması yüksek miktarda antosiyanin birikimine sebep olduğu ifade edilmiĢtir 

(Sudha ve Ravishankar (2003b). 

Vitis vinifera (üzüm) hücre süspansiyon kültüründe antosiyanin biyosentezine jasmonik 

asit ve ıĢık uygulamanın etkisi incelenmiĢtir. En yüksek antosiyanin içeriği 20 μM 

jasmonik asit uygulanan kültürden elde edilmiĢ ve elde edilen miktarın kontrol 

grubunun 8,5 katı olduğu bildirilmiĢtir. IĢık uygulamanın etkisinin belirlenmesi 

amacıyla 8000-8300 lüks ıĢık altında kültüre alınan hücrelerde antosiyanin içeriği 

kontrole göre 4,8 bir artıĢ meydana gelmiĢtir. Jasmonik asitin ve ıĢığın birlikte 

uygulanması durumunda antosiyanin içeriğinde kontrol grubuna göre 13,9 kat bir artıĢ 

meydana gelmiĢtir (Zhang ve ark., 2002). Yapılan farklı bir çalıĢmada viskozite arttırıcı 

bir madde olan karboksi metil selülozun antosiyanin birikimine etkisini Vitis vinifera 

cv. Bailey Alicant A. hücre kültüründe araĢtırılmıĢtır. Metabolit birikimini teĢvik etmek 

amacıyla farklı konsantrasyonlarda karboksi metil selüloz kültüre ilave etmiĢlerdir. 

AraĢtırmanın sonucunda  % 0,8’lik karboksi metil selüloz uygulanan kültürlerin  

antosiyanin içeriği  kontrol grubuna göre 3 kat fazla olduğu ifade edilmiĢtir (Nagamori 

ve ark., 2001). Benzer bir çalıĢmada, Gamay, Kalecik Karası ve Öküzgözü üzüm 

çeĢitlerine ait yaprak sapı eksplantlarından elde edilen kalluslar hücre süspansiyon 

kültürünün  oluĢturulmasında kullanılmıĢtır. OluĢturulan hücre süspansiyon kültüründe 

sekonder metabolit üretimini artırmak amacıyla, aydınlık (10.000 lüks), kadmiyum 

sülfat (1,0 mM ve 1,5 mM), metil jasmonat (10 μM)  ve sakkaroz (0,20 M ve 0,25 M) 
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uygulanmıĢtır. Sekonder metabolit olarak antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam 

flavanol, toplam flavonol, trans-resveratrol ve tokoferol miktarları belirlenmiĢtir. 

AraĢtırmanın sonucunda farklı elisitör uygulamalarının genel olarak sekonder metabolit 

birikimini teĢvik ettiği ifade edilmiĢtir (Çetin, 2010). Söz konusu bitkiden (Vitis sp.) 

oluĢturulan hücre süspansiyon kültüründe fosfat eksikliğinin antosiyanin biyosentezi ve 

ilgili genlerin anlatımı üzerine etkisi incelenmiĢtir. Hem fosfat eksik (-Pi) hem de fosfat 

ilave edilen (+Pi) MS besi ortamındaki hücrelerde siyanidin-3-O-glikozit, peonidin-3-

O-glikozit, siyanidin-3-O-(6-O-p-kumaril)-glikozit ve peonidin 3-O-(6-O"-p-kumaril)-

glikozit belirlenmiĢtir. Antosiyanin birkimi fosfat eksik kültürün hücrelerinde çok daha 

önemli olduğu bildirilmiĢtir. Fenilalanin antosiyanine katılımı en yüksek posfat eksik (-

Pi) ortamlardaki hücrelerde 3.-14. günler arasında elde edilmiĢtir. Hücreler – Pi ve +Pi 

besi ortamlarına aktarıldıktan sonra antosiyanin biyosentezinde görev alan enzimlerin 

genleri ile düzenleyici genlerin ifadesi zamana bağlı olarak incelenmiĢtir. UFGT ve 

VvmybA1 genlerinin ifade seviyesi -Pi ortamındaki hücrelerde +Pi ortamındakilere göre 

daha yüksek olduğu ve bunun -Pi hücrelerindeki antosiyanin birikiminin baĢlangıcına 

denk geldiği ifade edilmiĢtir (Yin ve ark., 2012).  Farklı bir çalıĢmada ise Vitis vinifera 

hücre süspansiyon kültüründe metil jasmonat (MeJA) ve kırmızı ıĢığın antosiyanin, 

kateĢin ve stilben üretimi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Kallus dokusu yaprak sapı 

eksplantlarından elde edilmiĢtir. Hücre süspansiyon kültürü 1 mg/ L BAP, 0,1 mg/L 

2,4-D ve 10 g/L sukroz içeren MS besi ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir. Kırmızı ıĢık (1,34 

µE m
-2

s
-1

) ve 10 µM metil jasmonat süspansiyon kültürüne ayrı ayrı olarak veya birlikte 

uygulanmıĢtır. Toplam antosiyanin sentezi sadece kırmızı ıĢık uygulan kültürlerde 

hafifçe azalmıĢtır. MeJA ve MeJA ile birlikte kırmızı ıĢık uygulandığında bu 

metabolitlerin seviyesi kontrole göre artmıĢtır (Tassoni ve ark., 2012). 

 Vitis vinifera hücre süspansiyon kültüründe yapılan bir diğer çalıĢmada antosiyanin ve 

resveratrol üretimine iki sentetik ve bir tane biyotik  elisitörün etkisi incelenmiĢtir. 

Sentetik elisitör olarak indanol-izolösin (In-Ile) ve N-linolenoil-L-glutamim  (Lin-Gln) 

kullanılırken biyotik elisitör olarak böcek (Manduca sexta larvası) tükrüğü 

kullanılmıĢtır. Sentetik elisitör In-Ile ve böcek kaynaklı tükrüğün elisitör olarak 

kullanılmasıyla biyomas kaybı olmadan antosiyanin ve fenolik asitlerin üretimi teĢvik 

edilmiĢtir. In-Ile uygulanan süspansiyon kültüründe antosiyanin üretimi 2,6 kat arttığı 

ifade edilmiĢtir (Cai ve ark., 2012a). 
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Çilek hücre süspansiyon kültüründe riboflavin ve sukroz konsantrasyonunun hücre 

büyümesi ve antosiyanin birikimi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Bu araĢtırmanın 

neticesinde riboflavinin hücre büyümesini belirgin bir Ģekilde azaltırken antosiyanin 

içeriğini önemli ölçüde artırmıĢtır. En yüksek antosiyanin üretimi 4 mg/L riboflavin ve 

% 10 sukroz içeren besin ortamından elde edildiği bildirilmiĢtir (Mori ve Sakurai, 

1995). Benzer bir çalıĢmada viĢne (Prunus cerasus) kallus kültüründe ıĢığın ve 

jasmonik asidin antosiyanin üretimine etkisi incelenmiĢtir. Antosiyanin üreten kallus 

kültürü viĢne yaprak dokusundan elde edilmiĢ ve baskın antosiyanin içeriğinin 

siyanidin-3-glikozit olduğu ifade edilmiĢtir. Karanlıkta büyütülen kalluslar ıĢığa maruz 

bırakıldığında siyanidin-3-glukozit içeriği 0,1 den 4,5 mg /100 g
 
TA’a yükselmiĢtir. 

Ayrıca kültür ortamına 50 µM jasmonik asit ilave edilmesi siyanidin-3-glukozit 

sentezini uyardığı ifade edilmiĢtir  (Blando ve ark., 2005). Yapılan bir diğer araĢtırmada 

Catharanthus roseus, Celosia argentea ve Cordyline termnalis’in internodyum 

eksplantları kullanılarak edilen kalluslarda antosiyanin üretimi incelenmiĢtir. Kallus 

oluĢumuna MS besin ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlardaki 2,4-D ile BAP 

veya NAA ile Kinetin’in etkisi araĢtırılmıĢtır. En yüksek kallus üretimi 1 mg/L 2,4-D ve 

3 mg/L BAP içeren MS besi ortamında gerçekleĢmiĢtir. Toplam antosiyanin üretimine 

L-fenilalanin (1, 3, 5 ve 10 µM ) ve  Ca
++

 (0,25,  0,5,  0,75 ve 1 µM)’nin etkisi 

incelenmiĢtir. L- fenilalanin ve Ca
++

   için optimum konsantrasyonun sırasıyla 3 µM ve 

0.5 µM olduğu belirtilmiĢtir.  En yüksek antosiyanin üretimi Celosia argentea kallus 

kültünde 197,98 µg/KA olarak elde edildiği belirtilmiĢtir (Taha ve ark., 2008). 

Crataegus sinaica B. gövde ve yaprak eksplantlarından elde edilen kallus kültüründe 

antosiyanin üretimi incelenmiĢtir. Kallus kültürünün oluĢturulmasında MS besi 

ortamına 2,4-D ile KIN (kinetin) veya NAA ile BA’nın farklı kombinasyonları ilave 

edilmiĢtir. Kullanılan her iki eksplant kaynağı içinde en iyi kallus geliĢimi 1 mg/L 2,4-D 

ve 1 mg/L KIN içeren MS besi ortamından elde edilmiĢtir. Gövde eksplantlarından elde 

edilen kallusların antosiyanin içeriği yapraktan elde edilenlere göre daha fazla olduğu 

görülmüĢtür. Ayrıca antosiyanin üretimi uygulanan sitokinin çeĢidine göre önemli 

ölçüde etkilenmiĢtir (Maharik ve ark., 2009). Yapılan farklı bir çalıĢmada Cleome rosea 

bitkisinde kallus kültürünün optimizasyonu ve antosiyanin üretimine çeĢitli faktörlerin 

etkisi incelenmiĢtir. Kallus kültürü gövde ve yaprak eksplantlarının NAA (0,54; 1,07 

µM), IAA (0,57; 1,14 µM ), PIC (0,41; 0,82 µM)  veya 2,4-D (0,45; 0,9 µM ) içeren 
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MS besi ortamlarına aktarılmasıyla baĢlatılmıĢtır. En yüksek biyomas 0,9 µM 2,4-D 

içeren besi ortamında kültüre alınan gövde eksplantlarından elde edilmiĢtir. Kültür 

baĢlatıldıktan 6-7 ay sonra kallusların yüzeyinde antosiyanin olarak tanımlanan 

kırmızımsı-pembe bölgeler görülmüĢtür. Bu kalluslarda sıcaklık (24 ± 2 
0
C ve 32 ± 2 

0
C)  ve ıĢık (67 ve 80 µmol m

-2
 s

-1
) yoğunluğunun antosiyanin içeriği üzerine etkisi 

incelenmiĢtir. Antosiyanin üretimi sıcaklığın düĢmesiyle ve ıĢık Ģiddetinin artmasıyla 

yükselmiĢtir. Bitki düzenleyicisi içermeyen veya 0,9 µM 2,4-D içeren besi 

ortamlarındaki kalluslara  sukroz  (30; 50; 70; 90 g L
-1

), toplam nitrojen (50; 60; 70; 80 

mM), NH4
+
’ün NO3

- 
’e oranı (1:1, 1:2, 1:4, 1:6) ve mineral tuzların (MS 1/2; MS1/4) 

etkisi incelenmiĢtir. Pigmentli kalluslarda 70 g/L sukroz, 0,9 µM 2,4-D, 1:4 NH4
+
/ NO3

-
 

ve 1/2 MS ortam Ģartlarında yüksek biyomas elde edilmesinin yanında antosiyanin 

üretimi baĢlangıç kültür koĢullarına göre % 150 oranında arttığı ifade edilmiĢtir (Simões 

ve ark., 2009). Yapılan benzer bir çalıĢmada Melastoma malabathricum hücre 

süspansiyon kültüründe biyomas ve antosiyanin üretimine ıĢık Ģiddeti, sürekli ıĢıkta 

veya karanlıkta bekletme, sıcaklık ve pH gibi çevresel faktörlerin etkisi incelenmiĢtir. 

Orta dereceli ıĢık Ģiddeti (301-600 lüks) hücrelerde antosiyaninin birikimini daha fazla 

teĢvik etmiĢtir. Pigment içeriği 10  gün sürekli karanlıkta bekletilen kültürlerde en 

düĢükken, 10 gün sürekli ıĢıkta bekletilen kültürlerde en yüksek olduğu belirtilmiĢtir. 

Daha düĢük sıcaklıkta (20 ± 2  
0
C ) inkübe edilen hücre kültürlerinin daha yüksek 

sıcaklıkta (26± 2 
0
C  ve 29 ± 2 

0
C) inkübe edilenlere göre daha iyi geliĢtiği ve daha 

yüksek pigment içeriğine sahip olduğu belirlenmiĢtir. Besi ortamının farklı pH 

dereceleri hücre biyomas verimini etkilemezken antosiyanin birikimi en yüksek pH 5,25 

- 6,25 aralığında elde edilmiĢtir (Chan ve ark., 2010).  

Mekanik stres uygulanan reyhan (Ocimum  basilicum) hücre süspansiyon kültüründe 

rosmarik asit ve antosiyanin birikimi  incelenmiĢtir. Kallus kültürünün oluĢturulmasında 

kırmızı renkli kök-gövde geçiĢ bölgesi eksplant kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 

Kallusların büyütülmesi Gamborg'un B5 ortamına % 2 sukroz, 0,5 mg/L 2,4-D ve  % 

0,7 agar  ilave edilerek hazırlanan katı besin ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir. Antosiyanin 

üretimini artırmak ve kolay dağılabilir kallus hücre hattı elde etmek için kırmızı 

hücreler her alt kültürde seçilmiĢtir. Uzun süreli stabil antosiyanin üreten hücre hatlarını 

elde etmek için kalluslar karanlık ortama aktarılarak burada alt kültüre alınmıĢtır. 

Süspansiyon kültürü bu ortam Ģartları altında üretilen kallusların aynı B5 sıvı besi 
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ortamında ve 90 rpm’deki çalkalayıcıda kültüre alınmasıyla baĢlatılmıĢtır. Mekanik 

stresin karanlık ve ıĢıklı ortam Ģartlarında antosiyanin ve rosmarik asidin birikimine 

etkisini belirlemek için çalkalama hızı 90 rpm’den 150 rpm’e yükseltilmiĢtir.  Bu 

araĢtırmanın sonucunda mekanik stresin antosiyanin ve rosmarik asit içeriğini artırırken 

biyomas birikimini azalttığı belirtilmiĢtir (Strazzer ve ark., 2011). Malva neglecta’nın 

yaprak eksplantlarından elde edilen kallus kültüründe UV-B ve UV-C’nin UV absorbe 

eden bileĢikler (antosiyanin, flavonoid ve taninler) üzerine etkisi incelenmiĢtir. 

Kalluslar 144, 288, 432, 576, 720, 864, 1296 ve 1728  j/m
2 

dozlarda UV-B’ye maruz 

bırakılırken 204, 408, 612, 816, 1020, 1284, 1836  ve  2448 j/m
2
 dozlarda UV-C’ye 

maruz bırakılmıĢtır. Bu araĢtırmanın sonucunda antosiyanin ve flavonoidlerin kontrole 

göre anlamlı Ģekilde arttığı belirtilmiĢtir (Khatami ve Ghanati, 2011). 

 

 

 



 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Bitkisel Materyal 

 

Bu çalıĢmada kullanılan siyah havuç bitkisinin tohumları ticari amaçlı tohum üreten bir 

firmadan temin edilmiĢtir (ġekil 3.1). 

 

 
 

ġekil 3.1.  Siyah havuç bitkisi (Anonim, 2013b) 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 

Çalkalayıcı IKA KS 

Fotoğraf makinası Samsung 

Hassas terazi Scaltec 

Laminer kabin Nüve 

Lüksmetre T-ECHINI-C 

Magnetik karıĢtırıcı Heidolph-MR 
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Otoklav ALP 

Otomatik pipet Ephendorf 

pH metre Hanna 

Santrifüj Hettich 

Spektrofotometre Jascco V-530 UV/VIS 

 

3.1.3. Kullanılan Kimyasallar 

 

2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) Sigma 

Benzil amino pürin Sigma 

Etanol Merck 

HCl Merck 

Ġndol asetik asit Sigma 

Kinetin Sigma 

Metanol Merck 

MS Sigma 

Naftalen asetik asit Merck 

NaOH Merck 

Phytagel Sigma 

Riboflavin Sigma 

Sukroz Grade I Sigma 

Twenn 20 Sigma-Aldrich 

  

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Tohumların Çimlendirilmesi ve Steril Fidelerin Elde Edilmesi 

 

Deneyde kullanılan bitkiler steril Ģartlarda çimlendirilen tohumlardan yetiĢtirilmiĢtir. 

Tohumların çimlendirilmesinde ve steril fidelerin yetiĢtirilmesinde kullanılan besiyeri 

4,4 g/L MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besi ortamına 30 g/L sukroz ve 2 g/L 

phytagel (katılaĢtırıcı) ilave edilerek hazırlanmıĢtır. Besiyerinin pH’sı 1 M NaOH veya 

1 M HCl kullanılarak 5,8’e ayarlandıktan sonra 121°C, 1,2 atmosfer basınçta 20 dakika 
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otoklav edilmiĢtir. Sterilizasyon iĢleminden sonra besiyeri 50-60 °C’ ye kadar soğutulup 

9 cm çaplı petrilere 25 ml ve 8 cm çaplı cam kavanozlara  (14 cm boyunda) 50 ml 

olacak Ģeklide dökülmüĢtür. Besiyerlerinin katılaĢması gerçekleĢtikten sonra ağızları 

parafilimle kapatılmıĢtır. Gerek bitkilerin yetiĢtirilmesinde gerekse kallus ve hücre 

süspansiyon kültürü çalıĢmalarında kullanılan MS besi ortamının içeriği Çizelge 3.1 

verilmiĢtir. 

 

           Çizelge 3.1. MS temel besi ortamı (Murashige ve Skoog, 1962) 

                                                                                      

 Ġçerik                                       mg/L 

KNO3 

NH4NO3 

KH2PO4 

CaCl22H2O 

MgSO47H2O 

MnSO4 4H2O 

ZnSO4.7H2O 

H3BO3 

KI 

CuSO4.5H2O 

Na2MoO4.2H2O 

CoCl2.6 H2O 

myo-inositol 

Thiamin- HCl 

Nikotinik asit 

Pridoksin HCl 

Na2EDTA 

FeSO4.7H2O 

Glisin 

1900 

1650 

170 

440 

370 

22,3 

8,6 

6,2 

0,83 

0,025 

0,25 

0,025 

100 

0,1 

0,5 

0,5 

37,30 

27,80 

2 

 

Steril bitkilerin yetiĢtirilmesinde kullanılan tohumlar çimlendirilmeden önce yüzey 

sterilizasyonuna tabi tutulmuĢtur. Tohumlarının yüzey sterilizasyonu % 70’lik etil alkol 

içerisine iki dakika karıĢtırılarak baĢlatılmıĢtır. Bu sürenin sonunda etil alkol süzülerek 

tohumlardan uzaklaĢtırılmıĢtır. Bir sonraki aĢamada tohumlar 2-3 damla twenn 20 

içeren % 2’lik sodyum hipoklorit çözeltisinde manyetik karıĢtırıcı yardımıyla 25 dakika 

boyunca hafifçe karıĢtırılmıĢtır. Son olarak da kullanılan sodyum hipokloritin 

uzaklaĢtırılması için tohumlar üç kez beĢer dakika steril su ile durulanmıĢtır. Tüm bu 

çalıĢmalar steril Ģartlarda laminer kabin içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Yukarıda açıklandığı Ģekilde steril edilen tohumlar besi ortamı içeren petri kaplarına 20-

25 adet olacak Ģekilde ekilerek karanlık ortamda çimlenmeye bırakılmıĢtır. Petri 

kaplarının kenarları kontaminasyonu ve su kaybını önlemek için parafilm ile sarılmıĢtır. 

Karanlık ortamda 7-10 gün bekletilerek çimlenmesi sağlanan tohumlar aydınlık ortama 

çıkarılarak (2-3 gün) fide geliĢimi sağlanmıĢtır (ġekil 3.2). 

  

 
 

ġekil 3.2. Siyah havuç tohumlarının çimlendirilmesi ve fide yetiĢtirilmesi   

 

Petri kaplarında geliĢimi iyi olan fideler seçilerek pens yardımıyla kavanozlara 

aktarılmıĢtır. Söz konusu fideler 25 ± 2 °C’ sıcaklık, 16 saat ıĢık ve 8 saat karanlık 

fotoperiyotta yetiĢtirilmiĢtir. Cam kavanoza aktarılan fideler ve bir aylık bitkiler ġekil 

3.3’de gösterilmiĢtir. 

     
ġekil 3.3.  Steril Ģartlarda yetiĢtirilen fideler (A)  ve bir aylık bitkiler (B) 

B A 
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3.2.2. Kallus Kültürünün OluĢturulması 

 

Kallus kültürünün oluĢturulmasında steril Ģartlarda yetiĢtirilen bir aylık bitkilerin 

hipokotil kısımları eksplant kaynağı olarak kullanılmıĢtır. Hipokotiller kallus 

oluĢumunun en iyi olduğu besi ortam Ģarlarının belirlenmesi amacıyla 18 farklı ortamda 

kültüre alınmıĢtır. Kültürünün oluĢturulmasında kullanılan besin ortamı,  tohumların 

çimlenmesinde ve steril bitkilerin elde edilmesinde kullanılan besin ortamından farklı 

olarak bitki büyüme düzenleyicilerini içermektedir. Kallus kültürünün oluĢturulmasında 

4,4 g/L temel MS besin ortamına 2 g/L phytagel, 30 g/L sukroz, farklı miktar ve 

kombinasyonlarda sitokinin (Kinetin ve BAP) grubu iki hormon ile oksin (IAA, NAA 

ve 2,4-D) grubu üç hormon ilave edilmiĢtir. Oksin grubu hormonlar 1, 2 ve 3 mg/L 

olmak üzere üç farklı miktarda uygulanırken, sitokinin grubu hormonlar 0,2 mg/ olmak 

üzere tek miktarda uygulanmıĢtır. Besiyerinin pH’sı 1 M NaOH veya 1 M HCl 

kullanılarak 5,8’e ayarlandıktan sonra 121°C, 1.2 atmosfer basınçta 20 dakika otoklav 

edilmiĢtir. Sterilizasyon iĢleminden sonra besiyeri  50-60 °C’ ye kadar soğutulup 9 cm 

çaplı petrilere 25 ml olacak Ģekilde dökülmüĢtür. MS besi ortamına eklenen hormon 

çeĢidi ve miktarları Çizelge 3.2’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Kallus kültürünün oluĢturulmasında kullanılan besin ortamına ilave edilen 

hormon çeĢidi ve miktarları  

 

Uygulama 

    No  

 

Oksin Grubu Hormon 

 

   Sitokinin Grubu Hormon 

ÇeĢidi 

 

Miktarı  

(mg/L) 

ÇeĢidi 

 

Miktarı 

(mg/L) 

1 2,4D 1 Kinetin 0,2 

2 2,4D 1 BAP 0,2 

3 2,4D 2 Kinetin 0,2 

4 2,4D 2 BAP 0,2 

5 2,4D 3 Kinetin 0,2 

6 2,4D 3 BAP 0,2 

7 NAA 1 Kinetin 0,2 

8 NAA 1 BAP 0,2 

9 NAA 2 Kinetin 0,2 

10 NAA 2 BAP 0,2 

11 NAA 3 Kinetin 0,2 

12 NAA 3 BAP 0,2 

13 IAA 1 Kinetin 0,2 

14 IAA 1 BAP 0,2 

15 IAA 2 Kinetin 0,2 

16 IAA 2 BAP 0,2 

17 IAA 3 Kinetin 0,2 

18 IAA 3 BAP 0,2 

Kontrol Hormon ilave edilmemiĢtir. 

 

Hipokotiller yaklaĢık 0,3 cm boyunda kesilerek Çizelge 3.2’de içerikleri verilen 18 

farklı besi ortamına dikey Ģekilde ekilmiĢtir (ġekil 3.4). Her bir uygulama için üç petri 

ve her petride 10 adet eksplant kültüre alınmıĢtır. Petriler 25 ± 2 °C’ sıcaklık, 2500 lüks 

ıĢık Ģiddeti, 16 saat ıĢık ve 8 saat karanlık fotoperiyotta kallus oluĢumu için 

inkübasyona bırakılmıĢtır. OluĢan kalluslar aynı içerikli taze besi ortamlarına 2 hafta 

arayla alt kültüre alınmıĢtır. Söz konusu ortamlarda 45 gün inkübasyona bırakılan 

eksplantlardan kallus oluĢumunu, oluĢan kallusların ağırlıklarını ve antosiyanin 

içeriklerini belirlemek amacıyla hasat edilmiĢtir.  
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ġekil 3.4. Eksplant kaynağı olarak kullanılan hipokotil kısımlarının besi ortamına 

aktarımı ve elde edilen kalluslar 

 

Kallus oluĢumunun en iyi olduğu ortam Ģartlarının belirlenmesi amacıyla eksplantlar 18 

farklı ortamda (Çizelge 3.2)  kültüre alınmıĢtır. Söz konusu ortamlardan elde edilen 

veriler (Çizelge 4.1 ve Çizelge 4.2) incelendiğinde denemeler için en uygun kallusların 

2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren besi ortamında oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Bu 

ortamda kültüre alınan eksplantların kallus oluĢturma oranları ile oluĢan kallusların 

ağırlık ve antosiyanin içerikleri oldukça yüksektir. Ayrıca bu ortamdan elde edilen 

kallusların kolay parçalanabilir özellikte olması süspansiyon kültürünün 

oluĢturulmasına da imkan sağlamaktadır. Bu nedenlerle kallus kültürüne riboflavin ve 

UV-C uygulanmasında kullanılan kalluslar bu ortam Ģartlarında oluĢturulmuĢtur. 
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3.2.3.  Kallus Kültürüne Riboflavin Uygulanması 

 

Kallus kültürüne riboflavin uygulanmasında 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren MS 

besi ortamında oluĢan 45 günlük kalluslardan geliĢimleri iyi olanlar seçilerek 

kullanılmıĢtır. Bu amaçla kalluslar 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L riboflavin içeren besi 

ortamlarında (elde edildikleri besi ortamına ek olarak) alt kültüre alınmıĢtır (ġekil 3.5). 

Bu uygulamalarda her bir konsantrasyon için üç petri ve her petride beĢ adet kallus 

bulunmaktadır. Kalluslara riboflavin 16 saat ıĢık ve 8 saat karanlık fotoperiyotta 10 gün 

boyunca uygulanmıĢtır. 

 

  

 

ġekil 3.5. Riboflavin içeren besi ortamına alt kültüre alınmıĢ kalluslar (A) ve kontrol  

grubu kalluslar (B) 

                 

3.2.4. Kallus Kültürüne UV-C Uygulanması 

 

Kallus kültürüne UV-C uygulaması 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren MS besin 

ortamında oluĢturulan 45 günlük kalluslara  Keskin ve Kunter (2007)’in belirttiğinde 

küçük değiĢiklikler yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Kalluslara UV-C ıĢığı 10 cm 

mesafeden günlük 10 dakika ve 15 dakika olmak üzere iki farklı sürede laminer kabin 

içerisinde uygulanmıĢtır (ġekil 3.6). UV-C ıĢığı uygulamalarında petri kapaklarının ağzı 

açılarak kallusların ıĢıkla direk teması sağlanmıĢtır. IĢık kaynağı olarak 254 nm dalga 

boyuna sahip Philips TUV 6W’lık (G6 T5)  bir lamba kullanılmıĢtır. Bu uygulamada 

A B 
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her bir süre için üç petri ve her petride beĢ adet kallus bulunmaktadır. Kalluslara UV-C 

ıĢığı 10 gün süreyle uygulanmıĢtır. Günlük UV-C uygulamalarının sonunda kalluslar 16 

saat ıĢık ve 8 saat karanlık fotoperiyotta inkübe edilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.6.  Kalluslara UV-C ıĢığı uygulamasında kullanılan sistem 

 

3.2.5.  Hücre Süspansiyon Kültürünün OluĢturulması 

 

Hücre süpansiyon kültürünün oluĢturulmasında 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren 

besi ortamından elde edilen yumuĢak ve kolay dağılabilen özellikteki 30 günlük 

kalluslar baĢlangıç materyali olarak kullanılmıĢtır. Süspansiyon kültürlerinde kullanılan 

besi ortamı 4,4 g/L MS, 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP ve 30 g/L sukrozdan 

oluĢmaktadır. Besiyerin pH’sı 1 M NaOH veya 1 M HCl kullanılarak 5,8’e 

ayarlandıktan sonra 100 ml’lik erlenmayerlere 40 ml olacak Ģekilde bölünmüĢ ve 

121°C, 1,2 atmosfer basınçta 20 dakika otoklav edilmiĢtir.  

Hücre süspansiyon kültürü 1,2 g kallus numunelerinin steril bir petri kabı içerisinde 

spatula yardımıyla küçük parçalara ayırarak 40 ml besi ortamı içeren 100 ml’lik 

erlenmayerlerde kültüre alınmasıyla oluĢturulmuĢtur. Erlenmayerler 120 devir/dakika 

hıza sahip çalkalayıcı üzerinde 25 ± 2 °C sıcaklıkta, 16 saat ıĢık ve 8 saat karanlık foto 

periyotta ve 2500 lüks ıĢık Ģiddetinde inkübe edilmiĢtir (ġekil 3.7). 
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ġekil 3.7. Hücre süspansiyon kültürünün oluĢturulması 

 

3.2.6. Süspansiyon Kültüründeki Hücrelerin Çoğalma Eğrisinin OluĢturulması 

 

Süspansiyon kültüründeki hücrelerin çoğalma eğrileri Gürel ve ark., (2002) belirttiği 

Ģekilde paketlenmiĢ hücre hacmi (PHH) ölçülerek oluĢturulmuĢtur. Steril Ģartlar altında 

hücre süspansiyonunun bulunduğu sıvı ortamından üçer gün arayla 10 ml alınarak 200 

g’de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifuj sonrasında çöken peletin hacmi yüzde olarak 

hesaplanmıĢtır. PaketlenmiĢ hücre hacminin belirlenmesi amacıyla kültür ortamından 

alınan hücrelerin petri kabındaki görüntüsü Sekil 3.8 de verilmiĢtir.  

 

  
 

ġekil 3.8. PaketlenmiĢ hücre hacminin belirlenmesinde kültür ortamından alınan 

hücrelerin petri kabındaki görüntüsü 
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3.2.7.  Hücre Süspansiyon Kültürüne Riboflavin Uygulanması 

 

Hücre süspansiyon kültürüne riboflavin uygulaması paketlenmiĢ hücre hacmindeki 

artıĢın yavaĢlamaya baĢladığı 15. günde ve kallus kültüründeki uygulamalar neticesinde 

antosiyanin içeriğindeki artıĢın en fazla olduğu konsantrasyonda dört tekrarlı olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kültür ortamına steril Ģartlar altında 4 mg/L riboflavin ilave 

edilerek 10 gün süreyle aynı ortam Ģartlarında inkübe edilmiĢtir. Bu sürenin sonunda 

hasat edilerek antosiyanin analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.8. Hücre Süspansiyon Kültürüne UV-C Uygulanması  

 

Hücre süspansiyon kültürüne UV-C uygulaması paketlenmiĢ hücre hacmindeki artıĢın 

yavaĢlamaya baĢladığı 15. günde ve kallus kültüründeki uygulamalar neticesinde 

antosiyanin içeriğindeki artıĢın en fazla olduğu sürede dört tekrarlı olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. UV-C ıĢığı 10 cm mesafeden günlük 15 dakika olmak üzere 10 gün 

boyunca uygulanmıĢtır. UV-C ıĢık kaynağı olarak Philips TUV 6W’lık (G6 T5) bir 

lamba kullanılmıĢtır. UV-C uygulamasından sonra süspansiyon kültürleri 16 saat ıĢık ve 

8 saat karanlık fotoperiyoda alınmıĢtır. Bu sürenin sonunda hasat edilerek antosiyanin 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.9. Antosiyaninlerin Analizi 

 

Antosiyaninlerin analizi, Giusti ve Wrolstad (2001)’ın belirttiği yöntemde küçük 

değiĢiklikler yapılarak kullanılmıĢtır. Kallus ve hücre süspansiyon kültüründeki tüm 

uygulamalar sonucunda elde edilen numuneler %1 HCl ve Metanol karıĢımı kullanarak 

ekstrakte edilmiĢtir (ġekil 3.8). Ekstrakt 0,22 µm çaplı filtreden geçirildikten sonra 

çözücüye karĢı absorbansı 530 nm’de spektrofotometrede ölçülmüĢtür. Örneklerdeki 

antosiyaninlerin miktarı siyanidin 3-O- glukozitin molar absorbsivite katsayısı (ε:30200, 

MA :449,2) kullanılarak  hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 3.9.  Antosiyanin analizi için ekstrakte edilen numuneler 

 

3.2.10. Ġstatistiksel Analizler 

 

Bu çalıĢmada elde edilen verilerin değerlendirilmesinde SPSS (16.) istatistiki analiz 

paket programı kullanılmıĢtır. Gruplar arasındaki farklılıklar Duncan çoklu 

karĢılaĢtırma yöntemiyle belirlenmiĢtir. Farklılıklar  % 5 önemlilik düzeyinde (P≤0,05) 

değerlendirilmiĢtir 
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ġekil 3.10. Deney akıĢ Ģeması 

                                   



 

4. BULGULAR 

 

Siyah havuç (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) tohumlarından streril 

Ģartlar altında yetiĢtirilen bir aylık bitkilerin hipokotil kısımları kallus kültürünün 

oluĢturulmasında eksplant kaynağı olarak kullanılmıĢtır. Hipokotiller kallus 

oluĢumunun en iyi olduğu ortam Ģartlarının belirlenmesi amacıyla oksin (2,4-D, IAA ve 

NAA) ile sitokinin (BAP ve Kinetin) değiĢik miktar ve kombinasyonlarını içeren MS 

besi ortamlarında kültüre alınmıĢtır. Yapılan 18 farklı uygulama neticesinde oluĢan 

kallusların ortalama ağırlıkları, oluĢum oranları, görünümleri ve antosiyanin içerikleri 

analiz edilmiĢtir. Bu parametrelerin değerlendirilmesi neticesinde süspansiyon 

kültürlerinin oluĢturulmasında ve diğer uygulamalarda kullanılacak kallusların elde 

edileceği ortam Ģartları (2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz içeren MS besi 

ortamı) belirlenmiĢtir. Bu en uygun ortam Ģartlarından elde edilen kalluslara riboflavin 

(2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L) ve UV-C (10 dak. ve 15 dak.) uygulayarak antosiyanin 

içeriğinde meydana gelen değiĢim incelenmiĢtir. 

Hücre süspansiyon kültürü yumuĢak kolay dağılabilen özellikteki kallusların 2 mg/L 

2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz içeren sıvı  MS besi ortamında kültüre alınmasıyla 

oluĢturulmuĢtur. Hücre süspansiyon kültürüne riboflavin (4 mg/L) ve UV-C (15 dak.) 

uygulamanın antosiyanin içeriğinde meydana getirdiği değiĢim kallus kültüründeki 

uygulamalar neticesinde en yüksek değerlerin elde edildiği Ģartlarda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 16 paket programı kullanılmıĢtır. 

GerçekleĢtirilen çalıĢmalar neticesinde elde edilen bulgular ana baĢlıklar halinde 

aĢağıda verilmiĢtir. 

 

4.1.  Kallus OluĢumunun En Ġyi Olduğu Ortam ġartlarının Belirlenmesi 

 

Kallus oluĢumunun en iyi olduğu ortam Ģartlarının belirlenmesinde eksplantların kültüre 

alındığı MS besi ortamına ilave edilen hormonlar ile elde edilen bulgular Çizelge 4.1’ 

de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.1. Eksplantların kültüre alındığı MS besi ortamına ilave edilen hormonların 

kallus oluĢumuna etkisi 

 
 

MS besin ortamına ilave 

edilen hormonlar (mg/L) 

 

 

Kallus oluĢum 

oranı (%) 

 

Taze Kallus 

ağırlığı (g) 

 

Kök benzeri 

oluĢumlar 

 

Kallus 

yapısı 

1 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 
80 ±10,00     abc                    0,47 ±0,107    cd   Yok 

YumuĢak 

1 mg 2,4-D + 0,2 mg BAP 
83,3±16,66   abc 0,37 ±0,028    ed Yok 

YumuĢak 

2 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 
40±11,54      ef 0,28 ±0,037    ef Yok 

Hafif sert 

2 mg 2,4-D  + 0,2 mg BAP 
83,3±3,33     abc 0,51 ±0,054    bcd Yok 

YumuĢak 

3 mg 2,4-D +  0,2 mg Kinetin 
46,7±12,01   de 0,07 ±0,012    g Yok 

Hafif sert 

3 mg 2,4-D +  0,2 mg BAP 
66,6±14,52   bcde 0,18 ±0,020    fg Yok 

YumuĢak 

1 mg NAA+   0,2 mg Kinetin 
73,3±17,63  abcd 0,20 ±0,043    fg Var 

Sert 

1 mg NAA + 0,2 mg BAP 
86,6±8,81    ab 0,55 ±0,044    bc Yok 

Sert 

2 mg NAA +  0,2 mg Kinetin 
93,3±6,66    ab 0,74 ±0,036    a Var 

Sert 

2 mg NAA + 0,2 mg BAP 
100±00        a 0,76 ±0,058    a Yok 

Sert 

3 mg NAA +  0,2 mg Kinetin 
66,6±3,33    bcde 0,65 ±0,092    ab Var 

Sert 

3 mg NAA+ 0,2 mg BAP 
93,3±3,33    ab 0,45 ±0,045    cd Yok 

Sert 

1 mg IAA +  0,2 mg Kinetin 
13,3±3,33     f 0,11 ± 0,010   g Var 

Sert 

1 mg IAA +  0,2 mg BAP 
10±5,77        f 0,11 ±0,017    g Var 

Sert 

2 mg IAA +  0,2 mg Kinetin 
16,6±3,33     f 0,12 ±0,024    fg Var 

Sert 

2  mg IAA  + 0,2 mg BAP 
53,3±8,81    cde 0,23 ±0,055   efg Var 

Sert 

3  mg IAA +  0,2 mg Kinetin 
13,3±3,33     f 0,1 ± 0,032     g Var 

Sert 

3 mg IAA +  0,2 mg BAP 
66,6±14,52  bcde 0,20 ±0,068    fg Var 

Sert 

Kontrol  (Hormon yok) Kallus oluĢumu gözlenmemiĢtir. 

 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:3 

 

Çizelge 4.1’e göre kallus indüksiyonunda besi ortamına ilave edilen hormonların çeĢit, 

miktar ve kombinasyonu istatistiksel olarak önemli farklılıklar meydana getirmiĢtir 

(P≤0.05). Kallus oluĢum oranları 10’ar adet eksplant içeren üç petri kabının 45 günlük 

inkübasyonu sonucunda belirlenmiĢtir. NAA içeren besi ortamlarında kallus oluĢumu 

genel olarak yüksekken IAA içeren besi ortamlarında düĢüktür.  En yüksek kallus 

oluĢum oranı 2 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BAP içeren besi ortamından % 100 ±00 

oranında elde edilirken en düĢük 1 mg/L IAA ve 0,2 mg/L BAP içeren ortamdan % 10  

± 5,77 oranında elde edilmiĢtir. 2,4-D içeren besi ortamlarında eksplantlardan kallus 
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oluĢumu genel olarak yüksektir. En yüksek kallus oluĢumu 1 ve 2 mg/L 2,4-D içeren 

besi ortamlarında  % 83,3 oranında elde edilmiĢtir. 

Çizelge 4.1'e göre eksplantlardan elde edilen kallusların taze ağırlıkları ilave edilen bitki 

büyüme düzenleyicisinin çeĢit, miktar ve kombinasyonuna göre istatistiksel olarak 

önemli ölçüde farklılıklar oluĢmuĢtur. Ortalama kallus ağırlığı en yüksek 2 mg/L NAA  

ve 0,2 mg/L BAP içeren ortamdan 0,76  ± 0,058 g olarak elde edilmiĢtir. En düĢük 

kallus ağırlığı 0,1 ± 0,032 g olarak 3 mg/L IAA ve 0,2 mg/L Kinetin içeren besi 

ortamından elde edilmiĢtir. 2,4-D uygulamalarında en yüksek kallus ağırlığı 0,51 

±0,054 olarak 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren ortamda belirlenmiĢtir.  

DeğiĢik besi ortamlarından elde edilen kalluslar renk ve doku yapısı bakımından 

farklılık göstermektedir. Bu çalıĢmada NAA içeren besi ortamından elde edilen 

kalluslar kırmızı renkli iken 2,4-D içeren ortamlardan elde edilen kalluslar koyu kırmızı 

ve siyah renk aralığında gözlemlenmiĢtir. IAA içeren ortamlarda ise açık kırmızı ile 

kırmızı renk aralığında kalluslar oluĢmuĢtur. Bu uygulamalardan elde edilen kallus 

resimleri ġekil 4.1'de verilmiĢtir.  

Kallus numunelerinin doku yapısı bakımından da uygulamalar arasında farklılıklar 

tespit edilmiĢtir. NAA ve IAA'nın gerek BAP ile gerekse kinetinle olan tüm 

kombinasyonlarından sert ve kolay parçalanmayan kalluslar oluĢmuĢtur. Ancak 2,4-D' 

nin BAP ile olan tüm kombinasyonlarından yumuĢak kolay parçalanabilen kalluslar 

elde edilirken kinetinle olan kombinasyonlarında miktara göre farklılıklar görülmüĢtür. 

Kinetin içeren besi ortamına 1mg/L 2,4-D ilave edildiğinde yumuĢak kolay parçalana 

bilen kalluslar meydana gelirken 2 mg/L ve 3 mg/L ilave edildiğinde hafif sert kalluslar 

oluĢmuĢtur. 

Çizelge 4.1’de görüldüğü gibi kallus üzerinde kök benzeri yapıların oluĢmasında besi 

ortamına ilave edilen hormon çeĢidine göre farklılıklar gözlenmiĢtir. Ancak bu yapıların 

oluĢmasında hormon miktarından ziyade kombinasyonun daha önemli olduğu 

görülmüĢtür. IAA hormonunun BAP ve kinetinle olan tüm kombinasyonlarında kök 

benzeri oluĢumlar meydana gelirken, 2,4-D’nin tüm kombinasyonlarında meydana 

gelmemiĢtir. NAA hormonun BAP ile olan kombinasyonlarında kök benzeri oluĢumlar 

gözlenmezken kinetinle olan kombinasyonlarında gözlenmiĢtir (ġekil 4.1). 
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ġekil: 4.1. Farklı besi ortamlarında kültürü alınan eksplantlardan oluĢan kalluslar: 

Hormon içermeyen MS besi ortamındaki eksplantlar (A), 2,4-D ve BAP 

içeren besi ortamında oluĢan kalluslar (B), NAA ve  BAP içeren besi 

ortamında oluĢan kalluslar (C), NAA ve  Kinetin içeren besi ortamında 

oluĢan kalluslar (D), IAA ve BAP içeren besi ortamında oluĢan kalluslar 

(E), IAA ve Kinetin içeren besi ortamında oluĢan kalluslar (F) 
 

A B 

C D 

E F 
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4.2.  Farklı Besi Ortam ġartlarından Elde Edilen Kallusların Antosiyanin Ġçeriği 

 

Kallus oluĢumunun en iyi olduğu ortam Ģartlarının belirlenmesi amacıyla 18 farklı besi 

ortamında kültüre alınan eksplantlardan oluĢan kallusların antosiyanin içeriği Çizelge 

4.2’ de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.2. Farklı besi ortamlarında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen 

kallusların antosiyanin içeriği 

                               

 

MS besin ortamına ilave edilen 

hormonlar (mg/L) 

 

 

Antosiyanin içeriği 

(mg/g taze ağırlık) 

1 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 0,49  ± 0,034            e 

1 mg 2,4-D + 0,2 mg BAP 0,52  ±  0,029          de 

2 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 0,72  ±  0,068          ab 

2 mg 2,4-D  + 0,2 mg BAP 0,80  ±  0,023          a 

3 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 0,61  ±  0,027          cd 

3 mg 2,4-D + 0,2 mg BAP 0,68  ±  0,061          bc 

1 mg NAA + 0,2 mg Kinetin 0,34  ±  0,033         gh 

1 mg NAA + 0,2 mg BAP 0,38  ±  0,029         fg 

2 mg NAA + 0,2 mg Kinetin 0,47  ±  0,028         ef 

2 mg NAA + 0,2 mg BAP 0,51  ±  0,037         de 

3 mg NAA + 0,2 mg Kinetin 0,36  ±  0,022         g 

3 mg NAA + 0,2 mg BAP 0,35  ±  0,027         gh 

1 mg IAA  + 0,2 mg Kinetin 0,21  ±  0,020         ıi 

1 mg IAA  + 0,2 mg BAP 0,25  ±  0,028         hı 

2 mg IAA  + 0,2 mg Kinetin 0,20  ±  0,035         ıi 

2  mg IAA + 0,2 mg BAP 0,27  ±  0,018         ghı 

3  mg IAA + 0,2 mg Kinetin 0,12  ±  0,012         i 

3 mg IAA  + 0,2 mg BAP 0,14  ±  0,015         i 

 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:3 
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Çizelge 4.2.'deki sonuçlar incelendiğinde, antosiyanin içeriği MS besi ortamına ilave 

edilen bitki büyüme düzenleyicilerine göre istatistiksel olarak önemli ölçüde değiĢtiği 

belirlenmiĢtir (P≤0.05). Temel MS besi ortamına ilave edilen 2,4-D’nin tüm 

kombinasyonlarından elde edilen kallusların antosiyanin içeriği yüksek iken bunu 

sırasıyla NAA ve IAA takip etmiĢtir. En yüksek antosiyanin içeriği 2 mg/L 2,4-D  ve  

0,2 mg/L  BAP içeren besi ortamından 0,80 ±  0,023 mg/g TA  olarak elde edilirken en 

az 3 mg/L IAA ve  0,2 mg/L Kinetin içeren ortamdan 0,12 ± 0,012  mg/g TA  olarak 

elde edilmiĢtir. 

 

4.3.  Riboflavin Uygulanan Kalluslarda Antosiyanin Ġçeriği 

 

Kallus kültürüne riboflavin uygulamasında 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren temel 

MS besi ortamından elde edilen 45 günlük kalluslar kullanılmıĢtır. Kalluslara riboflavin 

uygulaması 2,  4,  6, 8 ve 10 mg/L olmak üzere beĢ farklı miktarda 10 gün boyunca 16 

saat ıĢık ve 8 saat karanlık fotoperyotta uygulanmıĢtır. DeğiĢik miktarlarda riboflavin 

uygulanan kallusların antosiyanin içeriğinde meydana gelen artıĢ Çizelge 4.3’de 

verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.3. Riboflavin uygulanan kallusların antosiyanin içeriginde meydana gelen 

artıĢ 

 

Uygulanan Riboflavin 

Miktarı (mg/L) 

    Antosiyanin Miktarındaki ArtıĢ (%) 

2                      72,65    ±  4,60     cd 

4                      188,95  ±  9,74     a 

6                      124,86  ±  4,44     b 

8                      90,33    ±  4,17     c 

10                      62,98    ±  8,24     d 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:3 

 

Çizelge 4.3’deki veriler incelendiğinde uygulanan tüm riboflavin miktarları antosiyanin 

içeriğini istatistiksel olarak önemli ölçüde artırmıĢtır (P≤0.05). Antosiyanin içeriğindeki 
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artıĢ en fazla  4 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda % 188,95 oranında gözlenmiĢtir. 

Antosiyanin içeriği uygulanan tüm riboflavin miktarlarında önemli ölçüde artsada 4 

mg/L’den sonraki miktarlarda (6, 8 ve 10 mg/L) artıĢ oranında bir düĢüĢ gözlenmiĢtir. 

Antosinanin içeriğindeki artıĢ en az 10 mg/L riboflavin uygulan kalluslarda gözlendiği 

ve artıĢ oranının % 62,98 olduğu belirlenmiĢtir. 

 

4.4.  UV-C Uygulanan Kalluslarda Antosiyanin Ġçeriği 

 

UV-C ıĢını 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren temel MS besi ortamından elde 

edilen 45 günlük kalluslara 10 dakika ve 15 dakika olmak üzere iki farklı sürede 

uygulanmıĢtır. UV-C uygulanan kallusların antosiyanin içeriğinde meydana gelen artıĢ 

Çizelge 4.4’ de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.4. UV-C uygulanan kallusların antosiyanin içeriğinde meydana gelen artıĢ 

 

UV-C Uygulama Süresi 

 

    Antosiyanin Miktarındaki ArtıĢ (%) 

10 Dakika                      79,45    ±  5,97      

15 Dakika                      101,17  ±  2,39      

 

Çizelge 4.4’deki verilere bakıldığında UV-C uygulaması kallusların antosiyanin 

içeriğini önemli ölçüde artırmıĢtır. Antosiyanin içeriğindeki artıĢ en fazla 15 dakika 

UV-C uygulanan kalluslarda % 101,17 oranında gerçekleĢmiĢtir. Uygulanan UV-C 

süresinin artırılmasıyla kalluslardaki antosiyaninin oranınıda önemli ölçüde arttığı 

belirlenmiĢtir. 

 

4.5. Riboflavin ve UV-C Uygulanan Kallusların Taze Ağırlıklarındaki DeğiĢim 

 

Farklı miktarlarda 10 gün boyunca riboflavin uygulanan kallusların ortalama taze 

ağırlıkları Çizelge 4.5.’te verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.5. Riboflavin uygulanan kallusların ortalama taze ağırlıkları 

 

Uygulanan Riboflavin Miktarı 

(mg/L) 

      Taze Kallus Ağırlığı (g) 

 

2 1,21  ± 0,068           ab 

4 1,15  ± 0,044            b 

6 0,98  ± 0,024            c 

8 0,96  ± 0,014            c 

10 0,93  ± 0,014            c 

  Kontrol 1,28  ± 0,039             a 

 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:3 

 

Çizelge 4.5.’de verilen sonuçlar incelendiğinde uygulanan tüm riboflavin 

konsantrasyonlarında ortalama taze kallus ağırlığının kontrole göre önemli ölçüde 

azaldığı görülmüĢtür (P≤0.05). Kallus ağırlığındaki düĢüĢ 2 mg/L riboflavin 

uygulananlarda en az olduğu belirlenmiĢtir. Uygulanan riboflavin miktarının artırılması 

taze kallus ağırlığındaki düĢüĢü artırmıĢtır. Ancak 6, 8 ve 10 mg/L riboflavin uygulanan 

kallusların ortalama ağırlıklarındaki düĢüĢ kontrole göre istatistiksel olarak önemli olsa 

da kendi aralarında önemli olmadığı görülmüĢtür (P≤0.05). Ortalama kallus 

ağırlığındaki düĢüĢ en fazla 10 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda gözlenmiĢtir. Bu 

kallusların ortalama taze ağırlıkları konrol grubundan 1,37 kat daha az olduğu 

belirlenmiĢtir.   

 

UV-C uygulanan kallusların ortalama taze ağırlıkları Çizelge 4.6’da verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.6. UV-C uygulanan kallusların ortalama taze ağırlıkları 

 

UV-C Uygulama Süresi Taze Kallus Ağırlığı (g) 

10 dakika 1,03  ± 0,027            b                            

15 dakika 0,92  ± 0,020            c                        

Kontrol 1,19  ± 0,029            a 

 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:3 
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Çizelge 4.6.’da sunulan veriler incelendiğinde UV-C uygulanan kallusların ortalama 

taze ağırlıkları kontrole göre istatistiksel olarak önemli ölçüde azalmıĢtır  (P≤0.05). 

Uygulanan iki farklı sürede de kallus büyümesi yavaĢlamıĢtır. Uygulanan UV-C 

süresinin uzatılması ortalama kallus ağırlığındaki düĢüĢü artırmıĢtır. En fazla düĢüĢ 15 

dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmiĢtir.  

 

4.6. Hücre Süspansiyon Kültürünün OluĢturulması ve Çoğalma Eğrisinin 

Çıkarılması 

 

Hücre süspansiyon kültürünün oluĢturulmasında yumuĢak kolay dağılabilen kalluslar 

baĢlangıç materyali olarak kullanılmıĢtır. Kültürün baĢlatılmasında kullanılacak 

kallusların seçimi Çizelge 4.1 ve Çizelge 4.2’deki verilerin değerlendirilmesi sonucunda 

belirlenmiĢtir. Bu çizelgeler incelendiğinde hücre süspansiyon kültürü için en uygun 

kallusların 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren temel MS besi ortamından elde 

edildiği görülmüĢtür. Bu ortamdan elde edilen kallusların yumuĢak kolay parçalanabilen 

nitelikte olmasının yanında antosiyanin içeriği, kallus oluĢum oranı ve taze kallus 

ağırlığı oldukça yüksektir.  

Hücre süspansiyon kültürü 30 günlük kallusların 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP ve 30 

g/L sukroz içeren temel MS besi ortamında kültüre alınmasıyla oluĢturulmuĢtur. 1,2 g 

kallus numunesi steril bir petri içerisinde hafifçe küçük parçalara ayırarak 40 ml besi 

ortamı içeren 100 ml’lik erlenmayerlerde kültüre alınmıĢtır. Hücre süspansiyon 

kültürünün çeĢitli aĢamalarından resimler ġekil 4.2’de verilmiĢtir.  
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ġekil 4.2. Hücre süspansiyon kültürünün çeĢitli aĢamalarından resimler 

 

Süspansiyon kültüründeki hücrelerin miktarında meydana gelen artıĢ paketlenmiĢ hücre 

hacmi (PHH) olarak hesaplanmıĢtır. Bu amaçla hücre süspansiyonun oluĢturulduğu sıvı 

ortamdan üçer gün arayla 10 ml alınarak 200 g’ de 5 dakika santrifuj edilmiĢtir. 

Santrifuj sonrasında çöken peletin hacmi ölçülerek % PHH olarak ġekil 4.3’de 

verilmiĢtir. 
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ġekil 4.3. Süspansiyon kültüründeki hücrelerin paketlenmiĢ hücre hacmi (% PHH) 

olarak çoğalma eğrisi 

 

Kültür ortamındaki hücrelerin hacminde 6. günden itibaren önemli artıĢ meydana 

gelmiĢtir. PaketlenmiĢ hücre hacmindeki artıĢ en yüksek 6-15. günler arasında 

gerçekleĢmiĢtir. Ancak PHH’deki bu artıĢ 15. günden sonra yavaĢlamaya baĢlamıĢtır. 

Kültürün 15. gününde paketlenmiĢ hücre hacminde baĢlangıca göre 7,4 kat bir artıĢ 

gözlenirken 21. günde bu artıĢ 8,1 kat olarak gerçekleĢmiĢtir.  

 

4.7. Riboflavin ve UV-C Uygulanan Hücre Süspansiyon Kültürlerinde Antosiyanin 

Ġçeriği 

 

Hücre süspansiyon kültürüne riboflavin ve UV-C uygulaması kallus kültüründeki 

uygulamalar neticesinde antosiyanin içeriğindeki artıĢın en yüksek olduğu miktar ve 

sürede uygulanmıĢtır. Çizelge 4.3 ve Çizelge 4.4 incelendiğinde antosiyanin 

içeriğindeki artıĢ en fazla 4 mg/L riboflavin ve 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda 

olduğu belirlenmiĢtir. Bu nedenle hücre süspansiyon kültürüne riboflavin 4 mg/L olarak  

UV-C ise günlük 15 dakika olarak uygulanmıĢtır. Riboflavin ve UV-C uygulaması 

paketlenmiĢ hücre hacmindeki artıĢın yavaĢlamaya baĢladığı 15. günde uygulanmıĢtır. 

Söz konusu uygulamalar sonucunda antosiyanin içeriğinde meydana gelen değiĢim 

Çizelge 4.7’de verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.7. Riboflavin ve UV-C uygulanan hücre süspansiyon kültürlerinin antosiyanin 

içerikleri 

 

             Uygulama  Antosiyanin içeriği 

(mg/ g taze ağırlık) 

Riboflavin (4 mg/L) 0,92 ±  0,034         b 

UV-C (15 dakika) 1,10 ±  0,019         a 

Kontrol 0,74 ±  0,055         c 

 

Çizelgede her bir sütunda gösterilen farklı harfin ortalamalar arasındaki farkın Duncan testine göre P 

≤0.05 düzeyinde istatistiksel olarak önemli olduğunu gösterir. n:4 

 

 

Çizelge 4.7’deki sonuçlara bakıldığında hücre süspansiyon kültürüne UV-C ve 

riboflavin uygulanması antosiyanin içeriğinde kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

önemli bir artıĢ meydana getirmiĢtir (P≤0.05). En yüksek antosiyanin içeriği 15 dakika 

UV-C uygulanan kültürlerde 1,10 ±  0,019 mg/g TA olarak belirlenmiĢ olup bu miktarın 

kontrol grubunun 1,49 katı olduğu görülmüĢtür. Riboflavin uygulanan kültürlerde 

kontrol grubuna göre 1,24 katlık bir artıĢ meydana gelmiĢtir. Süspansiyon kültürüne 

yapılan her iki uygulama neticesinde elde edilen hücre ve agregatların görüntüleri ġekil 

4.4.’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.4. Hücre süspansiyon kültürüne yapılan uygulamalar neticesinde elde edilen 

hücrelerin ve agregatların görüntüleri: Riboflavin (A), Kontrol (B), UV-C (C)

A 

B 

C 



 

5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Bitki doku kültürü teknolojisi antosiyaninlerin üretimi için alternatif bir yöntem olduğu 

ifade edilmektedir. Antosiyaninlerin in vitro yöntemlerle üretimi akademik ve 

endüstriyel açıdan önemli ölçüde ilgi çeken bir teknolojidir. Antosiyaninlerin söz 

konusu yöntemlerle üretimi havuç, üzüm, çilek, pervane çiçeği gibi pek çok bitkide 

incelenmiĢtir (Maharik ve ark., 2009). Ayrıca bu değerli bileĢiklerin üretimini artırarak 

ticari amaca elveriĢli bir yöntem oluĢturmak için çeĢitli stratejiler geliĢtirilmiĢtir (Zhang 

ve Furusaki, 1999).  

Bu çalıĢmada, antosiyaninlerin bitki doku ve hücre kültürü yöntemleriyle üretilmesinde 

iki uyarıcının etkisinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bu bağlamda siyah havuç (Daucus 

carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden oluĢturulan kallus ve hücre 

süspansiyon kültürüne UV-C ve riboflavin uygulamanın antosiyanin içeriğinde 

meydana getirdiği değiĢim incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmada, kallus kültürlerinin baĢlatılmasında bir aylık bitkilerin hipokotil kısımları 

kullanılmıĢtır. Hazırlanan 18 farklı besi ortamında hipokotil eksplantlarının kallus 

oluĢturma oranları %10 ile %100 arasında değiĢiklik göstermiĢtir. Jiménez ve Bangerth 

(2001), havuç  (Starca F1 hibrid) bitkisinde kallus kültürünü 10-14 günlük bitkilerin 

hipokotil kısımlarını kullanarak baĢlattıklarını bildirmiĢlerdir. Havuç bitkisinin değiĢik 

çeĢitlerinde yapılan benzer çalıĢmalarda hipokotillerin eksplant kaynağı olarak 

kullanıldığı ifade edilmiĢtir ( Li ve Kurata, 2005; Latif ve ark., 2007; Yau ve ark., 

2008).  

Kallus oluĢumu hipokotil eksplantlarının sitokinin grubu iki hormon ile oksin grubu üç 

hormonun değiĢik miktar ve kombinasyonlarını içeren MS besi ortamında kültüre 

alınmasıyla sağlanmıĢtır. NAA, IAA ve 2,4-D’nin Kinetin ve BAP ile oluĢturulan 

kombinasyonlarda kallus oluĢum oranı, ağırlığı ve yapısı bakımından önemli 

farklılıkların olduğu belirlenmiĢtir. Kallus oluĢum oranı ve elde edilen taze kallus 

ağırlığı en yüksek 2 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BAP içeren besi ortamından elde 

edilmiĢtir.  Ancak bu ortamdan elde edilen kallusların sert ve kolay dağılabilen bir 
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özellikte olmaması nedeniyle hücre süspansiyon kültürü için uygun olmadığı 

görülmüĢtür. Ayrıca bu kallusların antosiyanin içeriği 2,4-D içeren ortamlardan elde 

edilen kalluslara göre istatistiksel olarak önemli ölçüde düĢüktür. IAA’nın tüm 

kombinasyonlarında hem kallus oluĢum oranı hemde de ortalama kallus ağırlığı düĢük 

olmasından dolayı uygulamalar için elveriĢli değildir. Tüm bu parametrelerin 

değerlendirilmesiyle hücre süspansiyon kültürün kurulması ve çeĢitli uygulamalar için 

en uygun kallusların 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren besi ortamında oluĢtuğu 

belirlenmiĢtir. Çünkü bu ortamda kültüre alınan eksplantların kallus oluĢturma oranları 

ve oluĢan kallusların ağırlıkları ile antosiyanin içerikleri önemli ölçüde yüksektir. 

Ayrıca bu ortamdan elde edilen kallusların kolay parçalanabilen özellikte olması hücre 

süspansiyon kültürünün oluĢturulmasına imkan sağlamıĢtır. Godoy-Hernández ve 

Vázquez-Flota (2006), hücre süspansiyon kültünün oluĢturulmasındaki baĢarının büyük 

ölçüde kullanılan kallusların sıvı ortamda tek hücreye veya küçük hücre kümelerine 

hızlıca ayrılabilmesine bağlı olduğu belirtmiĢlerdir. 

Bitki büyüme düzenleyicilerinin kallus oluĢumu üzerine etkisinin belirlenmesi üzerine 

çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır. Bu çalıĢmadan elde edilen verilerin literatürlerdeki 

verilere paralellik arz ettiği görülmüĢtür. Havuç  (Daucus carota L. T-29 çeĢidi) 

bitkisinde kallus indüksiyonu için 2,4-D, IAA ve NAA hormonlarının tek tek veya 

Zeatin, Kinetin ve BAP ile oluĢturulan kombinasyonları kullanılmıĢtır. Bu araĢtırmanın 

sonucunda embriyogenik kallusların 2,4-D ve BAP içeren MS besi ortamından elde 

edildiği ifade etmiĢlerdir (Latif ve ark., 2007).  Havuç (Daucus carota L. Nantes scarlet 

çeĢidi) bitkisinde yapılan benzer bir çalıĢmada da kallus kültürü 2 mg/L 2,4-D ve 0,5 

mg/L Kinetin içeren MS besi ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir (Sudha ve Ravishankar, 

2003a,b). Farklı bir havuç çeĢidi olan Nantes scarlet-104 ile yapılan çalıĢmada 

kallusların 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L Kinetin içeren MS besi ortamından elde edildiği 

bildirilmiĢtir (Narayan ve Venkataraman, 2000). 

Kallus kültürünün optimizasyonu için yapılan 18 farklı uygulama neticesinde elde 

edilen tüm kallusların kırmızı renkli ve antosiyanin içerdikleri belirlenmiĢtir. Ancak 

antosiyanin içeriklerinin istatistiksel olarak önemli ölçüde farklı olduğu görülmüĢtür. En 

yüksek antosiyanin içeriği 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren MS besi ortamında 

oluĢan kalluslarda (0,8 mg/ g TA) belirlenmiĢtir. En düĢük antosiyanin içeriği ise IAA 
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içeren besi ortamlarından elde edilen kalluslarda belirlenmiĢtir. Ancak yapılan literatür 

taramalarında havuç bitkisinin değiĢik varyetelerinde farklı sonuçların elde edildiği 

görülmüĢtür. Nantes scarlet-104  havuç çeĢidinde yapılan çalıĢmada 2 mg/L 2,4-D ve 

0,2 mg/L kinetin içeren MS besi ortamından yeĢil renkli antosiyanin içermeyen 

kalluslar  elde edilmiĢtir. Bu kallusların 2,15 mg/L IAA ve 0,15 mg/L Kinetin içeren 

besi ortamına alt kültüre alındığında renkli antosiyaninlerin oluĢtuğu belirtilmiĢtir 

(Narayan ve Venkataraman, 2000). Havuç bitkisinde yapılan farklı bir çalıĢmada 2 

mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L kinetin içeren MS besi ortamında antosiyaninlerin de 

gözlendiği yeĢil renkli kalluslar elde edilmiĢtir. Kallusların antosiyanin içeren bölgeleri 

seçilerek 2 mg/L IAA ve 0,2 mg/L Kinetin içeren besi ortamında alt kültüre alındığı 

ifade edilmiĢtir (Sudha ve Ravishankar, 2003b). 

Bitki doku ve hücre kültürüne yapılan çeĢitli uygulamaların antosiyanin içeriğini önemli 

ölçüde artırdığını belirten çok sayıda yayın bulunmaktadır. Bu amaçla en çok 

yararlanılan uygulamalar arasında yüksek üretken hücre hatlarının seçimi, besi 

ortamının optimizasyonu, ıĢık,  pH, sıcaklık, hormon, öncül bileĢiklerin ilave edilmesi 

ve elitasyon sayılabilmektedir (Zhang ve Furusaki, 1999). Örneğin Daucus carota L. 

hücre veya doku kültürlerine mannitol (Rajendran ve ark., 1992), bakteri ve mantar 

ekstraktları,  metal iyon tuzları (Suvarnalatha ve ark., 1994), ıĢık (Takeda, 1990) ve UV 

ıĢığı (Gläßgen ve ark., 1998) uygulamanın antosiyanin içeriğini artırdığı bildirmiĢtir. 

Benzer çalıĢmalar Vitis vinifera kültürlerinde de yoğun Ģekilde yapılmıĢtır. Bu bitkiden 

oluĢturulan kültürlere ıĢık, jasmonik asit (Zhang ve ark., 2002), metil jasmonat, sakaroz, 

kadmiyum sülfat, aydınlık (Çetin, 2010), UV-C (Çetin ve ark., 2011), fosfat eksikliği 

(Yin ve ark., 2012), metil jasmonat ve fenilalanin (Qu ve ark., 2011), polisakkarit (Cai 

ve ark., 2012b), darbeli elektrik alanı ve etefon (Saw ve ark., 2012) uygulamanın 

antosiyanin içeriğini artırdığı ifade edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda antosiyanin üretimini artırmak için kallus kültürüne 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L 

riboflavin uygulanmıĢtır. Yapılan bu uygulamalar neticesinde antosiyanin içeriğindeki 

artıĢ en fazla 4 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda belirlenmiĢtir. Bu kallusların 

antosiyanin içeriğinde % 188,95 oranında artıĢ gözlenmiĢtir. Çilek (Fragaria anansa 

Shikinari) hücre süspansiyon kültürüne yapılan farklı uygulamalar neticesinde en 

yüksek antosiyanin içeriğinin 4 mg/L riboflavin uygulanan kültürlerden elde edildiği ve 
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bunun miktarının kontrol gurubunun 2,8 katı olduğu bildirilmiĢtir (Mori ve Sakurai, 

1995). Çilek süspansiyon kültüründe yapılan farklı bir çalıĢmada ise 4, 8 ve 10 mg/L 

riboflavin uygulanmıĢtır. Bu çalıĢmanın neticesinde en yüksek antosiyanin içeriği iki 

hafta 4 mg/L riboflavin uygulan kültürden elde edildiği ifade edilmiĢtir (Mori ve 

Sakurai, 1996). 

Bu çalıĢmada ayrıca riboflavin uygulanan kallusların ortalama taze ağırlıklarında 

meydana gelen değiĢim de incelenmiĢtir. Yapılan değerlendirmelerin sonucunda 

uygulanan tüm riboflavin konsantrasyonlarında büyümenin yavaĢladığı görülmüĢtür. 

Riboflavin miktarının artırılması büyümedeki yavaĢlamayı da artırmıĢtır. Ortalama 

kallus ağırlığında meydana gelen düĢüĢ en fazla 10 mg/L riboflavin uygulanan 

kalluslarda gözlenmiĢtir. Yapılan benzer birçok çalıĢmada da riboflavin uygulamanın 

büyümeyi önemli ölçüde baskıladığı ifade edilmiĢtir  (Mori ve Sakurai, 1995; Mori ve 

Sakurai, 1996; Miyanaga ve ark., 2000). 

Antosiyanin üretimini artırmak için yapılan bir diğer çalıĢmada kalluslara UV-C 

uygulanmıĢtır. UV-C ıĢığı 10 dakika ve 15 dakika olmak üzere iki farklı sürede 

uygulanmıĢtır. UV-C kalluslardaki antosiyanin içeriğini önemli ölçüde artırmıĢtır. 

Antosiyanin içeriği uygulama süresinin uzamasına paralel olarak artmıĢtır. Antosiyanin 

içeriğindeki artıĢ en fazla 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmiĢtir. Bu 

kallusların antosiyanin içeriğinde % 101,17 oranında artıĢ gözlenmiĢtir. Yapılan benzer 

bir çalıĢmada, Malva neglecta kalluslarına UV-C uygulaması antosiyanin içeriğini 

anlamlı ölçüde artırmıĢtır (Khatami ve Ghanati, 2011).  

Çetin ve ark. (2011),   Gamay üzüm (Vitis vinifera L.) çeĢidinden oluĢturulan kallus 

kültürüne UV-C uygulanmasının sekonder metabolit birikimi üzerine etkisini 

incelemiĢlerdir. Kalluslara 10 ve 15 cm uzaklıktan 10, 15 ve 20 dakika süre ile 254 nm 

dalga boyuna sahip UV-C radyasyonu uygulanmıĢtır. Bu uygulamalardan sonra alınan 

örneklerin antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam flavanol, toplam flavonol ve 

karotenoit miktarları belirlenmiĢtir. Ġncelenen tüm bu parametrelerin, UV-C 

radyasyonunun uygulama mesafesi, uygulama süresi ile örnek alım zamanlarından 

oluĢan kombinasyonlara göre önemli ölçüde değiĢtiği ifade edilmiĢtir. Bu araĢtırmanın 

neticesinde UV-C uygulamanın baĢta fenolik bileĢikler olmak üzere sekonder metabolit 
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üretimini artırdığı belirtilmiĢtir. En yüksek değerlerin 10 cm mesafeden 15 dakika 

uygulanan kalluslardan elde edildiği ifade edilmiĢtir. 

Capsicum annuum L. bitkisinde ultraviyole radyasyonun antosiyaninleri de içeren bir 

çok bileĢik üzerine etkisi incelenmiĢtir. UV-B ve UV-C uygulanan bitkilerin 

antosiyanin konsantrasyonunda  kontrole göre sırasıyla % 4 ve % 7 oranında artıĢ 

meydana gelirken UV-A uygulanan bitkilerde sadece % 1 oranında bir artıĢ meydana 

geldiği belirtilmiĢtir (Mahdavian ve ark., 2008). Bu araĢtırmanın paralelinde bir sonuçta 

üzüm meyvelerine üç farklı UV ıĢını uygulanmasıyla elde edilmiĢtir. UV-B ve UV-C 

ıĢını antosiyanin içeriğini artırırken UV-A’nın artırmadığı belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmada 

Ģikimat yolundaki bazı yapısal genlerin UV ıĢınının dalga boyuna göre farklı Ģekilde 

düzenlendiği ifade edilmiĢtir (Zhang ve ark., 2012). 

ÇalıĢmamızda UV-C uygulanan kallusların ortalama taze ağırlıklarında meydana gelen 

değiĢimde incelenmiĢtir. UV-C uygulanan kallusların ortalama taze ağırlığı kontrole 

göre önemli ölçüde azalmıĢtır. Uygulanan UV-C süresinin uzatılması ortalama taze 

kallus ağırlığındaki düĢüĢü artırmıĢtır. Ortalama kallus ağırlığında meydana gelen düĢüĢ 

en fazla 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmiĢtir. Bu kallusların ortalama 

ağırlığı kontrol grubundan 1,29 kat daha az olduğu belirlenmiĢtir. 

Bezelye bitkisinde UV-A ve UV-C uygulamanın büyümeyi de içeren bazı parametrelere 

olan etkisi incelenmiĢtir. Bu araĢtırmanın neticesinde UV-A uygulanan bezelye 

fidelerinin toplam biyomasın da bir azalma olmazken UV-C uygulananlarda anlamlı 

Ģekilde azalmıĢtır (Liu ve Yang, 2012). Liu ve ark. (2010b)’nın üzüm kallus kültüründe 

yaptıkları çalıĢma incelediğinde benzer çalıĢmalardan farklı bir sonucun elde edildiği 

dikkat çekmektedir. Bu çalıĢmada kallus kültürüne 10 ve 20 dakika UV-C uygulanması 

büyümeyi kontrole göre önemli ölçüde artırdığı ifade edilmiĢtir. Fakat 30 dakika UV-C 

ıĢığı uygulamanın büyüme üzerine negatif bir etkisinin olduğu belirtilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada ayrıca UV-C ıĢığının bitkilerin hücre büyümesi ve sekonder metabolizması 

ile ilgili spesifik genlerin ekspresyonunu kontrol eden ve değiĢtiren önemli bir faktör 

olduğu ifade edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızın önemli bir bölümünü de hücre süspansiyon kültürüne UV-C ve riboflavin 

uygulamanın antosiyanin içeriğinde meydana getirdiği değiĢimin belirlenmesi 
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oluĢturulmaktadır. Süspansiyon kültürüne uygulamaların kaçıncı gününde 

gerçekleĢtirileceğini belirlemek amacıyla hücre büyüme eğrisi oluĢturulmuĢtur. 

Hücre süspansiyon kültürünün büyüme eğrisi kültür ortamındaki hücrelerin hacminde 

meydana gelen artıĢın ölçülmesiyle oluĢturulmuĢtur.  Bitki hücre kültürlerinin büyüme 

kinetiklerinin değerlendirilmesinde birkaç metod bulunmaktadır. Bu metotlar arasında 

taze hücre ağırlığı, kuru hücre ağırlığı, çökmüĢ hücre hacmi, paketlenmiĢ hücre hacmi, 

hücre sayımı, kültürün optik dansitesinin belirlenmesi ve pH’ın ölçülmesi 

sayılabilmektedir. Farklı bitki türlerinden oluĢturulan kültürlerde çökmüĢ hücre hacmi, 

paketlenmiĢ hücre hacmi ve taze hücre ağırlığının kuru hücre ağırlığı ile çok iyi bir 

linear korelasyon gösterdiği belirtilmiĢtir. Bu nedenle hücre büyümesinin ölçülmesinde 

söz konusu metotlardan herhangi birinin kullanılabileceği ifade edilmektedir (Godoy-

Hernández ve Vázquez-Flota, 2006).  

Bitki hücrelerindeki büyümenin sayı (hücre sayısı) veya hacim olarak zamana karĢı 

grafiği çizildiğinde mikroorganizmalarda olduğu gibi sigmoidal bir eğri ortaya 

çıkmaktadır. Hücre sayısı esas alındığında bakterilerde olduğu gibi bitki hücre 

kültürlerinde de dört ana safha gözlenmektedir. Bunlar lag (gecikme ve uyum), 

exponential veya log (üssel), linear (doğrusal) ve durağan (stationer) safhadır. Hücre 

süspansiyon kültürünün büyümesini etkileyen faktörlerden biri de ekimi yapılan hücre 

miktarıdır. Kültür az bir ekimle baĢlatıldığında lag safhası çok uzadığı ve eğrideki 

logaritmik safhaya ait açının azaldığı belirtilmiĢtir. Yüksek hücre yoğunluğuyla 

baĢlatıldığında ise durağan safhaya geçmeden önce sınırlı sayıda hücre bölünmesi 

olduğu ifade edilmiĢtir. Ġdeal ekim hacmi kültürler arasında farklılık göstermekte ve 

kültürü yapılan türe ve kültür koĢullarına göre değiĢtiği belirtilmiĢtir (Sökmen ve Gürel, 

2001). 

Hücre süspansiyon kültürünün büyüme eğrisi paketlenmiĢ hücre hacmi (PHH) ölçülerek 

oluĢturulmuĢtur. Yapılan analizler neticesinde kültürün oluĢturulduğu ilk günlerde 

hacimdeki artıĢın oldukça yavaĢ olduğu belirlenmiĢtir. Kültürün hacmindeki artıĢ en 

yüksek 6-15. günler arasında gerçekleĢmiĢtir. PaketlenmiĢ hücre hacmindeki (% PHH) 

artıĢ 15. günden itibaren oldukça yavaĢlamıĢ ve kültür doğrusal (linear) safhaya 

girmiĢtir. Ceoldo ve ark. (2005), havuç  (D. carota L. cv. Flakkese ) bitkisinin 

antosiyanin üreten hücre hatlarını seçerek hücre süspansiyon kültürü oluĢturmuĢlardır. 
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Söz konusu araĢtırmada kültürün baĢlıca üç ana safhaya ayrıldığını ifade etmiĢlerdir. 

Bunlar baĢlangıç safhası (0-2 gün), orta safha  (2-9 gün) ve son safhadan (9-16 gün) 

oluĢmaktadır.  

Havuç (D .carota L. cv. Saint Valery) süspansiyon kültüründe yapılan farklı bir 

çalıĢmada, büyüme safhalarının  kısa bir lag periyodu, katlanarak  arttığı safha, doğrusal 

safha ve durağan safhadan oluĢtuğu belirtilmiĢtir. Kültürün durağan safhaya 11. günde 

ulaĢtığı ifade edilmiĢtir (Abenavoli ve ark., 2003). Tez çalıĢmasında oluĢturulan grafik 

(ġekil 4.3) incelendiğinde 3 günlük lag safhasından sonra 15. güne kadar devam eden 

log (exponential) safhanın oluĢtuğu görülmektedir. Linear safhanın ise 15. günden sonra 

baĢladığı belirlenmiĢtir. 

Hücre süspansiyon kültürüne riboflavin ve UV-C linear (doğrusal) safhanın baĢlangıcı 

olan 15. günde uygulanmıĢtır. Daucus carota  hücre süspansiyon kültürlerinde büyüme 

kinetiği ve metabolit (antosiyanin) birikimi incelendiğinde birikiminin doğrusal artıĢ 

safhasının sonlarına doğru arttığı ve durağan safhada en yüksek seviyeye ulaĢtığı  ifade 

edilmektedir (Sökmen ve Gürel, 2001). Daucus carota L. cv. Flakkese süspansiyon 

kültüründe yapılan bir çalıĢmada antosiyanin içeriği en yüksek 4. günden 14. güne 

kadar olan sürede elde edildiği ifade edilmiĢtir (Ceoldo ve ark., 2005).  

Hücre süspansiyon kültürüne riboflavin 4 mg/L olarak uygulanırken UV-C 15 dakika 

olarak uygulanmıĢtır. Yapılan analizler neticesinde her iki uygulamanın da antosiyanin 

içeriğini önemli ölçüde artırdığı belirlenmiĢtir. UV-C ve riboflavin uygulanan 

süspansiyon kültürlerinin antosiyanin içeriği kontrole göre sırasıyla 1,49 ve 1,24 kat bir 

artıĢ meydana gelmiĢtir. Ayrıca kontrol grubu kültürlerde ġekil 4.4’de görüldüğü gibi 

yeĢil renkli pigmentler oluĢmuĢtur. Bu oluĢumlar UV-C ve riboflavin uygulanan 

süspansiyon kültüründe gözlenmemiĢtir. 

Riboflavin pek çok biyolojik sürece bitkilerde savunma yanıtının düzenlenmesinde rol 

oynayan ve hücresel bir sinyal olan H2O2’nin üretilmesiyle aracılık etmektedir. 

Bitkilerin sentezlezlediği riboflavinin seviyesi geliĢmenin farklı aĢamalarında ve farklı 

organlarda büyük ölçüde değiĢmektedir. Riboflavin seviyesindeki bu değiĢikliklerin 

fizyolojik etkileri olacağı belirtilmektedir. Arabidopsis thaliana’da  riboflavin içeriğinin 

değiĢmesiyle  H2O2 birikiminin etkilediği ifade edilmiĢtir (Deng ve ark., 2011). 
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Çilek (F. Ananassa cv. Shikinari) bitkisinin yapraklarından 1 mg/L 2,4-D ve 0,1 mg/L 

BAP içeren LS (Linsmaier-Skoog ortamı) sıvı besi ortamında hücre kültürü 

oluĢturulmuĢ ve 4 mg/L riboflavinin uygulayarak antosiyanin üretimi incelenmiĢtir. Bu 

uygulama neticesinde antosiyanin miktarı kontrole göre üç kat arttığı ifade edilmiĢtir. 

(Miyanaga ve ark., 2000). 

Tütün (Nicotiana tabacum cv. NC89) hücre süspansiyon kültüründe riboflavinin 

sekonder metabolizma ve savunma yanıtı üzerine etkisi incelenmiĢtir. Tütün 

hücrelerinde riboflavin aracılığıyla oluĢturulan savunma yanıtı oksitatif patlama, 

ekstrasellüler ortamın alkalizasyonu, savunmayla ilgili 4 genin ifadesi ve iki fenolik 

bileĢiğin (scopoletin ve lignin) birikimini içermektedir. Tütün hücre süspansiyon 

kültürüne 1 mM riboflavin ilave edilmesi H2O2’ nin hızlı ve geçici salıverilmesine, 

savunmayla ilgili 4 genin (PR-1a, PR-1b, PAL, LPO) ifadesinin güçlü Ģekilde teĢvik 

edilmesine, toplam fenolik içeriğinin artmasına ve 80 dakikada ortamın pH’sının 4,92 

den 5,49’a yükselmesine sebep olduğu belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmada analiz edilen genler 

fenilpropanoid yolunun kilit enzimi olan fenilalanin amonyum liyaz (PAL), lignin 

peroksidaz (LPO) ve patogenezle ilgili iki proteindir (PR-1a ve PR-1b,) (Liu ve ark., 

2010a). 

Brassica napus bitkisine UV-C uygulamanın oksitadif stresi teĢvik etmesinin yanında 

flavonoid ve antosiyanin içeriğini anlamlı Ģekilde artırdığı belirtilmiĢtir. Bu bileĢiklerin 

aktif oksijen türlerine karĢı içsel bir filtre olmasının yanında antioksidant olarak da 

fonksiyon gösterdiği ifade edilmiĢtir (Nasibi ve M-Kalantari, 2005). Yapılan farklı bir 

çalıĢmada fasulye fidelerine UV-C uygulama antosiyanin içeriğini, enzimatik olmayan 

antioksidanları (toplam askorbat) ve enzimatik (süperoksit dismutaz, katalaz, askorbat 

peroksidaz, glutatyon redüktaz) antioksidanların aktivitesini anlamlı Ģekilde artırmıĢtır  

(Younis ve ark., 2010). 

Havuç hücre kültünde UV ıĢığının antosiyanin üretimine ve antosiyanin biyosenteziyle 

ilgili genlerin düzenlenmesine etkisi incelenmiĢtir. UV uygulaması antosiyanin 

birikimini güçlü Ģekilde artırdığı ve fenilpropanoid ile flavonoid yolunun son aĢama 

enzimlerinin aktivitelerinde geçici bir artıĢa neden olduğu ifade edilmiĢtir (Gläßgen ve 

ark., 1998). 
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Siyah havuç  (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinde doku kültürü 

yöntemleriyle sekonder metabolit üretimi üzerine gerçekleĢtirilen bu çalıĢmadan elde 

edilen sonuçlar aĢağıya maddeler halinde özetlenmiĢtir. 

1. Siyah havuç bitkisinde kallus kültürünün optimizasyonu için 18 farklı uygulama 

yapılmıĢ ve antosiyanin üretimi ve hücre süspansiyon kültürü için en uygun kallusların 

2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP içeren MS besi ortamından elde edildiği belirlenmiĢtir. 

2. Havuç bitkisinin birçok çeĢidinde antosiyanin üretim amacıyla yapılan çalıĢmaların 

büyük çoğunluğunda yeĢil renkli kalluslar elde edildiği veya kallusların bazı 

bölümlerinin antosiyanin içerdiği belirtilmiĢtir. Bu kalluslara çeĢitli muamelerle veya 

antosiyanin içeren bölgelerinin alt kültüre alınmasıyla antosiyanin üreten hücre 

hatlarının elde edildiği birçok yayında ifade edilmiĢtir. Ancak bu çalıĢmada elde edilen 

tüm kallusların farklı miktarlarda antosiyanin içerdiği ve uniform yapıda olduğu 

belirlenmiĢtir. 

3. OluĢturulan kallus kültüründe antosiyanin üretimini artırmak için çeĢitli miktarlarda 

riboflavin ve farklı sürelerde UV-C ıĢığı uygulamıĢtır. Bu uygulamalar neticesinde 

antosiyanin içeriğindeki artıĢ en fazla  4 mg/L riboflavin ile 15 dakika UV-C uygulanan 

kalluslarda belirlenmiĢtir. 

4. Antosiyanin üretimine bu uyarıcıların etkisi hücre süspansiyon kültüründe de 

incelenmiĢtir. Riboflavin (4 mg/L) ve UV-C (15 dakika ) uygulanan süspansiyon 

kültürlerinde antosiyanin üretimi kontrole göre önemli ölçüde arttığı belirlenmiĢtir. 

5. Kalluslara UV-C ve yüksek miktarda riboflavin uygulanması büyümeyi yavaĢlattığı 

belirlenmiĢtir. Bunun nedeninin her iki uygulamanın da üretimini teĢvik ettiği reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) oluĢturduğu stresten kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

6.  Havuç bitkisinin birçok çeĢidinde doku kültürü yöntemleriyle antosiyanin üretimi 

üzerine çok sayıda çalıĢma bulunsada ülkemizde de yaygın Ģekilde yetiĢtirilen siyah 

havuç çeĢitlerinde yok denecek kadar az sayıda çalıĢma bulunmaktadır. Bu açıdanda 

sonraki çalıĢmalar için öncül bir çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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7. Bu çalıĢmadan elde edilen verilerin ıĢığında siyah havuç bitkisinin doku kültürü 

yöntemiyle antosiyanin üretimi için uygun olduğu ve çeĢitli uyarıcılarla metabolit 

veriminin artırılabildiği belirlenmiĢtir. Bu nedenle söz konusu bitkiden oluĢturulan 

kültürlerin ticari amaç için antosiyanin üretiminin geliĢtirilmesine oldukça elveriĢli 

olduğu görülmüĢtür. ÇalıĢmamız küçük ölçekli süspansiyon kültürlerinde (100 ml’lik 

erlenmayer) gerçekleĢtirilmiĢtir. Ekonomik olarak gelir getirecek ve büyük ölçülerde 

üretimin sağlanabildiği prosedürlerin oluĢturulması için biyoreaktör sistemlerinde 

çalıĢmalara gereksinim duyulmaktadır.  

 

.
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