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OZET
Doktora Tezi

SIYAH HAVUC (Daucus carota) KALLUS VE HUCRE SUSPANSIYON
KULTURUNDE ANTOSIYANIN URETIMINE UV-C STRESININ VE
RIBOFLAVININ ETKILERININ BELIRLENMESI

[Thami KARATAS

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS

Bu ¢alismada, siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden elde
edilen kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlinde antosiyanin iiretimine baz1 uygulamalarin etkisi
incelenmistir. Kallus indiiksiyonu steril sartlarda yetistirilen fidelerin hipokotil eksplantlarinin
oksin (2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), Naftalen asetik asit ve Indol-3- asetik asit) ve
sitokinin (Benzilaminopiirin (BAP) ve Kinetin) degisik miktar ve kombinasyonlarini iceren MS
(Murashige and Skoog) besi ortaminda kiiltiire alinmasiyla baglatilmistir. Yapilan ¢ok sayida
farkli uygulamalar neticesinde antosiyanin iiretimi ve hiicre siispansiyon kiiltiirii igin en uygun
kalluslarin 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz ve 2 g/L phytagel iceren MS besi
ortaminda olustugu belirlenmistir. Bu ortam sartlarinda elde edilen kalluslarin antosiyanin
iiretimini artirmak igin farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde riboflavin ve UV-C elisitor olarak
kullanilmigtir. UV-C (254 nm) 15181 kalluslara 10 cm mesafeden giinliik 10 dakika ve 15 dakika
olarak 10 giin uygulanmistir. UV-C uygulamasindan sonra kalluslar 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperyotta ve 25 £ 2 OC inkiibe edilmislerdir. Riboflavin uygulamasit 2, 4, 6,8 ve 10
mg/L olmak iizere bes farkli konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Yapilan analizler neticesinde
kalluslara uygulanan riboflavin veya UV-C’nin antosiyanin sentezini gii¢lii bir sekilde artirsa da
hiicre biiylimesini 6nemli ol¢lide yavaslattigi belirlenmistir. Antosiyanin igerigindeki artis en
fazla 4 mg/L riboflavin ve 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmis olup artis orani
strasiyla % 188,95 ve % 101,17°dir. Hiicre siispansiyon kiiltiirii bir aylik, yumusak ve kolay
dagilabilen kalluslarin 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP and 30 g/L sukroz igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alinmasiyla baglatilmistir. Bu 6zellikteki kalluslar 40 ml sivi besi ortami
iceren 100 ml’lik erlenmayerlerde, 120 devir/dakika hizla karistiran galkayici tizerinde, 25 £+ 2
°C sicaklikta ve 16 saat 151k / 8 saat karanlik periyotta inkiibe edilmistir. S6z konusu kiiltiirde
antosiyanin iretimini artirmak i¢in 4 mg/L riboflavin 15 dakika UV-C uygulanmis ve yapilan
analizler neticesinde her iki uygulamanin da antosiyanin igerigini anlamli (P<0,05) sekilde
artirdig1 belirlenmistir.
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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)

[lhami KARATAS

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS

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 °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 °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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Keywords: Anthocyanin, Black carrot, Callus culture, Cell suspension culture, UV-C,
Riboflavin
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

ug Mikrogram

uM Mikromolar

um Mikrometre

Ca Kalsiyum

cm Santimetre

€ Molar absorbsivite katsayist
g Gram

H.0, Hidrojen peroksit

HCI Hidroklorik asit

L Litre

M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

N Azot

NaOH Sodyumhidroksit

nm Nanometre

O, Stiperoksit radikali

°C Santigrat derece

OCHjs Metoksil

OMe Metoksil

OH Hidroksil

rpm Dakikadaki devir sayisi
S Kiikdirt

W Watt

Kisaltmalar Aciklama

2,4-D 2,4-diklorofenoksi asetik asit
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4CL
ABA
ANS
APX
B5
BA
BAP
C4H
CAT
CHI
CHS
DFR
DNA
FAD
FMN
GST
GT
HSP
IAA
KA
KIN
LPO
LS
MA
MAPK
MelJA
MS
MT
NAA
PAL
PHH
PIC

4-kumaril-CoA ligaz
Absisik asit

Antosiyanidin sentaz
Askorbat peroksidaz
Gamborg (1968)
Benziladenin

Benzil amino piirin
Sinnamat-4-hidroksilaz
Katalaz

Kalkon izomeraz

Kalkon sentaz
Dihidroflavanol-4-rediiktaz
Deoksiribontikleikasit
Flavin adenin diniikleotit
Flavin mononiikleotit
Glutatyon-S-transferaz
3-O-glikozil transferaz

Is1 sok proteinleri

Indol-3- asetik asit

Kuru agirlik

Kinetin

Lignin peroksidaz
Linsmaier-Skoog ortami
Molekiil agirligi

Mitojenle aktive edilen protein kinaz
Metil jasmonat

Murashige and Skoog (1962)
O- metiltransferaz
Naftalen asetik asit
Fenilalanin amonyum liyaz
Paketlenmis hiicre hacmi

4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit
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PR
ROS
SOD
TA
uv

Patogenez ile ilgli proteinler
Reaktif oksijen tiirleri
Stiperoksit dismutaz

Taze agirlik

Ultraviyole

viii



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.

Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.
Sekil 3.10.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

SEKILLER DiZiNi

Sekonder metabolitlerin  sentezlendigi yaygin  biyosentetik

Flavonoidlerin yapist ........ovviiiiiiiiiiiii i
Nitrojen igeren bazi sekonder metabolitler ........................c...e.

Cesitli  biyotik ve abiyotik stres sartlarinda {iretimi artan
fenilpropanoid bilesikleri.............ocooviiiiiiiiii

Biyotik veya abiyotik stres siiresinde ROS’larin iiretimi ve yok
edilme meKanizmasi...........ovvveiriiiiiii e

Bitkilerin savunma yanitinin sinyal iletim mekanizmasi...............
Riboflavinden FMN ve FAD’In sentezi............cooevuveieninnnn...

Antosiyaninlerin temel kismini olusturan antosiyanidin olarak
adlandirilan flavilium katyonu.............ccoooiviiiiiiiiiiiiiiiinns

Antosiyaninlerin biyosentez basamaklari..........................
Siyah havug bitkisi. ... ..o
Siyah havug tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve fide yetistirilmesi......
Steril sartlarda yetistirilen fideler (A) ve bir aylik bitkiler (B)........

Eksplant kaynagi olarak kullanilan hipokotil kisimlarinin besi
ortamina aktarimi ve elde edilen kalluslar............................ ...

Riboflavin i¢eren besi ortamina alt kiiltiire alinmis kalluslar (A) ve
kontrol grubu kalluslar (B)..........ccoviviiiiiiiiiie e,

Kalluslara UV-C 15181 uygulamasinda kullanilan sistem................
Hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin olusturulmast............................

Paketlenmis hiicre hacminin belirlenmesinde kiiltiir ortamindan
alinan hiicrelerin petri kabindaki goriintlisti..................coooinan.

Antosiyanin analizi i¢in ekstrakte edilen numuneler....................
Deney akis SEMaST. . .uuieetteit et

Farkli besi ortamlarinda kiiltiiri alinan eksplantlardan olusan
Kalluslar. ... . ..o

Hiicre siispansiyon kiiltiirliniin ¢esitli asamalarindan resimler.........

Siispansiyon kiiltiiriindeki hiicrelerin paketlenmis hiicre hacmi (%
PHH) olarak ¢ogalma egrisi..........oovvviiiiiiiiiiii i,

Sayfa

15

19
19
21

23
26
35
38
38

41

42
43
44

44
46
47

51
57



Sekil 4.4,

Hiicre stispansiyon kiiltiiriine yapilan uygulamalar neticesinde elde
edilen hiicrelerin ve agregatlarin goriintiileri: Riboflavin (A),
Kontrol (B), UV-C (C).....viiiiie e,

60



Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

Cizelge 2.3.

Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.

CIZELGELER DIiZiNi

Bazi degerli sekonder metabolitlerin kullanim alanlar1, kullanildig:
sektorler ve elde edildigi bitkiler...................ocooiiiiiii

Yiiksek bitkilerin doku ve silispansiyon Kkiiltiirlerinden izole edilen
sekonder metabolit gruplari

Bitki doku kiiltiiri yOntemleriyle iiretilen baz1 sekonder
metabolitler ve elde edildikleri kiiltiir tipleri............................

Sekonder metabolitlerin uretiminde kullanilan elisitorler.............
Dogal olarak meydana gelen antosiyanidinler...........................
MS temel DEST OTtAMIL. ...ttt ettt et

Kallus kiiltlirtiniin  olusturulmasinda kullanilan besin ortamina
ilave edilen hormon ¢esidi ve miktarlart.................................

Eksplantlarin kiiltiire alindigt MS besi ortamina ilave edilen
hormonlarin kallus olusumuna etkisi................cooviiiiiniinn.n.,

Farkl1 besi ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen
kalluslarin antosiyanin iGerigi. ........ouvvureriirieiinrieeenneaneannnns

Riboflavin uygulanan kalluslarin antosiyanin igeriginde meydana
gelen artiS. ..o,

UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin igeriginde meydana gelen

UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklari..................

Riboflavin ve UV-C uygulanan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
antosiyanin iGerikIeri............oooiiiiiiii i

Xi

Sayfa

11

12
16
23
37

40

49

52

53

54
55
55



1. GIRIS

Bitkiler primer ve sekonder metabolit olarak adlandirilan ¢ok ¢esitli organik bilesikler
sentezlemektedirler. Primer metabolitler; fitosteroller, agcil lipitler, niikleotidler,
proteinler, karbonhidratlar ve amino asitler olup biiyiime, gelisme, fotosentez ve
solunum gibi bir ¢ok siirecte 6nemli rol oynamaktadirlar (Crozier ve ark., 2006;
Ramawat, 2007). Sekonder metabolitler ise temel biiylime ve gelisme igin gerekli
olmayan fakat biyotik ve abiyotik streslere karsi ¢evresel uyumda gorev alan diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerdir (Nascimento ve Fett-Neto, 2010). Bagka bir ifadeyle
sekonder metabolitler bazi bitki tiirlerinde sasirtici derecede yiiksek miktarlarda biriken
bitki kimyasallar1 olarak adlandirilmaktadir. Sekonder metabolitler biyosentetik olarak
primer metabolitlerden tiiretilen ve bir ¢ogu bitkiler aleminde belli bir taksonomik gruba
(tiir, cins veya aile) Ozgii olan bilesiklerdir (Ramawat, 2007). Bu bilesiklerin
bitkilerdeki fonksiyonlari1 uzun siire géz ardi edilse de herbivor ve mikroorganizmalara
kars1 korumada, tozlasma ve tohumun yayilmasinda hayvanlari cezp etmede ve UV
kars1 korumada onemli bir role sahip oldugunun ortaya cikmasiyla ilgi ¢ekmeye
baslamistir. Ayrica sekonder metabolitlerin boya, lif, yapistirici, yag, mum, tatlandirici,
ilag, parfiim, insektisit ve herbisit olarak kullanilabilmelerinden dolay1 biiyilk 6nem arz

etmektedir (Crozier ve ark., 2006).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirli, aseptik kosullar altinda ve uygun besi ortaminda bitki,
hiicre, doku, veya organlarinin biiyiitiilmesi teknigi olarak tanimlanmaktadir (S6kmen
ve Giirel, 2001). Bu yontemin bir¢ok uygulama alanin bulunmasinin yaninda degerli
sekonder metabolitlerin arastirilmasi ve iiretilmesi i¢in de elverigli biyoteknolojik bir
yontem oldugu ifade edilmektedir (Zhong, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002;
Vanisree ve ark., 2004). Sekonder metabolitlerin bitki doku kiiltiirii yontemleriyle
iretimi bir¢ok agidan avantajlidir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Bu avantajlar
arasinda hizli, sabit kalitede ve gevre sartlarindan etkilenmeden siirekli {iriin elde
edilmesi sayilabilmektedir. S6z konusu yontemin bir diger 6nemli Uistiinligii ise gesitli
stratejilerle tiretimin artirilabilmesidir. Metabolit iiretiminin artirllmasinda yararlanilan

baslica stratejiler arasinda biyotik veya abiyotik elisitér uygulanmasi, 6nciil bilesiklerin



kiiltiir ortamina ilave edilmesi, yliksek iiretken hiicre hatlarinin secilmesi, kiiltiir besi
ortaminin maniplasyonu ve mutajenlerin kullanimi yeralmaktadir (Sasson, 1991;

Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Antosiyaninler sekonder metabolitlerin yaygm bir grubu olan flavonoidlerin 6nemli
bolimiinii olusturmaktadir. Bitkiler aleminde 2000 yil1 itibariyle 500 farkli antosiyanin
cesidinin -~ bulundugu  belirlenmistir.  Kimyasal agidan  antosiyaninler  2-
fenilbenzopirilium’un (flavilium katyonu) polihidroksi ve polimetoksi tlirevlerinin
glikozitleridir (Galvano ve ark., 2004; Ghosh ve Konishi, 2007). Bu bilesiklerin temel
kismini1 antosiyanidin (aglikon) olarak adlandirilan flavilium katyonu olusturmaktadir
(Kong ve ark., 2003). Bitkilerde siyanidin, delfidin, malvidin, peonidin, pelargonoidin
ve petunidin olarak adlandirilan alti antosiyanidin yaygin sekilde bulunmaktadir.
Bitkilerde bulunan antosiyaninler arasindaki farkliliklar antosiyanidin molekiilindeki
hidroksil grubunun sayis1 ve pozisyonu, hidroksil gruplarinin metilasyon derecesi, ilave
edilen sekerin ¢esidi, sayisi ve baglanma bolgesi ve seker molekiiliine baglanmis alifatik
veya aromatik asitlerden ileri gelmektedir (Galvano ve ark., 2004; Ghosh ve Konishi,
2007).

Cicek, meyve, sebze ve diger bitki dokularindaki kirmizi, mavi ve mor renklerinin
cogunlugu antosiyaninlerden kaynaklanmaktadir (Mazza, 2007). Bu bilesikler bitkilere
bir gorsellik kazandirmasinin yaninda antioksidan, kuraklik ve don stresinde osmotik
ayarlayicit ve UV radyasyonuna kargt koruyucu olarak fonksiyon gostermektedir (Close
ve Beadle, 2003). Bitkilerdeki bu fonksiyonlarina ilave olarak insan sagligi ig¢inde
faydali etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bunlar arasinda antioksidant, anti alerjik, anti
enflamatuar, anti viral, anti mutajenik, anti mikrobial, anti karsinojenik ve diyabeti
onleme sayilabilmektedir (Ghosh ve Konishi, 2007).

Renk gidalarin kabul edilebilirliginde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiiketiciler bir
gida {rliniiniin kalitesini ilk olarak onun rengiyle sorgulamaktadir. Gida sanayisi
renklendiricileri gidalara orijinal goriiniim kazandirmak, standart hale getirmek veya
kalitenin bir gostergesi olmasi bakimindan kullanmaktadir (Giusti ve Wrolstad, 2003).
Gida sanayinde bu amagla sentetik renklendiriciler yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Ancak vyapay renklendiricilerin kullanimi gerek yasal gerekse tiiketici kaygisi

olusturmasi nedeniyle alternatif dogal bir kaynak olan antosiyaninlere talebi artirmistir



(Giusti ve Wrolstad, 2003; Deroles, 2009). Antosiyaninlerin g¢ekici renklerinin yaninda
suda c¢oziinmeleri bunlarin renklendirici olarak kullanilmalari saglayan temel
faktorlerdir  (Bakowska-Barczak, 2005). Sanayide ticari amagli kullanilan
antosiyaninlerin biiyiik ¢ogunlugu {iziim kabuklarindan elde edilmektedir. Sadece liziim
kabuklarindan 2002 yilinda izole edilen antosiyaninlerin degeri 200 milyon $ oldugu ve
her yil talebin % 5-15 arttig1 tahmin edilmektedir. Antosiyaninlerin diger 6nemli
bitkisel kaynaklarini ise havug, kirmizi lahana ve tath patates olusturmaktadir (Deroles,

2009).

Siyah havug¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef. ) Tiirkiye, Orta ve Uzak
Dogu orijinli olup en az 3000 yildir kiltiirii yapilmaktadir. Siyah havug yiiksek
antosiyanin igeriginin yaninda ¢ekici mavimsi mor renge sahiptir. Bu bitkide iki tanesi
acilsiz, li¢ tanesi agilli siyanidin tiirevi bes antosiyanin pigmenti bulunmaktadir. Siyah
havucta bulunan antosiyaninlerin yiiksek 1sik, 1s1 ve pH stabilitelerinden dolay1 dogal
gida renklendiricileri olarak kullanilmaktadir. Bu amagla siyah havug ekstraklart meyve

sular, sekerler, dondurma, alkolsiiz igcecekler ve diger fermente iceceklere ilave

edilmektedir (Montilla ve ark., 2011).

Antosiyaninlerin bitki hiicre kiiltiiriiyle tiretimi gerek akademik gerekse endiistriyel
acidan onemli Olgiide ilgi ¢eken bir teknolojidir. Bitki hiicre kiiltiirii yontemleriyle
antosiyanin Uretiminin incelenmesinin temel nedeni, ticari kullanima uygun ekonomik
olarak fayda saglayacak gecerli bir siirecin olusturulmasidir. Bu amagla yaklagik 33
farkli bitki tiirtinde ¢alisma yapildigi ve en yaygin olarakta ¢ilek (Fragaria ananassa),
tiziim (Vitis vinifere) ve havug (Daucus carota) bitkilerinin kullanildig: bildirilmektedir
(Zhang ve ark., 2002; Deroles, 2009).

Birgok kiiltiir sisteminde antosiyanin biyosentezini artirarak ticari amaca elverigli bir
teknoloji olusturmak i¢in c¢esitli stratejiler gelistirilmistir. En yaygin kullanilan
stratejiler arasinda yiiksek tretken hiicre hatlarinin se¢imi, onciil bilesiklerin ilave
edilmesi, besin ortaminin ve kiiltiir sartlarinin optimizasyonu, elitasyon ve iki asamali
kiiltiir sistemlerinin kurulmasi sayilabilmektedir (Zhang ve Furusaki, 1999). Bu amagla
yapilan farkli ¢aligmalarda kiiltiire uygulanan UV-B (Takeda ve Abe, 1992), riboflavin
(Mori ve Sakurai, 1996), fungal elisitor (GlaBgen ve ark., 1998), jamonik asit (Zhang ve



ark., 2002), mekanik stres (Strazzer ve ark., 2011) ve UV-C (Cetin ve ark., 2011)’nin

antosiyanin lretimini 6nemli 6l¢iide artirdig1 bildirilmistir.

Bu calismada renklendirici olarak kullanilan bitki sekonder metabolitlerinden
antosiyaninlerin bitki doku ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle liretimi ve ¢esitli uyaricilarin
bu bilesigin iiretimi tlizerine etkisi incelenmistir. Bu amagcla siyah havug (Daucus carota
ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden olusturulan kallus ve hiicre siispansiyon
kiltiiriine UV-C ve riboflavin uygulamanin antosiyanin igeriginde meydana getirdigi

degisim incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tanimi ve Uygulama Alanlari

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlar altinda ve yapay bir besin ortaminda biitiin bir bitki,
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin
iiretilmesi olarak tanimlanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001). Baslica doku kiiltiiri
yontemleri arasinda kok, siirgiin, embriyo, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri
sayilabilmektedir. Kalluslar ana bitkiden kesip ¢ikarilan ve bdlinme &zelligini
kaybetmemis organ veya doku parcalarinin karbon kaynagi ve bitki biiyiime
diizenleyicilerini igeren yar1 kat1 besi ortaminda biiyiitiilmesi sonucu olusan morfolojik
diizensizlige sahip yapilardir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri ise tek hiicrelerin veya
kiigiik capta hiicre gruplarmin sivi biiyiime ortaminda dagilim gosterdigi bitki hiicre
kiiltiiri  teknigidir. Hiicre siispansiyon kiiltlirlerinin  olusturulmasinda baglangic
materyali olarak ana bitkiden alinan uygun doku parcalar1 kullanildigi gibi kallus
numuneleri de kullanilabilmektedir. ~Siispansiyon kiiltiirlerinin  baslatilmasinda
kalluslarin kullanilmasi daha avantajlidir. Bunun nedeni in vitro ortama uyum saglamis
kallus numunelerinin sivi ortama daha hizli adapte olabilmesi ve bu ortamda kolayca

pargalara ayrilip homojen bir dagilim gosterebilmesidir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Bitki doku kiiltiirii yontemlerin uygulama alanlar1 arasinda; hastaliksiz bitkilerin elde
edilmesi, 1slah, somaklonal varyasyonlarin olusturulmasi, in vitro seleksiyon, gen
kaynaklarmin korunmasi, gen aktarilmasi, sentetik tohum {iretimi, bitkilerin
cogaltilmasi ve sekonder metabolitlerin iiretilmesi sayilabilmektedir (Babaoglu ve ark.,
2001).

2.2. Sekonder Metabolitlerin Tanimi, Gruplar1 ve Kullanim Alanlar:

Sekonder metabolitler, bitkilerin savunma, korunma, ortama uyum saglama, hayatta
kalma ve nesillerini devam ettirme gibi ¢esitli olaylarda gorev alan kimyasal

maddelerdir. S6z konusu bilesikler bitkileri kuraklik, tuzluluk, UV isinlar1 vb. gibi



cevresel etkenlerin  olusturdugu stresten korumanin yaninda herbivorlara ve
mikroorganizmalara karsi savunmada da fonksiyon gostermektedirler. (Bourgaud ve
ark., 2001; Sokmen ve Giirel, 2001).

Sekonder metabolitlerin bitkilerdeki bu ana fonksiyonlarinin yaninda endiistride pek
cok kullanim alani bulunmaktadir. Bu dogal bilesikler yaygin sekilde ilag hammaddesi,
besin katki maddesi, zirai miicadele ve kozmetikte kullanilmaktadir (Bourgaud ve ark.,
2001; Sokmen ve Giirel, 2001). Gelismis iilkelerde regete edilen ilaglarin dortte biri ve
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan ilan edilen 252 temel ilacin %11’i bitkisel kokenli
oldugu bildirilmistir (Namdeo, 2007). Ornegin Taxus brevifolia’dan elde edilen anti
kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver sominiferum’dan elde edilen analjezik
ve narkotik etkisi olan morfin en ¢ok bilinen ilaglardan bazilaridir (Vijaya ve ark.,
2010). Baz1 degerli sekonder metabolitlerin kullanim alanlari, kullanildigi sektorler ve
elde edildigi bitkiler Cizelge 2.1’de Ozetlenmistir (Sokmen ve Giirel, 2001;
Ramachandra ve Ravishankar, 2002).



Cizelge 2.1. Bazi degerli sekonder metabolitlerin kullanim alanlari, kullanildig:
sektorler ve elde edildigi bitkiler (Sokmen ve Giirel, 2001; Ramachandra ve
Ravishankar, 2002)

Sektor Sekonder Kullanim Alani Elde Edildigi Bitki
Metabolit
Ajmasilin Antihipertansif Catharanthus roseus
Atropin Antikolinerjik Atropa belladona
Efedrin Brons agici Ephedra sinica
Kamptotesin Antitiimoral Camptotheca acuminata
Kapsaisin Tahris onleyici Capsicum frutescens
Kodein Analjezik Papaver somniferum
iLAC K91§isip Antit}‘imor_al Cgl(_:hi(?um autumnale
Digoksin Kardiatonik Digitalis lanata
Elliptisin Antitiimoral Ochrosia elliptica
Emetin Amipli dizanteri Cephaelis spp.
Morfin Yatigtirici Papaver somniferum
Taksol Antikanser Taxus brevifolia
Vinkristin Antilosemik Catharanthus roseus
Kinin Sitma tedavisi Cincbona ledgerana
Antosiyanin Renklendirici Vitis vinifera
Betalain Renklendirici Beta vulgaris
Likopen Renklendirici Lycopersicum esculentum
Kinin Acilagtirict Cinchona ledgeriana
GIDA Vanilin Koku verici Vanilla plenifolia
Taumatin Tatlandirict Thaumatococcus danielli
Krosetin Renklendirici Crocus sativa
Glisirrizin Tatlandirici Glycyrrhiza glabra
Humulon Aci ve koku verici Humulus lupulus
Yasemin yagi1 || Parfim Jasminum spp.
PARFUM Giil yag1 Parfiim Rosa damascena
KOZMETIK |1 avanta yagi Parfim ve kozmetik | Lavandula officinalis
Piretrin Insektisit Chrysanthemum cinerariifolium
ZiRAAT Yasmolin 1nsektisit Chrysanthemum cinerariifolium
Nikotin Insektisit Nicotiana tabacum
Anakardik asit || Molluskusit Anacardicum occidentale

Bitki sekonder metabolitleri genellikle sentezlendikleri biyosentetik yollara gore
siiflandirilmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001). Cogu sekonder metabolitin biyosentezi
nispeten belli kii¢iik bilesik gruplarindan baslar ve ¢esitli sentez yollariyla sinirsiz

sayida bilesige doniistiiriilmektedir. Bu metabolik yollarin en onemlileri Asetil-CoA,



sikimik asit, mevalonik asit araciligiyla gerceklesen ve sirayla asetat, sikimat ve

mevalunat olarak adlandirilan yollardir. Sekonder metabolitlerin sentezlendigi yaygin

biyosentez yollar1 Sekil 2.1°de 6zetlenmistir (Tolonen, 2003).

CO:+H20
ﬂ Fotosentez folsakkariles Niikleik asitler
-’f/‘
Karbonhidratlar ,_..-:"’// N g Ligninler
B Kumarinler
Fenoller
\@ | Eritroz 4-P Flavonoidler
Fosfoenolpiruvat Sikimik asit
Piriivik asit —_— Aromatik aminoasitler
L-triptofan, L-tirozin, L-fenilalanin
u —pp  Alifatik aminoasitler
L-l6sin, L-alanin, L-valin

Asetil-CoA
ﬂ Alkaloidler, Proteinler, Enzimler

A

Poliketidler ve Yag asitleri

Mevalonik asit ‘
l Polifenoller, Prostaglandinler ve
Makrosiklik antibiotikler

Terpenoidler,Steroidler,Karotenoidler

Sekil 2.1. Sekonder metabolitlerin sentezlendigi yaygin biyosentetik yollar (Tolonen,

2003)

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

i¢ biliyilk molekiil grubuna ayrilmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001). Yapilan bagka bir

siniflandirmada yine {i¢ gruba ayrilmis olup; terpenler, fenolikler ve N ve S igeren

bilesikler olarak ifade edilmistir (Mazid ve ark., 2011).



Terpenler sekonder metabolitlerin en biiyiik grubunu olusturup yaygin olarak asetil CoA
veya glikolitikler araciligi ile sentezlenmektedir. Terpenler; monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler ve polyterpenler olmak {izere bes alt gruba
ayrilmigtir. Bu bilesiklerden en ¢ok bilineni tohum ve tomurcuk dormansisinde ve bir
cok fizyolojik olayda birinci derecede rol alan absisik asit (ABA) bir seskiterpendir.
(Mazid ve ark., 2011). Kimyasal a¢idan terpenler bes karbonlu bir hidrokarbon olan
izopren (2-metil-1,3-butadien) yapitasindan olusan bilesiklerdir (Keha ve Kiifrevioglu,

2000). Terpenlerin temel birimini olusturan izopren’in yapisi Sekil 2.2°de verilmistir.

CH;
CH,

AN

ILC

Sekil 2.2. Terpenlerin temel birimini olusturan izoprenin yapisi (Anonim, 2013c)

Fenolik bilesikler bir aromatik halkaya direk olarak bir veya daha fazla sayida hidroksil
grubunun baglandig1 bilesiklerdir (Vermerris ve Nicholson, 2006). Bitki fenolik
bilesikleri fenilpropanaoid, sikimat ve pentoz fosfat yollarindan tiiretilen sekonder
metabolitlerdir (Balasundram ve ark., 2006). Fenil propanoid yolu bitkilerde karbon
akig1 bakimindan en onemli metabolik yollardan biridir. Bir bitki hiicresinde toplam
metabolizmanin % 20’sinden daha fazlasi bu yol vasitasiyla gerceklesmektedir
(Verpoorte, 2000). Fenolik bilesikler; basit fenolikler, fenolik asit, sinnamik asitler,
kumarinler, flavonoidler, biflavoniller, betasiyaninler, ligninler ve taninler olmak tizere
smiflandirilmaktadir. Flavonoid grubu bilesikler; kalkonlar, aurenler, flavoneller,
antosiyanidinler ve antosiyaninlerden olusmaktadir (Vermerris ve Nicholson, 2006).
Flavonoidler bitkilerin meyve tohum, ¢igek, yaprak ve govde gibi gesitli kisimlarinda
bulunan renkli maddeler olup antioksidan, diiiretik, antidiyabetik, antikansoren gibi
birgok etkiye sahiptir (Yagce1 ve ark., 2008). Flavonoidlerin yapisi Sekil 2.3’de
verilmistir (Zhang ve Bjorn, 2009).
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OH
——
3K CO0H
o coscor” Mal CG1S ?:OAA
Malonyl-Co
Fenilalanin

R=H, OH

R'= H, OCHs, COOH A

R"= OH, OCHa, O-Glu t2of] Antosivanidin

A= H, OH, OCH: otlavon ; R

0-G= O-Glycosidic groups Antostyanin
Tanmn

Sekil 2.3. Flavonoidlerin yapisi (Zhang ve Bjorn, 2009)

Nitrojen igeren sekonder metabolitler alkoloidler, siyonogenik glikozitler ve protein

yapisina katilmayan amino asitlerden olusmaktadir. Alkoloidler genellikle lisin, aspatik

asit, tirozin ve triptofan gibi ¢ok yaygin olmayan amino asitlerin birinden

sentezlenmektedir. Bu bilesikler vaskiiler bitki tiirlerinin yaklagik % 20’sinde bulunur.

Cogu alkoloidlerin toksik etkisinden dolay1 predatorlere karsi bir savunma unsuru

olabilecegi diisiiniilmektir (Mazid ve ark., 2011). Nitrojen igeren bazi 6nemli sekonder

metabolitlerin yapilart Sekil 2.4’de verilmistir (Brielmann ve ark., 2006).

H
o Q9 CD W™ A )
' - DLW, N
Piridin ~ Piperidin Pirolidin Indol Histamin Nikotin Kinolin
NH H OH .

N HODAJNHE / ~ I\i{ \ M‘o 0

N * &Y “JI > ;

H HO HoO 0" on O%\bll N

Serotonin Noradrenalin Morfin Kafein Tropan  Kokain

Sekil 2.4. Nitrojen iceren bazi sekonder metabolitler (Brielmann ve ark., 2006)
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2.3. Bitki Doku Kiiltiirii Yontemleriyle Sekonder Metabolit Uretimi

Bitki hiicre kiiltiirti; kozmetik, farmositik veya tarimsal agidan degerli sekonder
metabolitlerin liretimi i¢in  geleneksel ekim yontemleri ve kimyasal yontemlere
alternatif cezbedici bir yontemdir (Kieran ve ark., 1997; Ramachandra ve Ravishankar,
2002; Yagc1 ve ark., 2008; Vijaya ve ark., 2010). Bitki hiicre kiiltiirii teknikleri
1960’larin sonlarindan itibaren sekonder metabolitlerin hem {iretilmesinde hem de
bilimsel arastirmalarda bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. S6z konusu sistemlerde
sekonder metabolit iiretiminin gelistirilmesi amaciyla farkli stratejiler kullanarak yogun
bir sekilde calisilmaktadir. Calismalarin biiylik ¢ogunlugu farklilasmamis hiicre
kiiltiirleri iizerine olsa da sagak kok kiiltiirleri ve diger organ kiiltiirleri lizerine de yogun
bir ilgi gosterilmektedir. Son 30 yilda yapilan tiim ugrasilara ragmen degerli sekonder
metabolitlerin bitki biyoteknolojisiyle tiretiminde ticari anlamda basar1 sinirlidir.
Basarinin diisiik olmasinin nedenleri arasinda sekonder metabolitlerin biyosentez
yollarinin tam olarak anlasilamamis olmasi veya iiretim basamaklarin1 biyoreaktor
sistemine tam olarak adapte edilememesinden kaynaklanmaktadir (Bourgaud ve ark.,
2001). Yiiksek bitkilerin doku ve siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen sekonder
metabolit gruplar1 Cizelge 2.2°de (Ramachandra ve Ravishankar, 2002) kiiltiir tipi ve

kaynak bitki Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir (Karuppusamy, 2009).

Cizelge 2.2. Yiiksek bitkilerin doku ve siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen sekonder
metabolit gruplar1 (Ramachandra ve Ravishankar, 2002)

turevleri

Stilbenler
Tanenler

Harritoninler

Isoflavonoidler Izokinolinler
Lignanlar Indoller
Fenolenanlar Piirinler
Proantosiyanidinler || Piridinler

Tropan alkoloidler

Triterpenler

Fenilproponoidler | Alkoloidler Terpenoidler Kinonlar Streoidler
Antosiyaninler Akridinler Karotenler Antrokinonlar || Kardiyoaktif
Kumarinler Betalainler Monoterpenler || Benzokinonlar || glikozitler
Flavonoidler Kinolizidinler Seskiterpenler || Naftokinonlar || Pregnenolon
Hidroksisinnamoil || Furonokinonlar Diterpenler tiirevleri




Cizelge 2.3. Bitki doku kiiltiirii yontemleriyle tiretilen baz1 sekonder metabolitler ve
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elde edildikleri kiiltiir tipleri (Karuppusamy, 2009)

Kiiltiirii Yapilan Bitki Metabolit Kiiltiir tipi
Agave amaniensis Saponin Kallus
Anchusa officinalis Rosmarinik asit Siispansiyon
Artemisia annua Artemisin Kallus
Brucea javanica Alkoloidler Siispansiyon
Brugmansia candida Tropane Sagak kok
Capsicum annum Kapisasin Kallus
Catharanthus roseus Vincristine Siispansiyon
Catharanthus roseus Indol alkoloidleri Siispansiyon
Citrus sp. Limonin Kallus
Coffea arabica Kafein Kallus
Cinchona succirubra Antrokinon Stispansiyon
Coscinium fenustratum Berberine Kallus
Ephedra sp. L-Ephedrin Siispansiyon
Ginko biloba Ginkosid-A Siispansiyon
Glycyrrhiza echinata Flavonoidler Kallus
Gynostemma pentaphyllum Saponin Sagak kok
Hypericum perforatum Hypersin Siispansiyon
Hyssopus officinalis Sterol Siispansiyon
Linum flavum Lignan Sagak kok
Lithospermum erythrorhizon Shikonin Sagak kok
Mucuna pruriens L-Dopa Siispansiyon
Nicotianan tabacum Nikotin Siispansiyon
Panax ginseng Saponin Kallus
Papaver somniferum Alkoloidler Kallus
Papaver somniferum Kodein Sacak kok
Piper solmsianum Piperine Siispansiyon
Pluchea lanceolata Quersitin Kallus
Portulaca grandiflora Betasiyanin Kallus
Rauvolfia serpentina Serpentin Kallus
Rheum ribes Katesin Kallus
Rhodiola rosea Rosarin Kallus
Salvia miltiorrhiza Rosmarinik asit Kallus
Salvia officinalis Terpenoidler Kallus
Scutellaria columnae Fenolikler Kallus
Silybum marianum Silymarin Sacak kok
Solanum laciniatum Solasodine Siispansiyon
Taxus spp. Taxol Siispansiyon
Thalictrum minus Berberin Siispansiyon
Vinca major Vincamine Sagak kok
Vitis vinifera Antosiyanin Siispansiyon
Vitis vinifera Resveratrol Kallus
Withania somnifera Withaferin Sacak kok
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Sekonder metabolitlerin biyoteknolojik yontemlerle iiretmenin pek ¢ok agidan avantajl
oldugunu bildiren ¢ok sayida yaym bulunmaktadir (Chattopadhyay ve ark., 2002;
Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Vanisree ve ark., 2004; Vijaya ve ark., 2010). Bu
avantajlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1) Degerli bilesikler kontrollii sartlar altinda iklim degisiklikleri ve toprak
sartlarindan bagimsiz bir sekilde tiretilebilmektedir.

2) Kiiltiir ortamindaki hiicreler mikrobiyolojik kontaminasyondan ve bdocek
saldirilarindan uzak bir sekilde yetistirilebilmektedir.

3) Tropikal veya yiikseklerde yetisen herhangi bir bitkinin hiicreleri kolaylikla
cogaltilarak bu bitkiye has bilesikler iiretilebilmektedir.

4) Hiicre biiylimesinin otomatik kontrolii ve metabolit siireglerinin rasyonel
diizenlenmesiyle iiretkenlik  artirilabilmekte ve is giicii  maliyeti
azaltilabilmektedir.

5) Organik bilesikler kallus kiiltiiriinden kolayca ekstrakte edilebilmektedir.

6) Bu sistem zararli herbisit ve pestisidlerin kullanima gereksinim duymamaktadir.

7) Uretildigi ana bitkide normal olarak bulunmayan yeni bilesiklerin iiretilmesine
imkan saglamaktadir.

8) Daha sabit kalitede ve verimde siirekli iiretim imkan1 saglanabilmektedir.

2.4. Bitki Hiicre Kiiltiiriinde Sekonder Metabolit Uretimini Artirmak icin
Gelistirilen Stratejiler

Bitki hiicre kiiltiir sisteminde iiriin verimi ve kalitesini artirip maliyeti azaltmak igin
stratejiler gelistirilmistir (Yagc1 ve ark., 2008). Bu sistemlerden yiiksek miktarlarda
ticari amagh triin elde edilmesi kiiltiir sartlarin1 optimize edilmesine, kiiltiir ortaminin
hedef bilesige gore diizenlenmesine ve ilgili metabolik yollarin iyi bilinmesine baghdir
(Shilpa ve ark., 2010).

Bir ¢ok kaynak tarafindan ifade edilen bu stratejiler maddeler halinde asagida

Ozetlenmistir.

1- Uretim giicii yiiksek hiicre hatlarin taranmasi ve segilmesi arzu edilen bilesigi en

yiiksek seviyede elde etme imkani saglayabilmektedir. Hiicre hattinin gelistirilmesi
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hedeflenen bilesigin yiiksek miktarda tiretildigi ana bitkinin se¢imiyle baglar ve bundan
elde edilecek kallus kiiltiiriinden yiiksek verimli hiicre hatlarinin se¢imiyle devam
ettirilir. Istenilen bilesigin renkli bir pigment olmasi durumunda se¢im kolaylikla
yapilabilmektedir. Ornegin Lithospermum erythrorhizon kiiltiiriinde sikonin iiretiminde
kirmizi renkli hiicrelerin segilmesiyle 13-20 kat daha fazla verim alinmistir

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

2- Kiiltiiriin olusturuldugu besin ortamimin standardizasyonu hem yiiksek miktarda
biyomas elde etme agisindan hem de sekonder metabolit iiretimi agisindan 6nemli bir
parametredir. Hiicrelerdeki metabolit birikimi besin ortaminin igerigi, disaridan
uygulanan bitki hormonlar1 ve kiiltiir ortaminin sartlar1 tarafindan diizenlenmektedir
(Shilpa ve ark., 2010). Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinin gergeklestirildigi besi
ortaminda bulunan her kimyasal biiylime ve sekonder metabolit iiretimi i¢in tesvik edici
olabildigi gibi smirlayici da olabilmektedir. Ornegin besi ortaminda yer alan her hangi
bir madde hiicrelerin biiylimesini tesvik ederken sekonder metabolit birikimini
azaltabilmektedir. Kiiltiir ortaminda metabolit iiretimini etkileyen baslica kimyasal
kosullar arasinda karbon, azot ve fosfor kaynagi, bitki hormonlarinin ¢esidi ve derisimi,
kiiltir ortaminda bulunan makro ve mikro elementler, pH ve osmotik basing
sayilabilmektedir. Kiiltiir ortaminda metabolit iiretimini etkileyen fiziksel kosullar ise
151tk ve sicakliktir. Calkalama ve havalandirma gibi fiziksel etmenler de hiicre
stispansiyon kiiltlirlerinde biiylime ve metabolit birikimini etkileyen diger onemli
faktorlerdir (Sokmen ve Giirel, 2001).

3- Onciil bilesiklerin besi ortamma ilave edilerek sekondor metabolit iiretiminin
artirllmas1 yaygin sekilde bagvurulan bir yaklasimdir. Uretilmesi istenen metabolitin
biyosentez mekanizmasinin bilinmesi durumunda bu siiregte yer alan baglangi¢ veya ara
tirlinlerin kiiltlir ortamina katilmasi metabolit {iretimini artirabilmektedir (Sokmen ve
Giirel, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002)

4- Elisitor olarak tanimlanan mikrobiyal, fiziksel veya kimyasal stres faktorlerinin
sekonder metabolizmada artisa yol agmasi bu metabolitlerin {iretiminde bir strateji
olarak kullanilabilmektedir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa ve ark., 2010). Daha
oncede ifade edildigi gibi bitki sekonder metabolitleri cogunlukla bitkileri ¢evresel stres
faktorlerinden korumak igin sentezlenmektedir. Bu nedenle bitki hiicre kiiltiirlerine

ozmotik sok, agir metal iyonlarmin ilave edilmesi, inorganik tuzlar, mikrobiyal
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homojenat veya UV radyasyonu gibi stres faktorlerinin uygulanmasi bazi sekonder
metabolitlerin birikimini artirmaktadir (Verpoorte ve ark., 2002). Bitkilerde gesitli
biyotik ve abiyotik stres sartlarinda tiretimi artan fenilpropanoid bilesikleri Sekil 2.5’de

gosterilmistir (Dixon ve Paiva, 1995)

Yiiksek isik/ UV

7

Antosiyaninler
Flavonlar
§inapil esterler PR 7 / iy P
Izoflavonoidler Fiey ”~ T
Psoralenler ‘\ Pt
Klorogenik asit
Ferulat esterleri
SR Lignin
Patojen Saldinsi :—:W Siiberin
Pterokarpenler = Mebrana baglanan
Izoflavonlar fenolik asitler
Izoflavanoidler
Stilbenler e
Kumarinler *
Furanokumarinler Diisiik Sicakhk

3-deoksiantosiyaninler Antosiyaninler

Flavanoller

.-

s © ¥ %K

Auronler o
i v &
~ l // / - ’_/ ;
SR | - N o4
5, . 1/ \ | A
\ | _A ),
f N
v 7 Demir Eksikligi
Azot Eksikligi Fosfat Eksilligi Fenolik asitler
Flavanoidler, Izoflavanoidler Antosiyaninler

Sekil 2.5. Cesitli biyotik ve abiyotik stres sartlarinda iiretimi artan fenilpropanoid
bilesikleri (Dixon ve Paiva, 1995)

Elisitorler yapisina gore biyotik ve abiyotik olarak siniflandirilirken kaynagina gore ise
egzojen ve endojen olarak siniflandirilmaktadir. Sekonder metabolitlerin {iretimi igin

kullanilabilecek elisitorler Cizelge 2.4°de 6zetlenmistir (Namdeo, 2007).
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Cizelge 2.4. Sekonder metabolitlerin tiretiminde kullanilan elisitorler (Namdeo, 2007)

YAPISINA GORE ELiSITORLER

Biyotik Elisitorler

Abiyotik Elisitorler

tarafindan
taninanlar

-Dogrudan  mikroorganizmalar
saliman ve bitki hiicrelerince
(enzimler, hiicre duvar pargaciklari)

-Mikroorganizmalarin bitki hiicre duvarindaki
islevi sonucu olusanlar (pektin fragmentleri)

-Mikroorganizma iizerinde bitki enzimlerinin
islev gérmesiyle olusanlar (kitosan, glukan )

Cesitli uyaric1 etkenlere yanit olarak bitki

-Fiziksek ve kimyasal kaynaklidir

-UV 15181

-Denatiire proteinler (riboniikleaz)

-Donma ve ¢oziilme dongiileri

-Gerekli olmayan ortam bilesenleri (agaroz)
-Agir metaller

-Kimyasallar

hiicreleri tarafindan olusturulan ve ortama
salinan endojen ve her zaman dogada mevcut
olan bilesikler

DNA’ya yiiksek afiniteliler
Membran yikicilar (deterjanlar)
Fungusitler (butylamine)

Herbisitler (acifluorofen)

KAYNAGINA GORE ELiSITORLER

Egzojen Elisitorler Endojen Elisitorler

Hiicre dis1 orjinlidirler Hiicrede biyotik veya abiyotik orijinli bir
sinyalle tesvik edilen ikinci reaksiyonlar

-Polisakkaritler <
araciligiyla olusur.

kitosan)

(glukomannoz,  glukan,

Peptitler (monilikolin, poli-L-lisin, poliamin, | “AlJnat oligomerleri
glikoproteinler) -Hepta-p-glukosidaz
-Enzimler (seliilaz)

Yag asitleri (aragdonik asit)

5- Uretilmesi istenen hedef bilesigin biyosentez yolundaki kilit gen veya genlerin asir1
ekspresyonu ile metabolit iiretimi tesvik edilebilmektedir. Sekonder metabolitlerin
biyosentez  yolundaki  genlerin  klonlanmasinda,  transformasyonunda  ve
diizenlenmesinde oldukca ilerleme kaydedilmistir. Bu tekniklerdeki ilerleme hedef
bilesigin biyosentezinin maniplasyonu i¢in olanak ve bilgi imkani saglamaktadir

(Gaosheng ve Jingmimg, 2012). Ornegin tibbi bir bitki olan Saussurea involucrate’n
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icerdigi apigenin bilesigi tlimorogenezi anlamli sekilde inhibe ettigi bilinmektedir.
Ancak bitkinin dogal yapisinda diisiik miktarda bulunan bu bilesigin miktarini artirmak
icin flavonoid biyosentez yolunda transgenik yaklasimla bir ¢alisma gergeklestirilmistir.
Bu amagla bitkinin sagak kok kiiltiiriine aktarilan kalkon izomeraz geninin asiri
ekspresyonuyla kontrolden 12 kat daha fazla apigenin bilesigi elde edilmistir (Li ve
ark., 2006).

2.5. Bitkilerde Cesitli Streslere Karsi Olusan Sinyal Mekanizmasi

Bitkilerin strese (elisitdr veya sinyal molekiilleri) maruz kalmasi ¢ok cesitli sekonder
metabolitlerin birikimine yol agmaktadir. Bu streslerle ilgili sinyal iletim yolunun
incelenmesi hedef bilesiklerin ticari amag igin iiretilmesinde strateji gelistirmeye (bazi
metabolik yollarin aktive edilmesiyle veya baskilanmasiyla) katki saglamasi nedeniyle
onemlidir. Bilindigi gibi biyotik bir elisitore maruz kalan bitkiler genellikle bir dizi
savunma veya stres yanitt olusturmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarin
cogunlugu olusan uyartilarin ve sonrasinda baglatilan savunma yanitlarinin
tanimlanmasi tizerine odaklanmistir. Bitkilerin gesitli streslere karsi savunma siirecinde
sinyal iletimi birincil olarak elisitore maruz kalan hiicre ile ilgilidir. Bu hiicreler protein
fosforilasyonu veya defosforilasyonu, iyon akisinda degismeler ve oksidatif patlama
gibi ilk sinyal olaylarini baglatmaktadir. Bu ilk sinyaller savunma ile ilgili genlerin
(GST, PAL, CHS vb. gibi enzimlerin aktivasyonuyla ilgili) transkripsiyonel
aktivasyonunu, igsel ikinci sinyallerin (salisilik asit, etilen, jasmonatlar) biyosentezini,
NADPH oksidaz (O, ve HyO, gibi ROS tiirlerinin {iretimine sebep olur)’in
aktivasyonunu ve savunma sinyalinden etkilenen hiicrelerin redoks statiisiiniin
degismesini tesvik etmektedir. Bitkilerde herhangi bir elitasyon siirecinden sonra
tiretilen bu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ortadan kaldirmasinda faaliyet gosteren
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (Sekil 2.6.). Antioksidan aktivitesinin
inhibisyonu veya aktivasyonu oksidatif patlamanin olusumuna ve sekonder metabolit

birikiminin degismesine neden olmaktadir (Shilpa ve ark., 2010).

Elisitoriin hiicresel reseptorle etkilesimi savunma genlerinin indiiksiyonuna sebep

olmaktadir. Bu birincil savunma yanitlarmin ortaya g¢ikarilmasina ek olarak elisitor
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sinyalleri salisilik asit gibi ikincil bitki sinyal molekiillerinin iiretilmesi yoluyla
etkinligini artirabilmektedir. Elisitorler ve igsel ikincil sinyaller genellikle bitkilerin
savunmas1 ve korumasiyla ilgili ¢ok cesitli genleri aktive etmektedir. Bu genlerin
tirtinleri arasinda glutatyon -S- transferaz (GST), peroksidaz, hiicre duvar proteinleri,
proteinaz inhibitorleri, hidrolitik enzimler, patogenez ile ilgili proteinler (PR),
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve kalkon sentaz (CHS) yer almaktadir. Bunlara
ilaveten G proteinleri, NADPH oksidaz, H,0,, ikincil sinyaller ve mitojenle aktive
edilen protein kinaz (MAPK) gibi sinyal bilesenleri bir ¢ok bitki savunma yanitina
katildig1 belirlenmistir (Sekil 2.7.) (Shilpa ve ark., 2010).
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Sekil 2.6. Biyotik veya abiyotik stres siiresinde ROS’larin iretimi ve yok edilme
mekanizmasi (Shilpa ve ark., 2010)
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Sekil 2.7. Bitkilerin savunma yanitinin  sinyal iletim mekanizmas1 (Shilpa ve ark.,
2010)
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2.6. Ultraviyole Radyasyonunun (UV) ve Riboflavinin Sekonder Metabolit Uretimi
Uzerine EtKisi

Ultraviyole radyasyon (UV) elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan bdlgesinin
bir parcasi olup toplam giines radyasyonunun yaklasik % 8-9 nu olusturmaktadir. UV
radyasyonu genel olarak dalga boyuna gére UV-A , UV-B ve UV-C olmak fizere ii¢
gruba ayrilmaktadir. UV-A (320 - 400 nm) giinesten gelen radyasyonun yaklasik %
6,3’liik kismini olusturmakta ve radyasyonunun en az tehlikeli bolimidir. UV-B (280-
320 nm) toplam spektrumun yaklasik % 1,5’lik bolimiinii olusturmakta ve bitkilerde
cok ¢esitli zararlara sebep olmaktadir. UV-C (200-280 nm) organizmalarda en fazla
zarara neden olan boliimii teskil etmektedir (Khatami ve Ghanati, 2011).

UV radyasyonu niikleik asitler, amino asitler, proteinler, lipitler, bitki biiylime
diizenleyicileri, pigmentler, membranlar ve fotosentez gibi bir ¢ok faktor tizerinde
olumsuz etkiye sahiptir (Hollosy, 2002). UV’ye maruz kalma ile ilgili olarak olusan
zararin biyik bir kismi, serbest radikallerin ve diger reaktif kimyasal tiirlerinin
tiretilmesinin indirek bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Grace, 2005). UV
radyasyonuna maruz kalmayla meydana gelen aktif oksijen tiirevlerinin bu bilesiklerle
reaksiyona girmesi sonucunda olusan bozulmalar oksidatif strese yol agmaktadir.
Bitkiler normal saglikli biiylime sartlar1 altinda bu aktif oksijen tiirlerini ve onlarin
ikinci reaksiyon tiriinlerini enzimatik veya enzimatik olmayan mekanizmalarla etkili
sekilde ortadan kaldira bilmektedirler (Mahdavian ve ark., 2008). Bitkiler enzimatik
olmayan mekanizmada fenolikler, flavonoidler ve antosiyaninler gibi ¢ok ¢esitli UV
absorplayan sekonder bilesikleri sentezleyerek UV 1s1gmin zararl etkilerinden
korunmaktadir (Tsormpatsidis ve ark., 2008). Enzimatik mekanizmada ise antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirarak reaktif oksijen tiirlerini etkisizlestirmektedir (Ravindran
ve ark., 2010).

Ornegin UV-B ve UV-C uygulanan biber yapraklarinda prolin, quercetin, rutin ve
antosiyanin miktarlarinin artmasi bu 1sinlarin olumsuz etkilerinden korunmayla
dogrudan iligkili oldugu ifade edilmektedir. Ayrica fenolikler ve flavonoidler UV-B
bandinda absorbsiyon yapmasi bitkileri zararli 1sinlarin etkisinden korumada segici bir
UV-B filtresi olarak gorev gormektedir (Mahdavian ve ark., 2008). Bunlara ilaveten

UV-A ve UV-B antosiyanin biyosentez ile ilgili genlerinin indiiksiyonuyla antosiyanin
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birikimini tegvik ettigi bildirilmistir (Guo ve ark., 2008). Antosiyaninlerin goriiniir
15181n yaninda UV radyasyonunu absorbe eden etkili antioksidanlar olup reaktif oksijen
tirlerini etkisizlestirdigi ifade edilmistir (Quina ve ark., 2009). Yine yapilan benzer bir
calismada UV-C uygulanan iiziim kalluslarinda fenolik bilesikler ve karotenoit birikimi
onemli 6l¢iide artmistir (Cetin ve ark., 2011).

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen riboflavin (B, vitamini)
pek cok fizyolojik reaksiyonda koenzim olarak fonksiyon gostermektedir (Saikia ve
ark., 2006; Abdel-Monaim, 2011). Bitkiler ve diger organizmalar riboflavinin
biyosentezini gergeklestirdikten sonra flavin mononiikleotit (FMN) ve flavin adenin
dintikleotit (FAD) olarak adlandirilan niikleotit tiirevlerine doniistiirmektedirler (Sekil
2.8). FMN ve FAD genellikle ¢esitli proteinlere kofaktor olarak birlesmektedir. Bu
flavinler elektronlarin tasinmasina aracilik etmekte ve redoks gerektiren mitokondrial
elektron tasinimi, fotosentez, yag asidi oksidasyonu, DNA tamiri ve gesitli sekonder
metabolitlerin biyosentezinde gorev almaktadir (Higa ve ark., 2012). Riboflavinler
ayrica 1s18in algilanmasi, biyoliiminesans, jasmonat sinyal iletimi, sirkadiyen ve

mevsimsel saat gibi hayati siireglere katilmaktadir (Ouyang ve ark., 2010).

0
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o OH y N
Fiboflavin i FAD 1 I \>
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= NH O=I|3—D— ||=—0 |
0 ATP ADP 0 AP PRI o o ﬁ
Riboflavin ) e . =
Flavin monontikdeotit (FMN) Flavin adenindinikleotit (FAD)

Sekil 2.8. Riboflavinden FMN ve FAD’1n sentezi (Anonim, 2008)

Riboflavinler ayn1 zamanda peroksidasyon ve antioksidan savunma siireglerinde rol
oynamaktadir. Cesitli siirecler sonucunda olusan reaktif oksijen ara bilesikleri oksidatif
patlamaya sebep olmasi nedeniyle asir1 hasSas bir yanit olusmaktadir. Bu siirecte
riboflavin sistemik bir dirence Onciilik ederek yeni bir sinyal yolu olarak

davranmaktadir (Saikia ve ark., 2006). Riboflavin pek ¢ok biyolojik siirece bitkilerde
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savunma yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan ve hiicresel bir sinyal olan H,O;’nin
tiretilmesiyle aracilik etmektedir (Deng ve ark., 2011).

Titin  (Nicotiana tabacum) hiicre siispansiyon kiiltiiriinde riboflavinin sekonder
metabolizma ve savunma yaniti iizerine etkisi incelenmistir. Yapilan bu g¢alismada
riboflavin bir seri savunma yanitini tesvik etmesinin yaninda sekonder metabolit
birikimini de artirmistir. Titiin hiicrelerinde ribofilavin uygulandiginda savunma yaniti
olarak oksidatif patlama, ekstraselliiler ortamin alkalizasyonu, savunmayla ilgili
genlerin ifade edilmesi ve fenolik bilesiklerin birikimi gergeklestigi belirtilmistir (Liu
ve ark., 2010a). Nohut bitkisinde yapilan bir diger calismada ise riboflavinin, fenolleri
ve patogenez ile ilgili proteinlerin birikimin tesvik ettigi ayrica fenilalanin amonyum

liyaz ve peroksidaz aktivitesini artirdig: bildirilmistir (Saikia ve ark., 2006).

2.7. Antosiyaninler

2.7.1. Tanim ve Cesitleri

Antosiyaninler (Yunancada anthos: ¢icek ve kyanos: mavi) klorofilden sonra gozle
goriilebilen en onemli pigment grubudur. Bunlar bitkilerin ¢icek, meyve, yaprak ve
depo organlarina kirmizidan maviye kadar birgok rengi veren dogal bilesiklerdir. Bagka
bir ifadeyle antosiyaninler flavonoid grubuna ait C6-C3-C6 iskeletine sahip fenolik
bilesiklerdir (Delgado-Vargas ve ark., 2000). Kimyasal agidan ise, 2-
fenilbenzopirilium’un (flavilium katyonu) polihidroksi ve polimetoksi tiirevlerinin
glikozitleridir.  Antosiyaninlerin  temel kismmi antosiyanidin (aglikon) olarak
adlandirilan flavilium katyonu olusturmaktadir (Sekil 2.9) (Kong ve ark., 2003).

Antosiyaninler arasindaki farklar, antosiyanidin molekiildeki hidroksil (OH) ve metoksil
(OCHgs) gruplarinin sayist ve pozisyonu, molekiile baglanmis sekerlerin tiiri, sayist ve
baglanma sekli ve bu sekerlere baglanmis alifatik ve aromatik asitlerin yap1 ve sayisi
gibi faktorlerden kaynaklanmaktadir. Dogal olarak meydana gelen 17 antosiyanidin
yapist Cizelge 2.5’de verilmistir. Bunlardan pelargonidin, siyanidin, peonidin,
delfinidin, petunidin ve malvidin bitkilerde en yaygin olarak bulunan alti
antosiyanidindir. Bu alt1 antosiyanidinin bitkilerin yenilebilir kisimlarindaki dagilimlar

incelendiginde % 50 siyanidin, % 12 pelargonidin, % 12 peonidin, % 12 delfinidin, %
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7 petunidin ve % 7 malvidinden olustugu belirlenmistir (Kong ve ark., 2003; Delgado-

Vargas ve Paredes-Lopez, 2003).

Sekil 2.9. Antosiyaninlerin temel kismini olusturan antosiyanidin olarak adlandirilan
flavilium katyonu (Kong ve ark., 2003)

Cizelge 2.5. Dogal olarak meydana gelen antosiyanidinler (Kong ve ark., 2003)

Adi Kisaltma | 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-Kirmizi
Cyanidin Cy OH | OH H OH OH OH H Turuncu-Kirmizi
Delphindin Dp OH | OH H OH OH OH OH Mavimsi-Kirmizi
Eurupinidin Eu OH OMe | H OH OMe | OH OH Mavimsi-Kirmizi
Hirsutidin Hs OH OH H OMe | OMe | OH OMe | Mavimsi-Kirmizi
6-Hydroxycyanidin | 60HCy | OH | OH OH | OH OH OH H Kirmizi
Luteolinidin Lt H OH H OH OH OH H Turuncu
Malvinidin Mv OH OH H OH OMe | OH OMe | Mavimsi-Kirmizi
5-Methylcyanidin 5-MCy |OH | OMe | H OH OH OH H Turuncu-Kirmizi
Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H Turuncu
Peonidin Pn OH OH H OH OMe | OH H Turuncu-Kirmizi
Petunidin Pt OH OH H OH OMe | OH OH Mavimsi-Kirmizi
Pulchellidin PI OH OMe | H OH OH OH OH Mavimsi-Kirmizi
Rosinidin Rs OH OH H OMe | OMe | OH H Kirmizi
Tricenitidin Tr H OH H OH OH OH OH Kirmizi

Not: OMe=0CH;,

Antosiyaninlerin meydana gelmesi i¢in antosiyanidinlere en az bir seker molekiiliiniin

baglanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle antosiyaninler seker molekiiliiniin sayisina

(monozid, biozid, triozid vb. gibi) gore de siniflandirilmaktadir (Delgado-Vargas ve

Paredes-Lopez, 2003). Antosiyanidinlere yaygin olarak baglanan sekerler; glukoz,
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galaktoz, ramnoz, ksiloz, fruktoz ve arabinozdur. Bu monosakkaritlerden olusan di ve
trisakkaritler de bazi antosiyanidinlerle glikozit yapmaktadirlar. Antosiyanidin
glikozitlerinin en yayginlari, 3—-monozidler, 3-biozidler, 3,5-diglikozidler ve 3,7—
diglikozidlerdir. Bunlardan 3—glikozitler, dogada 3,5—diglikozidlerden yaklasik 2.5 kat
daha fazla bulunmaktadir. Bu nedenle siyanidin 3—glikozit en yaygin olarak bulunan
antosiyanindir (Kong ve ark., 2003; Delgado-Vargas ve Paredes-Lopez, 2003). Ayrica
seker molekiiline kumarik, kafeik, ferulik, sinapik, p-hidroksibenzoik, malonik,
okzalik, malik, siiksinik ve asetik asit gibi asitler baglanarak agil antosiyaninleri

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

2.7.2. Antosiyaninlerin Biyosentezi

Antosiyaninlerin onciil bilesikleri glikolitik yolla (fosfoenol piriivat) ve pentoz fosfat
yoluyla (eritroz-4-fosfat/ kalvin dongiisii) tiretilir. Bu yollarla iiretilen sikimik asit ile
asetat antosiyaninleri de igeren pek ¢ok fenolik bilesigin temel aromatik yapitagini
olusturur. Sikimat yolu ile kumarik, kafeik, ferrulik ve fenilalanin gibi birka¢ organik
asit sentezlenmektedir. Antosiyaninlerin biyosentez yolu temel olarak iki ana boliime
ayrilabilmektedir. Bu yolun birinci asamasinda (Sekil 2.10 A) fenilpropanoid
metabolizmasinin Onciilleri sentezlenirken, ikinci asamasinda (Sekil 2.10 B) spesifik
flavonoidlerin sentezi gerc¢eklesmektedir. Antosiyanin sentezinin ilk asamasinda
fenilalanin  p-kumaril-CoA’ya 1ii¢ enzim tarafindan donistirilir. Bu enzimler
fenilalanin amonyum liyaz (PAL), sinnamat-4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumaril-CoA
ligaz (4CL) dir. p-Kumaril-CoA flavonoid, lignin ve diger fenilpropanoidlerin baslica
onciil bilesigidir. Sentezin ikinci asamasinda flavonoid biyosentezinin anahtar enzimi
olarak diigiiniilen kalkon sentaz (CHS) {i¢ molekiil malonil CoA ile 4-kumaril-CoA y1
ara kalkon olusturmak i¢in katalizler. Bir sonraki asamada kalkon; kalkon izomeraz
(CHI) enzimi tarafindan naringenine donistiiriilir.  Naringenin flavonoid ve
izoflavonoidlerin yaygin onciistidiir. Naringenin bir dioksigenaz veya monooksigenaz
tarafindan dihidrokaempferol’e doniistiriliir. Bir sonraki basamakta dihidrokaempferol
dihidroflavanol-4-rediiktaz (DFR) enzimiyle leucoanthocyanidine doniistiiriiliir.
Antosiyanidin sentaz (ANS) enzimi leucoanthocyanidinden renkli antosiyanidinleri
meydana getirir. Antosiyaninlerin  biyosentezi bir glikozillenme reaksiyonuyla
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antosiyanidinlerin antosiyaninlere doniisiimii gerceklestirilir. Bu basamak igin en iyi
tanimlanan enzim 3-O-glikozil transferaz (GT) enzimidir. Flavanoit sentezinin ¢esitli
asamalarinda hidroksilasyon ve metilasyon meydana gelir. Antosiyaninlerin
metilasyonu sentezinin son asamasi olup O- metiltransferaz (MT) enzimi bu asamada
onemli rol oynamaktadir (Delgado-Vargas ve ark., 2000; Delgado-Vargas ve Paredes-
Lopez, 2003).
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Sekil 2.10. Antosiyaninlerin biyosentez basamaklar1 (Davies, 2009); PAL: fenilalanin
amonyum liyaz, C4H: sinnamat-4-hidroksilaz, 4CL: 4-kumaril-CoA ligaz,
CHS: kalkon sentaz, CHI: kalkon izomeraz, DFR: dihidroflavanol-4-
rediiktaz, ANS: antosiyanidin sentaz, GT: 3-O-glikozil transferaz
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2.7.3. Antosiyaninlerin Biyolojik Onemi ve Kullanim Alanlar1

Antosiyaninler ekolojik fonksiyonlarinin yaninda antioksidan olarak, yiiksek seviyedeki
151¢in olumsuz etkilerinden korumada ve savunma mekanizmalarinda onemli role
sahiptir (Delgado-Vargas ve Paredes-Lopez, 2003). Antosiyaninlerin ekolojik 6nemi
bitkilerin tozlasmasi ve tohumlarinin yayilmasi siirecinde hayvanlari cezb etmesinden
ileri gelmektedir (Kong ve ark., 2003). Ayrica yapraklardaki antosiyaninler fotosentez
icin kullanilabilir 1s1k miktarini artirirken 11k inhibisyonunu azaltmaktadir (Delgado-
Vargas ve Paredes-Lopez, 2003). Bunlara ilaveten antosiyaninler bitki dokularini
goriilebilir asir1 radyasyondan korumasinin yaninda ultraviyole (UV) radyasyonundan
da koruyabilmektedir. Bir diger 6nemli fonksiyonu ise c¢evresel stres faktorleri
tarafindan tiretimi artirilan serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol almasidir (Hatier
ve Gould, 2009).

Antosiyaninlerin ¢ekici kirmizi, turuncu ve mor renklerinin yaninda suda ¢oziinmeleri
bu bilesiklerin dogal renklendirici olarak kullanim imkani saglamistir (Bakowska-
Barczak, 2005). Antosiyanin ekstraktlarinin gidalara yalnizca g¢ekici renk oOzellikleri
kazandirmadigi, ayn1 zamanda yiiksek antiradikal kapasiteleri nedeniyle, eklendikleri
gidalarin oksidatif stabilitelerini de arttirdigi ifade edilmistir (Kirca, 2004).
Antosiyaninlerin dogal gida renklendiricisi olarak kullanilmasmin yaninda, yiiksek
antioksidan aktivitesi gostermesi nedeniyle de diyette dnemli bir yere sahiptir. Ayrica
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi, koroner kalp rahatsizliklarinin olusumunu
engelledigi, diabet, norolojik hastaliklar ve inflamasyonda etkili oldugu klinik olarak
belirlenmistir (Zhang ve Furusaki, 1999; Maharik ve ark., 2009).

2.7.4. Siyah Havug Antosiyaninleri

Havu¢ maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan, koni bigimindeki etli kokii i¢in sebze
olarak yetistirilen iki yillik otsu bir kiltiir bitkisidir. Tiirkiye'de yorelere gore
gelinparmag, piirgiiklii, balkamis, deper otu, yerebatan, yer otu, yerekagan, kizil ot gibi
degisik isimlerle adlandirilmaktadir (Anonim, 2013 a). Havug kiiltiirleri botaniksel

olarak iki gruba ayrilmis olup, bunlar dogu 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 bati veya karotenoid (Daucus carota ssp.
sativus var. sativus) grubudur. Siyah havug (antosiyanin grubu) gesitleri batili iilkelerce
cok bilinmese de, ana ¢esit olarak kabul edilen turuncu havug varyetelerinden ¢ok daha
eski oldugu ve Tiirkiye, Afganistan, Misir, Pakistan ve Misir gibi lilkelerde geleneksel
olarak kiiltiirii yapilmakta ve tiiketilmektedir (Kammerer ve ark., 2004).

Siyah havugta (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) siyanidin tiirevi bes
temel antosiyanin pigmenti bulunmaktadir. Bunlardan iki tanesi agilsiz, {i¢ tanesi agilli
antosiyaninlerdir. Agilsiz antosiyaninler siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit ve
siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; diger i¢ii ise sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle
acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit’lerdir (Netzel ve ark., 2007; Montilla
ve ark., 2011). Farkli siyah havu¢ varyetelerinde toplam antosiyanin igeriginin %
55’ten % 99’a kadar olan kismini agil antosiyaninler olusturmaktadir (Montilla ve ark.,
2011).

Antosiyaninlerin renk ve stabilitelerini etkileyen en onemli faktorler arasinda
antosiyanin yapisi, konsantrasyonu, kopigmentin varligi ve kendi kendine birlesmesi
sayilmaktadir. Bunlara ilaveten sicaklik, 1sik, pH, metalik iyonlar, enzimler, oksijen,
askorbik asit, seker ile sekerin yikilma iriinleri, proteinler ve siilfiirdioksit sStabiliteyi
etkileyen diger oOnemli faktorlerdir (Ersus ve Yurdagel, 2007). Siyah havug
antosiyaninleri, gida pH’sinda yiiksek renk stabilitesine sahiptir. Ozellikle asidik pH’da
mitkemmel bir parlak ¢ilek kirmizisi renk tonuna sahiptir. Bu yiizden siyah havug suyu
alkolstiz igecekler, meyve suyu ve nektarlari, konserve, jole ve sekerlemelerin
renklendirmesinde iyi bir se¢im olabilmektedir. Siyah havug antosiyaninleri hem yapisi
hemde agillenmeleri nedeniyle pH ve 1s1 degismelerine karsi yiiksek stabilite
gostermektedir (Kirca ve ark., 2007).

Bunlara ilaveten siyah havugtan elde edilen antosiyanince zengin ekstraktin insan
kanser hiicrelerin poliferasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi belirtilmistir (Netzel ve

ark., 2007).
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2.17.5. e\ntosiyaninlerin Bitki Doku ve Hiicre Kiiltiirii Yontemleriyle Uretimi
Uzerine Yapilan Calismalar

Daucus carota (Havug) bitkisinden elde edilen kallus kiiltliriinde besin stresinin ve
osmotik etmenlerin antosiyanin {retimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu bitkiden
olusturulan kalluslarda indol-3 asetik asit ve kinetinin etkisiyle kirmiz1 renkli pigment
gelistigi ve maksimum antosiyanin veriminin kuru agirhik bazinda % 5,4 oldugu
bildirilmigtir. S6z konusu kalluslar fosfat ve nitrat stresine maruz birakildiginda
antosiyanin igeriginin sirasiyla % 7,2 ve % 8,5’¢ yiikseldigi ifade edilmistir. Ayrica
osmotik etmen olarak uygulanan mannitolun antosiyanin iiretimi {izerine pozitif etkiye
sahip oldugu ifade edilmistir (Rajendran ve ark., 1992). S6z konusu bitkiden olusturulan
hiicre siispansiyon kiiltiirlinde yapilan farkli bir calismada antosiyanin sentezinin
diizenlenmesi incelenmistir. Bu arastirmanin sonucunda embriyogenezin olusumuyla
yani morfolojik farklilasmayla antosiyanin sentezi yani metabolik farklilagsma arasinda
yakin bir iligkinin oldugu ileri siiriilmiistiir. Antosiyanin indiiksiyonu ve hiicrelerin
boliinmesi veya farklilasgmadan meydana gelen biliylimenin 2,4-D ile degistigi
belirtilmistir. Antosiyanin sentezinin 2,4-D aracilifiyla diizenlenmesinde fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) ve kalkon sentaz (CHS) aktivitelerinin anahtar bir rol oynadigi
belirlenmistir. PAL ve CHS genleri ve bunlarin transkripsiyonlarinin detayli olarak
incelenmesi neticesinde havucta iki tane PAL geni oldugu tespit edilmistir. Bu
genlerden bir tanesi stresle hizlica aktive olup aktivitesi siireklilik arz etmezken, digeri
spesifik olarak 2,4-D ile diizenlenmekte ve antosiyanin sentezinde tesvik edilmektedir
(Ozeki, 1996).

Daucus carota L. bitkisinden olusturulan hiicre kiiltiiriinde antosiyanin birikimine ve
antosiyanin biyosenteziyle ilgili enzimlerin diizenlenmesine ultraviyole 151 ve fungal
elisitoriin etkisi incelenmistir. S6z konusu uygulamalar siirekli UV 1s5181yla aydinlatma,
karanlikta bekletme, Pythium aphanidermatum’dan elde edilen elisitoriin uygulanmasi
ve UV 1s1g1yla aydinlatilan hiicrelere elisitor uygulanmasi seklinde gergeklestirilmistir.
UV uygulanmasi netecisinde antosiyanin birikimi ile fenilpropanoid ve flavonoid
metabolik yolundaki enzimlerin aktivitesi giiclii sekilde artmistir. Karanlikta biiyliyen
havug hiicrelerine fungal elisitor uygulanmast PAL’m hizli ve gegici indiisiyonuna

neden olurken antosiyanin miktarinda bir artis meydana getirmemistir. UV 15181nin
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elisitorle birlikte uygulandiginda fenilpropanaid yolunda hizli bir artis meydana getirse
de, UV 1s181n1n antosiyanin iizerine indiikleyici etkisini ve antosiyanin biyosentezindeki
enzimleri baskiladig1 ifade edilmistir (GlaBgen ve ark., (1998). Bu calismalarin
paralelinde s6z konusu bitkiden olusturulan hiicre kiiltiirinde ve kiiltiiriin
baslatilmasinda kullanilan eksplantin antosiyanin igerigi incelenmistir. Hiicre
kiiltiirtinde siyanidin-3-latrosit (% 90) ve siyandin-3-B-D-glukopiranosit (%10) olmak
tizere iki antosiyanin pigmenti izole edilirken, kallus kiiltiiriin baslatilmasinda kullanilan
eksplantta sadece siyanidin-3- latirosit bulundugu belirtilmistir (Narayan ve
Venkataraman, 2000). Yapilan benzer bir aragtirmada Daucus carota var. Nantes scarlet
kallus kiilttirtine 0,05 mM putresin uygulanmasi antosiyanin miktarini kontrol grubuna
gore 1,68 kat artirdigi belirtilmistir  (Sudha ve Ravishankar, 2003a). Aym
arastirmacilar tarafindan yapilan baska bir calismada kallus kiiltiiriine fungal elisitor
uygulanmas1 yiiksek miktarda antosiyanin birikimine sebep oldugu ifade edilmistir

(Sudha ve Ravishankar (2003b).

Vitis vinifera (iiziim) hiicre siispansiyon kiiltiiriinde antosiyanin biyosentezine jasmonik
asit ve 151k uygulamanin etkisi incelenmistir. En yiiksek antosiyanin igerigi 20 pM
jasmonik asit uygulanan kiiltiirden elde edilmis ve elde edilen miktarin kontrol
grubunun 8,5 kati oldugu bildirilmistir. Isik uygulamanin etkisinin belirlenmesi
amaciyla 8000-8300 liiks 151k altinda kiiltiire alinan hiicrelerde antosiyanin igerigi
kontrole gore 4,8 bir artis meydana gelmistir. Jasmonik asitin ve 15181n birlikte
uygulanmas1 durumunda antosiyanin igeriginde kontrol grubuna gore 13,9 kat bir artig
meydana gelmistir (Zhang ve ark., 2002). Yapilan farkli bir ¢alismada viskozite arttirici
bir madde olan karboksi metil seliilozun antosiyanin birikimine etkisini Vitis vinifera
cv. Bailey Alicant A. hiicre kiiltiiriinde arastirilmistir. Metabolit birikimini tesvik etmek
amactyla farkli konsantrasyonlarda karboksi metil seliiloz kiiltiire ilave etmislerdir.
Arastirmanin sonucunda % 0,8’lik karboksi metil seliilloz uygulanan Kkiiltiirlerin
antosiyanin igerigi kontrol grubuna gore 3 kat fazla oldugu ifade edilmistir (Nagamori
ve ark., 2001). Benzer bir calismada, Gamay, Kalecik Karasi ve Okiizgdzii iiziim
cesitlerine ait yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen kalluslar hiicre siispansiyon
kiiltliriiniin  olusturulmasinda kullanilmistir. Olusturulan hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
sekonder metabolit iiretimini artirmak amaciyla, aydinlik (10.000 liiks), kadmiyum

stilfat (1,0 mM ve 1,5 mM), metil jasmonat (10 uM) ve sakkaroz (0,20 M ve 0,25 M)
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uygulanmistir. Sekonder metabolit olarak antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam
flavanol, toplam flavonol, trans-resveratrol ve tokoferol miktarlar1 belirlenmistir.
Aragtirmanin sonucunda farkli elisitor uygulamalarinin genel olarak sekonder metabolit
birikimini tegvik ettigi ifade edilmistir (Cetin, 2010). S6z konusu bitkiden (Vitis sp.)
olusturulan hiicre siispansiyon kiiltiiriinde fosfat eksikliginin antosiyanin biyosentezi ve
ilgili genlerin anlatimu {lizerine etkisi incelenmistir. Hem fosfat eksik (-Pi) hem de fosfat
ilave edilen (+Pi) MS besi ortamindaki hiicrelerde 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 belirlenmistir. Antosiyanin birkimi fosfat eksik kiiltiiriin hiicrelerinde ¢cok daha
onemli oldugu bildirilmistir. Fenilalanin antosiyanine katilimi en yiiksek posfat eksik (-
Pi) ortamlardaki hiicrelerde 3.-14. giinler arasinda elde edilmistir. Hiicreler — Pi ve +Pi
besi ortamlarina aktarildiktan sonra antosiyanin biyosentezinde gérev alan enzimlerin
genleri ile diizenleyici genlerin ifadesi zamana bagli olarak incelenmistir. UFGT ve
VvmybALl genlerinin ifade seviyesi -Pi ortamindaki hiicrelerde +Pi ortamindakilere gore
daha yiiksek oldugu ve bunun -Pi hiicrelerindeki antosiyanin birikiminin baslangicina
denk geldigi ifade edilmistir (Yin ve ark., 2012). Farkli bir ¢alismada ise Vitis vinifera
hiicre siispansiyon Kkiiltiiriinde metil jasmonat (MeJA) ve kirmizi 15181in antosiyanin,
katesin ve stilben iiretimi lizerine etkisi incelenmistir. Kallus dokusu yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilmistir. Hiicre siispansiyon kiiltiirii 1 mg/ L BAP, 0,1 mg/L
2,4-D ve 10 g/L sukroz i¢eren MS besi ortaminda gerceklestirilmistir. Kirmizi 11k (1,34
nE m'zs'l) ve 10 uM metil jasmonat siispansiyon kiiltiirline ayr1 ayr1 olarak veya birlikte
uygulanmistir. Toplam antosiyanin sentezi sadece kirmizi 11k uygulan kiiltiirlerde
hafifce azalmistir. MeJA ve MeJA ile birlikte kirmizi 151tk uygulandiginda bu

metabolitlerin seviyesi kontrole gére artmistir (Tassoni ve ark., 2012).

Vitis vinifera hiicre siispansiyon kiiltiiriinde yapilan bir diger ¢alismada antosiyanin ve
resveratrol {iretimine iki sentetik ve bir tane biyotik elisitoriin etkisi incelenmistir.
Sentetik elisitor olarak indanol-izoldsin (In-1le) ve N-linolenoil-L-glutamim (Lin-Gln)
kullanilirken biyotik elisitor olarak bocek (Manduca sexta larvasi) tikriigi
kullanilmistir. Sentetik elisitor In-Ile ve bocek kaynakli tiikriigiin elisitdr olarak
kullanilmasiyla biyomas kaybi1 olmadan antosiyanin ve fenolik asitlerin iiretimi tesvik
edilmistir. In-Ile uygulanan siispansiyon kiiltlirlinde antosiyanin iiretimi 2,6 kat arttig1

ifade edilmistir (Cai ve ark., 2012a).
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Cilek hiicre siispansiyon kiiltiiriinde riboflavin ve sukroz konsantrasyonunun hiicre
bliylimesi ve antosiyanin birikimi tiizerine etkisi incelenmistir. Bu aragtirmanin
neticesinde riboflavinin hiicre biiylimesini belirgin bir sekilde azaltirken antosiyanin
icerigini onemli dl¢iide artirmistir. En yiiksek antosiyanin iiretimi 4 mg/L riboflavin ve
% 10 sukroz iceren besin ortamindan elde edildigi bildirilmistir (Mori ve Sakurai,
1995). Benzer bir c¢alismada visne (Prunus cerasus) kallus kiiltiiriinde 1s18in ve
jasmonik asidin antosiyanin iiretimine etkisi incelenmistir. Antosiyanin iireten kallus
kiltirii visne yaprak dokusundan elde edilmis ve baskin antosiyanin igeriginin
siyanidin-3-glikozit oldugu ifade edilmistir. Karanlikta biiyiitiilen kalluslar 1s18a maruz
birakildiginda siyanidin-3-glukozit igerigi 0,1 den 4,5 mg /100 g TA’a yiikselmistir.
Ayrica kiiltir ortamina 50 pM jasmonik asit ilave edilmesi siyanidin-3-glukozit
sentezini uyardigi ifade edilmistir (Blando ve ark., 2005). Yapilan bir diger arastirmada
Catharanthus roseus, Celosia argentea ve Cordyline termnalis’in internodyum
eksplantlar1 kullanilarak edilen kalluslarda antosiyanin iiretimi incelenmistir. Kallus
olusumuna MS besin ortamina ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ile BAP
veya NAA ile Kinetin’in etkisi arastirilmistir. En yiiksek kallus tiretimi 1 mg/L 2,4-D ve
3 mg/L BAP iceren MS besi ortaminda ger¢eklesmistir. Toplam antosiyanin iiretimine
L-fenilalanin (1, 3, 5 ve 10 uM ) ve Ca’" (0,25, 0,5, 0,75 ve 1 pM)’nin etkisi
incelenmistir. L- fenilalanin ve Ca™ igin optimum konsantrasyonun sirasiyla 3 pM ve
0.5 uM oldugu belirtilmistir. En yiiksek antosiyanin iiretimi Celosia argentea kallus
kiiltiinde 197,98 ug/KA olarak elde edildigi belirtilmistir (Taha ve ark., 2008).

Crataegus sinaica B. govde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus kiiltiirtinde
antosiyanin {iiretimi incelenmistir. Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasinda MS  besi
ortamina 2,4-D ile KIN (Kkinetin) veya NAA ile BA’nin farkli kombinasyonlari ilave
edilmistir. Kullanilan her iki eksplant kaynag i¢inde en iyi kallus gelisimi 1 mg/L 2,4-D
ve 1 mg/L KIN iceren MS besi ortamindan elde edilmistir. Gévde eksplantlarindan elde
edilen kalluslarin antosiyanin icerigi yapraktan elde edilenlere gore daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Ayrica antosiyanin iiretimi uygulanan sitokinin g¢esidine gore Onemli
oOl¢iide etkilenmistir (Maharik ve ark., 2009). Yapilan farkli bir ¢alismada Cleome rosea
bitkisinde kallus kiiltiiriniin optimizasyonu ve antosiyanin iiretimine ¢esitli faktorlerin
etkisi incelenmistir. Kallus kiiltlirii govde ve yaprak eksplantlarinin NAA (0,54; 1,07
uM), TAA (0,57; 1,14 uM ), PIC (0,41; 0,82 uM) veya 2,4-D (0,45; 0,9 uM ) igeren
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MS besi ortamlarina aktarilmasiyla baglatilmigtir. En yiiksek biyomas 0,9 uM 2,4-D
iceren besi ortaminda kiiltiire aliman govde eksplantlarindan elde edilmistir. Kiiltiir
baslatildiktan 6-7 ay sonra kalluslarin yiizeyinde antosiyanin olarak tanimlanan
kirmizimsi-pembe bélgeler goriilmiistiir. Bu kalluslarda sicakhik (24 + 2 °C ve 32 + 2
°C) ve 151k (67 ve 80 pmol m? s) yogunlugunun antosiyanin icerigi iizerine etkisi
incelenmistir. Antosiyanin iiretimi sicakligin diismesiyle ve 151k siddetinin artmasiyla
yiikselmistir. Bitki dilizenleyicisi igermeyen veya 0,9 puM 2,4-D igeren besi
ortamlarindaki kalluslara sukroz (30; 50; 70; 90 g L), toplam nitrojen (50; 60; 70; 80
mM), NH;"iin NO3™ *e oram (1:1, 1:2, 1:4, 1:6) ve mineral tuzlarin (MS 1/2; MS1/4)
etkisi incelenmistir. Pigmentli kalluslarda 70 g/L sukroz, 0,9 uM 2,4-D, 1:4 NH,"/ NO3
ve 1/2 MS ortam sartlarinda yiiksek biyomas elde edilmesinin yaninda antosiyanin
tiretimi baslangic kiiltiir kosullarina gore % 150 oraninda arttig1 ifade edilmistir (Simdes
ve ark., 2009). Yapilan benzer bir calismada Melastoma malabathricum hiicre
siispansiyon kiiltiiriinde biyomas ve antosiyanin iiretimine 11k siddeti, stirekli 1sikta
veya karanlikta bekletme, sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorlerin etkisi incelenmistir.
Orta dereceli 151k siddeti (301-600 liiks) hiicrelerde antosiyaninin birikimini daha fazla
tesvik etmistir. Pigment igerigi 10 giin siirekli karanlikta bekletilen kiiltiirlerde en
diisiikken, 10 giin stirekli 1sikta bekletilen kiiltlirlerde en yiiksek oldugu belirtilmistir.
Daha diisiik sicaklikta (20 + 2 °c ) inkiibe edilen hiicre kiiltiirlerinin daha yiiksek
sicaklikta (26+ 2 °C ve 29 + 2 °C) inkiibe edilenlere gore daha iyi gelistigi ve daha
yiiksek pigment igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Besi ortaminin farkli pH
dereceleri hiicre biyomas verimini etkilemezken antosiyanin birikimi en ytliksek pH 5,25

- 6,25 araliginda elde edilmistir (Chan ve ark., 2010).

Mekanik stres uygulanan reyhan (Ocimum basilicum) hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
rosmarik asit ve antosiyanin birikimi incelenmistir. Kallus kiiltiiriinlin olusturulmasinda
kirmizi renkli kok-govde gecis bolgesi eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Kalluslarin biiyiitiilmesi Gamborg'un B5 ortamina % 2 sukroz, 0,5 mg/L 2,4-D ve %
0,7 agar ilave edilerek hazirlanan kat1 besin ortaminda gergeklestirilmistir. Antosiyanin
iretimini artirmak ve kolay dagilabilir kallus hiicre hatti elde etmek i¢in kirmizi
hiicreler her alt kiiltiirde secilmistir. Uzun siireli stabil antosiyanin {ireten hiicre hatlarini
elde etmek icin kalluslar karanlik ortama aktarilarak burada alt kiiltiire alinmustir.

Stispansiyon kiiltiirii bu ortam sartlar1 altinda {iretilen kalluslarin ayni B5 sivi besi
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ortaminda ve 90 rpm’deki galkalayicida kiiltiire alinmasiyla baslatilmistir. Mekanik
stresin karanlik ve 1sikli ortam sartlarinda antosiyanin ve rosmarik asidin birikimine
etkisini belirlemek igin calkalama hizi 90 rpm’den 150 rpm’e yiikseltilmistir. Bu
aragtirmanin sonucunda mekanik stresin antosiyanin ve rosmarik asit igerigini artirirken
biyomas birikimini azalttig1 belirtilmistir (Strazzer ve ark., 2011). Malva neglecta’nin
yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus kiiltiirtinde UV-B ve UV-C’nin UV absorbe
eden bilesikler (antosiyanin, flavonoid ve taninler) iizerine etkisi incelenmistir.
Kalluslar 144, 288, 432, 576, 720, 864, 1296 ve 1728 j/m? dozlarda UV-B’ye maruz
birakilirken 204, 408, 612, 816, 1020, 1284, 1836 ve 2448 j/m2 dozlarda UV-C’ye
maruz birakilmistir. Bu arastirmanin sonucunda antosiyanin ve flavonoidlerin kontrole

gore anlamli sekilde arttigi belirtilmistir (Khatami ve Ghanati, 2011).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada kullanilan siyah havug bitkisinin tohumlari ticari amaglh tohum tireten bir

firmadan temin edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Siyah havug bitkisi (Anonim, 2013b)

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Calkalayici IKA KS
Fotograf makinasi Samsung
Hassas terazi Scaltec
Laminer kabin Niive
Liiksmetre T-ECHINI-C

Magnetik karigtirict Heidolph-MR
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Otoklav ALP

Otomatik pipet Ephendorf

pH metre Hanna

Santrifiij Hettich
Spektrofotometre Jascco V-530 UV/VIS

3.1.3. Kullanmilan Kimyasallar

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

Benzil amino piirin Sigma
Etanol Merck
HCI Merck
Indol asetik asit Sigma
Kinetin Sigma
Metanol Merck
MS Sigma
Naftalen asetik asit Merck
NaOH Merck
Phytagel Sigma
Riboflavin Sigma
Sukroz Grade | Sigma
Twenn 20 Sigma-Aldrich
3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Steril Fidelerin Elde Edilmesi

Deneyde kullanilan bitkiler steril sartlarda ¢imlendirilen tohumlardan yetistirilmistir.
Tohumlarin ¢imlendirilmesinde ve steril fidelerin yetistirilmesinde kullanilan besiyeri
4,4 g/L MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besi ortamina 30 g/L sukroz ve 2 g/L
phytagel (katilastirici) ilave edilerek hazirlanmistir. Besiyerinin pH’s1 1 M NaOH veya
1 M HCI kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 121°C, 1,2 atmosfer basingta 20 dakika
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otoklav edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri 50-60 °C’ ye kadar sogutulup
9 cm ¢aph petrilere 25 ml ve 8 cm ¢apli cam kavanozlara (14 cm boyunda) 50 ml
olacak seklide dokiilmiistiir. Besiyerlerinin katilagmasi gerceklestikten sonra agizlar
parafilimle kapatilmistir. Gerek bitkilerin yetistirilmesinde gerekse kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan MS besi ortaminin igerigi Cizelge 3.1

verilmistir.

Cizelge 3.1. MS temel besi ortami (Murashige ve Skoog, 1962)

‘ Icerik mg/L
KNO; 1900
NH;NO; 1650
KH,PO, 170
CaCl,2H,0 440
MgSQ,47H,0 370
MnSQO,4H,0 22,3
ZnS0,.7H,0 8,6
H;BO; 6,2
Kl 0,83
CuS0,.5H,0 0,025
Na,Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6 H,0O 0,025
myo-inositol 100
Thiamin- HCI 0,1
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin HCI 0,5
Na,EDTA 37,30
FeS0,.7H,0 27,80
Glisin 2

Steril bitkilerin yetistirilmesinde kullanilan tohumlar ¢imlendirilmeden Once yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tohumlarinin yiizey sterilizasyonu % 70’lik etil alkol
igerisine ki dakika karistirilarak baglatilmistir. Bu siirenin sonunda etil alkol stiziilerek
tohumlardan uzaklastirilmistir. Bir sonraki asamada tohumlar 2-3 damla twenn 20
iceren % 2’lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisinde manyetik karistirict yardimiyla 25 dakika
boyunca hafif¢e karistirilmistir. Son olarak da kullanilan sodyum hipokloritin
uzaklastirilmasi i¢in tohumlar ii¢ kez beser dakika steril su ile durulanmistir. Tiim bu

calismalar steril sartlarda laminer kabin icerisinde gerceklestirilmistir.



38

Yukarida agiklandig1 sekilde steril edilen tohumlar besi ortami igeren petri kaplarina 20-
25 adet olacak sekilde ekilerek karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmistir. Petri
kaplarinin kenarlar1 kontaminasyonu ve su kaybini 6nlemek i¢in parafilm ile sarilmistir.
Karanlik ortamda 7-10 giin bekletilerek ¢imlenmesi saglanan tohumlar aydinlik ortama

cikarilarak (2-3 giin) fide gelisimi saglanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Siyah havug tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve fide yetistirilmesi

Petri kaplarinda gelisimi iyi olan fideler secilerek pens yardimiyla kavanozlara
aktarilmistir. S6z konusu fideler 25 + 2 °C’ sicaklik, 16 saat 1s1k ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta yetistirilmistir. Cam kavanoza aktarilan fideler ve bir aylik bitkiler Sekil

3.3°de gosterilmistir.

Sekil 3.3. Steril sartlarda yetistirilen fideler (A) ve bir aylik bitkiler (B)
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3.2.2. Kallus Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasinda steril sartlarda yetistirilen bir aylik bitkilerin
hipokotil kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Hipokotiller kallus
olusumunun en iyi oldugu besi ortam sarlarinin belirlenmesi amaciyla 18 farkli ortamda
kiiltiire alimmistir. Kiiltiirtintin olusturulmasinda kullanilan besin ortami, tohumlarin
¢imlenmesinde ve steril bitkilerin elde edilmesinde kullanilan besin ortamindan farkli
olarak bitki biiylime diizenleyicilerini igermektedir. Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasinda
4,4 g/L temel MS besin ortamina 2 g/L phytagel, 30 g/L sukroz, farkli miktar ve
kombinasyonlarda sitokinin (Kinetin ve BAP) grubu iki hormon ile oksin (IAA, NAA
ve 2,4-D) grubu ii¢ hormon ilave edilmistir. Oksin grubu hormonlar 1, 2 ve 3 mg/L
olmak {izere ti¢ farkli miktarda uygulanirken, sitokinin grubu hormonlar 0,2 mg/ olmak
tizere tek miktarda uygulanmistir. Besiyerinin pH’s1t 1 M NaOH veya 1 M HCI
kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 121°C, 1.2 atmosfer basingta 20 dakika otoklav
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri 50-60 °C’ ye kadar sogutulup 9 cm
capl petrilere 25 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. MS besi ortamina eklenen hormon

cesidi ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasinda kullanilan besin ortamina ilave edilen
hormon ¢esidi ve miktarlar

Uygulama Oksin Grubu Hormon Sitokinin Grubu Hormon
No
Cesidi Miktari Cesidi Miktari
(mg/L) (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 edilmemistir.

Hipokotiller yaklasik 0,3 cm boyunda kesilerek Cizelge 3.2°de igerikleri verilen 18
farkli besi ortamina dikey sekilde ekilmistir (Sekil 3.4). Her bir uygulama i¢in ii¢ petri
ve her petride 10 adet eksplant kiiltiire alinmustir. Petriler 25 + 2 °C’ sicaklik, 2500 liiks
151tk siddeti, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta kallus olusumu igin
inkiibasyona birakilmigtir. Olusan kalluslar ayni igerikli taze besi ortamlarina 2 hafta
arayla alt kiiltiire alinmistir. S6z konusu ortamlarda 45 giin inkiibasyona birakilan
eksplantlardan kallus olusumunu, olusan Kalluslarin agirliklarini ve antosiyanin

iceriklerini belirlemek amaciyla hasat edilmistir.
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Sekil 3.4. Eksplant kaynagi olarak kullanilan hipokotil kisimlarinin besi ortamina
aktarimi ve elde edilen kalluslar

Kallus olusumunun en iyi oldugu ortam sartlarinin belirlenmesi amaciyla eksplantlar 18
farkli ortamda (Cizelge 3.2) kiiltiire alinmistir. S6z konusu ortamlardan elde edilen
veriler (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2) incelendiginde denemeler i¢in en uygun kalluslarin
2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren besi ortaminda olustugu belirlenmistir. Bu
ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin kallus olusturma oranlar1 ile olusan kalluslarin
agirlik ve antosiyanin igerikleri oldukga yiiksektir. Ayrica bu ortamdan elde edilen
kalluslarin ~ kolay pargalanabilir  Ozellikte olmasi  siispansiyon  kiiltiiriiniin
olusturulmasina da imkan saglamaktadir. Bu nedenlerle kallus kiiltiiriine riboflavin ve

UV-C uygulanmasinda kullanilan kalluslar bu ortam sartlarinda olusturulmustur.



42

3.2.3. Kallus Kiiltiiriine Riboflavin Uygulanmasi

Kallus kiiltiiriine riboflavin uygulanmasinda 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren MS
besi ortaminda olusan 45 giinliik kalluslardan gelisimleri iyi olanlar segilerek
kullanilmistir. Bu amagla kalluslar 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L riboflavin igeren besi
ortamlarinda (elde edildikleri besi ortamina ek olarak) alt kiiltiire alinmistir (Sekil 3.5).
Bu uygulamalarda her bir konsantrasyon igin {i¢ petri ve her petride bes adet kallus
bulunmaktadir. Kalluslara riboflavin 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 10 giin

boyunca uygulanmistir.

Sekil 3.5. Riboflavin igeren besi ortamina alt kiiltiire alinmis kalluslar (A) ve kontrol
grubu kalluslar (B)

3.2.4. Kallus Kiiltiiriine UV-C Uygulanmasi

Kallus kiiltiirtine UV-C uygulamas1 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/LL BAP igeren MS besin
ortaminda olusturulan 45 giinliik kalluslara Keskin ve Kunter (2007)’in belirttiginde
kiiciik degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir. Kalluslara UV-C 15181 10 cm
mesafeden gilinliik 10 dakika ve 15 dakika olmak {iizere iki farkli siirede laminer kabin
igerisinde uygulanmistir (Sekil 3.6). UV-C 15181 uygulamalarinda petri kapaklariin agzi
acilarak kalluslarin 1sikla direk temasi saglanmistir. Isik kaynagi olarak 254 nm dalga

boyuna sahip Philips TUV 6W’lik (G6 T5) bir lamba kullanilmistir. Bu uygulamada
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her bir siire i¢in ii¢ petri ve her petride bes adet kallus bulunmaktadir. Kalluslara UV-C
15181 10 giin stireyle uygulanmistir. Giinliilk UV-C uygulamalarinin sonunda kalluslar 16

saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta inkiibe edilmistir.

Sekil 3.6. Kalluslara UV-C 15181 uygulamasinda kullanilan sistem

3.2.5. Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

Hiicre siipansiyon kiiltliriiniin olusturulmasinda 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren
besi ortamindan elde edilen yumusak ve kolay dagilabilen o6zellikteki 30 giinliik
kalluslar baslangi¢ materyali olarak kullanilmistir. Siispansiyon kiiltiirlerinde kullanilan
besi ortami 4,4 g/L MS, 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP ve 30 g¢/L sukrozdan
olusmaktadir. Besiyerin pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI kullanilarak 5,8’e
ayarlandiktan sonra 100 ml’lik erlenmayerlere 40 ml olacak sekilde boliinmiis ve
121°C, 1,2 atmosfer basingta 20 dakika otoklav edilmistir.

Hiicre stispansiyon kiiltiirii 1,2 g kallus numunelerinin steril bir petri kab1 igerisinde
spatula yardimiyla kiiglik pargalara ayirarak 40 ml besi ortami igeren 100 ml’lik
erlenmayerlerde kiiltiire alinmasiyla olusturulmustur. Erlenmayerler 120 devir/dakika
hiza sahip calkalayici tizerinde 25 + 2 °C sicaklikta, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik foto
periyotta ve 2500 liiks 1s1k siddetinde inkiibe edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin olusturulmasi

3.2.6. Siispansiyon Kiiltiiriindeki Hiicrelerin Cogalma Egrisinin Olusturulmasi

Stispansiyon kiiltliriindeki hiicrelerin ¢ogalma egrileri Giirel ve ark., (2002) belirttigi
sekilde paketlenmis hiicre hacmi (PHH) dl¢tilerek olusturulmustur. Steril sartlar altinda
hiicre siispansiyonunun bulundugu sivi ortamindan tiger giin arayla 10 ml alinarak 200
g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifuj sonrasinda ¢oken peletin hacmi yiizde olarak
hesaplanmistir. Paketlenmis hiicre hacminin belirlenmesi amaciyla kiiltiir ortamindan

alian hiicrelerin petri kabindaki goriintiisii Sekil 3.8 de verilmistir.

Sekil 3.8. Paketlenmis hiicre hacminin belirlenmesinde Kkiiltiir ortamindan alinan
hiicrelerin petri kabindaki goriintiisii
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3.2.7. Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriine Riboflavin Uygulanmasi

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirtine riboflavin uygulamasi paketlenmis hiicre hacmindeki
artisin yavaslamaya basladigi 15. giinde ve kallus kiiltiiriindeki uygulamalar neticesinde
antosiyanin igerigindeki artisin en fazla oldugu konsantrasyonda dort tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Kiiltiir ortamina steril sartlar altinda 4 mg/L riboflavin ilave
edilerek 10 giin siireyle ayn1 ortam sartlarinda inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda

hasat edilerek antosiyanin analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.8. Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriine UV-C Uygulanmasi

Hiicre siispansiyon kiiltiiriine UV-C uygulamasi paketlenmis hiicre hacmindeki artigin
yavaglamaya basladigi 15. giinde ve kallus kiiltiiriindeki uygulamalar neticesinde
antosiyanin igerigindeki artisin en fazla oldugu siirede dort tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. UV-C 15181 10 cm mesafeden giinliik 15 dakika olmak tizere 10 giin
boyunca uygulanmistir. UV-C 151k kaynagi olarak Philips TUV 6W’lik (G6 TS5) bir
lamba kullanilmistir. UV-C uygulamasindan sonra slispansiyon kiiltiirleri 16 saat 151k ve
8 saat karanlik fotoperiyoda alimmistir. Bu siirenin sonunda hasat edilerek antosiyanin

analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.9. Antosiyaninlerin Analizi

Antosiyaninlerin analizi, Giusti ve Worolstad (2001)’in belirttigi yontemde kiigiik
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirtindeki tiim
uygulamalar sonucunda elde edilen numuneler %21 HCI ve Metanol karisimi kullanarak
ekstrakte edilmistir (Sekil 3.8). Ekstrakt 0,22 um capl filtreden gegirildikten sonra
¢oziiciiye karsi absorbans1 530 nm’de spektrofotometrede 6lciilmiistiir. Orneklerdeki
antosiyaninlerin miktar1 siyanidin 3-O- glukozitin molar absorbsivite katsayisi (€:30200,
MA :449,2) kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.9. Antosiyanin analizi i¢in ekstrakte edilen numuneler

3.2.10. istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS (16.) istatistiki analiz
paket programi kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu
karsilastirma yontemiyle belirlenmistir. Farkliliklar % 5 6nemlilik diizeyinde (P<0,05)

degerlendirilmistir
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Steril sartlarda
bitkilerin
yetistirilmesi

Yuzey sterilizasyonu yapilan  ¢imjenen tohumlarm aydmlik ortama Tadstau: kg:;l:)ﬂm
tohumlarm karanhik ortamda grkarilmast (fide gelisimi) i ak_,‘a‘ﬁk‘ e
cimlendirilmesi (2-3 gun) (30 giinliik bitkiler)
(7-10 gin)

Kallus Kiiltiiriiniin .
optimizasyonu

Kallus olusumunun en 1y1 oldugu Bir aylik bitkilerin hipokotil eksplantlarinin
besi ortamimin belirlenmesi 18 farkli besi ortaminda kiiltiire alinmasi

\ &

see L Kallus kiiltiiriine
— = - oo o
Vw’:‘ — riboflavin ve UV-C
uygulanmasi
Kallus olusumunun en 1yi oldugu besi ortaminda Kallus olusumunun en 1y1 oldugu besi ortaminda
olusturulan 45 giinliik kalluslara 10 giin boyunca olusturulan 45 ginliik kalluslara 10 giin boyunca
gunlik 10 dak. ve 15 dak. UV-C uygulanmasi 2,4, 6, 8 ve 10 mg/L riboflavin uygulanmasi

Hiicre siispansiyon
kiiltiiriin olusturulmasi ve

uygulamalar .

30 giinlik kalluslardan
hiicre sispansiyon kiiltiiriiniin
olusturulmasi
Kiltiiriin 15. giiniinde Kiltirtn 15. giiniinde
10 giin boyunca (giinliik 15 dak.) 10 giin boyunca
UV-C uygulanmasi 4 mg/L riboflavin uygulanmasi

Antostyanin miktarinm belirlenmesi

Sekil 3.10. Deney akis semasi



4. BULGULAR

Siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) tohumlarindan streril
sartlar altinda yetistirilen bir aylik bitkilerin hipokotil kisimlar1 kallus kiiltiiriiniin
olusturulmasinda eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Hipokotiller kallus
olusumunun en iyi oldugu ortam sartlarinin belirlenmesi amaciyla oksin (2,4-D, IAA ve
NAA) ile sitokinin (BAP ve Kinetin) degisik miktar ve kombinasyonlarini igeren MS
besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Yapilan 18 farkli uygulama neticesinde olusan
kalluslarin ortalama agirliklari, olusum oranlari, goriiniimleri ve antosiyanin igerikleri
analiz edilmistir. Bu parametrelerin degerlendirilmesi neticesinde siispansiyon
kiiltiirlerinin olusturulmasinda ve diger uygulamalarda kullanilacak kalluslarin elde
edilecegi ortam sartlar1 (2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz i¢ceren MS besi
ortami) belirlenmistir. Bu en uygun ortam sartlarindan elde edilen kalluslara riboflavin
(2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L) ve UV-C (10 dak. ve 15 dak.) uygulayarak antosiyanin
iceriginde meydana gelen degisim incelenmistir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirii yumusak kolay dagilabilen 6zellikteki kalluslarin 2 mg/L
2,4-D, 0,2 mg/L BAP, 30 g/L sukroz igeren stvi MS besi ortaminda kiiltlire alinmasiyla
olusturulmustur. Hiicre siispansiyon kiiltiiriine riboflavin (4 mg/L) ve UV-C (15 dak.)
uygulamanin antosiyanin igeriginde meydana getirdigi degisim kallus kiiltlirlindeki
uygulamalar neticesinde en yliksek degerlerin elde edildigi sartlarda gergeklestirilmistir.
Elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS 16 paket programi kullanilmistir.
Gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde elde edilen bulgular ana basliklar halinde

asagida verilmistir.

4.1. Kallus Olusumunun En Iyi Oldugu Ortam Sartlarinin Belirlenmesi

Kallus olusumunun en 1yi oldugu ortam sartlarinin belirlenmesinde eksplantlarin kiiltiire
alindig1 MS besi ortamina ilave edilen hormonlar ile elde edilen bulgular Cizelge 4.1°

de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Eksplantlarin kiiltiire alindigi MS besi ortamina ilave edilen hormonlarin
kallus olusumuna etkisi

MS besin ortamna ilave Kallus olusum Taze Kallus Kok benzeri | Kallus
edilen hormonlar (mg/L) oram (%) agirhg (g) olusumlar | yapisi
1mg24-D+02mgKinetin | o) 1500 abc | 04740107 cd | Yok Yumusak
1mg2,4-D+02mgBAP | ¢33,1666 abc | 03720028 ed | Yok Yumusak
2 mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 4041154  ef 028 40,037 ef el Hafif sert
2mg24-D +02mgBAP | 833,333 anc | 0,51+0,054 bed | Yok VS
3mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 46,7412,01 de 00720012 g el Hafif sert
3mg24-D+ 02mgBAP | o0 c.1452 bede | 0,180,020 fg | Yok Yumugak
1 mg NAA+ 0,2 mg Kinetin 73,3+17,63 abed | 0,20 40,043 fg Var Sert
LmgNAA+02mgBAP | g0 c.e81 ab | 05540044 bc | Yok Sert
2 mg NAA + 0,2 mg Kinetin 9334666 ab 074 40,036 a Var Sert
2 mg NAA + 0,2 mg BAP 100400 a 076 40,058 a Yok Sert
3 mg NAA + 0,2 mg Kinetin 66.6+3.33 bcde | 0,650,092 ab | Var Sert
3 mg NAA+0,2 mg BAP 9334333 ab | 045+0,045 cd | Yok Sert
1mgIAA+ 02mgKinetin | 133,533 ¢ | 0112£0010 g | Var Sert
g [ 1 B2 (g BA2 10£577  f 0,11£0,017 g | Var L
2yl W2 NWED | o cmes | 0,120,024 fg | Var L
2 mglIAA +0.2mgBAP | 533,881 cde | 02340055 efg | Var L
3 mg IAA + 0,2 mg Kinetin 1332333 f 01+0032 g Vi Sert
< by LA U2 g A2 66,6:1452 bede | 02040068 fg | Var S

Kontrol (Hormon yok) Kallus olusumu goézlenmemistir.

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir. n:3

Cizelge 4.1°e gore kallus indiiksiyonunda besi ortamina ilave edilen hormonlarin ¢esit,
miktar ve kombinasyonu istatistiksel olarak onemli farkliliklar meydana getirmistir
(P<0.05). Kallus olusum oranlar1 10’ar adet eksplant igeren ii¢ petri kabinin 45 giinliik
inkiibasyonu sonucunda belirlenmistir. NAA igeren besi ortamlarinda kallus olusumu
genel olarak yiiksekken IAA igeren besi ortamlarinda disiiktiir. En yiiksek kallus
olusum orant 2 mg/LL. NAA ve 0,2 mg/LL BAP igeren besi ortamindan % 100 +00
oraninda elde edilirken en diisiik 1 mg/L IAA ve 0,2 mg/L BAP igeren ortamdan % 10

+ 5,77 oraninda elde edilmistir. 2,4-D igeren besi ortamlarinda eksplantlardan kallus
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olusumu genel olarak yiiksektir. En yiiksek kallus olusumu 1 ve 2 mg/L 2,4-D igeren

besi ortamlarinda % 83,3 oraninda elde edilmistir.

Cizelge 4.1'e gore eksplantlardan elde edilen kalluslarin taze agirliklari ilave edilen bitki
biiyiime diizenleyicisinin ¢esit, miktar ve kombinasyonuna gore istatistiksel olarak
onemli dl¢lide farkliliklar olusmustur. Ortalama kallus agirligi en yiiksek 2 mg/L NAA
ve 0,2 mg/L BAP iceren ortamdan 0,76 =+ 0,058 g olarak elde edilmistir. En diisiik
kallus agirhigr 0,1 + 0,032 g olarak 3 mg/L IAA ve 0,2 mg/L Kinetin igeren besi
ortamindan elde edilmistir. 2,4-D uygulamalarinda en yiliksek kallus agirligi 0,51
+0,054 olarak 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren ortamda belirlenmistir.

Degisik besi ortamlarindan elde edilen kalluslar renk ve doku yapisi bakimindan
farklilik gostermektedir. Bu calismada NAA igeren besi ortamindan elde edilen
kalluslar kirmizi renkli iken 2,4-D iceren ortamlardan elde edilen kalluslar koyu kirmizi
ve siyah renk araliginda gozlemlenmistir. IAA igeren ortamlarda ise agik kirmizi ile
kirmiz1 renk araliginda kalluslar olugsmustur. Bu uygulamalardan elde edilen kallus

resimleri Sekil 4.1'de verilmistir.

Kallus numunelerinin doku yapisi bakimindan da uygulamalar arasinda farkliliklar
tespit edilmistir. NAA ve IAA'nin gerek BAP ile gerekse kinetinle olan tim
kombinasyonlarindan sert ve kolay parcalanmayan kalluslar olusmustur. Ancak 2,4-D'
nin BAP ile olan tiim kombinasyonlarindan yumusak kolay pargalanabilen kalluslar
elde edilirken kinetinle olan kombinasyonlarinda miktara gore farkliliklar gortilmistiir.
Kinetin iceren besi ortamina 1mg/L 2,4-D ilave edildiginde yumusak kolay pargalana
bilen kalluslar meydana gelirken 2 mg/L ve 3 mg/L ilave edildiginde hafif sert kalluslar
olusmustur.

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi kallus tlizerinde kok benzeri yapilarin olusmasinda besi
ortamina ilave edilen hormon ¢esidine gore farkliliklar gézlenmistir. Ancak bu yapilarin
olusmasinda hormon miktarindan ziyade kombinasyonun daha Onemli oldugu
goriilmiistiir. IAA hormonunun BAP ve kinetinle olan tiim kombinasyonlarinda kok
benzeri olusumlar meydana gelirken, 2,4-D’nin tiim kombinasyonlarinda meydana
gelmemistir. NAA hormonun BAP ile olan kombinasyonlarinda kdk benzeri olusumlar

gozlenmezken kinetinle olan kombinasyonlarinda gézlenmistir (Sekil 4.1).



o1

Sekil: 4.1. Farkli besi ortamlarinda kiiltiirii alinan eksplantlardan olusan kalluslar:
Hormon igermeyen MS besi ortamindaki eksplantlar (A), 2,4-D ve BAP
iceren besi ortaminda olusan kalluslar (B), NAA ve BAP igeren besi
ortaminda olusan kalluslar (C), NAA ve Kinetin igeren besi ortaminda
olusan kalluslar (D), IAA ve BAP igeren besi ortaminda olusan kalluslar
(E), 1AA ve Kinetin igeren besi ortaminda olusan kalluslar (F)
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4.2. Farkl Besi Ortam Sartlarindan Elde Edilen Kalluslarin Antosiyanin Iicerigi

Kallus olusumunun en iyi oldugu ortam sartlarinin belirlenmesi amaciyla 18 farkli besi
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan olusan kalluslarin antosiyanin igerigi Cizelge

4.2’ de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli besi ortamlarinda kiiltire alinan eksplantlardan elde edilen
kalluslarin antosiyanin icerigi

MS besin ortamina ilave edilen Antosiyanin icerigi
hormonlar (mg/L) (mg/g taze agirhk)
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
2mg2,4-D +0,2mg BAP 0,80 + 0,023 a
3mg 2,4-D + 0,2 mg Kinetin 0,61 + 0,027 cd
3mg 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 1
1mg IAA +0,2 mg BAP 0,25 + 0,028 i
2 mg IAA + 0,2 mg Kinetin 0,20 + 0,035 1i
2 mg IAA + 0,2 mg BAP 0,27 + 0,018 ghi
3 mg IAA + 0,2 mg Kinetin 0,12 + 0,012 i
3mg IAA +0,2 mg BAP 0,14 + 0,015 i

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6énemli oldugunu gdosterir. n:3
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Cizelge 4.2.'deki sonuglar incelendiginde, antosiyanin icerigi MS besi ortamina ilave
edilen bitki biiylime diizenleyicilerine gore istatistiksel olarak 6nemli Olciide degistigi
belirlenmistir (P<0.05). Temel MS besi ortamimna ilave edilen 2,4-D’nin tiim
kombinasyonlarindan elde edilen kalluslarin antosiyanin igerigi yiiksek iken bunu
sirastyla NAA ve [AA takip etmistir. En yiiksek antosiyanin igerigi 2 mg/L 2,4-D ve
0,2 mg/L BAP igeren besi ortamindan 0,80 = 0,023 mg/g TA olarak elde edilirken en
az 3 mg/L IAA ve 0,2 mg/L Kinetin i¢eren ortamdan 0,12 + 0,012 mg/g TA olarak

elde edilmistir.

4.3. Riboflavin Uygulanan Kalluslarda Antosiyanin Icerigi

Kallus kiiltiiriine riboflavin uygulamasinda 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren temel
MS besi ortamindan elde edilen 45 giinliik kalluslar kullanilmistir. Kalluslara riboflavin
uygulamasi 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L olmak iizere bes farkli miktarda 10 giin boyunca 16
saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperyotta uygulanmistir. Degisik miktarlarda riboflavin
uygulanan Kkalluslarin antosiyanin igeriginde meydana gelen artis Cizelge 4.3’de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Riboflavin uygulanan kalluslarin antosiyanin igeriginde meydana gelen

art1s
Uygulanan Riboflavin Antosiyanin Miktarindaki Artis (%)
Miktar: (mg/L)
2 72,65 + 4,60 cd
4 188,95 + 9,74 a
6 12486 + 4,44 b
8 90,33 + 4,17 ¢
10 62,98 + 824 d

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir. n:3

Cizelge 4.3’deki veriler incelendiginde uygulanan tiim riboflavin miktarlar1 antosiyanin

icerigini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide artirmistir (P<0.05). Antosiyanin igerigindeki
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artig en fazla 4 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda % 188,95 oraninda gézlenmistir.
Antosiyanin igerigi uygulanan tiim riboflavin miktarlarinda 6nemli Ol¢iide artsada 4
mg/L’den sonraki miktarlarda (6, 8 ve 10 mg/L) artis oraninda bir diisiis gézlenmistir.
Antosinanin igerigindeki artig en az 10 mg/L riboflavin uygulan kalluslarda gozlendigi

ve artis oraninin % 62,98 oldugu belirlenmistir.

4.4. UV-C Uygulanan Kalluslarda Antosiyanin Icerigi

UV-C 1s1m1 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren temel MS besi ortamindan elde
edilen 45 giinliik kalluslara 10 dakika ve 15 dakika olmak {iizere iki farkli siirede
uygulanmistir. UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin igeriginde meydana gelen artis

Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.4. UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin i¢eriginde meydana gelen artis

UV-C Uygulama Siiresi Antosiyanin Miktarindaki Artis (%)
10 Dakika 79,45 + 597
15 Dakika 101,17 + 2,39

Cizelge 4.4’deki verilere bakildiginda UV-C uygulamas: kalluslarin antosiyanin
icerigini 6nemli Olgiide artirmistir. Antosiyanin igerigindeki artis en fazla 15 dakika
UV-C uygulanan kalluslarda % 101,17 oraninda gergeklesmistir. Uygulanan UV-C
stiresinin artirilmasiyla kalluslardaki antosiyaninin oranimmida o6nemli Olg¢lide arttigi

belirlenmistir.

4.5. Riboflavin ve UV-C Uygulanan Kalluslarin Taze Agirhiklarindaki Degisim

Farkli miktarlarda 10 giin boyunca riboflavin uygulanan kalluslarin ortalama taze

agirliklar1 Cizelge 4.5.’te verilmistir.
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Cizelge 4.5. Riboflavin uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklari

Uygulanan Riboflavin Miktari Taze Kallus Agirhg (g)
(mg/L)
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

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gére P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir. n:3

Cizelge 4.5.de verilen sonuglar incelendiginde uygulanan tim riboflavin
konsantrasyonlarinda ortalama taze kallus agirhiginin kontrole gore Onemli oOlgiide
azaldigr gorilmistir (P<0.05). Kallus agirhgindaki distis 2 mg/L riboflavin
uygulananlarda en az oldugu belirlenmistir. Uygulanan riboflavin miktarinin artirilmasi
taze kallus agirligindaki diisiisti artirmistir. Ancak 6, 8 ve 10 mg/L riboflavin uygulanan
kalluslarin ortalama agirliklarindaki diisiis kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli olsa
da kendi aralarinda Onemli olmadigi gorilmistiir (P<0.05). Ortalama kallus
agirhgindaki diigiis en fazla 10 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda gézlenmistir. Bu
kalluslarin ortalama taze agirliklar1 konrol grubundan 1,37 kat daha az oldugu

belirlenmistir.

UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklar

UV-C Uygulama Siiresi Taze Kallus Agirhg (g)
10 dakika 1,03 £0,027 b
15 dakika 0,92 +0,020 c
Kontrol 1,19 +0,029 a

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gére P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir. n:3
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Cizelge 4.6.’da sunulan veriler incelendiginde UV-C uygulanan kalluslarin ortalama
taze agirliklar1 kontrole gore istatistiksel olarak Onemli Olglide azalmistir (P<0.05).
Uygulanan iki farkli siirede de kallus biiyimesi yavaslamistir. Uygulanan UV-C
stiresinin uzatilmasi ortalama kallus agirligindaki diislisii artirmigtir. En fazla diistis 15

dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmistir.

4.6. Hiicre Siispansiyon Kiiltiiriiniin Olusturulmas1 ve Cogalma Egrisinin
Cikarilmasi

Hiicre stispansiyon kiiltiiriiniin olusturulmasinda yumusak kolay dagilabilen kalluslar
baslangic materyali olarak kullamilmistir. Kiiltiiriin baslatilmasinda kullanilacak
kalluslarin se¢imi Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°deki verilerin degerlendirilmesi sonucunda
belirlenmistir. Bu ¢izelgeler incelendiginde hiicre siispansiyon kiiltiirii i¢in en uygun
kalluslarin 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren temel MS besi ortamidan elde
edildigi goriilmiistiir. Bu ortamdan elde edilen kalluslarin yumusak kolay parcalanabilen
nitelikte olmasinin yaninda antosiyanin igerigi, kallus olusum orani ve taze kallus
agirligi oldukea yiiksektir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirti 30 giinliik kalluslarin 2 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L BAP ve 30
g/L sukroz igeren temel MS besi ortaminda kiiltiire alinmasiyla olusturulmustur. 1,2 ¢
kallus numunesi steril bir petri igerisinde hafifge kiigiik pargalara ayirarak 40 ml besi
ortami iceren 100 ml’lik erlenmayerlerde kiiltiire alinmistir. Hiicre siispansiyon

kiiltiirtiniin ¢esitli asamalarindan resimler Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Hiicre siispansiyon kiiltiirliniin ¢esitli asamalarindan resimler

Siispansiyon kiiltiiriindeki hiicrelerin miktarinda meydana gelen artis paketlenmis hiicre
hacmi (PHH) olarak hesaplanmistir. Bu amagla hiicre siispansiyonun olusturuldugu sivi
ortamdan {iger gilin arayla 10 ml alinarak 200 g’ de 5 dakika santrifuj edilmistir.
Santrifuj sonrasinda ¢oken peletin hacmi Olgiilerek % PHH olarak Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.3. Siispansiyon kiiltiiriindeki hiicrelerin paketlenmis hiicre hacmi (% PHH)
olarak cogalma egrisi

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin hacminde 6. gilinden itibaren onemli artis meydana
gelmistir. Paketlenmis hiicre hacmindeki artis en yiiksek 6-15. giinler arasinda
gerceklesmistir. Ancak PHH’deki bu artis 15. giinden sonra yavaslamaya baslamistir.
Kiiltiirtin 15. giiniinde paketlenmis hiicre hacminde baglangica gore 7,4 kat bir artis

gozlenirken 21. glinde bu artis 8,1 kat olarak gergeklesmistir.

4.7. Riboflavin ve UV-C Uygulanan Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Antosiyanin
fcerigi

Hiicre siispansiyon kiiltiiriine riboflavin ve UV-C uygulamasi kallus kiiltiiriindeki
uygulamalar neticesinde antosiyanin igerigindeki artisin en yiiksek oldugu miktar ve
stirede uygulanmistir. Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4 incelendiginde antosiyanin
igerigindeki artis en fazla 4 mg/L riboflavin ve 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle hiicre slispansiyon kiiltiiriine riboflavin 4 mg/L olarak
UV-C ise giinliik 15 dakika olarak uygulanmigtir. Riboflavin ve UV-C uygulamasi
paketlenmis hiicre hacmindeki artisin yavaslamaya basladigi 15. giinde uygulanmistir.
S6z konusu uygulamalar sonucunda antosiyanin igeriginde meydana gelen degisim

Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Riboflavin ve UV-C uygulanan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin antosiyanin

icerikleri
Uygulama Antosiyanin icerigi
(mg/ g taze agirhk)
Riboflavin (4 mg/L) 0,92 + 0,034 b
UV-C (15 dakika) 1,10 + 0,019 a
Kontrol 0,74 + 0,055 C

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P
<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir. n:4

Cizelge 4.7°deki sonuglara bakildiginda hiicre silispansiyon kiiltiirine UV-C ve
riboflavin uygulanmasi antosiyanin iceriginde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
o6nemli bir artis meydana getirmistir (P<0.05). En yiiksek antosiyanin icerigi 15 dakika
UV-C uygulanan kiiltiirlerde 1,10 = 0,019 mg/g TA olarak belirlenmis olup bu miktarin
kontrol grubunun 1,49 kati oldugu goriilmiistiir. Riboflavin uygulanan kiiltiirlerde
kontrol grubuna gore 1,24 katlik bir artis meydana gelmistir. Siispansiyon kiiltiiriine
yapilan her iki uygulama neticesinde elde edilen hiicre ve agregatlarin goriintiileri Sekil

4.4.”de verilmistir.
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Sekil 4.4. Hiicre siispansiyon kiiltliriine yapilan uygulamalar neticesinde elde edilen
hiicrelerin ve agregatlarin goriintiileri: Riboflavin (A), Kontrol (B), UV-C (C)



5. TARTISMA ve SONUC

Bitki doku kiiltiirti teknolojisi antosiyaninlerin tiretimi i¢in alternatif bir yontem oldugu
ifade edilmektedir. Antosiyaninlerin in vitro yontemlerle iiretimi akademik ve
endiistriyel agidan onemli olgiide ilgi ¢eken bir teknolojidir. Antosiyaninlerin soz
konusu yontemlerle iiretimi havug, liziim, gilek, pervane ¢icegi gibi pek ¢ok bitkide
incelenmistir (Maharik ve ark., 2009). Ayrica bu degerli bilesiklerin iiretimini artirarak
ticari amaca elverisli bir yontem olusturmak igin gesitli stratejiler gelistirilmistir (Zhang

ve Furusaki, 1999).

Bu ¢alismada, antosiyaninlerin bitki doku ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle tiretilmesinde
iki uyaricinin etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu baglamda siyah havug¢ (Daucus
carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden olusturulan kallus ve hiicre
sispansiyon kiiltiirine UV-C ve riboflavin uygulamanin antosiyanin igeriginde

meydana getirdigi degisim incelenmistir.

Calismada, kallus kiiltiirlerinin baglatilmasinda bir aylik bitkilerin hipokotil kisimlari
kullanilmistir. Hazirlanan 18 farkli besi ortaminda hipokotil eksplantlarinin kallus
olusturma oranlar1 %10 ile %100 arasinda degisiklik gostermistir. Jiménez ve Bangerth
(2001), havug (Starca F; hibrid) bitkisinde kallus kiiltiiriinii 10-14 giinliik bitkilerin
hipokotil kisimlarmi kullanarak baslattiklarini bildirmislerdir. Havug bitkisinin degisik
cesitlerinde yapilan benzer c¢alismalarda hipokotillerin eksplant kaynagi olarak
kullanildig1 ifade edilmistir ( Li ve Kurata, 2005; Latif ve ark., 2007; Yau ve ark.,
2008).

Kallus olusumu hipokotil eksplantlarinin sitokinin grubu iki hormon ile oksin grubu ii¢
hormonun degisik miktar ve kombinasyonlarini iceren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmasiyla saglanmistir. NAA, IAA ve 2,4-D’nin Kinetin ve BAP ile olusturulan
kombinasyonlarda kallus olusum orani, agirligt ve yapist bakimindan Onemli
farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Kallus olusum oram1 ve elde edilen taze kallus
agirhgr en yiksek 2 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BAP iceren besi ortamindan elde

edilmistir. Ancak bu ortamdan elde edilen kalluslarin sert ve kolay dagilabilen bir
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Ozellikte olmamasit nedeniyle hiicre silispansiyon kiiltiirii i¢in uygun olmadigt
goriilmiistiir. Ayrica bu kalluslarin antosiyanin igerigi 2,4-D igeren ortamlardan elde
edilen kalluslara gore istatistiksel olarak 6nemli Ol¢iide diisiiktir. TAA’nin tim
kombinasyonlarinda hem kallus olusum oran1 hemde de ortalama kallus agirligi diisiik
olmasindan dolayr uygulamalar icin elverisli degildir. Tim bu parametrelerin
degerlendirilmesiyle hiicre siispansiyon kiiltiiriin kurulmasi ve ¢esitli uygulamalar i¢in
en uygun Kalluslarin 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren besi ortaminda olustugu
belirlenmistir. Ciinkii bu ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin kallus olusturma oranlari
ve olusan kalluslarin agirliklart ile antosiyanin igerikleri dnemli Olgiide yiiksektir.
Ayrica bu ortamdan elde edilen kalluslarin kolay pargalanabilen 6zellikte olmasi hiicre
stispansiyon Kkiiltlirlinliin olusturulmasina imkan saglamistir. Godoy-Hernandez ve
Viézquez-Flota (2006), hiicre siispansiyon kiiltiiniin olusturulmasindaki basariin biiyiik
Ol¢iide kullanilan kalluslarin sivi ortamda tek hiicreye veya kiiciik hiicre kiimelerine

hizlica ayrilabilmesine bagli oldugu belirtmislerdir.

Bitki biiylime diizenleyicilerinin kallus olusumu {izerine etkisinin belirlenmesi iizerine
¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu calismadan elde edilen verilerin literatiirlerdeki
verilere paralellik arz ettigi goriilmiistir. Havug (Daucus carota L. T-29 c¢esidi)
bitkisinde kallus indiiksiyonu i¢in 2,4-D, IAA ve NAA hormonlarmin tek tek veya
Zeatin, Kinetin ve BAP ile olusturulan kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bu arastirmanin
sonucunda embriyogenik kalluslarin 2,4-D ve BAP igeren MS besi ortamindan elde
edildigi ifade etmislerdir (Latif ve ark., 2007). Havug (Daucus carota L. Nantes scarlet
¢esidi) bitkisinde yapilan benzer bir ¢alismada da kallus kiiltiirii 2 mg/L 2,4-D ve 0,5
mg/L Kinetin iceren MS besi ortaminda gergeklestirilmistir (Sudha ve Ravishankar,
2003a,b). Farkli bir havu¢ ¢esidi olan Nantes scarlet-104 ile yapilan g¢alismada
kalluslarin 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L Kinetin igeren MS besi ortamindan elde edildigi
bildirilmistir (Narayan ve Venkataraman, 2000).

Kallus kiiltiirliniin optimizasyonu i¢in yapilan 18 farkli uygulama neticesinde elde
edilen tiim kalluslarin kirmizi renkli ve antosiyanin igerdikleri belirlenmistir. Ancak
antosiyanin igeriklerinin istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide farkli oldugu goriilmiistiir. En
yiiksek antosiyanin igerigi 2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren MS besi ortaminda
olusan kalluslarda (0,8 mg/ g TA) belirlenmistir. En diisiik antosiyanin igerigi ise IAA
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iceren besi ortamlarindan elde edilen kalluslarda belirlenmistir. Ancak yapilan literatiir
taramalarinda havug bitkisinin degisik varyetelerinde farkli sonuglarin elde edildigi
goriilmiistiir. Nantes scarlet-104 havug ¢esidinde yapilan ¢alismada 2 mg/L 2,4-D ve
0,2 mg/L kinetin iceren MS besi ortamindan yesil renkli antosiyanin icermeyen
kalluslar elde edilmistir. Bu kalluslarin 2,15 mg/L TAA ve 0,15 mg/L Kinetin iceren
besi ortamina alt kiiltiire alindiginda renkli antosiyaninlerin olustugu belirtilmistir
(Narayan ve Venkataraman, 2000). Havug bitkisinde yapilan farkli bir ¢alismada 2
mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L Kinetin igeren MS besi ortaminda antosiyaninlerin de
gozlendigi yesil renkli kalluslar elde edilmistir. Kalluslarin antosiyanin igeren bolgeleri
secilerek 2 mg/L. TAA ve 0,2 mg/L Kinetin igceren besi ortaminda alt kiiltiire alindig1
ifade edilmistir (Sudha ve Ravishankar, 2003b).

Bitki doku ve hiicre kiiltiiriine yapilan gesitli uygulamalarin antosiyanin igerigini énemli
Olciide artirdigini belirten ¢ok sayida yaym bulunmaktadir. Bu amagla en ¢ok
yararlanilan uygulamalar arasinda yiliksek iiretken hiicre hatlarinin se¢imi, besi
ortaminin optimizasyonu, 151k, pH, sicaklik, hormon, 6nciil bilesiklerin ilave edilmesi
ve elitasyon sayilabilmektedir (Zhang ve Furusaki, 1999). Ornegin Daucus carota L.
hiicre veya doku kiiltiirlerine mannitol (Rajendran ve ark., 1992), bakteri ve mantar
ekstraktlari, metal iyon tuzlar1 (Suvarnalatha ve ark., 1994), 151k (Takeda, 1990) ve UV
15181 (GlaBgen ve ark., 1998) uygulamanin antosiyanin igerigini artirdigi bildirmistir.
Benzer ¢aligmalar Vitis vinifera kiiltiirlerinde de yogun sekilde yapilmistir. Bu bitkiden
olusturulan kiiltiirlere 151k, jasmonik asit (Zhang ve ark., 2002), metil jasmonat, sakaroz,
kadmiyum siilfat, aydinlik (Cetin, 2010), UV-C (Cetin ve ark., 2011), fosfat eksikligi
(Yin ve ark., 2012), metil jasmonat ve fenilalanin (Qu ve ark., 2011), polisakkarit (Cai
ve ark., 2012b), darbeli elektrik alan1 ve etefon (Saw ve ark., 2012) uygulamanin

antosiyanin i¢erigini artirdig ifade edilmistir.

Calismamizda antosiyanin iiretimini artirmak i¢in kallus kiiltiiriine 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L
riboflavin uygulanmistir. Yapilan bu uygulamalar neticesinde antosiyanin igerigindeki
artis en fazla 4 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda belirlenmistir. Bu kalluslarin
antosiyanin igeriginde % 188,95 oraninda artis gbzlenmistir. Cilek (Fragaria anansa
Shikinari) hiicre siispansiyon kiiltlirline yapilan farkli uygulamalar neticesinde en

yiiksek antosiyanin igeriginin 4 mg/L riboflavin uygulanan kiiltiirlerden elde edildigi ve
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bunun miktarinin kontrol gurubunun 2,8 kati oldugu bildirilmistir (Mori ve Sakurai,
1995). Cilek siispansiyon kiiltiiriinde yapilan farkli bir ¢alismada ise 4, 8 ve 10 mg/L
riboflavin uygulanmistir. Bu ¢alismanin neticesinde en yiiksek antosiyanin igerigi iki
hafta 4 mg/L riboflavin uygulan kiiltirden elde edildigi ifade edilmistir (Mori ve
Sakurai, 1996).

Bu c¢alismada ayrica riboflavin uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklarinda
meydana gelen degisim de incelenmistir. Yapilan degerlendirmelerin  sonucunda
uygulanan tiim riboflavin konsantrasyonlarinda biiyiimenin yavasladigi goriilmiistiir.
Riboflavin miktarmin artirilmasi biiyiimedeki yavaslamayr da artirmistir. Ortalama
kallus agirliginda meydana gelen diisiis en fazla 10 mg/L riboflavin uygulanan
kalluslarda g6zlenmistir. Yapilan benzer bir¢cok ¢alismada da riboflavin uygulamanin
biiylimeyi 6nemli 6lglide baskiladigi ifade edilmistir (Mori ve Sakurai, 1995; Mori ve
Sakurai, 1996; Miyanaga ve ark., 2000).

Antosiyanin {retimini artirmak i¢in yapilan bir diger c¢alismada kalluslara UV-C
uygulanmistir. UV-C 15181 10 dakika ve 15 dakika olmak iizere iki farkli siirede
uygulanmistir. UV-C kalluslardaki antosiyanin igeriini 6nemli Ol¢lide artirmistir.
Antosiyanin igerigi uygulama siiresinin uzamasina paralel olarak artmistir. Antosiyanin
igerigindeki artis en fazla 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmistir. Bu
kalluslarin antosiyanin igeriginde % 101,17 oraninda artis gézlenmistir. Yapilan benzer
bir ¢alismada, Malva neglecta kalluslarina UV-C uygulamasi antosiyanin igerigini

anlamli 6l¢tide artirmistir (Khatami ve Ghanati, 2011).

Cetin ve ark. (2011), Gamay {iiziim (Vitis vinifera L.) ¢esidinden olusturulan kallus
kiiltiirine  UV-C uygulanmasinin sekonder metabolit birikimi {izerine etkisini
incelemislerdir. Kalluslara 10 ve 15 cm uzakliktan 10, 15 ve 20 dakika siire ile 254 nm
dalga boyuna sahip UV-C radyasyonu uygulanmistir. Bu uygulamalardan sonra alinan
orneklerin antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam flavanol, toplam flavonol ve
karotenoit miktarlar1 belirlenmistir. Incelenen tiim bu parametrelerin, UV-C
radyasyonunun uygulama mesafesi, uygulama siiresi ile ornek alim zamanlarindan
olusan kombinasyonlara gore 6nemli dl¢iide degistigi ifade edilmistir. Bu arastirmanin

neticesinde UV-C uygulamanin basta fenolik bilesikler olmak iizere sekonder metabolit
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tiretimini artirdigl belirtilmistir. En yiiksek degerlerin 10 cm mesafeden 15 dakika

uygulanan kalluslardan elde edildigi ifade edilmistir.

Capsicum annuum L. bitkisinde ultraviyole radyasyonun antosiyaninleri de igeren bir
cok bilesik Tlizerine etkisi incelenmistir. UV-B ve UV-C uygulanan bitkilerin
antosiyanin konsantrasyonunda kontrole gore sirasiyla % 4 ve % 7 oraninda artis
meydana gelirken UV-A uygulanan bitkilerde sadece % 1 oraninda bir artis meydana
geldigi belirtilmistir (Mahdavian ve ark., 2008). Bu arastirmanin paralelinde bir sonugta
izlim meyvelerine ti¢ farkli UV 1511 uygulanmasiyla elde edilmistir. UV-B ve UV-C
15101 antosiyanin igerigini artirirken UV-A’nin artirmadigi belirtilmistir. Bu ¢alismada
sikimat yolundaki bazi yapisal genlerin UV 1sininin dalga boyuna gore farkli sekilde
diizenlendigi ifade edilmistir (Zhang ve ark., 2012).

Calismamizda UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirliklarinda meydana gelen
degisimde incelenmistir. UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirligi kontrole
gore onemli Ol¢iide azalmistir. Uygulanan UV-C siiresinin uzatilmasi ortalama taze
kallus agirligindaki diislisti artirmigtir. Ortalama kallus agirliginda meydana gelen diisiis
en fazla 15 dakika UV-C uygulanan kalluslarda belirlenmistir. Bu kalluslarin ortalama

agirhigi kontrol grubundan 1,29 kat daha az oldugu belirlenmistir.

Bezelye bitkisinde UV-A ve UV-C uygulamanin biiylimeyi de igeren bazi parametrelere
olan etkisi incelenmistir. Bu arastirmanin neticesinde UV-A uygulanan bezelye
fidelerinin toplam biyomasm da bir azalma olmazken UV-C uygulananlarda anlaml
sekilde azalmistir (Liu ve Yang, 2012). Liu ve ark. (2010b)’nin iiztim kallus kiiltiiriinde
yaptiklar1 ¢calisma incelediginde benzer ¢alismalardan farkli bir sonucun elde edildigi
dikkat ¢ekmektedir. Bu galismada kallus kiiltiiriine 10 ve 20 dakika UV-C uygulanmasi
biliylimeyi kontrole gore 6nemli ol¢lide artirdig1 ifade edilmistir. Fakat 30 dakika UV-C
15181 uygulamanin biiylime {izerine negatif bir etkisinin oldugu belirtilmistir. Bu
calismada ayrica UV-C 1s181min bitkilerin hiicre biiyiimesi ve sekonder metabolizmasi
ile ilgili spesifik genlerin ekspresyonunu kontrol eden ve degistiren 6nemli bir faktor

oldugu ifade edilmistir.

Calismamizin 6nemli bir bolimiinii de hiicre siispansiyon kiiltiiriine UV-C ve riboflavin

uygulamanin antosiyanin igeriginde meydana getirdigi degisimin belirlenmesi
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olusturulmaktadir. ~ Siispansiyon  kiiltiirine ~ uygulamalarin ~ kaginct  giiniinde

gergeklestirilecegini belirlemek amaciyla hiicre biliylime egrisi olusturulmustur.

Hiicre siispansiyon Kkiiltiiriiniin biiylime egrisi kiiltiir ortamindaki hiicrelerin hacminde
meydana gelen artisin dl¢lilmesiyle olusturulmustur. Bitki hiicre kiiltiirlerinin biiyliime
kinetiklerinin degerlendirilmesinde birka¢ metod bulunmaktadir. Bu metotlar arasinda
taze hiicre agirligi, kuru hiicre agirligi, ¢okmiis hiicre hacmi, paketlenmis hiicre hacmi,
hiicre saymmi, kiiltiirin - optik  dansitesinin belirlenmesi ve pH’in Olgiilmesi
sayilabilmektedir. Farkli bitki tiirlerinden olusturulan kiiltiirlerde ¢6kmiis hiicre hacmi,
paketlenmis hiicre hacmi ve taze hiicre agirliginin kuru hiicre agirhigr ile ¢ok iyi bir
linear korelasyon gosterdigi belirtilmistir. Bu nedenle hiicre biiyiimesinin 6l¢iilmesinde
s6z konusu metotlardan herhangi birinin kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Godoy-

Hernandez ve Vazquez-Flota, 2006).

Bitki hiicrelerindeki biiyiimenin say1 (hiicre sayisi) veya hacim olarak zamana karsi
grafigi cizildiginde mikroorganizmalarda oldugu gibi sigmoidal bir egri ortaya
cikmaktadir. Hiicre sayist esas alindiginda bakterilerde oldugu gibi bitki hiicre
kiiltiirlerinde de dort ana satha gozlenmektedir. Bunlar lag (gecikme ve uyum),
exponential veya log (iissel), linear (dogrusal) ve duragan (stationer) sathadir. Hiicre
stispansiyon kiiltiirliniin biiylimesini etkileyen faktorlerden biri de ekimi yapilan hiicre
miktaridir. Kiiltiir az bir ekimle baslatildiginda lag safhasi ¢ok uzadigi ve egrideki
logaritmik sathaya ait acinin azaldigi belirtilmistir. Yiiksek hiicre yogunluguyla
baslatildiginda ise duragan sathaya ge¢cmeden Once sinirli sayida hiicre bdliinmesi
oldugu ifade edilmistir. ideal ekim hacmi kiiltiirler arasinda farklilik gdstermekte ve

kiiltiiri yapilan tiire ve kiiltlir kosullarina gore degistigi belirtilmistir (Sokmen ve Giirel,
2001).

Hiicre silispansiyon kiiltiiriiniin biiylime egrisi paketlenmis hiicre hacmi (PHH) 6lctilerek
olusturulmustur. Yapilan analizler neticesinde kiiltliriin olusturuldugu ilk giinlerde
hacimdeki artisin olduk¢a yavas oldugu belirlenmistir. Kiiltiirin hacmindeki artis en
yiiksek 6-15. giinler arasinda gergeklesmistir. Paketlenmis hiicre hacmindeki (% PHH)
artis 15. glinden itibaren oldukca yavaslamis ve Kkiiltiir dogrusal (linear) sathaya
girmistir. Ceoldo ve ark. (2005), havu¢ (D. carota L. cv. Flakkese ) bitkisinin

antosiyanin lireten hiicre hatlarini segerek hiicre siispansiyon kiiltiirii olusturmuslardir.
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S6z konusu aragtirmada kiiltiiriin baglica li¢ ana safhaya ayrildigini ifade etmislerdir.
Bunlar baslangi¢ sathasi (0-2 giin), orta satha (2-9 giin) ve son sathadan (9-16 giin)

olusmaktadir.

Havug (D .carota L. cv. Saint Valery) siispansiyon kiiltiiriinde yapilan farkli bir
calismada, biiylime sathalarinin kisa bir lag periyodu, katlanarak arttig1 satha, dogrusal
safha ve duragan sathadan olustugu belirtilmistir. Kiiltliriin duragan safhaya 11. giinde
ulastig1 ifade edilmistir (Abenavoli ve ark., 2003). Tez ¢alismasinda olusturulan grafik
(Sekil 4.3) incelendiginde 3 giinliikk lag sathasindan sonra 15. giine kadar devam eden
log (exponential) sathanin olustugu goriilmektedir. Linear sathanin ise 15. giinden sonra

basladig1 belirlenmistir.

Hiicre siispansiyon kiiltiiriine riboflavin ve UV-C linear (dogrusal) sathanin baslangici
olan 15. giinde uygulanmistir. Daucus carota hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biiylime
kinetigi ve metabolit (antosiyanin) birikimi incelendiginde birikiminin dogrusal artis
sathasinin sonlarina dogru arttig1 ve duragan safthada en yiiksek seviyeye ulastigi ifade
edilmektedir (S6kmen ve Giirel, 2001). Daucus carota L. cv. Flakkese siispansiyon
kiiltiirtinde yapilan bir ¢alismada antosiyanin igerigi en yiiksek 4. giinden 14. giine

kadar olan stirede elde edildigi ifade edilmistir (Ceoldo ve ark., 2005).

Hiicre siispansiyon kiiltiiriine riboflavin 4 mg/L olarak uygulanirken UV-C 15 dakika
olarak uygulanmistir. Yapilan analizler neticesinde her iki uygulamanin da antosiyanin
icerigini Onemli Ol¢iide artirdigi belirlenmistir. UV-C ve riboflavin uygulanan
stispansiyon kiiltlirlerinin antosiyanin icerigi kontrole gore sirasiyla 1,49 ve 1,24 kat bir
artis meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubu kiiltiirlerde Sekil 4.4°de goriildiigi gibi
yesil renkli pigmentler olusmustur. Bu olusumlar UV-C ve riboflavin uygulanan
stispansiyon kiiltiirlinde gézlenmemistir.

Riboflavin pek ¢ok biyolojik siirece bitkilerde savunma yanitinin diizenlenmesinde rol
oynayan ve hiicresel bir sinyal olan H;O;’nin iiretilmesiyle aracilik etmektedir.
Bitkilerin sentezlezledigi riboflavinin seviyesi gelismenin farkli asamalarinda ve farkli
organlarda biiylik dlgiide degismektedir. Riboflavin seviyesindeki bu degisikliklerin
fizyolojik etkileri olacag belirtilmektedir. Arabidopsis thaliana’da riboflavin igeriginin

degismesiyle H,O; birikiminin etkiledigi ifade edilmistir (Deng ve ark., 2011).
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Cilek (F. Ananassa cv. Shikinari) bitkisinin yapraklarindan 1 mg/L 2,4-D ve 0,1 mg/L
BAP iceren LS (Linsmaier-Skoog ortami) sivi besi ortaminda hiicre kiltiiri
olusturulmus ve 4 mg/L riboflavinin uygulayarak antosiyanin iiretimi incelenmistir. Bu
uygulama neticesinde antosiyanin miktar1 kontrole gore ii¢ kat arttig1 ifade edilmistir.

(Miyanaga ve ark., 2000).

Titiin  (Nicotiana tabacum cv. NC89) hiicre siispansiyon kiiltiiriinde riboflavinin
sekonder metabolizma ve savunma yaniti ilizerine etkisi incelenmistir. Tiitlin
hiicrelerinde riboflavin aracilifiyla olusturulan savunma yaniti oksitatif patlama,
ekstraselliiler ortamin alkalizasyonu, savunmayla ilgili 4 genin ifadesi ve iki fenolik
bilesigin (scopoletin ve lignin) birikimini igermektedir. Tiitlin hiicre siispansiyon
kiiltiirine 1 mM riboflavin ilave edilmesi H,O,’ nin hizli ve gecici saliverilmesine,
savunmayla ilgili 4 genin (PR-1a, PR-1b, PAL, LPO) ifadesinin gii¢li sekilde tesvik
edilmesine, toplam fenolik igeriginin artmasina ve 80 dakikada ortamin pH’smin 4,92
den 5,49’a yiikselmesine sebep oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada 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 uygulamanin oksitadif stresi tesvik etmesinin yaninda
flavonoid ve antosiyanin igerigini anlamli sekilde artirdigi belirtilmistir. Bu bilesiklerin
aktif oksijen tiirlerine karsi igsel bir filtre olmasinin yaninda antioksidant olarak da
fonksiyon gosterdigi ifade edilmistir (Nasibi ve M-Kalantari, 2005). Yapilan farkli bir
calismada fasulye fidelerine UV-C uygulama antosiyanin igerigini, enzimatik olmayan
antioksidanlar1 (toplam askorbat) ve enzimatik (stiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat
peroksidaz, glutatyon rediiktaz) antioksidanlarin aktivitesini anlaml sekilde artirmistir

(Younis ve ark., 2010).

Havug hiicre kiiltiinde UV 1s181inin antosiyanin {iretimine ve antosiyanin biyosenteziyle
ilgili genlerin diizenlenmesine etkisi incelenmistir. UV uygulamasi antosiyanin
birikimini giiglii sekilde artirdig1 ve fenilpropanoid ile flavonoid yolunun son asama
enzimlerinin aktivitelerinde gegici bir artisa neden oldugu ifade edilmistir (GlaBgen ve
ark., 1998).
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Siyah havug (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinde doku kiiltiirii
yontemleriyle sekonder metabolit {iretimi tizerine gergeklestirilen bu ¢alismadan elde

edilen sonuclar asagiya maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Siyah havug bitkisinde kallus kiiltiiriiniin optimizasyonu ic¢in 18 farkli uygulama
yapilmis ve antosiyanin iiretimi ve hiicre slispansiyon kiiltiirii i¢in en uygun kalluslarin

2 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L BAP igeren MS besi ortamindan elde edildigi belirlenmistir.

2. Havug bitkisinin bir¢ok ¢esidinde antosiyanin iiretim amaciyla yapilan ¢alismalarin
bliylkk cogunlugunda yesil renkli kalluslar elde edildigi veya kalluslarin bazi
boliimlerinin antosiyanin igerdigi belirtilmistir. Bu kalluslara ¢esitli muamelerle veya
antosiyanin igeren bolgelerinin alt kiiltiire alinmasiyla antosiyanin {iireten hiicre
hatlarinin elde edildigi bir¢ok yayinda ifade edilmistir. Ancak bu ¢alismada elde edilen
tim kalluslarin farkli miktarlarda antosiyanin igerdigi ve uniform yapida oldugu

belirlenmistir.

3. Olusturulan kallus kiiltiirlinde antosiyanin iiretimini artirmak i¢in ¢esitli miktarlarda
riboflavin ve farkli siirelerde UV-C 15181 uygulamistir. Bu uygulamalar neticesinde
antosiyanin igerigindeki artis en fazla 4 mg/L riboflavin ile 15 dakika UV-C uygulanan

kalluslarda belirlenmistir.

4. Antosiyanin {liretimine bu uyaricilarin etkisi hiicre siispansiyon Kkiiltiiriinde de
incelenmistir. Riboflavin (4 mg/L) ve UV-C (15 dakika ) uygulanan siispansiyon

kiiltiirlerinde antosiyanin tiretimi kontrole gore 6nemli dl¢iide arttig1 belirlenmistir.

5. Kalluslara UV-C ve yiiksek miktarda riboflavin uygulanmasi biiyiimeyi yavaslattigi
belirlenmistir. Bunun nedeninin her iki uygulamanin da iiretimini tesvik ettigi reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) olusturdugu stresten kaynaklandig: diistiniilmektedir.

6. Havug bitkisinin bir¢ok cesidinde doku kiiltiirii yontemleriyle antosiyanin iretimi
lizerine ¢ok sayida calisma bulunsada iilkemizde de yaygin sekilde yetistirilen siyah
havug cesitlerinde yok denecek kadar az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu agidanda

sonraki ¢aligmalar i¢in 6nciil bir ¢alisma gergeklestirilmistir.
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7. Bu c¢alismadan elde edilen verilerin 1s18inda siyah havug bitkisinin doku kiiltiirii
yontemiyle antosiyanin iiretimi i¢in uygun oldugu ve ¢esitli uyaricilarla metabolit
veriminin artirilabildigi belirlenmistir. Bu nedenle s6z konusu bitkiden olusturulan
kiiltiirlerin ticari amag¢ i¢in antosiyanin iretiminin gelistirilmesine oldukga elverigli
oldugu goriilmiistiir. Calismamiz kiiciik 6lgekli siispansiyon kiiltiirlerinde (100 ml’lik
erlenmayer) gergeklestirilmistir. Ekonomik olarak gelir getirecek ve biiyiik olgiilerde
iretimin saglanabildigi prosediirlerin olusturulmasi igin biyoreaktdr sistemlerinde

calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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