
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GİRİŞ 
 

Hücre süspansiyon kültürleri, sıvı besin ortamı 

içerisinde bireysel olarak büyüyen bitki hücrelerinden 

oluşan kültürler olup, kallusların sıvı ortama transfer 

edilmesini takiben shaker üzerinde kültüre alınmaları ile 

elde edilmektedirler [1]. Süspansiyon kültürleri pek çok 

biyoteknolojik çalışmada kullanılmakla birlikte, en 

yaygın kullanım alanını bitkilerde bulunan sekonder 

metabolitlerin sürekli, bir örnek ve yüksek saflıkta elde  

 

 

edilmelerinin sağlanması oluşturmaktadır  [2, 3]. 

Bitkiler kendilerini fungal etmenler gibi biyotik ya da 

kuraklık, tuzluluk gibi abiyotik stres faktörlerine karşı 

korumada önemli rolleri bulunan ve sekonder 

metabolitler olarak adlandırılan bileşikleri 

içermektedirler [4]. Bu bileşikler içerisinde en yaygın 

olanı bitkinin çiçek, meyve, yaprak, dal ve gövde gibi 

değişik kısımlarında bulunan fenolik bileşikler olup [5], 

bitki bünyesinde üstlenmiş oldukları rollerinin yanında 
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Özet 

Bu araştırma Öküzgözü üzüm çeşidine ait hücre süspansiyon kültürlerinde kadmiyum klorür uygulamalarının bazı fenolik bileşikler 
üzerine olan etkilerinin belirlenmesi amacı ile gerçekleştirilmiştir. Söz konusu üzüm çeşidine ait yaprak sapları, içeriğini 0.5 mg/l 

benziladenin ve 0.5 mg/l indol asetik asit katkılı B5 ortamının oluşturduğu besin ortamında kültüre alınmışlardır. Bu ortamda 

eksplantlardan elde edilen kalluslar daha sonra hücre süspansiyon kültürlerinin oluşturulması amacıyla B5 ortamının makro elementleri, 
MS ortamının mikro elementleri ve Morel ortamının vitaminleri ile 0.1 mg/l naftalen asetik asit, 0.2 mg/l kinetin ve 250 mg/l kazein 

hidrolizat katkılı sıvı besin ortamında kültüre alınmışlardır. Kültürün 7. gününde 2 farklı konsantrasyonda (1.0 ve 1.5 mM) kadmiyum 

klorür uygulanmış ve takip eden 0., 2., 4. ve 6. günlerde örnek alım işlemleri yapılmıştır. Alınan hücre örneklerinde 3,4-dihidroksi benzoik 
asit, kateşin+epikateşin, eridiktiol ve kaemferol miktarları HPLC ile belirlenmiştir. Araştırma sonucunda incelenen tüm fenolik bileşik 

miktarlarının kadmiyum klorür konsantrasyonlarına ve örnek alım zamanlarına göre değiştiği, kadmiyum uygulamasının bu bakımdan 

olumlu yönde etkisinin bulunduğu belirlenmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum klorür, hücre süspansiyon kültürü, Vitis, fenolik bileşik 

 

 

Theeffect of Cadmium Chloride on Some Phenolic Compounds in Vitis vinifera cv. 

Öküzgözü Cellsuspension Cultures 

 
Abstract 

In this study, it was aimed to determine the effects of cadmium chloride treatments on some phenolic compound production in cell 

suspension cultures of Öküzgözü grape cultivar. Petioles were placed onto a solid B5 culture medium supplemented with 0.5 mg/l 

benzyladenine, 0.5 mg/l indoleaceticacid. Cell suspensions were initiated by inoculating of callii nto fresh liquid media supplemented with 
macro elements (B5), microelements (MS), vitamins (Morel), 0.1 mg/l naphtalen acetic acid, 0.2 mg/l kinetinand 250 mg/l case in 

hydrolizate. Cadmium chloride was applied to cells at two different concentrations (1.0 and 1.5 mM) at day 7 and cells were harvested at 
days 0., 2., 4. and 6. Amounts of 3,4-dihydroxybenzoicacid, catechin+epicatechin, eridictiol and kaempherol content were determined by 

HPLC. As a conclusion, phenolic compounds accumulation was changed to cadmium concentration and sampling time. Cadmium was 

effect positively on phenolics accumulation. 

Keywords: Cadmium chloride, cellsuspension culture, Vitis, phenolic compounds 
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insan sağlığı üzerine de olumlu etkileri olduğunun 

ortaya konulması ile bu bileşiklere olan ilgi günümüzde 

önemli ölçüde artmıştır. Nitekim fenolik bileşikler 

hücreleri zararlandıran serbest radikalleri kendilerine 

bağlama yeteneğinde olan antioksidan özellikteki 

bileşiklerdir. Bu özellikleri ile insanlarda kanser ve kalp 

hastalıkları başta olmak üzere pek çok hastalığın 

önlenmesinde etkili olup, bu nedenle yüksek miktar ve 

saflıkta elde edilmeleri büyük önem taşımaktadır. 

Sekondermetabolitler uzun yıllar bitkilerin doğadan 

toplanarak ekstrakte edilmesi şeklinde elde edilmiş 

olup, bu metot pek çok problemi de beraberinde 

getirmektedir. Nitekim bu şekilde bir taraftan bitkileri 

doğadan toplama güçlüğü ve uygun dönemin 

beklenmesi zorunluluğu, diğer taraftan bazı ender 

türlerin doğadan yüksek miktarlarda toplanması ile yok 

olma tehlikesinin bulunması ve geniş alanlara ihtiyaç 

duyulması tekniğin en önemli dezavantajları arasında 

yer almaktadır. Oysa son yıllarda kullanılan hücre 

süspansiyon kültürleri değinilen problemlerin ortadan 

kaldırılmasında ve kısa sürede yüksek miktar ve 

kalitede sekonder bileşiklerin elde edilmesinde etkin bir 

teknik olma özelliğini taşımaktadır. Bununla birlikte, bu 

teknik ile şikonin, safran gibi bazı bileşiklerin 

sentezinde başarıya ulaşılmış olmakla birlikte [6], henüz 

çoğu bileşiklerin istenilen miktarlarda elde edilememiş 

olması da bu teknikte bir takım modifikasyonlar 

yapılması zorunluluğunu ortaya koymuştur. Özellikle 

bitki hücrelerinde stres oluşturarak istenilen bileşiğin 

sentezinin artırılmasına dayalı ışık, UV, jasmonik asit, 

ozon, ağır metal, etilen ve sakkaroz uygulamaları ile 

sekondermetabolit düzeyinde başarıya ulaşıldığı 

bilinmektedir  [7, 8]. 

Bu çalışma ile asmada yaprak saplarından oluşan 

kalluslar kullanılarak elde edilen hücre süspansiyon 

kültürlerinde kadmiyum klorür uygulaması ile bazı 

fenolik bileşiklerin sentezinin artırılması amaçlanmıştır. 

 

MATERYAL VE METOT  
 

Araştırmada bitkisel materyal olarak Öküzgözü 

üzüm çeşidine ait yaprak sapları kullanılmıştır. Yaprak 

sapları % 15’lik sodyum hipoklorit ile dezenfekte 

edilmelerinin ardından üç kez ve her biri 5’er dakika 

olmak üzere steril saf su ile durulanarak dikime hazır 

hale getirilmişlerdir. Ardından yaprak sapları yaklaşık 1 

cm uzunluğunda kesilerek, 0.5 mg/l benziladenin ve 0.5 

mg/l indol asetik asit katkılı B5 [9] ortamına her bir 

petriye 30 adet olacak şekilde dikilmiş ve kallus 

oluşumunun teşvik edilmesi amacıyla karanlıkta ve 

25°C de kültüre alınmışlardır.  

 

Hücre süspansiyon kültürlerinin oluşturulması 

Hücre süspansiyonlarının oluşturulmasına uygun 

özellikte beyaz-krem renkli, yumuşak dokulu 

kalluslardan yaklaşık 2.5 g alınıp, içerisinde 50 ml B5 

ortamının makro elementlerini, Murashige ve Skoog 

[10] ortamının mikro elementlerini, Morel  [11] 

ortamının vitaminlerini ve 0.1 mg/L naftalen asetik asit, 

0.2 mg/l kinetin ile 250 mg/l kazein hidrolizat içeren 

sıvı besin ortamına transfer edilerek 100 rpm de 

shakerde kültüre alınmışlardır.  

 

Kadmiyum klorür uygulaması 

Araştırmada kadmiyum, suda çözünür kadmiyum 

klorür formunda (CdCl2) uygulanmıştır. Hücre 

süspansiyon kültürlerinin 7. gününde ortama 1.0 ve 1.5 

mMCdCl2  ilave edilmiş, kontrol grubuna ise herhangi 

bir uygulama yapılmamıştır. Hücreler 0. günden 

başlayarak ikişer gün aralıklarla 2., 4. ve 6. günde filtre 

edilerek alınmış, yıkanmış ve sıvı azot ile ezilerek 

analiz dönemine kadar derin dondurucuda muhafaza 

edilmişlerdir. Tüm analizler 3 tekerrürlü olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Fenolik bileşiklerin belirlenmesi 

Fenolik bileşik ekstraksiyonları Kiselev ve ark. 

[12]’na göre yapılmıştır. Fenolik bileşiklerin 

tanımlanması ve miktarlarının hesaplanmasında HPLC 

cihazından (ShimadzuCorp., Kyoto, Japan) 

yararlanılmış olup, kullanılan sistem bir pompa (LC 

10AD), bir oto örnekleyici (SIL 10 AD), bir kolon fırını 

(CTO 10A) ve bir dedektörden (DAD-λmax:278) 

oluşmaktadır. Mobil faz asetik asit (%2) ve metanolden 

oluşmaktadır. Örnekler, standart solüsyonlar ve mobil 

faz 0.45 µm filtreden geçirilmiş (MilliporeCo. Bedford, 

MA) olup, kolon sıcaklığı 30°C olarak ayarlanmıştır. 

Enjeksiyon hacmi 20 μL, akış hızı 0.8mL/dakikadır. 

Mobil faz A (% 2 asetik asit) ve solvent B (metanol) 

olmak üzere akış gradienti; 0-3 dakika: %100A- %95A, 

%5 B; 3-20 dakika: %95A, %5B- %80A, %20B; 20-30 

dakika: %80A, %20B - %75A, %25B; 30-40 dakika: 

%75A, %25B - %70A, %30B; 40-50 dakika: %70A, 

%30B - %60A, %40B; 50-55 dakika: %60A, %40B - 

%50A, %50B; 55-65 dakika: %50A, %50B - %100B 

şeklindedir. Elde edilen kromatogramlar Shimadzu 

CLASS-VP yazılım programı ile değerlendirilmiş ve 

3,4-dihidroksi benzoikasit, kateşin+epikateşin, 

eridiktiolvekaem ferol miktarları µg/100g olarak 

verilmiştir. Tüm analizler 3 tekerrürlü olarak 

gerçekleştirilmiştir.  

 

İstatistiksel analizler 

Verilerin değerlendirilmesinde SPSS (16.0) 

istatistiki analiz programı kullanılmıştır. Ortalamalar 

arasındaki farklılıklar Duncan çoklu karşılaştırma testi 

ile belirlenmiş ve P≤0.05 seviyesinde gösterilmiştir. 

 

BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

Kadmiyum, bir ağır metal olarak çevreyi kirleten 

etmenlerin başında yer alan [13], normal bitki büyüme 

ve gelişimi için zorunlu olmayan, aksine toksik özellikte 

bir element olup [14, 15], hücrelerde fizyolojik ve 

biyokimyasal zararlanmalara neden olduğu 

bilinmektedir [16]. İnsan ve hayvanlarda lipit, protein 

ve DNA’nın bozulmasına neden olan serbest 

radikallerin üretimini uyardığı da bilinmektedir [17]. 

Bitkilerde Cd toksisitesinin oksidatif hücre 

zararlanmasının bir sonucu olduğu, bu nedenle tolerans 
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bakımından serbest oksijen radikallerini detoksifike 

etme kapasitesinin önemli olduğu bilinmektedir [18, 

19]. Bununla birlikte Cd ile katalaz ve süperoksit 

dismutaz  gibi antioksidatif enzimler arasındaki ilişkinin 

belirlenmesine yönelik çalışmalar son derece sınırlı olup 

[20, 21], bitki hücrelerindeki mekanizmasına ilişkin net 

bir bilgi bulunmamaktadır [22]. 

Asmada hücre süspansiyon kültürlerinde kadmiyum 

klorür uygulamasının bazı fenolik bileşikler üzerine 

olan etkilerin belirlenmesi amacı ile gerçekleştirilen bu 

araştırmada aynı zamanda uygulamaları takiben ikişer 

gün aralıklarla örnek alınarak, bu bileşiklerin dönemsel 

değişimleri de belirlenmiştir.   

Polifenoller içerisinde yer alan 3,4-

dihidroksibenzoik asit, bir diğer adıyla da protokateşik 

asit, asıl kaynağı şarap ve çay bitkisi olmakla birlikte 

tahıllar, ıspanak, elma ve üzümsü meyvelerde de yüksek 

miktarlarda bulunan bir bileşiktir [23]. Bu araştırma ile 

de asmada hücre süspansiyon kültürlerinde kadmiyum 

uygulaması ile bu bileşiğin elde edilebildiği belirlenmiş 

olup, 1.0mM kadmiyum uygulanarak 2. günde alınan 

örnekler bu bakımdan en yüksek değerin (94 µg/100g) 

elde edildiği hücreler olarak belirlenmiştir (Çizelge 1). 

Daha sonraki dönemlerde ise bu miktarın giderek 

azaldığı tespit edilmiş olup, bu durum sekonder 

metabolit üretimini artırmaya yönelik yapılan 

uygulamalar sonrası örnek alım döneminin de ne denli 

önemli olduğunu göstermektedir.  

Kateşin+epikateşin içeriklerinin de incelendiği 

araştırmada 1.0mM kadmiyum klorür uygulamasını 

takiben 0. günde alınan hücrelerin söz konusu bileşiği 

en yüksek (1071 µg/100g) miktarlarda sentezlemiş 

oldukları görülmektedir. Kateşinlerin insan sağlığı 

üzerindeki etki mekanizması tam olarak tespit 

edilememiş olmakla birlikte [24] ülser oluşumunu [25], 

kardiovasküler hastalıkları [26] ve özellikle kolon, deri, 

akciğer, pankreas ve prostat kanserini önlemede etkili 

oldukları belirlenmiştir [27]. Kaynağı yeşil çay bitkisi 

olan bu bileşiğin [27], üzümde de özellikle çekirdekte 

ve kabukta yüksek miktarlarda bulunduğu bilinmektedir 

[28, 29]. 

 

 
Çizelge 1. Kadmiyum klorür uygulamasının Öküzgözü üzüm çeşidine ait hücre süspansiyon kültürlerinde bazı fenolikbileşik  

miktarları üzerine etkisi (µg/100 g) 

 

*Aynı sütunda yapılan farklı harflendirmeler istatistiki olarak önemli farklılıkları göstermektedir (P≤0.05) 

 

 

Oksidatif zararlanmalara karşı göstermiş olduğu 

antioksidan özellikleri ve ateş düşürücü etkisi ile bilinen 

bir diğer bileşik eridiktiol’dür [30]. Yapılan bu 

araştırmada 1.0mM kadmiyum klorür uygulanarak 2. 

günde örnek alımı yapılan hücrelerin bu dönemde 

yüksek miktarlarda (627 µg/100g) eridiktiol sentezlemiş 

oldukları belirlenmiştir (Çizelge 1). Herhangi bir 

uygulama yapılmamış olan kontrol grubu hücrelerinde 

eridiktiolün tespit edilememiş olması ise dikkati 

çekmektedir.  

Araştırmada incelenen bir diğer fenolik bileşik ise, 

özellikle kötü kolesterol üzerindeki engelleyici etkisinin 

aynı grupta yer alan diğer tüm bileşiklerden daha 

yüksek olduğu bilinen kaemferol [31] olup, bu özelliği 

ile insan sağlığında büyük önem taşımaktadır. 

Kadmiyum klorür uygulaması karşısında bu bileşiğin 

sentezi incelendiğinde 1.5mM’lık uygulamanın 

ardından 2.günde alınan hücrelerde en yüksek (1635 

µg/100g) seviyede bulunduğu görülmektedir. Ayrıca, 

eridiktiol sentezine benzer şekilde kaemferol içeriğinin 

de kontrol grubu hücrelerinde tespit edilemediği 

belirlenmiştir (Çizelge 1). 

Asmada hücre süspansiyon kültürlerinde kadmiyum 

gibi ağır metallerin etkisinin belirlenmesine yönelik 

yapılmış bir araştırmaya rastlanmamıştır. Bu alandaki 

çalışmaların büyük çoğunluğunun tarla bitkilerinde 

gerçekleştirildiği bilinmektedir. Nitekim civa klorür 

uygulaması ile soya fasulyesinde gliseolinlerin; ak 

üçgülde ise medikarpin sentezinin arttığı [32], benzer 

şekilde bakır klorür uygulamalarının ise acı baklada 

genistein [33]; yoncada ise medikarpin, vestitol ve 

sativan sentezini [34] artırdıkları bildirilmektedir. 

Bitkilerin kadmiyuma olan toleransları üzerinde 

çalışmalar yapılmakla birlikte bu toleransın 

Kadmiyum klorür  
3,4-dihidroksi 

benzoikasit 
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mekanizmasının henüz tam olarak tespit edilemediği de 

bilinmektedir. Nitekim Vatamaniuk ve ark. [35], 

fitoşelatin sentezinin kadmiyum toleransında bir anahtar 

basamak olduğunu; Ebbs ve ark. [36] ile Schat ve ark. 

[37] ise aksine fitoşelatinlerin kadmiyum toleransında 

önemli bir rol oynamadığını belirtmektedirler. Ancak 

kadmiyum stresine karşı bir tepki olarak oluşan 

antioksidant enzim aktivitesinin derecesinin türlere, 

uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarına ve 

kadmiyuma maruz kalma süresine göre değiştiği 

bilinmektedir [15]. 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Hücre süspansiyon kültürlerinin sekonder 

metabolitlerin yüksek miktar ve saflıkta elde 

edilmesinde son derece önemli bir teknik olduğu 

bilinmektedir. İlaç sektöründe kullanılan kimyasalların 

dörtte birinin bitkisel kökenli olduğu düşünüldüğünde, 

insan sağlığı üzerinde son derece önemli ve 

vazgeçilmez özellikler taşıyan bu bileşiklerin hücre 

süspansiyon kültürleri ile yüksek miktarlarda 

üretilmelerinin ne denli önemli olduğu daha iyi 

anlaşılmaktadır. Bununla birlikte, farklı 

sekondermetabolitlerin farklı stres kaynaklarına olan 

tepkilerinin de farklı olacağı düşünüldüğünde bu alanda 

yapılacak çalışmalarda çeşitli stres kaynaklarının 

uygulanması ve kimya, tıp ve eczacılık bilimleri ile 

yapılacak multidisipliner çalışmalarla potansiyellerinin 

ortaya konulması  büyük önem taşımaktadır. 
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