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Ozet: Bu arastirma, UV-C radyasyonu uygulamalarinm, Gamay iiziim gesidine ait yaprak saplarindan
elde edilen kallus kiiltiirlerinde, bazi fenolik bilesikler (trans-resveratrol, (+)-katesin ve ferulik asit)
ile o-tokoferol iretimi {izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Yaprak
saplarmin 0.5 mg/L benzilaminopiirin (BA) ve 0.5 mg/L indol asetik asit (IAA) iceren B5 besin
ortaminda kiiltiire alinmasinin ardindan 6 hafta sonra kallus olusumu gergeklesmistir. Olusan kalluslar
5 hafta siire ile iki kez alt kiiltiire almmustir. Ikinci alt kiiltiiriin ardindan 12 giinliik kalluslar UV-C
radyasyonuna maruz birakilmigtir. UV-C uygulamalar1 iki farkli siire (5 ve 10 dakika) ve {i¢ farkl
mesafede [10 cm (6,6 W/m?), 20 cm (4,1 W/m?) ve 30 cm (2,3 W/m?)] 254 nm dalga boyuna sahip
(30 watt) UV-C lambalar ile gerceklestirilmistir. UV-C uygulamalarini takip eden 0., 24. ve 48.
saatlerde alinan orneklerde fenolik bilesikler ile a-tokoferol miktarlar1 yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda kalluslarda fenolik bilesikler ile a-
tokoferol birikiminin UV-C uygulamalarina bagh olarak degistigi belirlenmistir. 10 dakika siire ile 30
cm mesafeden UV-C uygulanan ve 48 saat sonra alinan ornekler en yiiksek trans-resveratrol
miktarlarmi gosterirken, (+)- katesin bakimindan 5 dakika siire, 10 cm mesafe ve 48 saat inkiibasyon
siiresi en uygun kombinasyon olarak belirlenmistir. En yiiksek ferulik asit konsantrasyonu 30 cm
mesafeden 10 dakika siire ile radyasyona maruz birakilarak 24 saat sonra alinan kalluslardan elde
edilmistir. a-Tokoferol igerigi bakimmdan ise 10 dakika siire, 20 ve 30 cm mesafe ve 48 saat
inkiibasyon siiresi kombinasyonunun daha basarili oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak UV-C
uygulamalarmin Gamay iiziim ¢esidine ait kallus kiiltiirlerinde sekonder metabolit tiretimini artirmak
amaciyla basariyla kullanilabilecek bir yontem oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Asma, fenolik bilesikler, kallus, UV-C, a-tokoferol

Enhancement of Phenolic Compounds and a-Tocopherol Production in Callus
Culture of Gamay Grape Cultivar: UV-C as a Potential Elicitor

Abstract: The present study aimed to determine the effects of UV-C irradiation on the production of
some phenolic compounds (trans-resveratrol, (+)-catechin and ferulic acid) and a-tocopherol in callus
cultures obtained from petiols of Gamay grape cultivar. Calli initiated from petiols cultured on the
medium supplemented with 0,5 mg/L benzylaminopurine (BA) and 0.5 mg/L indole acetic acid (IAA)
on B5 media, formed after 6 weeks. Callus tissues were subcultured two times each of 5 week
duration. After the second subculture, 12 days old calli were exposed to UV-C irradiation. UV-C
applications were carried out two different duration (5 and 10 minute) and three different distance [10
cm (6,6 W/m?), 20 cm (4,1 W/m?) and 30 cm (2,3 W/m?)] using UV-C lamps (30 watt) at 254 nm.
Samples were collected at hours 0., 24. and 48. after UV-C treatments. The phenolic compounds and
a-tocopherol were determined by the high performance liquid chromatography (HPLC). As a
conclusion, phenolic compounds and a-tocopherol production in callus cultures were affected
depending on UV-C treatments. While samples were exposed to UV-C at 30 cm for 10 min and
collected at 48 hour showing the highest trans-resveratrol content, the combination of 5 min, 10 cm
and 48 hour sampling time was the most suitable for production of (+)- catechin. The highest ferulic
acid concentration was obtained from calli irradiated for 10 min at 30 cm after 24 hours. The highest
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a-tocopherol production was determined at samples were exposed to UV-C at 20 and 30 cm for 10
min application duration and 48 hour sampling time. As a result, UV-C may be used succesfully in
order to increase the production of secondary metabolites in callus cultures.

Key words: Callus, phenolic compounds, UV-C, Vitis, a-tocopherols

Giris

Bitkiler, sekonder metabolitler olarak
ifade edilen ve hastalik ve zararlilar gibi
biyotik ya da kuraklik, tuzluluk, UV gibi

abiyotik stres faktorlerine kars1
korunmalarinda etkileri olan bilesikleri
icermektedirler  (Saldamli, 2007). Bu

bilesikler igerisinde en yaygin olani fenolik
bilesikler olup, bitkinin meyve, tohum,
yaprak ve govde gibi farkli kisimlarmda
bulunabilmektedirler ~ (Coskun,  20006).
Fenolik bilesiklerin &zellikle insan saglig
iizerine olan olumlu etkilerinin ortaya
konulmas1 ile bu bilesiklere olan ilgi
giiniimiizde 6nemli dl¢iide artmistir. Nitekim
fenolik bilesikler, serbest radikaller olarak
adlandirilan ve zararl bilesikleri kendilerine
baglama yeteneginde olan antioksidan
ozellikler sergileyen bilesiklerdir. Bunlar
icerisinde fitoaleksinler grubundan stilben
ailesine ait bir molekill olan resveratroliin
ise koroner hastaliklar ile kanser olusumunu
onledigi ve kotii kolesterol olarak bilinen
LDL’yi diisiirdiigii (Sgambato et al., 2001)
bilinmektedir. Yapilan arastirmalar bugiine
kadar 72 Dbitki tiiriinde resveratroliin
iiretilebildigini gostermekle birlikte (Dong,
2003), asil kaynagini asmanin olusturdugu
bilinmektedir (Tassoni et al., 2005). Fenolik
bilesiklerin flavonoidler grubunda yer alan
ve insan saglig1 lizerindeki etki mekanizmasi
kesin olarak tespit edilememis olan bir diger

bilesik grubunu ise kateginler
olusturmaktadir (Warden et al, 2001).
Bununla  birlikte katesinlerin  tlser

olusumunu engellemede son derece etkin rol
oynadigi (Arunachalama et al., 2003), ayrica
kardiovaskiiler hastaliklar (Xia et al., 2010)
ile oOzellikle kolon, deri, akciger, meme,
mide, pankreas ve prostat kanserini
Oonlemede etkili olduklar1 bilinmektedir
(Goodarznia and Govar 2009). Katesinin
kaynagmin yesil c¢ay bitkisi oldugu
(Goodarznia and Govar 2009), bununla

birlikte tiziimde de ozellikle cekirdekte ve
kabukta  yiksek  miktarlarda  katesin
bulundugu tespit edilmistir (Yilmaz and
Toledo 2004; Goktiirk Baydar et al., 2011).
Ferulik asit de  bitkilerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan ve antioksidan
ozelligi oldukg¢a yiiksek olan fenolik asitler
grubunda yer alan bir fenolik bilesiktir
(Rice-Evans et al., 1996). Ferulik asitin
hiicre duvar1 sentezi sirasinda, polisakkarit
zincirlere baglanmasinda ve dolayisiyla
hiicre duvarinin saglam bir yapida olmasina
yardimci oldugu bilinmektedir (Mathew and
Abraham 2004). Giinliik diyette bol
miktarlarda kullanilabilen ve toksisitesi son
derece diisiik olan bu bilesigin (Zhao et al.,
2004), ayn1 zamanda C ve E vitamini ile
sinerjik etkide bulundugu da bilinmektedir
(Lin et al., 2005). Ayrica antimutagenik
ozellikte olup (Ferguson et al.,, 2003),
hiicreleri ~ oksidatif DNA  zararindan
korudugu da yapilan caligmalar ile tespit
edilmistir (Lin et al., 2005).

Sekonder metabolitler igerisinde yer alan
ve a, B, ¥ ve 0 olmak iizere 4 farkli izomeri
bulunan bir diger bilesik grubunu da
tokoferoller olusturmaktadir. Tokoferoller
yagda coziinen ve bitkilerde dogal olarak
olusan bilesikler olup, tipki fenolik bilesikler
gibi insan saghigi lizerinde de onemli roller
iistlendikleri bilinmektedir (Kushi et al,
1996). Bunlardan o-tokoferol (E vitamini)
besin degeri en yiiksek olan tokoferol olup,
insanlarda bazi hastaliklarin 6nlenmesinde
ve tedavi edilmesinde de etkili bir bilesik
oldugu yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir
(Tucker and Townsend 2005). Genel olarak
yagl tohumlu bitkilerde yiiksek miktarlarda
bulundugu bilinen bu bilesigin (Kamal Eldin
and Appelqvist 1996), taze liziimde
(Goktiirk Baydar, 2006), liziim ¢ekirdegi ile
cibrede (Goktiirk Baydar and Ozkan 2006)
ve lizlim ¢ekirdegi yaginda (Goktiirk Baydar
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and Akkurt 2001) da bulundugu tespit
edilmistir. Tim bu olumlu o6zellikleri
nedeniyle, fenolik bilesikler ile a-tokoferol
tip, eczacilik, gida ve bitki koruma
alanlarinda genis bir kullanim olanag:
bulmustur. Sekonder metabolitler uzun yillar
bitkilerin degisik kisimlar1 kullanilarak
geleneksel metotlarla ekstrakte edilmislerdir.
Ancak bu bilesiklerin hiicresel diizeyde daha
yiiksek  miktar ve  kalitede  elde
edilebileceginin  belirlenmesi  {izerine,
caligmalar kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirleri iizerinde yogunlagmaya
baglamustir. Elisitdr olarak tanimlanan ve
stres ortamunin olusmasina neden olarak
metabolitlerin sentezini artiracak
uygulamalarin da  kiiltiir ~ ortamlarinda
kolaylikla yapilabilmesi, kallus ve hiicre
sispansiyon kiiltiirlerinin bir diger avantajli
yoOniinii  olusturmaktadir. Nitekim elisitor
uygulamalariyla s6z konusu metabolitlerin
daha yiliksek miktarlarda elde edilebildikleri
arastrma sonuglar1 ile de tespit edilmis
bulunmaktadir (Antognoni et al.,, 2007;
Cetin, 2010). Bu arastirmada da Gamay
lizim ¢esidine ait yaprak saplarindan elde
edilen kalluslara, elisitér olarak farkli siire
(5-10 dakika) ve mesafelerde (10, 20 ve 30
cm) yapilan UV-C uygulamalarmin birer
sekonder metabolit olan trans-resveratrol,
(+)-katesin ve ferulik asit ile a-tokoferol
iiretimi {lizerine olan etkilerinin belirlenmesi
amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Bitkisel materyal olarak Gamay iiziim
cesidine ait yaprak saplarindan elde edilen
kalluslarin kullanildigi bu arastirma, 2011
yilinda  Siileyman Demirel Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji
Laboratuvarmda yapilmustir.

Kallus kiiltiivii

Arastirmada Gamay tliziim ¢esidine ait
yaprak saplar1 dnce yiizey dezenfeksiyonuna
hazirlik olarak akan g¢esme suyu altinda
yikanmig, ardindan % 15’lik sodyum
hipoklorit ve 1-2 damla % 0,01’lik Tween
20 igeren ¢ozelti igerisinde 15 dakika siire
ile dezenfekte edilerek 3 kez steril saf su ile
durulanmiglardir. Ardindan yaprak saplari
steril  kabin icinde yaklastk 1 cm

uzunlugunda pargalara ayrilmis ve asmada
yaprak sap1 eksplantlarindan kallus olusumu
iizerine olumlu etkileri oldugu belirlenen
(Shure and Acree 1994; Cetin, 2010) ve
icerigini 0,5 mg/L benzil amino piirin
(BAP), 0,5 mg/L indol asetik asit (IAA), 30
g/L sakkaroz ve 8 g/ agar agarin
olusturdugu B5 (Gamborg et al., 1968) besin
ortamina  dikilmislerdir. Dikim islemi,
icerisinde 30 ml besin ortami bulunan
standart, 9 cm capindaki petri kutularinda,
her birine 30’ar adet yaprak sapi olacak
sekilde gerceklestirilmis ve sicakligi 25+1
°C olan karanhk kosullarda kiiltiire
almmuglardir (Cetin, 2010).

UV-C radyasyonu uygulamasi

Yaprak sap1 eksplantlarmin  kiiltiire
alinmalarim takip eden 6. haftada kallus
olusumlar1 gergeklesmis olup, gelisen bu
kalluslar ~ aynm1  igerige sahip  besin
ortamlarinda 5 haftalik siireler ile iki kez alt
kiiltiire almmuslardir. ikinci alt kiiltiirii takip
eden 12. giinde (Keskin ve Kunter 2007)
kalluslar steril kabin igerisine getirilmis ve
petri  kutularmin  kapaklar1  acilarak
uygulamalara hazir hale getirilmislerdir.
UV-C uygulamalarinda 254 nm dalga
boyuna sahip 30 Watt’lik lambalar
kullamlmigtir. Uygulamalar iki farkli siire (5
ve 10 dakika) ve ii¢ farkli mesafede [10 cm
(6,6 W/m®), 20 cm (4,1 W/m®) ve 30 cm (2,3
W/m?)]  gergeklestirilmistir. UV-C
uygulamalarinin ardindan her bir uygulama
grubundan 0.saat ornekleri (5 g) alinmig ve
kiiltiriin ~ gerceklestirildigi  petri  kutular
tekrar iklim dolabma yerlestirilmistir.
Uygulamayi takip eden 24. ve 48. saatlerde
de oOrnekler almmis; alinan tiim &rnekler
analizler gergeklestirilene kadar -18 °C’de
derin dondurucuda saklanmistir. Kontrol
grubu ornekleri de UV-C uygulama gruplari
ile es zamanli olacak sekilde alinmis ve ayni
kosullarda saklanmigtir.

Fenolik madde ekstraksiyonu
trans-Resveratrol, (+)-katesin ve ferulik
asit miktarlarinin belirlenmesi amaciyla,
alinan kallus ornekleri Oncelikle havanda
stvi azot kullamlarak iyice ezilmislerdir.
Ekstraksiyon, Kiselev et al. (2007)’un
yontemine gore yapilmis olup, buna gore
stv1 azotla ezilen orneklerden 2 g alinarak,
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lizerine 10 mL % 96’lik etil alkol ilave
edilmis, ardindan iki dakika siire ile
homojenizatérde karistirilmistir. Daha sonra
da 1 gece 45 °C’deki su banyosuna
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda 6rnekler,
5 dakika siireyle 4000 d/d’de
santrifiijlenerek fenolik bilesikleri igeren
siipernatant kisim alinmig ve 45 °C sicaklikta
rotary evaporatérde tamamen kuruyuncaya
kadar bekletilmistir. Elde edilen kuru
ekstrakt metanolde ¢ozlinmiis ve bu sekilde
elde edilen si1v1 ekstrakt HPLC analizlerinde
kullanilmustir.

HPLC ile fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Fenolik bilesenler, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC, Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) ile Caponio et al. (1999)
tarafindan agiklanan ydntemin modifiye
edilmesi ile analiz edilmistir (Cetin, 2010).
Kolon olarak Agilent Eclipse XDB-C18
(250x4,60 mm, 5 pum), dedektor olarak da
DA (diode-array) dedektoriin kullanildig:
aragtirmada, dedektor UV dalga boyu 278
olarak ayarlanmigtir. Mobil faz A: %2 asetik
asit, B: metanolden olusmustur. Akis hizi
0.8 mL/dak., kolon sicakligt 30 °C ve
enjeksiyon hacmi de 20 pulL olarak
ayarlanmistir. Arastirma sonucunda elde
edilen  veriler  “Shimadzu  Class-VP
Chromatography Laboratory = Automated
Software  System” kullanilarak analiz
edilmistir. Incelenen fenolik bilesikler,
standart ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon
korvesinden yararlanilarak hesaplanmis ve
sonuclar pg/g yas agirlik (YA) cinsinden
verilmistir. Analizler 3 tekerriirlii olarak
gergeklestirilmistir.

o-Tokoferol ekstraksiyonu

Kalluslarda o-tokoferol analizlerinde
ekstraksiyon iglemi Caretto et al., (2004)’a
gbre yapilmistir. Buna gore daha Once sivi
azotla iyice ezilmis halde bulunan
kalluslardan 750 mg alinmis ve koyu renkli
bir sise igerisine konulmustur. Uzerine 2,5
mL etanol pyrogallol, 1 mL etanol (%95), 1
mL NaCl (10 g/L) ve 1 mL KOH (600 g/L)
ilave edilmistir. 70°C’de 30 dakika siire ile
su banyosunda inkiibe edildikten sonra hizla
buzda sogutulmus ve iizerine tekrar 7.5 mL
NaCl ilave edilmistir. Vorteks ile iyice

karistirilmasinin ardindan iki kez n-hekzan
ve etil asetat (9:1) karisimu ile ekstrakte
edilmis, iist kisimda bulunan organik fazlar
toplanmis ve tamamen kuruyuncaya kadar
60°C’de rotary evaporatérde ugurulmustur.
Kuru kisim 500 pL heptan-tetrahydrafuran
(19:1) karigiminda ¢oziinmiis ve HPLC
analizlerinde kullanilmustir.

HPLC ile a-tokoferoliin belirlenmesi

a-Tokoferol miktarlarinin belirlenmesi de
HPLC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) de
gergeklestirilmistir.  Kolon olarak Luna
Silica (250 x 4,6 mm, 5 pm), dedektor
olarak da RF-10AXL Floresan dedektor (Ex
295nm-Em 330 nm) kullanilmistir. Mobil
faz heptan/THF (95:5), akis hiz1 1.2 mL/dak.
ve enjeksiyon hacmi de 20 uL olarak olarak
belirlenmistir. Elde edilen veriler “Shimadzu
Class-VP  Chromatography  Laboratory
Automated Software System” kullanilarak
analiz edilmistir. Orneklerde a-tokoferol
miktarlari,  a-tokoferol  standardi ile
hazirlanan kalibrasyon kdrvesinden
yararlanilarak hesaplanmis ve sonuglar ug/g
YA cinsinden verilmistir. Analizler 3
tekerriirlii olarak yapilmustir.

Istatistiksel analizler

Arastirmada  gergeklestirilen analizlere
iliskin verilerin degerlendirilmesinde SPSS
(16.0) istatistiki analiz programu kullanilmig
olup, uygulamalar ve analizler ii¢ tekerriirlii
olarak yapilmistir. UV-C’nin uygulama
mesafesi, uygulama siiresi ve Ornek alim
donemleri olmak tizere ii¢ faktorlii deneme
desenine gore gercgeklestirilen bu
arastirmada uygulamalar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde Duncan ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmustir.

Bulgular ve Tartisma

Gamay liziim ¢esidine ait kalluslara farkl
siire ve mesafelerde uygulanan UV-C’nin
trans-resveratrol, (+)-katesin, ferulik asit ve
a-tokoferol iiretimi iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bu
arastirmada 0., 24. ve 48. saatlerde Ornek
alim islemleri gergeklestirilmistir.
Orneklerin ilk asamadaki sahip olduklar
metabolitlerin belirlenmesi amac1 ile 0.
saatte Ornek alim islemleri yapilmistir.

115



Benzer c¢alismalarda da ornek alim
islemlerinde  belirli  saatlerdeki zaman
dilimlerinin ~ kullanildigi  bilinmektedir

(Keskin and Kunter 2010; Liu et al., 2010).
Aragtirmada ikinci alt kiiltiirii takip eden 12
giinliik kalluslar kullanilmistir. Nitekim bu
donemin asma kalluslarinda  sekonder
metabolitlerin iiretimi i¢in en uygun dénem
oldugu bildirilmektedir (Keskin ve Kunter

2007).
Arastirmada fenolik bilesikler ile a-
tokoferol analizleri HPLC ile

gergeklestirilmistir. HPLC, 6zellikle fenolik
bilesiklerde de oldugu gibi yiiksek
sicakliklarda bozulan bilesikler i¢in son
derece uygun bir metot olmasi, ayni anda
nicel ve nitel analizlerin yapilmasina olanak
tanimasi, yiksek ¢Oziiniirlik saglamasi,
basit, hizl1 ve tekrarlanabilir olmasi, yiiksek
oranda geri kazanimin saglanmasi ve farkli
dedektorler kullamlarak farkli  kimyasal
yapidaki bilegiklerin tespit edilebilmesi gibi
nedenlerle son derece avantajli bir analiz
metotu olarak deger tagimaktadir (Yigit ve
ark., 2008).

UV-C’nin, kallus kiiltiirlerinde trans-
resveratrol (Cizelge 1), (+)-katesin (Cizelge
2) ferulik asit (Cizelge 3) ile a-tokoferol
(Cizelge 4) miktarlar1 {izerine olan
etkilerinin incelendigi aragtirma sonucunda
elde edilen bulgular degerlendirildiginde
incelenen tim kriterlerin gerek UV-C
uygulama  siliresine, gerek uygulama
mesafesine ve gerekse ornek alim zamanina
gore istatistiksel olarak Onemli Olgiide
degistigi belirlenmistir (P<0.05).

Arastirmada incelenen fenolik
bilesiklerden 1ilki trans-resveratrol olup,
uygulamalara gore en yiiksek degerin UV-C
radyasyonunun daha uzun siireli uygulanmis
oldugu 10 dakika gruplarindan elde edildigi
goze carpmaktadir (Cizelge 1). Nitekim
istatistiksel olarak en yiiksek deger (1,99
ug/g YA), 10 dakika siire ile 30 cm
mesafeden UV-C radyasyonuna maruz
birakilarak 48. saatte almman kalluslarda
tespit edilmistir. UV-C uygulamasi ile en

yiiksek trans-resveratrol liretiminin
saglandigi  kalluslarin ~ sahip  olduklar1
miktarm, kontrol grubuna oranla ¢ok daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
bu sonuglar, Keskin and Kunter (2010)
tarafindan Okiizgdzii iiziim ¢esidine ait
kalluslara uygulanan UV-C ile trans-
resveratrol miktarinin kontrol gruplarina
oranla ¢ok daha yiiksek diizeylerde elde
edildiginin belirtildigi arastirma sonuglari ile
uyum igindedir.

Asmalarda 254 nm dalga boyuna sahip
UV-C radyasyonunun resveratrol uyarimi
icin son derece etkili oldugu tespit edilmistir
(Barlass et al., 1987). Benzer sekilde Sardi
et al. (2000) da tiirler aras1 melezler ile V.
vinifera cesitlerinde trans-resveratrol
birikimini en yiiksek diizeyde arttiran
abiyotik elisitorin UV 1sm1  oldugunu
vurgulamiglardir. Versari et al. (2001), UV
uygulamasmin ben diisme doéneminde
Corvina iiziim ¢esidine ait tanelerde stilben
sentaz enziminin aktivitesini artirdigini,
Paronetto ve Mattivi (1999) de Corvina ve
Corvinone liziim ¢esitlerinde uv
uygulamasinin, bu iiziimlerden yapilan
saraplarda trans-resveratrol miktarmi ki
katina ¢ikardigini ifade etmislerdir.

UV-C’nin farkli siire ve mesafelerde
uygulanmig olmasi, radyasyonun etkilerinin
daha net olarak ortaya konulmasimi
saglamigtir. Nitekim Cantos et al. (2003) da

asma kalluslarinda trans-resveratrol
iceriginin  farkli siire ve mesafelerde
uygulanan UV-C’ye goére degistigini

belirtmislerdir. Farkli 6rnek alim dénemleri
ile de hiicrelerin radyasyon uygulamasi ile
strese girmeleri ve bu strese karsi savunma
mekanizmalarm1 ~ harekete  gegirmeleri
arasindaki siirenin de tespit edilmesi
miimkiin olabilmistir. Benzer sekilde Keskin
ve Kunter (2007) de farkli siirelerde UV-
C’nin Ercis liziim ¢esidine ait kalluslarda

trans-resveratrol  icerigini  6rnek  alim
zamanlarina  gore  degistigini  ifade
etmislerdir.
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Cizelge 1. UV-C uygulamalarmin Gamay kalluslarinda trans-resveratrol birikimi {izerine

etkileri (ug/g YA)

Table 1. The effects of UV-C treatments on trans-resveratrol production in Gamay calli

(ug/g FW)
Uygulama siiresi Uygulama mesafesi Ornek alim zamani (saat)
(dakika) (cm) Sampling time (hour)
Application duration Application distance 0 24 48 Ortalama
(minute) (cm) Mean
10 1,01 Bb2~ 0,88 Bb3 1,67 Bbl 1,18
5 20 1,09 Bb2 0,75 Bb3 1,12 Bbl 0,99
30 1,06 Ba2 1,25 Ba3 1,61 Bal 1,31
Ortalama 1,05 0,96 1,47
Mean
10 0,67 Ab2 0,98 Ab3 1,82 Abl 1,16
10 20 1,72 Ab2 0,98 Ab3 1,71 Abl 1,47
30 0,95 Aa2 0,78 Aa3 1,99 Aal 1,24
Ortalama 1,11 0,91 1,84
Mean
Kontrol ortalama 0,56 0,48 0,61
Control mean 2 3 1

*Bﬁyﬁk harfler uygulama siiresi, kiiclik harfler uygulama mesafesi, rakamlar ise 6rnek alim zamam arasindaki

farkliliklar1 gostermektedir (P<0,05).

Arastirmada  herhangi bir uygulama
yapilmamig kontrol grubu kalluslarinda da
incelenen metabolitlerin  varligi  dikkati
cekmektedir. Benzeri ¢alismalarda da tespit
edilen bu durumun (Keskin ve Kunter 2007,
Liu et al, 2010) bir taraftan Ozelikle
resveratroliin kallus kiiltiirleri i¢in de yap1
maddesi olma olasiligindan (Sardi et al.,
2000), diger taraftan da in vitro kosullarin da

hiicreler igin stres faktorleri
olasiligindan kaynaklandig1
edilmektedir (Keskin ve Kunter 2007).

Aragtirmada incelenen bir diger fenolik
bilesik (+)- katesin olup, bu bilesigin
miktarmin UV-C uygulamasinin siiresine,
mesafesine ve drnek alim zamanlarma gore
degistigi belirlenmistir (Cizelge 2).

olusturma
ifade

Cizelge 2. UV-C uygulamalarinin Gamay kalluslarinda (+)- katesin birikimi {izerine etkileri

(ug/g YA)
Table 2. The effects of UV-C treatments on (+)- catechin production in Gamay calli (ug/g
FW).
Uygulama siiresi Uygulama mesafesi Ornek alim zamani (saat)
(dakika) (cm) Sampling time (hour)
Application duration Application distance 0 24 48 Ortalama
(minute) (cm) Mean
10 4,45 Aa3” 5,39 Aa2 8,77 Aal 6,20
5 20 1,31 Ac3 1,27 Ac2 4,44 Acl 2,34
30 1,32 Ab3 5,27 Ab2 2,77 Abl 3,12
Ortalama 2,36 3,98 5,33
Mean
10 2,33 Ba3 2,79 Ba2 4,48 Bal 3,20
10 20 2,95 B3 4,81 B2 4,28 Bel 4,01
30 1,32 Bb3 6,51 Bb2 3,34 Bbl 3,72
Ortalama 2,20 4,71 4,03
Mean
Kontrol ortalama 1,32 1,68 1,68
Control mean 3 2 1

*Bﬁyﬁk harfler uygulama siiresi, kii¢lik harfler uygulama mesafesi, rakamlar ise 6rnek alim zamam arasindaki

farkliliklar1 gostermektedir (P<0,05).
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Kalluslarda UV-C uygulamasinin, trans-
resveratrolde  oldugu gibi  (+)-katesin
iceriklerinin artirilmasi bakimindan etkili bir
uygulama oldugu goriilmektedir. Nitekim en
yiiksek (+)-katesin igerigi (8,77 pg/g), 5
dakika siire ile 10 cm mesafeden radyasyona
maruz birakilarak 48 saat sonra alinan
kalluslarda belirlenmistir. Bununla birlikte

yapilan literatlir arastirmalarinda asma
kalluslarida (+)-katesin iceriginin
artirilmasma  yonelik  bir  ¢alismaya

rastlanilamamustir. Ancak Antognoni et al.
(2007), Passiflora kallus kiiltiirlerinde UV
uygulamalar1 ile kontrollere kiyasla daha
yiiksek miktarlarda flavonoid sentezinin

gerceklestigini, Chappel ve Hahlbrock
(1984) da  maydonozda siispansiyon
kiiltiirlerinde UV’nin fenil alanin

amonyaliyaz ile kalkon sentaz enzimlerinin
aktivitesini  artirdigimi = ve  flavonoid
iiretiminde mutlak gerekli oldugunu ifade
etmislerdir.

Gida, tip ve eczacilik alaninda yaygin
olarak kullanilan bir diger bilesik de ferulik
asit olup (Zhao et al.,, 2004), bu bilesik
bakimindan da kalluslara farkli siire ve
mesafelerde UV-C uygulamasmin neden
oldugu degisime iliskin veriler Cizelge 3’ de
sunulmustur.

Cizelge 3. UV-C uygulamalarinin Gamay kalluslarinda ferulik asit birikimi iizerine etkileri

(ug/g YA)
Table 3. The effects of UV-C treatments on ferulic acid production in Gamay calli (ug/e
FW).
Uygulama siiresi Uygulama mesafesi Ornek alim zamani (saat)
(dakika) (cm) Sampling time (hour)
Application duration Application distance 0 24 48 Ortalama
(minute) (cm) Mean
10 5,02 Be2” 7,81 Bcel 7,64 Bc3 6,82
5 20 7,22 Bb2 15,47 Bbl 7,14 Bb3 9,94
30 13,59 Ba2 14,45 Bal 7,16 Ba3 11,73
Ortalama 8,61 12,58 7,31
Mean
10 12,38 Ac2 3,27 Acl 6,37 Ac3 7,34
10 20 6,67 Ab2 7,07 Abl 7,87 Ab3 7,20
30 14,16 Aa2 22,43 Aal 14,92 Aa3 17,17
Ortalama 11,07 10,92 9,72
Mean
Kontrol ortalama 11,69 3,68 2,94
Control mean 2 1 3

*Bﬁyﬁk harfler uygulama siiresi, kiiclik harfler uygulama mesafesi, rakamlar ise 6rnek alim zamam arasindaki

farkliliklar1 gostermektedir (P<0,05).

Cizelge 3 incelendiginde en yiksek
degerin (22,43 pg/g) 10 dakika, 30 cm ve 24
saat inkiibasyon siiresi kombinasyonundan
elde edildigi goriilmektedir. Cizelgedeki
degerler bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, Ozellikle 10 dakika
sire ve 30 cm mesafeden yapilan
uygulamalarin kontrol grubuna oranla ¢ok
daha yiiksek oldugu dikkat c¢ekmektedir.
Kontrol grubunda ise 6zellikle 0. ve 24. saat
orneklerinde oldukca degisken verilerin elde
edildigi belirlenmistir. Bu durumun kallus
kiiltirlerinde  tipki  hiicre  silispansiyon
kiiltirlerinde oldugu gibi s6z konusu
metaboliti lireten ve liretmeyen hiicrelerin

bir arada bulunmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Kim et al., 2004). Benzer
sekilde Keskin ve Kunter (2007) de elisitor
uygulanan kallusun Kkalitesinin basariy1
onemli dl¢iide etkiledigini ifade etmislerdir.
UV’nin bitkilerde farkli sekillerde
zararlanmalara neden oldugu bilinmektedir
(Stapleton, 1992). Bu zararin igsel bir takim
uyaricilardan ve aktif oksijen tiirlerinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir (Foyer et al.,
1994). Yapilan c¢aligmalar, a-tokoferoliin
antioksidan etki gostererek ¢oklu doymamis
yag asitlerinin zincir reaksiyonunu ve
serbest radikalleri sonlandirdigini
gostermektedir (Havaux et al, 2005).
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Dolayisiyla UV-C stresi karsisinda artan bu

bilesigin, aym1 zamanda bitkiyi bu
zararlanmadan korumada Onemli rolii
oldugu anlagilmaktadir. Bu  nedenle

arastirmada UV-C’nin a-tokoferol
iizerindeki etkileri de incelenmistir (Cizelge
4).

Cizelge 4. UV-C uygulamalarinin Gamay kalluslarinda a-tokoferol birikimi iizerine etkileri

(ug/100g YA)
Table 4. The effects of UV-C treatments on a-tocopherol production in Gamay calli
(ug/100g FW).
Uygulama siiresi Uygulama mesafesi Ornek alim zamani (saat)
(dakika) (cm) Sampling time (hour)
Application duration  Application distance 0 24 48 Ortalama
(minute) (cm) Mean
10 19,14Bb2~ 37,48 Bb3 61,57 Bbl 39,40
5 20 27,12 Ba2 27,64 Ba3 46,68 Bal 33,81
30 17,78 Ba2 22,54 Ba3 44,62 Bal 28,31
Ortalama 21,35 29,22 50,96
Mean
10 20,64 Ab2 19,75 Ab3 25,34 Abl 21,91
10 20 15,34 Aa2 41,82 Aa3 87,92 Aal 48,36
30 37,28 Aa2 55,68 Aa3 74,86 Aal 55,94
Ortalama 24,42 39,08 62,71
Mean
Kontrol ortalama 19,21 43,34 48,76
Control mean 2 3 1

*Bﬁyﬁk harfler uygulama siiresi, kiigclik harfler uygulama mesafesi, rakamlar ise 6rnek alim zamani arasindaki

farkliliklar1 gostermektedir (P<0,05).

Cizelge 4  incelendiginde  trans-
resveratrol ve ferulik asit bakimindan en
yiiksek degerlerin elde edildigi siire olan 10
dakikalik uygulama siiresinin a-tokoferol
birikimi i¢cin de en uygun siire oldugu
goriilmektedir. Arastirmada en yiiksek
degerlerin (87,92 - 74,86 ng/100 g YA), 10
dakikalik siire ile 20 ve 30 cm mesafelerden
uygulama yapilarak 48 saat sonra alinan
kalluslardan elde edildigi saptanmustir.
Hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile a-tokoferol
miktarmin artirilmasima  yonelik olarak
asmada sakkaroz, metil jasmonat, kadmiyum
siilfat ve aydinlik uygulamalarmnin etkileri
belirlenmis (Cetin, 2010) ancak asma kallus
kiiltiirlerinde UV-C’nin a-tokoferol icerigine
etkisinin belirlenmesine yonelik yapilmig bir
calisma bulunmamaktadir.

UV radyasyonunun tokoferol igerigi
iizerine etkisi genotiplere gore
degismektedir. Kacharava et al. (2009),

UV’nin barbunya ve beyaz pancarda
tokoferol  igerigini  artirdigini,  kirmizi
pancarda ise dislrdigiini belirtmislerdir.
Isik, sicaklik gibi ¢evresel faktorler,
oksidatif zararlanmadan kaynaklanan a-
tokoferol igerigini etkilemektedir (Wise and

Naylor 1987; Tanaka et al., 1990). Kozak et
al. (1999) soya fasulyesi kotiledonlarinda
UV-B+UV-C uygulamasmin a-tokoferol
icerigini kontrol ve UV-B uygulamasina
kiyasla iki kat artirdigini, bu durumun UV-B
ve UV-C radyasyonunun hiicresel diizeydeki
mekanizmalar1 etkilemesinden, UV-C’nin
ise metabolik yoldan ¢ok molekiiler
sinyalleri tetiklemesinden kaynaklandigim
ifade etmislerdir.

Sonuc¢

Gamay liziim c¢esidine ait yaprak
saplarindan elde edilen kalluslara farkli siire
ve mesafelerde UV-C uygulamalarinin, bazi
fenolik Dbilesikler (trans-resveratrol, (+)-
katesin ve ferulik asit) ile «a-tokoferol
iretimi Uzerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla planlanmis bu  arastirmanin
sonucunda bu bilesiklerin sentezinin UV-C
uygulamalarina goére degistigi ve Kkallus
kiiltiirlerinde basariyla kullamilabilecek bir
yontem oldugu tespit edilmistir.

Gerek bitki biinyesinde gerekse insan
sagligl lizerinde son derece Onemli rolleri
olan sekonder metabolitlerin iiretimi biiyiik
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onem tasimaktadir. Giiniimiizde kullanilan
ilaglarin yaklagik dortte birinin bitkisel
kaynakli oldugu diisiiniildiigiinde, bu tip
dogal iriinlerin yiiksek miktarlarda elde
edilebilmesinin ne denli dnemli oldugu daha
iyi anlagilmaktadir. Diger taraftan elde
edilecek  basarinin  {iretimi  artirmada
uygulanan stres faktorlerinin  yaninda
kullanilan bitki tiiriine ve c¢esidine gore
biliyiik oranda degistigi de bilinmektedir.
Nitekim bu alanda yapilan arastirmalardan
farkli olarak c¢alismada Gamay {izim
cesidinden elde edilen bulgular, ¢esit
seciminin Ozellikle frans-resveratrol liretimi
bakimindan  sonucu  biiyik  Olgiide
degistirdigini  gdstermektedir.  Tokoferol
iretimi ile UV-C uygulamasi arasmdaki
iliskinin belirlenmesine yonelik ise herhangi
bir aragtirmaya rastlanilamamis olup, bu
alanda bir ilk olmasi arastirmanin Gnemini
artirmaktadir. Bununla beraber yapilacak
cesitli stres faktorii ve farkli ¢esit denemeleri
ile bu stresorlerin sekonder metabolitleri
iretme Kkapasitelerinin  incelenmesi  ve
ozellikle kimya, tip ve eczacilik bilimleri ile

birlikte gergeklestirilecek multidisipliner
caligmalarla potansiyellerinin ortaya
konulmasimnin  biiyitk  6nem  tasidig
diisiiniilmektedir.
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