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Ozet

Bu arastirma Okiizgdzii {iziim cesidine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum kloriir uygulamalarinin bazi fenolik bilesikler
tizerine olan etkilerinin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilmistir. S6z konusu iiziim ¢esidine ait yaprak saplari, igerigini 0.5 mg/l
benziladenin ve 0.5 mg/l indol asetik asit katkili BS ortammin olusturdugu besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Bu ortamda
eksplantlardan elde edilen kalluslar daha sonra hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olugturulmasi amaciyla B5 ortamimin makro elementleri,
MS ortamimin mikro elementleri ve Morel ortaminin vitaminleri ile 0.1 mg/l naftalen asetik asit, 0.2 mg/l kinetin ve 250 mg/l kazein
hidrolizat katkili sivi besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiriin 7. giiniinde 2 farkli konsantrasyonda (1.0 ve 1.5 mM) kadmiyum
kloriir uygulanmus ve takip eden 0., 2., 4. ve 6. giinlerde 6rnek alim islemleri yapilmistir. Alinan hiicre 6rneklerinde 3,4-dihidroksi benzoik
asit, katesin+epikatesin, eridiktiol ve kaemferol miktarlar1t HPLC ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda incelenen tiim fenolik bilesik
miktarlarinin kadmiyum kloriir konsantrasyonlarma ve ornek alim zamanlarina gore degistigi, kadmiyum uygulamasinin bu bakimdan
olumlu yénde etkisinin bulundugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum kloriir, hiicre siispansiyon Kkiiltiirii, Vitis, fenolik bilesik

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

Okiizgozii 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 Okiizgdzii 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

GIRIS
edilmelerinin saglanmasi olusturmaktadir [2, 3].

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, sivi besin ortami Hin _ Sagl tadir—
Bitkiler kendilerini fungal etmenler gibi biyotik ya da

icerisinde bireysel olarak biiyiiyen bitki hiicrelerinden
olusan kiiltiirler olup, kalluslarin sivi ortama transfer
edilmesini takiben shaker iizerinde kiiltiire alinmalari ile
elde edilmektedirler [1]. Siispansiyon kiiltiirleri pek ¢ok
biyoteknolojik calismada kullanilmakla birlikte, en
yaygin kullanim alanmi bitkilerde bulunan sekonder
metabolitlerin siirekli, bir 6rnek ve yliksek saflikta elde

kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stres faktorlerine karsi
korumada o6nemli rolleri bulunan ve sekonder
metabolitler olarak adlandirilan bilesikleri
icermektedirler [4]. Bu bilesikler igerisinde en yaygin
olani bitkinin ¢igek, meyve, yaprak, dal ve govde gibi
degisik kisimlarinda bulunan fenolik bilesikler olup [5],
bitki biinyesinde iistlenmis olduklar1 rollerinin yaninda
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insan sagligi iizerine de olumlu etkileri oldugunun
ortaya konulmasi ile bu bilesiklere olan ilgi giiniimiizde
onemli Olgiide artmistir. Nitekim fenolik bilesikler
hiicreleri zararlandiran serbest radikalleri kendilerine
baglama yeteneginde olan antioksidan o&zellikteki
bilesiklerdir. Bu ozellikleri ile insanlarda kanser ve kalp
hastaliklar1 bagta olmak iizere pek c¢ok hastaligin
onlenmesinde etkili olup, bu nedenle yiiksek miktar ve
saflikta elde edilmeleri biiyilk 6nem tagimaktadir.
Sekondermetabolitler uzun yillar bitkilerin dogadan
toplanarak ekstrakte edilmesi seklinde elde edilmis
olup, bu metot pek ¢ok problemi de beraberinde
getirmektedir. Nitekim bu sekilde bir taraftan bitkileri
dogadan toplama giigligi ve uygun donemin
beklenmesi zorunlulugu, diger taraftan bazi1 ender
tiirlerin dogadan yiiksek miktarlarda toplanmast ile yok
olma tehlikesinin bulunmasi ve genis alanlara ihtiyag
duyulmasi teknigin en onemli dezavantajlari arasinda
yer almaktadir. Oysa son yillarda kullanilan hiicre
stispansiyon kiiltlirleri deginilen problemlerin ortadan
kaldirilmasinda ve kisa siirede yiiksek miktar ve
kalitede sekonder bilesiklerin elde edilmesinde etkin bir
teknik olma 6zelligini tagimaktadir. Bununla birlikte, bu
teknik ile sikonin, safran gibi bazi bilesiklerin
sentezinde basariya ulasilmis olmakla birlikte [6], heniiz
¢ogu bilesiklerin istenilen miktarlarda elde edilememis
olmast da bu teknikte bir takim modifikasyonlar
yapilmasi zorunlulugunu ortaya koymustur. Ozellikle
bitki hiicrelerinde stres olusturarak istenilen bilesigin
sentezinin artirilmasia dayali 151k, UV, jasmonik asit,
ozon, agir metal, etilen ve sakkaroz uygulamalar ile
sekondermetabolit ~ diizeyinde basariya  ulasildig
bilinmektedir [7, 8].

Bu c¢alisma ile asmada yaprak saplarindan olusan
kalluslar kullanilarak elde edilen hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde kadmiyum Kkloriir uygulamasi ile bazi
fenolik bilesiklerin sentezinin artiritlmasi1 amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmada bitkisel materyal olarak Okiizgdzii
liziim gesidine ait yaprak saplari kullanilmistir. Yaprak
saplart % 15’lik sodyum hipoklorit ile dezenfekte
edilmelerinin ardindan {i¢ kez ve her biri 5’er dakika
olmak {iizere steril saf su ile durulanarak dikime hazir
hale getirilmiglerdir. Ardindan yaprak saplar1 yaklagik 1
cm uzunlugunda kesilerek, 0.5 mg/l benziladenin ve 0.5
mg/l indol asetik asit katkili B5 [9] ortamina her bir
petriye 30 adet olacak sekilde dikilmis ve kallus
olusumunun tegvik edilmesi amaciyla karanlikta ve
25°C de kiiltiire alinmiglardir.

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmasi

Hiicre siispansiyonlarinin olusturulmasina uygun
Ozellikte  beyaz-krem  renkli, yumusak  dokulu
kalluslardan yaklasik 2.5 g aliip, igerisinde 50 ml B5
ortaminin makro elementlerini, Murashige ve Skoog
[10] ortammnin mikro elementlerini, Morel [11]
ortaminin vitaminlerini ve 0.1 mg/L naftalen asetik asit,
0.2 mg/l kinetin ile 250 mg/l kazein hidrolizat i¢eren
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sivi besin ortamina transfer edilerek 100 rpm de
shakerde kiiltiire alinmiglardir.

Kadmiyum Kloriir uygulamasi

Arastirmada kadmiyum, suda ¢oziiniir kadmiyum
klorir ~formunda (CdCl2) wuygulanmigtir. Hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin 7. giiniinde ortama 1.0 ve 1.5
mMCdCI2 ilave edilmis, kontrol grubuna ise herhangi
bir uygulama yapilmamistir. Hiicreler 0. giinden
baglayarak ikiser giin araliklarla 2., 4. ve 6. giinde filtre
edilerek alinmig, yikanmis ve sivi azot ile ezilerek
analiz donemine kadar derin dondurucuda muhafaza
edilmiglerdir. Tim analizler 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir.

Fenolik bilesiklerin belirlenmesi
Fenolik bilesik ekstraksiyonlar1 Kiselev ve ark.

[12'na  gore  yapilmustir.  Fenolik  bilesiklerin
tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda HPLC
cihazindan (ShimadzuCorp., Kyoto, Japan)

yararlanilmig olup, kullanilan sistem bir pompa (LC
10AD), bir oto drnekleyici (SIL 10 AD), bir kolon firini
(CTO 10A) ve bir dedektérden (DAD-Amax:278)
olusmaktadir. Mobil faz asetik asit (%2) ve metanolden
olusmaktadir. Ornekler, standart soliisyonlar ve mobil
faz 0.45 pm filtreden gegirilmis (MilliporeCo. Bedford,
MA) olup, kolon sicakligt 30°C olarak ayarlanmustir.
Enjeksiyon hacmi 20 pL, akis hizi 0.8mL/dakikadir.
Mobil faz A (% 2 asetik asit) ve solvent B (metanol)
olmak iizere akis 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
seklindedir. Elde edilen kromatogramlar Shimadzu
CLASS-VP yazilim programi ile degerlendirilmis ve

3,4-dihidroksi benzoikasit, katesin+epikatesin,
eridiktiolvekaem ferol miktarlari pg/100g olarak
verilmigtir. Tim analizler 3 tekerriirli olarak
gerceklestirilmistir.

Istatistiksel analizler

Verilerin  degerlendirilmesinde ~ SPSS  (16.0)
istatistiki analiz programi kullanilmistir. Ortalamalar
arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi
ile belirlenmis ve P<0.05 seviyesinde gosterilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Kadmiyum, bir agir metal olarak ¢evreyi kirleten
etmenlerin basinda yer alan [13], normal bitki biiyiime
ve geligimi i¢in zorunlu olmayan, aksine toksik 6zellikte
bir element olup [14, 15], hiicrelerde fizyolojik ve
biyokimyasal zararlanmalara neden oldugu
bilinmektedir [16]. Insan ve hayvanlarda lipit, protein
ve DNA’nin  bozulmasina neden olan serbest
radikallerin tiretimini uyardigi da bilinmektedir [17].
Bitkilerde ~ Cd  toksisitesinin  oksidatif  hiicre
zararlanmasinin bir sonucu oldugu, bu nedenle tolerans
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bakimindan serbest oksijen radikallerini detoksifike
etme kapasitesinin onemli oldugu bilinmektedir [18,
19]. Bununla birlikte Cd ile katalaz ve siiperoksit
dismutaz gibi antioksidatif enzimler arasindaki iliskinin
belirlenmesine yonelik ¢aligmalar son derece sinirli olup
[20, 21], bitki hiicrelerindeki mekanizmasina iligkin net
bir bilgi bulunmamaktadir [22].

Asmada hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum
kloriir uygulamasinin bazi fenolik bilesikler iizerine
olan etkilerin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilen bu
arastirmada ayni zamanda uygulamalar1 takiben ikiser
giin araliklarla drnek alinarak, bu bilesiklerin dénemsel
degisimleri de belirlenmistir.

Polifenoller igerisinde yer alan 3,4-
dihidroksibenzoik asit, bir diger adiyla da protokatesik
asit, asil kaynagi sarap ve cay bitkisi olmakla birlikte
tahillar, 1spanak, elma ve iiziimsii meyvelerde de yiiksek
miktarlarda bulunan bir bilesiktir [23]. Bu aragtirma ile
de asmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum
uygulamast ile bu bilesigin elde edilebildigi belirlenmis
olup, 1.0mM kadmiyum uygulanarak 2. giinde alinan

ornekler bu bakimdan en yiiksek degerin (94 pg/100g)
elde edildigi hiicreler olarak belirlenmistir (Cizelge 1).
Daha sonraki donemlerde ise bu miktarin giderek
azaldig1 tespit edilmis olup, bu durum sekonder
metabolit  {iretimini  artirmaya  yonelik  yapilan
uygulamalar sonrasi drnek alim doneminin de ne denli
o6nemli oldugunu gostermektedir.

Katesintepikatesin  igeriklerinin de incelendigi
arastirmada 1.0mM kadmiyum kloriir uygulamasini
takiben 0. giinde alinan hiicrelerin s6z konusu bilesigi
en yiiksek (1071 pg/100g) miktarlarda sentezlemis
olduklar1 goriilmektedir. Katesinlerin insan saglhgi
tizerindeki etki mekanizmasi tam olarak tespit
edilememis olmakla birlikte [24] {ilser olusumunu [25],
kardiovaskiiler hastaliklar1 [26] ve 6zellikle kolon, deri,
akciger, pankreas ve prostat kanserini onlemede etkili
olduklar1 belirlenmistir [27]. Kaynag1 yesil ¢ay bitkisi
olan bu bilesigin [27], lizimde de 6zellikle ¢ekirdekte
ve kabukta yiiksek miktarlarda bulundugu bilinmektedir
[28, 29].

Cizelge 1. Kadmiyum kloriir uygulamasinin Okiizgdzii {iziim cesidine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde baz1 fenolikbilesik

miktarlar tizerine etkisi (ug/100 g)

Kadmi Klorii 3,4-dihidroksi Katesin+ Eridiktiol Kaemferol
admiyum Klorur benzoikasit Epikatesin
_ 0 76 c* 787 b -
= 2 86 b 649 ¢ -
C
S 7 4 54 d 574d -
=) 6 42¢ 437¢ §
g 0 55 d 1071 a 292 b 1503 b
é § 2 94 a 285 f 627 a 1206 ¢
S £ 4 54d 885 b 185 ¢ 939d
s 6 27f 241f 799 721e
g 0 73¢c 829b 109 f 1456 b
2 © 2 41e 594d 119e 1635 a
w0 4 153 g 150 d
6 69 h 30h

Oksidatif zararlanmalara kars1 géstermis oldugu
antioksidan 6zellikleri ve ates disiiriicii etkisi ile bilinen
bir diger bilesik eridiktiol’diir [30]. Yapilan bu
aragtirmada 1.0mM kadmiyum kloriir uygulanarak 2.
giinde Ornek alimi yapilan hiicrelerin bu dénemde
yiiksek miktarlarda (627 pg/100g) eridiktiol sentezlemis
olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 1). Herhangi bir
uygulama yapilmamig olan kontrol grubu hiicrelerinde
eridiktioliin tespit edilememis olmas1 ise dikkati
¢ekmektedir.

Arastirmada incelenen bir diger fenolik bilesik ise,
ozellikle kotii kolesterol tizerindeki engelleyici etkisinin
aynt grupta yer alan diger tiim bilesiklerden daha
yliksek oldugu bilinen kaemferol [31] olup, bu 6zelligi
ile insan sagliginda biliylk Onem tasimaktadir.
Kadmiyum kloriir uygulamasi karsisinda bu bilesigin
sentezi  incelendiginde  1.5mM’lik  uygulamanin

*Ayni stitunda yapilan farkli harflendirmeler istatistiki olarak énemli farkliliklari géstermektedir (P<0.05)

ardindan 2.giinde alman hiicrelerde en yiiksek (1635
ug/100g) seviyede bulundugu goriilmektedir. Ayrica,
eridiktiol sentezine benzer sekilde kaemferol igeriginin
de kontrol grubu hiicrelerinde tespit edilemedigi
belirlenmistir (Cizelge 1).

Asmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum
gibi agir metallerin etkisinin belirlenmesine yo6nelik
yapilmig bir arastirmaya rastlanmamigtir. Bu alandaki
calismalarin biiyiik g¢ogunlugunun tarla bitkilerinde
gerceklestirildigi bilinmektedir. Nitekim civa kloriir
uygulamas: ile soya fasulyesinde gliseolinlerin; ak
iicgiilde ise medikarpin sentezinin arttig1 [32], benzer
sekilde bakir klorlir uygulamalarinin ise act baklada
genistein [33]; yoncada ise medikarpin, vestitol ve

sativan sentezini [34] artirdiklar1  bildirilmektedir.
Bitkilerin kadmiyuma olan toleranslar1 {izerinde
calismalar  yapilmakla  birlikte bu  toleransin
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mekanizmasinin heniiz tam olarak tespit edilemedigi de
bilinmektedir. Nitekim Vatamaniuk ve ark. [35],
fitoselatin sentezinin kadmiyum toleransinda bir anahtar
basamak oldugunu; Ebbs ve ark. [36] ile Schat ve ark.
[37] ise aksine fitogelatinlerin kadmiyum toleransinda
onemli bir rol oynamadigmi belirtmektedirler. Ancak
kadmiyum stresine karsi bir tepki olarak olusan
antioksidant enzim aktivitesinin derecesinin tiirlere,
uygulanan ~ kadmiyum  konsantrasyonlarina  ve
kadmiyuma maruz kalma siiresine gore degistigi
bilinmektedir [15].

SONUC VE ONERILER
Hiicre stispansiyon  kiiltiirlerinin sekonder
metabolitlerin  yiiksek miktar ve saflikta elde

edilmesinde son derece Onemli bir teknik oldugu
bilinmektedir. ilag sektériinde kullanilan kimyasallarin
dortte birinin bitkisel kokenli oldugu diisiintildiigiinde,
insan sagligi izerinde son derece Onemli Ve
vazgecilmez oOzellikler tasiyan bu bilesiklerin hiicre

siispansiyon  kiiltiirleri ile  yiikksek  miktarlarda
tiretilmelerinin ne denli onemli oldugu daha iyi
anlagilmaktadir. Bununla birlikte, farkl

sekondermetabolitlerin farkli stres kaynaklarima olan
tepkilerinin de farkli olacag: diistiniildiigiinde bu alanda
yapilacak c¢alismalarda ¢esitli stres kaynaklarinin
uygulanmasi ve kimya, tip ve eczacilik bilimleri ile
yapilacak multidisipliner ¢aligmalarla potansiyellerinin
ortaya konulmasi biiylik 6nem tagimaktadir.
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