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Ozet — Bu ¢alismada, siyah havug (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens

Alef.) bitkisinden olusturulan kallus kiiltiiriinde antosiyanin {iretimine baz1

uygulamalarin etkisi incelenmistir. Kallus indiiksiyonu steril sartlarda yetistirilen

fidelerin hipokotil eksplantlarinin 2 mg/L NAA (Naftalenasetik asit), 0,2 mg/L

BAP (Benzilaminopiirin), 30 g/L sukroz ve 2 g/L phtagel igeren MS

(Murashigeand ve Skoog, 1962) besi ortaminda kiiltire alinmasiyla

baglatilmistir. Bu ortam sartlarinda elde edilen kalluslarin antosiyanin {iretimini

artirmak i¢in farkli konsantrasyonlarda riboflavin ile degisik siirelerde UV-C  Anahtar Kelimeler —
elisitor olarak kullanilmistir. UV-C (254 nm) 15181 kalluslara 10 cm mesafeden  Antosiyanin, kallus
ginlik 10 dakika ve 15 dakika olarak 10 giin uygulanmistir. UV-C  kiiltiiri, riboflavin,
uygulamasindan sonra kalluslar 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperyotta ve 25 UV-C, siyah havug
+ 2 °C inkiibe edilmislerdir. Riboflavin uygulamas: 4, 8 ve 10 mg/L olmak iizere

ii¢ farkli konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Yapilan analizler neticesinde

kalluslara uygulanan riboflavin veya UV-C’nin antosiyanin sentezini gii¢lii bir

sekilde artirsa da hiicre biiylimesini dnemli Sl¢iide yavaslatmistir. En yiiksek

antosiyanin igerigi 4 mg/L riboflavin (1,18 mg/g TA) ve 15 dakika UV-C (1,02

mg/g TA) wuygulan kalluslardan elde edilmis ve sonuglar kontrolle

kiyaslandiginda sirasiyla 2,51 ve 2,17 kat fazla oldugu belirlenmistir.

1
Sorumlu Yazar


http://bilader.gop.edu.tr/
mailto:ilhamik60@yahoo.com
mailto:mahfuz.elmastas@gop.edu.tr

Gaziosmanpaga Bilimsel Aragtirma Dergisi 7 (2013) 30-41 31

Gaziosmanpaga Journal of Scientific Research 7 (2013) 30-41 |

Effects of Some Applications on Anthocyanin Production in Callus
Culture of Black Carrot (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef)

Abstract — In this study, effect of some applications on the production of

anthocyanin in the callus culture of black carrot (Daucus carota ssp. sativus var.

atrorubens Alef.) were studied. Hypocotyle explants excised from sterile seeding

were cultured on MS (Murashigeand ve Skoog, 1962) media containing 2 mg/L

NAA (Napthalene acetic acid), 0,2 mg/L BAP (Benzylaminopurine), 30 g/L

sucrose and 2 g/L phytagel. Riboflavin and UV-C as an elicitor were applied to

callus culture at different concentrations and durations in order to increase the

production of anthocyanin. Callus tissues were exposed to UV-C (254 nm) light ~ Keywords -

at 10 cm distance from the source for 10 and 15 minute in a day. After UV-C  Anthocyanin, black
application, callus tissues were incubated under 16 h. light and 8 h. dark  carrot, callus culture,
photoperiod at 25 °C + 2 and harvested after 10 days. The effects of riboflavinat ~ UV-C, riboflavin
the concentrations of 4, 8 and 10 mg /L on enhancement of anthocyanin

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

biosynthesis was strongly enhanced, whereas cell growth was inhibited, eliciting

either the addition of riboflavin or UV-C light irradiation. The highest values of

anthocyanin production were obtained from callus cultures applied 4 mg/L

riboflavin (1.18 mg/g FCW) and 15 min. UV-C (1,02 mg/g FCW), attaining

amounts 2,51 and 2,17 times greater than the control, respectively.
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1. Giris

Antosiyaninler sekonder metabolitlerin yaygin bir grubu olan flavanoidlerin onemli
boliimiinii  olusturmaktadir. Kimyasal agidan antosiyaninler 2-fenilbenzopirilium’un
(flavilium katyonu) polihidroksi ve polimetoksi tiirevlerinin glikozitleridir (Galvano ve
ark., 2004; Ghosh ve Konishi, 2007). Bu bilesiklerin temel kismini antosiyanidin
(aglikonlar) olarak adlandirilan flavilium katyonu olusturmaktadir (Sekil 1.1) (Kong ve
ark., 2003). Bitkilerde siyanidin, delfinidin, malvidin, peonidin, pelargonoidin ve petunidin
olarak adlandirilan alti antosiyanidin yaygin sekilde bulunmaktadir. Bitkilerde bulunan
antosiyaninler arasindaki farkliliklar antosiyanidin molekiiliindeki hidroksil grubunun
sayis1 ve pozisyonu, hidroksil gruplarimin metilasyon derecesi, ilave edilen sekerin ¢esidi,
sayist ve baglanma bolgesi ve seker molekiiliine baglanmig 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 cesitli streslere (kuraklik, don ve UV radyasyonu) karsi
koruyucu olarak ta fonksiyon gostermektedir (Close ve Beadle, 2003). Bitkilerdeki bu
fonksiyonlarma ilave olarak insan sagligi icinde 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).
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Sekil 1.1. Antosiyanidin olarak adlandirilan flavilium katyonu (Kong ve ark., 2003)

Antosiyaninlerin ¢ekici kirmizi, turuncu ve mor renklerinin yaninda suda ¢6ziinmeleri bu
bilesiklerin dogal renklendirici olarak kullanim imkani saglamistir (Bakowska-Barczak,
2005). Renk gidalarin kabul edilebilirliginde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiiketiciler
bir gida iriiniiniin kalitesini ilk olarak onun rengiyle sorgulamaktadir. Gida sanayisi
renklendiricileri gidalara orijinal goriinim kazandirmak, standart hale getirmek veya
kalitenin bir gostergesi olmasi bakimindan kullanmaktadir (Giusti ve Wrolstad, 2003). Bu
amagclarla gida sanayinde sentetik renklendiriciler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak
yapay renklendiricilerin kullanimi1 gerek yasal gerekse tiiketici kaygisi olusturmasi
nedeniyle alternatif dogal bir kaynak olan antosiyaninlere talebi artirmistir (Giusti ve
Wrolstad, 2003; Deroles, 2009).

Bitki doku kdltiirli; aseptik sartlar altinda ve yapay bir besin ortaminda biitiin bir bitki,
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
tiretilmesi olarak tanimlanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001). Bir doku kiiltiirii yontemi
olan kallus kiiltiirii, ana bitkiden kesip ¢ikarilan ve boliinme 6zelligini kaybetmemis organ
veya doku pargalarinin karbon kaynagi ve bitki biiyiime diizenleyicilerini igeren yar1 kati
besi ortaminda biyiitiilmesi sonucu olusan morfolojik diizensizlige sahip yapilar olarak
ifade edilmektedir (Sokmen ve Giirel, 2001). Bitki doku kiiltiirii yontemlerinin bir¢ok
uygulama alanin bulunmasinin yaninda degerli sekonder metabolitlerin arastirilmast ve
tiretilmesi igin de elverisli biyoteknolojik bir yontem oldugu ifade edilmektedir (Zhong,
2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Vanisree ve ark., 2004). Bu yontemler
kozmetik, farmositik veya tarimsal agidan degerli sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in
geleneksel ekim ve kimyasal yontemlere alternatif bir yontemdir (Kieran ve ark., 1997,
Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Yagci ve ark., 2008; Vijaya ve ark., 2010). Sekonder
metabolitlerin bitki doku kiiltiirii yoOntemleriyle tretimi birgok agidan avantajlidir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Bu avantajlar arasinda hizli, sabit kalitede ve ¢evre
sartlarindan etkilenmeden siirekli {ritin elde edilmesi sayilabilmektedir. S6z konusu
yontemin bir diger onemli Ustlinligii ise c¢esitli stratejilerle iiretimin artirilabilmesidir.
Metabolit iiretiminin artirllmasinda yararlanilan baslica stratejiler arasinda biyotik veya
abiyotik elisitor uygulanmasi, onciil bilesiklerin kiiltiir ortamina ilave edilmesi, yiiksek
iretken hiicre hatlarinin secilmesi, kiiltiir besi ortaminin maniplasyonu ve mutajenlerin
kullanimi yer almaktadir (Sasson, 1991; Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Antosiyaninlerin bitki hiicre kiiltiiriiyle tiretimi gerek akademik gerekse endiistriyel agidan
onemli Olgiide ilgi ¢eken bir teknolojidir. Bitki hiicre kiltiirii yontemleriyle antosiyanin
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iretiminin incelenmesinin temel nedeni, ticari kullanima uygun ekonomik olarak fayda
saglayacak gegerli bir siirecin olusturulmasidir. Bu amagla yaklagik 33 farkli bitki tiiriinde
calisma yapildig1 ve en yaygin olarakta ¢ilek (Fragaria ananassa), iiziim (Vitis vinifere) ve
havug (Daucus carota) bitkilerinin kullanildigi bildirilmektedir (Zhang ve ark., 2002;
Deroles, 2009). Birgok Kkiiltiir sisteminde antosiyanin biyosentezini artirarak ticari amaca
elverigli bir teknoloji olusturmak icin ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. En yaygin kullanilan
stratejiler arasinda yiiksek iiretken hiicre hatlarinin se¢imi, onciil bilesiklerin ilave edilmesi,
besin ortaminin ve kiiltiir sartlarinin optimizasyonu, elitasyon ve iki agamali 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), jasmonik asit (Zhang ve ark., 2002),
mekanik stres (Strazzer ve ark., 2011) ve UV-C (Cetin ve ark., 2011)’nin antosiyanin
tiretimini 6nemli dl¢lide artirdigr bildirilmistir.

Siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef. ) Tirkiye, Orta ve Uzak
dogu orijinli olup en az 3000 yildir kiiltiirii yapilmaktadir. Siyah havug yliksek antosiyanin
iceriginin yaninda ¢ekici mavimsi mor renge sahiptir. Bu bitkide iki tanesi agilsiz, li¢ tanesi
acilli siyanidin tiirevi bes antosiyanin pigmenti bulunmaktadir. Siyah havugta bulunan
antosiyaninlerin yiiksek 151k, 1s1 ve pH stabilitelerinden dolay1 dogal gida renklendiricileri
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle siyah havug ekstraklari meyve sulari, sekerler,
dondurma, alkolsiiz icecekler ve diger fermente igeceklerin renklendirilmesinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Montilla ve ark., 2011). Bu c¢alismada renklendirici olarak
kullanilan bitki sekonder metabolitlerden antosiyaninlerin bitki doku kiiltiirii yontemleriyle
iiretimi ve cesitli uyaricilarin bu bilesigin {liretimi {izerine etkisi incelenmistir. Bu amagla
siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden olusturulan
kallus kiiltiirine UV-C ve riboflavin uygulamanin antosiyanin i¢eriginde meydana getirdigi
degisim incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Materyal

Havug maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan, koni bigimindeki etli kokii igin sebze
olarak yetistirilen iki yillik otsu bir kiiltiir bitkisidir (Anonim, 2013). Havug kiiltiirleri
botaniksel olarak iki gruba ayrilmig olup, bunlar dogu veya antosiyanin (Daucus carota
ssp. sativus var. atrorubens Alef.) grubu ile bat1 veya karotenoid (Daucus carota ssp.
sativus var. sativus) grubudur. Siyah havug (antosiyanin grubu) ¢esitleri 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
kiltlirii yapilmakta ve tiiketilmektedir (Kammerer ve ark., 2004). Bu ¢alismada kullanilan
siyah havug bitkisinin tohumlar1 ticari amagli tohum iireten bir firmadan temin edilmistir.

2.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Steril Fidelerin Elde Edilmesi
Deneyde kullanilacak bitkiler steril sartlarda ¢imlendirilen tohumlardan yetistirilmistir.

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde ve steril fidelerin yetistirilmesinde kullanilan besiyeri 4,4
o/L MS (Murashigeand ve Skoog, 1962) temel besi ortamina 30 g/L sukroz ve 2 g/L
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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 otoklav
edilmistir.

Steril bitkilerin yetistirilmesinde kullanilan tohumlar ¢imlendirilmeden Once yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tohumlarinin yiizey sterilizasyonu % 70’lik etil alkol
icerisine iki dakika ve 2-3 damla twenn 20 igeren % 2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde
25 dakika bekletilmesiyle saglanmigtir. Steril edilen tohumlar besi ortami igeren petri
kaplarina 20-25 adet olacak sekilde ekilerek karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmistir.
Karanlik ortamda 7-10 giin bekletilerek ¢imlenmesi saglanan tohumlar aydinlik ortama
cikarilarak fide gelisimi saglanmistir. Petri kaplarinda gelisimi iyi olan fideler secilerek
pens yardimiyla kavanozlara aktarilmigtir. S6z konusu fideler 25 + 2 °C’ sicaklik, 16 saat
151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta yetistirilmistir.

2.3 Kallus Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasinda steril sartlarda yetistirilen bir aylik fidelerin hipokotil
kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kallus Kkiiltiiriiniin  olusturulmasinda
kullanilan besi ortami 4,4 g/L MS, 2 g/L phytagel, 30 g/L sukroz, 2 mg/L NAA ve 0,2
mg/L BAP icermektedir. Hipokotiller yaklasik 0,3 cm boyunda kesilerek her petride 10
adet eksplant olacak sekilde besi ortamina dikey sekilde ekilmistir. Petriler 25 + 2 °C’
sicaklik, 2500 liiks 151k siddeti, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta kallus olusumu
icin inkiibasyona birakilmigtir. Olusan kalluslar ayni igerikli taze besi ortamlarina 2 hafta
arayla alt kiiltiire alinmugtir.

Resim 2.1.Kallus kiiltiiriiniin olusturulmasi
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2.4 Kallus Kiiltiiriine Riboflavin Uygulanmasi

Kallus kiiltiriine riboflavin uygulanmasinda 2 mg/L 2,4-NAA ve 0,2 mg/L BAP igeren MS
besin ortaminda olusturulan 45 giinliikk kalluslar kullanilmistir. S6z konusu uygulama
kalluslarin 4, 8 ve 10 mg/L riboflavin (Mori ve Sakurai, 1996) igeren ayn1 6zellikteki besi
ortamlarina alt kiiltiire alinmak suretiyle ger¢eklestirilmistir. Bu uygulamada her bir
konsantrasyon i¢in ili¢ petri ve her petride bes adet kallus bulunmaktadir. Kalluslara
riboflavin 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 10 giin boyunca uygulanmistir

2.5 Kallus Kiiltiiriine UV-C Uygulanmasi

Kallus kiiltiiriine UV-C uygulamasi 2 mg/L 2,4-NAA ve 0,2 mg/LL BAP igeren MS besin
ortaminda olusturulan 45 giinliik kalluslara Keskin ve Kunter (2007)’in belirttiginde kiigiik
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Kalluslara UV-C 15181 10 cm mesafeden giinliik
10 dakika ve 15 dakika olmak fizere iki farkli siirede laminer kabin igerisinde
uygulanmistir. UV-C 15181 uygulamalarinda petri kapaklarinin agzi agilarak kalluslarin
1sikla direk temasi saglanmistir. Isik kaynagi olarak 254 nm dalga boyuna sahip Philips
TUV 6W’lik (G6 T5) bir lamba kullanilmistir. Bu uygulamada her bir siire i¢in ii¢ petri ve
her petride bes adet kallus bulunmaktadir. Kalluslara UV-C 15181 10 giin siireyle
uygulanmistir. Gilinliik UV-C uygulamalarinin sonunda kalluslar 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta inkiibe edilmistir.

2.6 Antosiyanin Analizi

Antosiyaninlerin analizi, Giusti ve Wrolstad, (2001)’in belirttigi yontemde kiigiik
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Uygulamalar sonucunda elde edilen numuneler %1
HCI ve Metanol karisimi kullanarak ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 0.22 p capl filtreden
gecirildikten sonra ¢dziiciiye karsi absorbanst 530 nm’de spektrofotometrede Olctilmiistiir.
Orneklerin antosiyanin igerigi siyanidin 3-O- glukozitin molar absorbsivite katsayisi
(£:30200, MA :449,2) kullanilarak hesaplanmistir.

2.7 Istatistiksel Analizler

Bu calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS (16.) istatistiki analiz paket
programi1 kullanilmigtir. Gruplar arasindaki farkliliklar Duncan c¢oklu karsilastirma
yontemiyle  belirlenmistir.  Farkliliklar % 5 Onemlilik  diizeyinde (P<0,05)
degerlendirilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Riboflavin ve UV-C Uygulanan Kalluslarin Antosiyanin I¢erigi

Riboflavin ve UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin icerikleri Cizelge 3.1’de ve Sekil
3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Riboflavin ve UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin icerikleri

Uygulama Antosiyanin icerigi
(mg/ g taze agirhk(TA))
Riboflavin 4 mg/L 1,18 £ 0,068 a
Riboflavin 8 mg/L 0,79 +£0,040 ¢
Riboflavin 10 mg/L | 0,68 +0,039 ¢
UV-C 10 dakika 0,77 £0,030 ¢
UV-C 15 dakika 1,02 +0,078 b
Kontrol 0,47 +£0,028 d

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P <0.05
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir. n:5

Cizelge 3.1°deki veriler incelendiginde uygulanan tiim riboflavin miktarlar1 antosiyanin
igerigini istatistiksel olarak onemli Olgiide artirmistir (P<0.05). En yiiksek antosiyanin
icerigi 4 mg/L riboflavin uygulanan kalluslarda 1,18 + 0,068 mg/g TA olarak elde
edilmistir. Bu miktar kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2,51 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. Antosiyanin igerigi tiim riboflavin uygulamalarinda kontrole gore onemli
Olgiide artis olsa da uygulanan riboflavin miktarinin artmasi paralelinde antosiyanin
iceriginde bir diisiise neden olmustur. En diisiik antosiyanin igerigi 10 mg/L riboflavin
uygulan kalluslarda 0,68 + 0,039 mg/g TA olarak elde edilmistir. Bu miktarin kontrol
grubundan 1,44 kat fazla oldugu belirlenmistir. Cilek (Fragaria anansa Shikinari) hiicre
siispansiyon kiiltliriine yapilan farkli uygulamalar neticesinde en yiiksek antosiyanin
iceriginin 4 mg/L riboflavin uygulanan kiiltiirlerden elde edildigi ve bunun miktarinin
kontrol gurubunun 2.8 kati oldugu bildirilmistir (Mori ve Sakurai, 1995). Ayni
arastirmacilar tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 4, 8 ve 10 mg/L riboflavin uygulanan
cilek siispansiyon kiiltiiriinde en yiiksek antosiyanin igeriginin iki hafta 4 mg/L riboflavin
uygulan kiiltiirden elde edildigi ifade edilmistir (Mori ve Sakurai, 1996). Miyanaga ve ark.
2000, cilek bitkisinin yapraklarindan 1 mg/L 2,4-D ve 0,1 mg/L BAP igeren LS
(Linsmaier-Skoog) sivi besi ortaminda hiicre kiiltiirii olusturulmus ve 4 mg/L riboflavinin
uygulayarak antosiyanin tiiretimi incelenmistir. Bu uygulama neticesinde antosiyanin
miktar1 kontrole gore ii¢ kat arttig1 ifade edilmistir.

Cizelge 3.1’deki verilere bakildiginda UV-C uygulamasinin antosiyanin igerigini
istatistiksel olarak onemli dlglide artirdigi goriilmiistiir (P<0.05). En yiiksek antosiyanin
icerigi 1,02 + 0,078 mg/g TA olarak 15 dakika UV-C uygulanan kalluslardan elde
edilmisgtir. Bu miktarin kontrol grubunun 2,17 kati oldugu goriilmistiir. Antosiyanin
iceriginin tiim uygulamalarda kontrolden yiiksek oldugu ve uygulama siiresi arttikca
igeriginde istatistiksel olarak ©nemli Olciide arttigi belirlenmistir. Yapilan benzer bir
caligmada, Malva neglecta kalluslarina UV-C uygulamasi antosiyanin igerigini anlamli
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Olgiide artirmistir (Khatami ve Ghanati, 2011). GlaBigen ve ark. (1998), havug hiicre
kiltirinde UV 15181 antosiyanin iiretimine ve antosiyanin biyosenteziyle ilgili genlerin
diizenlenmesine etkisi incelenmistir. UV uygulamasi antosiyanin birikimini gii¢lii sekilde
artirdigi ve fenilpropanoid ile flavanoid yolunun son asama enzimlerinin aktivitelerinde
gegici bir artisa neden oldugu ifade edilmistir. Cetin ve ark. (2011), Gamay tiziim (Vitis
vinifera L.) ¢esidinden olusturulan kallus kiiltiiriine UV-C uygulanmasimin sekonder
metabolit birikimi lizerine etkisini incelemislerdir. Kalluslara 10 ve 15 c¢cm uzakliktan 10,
15 ve 20 dakika UV-C radyasyonu uygulanmistir. Bu aragtirmanin neticesinde UV-C
uygulamanin basta fenolik bilesikler olmak {izere sekonder metabolit {iretimini artirdigi
belirtilmistir. En yliksek degerlerin 10 cm mesafeden 15 dakika uygulanan kalluslardan
elde edildigi ifade edilmistir.
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Sekil 3.1. Riboflavin ve UV-C uygulanan kalluslarin antosiyanin igerikleri

3.2 Riboflavin ve UV-C Uygulanan Kalluslarin Taze Agirhiklarindaki Degisim

Farkli miktarlarda riboflavin ve degisik siirelerde UV-C uygulanan kalluslarin ortalama
taze agiliklarinda meydana gelen degisim Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2.’de verilen sonuglar incelendiginde riboflavin ve UV-C uygulanan kalluslarin
ortalama taze kallus agirligindaki artis kontrole gore istatistiksel olarak onemli Olgiide
azalmigtir (P<0.05). Yapilan tiim uygulamalarda biiyiimenin kontrole gore 6nemli olgiide
azaldig1 gorilmiistiir. Uygulanan riboflavin miktariin ve UV-C siiresinin artirilmasi
biliyiimedeki yavaslamayi artirmistir. Ortalama kallus agirhgindaki artis en az 10 mg/L
riboflavin uygulanan kalluslarda gozlenmistir. Bu kalluslarin agirliklarinda meydana gelen
artis kontrol grubundan % 23,17 daha az oldugu belirlenmistir. Yapilan benzer birgok
caligmada da riboflavin uygulamanin biiylimeyi dnemli 6l¢lide baskiladigi ifade edilmistir
(Mori ve Sakurai, 1995; Mori ve Sakurai, 1996; Miyanaga ve ark., 2000). Liu ve ark.
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(2010)’nin tiziim kallus kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢aligma incelediginde benzer ¢alismalardan
farkl1 bir sonucun elde edildigi dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢alismada kallus kiiltiiriine 10 ve 20
dakika UV-C uygulanmasi biiylimeyi kontrole gore 6nemli 6lgiide artirdigi ifade edilmistir.
Fakat 30 dakika UV-C 15181 uygulamanin biiyiime iizerine negatif bir etkisinin oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismada ayrica UV-C 1518min bitkilerin hiicre biiylimesi ve sekonder
metabolizmasi ile ilgili spesifik genlerin ekspresyonunu kontrol eden ve degistiren dnemli
bir faktor oldugu ifade edilmistir (Liu ve ark., 2010). Riboflavin ve UV-C uygulanan
kalluslarin agirliklarindaki degisim Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Riboflavin ve UV-C uygulanan (10 giin siireyle) kalluslarin ortalama taze agirliklari

Uygulama Taze Kallus Agirhgi (g) | Kontrole gore meydana

(TA) gelen azalma (%)
Riboflavin 4 mg/L 1,49 £0,051 b 9.14
Riboflavin 8 mg/L 1,31 £0,044 cd 20.12
Riboflavin 10 mg/L | 1,26 0,055 d 23.17
UV-C 10 dakika 1,43 £0,041 bc 12,80
UV-C 15 dakika 1,29 £0,037 d 21.34
Kontrol 1,64 £0,040 a -

Cizelgede her bir siitunda gosterilen farkli harfin ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore P <0.05
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir. n:5
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Sekil 3.2. Riboflavin ve UV-C uygulanan kalluslarin ortalama taze agirligi
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4. Sonug

Kallus kiiltiirtinde antosiyanin {iretimine gesitli uyaricilarin etkisinin belirlenmesi amaciyla
yapilan bu ¢alismanin neticesinde en yiiksek antosiyanin igerigi 4 mg/L riboflavin ve 15 dk
UV-C uygulanan kalluslardan elde edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen verilerin 1s18inda
siyah havug bitkisinin doku kiiltiirii yontemiyle antosiyanin iiretimi i¢in uygun oldugu ve
cesitli uyaricilarla metabolit veriminin artirildigt belirlenmistir. Bu nedenle s6z konusu
bitkiden elde edilen kalluslarin ticari amag igin antosiyanin iiretiminin gelistirilmesine
oldukga elverisli oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismayla ileride yapilacak olan hiicre
siispansiyon Kkiiltiiri ve biyoreaktdr sistemlerinin olusturulmasina oOnciiliikk etmesi
nedeniylede 6nem arz etmektedir.
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