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Bu arastirma, Kalecik Karasi {iziim ¢esidine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerine iki farkli igiklanma kosullarinda uygulanan
farkli konsantrasyonlardaki metil jasmonat (MeJA)’1n, hiicre biiylimesi, hiicre canlilig1 ile hiicrelerde ve besin ortamlarina
salman fenolik bilesiklerin birikimine olan etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amacla kallus
dokularinin 1.0 mg "' BA, 0.1 mg I'! 2,4-D ve 30 g I'! sakkaroz iceren sivi MS ortamina alinmasiyla olusturulan hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine, 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 uM olmak iizere 6 farkli konsantrasyonda MeJA uygulanmig ve ardindan
hiicre siispansiyonlart siirekli aydinlik ve siirekli karanlik kosullarda kiiltiire alinmislardir. 30 giinliik kiiltiirin ardindan
hiicrelerde, yas ve kuru hiicre agirliklari, hiicre canliliklart ile hiicrelerdeki ve besin ortamlarindaki fenolik bilesiklerin
miktarlart belirlenmistir. Karanlik kosullarin, aydinlik kosullara gore hiicre biiyiimesi iizerinde daha etkili oldugu,
ozellikle daha yiiksek MeJA konsantrasyonlarinda hiicre canliligi ile kuru hiicre agirliginda azalmalarin meydana geldigi
tespit edilmistir. Hem hiicrelerde hem de besin ortamlarinda fenolik bilesik miktarlarinin MeJA uygulamalar: ile
1sitklanma kosullaria bagli olarak 6nemli derecede degistigi saptanmustir. Genel olarak karanlik kosullarin, aydinlik
kosullara gore; MeJA uygulamalarinin da kontrole gore fenolik bilesik birikimini daha fazla tesvik ettigi belirlenmistir.
Ayrica hiicrelerin yani sira basta trans-resveratrol, katesin, epikatesin olmak {izere incelenen bilesiklerin besin
ortamlarinda da énemli miktarlarda biriktigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kalecik karasi, hiicre siispansiyon kiiltiirli, metil jasmonat, 1s1klanma kosullari, fenolik bilesikler

THE EFFECTS OF METHYL JASMONATE APPLICATIONS AND LIGHT AND DARK CULTURE
CONDITIONS ON CELL GROWTH AND ACCUMULATION OF PHENOLIC COMPOUNDS IN KALECIK
KARASI SUSPENSION CULTURES

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the effects of methyl jasmonate (MeJA) at different concentrations applied to cell
suspension cultures of Kalecik Karas1 grape variety under two different lighting conditions on cell growth, cell viability,
and accumulation of phenolic compounds in cells and released into the media. Callus tissues were transferred to a liquid
MS medium containing 1.0 mg 1! BA, 0.1 mg 1™ 2,4-D, and 30 g I"! sucrose to obtain cell suspension cultures. The
cultures were treated with MeJA at concentrations of 0, 10, 20, 30, 40, and 50 uM. Then, cell suspensions were cultured
under continuous light and dark conditions. After 30 days, fresh and dry cell weights, cell viability, and phenolic
compounds in cells and media were determined. Dark conditions were more effective on cell growth than light conditions.
Cell viability and dry cell weight decreased especially at higher MeJA concentrations. It was determined that the amount
of phenolic compounds in both cells and media changed significantly depending on MeJA applications and lighting
conditions. Dark conditions promoted phenolic compound accumulation more than light conditions. MeJA also promoted
phenolic compound accumulation more than the control. As well as cells, phenolic compounds, especially trans-
resveratrol, catechin, and epicatechin, were also accumulated in high amounts in media.

Keywords: Kalecik karasi, cell suspension culture, methyl jasmonate, lighting condition, phenolic compounds

GIRIS kardiovaskiiler hastaliklara kars1 da koruyucu

etkilerinin yan1 sira, antikanserojen, antimutajen ve

Fenolik bilesikler, yapilarinda bir fenol grubu antimikrobiyal ozellikler gosterdikleri de
bulunduran antioksidan aktivitesi yiksek  bilinmektedir [43, 6, 10, 32, 33, 37, 45]. Fenolik
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin diisiik yogunluklu bilesikler arasinda stilben ailesinden bir fitoaleksin
lipoproteinlerin (LDL) olusumunu engelleyici ve olan ve ayn1 zamanda da fungal enfeksiyonlara kars1
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bitkileri korumada 6nemli etkileri bulunan trans-
resveratroliin (trans-3,5,4’-trihydroxystilbene)
oldukca ayr1 bir yeri bulunmaktadir [21, 53]. Son
derece giiclii antioksidan ozellik gdsteren trans-
resveratrol bu yoniiyle, kalp ve damar hastaliklari
[62] ile kansere karsi koruyucu [57] etkilerde
bulunmaktadir. Yerfistigi, ananas, zambak gibi
bitkilerde de bulunmasina karsin, trans-resveratroliin
ana kaynagini asma bitkisi olugturmaktadir. Nitekim
lizim ve iiziim ftriinlerinin basta trans-resveratrol
olmak {izere fenolik bilesikler yoniinden oldukga
zengin oldugu yapilan bircok aragtirmada da ortaya
konmustur [48, 39, 22, 56].

Sahip oldugu zengin fenolik igerigi nedeniyle
asmada bu bilesiklerin elde edilmesine yonelik
yapilan c¢alismalarin 6zellikle son yillarda biiyiik
onem  kazandigi = gorilmektedir.  Geleneksel
yontemlerle lizlim ya da {iriinlerinden yararlanilarak
fenolik bilesiklerin elde edilmesi miimkiin olmakla
birlikte, yilin her déneminde, iklim sartlarindan ve
cografi kosullardan kaynaklanan verim ve kalite
farkliliklarin1 ortadan kaldirarak, standart kalite ve
miktarda liretimin gerceklestirilmesi gibi avantajlar
saglayan in vitro sekonder metabolit tiretim teknikleri
diger bitki tiirlerinde oldugu gibi asmada da biiyiik bir
popiilarite kazanmistir [49, 15, 41]. Sekonder
metabolitlerin in vitro kosullarda iiretiminin en
onemli oOzelligi uygulanmasi miimkiin olmayan
bircok uygulamanin da yapilabilmesine imkan
tanimasidir. Besin ortamlarinda ve  kiiltiirel
kosullarda  yapilan  degisiklikler,  biiylimeyi
diizenleyici madde uygulamalart ile biyosentez
yolundaki 6nciil ya da ara maddelerin ortamlara ilave
edilmesi bu  uygulamalara  6rnek  olarak
verilebilmektedir [64, 37, 27]. Sekonder metabolit
sentez basamaklarinda gorevli enzim ve genleri
uyararak sekonder metabolit liretimini artiran elisitor
uygulamalar1 da in vitro kosullarda metabolit
iiretimini arttirmaya yonelik yapilabilen
yaklagimlardan birisidir [65]. Elisitér uygulamalari
arasinda yer alan metil jasmonat (MeJA), diisiik
molekiil agirhikl savunma bilesiklerinin
olusumundan sorumlu biyokimyasal reaksiyonlari
tetikleyen bir sinyal molekiiliidir [42]. Bu
ozellikleriyle MeJA’nin in vitro sekonder metabolit
iretiminde dissal olarak kullanilmasi sonucunda
dokularda artan konsantrasyonuna bagli olarak
sekonder metabolitlerin Dbirikimini tesvik ettigi
bildirilmistir [23, 51, 26, 34, 14]. Ozellikle fenolik
bilesikler bakimindan zengin olmasi nedeniyle
sekonder metabolit iiretiminde {izerinde en fazla
durulan bitkilerden birisi olan asmada da MeJA’mn
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde stilben sentezini
tesvik ederck sekonder metabolitlerin miktarlarinda
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artisa neden oldugu yapilan ¢ok sayidaki ¢caligmalarda
belirtilmistir [58, 64, 47, 55, 61, 13, 3, 60].

In vitro kosullarda sekonder metabolit tiretimini
arttirmaya yonelik yaklagimlardan biri de kiiltiirlerin
1siklanmasi ile ilgili kiiltiir kosullarinda yapilacak
olan  optimizasyonlardir. ~ Nitekim in  vitro
kiiltiirlerdeki, sekonder metabolit iiretim profilinin
kiiltiir ortamimin aydinlik ve karanlik olusuna gore
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir [44, 13].

Asmada in vitro kosullarda fenolik bilesiklerin
elde edilmesine yonelik ¢ok sayida caligma
gerceklestirilmesine karsin, bu caligsmalarda hiicre,
kallus gibi dokulardaki metabolit degisimlerine yer
verilmis, ancak besin ortamlarma salinan fenolik
bilesiklere neredeyse hi¢c deginilmemistir. Oysa
metabolitlerin besin ortamina salinmasi, Ozellikle
irlinlinlin ~ izolasyonunu  ve saflagtirmasini
kolaylastirmasi bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir
[9]. Boylece dokularin kurutulmasi, pargalanmasi
gibi maliyeti ve is¢iligi artiran 6n hazirlik islemlerine
gerek kalmadigi gibi, hiicrelerin yeni kiiltiirlerin
olusturulmasinda tekrar kullanilabilmelerine de
olanak  saglamaktadir.  Dolayistyla  sekonder
metabolitlerin besin ortamina salimm siirecini iyi
bilmek, onlarin daha yiiksek miktarda birikmesine ve
daha kolay izole edilmesine imkan saglayacak
uygulamalarin  gelistirilmesine  biiyilk  ihtiyag
duyulmaktadir.

Sunulan bu arastirma, aydinlik ve karanlik olmak
iizere iki farkli 1siklanma kosulunda kiiltiire alinan
Kalecik Karasi liziim ¢esidine ait hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan
MeJA’nin, hiicre biiylimesi, hiicre canliligi ve
hiicrelerdeki fenolik bilesiklerin birikimi iizerine olan
etkilerinin yani sira, besin ortamlarina salinan fenolik
bilesiklerin miktarlarinin da belirlenmesi amaciyla
gergeklestirilmigtir. Boylece hem hiicre hem de
hiicrelerin kiiltiire alindig1 besin ortamlarina salinan
fenolik bilesiklerin miktarlar1 belirlenerek, asmada
fenolik bilesiklerin daha fazla elde edilmesini
saglamak iizere yapilacak daha sonraki aragtirmalar
icin etkin bir in vitro sekonder metabolit {liretim
protokolii olusturmak amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal
Arastirmada bitkisel materyal olarak Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne

ait koleksiyon bagindan temin edilen Kalecik Karasi
iizim ¢esitlerine ait yaprak saplar1 kullanilmistir.
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Metot

*Kallus  Kiiltiirlerinin ~ Elde  Edilmesi ve
Cogaltilmasi:  Arastrmada  kallus  dokusunu
olusturmak amaciyla bitkisel materyal olarak
kullanilan  yaprak saplar1 besin  ortamlarina
aktarilmadan once akan musluk suyu altinda 5-10
dakika yikanmuslardir. Sonrasinda eksplantlar

%70’lik etanolde 70 sn. bekletilmelerinin ardindan
igerisinde birka¢ damla Tween-20 bulunan %20’lik
sodyum hipoklorid ¢ozeltisi ile 15 dk. ylizeysel
sterilizasyona tabi tutulmuslardir. Her biri en az 5
dakika olmak iizere 3 kez steril saf su ile durulanarak
strerilizasyon iglemi tamamlanan yaprak saplari,
uzunlugu yaklasik olarak 1’er cm olacak sekilde
kesilerek, icinde 1 mg 1™' benzylaminopurin (BAP),
0.1 mg I"! 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), 30 g
I"! sakkaroz ve 7 g I'! agar bulunan MS (Murashige
ve Skoog) [38] besin ortamina aktarilarak sicakligin
24+1°C olarak ayarlandigi iklim odasinda karanlik
kosullar altinda kiiltire alinmislardir. Olusan
yumusak dokulu sarimsi beyaz renkteki kalluslar
daha sonra ayni besin ortamlarinda ve kiiltiir
kosullarinda 4 haftalik araliklarla alt kiiltlire alinarak
cogaltilmalart saglanmigtir.

*Hiicre Stispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmast
ve MeJA Uygulamalariin  Yapimasi: Hicre
siispansiyonlar1 1 g kallusun igindel mg 1™' BA, 0.1
mg ! 2,4-D ve 30 g I"! sakkaroz bulunan 50 ml s1vi
MS ortami iginde karistirilmasiyla elde edilmistir.
Olusturulan hiicre siispansiyonlar siirekli karanlik ve
siirekli aydmlik kiiltir (10000 liiks) kosullarinda,
25°C’de sicaklikta ve 100 rpm c¢alkalama hizinda 7
giin silireyle kiiltiire almmiglardir. Belirtilen siire
sonunda kiiltiirlere 10, 20, 30, 40 ve 50 uM olacak
sekilde 5 farkli konsantrasyonda MeJA uygulamasi
yapilmis, kontrol grubuna ise esit miktarda steril saf
su ilave edilmistir. Kiiltiirler 25°C sicaklikta bir kismi
siirekli aydinlik ve bir kismi ise siirekli karanlik
kosullarda 100 rpm ¢alkalama hizinda 30 giinliik siire
ile kiltlire alinmiglardir. Arastirmada kontrolle
birlikte 6 farkli MeJA konsantrasyonu ve
aydmnlik/karanlik olmak tiizere 2 farkli 1siklanma
kosulu ile birlikte toplam 12 uygulama yapilmustir.
Daha sonra hasat edilen hiicreler, steril saf su ile
yikanip kurutma kagidi ile sular1 alindiktan sonra
analizlerde kullanilmiglardir. Arastirma tesadiif
parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her
tekerriirde 5 erlen olacak sekilde kurulmustur.

*Hiicre  Biiyiime Parametreleri ve Hiicre
Canliligimin Belirlenmesi: Arastirmada hasat edilen
hiicrelerin yas agirliklari analitik terazide tartilarak,
kuru hiicre agirliklar1 ise hiicrelerin 40°C’ye
ayarlanmig etlivde kurutulmalarinin ardindan analitik
terazide tartilmalari ile elde edilmis olup, sonuglar g

100 ml ™" olarak verilmistir. Hiicre canliligi Laloue vd.
[28]’ne gore “Trypan Mavisi Boyama Teknigi”
kullanilarak  belirlenmistir.  Hiicre = canliliginin
hesaplanmasinda asagidaki esitlikten yararlanilmigtir.
Hiicre Canlilig1 (%) = (Canli Hiicre Sayis1 / Toplam
Hiicre Sayisi)

*Hiicrelerde Fenolik Madde Ekstraksiyonunun
Yapimasi: Kurutulup o6giitiilmiis hiicre O6rnekleri
icinde %0.1 HCI bulunan %70°’lik methanol i¢inde 30
dakika siireyle ultrasonik su banyosunda ekstrakte
edilmislerdir. Santrifiij igleminin ardindan st faz
almarak, pelet kismi her biri 15 dakika olmak tizere 2
kez daha ekstrakte edilmistir. Ayr1 bir yerde toplanan
stipernetant kisimlari rotary evaporator kullanilarak
45°C’de vakum altinda tutularak kuru ekstraktlar elde
edilmistir. Daha sonra kuru ekstraktlar 1 ml
metanolde ¢ozdiiriildiikten sonra filtre edilmis ve
analizlerde  kullanilincaya  kadar  -20°C’de
saklanmustir.

*Besin Ortamlarinda Fenolik Madde
Ekstraksiyonunun  Yapilmasi: Besin ortamlarinda
fenolik madde ekstraksiyonu Vuong vd. [59]’nin
yontemine gore yapilmistir. Buna gore 10 ml besin
ortamina 10 ml %100 etil asetat ilave edilip hizlica 5
dakika  boyunca karigtirtlmig, karisim  oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra, etil
asetath Uist faz alinmigstir. Ekstraksiyon islemi ayni
sekilde 3 kez tekrar edildikten sonra bir araya
toplanan ve icinde fenolik bilesikleri iceren etil
asetatli faz daha sonra rotary evaporatore konularak,
etil asetatin tamamen ucurulmasi saglanmistir.
Ardindan kalinti 1 ml metanol icinde ¢ozdiiriiliip,
filtre edildikten sonra analizlerde kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

sFenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi: Hem
hiicrelerden hem de besin ortamlarindan elde edilen
ckstraktlardaki fenolik madde (trans-resveratrol,
gallik asit, katesin, klorogenik asit, kafeik asit,
epikatesin, vanilin, p-kumarik, o-kumarik, ferulik
asit, rutin, sinnamik asit, kuersetin) miktarlarinin
belirlenmesi laboratuvarimizda gelistirilen yonteme
gore Shimadzu marka HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography, Yiiksek Basingh Sivi
Kromatografisi) ile yapilmistir. Sistem bir pompa
(LC-20 AD), bir kolon firim1 (CTO-10 AS), bir
dedektor (DAD-A max:220) ve bir gaz arindirici
(DGU-20A)’dan olugsmus olup, kolon olarak Agilent-
C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kolonu kullanilmigtir.
Akis hiz1 1 ml dk™', enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon
sicakligt 40°C olarak ayarlanmistir. Mobil faz A
olarak %2 asetik asit ve B olarak da metanol
kullanilmistir. Gradient program: 0-5.01 dk., %0-12
B; 5.01-7 dk., %12-18 B; 7-32 dk., %18-24 B; 32-33
dk., %24-34 B; 33-57 dk., %34 B; 57-63 dk., %34-40
B; 63-65 dk., %40-50 B; 65-70 dk., %40-50 B; 70-72
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dk., %100 B; 72-75 dk., %100-3 B olacak sekilde
ayarlanmistir. Orneklerde trans-resveratrol, gallik
asit, katesin, klorogenik asit, kafeik asit, epikatesin,
vanilin, p-kumarik, o-kumarik, ferulik asit, rutin,
sinnamik asit, kuersetin miktarlari, bu bilesiklerin
Sigma’dan alinan standartlari ile hazirlan kalibrasyon
korvelerinden yararlanilarak hesaplanmis ve sonuglar
hiicrelerde pg.g™* kuru agirlik, besin ortamlarinda ise
mg 100 ml™" besin ortami olarak verilmistir.

o[statistiksel Analizler: Arastrmada elde edilen
verilerin istatistik analizleri SPSS 25.0 istatistiki
analiz  programi  kullanilarak  yapilmis olup,
uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

MeJA Uygulamalari ve Istklanma Kosullarinin
Hiicre Biiyiimesi ve Canliligi Uzerine Etkileri

Arastirmada hiicre biiyiimesinin bir gostergesi
olarak hiicre yas ve kuru agirliklar1 (g 100 ml™?);
hiicre canliliginin gostergesi olarak da hiicre canliligi
(%) degerleri belirlenmis olup elde edilen veriler
Cizelge 1°de sunulmustur.

Isiklanma kosullari ve MeJA uygulamalarimin
hiicre biiylime parametreleri iizerine olan etkileri
incelendiginde yas hiicre agirhigi ve kuru hiicre
agirhign  bakimindan  1giklanma x MeJA
interaksiyonunda istatistik olarak onemli bir fark
tespit edilmezken, yas hiicre agirlig1 tizerinde sadece
1siklanma kosullarinin (p<0.05), kuru hiicre agirligi
iizerinde ise hem 1siklanma kosullarinin (p<0.001)
hem de MeJA konsantrasyonlarmin (p<0.001)
etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir. Buna gore
karanlik kiiltiir kosullarindaki yas hiicre agirligimin
(9.35 g 100 ml™") aydinlik kiiltiir kosullarindan (8.82
g 100 ml™) daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kuru
hiicre agirhigr bakimindan yapilan degerlendirmede
ise en yilksek kuru hiicre agirliginin karanlik
kosullarda kiiltiire alinan hiicrelerden (1.46 g 100
ml™?') elde edildigi Dbelirlenmistir. ~ MeJA
konsantrasyonlar1 arasinda yapilan degerlendirme
sonucunda ise 10, 20 ve 30 uM (1.36, 1.49, 1.45 g 100
ml™?') MeJA uygulamalarinin etkisinin istatistik
olarak en yiiksek kuru hiicre agirligina neden oldugu
tespit edilmistir. Arastirmada hiicre canlilig1 tizerinde
yapilan istatistiksel analizler sonucunda ise onemli
bir farkliligin olmadig1 ve hiicre canliliginin %82.38-
98.18 araliginda degisim gosterdigi saptanmustir.

MeJA’nin hiicre biiylimesi iizerindeki olumsuz
etkisi, temel hiicre dongiisinde G1/S ve G2/M
evrelerine gegisi engelleyerek aktif olarak boliinen
hiicre sayisin1 azaltmasina bagli olarak ortaya
cikmaktadir [54]. Sunulan bu aragtirmada da hiicre
yas agirhiginin, MeJA konsantrasyonundaki artiga
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bagli olarak azalis gosterdigi  belirlenmistir.
Bulgularimiza paralel olarak Xu vd. [61], Cabernet
Sauvignon; Riedel vd. [49]’de Muscat de Frontignan
iiziim c¢esitlerine ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
yliiksek dozda MeJA uygulamalar1 sonucunda
biyokiitlede azalmalarin yasandigini1 bildirmislerdir.
MeJA uygulamalarinin hiicrelerde ¢ogalma hizini
azaltarak hiicre biliylimesi i¢in gecen siirede artis
meydana getirdigini belirten Donnez vd. [17] aymi
zamanda aydinlik ve karanlik uygulamalarinin hiicre
biliyiimesi ve canlilign iizerinde etkili bir faktor
oldugunu ileri siirmiislerdir. Sunulan bu ¢calismada da
karanlik kosullar altinda kiiltiire alinan hiicrelerde
belirlenen yas ve kuru agirlik degerlerinin aydimlik
kosullarda kiiltiire alinan hiicrelere kiyasla daha
yliksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 1. Isiklanma kosullat ve MeJA
uygulamalarinin yas hiicre agirligi, kuru hiicre
agirligi ve hiicre canliligi lizerine etkileri?

Table 1. Effect of lighting conditions and MeJA
applications on fresh cell weight, dry cell
weight and cell viability*

Yas hiicre Kuru hiicre Hiicre
MeJA o S -
Isiklanma (uM) agirhig agirhg canlilig
Lighting MeJA (g 100 ml™") (g 100 mI™") (%)
Fresh cell weight| Dry cell weight |Cell viability
0 8.68 1.19 97.15
~ 10 8.77 1.22 98.18
El '-§0 20 9.17 1.33 96.47
3 30 9.06 1.30 93.49
< 40 8.70 1.20 93.06
50 8.51 1.19 95.57
0 9.20 1.36 97.73
~ 10 9.28 1.49 96.77
s 20 9.42 1.65 95.48
s Q 30 9.40 1.60 91.71
k4 40 9.16 133 82.38
50 9.02 1.32 83.31
Isiklanma ortalamasi / Mean lighting
Aydinlik / Light 8.82 b* 1.24b 95.65
Karanlik / Dark 9.25a 146 a 91.23
MelJA ortalamasi / Mean MeJA
0 8.94 1.28b 97.44
10 9.03 1.36 ab 97.47
20 9.30 149 a 95.98
30 9.23 145a 92.60
40 8.93 1.27b 87.72
50 8.77 1.25b 89.44
p degeri / p value
Isiklanma / Lighting 0.008 0.000 0.102
MelJA /| MeJA 0.358 0.000 0.164
Isiklanma x MeJA
Lighting * MeJA 0.993 0.070 0.589

“Harfler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
“Different letters indicate significant differences between groups (p<0.05)

Benzer sekilde Cetin ve Goktirk Baydar [13],
Kalecik Karasi, Gamay ve Okiizgdzii hiicre
siispansiyon kiiltlirlerinde karanlikta kiiltiire aldiklar1
hiicrelerde hiicre sayisinin ve hiicre kuru agirligimin
aydinlikta kiiltiire alimanlara kiyasla daha yiiksek
degerlere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Andi vd.
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[4] asma hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde aydinlik ve
karanlik kosullarda 0 ve 25 uM MeJA uygulamasi
yaparak  yiriittiikkleri  ¢alismalarinda  karanlik
kosullarda kiiltiir edilen ve 25 pM MeJA uygulamast
yapilan kiiltiirlerin yas ve kuru hiicre agirliklarinda
kontrole kiyasla azalmalarin meydana geldigini tespit
etmislerdir. Bu azalmanmn nedeni Asan vd. [5]

bakimindan 1siklanma x MeJA interaksiyonlarinin
istatistik olarak Onemli oldugu belirlenmistir
(p<0.001).

En yiiksek gallik asit miktarinin 102.78 pg.g™' ile
aydinlik x 20 pM MeJA uygulamasindan elde
edildiginin belirlendigi arastirmada, en yiiksek o-
kumarik ve p-kumarik asit miktarlar1 ise karanlik

tarafindan besin ortamima eklenen oksinlerin  kosullarda 50 pM MeJA uygulanan hiicrelerde
aydinlikta  parcalanarak, kiiltiriin ~ gelisimini  (1861.85 ve 403.91 pg.g™") tespit edilmistir. Karanlik
engellemesinden kaynaklandigi seklinde kosullarda yapilan 10 uM MeJA uygulamasi en

aciklanmigtir. Nitekim aydinlik kiiltiir kosullarinda
IAA oksidaz enzim aktivitesinin artmasiyla birlikte
hormon dengelerinin degistigi ve bu durumun da
kiiltiirlerde biiyiimeyi azalttig1 bildirilmistir [36].

MeJA Uygulamalari ve Istklanma Kogullarinin
Hiicrelerdeki Fenolik Bilesiklerin Birikimi Uzerine
Etkileri

Isiklanma kosullar1 ve MeJA uygulamalarinin
hiicrelerde fenolik asit miktarlarina olan etkileri
incelendiginde (Cizelge 2), fenolik asit miktar

yiikksek sinnamik asit miktarinin elde edildigi
uygulama olurken, uygulamalara goére sinnamik asit
miktarinin 67.23-1796.51 pg.g' arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir. Kafeik asit miktarindaki
degisimler incelendiginde ise en yiiksek degerlerin
aydinlik kosullarda kiiltiir edilen ve herhangi bir
MeJA uygulamasi yapilmayan hiicreler (417.76
ug.g) ile karanlik kosullarda kiiltiir edilen ve 30 uM
(423.66 pg.g) ile 50 uM MeJA (398.84 pg.g™)
uygulamalarinin yapildigi hiicrelerden elde edildigi
saptanmigtir.

Cizelge 2. Isiklanma kosullar1 ve MeJA uygulamalarinin hiicrelerdeki fenolik asit miktar1 (ug.g™) iizerine olan

etkileri?

Table 2. Effect of lighting conditions and MeJA applications on phenolic acids (ug.g™) in cells®

Isiklanma MeJA (uM) Gallik asit |o-kumarik asit| Sinnamik asit | p-kumarik asit | Kafeik asit | Ferulik asit | Klorogenik asit
Lighting MeJA (uM) Gallic acid | o-kumarik asit| Cinnamic acid|p-coumaric acid| Cafeic acid | Ferulic acid |Chlorogenic acid)
0 90.51 b* 43232 f 1133.10 b 9.48 h 417.76 a 423.60 £ 746.17 a
10 62.07d 13781 g 233.82 ef 7.08 h 171.18 f 10133 g 102.02 h
Aydmlk 20 102.78 a 13336 g 293.48 ¢ 13.50 h 3554 g 72.09 g 8.24 ]
Light 30 74.71 ¢ 480.95 £ 483.41d 95.18 f 254.58 d 134.19 g 13838 g
40 7991 ¢ 114528 d 6723 g 31.24 g 15587 f 40841 f 50.01i
50 5145e 109.73 g 197.53 f 10.44 h 40.08 g 2141 ¢g 8.03
0 53.09¢ 51829 f 835.13 ¢ 84.82 f 240.34 de 668.96 ¢ 238.89 f
10 51.01e 970.70 e 1796.51 a 310.15¢ 353.38b 1444.87 ¢ 324.92d
Karanlik 20 3531g 1125.08 d 888.60 ¢ 113.04 ¢ 218.64 ¢ 1466.78 ¢ 280.62 ¢
Dark 30 50.64 ¢ 1691.49 b 110233 b 383.81b 423.66 a 2836.30 a 498.49 b
40 3638 g 1296.52 ¢ 1170.68 b 144.12d 300.75 ¢ 955.46 d 286.42 ¢
50 4299 f 1861.85 a 1166.66 b 40391 a 398.84 a 2353.83 b 391.60 ¢
Isiklanma ortalamasi / Mean lighting
Aydinhk / Lighting 76.90 406.57 401.43 27.82 179.17 193.51 175.48
Karanlik / Dark 44.90 1243.99 1159.99 239.97 322.60 1621.04 336.82
MeJA ortalamasi / Mean MeJA
0 71.80 47531 984.11 47.15 329.05 546.28 492.53
10 56.54 554.26 1015.16 158.61 262.28 773.10 213.47
20 69.05 629.22 591.04 63.27 127.09 769.44 144.43
30 62.67 1086.22 792.87 239.49 339.12 1485.25 318.44
40 58.14 1220.90 618.96 87.68 228.31 681.94 168.22
50 47.22 985.79 682.10 207.18 219.46 1187.62 199.81
p degeri / p value
Isiklanma / Lighting 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MelJA / MeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Isiklanma x MeJA / Lighting x MeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

“Harfler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde 6nemlidir. / Different letters indicate significant differences between groups (p<0.05)

Ferulik asit miktarinin karanlik x 30 uM MeJA
uygulamasi ile 2359.30 pg.g! seviyesine ulagtiginin
belirlendigi arastirmada, klorojenik asit miktar
bakimindan en yiiksek deger ise 746.17 pg.g™ ile
aydinlik kosullarda kiiltiir edilen ve herhangi bir
MeJA  uygulamasmin  yapilmadigi  kontrol
hiicrelerinden elde edildigi tespit edilmistir.

Isiklanma kosullari ve MeJA uygulamalarimin

hiicrelerde  flavonoidler ~ ve  trans-resveratrol
miktarlarina olan etkilerinin de incelendigi
aragtirmada, hem flavonoidler hem de trans-

resveratrol miktar1 bakimindan igiklanma x MeJA
interaksiyonlarinin  istatistik  olarak  p<0.001
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diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge
3).

Katesin miktari bakimindan yapilan
degerlendirmede en yiiksek degerin elde edildigi
uygulamalarin aydinlik kosullarda kiiltiire alinan ve
20 uM (553.38 pg.g™) ile 40 pM (538.09 ng.g™)
MeJA uygulamasi yapilan hiicrelerde oldugu
goriilmiistlir. Diger yandan 10 uM, 30 uM, 40 puM ile
50 uM MeJA uygulamasi yapilarak karanlik kiiltiir
kosullarinda kiiltiire alinan hiicrelerdeki katesin
miktarlarinin ise olduk¢a diisiik oldugu tespit
edilmistir. Katesinde oldugu gibi epikatesinde de en
yiksek deger 766.36 pg.g' ile aydinlik kiiltiir
kosullart ile hig¢ MeJA uygulamasi yapilmayan
kontrol grubu hiicrelerde tespit edilmistir. Bununla
birlikte aydinlik kosullarda kiiltiir edilen hiicrelere
uygulanan  tim  MeJA  konsantrasyonlarinin
epikatesin miktarim kontrole kiyasla azaltici etkide
bulundugu belirlenmistir. Katesin ve epikatesinden
farkli olarak, rutin, kuersetin ve vanilin miktari

bakimindan karanlik kosullarda kiiltir edilen
hiicrelerde MeJA uygulamalarinin miktar artiginda
daha etkili oldugu saptanmustir. Buna gore en yiiksek
rutin miktar1 karanlik kiiltiir kosullarinda 50 puM
(834.01 pg.g™), 40 uM (824.16 ng.g') ve 10 uM
(825.02 pg.g') MeJA uygulamasi yapilan
hiicrelerden, en yiiksek kuerstein miktar1 karanlik
kosullarda kiiltiire alinan ve 10 uM (3313.47 pg.g™)
ile 30 uM (3202.95 pg.g ') MeJ A uygulamasi yapilan
hiicrelerden ve en yiiksek vanillin miktarinin ise
karanlik kosullarda kiiltiir edilen ve 10 uM MelJA
(135.00 pg.g™") uygulamasi yapilan hiicrelerden elde
edildigi tespit edilmistir. Son olarak iiziimiin en
onemli bilesiklerinin basinda gelen trans-resveratrol
bakimindan yapilan degerlendirmede ise 5137.44
pg.g ! ile en yliksek degerin karanlik x 30 pM MeJA
uygulamasi yapilan hiicrelerden elde edildigi ve bu
uygulamay1 3965.30 ug.g™' degeri ile yine karanlik x
10 uM MeJA uygulamasi yapilan hiicrelerin izledigi
tespit edilmistir.

Cizelge 3. Isiklanma kosullar1 ve MeJA uygulamalarinin hiicrelerdeki flavonoidlerin ve trans-resveratrol

miktar1 (ug.g™') lizerine olan etkileri”

Table 3. Effect of lighting conditions and MeJA applications on flavonoids and trans-resveratrol (ug.g™') in

cells?
Isiklanma MeJA (M) Katesin Epikatesin Rutin Kuersetin Vanilin trans-resveratrol
Lighting MeJA (uM) Catechin Epicatechin Rutin Quersetin Vanillin trans-resveratrol
0 373.59 c* 766.36 a 360.65 e 1831.93 ¢ 2545 f 2251.85¢
10 459.42 b 290.00 e 225.15f 940.82 ¢ 18.89 g 1034.97 gf
Aydmlik 20 553.38 a 98.68 h 15771 g 21558 f 18.05 g 88.27 1
Light 30 178.82d 36333 ¢ 490.23d 1031.08 e 70.21 de 1212.86 g
40 538.09 a 225.69 f 474.01d 2041.03 b 27.75 f 821.56 h
50 359.26 ¢ 106.50 h 160.84 g 90.46 f 21.92 fg 120.111
0 149.98 ¢ 21438 f 45731d 988.69 e 26.00 f 1446.62 f
10 2137g 35894 ¢ 825.02 a 331347 a 135.00 a 3965.30 b
Karanlik 20 55.80 f 14537 g 54447 ¢ 1576.07 d 71.89 cd 2111.02¢
Dark 30 26.44 g 280.97 ¢ 739.66 b 3202.95a 108.10 b 513744 a
40 31.92 fg 571.81b 824.16 a 1800.99 ¢ 64.73 ¢ 3054.88d
50 26.68 g 322.35d 834.01 a 2174.02 b 76.55¢ 3575.09 ¢
Isiklanma ortalamasi / Mean lighting
Aydinlik / Lighting 410.43 308.43 311.43 1025.15 30.38 921.60
Karanlik / Dark 52.03 315.64 704.10 2176.03 80.38 3215.06
MeJA ortalamasi / Mean MeJA
0 261.78 490.37 408.98 1410.31 25.72 1849.24
10 240.39 324.47 525.09 2127.14 76.94 2500.13
20 304.59 122.02 351.09 895.83 44.97 1099.64
30 102.63 322.15 614.95 2117.02 89.15 3175.15
40 285.01 398.75 649.08 1921.01 46.24 1938.22
50 192.97 214.42 497.43 1132.24 49.23 1847.60
p degeri / p value
Isiklanma / lighting 0.000 0.245 0.000 0.000 0.000 0.000
MelJA / MeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Isiklanma X MeJA / Lighting xMeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

“Harfler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde 6nemlidir. / Different letters indicate significant differences between groups (p<0.05)

Elisitorler stres faktorleri kargisinda sinyal
molekiilii olarak hareket eden ve bitkiler tarafindan
algilandiklar1 anda bitki savunma sistemini harekete
geciren bilesiklerdir [52]. Bitki hiicre kiiltiirlerinde
sinyal bilesigi olarak gen transkripsiyonunu ve
sonucta sekonder metabolitlerin sentezini tetikleyen
MeJA bu yoniiyle sekonder metabolit calismalarinda
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yaygin olarak kullanilan abiyotik bir elisitordiir. /n
vitro kosullarda MeJA uygulamalari sonucunda
aralarinda fenolik bilesiklerin [1], alkaloidlerin [65],
terpenoidlerin [40] ve antosiyaninlerin [46] yer aldig1
degerli sekonder metabolit gruplarinin sentezinde
artislarin  yagandigi  bildirilmistir. Sunulan bu
calismada da wuygun bir 1siklanma kosulu ve
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konsantrasyon belirlenerek kullanildiginda MeJA nin
hiicrelerde genel olarak fenolik bilesikleri artiric
etkisinin bulundugu saptanmistir. Asma fenolik
bilesiklerce en zengin bitkiler arasinda yer alan
bitkilerden biridir. Ancak biyoaktivitesinin yiiksek
olmasi ve asmanin da en Onemli kaynagini
olusturmasi nedeniyle 6zellikle trans-resveratrol bu
bilesikler iginde ayr1 bir yere sahiptir. Isiklanma
kosullar1 ve MeJA uygulamalar1 bakimindan trans-
resveratroliin de ele alindigi bu calismada, artan
MelJA konsantrasyonlarin karsisinda trans-resveratrol
miktariin da artis gosterdigi tespit edilmistir.
Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda, MeJA
uygulamalarinin =~ asma  hiicre slispansiyon
kiiltiirlerinde trans-resveratrol iiretiminde etkin bir
artisa neden oldugu net bir sekilde ortaya
konulmustur [55, 8, 30, 16,7, 2, 13, 35, 29]. Asmada
trans resveratrol biyosentezi stilben biyosentetik
yolagina giris noktasini kontrol eden stilben sentaz
(STS) enzimi tarafindan kontrol edilmektedir. Asma
hiicre slispansiyon kiiltiirlerindeki birkag VvSTS
geninin, MeJA ve etilen gibi farkl elisitorlere yanit
olarak farkli sekilde ifade edildigi tespit edilmistir
[10]. Nitekim bununla ilgili olarak, Jeong vd. [24]
caligmalarinda asma hiicre Kkiiltiirlerine MeJA,
salisilik asit, absisik asit ve etilen gibi farkl elisitorler
uyguladiklarinda VvSTS geninin maksimum diizeyde
expresyonunun MeJA uygulamasi yapilan kiiltiirlerde
oldugunu bildirmislerdir. Bu da MeJA’nin trans-
resveratrol iiretimine katki saglamada c¢ok etkin bir
elisitor oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Isik yalnizca primer metabolizma ve hiicre
biiylimesi ile ilgili siireclerde rol almayip ayrica basta
fenolik bilesikler olmak iizere degerli birgok
sekonder metabolitin de sentezini uyarici bir sinyal
ajan1 olarak gorev yapmaktadir. [31, 4]. Zhang vd.
[64], flavonoidler ve flavonoid olmayan bilesikler
iireten metabolik yollar1 uyarmak ig¢in 1518m ve
karanligin ¢ok agik bir rolii oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmamiz da basta trans-resveratrol olmak {izere
1siklandirma kosullarina gore kiiltiirlerdeki fenolik
bilesik miktarlariin degisiklik gosterdigi ve bu
bakimdan da karanlik kosullarin aydinlik kosullara
gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Donnez vd.
[16] aydinlik kosullarin trans-resveratrol lizerindeki
olumsuz etkisini trans-resveratroliin aydinlikta
fotoizomerizasyona ugramasi sonucu bir diger formu
olan cis-resveratrole doniismesi seklinde
aciklamiglardir. Bulgularimiza paralel olarak karanlik
kiiltiir ~ kosullarmin ~ asmada  trans-resveretrol
birikiminde artisa neden oldugunu gdsteren bir¢ok
caligma bulunmaktadir [30, 13, 3, 4].

MeJA Uygulamalari ve Istklanma Kosullarinin
Hiicrelerden Besin Ortamlarina Salinan Fenolik
Bilesiklerin Birikimi Uzerine Etkileri

Isiklanma kosullari ve MeJA uygulamalarimin
hiicrelerden besin ortamina salinan fenolik asitlerin
miktarlarina olan etkilerinin de incelendigi
aragtirmada (Cizelge 4), 1siklanma X MelJA
interaksiyonun istatistik olarak Onemli oldugu
belirlenmistir (p<0.001).

Arastirmada incelenen fenolik asitlerden ilki olan
gallik asit miktariin en yiiksek miktarda salinim
yaptig1 uygulamanin 3.54 mg 100 ml™" ile karanlik
kosullarda kiiltiire alinan kontrol grubu kiiltiirlerde
oldugu tespit edilmistir. Bu uygulamay1 2.73 mg 100
ml™" degeri ile aydinlik kosullarda kiiltiir edilen ve 40
puM MeJA uygulamast yapilan kiiltiir izlemistir.
Hiicrelerden besin ortamina salinan o-kumarik asit
miktar1  bakimindan  yapilan  degerlendirme
sonucunda besin ortamina salinan o-kumarik asitin en
fazla oldugu uygulamanin aydinlik kosullarda kiiltiire
alman ve 10 pM MelJA uygulamasi yapilan
kiiltiirlerden (9.31 mg 100 ml™") elde edildigi
belirlenmis olup, o-kumarik asit miktarinin en diigiik
diizeyde gergeklestigi aydinlik x 30 uM MelA
uygulamast yapilan kiiltiire kiyasla 5.82 kat daha
fazla o-kumarik asit salimiminin gerceklestigi tespit
edilmistir.  Isiklanma  kosullarinin  ve  MeJA
uygulamalarinin besin ortamina salinan sinnamik asit
miktar1 lizerindeki etkileri ele alindiginda, en yiiksek
salinimin (1.13 mg 100 ml™) gallik asitte oldugu gibi
aydinlik kosullarda kiiltiire aliman kontrol grubu
kiiltiirlerde; en diisiik degerin ise 0.26 mg 100 ml " ile
karanlik kosullarda ve 30 puM MeJA uygulamasi
yapilan hiicrelerde gergeklestigi belirlenmistir. Besin
ortamlarina salman p-kumarik asit miktarin ise
uygulama ve 1s1klanma kosullarina bagli olarak 0.78
ile 2.46 mg 100 ml™ arasinda degisim gosterdigi
saptanmistir. Buna gore en yiiksek salinim miktari 40
pM  MeJA’nin  karanlik kosullarda uygulandigi
kiiltiirlerde elde edilirken, en diisiik salinimin ise 10
UM MeJA uygulamasi yapilarak aydinlik kosullarda
tutulan kiiltiirlerde tespit edilmistir. Ayrica aydinlik
kosullar altinda yapilan MeJA uygulamalarinin
hiicrelerden besin ortamina salinan p-kumarik asit
miktarin1  azaltici yonde etkide bulundugu da
belirlenmistir. Arastirmada incelenen bir diger
fenolik asit olan kafeik asit miktarnin ise karanlik
kosullar altindaki kiltiirlere farkli
konsantrasyonlarda uygulanan MeJA uygulamalari
ile arttig1, oOzellikle 50 pM konsantrasyonunda
yapilan uygulama sonucunda kafeik asit miktarinin
3.27 mg 100 ml™* ile en yiiksek seviyeye ulastigi
tespit edilmistir. Bu uygulama ile kafeik asit
miktarinin en diisiik diizeyde gergeklestigi aydinlik
kosullarda 30 pM MelJA uygulamasi yapilan
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kiiltiirlere kiyasla 15.57 kat daha fazla oldugu
saptanmistir. Ferulik asit miktarinin  1s1klanma
kosullarina ve MeJA uygulamalarina gore gostermis
oldugu degisimler incelendiginde ise, en yiiksek
degerin 0.83 mg 100 ml™" ile karanlik kosullarda
kiiltiire alinan ve 20 pM MeJA uygulamas1 yapilan
hiicrelerin kiiltiire alindig1 besin ortamlarindan elde
edildigi belirlenmistir. Aydinlik kosullarda 30 uM
MeJ A uygulamasi yapilan besin ortamlarinda ise 0.06
mg 100 ml™ ile en diisiik ferulik asit miktarinin elde
edildigi saptanmustir. Hiicrelerden besin ortamina
salman klorogenik asit miktariin da MeJA
konsantrasyonlar1 ve 1siklanma kosullarina bagl

olarak degistiginin belirlendigi arastirmada, en
yiiksek klorogenik asit salimiminin 0.63 mg 100 ml™!
ile aydinlik kosullarda 10 pM MeJA uygulamasi
yapilan kiiltirlerde elde edildigi belirlenmistir.
Uygulamalar arasinda yapilan degerlendirmeye gore
besin ortamina salinan klorogenik asit miktarmin
karanlik kosullarda kiiltiir edilen tim MelJA
konsantrasyonlar1 ile aydmlik kosullarda kiiltiir
edilen ve 30 uM, 40 uM ve 50 uM MeJA uygulanan
hiicrelerden besin ortamina saliman klorogenik asit
miktarinin  dedeksiyon limitinin altinda kaldig
gorilmiistiir.

Cizelge 4. Isiklanma kosullar1 ve MeJA uygulamalarinin besin ortamlarina salinan fenolik asit miktar1 (mg

100 ml™) iizerine olan etkileri?

Table 4. Effect of lighting conditions and MeJA applications on phenolic acids (mg 100 ml™) released into the

media*
Isiklanma MeJA (uM) Gallik asit | o-kumarik asit | Sinnamik asit | p-kumarik asit | Kafeik asit | Ferulik asit | Klorogenik asit
Lighting MeJA (uM) Gallic acid | o-kumarik asit | Cinnamic acid |p-coumaric acid| Cafeic acid | Ferulic acid |Chlorogenic acid)
0 1.77 e* 4.99d 0.62 ¢ 1.15¢ 1.70 b 0.44 £ 0.56b
10 1.84¢ 931a 0.63 ¢ 0.78 f 1.79b 0.111 0.63 a
Aydmhk 20 1.80¢ 374 f 0.30 gh 0.65g 1.0le 037g 0.07 ¢
Light 30 1.53f 1.60 1 041f 0.15h 02lg 0.06 -
40 2.73b 3.28 gh 0.94b 0.18 h 1.0le 0.24h -
50 1.95 de 436¢ 0.75d 0.15h 0.58f 041f -
0 3.54a 3.01 gh 1.13a 0.65g 1.03 e 0.27h -
10 231c 6.54 b 0.96 b 1.29d 1.39¢ 0.78 b -
Karanlik 20 1.88¢ 5.32d 033 g 1.44 ¢ 136¢ 0.83a -
Dark 30 1.93 de 2.96h 0.26 h 143 ¢ 1.17d 049 e -
40 2.12d 341 fg 045t 246a 1.77b 0.61c -
50 244 c 6.12 ¢ 0.82¢ 2.02b 327a 0.56d -
Isiklanma ortalamasi / Mean lighting
Aydinhk / Lighting 1.94 4.55 0.61 0.51 1.05 0.27 0.03
Karanlik / Dark 2.37 4.56 0.66 1.55 1.67 0.59 -
MeJA ortalamasi / Mean MeJA
0 2.66 4.00 0.87 0.90 1.37 0.35 -
10 2.08 7.93 0.80 1.03 1.59 0.44 0.30
20 1.84 4.53 0.31 1.05 1.19 0.60 -
30 1.73 2.28 0.33 0.79 0.69 0.28 -
40 242 3.35 0.69 1.32 1.39 0.42 -
50 2.19 5.24 0.78 1.09 1.93 0.48 -
p degeri / p value
Isiklanma / Lighting 0.000 0.853 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MelJA / MeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Isiklanma x MeJA / Lighting xMeJA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

“Harfler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde 6nemlidir. / Different letters indicate significant differences between groups (p<0.05)

Isiklanma kosullari ve MeJA uygulamalarimin
hiicrelerden besin ortamina salinan flavonoidler ve
trans-resveratrol — miktarlarina  olan etkilerinin
sunuldugu Cizelge 5 incelendiginde 1siklanma X
MelJA interaksiyonun istatistik olarak énemli oldugu
tespit edilmistir (p<0.001). Buna gore hiicrelerden
besin ortamina salinan katesin miktarr 1.30 ile 8.92
mg 100 ml™* arasinda degisim gostermistir. En yliksek
katesin saliniminin aydinlik < 40 uM MeJA; en diisiik
salimmin ise karanhk x 20 pM MelA
uygulamalarindan meydana geldigi belirlenmistir.
Epikatesin bakimindan en fazla salimm karanlik
kosullarda 50 pM MeJA wuygulamasi yapilan
kiiltiirlerde gerceklesmistir. Bu uygulama sonucunda
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besin ortamina salinan epikatesin miktarinin 20.79
mg 100 ml? oldugu belirlenmistir. Epikatesin
saliniminin en diisilk oldugu wuygulamanin ise
aydinlik x 30 pM MeJA uygulamast oldugu
saptanmistir. Hiicrelerden besin ortamina salinan
rutin miktarlar1 degerlendirildiginde rutin saliniminin
karanlik x 30 uM MeJA uygulamasinda en yiiksek
seviyeye ulastigi, ancak aydinlik kosullarda kiiltiir
edilen ayn1 konsantrasyondaki MeJA uygulamasinin
besin ortamina salinimi ciddi bir sekilde diisiirdiigi
belirlenmistir. Bu uygulamalar arasinda yaklagik
olarak 10 katlik bir degisim oldugu belirlenmistir.
Besin ortamina salinan kuersetin miktarlarinin da
1siklanma kosullar1 ve MeJA uygulamalarina gore
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degisiklik gosterdiginin belirlendigi arastirmada,
kuersetin miktarindaki en yiiksek deger 10.76 mg 100
ml™" ile 30 pM MeJA uygulanarak karanlik
kosullarda tutulan kiiltiirlerde tespit edilmistir. Besin
ortamina salinan vanilin miktar1 bakimindan yapilan
inceleme sonucunda ise en yliksek degerin karanlik x
10 uM MeJA uygulamasindan elde edildigi
saptanmig olup, bu uygulama ile ortama salinan
vanilin miktarmin 0.37 mg 100 ml"' olarak
gergeklestigi belirlenmistir. Besin ortamlarina salinan
trans-resveratrol ~ miktarimin  da  incelendigi
arastirmada, en yilksek miktarlarin  karanlhik
kosullarda kiiltiir edilen ve 20 ile 10 uM MeJA
(swrasiyla 19792 ile 194.82 mg 100 ml™)
uygulamalar1 yapilan kiiltiirlerden elde edildigi
belirlenmistir. Karanlik kosullarda kiiltiire alinan
hiicrelere uygulanan tiim MeJA uygulamalarimin
trans-resveratrol miktarinin artisinda olduke¢a etkili
oldugu belirlenmis olup, arastirmada, herhangi bir
MeJA  uygulamasmin  yapilmadigi  kontrol
uygulamasina (karanlik x 0 uM MelJA) gore 5.35
katlik bir artis saglanmustir.

Bitki hiicreleri tarafindan iiretilen metabolitlerin
cogu, hiicrelerde depolandigi i¢in bu metabolitlerin
verimli bir sekilde stirekli iiretimleri oldukg¢a zor
olmaktadir. Ayrica, istenen iirlinii ekstrakte etmek ve
saflagtirmak icin hiicrelerin par¢alanmasi gerekir, bu
da hem iglemin karmasikligii hem de iretim
maliyetini artirmaktadir. Bitki hiicre kiiltiirlerinde bu
metabolitlerin iiretim miktarlar1 ve {iretim oranlari
halen istenen diizeyde degildir ve sadece birkag bitki
kiiltiirlinde iiretilen metabolitler ticarilestirilmektedir.
Kiiltir ~ ortaminda hiicrelere  yapilan elisitor
uygulamalarinin  metabolitlerin  besin  ortamina
salinmasini tegvik ettigi ifade edilmektedir [9]. Bu
nedenle calismada i1siklanma kosullari ve MelJA
uygulamalarinin fenolik bilesiklerin besin ortamina
salinmmi  iizerindeki etkileri de Dbelirlenmistir.
Calismamizda elde ettigimiz bulgular, hiicreler
tarafindan sentezlenen fenolik bilesiklerin bir
kisminin besin ortamina salindigini gostermektedir.
Bunun yaninda siispansiyon kiiltiirlerine yapilan
elisitdr uygulamalarinin da bu salinimi1 daha da ¢ok
arttirdigi tespit edilmistir. Nitekim elisitorlerin,
bitkiler  iizerindeki  stresleri  taklit  ederek
biyokimyasal = savunma  sistemlerini  harekete
gecirdigi ve besin ortamina salinimda nitelik ve
nicelik olarak farkliliklara neden oldugu bildirilmistir
[20].

Elde edilen sonuglar dogrultusunda ayni
hiicrelerdeki fenolik bilesik birikimlerinde oldugu
gibi ortama salimmi bakimindan karanlik kiiltiir
kosullarinin aydinlik kosullara goére daha etkili
oldugu  belirlenmistir. Hiicre slispansiyon
kiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlart hiicrelere

besin kaynagi saglamalarmin yani sira hiicre disi
koful gorevi iistlenerek sekonder metabolitlerin
burada depo edilmesini de saglamaktadir [9].

Cizelge 5. Isiklanma kosullan ve MeJA
uygulamalarinin besin ortamlarina salinan
flavonoidler ve trans-resveratrol miktar1 (mg
100 ml™") iizerine olan etkileri*

Table 5. Effect of lighting conditions and MeJA

applications on flavonoids and trans-
resveratrol (mg 100 ml™) released into the
media®
= _ s R
< = =8 = - ]
EY Z |85 |Bt|es|E5|E8|58
= 5 = 3 2 = n =Y - = o
z s S S Q) 2 2
EE
0 1.52hi*| 6.77d | 539b [ 3.08f | 0.15e | 2.09f
» 10 1.70 hi [16.97b] 5.09b | 149 [ 0.16¢ | 045 f
= i 20 70lc|403f]|236e|187g] 0.03i]0.77f
S5 30 5.78d [4.56cf| 0.68 g | 10.76 a|0.10 gh| 0.54 f
< 40 892a [4.67ef| 0.68g]9.98b|0.29b | 0.13f
50 1.93gh[4.87ef| 1.16f]4.22d | 0.09h | 237f
0 277f | 873¢c | 2.16¢ | 3.77¢ | 0.14f [36.96 ¢
v 10 7.74b | 8.60c | 3.89¢c | 3.04f | 0.37a |194.82 a
=E[ 20 1301 | 5.29¢ [ 4.09¢ | 1.52g [0.09 gh[197.92 4
s Q 30 223g|321g|6.73a|4.85¢c|0.26c |139.22 ¢
M 40 226¢ | 847c | 3.97c | 1.48¢g | 0.11 g |150.90b
50 5.16¢ [20.79a]3.57d | 4.28d [ 023d [I11.11d

Isiklanma ortalamasi / Mean lighting
Aydinlik / Lighting| 448 | 698 | 256 | 524 | 0.13 1.06

Karanlik / Dark | 3.58 9.18 4.07 3.16 0.20 |138.49
MelJA ortalamasi / Mean MeJA

0 214 | 7.5 378 | 342 | 0.15 | 19.53

10 472 | 12,78 | 449 | 227 | 0.26 | 97.64

20 4.16 | 4.66 | 3.23 1.70 | 0.06 | 99.35

30 4.01 388 | 3.70 | 7.80 | 0.18 | 69.88

40 559 | 6.57 | 2.32 5.73 0.20 | 75.51

50 354 | 12.83 | 237 | 425 0.16 | 56.74

p degeri / p value
Isiklanma /Lighting| 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
MeJA-MeJA 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
IsiklanmaxMeJA

Lighting *MeJA 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

“Harfler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
“Different letters indicate significant differences between groups (p<0.05)

Zamboni vd. [63], asma hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde resveratroliin hiicrelerde oldugundan
cok daha fazla besin ortaminda lokalize oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Tassoni vd. [55]’da
arastirmalarinda 100 ml’lik erlenlerde kiiltiir edilen
V.vinifera cv. Barbera liziim ¢esidine ait hiicrelerde
sentezlenen trans-resveratrol’tin %60’ 1nin, Ferri vd.
(2011-b) [19] ise 175 ml’lik erlenlerdeki toplam
stilben miktarinin  %67’sinin, Ferri vd. [8]’de
yaklagik olarak 1 1 hacimde karigtirilmis
biyoreaktorde iiretilen resveratroliin yaklasik olarak
%95 gibi olduk¢a biiyliik bir boliimiiniin besin
ortamina  salindigin1  bildirmislerdir.  Ayrica
resveratrol diginda  degerli  birgok  sekonder
metabolitin de besin ortamima salimiminin daha
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yiksek  oldugunu  gdsteren birgok  c¢aligma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan biri de, Kajani vd.
[25] tarafindan bildirilmis olup arastiricilar Taxus
baccata L. hiicre kiiltlirlinde toplam taksonlarin
%74.9 gibi biiyiik bir kisminin besin ortamina (5.584
mg 1) salindigin1 belirtmislerdir. Benzer sekilde
Roberts vd. [50]. Taxus canadensis bitkisine ait hiicre
stispansiyon kiiltiiriinde iiretilen toplam paklitakselin
%90’ 1indan daha biiyiik bir kisminin hiicre ceperi
enzimleri ile muamelenin ardindan hiicre dist
ortamda geri kazanildigini bildirmislerdir. Bunun
yan1 sira  c¢alismamizda  hiicre  kiiltiirlerinde
kahverengi renk olusumu da gozlenmistir. Bu
durumun  hiicre  kiiltiirleri  swrasinda  iiretilen
resveratroliin oksitlenmis dimerleri olan viniferin
birikiminin bir sonucu olabilecegi diistiniilmektedir.
Nitekim Jeong vd. [24] c¢aligmalarinda MelA
uygulamalar1 sonucunda hiicrelerde meydana gelen
kahverengi rengin kiiltiirlerde viniferin birikiminden
kaynaklandigini belirtmislerdir. Aragtiricilar
resveratrolin daha c¢ok beyaz, viniferinin ise
kahverengi olarak goriindiigiinii bildirmislerdir.

SONUC

Sunulan bu arastirmada, hiicre biiylimesi ve
fenolik bilesiklerin birikiminin 1g1klanma kosullar1 ve
MeJA uygulamalarina bagh olarak 6nemli derecede
degistigi tespit edilmistir. Ayrica elde edilen bulgular
hiicrelerden besin ortamlarina 6nemli miktarda
fenolik  madde salmmminin ~ gerceklestigini
gostermistir. Sekonder metabolitlerin besin ortamina
salinimi, degerli fitokimyasallarin potansiyel bir
kaynagi olarak giderek daha fazla ilgi uyandirmasina
karsin, ortaya g¢ikan bu salimmi sekonder
metabolitlerin stabil ve iiretken bir kaynagina
doniigtirmek i¢in hala ¢ok c¢aligmaya ihtiyag
bulunmaktadir. Calisma sonucunda elde edilen
veriler uygun 1siklanma kosulu ve MelJA
konsantrasyonu secildiginde in vitro sekonder
metabolit liretiminin asmada degerli metabolitlerin
iretiminde basar1 ile kullanilabilme potansiyeline
sahip bir liretim yontemi oldugunu gostermistir.
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