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OZET

KARAERIK UZUM CESIDINDE in vitro FENOLIK BILESIK URETIMI
UZERINE UV ISINI UYGULAMA VE INKUBASYON SURELERININ ETKISi

CELIK, Mustafa
Yiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog.Dr. Nurhan KESKIN
Aralik 2018, 48 sayfa

Bu calismada, Karaerik Uzim cesidine ait kallus kulturlerinde, bireysel ve
toplam fenolik bilesik Gretiminin uyarilmasi Gzerine Ultraviyole (UV) isininin etkisi
incelenmistir. Kallus kulttrleri, in vitro bitkiciklerin yaprak ayalarindan elde edilmistir.
Kultir ortami olarak, 0.1 mg/L NAA (Naftalen asetik asit) ve 0.2 mg/L Kinetin
eklenmis Gamborg B-5 ortami kullaniimistir. Kalluslar, 21 giin ara ile iki defa alt
kiiltiire alinmustir. ikinci alt kiltiirden sonra, 12 giin yash kalluslara, steril kabin
icerisinde petri kutularinin kapaklari agilarak, 10 cm uzakliktan 10 ve 15 dk sireyle 254
nm dalga boyuna sahip UV-C isini uygulanmistir. Uygulamanin ardindan kalluslar
karanlik kosullarda inklbe edilmistir. Fenolik bilesik olgtimleri 0., 24., 48. ve 72.
saatlerde yapilmistir. Bireysel fenolik bilesikler HPLC (Yuksek Basingli Sivi
Kromatografisi), toplam fenolik bilesikler ise Spektrofotometre ile analiz edilmisgtir.
Calisma sonucunda UV 1sininin Karaerik Uziim ¢esidine ait kallus dokularinda fenolik
bilesik Uretimini uyarmada etkili ve bu etkinin uygulama siresi ile yakindan iliskili

oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Analitik yontemler, Asma, Elisitor, Kallus kultir,

Sekonder metabolit






ABSTRACT

THE EFFECTS OF UV IRRADIATION AND INCUBATION TIME ON in vitro
PHENOLIC COMPOUND PRODUCTION IN KARAERIK CALLUS CULTURE

CELIK, Mustafa
M. Sc. Thesis, Horticulture _
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurhan KESKIN
December 2018, 48 pages
In this study, the effect of Ultraviolet (UV) irradiation on induction of
individual and total phenolics production on callus cultures of ‘Karaerik’ grape cultivar
was investigated. Callus tissues were obtained from the leaves of the cuttings grown in
in vitro plants. As a culture medium, Gamborg B-5 was utilized with 0.1 mg/L NAA
(Naphthaleneacetic acid) and 0.2 mg/L Kinetin. Callus tissues were subcultured twice
with 21 days intervals. After the second subculture, 12-day-old callus tissues were
exposed to 254 nm UV-C light at 10 cm distance from the source for 10 and 15 min by
opening covers of the petri dishes in sterile cabin. After the treatment, callus tissues
were incubated under dark conditions. Phenolic components were measured at 0, 24™,
48"™ and 72" hours. Individual phenolic compounds were analyzed by HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography) and total phenolic compounds by spectrophotometer.
As a result of the study, it was found that UV irradiation was effective for induction the
production of phenolic compounds in the callus tissues of Karaerik grape cultivars and

this effect was closely related to the application time.

Keywords: Analytical methods, Callus culture, Elicitor, Grapevine, Secondary

metabolite
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1. GIRIS

Bitki kimyasallari, primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilmaktadir.
Primer metabolitler (karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb) dogada oldukgca yaygin olup,
yuksek bitkilerin tohum ile vejetatif dokularinda oldukca fazladir ve hicre
metabolizmasindaki temel gorevlerinden dolayi, bitkinin fizyolojik gelisimi igin
gereklidirler (Oskay ve Oskay, 2009). Sekonder metabolitler ise primer metabolitlerden
biyosentetik yolla Uretilmis olup, bitkiler alemindeki dagihsi 6zel olan bir taksonomik
grup (tdr, cins, familya) ile sinirlandiriimistir. Sekonder metabolitlerin, genelde
tozlasma, cevresel kosullara uyum, mikroorganizma, bdcek ve diger predatorlere
(avcilara) karsi kimyasal savunma, diger bitkilerle yarisma gibi rollere sahip olduklar
dustinilmektedir (Vanisree ve Tsay, 2004; Vanisree ve ark., 2004). Bu bilesikler, bitki
bunyesinde oldukca az miktarlarda biriktirilirler. Ozellesmis hiicre tiplerinde ve bitkinin
farkli  buyume evrelerinde sentezlendiklerinden dolayr ekstraksiyonlarl ile
saflastirilmalari zordur (Oskay ve Oskay, 2009).

insanoglu, sekonder metabolitleri iyi veya kotii amacli olarak yiizyillardir
kullanmistir.  Gunumuzde de sekonder metabolitler; ilag, kozmetik, tarimsal
kimyasallar, gida katki maddeleri gibi bir¢cok sektdr icin énemli olan degerli ham
maddelerdir.

Genel olarak, sekonder metabolitlerin elde edilmesi icin gerekli olan materyal,
daha cok dogal yetisme alanlarindan toplanan bitkilerden elde edilmekte, bazi tlrlerin
ise bu amaca yonelik kulturleri yapilmaktadir. Ancak geleneksel yontemler olarak
adlandirilan her iki kosulda da hem elde edilen saf madde miktari, bitkisel materyalin
miktarina ve kalitesine bagl olarak de§ismekte hem de bitkilerin icinde bulundugu
ekolojik kosullarin olumlu veya olumsuz etkilerinden bagimsiz Gretim yapmak mimkdin
olmamaktadir. Bu nedenle, sekonder metabolitlerin elde edilmesinde, kontrolll
kosullardan ve birim alani en iyi sekilde degerlendirecek sistemlerden yararlaniimasi
hedeflenmektedir (Keskin, 2007).

Bitki hucre kultirlerinde sekonder metabolit Uretimini artirmak, ayni zamanda
yuksek konsantrasyonlarda dretimi kisa stirede saglamak amaciyla biyotik ve abiyotik
elisitorler (uyaricilar) kullanthir (Barz ve ark., 1988). Cesitli sekonder metabolitlerin

sentezinde polisakkaritler, proteinler, glikoproteinler, bakteri, mantar ve maya kaynakli
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biyotik elisitorler ile UV (Ultraviyole), agir metal iyonlar gibi cevresel faktorler

kaynakli abiyotik elisitérlerin yanisira jasmonik asit (JA)/metil jasmonate (Mela),
salisilik asit (SA) ve hidrojen peroksit gibi cesitli stres olusturan mediatorler elisitor
olarak kullaniimaktadir (S6kmen ve Giirel, 2001).

insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan tiziimler sekonder metabolitlerin
onde gelen bilesiklerinden fenolik bilesikleri sentezlemektedir. Fenolik bilesikler, en az
bir aromatik halka ve bu halkaya bagl en az bir hidroksil grubu bulunduran sekonder
metabolitler olup kolaylikla okside olabilme &zelliklerinden dolay! antioksidan aktivite
gosterirler (Savas, 2011). Fenolik bilesiklerin Uzlmler igin renk, tat ve aromadan
sorumlu olmalari ile kalitenin en 6énemli bilesenleri olmalarinin yaninda, beslenme ve
saglik Uzerinde destekleyici etkilerinin de oldugu bilinmektedir (Kunter ve ark., 2013).

Fenolik bilesikler, sekerler ve organik asitlerden sonra tizimde en fazla miktarda
bulunan bilesik grubudur. Uziim tanesinin bilesiminde yer alan belirli fenolik
maddelerin varhigi ve aralarindaki oranin 6ncelikle genetik olarak kontrol edilen tir ve
cesit Ozelligi oldugu, icerikteki miktarin ise, yetistirilme alanindaki iklim ve toprak
etkisi, olgunluk asamasi ve Kkdltirel uygulamalara bagl olarak sekillendigi
bilinmektedir (Ribéreau-Gayon ve ark. 2000). Ancak toplam fenolik bilesik kapsami
anlaminda, genel olarak siyah Uiziim gesitlerinin beyaz cesitlere gére daha zengin oldugu
belirtilmektedir.

Fenolik bilesikler, farkl sekillerde siniflandirilabilmekle birlikte, genel anlamda
flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Flavonoidler,
flavan-3-oller (tanenler), flavonoller ve antosiyaninleri icermektedir. Flavonoid
olmayanlar ise fenolik asitler ve stilbenlerden olusmaktadir (Lopez-Vélez ve ark.,
2003).

Bu calismada, degerli bir sekonder metabolit olan fenolik bilesikleri tretebilmesi
ile deger kazanan asmalarda, kallus kiltiri yontemi ile ultraviyole (UV) isiginin agiga
cikarici etkisinden yararlanarak fenolik bilesik Gretimi uyarilmis ve belirlenmistir.
Boylece Karaerik izim cesidinin fenolik bilesik tretim potansiyeli kontrolli kosullarda
genetik anlamda ortaya konmus ve UV isiginin bu potansiyeli artirmadaki etkisi

Isinlama ve inklbasyon sureleri bakimindan degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Fenolik bilesikler, zim cesidinin sarap tarzi ve kalitesinin belirlenmesinde
o6nemli bilesenlerdir. Son yillarda, bu sekonder metabolit sinifinin sentezini
duzenleyen genetik, biyokimyasal ve fizyolojik reaksiyonlarin daha iyi anlasiimasina
yonelik 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.

"Fenolik" terimi, bir Cé6 aromatik halkaya baglanmis ve bir veya daha fazla
hidroksil (OH) iceren herhangi bir maddeyi tanimlamak icin kullanilir. Bu bilesik
sinifi, bir OH grubuna baglanmis bir fenil (-CeH5) grubundan olusan en basit
molekdler yapiya sahip fenol maddesini tanimlamak icin adlandiriimistir. Polifenoller,
molekdl basina birden fazla fenol birimi igeren fenoliklerdir.

Fenolikler genis bir biyolojik fonksiyon yelpazesine sahip farkli bir sekonder
metabolit grubudur. Uziim taneleri, ¢ogunlukla polifenoller olmak tizere ¢ok cesitli
fenolik bilesikler biriktirmekte, miktari ise genotip ve yetistirildigi ortama gore
cesitlilik gostermektedir. Uziim fenoliklerinin insan sagligina bircok yoniyle faydali
etkileri vardir (Jang ve ark., 1997). Uziimde sentezlenen fenolik bilesikler (i¢ ana

sinifa ayrilir. Bunlar, fenolik asitler, stilbenler ve flavonoidlerdir.

2.1. Tane Kalitesi ile iliskili Fenolikler

2.1.1. Fenolik asitler

Basit fenoller, tek bir Cé6 halkali molekdller olup, bunlar, fenil grubuna baglh bir
karbonlu benzoik asitleri (C6-Ci) ve aromatik halkaya bagli bir C3 iskeletine sahip
hidroksisinnamik asitleri (C6-C3) igerir.

Uzim cekirdeginde bulunan benzoik asitler arasinda, gentisik, salisilik ve
gallik asit bulunur. Gentisik asit ¢cok dusik seviyelerde birikir. Salisilik asit (SA) ve
ucucu ester metil salisilat, patojen enfeksiyonlarina karsi bitki cevabini yonlendiren
sinyal molekilleridir. SA’nin anti-enflamatuar 0Ozellikleri vardir, ancak, 0zim
urinlerinden elde edilen SA miktari tane yas agirhginda (YA) 40 pg/kg oraninda

mevcuttur, bu da neredeyse énemsiz bir seviye olarak kabul edilmektedir. Gallik asit,
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agirhkh olarak katesinlerle esterler olusturdugu icin Gzim cekirdeginde, YA basina ~

2 ila ~ 13 mg araliginda bulunur (Castellarin ve ark., 2012).

Hidroksisinamik asitler, Gzim cekirdeginde ana fenolik asit sinifidir.
Konsantrasyon acisindan p-kumarik, kafeik ve ferulik asitler baskindir. Bu (g
hidroksisinnamik asit, aromatik halkanin sahip oldugu tip ve sayiya goére degisir. Esas
olarak trans- izomerler olarak bulunurlar, fakat cis- izomerlerinin izleri tespit
edilmistir. Hidroksisinnamik asitler, tartarik asit ile esterlestirilir ve bu nedenle, kutarik
asit (trans-p-kumaroil-tartarik asit), kafterik asit (trans-kafeoil-tartarik asit) ve fertarik

asit (trans-feruloil-tartarik asit) olarak adlandirilir (Sekil 2.1).

OR OR OR
HO HO HO

Kutarik asit Kafterik asit Fertarik asit

R= tartarik asit

Sekil 2.1. Uziim tanesinde bulunan hidroksisinamiklerin yapilari.

Hidroksisinnamik asitler 06zellikle meyve etinde olmak Uzere tim tane
dokularinda birikirler. Bu asitler, Gziim suyu ve beyaz saraplarda fenoliklerin bagslica
siniflanidir (Adams, 2006). Kaftarik asit, hem beyaz hem de kirmizi Gzimlerde ana
hidroksisinnamattir (Singleton ve ark., 1986). Hidroksisinnamatlarin sentezi esas
olarak ben dismeden 6nce olmaktadir. Olgunlasma sirasinda, konsantrasyonlari diser,
meyve hacmi arttik¢a ¢6ztinen maddeler dillte olur (Castellarin ve ark., 2012).

2.1.2. Stilbenler

V. vinifera dahil olmak (izere birgok Vitis cinsi, stilbenleri tretebilmektedir
(Langcake ve Pryce, 1976). Stilbenler (Sekil 2.2), saghkli tzim tanelerinde yapisal
olarak sentezlenmektedir (Gatto ve ark., 2008). Sentez miktari, ben dismeden
olgunlasmaya kadar artmakta ve cesitler arasinda son icerikte onemli farkliliklar

meydana gelmektedir. Bu bilesikler biyotik ya da abiyotik stress faktorlerine karsi
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bitkiyi koruma amagclh sentezlendiklerinden s6z konusu stress faktori bilesigin sentez

miktarinin artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bazi stilbenlerin, 6zellikle trans-
resveratrollin, insan sagligina olan faydalari uzun zamandir bilinmektedir. Yuksek
trans-resveratrol Ureten cestiler arasinda Cabernet Sauvignon, Pinot noir, Lemberger
ve Marsanne, Okiizgozii, Ercis bulunurken, disiik seviyede trans-resveratrol ireten
cesitler Aglianico, Schiava Grossa, Nebbiolo ve Kalecik Karasi’dir (Keskin ve Kunter,
2007, 2008, 2010; Castellarin ve ark., 2012).

OH OH OH
O ¢
‘ OH O O O-Glucose
HO OH HO

trans-resveratrol cis-resveratrol trans-piceid
OCHs
A,
O OCHs oH HO O
HO O
pterostilbene p!ceatannol

e-viniferin

o-viniferin

Sekil 2.2. Uziim tanesinde bulunan stilbenlerin yapilari.

Trans-resveratrol (3, 5, 4-trihidroksistiloen) en basit molekuler yapiya sahip
stilbendir.  Trans-resveratrol antimikrobiyal aktiviteye sahip bir bilesik olup,
modifikasyonlar yoluyla cesitli baska stilben bilesiklerine donusebilen ana stilbendir. Cis-
resveratrol, trans-resveratroliin bir izomeridir. Bu bilesik, aromatik halkalar arasindaki
sterik engellere bagli olarak énctiliinden daha az stabildir.

Stilbenlerin glikolizasyonu, depolanmalarina, translokasyonuna, antifungal
aktivitenin modulasyonuna ve oksidatif bozunmaya yarar. Resveratroliin glikolize
edilmis tdrevleri arasinda, piceid, trans- ve cis-resveratrol-3-O-f-D-glikopiranozit,

ayrica bir 3’-OH-trans-piceid olan astringin bulunmaktadir.
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Metilasyon, metil gruplarinin  eklenmesiyle stiloen bilesiginin  bir

modifikasyonudur. Pterostilben (3,5-dimetoksi-4'-hidroksistilben), 0Onculine gore
gelistirilmis fungitoksik aktivitesi olan resveratroliin dimetillenmis bir tirevidir.

Oligomerizasyon, stilben bilesiklerini daha kompleks bilesiklere dondsturen bir
baska yaygin islemdir. Bircok stilben, resveratrol veya resveratrol tirevlerinin
oksidatif baglanmasindan kaynaklanan dimerler, trimerler ve tetramerler seklindir.
Resveratrol oligomerlerinin biyuk bir grubu “Viniferinler’den olusur. Viniferinler,
bazik stilinin 4-hidroksistilben peroksidazlarla oksidasyonu yoluyla Gretilir. En 6nemli
viniferinler e-viniferin, resveratroliin siklik dehidrotrimeri, B-viniferin, resveratrolin
siklik dehidrotetrameri, resveratrolin daha polimerize edilmis bir oligomeri olan y-
viniferin , &-viniferin, resveratrol dehidrodimerin bir izomeridir. Bunlar arasinda, -
viniferin, Botrytis cinerea ile enfekte edilen tanelerde sentezlenen baslica stilbendir
(Bavaresco ve ark., 1997). Ayrica, €-viniferin ve &-viniferinin sentezi Plasmopara
viticola, UV 1sini gibi biyotik ya da abiyotik stress kosullarinda uyarilirlar (Pezet ve
ark., 2004).

Uzim cekirdeginde birgcok baska stilben birikmektedir. Piceatannol (trans-3, 4,
3, 5'-tetrahidroksistilben), antioksidan 6zelliklere sahip olan ve reaktif oksijen
tirevleri (ROS) giderme islemine katilan, resveratroliin hidroksile bir tirevidir. Yaygin
stiloen bilesiklerin izomerik ve glikolize edilmis formlari, &érnegin, hopeafenol,
resveratroloside, resveratrol-4’-O-3-D-glukopiranozit ve resveratrol di- ve tri-glukozit

tirevleri de eser miktarda tanimlanmistir.

2.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler, C6-C3-Cé6 polifenolik bilesiklerdir, burada iki hidroksile olmus
benzen halkasi yani A ve B, bir heterosiklik C halkasinin parcasi olan (¢ bir karbon
zinciri ile birlestirilir (Sekil 2.3). Flavonoidler C halkasinin oksidasyon durumuna gore
flavonoller, flavan-3-oller ve antosiyaninleri iceren vyapisal siniflara ayrilir.
Flavonoidlerin toplam icerigi ve bilesimi cesitlere, biyotik ve abiyotik fakttrlere gore

degismektedir (Castellarin ve ark., 2012).



Sekil 2.3. Flavonoid halka yapisi ve numaralandirma.

2.1.4. Flavonoller

Flavonoller, 3-hidroksiflavon omurgasi olan bir flavonoid sinifidir. Uziim
cekirdeginde sentezlenen flavonoller (Sekil 2.4) kaempferol, kuersetin, mirisetin ve
metillenmis formlari olan izorhamnetin, larisitrin ve siringetindir (Mattivi ve ark.,

2006; Downey ve Rochfort, 2008). Seker flavonoid iskeletin 3. pozisyonuna baglanir.

OH
o
| OH
OR
OHO
kaempferol quercetin myricetin
OCHza OCHs3 OCHs3
OH
OCHs
OR
OHO OHO
isorhamnetin laricitrin syringetin

R= glikoz, galaktoz, ramnoz veya glikuronik asit

Sekil 2.4. Uziim tanesinde bulunan flavonollerin yapilar.

Uzim tanesinde flavonoller, sadece UV koruyucu maddeler olarak gorev
yaptiklari kabukta sentezlenirler. Flavonollerin sentezi, ¢ciceklenme doneminde baglar,
erken tane gelisimi sirasinda durur ve meyve olgunlasmasi sirasinda tekrar baslar.
Flavonoller, ben diismeden birkac hafta sonra, tane basina en yiiksek miktara ulasirlar
(Downey ve ark., 2003). Cesitlere gore degismekle birlikte konsantrasyonlari yas
agirhgin her bir kg’r icin 1-80 mg arasindadir. Flavonol icerigi kirmizi ¢esitlerde beyaz

cesitlere gore daha yiksektir. Bununla birlikte, flavonol icerigi, cevresel faktorlerden,
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ozellikle gines 1sigina maruz kalmaktan oldukca etkilenmektedir (Downey ve ark.,

2003). Kuersetin, beyaz zum cesitleri ile Pinot noir ve Nebbiolo gibi bazi kirmizi
cesitlerinde ana flavonoldur. Cabernet Sauvignon ve Tempranillo gibi diger kirmizi
cesitlerde ise baskin olarak mirisetin birikmektedir (Castellarin ve ark., 2012).
Flavonoller, beyaz saraplarin rengine katkida bulunan sari pigmentlerdir.
Kirmizilarda flavonoller, antosiyaninlere bagdlanabilir, bu ise sarap renginin

stabilitesini guclendiren kopigmentasyon adi verilen bir sirectir (Boulton, 2001).

2.1.5. Flavan-3-oller ve proantosiyanidinler

Uzim gekirdeginde bulunan en yaygin fenolik madde sinifi, monomerik flavan-
3-oller’den koken alan proantosiyanidinler veya kondanse edilmis tanenler olarak da
bilinen polimerik flavan-3-ollerdir. Ayrica katesinler olarak bilinen Flavan-3-oller, C
halkasinin 3. pozisyonunda bir hidroksil grubunun varligi ile karakterize edilir (Sekil
2.5). Uziimdeki bes flavan-3-oller sunlardir; (+) - katesin ve onun izomeri (-) -
epikatesin, (+) - gallocatesin, (-) - epigallokatesin ve (-) - epikatesin-3-O-gallat
(Mattivi ve ark., 2009). Flavan-3-oller, sirasiyla en yiiksek cekirdek ve kabukta daha

az oranda ise meyve etinde bununmaktadir ( Castellarin ve ark., 2012).

QS OH

< P <ol
» OH

H

catechin gallocatechin

OH O OH OH

LA S,
HO. R L OH Ho O WS on
oM epicatechin gallate \Q/\J"/OH

OH OH
epicatechin epigallocatechin

Sekil 2.5. Uziim tanesinde bulunan flavan-3-ollerin yapilari.

Proantosiyanidinler 4-6 ve 4-8 arasi interflavan baglari ile baglanan flavan-3-ol

alt-birimlerinden olusan polimerlerdir (Sekil 2.6). Proantosiyanidinler ¢ok cesitli
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bilesikler grubudur. Cekirdek ve kabuktaki flavan-3-ol ve proantosiyanidinlerin

bilesiminde c¢arpict farkliliklar gbze carpmaktadir. Di-hidroksile flavan-3-oller,
katesin, epikatesin ve gallik asitle degistirilmis form, epikatesin-3-O-gallat,
cekirdeklerde baskindir. Kabuklar ise bu formlari ve ayrica tri-hidroksile flavan-3-
oller, gallokatesin ve epigallokatesinleri igerir.

Cekirdek ve kabukta flavan-3-oller ve proantosiyanidinlerin bilesimi nispeten
stabil olmakla birlikte genotip etkisi belirgindir (Mattivi ve ark.,, 2009).
Proantosiyanidinlerin konsantrasyonu flavan-3-ol’den ¢ok daha yliksektir. Syrah Gzim
cesidinin cekirdek ve kabugunda, flavan-3-ol konsantrasyonu, yas agirhigin her kg’
icin sirastyla ~ 3 ve ~ 0.1 g iken, proantosiyanidin konsantrasyonu ~ 25 ve ~ 5
gramdir.

Flavan-3-oller ve proantosiyanidinlerin sentezi, ciceklenme ile baslar tane
kabuklarda ben disme, cekirdekte ise ben diismeden birka¢ hafta sonra tamamlanir.
Sonug olarak, flavan-3-oller ve proantosiyanidinler, tane olgunlasmasi boyunca sabit
kalmaktadir ya da hafifce azalmaktadir (Downey ve ark., 2003).

Flavan-3-oller, proantosiyanidinler ve polisakaritler iceren komplekslerin sarap
kalitesi Uzerinde onemli bir etkisi vardir. Hepsi damak tadi ve puriizsiz duyusal
algilara katkida bulunurlar (Castellarin ve ark.,, 2012). Kirmizi saraplarda,
proantosiyanidinler ayni zamanda kopigmentasyon surecinde antosiyaninlere de
baglanabilirler (Boulton, 2001).

terminal unit T
(@]

proanthocyanidin

Sekil 2.6. Hipotetik bir proantosiyanidin yapisi.
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2.1.6. Antosiyaninler

Antosiyaninler 0zim tanelerinin kirmizi, mor ve mavi pigmentasyonundan
sorumludur. Antosiyaninler, flavilyum katyonunun tirevleridir. Antosiyanidinlerden C
halkasinin 3 ve 5 pozisyonlarinda glikosilasyon yolu ile sentezlenirler. V. vinifera,
antosiyanin 5-O-glukosiltransferaz genindeki iki yikici mutasyondan 6tiri sadece 3-O-
monoglukozidlere sahiptir ve normal olarak diger asma tlrlerinde 5-glikolizasyon
yapan enzimin fonksiyonel olmayan bir formunu tretir (Castellarin ve ark., 2012).

Aglikonun temel yapisi bir C6-C3-Cs iskeletidir. 17 adet dogal aglikon vardir,
ancak yalnizca alti tanesi asmalarda bildirilmistir: siyanidin, peonidin, malvidin,
delphinidin ve petunidin (Sekil 2.7). Pinot noir ve Cabernet Sauvignon’da ise
pelargonidin’in izleri saptanmistir (He, 2010).

OH OH ) OH )
peonidin-3-glucoside petunidin-3-glucoside malvidin-3-glucoside

Sekil 2.7. Uziim tanesinde bulunan antosiyanin-monoglukozid yapilari

Antosiyanin bilesimi, her cesit icin 6zeldir ve farkl yetistirme kosullari altinda
nispeten stabildir (Castellarin ve ark., 2012). Cogu kirmizi cesitte tri-hidroksile
antosiyaninlerin baskinh@r vardir ve bu alt sinifta di-metoksillenmis malvidin yaygin
formdur.

Antosiyaninler, sentez dizeylerinin dustigl zaman olan ben dismeden tam
olgunluga kadar kirmizi cesitlerin tane kabuklarinda birikmektedir. Antosiyaninler,
tane epidermal hcrelerinin sitozoliinde sentezlenir ve daha sonra vakuol iginde
depolanir. Birkag teinturier cesidinde, tane kabugunda birikme, tane etindeki

birikmeye paraleldir.
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Olgun Gzumlerdeki antosiyanin igerigi, genotipe gore blyuk ol¢lide farklilik

gosterir. 64 kirmizi gesitten olusan bir calismada, antosiyaninler Muscat Rouge de
Madere’de her kg yas agirlik icin ~ 26 mg miktarinda bulunmus, Casetta’nin italya'da
yetisen cesitlerinde ~ 6300 mg’a kadar degismistir (Mattivi ve ark., 2006). Bununla
birlikte, antosiyanin igerigi, cevresel etkilere karsi daha hassastir.

Her bir antosiyanin belirli bir absorbans spektrumuna sahiptir ve dolayisiyla
kirmizidan maviye uzanan 6zel bir tonu vardir. Delphinidin tlrevleri mavilik ile
iliskilidir, siyanidin tarevleri kirmizimsidir. Metilasyon, renk stabilitesini etkileyebilir,
cunkl antosiyanin-O-metilasyon, fenolik hidroksil gruplarinin kimyasal reaktivitesini
azaltir (Castellarin ve ark., 2012). Antosiyanin miktar1 ve antosiyanin profilinin

kombinasyonu, meyve ve saraplarin renginin yogunluguna ve rengine katkida bulunur.

2.2. Fenolikler Uzerine Cevre Faktorleri ve Kiltirel Uygulamalarin Etkisi

Kantitatif bir 6zellik oldugu icin, Gzim tanesindeki fenolik birikim, genetik
faktorler ve cevrenin etkileri ile aralarindaki etkilesime gore degismekle birlikte bir
dereceye kadar belirlenir. Bazi flavonoidlerin sentezi buyik 6lgtide belirli bir genotipte
bulunan ve dis faktorlerden ¢ok az etkilenen genetik determinantlarin varyantlarina
baghdir. Olgun tanelerdeki antosiyanin kompozisyonu, DNA parmak izinin
bulunmasindan dnce cesitleri tanimlamak icin kullanilan biyokimyasal bir isaretleyici
olarak kullaniimistir. Flavonol sentezi, flavonol iceriginin belirlenmesinde genetik
faktorler Gzerinde baskin bir dis faktor olan giines 1s1gina maruz kalma dizeyiyle
blyuk olgtde iliskilidir.

Cevresel faktorler tim dis uyaranlar kapsar. Fenolik sentez icin en etkili cevre
faktorleri ise; 151k ve sicaklik, su ve beslenme durumu ile patogenezdir. Bu faktorler, asma
fizyolojisini modile eder ve asma kuvvetini, Uriin yikinu ve fotosentetik karbon
fiksasyonu ile tanelerin olgunlasmasi arasindaki dengeyi etkileyebilir (Castellarin ve ark.,
2012). Cevresel faktorler arasinda, terbiye sistemi, slirglin pozisyonu, yaprak ve salkim
seyreltme gibi asma fizyolojisini modiile eden kiiltirel uygulamalar da bulunmaktadir.

Belirli cevresel ve yetistirme faktorlerini incelemek igin sahada yapilan
deneysel tasarimlar, ¢coklu etkilerin ayrilmasindaki bazi zorluklarla kompleks bir hale

dondsdrler. Bu durum, sahadaki bir etkilesim aginin dikkatli bir sekilde ayrilmasini
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gerektirmektedir. Ote yandan, iklim odalari ve seralarda yapilan denemeler, iyi kontrol

edilen, basitlestirilmis bir sistem kullanarak, tekli streclerin daha iyi anlasiimasini
kolaylastirmaktadir.

Fenolik birikim, genotip x cevre etkilesimi ile de etkilenir. Bazi Gizim cesitleri,
cesitli kosullar altinda ayni fenolik bilesimle olgunlasirken, bazilari sadece en uygun
cevresel kosullarin saglandigi bag kosullarinda iyi performans gosterirler. Genel olarak
ifade edilirse, fenolik sentez, tane olgunlasmasina eslik eden koordineli bir degisim
sisteminin parcasidir. Bu nedenle, olgunlasmayi tesvik eden veya engelleyen bircok

endojen faktor ve dissal sinyaller, fenolik sentez tGizerinde bir yan etkiye sahiptir.

2.2.1. Stilben sentezi Gizerine cevresel faktorlerin etkisi

Stilben sentezi, gesitli abiyotik ve biyotik stress faktorlerine karsi cevap olarak
artar. Abiyotik faktorler arasinda UV isini, yaralama, ozon ve metal iyonlari bulunur.
Cesitli mikroorganizmalar ve patojen enfeksiyonu uzerine salinan bazi endojen
faktorler biyotik stres olarak islev gorebilirler.

Abiyotik stresler genellikle sahada olusma olasiligi daha disiuk olan deneysel
kosullar altinda test edilir. UV 1sigina maruz kalma, STS (Stilben sentaz)
ekspresyonunun induksiyonu yoluyla Gzum tanesinde stilbenlerin  birikimini
uyarmaktadir (Pan ve ark., 2009). Olgunlasmamis taneler UV isinlarina daha biyik
Olctde cevap verdiginden, bu durum tanelerdeki gelisim asamasina baglhdir. Ozon
uygulamalari pterostilben ve resveratrol birikimini destekler.

Birka¢ stilben, normal konsantrasyonlarda in vitro antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir ve B. cinerea ile P. viticola’ ya karsl savunma tepkilerini giclendirdigi iddia
edilmektedir (Castellarin ve ark.,, 2012). Patojen enfeksiyonlari, STS’nin
transkripsiyonunu ve resveratrol sentezini gugclu bir sekilde indlkler (Vezzulli ve ark.,
2007a).

Resveratrol birikimi, patojen inokilasyonundan kisa bir slre sonra baslar.
Enfeksiyonlara karsi daha direncli olan asmalar, resveratroliin, duyarh bitkilere gore
daha ylksek bir etkinlige sahip olan daha toksik viniferinlere donlstirilmesini
saglayabilir, ki burada resveratrol tercih edilen sekilde toksik olmayan formda (piceid)

glikolize edilir. P. viticola’nin sporal yogunlugu ile resveratrol, d-viniferin ve e-
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viniferin konsantrasyonu arasinda farkli genotipler arasinda ters bir korelasyon vardir

(Langcake, 1981). B. cinerea’ya verilen yanitin ana stilbenleri ise resveratrol, ¢-
viniferin ve a-viniferindir (Bavaresco ve ark., 1997).

Savunma sinyallerine katilan fitohormonlar normal olarak stilben sentezini
indikler. Ekzojen MeJA ise resveratrol ve e-viniferin birikimini uyarmaktadir
(Vezzulli ve ark., 2007b). SA, resveratrol sentezini geside bagli olarak degisken ama
genis bir sekilde uyarir. Benzotiadiazol ile hasat éncesi uygulama, fenilpropanoid
yolun genel indiiksiyonuna baglh olarak resveratrol icerigini %40 oraninda artirabilir
(Iriti ve ark., 2004).

Cesitli bagcilik faktorleri, stilben metabolizmasinin potansiyel modulatorleridir.
Bunlar arasinda toprak tipi, rakim, sicaklik, yaprak dokimdi, mineral destegi ve gri
kif’in kontroli sayilabilir. Bununla birlikte, kisith sulama yapilan asmalarda ya da
uzun sdreli soldurma uygulanarak olusturulan su kaybinin, stilben birikimini

destekledigi gorulmustir (Castellarin ve ark., 2012).

2.2.2. Flavanol sentezi tizerine cevresel faktorlerin etkisi

Flavonol sentezi 1s1ga bagimh bir sdregtir. Ciceklenmeden 0Once 1sik
gormeyecek sekilde izum salkimlarinin 6rtilmesi flavonol sentezini tamamen inhibe
eder (Downey ve ark., 2004). Golgeleme, tane gelisirken uygulanirsa, flavonol icerigi
azalir ve 1s1k azaltimindan sonra daha fazla birikme olmaz. UV radyasyonu, 6zellikle
UV-B, flavonol sentezini en etkin sekilde aktive eder. Bagda, tUzim salkimlarinin
glines 1s1gina maruz kalmasini destekleyen kdltiirel uygulamalar flavonol birikimini
artirir. Bu, beyaz ve kirmizi tziimlerde esit olarak gorulur. Flavonol sentezi diger dis

uyaranlardan nadiren etkilenir (Castellarin ve ark., 2012).

2.2.3. Flavan-3-oller ve proantosiyanidinler sentezi Uzerine gevresel faktorlerin
etkisi

Flavonoidler arasinda, flavan-3-oller ve proantosiyanidinler, farkli blyime
kosullar1 altinda en fazla stabiliteye sahip olanlardir. Bu, 6zellikle bu bilesiklerin

cekirdeklerde birikmesi icin gecerlidir.
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Kabuklar icin, gunes 15141, flavan-3-oller ve proantosiyanidinlerin miktarinin

yani sira ortalama polimerlesme dereceleri Uzerinde de olumlu bir etkiye sahip olabilir
(Cortell ve Kennedy, 2006). Bu degisiklikler saptanabilir olsa da, farkliliklar istatistik
olarak anlamli olmayabilir.

Tane gelisimi sirasinda 1s1 toplanmasi, sicak iklimlerin 0Ozellikle kirmizi
cesitlerde optimal tanen profillerine elverisli olduguna dair genel inanisla tutarli olarak,
proantosiyanidin birikimi ile dogrusal olarak iliskilidir. Baglarda, Uzim salkimlarinin
radyatif 1sinmasini destekleyen kiltiirel uygulamalar, proantosiyanidinlerin birikimini
arttirmaktadir (Cohen ve ark., 2008).

2.2.4. Antosiyanin sentezi Uzerine cevresel faktorlerin etkisi

Dogal kosullar altinda kolayca ayrilmayan sicaklik ve isik ile bu iki faktoriin
birlesimi, antosiyanin biyosentezi tizerinde énemli bir etkiye sahiptir.

iklim odalarinda, antosiyanin birikimi icin en uygun kosullar, sojuk gecelerde
(karanlikta 15 °C) ve sicak, ancak asiri sicak olmayan glinlerde (gundiiz 25 °C) simile
edilen gunluk dalgalanmalara maruz kaldiklarinda ortaya cikar. Daha yiksek
sicakliklar (30-35 °C) sadece antosiyanin sentetik genlerin transkripsiyonunu
engellemekle kalmaz, ayni zamanda mevcut antosiyaninlerin degreadasyonunu artirir,
Bu da belirgin bir net kayba neden olur (Castellarin ve ark., 2012).

Kirmizi Gzim salkimina uygulanan gece 37 °C gunduz / 32 °C gece rejimleri,
5 gin icinde %35 oraninda, ve 20 gin icinde %59 oraninda antosiyanin igeriginin
azalmasiyla sonuclanmistir (Castellarin ve ark., 2012).

Renklenme normalde giines isintyla olusur. Isik maruziyetinin antosiyaninleri
tesvik edici etkisi, olgunlasma sirasinda golgeleme yapildiginda tamamen kizarmayan
cesitler olan Tokay, Emperor ve Sultanina Rose gibi soluk kirmizi gesitlerde daha
belirgindir (Weaver, 1960). Uziim salkimlarini giines 1sigina maruz birakmak, gelisimsel
olarak aktif hale geldikten sonra antosiyanin sentetik genlerini uyarir. Bu maruz kalma
antosiyanin birikimindeki artisla iliskilidir, taki asir sicakhigin meyve sicakhgina zararli
hale gelmesine neden olan noktaya kadar. Bu nedenle, 1s1ga maruz kalmanin yararlari,
artan gunes 1simasi ile olusan tane sicakliginin yikselme derecesine baglidir. Tane

sicakhigl, gelen i1sima ile dogrusal olarak artar ve emilen radyasyonun ve konvektif Isi
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kaybinin akis yogunlugunun bir sonucudur. Kanopi ve meyve kabugu rengindeki hava

akisina baglh olarak, gtines 1simasi, kabugun sicakhgini hava sicakhiginin 17 °C uzerine
kadar yukseltebilir. Boylece, kanopi yonetimi kirmizi salkimlar icin en uygun isik
maruziyet seviyesinin elde edilmesinde kritik bir faktér olmaya devam etmektedir. Bu ise,
cesit, yer ve mevsime gore degisen ince bir ayar gerektirir. Genel olarak, kirmizi Gzimler
icin gunes 1s1gina maruz kalmanin artmasi sicak bag bolgelerinde zararli iken serin
bolgelerde yararhdir.

Su, antosiyanin metabolizmasini etkileyen bitki fizyolojisinin bir baska 6nemli
ogesidir (Castellarin ve ark., 2012). Su kisiti ise, kisitlamanin ne zaman uygulandigina
bakilmaksizin, antosiyanin sentetik genlerin ekspresyonunu tesvik ederek antosiyanin
birikimini arttirir. Her bir meyve icin, antosiyanin miktari kirmizi gesitler arasinda
strekli olarak artar. Su kisitinin antosiyanin sentezi Uzerindeki olumlu etkisi,
antosiyanin konsantrasyonunu arttiran, tane blyimesi (zerindeki olumsuz etki Gzerine
dayandirilir. Siddetli ve uzun sireli su eksikligi ayrica, di-hidroksile edilmis turevler
aleyhine tri-hidroksile antosiyaninlerin oranlarinda 6nemli artislara ve ana hidroksile
edilmis antosiyaninler (zerinde metillenmis formlarin baskin olmasina neden olur
(Castellarin ve ark., 2012).

Uriin yikini ve karbon kaynagi-dikim iliskilerini modifiye eden bagcilik
uygulamalari, bazi durumlarda antosiyanin birikimini etkileyebilir. Nebbiolo
Uztmlerinde salkim seyretilmesi, antosiyanin konsantrasyonunu artirirken, Cabernet
Sauvignon Uzerinde hicbir etki yapmamistir (Guidoni ve ark., 2002; Roby ve ark.,
2004).

Azotlu gibrelemenin yogunlugu ve sonugta olusan asma giicli, antosiyanin
birikimi ile ters orantihidir (Castellarin ve ark., 2012).

Meyve olgunlasmasinda yer alan bitki buyime dizenleyicileri, antosiyanin
sentezini de module eder. Absisik asit ve etilen salgilayici bilesikler, bircok
antosiyanin sentetik geninin bir gecici indiksiyonu yoluyla antosiyanin icerigini
arttirirlar (Koyama ve ark., 2010). MeJA, sikrozla birlikte, birka¢c antosiyanin
biyosentez geninin ekspresyonunu uyarir ve antosiyaninlerin birikmesini artirir. Bu
durum, patojen enfeksiyonlarina yanit olarak MeJA aracili savunmada siklikla gorultr
(Kortekamp, 2006). Aksine, oksinler antosiyanin sentetik genlerinin ekspresyonunu

bastirir ve antosiyanin birikimini azaltirlar (Davies ve ark., 1997).
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2.3. Asmalarda in vitro Kosullarda Fenolik Bilesik Uretme Calismalari

Aseptik kosullarda, yapay bir besin ortaminda, biittn bir bitki, hiicre, doku veya
organ gibi bitki kisimlarindan yeni bir bitkinin Gretilmesi olarak tanimlanan bitki doku
kalturleri, sekonder bilesiklerin elde edilmesinde de basariyla kullanilmaktadir (Keskin,
2007). Bu amacla en yaygin kullanilan doku kilttrt yontemleri, kallus kilturleri ve
bunlardan elde edilen hiicre suspansiyon kdltrleridir.

Keller ve ark. (2000), Cabernet Sauvignon 0zim cesidine ait kallus
klltrlerinde, elisitor olarak UV 1sini uygulamasinin trans-resveratrol icerigine etkisini
incelemislerdir. Elde edilen sonuclara gore UV 1sini uygulanmamis kalluslarda,
resveratrol iz miktarda belirlenirken, UV isini uygulamasindan 24 saat sonra kalluslarda
resveratrol Uretimi hizla artmaya baslamis (=2.5 pg/g YA) ve bu artis 40. saate kadar
devam etmistir (=20 pg/g YA). 72. saat sonunda ise resveratrol Uretimi belirgin bir
sekilde azalma gostermistir (=12 pg/g YA).

Commun ve ark. (2003), Chardonnay, Pinot noir ve Seyval ile 41 B anacina ait
protoplast kiltirlerinde resveratrol Gretimi Uzerine calismislardir. Arastiricilar, bu
amacla genotiplere ait bitkileri in vitro kosullarda yetistirmisler ve elde edilen bitkilerin
yapraklarini eksplant olarak kullanmiglardir. Calismada yer alan genotiplere ait
protoplast kultirlerinde, resveratrol ilk 24 saat igerisinde artmaya baslamis ve en yuksek
trans-resveratrol icerigi 2-7. gunde olgUlmustir (=212 pg 1x106 protoplast). Kaltirdn
birinci haftasindan itibaren, resveratrol birikimi azalmaya baslamis ve 15. gunde en
yuksek trans-resveratrol igeriginin %50’si kadar bir azalma ile sonu¢lanmistir (= 6 ug
1x106 protoplast).

Tassoni ve ark. (2005), Barbera Uzim cesidine ait hicre slspansiyon
kilturlerinde, resveratrol Uretimini saglamak ve artirmak amaciyla, JA (10 uM), Mela
(10 pM) ile Na-ortovanedat (0.1-1 mM) elisitorlerinin etkilerini incelemigslerdir. Elde
edilen sonucglara gére Na-ortovanedat’in her iki derisimi de trans-resveratrol Uretimini
etkilemezken, MeJa’in oldukca etkili bir elisitor oldugu belirlenmistir. JA’in ise
MelJa’tan daha az uyarici etkisinin oldugu gézlenmistir.

Zamboni ve ark. (2006), V. vinifera gesitlerinden Pinot noir ve Merzling ile V.
amurensis ve V. riparia x V. berlandieri melezine ait hiicre suspansiyon kulturlerinde,

resveratrol (retimine DIMEB (Dimetil-B-siklodekstrin)’in etkisini incelemislerdir.
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Resveratrol Uretimi kallus dokusu fazinda ve suzintu fazinda ayri ayri belirlenmistir.

Uygulama yapilmayan kontrol gruplarinda Pinot noir kalturleri hari¢, bir miktar
resveratrol Uretimi gozlenmistir. En yuksek resveratrol icerigi, DIMEB uygulamasindan
48 saat sonra; V. riparia x V. berlandieri melezine ait stispansiyon kuilttrlerinin siizlnt(
(911.25 pg/g) ve doku fazinda (622.90 pg/g) elde edilmistir. En duslk resveratrol
uretimi ise Merzling gesidine ait kallus dokularinda gozlenmistir (3.91 pg/g).

Keskin ve Kunter (2007), Ercis Uzim cesidine ait kallus kalturlerinde,
ultraviyole (UV) 1sini ile uyarilmis kallus dokularinda, resveratrol Gretiminin uyariimasi
Uzerine, UV 1sini uygulama siresi, inkibasyon suresi ve kallus yasinin etkisini
incelemistir. En yuksek resveratrol icerigi; 10 dk UV 1sini uygulanmisg, 12 giin yaslh
kallus kultirlerinin 48. saatinde 6l¢tlmustur (66.39 pg/g YA). Genel olarak, 12 gin
yash kallus kultlrlerinde elde edilen resveratrol birikiminin 15 giin yash kultirlerden
daha yuksek oldugu géralmastir. Ayrica, UV 1sininin, her iki uygulama zamaninda da
resveratrol Gretimini uyarmak i¢in etkili oldugu ve boylece kallus kiltirlerinde
resveratrollin Uretilebilecegi belirlenmistir.

Keskin ve Kunter (2008), Cabernet Sauvignon’un (Vitis vinifera L.) kallus
kultrlerinde trans-resveratrol Gretiminin uyarilmasi Gzerine kallus yasi, UV 1sini
uygulama ve inkiibasyon suresinin etkilerini arastirmistir. En ylksek trans-resveratrol
icerigi (62.66 pg/g TA), 12 gin yash kalluslarda 10 dk 1sin uygulamasindan 48 saat
sonra belirlenmistir. Trans-resveratrol Gretiminin uyarimi icin hem 10 dk hem de 15 dk
UV isinlama sirelerinin etkili oldugu ve kallus kdltirlerinin trans-resveratrol Gretimi
icin uygun oldugu bulunmustur.

Keskin ve Kunter (2009), Kalecik karasi Klon 12 (Vitis vinifera L.) Uzim
cesidine ait kallus kulturlerinde, trans-resveratrol dretiminin uyarilmasi Gzerine kallus
yasl, UV 1sini uygulama ve inkibasyon siresinin etkisi incelemistir. Trans-resveratrol
icerigi kontrol kalluslarinda, 0.56-0.96 pg/g arasinda degismistir. En yiksek trans-
resveratrol Uretimi, 10 dk UV 1sini uygulamasi yapilmis 12 ve 15 gun yash kalluslarda
48. saat 6lcimlerinde elde edilmistir (2.42 pg/g). Kontrol ve uygulamalarda elde edilen
en ylksek trans-resveratrol icerigi dikkate alindiginda UV isini uygulamasinin Kalecik
Karasi’nda trans-resveratrol birikimini uyardigi ve yaklasik 2.5 kat artis sagladig!

belirlenmistir.
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Keskin ve Kunter (2010), Okiizg6zii (Vitis vinifera L.) Giziim cesidine ait kallus

kiltrlerinde, trans-resveratrol Gretiminin uyariimasi Uzerine kallus yasi, UV 1sini
uygulama ve inkibasyon siresinin etkisi incelemistir. En yiksek trans-resveratrol
konsantrasyonu (62.23 pg/g), 15 dk streyle UV uygulanmis 12 gun yash kalluslarda 48.
saatte belirlenmistir. Trans-resveratrol dretiminin uyarimi igin 15 dk UV isinlama
sresinin etkili oldugu ve bdylece kallus kultlrlerinin trans-resveratrol Gretimi igin
kullanilabilecegi sonucuna ulasiimistir.

Cetin ve ark. (2011), Gamay uzim cesidine ait kallus kulturlerinde, UV-C
uygulamasinin sekonder metabolit birikimi Gzerine olan etkilerini incelemistir. Yaprak
sapi eksplantlarindan 0.5 g/L BAP (benzil amino purin), 0.5 g/L (IAA) indol asetik asit,
%3 sakkaroz ve %0.8 agardan olusan B5 besin ortaminda elde edilmis olan 12 gln yasli
kalluslara 10 ve 15 cm uzakliktan 10, 15 ve 20 dk sire ile 254 nm dalga boyuna sahip
UV-C radyasyonu uygulamasi yapilmistir. Uygulamanin ardindan kalluslar 25 °C’de ve
karanlik kosullarda 0, 24 ve 48 saat sure ile inklibe edilmislerdir. UV-C uygulamasinin
Gamay Uzim cesidine ait kalluslarda fenolik bilesiklerin birikimi tzerine dikkate deger
Olcide tesvik edici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Karaaslan ve ark. (2013), kultur ve cevre kosullarini (azaltilmis KH,PO,4 veya
NH;NO; ve 1sik yogunlugu) maniplle ederek Bogazkere tzlim cesidinin metabolit
birikimini gelistirmek amaciyla bir calisma yapmislardir. Calismada kallus olusumu igin
eksplant kaynagi olarak yaprak ayalari kullaniimistir. Modifiye MS (%0 ile %75
oraninda azaltilmis KH,PO, veya NH4;NO3) ortamina dikilen eksplantlar cesitli 151k
rejimleri (30 ila 120 pmol m™ s arasinda) altinda sekonder metabolit biyosentezini
uyarmak icin u¢ hafta inklbe edilmistir. Arastirmacilar yuksek oranda KH,;PO,
azaltiminin ve 75 umol m™ s™ isik siddetinin, fenolik bilesiklerin biyosentezinde artisa

neden oldugu sonucuna ulasmislardir.

2.4. UV Isininin Fenolik Bilesik Uretimi Uzerine Etkisi

UV isini, gunesten gelen radyant enerjinin bir seklidir. Gérinmez olan UV,
gorindr 1sik spektrumunda morun yaninda meydana geldiginden bu sekilde
isimlendirilir. UV 1sini dalga boyuna gore, UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm)
ve UV-C (200-280 nm) olarak 3 grupta toplanmaktadir (Turhan ve ark., 2006).
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Bitkilerde DNA protein ve ATPaz hasarlari ve henuz tam aciklanamamis birgok

sistemde hasar meydana getiren UV (B,C) isinlarinin, patojen ataklarina benzer bicimde
enzim, flavanoid ve fitoaleksin biyosentezlerini harekete gecirdigi, savunma
mekanizmasi ile ilgili gen ekspresyonlarini baslattigi ve PR (pathogenesis-related)

proteinlerin sentezini uyardigi bilinmektedir (Keskin, 2007).

2.5. Uztim Fenoliklerinin Biyolojik Etkileri

Uzium fenolikleri; antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 6zellikleri nedeniyle insan saghgi icin dogal
koruyuculardir (Jang ve ark.,1997; Sardi ve ark., 2000, Moriarty ve ark., 2001). Fenolik
bilesikler dogal antioksidan madde 6zelligi gosterdikleri icin serbest radikallerin neden
oldugu reaksiyonlari durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp hastaligi ve akciger
hastaliklari gibi pek c¢ok hastaliklarin olusumuna engel olurlar. Kirmizi Gzim
kabugunda bulunan antioksidan 6zellikli fenolik bilesiklerin, kirmizi Gzim suyu ve
sarap tuketen bireylerde yiksek oranda yag tiuketimine karsin kalp hastaligi oraninin
distik olmasinda etkili oldugu bircok arastirmaci tarafindan “Fransiz Paradoksu™ olarak
ifade edilmektedir.

Uzum fenoliklerinin saghik tzerine olumlu etkileri asagida maddeler halinde
verilmistir (Keskin, 2007).

1. Koroner kalp hastaliklari riskini azaltmaktadir.

2. Kanser baslangicini  geciktirmekte, gelisimini  yavaslatmakta  veya
engellemektedir.
Serbest radikal olusumunu engellemektedir.
Trombosit toplanmasini engellemektedir.

Dusuk yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu 6nlemektedir.

o g~ w

Triacilgliserol duzeyini dustirmekte ve karacigeri lipit peroksidasyonundan

korumaktadir.

7. C vitaminine gore 20-50 kat daha fazla etkili bir antioksidan oldugu igin
bagisiklik sistemini giclendirmektedir.

8. lltihaplanmayi engelemeye yardimci olmaktadir.
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9. Basta katarakt olmak (zere g0z hastaliklari Uzerine olumlu etkileri

bulunmaktadir.
10. Siklooksigenaz ve hidroperoksidaz fonksiyonlarini engellemektedir.

11. Alzheimer hastaligi tzerine olumlu etkileri bulunmaktadir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2017-2018 vyillari arasinda Van Yuzinclt Yil Universitesi Ziraat
Fakultesi Bahge Bitkileri Bolumi’nde yurutalmustir.

3.1. Materyal
Calismada bitkisel materyal olarak Karaerik (Sekil 3.1) Uzim cesidine ait bir

yash dallar kullaniimistir. Budama doneminde alinan celikler 16/8 saat fotoperiyot
kosullarinda, 25 °C sicaklikta iklim odasinda strduralmastr (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Karaerik.



Sekil 3.2. Bir yash dallarin iklim odasinda strdurtlmesi.

3.2. Yontem

3.2.1. Invitro suirgunlerin elde edilmesi

Bir yasli dallarin iklim odasinda strdirilmesiyle elde edilen surglnlerden her
birisi tek adventif goz igeren eksplantlar 1-2 damla 0.01’lik Tween 20 ilave edilmis
%10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%0.5 NaOCI) kullanilarak 15 dk dezenfekte
edilmistir. Dezenfeksiyon sonrasi materyaller, her biri en az 5 dk olmak Uzere 3 kez
steril saf su ile durulanmistir. In vitro bitkiciklerin elde edilmesi amaciyla MS
(Murashige ve Skoog 1962) yari kati temel besin ortami kullanilmistir. Litreye 4.4 g,
katilarak hazirlanmis olan ortamin pH de@eri 5.7’ye ayarlanmistir. Buylmeyi
duzenleyici madde olarak, sirgun gelisimini artirct 1.0 mg/L BAP (6-
benzilaminopurin) eklenmistir. Sukroz (%3) ve agar (%6) ilave edilen besin ortamlar
otoklavda (121°C’de 20 dk) sterilize edilmistir. Kilture alinan tek bogum eksplantlari
8/16 fotoperiyot ve 25 °C’de inkube edilmis, calismada kullanilacak yeterli eksplant



23
sayisina ulasana kadar 21 gun ara ile alt kalttre alma islemine devam edilerek in vitro

bitkicikler elde edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. In vitro bitkicikler.

3.2.2. Kallus kultdrlerinin kurulmasi

Kallus kilturlerinde besin ortami olarak, Gamborg B-5 kati temel besin ortami
kullaniimistir (Gamborg ve ark., 1968). Saf su icerisine litreye 3.2 g hazir besin ortami
katilmasiyla hazirlanan besin ortaminin pH degeri 5.7’ye ayarlanmistir. Buylmeyi
diizenleyici madde olarak 0.1 mg/L NAA ve 0.2 mg/L Kin (Oguz, 2017) ilave
edilmistir. Daha sonra siikroz (%30) ve agar (%0.8) eklenmis besin ortami, otoklavda
121 °C’de 20 dk sureyle sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Kallus baslangi¢
eksplanti olarak in vitro bitkiciklerden elde edilen yaprak ayalari kullaniimistir. Kiltdre
alinan yaprak ayasli eksplantlari 8/16 fotoperiyot ve 25 °C’de inkibe edilmis (Sekil 3.4)
ve kulttrler 21 giin ara ile iki defa alt kulture alinarak kallus g¢ogaltimi saglanmistir
(Sekil 3.5).



Sekil 3.5. Alt kalttre alinan kalluslardan genel bir goruntd.



Sekil 3.6. Elde edilen kalluslar.

3.2.3. Elisitor (uyarici) uygulamasi

Calismada, elisitor olarak kisa dalga boylu UV 1s1ginin etkisi incelenmistir. UV
1sin kaynagi olarak, Vilber-Lourmat T-15C UV-C lamba kullaniimis ve kdltirlere 10
cm mesafeden 10 ve 15 dk olmak Uzere iki farkli sire ile uygulanmistir. Bu amacla, 12
gun yash kultlrlere, steril kabin icerisinde petri kutularinin kapaklarinin acgiimasi ile
(Sekil. 3.7) uygulama gerceklestirilmistir (Keskin, 2007).

Uygulama yapilan kallus kultirleri, 25 °C’de, karanlik kosullarda 24, 48 ve 72
saat olmak tizere (¢ farkli siirede inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kalluslar 1g
olacak sekilde tartiimis, aliminyum folyolara sarilmis ve analize kadar korumak
amaciyla 80 °C’de saklanmaya alinmistir. Herhangi bir uygulama yapilmayan ve 0. saat
olarak inkiibasyon stresine dahil edilen kontol kalluslari, ikinci alt kiltirden sonra taze
ortama aktarilan 12 gun yash kalluslardan 1 g ornek icerecek sekilde alinmis ve
aliminyum folyo icerisinde -80 °C’de analiz zamanina kadar korunmustur.
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Sekil. 3.7. Kalluslara UV-C 1sin1 uygulamasi.

3.2.4. Fenolik bilesik tayini

Calismada hem toplam hem de bireysel fenolik bilesikler belirlenmistir. Toplam
fenolik bilesik analizi i¢in 1 g kallus dokusu tizerine 1 ml metanol eklenip 2 dk boyunca
homojenizator (Ika Ultra-Turrax T20 Basic, Almanya) ile orta hizda homojenize
edilmistir. Ornekler filtre kagidindan siiziilerek ependorf tiiplere alinmis ve analiz
yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir. Toplam fenolik madde icerigi, Folin-
Ciocaltaeu kalorimetrik yontemi ile ¢Ozeltilerin spektrofotometrede (Varian Bio 100,
Avustralya) 725 nm dalga boyunda absorbanslarinin okunmasiyla belirlenmistir (Swain
ve Hillis 1959), toplam fenolik madde icerigi mg/g gallik asit esdegeri (GAE) olarak
ifade edilmistir.

Calismada bireysel fenolik bilesiklerden protokatesuik asit, gallik asit,
klorogenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, g-kumarik asit, vanilik asit, rutin, sirincik
asit, florizin ve trans-resveratrol belirlenmistir.  Fenolik bilesiklerin HPLC ile
ayrilmasinda Rodriguez-Delgado ve ark. (2001) tarafindan belirlenen ydntem
kullanilmistir. 1 g kallus dokusu homojenizatorde iyice parcalandiktan sonra 4 ml
metanol eklenmis ve 15 dk. 15000 rpm’de santriftij edilmistir. Daha sonra Ustte kalan
kisim 0.45um millipor filtre ile suzllerek kahverengi 6rnek siselerinde muhafaza
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edilmistir. Kromatografik ayrim, Agilent 1100 HPLC sisteminde, Diode Array

dedektori (DAD) ile ve 250*4.6 mm, 4um oktadesilsiloksan (ODS) kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak ¢6zici A Metanol-asetik asit-su (10:2:88), ¢ozicl
B Metanol-asetik asit-su (90:2:8) kullanilmistir. Fenolik bilesiklerin ayrimlari igin
HPLC kosullari 254 ve 280 nm dalga boyuna, akis hizi ImL/dk ve enjeksiyon hacmi 10
ul olarak belirlenmistir. Bireysel fenolik bilesikler pg/g Taze Agirlik (TA) cinsinden

ifade edilmistir.

3.2.5. istatistik analiz

Calismada, uUzerinde durulan 6zellik olan fenolik bilesikler bakimindan
tanimlayici istatistikler; Ortalama ve Standart hata olarak ifade edilmistir. UV uygulama
(10 ve 15 dk), ve inkiibasyon sireleri (24, 48 ve 72 sa) arasinda fark olup olmadigini
belirlemek amaciyla “Faktoriyel Diizende Tekrarlanan Olgiimli Varyans Analizi
Yontemi” yapilmistir.  Varyans analizini takiben farkl gruplari belirlemede Duncan
testi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik énemlilik dizeyi %5 olarak alinmis ve

hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi kullaniimistir.






4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada, Karaerik tzim cesidine ait 12 gun yash kalluslarda, iki farkli UV
1sint uygulamasi (10 ve 15 dk) ve t¢ farkli inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 sa) sonunda
elde edilen toplam fenolik bilesik uyarimi incelenmistir. istatistik analiz sonuglarina
gore uygulama stresi x inklbasyon stiresi 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Toplam fenolik bilesik icerigi Uzerine UV uygulama ve inkibasyon sirelerinin
etkisi Cizelge 4.1°de sunulmustur. Kontrol kalluslarinda elde edilen 546.58 mg/g degeri
10 dk UV 1sin1 uyarimindan 24 sa sonra 1.6 kat artarak 885.75 mg/g’a yikselmis, 48 sa
sonra ise 970.75 mg/g ile en yiksek degere ulasmistir. 72. sa sonra ise toplam fenolik
bilesik icerigi azalmis ve 804.08 mg/g olarak Olcilmiistiir. inkiibasyon siireleri
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.1).

15 dk UV 1sini uyarimindan 24 sa sonra 992.417 mg/g olarak ol¢tlen toplam
fenolik icerigi, 48 sa sonra 1009.08 mg/g’a yikselmis, 72 sa sonra ise azalarak 879.08
mg/g’a gerilemistir. Kalluslarda en yiksek toplam fenolik bilesik icerigi 48. saatte, en
disuk toplam fenolik bilesik icerigi ise 24 saatlik inkibasyon sonunda 6l¢ilmus olup,
toplam fenolik bilesik icerigi bakimindan inkubasyon sureleri arasinda farkliliklar
istatistik olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1).

10 dk ve 15 dk UV isini uygulamasi sonunda elde edilen toplam fenolik bilesik
degerlerinin, kontrol grubundan daima daha yiksek, farklihgin ise istatistik olarak
onemli oldugu gorilmastir. UV uygulamalar karsilastirildiginda; uygulamalar arasi
farklihgin istatistik olarak 6nemli olmamakla birlikte t¢ inkiibasyon siresinde de, 15 dk
streli uygulamanin, daha yuksek (sirasiyla 992.42 mg/g, 1009.08 mg/g, 879.08 mg/qg)
uretime yol actigi, 48. saatte 15 dk UV uygulamasi ile en yuksek icerik degerine
ulasildigi saptanmustir.
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Cizelge 4.1. UV uygulama ve inkibasyon surelerinin toplam fenolik bilesik icerigine

(mg/q) etkisi
Uygulama inkiibasyon Sresi (sa)
Saresi
(dk) 24 48 72
10 885.75* + 82.17 970.75* + 94,95 804.08* + 51.20
15 992.42* + 101.35 1009.08* + 106.68 879.08* + 82.98

Kontrol grubu ortalamasi: 546.58 + 19.65

*Kontrolden farki istatistik olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1. UV uygulama ve inkibasyon surelerinin toplam fenolik bilesik icerigine
(mg/g) etkisi.

UV uygulama ve inklbasyon sirelerinin bireysel fenolik bilesik icerigine etkisi

Cizelge 4.2°de sunulmustur.



Cizelge 4.2. UV uygulama ve inkubasyon strelerinin bireysel fenolik bilesik icerigine
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etkisi
Bireysel Fenolikler inku_pasyon UV Uygulama Siiresi
(g/g TA) Suresi 10 dk 15 dk
Ort. + St. Hata Ort. + St. Hata
Kontrol 7.47 +£0.42
Protokatesuik asit 24 5.28 b *+0.65 6.59*+0.14
48 7.66 a+0.53 8.64 £ 0.97
72 6.88 ab £ 0.20 7.84+1.22
Kontrol 13.37 £1.56
Valinik asit 24 9.82 *+2.180 12.48 +0.98
48 15.78 * + 3.93 14.10 £ 0.51
72 13.49 +1.95 11.91 +2.40
Kontrol 1.73+0.35
RUtiN 24 2.29 *+0.08 2.38*+0.94
48 1.71£0.291 2.18 £0.83
72 1.75+£0.19 1.69 +0.33
Kontrol 0.81 +0.15
Gallik asit 24 0.74 £0.13 1.31+0.24
48 0.99+£0.18 1.31+£0.32
72 0.85+0.11 0.84 £0.14
Kontrol 457 £0.60
Klorogenik asit 24 6.04 +1.25 10.14 *+ 3.30
48 14,56 * +6.31 10.67 * +2.94
72 6.88+1.24 9.07*+1.14
Kontrol 0.47 £ 0.06
Sirincik asit 24 0.31+0.09 0.23*+0.03
48 0.30 *+0.04 0.33+0.18
72 0.35+0.06 0.33+0.08
Kontrol 0.13 +0.06
o-kumarik asit 24 0.36 £0.15 0.71*+0.17
48 0.55+0.29 0.82*+0.33
72 0.09 £ 0.04 0.37*+0.18
Kontrol 0.16 + 0.09
Ferulik asit 24 0.41b*+0.14 1.27 *+0.60
48 1.09a*+0.17 1.28 * £ 0.46
72 0.39b *+0.07 1.12*+0.50
Kontrol 0.07 £ 0.05
g-kumarik asit 24 0.12 £0.02 0.09 £0.02
48 0.17 £0.04 0.09 £0.01
72 0.08 £0.03 0.08 £ 0.05
Kontrol 1.94 +0.98
Florizin 24 2.37+£0.89 3.54*+1.70
48 3.05+0.38 4,16 *+2.16
72 2.17+0.94 2.98 £ 0.46
Kontrol 277 +0.87
trans-resveratrol 24 4.39*+0.86 6.66*+2.13
48 5.42*+1.39 7.09*+2.84
72 3.26 £0.54 474*+1.93

a,b: Fark istatistik acidan anlamlidir (p<0.05).

*Kontrolden olan farki istatistik agidan anlamhdir (p<0.05).
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Cizelge 4.2 protokatesuik asit bakimindan incelendiginde, 0. zaman olarak ele

alinan kontrol kalluslarinda 7.47 pg/g olarak dlculen degerin 10 dk UV uygulamasindan
sonraki 24. saatte 5.28 pg/g’a geriledigi, 48. saatte yeniden bir yukselise gecerek
kontrol degerinin biraz Uzerinde bir degere ulastigr (7.66 pg/g TA), 72. saatte ise
yeniden azaldi§i (6.88 ug/g) dikkati cekmistir. inkiibasyon siireleri arasindaki fark ile
24. saatin kontrole gore farki istatistik olarak onemli bulunmustur. 15 dk UV
uygulamasini takiben 24 saat icerisinde kalluslarda protokatesuik asit icerigi 10 dk
uygulamasina benzer sekilde azalma gostermis (6.59 ug/g TA), 48. saatte yeniden
yukselerek kendi grubundaki maksimum deg@er olan 8.64 pg/g TA’a ulasmis ve 72.
saatte yeniden azalma gostermistir (7.84 pg/g TA). Her iki UV 1sini uygulama siresi
karsilastirildiginda; uygulamalar arasi farklihik istatistik olarak 6nemli olmamakla
birlikte 15 dk sireli uygulamanin, 10 dk uygulamasina gore daha yiksek bir birikimine
neden oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Her iki uygulama suresinde de 48.
saatte en yiksek protokatesuik asit icerigine ulasilmistir. Kallus kalttrlerinde
protokatesuik asit bakimindan meydana gelen degisim Sekil 4.2°de grafik seklinde

sunulmustur.

o
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Sekil 4.2. UV uygulama ve inkiibasyon sirelerinin protokatesuik asit icerigine (ug/g)
etkisi.
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Kalluslarin kontrol grubunda 13.37 pg/g olarak kaydedilen valinik asit icerigi,

her iki UV i1sini uygulamsindan sonra (10 dk: 9.82 pg/g TA; 15 dk: 12.48 ug/g TA) 24
saat icerisinde bir azalma gostermistir. Uygulamalarin etkisi 48. saatte kendini
gostermis 10 dk uygulamasi ile icerik 15.78 pg/g TA’a, 15 dk uygulamasi ile 14.10
pg/g TA’a yukselmistir. 72 saatlik inkiibasyon sonuda (10 dk: 13.49 ug/g ; 15 dk: 11.91
pg/g) ise igerikte tekrar bir azalma meydana gelmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3). Gerek 10
dk gerekse de 15 dk UV isini uygulama siresi i¢in de en yiksek valinik asit Gretiminin
elde edildigi 48. saatte 10 dk uygulamasinin 15 dk uygulasindan daha etkili oldugu
tespit edilmistir. UV uygulama ve inkibasyon surelerine gore valinik asit iceriginin
degisimi Sekil 4.3’de sunulmustur.

0sa 24 sa 4R sa 72 sa
——10dk —H-15dk

Sekil 4.3. UV uygulama ve inkiibasyon surelerinin valinik asit icerigine (ug/g TA)
etkisi.

Kallus kultirlerine ait bireysel fenolik bulgularinin topluca sunuldugu Cizelge
4.2’den de goraldugi gibi kontrol kalluslarinda 1.73 pg/g TA olarak kaydedilen rutin
icerigi 10 dk UV uygulamasindan 24 saat sonra UV isini etkisini gostermis ve 1.3 kat
bir artisla 2.29 pg/g TA’a yiikselmistir. ilging bir sekilde 48. saatte icerikte bir azalma
meydana gelmis ve elde edilen deger (1.71 pg/g ) konrol kalluslarinda 6lctlen degerin
de altina inmistir. 72. saatte ise ¢ok kicuk bir artis ile rutin icerigi 1.75 pg/g ’a

yukselmistir. Benzer sekilde 15 dk UV uyarimi ve 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
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kalluslarda 2.38 pg/g TA olarak belirlenen rutin igerigi, 48 saatlik inkiibasyon sonunda

yine bir azalma gosterek 2.18 pg/g TA’a gerilemis, 72. saatte ise daha da azalarak
kontrol degerinin de altinda bir deger sergilemistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4). Her iki UV
uyarim sdresi karsilastirildiginda; 10 dk uygulamasinin, 15 dk uygulamasina gére daha
yuksek bir rutin birikimine neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Her
iki uygulama siiresinde de 24. saatte en ylksek rutin icerigine ulasiimistir.
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Sekil 4.4. UV uygulama ve inkiibasyon surelerinin rutin icerigine (ug/g TA) etkisi.

Gallik asit bakimindan Cizelge 4.2 incelendiginde, kontrol kalluslarinda 0.81
Mg/g TA olarak saptanan icerik; 10 dk UV uyarimi ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda
0.74 pg/g TA’a gerilemis, 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise tekrar artis gostererek
0.99 pg/g ve son inklbasyon siresi olan 72. saatte ise 0.85 pg/g TA olarak
belirlenmistir. 15 dk UV uyarimi ile 24. saatte artmaya baslayan gallik asit icerigi 48.
saatte herhangi bir degisim gostermeden ayni kalmis ve 72. saatte kontole yakin bir
degere inmistir (0.84 pg/g). Gallik asit bakimindan en iyi uygulama ve inkibasyon
stresi 15 dk UV uygulamasindan sonraki 24. ve 48. inkibasyon sureleri olmustur
(Cizelge 4.2, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. UV uygulama ve inkiibasyon surelerinin gallik asit icerigine (ug/g TA) etkisi.

Klorogenik asit icerikleri Cizelge 4.2’de sunulmustur. Kalluslar 10 dk UV ile
uyarildiginda, baslangi¢ degeri olan 4.57 pg/g TA, ilk inkiibasyon siresi olan 24. saatte
6.04 pg/g TA’a ulasmis, ikinci inkiibasyon suresi olan 48. saatte bu deger 2.4 kat artis
gostererek maksimum degere (14.56 pg/g TA) cikmis ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda
ise hizla azalarak 6.88 pug/g TA’a gerilemistir (Sekil 4.6).

0 sa 21 sa 18 sa 72 sa
——10dk —E-15dk

Sekil 4.6. UV uygulama ve inkibasyon sirelerinin klorogenik asit icerigine (ug/g TA)
etkisi.
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15 dk UV isint uygulamasini takiben 24. ve 48. saatlerde UV isini etkisini

hemen gostermis ve yaklasik 2.3 kat bir artis ile klorogenik asit icerigi sirasiyla 10.14
pg/g ve 10.67 pg/g’a yukselmis, 72 sa sonunda ise 9.07 pg/g TA’a dismustir. Bu
uygulamada en iyi UV uygulama siresi 10 dk olurken, en iyi inkiibasyon siresi 48. sa
olmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.6).

Cizelge 4.2’de goruldigu Uzere, kontrol kalluslarinda 0.47 pg/g TA olarak
kaydedilen sirincik asit iceriginin, 10 dk UV uyarimi sonucunda, 24 sa sonra 0.31 ug/g
TA’a, 48 sa sonra ise 0.30. pg/g TA’a gerilemesi dikkat cekici olmustur. Son
inklibasyon siresi olan 72. saatte ise deger yeniden yukselise gegse de (0.35 pg/g)
kontrol degderinin altinda kalmistir. 15 dk UV 1sini uygulamasinda da benzer durum
ortaya ¢ikmis sirincik asit icerigi; 24. saatte 0.23 ug/g’a gerilerken, 48. ve 72. saatlerde
1.4 kat artis gostermis ve 0.33 pg/g olarak sabit kalmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. UV uygulama ve inkibasyon surelerinin sirincik asit icerigine (ug/g TA)
etkisi.

Cizelge 4.2’den de goraldugu tzere, 10 dk UV uyarimi sonucunda, kontrol
kalluslarinda 0.13 pg/g TA olarak élgllen p-kumarik asit icerigi 24 saat sonra 0.036
pg/g TA’a yukselmis, 48. saatte ise 0.55 pg/g TA’a olarak kaydedilmistir. 72. saatte ise
p-kumarik asit icerigi yeniden azalma gostermis ve elde edilen deger (0.09 ug/g) kontrol
kalluslarinda elde edilen degerin de altinda olctulmustir. 15 dk UV isini uygulamasi

sonucunda, ilk 24 satte atmaya baslayan p-kumarik asit icerigi (0.71 pg/g), 48. saatte
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ulastlan en yiksek degeri ile 0.82 pg/g’a ulasmis, 72. saatte ise icerik yeniden azalarak

0.37 pg/g TA’a olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.8). p-kumarik asit
bakimindan en iyi UV uygulama suresi 15 dk olurken, en iyi inkiibasyon suresi ise 48.

saat olmustur.
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Sekil 4.8. UV uygulama ve inklbasyon sirelerinin p-kumarik asit icerigine (ug/g TA)
etkisi.

Cizelge 4.2°de verilmis olan ferulik asit verilerinden de gorilecegi gibi kontrol
kalluslarinda 0.16 pg/g TA olarak belirlenen deger, UV 1sin1 10 dk uygulandiginda 24
saat sonra 0.41 ug/g, 48 saat sonra 1.09 pg/g TA ve 72 saat sonra ise 0.39 pg/g’a
ulasmistir. UV 1sin1 15 dk uygulandiginda ferulik asit icerigi; 24 sa sonra yaklasik 8 kat
artarak 1.27 pg/g TA olarak belirlenirken, 48 sa sonra bu deger ¢ok az artis gostererek
1.28 pg/g TA’a yikselmis ve 72. saat sonunda ise 1.12 pg/g TA’a kadar dusmustir
(Sekil 4.9). Bu dlcumlere gore en yiiksek verimlilik 15 dk UV uygulamasi sonunda 48.

saatte elde edilmistir.
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Sekil 4.9. UV uygulama ve inkibasyon surelerinin ferulik asit igerigine (ug/g TA)
etkisi.

Kontrol kalluslarinda 0.07 pg/g TA olarak o6lgilen g-kumarik asit icerigi 10 dk
UV isint uygulandiktan 24 saat sonra yaklasik 1.7 kat artis gostererek 0.12 pg/g’a
ulasmis, en yiksek deger (0.17 pg/g) ise 48 saat sonra elde edilmistir. 72 saat sonra
icerik azalmis ve ulasilan deger 0.08 ug/g olarak kaydedilmistir. 10 dk sonuglarina
benzer sekilde, 15 dk UV 1sini uygulamasinda, g-kumarik asit icerigi, 48 sa icerisinde
artis gostermis (24. ve 48. saatte 0.09 pg/g TA), 72. saatte ise azalmistir (0.08 pg/g). g-
kumarik asit bakimindan en iyi UV uygulama siresi 10 dk olurken en iyi inkiibasyon
stiresi 48. saat olmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.10).

Cizelge 4.2’de sunulmus olan florizine ait degerlere bakildiginda; kontrolde 1.94
ug/g TA olarak kaydedilen icerige karsilik, 10 dk UV uyarimi ile, 24 sa sonra icerik 2.
37 pg/g TA, 48 sa sonra ise 3.05 pg/g TA degerlerine ulagsmistir. 72 sa sonunda ise 1.17
Hg/g TA degerine kadar gerilemistir. 15 dk UV uyarimindan elde edilen sonuglara
bakildiginda ise, yine ilk 48 sa icerisinde bir artis ve 72. sa sonunda ise azalis meydana
gelmistir. ik 24 saatte 3.54 ug/g TA’dan 48 sa sonra en yiiksek deger olan 4.16 ug/g
TA’a ¢cikmis olan florizin igerigi, 72 sa sonunda 2.98 pg/g’a kadar azalis gostermistir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.11). Florizin bakimindan en iyi UV uygulama siresi 15 dk

olurken, en iyi inkiibasyon siiresi 48. saat olmustur.



39

0.18
0.16
0,14
0,12

0.1
0,08
0,06
0.04
0,02

0 sa 24 sa 48 sa 72 sa
——10dk =m-=15dk

Sekil 4.10. UV uygulama ve inkiibasyon sirelerinin g-kumarik asit icerigine (ug/g TA)
etkisi.
4.5
4
3,5
3
245
2
1.5
1
0.5
0

0 sa 21 sa 18 sa 72 sa
——10dk —m-15dk
Sekil 4.11. UV 1sini uygulama ve inkiibasyon sirelerinin florizin icerigine (ug/g TA)
etkisi.

10 dk UV uyarimi ile, kontrol kalluslarinda 2.77 pg/g TA olarak Olculen trans-
resveratrol degeri 24 saat sonra yaklasik 1.6 kat artarak 4.39 ug/g degerine ulasmis, bu
artis 48. saate kadar devam etmis (5.42 pg/g) ve 72 sa sonra azalarak 3.26 pg/g’a kadar
dusmastir. Benzer sekilde 15 dk UV isini uygulamasinda da 24. saatte 2.4 kat artis
gostererek 6.66 pg/g olarak saptana ortalama trans-resveratrol igerigi, 48. saatte

yaklasik maksimum &l¢iim de@eri olan 7.09 pg/g’a yikselmis, 72. saatte ise yine hizli
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bir azalma gostererek 4.74 pg/g TA’a dusmastur (Cizelge 4.2, Sekil 4.12). Trans-

resveratrol bakimindan en iyi UV uygulama suresi 15 dk olurken, en iyi inkibasyon

siiresi ise 48. saat olmustur.

0sa 24 sa 48 sa 72 sa
—4—10dk =m-15dk

Sekil 4.12. UV uygulama ve inklbasyon sirelerinin trans-resveratrol icerigine (ug/g
TA) etkisi.

Calismada UV isininin, kallus kiltarleri ile fenolik bilesik Gretimi igin son
derece etkili bir elisitor oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, Keskin ve Kunter (2007, 2008;
2009, 2010) ile Cetin ve ark. (2011) tarafindan belirtilen, UV 1sininin etkili bir elisitor
oldugu gorusiyle de uyumludur.

Calismada toplam fenolik bilesik igeriginin yani sira 11 adet farkh bireysel
fenolik bilesik icerigi de incelenmistir. Sirincik asit hari¢ diger tim bilesikler UV 1sini
uygulamasindan olumlu etkilenmis kontrol degerlerine gore ilk 24 saate bir artis
meydana gelmis, sonraki 48 saatlik inkiibasyon sonunda en yiksek icerik degerine
ulastimis ve son inklbasyon siresi olan 72. saat sonunda ise icerik azalmistir. Diger
bireysel fenoliklerden farkli olarak en yiksek rutin icerigi UV isinlamasini takip eden
24 saat icerisinde gerceklesirken, gallik asit iceriginde 24 ve 48. saat dlcimleri ayni
kalmistir. Sirincik asitte ise farkli olarak kontrol degerine gore inkiibasyon suresi
boyunca bir dusts meydana gelmistir. Sirincik asit gallik asidin 3,5-dimetil eter tiirevi

olan bir dimetoksibenzendir.
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UV isininin olumlu etkisi uygulama suresi ile yakindan ilgilidir. UV 1sini

uygulama stresinin fenolik bilesikleri uyarmadaki etkisini inceleyen birgok arastirmada
oldugu gibi (Keskin ve Kunter 2007, 2008, 2009, 2010; Cetin ve ark., 2011), bu
calismada da uygulama siresinden elde edilen basari; inkiibasyon suresine gore farklilik
gostermistir. 10 dk ve 15 dk uygulamalari sonucunda basarili fenolik bilesik Gretiminin
gerceklestigi saptanmistir.

En ylksek fenolik bilesik icerigi, UV uyarimindan sonraki 48. saatte elde
edilmistir. Bu durum gerek 10 dk gerekse de 15 dk icin ayni bulunmustur. Bais ve ark.
(2000), Takayanagi ve ark. (2004), Keskin ve Kunter (2007, 2008, 2009, 2010), Lui ve
ark. (2010), calismanin sonuclari ile uyumlu olacak sekilde 48. saati en iyi inkiibasyon
stresi olarak bildirmislerdir. 72. saatte ortaya ¢ikan icerik azalmasi ise beklenen bir
sonuctur. Calismada, bazi uygulamalarda bu saatte Olctlen degerler kontrol
Olcimlerinin de altinda bulunmustur. Bu durumu Keller ve ark. (2000), kalluslarin
yaslanmasiyla birlikte fenolik bilesik tretiminde meydana gelen azalma ile agiklamistir.
Ayrica buna neden olarak, sekonder metabolitlerin kalicthginin uzun sureli olmamasi ve
inkibasyonun belirli bir asamasindan sonra enzimler tarafindan parcalanarak yapilarinin

kaybolmasi gosterilebilir (Charlwood ve ark 1990).






5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, degerli bir sekonder metabolit olan fenolik bilesikleri tretebilme
ve biriktirebilmesi ile 6nem kazanmis asmalarda, doku kultlrd ile UV 1s1ginin agiga
cikarici etkisinden faydalanarak fenolik bilesik Gretimi uyarilmis ve belirlenmistir.
Gerek Erzincan ili gerekse de ulkemiz asma gen potansiyeli icerisinde son derece
o6nemli bir yeri olan Karaerik Uzim c¢esidinin fenolik bilesik uretim potansiyeli
belirlenmistir.

Tez calismasi sonucunda genel olarak UV uygulama ve inkibasyon sirelerinin
kallus kadltirt ile fenolik bilesik Gretiminde etkli oldugunu soylemek yanlis
olmayacaktir. Calismada 10-15 dk olmak Gzere iki farkli UV-C 1sini uygulama suresi
kullanilmis, her iki stire de gerek bireysel gerekse de toplam fenolik bilesik tretiminin
artmasinda etkili olmustur. Karaerik tziim cesidine ait kalluslarda 10 dk UV uygulama
stresi toplam fenolik bilesik, valinik asit, rutin, klorogenik asit ve g-kumarik asit
iceriginin artmasinda daha etkili olurken, 15 dk UV uygulama slresi protokatesuik asit,
gallik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, florizin ve resveratrol iceriginin artmasinda daha
etkili bulunmustur. UV 1sini uygulanmis Karaerik kalluslarinda isinlama sonrasinda
kontrol kalluslarina goére toplam fenolik bilesik iceriginde 1.8; protokatesuik ve valinik
asit iceriklerinde 1.2; rutin iceriginde 1.4; gallik asit iceriginde 1.6; klorogenik asit
iceriginde 3.2; p-kumarik asit iceriginde 6.3; ferulik asit iceriginde 8; g-kumarik asit
iceriginde 2.4; florizin iceriginde 2 ve trans-resveratrol iceriginde ise 2.6 kat artis
meydana gelmistir.

inkiibasyon siirelerinin etkisi irdelendiginde ise baslangic degerine gére fenolik
bilesik retimi ilk 24 saat icerisinde genel olarak artis gostermis, ancak calisma
sonucunda elde edilen en yuksek fenolik igerik degerine 48. saatte ulasmak mumkin
olmustur. Son inkibasyon siresi olan 72. saatte ise genel olarak fenolik bilesiklerin
iceriginde bir azalma meydana gelmistir.

Calisma, asmada fenolik bilesiklerin Gretiminin artiriimasi igin biyoteknolojik
bir yaklasim sunmaktadir. Bu nedenle gelecek calismalarda biyoreaktorler kullanilarak
hicre stspansiyon kultirlerine yonelinebilinir. Doku kaltart yontemleri kullanilarak
yerli genotiplerimizin bireysel ve toplam fenolik bilesik Uretim potansiyelinin ortaya

cikariimasi tavsiye edilmektedir.



KAYNAKLAR

Adams, D. O., 2006. Phenolics and ripening in grape berries. Am. J. Enol. Viticult.,
57(3): 249-56.

Adrian, M., Jeandet, P., Douillet-Breuil, A. C., Tesson, L., Bessis, R., 2000. Stilbene
content of mature Vitis vinifera berries in response to UV-C elicitation. J. Agric.
Food Chem. 48: 6103-6105.

Bais, A. J., Murphy, P. J., Dry, I. B., 2000. The molecular regulation of stilben
phytoalexin biosynthesis in Vitis vinifera during grape berry development. Aust.
J. Plant Physiol. 27: 425-433.

Barlass, M., Miller, R. M., Douglas, T. J., 1987. Development of methods for screening
grapevines for resistance to infection by downy mildew. Il. Resveratrol
production. Amer. J. Enol. Vitic. 38: 65-68.

Barz, W., Daniel, S., Hindeer, W., Jaques, U., Kessman, H., Koster, J., Otto, C.,
Tiemann, K., 1988. Elicitation and metabolism of phytoalexins in plant cell
cultures. In: Application of plant cell and tissue culture, CIBA Foundation
Symposium 137, Toronto, 178-198.

Bavaresco, L., Petegolli, D., Cantu, E., Fregoni, M., Chiusa, G., Trevisan, M., 1997.
Elicitation and accumulation of stilbene phytoalexins in grapevine berries infected
by Botrytis cinerea. Vitis, 36(2): 77-83.

Boulton, R., 2001. The copigmentation of anthocyanins and its role in the color of red
wine: A critical review. Am. J. Enol Vitic., 52(2): 67-87.

Castellarin, S. D., Bavaresco, L., Falginella, L., Gongalves, M. I. V. Z., Di Gaspero, G.,
2012. Phenolics in Grape Berry and Key Antioxidants. The Biochemistry of The
Grape Berry (Eds: Gerds, H, Chaves, M.M., Delrot, S.), Bentham Science
Publishers, Dubai, UAE, 89-110.

Charlwood, B. V., Charlwood, K. A., Molina-Torres, J., 1990. Accumulation Of
Secondary Compounds By Organized Plant Cultures. P: 167-300. In:
Secondary Products from Plant Tissue Culture. Eds. Charlwood, B. V., Rhodes,
M. J. C., Clarendon Pres, Oxford.

Cohen, S. D., Tarara, J. M., Kennedy, J. A., 2008. Assessing the impact of temperature
on grape phenolic metabolism. Anal. Chim. Acta, 621(1): 57-67.

Commun, K., Mauro, M. C., Chupeau, Y., Boulay, M., Burrus, M., Jeandet, P., 2003.
Phytoalexin production in grapevine protoplasts during isolation and culture.
Plant Physiology and Biochemistry, 41:317-323.

Cortell, J. M., Kennedy, J. A., 2006. Effect of shading on accumulation of flavonoid
compounds in (Vitis vinifera L.) Pinot noir fruit and extraction in a model system.
J. Agr. Food Chem., 54(22): 8510-8520.

Creasy, L. L., Coffee, M., 1988. Phytoalexin production potential of grape berries.
J.Amer. Soc. Hort. Sci. 113, 230-234.

Cetin, E. S., Uzunlar, F., Baydar, N. G., 2011. UV-C uygulamasinin Gamay zim
cesidine ait kalluslarda sekonder metabolit tretimi Gzerine etkileri. Gida, 36(6):
319-326.

Davies, C., Boss, P. K., Robinson, S. P., 1997. Treatment of grape berries, a
nonclimacteric fruit with a synthetic auxin, retards ripening and alters the
expression of developmentally regulated genes. Plant Physiol, 115(3): 1155-
1161.



45

Douillet-Breuil, A. C., Jeandet, P., Adrian, M., Bessis, R., 1999. Changes in the
phytoalexin content of various Vitis spp. in response to UV-C elicitation. J. Agric.
Food Chem. 47: 4456-4461.

Downey, M. O., Harvey, J. S., Robinson, SP., 2003. Synthesis of flavonols and
expression of flavonol synthase genes in the developing grape berries of Shiraz
and Chardonnay (Vitis vinifera L.). Aust J Grape Wine R, 9(2): 110-121.

Downey, M. O., Harvey, J. S., Robinson, S. P., 2004. The effect of bunch shading on
berry development and flavonoid accumulation in Shiraz grapes. Aust. J. Grape
Wine Research, 10(1): 55-73.

Downey, M., Rochfort, S., 2008. Simultaneous separation by reversed-phase high-
performance liquid chromatography and mass spectral identification of
anthocyanins and flavonols in Shiraz grape skin. J Chromatogr A, 1201(1): 43-
47,

Gamborg, O., Miller, R., Ojima, K., 1968. Nutrient requirement suspensions cultures of
soybean root cells. Experimental Cell Research, 50: 151-158.

Gatto, P., Vrhovsek, U., Muth, J., Segala, C., Romualdi, C., Fontana, P., Pruefer, D.,
Stefanini, M., Moser, C., Mattivi, F., Velesco, R., 2008. Ripening and genotype
control stilbene accumulation in healthy grapes. J. Agric. Food Chem., 56:
11773-11785.

Guidoni, S., Allara, P., Schubert, A., 2002. Effect of cluster thinning on berry skin
anthocyanin composition of Vitis vinifera cv. Nebbiolo. Am. J. Enol. Viticult,
53(3): 224-226.

He, F., He, J. J., Pan, Q. H., Duan, C. Q., 2010. Mass-spectrometry evidence confirming
the presence of pelargonidin-3-O-glucoside in the berry skins of Cabernet
Sauvignon and Pinot Noir (Vitis vinifera L.). Aust. J. Grape Wine Research,
16(3): 464-468.

Iriti, M., Rossoni, M., Borgo, M., Faoro, F., 2004. Benzothiadiazole enhances
resveratrol and anthocyanin biosynthesis in grapevine, meanwhile improving
resistance to Botrytis cinerea. J. Agr. Food Chem., 52(14): 4406-4413.

Jang, M., Cai, L., Udeani, G. O., Slowing, K. V., Thomas, C. F., Beecher, C. W. W.,
Fong, H. H. S., Farnsworth, N. R., Kinghorn, A. D., Mehta, R. G., Moon, R. C.,
Pezzuto, J. M., 1997. Cancer chemopreventive activity of resveratrol, a natural
product derived from grapes. Science, 275: 218-220.

Karaaslan, M., Ozden, M., Vardin, H., Yilmaz, F. M., 2013. Optimisation of phenolic
compound biosynthesis in grape (Bogazkere cv.) callus culture. African Journal
Of Biotechnology, 12: 3922-3933.

Keller, M., Steel, C. C., Creasy, G. L., 2000. Stilben accumulation in grapevine tissues:
developmental and environmental effects. XXV. International Horticultural
Congress, Part 4: Culture Techniques with Special Emphasis on Environmental
Implications, ISHS Acta Horticulturae 514, 275-286.

Keskin, N., 2007. Asma Kallus Kiiltirlerinde UV Isini Etkisi ile Resveratrol
Uretiminin Uyarilmasi ve Belirlenmesi, (Doktora tezi). Ankara Univ. Fen
Bilimleri Enstitlisu, Ankara.

Keskin, N., Kunter, B., 2007. Ercis Uzim c¢esidinin kallus kdltirlerinde UV 1sini
etkisiyle resveratrol Gretiminin uyarilmasi. Tarim Bilimleri Dergisi, 13: 379-384.

Keskin, N., Kunter, B., 2008. Production of transresveratrol in 'Cabernet Sauvignon’
(Vitis vinifera L.) callus culture in response to ultraviolet-C irradiation. Vitis,
47(4):193-196.



46

Keskin, N., Kunter, B., 2009. The effects of callus age, UV irradiation and incubation
time on trans-resveratrol production in grapevine callus culture. Journal of
Agricultural Sciences, 15(1):9-13.

Keskin, N., Kunter, B., 2010. Production of trans-resveratrol in callus tissue of
Okiizg6zii (Vitis vinifera L.) in response to ultraviolet-C irradiation. The J. Anim.
Plant. Sci, 20(3): 197-200.

Kortekamp, A., 2006. Expression analysis of defence-related genes in grapevine leaves
after inoculation with a host and a non-host pathogen. Plant Physiol Bioch, 44(1):
58-67.

Koyama, K., Sadamatsu, K., Goto-Yamamoto, N., 2010. Abscisic acid stimulated
ripening and gene expression in berry skins of the Cabernet Sauvignon grape.
Funct. Integr. Genomic, 10(3): 367-81.

Kunter, B., Cantiirk, S., Keskin, N., 2013. Uziim tanesinin histokimyasal yapisi. 1gdir
Uni. Fen Bilimleri Enst. Der., 3 (2): 17-24.

Langcake, P., 1981. Disease resistance of Vitis spp. and the production of the stress
metabolites resveratrol, e-viniferin, aviniferin and pterostilbene. Physiol Plant
Pathol, 18(2): 213-26.

Langcake, P., Pryce, R. J., 1976. The production of resveratrol by Vitis vinifera and
other members of the Vitaceae as a response to infection or injury. Physiol Plant
Pathol., 9: 77-86.

Lopez-Velez, M., Martinez, F., Del Valle-Ribes, C., 2003. The study of phenolic
compounds as natural antioxidants in wine. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 43:233-
244,

Liu, W,, Liu, C. Y., Yang, C. X., Wang, L. J., Li, S. H., 2010. Effect of grape genotype
and tissue type on callus growth and production of resveratrols and their piceids
after UV-C irradiation. Food Chem., 122: 475-481.

Mattivi, F., Guzzon, R., Vrhovsek, U., Stefanini, M., Velasco, R., 2006. Metabolite
profiling of grape: Flavonols and anthocyanins. J Agr Food Chem, 54(20): 7692-
702.

Mattivi, F., Vrhovsek, U., Masuero, D., Trainotti, D., 2009. Differences in the amount
and structure of extractable skin and seed tannins amongst red grape varieties.
Aust. J. Grape Wine Research, 15(1): 27-35.

Moriartry, J. M., Harmon, R., Leslie, A.W., Bessis, R., Anne-Celine, B., Marielle, A.,
Jeandet, P., 2001. Resveratrol content of two Californian table grape cultivars.
Vitis, 40(1), 43-44.

Murashige, T., Skoog, F., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physol. Plant., 15: 473-497.

Oguz, D., 2017. Karaerik Uzum Cesidinin Kallus Kultiirlerinde UV Isini Etkisi ile
Antosiyanin Uretiminin Uyarilmasi, (Yiksek lisans tezi). Van Yuzinci Yil
Univ. Fen Bilimleri Ens., Van

Oskay, D., Oskay, M., 2009. Bitki sekonder metabolitlerinin biyoteknolojik 6énemi. E-
Journal of New World Sciences Academy, 4 (2): 31-41.

Pan, Q. H., Wang, L., Li, J. M., 2009. Amounts and subcellular localization of stilbene
synthase in response of grape berries to UV irradiation. Plant Sci, 176(3): 360-
366.

Pezet, R., Gindro, K., Viret, O., Spring, J. L., 2003. Glycosylation and oxidative
dimerization of resveratrol are respectively associated to sensitivity and resistance
of grapevine cultivars to downy mildew. Physiol Mol Plant, 65(6): 297-303.



47

Pool, R. M., Creasy, L. L., Frackelton, A. S., 1981. Resveratrol and the Viniferins, their
application to screening for disease resistance in grape breeding programs. Vitis,
20, 136-145.

Ribéreau-Gayon, P., Gloires, Y., Maujean, A., Dubourdieu, D., 2000. Handbook of
Enology Volume 2: The Chemistry of Wine and Stabilization and Treatments,
John Wiley and Sons Ltd., West Sussex, England, pp 129-185.

Roby, G., Harbertson, J. F., Adams, D. A., Matthews, M. A., 2004. Berry size and vine
water deficits as factors in winegrape composition: Anthocyanins and tannins.
Aust. J. Grape Wine Research, 10(2): 100-107.

Rodriguez-Delgado, M. A.. Malovana, S., Perez, J. P., Borges, T., Garcia-Montelongo,
F. J., 2001. Separation pf phenolic compounds by high-performance liquid
chromatography with absorbance and fluorimetric detection. Journal of
Chromatography, 912:249-257.

Sardi, E., Korbuly, J., Kiralyné., Véghely, Z. S., Minsovics, E., 2000. Effect of different
stresses on the resveratrol level in various parts of Vitis genotypes. VII.
International Symposium on Grapevine Genetics and Breeding, ISHS Acta
Horticulturae 528, 597-603.

Savas, G., 2011. Farkh Pisirme YOntemlerinin Siyah Pirincin Fenolik Bilesenlere ve
Antioksidan Aktivitesi Uzerine Etkisi, (yuksek lisans tezi, basiimamis). istanbul
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, istanbul.

Sbaghi, M., Jeandet, P., Faiure, B., Bessis, R. Fournioux, J. C., 1995. Development of
methods using phytoalexin (resveratrol) assesment as a selection criterion to
screen grapevine in vitro cultures for resistance to grey mould (Botrytis cinerea).
Euphytica 86(1), 41-47.

Singleton, V. L., Zaya, J., Trousdale, E. K., 1986. Caftaric and coutaric acids in fruit of
Vitis. Phytochemistry, 25(9): 2127-2133.

Sokmen, A., Girel, E., 2001. Sekonder Metabolit Uretimi. (Edit6rler M. Babaoglu, E.
Gurel, S. Ozcan), Bitki Biyoteknolojisi Cilt | Doku Kiltiirii ve Uygulamalari, S.U.
Vakfi Yayinlari, Konya, s. 211-261.

Swain, T., Hillis, W. E., 1959. The phenolic constituents of Prunus domestica I. the
guantitative analysis of phenolic constituents. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 10: 63-68.

Takayanagi, T., Okuda, T., Mine, Y., Yokotsuka, K., 2004. Induction of resveratrol
biosynthesis in skins of three grape cultivars by ultraviolet irradiation. Journal of
the Japanese Society for Horticultural Science 73 (3), 193-1909.

Tassoni, A., Fornale, S., Franceschetti, M., Federica, M., Michael, A., Perry, B., Bagni,
N., 2005. Jasmonates and Na-orthovanadate promote resveratrol production in
Vitis vinifera cv. Barbera cell cultures. New Phytologist, 166: 895-905.

Turhan, I. A., Topuz, N., Tetik., M, Karhan., 2006. Meyve ve sebzelerin muhafazasinda
ultraviyole 11k uygulamalari. TUrkiye 9. Gida Kongresi, Bolu, 1:289-292.

Vanisree, M., Lee, C. Y., Lo, S. F., Nalawade, S. M., Lin, C. Y., Tsay, H. S., 2004.
Studies on the production of some important secondary metabolites from
medicinal plants by plant tissue culture. Botanical Bulletin Academia Sinica, 45:
1-22.

Vanisree, M., Tsay, H. S., 2004. Plant cell cultures- an alternative and efficient source
for the production of biologically important secondary metabolites. International
Journal of Applied Science and Engineering, 1: 29-48.



48

Versari, A., Parpinello, G. P., Tornielli, G. B., Ferrarini, R., Giulivo, C., 2001. Stilbene
compounds and stilbene synthase expression during ripening, wilting, and UV
treatment in grape cv. Corvina. J. Agric. Food Chem. 49: 5531-5536.

Vezzulli, S., Battilani, P., Bavaresco, L., 2007a. Stilbene synthase gene expression after
Aspergillus carbonarius infection in grapes. Am. J. Enol. Vitic., 58(1): 132-134.

Vezzulli, S., Civardi, S., Ferrari, F., Bavaresco, L., 2007b. Methyl jasmonate treatment
as a trigger of resveratrol synthesis in cultivated grapevine. Am. J. Enol. Vitic.,
58(4): 530-3.

Weaver, R. J., Mccune, S. B., 1960. Influence of light on color development in Vitis
vinifera grapes. Am. J. Enol. Vitic., 11(4): 179-184.

Zamboni, A., Vrhovsek, U., Kassemeier, H. H., Mattivi, F., Velasco, R., 2006. Elicitor-
induced resveratrol production in cell cultures of different grape genotypes (Vitis
spp.). Vitis, 45(2): 63-68.



Oz GECMIS

Mustafa CELIK, Sanhurfa’da 1991 yilinda dogdu. ilk ve orta égrenimini
Urfa’da tamamladi. 2012 yilinda Van Y{zinct Y1l Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahge
Bitkileri Bolimi’nu kazandi ve 2016 yilinda mezun oldu. 2017 yilinda Van Yzincu
Y1l Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bahge Bitkileri Anabilim Dali’nda yiksek

lisans 6grenimine bagsladi ve halen devam etmektedir.



T.C
VAN YUZUNCU vIL, UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLER| ENSTIT{S()
LiSAN

SUSTU TEZ, ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 28/12/2018
Tez Bashg / Konusu: “Karaerik Uziim Cesidinde in vitro Fenolik Bile

sik Uretimi Uzerine UV Isini
Uygulama ve Inkiibasyon Stirelerinin Etkisj”

. an asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oran; % 3 (tig) diir.

Uygulanan filtreler asagida verilmigtir:
- Kabul ve onay sayfas harig,
- Tesekkiir harig,
- Igindekiler harig,
- Simge ve kisaltmalar harig,
- Gereg ve yontemler harig,
- Kaynakga harig,
- Alintilar harig,

- Tezden gikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiziincii Y1l Universites; Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmas; ve Kullanilmasina ligkin
Yonergeyi inceledim ve by yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
i

intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

é é arih ve imza

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Ad1 Soyadi: Mustafa Celik
Ogrenci No: 169101153
Anabilim Dali: Bahge Bitkiler
Programi: Bahge Bitkileri

Statiisti: Y. Lisans i Doktora []
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UY(S}UNDUR : UYGUNDUR
[ 4

Wi Pr

Dog. Dr. Nurhan KESKIN
(Unvan, Ad Soyad, imza)




