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OZET

BIBER KALLUSLARINDA BAZI FiZYOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
PARAMETRELER UZERINE YUKSEK HIDROSTATIK BASINCIN ETKIiSi

KARTOPU, Ersan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danigman : Dog. Dr. Cemil ISLEK

Temmuz 2019, 40 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda fiziksel bir uyarici olan basing uygulamasinin biber kalluslarinda
bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine olan etkisi arastirilmistir. Bu amacla
in vitro kosullarda ¢imlendirilmis biber fidelerinin hipokotil eksplantlarindan kallus elde
edilmistir ve  kalluslardan  hiicre  siispansiyonlar1  olusturulmustur.  Hiicre
siispansiyonlarina 50, 100, 200 ve 300 MPa ytiksek hidrostatik basing (YHB) dozlar
uygulanmistir. Uyaric1 uygulamasindan sonra 12. giinde 6rnek alinarak analiz iglemleri
yapilmustir. Farkli basin¢ dozlarinin Malon aldehit (MDA ), toplam fenolik bilesik
miktari, toplam protein miktar1 degisimleri ile antioksidant enzimlerden siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri lizerine olan etkileri incelenmistir.
Toplam protein ve toplam fenolik bilesik miktarindaki en fazla artis 50 Mpa basing
uygulamasinda belirlenmistir. 300 Mpa basing uygulama dozunda SOD ve CAT enzim
miktarindaki artig en fazladir. Elde edilen sonuglar disaridan YHB gibi uyaricilarin ilavesi
ile metabolik yollarin tetiklendigini gostermistir. Abiyotik elisitdr olarak YHB kullanimi
bitki hiicrelerinde stres sinyal iletim yollarinin nasil etkilediginin arastirilarak 6grenilmesi
ve ikincil metabolit liretimi ile ilgili yapilan ¢aligmalara kaynak olusturmasi acisindan
onemlidir.

Anahtar Sozciikler: Yiksek hidrostatik basing, bitki doku kiiltiirli, antioksidant enzimler, toplam fenolik
bilesik



SUMMARY

THE EFFECTS OF HIGH HYDROSTATIC PRESSURE ON SOME
PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS IN PEPPER CALLUS

KARTOPU, Ersan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Cemil ISLEK

July 2019, 40 pages

In this thesis, the effect of pressure, which is a physical elicitor, on some physiological
and biochemical parameters in pepper calluses was investigated. For this purpose, callus
was obtained from hypocotyl explants of germinated pepper seedlings under in vitro
conditions and cell suspensions were formed from callus. 50, 100, 200 and 300 MPa high
hydrostatic pressure (HHP) doses were applied to the cell suspensions. On the 12th day
after the stimulant application, samples were taken and analyzed. The effects of different
pressure doses on malon aldehyde (MDA), total phenolic compound, total protein amount
changes and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activities were
investigated. The maximum increase in total protein and total phenolic compound was
determined at 50 Mpa pressure application. The increase in SOD and CAT enzymes is
the highest at 300 Mpa pressure application dose. The results showed that the metabolic
pathways are triggered by the addition of external stimulants such as HHP. The use of
HHP’s as an abiotic elicitor is important in terms of investigating how stress signal
transduction pathways affect plant cells and providing resources for studies on secondary

metabolite production.

Keywords: High hydrostatic pressure, plant tissue culture, antioxidant enzymes, total phenolic compound
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BOLUM I

GIRIS

Son yillarda bitki doku, organ ve hiicre kiiltiirleri giderek daha cazip hale gelmektedir.
Ozellikle bu yéntemler aromalar, antioksidanlar, ugucu yaglar, kokular, renklendirici
olarak kullanilan ¢esitli maddeler ve yiiksek molekiiler agirlikli molekiiller gibi ¢esitli
maddelerin iiretimi i¢in avantaj saglamaktadir. Ayrica hiicrelerinin biiyiik Olclide
gelistirilmesi ve bu hiicrelerden fitokimyasallarin iiretimi i¢in de kullanilmaktadir

(Murthy vd., 2015).

In vitro ortamlarda, ¢esitli dogal ve sentetik bitki biiyiime diizenleyiciler ile desteklenerek
hiicre ve dokularin biiylimesi tesvik edilerek morfogenetik yapinin degistirilmesi ve
cesitli metabolitlerin birikimi saglanmaktadir. Uretimi artirmak igin gesitli fiziksel ve
kimyasal maddelerde elisitorler (uyaricilar) olarak kullanilir (Murthy vd., 2015). Bu
uyaricilarin kulanimi ile kiiltiir sartlarinda olusan stres kosullarinin arastirilmasi ve bu

kosullarin optimize edilmesi liretim stiregleri agisindan 6nemlidir.

Yiiksek hidrostatik basing (YHB) uygulamasi, gidalar1 oda sicakliginda isleme ve koruma
metotlarinin en 6nemlilerinden biridir (Trujillo vd., 2002; Tilek ve Filizay, 2011).
Yiiksek basing islemi veya ultra yliksek basing olarak da tanimlanan YHB, kat1 ve sivi
gidalarin ambalajli veya ambalajsiz olarak, 100 ve 1000 MPa (1000 ile 10000 bar)
arasinda basinca maruz birakilmasini i¢ine alan bir islemdir (Akdemir Evrendilek vd.,
2010; Arici, 2006).

Yiiksek hidrostatik basing (YHB) kullanimi gilinlimiizden c¢ok eski zamanlardan beri
kendisine ¢esitli uygulama alanlar1 bulmaktadir. Orta Cag’dan giinlimiize kadar yiiksek
basing, sentetik elmas liretiminden; amonyak, iire, hidrokarbon v.b. maddelerin sentezine;
ekstraksiyondan, sterilizasyona birgok degisik amagla kullanilmaktadir (Bertucco ve
Vetter, 2001).

Bu tez calismasinda, biber hiicre siispansiyon kiiltiirleri hazirlanarak farkli oranlarda

yiiksek hidrostatik basin¢ uygulanmistir ve basincin belirli zamanlarda alinan 6rneklerde



baz1 fizyolojik ve biyokimyasal paramatreler iizerine olan etkisinin arastirilmasi

amagclanmustir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii, apikal meristem ve mezofil gibi dokularin; kok, govde ve yaprak gibi
organlarin; meristematik hiicreler, kallus hiicreleri gibi hiicre ve hiicre kisimlarinin
bitkiden ayrilarak steril (aseptik) kosullarda, yapay besin ortamlar1 {izerinde in vitro
olarak yetistirilmesi ve bunlardan olusan degisime agik hiicre ve dokulardan (kallus) yeni

bitkilerin yani klonlarin ya da bitkisel tirtinlerin elde edilmesidir (Yagci ve Toker, 2008).

Bitki doku kiiltiirti galismalarinda bitkiden ayrilarak ortama konulan parga eksplant olarak
tanmimlamaktadir. Eksplant, kiiciik bir bitki olabilecegi gibi organ, embriyo, tek hiicre ve
hatta ¢eperi kaldirilmus hiicre (¢1plak hiicre, protoplast) olabilir. Onemli olan eksplanttaki
hiicrelerde totipotensi yeteneginin bulunmasidir. Totipotensi ise zigotta goriilen ve mitoz
boliinmelerle somatik hiicrelere gegen tam bir bitki olusturma 6zelligidir (Yager ve Toker,

2008).

Gilintimiizde kiiresel 1si1nma, toprak veriminin azalmasi ve diinya niifusunun hizla artmasi
gibi nedenlerle aromatik bitkilerden elde edilen sekonder bilesiklerin in-vitro ortamda
ekolojik faktorlerden etkilenmeksizin tiretilmesi bilim insanlarini sorunu ¢6zme yolunda
doku kiiltiiri uygulamalarina yoneltmistir. Sekonder metabolitlerin liretiminde bitki doku
ve hiicre kiiltiirli galismalarinin hizli, ayni1 kalitede ve ekolojik kosullardan etkilenmeden

stirekli iiriin saglanmasiyla etkili alternatif bir yontem oldugu bilinmektedir.

Sekonder metabolitlerin iiretilmesi uygulamalarinda doku kiiltiiriinde en yaygin

kullanilan yontemler kallus kiiltiirti, stispansiyon kiiltiirii ve organ kiiltiirtidiir.

2.1.1 Kallus kiiltiirii

Kok, govde, apikal meristem, kotiledon, yaprak gibi organlardan elde edilen kiigiik
eksplantlarin kallus (bitki yara dokusu) olusturmak i¢in besin ortamlarina ekilmesiyle

gerceklestirilen yontemdir (Yagci ve Toker, 2008). Kallus olusumu inkiibasyon siiresine,



ortam sicakligina, fotoperiyoda, bitkinin kallus olusturabilme yetenegine gore
degismektedir. Elde edilen kalluslardan sekonder metabolit iiretimi ve silispansiyon

kiiltiirii yapilabilir (Yagc1 ve Toker, 2008).

2.1.2 Siispansiyon kiiltiirii

Uretilen kalluslar s1v1 besin ortamina ekilip ¢alkalamali inkiibasyon yapilirsa siispansiyon
kiltiirii kurulmus olur. Hiicreler s1v1 ortamda serbest sekilde gelisir. Bu yontem 6zellikle
ekstraselliiler bilesiklerin tiretiminde kullanilir. Arzu edilen madde ekstraseliiler degilse
ireyen ve inkiibasyon sonunda gelisen hiicreler mekanik, kimyasal veya enzimatik olarak

parcgalanarak elde edilir (Yagc1 ve Toker, 2008).

2.1.3 Organ Kkiiltiirii

Uretilen kalluslardan veya dogrudan alman eksplant iizerinden organ olusturmaya
yonelik yontemdir. Organ kiiltiirliyle sadece istenen organin gelismesi saglanabilir
(6rnegin koksiiz bitkicik veya sadece kok olusumu gibi). Bu kiiltiir tipi organa 6zel

sekonder metabolitlerin iiretiminde olduk¢a avantajlidir (Yager Tiizlin, 2011).

2.2 Oksidatif Stresin Kontroliinde Antioksidan Sistemler

Bitkiler sesil dogalar1 geregi yasam dongiileri boyunca biiylime ve gelismelerini olumsuz
yonde etkileyecek bir¢ok stres faktorii ile karsilagirlar. Biyotik ve abiyotik kokenli
olabilen bu stres faktorleri bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal zararlar olusturarak, iiriin
nicelik ve niteligini olumsuz yonde etkileyebilir (Biyiik vd., 2012). Bitkiler oksidatif
stres altinda yasamlarini devam ettirebilmek ve stresle basa ¢ikabilmek i¢in Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS)’nin  kontrolii ve detoksifikasyonunu saglayan cesitli
antioksidanlara sahiptirler. Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlar da oksidasyon
yapabilen ve diger bir substratin oksidasyonunu azaltan (elektron aktarimiyla) veya

engelleyen yani oksidasyona karst miicadele eden maddelerdir.

Antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak
tizere iki kisimda incelenmektedir. Enzimatik olmayanlar, askorbik asit (AA),

tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik



antioksidanlar ise siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz
(CAT) olarak bilinmektedir. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar hiicredeki

lokalizasyonlarina ve rollerine gore farklilik gostermektedirler.

Enzimatik Non-Enzimatik
Antioksidanlar Antioksidanlar
Mineraller >
I Ginko,Selenyum - Vitaminler
Vitamin
AECK
Birincil Enzimler :
Karotenoidler o
o Superoksit dismutaz(SOD), ; e : Organosiilfir
« Katalaa(CAT) B-karoten,likopen, lutein e Bilegikleri
* Glutatyon Peroksidaz (G P
Diigiik Molekiil Agurikl Antioksidan
Antioksidanlar * Kofaktgrler
tkincil Enzimler Glutatvon Urik asit Koeraim Q-10
® Glutatyon Rediiktaz(GR)
* Glutatyon-6-fosfat Polifenoller L o
Dehidrogenaz
Flavonoidler Fenolik Asitler
Kuersetin Kaemferol Kategin Ferulik asit,Gallik asit,
Hesperitin,Genistein, Siyanidin Kumarik asit

Sekil 2.1. Antikoksidan sistemlerin sematik olarak siniflandirilmasi (Ratnam vd., 2006)

Siiperoksit dismutaz enzimi 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda
belirlenmistir (Fridovich, 1983). Aerobik canlilarda O2’lerin H2O2’e ¢evrilmesi katalitik
aktivitesi ¢ok yliksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir.
Ayn1 zamanda siiperoksit, hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden
dismutasyonla H2Oz’e gevrilebilir (Biiyiik vd., 2012; Harbinson ve Hedley, 1993).

SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde O2™ birikimine izin verilmez.
Ancak, cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla siiperokside 6zgii
tepkimeler goriilmeye baslar. Siiperoksit metal iyonlarmi indirgeyerek bagli oldugu
proteinlerden salinimina neden olur. Metal iyonlarinin katildig: hidroksil radikali yapim

tepkimelerini hizlandirir (Biiyiik vd., 2012; Harbinson ve Hedley, 1993).



Dogada 6zellikle bitkilerde bolca bulunan katalaz enzimi (CAT) H202’yi indirgeyen veya
pargalayan, peroksizomlarin ise yapisal bir bileseni olan oksidaz enzimlerinden biridir
(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Higashi vd., 1974). CAT’1n temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen mevcudiyetinde metabolizmanin bazi1 kademelerinde sentezlenen, hidrojen
peroksitin  ve  ROOH gibi bir peroksidi giderek, oOzellikle membranlarda
olusturabilecekleri geri donilisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir (Keha ve Kiifrevioglu,

1997; Seriner ve Bilgin, 2012).

2.3 Malondialdehit

Lipit peroksidasyonu, yasayan her canli organizmada meydana gelen ve organizmaya en
¢ok zarar veren asama olarak distiniliir. Lipit peroksidasyonu; membrandaki doymamis
yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi gesitli driinlere yikilmas: reaksiyonudur. Serbest radikaller
ozellikleri nedeniyle lipitler, proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek hiicreye zarar
vermektedir. Malondialdehit (MDA), biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu
sonucunda olusmaktadir. MDA reaktif bir aldehittir. MDA olgtimi ile Lipit
peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak
metabolize olurlar ya da baslangigta etkili olduklari bolgeden difiize olarak hasari
hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. MDA tipik sekilde bitki membranlarinda
peroksidize doymamis yag asitlerinin tiretimini bozar ve transkripsiyonel stres yanitlarini
tetikler (Diplock, 1991; Farmer ve Davoine, 2007).

2.4 Fenolik Bilesikler

Bir veya daha fazla hidroksil grubu igerirler. Bitkilerde oldukg¢a fazla miktarda bulunan
fenolik bilesikler, yapisinda fenol grubu (aromatik halkasinda bir hidroksil grup) tasiyan,
cok cesitli bilesigin yer aldig1 kimyasal maddelerdir (Taiz ve Zeiger, 2010). Genellikle
bitki fenoliklerin dnemli bir boliimiinii hiicre duvarinin yapisina katilan lignin benzeri
yapilar olustursa da bitki yapisina direk olarak katilmayan cok farkli yapida fenolik
bilesikler bulunmaktadir. Ornegin, bitki savunmasinda, agag tiirlerini birbirinden ayirma
isleminde kullanilan farkli odun ve kabuk yapisinin olusmasinda, farkli ¢icek renkleri ve
bitkiye 6zgii, spesifik tat ve kokularin olusmasinda fenolik bilesikler rol oynamaktadir.

Bitki fenolikleri tarafindan saglanan biitlin bu oOzellikler, tipki biitiin sekonder



metabolitlerde oldugu gibi, bitkinin hayatta kalmasi i¢in olduk¢a dnemli biyoekolojik
fonksiyonlardir (Croteau vd., 2000). Bitkilerde fenolik bilesikler, herbivorlara ve
funguslara kars1 savunma 6geleri olarak onemli gorevler iistlenirler. Ornegin yapisinda
bir furan halkasi barindiran baz1 kumarinler (furokumarinler), giines 1s1ginin mor otesi
UV-A (320-400 nm) etkisi ile DNA’nin pirimidin bazlarina baglanip, hiicrenin

transkripsiyon ve onarim mekanizmalarini bozup hiicrenin 6lmesine sebep olabilir.

2.5 Yiiksek Hidsrostatik Basing

Yiiksek Hidrostatik Basing (YHB); kat1 ve sivi gidalarin ambalajli veya ambalajsiz
olarak, 100 - 1000 MPa (1000 — 10000 bar) arasinda basinca maruz birakilmasini igine
alan bir islemdir (Aric1, 2006). Gida kaynakli patojenleri inaktif etmek i¢in 300 -600 MPa
arasnda uygulanan basinglarin yeterli oldugu bildirilmektedir (Ozcan ve Kurtuldu,

2011).

Giintimiizde uygulanan gida muhafaza tekniklerinin bir¢ogu 1sil islem uygulamalarini
igerdigi igin hemen tamaminda gidanin besleyici degerinde azalma, tekstiirii, 1s1ya duyarl
besleyici 6geleri, rengi, goriiniimii ve lezzetinde kaginilmaz olumsuz degisimler
goriilmektedir. Bu nedenle, 1sil islem igermeyen (non-thermal), iyonize radyasyon,
yiksek hidrostatik basing (YHB), wvurgulu elektrik alani, yiiksek basing
homojenizasyonu, UV 1silama gibi gida muhafaza tekniklerinin kullanim1 konusunda
yogun arastirmalar yapilmaktadir (Devlieghere vd., 2004; Ross vd., 2003). Bu yeni
nontermal teknolojiler, gida maddesinin renk, lezzet, tekstiir ve besin degeri iizerine
yiiksek sicakligin yarattigi olumsuz etkilere yol agmadan, oda sicakliklart ve oda
sicakliklarina yakin sicakliklarda mikroorganizmalari inaktive etme 6zelligine sahiptirler
(Ross vd., 2003). YHB wuygulamalari, gida maddeleri {iretim proseslerinde
mikroorganizma inaktivasyonu ig¢in sicaklik uygulamalarina alternatif olarak kullanilan
ve gidalarda soguk pastorizasyon yontemi olarak son yillarda ilgi uyandiran bir yontem
olarak biiyiik 6nem tagimaktadir (Alpas vd., 2003; Devlieghere vd., 2004). Bu nedenle,
YHB uygulamalar1 alternatif yontemler i¢inde en ¢ok c¢alisilan1 olmus ve farkli islem
sartlar1 altinda mikroorganizmalarin inaktivasyonunda basarili sonuglar elde edilmistir
(Spilimbergo vd., 2002). Bu teknigin gida endiistrisindeki uygulamalarinda en ilgi ¢ekici
yonii; gidalarin yapisinda 6nemli degisiklikler olusturmaksizin, iiriinii mikrobiyal agidan

koruyabilen bir yontem olmasidir (Kinik vd., 2004).



YHB’1n en 6nemli kullanim alanlar1 s6yle siralanabilir: Mikroorganizma inaktivasyonu
(Hoover, 1989), biyopolimer modifikasyonu, protein denaturasyonu (Heremans, 1982),
enzim inaktivasyonu veya aktivasyonu (Anonim, 1997), jel formasyonu (Anonim, 1997;
Sanal ve Calimli, 2000), tat-koku ve renk gibi duyusal kalite 6gelerinin korunmasi
(Gokmen ve Acar, 1995), ekstraksiyonda verim arttirilmasi (Sanal ve Calimli, 2000),
yogunluk, donma ve erime sicakliklarinin veya tekstiirel 6zelliklerin degisimini saglamak
(Farr, 1990).

Yiiksek basing, ticari olarak uzun yillardan beri seramik materyal, sentetik kuarz ve diger
bir cok endiistriyel uygulamasi olan bir teknolojidir (Gokmen ve Acar, 1995; Kinik vd.,
2004; Trujillo vd., 2002). 1970 ve 1980’li yillarda seramik ve metalurji endiistrisinde
yiiksek basing kullaniminda biiyiik gelismeler kaydedilmistir (Trujillo vd., 2002). Ancak,
yiiksek basincin gida endiistrisindeki uygulamalari ¢ok yeni olup, heniiz arastirma
safhasindadir. Ozellikle Japonya’da bu konuda yogun galismalar yapilmakta ve bu teknik
gida endiistrisi i¢in gelistirilmektedir (Gokmen ve Acar, 1995).

Giiniimiizde, gida sanayinde bu teknik genis bir uygulama alani bulmustur (Kinik vd.,
2004). Bu teknigin oda sicakliginda, 100-900 MPa basing araliginda, etten meyve suyuna
kadar tiim gidalarda basariyla uygulandigi belirtilmektedir (Sanal ve Calimli, 2000). YHB

uygulanmus ilk ticari tirtinler 1991°de Japonya pazarinda goriilmustiir (Trujillo vd., 2002).

2.5.1 Yiiksek hidrostatik basincin mikroorganizmalar iizerine etkisi

Yiiksek basing mikroorganizmalarin morfolojisi, biyokimyasal reaksiyonlari, genetik
mekanizmalari, hiicre zarlar1 ve duvarlar1 ve spor kiliflar1 tizerinde degisimlere yol agar
(Gokmen ve Acar, 1995; He vd., 2002; Sanal ve Calimli, 2000). Basing altinda gaz
kofullarinin sikigsmasi, hiicre uzamasi, hiicre duvarinin hiicre zarindan ayrilmasi, hiicre
zarinin ¢gekmesi, ¢ekirdek veya hiicre i¢i organellerin degisimi, hiicre i¢i maddelerin hiicre

disina sizmasi gibi morfolojik degisimler olur (Ibanoglu, 2002).

Mikroorganizmalar iizerine yiiksek basmcin oldiiriicii etkisinin, denatiirasyon sonrasi
baz1 6nemli enzimlerin inaktivasyonu sonucu gergeklestigi, 100- 300 MPa basinglar
arasinda tersinir olan denatiirasyonun, 300 MPa {izeri basinglarda geri doniisiimsiiz hale

gectigi ifade edilmistir (Hoover, 1989).



2.5.2 Yiiksek hidrostatik basincin hiicre zari iizerine etkisi

Hiicre zar1 yapisi, fosfolipit ve proteinlerden olusmaktadir (Gokmen ve Acar, 1995).
Hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelebilecek degisimler hiicrenin Sliimiine Yyol
acabilmektedir (Gokmen ve Acar, 1995; He vd., 2002). Basing etkisi ile mikroorganizma
oliimlerinin birincil nedeninin hiicre zarindaki degisimler oldugu sanilmaktadir (Gokmen
ve Acar, 1995; Hugas vd., 2002; Ross vd., 2003). 100-800 MPa aras1 basing
uygulamalarinin hiicre zar1 gegirgenligine yol agtigi bilinmektedir (Rastogi vd., 2000).
Yiiksek basing uygulamalari sonucu hiicre zarini olusturan katmanlarin hacminde azalma
olmakta, sikistirlmig zar genellikle normalden farkli gegirgenlik gostermektedir
(Gokmen ve Acar, 1995).

Hiicre duvar1 mikrobiyal hiicrelerin seklini ve saglamligini vermektedir. Yiiksek basincin
hiicre duvarina zarar1 nedeniyle hiicreler daha gecirgen olmaktadir (Rastogi vd., 2000).
Hiicre duvar1 bozulmasi 400-500 MPa arasindaki uygulamalarda olmaktadir. Hiicrenin i¢
yapisi, 6rnegin organellerin morfolojisi basinca daha duyarlidir (Hartmann ve Delgado,
2004). Cekirdek zar1 100 MPa basing uygulamalar altinda etkilenmeye baslar, 400-500
MPa arasi basinglarda tiim organellerin membranlar1 bozulur (Brul vd., 2000; Hartmann
ve Delgado, 2004; Tiilek ve Filizay, 2011).

Yiiksek hidrostatik basincin gida muhafaza yontemi olarak yerlestirilmesi konusunda
yapilan g¢alismalarin bir¢ogu basing uygulamalarinin mikroorganizmalar {izerine olan
etkilerini incelemektedir (Gokmen ve Acar, 1995). Basing uUygulamalar1 altinda gida
enzimlerinin nasil etkilendigi son yillarda arastirilmaya baglanmistir (Sanal ve Caliml,
2000).

Mikroorganizmalar basing uygulamalar1 sonucu genellikle inaktive olurken, enzimler
inaktivasyon, aktivasyon veya varolan aktivitelerinin artmasi gibi tepkiler vermektedir
(G6kmen ve Acar, 1995; Sanal ve Calimli, 2000). Basingla muamelede uygulanan basing,
uygulama siiresine, sicakliga bagli olarak enzimi tamamen veya belli bir oSlgiide,
doniisiimlii veya doniisiimsiiz olarak inaktive edebilir (Ibanoglu, 2002). Yiiksek basincin
enzimleri inaktive etmesi; intra-molekiiler yap1 degisimi veya enzimin aktif yerindeki
degisim nedeni ile olmaktadir (Sanal ve Calimli, 2000). Doniisiimlii aktivasyonun, basing

etkisiyle enzim veya substratin yapisinda gerceklesen degisimlerle olustugu



aciklanmaktadir (Ibanoglu, 2002). Arastirmacilar, gida bilesiminde bulunan ¢oziinebilir
kat1, seker, protein ve yag bilesenlerinin enzim inaktivasyonuna kars1 koruyucu o6zellik

gosterdigini belirtmektedirler (Sanal ve Calimli, 2000).

Yiiksek basing uygulamasi ile tripsin aktivitesinde azalma gozlenmistir (Gokmen ve
Acar, 1995). 250 MPa basing altinda 15 dakika muamele ile ¢ilek piiresindeki
polifenoloksidaz aktivitesinde %60 kayba, 230 MPa basing peroksidaz aktivitesinde %25
kayba yol agarken, 250-400 MPa arasindaki basinglarda her iki enzimin aktivitesinde de
artts goriilmiistiir (Ibanoglu, 2002). Portakal sularinda, 300 MPa ve iizerindeki basing
uygulamalarinda pektinesteraz aktivitesinde azalma saptanmistir (Gokmen ve Acar,
1995).

2.5.3 Yiiksek hidrostatik basincin proteinler iizerine etkisi

Genellikle, basing altinda hidrofobik ve iyonikbaglarin kirildigi, hidrojen baglarinin
kuvvetlendigi tespit edilmistir (Hugas vd., 2002; Ibanoglu, 2002). Kovalent baglar yiiksek
basingtan etkilenmemektedir (Hugas vd., 2002; Needs vd., 2000; Ross vd., 2003; Sanal
ve Calimli, 2000).

Basing, aminoasitlerin R gruplarindaki asit gruplarinin ayrisimina ve 300 MPa basincin
tizerinde ve oksijenli ortamda S-S baglarinin olusumuna Yol agmaktadir. Yapilan
caligmalar, 100- 400 MPa basing altinda molekiillerin polimer yapilarinin ayrisarak
pargalara ayrildigini (hidrofobik etkilesimlerin zayiflamasi nedeni ile) veya yapisinin
kismen agilarak (hidrofobik ve iyonik baglarin zayiflamasi nedeni ile) denatiire oldugunu
gostermektedir. Bu basing araliginda yapidaki degisim dontisiimlii olabilir. Yapidaki bu
degisim protein ¢dziiniirliigiinii etkiler (Hayakawa vd., 1996; Ibanoglu, 2002).

300-400 MPa fizerindeki basing uygulamalar1 birgok proteinin yigisimima Yol agar.
Y1gis1m, protein yapisina, uygulanan basinca, uygulama siiresine, protein konsantrasyonu
ve pH’ya bagl olarak degisir. Y1gisim, basing ortadan kalktiktan sonra kismen agilan
proteinin, sulu ortama ¢ikan hidrofobik gruplar basta olmak suretiyle molekiiller aras1 bag
olusturmasindan kaynaklanir. S-S baglarinin olusmasi yigisimda rol oynar (ibanoglu,
2002).
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Proteinlerin yapisinin kismen agilmasi onlarin kopiirme ve emiilsiyon olusturma
ozelliklerinde degisime yol agar. Yiiksek basing kontrollii yapisal degisim saglayabilir.
Boylece istenilen ozelliklere sahip proteinler basing uygulamasi ile elde edilebilir
(Ibanoglu, 2002).

Biyomolekiiller, basing altinda Le Chatelier prensibine gore davranirlar. Bu prensibe
gore, denge halindeki bir sistemde bir degisiklik yapilirsa, sistem bu degisiklige karsilik
bir tepki verecektir ve bir denge hali olusacaktir. Bir sisteme basing uygulandiginda buna
karsilik olarak hacmi kiigiiltecek reaksiyonlar veya tepkiler tesvik edilecektir. Paskal
prensibine gore yiiksek basing, liriiniin biiyiikliigii ve sekline bagli olmadan gecikmesiz
olarak etki gosterir. Basing uygulamasi oda sicakliginda gerceklestiginden geleneksel
yontemlerdeki gibi termal enerjiye gereksinim duyulmaz ve iirlin yapisinda, 1sinin neden

oldugu olumsuzluklar ortaya ¢ikmaz (Mertens ve Deplace, 1993; Sayin ve Tamer, 2014).
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BOLUM Il

MATERYAL VE METOT

3.1 Bitkisel Materyal

Tez c¢alismasinda kullanilan biber tohumu (Maras-1) Dogu Akdeniz Gegit Kusagi

Tarimsal Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

3.2 Tohumlarin Yiizeysel Sterilizasyonu

Calismada kullanilan biber tohumlar1 ekim Oncesinde ylizeysel sterilizasyona tabi
tutulmustur. Biber tohumlar1 kapakli cam bir kavanoza konularak tizerine %70’lik etil
alkol ilave edilmis ve 3 dk bekletilmistir. Etil alkol steril kabinde siiziilerek, %40°11k ticari
sodyum hipoklorit ilave edilmis ve 30 dakika siireyle calkalayici da galkalanarak,
hipoklorit kisim ayrilmistir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika beklenecek sekilde steril su
ilave edilmis ve siiziilmiistiir (Ellialtioglu vd., 1998). icerisinde yaklasik 50’ser mLsteril
agarl1 besi ortam1 konulan magenta kaplarinin her birinin i¢ine ylizeysel sterilizasyonu
biten tohumlardan yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Kapaklar1 kapatilmis ve lizerine stre¢ film

sartlmistir.
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Sekil 3.1. Biber tohumlarinin steril besin ortamina ekimi

3.3 Tohum Cimlendirme Ortami Bilesimi ve Hazirlanmasi

Biber tohumlarinin ¢imlendirilmesi ig¢in hormonsuz Murashige ve Skoog (1962) (MS)
temel besi ortami kullanilmistir. MS besiyeri Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.
MS besiyeri igerigi Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Besin ortamlarinin hazirlanmasinda
kullanilan saf maddelerden hazirlanan stok c¢ozeltiler +4°C’deki buzdolabinda
saklanmigtir. Vitaminlerin 100 kat derisik 250 mL’lik stok cozeltileri hazirlanmstir.
Tohum ¢imlendirme ortami olan hormonsuz MS besin ortamina %3 sakkaroz ile %0,7

agar ilave edilmis ve besiyerinin pH’1 5,7’e ayarlanmistir.
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Cizelge 3.1. MS temel besin ortam (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesenler MS Ortam, mg/L

Makro bilesenler
NH4NO3 1650
KNOs3 1900
CaCl,.2H,0 440
KH2PO4 170
MgSQ4.7H20 370
NaFeEDTA 36,7
Mikro Bilesenler
MnSQO4.2H.0 16
ZnS04.7H,0 8,6
H3BO3 6,2
Kl 0,83
Na:Mo004.2H20 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl2.6H.0 0,025
Vitaminler
Myo-Inositol 100
Glycin 2
Thiamine-HCI 0,1
Nikotinik Asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5

3.4 Kiiltiir Kosullari

Tohum c¢imlendirme asamasinda magenta kutulart 25°C#1 sicakligina sahip iklim
odasinda bir hafta silireyle karanlikta tutulmus, tohumlarda ¢imlenmenin basladigi
goriildiikten sonra 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik diizene
gecilmistir. Biber tohumumun ekimden 4 hafta sonraki gelisimi Sekil 3.2°de

goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Biber tohumunun ekimden 4 hafta sonraki gelisimi

3.5 Eksplant Tipi ve Eksplantin Kallus Ortamina Dikimi

Steril kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen biber fideleri, dort haftalik
inkiibasyon siiresini tamamladiktan sonra eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Her bir
fideden hipokotil eksplant1 kesilmistir. Oncelikle kokbogazindan kesim yapilarak kokler
uzaklastirilmis, hipokotil bolgesi yaklasik 1 cm’lik pargalara ayrilmis hipokotil eksplanti
hazirlanmistir. Hipokotil eksplantindan kallus eldesinde 1,0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L
kinetin ve %3 sakkaroz ile %0,7 agar ilave edilmis MS besin ortami kullanilmistir.
Besiyerinin pH’1 5,7 e ayarlanmistir. Hipokotil eksplantlart MS besiyerine yatay olarak
yerlestirilmistir (Ellialtioglu vd., 1998). Hipokotil eksplantindan gelisen kallus dokulari
16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik diizende iki hafta siireyle
iklim odasinda gelistirilmistir. Gelisen kallus dokular1 Sekil 3.3’de goriilmektedir.
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Sekil 3.3. MS Besiyeri ortaminda gelisen kallus dokulari

Gelisen kallus dokulari, magenta kutular igindeki 1,0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L Kinetin
ve %3 sakkaroz ile %0,7 agar ilave edilmis MS besin ortamina transfer edilmistir.
Magenta kutularindaki kallus dokulari yine aymi periyodik diizende iklim odasinda

gelistirilmistir. Alt kiiltiirde gelisen kallus dokusu Sekil 3.4’de goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Alt kiiltirde ¢ogalan kallus dokusu

3.6 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Kallus olusumu i¢in kullanilan 1,0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L Kinetin ve %3 sakkaroz ilave
edilmis MS besin ortami siispansiyon kiiltiiriinde de kullanilmis, sadece ortama agar
ilavesi yapilmamigtir. Kallus dokular1 steril kabin igerisine yerlestirilen ve %70’lik alkole
batirilmis pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kagitlar1 tlizerinde tartilarak
transfer edilmistir. Magenta kutulari icerisinde gelistirilmis olan kallus dokulari, i¢lerine
40’ar mLs1vi besin ortam1 konulmus 100 mL’lik erlenlere steril kosullarda her birine 2 gr
olacak sekilde konulmustur. Hiicre siispansiyonlarini bulunduran erlenmayerler 25°C+2
dereceye ayarlanmis calkalayici iizerine yerlestirilmislerdir (Sekil 3.5). Calkalayicinin

hiz1 110 devir/dakika olacak sekilde ayarlanmistir.
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Sekil 3.5. Calkalayicr tizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

3.7 YHB Uygulamalari ve Analiz icin Orneklerin Hazirlanmasi

Basing uygulama calismast ODTU Gida Miihendisligi Boliimii’'nde yiiriitiilmiistiir.
Yiiksek hidrostatik basing uygulamasi bir endiistriyel yiiksek basing sistemi olan SITEC
CH-8124 (Ziirich, Switzerland) cihaz1 ile yapilmistir (Sekil 3.6). Basing uygulamasi
sirasinda i¢ sicaklik Huber Circulation Thermostat (Offenburg, Germany) 1sitma-sogutma
sistemi ile kontrol altinda tutulmustur. Basing iletim ortami olarak su seg¢ilmistir.
Uygulama sirasinda kompresyon ve dekompresyon siireleri 20 sn.’den kii¢iik tutulmustur.
Uygulamada basing oranlar1 50 MPa i¢in 500 MPa/dak, 100 MPa i¢in 450 MPa/dak, 200
MPa icin 400 MPa/dak, 300 MPa i¢in 350 MPa/dak ve 400 MPa i¢in 300 MPa/dak
seklindedir. Her ornekten iicer paralel halinde basinglama yapilmis olup, sonuglar

basinglama yapilmamis 6rneklerle karsilagtirilmistir.
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Sekil 3.6. Yiiksek hidrostatik basing sistemi

3.8 Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler

3.8.1 Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

0,1 gr kallus 6rnegi 5 mL %80 metil alkol ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen
ornek 80°C’de 15 dak. inkiibe edilmis ve 500G’de 10 dak. Santrifiij edilmistir. Pelet tekrar
2,5 mL %80 metil alkol ile homojenize edilmis, 80°C’de 15 dak. inkiibe edilerek 500g’de
10 dak. santrifiij edilmistir. Peletten elde edilen siipernatan digerine eklenmistir.
Stipernatan 80°C’de kurutulmus ve 1 mL %80 metil alkol ile tekrar slispanse edilmistir.
Bu siispansiyon toplam fenolik madde miktarinin tayininde kullanilmistir (Gayoso vd.,
2004). Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde Folin ciocaltaeu yontemi
kullanilmistir (Singleton ve Rossi, 1965). 100 ul ekstrakt 10 kez seyretilmis Folin
ciocaltacu ile oda sicakliginda 5 dak inkiibe edilmistir. Bu ¢ozeltiye 750 pL sodyum
bikarbonat solusyonu eklenmis ve oda sicakliginda 90 dak. inkiibe edilmistir. 765 nm’de
absorbans degisimi spektrofotometrede kaydedilmistir. Fenolik madde miktar1 gallik asit

standart1 kullanilarak hesaplanmigtir.

19



3.8.2 Malondialdehit analizi

Malondialdehit (MDA) analizi Heath ve Packer (1968)’e gore belirlenmistir. Taze 6rnek
%1 TCA ile homojenize edildikten sonra elde edilen ekstrakta %20 TCA ve %0,5 TBA
iceren ¢oOzelti ilave edilmistir. 95°C’de 30 dak. su banyosunda inkiibe edilmis, 532 ve 600
nm’de spektrofotometrede okuma yapilmistir. MDA miktar1 ekstinksiyon katsayisi

(155mM* cm™?) kullanilarak hesaplanmustir.

3.8.3 Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Toplam protein miktarinin belirlenmesi i¢in, kontrol ve uygulama gruplarindan 3 tekrarh
olarak alinan 1’er g kallus 6rnegi, | mM EDTA igeren, 5 mL pH 7,8’lik 0,05 M Na-fosfat
tamponunda buz banyosu igerisinde ekstre edilmistir. Elde edilen ekstrakt 13000 rpm’de

sogutmali santrifiijde 30 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi sonrasi uygun hacimde alinan siipernatantlara, Coomassie Brillant Blue
protein boyasi iceren 1 mL reaksiyon karisimi eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika
bekletilen Orneklerin, VIS Spektrofotometre ile 595 nm’deki absorbans degerleri
alinmigtir. Elde edilen bu absorbans degerleri, BSA standartlar1 (0,02-0,2 mg/mL) ile
olusturulan kalibrasyon egrisine uygulanarak orneklerdeki ¢6ziinebilen toplam protein

miktari, mg.g yas agirlik? olarak belirlenmistir.

3.8.4 Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.8.4.1 Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi
amaciyla kontrol ve uygulama gruplarindan ticer kez 1’er g kallus 6rnegi tartilmistir. 1 g
kallus 6rnegi SOD enzim aktivitesi tayini i¢in 1 mM EDTA igeren, 5 mLpH 7,8’lik 0,05
M Na-fosfat tamponunda; CAT aktivitesi tayini i¢cin 1 mM EDTA igeren, 3 mLpH 7,6’lik
0,05 M Na-fosfat tamponunda buz banyosu icerisinde ekstaksiyona tabi tutulmustur. Elde

edilen ekstrakt 13000 rpm’de sogutmali santrifiijde 30 dakika siire ile santrifiij edilmistir.
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3.8.4.2 Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir. Yontem, 560 nm’de nitroblue
tetrazolium’un (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin O6rnekte bulunan SOD enzimi
tarafindan engellenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi, 50 mM Na-fosfat
tamponu (pH 7,8), 33 uM NBT, 10 mM L-Methionine, 0,66 mM EDTA ve 0,0033 mM
Riboflavin icermektedir. Slipernatant uygun miktarda seyreltilmis ve reaksiyon karigimi
(3 mL) ilave edilmistir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in karisim, 10 dakika 300 pmol™
m? st 1sik siddeti altinda, oda sicakhiginda bekletilmistir. Bu siire sonunda
spektrofotometre ile 560 nm’de oOrneklerin absorbans degerleri alinmistir. Enzim
aktivitesi, NBT nin %50 inhibisyonu icin gerekli SOD miktar1, 1 enzim iinitesi olarak
hesaplanmustir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein™.g yas agirlik’* olarak

belirlenmistir.

3.8.4.3 Katalaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT) enziminin aktivite analizi, Bergmeyer (1970) yontemi uygulanarak
yapilmustir. Yukarida verilen prosediir uygulanarak elde edilen siipernatantlara, 0,05 M
Na-fosfat tamponu (pH 7,0), %3 H:02 ve 1 mM EDTA ilave edilmis ve
Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda, 1 dk siire ile H207’in tiiketilmesine bagli
absorpsiyon degisimi izlenmistir. Dakikada tiiketilen pumol H2O2 miktar1 1 enzim tinitesi
olarak saptanmustir. 240 nm’de spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein™. g

yas agirlik? olarak belirtilmistir.

3.9 istatistiksel Analizler

Tez ¢aligsmasinda biitlin deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Yapilan tiim Slgiimler ve
analizlerin verileri SPSS version 16.0 programinda Varyans analizi (Multiple Range
Testlerinden Tukey testi) ile P<0,05 onemlilik derecesine gore degerlendirilmistir.
Ortalamalarin standart hata ve standart sapma degerleri de yine ayni programda

hesaplanmustir.
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BOLUM IV

BULGULAR
4.1 Malondialdehit Miktarindaki Degisimler
Biber kallus dokularinda Malondialdehit (MDA) miktarindaki degisimler Cizelge 4.1°de
ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Basing uygulamasinin doz artis1 ile MDA miktarindaki
degisimde artmaktadir. En fazla artis 200 MPa basing uygulamasinda elde edilmistir.
Fakat bu degisim istatiksel olarak 300 MPa basin¢ uygulamasi ile elde edilen miktardan

istatiksel olarak dnemli degildir.

Cizelge 4.1. Basing uygulanan kallus dokularinda MDA miktarindaki degisimler

Uygulama MDA (nmol gr-1t.a)
Kontrol 6,237 + 0,38 xa
50 Mpa 7,312 + 0,35 xa
100 Mpa 9,462 + 0,37 xa

200 Mpa 19,204 + 3,33 yb
300 MPa 18,591 + 1,23 yb

Kontrol ile karsilastirildiginda 200 MPa ve 300 MPa basing uygulamas ile belirlenen
miktarlar istatiksel acidan 6nemlidir. MDA miktarindaki degisimler incelendiginde
kontrole gore en fazla artis (%207,9) 300 MPa basing uygulamasinda belirlenmistir (Sekil
4.1).
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Sekil 4.1. Biber kallus dokularinda MDA miktarindaki degisimler
(X,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi gostermektedir, p<0,05 n:3)

4.2 Toplam Fenolik Madde Miktarindaki Degisimler

Kontrol ile karsilastirildiginda basing uygulamasi toplam fenolik madde miktarinda artisa

neden olmustur. Ancak bu artis uygulanan basing dozlarinin artigi ile paralel degildir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Basing uygulanan kallus dokularinda toplam fenolik madde miktarindaki

degisimler
Uygulama Toplam fenolik
(ng GAE/mL)

Kontrol 9,475 + 1,06 xa
50 Mpa 24,704 + 2,89 yb
100 Mpa 16,582 + 1,28 yab
200 Mpa 19,120 + 5,57 yb
300 MPa 22,166 + 2,6 yb

50 Mpa basing uygulamasinda toplam fenolik madde miktari kontrole gore %160,7

artmigtir. Bu artig istatiksel agidan 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.2. Biber kallus dokularinda toplam fenolik madde miktarindaki degisimler
(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi gostermektedir, p<0,05 n:3)

Biber kallus dokularinda kontrol ile karsilastirildiginda toplam fenolik madde miktarinda
200 Mpa basing uygulamasinda %102,6 artis belirlenirken 300 Mpa basing
uygulamasinda %133,9 artis belirlenmistir (Sekil 4.2).

4.3 Toplam Protein Miktarindaki Degisimler

Kontrol uygulamalari ile karsilastirildiginda basing uygulanan kalluslarda 50 Mpa basing
uygulamasinda toplam protein miktar1 artarken diger uygulamalarda ise azalmistir
(Cizelge 4.3). Toplam protein miktarindaki en dnemli azalma 300 Mpa basing uygulama

dozundadir bu azalma kontrole gore %81 civarindadir.

Cizelge 4.3. Basing uygulanan kallus dokularinda toplam protein miktarindaki degisimler

Uygulama Toplam protein
(mg.g'ta)

Kontrol 0,222 £ 2,21 xa

50 Mpa 0,352 £5,75 xa

100 Mpa 0,076 = 8,11 yb

200 Mpa 0,120 + 4,38 yc

300 MPa 0,042 + 23,51 yd
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Uyarict uygulama dozlar1 birbiri ile karsilastirildiginda toplam protein miktarindaki
degisim iizerine olan etkileri istatiksel agidan Onemlidir (p<0,05). 50 Mpa basing
uygulamast ile toplam protein miktarinda gozlemlenen artis kontrol ile
karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir. Toplam protein miktarindaki degisimler

basing dozu artis1 ile pozitif bir korelasyon gostermemektedir (Sekil 4.3).

0,5

0,45
0,4

0,35 %
0,3

“53[%" N
0,1 %kw\\im

0,05
Kontrol 50 Mpa 100 Mpa 200 Mpa 300 Mpa

toplam protein (mg.g*t.a.)

Sekil 4.3. Biber kallus dokularinda toplam protein miktarindaki degisimler
(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi gostermektedir, p<0,05 n:3)

4.4 Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisimler

4.4.1 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesindeki degisimler

Biber kalluslarinda basing uygulamasi ile Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitelerindeki degisim incelendiginde 50 Mpa basing uygulamasi ile aktivite kaybi

oldugu belirlenmistir. Ancak bu azalma kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda istatiksel

acidan onemli bulunmamistir (Cizelge 4.4.) (p<0,05).
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Cizelge 4.4. Basing uygulanan kallus dokularinda SOD enzim aktivitesindeki degisimler

Uygulama SOD (EU.g' t.a)
Kontrol 53,581 + 2,21 xa
50 Mpa 29,547 £ 5,75 xa

100 Mpa 159,814 + 8,11 yb
200 Mpa 97,829 + 4,38 yc
300 MPa 213,631 + 23,51 yd

50 Mpa haricinde uygulanan basing artis1 kalluslarda SOD enzim aktivitesinde artisa
neden olmustur. En 6nemli artis %298,7°lik artis ile 300 Mpa basing uygulama dozunda
belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Biber kallus dokularinda SOD enzim aktivitesindeki degisimler
(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farkliligi géstermektedir, p<0,05 n:3)

Basing uygulamalarinin SOD enzim aktivitesi tlizerine etkileri birbirleri ile
karsilagtirildiginda dozlar aras1 etkilesimler istatiksel a¢idan anlamlidir (p<0,05).
Uygulama dozlarinin SOD enzim aktvitesi {izerine olan etkisi doz artis1 ile paralellik

gostermemektedir.
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4.4.2 Katalaz enzim aktivitesindeki degisimler

Biber kalluslarinda basing uygulamasi sonucu 12. giinde alinan 6rneklerde katalaz (CAT)

enzim miktarindaki degisimler Cizelge 4.5’de gosterilmistir. Kontrole gore 50 ve 200

MPa basing uygulamalarinda CAT enzim aktivitelerinde azalma belirlenmistir. Bu

azalma istatiksel agidan 6nemli degildir (p<0,05).

Cizelge 4.5. Basing uygulanan kallus dokularinda katalaz enzim miktarindaki degisimler

Uygulama CAT (EU.g' t.a)
Kontrol 153,883 + 5,86 xa
50 Mpa 121,146 + 3,15 xa
100 Mpa 794,684 + 37,84 yb

200 Mpa 134,238 + 15,10 xa
300 MPa 1327,090 + 17,15 yc

Basing uygulamasi sonucu CAT enzim aktivitesindeki en 6nemli artis 300 Mpa uygulama

dozunda belirlenmistir. 300 Mpa basing dozunda kontrol ile karsilagtirildiginda CAT

enzim aktivitesinde %762,4’liik bir artis belirlenirken 100 Mpa basing dozunda
%416,4’liik bir artis tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Biber kallus dokularinda CAT enzim aktivitesindeki degisimler
(x,y kontrole gore, ab birbirlerine gore farklilig1 gostermektedir, p<0,05 n:3)
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

YHB kullanimi ¢ok eski zamanlardan beri kendisine cesitli uygulama alanlar
bulmaktadir. Orta Cag’dan giliniimiize kadar yiiksek basing, sentetik elmas {iretiminden;
amonyak, {ire, hidrokarbon v.b. maddelerin sentezine; ekstraksiyondan, sterilizasyona

bir¢ok degisik amagcla kullanilmaktadir (Bertucco ve Vetter, 2001).

Fiziksel uyarici olarak YHB kullanildiginda in vitro sartlarda biber kallus hiicrelerinde
fizyolojik ve biyokimyasal degisimlerin belirlenmesi bitki dokusunun YHB stresine kars1

vermis oldugu yanitlar1 belirleyebilme agisindan 6nemlidir.

Tez ¢alismasinda biber kalluslarina farkli oranlarda YHB uygulanmis ve daha sonra
kalluslardan hiicre siispansiyonlar1 olusturularak 12. giinde 6rnek alinmis ve bu YHB 1n
biber kalluslarindaki MDA miktari, toplam fenolik madde miktari, toplam protein
miktar, SOD enzim aktivitesi ve CAT enzim aktivitesi lizerine potansiyel etkisi

arastirilmastir.

Bitkilerde stresin oncelikli etkilerinden biri olarak gosterilen lipid peroksidasyonun son
iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) analizleriyle stresin oncelikli hedefi olan
membranlardaki etkileri yansitilmaktadir (Hodges vd., 1999). Giiniimiize dek
gerceklestirilmis olan ¢alismalarda stresle birlikte Lycopersicon esculentum L’da
(domates) (Krupa ve Baszynski 1989, Quariti et al., 1997,Ben Ammar et al., 2005, Malik
et al.,1992), Triticum aestivum L’da (bugday) (Vassiley 2004), Hordeum vulgare L’de
(arpa) (Gaur ve Grupa 1994) ve daha bir¢ok bitkide MDA diizeyinin yani lipid
peroksidasyonunun artt11 gosterilmistir (Biiyiik et al., 2012). Islek ve arkadaslar1 (2015)
yaptiklar1 ¢galismada biber tohumundan gelisen fidelerde 200 Mpa basing uygulamasinda
MDA konsantrasyonunun kontrole gore yaklasik ii¢ kat arttigini ifade etmislerdir. Tez
caligmasinda MDA miktarindaki degisimler incelendiginde kontrole gore en fazla artis

300 MPa basing uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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Fenolik bilesiklerin; serbest radikalleri yok edici, antikanserojenik, bagisiklik sistemini
diizenleyici, timdr olusumuna neden olan enzimleri inhibe edici bir¢ok biyokimyasal ve
farmakolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir (Zhishen et al. 1999, Bermtdez Soto
and Thomas-Barberan 2004). Fenolik bilesiklerin, yapilarindaki hidroksil gruplarindan
elektron veya hidrojen vererek serbest radikallere etki ettigi ve antioksidan aktivite
gosterdigi bildirilmektedir. Yaptigimiz calismada basing artigina paralel olarak fenolik
madde miktarida artmaktadir (Sekil 4.2). Fenoliklerin artis1 bitkinin antioksidan sistemini

artirdigina isaret etmektedir.

Islek ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢alismada Lepidium sativum tere tohumlarma 50-
400 Mpa basing uygulamis ve bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine bu
basing uygulamasinin etkisini arastirmislardir. Toplam fenolik bilesiklerin kontrol
ornekleri ile karsilagtirildiginda 200 ve 300 Mpa basing uygulamasinda arttigini.en
yiiksek artisin ise 300 Mpa basing uygulamasinda belirlendigini ifade etmislerdir. Tez
calismasinda ise 50 Mpa basin¢ uygulamasinda en fazla artis belirlenirken yine 200 ve
300 Mpa basing uygulamasinda kontrole gore 6nemli artiglar gézlemlenmistir (Sekil 4.2,
Cizelge 4.2)

Proteinlere gére niikleik asitler yiiksek basinca daha dayaniklidir ve basingtan daha az
etkilenirler. Yapilan arastirmalarda 100 MPa basing altinda uzun siireli uygulamalarda
bile bazi hiicrelerin DNA yapisinin korundugu gozlenmistir (Gokmen ve Acar, 1995).
DNA ve proteinlerin basinca farkli toleransta olmasimin nedeni olarak molekiiller arasi
hidrojen baglarinin DNA’da yiiksek derecede olmasi gosterilmektedir (Hoover vd.,
1989).

Biber kalluslarinda toplam protein miktarinda 50 Mpa basing uygulamasiyla olusan artis,
bu proteinlerin savunmayla iliskili proteinler ya da tohumdaki uyarilma ile olusan yeni
proteinler olabilecegini disiindiirmektedir. Bu nedenle, bu proteinlerin karakterize
edilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Tez calismasinda genel
olarak basing ile toplam protein miktarinda azalma goriilmiistiir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Elde edilen bu sonuglar basing dozunun artig1 ile primer metabolizmadan sekonder
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metabolizmaya dogru metabolik yolda bir tetikleme oldugu izlenimini vermektedir.

Metabolik yollardaki enzimlerin arastirilarak bu hipotezin dogrulugu tartisilmalidir.

YHB kullanimi, Rubus coreanus ‘Miguel’ meyvelerinin fenolik bilesiklerinin
ekstraksiyonunu artirmistir. Ekstraksiyondaki bir artis, ¢oziiciilerin sitoplazmaya kolayca
niifuz etmesine izin vererek, basinglandirma sirasinda membran hiicre gegirgenliginin

degismesi ile iligkilendirilmistir (Yong vd., 2011).

Zeleneva ve Khavkin (1980), yaptiklar1 calisma sonucu siispansiyon kiiltiiriinde biiyiiyen
Zea mays hiicrelerinin bazi enzimlerinin aktivitelerinin anormal diizeyde oldugunu ve
baz1 enzimlerin oldukga diisiik aktivite gosterdiklerini tespit etmislerdir. Bu metabolik
anormalligin, hiicrelerin bulunduklar1 ortamin 6zelliklerinden kaynaklanabilecegini ve
ozellikle hiicrelerin yapisal olarak biraraya gelmemelerinin, ayrica ortamda bulunan
besin, biiylime hormonlari, diizenleyici molekiiller, stv1 kiiltiir ortami igerisinde homojen
bir sekilde dagilamayacagindan, siispansiyon kiiltiir ortaminin heterojen yapisinin,

hiicrelerin metabolik fonksiyonlari {izerinde olumsuz etkileri olabilecegini belirlemistir.

Chai vd., (2011), hidrostatik basincin bir elisitdr gibi fiziksel stres yaratarak membran
gecirgenligine neden olabilecegini ifade etmislerdir. YHB etkisiyle membran
gecirgenliginde degisim olmasi antioksidant enzim ve MDA miktarindaki degisimlere

neden olmus olabilir.

Knorr (1994), Vitis vinifera kiiltiirlerine 50 ve 100 MP basing uyguladiklarinda 50 MP
Basing uygulamasinda antosiyanin sentezinin arttigini belirtmislerdir. 100 MP basing
uygulandiginda fenil amonyum liyaz enzim aktivitesininde arttigini ifade etmisledir. Bu
artisin  basimncin  primer metabolizmay1 etkileyip ikincil metabolizmaya dogru
yonlendirmesi ve enzimatik yolu uyarmasi ile iliskilendirmislerdir. Disaridan disaridan
basing uygulanmasi gibi yontemlerle ikincil metabolitlerin daha kisa siirede ve daha fazla
elde edilebilecegini ifade etmislerdir. Yiiksek basing ile metabolik yollar tetiklenebilir ve

bitkilerde ikincil metabolit {iretimi i¢in alternatif bir yontem olabilir (Dornenburg ve

Knorr, 1998).

Liu vd., 2016, Lonicera caerulea ekstraklari ile yaptiklari ¢calismada, kisa bir siire igin

diisiik basin¢ uygulamasi (200 MPa)'nin fenolik ve antosiyanin igerigini artirdigini

30



belirtmislerdir. Bununla birlikte, basingtaki artisin, bazi bilesenlerin bozulmasina ve
kaybina neden olabilecegini ifade etmislerdir. Birlikte ele alindiginda, aktif bilesenlerin
korunma orani diisiik basingta (400 MPa/20 dk), yiiksek basingta (600 MPa /10 dk
)takinden daha yiiksekti ve ayni sterilizasyon kosullarinda 1s1l islem gormiis gruba gore

de 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Elde edilen sonuglar, basinca kars1 olusturulan biyokimyasal adaptasyonda fenolik bilesik
miktarinin 6nemli oldugunu ve basinca karsi bitkinin dayanikliligi ile iliskili olabilecegini

gostermektedir.

Liu vd., 2016, Lonicera caerulea ekstraklari ile yaptiklari ¢calismada, kisa bir siire i¢in
diisiik basing uygulamasi (200 MPa)nin fenolik ve antosiyanin igerigini artirdigin
belirtmislerdir. Bununla birlikte, basingtaki artisin, bazi bilesenlerin bozulmasina ve
kaybina neden olabilecegini ifade etmislerdir. Birlikte ele alindiginda, aktif bilesenlerin
korunma oram diisiik basingta (400 MPa/20 dk), yiiksek basingta (600 MPa /10 dk
)takinden daha yiiksekti ve ayni sterilizasyon kosullarinda 1s1l iglem gérmiis gruba gore

de 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

SOD’un bir iriinlin kalitesi iizerinde koruyucu etki yaptigimi ifade eden Liu ve
arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada 200 ve 400 MPa'daki basing uygulamasinin, SOD
aktivitesini anlaml sekilde etkilemedigini gozlemlemislerdir. Ancak, bu aktivitelerde
hafif bir artis belirlemislerdir. Ornekler, sirastyla 10 dakika boyunca 600 MPa ve termal
sicakliga tabi tutuldugunda SOD aktivitesinin daha sonra azaldigini tespit etmislerdir.
Sonug olarak , SOD'un yiiksek basinca duyarli olmadigint ve YHB isleminde iy1 bir
stabiliteyi korudugunu gosterdigini ifade etmislerdir. Tez ¢alismasinda SOD aktivitesinde
en 6nemli artis 300 Mpa basing uygulama dozunda belirlenmistir (Cizelge 4.4). 50 Mpa
basing lizerinde SOD enzim aktivitesi artmistir ancak bu artis uygulama dozu artis1 ile bir

paralellik gdstermemektedir.

Chai vd. (2011), Vitis vinifera hiicre siispansiyon kiiltiirlerine kimyasal elisitorler ve
basing uygulamiglardir. Basincin hiicre biiylimesi lizerinde zararli etkiler olmaksizin,
istenilen ikincil metabolitlerin iiretimini artirmak i¢in optimize edilebilecegini ifade

etmislerdir.
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Tez calismasindan elde edilen bulgular basincin biber kalluslarinda fizyolojik ve
biyokimyasal degisikliklere neden oldugu bulunmustur. Basing uygulamasinin bitkilerde
fizyolojik ve biyokimyasal etkileri ile yapilan ¢alismalar yok ya da ¢ok sinirlidir. Bu

arastirmanin da ileride yapilacak benzer ¢aligmalara destek olacag: diisiiniilmektedir.

YHB uygulamasi ikincil metabolitlerin sentezi i¢in yeni bir abiyotik elisitor olarak
kullanilabilir. Disaridan YHB gibi uyaricilarin ilavesi ile bitki hiicrelerinde stres sinyal
iletim yollarinin nasil etkilediginin aragtirilarak 6grenilmesi ikincil metabolit iiretimini
optimize etmek i¢in denenebilir. Yine YHB uygulamasi ile molekiiler yapida olusan
degisimler belirlenerek hedef {iriiniin artirimina yonelik ¢alismalar yapilabilir. YHB ile
birlikte baska bir kimyasal uyaricinin kullanilmasi sekonder metabolit iiretimini artirma

yoniinde basarili sonuglar elde edilmesini saglayabilir.

Tez caligmasinda basinca karsi olusan biyokimyasal ve fizyolojik parametreler ¢cok sinirli
calisilmigtir. Basing uygulamasiyla hiicrelerdeki canliligin 6l¢iilmesi, kallus yas ve kuru
agirliklarimin belirlenmesi, enzimatik yollardan daha ¢ok parametrenin denenmesi,
antioksidan enzim iliskilerinin daha fazla enzimler tizerinde c¢alisilabilmesi
amagclanmalidir. Ozellikle basing uygulamasi ile olusan molekiiler mekanizmalarin
calisilmasi gida iiretiminde 6nemli olan bu fiziksel uyaricinin bitkisel {iretim yollarinda

da etkili olarak arastirilmasi yoniinde 6nemli katkilar saglayacaktir.
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