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OZET

TRIAKONTANOL'UN SERBEST VE TUTUKLANMIS Capsicum annuum L.
HUCRE SUSPANSIYON KULTURUNDE KAPSAISIN URETIMI UZERINE
ETKISI

KAYA, Soner
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Cemil ISLEK

Temmuz 2015, 63 sayfa

Bu c¢alismada Kahramanmaras Marag-1 biber tohumlarina ait hiicre siispansiyon
kiiltiiriinde, kapsaisin {iretimi iizerine tutuklama isleminin ve farkli konsantrasyonlarda
triakontanol’un degisen zamanlardaki etkileri incelenmistir /n vitro kosullarda
cimlendirilmis biber fidelerinin hipokotil eksplantlarindan kallus elde edilmistir ve
kalluslardan hiicre siispansiyonlari olugturulmustur. Hiicre siispansiyonlarindan kalsiyum
aljinat ile tutuklanmig hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve tutuklama islemi yapilmayan
serbest hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri elde edilmistir. Hem serbest hem de tutuklanmig
hiicre siispansiyonlarina triakontanol (5, 10, 15 ve 30 pg/ml) uyarici olarak uygulanmig
ve uyarict uygulanmayan kontrol gruplar1 olusturulmustur. Etil asetat ile ekstraksiyon
yapilarak serbest hiicrelerdeki, tutuklanmis hiicrelerdeki ve bunlarin siiziintiilerindeki
kapsaisin konsantrasyonlart HPLC cihazinda belirlenmistir.

Tutuklama isleminin kapsaisin birikimi iizerine artirict etki yaptigr belirlenmistir.
Tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktari, kontrol gruplarinda ve uyaricit uygulamasi
yapilan 6rneklerde, serbest hiicrelere gore daha yiliksek bulunmustur. Tim uyarici giin ve
dozlar karsilastirildiginda en fazla toplam kapsaisin miktar1 tutuklanmis hiicre
stispansiyonlarinda 15 pg/ml triakontanol uygulamasinda 12. giinde 312,703 pg/g t.a.

olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kapsaisin, tutuklama, Capsicum annuum L., bitki doku kiiltiirii, sekonder metabolit,
triakontanol
Vi



SUMMARY

THE EFFECT OF TRIACONTANOL ON CAPSAICIN PRODUCTION IN FREELY
SUSPENDED CELLS AND IMMOBILIZED CELL CULTURES OF Capsicum

annuum L.

KAYA, Soner
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Ass.Prof. Dr. Cemil ISLEK

July 2015, 63 pages

In this study, the effect of immobilization and elicitation of triacontanol on the production
of capsaicin in the cell suspension culture of Maras-1 pepper seeds were studied.
Calluses were obtained by using in vitro germinated hypocotyl explants of pepper
seedlings and cell suspensions were prepared from these calluses. Immobilized cell
suspension cultures with calcium alginate and free cell suspension cultures were obtained
by using these cell suspensions. Triacontanol (5, 10, 15 and 30 pg/ml) was applied both
for the free and immobilized cell suspensions and control groups without elicitors were
prepared. The concentration of capsaicin in freely suspended cells, immobilized cells and
their filtrates were identified after extraction with ethyl acetate by HPLC.

It was identified that the immobilization process had an increasing effect on the capsaicin
accumulation. The amount of capsaicin in the immobilized cells for both control groups
and elicitor added samples was higher than the free cells. When all the triacontanol and
the sampling days were compared, the highest capsaicin concentration for the
immobilized cells was determined as 312,703 pg/g f.w. in the 12" day for 15 pg/ml

triacontanol applied samples.

Key words : Capsaicin, immobilization, Capsicum annuum L., plant tissue culture, secondary metabolite,
triacontanol
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BOLUM I

GIRIS

Gliniimiizde bitki doku, organ ve hiicre kiiltiirleri giderek daha cazip hale gelmektedir.
Ozellikle aromalar, antioksidanlar, ugucu yaglar, kokular, renklendirici olarak kullanilan
cesitli maddeler, yiiksek molekiiler agirliklt molekiiller gibi ¢esitli maddelerin liretimi igin
avantaj saglamaktadir. Son yillarda gesitli biyotokiitle iyilestirmeleri iginde bitki doku
kiiltiirli teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica hiicrelerinin biiylik 6l¢iide gelistirilmesi ve bu

hiicrelerden fitokimyasallarin tiretimi i¢in de kullanilmaktadir (Murthy vd., 2015).

In vitro ortamlarda, cesitli dogal ve sentetik bitki biiyiime diizenleyiciler ile desteklenerek
hiicre ve organlarin biiyiimesi tesvik edilerek morfogenetik yapinin degistirilmesi ve gesitli
metabolitlerin  birikimi saglanmaktadir. Uyarict olarak ¢esitli fiziksel ve kimyasal
maddelerde biyoaktif tiretimini artirmak igin elisitorler olarak kullanilan bilesikler yer alir

(Murthy vd., 2015).

Biberler eski zaman medeniyetlerinden bir¢ok diinya mutfaginda 6nemli yere sahip olmanin
yant sira giinimiizde saglik alanlarinda da alternatif tip agisindan 6nemli bir yere sahiptir.
Kristof Kolomb yaptig1 ilk kesif yolculugunda (1492-1493) yerli halkin bu kirmizi renkli
meyveyi aji veya axi olarak adlandirdiklarini ve tiikettiklerini gozlemistir. Kolomb biberleri
Ispanya’ya  gotiirmiis ve  bunlart  kirmizibiber  (red pepper) olarak
adlandirmigtir(Govindarajan, 1986).

Biberle ilgili ¢alismalar 1816 da Burcholz ile baslar. Biberdeki acilik verici maddeyi
bilesenlerine ayirarak bu bilesenlerin tuz seklinde oldugunu ortaya koymustur. Bundan
yaklasik yirmi yil sonra temel acilik verici maddenin kimyasal yapisi 8-methyl-6-
nonenoylvanillylamide olarak belirlenmistir. Yiiz y1l sonra Kouge ve arkadaslari ince tabaka
kromatografisinin gelistirilmesi ile acilik uyarict ozelligi olan maddeyi buldular ve

kapsaisinoid olarak isimlendirdiler (Poyrazoglu vd., 2005).

Bir¢ok alanda oldugu gibi sekonder bitki metabolitlerinin {iretilmesi ve bunlarin
sentezlenmesine ait temel bilgilere ulasilmasi konularinda da, bitki doku kiiltiirleri

arastiricilara biiylik olanaklar sunmaktadir. Nitekim degisik bitki tiirlerine ait dokularda in

1



vitro kosullarda bu maddelerin sentezini uyarabilecek cesitli uyaricilar ele alinmis ve etkin
doz ile uygulama sonrasi beklenmesi gereken siireler ortaya konulmustur. Ayn1 zamanda,
bitki hiicre kiiltiirleri, dnemli farmasotiklerin ve yiiksek 6neme sahip metabolitlerin tiretimi
i¢cin yaygin olarak calisilmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen dogal yiyecek katkilar
da sentetik karsitlarina gore artan bir sekilde gilinlimiizde tercih edilmektedir. Sekonder
metabolit liretimi i¢in hiicre kiiltiirlerinin potansiyeli ¢ok genis olmasina ragmen hedef
maddelerin iiriiniiniin diisiik olmast ticari anlamda cesareti kirmaktadir. Uriinlerin getirisini
arttirmak i¢in biyotik ve abiyotik kaynakli uyaricilarin kullanimi veya bitki hiicre
kiiltiirlerinde tutuklama teknigi ile tirlin miktarint arttirmay1 hedefleyen ¢esitli yaklagimlar

bulunmaktadir (Ramachandra vd., 1996).

Kapsaisin, Capsicum spp. (biber) bitkisinden elde edilen 6nemli bir yiyecek katki
maddesidir. Ayrica kapsaisin preparatlari bel agris1 (lumbago), nevralji (sinir agrisi) ve
romatizmali hastaliklara kars1 kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, Capsicum oleoresin tanin ya

da giile eklenip gargara yapildiginda faranjit ve bogaz yaralarini rahatlatir.

Kapsaisin, in vitro olarak serbest ve immobilize edilmis (tutuklanmis) Capsicum spp.
hiicrelerinden s1v1 besiyerinden elde edilebilmektedir. Capsicum spp.’nin tutuklanmis hiicre
kiiltiirleri, serbest hiicre siispansiyon Kkiiltlirlerine gore birka¢ kat daha fazla miktarda
kapsaisin iirettigi bulunmustur. Tutuklanmis bitki hiicre kiiltiirleriyle ilgili bir¢ok caligma
vardir. Bircok deneme kapsaisin iiretim seviyelerini artirmak i¢in yapilmistir. Bazi bitkisel
sekonder metabolit bilesiklerin sentezi cesitli biyotik ya da abiyotik uyarici maddelerin

kiiltiir ortamina eklenmesi ile arttirilabilir (Lindsey ve Yeoman, 1984).

Bitki hiicrelerinin tutuklanmasi diger biyolojik tutuklanma sistemleriyle benzerlik gosterir,
sayisiz avantajlar sergiler, 6zellikle hiicre canliliginin siirekli diizen ve koruma sartlarinda
olmasmi saglar. Hiicrelerin tutuklanmasi ¢esitli metabolitlerin biyodoniisiimii i¢in ve
ekstraseliiler metabolitlerin sentezi i¢in kullanilmistir. Bitki hiicrelerinin tutuklanmasi
oldukca yeni bir teknolojidir ve ¢ok sayida 6n deneysel evrelerden olusan arastirmalara
dayanir. Laboratuvar deneyleri ile ilgili ¢calismalar biiylik basarili sonug¢lar dogurmustur

islek, 2009).



Triakontanol, bitki biiylimesini saglayan dogal bir maddedir. Triakontanol biyomasi, serbest
aminoasit miktarini, indirgeyici seker miktarini, fotosentetik aktiviteyi, ¢oziilebilir protein

miktarini ve biiylimeyi arttirir (Ravindra vd., 2005).

Bu tez calismasinda serbest ve tutuklanmig Capsicum annuum L. bitkisinin hiicre
siispansiyon  kiiltiirlerinin ~ olusturulmasi, olusturulan kiiltiirlere farkli giin  ve
konsantrasyonlarda (5, 10, 15 ve 30 pg/ml), (8. 10. 12. giin) triakontanoliin uygulanmasi,
uygulanan uyaricinin  kapsaisin  birikimi iizerine etkisi, etkili oldugu giin ve
konsantrasyonunun belirlenmesi ayrica serbest ve tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin

birikiminin karsilastirilip etkili yontemin tespit edilmesi ongoriilmiistiir.



BOLUM 11
GENEL BIiLGILER

2.1 Bitki Doku Kiiltiirii

Alman botanik¢i Haberland 1902 yilinda bitkilerdeki totipotensi kavramini ileri
stirmiistiir. Bu kavrama gore; tek bir bitki hiicresinden uygun kosullarda anag¢ bitkinin
ayni Ozelliklerini tasiyan yeni bir bitki meydana gelebilmektedir. Yani buna bitki
hiicresinin biitlinii verme yetenegi de denilebilmektedir (Bhoite ve Palshikar, 2014). Bu
bilgiyi takip ederek ortaya ¢ikan bitki doku kiiltiirii de; aseptik sartlarda yapay bir besin
ortaminda (in vitro), biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya
kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki kisimlar1 eksplant) veya organ (apikal meristem, kok
vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin (sekonder

metabolitler gibi) iiretilmesidir (Babaoglu vd., 2001).

Doku kiiltiirlerinin baslangi¢ noktasi eksplant denen bitki dokularidir. Doku kiiltiirii
bitkilerin kok, govde, petiyol, yaprak veya ¢igek pargalarindan olabilmekte ve basari
oram bitki tiiriine gére degismektedir. Onemli olan eksplant olacak bitki pargasi
yiizeyinin tiim kontaminasyonlardan arindirilmasidir. Bitki hiicrelerinde boliinme bakteri

ve mantarlara kiyasla daha yavas olmaktadir (Collin ve Edwards, 1998).

Kiiltiirii baglatmak ve kiiltiirdeki bitki hiicrelerini uzun siire korumak i¢in veya kiiltiire
edilmis hiicrelerden tam bitki meydana gelmesi i¢in gereken kosullar her bitki tiiriinde
farklidir. Bir tiiriin her varyetesi i¢in de bireysel olarak belirlenmis kiiltiirel gereksinimler
farkli olacaktir. Gliniimiizde, bitki doku kiiltiirii hakkinda edinilen tiim bilgilere ragmen,
her bir varyete i¢in denemeler yapilarak, kiiltiir kosullarinin dogru olarak tanimlanmasi
gerekmektedir (Collin ve Edwards, 1998). Doku kiiltiirii bitkinin her yerinden
baglatilabilir ancak siirglin ucu gibi meristematik dokulardan daha verimli kiiltiirler
olusturulabilir. Ayrica bitkilerin besin gereksinimlerindeki farkliliklar da géz oniinde

bulundurularak dogru besin igerigi hazirlanmalidir (Bhoite ve Palshikar, 2014).

Doku kiiltiiriinde fizyolojik asama, bitkinin doku kiiltiiriine baglandiginda cevap verecek
yetenege sahip olmasidir. Ana bitki saglikli olmali ve agikca goriilebilecek ¢liriime veya

hastalik belirtilerinden uzak olmalidir. Eksplant denen bitki, doku kiiltiirii ¢alismalari
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dolayisiyla dikkatle se¢ilmelidir. Daha geng olan dokular, daha aktif boliiniirler ve kallus
olusturma yetene8i daha yiiksektir. Hiicreler aktif olarak boliinebilir olmalidir ve

dormansi periyoduna girme egiliminde olmamalidir (Collin ve Edwards, 1998).

2.1.1 Doku kiiltiirii siirecinin asamalar

a. Besi ortaminin hazirlanmasi: makro element, mikro element, aminoasit, vitamin,
demir, sakaroz, ¢esitli hormonlar vb. iceriklerin eklenmesiyle hazirlanan ortama
yart kati hale gelebilmesi i¢in oranlanmis agar veya cesitli katilagtiricilar
eklendikten sonra besi ortami1 otoklavda steril edilir.

b. Aseptik kiiltiir olusturulmasi: bu asamada uygun bitki materyali belirlenir ve
kiiltiir baglatilarak bitki bolgesi tayini yapilir (meristem, anter, embriyo, gvde
vb). Belirlenen bitki materyalinin distile su, alkol, sodyum hipoklorit gibi
dezenfekte edici maddelerle siterilizasyonu saglanir. Bu sterilizasyon
islemlerindeki kullanilan maddelerin uygulama siireleri ve uygulama yiizdeleri
bitki materyaline ve bitkinin tiiriine gore farklilik gdstermektedir.

c. Uygun ortama aktarim: gelisen eksplantin uygun besin ortamina alinip uygun
gelisim kosullarinin saglanmasi islemidir.

d. Biiyiime odasinda bitkilerin gelismesi: biiyiime odasina alinan bitkiler uygun
sicaklik (25+2 °C vb.) 151k (1000-2000 lux florasan 15181 vb.) ve uygun nem (%50-
60 vb.) degerleri altinda gelisimin saglandig1 ve alt kiiltlire alindig1 asamadir.

e. Mikro bitkinin gelistirilmesi ve aktarilmasi: cok elverigli olan bu gelisim
asamalarindan sonra bitkinin direncini olusturabilmek i¢in bitki kiiltiir kabi i¢inde
seralara alinir ve 4-6 hafta boyunca nem, sicaklik, 1s1k gibi kosullara alistirilir.

Daha sonra da standart ortamina aktarilir (Bhoite ve Palshikar, 2014).

Bitki doku kiiltiir teknolojisinin amaci yiiksek miktarda, homojen, farklilasmamis
hiicrelerin iiretimine olanak saglamaktir. Bitki doku kiiltiirleri 30000°den fazla kimyasal
bag iceren ¢ok degerli fitokimyasallar1 sentezleme potansiyeline sahiptir. Bitki doku
kiiltiirleri tarafindan sentezlenen fitokimyasal miktar1 mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen fitokimyasal miktarinin yaklasik 4 katidir (Zhong, 2002, Vanisree ve Tsay,
2004).



2.2 Sekonder Metabolitler

Bitki kimyasallar1 primer ve sekonder olarak ikiye ayrilirlar. Primer metabolitler
(karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb.) dogada yogun halde bulunabilirler (yiiksek
bitkilerin vejetatif dokularinda ve tohumlarinda). Sekonder metabolitler ise primer
metabolitlerden biyosentetik yollarla iretilmis olup genelde bitkilerde tozlasma,
savunma, adaptasyon ve predatorlere (avcilara) ve stres kosullarina kars1 bitkiyi koruma
gibi gorevlerde bulunurlar (Oskay ve Oskay, 2009).
Sekonder metabolitlerin varligi ilk olarak A. Kossel (1891) tarafindan saptanmis ve
bundan otuz yil sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu
metabolitlerin endproduct (son iiriin)’ terimi ile tanimin1 yapmistir (Ramachandra Rao ve
Ravishankar, 2002).
Genel olarak tartigmali olsa da sekonder metabolitlerin bitkilerdeki gorevleri;
a) Bitkiyi bakteri ve fungus gibi patojenik etki yaratabilecek zararlilara kars1 korur
ve ayn1 ortamdaki bitkilerle rekabetini gili¢lendirir.
b) Tozlasmada etkili olan canli gurubunu cezbetme etkisi gostererek onlari geker.
c) Bitkiyi stres faktorlerine karst (sicaklik degismeleri, su miktar1 degisimleri, 151k
ve mineral madde igerigi degisimi vb.) korur.
d) Bitkide gen diizenleyici transkripsiyon mekanizmasi gibi ¢esitli mekanizmalarda

da gorevlidir (Oskay ve Oskay, 2009).

Gilintimiizde endiistriyel alanda kullanilan sentetik {iirlinler insan sagligini tehdit etmeye
baslamistir. Bunlarin yerine dogal olan sekonder metabolitler kullanilmaya baslanmistir.
Gida sektoriinde tatlandirici, kivam arttirici, renk ve koku verici birgok madde; kozmetik
endiistrisinde parfiim ve kozmetik {iriin (krem, tonik, maske), tarim alaninda insektisit
gibi kimyasallar; tekstilde kumas boyamada kullanilan dogal boyalar cesitli bitkisel
sekonder metabolitlerden elde edilmektedir. Ayrica, temel ilaglar kapsaminda ilan edilen
252 ilacin %11°1 bitkisel sekonder metabolitlerden tiretilmektedir. Bunlardan en iinliileri;
Salix tiirlerinden izole edilen antipiretik ve analjezik 6zelligi olan saliksin (aspirin), Taxus
brevifolia‘dan elde edilen anti kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver
sominiferum’dan elde edilen gii¢lii analjezik, narkotik etkisi olan morfindir (Ilya Raskin
vd., 2002).



Son yillarda en fazla galisilan bitki sekonder metabolitleri; alkaloidler, terpenoidler,
fenolik bilesikler, resinler, antosiyaninler, taninler, saponinler ve ugucu yaglardir. Bu
bilesikler, tibbi uygulamalarda, endiistride (sabun, parfiim, bitkisel yag, boya, yapiskan,
dogal plastik) ve pestisit iiretiminde kullanilmaktadir. Ticari olarak {iretilen bitki
sekonder metabolitlerinden diisiikk miktarlarda pestisitlerin bilesimine girenler; nikotin,
pyretrinler ve rotenonlardir. Sekonder metabolitler insanlarda hastalik tedavisinde etkili
oldugu icin bazi ilaglarin yapiminda da kullanilmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde
niifusun %80’inin saglik gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden
saglamaktadir. Gelismis tilkelerde ise regete ile satilan ilaglarin yaklasik %25 bitkisel
kokenli kimyasallardir(Hassan Adeyemi, 2011).



Cizelge 2.1 Bitkiler tarafindan tiretilen bazi sekonder metabolitler ve kullanim alanlar

Kullanim Alam

Sekonder Metabolit

Kullanimi

Bulundugu bitki

Ajmasilin Antihipertansif Catharanthus roseus

Artemisin Antimalarial Artemisia annua

Berberine Bagirsak rahatsizlig Coptis japonica

Kamptotesin Antitiimoral Camptotheca acuminata

Kapsaisin Analjezik Capsicum frutescens

Kodein Yatigtiric Papaver somniferum

Kolsisin Antitiimoral Colchicum autumnale

Digoksin Kardiatonic Digitalis lanata

Digitoksin Kardiovaskiiler Dioscorea deltoidea
Saghk Elliptisin Antitiimoral Ochrosia elliptica

Ginsenosides Tonik Panax ginseng

Morfin Yatistiric Papaver somniferum

Podofillolotoksin Antitiimoral Podophyllum petalum

Kinin Antimalarial Cinchona ledgeriana

Sanguinarin Veba 6nleyici Sanguinaria canadensis

Sikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon

Taksol Antikanser Taxus brevifolia

Vinkristin Antilosemik Catharanthus roseus

Vinblastin Antilésemik Catharanthus roseus

Antosiyanin Renklendirici Vitis vinifera

Betalain Renklendirici Beta vulgaris

Likopen Renklendirici Lycopersicum esculentum

Kinin Acilastirict Cinchona ledgeriana

Naftokinonlar Renklendirici Lithospermum erythrorhizon
Gida Vanilin Koku verici Vanilla plenifolia

Meyan Tatlandirict Glycyrrhiza glabra

Mirakulin Tatlandirict Synsepalum dulcificum

Taumatin Tatlandiric Thaumatococcus danielli

Nane yagi Esansiyel yag Mentha piperata

Yasemin yagi Esansiyel yag Jasminum officinale
Kozmetik Giil yagi Parfiim Rosa damascena

Lavanta yag1 Parfiim ve kozmetik Lavandula officinalis

Sikonin Kozmetik Lithospermum erythrorhizon

Piretrin, Sinerin Insektisit Chrysanthemum cinerariifolium
Ziraat Yasmolin Insektisit Chrysanthemum cinerariifolium

Nikotin Insektisit Nicotiana tabacum

(Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002)




2.2.1 Bitki doku Kkiiltiirlerinde sekonder metobolit sentezi

Sekonder metabolitler birgok ekonomik Sneme sahiptir. ila¢ yapimimda hammadde
olarak, besin katki maddesi olarak, kozmetikte ve zirai alanda zararli miicadelesi gibi
amaglar i¢in kullanilir. Sekonder metabolitlerin bu denli 6nemli olmas1 da dogal yollarla
elde edilmesinin yetersizligi sonucu doku kiiltiirii yontemleri ile {iretimi saglanmaya
baslanmistir. Bu yontemle istenilen zamanda istenilen kadar sekonder metabolit
tiretilebilmesi, bitki tiirlerinin neslinin tilkenmesinin engellenmesi, kaliteli bitkilerin elde
edilmesi gibi bircok olumlu sonug elde edilmis olur. Metabolitlerin {iretiminden verim
aliabilmesi i¢in bitki doku kiiltiirii yontemlerinde cesitli besi ortamlar1 kullanilir. Uretim
yapilacak bitki kismina ve iiretilen sekonder bilesige gore cesitli besi ortamlar1 vardir.
Ancak birkag tanesi ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin; MS ortami (Murashige
ve Skoog (1962)) yiiksek tuz igeren bir ortamdir. Bu besi ortami genelde bitki
koklendirilmelerinde ve igerisine eklenen uygun bitki biiylime diizenleyicileri ile kallus
olusumunda kullanilmaktadir. B5 (Gamborg ve ark. (1968)) ortami ise ilk olarak soya
kiiltiirleri icin gelistirilmistir ve nitrat azotu yiiksektir. Bunlar gibi bilinen ve sik
kullanilan LS (Linsmaier ve Skoog (1965)), WH (White (1963)), NN (Nitsch ve Nitsch
(1969)) besi ortamlar1 da mevcuttur (Atar ve Colgegen, 2013).

2.2.1.1 Hiicre siispansiyon Kkiiltiirii

Sekonder metabolitlerin genelde stres kosullarinda ortaya c¢ikiyor olmasi bitkiler
acisindan diisiiniildiigiinde olumsuzdur. Ama bilimsel acidan metabolitlerin {iretimini
tesvik ettigi i¢in avantajli bir yontemdir. Bitkisel sekonder metabolitlerin iiretilmesi igin
kullanilan 6nemli bir doku kiiltiirli yontemi de, hiicre slispansiyon kiiltiirleridir. Bu kiiltiir
sisteminde sekonder metabolitlerin endiistriyel boyutta elde edilmesine olanak saglanmis
olur. Hiicre silispansiyon kiiltiirlerini elde etmek i¢in farklilagmis bitki materyalleri
(hipokotil veya kotiledon) kullanilir. Farklilasmig materyallerin se¢imi yapilirken
biliylime hizinin yani sira hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolit konsantrasyonlarina bakilir.

Boylece en verimli hiicre alinarak verim artirtlmis olur (Bourgaud vd., 2001).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile iiretilen sekonder metabolitler tibbi ve ekonomik agidan

stirdiirtilebilirligi ve avantaji olan bir yontemdir. Hiicrelerin bu sitem icerisinde hizli



boliinebilmesi ve kontrol altinda tutulabilmesi de bu sitemlerin biiyiitiilmesini

desteklemektedir (Phillips vd., 2007).

Stispansiyon kiiltiir ortaminin kallus kiiltiir ortamindan farki, kallus kiiltiir ortamina
katilagtiric1  ajan  koyuluyorken, silispansiyon kiiltiir ortamina koyulmamasidir.
Dolayisiyla, siispansiyon kiiltlir ortami siv1 bir ortamdir. Siispansiyon kiiltiirlerinden iyi
bir sonug alabilmek i¢in kallus kiiltiirlerinden yararlanilir. Bu durum teknik ag¢idan daha
avantajhdir. Ciinkii in vitro ortama uyum saglamis kallus kiiltiirlinden alinan pargalar, ana
bitkiden alinan pargalara gore sivi ortama daha ¢abuk adapte olabilmektedir (Atar ve
Colgegen, 2013).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri asama olarak bitkiden alinan eksplant ile baslatilmis olur.
Alt kiiltiirdeki gelisimler takip edilerek genetik yeterlilige ulasildiginda hiicre verimlerine
bakilarak metabolit tiretme miktar1 hesaplanabilir ve daha verimli kallusun siispansiyona

alinmasi saglanabilir (Sekil 2.1).

seconder metabolit iiretmek icin en iyi bitki genotipi secilir.
(kimyasal tarama)

@ @ kallus olusumu. (Besi ortanuma abnmasi)

altkiiltiir olusumu (genelikle diizensiz metabolit tiretimi)

' @ o000 O OES® @ @ genetik stabilite (genellille stabil metabolit aretimi
\ iiretim verimlilii kontrolii (biviime ve metabolit tiretimi)

l hiicre siispansiyon kiiltiirii olugturma (bivosentetik yolar: ortaya
& cikarma . immobilizasyon)

( I biyoreaktir (Sicakhk ve pH gibi degerleri saglanarak seconder
metabolit tretimini tegvik etmek)

T o

Sekil 2.1 Bitki hiicrelerinden sekonder metabolit tiretimi (Bourgaud vd., 2001)
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2.3Bitki Hiicrelerinin Ikincil Metabolit Sentezi Ic¢in  Tutuklanmasi

(immobilizasyon)

Hiicre kiltiirlerinden sekonder metabolit iiretimindeki gelisme, bitki hiicrelerinin
organizasyonu ve farklilasmastyla baglantilidir. immobilizasyon, katalitik aktiflige sahip
hiicre veya enzimlerin bir destek ilizerinde tutuklanmasi ve bu sistemden sivi fazin
gecirilmesi iizerine kurulmustur. Immobilize bitki hiicreleri, istenilen iiriinlerin, 6ncii
molekiillerden, tek veya bircok basamakli biyodoniisiimiinde kullanilir (Lindsey ve
Yeoman, 1985).

Immobilize bitki hiicreleri, immobilize enzimlere gére daha avantajlidir. Immobilize
enzimler i¢in uygun pH, reaksiyon karisiminin sicakligi ve kofaktor beslemesi gereklidir.
Immobilize enzimler genellikle tek basamakta iiriin verirler ve organizmadan izole
edilirken aktivitelerinde azalma olur. Bunlara karsin immobilize hiicreler; ¢oklu enzim
reaksiyonlar1 gergeklestirilebilirler. Yiiksek biyosentetik aktiviteye sahip hiicreler
secilirse katalitik aktivite hizlandirilabilir, hiicreler iretebildikleri siirece, kofaktore
ihtiyag duyulmaz. immobilize hiicreler, immobilize enzimlere gore daha kolay elde

edilirler (Yagci ve Toker, 2008).

Bitki hiicrelerinin tutuklanmasi yeni yeni gelisen bir tekniktir. Catbaranthus roseus ve
Daucus corata bitki hiicrelerinin aljinat ile tutuklanmasi bu baglamda rapor edilen ilk
caligmadir ve dikkat ¢ekici olmustur. Bu teknigin temeli enzim ve mikroorganizmalarin

tutuklanmasina dayanmaktadir (Cizelge 2.2) (Babaoglu vd., 2001).

Hiicre immobilizasyonu i¢in 6zellikle son 20 yildan beri yapilan ¢aligmalarda degisik
teknikler gelistirilmekle beraber teknikler temel anlamda tasiyiciya baglama ve
tutuklanma olarak iki gurupta incelenir. Yontemlerden polimer igerisinde tutuklanma ile
immobilizasyon, hiicre immobilizasyonunda kullanilan en kolay ve basit kosullar oldugu
icin giivenli yontemdir. Ancak bu yontem enzim immobilizasyon igsleminde kullanilan
maddenin gbzenek ¢apinin genisligi sebebiyle daha az tercih edilmektedir (Goksungur ve

Giiveng, 2002).
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Cizelge 2.2 Bazi ikincil (sekonder) metabolit i¢in tutuklama caligmalari

Bitki tiirii Subtrat/oncii Uriin Tutuklama |Kaynak
metodu
Biyodegisimler
Cantharanthus roseus | Kanthenamin Ajmalisin | Agaroz Felix vd. (1981)
Digitalis lanata Dijitoksin Digosin Aljinat Brodelius vd. (1979)
Daucus carota Dijitoksigenin Periplogen | Aljinat Jones- Veliky (1981)
Nicotiana labacum Keto esterleri Hidroksi | Aljinat Naoshima - Akakabe (1981
esterleri
Papaver somniferum Kodein Kodein Poliiiretan Fruya wvd. (1984)
kopiik Frusaki vd. (1983)
Mucuna pruriens L-tirozin L-LOPA [Aljinat Wicherse vd. (1983)
Capsicum spp. Ferulik Kapsaisin, [Aljinat Johnson vd.( 1996)
asit, vanililamin vanilin
Onciiden sentezlenenler
Cantharanthus roseus |Triptamin Ajmalisin | Aljinat, agaroz |Brodelius vd. (1979)
Capsicum frutescens  |izokaprik asit, valin,|Kapsaisin |Poliiiretan Brodelius-Nilsson (1983)
vaniliamin,  ferulik kopiik Lindsey-Yeoman (1983b)
asit (1984)
Coffea arabica Theobromin Kafein Membran Lange vd. (1990)
De novo sentez
Capsicum frutescens Kapsaisin |Poliiiretan Johnson (1993)
Cantharanthus roseus Ajmalisin |Aljinat, agaroz Brodelius-Nilsson (1980)
Glycine max Fenolikler |Hollow fiber |5 <001 pederson (1983)
Dioscorea dehoidea Diosgenin |Politiretan Ishida (1988)

(Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002)

Kullanilan genel teknik, hiicrelerin, etraflarinda polimerize olabilen jel veya jel

kombinasyonlari ile tutuklanmasidir. Kalsiyum aljinat en ¢ok kullanilan matrikstir. Agar,

agaroz, karregan ve poliakrilamid de matriks olarak kullanilan jellerdir. Aljinat jelleri,

toksik olmamasi ve basitligi nedeniyle en genis kullanima sahip jellerdir. Diger bir

alternatif destek politiretan kopiik ve igi bos fibril membranlardir (Reyes-Escogido Mde

vd., 2011). Aljinat ilk olarak 1881 yilinda ingiliz kimyager E.E.C. Stanfort tarafindan

tanimlanmistir. Dogada kahverengi deniz alginde bulunmaktadir. Bunun yanisira

Azotabacter vinelandii gibi toprak bakterilerinde ve bazi Pseudomonas tiirlerinde de

aljinat benzeri polimerik maddeler bulunmaktadir. Kahverengi deniz alginin %401
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aljinattir ve hiicre icerisinde sodyum, kalsiyum, magnezyum, stronsiyom ve baryum

iyonlari igeren jel halinde bulunur (Goksungur ve Giiveng, 2002).

Bitki hiicrelerinin kiiltiir ortamina tutuklanmasi olduk¢a avantaj saglayan bir durumdur.
Ortamda tutuklanan enzimlerin aktivitelerini kaybetmemeleri i¢in uygun pH ve sicaklik
ayarlar1 yapildiktan sonra gerekli reaksiyon bilesikleri ve kofaktorlerin ortama eklenmesi
gerekmektedir. Ortamda tutuklanan enzimler genellikle tek asamali reaksiyonlarin
katalizlenmesinde gorev alirlar. Daha karmasik reaksiyonlar iceren caligmalarda bu
yontemin kullanilmast istenilen {irilinlerin elde edilmesini engelleyebilir. Bir baska
dezavantaj da enzimlerin canlilardan izolasyonlar1 esnasinda aktivitelerinin kaybolmasi
ya da azalmasi ihtimalidir. Ortama tutuklanan hiicrelerin saglayabilecegi en Snemli

avantaj ise aktivitelerini uzun siire koruyabilmeleridir (Islek, 2009, Payne, 1991).

Bitkilerdeki tutuklama islemi sekonder metobolitlerin iiretimi i¢in olduk¢a avantaj saglar,
bunlardan bazilari:

1. Tutuklanmis hiicrelerdeki biiylime s1vi ortamdaki hiicrelere gére daha yavas olur.
Boylelikle de yaslanma gecikir ve daha fazla sekonder metobolit elde etme
olanagi saglanmis olur.

2. Tutuklanmis hiicrelerin oldugu ortamlara miidahale etmek daha olanaklhidir.
Ortama bitki biiylime diizenleyiciler ya da metabolit arttirict uyaricilarin
eklenmesi sivi ortama gore daha kolay ve sonug alinabilirdir. Buna ek olarak
ortama eklenen maddelerin etkisi kontrol edilip Ornegin bitki biiylimesi
durdurulup veya yavaslatilip sekonder metabolit iiretimi tesvik edilebilir.

3. Sistemden yasl hiicrelerin uzaklastirilmasi ile sistem siirekli gen¢ ve verimli bir
sekilde tutulabilir.

4. Sistemin siirekli kararli olmasi1 baz1 biyokimyasal degisiklikleri ve yan iiriin

etkilerini ortadan kaldirmis olur (Babaoglu vd., 2001).

Bitki hiicrelerinin tutuklanmasinda; kovalent baglanma, tutuklanma (adsorpsiyon) ve
tuzaklama yontemleri kullanilabilir;

Adsorpsiyon: Bitki hiicrelerinin jelatin, agar, aljinat, polipropilen ve cam gibi desteklere
tutundurulmasidir. Bitki hiicrelerinin destek {izerine tutunur halde durmasi beslenmesine

de olanak saglamis olur.
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Kovalent baglama: Glutar aldehit ve karbodiimidler gibi baglayici maddeler ile
mikroorganizmalarin cam gibi desteklere baglanmasi yontemidir. Ancak bu kullanilan
maddelerin bitki hiicreleri i¢in reaktif olmasi yontemin kullanimini sinirli hale getirmis
ve tercih edilmemesine sebep olmustur.

Tuzaklama: Hiicrelerin tutuklanmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Cesitli alt
yontemleri vardir. Polimer olusturmasi, gézenekli yapilarin kullanilarak kusatma islemi
en c¢ok kullanilan yontemdir. Polimer olusturmada aljinat, agar, karrajean dogal
polimerler ve sentetik polimerler kullanilmaktadir. Polimerlesme kosullarinin digerlerine
gore daha yumusak olmasi nedeniyle en ¢ok kullanilan polimer aljinattir (Sekil 2.2)

(Sokmen ve Giirel, 2002).

— o
Aljinat \ / Hiicreler
: SR Karigim

Siringa
CaCl,

Sekil 2.2 Hiicrelerin kalsiyum aljinatla tutuklanmasinin sematik sekli

(Sokmen ve Giirel, 2002)
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2.4 Kapsaisin ve Kapsaisinoidler

Capsicum annuum L. cinsi, Dicotyledonae sinifinin, Tubiflorae (Solanales) takiminin,
Solaneceae familyasinda bulunur. Aci kirmizi biberin (Capsicum annuum L.) yapisinda
baslica; acilik veren etken madde kapsaisin, bazi vitaminler, kirmizi karotenoidler, yag,
mineraller ve aromatik bilesikler bulunmaktadir. Meyvelerin tatlh tiplerinde kapsaisin
yoktur. Capsicum annuum L.’de kapsaisin miktar1 % 1.5-1.8’¢ kadar ¢ikmaktadir
(Romero-Castillo vd., 2015) (Sekil 2.3). Anavatan1 Giiney Amerika olmakla birlikte
Giliney Asya lilkeleri, lilkemizin Giliney Dogu Anadolu Bolgesi gibi diinyanin cesitli
bolgelerinde yaklasik 7000 yildir yetistirilmekte olup keskin ve aci aromasi nedeniyle
yemeklerde baharat ve sos olarak kullanilmanin yaninda igerisindeki etken maddelerde

birgok alanda (saglik, kozmetik, zirai vb.) kullanilmaktadir (Sekil 2.3) (Sener, 2010).
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Canak Yaprak

Tohum

Kapsaisin bezeleri Plasenta

Endokarp

Ekzokarp

Sekil 2.3 Biber (Capsicum annuum L.) meyvesinin anatomisi (Yemis vd., 2004)

Bibere acilig1 veren madde yillarca merak uyandirmis ve arastiritlmistir. Bu ¢alismalara
Burcholz kirmizibiberlerdeki acilik verici bilesenlerin organik c¢oziiciilerle ortaya
cikarilabilen ve alkalilerde tuz seklinde bulunan bilesenler oldugunu sdyleyerek hiz
kazandirmistir (Burcholz, 1846). Thresh ise bu bileseni kapsaisin olarak adlandirmistir.
Sonraki yillarda Micko kapsaisini saflastirmis ve metoksil ve hidroksil guruplarin
varhigin1 kanitlamistir. Yirmi yil sonra Nelson ve Dawson, kapsaisinin kimyasal yapisini

‘8-metil- 6-nonenilvanililamit’ olarak belirlemislerdir (Sekil 2.4). (Poyrazoglu vd., 2005).
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A B C

[off

Sekil 2.4 Kapsaisinin molekiil yapisi; A: aromatik halka B: amit bagi C: hidrofobik yan
zincir (Aroravd., 2011)

Biberin acilik karakteri baskin kalitim gostermektedir. Son zamanlarda yapilmis olan
haritalama ¢aligmalar1 sonucu, 2. kromozom tizerinde oldugu belirlenen, C-lokusundaki
baskin alelin bitki hiicrelerinde kapsaisin sentezi ve birikiminden sorumlu oldugu
belirlenmistir. Ancak C-lokusunda bulunan alel sadece acilik karakterinin bitkide
bulunup bulunmayacagini belirlemekte, bitkinin acilik diizeyi ise kantitatif kalitim
gostererek, bir cok genin ve cevresel faktorlerin etkisi sonucu belirlenmektedir. Biitiin
kapsaisinoidler C9-C11 dallanmasi gosteren yag asitlerinin ve vanililamin bilesiklerinin
asit amid tiirevleridir. Farkli kapsaisinoid bilesikleri arasindaki en 6nemli farklar; alifatik
yan zincirlerinin uzunluklarinin arasindaki farkliliklar, bilesigin yapisinda cift bag olup
olmamas1 ve molekiilii olusturan birimlerin dallanma noktalaridir. Tiim bu yapisal

farkliliklara bagl olarak bitkinin acilik diizeyi de gesitlilik gosterir (Islek, 2009).

Ac1  biberin yapisinda kapsaisin, nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin,
dihidrokapsaisin ve homokapsaisin olarak adlandirilan kapsaisinoidler bulunur (Cizelge
2.3) . Bunlardan temel kapsaisinoidleri olusturan kapsaisin ve dihidrokapsaisinin tat ve
sinirler iizerine etkisi minor kapsaisinoidlere (nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin
ve homokapsaisine) gore iki kat daha fazladir. Farkli biber tiirlerinin (Capsicum
frutescens, C. annuum ve C.chinese) kapsaisinoid igeriginin 0.22-20 mg/g oldugu
belirtilmistir Kapsaisinoidlerin bagil oranlari, kimyasal yapilar1 ve aci tatlarinin
derecesini ifade eden Scoville dereceleri Cizelge 2.3 de verilmistir (Reyes-Escogido Mde
vd., 2011).
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Botanikte Capsicum annuum L. olarak bilinen kirmizi act biberin etken maddesi
kapsaisin  (8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide)  dir.  Buradaki  [(4-hidroksi-
3metoksifenil)-metil], vanilil kokiinii ifade etmektedir. Aci biberin yapisindaki kapsaisin
miktar1 % 0.12-17 mg arasinda degigsmektedir. Yapisinda baglica; acilik veren etken
madde kapsaisin ve bunun yani sira, bazi vitaminler, kirmizi karotenoidler, yag,
mineraller ve aromatik bilesikler bulunmaktadir. Kirmizi biberlere aciligi veren
kapsaisinoit bilesiklerinden kapsaisin (% 46-77) en fazla bulunanidir. Diger kapsaisinoit
bilesiklerden dihidrokapsaisin % 21-40, nordihidrokapsaisin % 2-12, digerleri ise %
5’den az diizeyde bulunur. Kirmizibiberlerde renk, basta kapsantin olmak iizere, karoten,
kapsorubin, zeaksantin, kriptoksantin ve lutein gibi karotenoitlerden ileri gelir (Karadal
vd., 2001).

Cizelge 2.3 Dogal ve sentetik kapsaisinoidlerin kimyasal yapis1 ve acilik dereceleri
(Sener, 2010)

Bagil Scoville

Kapsaisinoid o ac1 derecesi Kimyasal Yap
-
Kapsaisin B69%% 16,000,000 - .
-1:’:|
14
Dihidrokapsaisin 2204 15,000,000 o~ -M
H
Nordihidrokapsaisin 7% 9, 100,000 o M.
o
H
Homodihidrokapsaisin 194 8,600,000 o N
0
HO
=
Homokapsaisin 1%4 5,600,000 o M

I

MNonivamid

18



(E)-8-Metil-N-vanilil-6-nonenamid olarak adlandirilan kapsaisinin (Sekil 2.4) kapali
formiilii C1gH27NO3 (Molekiil Agirligi: 305.41 g) olup kokusuz ve renksiz bir tozdur.
Erime derecesi 57-66 °C arasindadir. Alkolde, kloroformda ve benzende ¢6ziiniir, karbon
disiilfitte az ¢oziiniir ve soguk suda neredeyse hi¢ ¢oziinmez. Bekletme, dondurma ve

pisirme etkilerine kars1 orijinal potansiyelini korur (Rollyson vd., 2014).

Kapsaisin mikrarinin belirlenmesinde yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
metodu yaygin olarak kullanilir. Bununla beraber gaz kromatografisi ve LC/MS

metodlariin kullanildigr ¢aligmalar da mevcuttur (Ha vd., 2008).

Kapsaisin bilesikleri bazi 06zgiin 0Ozelliklerinden dolayr farmakolojik amagh
uygulamalarin yani sira besin katki maddesi liretiminde ve bdcek ilaci endiistrisinde
kullanilmaktadir (Diaz vd., 2004, Schweiggert vd. 2006). Kapsaisin bilesiklerinin tibbi
amach kullanimin1 saglayan bir bagka 6zelligi ise kanser fizyolojisinde oynadiklar
roldiir. Ancak bu rol degiskenlik gostermektedir. Ciinkii baz1 ¢alismalardan elde edilen
sonuclar kapsaisin bilesiginin kanserojen etkileri oldugu fikrini desteklemekte, bazi
calismalar ise kapsaisin bilesiginin timor olusumunu engelleyici 6zelligi oldugunu
gostermektedir (Surh ve Lee, 1996). Kapsaisinin prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
engelledigi ve prostat kanseri i¢in etki mekanizmalarinin bilinmesi gerektigini
belirtmislerdir (Cazenave vd., 2009). Ayrica kapsaisin bilesiklerinin tarimda kullanimina
yonelik de birgok ¢alisma yapilmistir. Kapsaisin bilesikleri 6nemli 6l¢iide anti-mikrobik
ve anti-fungal etkilere sahiptir (Masood vd., 1994, Molina-Torres J. vd., 1999).

2.4.1 Kapsaisin biyosentezi

Kapsaisin, vanililamin ve 8-metil non-trans-6-enoik asit bilesiklerinin amid tiirevidir
(Bennett ve Kirby, 1968). Kapsaisin biyosentez mekanizmasi biiyiik 6l¢iide belirlenmis
ve Karakterizasyonu yapilmistir. Kapsaisinoidlerin yapisinda bulunan vanililamin kismi,
sikimat arogenat metabolik yolundan elde edilen fenillalanin’den, yag asiti kismi ise
valin’ den sentezlenmektedir. Vanililamin kisminin fenilpropanoid metabolik yolu
aracilig1 ile sentezlendigi diisiiniilmektedir. Bu diisiince yapilan bir ¢caligmada Vanilla
planifola yapisinda bulunan vanilinin bu yolla sentezlendiginin belirlenmesi sonucu

ortaya ¢ikmis ve kabul edilmistir. Bu calismaya gore fenilalanin, fenilpropanoid
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metabolik yoluna girer ve kimyasal reaksiyonlar sonucu, PAL (fenil alanin amonyum
liyaz) enzim aktivitesi ile sinnamik asite g¢evrilir. Daha sonra takip eden enzimatik
asamalar sonunda ferulik asit sentezlenir. Bir sonraki asamada fruloil-CoA olusur ve takip
eden reaksiyon sonunda da bu bilesik vaniline indirgenir. Ancak bu mekanizmaya
alternatif olarak vanilin biyosentezinin gerceklestirildigi diisiiniilen farkli metabolik
yollar da Onerilmistir (Walton vd., 2003). Ancak bunlarin higbiri bitkilerle yapilan

arastirmalarla agikliga kavusturulamamistir (Diaz vd., 2004).

Bitkilerde kapsaisin biyosentezi iki yolla tanimlanir. Bunlardan ilki fenilpropanoid,
fenolik yapisini belirler. Bir digeri de yag asidi metabolizmasi, molekiiliin yag asitlerini
belirler. Meyve gelisim sirasinda yavas yavas kapsaisin birikim miktar1 da artig gosterir,
bu artis 40-50 giinde maksimum seviyeye ulasir. Daha sonra sekonder metabolit
seviyesinde de peroksidaz enzimine bagli azalma meydana gelir. Sekonder metabolit
seviyesini artirmak isteyen aragtirmacilar su seviyesini diisiirerek bitkiyi strese sokar ve

fenilpropanoid mekanizmasina bagli olarak kapsaisinoid seviyesini arttirirlar (Reyes-

Escogido Mde vd., 2011).

Kapsaisinoid bilesiklerinin yapisindaki yag asitlerinin valin molekiillerinden
sentezlendigi Leete ve Louden (1968)’in isaretli kapsaisin metabolik onciileri kullanarak

yaptigi calismalar tarafindan da desteklenmistir (Diaz vd., 2004).
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Sekil 2.5 Kapsaisin biyosentez yolu (Chayapathy vd., 2006)

Biber tiirlerinde plasenta dokusu hiicrelerinin bazi genlerinin (Pal, Ca4h, Comt) protein
sentezi i¢in kullaniminin hiicrelerde biriken kapsaisinoid miktar1 ile dogru orantili oldugu
belirlenmistir (Curry vd., 1999). Bu sonug¢ ayni zamanda vanililamin bilesiginin fenil
propanoid metabolik yolu ile sentezlendigini de desteklemektedir. Her durumda
vanilinin, vanililamine doniisiimiiniin aminotransferaz enzimi tarafindan katalizlendigi
diistiniilmektedir. Aminotransferaz enzimini kodlayan gen, yapilan arastirmalar sonucu
klonlanmis ve bu genin proteine ¢evrilme diizeyi ile kapsaisinoid sentezi arasinda oldukga
giiclii bir pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir (Kim vd., 2001). Kapsaisin biyosentez

yolu sekil 2.5” de gosterilmektedir.
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2.4.2 Kapsasisinoidlerin fizyolojik etkileri

Kapsaisin ve buna bagli bilesiklerinin, dil ve deri gibi duyusal bolgelere temas etmesi
sonucunda, bolgesel ve iletime bagli olarak agri, yanma gibi etkilere neden olmaktadir.
Kapsaisinin agriya duyarlt sinirler iizerinde yaptig1 etkiyi gosteren bir reseptér model

gelistirilmistir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6 Kapsaisin i¢in reseptor model (Szolcsanyi, 2004).

Sekildeki gibi kapsaisin 1.reseptor bolgeye 4-OH lizerinden H' bagi ile 2. Elektronegatif
bolgeye N’a bagl H* ile, 3. Elektro pozitif bolgeye C’a baglh O ile, apolar olan 4. ve 5.
bolgelere ise Wan del Waals kuvvetleri le baglanmaktadir. Reseptorler tizerinde
uyaricilarin  konsantrasyonu, molekiil 6zellikleri (boyut, sekil, fonksiyonel gruplar,
sterokimyasallar) uyaricilarin baglanma pozisyonlarinin énemli oldugu tespit edilmistir

(Yemis vd., 2004).

Kapsaisinle ilgili fazla sayida in vitro ¢aligma bulunmamaktadir. Caligmalar genelde in
vivo olarak gerceklestirilmistir. Kapsaisin ve kapsaisinoidin {iyeleri; gastrointestinal
sistem, kardiyovaskiiler sistem ve solunum sistemi iizerinde etkileri oldugu deney

hayvanlarinda gézlenmistir (Surh ve Lee, 1995).

Kapsaisinin antitiimoral, antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, immiinmodiilatér
analjezik, iilseri ve obeziteyi engelleyici etkileri oldugu bazi ¢alismalarla gosterilmistir

(Maggi. vd., 1989).
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2.4.3 Kapsaisin Elde Edilmesi ile Ilgili Bitki Doku Kiiltiirii Calismalari

Lindsey vd. (1983) yaptiklar1 ¢alismada, besin igerigi yoniinden iki farkli ortam
kullanmislardir. Bunlardan biri biiyiime ortami (biitiin besin maddeleri + biiylimeyi
diizenleyen hormonlar ) digeri ise minimum ortam (sadece bazi besinler ) dir. Minimum
ortam igerisinde hiicre boliinmesi ve hiicre biiylimesi i¢in gerekli hormonlar ve diger
diizenleyici molekiiller olmadig1 icin biiyiime engellenmistir. Bu iki farkli ortamdaki
hiicrelerin trettigi kapsaisin bes gilinliik bir siireden sonra ortamdan alinarak HPLC ile
Olcimler yapmislardir. Biiyiime ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerden elde edilen
ortalama kapsaisin miktar1 1,397 £0.136 mg k.a. ve minimum ortamda kiiltlirii yapilan
hiicrelerden elde edilen kapsaisin miktar1 ise 2,636 + 0.298 mg k.a. olarak
belirlemislerdir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi, hiicre boliinmesi ve biiyiime gibi
birincil metabolik fonksiyonlarin, biiyiik 6l¢iide engellendigi minimum ortamda bitki
hiicreleri biiyiime ortamindaki hiicrelere gore yaklasik 2 kat daha fazla kapsaisin
sentezlemislerdir. Bu sonuglar daha 6nce elde edilen verileri destekleyici nitelikte olup,
kiltir biyiime hizi ile sekonder metabolit bilesiklerin sentezlenme hizi arasinda,

antagonistik bir bagint1 oldugunu bir kez daha gostermistir.

Lindsey ve Yeoman (1984a), siispansiyon kiiltiirii ve tutuklanmig hiicre kiiltiirii i¢in 8
grup hazirlamislardir. Hazirlanan kiiltiir ortamlar igerisinde kapsaisin molekiiliine yakin
benzerlikte ya da sentezde kullanilan bir metabolik oncii bilesik bulunmamaktadir. 5. ve
10. giinlerin sonunda kiiltiir gruplarinin yaris1 alinarak ortamda biriken kapsaisin
molekiillerinin miktarlarinin  belirlenmesi i¢in analiz yapmislardir. Bu veriler
gostermektedir ki; ortama konulan bitkilerin kuru agirlig1 baz alindiginda, metabolik oncii
molekiillerin yoklugunda, hem biiyiimenin yavas oldugu son bes giinde, hem de daha
fazla biiylime hizinin saptandig: ilk bes gilinde kiiltlir ortam igerisinde poliiiretan ile
tutuklanan hiicrelerin, siispansiyon kiiltiiriinde biiyliyen hiicrelere oranla 3 kat daha fazla
miktarda kapsaisin sentezledigini gostermektedir. 5. ve 10. giinler arasinda biriken
kapsaisin miktarindaki artig, tutuklanmis hiicrelerin kapsaisin sentezleme hizinin daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durumun arastirilmasi ve artisin gergek nedeninin
belirlenmesi icin tutuklanmis hiicreler ve serbest siispansiyon Kkiiltiirii icerisindeki
hiicreler L-[U- *C] fenil alanin ile isaretlenmistir. Kiiltiir ortaminda biriken kapsaisin

kloroform kullanilarak ortamdan ¢ikarilmis ve TLC plakalari {izerinde kromatografik
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analiz yapmislardir. Elde edilen ve kapsaisin molekiiliine karsilik gelen noktalar bu
plakalar iizerinde belirlemislerdir. Radyoaktif isaretli molekiiliin hiicreler tarafindan
alinma hizi yiliksek olmasina ragmen bu hiz tutuklanmis hiicrelerde ve serbest
siispansiyon kiiltiirii icerisindeki hiicrelerde yaklasik olarak aynidir. Ancak isaretli
molekiiliin kapsaisin sentezinde kullanilma hizi tutuklanmis hiicrelerde ¢ok daha hizl

gerceklesmistir.

Lindsey ve Yeoman (1984b), fenilalanin ve isokaprik asit gibi metabolik Oncii
molekiillerin kapsaisin sentezinde kullanilmasinin iretimi (11 mg kapsaisin/1g bitki)
maksimum seviyelere tasidigini belirlemislerdir. Elde edilen bu miktar 1 g taze bitkinin
hiicrelerinin (hiicreler i¢inde %90 oraninda su oldugu varsayilarak) 1.1 mg kapsaisin
sentezleyebildigi anlamima gelmektedir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
gostermektedir ki; 1 g bitkinin plasental doku hiicreleri 2.04 mg kapsaisini metabolik
oncli molekiiller olmadan sentezleyebilme kapasitesine sahiptir. Baska bir ¢aligmada
kiiltiir ortamina 2.5mM ferulik asit eklenmesinin plasental doku hiicreleri tarafindan
kapsaisin sentezini 3.22 mg/g seviyesine ¢ikardigi belirlenmistir. Bu sonug plasental doku
hiicrelerinin, metabolik 6ncli molekiillerin varliginda ¢ok daha fazla miktarlarda

kapsaisin sentezleyebildiklerini gostermektedir.

Holden vd. (1987), ikincil metabolik bilesiklerin (fenolik bilesikler ve kapsaisin),
Gliocladium deliquescens tarafindan arttirilmasinin ayni zamanda fenilalanin amonyum
liyaz aktivitesinde de artigsa neden oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada kurdlan bilesigi
kiiltir ortamina tutuklanmis hiicrelerin ortamima eklendiginde ikincil metabolik
bilesiklerin sentezini uyarici etki gostermis ve A. niger ve R. oligosporus hiicrelerinden
elde edilen bilesikler de kiiltiir ortamina eklendiginde ikincil metabolik bilesiklerin
tiretimini artirmiglardir. Bu sonuglar mikroorganizmalardan ve mantarlardan elde edilen
bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltlir ortaminda uyarici ve liretimi arttirict molekdiller olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.

Johnson vd. (1990) yaptiklar1 ¢alismada kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin tiretimi
lizerine uyarma kapasitesi ve sodyum aljinatin etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismanin
sonuclarina gore kapsaisin {iretimi tutuklanmis hiicrelerde kurdlan ve ksantan

kullaniminda kontrole gore sirasiyla 1,8 ile 2 kat daha fazla artmistir. Kurdlan ve ksantan
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kombinasyonu daha etkilidir ve kiiltiiriin 14. giiniinde kapsaisin iiretimini 7,9 kat
artirmigtir. Kitosan’la muamele edilmis serbest hiicrelerde ise maksimum kapsaisin
iretimi 6. glinde gerceklesmistir. % 0,05 sodyum aljinat uyarimi kiiltiirin 10. giinlinde

hiicre siispansiyonundaki hiicrelerde kapsaisinde 1,6 kat artis saglamistir.

Johnson vd. (1991), tutuklanmis hiicreler ve plasental dokularda kapsaisin liretimi, fungal
preparasyonlarin (Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus ekstraktlari ve siiziintiisii)
ve mikrobiyal polisakkaritlerin (kurdlan) kapsaisin iiretimi tizerine etkileri ve kapsaisin
liretimi iizerine Oncii maddelerin etkisini ¢alismislardir. Bu calismada elde edilen
sonuglara gore kapsaisin tiretimi tutuklanmig plasental dokularda tutuklanmis hiicrelere
gore daha yliksektir. Maksimum kapsaisin {iretimi tutuklanmis plasentada baslangig
giiniindeki 700 pg dan 14. giinde 1345 pg degerine ulasmistir. Kiiltiirlin besin ortaminin
yenilenmesi sonucu, 28 giinliik kiiltiir hiicrelerinden 2400 pg miktarinda kapsaisin elde
edilmigtir. Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin iiretimi 3 pg/g dan 28. giinde 47 pg’ a
cikmigtir. Tutuklanmig hiicre sisteminde kapsaisin sentezinde kurdlan daha etkili
bulunmustur ve kontrol ile karsilagtirlldiginda sentez yaklasik iki kat artmistir
Tutuklanmig hiicreler, plasental dokulara goére kurdlan etkisine daha etkili cevap
vermislerdir. Her iki fungal tiirlin miselar ekstraklar1 tutuklanmis plasental dokularda

yaklasik % 25 civarinda kapsasin artisina neden olmustur.

Ramachandra Rao vd. (1996), Capsicum frutescens ve Daucus carota hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine Spirulina platensis’ den elde ettikleri fikosiyanini farkli konsantrasyonlarda
uygulamiglardir. Capsicum frutescens hiicre siispansiyonunun bu sekilde uyarimi ile
kapsaisin miktar1 yaklasik olarak iki kat artmistir. Benzer sekilde Daucus carota hiicre

kiiltiirlerinde de antosiyanin miktarinda iki kat artis gézlenmistir.

Ramachandra Rao ve Ravishankar (2000), Capsicum frutescens’ in serbest siispansiyon
hiicreleri ve tutuklanmis hiicre kiiltiirlerini fenil propanoid 6ncii maddeleri protokatekuik
aldehit ve kafeik asit ile muamele ederek biyodoniisiim 6zelliklerini arastirmiglardir.
Disardan bu metabolik onciiler ilavesi ile protokatekuik aldehit ve kafeik asitin vanilin ve
kapsaisine biyodoniigiimii belirlenmistir. Burada énemli nokta ise metabolik Oncii ile

besleme sonucu protokatekuik aldehitin vaniline biyodoniisiimiiniin kapsaisine
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¢evriminden ¢ok daha fazla olmasidir.Halbuki kafeik asit ile muamele edilen kiiltiirlerde

kapsaisin birikimi vanilin birikiminden daha fazladir.

Sudha ve Ravishankar (2002), Capsicum frutescens Mill. hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
kapsaisin tiretimi tizerine kalsiyum kanal aracilarinin etkilerini aragtirmiglardir. Kalsiyum
Iyonofor A23187’ nin toplam kapsaisin miktarmni 1.43 kat artirdigin1 belirlemislerdir.
Kalsiyum kanal modulatérleri verapamil ve kloropromazin uygulamalarinda ise kapsaisin

iiretiminde ve biiyiimede azalma belirlemislerdir.

Sudha ve Ravishankar (2003a), poliamin bilesiklerinin kapsaisin birikimine etkisini
arastirmiglardir. Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiir ortamina putressin
uygulanmasit sonucu biiyime hizinda ve kapsaisin sentezlenmesinde artig
gozlemlenmistir. Kapsaisin miktarindaki bu artisa, kapsaisin sentaz enziminin

aktivitesinin artmasi sebep olmustur.

Sudha ve Ravishankar (2003b), iki farkli bilesik; salisilik asit (SA) ve metil jasmonat’1
(MeJa) ayr1 ayr1 ve birlikte Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiirlerine
uygulanmaislar ve her iki bilesigin de kiiltiir hiicrelerinde kapsaisin sentezini ve birikimini
artturdigini belirlemiglerdir. Ancak bu bilesiklerden sadece biri; salisilik asit ayni
zamanda kapsaisin sentaz enziminin aktivitesini de arttirmig, metil jasmonat bilesiginin
ise enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi gézlemlenmemistir. Bu sonuglara gore
metil jasmonat bilesiginin kapsaisin miktarini arttirici etkisinin kapsaisin yikimini ya da
diger molekiillere katilimini engelleyici aktivitesinden kaynaklandigi soylenebilir.
Hiicrelere SA uygulanmasi sonucu, etilen iiretimi engellenmis, MeJa uygulanmasi ise
etilen {iiretiminin artmasina neden olmustur. Hiicrelerin poliamin {iretimi de SA
uygulanmasi ile artmis, MeJa uygulanmasi sonucu da diismiistiir (Sudha ve Ravishankar
2003b). Poliamin ve etilen biyosentezlerinin, ortak olarak kullanilan S-adenozil
metiyonin (SAM) molekiilleri i¢in rekabet halinde olduklar1 diisiiniiliirse elde edilen

sonuglar sasirtict degildir.

Umamaheswari ve Lalitha (2007), Capsicum annuum kallus hiicrelerinden kapsaisin

iretiminin artirllmasi i¢in yeni bir yoOntem gelistirmeye c¢alismislardir. Farkl
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konsantrasyonlarda gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2,4 D ve kinetin
ilave edilmis Murashige Skoog (MS) besiyerinde kiiltiire almiglardir. Kallus gelisimi ve
plasental dokularin biiyiimesini en fazla 2 mg/l 2,4 D ve 0,5 mg/l kinetin iceren MS

besiyerinde belirlemislerdir

Islek vd. (2014) Kahramanmaras Hat-187 biber tohumlarma ait hiicre siispansiyon
kiltliriinde, kapsaisin {iretimi iizerine tutuklama isleminin ve farkli konsantrasyonlarda
seliilaz uyaricisinin farkli zamanlardaki etkileri incelenmislerdir. /n vitro kosullarda
cimlendirilmis biber fidelerinin hipokotil eksplantlarindan kallus elde edilmistir ve
kalluslardan hiicre siispansiyonlar1 olugturulmustur. Hiicre siispansiyonlarindan kalsiyum
aljinat ile tutuklanmis hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri ve tutuklama islemi yapilmayan
serbest hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri elde edilmistir. Hem serbest hem de tutuklanmig
hiicre silispansiyonlarina selillaz (5-30 pg/ml) uyaricist uygulanmistir ve uyarici
uygulanmayan kontrol gruplart olusturulmustur. Etil asetat ile ekstraksiyon yapilarak
serbest hiicrelerdeki, tutuklanmis hiicrelerdeki ve bunlarin siiziintiilerindeki kapsaisin
konsantrasyonlar1t HPLC cihazinda belirlenmistir. Tutuklama isleminin kapsaisin
birikimi iizerine artirict etki yaptig1 belirlenmistir. Tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin
miktari, kontrol gruplarinda ve uyarict uygulamasi yapilan 6rneklerde, serbest hiicrelere
gore daha yiiksek bulunmustur. Genel olarak serbest hiicrelerde tiim uyaricilarda

slizlintliye gecen kapsaisin miktar1 tutuklanmis hiicrelerdekinden daha fazladir.

2.5 Kapsaisin sentezini uyarmak amaciyla kullamlacak olan Triakontanol

Bitkilerin yapisinda bulunan triakontanol diiz zincirli yapiya sahiptir (Sekil 1). Formiilii
[CH3(CH2)28CH20H] olan triakontanol ve onun ikincil mesajc1 L(+)-adenozin
bitkilerde biliylimeyi uyarici bir aktivite saglayan dogal 30 karbonlu primer alkoldiir.
Sinonim isimleri melisil alkol, mirakulan ve mirisil alkol olan bilesigin molekiiler yapisi
CH3- (CH2)29-OH olup canlilarda bulunan ve bitki biiylimesini saglayan dogal bir
maddedir. Triakontanol’iin bitki biiylimesini arttirici etkisi ilk kez 1959 da gortilmistiir.
Triakontanol biyomasi, serbest aminoasit miktarini, indirgeyici seker miktarini,
fotosentetik aktiviteyi, ¢oziilebilir protein miktarini ve biiylimeyi arttirdigi belirtilmistir.
Triakontanol’in piring doku kiiltiirii lizerindeki etkisi 1986 yilinda Yun ve Kim
tarafindan, odunsu bitkiler iizerindeki etkisi de 2002 yilinda Fraternole ve arkadaslar

tarafindan gosterilmistir. Knight ve Mitchell tarafindan 1987 de triakontanol’iin salatalik
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tizerinde uyarici etkisi rapor edilmistir. Ma ve arkadaslar1 1990 yilinda triakontanol’tin in

vitro sartlarda elma biiylimesi {izerine etkisini bulmustur (Ravindra. vd., 2005).

Sekil 2.7 Triakontanol maddesinin acik kimyasal formiilii

Trifolium repens yapraklarindaki nétral yaglarin balmumu esterleri, serbest yag asitleri,
alkoller, serbest steroller, trigliseridler ve hidrokarbonlara ayrildig: arastirmada balmumu
esterlerinin temel olarak 18 karbonlu di ve tri doymamis yag asitleri ve 30 karbonlu
alifatik alkollerden olustugu bulunmustur. Linoleik asidin baskin serbest yag asidi,
serbest alifatik alkollerden triakontanoliin temelde 29,31 karbonlu hidrokarbon oldugu

belirtilmistir (Body, 1974).

Yoncanin bitki biiylimesini arttiran sulu ekstrakti bazi iilkelerde ciftciler tarafindan bir
astra yakin stiredir kullanilmaktadir, etkili kimyasalin bir¢ok bitkinin {izerini mumsu bir
sekilde kaplayan, arilarin bal peteginde de bulunan balmumunun ana bileseni olan ve
dogada ¢ok yaygin olarak bulunabilen triakontanol oldugu belirlenmistir (Hangarter vd.,
1978, Hoagland, 1980). Hormonun dogrudan gen diizenleyici, genel metabolizmay1
yonlendirici etkisi de tespit edilmistir (Chen vd., 2002)

Sukroz ve salisilik asit gibi bazi dogal bitki biiylime diizenleyicileri triakontanol ile
beraber kullandiginda hormonun etkisini arttirdig1 saptanmistir (Rajasekaran ve Blake,
1999). Houtz ve arkadaslar1 (1985) tarafindan hormonun Chlamydomonas iizerine etkisi
ile ilgili yapilan ¢aligmada triakontanol hiicre yogunlugunu %35, toplam Kklorofil
miktarint %31, CO2 asimilasyonunu %100’e kadar artmistir (Karacakaya vd, 2009).
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BOLUM 111
MATERYAL VE METOD

3.1 Materyaller

3.1.1 Bitkisel materyal

Calismada kullanilacak olan biber (Capsicum annuum L.) tohumu (Maras-1) Dogu

Akdeniz Gegit Kusag: Tarimsal Arastirma Istasyon Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

3.1.2 Kapsaisin sentezini uyarmak icin kullanilan uyarici

Kapsaisin sentezini uyarmak i¢in kullanilan uyarici Triakontanol (TRIA) Sigma

firmasindan temin edilmistir.

3.2 Yontem

Tohumlarin ekimi, kallus kiiltiirlerinin, hiicre siispansiyonlarinin ve uyaricilarin
uygulanmasi ile ilgili tiim steril ¢aligmalar Heal Force marka laminar akimli steril kabinde
gerceklestirilmistir. Kullanilan cam ve metal malzemeler Raypa marka etiivde 175 °C’ de
2 saat, besiyeri ve sivi ortamlar Wise Clave marka otoklavda 121 °C’ de 15 dk steril

edilerek kullanilmistir.

3.2.1 Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu

Calismada kullanilacak olan biber tohumlarina ekim oncesinde yiizeysel sterilizasyon
uygulanmistir. Biber tohumlari cam bir kaba (beher vb.) konularak {izerine % 70’ lik etil
alkol ilave edilmis ve 3 dakika bekletilmistir. Etil alkol steril kabinde siiziilerek, % 40’
lik ticari sodyum hipoklorit ilave edilmis ve 30 dakika siireyle calkalayici da
calkalanarak, hipoklorit kisim uzaklastirilmigtir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika steril saf
su ilave edilerek beklenmis ve siiziilmiistiir. Icerisinde yaklasik 50°ser ml steril agarli besi
ortam1 konulan magenta kaplarina dis yiizeyi steril edilmis biber tohumlarindan 9 adet
yerlestirilmistir (Fotograf 3.1). Ekim yapilmis magentalarin kapaklar1 kapatilmis ve
tizerlerine streg film sarilmistir (Ellialtioglu vd., 1998).
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Fotograf 3.1 Steril besi ortamina ekilmis biber tohumlari

3.2.2 Tohum cimlendirme ortamm bilesimi ve hazirlanmasi

Biber tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in hormonsuz Murashige ve Skoog (1962) (MS)

temel besin ortami1 kullanilmistir. Bu besiyerinin bilesimi ¢izelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1 MS temel besin ortami (Murashige ve ve Skoog, 1962).

Bilesenler MS Ortami, mg/L
Makro bilesenler

NH4NO3 1650
KNOs 1900
CaCl2.2H:0 440
KH2PO4 170
MgSO4.7H20 370
NaFeEDTA 36,7
Mikro Bilesenler

MnS0O4.2H20 16
ZnS04.7H0 8,6
HsBOs3 6,2
Kl 0,83
NazM004.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl..6H20 0,025
Vitaminler

Myo-Inositol 100
Glycin 2
Thiamine-HCI 0,1
Nikotinik Asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5

3.2.3 Kiiltiir kosullar:

Iklim odasinda 16 saat aydimlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik diizende
magenta kaplarinin iginde steril kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen biber
fideleri, dort haftalik inkiibasyon siiresini (Fotograf 3.2) tamamladiktan sonra eksplant
kaynagi olarak kullanilmistir. Steril kabin i¢inde her bir fideden hipokotil eksplanti
kesilmistir. Oncelikle kok bogazindan kesim yapilarak kokler uzaklastirilmig, hipokotil
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bolgesi yaklagik 15 mm’lik parcalara ayrilarak 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 ayarlanmustir. Hipokotil eksplantlart MS besiyerine yatay olarak yerlestirilmistir
(Ellialtioglu vd. 1998). Hipokotil eksplantindan gelisen kallus dokular1 16 saat aydinlik
ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis fotoperiyodik diizende iki hafta siireyle iklim
odasinda gelistirilmistir. Gelisen kallus dokulari, magenta kutulari i¢indeki 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 fotoperiyodik
diizende iklim odasinda gelistirilmistir (Fotograf 3.3-3.4).

Fotograf 3.2 Biber tohumlar1 (Maras-1) nin ekimden 4 hafta sonraki gelisimi
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Fotograf 3.3 Hipokotil (govde bdlgesi) eksplantindan gelisen kallus dokusunun agarl
besiyerinde goriiniimii

Fotograf 3.4 Alt kiiltiirde cogalan kallus dokusu
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3.2.4 Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmasi

Kallus olusumu i¢in kullanilan 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L Kinetin ve % 3 sakkaroz
ilave edilmig MS besin ortamu siispansiyon kiiltiiriinde de kullanilmis, sadece ortama agar
ilavesi yapilmamustir. Kallus dokulari steril kabin igerisine yerlestirilen ve % 70’lik alkole
batirilmis pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kagitlar1 iizerinde tartilarak
transfer edilmistir. Magenta kutular i¢erisinde gelistirilmis olan kallus dokulari, iglerine

40’ar ml s1v1 besin ortami1 konulmus 100 ml’lik erlenlere aseptik kosullarda her birine 2
gr olacak sekilde konulmustur. Hiicre siispansiyonlarini bulunduran erlenmayerler 25C

+2 dereceye ayarlanmis ¢alkalayici ftizerine yerlestirilmislerdir (Fotograf 3.5).

Calkalayicinin hiz1 110 devir/dakika olacak sekilde ayarlanmistir (Islek, 2009).

Fotograf 3.5 Calkalayici tizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

3.2.5 Tutuklama islemleri

Tutuklama islemi i¢in 5 ml lik otomatik pipet ucu kullanilmistir. Pipet uclar1 otoklavda
121 °C 15 dk siire ile steril edilmistir (Fotograf 3.6). Hiicre slispansiyon kiiltiirleri bir ay
stireyle 110 rpm’de gelistirilmistir. Hiicre slispansiyon kiiltiirleri filtrasyonla besiyerinden

ayrilmistir. Tutuklama isleminde, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin yerine kallus hiicre
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sispansiyonlarinin olusmasi nedeniyle elde edilen hiicreler bir baget yardimiyla uygun
bir elekten gegirilerek tek tek hiicreler elde edilmistir. Tutuklama isleminde 1 gr hiicre
kullanilmigtir (Johnson vd., 1991)( modifiye edilmistir). Tutuklama islemi igin % 2,5’1ik
10’ar ml” lik sodyum aljinat ¢6zeltisi hazirlanmistir. Sodyum aljinat igerisine 1 gr hiicre
karistirtlmistir. Hiicreleri iceren sodyum aljinat ¢ozeltisi pipet ile alinarak manyetik
karistirict iizerindeki beher iginde 20 ml’lik kalsiyum kloriir i¢ine damlatilarak hiicreleri
iceren 3,5-4 mm capinda boncuklar elde edilmistir. (Fotograf 3.6-3.7). Islemlerin tamami

steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir

Fotograf 3.6 Kalsiyum kloriir igerisinde tutuklanmais hiicrelerin olusumu
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Fotograf 3.7 MS besiyeri ortaminda tutuklanmis hiicreler

3.3 Uyaria Uygulamalan ve Analiz i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Bir ay boyunca gelistirilen hiicre siispansiyon kiiltiirleri taze besiyeri ortamina alindiktan
sonra uyarict uygulamalari yapilmistir. Uyarici olarak triakontanol kullanilmistir. Tiim

deneyler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmigstir.

Steril kabin iginde, serbest ve tutuklanmis hiicreler ile 40’ar ml siispansiyon kiiltiirii
iceren 100 ml’ lik erlenmayerlere, steril stok c¢ozeltilerinden seyreltilerek son
konsantrasyonlarina, triakontanol (5, 10, 15 ve 30 pg/ml) steril uglu otomatik pipet ile 1

ml olarak uygulanmistir. Kontrol gruplar icin steril saf su kullanilmistir.

Uyarict uygulamasinin ardindan yine c¢alkalayicilar iizerine konulan serbest ve
tutuklanmus stispansiyon kiiltiirleri 8, 10, 12. giin sonra hiicre ve siiziintiisiiniin birbirinden
ayrilmast i¢in whatman no:2 filtre kagidi iizerinde bunner hunisi vakum pompasi
yardimiyla vakum siizme islemi uygulanmis, doku ve siiziintii birbirinden ayrilmistir.
Stizme islemi sonrasinda kalluslar agzi kilitlenen kiiclik plastik posetlerde, siiziintii kismi
ise 50 ml’lik plastik siselerde analiz yapilncaya kadar -80 °C’ deki derin dondurucuda

saklanmistir.
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3.4 Ekstraksiyon Islemleri

3.4.1 Serbest ve tutuklanmis hiicrelerden kapsaisin ekstraksiyonu

Kapsaisin ekstraksiyonu igin serbest hiicrelerden 0,1 g ve tutuklanmis hiicrelerden 0,2 g
aliarak 3 kez 8 ml etil asetat ile havanda ezilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika
stireyle santrifiij edilmistir ve tstteki siipernatanlar toplanmistir(Johnson vd., 1990).
Toplanan silipernatan bir doner buharlastiricit balonuna doldurularak 55°C sicaklikta, 180
devir/dakika hizda ve diisiik basing altinda etil asetat kisim, kuruluga yakin olacak sekilde
buharlastirilmistir. Kalan tortu 1 ml etil asetat ile ¢oziilmiis ve etiketlenmis Ornek
siselerine almmustir. Ornekler analiz edilinceye kadar -70°C’de derin dondurucuda

bekletilmistir.

3.4.2 Tutuklanms hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu

Serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu i¢in 0,4 ml
stiziintii alinarak 3 kez 8 ml etil asetat ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika siireyle
santrifiij edilmis ve siipernatan alinarak bir doner buharlastirict balonuna doldurulmustur
(Johnson vd., 1990). Déner buharlastiricida 55°C sicaklikta, 180 devir/dakika hizda ve
diisiik basing altinda etil asetat kisim kuruluga yakin olacak sekilde buharlagincaya kadar
ekstrakte edilmistir. Kalan tortu kismi 1 ml etil asetat ile ¢oziilmiis ve Ornekler analiz

edilinceye kadar -70 C’de derin dondurucuda bekletilmistir.

3.5 Kapsaisin Analizi

HPLC cihazinda 6l¢iim yapmadan 6nce orneklerde kapsaisin varliginin belirlenmesinde
zaman kazanmak amaciyla 6n calisma olarak spektrofotometre de dl¢lim ile kapsaisin

tayini yapilmistir (Ramos-Palacio, 1977).
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3.5.1 Kapsaisin standartinin hazirlanmasi

Kapsaisin standart1 olan N-Vanillynonanamide, Sigma (V-9130)’ dan temin edilmistir.
Spektrofotometrede 6l¢lim i¢in, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
etil asetat ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve
100 pg/ml’lik standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltilerden 0,2 ml alinarak
tizerine 1 ml etil asetat ilave edilmistir. Spektrofotometrede 6l¢lim yapmadan 6nce 0,1 ml
% 1’lik Vanadyum oksi triklorit (VOCI3) ilave edilmistir. Renk kaybini engellemek i¢in
VOCIs ilave edildikten sonra olgiim islemi hizli bir sekilde yapilmistir. Kapsaisin
standartlarinin ol¢lim islemleri spektrofotometrede 720 nm’de 5 tekrarli olacak sekilde
yiiriitilmiistiir. Olgiim islemi sonunda elde edilen standart grafik sekil 3.2° de

goriilmektedir.

0,35 R==10,9939

0,00 T T T T 1
020 40 60 80 100

Kapsasin kensantrasyonu(ig/ml)

Sekil 3.2 Spektrofotometrede dl¢iim i¢in kapsaisin standart1 ile ¢izilen grafik

3.5.2 Ekstraktlardan kapsaisin analizi

S1v1 ekstraktlardan spektrofotometrede 6l¢tim yapabilmek i¢in Ramos Palacio (1977 ve
1979)’un uyguladig1 yontem izlenmistir. Buna gére her bir 6rnek 0,2 ml alinarak tizerine
1 ml etil asetat ilave edilmis ve spektrofotometrede 6l¢iim yapmadan 6nce 0,1 ml % 5’lik
VOClIs ilave edilmistir. Renk kaybini engellemek igin VOCls ilave edildikten sonra
Olctim iglemi hizli bir sekilde yapilmistir.
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3.5.3 Kapsaisin tayininde HPLC kosullarn

HPLC analizlerinden 6nce sivi1 ekstraktlar 0,45 pm’ lik filtrelerden gecirilmistir. Analiz
islemleri Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde Agilent
1260 model HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Kromatografi kosullar1 asagidaki
gibidir;

Dedektor : 1260 Infinity Diode Array Detector

Dalga boyu :280 nm

Kolon :ACE C18 (150 mm x 4,56 mm), 5 pum por ¢ap1

Akis hizi : 1ml/dk

Hareketli faz : % 63 Methanol+ % 37 Distile su (% 1Asetik asit)

Enjeksiyon hacmi : 10 pl

3.6 istatistiksel Analizler

Tez caligmasinda biitiin deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Yapilan tim dlglimler ve
analizlerin verileri SPSS version 16.0 programinda Varyans analizi (Multiple Range
Testlerinden Tukey testi) ile P<0.05 oOnemlilik derecesine gore degerlendirilmistir.
Ortalamalarin standart hata ve standart sapma degerleri de yine ayni programda

hesaplanmustir.
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BOLUM IV
BULGULAR

Capsicum annuum L. (Maras-1) fidelerinden alinan hipokotil eksplantlarindan kallus
kiiltiirleri elde edildikten sonra, serbest ve kalsiyum aljinat ile tutuklanmis hiicre
siispansiyonlarinda triakontanolun cesitli (5, 10, 15 ve 30 pg/ml) konsantrasyonlarinin,
degisen zamanlarda (8, 10 ve 12. giinler) hiicre ve siizlintiilerinde biriken kapsaisin
miktarlar1 incelenmis ve hiicre ve siiziintiilerdeki kapsasin miktarlarinin toplamlari

sonucu elde edilen toplam kapsaisin miktarlar1 da belirlenmistir.

4.1 Serbest Ve Tutuklanmus Hiicrelerde Kapsaisin Birikimine Triakontanol

Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (Maras-1) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
triakontanol uyaricisi 5, 10, 15 ve 30 pg/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 8, 10 ve
12. giinlerde alinan serbest ve tutuklanmis hiicrelerde belirlenen kapsaisin miktarlari

cizelge 4.1 ve 4.2 ve Sekil 4.1 de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(Maras-1)’un serbest hiicrelerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda
etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman (giin) Uygulama Dozu Kapsaisin (g/g)
Serbest hiicre
Kontrol 95878 + 1,112xa
5 pg/ml triakontanol 141,273 + 0,558yd
8 10 pg/ml triakontanol |161,996 + 4,667yg
15 pg/ml triakontanol | 137,325 + 3,779yi
30 pg/ml triakontanol | 122,523 + 2,338yl
Kontrol 99,825 + 2,634xa
5 pg/ml triakontanol 91,931 + 1,643xe
10 10 pg/ml triakontanol | 104,759 + 0,896xh
15 pg/ml triakontanol | 122,523 + 2,462yi
30 pg/ml triakontanol | 124,825 + 2,127yl
Kontrol 103,773 + 1,228xa
5 pg/ml triakontanol 162,983 + 2,773yf
12 10 pg/ml triakontanol |107,720 + 2,412xh
15 pg/ml triakontanol  |81,075 <+ 0,962yj
30 pg/ml triakontanol | 78,115 + 1,187ym

x,y kontrol grubuna gore; a,b,c kontrol grubunun giinlere gore; d,e,f 5 ug/ml triakontanol’un giinlere gore;
g,h,1 10 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; i,j,k 15 pg/ml triakontanol’un gilinlere gore; I,m,n 30 pg/ml

triakontanol’un giinlere gére 6nemlilik derecesinde farkliligint gostermektedir.

Serbest hiicrelerde uygulamanin 8. Giiniinde kapsaisin miktarinda en fazla artig 10 pg/ml
triakontanol uygulamasinda belirlenmistir. (p<0,05). Kapsaisin miktarindaki artis
triakontanol ~ konsantrasyon artisina paralel degildir. Kontrol gruplart ile
karsilagtirildiginda triakontanoliin  farkli konsantrasyonlarmin kapsaisin miktarlar
lizerine etkisi istatistiksel olarak oOnemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.1).
Triakontanol uygulamasinin 10. Giinlinde 5 pg/ml triakontanol uygulamasinda kapsaisin
miktarindaki azalma ve 10 pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenen kapsaisin
miktarindaki artis 6nemli degildir (p<0,05). 15 ve 30 pg/ml triakontanol uygulamasinda

belirlenen kapsaisin miktari istatistiksel agidan onemlidir. En yiiksek kapsaisin miktari
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30 pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 4.1). Serbest hiicrelerde
uyarimin 12. giinlinde en diisiik uyarict konsantrasyonu olan 5 pg/ml triakontanol
uygulamasinda kapsaisin miktar1 en fazla tespit edilmistir (p<0.05). 15 pg/ml ve 30 pg/ml
triakontanol uygulamalarinda kontrole gore kapsaisin miktarinda meydana gelen

azalmalar istatistiksel a¢idan (p<0,05) 6nemlidir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1°e genel olarak bakildiginda uyaricinin uygulama siiresi kontrol gruplarindaki
kapsaisin miktarlar iizerine 6nemli derecede etki yapmaistir (p<<0,05). Tiim uyar1 giinleri
ve uyarici konsantrasyonlarina bakildiginda kapsaisin miktarinda en fazla artis 5 pg/ml

triakontanol uygulamasinda belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest ve tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin miktari tizerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 pg/ml triakontanol, c: 10 pg/ml triakontanol, d: 15 pg/ml triakontanol, e:
30 pg/ml triakontanol
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Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(Maras-1)’un tutuklu hiicrelerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin
incelenmesi (n=3)

Zaman (giin) | Uygulama Dozu Kapsaisin (kg/g)
Tutuklu hiicre

Kontrol 157,457 + 1,401xa
5 pg/ml triakontanol 167,325 + 1,558xd

8 10 pg/ml triakontanol 209,562 + 1,091yg
15 pg/ml triakontanol 244,299 + 2,629yi
30 pg/ml triakontanol 224,562 + 2,588yl
Kontrol 169,299 + 1,432xa
5 pg/ml triakontanol 177,194 + 1,220xd

10 10 pg/ml triakontanol 165,352 + 0,843xh
15 pg/ml triakontanol 256,141 + 2,833yi
30 pg/ml triakontanol 173,246 + 1,228xm
Kontrol 174,457 + 1,012xa
5 pg/ml triakontanol 208,773 + 2,572ye

12 10 pg/ml triakontanol 192,983 + 0,922xg
15 pg/ml triakontanol 265,352 + 2,461yi
30 pg/ml triakontanol 189,036 + 1,865xm

x,y kontrol grubuna gore; a,b,c kontrol grubunun giinlere gore; d,e,f 5 pg/ml triakontanol’un giinlere gore;
g,h,1 10 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; i,j,k 15 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; Lm,n 30 pg/ml

triakontanol’un giinlere gére 6nemlilik derecesinde farkliligint gostermektedir.

Tutuklu hiicrelerde 8. giinde uygulanan tiim triakontanol konsantrasyonlar1 kapsaisin
miktarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.2). Kapsaisin miktarinda en fazla artig 15
pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir. Kapsaisin  miktarindaki artis
triakontanol konsantrasyon artigina paralel degildir. Triakontanol uygulamasini kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda triakontanoliin farkli konsantrasyonlariin kapsaisin
miktar1 Tlzerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2).
Triakontanol uygulamasinin 10. giiniinde tutuklu hiicrelerde kapsaisin miktarindaki en

onemli degisim 15 pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir. Tutuklu hiicrelerde

43



10. giinde kapsaisin miktarindaki degisimler konsantrasyonlar ile paralel degildir. 10.
giinde 10 pg/ml triakontanol uygulamasindaki kapsaisin miktarinin azalmasi, 5 ve 30
ng/ml konsatrasyonlarda uygulanan triakontanoliin kapsaisin miktarindaki artis etkisi
istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur. Buna karsin 15 pg/ml konsantrasyondaki
triakontanoliin kapsaisin miktarina arttirict etkisi istatistiksel agidan (p>0,05) 6nemli
bulunmustur(Sekil 4.1). Triakontanol uygulamasinin 12. giiniinde tiim konsatrasyonlar
kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur. Tutuklu hiicrelerde kapsaisin miktarinda en
fazla artis 15 pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir (p<0,05). Kapsaisin
miktarindaki artiglar triakontanol konsantrasyon artisina paralel degildir. 12. giinde en
onemli degisim 5 ug/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir (p<0,05). 12. giinde
en diisiik kapsaisin miktar1 30 pg/ml triakontanol uygulamasinda meydana gelmistir ve

istatistiksel acidan 6nemli degildir.

Cizelge 4.2 genel olarak degerlendirildiginde uyaricinin uygulama siiresi kontrol
gruplarindaki kapsaisin miktarlar1 {izerine 6nemli derecede etki yapmamistir. Tim
konsantrasyonlara ve uyarim giinlerine bakildiginda an fazla artis 15 ve 30 ug/ml

triakontanol uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 4.1).

4.2 Serbest ve Tutuklanmus Hiicrelerin Siiziintiilerinde Kapsaisin Birikimine

Triakontanol Uygulamasimin Etkisi

C. annuum L. (Marag-1) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
triakontanol uyaricis1 5, 10, 15 ve 30 pug/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 8, 10 ve
12. giinlerde alinan serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde belirlenen kapsaisin

miktarlari ¢izelge 4.3 ve cizelge 4.4 de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarimin, Capsicum annuum
L.(Maras-1) serbest hiicrelerinin siiziintiilerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda
etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman (giin) Uygulama Dozu Kapsaisin (ng/g)
Serbest hiicre siizilintiisii

Kontrol 47,088 =+ 2,739xa
5 ug/ml triakontanol 47,088 + 3,687xd

8 10 pg/ml triakontanol 51,036 + 1,325xg
15 pg/ml triakontanol 47,878 £ 1,993xi
30 pg/ml triakontanol 44720 + 1,096xI
Kontrol 61,036 + 2,111xb
5 pg/ml triakontanol 88,404 + 1,096ye

10 10 pg/ml triakontanol 91,036 + 4,869yh
15 pg/ml triakontanol 77,352 + 1,791yj
30 pg/ml triakontanol 76,299 + 3,959ym
Kontrol 62,878 + 1,601xb
5 pg/ml triakontanol 82,615 + 2,958ye

12 10 pg/ml triakontanol 79,457 + 0,949yh
15 pg/ml triakontanol 113,667 + 2,993yk
30 pg/ml triakontanol 109,983 £ 2,911yn

x,y kontrol grubuna gore; a,b,c kontrol grubunun giinlere gore; d,e,f 5 pg/ml triakontanol’un giinlere gore;
g,h,1 10 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; i,j,k 15 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; I,m,n 30 pg/ml

triakontanol’un giinlere gore dnemlilik derecesinde farkliligini gostermektedir.

Serbest hiicrelerin siiziintiilerinde uygulamanin 8. giiniinde kapsaisin miktarinda en fazla
artts 10 pg/ml triakontanol uygulamasinda belirlenmistir, bu artis istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Kapsasin miktarindaki artis triakontanol miktarindaki artisa baglh
degildir. Kontrol grubuna goére 10 pg/ml triakontanol konsantrasyonundaki kapsaisin
miktart artist, 15 ve 30 pg/ml triakontanol konsantrasyonu kapsaisin miktar1 azalmasi ve
istatistiksel agidan 6nemsizdir. 5 pg/ml triakontanol uygulamasinda siiziintiiye gecen 10.
giinliinde kapsaisin miktarinda en fazla artis 10 pg/ml triakontanol konsantrasyonunda

tespit edilmistir (p<0,05). Kontrol grubuna gore bakildiginda 10. giinde biitiin
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triakontanol konsantrasyonlari kapsaisin miktarinda degisime neden olmustur (p<0,05).
Uygulamanin 12. giiniinde kapsaisin miktarlar1 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
biitiin triakontanol konsantrasyonlarinda degisim belirlenmistir (p<0,05). Serbest
hiicrelerin 12. giinlinde en fazla kapsaisin miktar1 artist 15 pg/ml triakontanol

konsantrasyonunda tespit edilmistir (p>0,05) (Sekil 4.2).

Cizelge 4.3’¢ genel olarak bakildiginda 10. ve 12. giinlinde kontrol gruplarindaki

kapsaisin miktarindaki artislar istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin farkli zamanlarda
serbest ve tutuklanmis hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktari iizerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 pg/ml triakontanol, c: 10 pg/ml triakontanol, d: 15 pg/ml triakontanol, e:
30 pg/ml triakontanol
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Cizelge 4.4 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(Maras-1) tutuklanmis hiicrelerinin siiziintiilerinde kapsaisin miktarina degisen
zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman (giin) Uygulama Dozu Kapsaisin (ng/e)
Tutuklu hiicre siiziintiisii
Kontrol 43,141 + 2,010xa
5 ug/ml triakontanol 49,457 + 1,643xd
8 10 pg/ml triakontanol | 51,036 + 1,726xg
15 pg/ml triakontanol |54,194 + 1,325xi
30 pug/ml triakontanol |57,352 + 3,823xlI
Kontrol 44,72 + 3,780xa
5 ug/ml triakontanol 47,878 + 2,556xd
10 10 pg/ml triakontanol | 36,825 + 0,924xg
15 pg/ml triakontanol |51,036 + 1,842xi
30 pug/ml triakontanol | 58,931 + 1,206xI
Kontrol 47,278 + 2,143xa
5 pg/ml triakontanol 79,983 + 3,050ye
12 10 pg/ml triakontanol  [60,509 + 2,764xg
15 pg/ml triakontanol 47,352 + 1,586xi
30 pg/ml triakontanol 58,931 + 0,263xI

x,y kontrol grubuna gore; a,b,c kontrol grubunun giinlere gore; d,e,f 5 ug/ml triakontanol’un giinlere gore;
g,h,1 10 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; i,j,k 15 pg/ml triakontanol’un giinlere gére; 1,m,n 30 pg/ml

triakontanol’un giinlere gére 6nemlilik derecesinde farkliligint gostermektedir.

Tutuklu hiicrelerin siiziintiilerinde 8. glinde tiim triakontanol konsantrasyonlar1 kapsaisin
miktarinda artisa neden olmustur ve bu artiglar uygulanan triakontanol konsantrasyonuna
paraleldir. Bu artiglar istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. 8. giinlinde kapsisin
miktarinda en fazla artis 30 pg/ml triakontanol konsantrasyonunda belirlenmis ve
istatistiksel olarak 6nemsizdir. 10. gliniinde kapsaisin miktarinda en fazla artig 30 pg/ml
triakontanol uygulamasinda belirlenmistir ve istatistiksel agidan 6nemsizdir. 10 giiniinde

kontraol grubu ile karsilastirildiginda 10 pg/ml trikontanol konsatrasyonundaki kapsaisin
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miktarinin azalmasi istatistiksel agidan Onemsizdir. 12. giliniinde en diisiikk uyarici
konsantrasyonu olan 5 pg/ml triakontanol uygulamasinda kapsaisin miktar1 en fazla tespit
edilmistir (p<0,05). 15 pg/ml triakontanol konsantrasyonu disindaki konsantrasyonlarda

kapsaisin miktarinda artig belirlenistir (Sekil 4.2)

Cizelge 4.4’e genel olarak bakildiginda uyaricinin uygulama siiresi tutklu hiicrelerin

stizlintiilerinde kapsaisin miktarlari tizerine 6nemli derecede etki yapmamastir.

4.3 Serbest Ve Tutuklanmis Hiicrelerde Toplam Kapsaisin Birikimine Triakontanol

Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. (Maras-1) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
triakontanol uyaricisi 5, 10, 15 ve 30 ng/ml olacak sekilde ilave edildikten sonra 8, 10 ve
12. giinlerde alinan hiicre ve siiziintiilerdeki kapsaisin miktarlarinin toplamlar1 sonucu

elde edilen toplam kapsaisin miktarlari ¢izelge 4.5 de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5 Farkli konsantrasyonlarda triakontanol uygulamalarinin, Capsicum annuum
L.(Marasg-1) serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda toplam kapsaisin miktarina
degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3)

Zaman Kapsaisin (nug/g)
(giin) Uygulama Doz Toplam serbest hiicre | Toplam tutuklu hiicre
Kontrol 142,966  + 3,851xa|200,598 + 3,411xa*
5 ug/ml triakontanol | 188,361  + 4,246yd |216,782 + 3,202xd
8 10 pg/ml triakontanol {213,032  + 5,991yg|260,598 + 2,817yg*
15 pg/ml triakontanol | 185,203  + 5,772yi |298,493  + 3,953yi*
30 pg/ml triakontanol |167,243  + 3,433yl (281,914 + 6,410yl*
Kontrol 160,861 + 4,745xa|214,019 + 5,212xa
5 pg/ml triakontanol 180,335  + 2,738xd|225,072 + 3,776xd
10 10 pg/ml triakontanol | 195,795 + 5,765yg|202,177 + 1,767xh
15 pg/ml triakontanol {199,874  + 4,253yi (307,177 + 4,675yi*
30 pg/ml triakontanol |201,124 + 6,086yl |232,177 + 2,434xm
Kontrol 166,651 + 2,828xa|222,335 + 3,156xa*
5 ug/ml triakontanol | 245,598  + 5,730yd | 288,756 + 5,622ye
12 10 pg/ml triakontanol |187,177 + 3,361xg|253,493 + 3,686yg*
15 pg/ml triakontanol {194,743  + 3,955yi [312,703  + 4,047yi*
30 pg/ml triakontanol | 188,098  + 4,097yl | 247,966 + 2,128ym*

x,y kontrol grubuna gore; a,b,c kontrol grubunun giinlere gore; d,e,f : 5 pg/ml triakontanol’un giinlere gore;
g,h,1 10 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; i,j,k 15 pg/ml triakontanol’un giinlere gore; Lm,n 30 pg/ml
triakontanol’un giinlere gore; * toplam serbest hiicrenin toplam tutuklanmig hiicreye goére onemlilik

derecesinde farkliligin1 gostermektedir.

Serbest hiicrelerde 8. giinde kullanilan tiim uyarici konsantrasyonlar1 toplam kapsaisin
miktari iizerine etkili bulunmustur. Bu artislar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0,05). En
fazla kapsaisin miktar1 10 pg/ml triakontanol konsantrasyonunda belirlenmistir ve
istatistiksel agidan Onemlidir. Tutuklu hiicrelerin 8. giiniinde biitiin triakontanol
konsantrasyonlar1 kapsaisin miktarinda etki yapmistir. En fazla kapsaisin miktar1 15
ng/ml triakontanol konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0,05). 10, 15 ve 30 pg/ml
triakontanol konsantrasyonunun kapsaisin miktarina artirict etkisi istatistiksel agidan

onemli bulunmustur.
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Kapsaisin miktarindaki degisim toplam serbest hiicrelerin 10. giinlinde tiim triakontanol
konsantrasyonlar1  kapsaisin  miktarinda arttirict  etki  yapmustir.  Artiglarin
konsantrasyonlara paralel oldugu belirlenmis ve istatistiksel agidan Onemli
bulunmamistir. 10. giiniinde en fazla kapsaisin artist 30 pg/ml triakontanol
konsantrasyonunda belirlenmis ve istatistiksel agidan Onemlidir. Toplam tutuklu
hiicrelerde uygulamanin 10. giiniine bakildiginda en fazla kapsaisin miktar1 15 pg/ml
triakontanol konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0,05). 10 pg/ml triakontanol
konsantrasyonunda kapsaisin miktar1 kontrol grubuna goére azalmis ve bu azalma

istatistiksel agidan 6nemli bulunmamastir.

Toplam serbest hiicrelerde uyarimin 12. giiniinde kapsaisin miktarinda en fazla artis 5
pg/ml triakontanol konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0,05). Toplam kapsaisin
miktarindaki artig triakontanol konsantrasyonuna bagli degildir. 12. giiniinde toplam
tutuklu hiicrelerde kapsaisin miktarindaki en biiyiik artis 15 pg/ml triakontanol
konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0,05). Uygulanan tiim konsantrasyonlar kontrole

gore kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.5) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda trikontanol uygulamalarimin farkli zamanlarda
serbest hiicre ve tutuklanmis hiicrelerde toplam kapsaisin miktari iizerine etkisi

a: Kontrol, b: 5 pg/ml triakontanol, c: 10 pg/ml triakontanol, d: 15 pg/ml triakontanol, e:
30 pg/ml triakontanol

Cizelge 4.5’e genel olarak bakildiginda tutuklama yonteminin kapsaisin birikimi iizerine
etkili oldugu belirlenmistir. Uyaric1 uygulamas1 yapilmayan tutuklanmis hiicreler ve
serbest hiicrelerin  kontrol Orneklerinde tespit edilen kapsaisin  miktarlar
karsilastirildiginda tutuklanmis hiicrelerdeki kapsasin birikimi serbest hiicrelerden daha

fazla bulunmustur.

Sonuglar topluca degerlendirildiginde triakontanol uygulamalari i¢in etkin olan uyarim
dozu, etkin uyarim konsantrasyonu ve toplam kapsasin miktarlar1 ¢izelge 4.6’ de
verilmistir. En fazla kapsaisin miktar1 15 pg/ml triakontanol uygulamasinda tutuklanmis

hiicre slispansiyonunda belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 Triakontanol uygulamalar1 i¢in etkin uyarim dozu, uyarim zamani ve
olusturduklar1 toplam kapsaisin miktarlar1

Hiicre siispansiyon | Etkin uyarim | Etkin uyarim | Kapsaisin
Uyarici tipi zamani konsantrasyonu miktar1 (ug/g t.a)
Serbest hiicre
_ slispansiyonu 12. giin 5 ng/ml 245,598
Triakontanol
Tutuklanmis  hiicre
siispansiyonu 12.giin 15 pg/ml 312,703
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Tez calismasinda serbest ve tutuklanmis hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda triakontanol ilave edilmistir ve belirli glinlerde 6rnek alinarak bu

uyaricinin kapsaisin tiretimindeki potansiyelleri arastirilmistir.

Triakontanol uyaricisinin kapsaisin sentezi tlizerine etkisi konusunda yapilan bir
calismaya rastlanmamistir. ik kez bu ¢alismada ele alinmistir. Triakontanol dogal bir
bitki biiyiime diizenleyicisidir. Ozellikle Asya'da, milyonlarca hektarlik alanlarda ekin
iiretimini artirmak icin kullanilmaktadir. Triakontanol g¢esitli bitki tiirlerine ekzojen
olarak uygulandiginda biiylime ve verimi artirmaktadir (Singh vd., 2011). Bu biiylime
diizenleyici birincil ve ikincil metabolizma arasindaki karsilikli iliskiyi etkileyebilerek

kuru madde iiretiminde artisa aracilik etmektedir (Naeem vd., 2012).

Tez calismasinda triakontanol, kiiltiir ortamina 5, 10, 15 ve 30 pg/ml olacak sekilde
uygulanmistir. Serbest hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 5
ug/ml triakontanol ve 12. giin olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Serbest hiicrelerin
stiziintiistinde 12. glinde 15 pg/ml triakontanol uygulamasinda siizlintliye gegen kapsaisin
miktar1 en fazla bulunmustur (Cizelge 4.3). Bu uygulama konsantrasyonu ve siirelerinde
serbest hiicrelerdeki kapsaisin miktarinin daha diisiik ¢ikmas1 kapsaisinin hiicre i¢inde
biriktigi yoniinde diisiindiirebilir. Triakontanoliin uygulama siiresi arttik¢a siiziintiiye
gecen kapsaisin miktarinin arttigi belirlenmistir. Uyarim siiresinin artig1 hiicrelerden

kapsaisinin sizmasina neden olmaktadir.

Tutuklanmis hiicrelerde de uygulanan tiim triakontanol konsantrasyonlar1 kapsaisin
tiretimi lizerine etkili olmustur. En etkin uyarim konsantrasyonu ve uygulama zamani 15
ug/ml triakontanol ve 12. giin olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Brooks vd. (1986),
uyaricinin gereginden fazla miktarda ve siirede kiiltiire uygulandiginda kiiltiiriin zarar
gordiiglinii veya hig etkilenmedigini belirtmislerdir. Uyarici uygulamalari igin optimum
bir degerin bulunmasi gerektigi Brooks vd., (1986) tarafindan bildirilmistir. Kapsaisin
icinde triakontanol konsantrasyonu ile uyarim siiresi i¢in optimum degerin bulunmasi

gerekir. Nitekim tutuklanmis hiicrelerde 15pg/ml triakontanol uygulamasinda tiim
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uyarim siiresinde artis gozlenirken 30 ug/ml triakontanol uygulamasinda ise azalig
goriilmektedir (Cizelge 4.2, Sekil 4.1).

10 ve 12. giinlerde tutuklu hiicrelerde siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1 serbest
hiicrelerde siiziintiiye gegen kapsaisin miktarna gore daha azdir. Tutuklu hiicrelerde
kalsiyum aljinat tabakadan dolay1 kapsaisinin hiicrelerde birikerek siiziintiiye daha az
gecmis olmasi olarak agiklanabilir. Siiziintliye gecen en fazla kapsaisin miktar1 5 pg/ml

triakontanol  uygulamasi 12. giinde belirlenmistir.

Hiicre ve sliziintiilerin toplam1 olan toplam kapsaisin miktarlari, etkin uygulama siiresi ve
zamanini gosteren ¢izelge 4.6 da verilmistir. Serbest ve tutuklanmig hiicre
siispansiyonlarinda etkin uyarim siiresi 12. giin olarak belirlenmistir. Serbest hiicre
siispansiyonlarinda en fazla toplam kapsaisin birikimi 245,598 pg/g t.a olarak
belirlenirken tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda ise 312,703 pg/g t.a olarak
belirlenmigtir. Tutuklanmis hiicre slispansiyonlarinda tiim uyarim giinlerinde 15 pg/ml
triakontanol uygulamasi toplam kapsaisin miktarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.6).
Tutuklanmis hiicre siispansiyonlarinda 15 pg/ml triakontanol ile elde edilen sonuglar bu
konsantrasyonun kapsaisin birikimin artirma yoniinde standart bir deger olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Zeleneva ve Khavkin (1980), yaptiklar1 calisma sonucu siispansiyon kiiltiiriinde biiyliyen
Zea mays hiicrelerinin bazi1 enzimlerinin aktivitelerinin anormal diizeyde oldugunu ve
bazi 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, biiyiime hormonlari, diizenleyici molekiiller, s1v1 kiiltiir ortami igerisinde homojen
bir sekilde dagilamayacagindan, siispansiyon Kkiiltiir ortaminin heterojen yapisinin,
hiicrelerin metabolik fonksiyonlar lizerinde olumsuz etkileri olabilecegini belirlemistir.
Bu nedenlerden dolay:1 siispansiyon kiiltiliri igerisindeki hiicreler ‘kapsaisin sentaz’
enzimi aktivitesinin diisiik olmasindan ve heterojen ortam kosullarindan dolay1 daha az

miktarda kapsaisin sentezleyebilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda (Lindsey vd., 1983, Lindsey ve Yeoman 1985, Johnson vd., 1991)

Capsicum spp.’nin tutuklanmis hiicre Kkiltiirlerinin, serbest hiicre siispansiyon
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kiiltiirlerine gore birka¢ kat daha fazla miktarda kapsaisin drettigi bulunmustur.
Yaptigimiz tez ¢alismasinda triakontanol ile elde ettigimiz sonuglar bu arastiricilarin

caligmalari ile uyumludur.

Hiicre kiiltiirlerinde alkoloid birikimi iizerine yapilan bir ¢alismada (Lindsey ve Yeoman
1983) hiicrelerin yapisal organizasyonunun ve biliylime hizinin ikincil metabolik
fonksiyonlarin aktivitesi ile yakindan iligkili oldugu ve ger¢eklesen reaksiyonlar lizerinde
belirleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Yapisal olarak birarada bulunan hiicrelerin en
yiikksek miktarlarda alkoloid sentezledigi belirlenmis ve kiiltiir biiylime dongiisiiniin
sonlarina dogru, birincil ve ikincil metabolik fonksiyonlarda ortak olarak kullanilan
metabolik Onclilerin, protein sentezinde kullanilmak yerine, yon degistirerek fenolik
bilesiklerin sentezi gibi ikincil metabolik reaksiyonlarda tepkimeye girdikleri

belirlenmistir.

Yapisal olarak birarada bulunan, kiiltiir ortamina tutuklanmis hiicreler, serbest
siispansiyon kiiltlir ortamindaki hiicrelere gore daha yavas biiyliyen hiicreler
olduklarindan, birincil metabolik aktiviteleri daha diisiiktiir ve bu nedenle de ¢ok daha

fazla miktarlarda ikincil metabolik bilesikleri sentezleyebilme kapasitesine sahiptirler.

Elde edilen sonuglar topluca degerlendirildiginde tutuklama yonteminin kapsaisin
birikimi iizerine etkili oldugu belirlenmistir. Uyaric1 uygulamasi yapilmayan tutuklanmis
hiicreler ve serbest hiicrelerin kontrol 6rneklerinde tespit edilen kapsaisin miktarlar
karsilastirildiginda tutuklanmis hiicrelerdeki kapsasin birikimi serbest hiicrelerden
yaklagik % 28 daha fazla bulunmustur. Burada tutuklama isleminin ve tutuklamada
kullanilan kalsiyum iyonlarmin da uyarici etkilerinin hiicreleri uyararak kapsaisin
birikimi iizerine olumlu etki yaptigr diisiiniilmektedir.  Disaridan uyaricilarin
uygulanmasi da kapsaisin birikimi {izerine etkili olmustur. Ozellikle tutuklama ydntemi
ile birlikte uyarici uygulamasinin yapilmasi kapsaisin miktarinda 6nemli artiglara neden
olmustur. Tutuklama yontemi ve uyarici uygulamalari ile elde edilen kapsaisin miktarlar
ticari olarak kapsaisin iiretimi i¢in yeterli olmamakla birlikte 6zellikle tutuklama yontemi
ile birlikte uyarici konsantrasyonlarinin ve siirelerinin denenerek ve etkin yeni
uyaricilarin, bunlarin  kombinasyonlarinin  ve uygulama konsantrasyonlarinin

belirlenmesi amaglanmalidir.
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Ulkemizde bitki hiicre siispansiyon kiiltiiriinde tutuklama ydnteminin kullanildig1
calismalar yok denecek kadar azdir. Bu yoniiyle de bitki doku kiiltiirii caligsmalarinda
sekonder metabolit {iretimi amaciyla tutuklama  yonteminin = kullanimiin

yayginlastirilmasi agisindan da 6nemli bir ¢caligmadir.

Triakontanoliin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sekonder metabolit uyarimi {izerine etki
mekanizmalarinin acgikliga kavugabilmesi i¢in daha ayrintili aragtirmalara ihtiyag
vardir. Diger biliylime diizenleyicilerle veya farkli uyaricilarla birlikte olan etkileri
arastirilmalidir.  Bu tez calismasinin gelecek c¢alismalara kaynak olusturacagi

distiniilmektedir.
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