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OZET

CAPSICUM ANNUUM L. HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERINDE KAPSAISIN
URETIMI UZERINE SICAKLIGIN VE CESITLI UYARICILARIN ETKISI

KAYA, Dilek
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Dog. Dr. Cemil ISLEK

Temmuz 2019, 56 sayfa

Bu ¢alismada Kahramanmaras biber tohumlarina ait hiicre siispansiyon kiiltiiriinde,
kapsaisin {iretimi tizerine farkli konsantrasyonlarda gesitli uyaricilarin etkileri
incelenmistir. In  vitro kosullarda ¢imlendirilmis biber fidelerinin hipokotil
eksplantlarindan kallus elde edilmistir ve Kkalluslardan hiicre siispansiyonlari
olusturulmustur. Hiicre siispansiyonlarina bakir siilfat, thidiazuron (0,1-0,4 mM) ve
sicaklik (30, 35, 40°C) uyaricilar1 uygulanmistir ve uyarici uygulanmayan kontrol
gruplar1 olusturulmustur. Etil asetat ile ekstraksiyon yapilarak hiicrelerdeki ve bunlarin
stizintiilerindeki ~ kapsaisin  konsantrasyonlari HPLC cihazinda Dbelirlenmistir.
Uyaricilarin kapsaisin birikimi iizerine artirict etki yaptigi belirlenmistir. Bakir siilfat
uyaricisinin kapsaisin birikimi tizerine etkisi, thidiazuron ve sicaklik uygulamasina gore
daha etkili bulunmustur. Siiziintiiye gecen en fazla kapsaisin miktar1 serbest hiicrelerde
12. giinde 0,4 mM bakir siilfat uygulamasinda 90,352 pg/g t.a. olarak belirlenmistir.
Tim uyarict giin ve dozlan karsilastirildiginda en fazla toplam kapsaisin miktari
hiicrelerde 0,2 mM bakir siilfat uygulamasinda 8. giinde 168,754 pg/g t.a. olarak

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Kapsaisin, bakir siilfat, thidiazuron, Capsicum annuum L., bitki doku kiiltiirti, sicaklik



SUMMARY

THE EFFECT OF TEMPERATURE AND DIFFERENT ELICITORS ON
CAPSAICIN PRODUCTION IN CELL SUSPENSION CULTURES OF CAPSICUM
ANNUUM L.

KAYA, Dilek
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Cemil ISLEK

July 2019, 56 pages

In this study, the effect of elicitation of some elicitors on the production of capsaicin in
the cell suspension culture of Kahramanmaras 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. Elicitors such as cupper sulphate (0,1-
0,4 mM), thidiazuron (0,1-0,4 mM) and temperature (30, 35, 40°C) were applied cell
suspensions and control groups without elicitors were prepared. The concentration of
capsaicin in suspended cells and their filtrates were identified after extraction with ethyl
acetate by HPLC. It was identified that the addition of elicitor had an increasing effect
on the capsaicin accumulation. The effect of copper sulphate on the accumulation of
capsaicin were found to be higher than temperature and the thidiazuron. The highest
amount of capsaicin in the filtrate for cells was identified as 90,352 pg/g f.w. in the 12
day for the 0,4 mM copper sulphate applied samples. When all the elicitors and the
sampling days were compared, the highest total capsaicin amount for the suspended
cells was determined as 168,754 pg/g f.w. in the 8" day for the 0,2 mM copper sulphate

applied samples.

Keywords: Capsaicin, copper sulphate, thidiazuron, Capsicum annuum L., plant tissue culture,

temperature
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BOLUM |

GIRIS

Bir¢cok alanda oldugu gibi sekonder (ikincil) bitki metabolitlerinin iiretilmesi ve
bunlarin sentezlenmesine ait temel bilgilere ulasilmasi konularinda da, bitki doku
kiiltiirleri arastiricilara  biiyiik olanaklar sunmaktadir. Degisik bitki tiirlerine ait
dokularda in vitro kosullarda bu maddelerin sentezini uyarabilecek ¢esitli uyaricilar
(elisitor) ele alinmis ve etkin konsantrasyon ile uygulama sonrasi beklenmesi gereken
stireler ortaya konulmustur. Bitki hiicre kiiltiirleri, 6nemli ilag hammaddelerinin ve
yiiksek oneme sahip metabolitlerin tiretimi i¢in yaygin olarak ¢alisiimaktadir (Johnson
vd., 1991). Giinlimiizde hiicre kiiltiirlerinden elde edilen dogal yiyecek katkilar1 da
sentetik karsitlarina gore artan bir sekilde tercih edilmektedir. Ikincil metabolit {iretimi
igin hiicre kiiltiirlerinin potansiyeli ¢ok genis olmasma ragmen hedef maddelerin
liriiniiniin diisiik olmas1 ticari anlamda cesareti kirmaktadir. Uriinlerin getirisini
arttirmak i¢in biyotik ve abiyotik kaynakli uyaricilarin kullanimi veya bitki hiicre
kiiltirlerinde diizenlemeler yapilarak {riin miktarin1 arttirmayr hedefleyen ¢esitli

yaklagimlar bulunmaktadir (Rao vd., 1996).

Kapsaisin biber bitkisinden elde edilen 6nemli bir yiyecek katki maddesidir. Bunun yani
sira kapsaisin preparatlari bel agrist (lumbago), nevralji (sinir agris1) ve romatizmal
hastaliklara kars1 kullanilmaktadir. Biber bitkisinden hazirlanmis preparatlarin tonik ve
karmin sekli hazimsizlikta kullanilmaktadir. Kapsaisinin, eklem ve romatizma
agrilarinda, flaster, merhem ve tibbi olarak ¢esitli 6zellikte kullanimi olan bir madde
oldugu da belirlenmistir (Barbero vd., 2008; Hayman ve Kam, 2008; Rao ve
Ravishankar, 2002).

Bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin uyarimi bitki tiirlerinin birgogunda
bildirilmistir (Rao ve Ravishankar, 2002). Cesitli biyotik ve abiyotik uyaricilarin kiiltiir
hiicrelerinde fitokimyasallarin iiretimini birkag kat arttirdigi bilinmektedir (Johnson vd.,
1991).

Kapsaisin, in vitro sartlarda doku kiltiirii yoluyla hiicrelerden veya bunlarin

stiziintiilerinden Tretilebilir (Rao ve Ravishankar, 2002). Kapsaisin eldesi igin



kullanilacak biber bitkisini normal kosullarda yetistirmek birkag ay siirmektedir ve bu
nedenle de kapsaisinin siirekli bir iiretim siireci uzun zamanda ve kisith bir zaman
periyodunda gergeklestirilebilmektedir. Biber hiicre kiiltiirlerinin in vitro sartlar altinda
yetistirilebilmesi kapsaisin eldesi i¢in siirekliligi saglayabilecek bir yol olarak

distintilmektedir.

Bu tez calismasinda, biber hiicre silispansiyon kiiltiirleri hazirlanarak farkli
konsantrasyonlarda ¢esitli uyaricilar uygulanmasi ile belirli zamanlarda alinan
orneklerde biriken kapsaisin miktarlarimt belirlemek amaglanmistir. Ayn1 zamanda
kapsaisin birikimi iizerine etkili olan uyarici, konsantrasyon ve zaman belirlenmeye

calisilmistir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Bitki Hiicre Kiiltiirleri Tarafindan ikincil Metabolit Bilesiklerin Uretimi

Ikincil metabolitler, bitkinin ekosistemle olan iliskisinde, ¢evresel kosullara uyumunda,
savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdirme gibi 6nemli olaylarda ¢esitli
avantajlar saglayan kimyasal maddelerdir. Bunlar arasinda; bitkiyi patojenlere karsi
koruyan anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral; diger bitkilere kars1 dogal yasamda
rekabet giiclinii arttiran anti-germinatif ve toksik maddeler; UV isinlar, tuzluluk,
kuraklik gibi zararli ¢evresel etmenlerin neden oldugu stres kosullarinda direng arttiric
metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara kars1 korunmay1 saglayan insektisit, pestisit,
molluskusit ve herbisitler; polinasyon ve tohum dagilimim saglamak {izere hayvanlar
cezbedecek renkli ve giizel kokulu metabolitler bulunmaktadir (Bourgaud vd., 2001;
Sokmen ve Giirel, 2001).

Ikincil metabolit kavrami ilk olarak A. Kossel (1891) tarafindan ileri siiriilmiis; bundan
30 y1l sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu kimyasallar1 ‘en
son iriin’terimi ile tammlamistir (Rao ve Ravishankar, 2002). Son yillarda birgok
endiistriyel alanda insan saghigmi tehdit edici sentetik iirtinlerin yerini, dogal olan
bitkisel ikincil metabolitler almistir. Gida sektériinde tatlandirici, kivam arttiric, renk
ve koku verici birgok madde; kozmetik endiistrisinde parfiim ve kozmetik tiriin (krem,
tonik, maske), tarim alaninda insektisit gibi kimyasallar; tekstilde kumas boyamada
kullanilan dogal boyalar g¢esitli bitkisel ikincil metabolitlerden elde edilmektedir
(Cizelge 2.1). Ayrica, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan temel ilaglar kapsaminda ilan
edilen 252 ilacin %11°1 bitkisel ikincil metabolitlerden iiretilmektedir. Bunlardan en
onde gelenler; Salix tiirlerinden izole edilen antipiretik ve analjezik 6zelligi olan salisin
(aspirin), Taxus brevifolia’dan elde edilen anti kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve
Papaver sominiferum’dan elde edilen gii¢li analjezik, narkotik etkisi olan morfindir
(Raskin vd., 2002; Tolonen, 2003; Verpoorte ve Memelink, 2002).

Son yillarda bitki biyoteknolojisi yontemleri ile ikincil metabolitlerin elde edilmesi

lizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. Sentetik kimyadaki ilerlemelere ragmen,



kompleks yap1 6zellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynakli bir¢ok ikincil
metabolit, bitki hiicre ve doku Kkiiltiirleri yoluyla kiltiir kosullari diizenlenmesi
saglanarak ve metabolik yolda genetik farkliliklar olusturularak uygun miktarlarda elde
edilmeye baglanmistir (Rao ve Ravishankar, 2002).

Ikincil metabolitler birincil metabolizma yollarinin ara iiriinlerinden, zel metabolik
yollarla iretilmektedirler ve genellikle biyosentez yollarina goére simiflandirilirlar
(Bourgaud vd., 2001). Bu metabolitler, bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda tiretilirler
ve bazi bilesikler belirli tiirlere 6zeldirler. Cogunlukla bitkilerin belirli organlarinda,
hatta belirli organlarin belirli hiicrelerindeki 6zel kompartmanlarda bulunurlar ve

bitkinin belirli bir gelisim periyodu siiresince {iretilirler (Sokmen ve Giirel, 2001).

Cizelge 2.1. Bitkilerden elde edilen 6nemli farmasotikler (Ramachandra ve Ravishankar
2002’den uyarlanmistir)

Uriin Kullanim Bitki Tiirleri (US $ %Kkg)
Artemisin Sitma tedavisi Artemisia annua 400
Berberin Bagirsak hastaliklari Coptis japonica 3250
Eliptisin Kanser tedavisi Orchrosia elliptica 240,000
Kapsaisin Agn giderici Capsicum sp. 700

Kinin Oksiiriik kesici, aneljezik | Cinchona ledgeriana 500
Kolsisin Kalp uyarict Colchium autumnale 35

Morfin Kanser tedavisi Podophyllum petalum 340,000
Sikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon | 4500
Taksol Kanser tedavisi Taxus brevifolia 600,000

Canli bitkilerden elde edilen bilesiklere yakin 6zellikleri tasiyan ya da onlardan daha
istiin  Ozellikte ikincil metabolit bilesikler sentezleyebilen hiicre kiiltiirlerinin
olugturulmasi 6zellikle son yillarda hiz kazanmistir. Biyolojik analiz yontemleri ile
fizyolojik aktivite gosteren yeni bilesikler bulunmustur. Yapilan c¢alismalar kiiltiir
ortammin  Ozelliklerinin  diizenlenerek, hiicrelerin  biyosentetik — aktivitelerinin
arttirilabilecegini gostermistir. Yapay segilim ve metabolik aktiviteleri yiiksek olan
hiicrelerin uyarim1 ile hiicrelerin irettikleri bilesiklerin miktarlari 6nemli diizeyde

arttirllabilmektedir. Canli bitkilerde morfolojik ve fizyolojik olarak farklilagmis belirli



organlar tarafindan iretilen bilesikler, laboratuvar ortaminda yapisal olarak organize

olan hiicrelerin uyarilmasi ile tiretilebilmektedir (Vanisree vd., 2004).

Kiiltir sistemlerinin, canli bitkileri kullanan geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda

sundugu en 6nemli avantajlar:

a) Yararli bilesikler kontrol altinda tutulan laboratuvar ortaminda, iklim ve

topragin dzelliklerindeki degisimlere bagli olmadan tiretilebilmektedir.

b) Kiiltiir ortaminda hiicreler mikroorganizmalarin ve boceklerin

kontaminasyonuna ugramazlar.

¢) Herhangi bir bitkinin hiicreleri (tropikal ya da daha yiiksek yerlerde yetisen)
kolaylikla ¢ogaltilarak bitkiye 6zgii bilesiklerin tiretilmesi igin kullanilabilir.

d) Hiicre biiylimesinin otomatik kontrol altinda oldugu sistemler sayesinde
metabolik fonksiyonlar kolayca diizenlenebilmekte ve bu sayede harcanan emek

ve is giicli de azaltilarak iiretim arttirilabilmektedir.

e) Organik bilesikler kallus kiiltiiriinden kolayca ¢ikarilabilir.

Baz1 bitkisel ikincil metabolit bilesiklerin sentezi gesitli biyotik ya da abiyotik (agir
metal tuzlari) uyarict molekiillerin kiiltiir ortamina eklenmesi ile arttirilabilir (Di Cosmo
ve Misawa, 1985; Namdeo, 2007; Savitha vd., 2006; Zhao vd., 2005). Sentezlenen iiriin
miktari1  arttiran  bu  molekiiller, genellikle hiicre biiyiimesini ve canliligini
azalttigindan, iki asamali kiiltir uygulamalari giindeme gelmistir. Bu uygulama
dahilinde hiicreler, ilk asamada optimum sartlar altinda biiyiir ve daha sonraki asamada
da tretim ortamina (bir hiicre dongiisii periyoduna es zamanli olarak) aktarilirlar.
Uretim ortamindaki ¢evresel kosullar, iiriin sentezini uyaracak ve arttiracak sekilde

diizenlenmistir (Parr, 1989; Yeoman ve Yeoman, 1996).

Yapisal organizasyonu diisiik olan hiicrelerin aksine farklilasmis hiicrelerden elde edilen
kiiltiirlerin fizyolojik gelisimleri énceden tahmin edilebilir. Bu tiir kiiltiirlerde iiretilen
ikincil metabolit bilesikler hem nicelik hem de nitelik bakimindan canli bitkilerin kendi
dogal ortamlarinda iirettikleri iriinlere benzerlik gosterirler Ayrica bu kiiltiirlerin

biyokimyasal ve genetik o&zellikleri kararli yapidadirlar. Boylece ekstra bir



optimizasyon asamasina ihtiya¢ duyulmadan oldukca verimli tiretim sistemleri olarak
kullanilabilirler (Parr, 1989).

Bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin uyarimi bitki tiirlerinin birgogunda
bildirilmistir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2016; Rao ve Ravishankar, 2002). Cesitli
biyotik ve abiyotik uyaricilarin kiiltiir hiicrelerinde fitokimyasallarin iiretimini birkag
kat arttirdig: bilinmektedir (Akula ve Ravishankar, 2011; Johnson vd., 1991).

2.2 Kapsaisinoidler

Kapsaisinoitlerle ilgili ilk calismalar 1816’da Burcholz ile baslamistir. 1816 yilinda
Bucholtz, bibere acilik veren maddenin organik ¢oziiciiler araciligi ile ayirt
edilebilecegini sdylemistir. Tresh, 1876 yilinda aci veren maddenin kristal yapisinda
oldugunu tespit ederek, adin1 "kapsaisin" koymustur. Hogyes, 1878 yilinda ac1 hissi
veren bu maddeyi biberden ayirt etmeyi basarmis ve kapsaisinin agiz ve mide salgilarini
arttirdigimi kesfetmistir. 1930 yilinda, Spath ve Darling, laboratuvarda kapsaisini
sentezlemeyi basarmiglardir (De Witt, 1999). Kosuge ve arkadaslari ince tabaka
kromatografisinin (TLC) gelistirilmesi ile acilik uyaric1 6zellige birbiriyle iligkili iki
komponent belirlemisler ve komponent karisimina “kapsaisinoid” adini vermislerdir

(Kosuge ve Inagaki, 1961; Poyrazoglu vd., 2005).

IIk olarak bulunan kapsaisinoid bilesikleri, kapsaisin (8-metil-trans-enoic asit in
vanillyamide tiirevi), dihidrokapsaisin (8-metil-nonanoic asitin vanillyamide tiirevi),
nordihidrokapsaisin |  (9-metil-trans-7-enoic  asitin  vanillyamide tiirevi) ve
homodihidrokapsaisin (9-metil-decanoic asitin vanillyamide tiirevi)’dir (Bennett ve
Kirby, 1968). Daha sonra bir¢ok dogal kapsaisinoid bilesigi daha bulunmustur :
homodihidrokapsaisin 11, homokapsaisin Il, octanoic, nonanoic ve decanoic asitlerin
vanillyamide tiirevleri, bishomokapsaisin, nordihidrokapsaisin 1, zukapsaisin
(civamide), nonivamide ve u-hidroksikapsaisin (Jurenitsch vd., 1979). Bu bilesikler
arasinda kapsaisin ve dihidrokapsaisin Capsicum tiirlerinde en g¢ok rastlanan
bilesiklerdir. Kapsaisinoid bilesiklerinin bitki dokularindaki toplam miktar1 farkliliklar
gostermekte ancak kapsaisin ve dihidrokapsaisin oranlari, C. annuum tiiriinde %77-90
arasinda, C. frutescens tiiriinde ise %89-98 arasinda degismektedir (Govindarajan vd.,
1987).



Kapsaisin (Trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide), kimyasal formiili CisHi17NOs3
olan aci, yakici, beyaz ve kokusuz proalkaloid bir maddedir (Sekil 2.1).Saf bir madde
degildir, baz1 amidlerin karisimi halindedir (Arin, 2018; Salk vd., 2008; Tiitiincii ve
Ozfiliz, 2011). Kapsaisin giiclii bir alkoloid olup soguga ve sicaga kars1 direnglidir
(biber pisirildiginde ve donduruldugunda aktivitesini kaybetmez) (islek, 2009).
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Fotograf 2.1. Kapsaisin molekiiliiniin kimyasal yapist (Anonim, 2019)

Kapsaisinin ¢ok giiglii antioksidan, antimutajenik ve tiimor Onleyici oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda anti-inflamatuar 6zelligi gosterilmistir. Kapsaisin agriya
kars1 analjezik etki gosterir ve kardiyovaskiiler ve solunum sistemini uyarir. Patojenik
bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi de ifade edilmistir (Arin, 2018; Luo vd.,
2011; Muchena, 2009).

Kapsaisin bilesikleri endiistriyel ve medikal amaglarla yogun olarak kullanilmaktadir.
Gida olarak salga ve sos malzemelerinin yapiminda, antikanser, antioksidan, agri kesici
ozellikleriyle medikal amach, sa¢ dokiilmesini engelleyici etkisiyle kozmetik alaninda
kullanimlar1 vardir (Arin, 2018; Aza-Gonzalez vd., 2011; Dias, 2012).

Kapsaisinin insektisit 6zellikte olmadigi, ancak kapsaisinoid igerigine gore Kitinaz gibi
bazi bitki savunma enzim seviyelerinde goriilen artisa bagli olarak bazi fungal

patojenlere kars1 dayanikliligi tesvik edebildigi belirtilmistir (Crombie, 1999).
2.3 Elisitor Kavram ve Tez Cahsmasinda Kullamilan Elisitorler
Elisitorler, hiicre ve tiim bitkiyi korumak igin ikincil metabolizmay1 tesvik eden, ihtiyag

duyulan boélgede bitki savunmasini uyaran bilesiklerdir. Elisitor terimi aslhinda

fitoaleksinlerin tiretimini uyarabilen molekiiller i¢in kullanilmigtir, ancak giiniimiizde



her tiir bitki savunmasini uyaran bilesikler i¢in de kullanilmaktadir (Shams-Ardakani
vd., 2005). Elisitorler ¢ok ¢esitli sekilde siiflandirilabilmektedir. Kokenlerine gore,
abiyotik ve biyotik olmak {izere ikiye ayrilmaktadir Elisitor olarak adlandirilan
mikrobiyel, fiziksel veya kimyasal stres etmenlerinin ikincil metabolit iiretiminde etkili
olmasi, bu metabolitlerin {iretiminde elisitdrlerin kullanilabilecegini gdstermistir. ikincil
metabolitlerin  biyoteknolojik yontemler kullanarak tiretimini gelistirmek igin

gliniimiizde kullanilan en etkili tekniklerden biri elisitasyondur (Shilpa vd., 2010).

Cesitli abiyotik ve biyotik stresler (yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk, UV
151k, patojen enfeksiyonu vb.) bitkilere zararli olabilmektedir (Seigler, 1998). Patojen
saldiris;, UV 1ginimi, yiliksek 1s1k, yaralanma, besin eksikligi, sicaklik ve herbisit
uygulamasi gibi c¢evresel stres faktorlerinin genellikle fenil propanoidlerin birikimini
arttirdig1 ifade edilmistir (Dixon ve Paiva, 1995). Ayrica besin stresinin de bitki
dokularindaki fenolik seviyeler iizerinde belirgin bir etkisinin oldugu bilinmektedir
(Chalker-Scott ve Fuchigami, 2018).

Uriin konsantrasyonlar, ilgili ikincil metabolitlerin birikmesinden sorumlu olan
metabolik yollar tizerinde etkili olan biiyiime kosullarina baglidir. Azot ve fosfattaki
eksiklikler, fenil propanoidlerin birikimini dogrudan etkilemektedir (Dixon ve Paiva,
1995). Potasyum, kiikiirt ve magnezyum eksikliginin fenolik konsantrasyonlarini
arttirdigr bildirilmistir. Diisiik demir seviyesi, koklerden fenolik asitlerin daha 6nemli
salinmasima neden olabilmektedir (Chalker-Scott ve Fuchigami, 2018). Bryant vd
(1983) bitkiler strese maruz kaldiginda savunmada gorevli ikincil metabolitlerin
olusumu ya da karbon biomass iiretimi arasinda bir oran oldugunu ifade etmislerdir.
Bitkiler, hiicresel diizeyde stresi algiladiginda stres tepkisi olusturur (Winkel-Shirley,
2001).

Thidiazuron (TDZ; N-fenil-1,2,3-tidiazol-5ylurea) bitkilerin ¢ogalmasi ve yenilenmesi
i¢in kullanilan sitokinin benzeri bir bilesiktir. TDZ, oldukca aktif N-fenil-N-4 piridil {ire
tirevlerine benzer bir aktif sitokinindir. German Schering Corporation tarafindan
sentezlenmistir ve baslangigta pamuk yaprak dokiicii olarak kullanilmistir (Murthy vd.,
1998). Yapisal olarak TDZ, oksin veya sitokininden farklidir. Iki fonksiyonel gruptan,
fenil ve tidiazol gruplarindan olusur ve bu gruplarin degistirilmesi, aktivitesinin

azalmasina neden olur (Deepa vd., 2018; Murthy vd., 1998). TDZ ayn1 zamanda elisitor



olarak da kullanilir, bitki hiicre ve doku kiiltiiriindeki aktif rolii nedeniyle son yillarda

o6nem kazanmistir (Guo vd., 2011; Turkyilmaz Unal, 2018).

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ikincil metabolit tretimini arttirmak amaciyla bazi
kimyasal maddelerin ya da uygulamalarin tek ya da birbirleri ile kombine olarak
kullanildiklar1 da bilinmektedir. Bunlar igerisinde en yaygin olarak kullanilanlart agir
metal (bakir, civa, kadmiyum, kursun vb.), 1sik radyasyonu, UV, jasmonik asit, metil
jasmonat, ozon ve etilen gibi bitki tizerinde stres olusturabilme potansiyeli olan
uygulamalar sayilabilmektedir. Nitekim bitkilerin kendilerini biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine karsi korumak igin farkli stratejiler gelistirdikleri bilinmektedir (Cetin,
2010).

Bakar bitkilerin normal biiyiime ve gelisnesi i¢in gerekli bir mikro elementtir. Fazla
miktarda alindigi ve biriktigi zaman bitkide abiyotik strese neden olmaktadir. Bakir
iyonu, superoksit dismutaz (SOD), sitokrom C oksidaz, lakkaz, plastosiyanin ve
polifenol oksidaz gibi cogu enzim icin kofaktor olarak hareket eder. Hucresel seviyede
bakir, transkripsiyon, oksidatif fosforilasyon ve demir mobilizasyonunda da onemli bir
rol oynar. Bu nedenlerden dolay: bakir, bir element olarak normal bir buyume ve

gelisme icin gerekir (Yruela, 2005).

In vitro kosullarda sicaklik, 151k, ¢alkalama hiz1 gibi fiziksel sartlarda yapilan degisimler
de ikincil metabolit tiretimini artirict etkilerde bulunmaktadir. Sicaklik ve 11k in vitro
kiiltiirlerde hiicre veriminde artis ya da azalislarla ikincil metabolit birikimini uyarirken
calkalama hiz1 siv1 kiiltiirlerde homojen dagilimi ve hiicrelerin siirekli yer degistirmesi
ile oksijene ulasilmasimi saglayarak metabolit verimini degistirmektedir (Bourgaud vd.,
1999; Kuzovkina vd., 2001; Shibasaki-Kitakawa vd., 2003).

2.4 Kapsaisin Elde Edilmesi ile Tlgili Doku Kiiltiirii Cahsmalari

Lindsey ve Yeoman (1983) yaptiklar1 ¢aligmada, besin igerigi yoniinden iki farkli ortam
kullanmuslardir. Bunlardan biri biiyiime ortami (biitiin besin maddeleri + biiyiimeyi
diizenleyen hormonlar) digeri ise minimum ortam (sadece bazi besinler) dir. Minimum
ortam igerisinde hiicre bdliinmesi ve hiicre biiyiimesi i¢in gerekli hormonlar ve diger

diizenleyici molekiiller olmadig1 igin biiyime engellenmistir. Bu iki farkli ortamdaki



hiicrelerin tirettigi kapsaisin bes giinliik bir siireden sonra ortamdan alinarak HPLC ile
Olgtimler yapmuslardir. Biiylime ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerden elde edilen
ortalama kapsaisin miktarin1 1,397+0,136 mg k.a. ve minimum ortamda kiiltiirii yapilan
hiicrelerden elde edilen kapsaisin miktarii ise 2,636+0,298 mg k.a. olarak
belirlemislerdir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi, hiicre boliinmesi ve biiylime gibi
birincil metabolik fonksiyonlarin, biiyiik dl¢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,
kiiltir biyiime hiz1 ile ikincil metabolit bilesiklerin sentezlenme hiz1 arasinda,

antagonistik bir bagint1 oldugunu bir kez daha gostermistir.

Lindsey ve Yeoman (1984a), siispansiyon kiiltiirii ve immobilize hiicre kiiltiirii igin 8
grup hazirlamislardir. Hazirlanan kiiltiir ortamlar1 i¢erisinde kapsaisin molekiiliine yakin
benzerlikte ya da sentezde kullanilan bir metabolik 6ncii bilesik bulunmamaktadir. 5. ve
10. giinlerin sonunda kiiltiir gruplarinin yarisi alinarak ortamda biriken kapsaisin
molekiillerinin - miktarlarinin  belirlenmesi  i¢in analiz yapmislardir. Bu veriler
gostermektedir Kki; ortama konulan bitkilerin kuru agirligi baz alindiginda, metabolik
oncii molekiillerin yoklugunda, hem biiyiimenin yavas oldugu son bes giinde, hem de
daha fazla biiytime hizinin saptandigi ilk bes giinde kiiltiir ortami igerisinde poliiiretan
ile tutuklanan hiicrelerin, siispansiyon kiiltiirlinde biiyiiyen hiicrelere oranla 3 kat daha
fazla miktarda kapsaisin sentezledigini gostermektedir. 5. ve 10. giinler arasinda biriken
kapsaisin miktarindaki artig, immobilize hiicrelerin kapsaisin sentezleme hizinin daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durumun arastirilmasi ve artigin gergek nedeninin
belirlenmesi i¢in immobilize hiicreler ve serbest siispansiyon kiiltiirii igerisindeki
hiicreler L-[U- **C] fenil alanin ile isaretlenmistir. Kiiltiir ortaminda biriken kapsaisin
kloroform kullanilarak ortamdan ¢ikarilmis ve TLC plakalari {izerinde kromatografik
analiz yapmiglardir. Elde edilen ve kapsaisin molekiiliine karsilik gelen noktalar bu
plakalar iizerinde belirlemislerdir. Radyoaktif isaretli molekiiliin hiicreler tarafindan
alinma hiz1 yiiksek olmasina ragmen bu hiz immobilize hiicrelerde ve serbest
slispansiyon kiiltiirii igerisindeki hiicrelerde yaklasik olarak aymidir. Ancak isaretli
molekiiliin kapsaisin sentezinde kullanilma hizi immobilize hiicrelerde ¢ok daha hizl

gerceklesmistir.
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Lindsey ve Yeoman (1984b), fenilalanin ve isokaprik asit gibi metabolik oncii
molekiillerin kapsaisin sentezinde kullanilmasinin iretimi (11 mg kapsaisin/lg bitki)
maksimum seviyelere tasidigini belirlemislerdir. Elde edilen bu miktar 1 g taze bitkinin
hiicrelerinin (hiicreler iginde %90 oraninda su oldugu varsayilarak) 1,1 mg kapsaisin
sentezleyebildigi anlamima gelmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
gostermektedir Ki; 1 g bitkinin plasental doku hiicreleri 2,04 mg kapsaisini metabolik
oncii molekiiller olmadan sentezleyebilme kapasitesine sahiptir. Baska bir ¢alismada
kiiltir ortamina 2,5 mM ferulik asit eklenmesinin plasental doku hiicreleri tarafindan
kapsaisin sentezini 3,22 mg/g seviyesine ¢ikardigi belirlenmistir. Bu sonug plasental
doku hiicrelerinin, metabolik 6ncii molekiillerin varliginda ¢ok daha fazla miktarlarda

kapsaisin sentezleyebildiklerini gostermektedir.

Holden vd. (1987), ikincil metabolik bilesiklerin (fenolik bilesikler ve kapsaisin),
Gliocladium deliquescens tarafindan arttirilmasimin ayn1 zamanda fenilalanin amonyum
liyaz aktivitesinde de artisa neden oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada kurdlan bilesigi
kiiltir ortamina immobilize hiicrelerin ortamina eklendiginde ikincil metabolik
bilesiklerin sentezini uyarici etki géstermis 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 kiiltiir ortaminda uyarici ve tiretimi arttirict molekiiller olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.

Johnson vd. (1990) yaptiklar1 ¢alismada kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin
tiretimi {izerine Uyarma kapasitesi ve sodyum aljinatin etkilerini arastirmiglardir. Bu
¢alismanin sonuglarina gore kapsaisin tiretimi immobilize hiicrelerde kurdlan ve ksantan
kullaniminda kontrole gore sirasiyla 1,8 ile 2 kat daha fazla artmistir. Kurdlan ve
ksantan kombinasyonu daha etkilidir ve kiiltiiriin 14. giiniinde kapsaisin iiretimini 7,9
kat artirmistir. Kitosan’la muamele edilmis serbest hiicrelerde ise maksimum kapsaisin
tiretimi 6. glinde gergeklesmistir. %0,05 sodyum aljinat uyarimi kiiltiiriin 10. giiniinde

hiicre siispansiyonundaki hiicrelerde kapsaisinde 1,6 kat artig saglamistir.

Johnson vd. (1991), immobilize hiicreler ve plasental dokularda kapsaisin tiretimi,
fungal preparasyonlarin (A. niger ve R. oligosporus ekstraktlari ve siiziintiisii) ve

mikrobiyal polisakkaritlerin (kurdlan) kapsaisin iiretimi iizerine etkileri ve kapsaisin
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tiretimi lizerine Oncii maddelerin etkisini ¢alismiglardir. Bu g¢alismada elde edilen
sonuglara gore kapsaisin tiretimi immobilize plasental dokularda immobilize hiicrelere
gore daha yiiksektir. Maksimum kapsaisin iiretimi immobilize plasentada baslangig
giiniindeki 700pug’dan 14. giinde 1345 pg degerine ulasmistir. Kiiltiirin besin ortaminin
yenilenmesi sonucu, 28 giinliik kiiltiir hiicrelerinden 2400 pg miktarinda kapsaisin elde
edilmistir. Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin iiretimi 3 pg/g dan 28. giinde 47 ug’a
c¢ikmistir. Tutuklanmis hiicre sisteminde kapsaisin sentezinde kurdlan daha etkili
bulunmustur ve kontrol ile karsilastirildiginda sentez yaklasik iki Kkat artmustir.
Tutuklanmis hiicreler, plasental dokulara gore kurdlan etkisine daha etkili cevap
vermislerdir. Her iki fungal tiiriin miselar ekstraklar1 immobilize plasental dokularda

yaklagik %25 civarinda kapsasin artigina neden olmustur.

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

antosiyanin miktarinda iki Kat artig gézlenmistir.

Rao ve Ravishankar (2000), C. frutescens’in serbest siispansiyon hiicreleri ve
immobilize hiicre kiiltiirlerini fenil propanoid 6ncii maddeleri protokatekuik aldehit ve
kafeik asit ile muamele ederek biyodoniisiim 6zelliklerini arastirmislardir. Disardan bu
metabolik onciiler ilavesi ile protokatekuik aldehit ve kafeik asitin vanilin ve kapsaisine
biyodoniisiimii belirlenmistir. Burada 6nemli nokta ise metabolik oncii ile besleme
sonucu protokatekuik aldehitin vaniline biyodoniisiimiiniin kapsaisine ¢evriminden ¢ok
daha fazla olmasidir. Halbuki kafeik asit ile muamele edilen kiiltiirlerde kapsaisin

birikimi vanilin birikiminden daha fazladur.

Sudha ve Ravishankar (2002), C. frutescens Mill. hiicre siispansiyon Kkiiltiiriinde
kapsaisin {iretimi lizerine kalsiyum kanal aracilarimin etkilerini arastirmiglardir.
Kalsiyum iyonofor A23187°nin toplam kapsaisin miktarin1 1,43 kat artirdigini
belirlemislerdir. Kalsiyum kanal modulatorleri verapamil ve kloropromazin

uygulamalarinda ise kapsaisin tiretiminde ve biiyiimede azalma belirlemislerdir.
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Sudha ve Ravishankar (2003a), poliamin bilesiklerinin kapsaisin birikimine etkisini
aragtirmiglardir. C. frutescens hiicrelerinin siispansiyon Kkiiltiir ortamina putressin
uygulanmast sonucu Dbiiyime hizinda ve Kkapsaisin sentezlenmesinde artis
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
(MeJa) ayr1 ayr1 ve birlikte C. frutescens hiicrelerinin siispansiyon Kkiiltiirlerine
uygulanmiglar ve her iki bilesigin de kiltiir hiicrelerinde kapsaisin sentezini ve
birikimini artturdig belirlenmistir. Ancak bu bilesiklerden sadece biri; salisilik asit ayni
zamanda kapsaisin sentaz enziminin aktivitesini de arttirmis, metil jasmonat bilesiginin
ise enzim aktivitesi tizerinde herhangi bir etkisi gozlemlenmemistir. Bu sonuglara gore
metil jasmonat bilesiginin kapsaisin miktarini arttirici etkisinin kapsaisin yikimini ya da
diger molekiillere katilimini engelleyici aktivitesinden kaynaklandigi sdylenebilir.
Hiicrelere SA uygulanmasi sonucu, etilen tiretimi engellenmis, MeJa uygulanmasi ise
etilen tiretiminin artmasina neden olmustur. Hiicrelerin poliamin iiretimi de SA
uygulanmasi ile artmis, MeJa uygulanmasi sonucu da dismiistir (Sudha ve
Ravishankar, 2003b). Poliamin ve etilen biyosentezlerinin, ortak olarak kullanilan S-
adenozil metiyonin (SAM) molekiilleri i¢in rekabet halinde olduklart disiiniiliirse elde

edilen sonuglar sasirtict degildir.

Umamaheswai ve Lalitha (2007), C. annuum Kallus hiicrelerinden kapsaisin tiretiminin
artiritlmasi igin yeni bir yontem gelistirmeye calismisglardir. Farkli konsantrasyonlarda
gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2,4 D ve kinetin ilave edilmis
Murashige Skoog (MS) besiyerinde kiiltiire almislardir. Kallus gelisimi ve plasental
dokularin biiytimesini en fazla 2 mg/l 2,4 D ve 0,5 mg/l kinetin iceren MS besiyerinde

belirlemislerdir.

Islek (2009), yapmis oldugu doktora tez ¢alismasinda Kahramanmaras Hat-187 biber
tohumlarina ait hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, kapsaisin iiretimi iizerine tutuklama
isleminin ve farkli konsantrasyonlarda seliilaz, ksantan, kurdlan, salisilik asit ve metil
jasmonat uyaricilarinin farkli zamanlardaki etkilerini incelemistir. Tutuklama isleminin
kapsaisin birikimi tizerine artirici etki yaptigini belirlemistir. Tutuklanmis hiicrelerdeki

kapsaisin miktari, kontrol gruplarinda ve uyarict uygulamasi yapilan 6rneklerde, serbest
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hiicrelere gore daha yiiksek bulunmustur. Seliilaz ve kurdlan uyaricilarinin kapsaisin

birikimi tizerine etkisini, diger uyaricilara gére daha etkili bulmustur.

Kaya (2015), yapmis oldugu yiiksek lisans ¢alismasinda Kahramanmaras Maras-1 biber
tohumlarina ait hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, kapsaisin iiretimi iizerine tutuklama
isleminin ve farkli konsantrasyonlarda triakontanoliin degisen zamanlardaki etkilerini
incelemistir. En fazla kapsaisin miktarini immobilize hiicre siispansiyonlarinda 15

ng/ml triakontanol uygulamasinda 12. giinde belirlemistir.

Aydin (2015), yapmis oldugu yiiksek lisans caligmasinda biber hiicre siispansiyon
kiiltirlerine farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNOs ve ZnSO; ilave edilerek
hiicrelerdeki ve bunlarin siiziintiilerindeki kapsaisin miktarlarini belirlemistir. Ayni
zamanda hiicrelerde toplam protein ve toplam fenolik madde miktarlar ile siiperoksit
dismutaz ve peroksidaz enzim aktivitelerini incelemistir. Uygulanan tim AgNO3 ve
ZnSO4 konsantrasyonlarinin  kapsaisin miktarini  kontrol grubuna oranla o6nemli

derecede artirdigini ifade etmistir.

Vazquez-Flota ve de Lourdes Miranda-Ham (2018), yaptiklar1 ¢alismada C. chinense
Jacq'in immobilize plasentalarini in vitro kiiltiirde yetistirerek metil jasmonat ve salisilik
asit uygulamislardir. Ince tabaka kromatografisinde kapsaisin miktarin1 belirleyerek,
immobilize plasenta da kapsaisin oraninin basta 2 mg/g iken 72- 96. saatte 6 mg/g’a

ciktigini belirtmislerdir.
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BOLUM 11
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyal

Tez calismasinda kullanilan biber tohumlar1 Dogu Akdeniz Gegit Kusagr Tarimsal

Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’ nden temin edilmistir.
3.2 Tohumlarn Yiizeysel Sterilizasyonu

Calismada kullanilan biber tohumlar1 ekim o6ncesinde yiizeysel sterilizasyona tabi
tutulmustur. Biber tohumlar1 kapakli cam bir kavanoza konularak iizerine %70’lik etil
alkol ilave edilmis ve 3 dk bekletilmistir. Etil alkol steril kabinde siiziilerek %40’lik
ticari sodyum hipoklorit ilave edilmis ve 30 dakika siireyle ¢alkalayic1 da galkalanarak,
hipoklorit ayrilmigtir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika beklenecek sekilde steril su ilave
edilmis ve siiziilmiistiir. Igerisinde yaklasik 50’ser ml steril agarli besin ortami1 konulan
magenta kaplarimin her birinin igine yiizeysel sterilizasyonu biten tohumlardan 9 adet
yerlestirilmistir (Fotograf 3.1.). Kapaklar1 kapatilmis ve iizerine stre¢ film sarilmistir
(Ellialtioglu vd., 1998) (Fotograf 3.2.).

Fotograf 3.1. Biber tohumlarinin steril besin ortamina ekimi
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Fotograf 3.2. Steril kabin i¢inde tohum ekimi yapilmis besiyerleri

3.3 Tohum Cimlendirme Ortamu Bilesimi ve Hazirlanmasi

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

temel besin ortami kullanilmustir (Cizelge 3.1.).

Besin ortamlarimin hazirlanmasinda kullanilan saf maddelerden hazirlanan stok
cozeltiler +4°C’deki buzdolabinda saklanmistir. Makro ve mikro element tuzlari ile
vitaminlerin 100 kat derisik 250 ml’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.  Tohum
¢imlendirme ortami olan hormonsuz MS besin ortamina %3 sakkaroz ile %0,7 agar

ilave edilmis ve besiyerinin pH’1 5,7°e ayarlanmistir (Ellialtioglu vd., 1998).

3.4 Kiiltiir Kosullar:

Tohum g¢imlendirme asamasinda magenta kutulari 25°C+1 sicakligina sahip iklim
odasinda bir hafta siireyle karanlikta tutulmus, tohumlarda ¢imlenmenin basladigi
goriildiikten sonra 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik
diizene gegilmistir. Biber tohumumun ekimden 4 hafta sonraki gelisimi fotograf 3.3.’de

goriilmektedir.
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Fotograf 3.3. Biber tohumunun ekimden 4 hafta sonraki gelisimi

3.5 Eksplant Tipi ve Eksplantin Kallus Ortamina Dikimi

Steril kosullarda g¢imlendirilen tohumlardan gelisen biber fideleri, dort haftalik
inkiibasyon siiresini tamamladiktan sonra eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Her bir
fideden hipokotil eksplant1 kesilmistir. Oncelikle kokbogazindan kesim yapilarak kokler
uzaklastirilmig, hipokotil bolgesi yaklasik 15 mm’lik pargalara ayrilmis hipokotil
eksplanti hazirlanmigtir. 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
kullanilmigtir.  Besiyerinin  pH’1 5,7°e ayarlanmistir. Hipokotil eksplantlart MS
besiyerine yatay olarak yerlestirilmistir (Ellialtioglu vd., 1998). Hipokotil eksplantindan
gelisen kallus dokular1 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik
diizende iki hafta siireyle iklim odasinda gelistirilmistir. Gelisen kallus dokular1 fotograf
3.4.’de goriilmektedir. Gelisen kallus dokular1, 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 dokular1 yine ayni periyodik diizende
iklim odasinda gelistirilmistir. Alt kiiltiirde gelisen kallus dokusu fotograf 3.5.’de

gorilmektedir.
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Fotograf 3.5. Alt kiiltiirde gogalan kallus dokusu
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3.6 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Kallus olusumu igin kullanilan 1,0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L kinetin ve %3 sakkaroz
ilave edilmis MS besin ortami siispansiyon kiiltiirinde de kullanilmis, sadece ortama
agar ilavesi yapilmamistir. Kallus dokular steril kabin igerisine yerlestirilen ve %70’lik
alkole batirilmis pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kagitlar1 tizerinde
tartilarak transfer edilmistir. Magenta kutulari icerisinde gelistirilmis olan kallus
dokulari, iglerine 40’ar ml siv1 besin ortami ilave edilmis 100 ml’lik erlenlere aseptik
kosullarda her birine 2 gr olacak sekilde konulmustur. Hiicre siispansiyonlarini
bulunduran erlenmayerler 25°C+2 dereceye ayarlanmig ¢alkalayict iizerine
yerlestirilmislerdir (Fotograf 3.6). Calkalayicinin hiz1 110 devir/dakika olacak sekilde
ayarlanmistir (Ellialtioglu vd., 1998).

Fotograf 3.6. Calkalayic1 tizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

3.7 Uyaria1 Uygulamalar ve Analiz i¢in Orneklerin Hazirlanmasi
Bir ay boyunca gelistirilen hiicre siispansiyon kiiltiirleri taze besiyeri ortamina

alindiktan sonra uyarici uygulamalart yapilmistir. Uyarici olarak bakir siilfat ve TDZ
kullanilmigtir. Tiim deneyler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Steril kabin i¢inde, 40’ar ml siispansiyon kiiltiirii igeren 100 mI’lik erlenmayerlere, steril
stok ¢ozeltilerinden seyreltilerek son konsantrasyonlar1 seklinde, bakir siilfat ve TDZ
0,1, 0,2 ve 0,4 mM) uyaricilart steril mikropipet yardimiyla 1 ml olarak ilave
edilmistir. Uyarict uygulanmayan kontrol 6rnekleri olusturulmustur.  Sicaklik
uygulamalar1 i¢in biberler i¢in optimum gelisme sicakligit 25°C+2 kontrol kabul
edilerek 30°C+2, 35°C+2 ve 40°C+2 sicaklik uygulamalari yapilmistir.

Uyarici uygulamalarinin ardindan yine galkalayicilar lizerine yerlestirilen siispansiyon
kiltiirleri 8, 10 ve 12 giin sonra hiicre ve siiziintiisiniin birbirinden ayrilmasi i¢in
whatman no:2 filtre kagidi tizerinde buhner hunisi vakum pompasi yardimiyla vakumla
slizme iglemine tabi tutulmus, doku ve siiziintii kisimlar1 birbirinden ayrilmistir. Siizme
isleminin sonunda Kkallus yas agirligi (g) Ol¢iilmiis, stizintii kismi 100 ml’lik plastik
siselerde, kallus dokusu ise agzi kilitlenen kiigiik plastik posetlere konularak analiz

yapilincaya dek -70°C’deki derin dondurucuda saklanmustir.

3.8 Ekstraksiyon Islemleri

3.8.1 Hiicrelerden kapsaisin ekstraksiyonu

Kapsaisin ekstraksiyonu igin hiicrelerden 0,1 g alinarak 3 kez 8 ml etil asetat ile
havanda ezilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir ve
tstteki slipernatanlar toplanmistir (Johnson vd., 1990). Toplanan siipernatan bir doner
buharlastirict balonuna doldurularak 55°C sicaklikta, 180 devir/dakika hizda ve diisiik
basing altinda etil asetat kisim, kuruluga yakin olacak sekilde buharlagtiriimistir. Kalan
tortu 1 ml etil asetat ile ¢oziilmiis ve etiketlenmis 6rnek siselerine alinmistir. Ornekler

analiz edilinceye kadar -80°C’de derin dondurucuda bekletilmistir.

3.8.2 Hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu

Hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu i¢in 0,4 ml siiziintii alinarak 3 kez 8
ml etil asetat ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis ve
stipernatan 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 buharlasincaya kadar ekstrakte
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edilmistir. Kalan tortu kism1 1 ml etil asetat ile ¢6ziilmiis ve 6rnekler analiz edilinceye
kadar -70 C’de derin donducuda bekletilmistir.

3.9 Kapsaisin Analizi

HPLC cihazinda 6l¢iim yapmadan once 6rneklerde kapsaisin varliginin belirlenmesinde
zaman kazanmak amaciyla 6n ¢alisma olarak spektrofotometre de olgiim ile kapsaisin

tayini yapilmistir (Ramos Palacio, 1977; Ramos Palacio, 1979).

3.9.1 Kapsaisin standartinin hazirlanmasi

Kapsaisin standartt olan N-Vanillynonanamide, Sigma (V-9130)’dan temin edilmistir.
Spektrofotometrede 6l¢iim igin, kapsaisinin 50 ml 100 pug/ml’lik stok standart ¢6zeltisi
etil asetat ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢6zeltiden 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 6lgiim yapmadan
once 0,1 ml %1°lik Vanadyum oksi triklorit (VOCIz) ilave edilmistir. Renk kaybini
engellemek i¢in VOCIs ilave edildikten sonra 6l¢tim islemi hizli bir sekilde yapilmistir.
Kapsaisin standartlarinin olgiim islemleri spektrofotometrede 720 nm’de 5 tekrarli
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Ol¢iim islemi sonunda elde edilen standart grafik sekil

3.1.’de goriilmektedir.

0,35 ~ R==0,9939
0,30 -
0,25 -
éf 020 -
20,15 -
0,10 -
0,05 -

0.00 T T T T 1
O 20 40 o0 80 100

Kapsasin konsantrasyonu(pig/ml)

Sekil 3.1. Spektrofotometrede 6l¢iim igin kapsaisin standarti ile ¢izilen grafik
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HPLC cihazinda 6lgiim igin, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
metanol ile hazirlanmigtir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve
100 pg/ml’lik standart c¢ozeltiler hazirlanmigtir. HPLC analizlerinden once standart
¢ozeltiler 0,45 um’lik filtrelerden gegirilmistir. Olgiim islemi sonunda elde edilen
standart grafik sekil 3.2’da goriilmektedir.
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Sekil 3.2. HPLC yontemi i¢in kapsaisin standarti ile ¢izilen grafik

3.9.2 Kapsaisin tayininde HPLC kosullar:

HPLC analizlerinden once sivi ekstraktlar 0,45 um’lik filtrelerden gegirilmistir. Analiz
islemleri Spectrasystem HPLC cihazinda gerceklestirilmistir. Kromatografi kosullari
Detektor : UV6000 LP UV

Dalga boyu :280 nm

Kolon : Luna C18 (150 mm x 4,56 mm), 5 um por cap1

Akis hizi : Iml/dk

Hareketli faz : %63 Methanol+ %37 Distile su (%1 Asetik asit)
Enjeksiyon hacmi : 10 ul
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3.10 Istatistiksel Analizler
Tez calismasinda biitiin deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Uzerinde durulan

ozellikler bakimindan elde edilen sonuglar, SPSS 16.0 paket programi kullanilarak
Tukey (SPSS 16.0 One-Way Anova) testine gére p<0,05 seviyesinde analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin Birikimine Bakir siilfat

Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerine bakir siilfat 0,1 mM, 0,2 mM ve 0,4 mM
olacak sekilde ilave edildikten sonra 8., 10. ve 12. giinlerde alinan 6rneklerde belirlenen

kapsaisin miktarlar ¢izelge 4.1-4.3’de gosterilmektedir.

4.1.1 Hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinde hiicrelerde kapsaisin birikimine bakir siilfat

uygulamasinin etkisi

Hiicrelerde 8. giinde kapsaisin miktarlarimin degisimi 39,258-120,520 ug/g t.a. olarak
bulunmustur (Cizelge 4.1). Kapsaisin miktarinda en fazla degisim 0,2 mM CuSO4
uygulamasinda belirlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bakir siilfat
konsantrasyonu artist ile kapsaisin miktarindaki artis paralel degildir. Uygulanan tim
uyaricit konsantrasyonlar1 arasindaki farklar kontrole gore istatiksel olarak onemli

bulunmustur.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat uygulamalarinin, C. annuum L. un
hiicrelerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), *

p<0,05

Zaman (giin) | Uygulama dozu | Kapsaisin (ug/g) t.a.
Kontrol 39,258+0,523

8 0,1 mM CuSO4 ([71,567+1,171*
0,2 mM CuSO4 |120,520+0,084*
0,4 mM CuSO4 |83,677+0,016*
Kontrol 41,493+0,210

10 0,1 mM CuSO4 |68,535+0,909*
0,2 mM CuSO4 |29,607+0,349*
0,4 mM CuSO4 |99,470+0,008*
Kontrol 37,728+3,890

12 0,1 mM CuSO4 |[68,143+1,290*
0,2 mM CuSO4 |84, 892+0,302*
0,4 mM CuSO4 |74, 368+0,180*
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Hiicrelerde 10. giinde kapsaisin miktarmin degisimi 29,607-99,470 ng/g t.a. olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1). En fazla kapsaisin birikimi 0,4 mM CuSO4 uygulamasinda
bulunmustur. 0,2 mM CuSO4 uygulamasi haricinde diger uygulama
konsantrasyonlarinda kontrol 6rneklerine gore daha fazla kapsaisin birikiminin oldugu

tespit edilmistir. Bu farklar istatiksel anlamda p<0,05 oraninda énemli bulunmustur.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda CuSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
hiicrelerde kapsaisin miktari tizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM CuS04, c: 0,2 mM CuSO4, d: 0,4 mM CuSO4

CuSO4 ile uyarimin 12. giiniinde hiicrelerde kapsaisin miktarindaki degisim 37,728- 84,
892 ng/g ta. arasinda belirlenmistir. (Cizelge 4.1). Hiicrelerde en yiiksek kapsaisin
miktart 0,2 mM CuSO4 uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Bu deger

istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

4.1.2 Hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinde siiziintiilerde kapsaisin birikimine bakir

siilfat uygulamasimin etkisi

Siiziintiilerde 8. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 25,741-62,672 pg/g t.a. olarak
bulunmustur (Cizelge 4.2). En fazla kapsaisin birikimi 0,1 mM CuSO4 uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Bu artis istatiksel anlamda p<0,05 oraninda

Onemlidir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat uygulamalarinin, C. annuum L.’un
stizlinttilerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), *

p<0,05
Zaman | Uygulama dozu Stiziintii
Kontrol 25,7414£0,229
0,1 mM CuSO4 62,672+1,043*
8 0,2 mM CuSO4 60,043+1,258%
0,4 mM CuS0O4 48,234+0,943*
Kontrol 24.438+0,929
0,1 mM CuS0O4 51,275+1,262%*
10 0,2 mM CuSO4 46,906+0,117*
0,4 mM CuSO4 32,333+1,107*
Kontrol 21,2324+0,988
0,1 mM CuSO4 31,184+1,469*
12 0,2 mM CuSO4 48,044+1,918*
0,4 mM CuSO4 90,352+2,014*

Hiicrelerin siiziintiilerinde 10. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 24,438-51,275 pg/g
t.a. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Siiziintiilerde en fazla kapsaisin miktar1 0,1 mM
CuSO4 uygulamasinda belirlenmistir (p<0,05). Siiziintiiye gecen kapsaisin miktari
kontrole gore daha fazla bulunmustur. (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). 0,1 mM CuSO4
uygulamasinda siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1 kontrol &rneklerine gore artmakta
ancak CuSO4 konsantrasyon artis1 ile birlikte yine kontrole gére fazla olmasina ragmen

kapsaisin miktar1 azalmaktadir.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda CuSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
hiicrelerin siiziintiilerinde kapsaisin miktari tizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM CuS04, c: 0,2 mM CuSO4, d: 0,4 mM CuSO4

Hiicrelerin siiziintiilerinde 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 21,232-90,352 pg/g
t.a. arasindadir (Cizelge 4.2). Hiicrelerin siiziintiilerinde 12. giinde en fazla kapsaisin
miktar1 en yiiksek uyarict konsantrasyonu olan 0,4 mM CuSO4 uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). Kontrol grubu ile karsilastirlldiginda CuSO4

konsantrasyonu arttik¢a kapsaisin miktar1 da artmaktadir (p<0,05).

4.1.3 Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde toplam kapsaisin birikimine bakar siilfat

uygulamasinin etkisi

C. annuum L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerdeki ve siiziintiilerdeki kapsaisin

miktarinin toplami olarak toplam kapsaisin miktarlari ¢izelge 4.3 de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat uygulamalarinin, C. annuum L.
kiiltiirlerinde toplam kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi
(n=3), * p<0,05

Zaman Uygulama dozu Toplam
Kontrol 65,000+0,725
0,1 mM CuSO4 134,239+0,199*
8 0,2 mM CuSO4 168,754+0,859*
0,4 mM CuSO4 143,720+1,241%*
Kontrol 65,976+0,728
0,1 mM CuSO4 119,810+0,907*
10 0,2 mM CuSO4 76,513+0,447%*
0,4 mM CuSO4 131,803+1,098*
Kontrol 58,960+3,493
0,1 mM CuSO4 99,328+2,441*
12 0,2 mM CuSO4 132,936+2,214*
0,4 mM CuSO4 164,721+1,834*

Hiicrelerde uyarimin 8. giiniinde toplam kapsaisin miktariin degisimi 65,000-168,754
ug/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Kapsaisin miktarindaki en fazla degisim 0,2
mM CuSO4 uygulamasinda bulunmustur (p<0,05). Hiicrelerde 8. giinde kontrol ile
karsilastirildiginda uyarici  konsantrasyonlarinin  kapsaisin  birikimi  {izerine etkisi

istatiksel anlamda p<0,05 oraninda 6nemlidir.

CuSO4 ile uyarimm 10. giinde toplam Kkapsaisin miktarinin degisimi 65,976-
131,803ng/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.3). 10. giinde en fazla kapsaisin miktari en
yiiksek uyarict konsantrasyonu olan 0,4 mM CuSO4uygulamasinda belirlenmistir
(Cizelge 4.3, Sekil 4.3). Kapsaisin miktarindaki bu artis kontrol ile karsilastirildiginda
istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda CuSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda toplam
kapsaisin miktari tizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM CuSO4, c: 0,2 mM CuSO4, d: 0,4 mM CuSO4

Uyarimin 12. giindeki 6rneklerde kapsaisin miktarinin degisimi 58,960-164,721 ng/g
t.a. arasinda bulunmustur (Cizelge 4.3). Kapsaisin miktarindaki en fazla artis 0,4 mM
CuSO4 uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3). Bu artis kontrol

orneklerine gore istatiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

4.2 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kapsaisin Birikimine TDZ Uygulamasinin

Etkisi

C. annuum L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerine TDZ 0,1 mM, 0,2 mM ve 0,4 mM olacak
sekilde ilave edildikten sonra 8., 10. ve 12. giinlerde alinan 6rneklerde belirlenen

kapsaisin miktarlar ¢izelge 4.4-4.6’da gosterilmektedir.

4.2.1 Hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinde hiicrelerde kapsaisin birikimine TDZ

uygulamasinin etkisi

Hiicrelerde 8. giinde kapsaisin miktariin degisimi 16,840-35,231 ng/g t.a. olarak
bulunmustur. Kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,2 mM TDZ uygulamasinda
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belirlenmistir (p<0,05). Uyaric1 konsantrasyonu artisi ile kapsaisin miktari artig1 paralel
olarak artmamaktadir (Cizelge 4.4). Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 0,2 mM
TDZ konsantrasyonunun kapsaisin miktar1 {izerine etkisi istatiksel olarak onemli

(p<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamalarinin, C. annuum L.’un
hiicrelerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), *

p<0,05
Zaman | Uygulama dozu Hiicre
Kontrol 19,035+1,519
0,1 mM TDZ 16,840+1,314
8 0,2mM TDZ 35,231+£5,296*
0,4 mM TDZ 30,000+7,326
Kontrol 24,446+0,434
0,1 mM TDZ 63,7724+2,739*
10 0,2mM TDZ 35,210+6,117
0,4 mM TDZ 84,859+5,930*
Kontrol 26,752+5,921
0,1 mM TDZ 37,829+4,826
4 0,2mM TDZ 16,301+4,350
0,4 mM TDZ 43,4434+0,922%*

Hiicrelerde TDZ ile uyarimin 10. giiniinde kapsaisin miktarinin degisimi 24,446- 84,859
ug/g ta. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). En fazla kapsaisin birikimi 0,4 mM TDZ
uygulamasinda bulunmustur (Sekil 4.4). 0,2 mM TDZ uygulamasinda belirlenen
kapsaisin miktarinda artis kontrole gore istatiksel olarak o6nemli bulunmamistir
(p<0,05). Kontrol ile karsilastirildiginda 0,1 mM TDZ ve 0,4 mM TDZ uygulamasinda

kapsaisin miktarindaki artis istatiksel anlamda p<0,05 oraninda 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamalarinin farkli zamanlarda hiicrelerde
kapsaisin miktari iizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM TDZ, c: 0,2 mM TDZ, d: 0,4 mM TDZ

Hiicrelerdeki 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 16,301-43,443 ng/g t.a. olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4). En fazla kapsaisin miktar1 0,4 mM TDZ uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece 0,4
mM TDZ uygulamasinda kapsaisin miktarindaki artig istatiksel olarak onemlidir
(p<0,05). Uyarict konsantrasyon artisi ile kapsaisin miktarindaki artis arasinda bir

paralellik yoktur.

4.2.2 Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde siiziintiilerde kapsaisin birikimine TDZ

uygulamasinin etkisi

Hiicrelerin siiziintiilerinde 8. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 1,842-6,418 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.5.). Siiziintiilerde en yiiksek kapsaisin miktar1 0,2 mM
TDZ uygulamasinda belirlenmistir (p<0,05). Uyarict konsantrasyonlar1 arasindaki
farklar istatiksel anlamda onemli degildir (p<0,05) (Cizelge 4.5). 0,4 mM TDZ
uygulamasinda siiziintiiye gecen kapsaisin miktar1  kontrol  6rnekleri ile

karsilastirildiginda kontrole gore yari yariya azalma goézlemlenmistir.
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Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamalarinin, C. annuum L.’ un
stizlinttilerinde kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), *

p<0,05

Zaman Uygulama dozu Stiziintii
Kontrol 3,772+1,241
0,1 mM TDZ 4,254+1,402

8 0,2mM TDZ 6,418+1,937
0,4 mM TDZ 1,842+0,775
Kontrol 3,815+0,406
0,1 mM TDZ 8,421+2,478

10 0,2mM TDZ 8,596+3,454
0,4 mM TDZ 5,526+1,861
Kontrol 5,701+0,144
0,1 mM TDZ 6,404+0,620

ke 0,2mM TDZ 10,351+1,641*
0,4 mM TDZ 10,562+1,756*

Hiicrelerin siiziintiistinde 10. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 3,815-8,596 ng/g t.a.
olarak bulunmustur. TDZ uygulamasinin hiicrelerin siiziintiisiine etkisi 10. giinde
incelendiginde, 0,4 mM TDZ uygulamasina kadar uyarict konsantrasyonunun artisi ile
sliziintliye gecen Kkapsaisin miktarin da arttigi belirlenmistir. En yiiksek kapsaisin
miktart 0,2 MM TDZ uygulamasinda bulunmustur (Cizelge 4.5). Kapsaisin miktarindaki
bu artis kontrol 6rneklerindeki kapsaisin miktarinin iki katindan fazladir (Cizelge 4.5,
Sekil 4.5). 0,1 mM TDZ uygulamasinda siiziintiiye ge¢en kapsaisin miktar1 0,2 mM

TDZ uygulamasinda belirlenen kapsaisin miktarina yakindir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamalarinin farkli zamanlarda
stiziintiilerdeki kapsaisin miktari iizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM TDZ, c: 0,2 mM TDZ, d: 0,4 mM TDZ

Uyarimin 12. giiniinde siiziintiilerde TDZ uygulamalarinda kapsaisin miktarinin
degisimi 5,701-10,562 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Siiziitiilerde 12.
giinde 0,2 mM ve 0,4 mM TDZ uygulama konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin
miktarlar1 arasindaki farklar kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bulunmustur

(p<0,05).

4.2.3 Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde toplam kapsaisin birikimine TDZ

uygulamasinin etkisi

Hiicrelerde 8. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 21,095-41,649 ng/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). 0,1 ve 0,4 mM TDZ uygulamasinda belirlenen
kapsaisin miktar1 ile kontrol érneklerindeki kapsaisin miktar1 arasindaki fark istatiksel
olarak 6nemli bulunmamustir (p<0,05). En yiiksek kapsaisin miktar1 0,2 mM TDZ

uygulamasinda bulunmustur (Cizelge 4.6).
Hiicrelerde 10. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 28,261-90,385ug/g t.a.

olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Hiicrelerde uyarimin 10. giiniindeki kapsaisin

miktarlar1 tiim uyarict uygulamasinda kontrole gére artmistir. Kapsaisin miktarindaki bu
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artiglar istatiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). 10. giinde

toplam kapsaisin miktarinda en fazla artis 0,4 mM TDZ uygulamasinda belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat uygulamalarinin, C. annuum L. un
hiicrelerinde toplam kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi

(n=3), * p<0,05

Zaman | Uygulama dozu Toplam
Kontrol 22,807+2,481
0,1 mM TDZ 21,095+1,952
8 0,2 mM TDZ 41,64942,918*
0,4 mM TDZ 31,842+6,702
Kontrol 28,261+0,784
0,1 mM TDZ 72,193+4,113%*
10 0,2mM TDZ 43,806+6,182*
0,4 mM TDZ 90,385+4,588%*
Kontrol 32,452+4,908
>, 0,1 mM TDZ 44,233+4.415
0,2mM TDZ 26,652+4,734
0,4 mM TDZ 54,005+1,846*
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamalarinin farkli zamanlarda toplam
kapsaisin miktari iizerine etkisi
a: Kontrol, b: 0,1 mM TDZ, c: 0,2 mM TDZ, d: 0,4 mM TDZ
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Hiicrelerde 12. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 26,652-54,005 pg/g t.a.
olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Hiicre siispansiyon kiiltiirtinde 12. giinde en fazla
kapsaisin miktari, 0,4 mM TDZ uygulamasinda bulunmustur. Bu artis p<0,05 oraninda
onemlidir. Uyarimin 12. giiniinde 0,2 mM TDZ uygulamasinda kontrole gore kapsaisin
miktarinda azalma belirlenmistir. 0,1 mM TDZ uygulamasinda 12. giinde kapsaisin
miktarinda kontrole gore bir artma s6z konusudur (p<0,05). Bu artis istatiksel a¢idan

onemli bulunmamustir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

4.3 Hiicre  Siispansiyon  Kiiltiirlerinde = Kapsaisin ~ Birikimine  Sicakhk

Uygulamasinin Etkisi

C. annuum L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerine sicaklik uygulamalar1 30, 35 ve 40°C
olacak sekilde ilave edildikten sonra 8., 10. ve 12. giinlerde alinan 6rneklerde belirlenen

kapsaisin miktarlari ¢izelge 4.7-4.9°de gosterilmektedir.

4.3.1 Sicaklik uygulamasinmin hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde hiicrelerdeki

kapsaisin birikimine etkisi

Hiicrelerde 8.giinde kapsaisin miktarinin degisimi 17,456-19,649 pg/g t.a. olarak
bulunmustur. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 8. giinde sicaklik degisimleri
kapsaisin birikimi iizerine negatif bir etki yaratmistir bu etki istatiksel olarak 6nemli
(p<0,05) degildir.
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Cizelge 4.7. Sicaklik uygulamalarinin, C. annuum L. un hiicrelerinde kapsaisin
miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), * p<0,05

Zaman | Uygulama sicaklig Hiicre
Kontrol 19,649+4,911
30°C 18,596+5,036

8 35°C 17,456+1,431
40°C 19,298+0,541
Kontrol 17,807+4,595
30°C 15,351+3,546

10 35°C 20,526+1,137
40°C 18,070+1,938
Kontrol 14,825+1,313

12 30°C 21,93+0,656
35°C 20,702+1,463
40°C 17,544+0,541

Hiicrelerdeki 10. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 15,351-20,526 pg/g t.a. olarak
bulunmustur (Cizelge 4.7). En fazla kapsaisin miktar1 35°C sicaklik uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.7). Uyaric1 konsantrasyon artisi ile kapsaisin
miktarindaki artig arasinda bir paralellik yoktur. 30°C sicaklik uygulamasinda kapsaisin

birikimi kontrole gére azalmustir.
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Sekil 4.7. Sicaklik uygulamalarinin farkli zamanlarda hiicre siispansiyon kiiltiirtinde
hiicrelerdeki kapsaisin miktar1 tizerine etkisi
(a: Kontrol, b: 30°C, c: 35°C, d: 40°C)
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Hiicrelerin siiziintiilerinde 12. giinde kapsaisin miktarinin degisimi 14,825-21,93 pg/g
t.a. arasindadir (Cizelge 4.7). Hiicrelerin siiziintiilerinde 12. giinde en fazla kapsaisin
miktart 30°C sicaklik uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.7). Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda sicaklik uygulamalari ile kapsaisin miktari artmistir..

4.3.2 Sicaklik uygulamasinin hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde siiziintiiye gecen

kapsaisin birikimine etkisi

Siiziintiilerde 8. giinde kapsaisin miktarmin degisimi 14,211-35,175 ng/g t.a. olarak
bulunmustur (Cizelge 4.8). En fazla kapsaisin birikimi 40°C sicaklik uygulamasinda
belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.8). Bu artis istatiksel anlamda p<0,05 oraninda

Onemlidir.

Cizelge 4.8. Sicaklik uygulamalarinin, C. annuum L. un hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
stizlintliye gegen kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3),

* p<0,05

Zaman | Uygulama sicakligi Siiziintii
Kontrol 14,2114£2,050
30°C 18,298+4,401

8 35°C 17,631+3,964
40°C 35,175+£0,656 *
Kontrol 14,210+2,181
30°C 13,807+0,108

10 35°C 21,403+1,554
40°C 34,649+0,620 *
Kontrol 16,578+1,969
30°C 13,771£2,415

12 35°C 29,824+2,925 *
40°C 37,807+0,124 *

Hiicrelerin siiziintiilerinde 10. giinde toplam kapsaisin miktarindaki degisim 13,807-
34,649 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Hiicrelerde uyarimin 10. giiniindeki

kapsaisin miktarlar1 tiim uyarici uygulamasinda kontrole gore artmustir.
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Sekil 4.8. Sicaklik uygulamalarinin farkli zamanlarda hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
sliziintiiye gecen kapsaisin miktari iizerine etkisi
(a: Kontrol, b: 30°C, c: 35°C, d: 40°C)

10. giinde siiziintiilerdeki kapsaisin miktarinda en fazla artis 40°C sicaklik
uygulamasinda belirlenmistir. Kapsaisin miktarindaki bu artig istatiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.8, Sekil 4.8).

Uygulamanin 12. giiniinde siiztintiilerde sicaklik uygulamalarinda kapsaisin miktarinin
degisimi 13,771 -37,807 pg/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Siiziintiilerde 12.
ginde 35°C ve 40°C sicaklik uygulama konsantrasyonlarinda belirlenen kapsaisin

miktarlarindaki degisim kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bulunmustur (p<0,05).

4.3.3 Sicaklik uygulamasinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde toplam kapsaisin

birikimine etkisi

C. annuum L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerdeki ve siiziintiilerdeki kapsaisin

miktarinin toplami olarak toplam kapsaisin miktarlari ¢izelge 4.9 da verilmistir
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Cizelge 4.9. Sicaklik uygulamalarinin, C. annuum L. un hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
toplam kapsaisin miktarina degisen zamanlarda etkilerinin incelenmesi (n=3), * p<0,05

Zaman [ Uygulama sicakligi | Toplam kapsaisin
Kontrol 33,859+6,782
30°C 36,895+9,232

8 35°C 35,0877+3,964
40°C 54,474+0,215%
Kontrol 32,018+6,469

10 30°C 29,158+3,484
35°C 41,930+2,152
40°C 52,719+1,463%*
Kontrol 31,404+1,737
30°C 35,702+2,174

. 35°C 50,526+4,388*
40°C 55,351+0,541*

Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde uyarimin 8. giiniinde toplam kapsaisin miktarinin
degisimi 33,859-54,474 ng/g t.a. olarak bulunmustur (Cizelge 4.9, sekil 4.9). Kapsaisin
miktarindaki en fazla degisim 40°C sicaklik uygulamasindadir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Sicaklik uygulamalarinin farkli zamanlarda hiicre siispansiyon kiiltiirtinde
toplam kapsaisin miktar1 lizerine etkisi
(a: Kontrol, b: 30°C, c: 35°C, d: 40°C)
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Sicaklik ile uyarimm 10. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 29,158-52,719
ug/g ta. arasindadir (Cizelge 4.9). 10. giinde en fazla kapsaisin miktar1 en yiiksek
sicaklik derecesi olan 40°C sicaklik uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil
4.9). Kapsaisin miktarindaki bu artis kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak

onemli bulunmustur (p<0,05).

Hiicre siispansiyonlarinda 12. giinde toplam kapsaisin miktarinin degisimi 31,404-
55,351ug/g t.a. arasindadir (Cizelge 4.9). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sicaklik
derecesi arttikga kapsaisin miktar1 da artmaktadir. 35°C ve 40°C sicaklik

uygulamalarinda belirlenen kapsaisin birikimindeki artis 6nemlidir (p<0,05).

Sonuglar topluca degerlendirildiginde bakir siilfat, TDZ ve sicaklik uygulamalar1 i¢in
etkin olan uyarim dozu, etkin uyarim konsantrasyonu, sicakligi ve kapsasin miktarlari

cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kullanilan uyaricilarin etkin uyarim dozu, uyarim zamani ve
olusturduklar1 kapsaisin miktarlari

, , . Etkin Uyarim | Etkin Uyarim qusalsm
Uyaric1 | Hiicre siispansiyonu miktart
Zamani Konsantrasyonu
(ng/gt.a)
Hicreler 8. giin 0,2 mM 120,52
?lfll; Hiicrelerin siizintisi 12. giin 0,4 mM 90,352
Hiicre siispansiyonu toplam | 8.giin 0,2mM 168,754
Hiicreler 10. giin 0,4 mM 84,859
TDZ Hiicrelerin stizintisi 12.giin 0,4 mM 10,562
Hiicre slispansiyonu toplam | 10.giin 0,4 mM 90,385
Hiicreler 12. giin 30°C 21,93
Sicaklik | Hucrelerin stizuntusi 12.giin 40°C 37,807
Hiicre slispansiyonu toplam | 12.giin 40°C 55,351
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Tez caligmasinda yapilan literatiir arastirmalarinin 15181 altinda hiicre siispansiyon
kiiltirlerine farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat ve TDZ ilave edilmistir ve bu
uyaricilarin kapsaisin tiretimindeki potansiyelleri arastirilmistir. Ayn1 zamanda sicaklik
etkisini gozlemleyebilmek igin farkli derecelerde sicaklik uygulamalar1 yapilmustir.
Kullanilan uyaricilar ile kapsaisinin kisa siirede ve daha fazla miktarda elde edilmesi

hedeflenmistir.

Ahmed vd. (1997), %1 oraninda bakir siilfat igeren eriyigi abiyotik elisitor olarak
uyguladiklar1 domates bitkilerinin yapraklart ve meyvelerinde risitin fitoaleksininin

olustugunu belirlemislerdir.

El-Mawla (2012), Rubia tinctorum hiicre kiiltiirlerinde antrakinonlarin iiretimi iizerine
belirli abiyotik elisitorlerin (metil jasmonat, bakir siilfat and salisilik asit) etkilerini
incelemiglerdir. 40 uM bakir siilfat and 20 uM salisilik asit uygulamasi, toplam
antrakinon birikimini kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla 89,45, 73,55, 57,86
mg/g taze dokuya ¢ikardigini belirlemislerdir. R. tinctorum hiicre kiiltiirleri iizerinde
gerceklestirilen Onceki c¢alismalarla birlikte, antrakinonlarin biiyiik 6lgekli {iretimine

alternatif bir kaynak saglayacagini ifade etmislerdir.

Agir metal tuzlar doku kiiltiirlerinde ikincil metabolit sentezinin uyarilmasinda abiyotik
uyaricilar olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda agir metal tuzlarinin ikincil

metabolit sentezinde etkili oldugu bildirilmektedir (Namdeo, 2007).

Bakir stilfat uyaricisinin  kapsaisin sentezi {izerine etkisi konusunda yapilan bir

calismaya rastlanmamustir. {1k kez bu calismada ele almmustir.

Tez c¢alismasinda bakir siilfat, kiltiir ortamma 0,1, 0,2 ve 0,4 mM olacak sekilde
uygulanmistir. Hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,2 mM
CuSO4 ve 8.glin olarak bulunmustur. Siiziintiiye gecen kapsaisin miktarinda ise etkin

uyarim Kkonsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,4 mM CuSO4 ve 12. giin olarak
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bulunmustur. Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde toplam kapsaisin miktar1 iizerine etkin
uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,2 mM CuSO4 ve 8. giin olarak
belirlenmistir. Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde olusan toplam kapsaisin miktarlarina
bakilacak olursa uyarici konsantrasyon artisi ile kapsaisin miktarindaki artis sadece

uyarimin 12. giiniinde paralellik gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore toplam hiicre siispansiyonuna gore degerlendirme yapilirsa
bakir siilfat uygulamasinda 0,2 mM uygulama konsantrasyonu en etkili konsantrasyon
olarak bulunmustur. Etkili uyarim zamani olarak 8.giin olarak belirlenmistir. Ancak
uygulama zamani olarak daha farkli zamanlarinda denenmesi elde edilecek sonuclar

acisindan daha etkili olabilir.

TDZ nin ilk olarak 1982'de sitokinin benzeri aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. O
zamandan beri, TDZ siirgiin olusumunu uyarmak icin ve aksiller siirgiin ¢ogalmasini
tesvik etmek igin in vitro olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. TDZ diisiik
konsantrasyonlarda mikro ¢ogaltim igin etkilidir (Lu, 1993).

Arafeh vd. (2006), Origanum vulgare L. ve Origanum syriacum L. hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine ¢esitli oranlarda giberellik asit, 2,4 D, benzil adenin ve TDZ iave
etmislerdir. O. vulgare L.’de en biiyiik kallus ¢ap1 2,4-D igermeyen ortamda 1,0 mg/I
TDZ oldugu zaman elde etmislerdir. En iyi kallus gelisimi 1,5 mg/l TDZ ilave edilmis

ortamda O. syriacum L. hiicre siispansiyon kiiltiiriinde elde edilmistir.

Khawar vd. (2004), Ali Dayr ve Kayr 91 gesitlerine ait ait yaprak, govde, govde
bogumu ve kotiledon bogum eksplantlar1 farkli oranlarda TDZ igeren Murashige ve
Skoog (MS) besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Her ikKi ¢esitte de en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu 0,25 mg/l TDZ igeren MS besin ortamlarinda kotiledon bogumlarindan

elde etmislerdir.

Erisen vd. (2011), yaptiklar1 galismada endemik Astragalus cariensis Boiss. bitkisine ait
yaprak ve vyaprak sapi eksplantlarinda TDZ nin kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonuna etkisini aragtirmiglardir. En fazla siirgiin rejenerasyonu 0,4 mg/L TDZ
ve 0,2 mg/L NAA igeren ortamda kiiltire alinan yaprak eksplantlarindan elde

etmiglerdir.
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Georgiev vd. (2011), TDZ nin 50-100 mg/L konsantrasyonunun bitki biiyiimesi ve

gelisimi igin 6nemli derece etkili olabilecegini ifade etmislerdir.

TDZ uyaricisinin biber hiicre siispansiyon kiiltiiriinde kapsaisin sentezi iizerine etkisi
konusunda yapilan bir calismaya rastlanmamustir. Ik kez bu tez calismasinda ele

alimustr.

Tez c¢alismasinda TDZ, kiltir ortamma 0,1, 0,2 ve 0,4 mM olacak sekilde
uygulanmistir. Hiicrelerde etkin uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,4 mM
TDZ ve 10.giin olarak bulunmustur. Siiziintiiye gecen kapsaisin miktarinda ise etkin
uyarim Kkonsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,4 mM TDZ ve 12. gin olarak
bulunmustur. Hiicre siispansiyon kiiltiiriinde toplam kapsaisin miktar1 iizerine etkin
uyarim konsantrasyonu ve zamani sirasiyla 0,4 mM TDZ ve 10. gin olarak

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore TDZ uygulamasinda 0,4 mM uygulama konsantrasyonu en
etkili konsantrasyon olarak bulunmustur. Etkili uyarim zamani olarak 10.giin olarak
belirlenmistir. Ancak uygulama zamani olarak daha farkli zamanlarinda denenmesi elde

edilecek sonuglar agisindan daha etkili olabilir.

Tez calismasinda yapilan diger bir uygulama sicaklik degisimlerinin kapsaisin birikimi
tizerine olan etkisinin arastirilmasidir. Bu amagla kontrol olarak biberlerin normal
gelisim sicakligi olan 25°C sicaklik uygulamasi secilmistir. Daha sonra 30°C, 35°C ve

40°C sicaklik uygulamalar yapilmistir.

Kirmiz1 biberlerdeki kapsaisinoit miktarmin, gesit farkliligi, olgunluk ve bitki gelisimi
stiresince etkili olan ¢evre kosullar1 (1sik, toprak, nem, giibreleme, sicaklik v.b.) ile
degistigi bildirilmektedir (Yemis vd., 2004). Yiiksek sicaklik, su stresi gibi c¢evresel
stres ile (kuraklik veya sel) (Bosland, 1994; Sung vd., 2005) ve toprak besin
dengesizlikleri (Johnson ve Decoteau, 1996; Medina-Lara vd., 2008; Monforte-

Gonzalez vd., 2010) ile acilik keskinliginin arttig1 ifade edilmistir (Gurung vd., 2011).

Bosland (1994), Chili biberlerinde kapsaisin igeriginin biberin genetik yapisi, hava
kosullar1 ve yetistirme sartlarina bagli oldugunu belirtmistir. Lindsey ve Bosland
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(1995), biberlerde bulunan acilik maddelerinin  ¢evre kosullarindan oldukga
etkilendigini, yiikksek sicakliklarin ve su stresinin acilik orammi yiikselttigini
belirtmislerdir Aciligin gesitlere, cografik bolgelere hatta ayni gesit ve ¢evre kosullar
igerisinde bitkiden bitkiye degistigini belirlemislerdir.

Tez calismasinda sicaklik artigi ile kapsaisin miktarinda da artiglar belirlenmistir
(Cizelge 4.10). Kapsaisin miktarindaki en fazla artig 40°C sicaklik uygulamasinda hiicre
stipansiyonlarinda 55,351 pg/g t.a olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10). Hiicre
sispansiyonlarinda hiicrelerde ise en fazla kapsaisin birkimi 30°C sicaklik
uygulmasinda belirlenmistir. Sicaklik artis1 ile siiziintiilerde gozlenen artig kapsaisinin

hiicrelerden siizilintliye gectigini gdstermektedir.

(Lindsey ve Bosland, 1995), biberlerde bulunan acilik maddelerinin gevre kosullarindan
oldukga etkilendigini, yiiksek sicakliklarin ve su stresinin acilik oranini yiikselttigini
ifade etmislerdir. Aciligin gesitlere, cografik bolgelere hatta ayni gesit ve gevre kosullar:
icerisinde bitkiden bitkiye degistigini belirlemislerdir.

Sicaklik ve 151k, kok kaynakli metabolit verimini etkileyen en 6nemli faktorler arasinda
yer almakta olup; sicaklik stresi, bitkilerde protein denatiirasyonu, lipit sivilagsmasi ve
membran biitiinliigiiniin bozulmasi gibi birgok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiller
degisikliklere neden olur (Levitt, 1980). Bu degisiklikler sonucunda stres sinyallerinin
etkisi ile ikincil metabolit tiretimi artar (Demirci vd., 2015; Zobayed vd., 2005).

Sonuglar topluca degerlendirildiginde disaridan uyaricilarin uygulanmasi kapsaisin
birikimi tizerine etkili olmustur. Bakir siilfat uyaricisinn etkisi TDZ ve sicaklik
uygulamalarina gore Kkapsaisin miktar1 iizerinde daha etkili bulunmustur. Uyarici
uygulamalar1 ile elde edilen kapsaisin miktarlar1 ticari olarak kapsaisin {iretimi igin
yeterli olmamakla birlikte uyarici konsantrasyonlarimin ve siirelerinin denenerek ve
etkin yeni uyaricilarin, bunlarin kombinasyonlarinin ve uygulama konsantrasyonlarinin

belirlenmesi amaglanmalidir.

Bu sonuglar bu bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltiir ortaminda uyaric1 ve {iretimi arttirict

molekiiller olarak kullanilabileceklerini gostermektedir. Ancak bu uygulamalarin
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endiistriyel amaclh kullanimina gegilmeden once elde edilen gesitli bilesiklerinin olasi

etkilerinin 6nceden yapilacak ¢aligmalarla belirlenmesi gerekmektedir.

Uygulanan yontemlerin ekonomik oldugunun séylenebilmesi i¢in, daha dnce geleneksel
yontemlerle elde edilen sonuglardan ¢ok daha verimli sonuglar alinmasi1 gerekmektedir.
Ozellikle bitkilerden elde edilen bilesiklerin geleneksel yontemlerle iiretilmesi daha
ucuza mal olmakta ancak yine de bu yontemlerle tam optimizasyon saglandiginda bile
elde edilen tiriin genellikle yine de yetersiz olabilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 hiicre
kiiltiri teknolojisinde giinliik verimi arttirmaya yonelik yeni sistemler gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun da anlami, yiiksek miktarda iiriin veren hiicrelerin elde
edilmesi ve Dbu hiicrelerden devamli {iriin alimmasini saglayacak sistemlerin
olusturulmasi gerektigidir. Bugiiniin sartlar1 altinda oldukga az bitkisel ikincil metabolit

bilesik kiiltiir teknolojisi yontemleri ile ekonomik olarak elde edilebilmektedir.

Sonug olarak, hiicrelerin bulunduklari ortamin kimyasal iceriginin degistirilmesi ve
hiicrelerin kiiltir ortamina digaridan bitki biiyiime diizenleyici, agir metaller gibi
uyaricilarin ilave edilmesi ve ortam sartlarinin optimizasyonu (sicaklik,isik vb.) ile bitki
hiicrelerinin ikincil metabolit bilesikleri sentezlemelerini diizenleyen metabolik
olaylarin anlasilmasim kolaylastirabilecek olanaklar saglamaktadir. Uretim maliyetleri
ve ortam optimizasyonu saglandiktan sonra yerli ve genetik yap1 olarak oldukga aci olan
tirlerin segilerek kapsaisin tiretim potansiyellerini arttirma Oniinde c¢aligmalara

yonelinmelidir.
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