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0z

Amag: Bitkiler saglik sektoriinden gida sektoriine, kozmetikten tekstil sektoriine kadar ¢ok genis bir yelpazede kullanilan
bazi sekonder bilesikleri tiretmektedirler. Bu bilegiklerden bazilarinin insanlarda antioksidan, antiinflamatuar, antialerjik,
antiiilser, antibiyotik ve antikanserojenik etkilere sahip olduklarinin belirlenmesi ile birlikte bu bilesikleri yogun olarak
tireten bitkilere ilgi artmustir. S6z konusu bilesiklerin yiiksek miktarlarda elde edilmesi 6nemli olup, geleneksel ekstraksiyon
yontemleri ile diisiik miktar ve safliklarda elde edilebildikleri bilinmektedir.

Yéontem: Bu bilesiklerin biyoteknolojik yontemlerle daha yiiksek miktar, kalite ve saflikta elde edilebilmesi, ¢aligmalarin bu
alana odaklanmasini saglamistir. Bu calisma ile de Alphonse Lavalle iiziim ¢esidine ait yapraklardan kallus kiltiiri ile
antosiyanin bilesiklerinin iiretilmesi ve HPLC ile belirlenmesi amaglanmigtir.

Bulgular: Alt1 farkli besin ortaminin kullanildigi bu aragtirma sonucunda kalluslardan elde edilen antosiyanin miktarlarinin
8.716 ile 94.501 pg/g arasinda degistigi belirlenmistir.

Sonug: Insan saglhig acisindan son derece degerli, ayn1 zamanda katma degeri de yiiksek olan bilesenlerin ¢evreyi tahrip
etmeksizin yiiksek miktarlarda ve siirdiiriilebilir tiretimi i¢in doku kiiltiirii teknikleri ile farkli uygulamalarla eldesi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Uziim, Kallus, HPLC, Antosiyanin.

ABSTRACT

Objective: Plants produce some secondary compounds which are used in medicine, food, cosmetics and textile industries.
Some of these compounds are effective in humans such as antioxidant, antiinflammatory, antialergic, antiulcer, antibiotic and
anticarcinogenic therefore the interest in plants that intensively produce these compounds has increased. It is important that to
obtain these compounds on high levels, but it is known that they are obtained at lower levels by traditional extraction
methods.

Methods: These compounds can be obtained with high-quality, quantity and purity by biotechnological methods. Therefore,
studies have focused on these techniques. In this study, it was aimed that the production of anthocyanins by callus culture
obtained from the leaves of the Alphonse Lavalle grape variety and it was also aimed the determination of these compounds
with HPLC.

Results: As a result of this research, six media were used and the anthocyanin contents were changed between 8.716 and
94.501 pg/g.

Conclusion: It is important to obtain high-value and sustainable production of the components which are highly valuable for
human health and which have high added value without damaging the environment with tissue culture techniques and
different applications.
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1. GIRIS

Sekonder metabolitler, bitkilerden elde edilen, biiyiime ve gelisme faaliyetlerinde
direkt kullanilmayan ancak o&zellikle stres ortaminda bitkinin kendisini korumak adina
gelistirdigi bilesiklerdir. Bu bilesiklerin insan sagligr ve beslenmesinde son derece onemli
olduklarinin belirlenmesi ile 6zellikle son yillarda giderek artan bir ilgi goze carpmaktadir (1-
4). Asma bitkisi de bu bilesikler bakimindan zengin olmasi nedeniyle, ilizerinde en fazla
durulan bitkilerden birisini olusturmaktadir. Asmada sekonder metabolit elde etmeye yonelik
calismalar yapan Decendit ve Merillon (5) ile Vitrac ve ark. (6) da antosiyanin,
proantosiyanidin, katesin ve stilbenler gibi fenolik bilesiklerin yliksek oranlarda
sentezlendigini tespit etmislerdir. Yine asmada yapilmis olan farkli ¢alismalarda elde edilen
bilesiklerin liziim ve kirmizi sarapta oldugu gibi antioksidan ozellikler tasiyarak insan
sagligin1 koruyucu etkilere sahip oldugu belirtilmistir (7,8). Asmada dogal olarak iiretilen
antosiyaninler de ¢iceklere, meyve ve sebzelere dogal rengini veren bilesikler olmasinin
yaninda, saglik ve gida sektoriinde kullanim potansiyeli son derece yiiksek bilesiklerdir
(9,10). Nitekim antosiyaninler; antioksidan, antiinflamatuvar, antialerjik, antiiilser, antibiyotik
ve antikanserojenik etkilere sahip son derece genis biyolojik aktivite gostermeleri nedeni ile
biiyilk 6neme sahip bilesiklerdir (11,12). Ayn1 zamanda gidalarda kullanilan yapay
renklendiricilere (13) ve raf Omriinii uzatan katki maddelerine (14) alternatif dogal
bilesiklerdir.

Bitki bilinyesinde dogal olarak iiretilen bu bilesiklerin elde edilmesinde uzun yillar
geleneksel ekstraksiyon metotlarindan yararlanildig: bilinmektedir. Ancak belirli bir déneme
bagli olmasi, bitkinin belirli bir organinda iiretilen bilesiklerin siirekli saglanamamasi, fazla
miktarlarda bitkisel materyale ihtiyag duyulmasi ve ayrica elde edilen iriiniin de kalite ve
safliginin diisiik olmasi gibi baz1 dezavantajlari bulunmaktadir. Ayrica 6zellikle nadir bulunan
bitkilerde neslin tiikenmesi tehlikesi ile karsit karsiya kalinmasi da bir diger dezavantaji
olusturmaktadir (15,16). Bu nedenlerle laboratuvar kosullarinda bir 6rnek, yiiksek saflikta,
yilin her donemi {iretilebilen ve az miktarda baslangic materyalinin kullanildig:
biyoteknolojik metotlar daha avantajli olarak goriilmektedir. Bu alanda da en fazla kullanilan
metotlar kallus ve hiicre kiiltiirli metotlar1 olup, bu sekilde az miktarda baslangic materyali ile
cok kisa siirede bitkisel materyalin g¢ogaltilmasi saglanarak daha fazla bilesik {iretimi
gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemlerde farkli besin ortam tip ve kombinasyonlari ile farkl
on uygulamalar denenerek elde edilen bilesik miktarini artirmak da miimkiin olabilmektedir.
Bununla birlikte diinyada endiistriyel anlamda metabolit iiretimi halen istenilen Olciide
gerceklesememektedir (17). Bu nedenle iizerinde yogun calismalara ihtiya¢ duyulan bir
calisma alan1 konumundadir. Ayrica bu bilesikler az miktarlarda iiretilebilmeleri nedeniyle
oldukca yiiksek fiyatlarda bulundugu da goz Oniine alindiginda ekonomik olarak stratejik
oneme sahip bilesiklerdir (18). Bu arastirma ile de asmada yaprak saplarindan in vitro
kosullarda kallus kiiltiirleri ile antosiyanin bilesiklerinin {iretilmesi amag¢lanmastir.

2. GEREC VE YONTEMLER

Aragtirmada bitkisel materyal olarak Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi
(Tokat) koleksiyon parselinden 2017 yili Haziran ay1 igerisinde alinan Alphonse Lavallee
tizim ¢esidine ait yaprak saplari kullanilmistir. Alinan yapraklar laboratuvara getirilerek
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yaprak saplar1 ayrilmis ve yaklasik 1 er cm uzunlugunda olacak sekilde kesilerek igerikleri,
Tablo 1’de sunulan 6 farkli besin ortaminda kiiltiire alinmstur.

Tablo 1. Ogrencilerin Kisisel Hijyen Malzemeleri Kullanim Puanlari

Besin ortami icerigi Besin Ortami Numarasi

1 2 3 4 5 6
Besin ortamu tipi B5 B5 MS MS MS MS
2,4-D (mg/L) - - 005 - - 0.1
Kinetin (mg/L) - 0.2 0.2 0.2 - -
Benzil amino purin (BAP) (mg/L) 05 - - - 0.5 1.0
Indol asetik asit (IAA) (mg/L) 05 - - - 0.5 -
Naftalen asetik asit (NAA) (mg/L) - 0.1 - 0.1 - -
Kazein hidrolizat (mg/L) - 250 - 250 - -
Sakkaroz (g/L) 30 30 30 20 30 10
Agar (g/L) 8 6 2 6 8 6

Eksplantlar Tablo 1’de belirtilen besin ortamlarina yerlestirilmelerinin ardindan
sicakligr 24°C sabit tutulan karanlik kosullardaki iklim odasinda kiiltiire alinmiglardir. Bu
ortamda yaklasik bes hafta siire ile inkiibe edilen eksplantlar ardindan ayni igerige sahip taze
hazirlanmis besin ortamlarina transfer edilmisler ve aydinlanmanin 16/8 saat olarak
diizenlendigi aydinlik/karanlik periyotta kiiltiire alinmigslardar.

Bu sekilde eksplantlarin yeniden taze ortamlara transfer edilmeleri yani alt kiiltiire
alinma islemleri metabolit birikiminin yeterince elde edilmesine kadar siirdiiriilmiistiir. Bu
stiregte kalluslarda antosiyanin sentezinin yogun olarak gerceklestigi pembe renkli kalluslar
ile (Sekil 1), bunun yaninda yine fenolik bilesiklerin neden oldugu bir takim sari1 ve
kahverengi kalluslarin olusumlari da tespit edilmistir. Bu sekilde ard arda yapilan alt kiiltiirler
sonrast antosiyaninlerin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla oncelikle kalluslar, iizerindeki
besin ortam1 kalintilarindan tamamen uzaklastirilacak sekilde besin ortamindan ¢ikarilmislar,
tartilmig ve analize hazir hale getirilmislerdir. Antosiyanin analizlerine yonelik olarak 2 g
kallus Ornegi alinmis ve ilizerine %96’lik etanol ilave edilerek homojenize edilmistir. Bu
sekilde bir gece siiresince ekstrakte edilen 6rnekler ardindan once vorteks ile karistirilmas,
sonrasinda santrifiij yapilmis ve siipernatant kismi alinmistir. Alinan siipernatant kisim
45°C’de evapore edilmis, kuru hale gelen evaporator balonunun igerisine metil alkol ilave
edilerek antosiyaninleri iceren kismin ¢oziinmesi saglanmis ve 0.45 pM millipore filtreden
gecirilerek HPLC sistemine verilmistir (19).

Arastirmada HPLC analizlerinde kullanilan malvidin 3 kloriir, metil alkol (HPLC
saflikta) ve formik asit (ACS saflikta) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) ile Merck
(Steinheim, Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Malvidin 3 kloriir standardina ait stok
¢oOzelti, metil alkol i¢erisinde hazirlanmustir.

Calismada kullanilan HPLC sistemi, Shimadzu Prominence marka olup, sistem, 20 A
CBM, D SPD-M20A DAD dedektor, CTO-10ASVp kolon firini, LC20 AT pompa ve SIL 20
ACHT oto oOrnekleyiciden olusmaktadir. Bilgisayar programi olarak, LC Solution
kullanilmistir. Mobil faz olarak, %3 formik asit (A) ve metil alkol (B) tercih edilmistir.
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Gradient bir ¢alisma programi modifiye edilerek uygulanmis olup, calisma programi, Tablo
2’de verilmistir.

Sekil 1. Kalluslardan Antosiyanin Uretimi.

Tablo 2. Ogrencilerin Kisisel Hijyen Malzemeleri Kullanim Puanlari

Final siiresi % A % B
(dakika)

0 100 0

3 95 5
15 80 20
17 80 20
27 60 40
37 50 50
50 60 40
65 0 100

Akis hizi 0.8 mL/dakikadir. Kolon olarak Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (250
mm X 4,6, 5 um) kullanilmistir. Kolon firin sicakligi 30 C’dir (20). Malvidin 3 kloriiriin
kantitatif analizi i¢in, dedeksiyon 530 nm dalga boyunda ger¢eklestirilmistir.

3. BULGULAR

Arastirmada antosiyanin igerigi, malvidin 3 kloriir cinsinden belirlenmis olup,
istenilen bilesige ait kalibrasyon grafigi, Sekil 2’de verilmistir. Malvidin 3 kloriir standardina
ait alikonma zamani (RT), 41.9; dedeksiyon limiti degeri (LOD; mg/kg) 0.24 ve kantitasyon
limiti degeri (LOQ; mg/kg) 0.792°dir. Korelasyon katsayis1 (R2) ise, 0.999’dur. Malvidin 3
kloriir standardina ait kromatogram, Sekil 2’de ve 6rneklere ait kromatogramlar toplu olarak,
Sekil 3’de sunulmustur.

Arastirmada  antosiyaninlerin  belirlenmesine  yonelik analizler HPLC ile
gerceklestirilmistir. HPLC, 6zellikle yiiksek sicakliklarda bozulan bilesikler icin son derece
uygun bir metot olmasi, ayn1 anda nicel ve nitel analizlerin yapilmasina olanak tanimasi,
yiikksek c¢oziiniirlik saglamasi, basit, hizli ve tekrarlanabilir olmasi, yiliksek oranda geri



Antosiyaninlerin Biyoteknolojik Yontemlerle Uretimi Cetin ve ark.

kazanimin saglanmasi ve farkli dedektorler kullanilarak farkli kimyasal yapidaki bilesiklerin
tespit edilebilmesi gibi nedenlerle son derece avantajli bir analiz metodu olarak deger
tasimaktadir (21).
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Sekil 2. Kalibrasyon Grafigi.

Aragtirmada analizler {i¢ tekerriirlii olarak yapilmis olup, yaprak sap1 eksplantlarindan
elde edilen kalluslarin alt1 farkli besin ortaminda iiretmis olduklar1 antosiyanin miktarlarina

iliskin sonuclar, Tablo 3’de sunulmustur.
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Sekil 3. Standarda (iistte) ve Orneklere (Altta) Ait Kromatogramlar.
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Tablo 3. Kalluslardan Elde Edilen Antosiyanin Miktarlar1 (ug/g).

Besin ortami Antosiyanin miktar1 (ug/g)

94.501+£3.205
<LOD
57.178+£2.215
8.716+1.277
16.241+2.478
19.329+1.367

Al O & WO DN B

LOD: Tespit limitinin altinda

4. TARTISMA

Besin ortamina gore antosiyanin miktarlarinin degistiginin belirlendigi arastirmada
8.716 ng/g dan 94.501 pg/g a kadar degisen miktarlarda bilesik eldesi saglanmistir (Tablo 3).
Burada 0.5 mg/L BAP ve 0.5 mg/L TAA katkili BS (22) ortaminin kalluslardan antosiyanin
sentezini tesvik etmesi bakimindan daha basarili sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu ortam
daha Once yapilmis olan arastirmalarda da yaprak sapi eksplantlarindan kallus olusumu
tizerine olumlu etkileri oldugu belirlenmis bir besin ortamidir (23,24).

Alphonse Lavalle {izim g¢esidine ait yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen
kalluslarda farkli besin ortamlarnin antosiyanin iiretimi iizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla planlanmis bu arastirmanin sonucunda besin ortami igerigine gore bilesik sentezinin
degistigi belirlenmistir. Sekonder metabolit miktarlarinin besin ortami igerigine, sicaklik ve
151k gibi kiiltir kosullarina ve daha pek ¢ok faktdre bagli olarak degistigi bilinmektedir
(25,26). Bunun yaninda kullanilan bitkisel materyalin ve kalluslara uygulanan biyotik ve
abiyotik farkli stres uygulamalarinin da sekonder metabolit iiretimi iizerine etkili oldugu bu
alanda yapilmis olan calismalarla tespit edilmigtir (27-31). Asmada kallus kiiltiirleri ile
antosiyanin {iretimine yoOnelik arastirmalarda ¢ogunlukla spektrofotometrik yoOntemlerin
kullanildig1 belirlenmistir. Nitekim yapmis olduklar: bir arastirmalarinda Mihai ve ark. (31)
hormonal kombinasyonlarin degisimini incelemislerdir. 37 giin ve 7 giin olarak alt kiiltiirlerde
iki asamal1 bir silire¢ belirleyen arastirmacilar besin ortamina ilave ettikleri salisilik asit,
absisik asit, jasmonik asit ve mannitol konsantrasyonlarinda degisiklikler yaptiklar1 arastirma
sonucunda SA-ABA uygulamalarinin uzun siireli Vitis vinifera kallus kiiltiirlerinde
antosiyanin iiretimini artirmada etkili oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmalarinin sonucunda
spektrofotometrik olarak siyanidin 3- glikozit cinsinden belirledikleri antosiyanin igeriginin
farkli hormon kombinasyonlarina gére 20-90 mg/L arasinda degistigi belirlenmistir. Asmada
antosiyanin birikiminin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarda genellikle farkli elisitorlerin
kullanildig1 ve kokenini yine kalluslarin olusturdugu hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
kullanildig1 tespit edilmistir (32-33). Bununla birlikte gerek kallus gerek hiicre siispansiyon
kiiltiirleri ile yapilan metabolit iiretmeye yoOnelik calismalarda halen istenilen diizeyde
basarmin elde edilemedigi de bilinmektedir. Bu nedenle sekonder metabolit birikiminin
incelenmesine yonelik yapilan arastirmalarda homojen ve yiliksek miktarlarda iiriin elde
edilebilmesi bakimindan yontemin optimizasyonu biiylik onem tagimaktadir.

Glinlimiizde modern ilaglarin %25’inden fazlasinin dogrudan ya da dolayli olarak
bitkilerden elde edildigi bilinmektedir. Bunun yaninda ila¢ endiistrisinin ilgilendigi sekonder
metabolitlerin bulundugu birg¢ok bitki de dogal popiilasyonlarmin hizla tiikketilmesi nedeniyle
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nesli tilkkenmekte olan bitkiler icerisinde yer almaktadir. Bu nedenle insan sagligi acisindan
son derece degerli, ayn1 zamanda katma degeri de yiiksek olan bu bilesenlerin ¢evreyi tahrip
etmeksizin yliksek miktarlarda ve siirdiiriilebilir iiretimi i¢in doku kiiltiirii teknikleri ile farkl
uygulamalar yapilmasi ve Ozellikle ziraat, kimya, tip ve eczacilik bilimleri ile birlikte
gergeklestirilecek multidisipliner ¢alismalarla potansiyellerinin ortaya konulmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir.

5. TESEKKUR

Bu arastirmanin gergeklestirilmesinde ArGe Inovasyon projeleri kapsaminda finansal
destek saglayan KOSGEB birimine ve deneysel asamalarin gergeklestirildigi Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastrma Merkezine
tesekkiirlerimizi sunariz.
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