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Bu calismada, Merlot ve Ercis lizlim ¢esitlerine ait kallus kiiltiirlerinde, Melatonin (MEL) uygulamalarinin kallus olusumu
ile antioksidan aktivite (AA) ve toplam fenolik (TF) bilesik igerigi lizerine etkisi incelenmistir. Baslangi¢ eksplanti olarak
in vitro bitkiciklerden elde edilen bogum aralari kullanilmistir. Eksplantlar, pH degeri 5.7°ye ayarlanmis, 0, 100, 200
pmol.I"* MEL, 30 g 1! sakkaroz ve 8 g agar igeren Murashige ve Skoog (MS) kat1 besin ortamina dikilmistir. Kiiltiirler
iklim odasinda 25°C’de 8/16 saat fotoperiyotta inkiibe edilmis ve 21 giin ara ile iki defa alt kiiltiire alinarak kallus
¢ogaltimi saglanmustir. Kalluslarin antioksidan aktivitesi demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP) yontemiyle
spektrofotometrede 593 nm dalga boyunda okunarak pmol trolox es degeri (TE) g! olarak ifade edilirken, TF bilesik
icerigi Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak spektrofotometrede 725 nm dalga boyunda okunmus ve mg gallik asit
esdegeri (GAE) g! olarak ifade edilmistir. Caligma sonucunda MEL’in asmalarda kallus olusumunu uyardig1 ve TA ve
TF bilesik igerigi lizerine etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., in vitro, sekonder metabolit, kolorimetrik analiz

EFFECT OF in vitro MELATONIN TREATMENTS ON CALLUS FORMATION, ANTIOXIDANT ACTIVITY
AND TOTAL PHENOLIC COMPOUND CONTENT OF GRAPEVINE

ABSTRACT

In this study, the effect of Melatonin (MEL) treatments on callus formation, total antioxidant (TA) and total phenolic (TP)
compound content in callus cultures of Ercis and Merlot grape cultivars were investigated. The internodes obtained from
in vitro plantlets were used as the initial explant. Explants were planted in Murashige and Skoog (MS) solid basic nutrient
medium containing 0, 100, 200 umol.I"* MEL, 30 g sucrose and 8 g agar and adjusted pH to 5.7. The cultures were
incubated in the climate chamber at 25°C for a photoperiod of 8/16 hours, and callus augmentation was achieved by sub-
culturing twice with an interval of 21 days. While the total antioxidant content of callus was recorded at 593 nm
wavelength in the spectrophotometer with the ferric reducing antioxidant power (FRAP) method and expressed as pmol
trolox equivalent (TE) g, the TP compound content was read at 725 nm wavelength in a spectrophotometer using Folin-
Ciocalteu reagent (FCR) and expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) g™'. As a result of the study, it was determined
that MEL effect TA and TP compound content and induces callus formation in grapevine callus cultures.

Keywords: Vitis vinifera L., in vitro, secondary metabolite, colorimetric analysis

GIRIS
Bitki doku kiiltiirli yontemlerinden yararlanilarak
fenolik bilesiklerin in  vitro liretimi tarimsal
biyoteknolojinin 6nem kazanmis calisma

alanlarindan biridir. Hedef bilesiklere hizli ve
giivenilir bir sekilde ulasabilmenin yoOntemi ve
miktar1 gelistirildiginde, disiplinlerarast (kimya,
eczacilik, tip gibi) ihtiyaglara cevap verebilecek
biyolojik materyallerin elde edilmesi saglanmaktadir.
In vitro kosullarda gerceklestirilen yontemlerden,

Ozellikle kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirii
teknikleri ~ Uretim  kapasitesinin  yogunlugu
bakimindan daha avantajli goriilmekte ve yogun
olarak c¢aligilan bir alan olarak dikkat ¢ekmektedir
[27,14,15,16,17,8,7, 11,19, 13, 3, 10, 6, 24].
Asmalar (Vitis sp.) oOzellikle kallus ve hiicre
siispansiyon kiiltiirii yoluyla fenolik bilesik biriktirme
ve sentezleme yetenegi nedeniyle biyoteknolojik
uygulamalarda tercih edilen bitkiler arasindadir [4].
Asma dokusundaki fenolik bilesiklerin biyosentezi
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genetik ve cevresel faktorlere bagli olmasinin yam
sira elisitorler tarafindan da uyarilabilmektedir [15,
21].

Daha once sadece hayvansal bir hormon olarak
bilinen melatonin (MEL) bilesiginin (N-asetil-5-
metoksitriptamin), bitki fizyolojisindeki rolii giincel
arastirmalara  konu olmaktadir [1]. MEL’in
bitkilerdeki en belirgin roli, sirkadiyen ritmi, biiylime
ve gelismeyi diizenlemesi ve c¢evresel stres
faktorlerine toleransin artmasi olarak 6ne ¢ikmaktadir
[12]. Fitomelatonin ayrica, antioksidan aktivite
faktorii olarak bilinen antioksidan enzimleri aktive
etmekte [20], mitokondriyal elektron tasima
zincirinin etkinligini arttirmakta ve bitkileri oksidatif
hasardan korumada 6nemli bir rol oynamaktadir [22].
Bununla birlikte, genel olarak, bitkilerde MEL ile
ilgili aragtirmalar heniiz simirhidir. Olumsuz cevre
kosullarinda yasayan ve esas olarak toleransh
bitkilerde bulunmasi beklenen yiiksek MEL igerigi,
son yillarda bu maddenin disaridan uygulanmastyla
bitkilerin stres kosullarina kars1  toleransinin
iyilestirilmesine yonelik arastirmalar1 da glindeme
getirmistir. Bir elisitér olarak MEL’in asma fenolik
bilesikleri tizerindeki etkisine iliskin bir ¢aligmaya
rastlanilmamustir. Vitis tiirleri i¢in heniiz bir bilgiye
ulasilmayan bu alanda planlanan caligma ile asma
kallus kiiltlirlerine farkli konsantrasyonlarda MEL
uygulamalarinin  kallus olusumu ile kalluslarda
toplam fenolik bilesik ve antioksidan aktivite
iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir,

MATERYAL VE METOT
Materyal

Caligma, 2020-2021 yillari arasinda
yuriitiilmistiir. Bitkisel materyal olarak Merlot ve
Ercis {iziim cesitlerine (Vitis vinifera L.) ait bir yagh
dallar kullanilmistir. Kis dinlenme déneminde olgun
yasta ve siirgiinleri iyi odunlagmis saglikli ve hastalik
belirtisi gostermeyen omcalardan alinan bir yash
dallar, siirdiiriilmek iizere torf:perlit (1:1) karigimi
bulunan kaplara dikilerek iklim odasinda (8/16 saat
fotoperiyot ve 24°C sicaklik) kok ve siirgiin
olusturmaya alinmiglardir. Daha sonra bir yasli dal
celiklerinin olusturdugu stirgiinlerden hazirlanan
yesil tek bogumlu mikro gelikler arastirmada eksplant
kaynagi olarak kullanilmislardir.

Metot
*Eksplantlarin Sterilizasyonu: Baslangic
materyali olarak kullanilan tek bogumlu mikro

celiklerin ylizey sterilizasyonunda dezenfektan olarak

68

2-3 damla ticari deterjan (Tween 20) ilavesi yapilmis
%15’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisi
kullanilmustir. Tek bogumlu mikro ¢elik eksplantlari,
akan c¢esme suyu altinda birakildiktan sonra
dezenfektan c¢ozeltisi igerisinde 10 dk manyetik
karistiricida karistirimistir. Dezenfektanin
dokularimdan arinmasi igin eksplantlar her biri 5
dakika olmak ftizere 3 kez steril distile suda
durulanarak sterilizasyon islemi tamamlanmustir.

*In vitro Bitkiciklerin Elde Edilmesi: Tek bogumlu
mikro ¢elik eksplantlar1 1 mg [! BAP (Benzil Amino
Purin), 30 g 1! sakkaroz ve 8 g agar igeren MS [23]
besin ortamina aktarilmalarimin ardindan, sicakligi
2442°C’ye  ayarlanmig, 2000-2500 liks 151k
intensitesinde 16 saat aydmlik 8 saat karanlk
kosullarda inkiibe edilmistir.

*Kallus Dokularimin Elde FEdilmesi: Kallus
baslangi¢ eksplanti olarak, in vitro bitkiciklerden elde
edilen bogum aralar1 kullanilmigtir. MS ortamma 0,
100, 200 umol.I"* MEL eklenmistir. Kiiltiirler 8/16
fotoperiyot ve 25°C’de inkiibe edilmis ve 21 giin ara
ile iki defa alt Kkiiltiire alinarak kallus g¢ogaltimi
saglanmustir.

Incelenen Ozellikler

*Kallus Olusum Orami: Her uygulama ig¢in bir
petriye 10 adet eksplant dikilecek sekilde 10 adet
petriye toplam 100 eksplant kullamilmustir. Ik 21
giinlin sonunda meydana gelen ¢epegevre 1. tip kallus
(beyaz, sar1 renkli, sert kirilgan yapida saglikh
goriiniimdeki kallus) miktar1 her uygulama i¢in ayri
ayr1 sayllmig ve elde edilen kallus sayisinin eksplant
sayisina orant %olarak ifade edilmistir. Kallus
olusum orani agagidaki esitlie gore hesaplanmigtir

[18].
Kallus Olusum Orani (%) = Kallus Sayisi x 100
Toplam Eksplant Sayisi

*Antioksidan Aktivite ve Toplam Fenolik Bilesik
Iceriginin  Belirlenmesi: Kalluslarin antioksidan
aktivitesi demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
yontemiyle spektrofotometrede 593 nm dalga
boyunda okunarak pmol trolox es degeri (TE) g!
olarak ifade edilirken [2], toplam fenolik bilesik
igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak
spektrofotometrede 725 nm dalga boyunda okunmusg
ve mg gallik asit esdegeri (GAE) g olarak ifade
edilmistir [26].

e[statistik  Analiz: ~ Tamimlayic1 istatistikler;
ortalama ve standart hata olarak ifade edilmistir. Bu
Ozellikler bakimindan, ortamlar1 Kkarsilastirmada
Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir.  Farkliliklart
belirlemede Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmigtir. Hesaplamalarda istatistik Onemlilik
diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar i¢in SPSS
(ver: 21) istatistik paket program kullanilmustir.
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BULGULAR VE TARTISMA

MEL Uygulamalarinin Kallus olusumuna Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki MEL’in ¢epecevre 1.
tip kallus olusum oranini etkiledigi tespit edilmis olup
(p<0.05), elde edilen bulgular Cizelge 1 ve Sekil 1°de
sunulmustur.

Caligmada toplam 600 eksplant kullanilmis ve 21
giin igerisinde 312 kallus olusumu gergeklesmis ve
kallus olusum orami %52.00 olarak belirlenmistir.
Besin  ortamina 0, 100, 200  umol.l™
konsantrasyonlarinda MEL eklenmek suretiyle 3
farkl uygulama yapilmustir. Kontrol
uygulamalarinda ¢epegevre 1. tip kallus olusumu
gbzlenmemigstir. En yiiksek kallus olusum yiizdesi;
Merlot iizim g¢esidinde 200 pmol.l* MEL
uygulamasinda %89, ardindan Ercis {iziim ¢esidinde
100 pmol.I"* MEL uygulamasinda %81 olarak elde
edilmistir (Cizelge 1).

MEL Uygulamalarimin Antioksidan Aktivite
Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki MEL’in antioksidan
aktiviteyi etkiledigi tespit edilmis olup (p<0.05), elde
edilen bulgular Cizelge 1’de sunulmustur.

Ercis iiziim ¢esidinin kontrol kalluslarinda 1.68
umol TE g olarak dlgiilen AA, 100 pmol.I”* MEL
iceren ortamda gelisen kalluslarda 4.5 kat artis
gostererek ¢alismanin da en yliksek degeri olan 7.46
umol TE g*’a ulasmistir. 200 umol.I"* MEL igeren
ortamda gelisen kalluslarda ise AA, kontrole gore
yaklasik 3 kat daha yiiksek bir igerik sergilese de
(5.28 umol TE g ') buigerik 100 umol.I"* MEL igeren
ortamda gelisen kalluslardan 1.4 kat daha azdir
(Cizelge 1).

Merlot iiziim ¢esidinin kontrol kalluslarinda 1.09
umol TE g olarak dlgiilen AA, 100 pmol.I"* MEL
iceren ortamda gelisen kalluslarda (3.52 pymol TE g)
yaklasik 3 kat, 200 umol.I"* MEL igeren ortamda
gelisen kalluslarda (3.70 umol TE g!) ise 3.4 kat artis
sergilemistir (Cizelge 1).

MEL Uygulamalarimin Toplam Fenolik Bilesik
I¢erigi Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki MEL’in TF bilesik
igerigini etkiledigi tespit edilmis olup (p<0.05) elde
edilen bulgular Cizelge 1’de sunulmustur. Ercis tizim
cesidinin kontrol kalluslarinda 0.43 mg GAE g™
olarak olgilen TF bilesik igerigi 100 umol.l"™* MEL
iceren ortamda gelisen kalluslarda 4 kat artig
gostererek caligmanin da en yiiksek sonucu olan 1.76
mg GAE g"’a ulagsmustir. 200 pmol.1™* MEL igeren
ortamda gelisen kalluslarda TF bilesik icerigi (1.63
mg GAE g™) kontrole gore yaklagik 3.8 kat artis,

diger MEL uygulamasia gore ise 1.1 kat azalis
sergilemistir.

Bulgularimiz, MEL’in asmalarda kallus olusumu,
antioksidan aktivite ve fenolik bilesik iizerindeki
etkilerine iliskin ilk bulgulardir. Ancak farkli
bitkilerde MEL uygulamalariin hem kallus hem de
seckonder metabolit birikimine olan etkilerinin
incelendigi aragtirmalar bulunmakta olup, bu
calismalarin  birinde biberiye Dbitkisinin kallus
kiltiirlerinde MS ortamina ilave edilen 100 (%43.62)
ve 200 (%33.26) uM MEL konsantrasyonlarinin
kontrol grubu (%80.91) ile karsilastirildiginda kallus
olusum oranini azalttigi bildirilmistir [5]. Benzer
sekilde 100 veya 200 uM MEL ilaveli MS ortaminda
gelisen Feslegen kalluslarmin olusum orani kontrole
gore daha diigiik bulunurken TF bilesik igerigi
kontrole (0.19 mg g') gore (sirasiyla 0.784 mg g! ve
0.34 mg g') daha yiiksek bulunmustur [9]. Riaz ve
ark. [25], Pervane ¢igeginde MEL’in c¢esitli
konsantrasyonlarimin (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 ve 20
uM) kallus olusumunu destekledigini ve en iyi
sonuicun 1 puM MEL konsantrasyonunda elde
edildigini tespit etmislerdir. Tere kallus kiiltiirlerinde
MS ortamina ilave edilen 5.0 uM, 10.0 uM, 15.0 uM,
20.0 uM, 25.0 uM, 50.0 uM konsantrasyonlarindaki
MEL (6zellikle 20.0 pM), kalluslarin toplam
antioksidan ve fenolik bilesik igerigini 6nemli 6lgiide
artirdigi da belirlenmistir [28].

Cizelge 1. Ozellikler i¢in asma kallus kiiltiirlerinde
uygulamalara gore tanimlayici istatistikler ve
karsilagtirma sonugclari

Table 1. Descriptive statistics and comparison results
for the characteristics according to treatments
in grapevine callus cultures

1. tip kallus
Uygulamalar Olusump oran:l(%) TA ¥
(umol TE g') |(mg GAE g ™)
Treatments Type 1 callus T4 P
formation (%)

Ercis Kontrol 0.00+0.00 d 1.68+£0.02d | 0.43+0.00 ¢
Merlot Kontrol 0.00+0.00 d 1.0940.12d | 0.34+0.04 ¢
Ercis 100 MEL 81.00£1.50 b 7.46+0.05a | 1.76+0.04 a

Merlot 100 MEL 72.00+2.00 ¢ 3.52+0.11 ¢ | 0.94+0.02 ¢
Ercis 200 MEL 70.00+2.00 ¢ 5.28+0.71b | 1.63+0.03 b

Merlot 200 MEL 89.00+1.00 a 3.70£0.63 ¢ | 0.66+0.02 d
Toplam / Total 52.00+11.27 3.79+0.66 0.96+0.17

a, b, cd: Her 6zellik igin (ayn1 siitunda) farkls kiigiik harfi alan ortalamalar
aras1 fark onemlidir (p<0.05)

a, b, c\:Different lower cases in the same column represent statistically
significant differences (p<0.05)

SONUC

Bu ¢alismada, asmalarin bilinen tarimsal kullanim
amaglar1 disinda, biyoteknolojik amacgli kullanimini
gelistirebilmek amaciyla; iki tizlim ¢esidinin in vitro
kosullarda gelistirilen kallus dokularinda kallus
olusum orami ile antioksidan aktivite ve fenolik
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bilesik tiretim kapasitesi lizerine MEL’in etkisi
incelenmistir. Calismada elde edilen sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde, MEL’in asma kallus
kiiltiirleri i¢cin oldukga etkili bir elisitér oldugu
goriilmiistiir.  Gelecek ¢alismalarda, in  vitro
kosullarda daha fazla tiziim cesidi ile c¢alisilmali ve
tarim dis1 (farmasétik, kozmetik) kullanim olanaklar
belirlenmelidir.
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