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OZET Biyokimya

Bu calismada oksin tiirevi olan naftalin asetik asit (NAA), sitokinin

tiirevi 6-Benzilaminopiirin (BAP) ile indol-3-butirik asit (IBA)in farkl Aragtirma Makalesi
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 kivi bitkisinin (Actinidia

deliciosa) kotiledon eksplantlarina uygulandi. Kallus hiicrelerinin Makale Tarihgesi

fenolik bilesik, antioksidan aktivite, yag asidi bilesimi ve lipofilik Gelig Tarithi @ 05.05.2023
molekil igerikleri incelendi. Kiltiir ortaminda yetistirilen Actinidia Kabul Tarihi :28.09.2023
deliciosa surgunleri 5 santimetreye ulasinca kotiledonlar: eksplant

kaynagi olarak kullanildi. Farkli doz ve kombinasyonlarda bitki biiyytime Anahtar Kelimeler
diizenleyicileri (BBD) iceren kiiltiir ortamlarinda kallus indiiksiyonu Actinidia deliciosa
saglandi. Kalluslar ile yapilan analiz sonuglarina gore total fenolik icerigi Mikrocogaltim

0.5 mg L,-1 NAA + 1 mg L.-1 BAP + 0.5 mg L.-1 IBA kombinasyonu iceren Total fenolikler

F grubunda kontrol grubuna gére azaldigi halde (p<0.05), diger DPPH

gruplarda belirgin diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001). DPPH ve ABTS
antioksidan kapasite degerleri NAA ve BAP kombinasyonu verilen
gruplarda yiiksek oldugu halde, NAA+BAP+IBA kombinasyonun
bulundugu gruplarda disiik oldugu belirlendi. Antioksidan etkili lipofilik
molekiillerden a-tokoferol diizeyi farkli konsantrasyon uygulanan NAA
ve BAP gruplarinda yiiksek (p<0.001), farkli konsantrasyon kullanilan
NAA ile BAP ve NAA+BAP+IBA kombinasyon gruplarinda ise azaldig:
saptand1 (p<0.001). Ergosterol, stigmasterol ve betasitosterol gibi
fitosterol diizeylerinin bitki biiyiime diizenleyilecilerinin (BBD)
uygulandigi kombinasyon gruplarinda farkli oranlarda azaldig1 gozlenda.
Yag asidi kombinasyonu i¢inde kontrol grubuna gére BBD gruplarinin
cogunda palmitik asit oran arttig1 halde (p<0.01), baz1 BBD gruplarinda
istatistik farklilik bulunmadi. BBD’nin farkli kombinasyonlarinin
verildigi gruplarin yag asidi bilesimi iginde palmitoleik, stearik ve
linoleik asit oranlarinda azalma go6zlenirken, linolenik asit oranlarinda
yiikselme belirlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Sonuc¢ olarak kivi
bitkisinin kallus olusumu tzerinde farkl oranlarda kullanilan oksin ve
sitokinin turevlerinin kallus dokusunun biyokimyasal metabolitleri
uzerinde farkl etkilere sahip oldugu belirlendi.

Yag asidi bilegimi

A Biochemical Study on the Development of Actinidia deliciosa Callus by Combinations of Naphthalene
Acetic Acid, 6-Benzylaminopurine and Indole-3-Butyric Acid

ABSTRACT Biochemistry

In this study, different concentrations and combinations of auxin .

derivative naphthalene acetic acid (NAA), cytokinin derivative 6- Research Article
Benzylaminopurine (BAP) and indole-3-butyric acid (IBA) were applied Article History

to cotyledon explants of kiwifruit (Actinidia deliciosa). Phenolic Received : 05.05.2023
compound, antioxidant activity, fatty acid composition and lipophilic Accepted : 28.09.2023
molecule contents of callus cells were investigated. When the shoots of

Actinidia deliciosa grown in a culture medium reached 5 cm, their Keywords

cotyledons were used as explant source. Callus induction was achieved in Actinidia deliciosa

culture media containing plant growth regulators (BBD) in different Micropropagation

doses and combinations. According to the results of the analysis made E‘g;alhenOhCS

with calli, the total phenolic content of the F group containing 0.5 mg L-
1 NAA + 1 mg L.-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA combination was decreased

Fatty acid composition
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compared to the control group (p<0.05), but it was significantly higher in
the other groups. (p<0.001). Although DPPH and ABTS antioxidant
capacity values were higher in the groups given NAA and BAP
combination, it was determined that they were lower in the groups with
NAA+BAP+IBA combination. The level of a-tocopherol, an antioxidant-
effective lipophilic molecule, was higher in NAA and BAP groups applied
at different concentrations (p<0.001), but decreased in NAA and BAP and
NAA+BAP+IBA combination groups used in different concentrations
(p<0.001). It was observed that phytosterol levels such as ergosterol,
stigmasterol and betasitosterol decreased at different rates in the
combination groups in which plant growth regulators (BBD) were
applied. Although the palmitic acid ratio increased in most of the BBD
groups compared to the control group in the fatty acid combination
(p<0.01), no statistical difference was found in some BBD groups. While
a decrease was observed in palmitoleic, stearic and linoleic acid ratios in
the fatty acid composition of the groups in which different combinations
of BBD were given, an increase was observed in linolenic acid ratios
(p<0.05, p<0.01, p<0.001). As a result, it was determined that the auxin
and cytokinin derivatives used at different rates on the callus formation
of the kiwi plant had different effects on the biochemical metabolites of

the callus tissue.
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GIRIS

Actinidia deliciosa anavatam Orta ve Glney Cin olan,
kiiresel éneme sahip ticari bir bitkidir (Wang ve ark.,
2021; Guo ve ark., 2017). A. deliciosa icerigindeki
biyoaktif bilesen cesitliligi sebebiyle insanlar icgin
olduke¢a yararh oldugu tespit edilmistir (Giangrieco ve
ark., 2016 ). A. deliciosa iceriginde, flavonol ve
flavanon bilegenlerinin mevcut oldugu belirtilmigtir
(Pinelli ve ark., 2013). Bu flavonoid bilesiklerin
antioksidan oOzellikte olup patojenik organizmalara
karst etkili mantar oOnleyici maddeler oldugu
bildirilmistir (Mohamed & Suresh, 2020). Adaptasyon
yetenegi yuksek olan A. deliciosa bitkisi farkli ekolojik
sartlarda yetistirilebilmektedir (Eksi & Ozen, 2012).
Ancak buytuk 6lgekli, hizli, ekonomik ve kolay fidan
uretimi i¢in doku kiiltiiri teknikleri ile mikro ¢ogaltim
onerilmektedir (Kumar & Sharma, 2002). Verimi
yiksek Dbitki {Uretiminin yam sira, sekonder
metabolitlerin tretiminde de bitki hiicre ve doku
kiiltiirti yontemleri kullamlmaktadir (Rout ve ark.,
2000; Verpoorte ve ark., 2007; Shinde ve ark., 2010).
Doku kiltirt uygulamalarinda, besi yeri igerisindeki
bitki biiyiime diizenleyicilerinin oranlari, biiylime ve
morfogenesisin kontrolt i¢in kritik 6neme sahiptir.
Genellikle yiiksek oksin diisiik sitokinin orani, hizh
hiicre c¢ogalmasi ve kallus olusumunu tegvik
etmektedir (Chawala & Wenzel, 1987). Oksin veya
sitokininin cesidi, konsantrasyonu veya
oksin/sitokinin  orani, kultire alinmig  bitki
hiicrelerinde gelisme ve urin bi¢ciminde O6neml
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derecede degisikliklere neden olur ( Mantell & Smith,
1983). NAA ve IBA  konsantrasyonlarinin
degistirilmesiyle bazi bitki kulturlerinde sekonder
metabolit liretiminin arttig1 goézlenmistir ( Vasil &
Schell, 1984). Sitokininlerin etkisi metabolitin tipine
ve incelenen tlrlere gore ¢esitlilik gosterir. Bazi bitki
turlerinde sekonder metabolit {iretimini artirirken
bazi bitki kultiurlerinde sekonder metabolit tiretimini
inhibe etmektedir (Mok ve ark., 1976). Alkaloidler,
saponinler, karotenoidler, antosiyaninler, polifenoller
gibi bir dizi kimyasal bilegik, bitki hiicre ve doku
kiiltiirlerinde sentezlenip, biriktirilirler (Mulabagal &
Tsay, 2004; Yesil-Celiktas ve ark., 2007; Shinde ve
ark., 2010). Bunlar arasinda polifenoller dejeneratif ve
yaslanmayla ilgili bir¢ok hastaliktaki rolleri nedeniyle
son yillarda dikkat ¢cekmig ve bir¢ok ¢alismaya konu
olmustur. (Brewer, 2011; Prochazkova ve ark., 2011).

Polifenoller farklh in wvitro ortamlarda gigli
antioksidan aktivite sergileyerek c¢esitli reaktif
oksijenleri (ROS) siipiirme yoluyla koruyucu

olmuslardir (Halliwell, 2008).

A. deliciosa bitkisinin sekonder metabolit icerikleri ve
antioksidan kapasite tayinlerine dair c¢alismalar
yapilmig olsa da in vitro sartlarda yetistirilmis A.
deliciosa bitkisinde bu ¢alismalar yapilmamigtir. Bu
calismada A. deliciosa bitkisinin in vitro sartlarda
kallus kultiri olusturmak tizere farklh bitki biyltime
diizenleyicilerini farkli kombinasyonlarla optimize
edip, kallus ekstraklarinin antioksidan kapasite
tayinleri, total fenolik ve flavanoid degisimlerle


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/actinidia
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429221001826#bib16
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birlikte  birtakim  biyokimyasal parametrelerin

arastirilmasi hedeflenmigtir.

MATERYAL ve METOD

Bu arastirma Firat Universitesi Bitki Doku Kiiltiirii
Laboratuvari’nda yiritilmustir. Calisma materyali
olarak olgun A. deliciosa meyvelerinden alinan
tohumlar kullamilmigtir. 24 saat karanlik ortamda su
icerisinde bekletilen tohumlar sonrasinda saf suyla
yikanip % 70’ lik etil alkolde 60 saniye bekletilip % 2’
lik sodyum hipoklorid ¢ézeltisinde 15 dakika boyunca
karigtirilmigtir. Yizey sterilizasyonunun son iglemi
olarak 5er dakika arayla 3 kez steril saf sudan
gegirilerek bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen ve
bitki doku kiiltiiriinde siklikla kullanilan Murashige
Skoog (MS) besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Elde
edilen bitkiler eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir.

Kallus Olusumu
Kiltire alinan tohumlardan olusan stirgiinler 4.

Cizelge 1. MS besiyeri icerikleri ve konsantrasyonlar:
Table 1. MS medium contents and concentrations

haftamin sonunda 5 cm’ye ulastiginda eksplant
kaynag1 olarak kullanildi. Yaprak eksplantlarinin
kallus indiiksiyonunu saglamasi i¢in kiltire alindig:
MS besiyeri ortamlarina 6-benzilaminopiirin (BAP),
indol-3-biitirik asit (IBA) ve naftalin asetik asit (NAA)
bitki biiyiime diizenleyicileri eklenmistir (Kumlay &
Ercisli, 2015). Calisma bitki doku kiiltiiriinde yaygin
kullanilan MS ortami yapildi (Murashige & Skoog,
1962). Besiyerleri hazirlamasinda 4.4 g L1 MS, 30 g L
1 stikroz olacak sekilde tartilip, manyetik karigtirici
yardimiyla ¢6zlinmesi saglandi. Cozlinen besiyerleri
pH degeri 5.8 gekilde ayarlanmis ve katilagmasi igin
6.8 g L1 plant agar eklendi. Daha sonra kultur
ortamina ilave edilen bitki buylime dlzenleyicileri
(BBD) konsantrasyonlarina gére 9 farkli grup
olusturuldu. Kombinasyon seklinde besi yerlerine
ilave edilen BBD gruplar1 Cizelge 1‘de gosterilmigtir.
BBD icgeren besiyerlerinde 5 hafta boyunca kallus
indiksiyonuna birakilan A.deliciosa eksplantlarinin
her bir kombinasyonu 3 tekerrir olacak sekilde
hazirland.

BBD/ BESIN  Kontrol A B C D E F G H
ORTAMLARI  Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
NAA (mg L) - 0.25 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5
BAP (mg L) - 1 1 1.5 1.5 1 1 1.5 1.5
IBA (mg L1) - - - - - 0.5 0.5 1 1

Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen A. deliciosa kalluslar1 pens
yardimiyla dikkatli bir sekilde magentadan alinmas,
kalluslar saf sudan gecirilerek besiyeri kalintilar:
uzaklastirilmigtir. Her bir kallus 6rneginden l'er g
tartilarak, 10 ml methanol ile homojenizatorde
parcalanip, santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant
kismindan DPPH, ABTS, total fenolik ve total
flavonoid tayinleri yapildi. Yag asidi, ADEK ve
sterollerin analizleri igin 1 g kallus o6rnekleri
tzerlerine 10 ml % 0.03 BHT iceren n-hekzan
izopropanol karisimi eklenerek homojenize edilip,
santrifiij sonrasi stiipernatant kismi kullanilda.

Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

Serbest radikal olarak 25 mg L1 1,1 difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) metanolde cozdiiriilerek
kullanildi. Deney tuplerine sirasiyla DPPH
¢ozeltisinden 4 ml ilave edilmig, daha sonra 100 pL
bitki ekstraktlari ilave edilip vortekslendi ve 30 dakika
oda sicakhiginda karanhk ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda absorbanslar1 517 nm’de blanka
kars1 spektrofotometrede okundu (Brand-Williams ve
ark., 1995).

Azalan gekilde degisen absorbans degerleri, geriye
kalan DPPH miktar1 serbest radikal giderme
aktivitesi olarak belirlenmis ve sonuglar asagidaki
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formiile gére hesaplanmigtir:

% = [(Kontrol Absorbans - Ornek Absorbans) / Kontrol
Absorbans x 100]

ABTS Aktivitesinin Belirlenmesi

Kallus 6rneklerinin ABTS* radikal stptiriicta aktivite
tayini icin 7 mM ABTS ile 2.45 mM potasyum
persilfat karistirilarak ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zelti
16 saat karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi.
ABTS ile potasyum persilfatin oksidasyonu sonucu
olusan ABTS"- radikal katyonu ¢ozeltisi 734 nm dalga
boyunda absorbansi 0.70 olacak sekilde etanol ile
seyreltildi. Yogunlugu ayarlanmis ABTS-+ radikal
katyonundan 2 ml alip tzerine 100 uL ekstrakt
solisyonu ekleyerek 15 dk karanhkta bekletildi.
Hazirlanan orneklerin absorbaslari1 734 nm dalga
boyunda olgildi. Ekstraklarin ortamdaki ABTS
radikallerinin ne kadarinm yok ettigi asagidaki formiil
ile hesaplanda.

% ABTS Yok Etme Aktivitesi = [(Ao-A1) /Aol x 100
Ao kontrolin absorbans:

A1 orneklerin absorbansi olacak sekilde denklem
kurulmustur (Pellegrini ve ark., 2003).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121000736#bib40
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Toplam Fenolik Bilesik Miktar: Tayini

Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Singleton ve ark.
(1999) metoduna gore yapildi. Bunun icin, 50 pL bitki
ekstresi deney tiipline alinarak tizerine 500 L Folin -
Ciocalteu reaktifi eklendi. 3 dk sonra 3 mL % 2’ lik
Na2COs ¢ozeltisi eklenen 6rnekler 2 saat karanlikta
bekletildi. Bu siirenin sonunda 760 nm dalga boyunda
orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede
okundu. Sonuglar gallik asit ¢ozeltisi ile hazirlanan
kalibrasyon egrisine gére hesaplandi.

Toplam Flavonoid Madde Analizi

Toplam flavonoid madde miktar: analizi Kim ve ark.
(2003) tarafindan uygulanan metoda gore yapildi. 200
uL ekstrakta 0.3 mL %5’1ik NaNO: eklenip, 5 dakika
bekletildi. 0.3 mL % 101uk AlCls ilave edildi daha
sonra, 2 mL 1 M NaOH eklenip ve 2.4 mL saf su ilave
edilerek karigim vorteks ile karigtirildi ve UV-Vis
spektrofotometre yardimiyla 510 nm’de ol¢uldii. Bitki
orneklerinin toplam flavonoid madde miktarlar: (+)-
katesin ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplandi.

ADEK Vitaminleri ve Sterollerin HPLC Yéntemi ile
Analizi

5 mL stipernatant 25 mL ’lik agz1 kapakl tiipler i¢ine
alinarak tzerine % 5lik KOH ¢o6zeltisi ilave edildi ve
57 °C'de 2 saat bekletildi. Tupler c¢ikartilarak oda
sicakligina kadar sogutuldu ve lizerine 5 mL distile su
ilave edilerek karigtirildi. Sabunlagsmayan lipofilik
molekiiller 2x5 mL hekzan ile ekstrakte edilerek
nitrojen gazi altinda ¢oziicii uguruldu. Daha sonra 1
mL (% 50 + % 50, v/v) asetonitril/metil alkol
karisiminda ¢oziilerek otosampler viallerine alindi ve
analizleri yapildi. Analiz icin PDA-UV dedektor
kullanildi, kolon olarak da Nucleodur C18 (15x4,6 cm,
5 um; Sigma, USA) kolonu kullanildi. 202 nm boyunda
lipofilik  vitaminler 1ile fitosterollerin analizleri
gerceklestirildi (Katsanidis & Addis 1999, Lépez-
Cervantes ve ark., 2005, Karpinska ve ark., 2006).

Yag Asidi Diizeylerinin Gaz Kromatogafisi Tle Analizi

Ekstrakte edilmig 6rneklerden 5’er ml deney tiplerine
alinarak tizerine % 2’lik sulfiirik asit ve metanol ilave
edildi. 57 °Clik etiivde 24 saat sure ile metilasyona
birakildi. Oda sicakligina kadar sogutuldu ve 5 mL %
5°1ik NaCl ilave edildi. Tupler i¢inde olusan yag asidi
metil esterleri 5 mL hekzan ile ekstre edilip, hekzan
faz1 usten pipetle alinarak 5 mL % 2'lik KHCOs ile
muamele edilip 24 saat bekletildi. Ayrilan fazlardan
ustte kalan kisim, kigik cam tiplere alindi ve
cozuicust 37 °C’de etiivde ugurularak kalan kisim 1 ml
kloroformda ¢oziinerek gaz kromatografisi ile analizi
yapildi (Christie, 1990).
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Istatistiksel Analiz

Bu galismadaki biitiin parametreler 3 tekrarl analiz
edilmigtir. Verilerin dogruluk degerleri SPSS 15 paket
programi kullanilarak, One-way ANOVA ile test
edilmigtir. Sonuclar, ¢ tekrarin ortalama + standart
sapmas1 seklinde ifade edilip, gruplar arasindaki
farkhiliklar da p< 0.05 6nemlilik seviyesinde ayirt
edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
DPPH ve ABTS Aktiviteleri

DPPH aktivite tayini hizli, kolay ve giivenilir oldugu
icin siklikla kullanilan bir yontemdir. Antioksidan
kapasite tayini olarak DPPH ve ABTS analizleri
yapildi. Bulgulara gére DPPH diizeyi kontrol grubuna
gore A, B, C, D ve E etiketli gruplarda belirgin sekilde
azaldig1 tespit edilmesine ragmen F, G ve H etiketli
gruplarda belirgin sekilde yiksek oldugu belirlendi.
(p<0.001) (Cizelge 2). ABTS diizeyi kontrol grubuna
gore D, E, F, G ve H gruplarinda farkla oranlarda
azaldigr gozlendi (p<0.05, p<0.001). Kontrol grubuna
gore A grubunda kismen artis (p<0.05) saptanmasina
ragmen C grubunda istatistiksel farklilik bulunmadi
(p>0.05) (Cizelge 2).

Toplam Fenolik

A. deliciosabitkisinden elde edilen kallus ekstrelerinin
toplam fenolik madde igerigi analiz edildi. Sonuglar
gallik asit kalibrasyon egrisine goére mg gallik asit
esdeger g'! ekstre seklinde ifade edilmistir (Cizelge 2).
Cizelge 2’ deki toplam fenolik madde igeriklerinin
dizeyleri karsilagtirildiginda kontrol grubuna gére F
grubunda kismen bir azalma tespit edildi (p<0.05).
Kontrol grubuna goére E grubundaki kismen artigin
istatiksel anlamda farklihk géstermemesine ragmen,
diger gruplarda toplam fenolik miktarinin belirgin
diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001) (Cizelge
2).

Toplam Flavonoid

A. deliciosa kallus ekstrelerinde bulunan toplam
flavonoid bilesiklerin konsantrasyonlar: analiz edildi.
Cizelge 2’ teki toplam flavonoid madde iceriklerinin
duzeyleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore E
grubunda kismen artig, F grubunda kismen azalma
tespit edilse de istatistiksel farklilhik bulunmadi
(p>0.05). BBD’nin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandigr diger tim gruplarda total flavonoid
igeriginin farkli oranlarda yiiksek oldugu saptandi
(p<0.01, p<0.001) (Cizelge 2).

ADEK Vitaminleri ve Fitosteroller

ADEK vitaminleri ile lipofilik fitosterollerin analizleri,
HPLC cihaz ile yapildi. Bu molekiillerden vitamin K2
diizeyi kontrol grubuna gore E, F, G ve H gruplarinda
belirgin dizeyde azaldigi halde B grubunda belirgin
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diizeyde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Kontrol
grubuna gore D grubundaki artigin 6nemli dizeyde
oldugu belirlendi (p<0.01). Diger gruplarda ise kontrol
gruba gore istatistiksel farkliligin olmadigi tespit
edildi (p>0.05) (Cizelge 3).

8-Tokoferol, Vitamin D2 ve Vitamin D3 diizeylerinin
kontrol grubuna gére E, F ve H gruplarinda belirgin
diizeyde azaldigi saptandi (p<0.001). &-Tokoferol
diizeyinin kontrol grubuna gére B ve D gruplarinda
farkli diizeylerde artisinin oldugu belirlendi (p<0.05)

(p<0.001) (Cizelge 3).

D2 vitamin duzeyleri kontrol grubuna gore farklh
konsantrasyonun uygulandigi gruplarda birbirinden
farkl oranlarda azaldig1 tespit edildi (p<0.05, p<0.01,
p<0.001). A ve D gruplarinda kontrol grubuna
istatistiksel farklilik bulunmadi (p>0.05) (Cizelge 3).
D3 vitamin diizeyinin kontrol grubuna gére A, B, C, D
ve G gruplarinda farklh oranlarda artis gosterdigi
belirlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001) (Cizelge 3).

Cizelge 2. Farkl bitki biiyime diizenleyicileri ile stimule edilen A. deliciosa kallus kiltiirlerindeki antioksidan
aktivitelerinin kontrol grubuna gére degisimi (Ortalama + Standart sapma)
Table 2. Variation of antioxidant activities of A. deliciosa callus cultures stimulated with different plant growth
regulators compared to the control group (Mean + Standard deviation)

Gruplar Total Fenolik Total Flavonoid DPPH ABTS
K 3.29+0.36 0.57+0.02 67.19+0.97 76.57+0.63
A 24.49+2.474 2.64+0.24 4 85.46+0.26 4 80.45+0.23 b
B 15.61+0.824d 1.17£0.04 ¢ 84.64+0.2514 74.32+0.46 2
C 22.48+0.224 2.15+0.04 4 83.01+0.66 ¢ 77.83£0.322
D 14.30+0.29 4 1.38+0.02¢ 83.42+0.84 14 72.61+£0.217P
E 5.22+0.21b 0.62+0.04 2 76.82+1.314 63.15+£1.194d
F 1.37+0.02) 0.244+0.022 53.00+2.484 34.41+2.074
G 27.96+0.42 ¢ 3.294+0.34d 35.08+3.04 d 48.37+2.60d
H 34.62+0.414d 2.924+0.20d 33.45+1.464 22.88+0.96 d

K= Kontrol, A= 0.25 mg L' NAA + 1 mg L'l BAP; B=0.50 mg L' NAA + 1 mg L'l BAP; C=0.25 mg L' NAA + 1.5
mg L1 BAP; D=0.50 mg L't NAA + 1.5 mg L'l BAP; E=0.25 mg L't NAA + 1 mg L'l BAP + 0.5 mg L't IBA; F=0.50
mg L'1 NAA + 1 mg L't BAP + 0.5 mg L'l IBA; G=0.25 mg L't NAA + 1.5 mg L'l BAP + 1 mg L1 IBA; H=0.50 mg L~
1 NAA + 1.5 mg L' BAP + 1 mg L' IBA

a: p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

¢! p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki a¢idan 6nem derecesi yiiksek

d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

Cizelge 3. Farkll bitki buylime duzenleyicileri ile stimule edilen A. deliciosa kallus kiiltiirlerindeki lipofilik
molekiillerin kontrol grubuna gére degisimi (Ortalama + Standart sapma)

Table 3. Change of lipophilic molecules in A. deliciosa callus cultures stimulated with different plant growth
regulators compared to the control group (Mean + Standard deviation)

Gruplar Vitamin K2 6- Tokoferol Vitamin D2 Vitamin D3 a-Tokoferol
Kontrol 0.73+0.03 1.20+0.04 32.17+12.35 9.40+0.83 12.28+1.02
A 0.73+0.07 2 7.46+0.06 ¢ 22.62+0.91a 22.13+0.87 d 18.91+1.414d
B 2.07+0.00 ¢ 0.55+0.17 4 18.88+0.29 b 22.60+0.54 d 6.11+0.404¢
C 0.75+0.05 1.11+0.00 @ 17.97+0.75 b 10.93+0.36 b 10.93+0.44 a
D 0.55+0.05 ¢ 1.40+0.03 » 28.09+0.59 b 11.35+0.21¢ 18.06+0.38 d
E 0.31+£0.01 4 0.20+0.00 4 3.71+£0.39 ¢ 4.22+0.07 4 5.82+0.454d
F 0.40+0.07 4 0.14+0.01 4 2.93+0.46 4 3.55+0.13 ¢ 7.91+0.48 d
G 0.37+0.024 0.95+0.06 b 18.09+0.25P 11.73+0.52¢ 5.563+0.19 ¢
H 0.22+0.02 4 0.37+0.02 4 5.47+0.11 d 5.33+0.17 ¢ 5.80+0.394

K= Kontrol, A= 0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg L.-1 BAP; B=0.50 mg L.-1 NAA + 1 mg L.-1 BAP; C=0.25 mg L.-1 NAA +
1.5 mg Li-1 BAP; D=0.50 mg L.-1 NAA + 1.5 mg L-1 BAP; E=0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg L-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA;
F=0.50 mg L-1 NAA + 1 mg L-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA; G=0.25 mg L.-1 NAA + 1.5 mg L.-1 BAP + 1 mg L-1 IBA;
H=0.50 mg -1 NAA + 1.5 mgL-1 BAP+1 mg L-1 IBA

a: p>0.05 Gruplar arasindaki farkhiliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen énemli

¢! p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nem derecesi yiiksek

d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli
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a-Tokoferol diizeyinin kontrol grubuna goére A ve D
gruplarinda belirgin diizeyde artig gosterdigi, diger
gruplarda azaldig: tespit edildi (p<0.001) (Cizelge 4).
Ergosterol diizeyinin kontrol grubuna gore E, F ve H
gruplarinda belirgin gekilde azaldigi belirlendi
(p<0.001). C grubunda ise kontrol grubuna gére 6nemli
diizeyde artis oldugu tespit edildi (p<0.01). Diger
gruplarda istatistiksel anlmada farklilik bulunmadi
(Cizelge 4).

Stigmasterol diizeyinin kontrol grubuna goére D
grubunda belirgin dizeyde arttigi, diger gruplarda ise
azaldig1r belirlendi (p<0.001). B grubunda kontrol
grubuna gore yikselme tespit edilse de istatistiksel

farkliik gozlenmedi (p>0.05) (Cizelge 4). B-Sitosterol
diizeyi kontrol grubuna goére A grubunda belirgin
diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001). D ve G
gruplarinda istatistiksel anlamda farklilik bulunmadi
(p>0.05). B, E, F ve H gruplarinda ise kontrol grubuna
gore o6nemli diizeyde azaldign (p<0.01) saptandi
(Cizelge 4).

Retinol diizeyi kontrol grubuna gore biitin gruplarda
belirgin diizeyde azaldig1 saptandi (p<0.001). Retinol
asetat miktari ise kontrol grubuna gore G ve grubunda
yiikksek bulunmasina ragmen (p<0.001), diger gruplar
arasinda farklihik gézlenmedi (Cizelge 4).

Cizelge 4. Farkli bitki biyume diizenleyicileri ile stimule edilen A. deliciosa kallus kulturlerindeki lipofilik
molekiillerin kontrol grubuna gére degisimi (Ortalama = SD)
Table 4. Change of lipophilic molecules in A. deliciosa callus cultures stimulated with different plant growth
regulators compared to the control group (Mean + Standard deviation)

Gruplar Ergosterol Stigmasterol B-Sitosterol Retinol Retinol asetat

Kontrol 2.356+0.14 389.31 £12.10 122.91+£5.29 2.35+0.14 0.11+0.00
A 2.51+0.05 2 250.40+3.57 4 203.82+1.93 d 0.44+0.04 ¢ 0.07+0.00 2
B 1.46+0.104 408.80+9.00 = 87.15+3.05 d 0.31+0.004 0.09+0.002
C 3.13+£0.21°¢ 142.93+6.96 ¢ 100.73+1.61 ¢ 0.95+0.07 ¢ 0.07+0.00 2
D 2.294£0.05 2 729.08+20.224 113.42+0.39 2 0.67+0.00 4 0.07+£0.00 2
E 0.48+0.04 4 41.33+1.4114 66.84+2.47 d 0.24+0.04 4 0.11£0.02 2
F 0.51+0.06 ¢ 38.51+£1.674d 87.42+6.62 d 0.33+£0.00¢ 0.09+0.02 2
G 2.64+0.26 2 99.17+3.63 d 114.20+3.50 a 0.11+0.00 ¢ 0.35+0.28 ¢
H 0.55+0.02 ¢ 55.11+2.90 d 71.84+9.17 d 0.41+£0.06 ¢ 0.11+0.02 2

K= Kontrol, A= 0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg -1 BAP; B=0.50 mg -1 NAA + 1 mg L.-1 BAP; C=0.25 mg L.-1 NAA +
1.5 mg L-1 BAP; D=0.50 mg L-1 NAA + 1.5 mg L-1 BAP; E=0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg L.-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA;
F=0.50 mg L-1 NAA + 1 mg L-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA; G=0.25 mg L-1 NAA + 1.5 mg L.-1 BAP + 1 mg L-1 IBA;

H=0.50 mg L-1 NAA + 1.5 mg L-1 BAP + 1 mg L-1 IBA

a: p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan kismen 6nemli

c¢: p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yliksek

d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

Yag Asitleri

A. deliciosa bitki kalluslarinda miristik (C14:0),
pentadekenoik C15:1), palmitik (C16:0), palmitoleik
(C16:1, n-7), stearik C18:0), oleik (C18:1, n-9), linoleik
(C18:2, n-6) ve linolenik (C18:3, n-3) asitler gibi yag
asitlerinin bulundugu belirlendi. Bu yag asitlerinin
farklhi BBD uygulanan gruplar arasindaki degisimi
incelendiginde, miristik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore E, F ve G gruplarinda belirgin diizeyde
azaldig1 halde, B ve D gruplarinda belirgin dizeyde
yiikseldigi tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubuna
gore A grubunda miristik asit diizeyinde kismen
artisin oldugu saptandi (p<0.05). G grubunda ise
farkliik bulunmadi (Cizelge 5). Pentadekenoik asit
diizeyi kontrol grubuna goére C ve G gruplarinda
belirgin diizeyde azaldig1 halde, diger biitlin gruplarda
yiksek oldugu (p<0.001) belirlendi (Cizelge 5).
Palmitik asit diizeyinin kontrol grubuna gére A, B, E
ve H gruplarinda istatistiksel farklilhik gézlenmedi

(p>0.05) (Cizelge 5).

Palmitoleik asit diizeyinin kontrol grubuna goére G
grubunda oOnemli diizeyde bir azaldigi belirlendi
(p<0.01). Kontrol grubuna gére B ve E gruplarinda
istatistiksel farkliik gézlenmedi (p>0.05). Bunlarin
disindaki diger gruplarda belirgin diizeyde azalma
egilimi (p<0.001) tespit edildi(Cizelge 5).

Stearik asit diizeyi kontrol grubuna gore A, C ve D
gruplarinda belirgin diizeyde azaldig: halde E, G ve H
gruplarinda artis gozlendi (p<0.001) (Cizelge 5). F
grubunun kontrol grubuna gbére artis1 Onemli
diizeydeydi (p<0.01), B grubunda ise stearik asit
diizeyinde istatistiksel farklihk bulunmadi (p>0.05)
(Cizelge 5).

Oleik asit diizeyinin kontrol grubuna goére C ve F
gruplarinda  istatistiksel farklihk gdstermedigi
saptand1 (p>0.05). G grubunda belirgin diizeyde artis
tespit edildigi halde diger biitiin gruplarda belirli
oranlarda azalmanin oldugu (p<0.001) belirlendi
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(Cizelge 5). Linoleik asit diizeyinin kontrol grubuna
gore C ve F gruplarinda istatistiksel anlamda farklilik
gozlenmedi (p>0.05). Diger gruplarda ise belirgin
diizeyde azalmanin (p<0.001) oldugu saptandi (Cizelge

5). Esansiyel yag asitlerinden olan linolenik asit
diizeyinin kontrol grubuna gére F ve G gruplari
haricinde diger biitiin gruplarda belirgin dizeyde artisg
gosterdigi (p<0.001) tespit edildi (Cizelge 5).

Cizelge 5. Farkli bitki biiyime duzenleyicileri ile stimule edilen A. deliciosa kallus kilturlerindeki yag asidi
degerlerinin kontrol grubuna gére degisimi (Ortalama + SD)

Table 6. Variation of fatty acid values in A. deliciosa callus cultures stimulated with different plant growth
regulators compared to the control group (Mean + Standard deviation)

Gruplar C14:0 C15:1 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

Kontrol  1.13+0.04 1.57+0.06  22.00+0.36 2.45+0.21 9.91+0.19 11.36+0.49 22.25+0.75 29.29+0.21
A 1.26£0.02b  2.17#0.08¢  24.8240.25¢  0.86+0.03¢  6.95+0.494 4.2940.124 15.00£0.10¢  44.55+0.254
B 1.72+0.02¢  3.03£0.01¢  24.5140.45¢  2.35:0.12a  9.15+0.48= 5.1140.51 ¢ 10.24+0.04¢  44.00+0.054
C 1.30£0.02¢  1.00£0.04¢  22.48+0.61s  1.23+0.06¢  7.18+0.074 9.9240.41 2 21.30£0.27»  35.64+0.254
D 2.02£0.01¢  2.21+0.02¢  23.19£0.872  1.85+0.03¢  6.80+£0.214¢ 7.8440.06 ¢ 13.92+0.35¢  42.12+0.144
E 0.75+0.04¢  5.16+0.04¢  24.44+0.57¢  2.20+0.022  11.82+0.19>  8.27+0.434 15.89+0.37¢  31.51+0.24°
F 0.70+0.09¢  2.47+0.08¢  23.59+0.40a  1.03+0.03¢  11.38+0.17>  11.18+40.41a  22.1040.452  27.58+0.22b
G 1.07+0.012  0.83+0.04¢  23.1240.752  2.12+0.05¢  14.52+0.43¢  22.18+1.27¢  10.32+0.23¢  25.82+0.10°
H 0.67+0.01¢  3.7140.06¢  24.91+0.52¢  1.07+0.00¢  13.07+0.02¢  6.21+0.14¢ 15.75+0.28¢  34.68+0.434

K= Kontrol, A= 0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg -1 BAP; B=0.50 mg L.-1 NAA + 1 mg L-1 BAP; C=0.25 mg .-1 NAA +
1.5 mg Li-1 BAP; D=0.50 mg L.-1 NAA + 1.5 mg L-1 BAP; E=0.25 mg L.-1 NAA + 1 mg L.-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA;
F=0.50 mg L-1 NAA + 1 mg L-1 BAP + 0.5 mg L-1 IBA; G=0.25 mg L-1 NAA + 1.5 mg L.-1 BAP + 1 mg L-1 IBA;
H=0.50 mg L.-1 NAA + 1.5 mg -1 BAP + 1 mg L-1 IBA
a: p>0.05 Gruplar arasindaki farklhiliklar istatistiki acidan 6nemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan kismen 6nemli

¢! p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek

d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

SONUC ve ONERILER

Bitki yaprak eksplantlarinda kallus olusumunu
uyarmak i¢in eksojen bitki bliylime diizenleyicilerinin

kullanilmas: gerekmektedir. Bitki bluyltime
diizenleyicilerinden oksin ve sitokinin tiirevleri, hiicre
b6linmesinin diizenlemesinde o6nemli rol oynar

(Grossmann, 2009; Schaller ve ark., 2014). Oksin
turevi olan NAA ve sitokinin tlrevi olan BAP
kullanilmasiyla mitotik hiicre donglsiiniin geligim
yollarin1 aktive eden hormon sinyal yollarinin
aktivitesi arttirilmig olur ve kallus olusumu
desteklenir (Ikeuchi ve ark., 2013). Kallus kiiltiirleri
smirh sayidaki bitki materyalinin sayisini ¢ogaltma
avantajina sahiptir. Aym1 zamanda mevsimlik
kisitlamalara ragmen turetimde istenilen trunleri
bitiin yil boyunca tiretme imkan saglar. Bazi1 sekonder
metabolitlerin ekstraksiyonu organize olmus bitki
organ dokulardan daha zor elde edilirken kallus
kiiltiirlerinden kolay elde edilir (Keskin ve Kunter,
2007; Maharik ve ark., 2009; Cetin ve ark., 2011).
Sekonder metabolit tiretiminde kallus kiltiirleri diger
in vitro yapilan diger biyoteknolojik yéntemlere gore
daha fazla kullamilmaktadir. Kallus kiiltiirlerinin
kullanilmasi ile elde edilmesi hedeflenmis bilesigin
miktari, ortamda  kullanilan bitki  biylime
diizenleyicileri, uyarici veya 6nci maddeler katkas: ile
diizenlenerek artirilabilmektedir (Demir, 2018). Bu
caligmada o6nemli derecede ylksek fenolik igerigi
sergilemis olan A grubundaki kallus hiicrelerinin ayni
derecede 6nemli DPPH  aktivitesi gosterdigi
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goriilmektedir. Buda kallus hiicrelerinin antioksidan
aktivitesinin fenolik igeriklerinin yliksek olmasindan
kaynaklandigim1 géstermektedir. Polifenoller, sahip
olduklar1 hidroksil gruplarindan dolay: radikalleri
yok etme kabiliyetine sahip bilesiklerdir (Das &
Pereira, 1990). Bu nedenle bitki
ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini belirlemek
icin fenolik bilesik miktarmin belirlenmesi olduk¢a
énemlidir (Hatano ve ark., 1989). Bu calisma
sonuclarinda, toplam fenol icerigi ve
toplam flavonoid igerigi ile antioksidan aktiviteler
arasinda pozitif bir korelasyonun bulunmasi1 daha
énceki calismalarla desteklenebilmektedir (Sengiil ve
ark., 2009; Jayasinghe ve ark., 2003). Flavonoidler,
hidroksil  gruplarinin  radikalleri  stpilirebilme
ozelliklerinden dolay1 antioksidan etkileriyle bilinirler
(Naczk & Shahidi, 2004). Ekstraktlarin serbest radikal
temizleme aktiviteleri, antioksidan bilesiklerin
hidrojen kaybetme yeteneklerine ve bu bilegenlerin
yapisal konformasyonlarina baghdir (Fukumoto ve
ark., 2000; Baskar ve ark., 2008). Kausalya ve Bai’nin
yvaptig1 calismada NAA ve BAP uygulamasi yapilmig
bitki eksplantlarinin olusturdugu kalluslarda DPPH
aktivite degerleri arasindaki korelasyon bu
calismadaki DPPH aktivite sonuc¢larim
desteklemektedir  (Kausalya & Bai, 2016).
ABTS radikal katyonu analizi antioksidan aktiviteyi
degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger
yontemdir. Sodyum persiilfat ile inkiibasyonda ABTS
serbest radikali, koyu mavi renk olusturur.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxyl-group
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2305050016000233#bib38
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2305050016000233#bib38
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antioxidant-capacity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121000736#bib53
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/2-2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/persulfates
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Antioksidanlara karsi oldukc¢a reaktif olan ABTS

katyonunu olusur. Bir antioksidan ile
karigtirnldiginda, radikal olmayan bir forma
dontsturulen ABTS radikallerine bir elektron

verir. Mavi renk yogunlugundaki azalma, ABTS
radikalinin azaldigin1 gosterir. Kausalya ve Bai,
(2016), tarafindan yapilan bir calismada IBA ile
desteklenmis MS ortamlarindaki kallusun distk
ABTS aktivitesi ile oksin yogunlugunun arttirildig:
MS ortamlarindaki dusik ABTS aktivitesi bu
calismanin  bulgularimi  desteklemektedir. Bitki
biylime  diizenleyicilerinin  uygulandigi  butin
gruplarda DPPH aktivitesinin bulgularinda
istatistiksel anlamlilik tespit edilmemis olsa da A.
deliciosa kallus ekstraktlarinin DPPH radikalini
temizleme konusunda ABTS katyon radikalinden
daha giiclii oldugu da tespit edilmistir (Giri ve ark.,
2012). Khoo ve ark. (2015 min yaptig1 calismadaki
DPPH aktivitesine baglh ve fenolik madde miktar:
arasindaki iligkiye benzerlik géstermektedir. Toplam
fenolik ve toplam flavonoid miktarlarimin bitki
biuylume diizenleyicilerinin uygulamasi ile artmasi,
fenolleri ve  flavonoidleri  sentezlemek  i¢in
fenilpropanoid yolunda stratejik bir enzim olan
fenilalanin amonyak-liyazin (PAL) daha yiiksek
aktivitesi ile de baglantili olabilir (Ali ve ark., 2018).
Fenilpropanoid ve flavonoid biyosentetik yolu, bitki
doku kiltirinde eksojen hormon uygulamalari ile
metabolik aktivite sergileyen mekanizmalarindan
biridir (Barber ve ark., 2000 ). F grubundaki kallus
hicrelerinde fenolik madde miktarinin azalmasi, doku
kultirlerinde  salgt  yapilarimin  yoklugu  ile
iligkilendirilebilir. Salgi maddelerinin yoklugu 6ncu
enzim aktivitelerinin olmamasina sebep olur bu da
ikincil metabolitlerin birikimini sinirlayabilmektedir
(Smetanska, 2018). Kalluslardaki toplam flavonoid
degerleri bitki icin olduk¢a 6nemli olan sekonder
metabolitlerin tiretiminin bitki bliylime diizenleyicileri
tarafindan desteklendigi bilinmektedir (Kumar ve
ark., 2020).

Kultir ortaminda gelistirilen A. deliciosa bitkisinin
kalluslarinin yag asidi kompozisyonu i¢inde palmitik,
stearik, oleik, linoleik ve linoleik asitlerin yiiksek
oranda oldugu belirlenmigtir. Miristik  asit,
pentadekenoik ve palmitoleik asitlerin toplam
oraninin ise ancak % 51 olusturdugu gozlenmistir.
Bilindigi gibi palmitik asit bitkisel organizmalarda yag
asidi sentetaz enziminin son uUrintdir. Palmitik asit
miktarimin kontrol grubuna gére A, B, E ve H
gruplarinda yiikseldigi belirlenmistir. Bu gruplara
bitki biiyime maddesi, NAA, BAP ve IBA karigimlar
degisik konsantrasyonlarda verilmigtir. Palmitik asit
miktarindaki artisin  meydana gelmesi lipid
biyosentezi olayinin yliridigini ve yag asidi sentetaz
enzim ekspresyonununda bir artisgin oldugunu
gosterir. Ozellikle A ve B gruplarina uygulanan oksin
tirevi NAA ve sitokinin tiirevi BAP kombinasyonunun
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bu olayda 6énemli bir rol oynadig1 gérulmiustir. E ve H
grubunda bu karisima IBA eklenmesinin sonuca etki
etmedigi gorulmektedir. Diger uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel farklhiligin
gézlenmemesi uygulama yapilan konsantrasyonlarda
yag asidi sentetaz lizerinde etkili olmadigi sonucuna
varilabilir. Del poza ve ark. (2005), oksinlerin
biyosentetik metabolizma {izerinde olumlu etkilerinin
oldugunu ve George ve ark. (2008) oksinlerin bitki
biiylimesini kolaylagtirma i¢in hiicre boélinmesi ve
geligimi uzerinde etkilerinin oldugunu
vurgulamislardir. Aly ve ark. (2008), 2,4-D ve
benziladenin (BA) ‘in in wvitro olarak yag asitleri
sentezinin uyarilmasi tzerindeki etkisini incelemigler
ve besi ortamindaki buylime diizenleyicilerinin
degismesiyle yag asidi iceriklerinde farkliliklar
oldugunu tespit etmislerdir. Kontrol grubuna gore
bitki biuylime diizenleyicisi eklenen kombinasyon
gruplarinda uzun zincirli doymus yag asitlerinden
palmitik (C16:0) ve stearik asit (C18:0) diizeylerinde
azalma oldugu belirlenmigtir. Buna kargilhik farkl
biyume dizenleyicisi kombinasyonlar1 ile farklh
besiyerlerinde yetistirilen bitkilerde oleik asit (C18:1)
ve linolenik asit (C18:3) degerlerinin arttig
saptanmistir. Doymus yag asitlerinden stearik asit
orani kontrol grubuna gére A, C ve D gruplarinda
azaldigi halde, E, F, G ve H gruplarinda yukselmisgtir.
Bitkilerde stearik asidin tek kaynagi palmitik asitten
elongaz enzimi vasitasiyla 2 Clu asetil biriminin
eklenmesi ile stearik asidin olusmasidir. A ve C
gruplarina farkli konsantrasyonlarda ayni bitki
bluytime maddeleri uygulanmasina ragmen D grubuna
IBA ilavesi de sonucu degistirmemistir. Ancak diger
gruplardaki farkl kombinasyon ve
konsantrasyonlarin elongaz enzimi tizerinde arttirici
bir etkiye sahip oldugu dustntlebilir. Stearik asit
grup sonuclarimin Aly ve ark. (2008)min yapmis
olduklar1 ¢alisma sonuclarinin aksine bitki biiytiime
diizenleyicilerinin igeriginin artmasiyla stearik asit
miktarimin da arttigr goérilmektedir. Bu ¢aligmadaki

sonucun farkli bitki tirinin materyal olarak
kullanilmas1 ve wuygulanan BBD maddelerinin
farklihgindan  kaynakli  oldugu  distuntlebilir.

Palmitoleik asit oram kontrol grubuna gore A, C, D, F
ve H gruplarinda ve oleik asit orani da F grubu disinda
diger gruplarda azaldig1 saptanmigtir. Palmitoleik ve
oleik asitler delta 9 desatiiraz veya steroil CoA
desaturaz (SCD) olarak bilinen enzim molekiiliiniin
son urlinldirler. Palmitoleik asit palmitik asitten ve
oleik asit de stearik asitten SCD enzim aktivitesiyle
sentezlenir. Kontrol grubuna gére G grubu
kalluslarinda oleik asit miktar1 iki kat artmistir. G
grubunun bitki biiyiime madde konsantrasyonu uygun
diizeyde oldugu i¢in SCD enzim tizerinde pozitif etki
yaparak oleik asit miktarinda yilikselme oldugu
distnilebilir.
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18 Clu yag asitlerinden linoleik asit de oleik asit
miktarinda oldugu gibi A, B, D, E, G ve H gruplarinda
kontrol grubuna gore azalmigtir. C ve F gruplarinda
ise kontrol grubuna goére farklihik bulunmamigtir.
Bitkilerde linoleik asit sentezi Al? desatiiraz enzimi
tarafindan katalize edilmektedir. A2 desatiiraz enzimi
substrat olarak oleik asidi kullanilir. Bu enzim karbon
zincirinde 11. ile 12. C atomlar1 arasina bir c¢ift bag
girisi saglar ve linoleik asit (18:2, A%12) sentezini saglar
(He & Ding 2020; He ve ark., 2020). Besiyerine
uygulanan bitki bliyiime diizenleyicilerinin SCD
enzim Uzerinde inhibitér etkiye sahip oldugu gibi, A2
desatiiraz enzimi lzerinde de inhibitor etkiye sahip
oldugu diustunilebilir veya Al2 desatliiraz enzimin
substrati olan oleik asit miktarinin azalmasindan
dolay1 bu gruplarda da linoleik asit miktarinin azaldig:
sonucuna varilabilir. Linoleik asit miktar1 azalmasina
ragmen, A, B, C, D ve H gruplarinda linolenik asit
miktarlarinda degisik oranlarda artis goézlenmistir.
Linolenik asit (18:3, A%1215) Al5 desatiiraz enzimi
tarafindan sentezlenen bir yag asididir. Linolenik asit,
bitkilerde 18 C’lu olan ve ¢ift bag tasiyan yag asidi
metabolizmasinin son basamaginda yer alir (He ve
ark., 2020). Kontrol grubuna gore F ve G grubu disinda
diger gruplarda linolenik asit miktarinin artmasi 18 C’
lu ve cift bagh yag asidi metabolizmasinin son
basamaginda yer almasindan kaynaklanabilir. Cunkt
ara metabolitler olarak kabul edilen 18:1 ve 18:2'in
miktar1 kontrol grubuna gore oksin ve sitokinin tiirevi
ilave edilen gruplarda azaldigi belirlenmistir.
Ozellikle A, B ve D gruplarinda uygulanan oksin ve
sitokinin tiirevi BBD konsantrasyonlarinin A5
desatiiraz enzim aktivitesini arttirmada oldukca
olumlu etkiye sahip oldugu séylenebilir. Yag asitleri
disinda diger lipofilik molekiiller, ADEK vitaminleri
ile fitosterollerdir. Bitki hiicrelerindeki fitosteroller
icinde ergosterol, stigmasterol ve B-Sitosterol
molekiilleri bulunmaktadir. Bitkilerde A vitamini
olarak bilinen retinol yliksek oranda bulunmaz, bunun
yerine beta karoten bulunur. Bitkilerde karotenoidler,
terpenler, skualen, giberellinler, steroller ve fitol gibi
diger Onemli bilesiklerin sentezi izoprenoid yolu
vasitasiyla plastidler icinde sentezlenir. Tium
izoprenoidler, izopentenil difosfattan (IDP)
sentezlenir. Plastidlerdeki baghica IDP kaynagi, 3-
hidroksi-3-metilglutaril-CoA ve mevalonik asit yoluyla
piruvat ve gliseraldehit-3-fosfattan kaynaklanir
(Lichtenthaler ve ark., 1997). Bu calismada lipofilik
molekiller i¢inde D vitaminleri, vitamin E,
stigmasterol ve B-Sitosterol degerleri ylksek
bulunmustur. Diger lipofilik molekiiler bilegsenlerin
degerleri ise daha diisik miktarlarda bulunmustur.
Bitkilerde D2 vitamini ergosterol molekiiliiniin
oncilidir. D2 vitamini miktar1 kontrol grubuna gére
azalmig, ergosterol miktar1 da A, D ve G gruplar
haricinde diger gruplarda azaldig1 saptanmigtir. Diger
fitosterollerden stigmasterol kontrol grubuna gére B
grubunda ylksek miktarda oldugu halde, diger

257

gruplarda bu miktar azalmistir. Ayrica, B-Sitosterol
miktarimin kontrol grubuna goére D ve G gruplarinda
degisim goéstermedigi halde diger gruplarda azaldig:
belirlenmigtir. Steroller, butiin 6karyotik hiicrelerde
bulunan temel iglevleri olan izoprenoid sinifina ait
dogal organik bilegiklerdir. Fosfolipidler ile birlikte
steroller, hiicre zarinin yapisal bilesenleridir ve hiicre
zarinin gecirgenligi ile akigkanliklaginin korunmasina
katkida bulunurlar (Hartmann, 1998; Clouse, 2002).
Steroller, membran yapisindaki acil zincir yapisinin
diizenlenmesine yardimci olarak, hiicre zarlarinin
alan yapisini stirdiirmesini ve giiclendirilmesini saglar
(Schaller, 2004; Dufourc, 2008). Baz1 steroller ayrica
sfingolipidlerle mikro alanlar olarak adlandirilan 6zel
yapilar olusturarak membranlarla iligkili metabolik
stiregleri kontrol etmede rol oynarlar. Bu ¢aligmada
oksin ve sitokinin tiirevi BBD ilave edilmis gruplarda
vitamin ve sterol molekillerinin miktarlarinin
azaldig1 belirlenmigtir. Genellikle oksin ve sitokinin
turevleri metabolik olaylar1 artirici yonde etkili
olmasina ragmen A. deliciosa kalluslarinda bu
maddelerin miktarlarinda azalma oldugu
gozlenmistir. Bunun nedeni olarak bitkilerde bitkisel
hormonlar dahil bu molekillerin izoprenoid ad1 verilen
metabolik yoldaki sentezde molekiiller arasindaki
cakigsmalardan kaynaklanacag dustunulebilir. A.
deliciosa  bitkisinin  kalluslarinin  olusumunda
uygulanmis BBD’ler, bitki tarafindan sentezlenen
BBD molekilleri ile antagonistik iligskiye girerek bu
molekillerin miktarinda azalmaya neden oldugu
diistiniilebilir (Yavas & Yelda, 2021).

Vitamin E molekiliiniin aktif formu olan a-tokoferol
miktarinin A ve D gruplar: haricinde diger gruplarda
azaldigr  belirlenmigstir. a-tokoferol, yag asidi
metabolizmasi ve hiicre zar1 korumasi i¢in gereklidir.
Antioksidan potansiyeli ¢ok yiiksek bir molekiil oldugu
i¢cin serbest radikal zincir reaksiyonlarini kirma ve
coklu doymamig yag asitlerini ve hicre zarlarim
koruma egilimindedir (Hata ve ark., 2010; Tufaralli,
2014).

Sonuc¢ olarak oksin ve sitokinin tirevleri olan NAA,
BAP ve IBA gibi bitki biuylime diizenleyicileri A.
deliciosa bitkisi kalluslarinin polifenolik bilegikler
iceriginde, yag asidi ve lipofilik molekiller i¢eriginde
konsantrasyon ve kombinasyon sekline bagh olarak
pozitif veya negatif yonde etkilere sahip oldugu
gozlenmistir. A. deliciosa kallus dokularinda gézlenen
pozitif etkilerle hedef sekonder metabolit iiretimi ve
izolasyonu i¢in sonraki ¢aligmalara éncii bir ¢alisma
niteligindedir. Ayrica bu c¢alisma sonuglar1 in wvitro

ortamda  yetistirilen  bitkilerdeki yag  asidi
bilesenlerinin tespiti i¢cin de literatire katki
saglamaktadir.

Aragtirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig

olduklarini beyan eder.
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