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ONSOZ

Pistacia cinsine ait bir¢ok tiir bulunmasina ragmen, Fistik (Pistacia vera L.) tiirii
tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yetisme alani genis olan dnemli bir {iriin olarak
gorilmektedir. Cok genis bir yayilim alaninin bulunmasinin yani sira farkl her iilke kendi
bolgesinde yetistirilen fisttk formlarmmin istiin  Ozelliklerini  ortaya koymaya
calismaktadirlar.Genel olarak tiim formlarPistacia vera L. tiirline ait olmakla birlikte
farkli ekolojik faktorler, fistik bitkisinin meyve ve igerik 6zelliklerinde degisikliklere
neden olmaktadir.

Bu tez calismasinda Fistik (Pistaca vera L.) tiiriiniin Gaziantep ve Siirt
bolgelerinde yetistirilen farkli formlart karsilastirilmaya calisilmistir. Bu konuda
desteklerini esirgemeyen tez danismanim Dr.Ogr.Uyesi M. Emre EREZ’E, Laboratuar
analizlerinde yardime1 olan Ogretim Gérevlisi Dr. Mehmet FIDAN’ A, toprak analizlerine
yardime1 olan Remzi ERDOGAN’ A, Molekiiler analizlerde yardimci olan Dr.Ogr.Uyesi
Behget INAL’A tesekkiir ederim.

Mustafa Ahmet GUNES
Siirt/ 2018
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Kisaltma Aciklama
ABTS . 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)
AFLP : Amplified Fragment Lenght Polymorphism,
BSA : Bovine Serum Albumin
CUPRAC : Cupric Reducing Antioxidant Capacity
DNA . Deoksiriboniikleik asit
FCR . Folin Ciocalteu reaktifi
FRAP . Ferric Reducing Antioxidant Power
HPLC . Yiiksek Basin¢li S1vi Kromotografisi
ITS Internal Transcribed Spacer bolgesi
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
PCR Polimeraze Chain Reaction , polimeraz zincir reaksiyonu
RNAaz . Riboniikleaz
RAPD Random Amplified Polimorfizm DNA, Rastgele
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
Rpm Revolution per minute, Dakikadaki devir sayisi
SSR Simple Sequence Repeat, Basit sekans tekrarlar1 polimorfizmi
TEAC . Troloks esdegeri antioksidan kapasite
triN . TrnL intron bolgesi
UMN University of Minnesota
Tris HCI  : Hidroksimetil aminometan hidroklorid
TE . TrisEDTA
EB Elution Buffer
Simge Aciklama
uMol Mikromol
EtOAC Etil asetat
Nm : Nanometre
Ppm Parts per million
Ml Mililitre
Mg Milligram
nl . Mikrolitre
mM Milimolar
HCL Hidroklorik Asit
°C Santigrat derece
M : Molar
NACI Sodyum Kloriir
LiCl . Lityum Kloriir
NaAc Sodyum Asetat
mA - Miliamper
MgCl2 :Magnezyum Kloriir



OZET

SiiRT VE ANTEP FISTIGININ FiZYOLOJIiK, EKOLOJIK VE
SISTEMATIK ACIDAN DEGERLENDIRILMESI

Mustafa Ahmet GUNES

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman  : Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Emre EREZ
I1. Damisman : Prof. Dr. Musa TURKER

Nisan 2018,44 Sayfa

Fistik formlariin yetistirildigi her iilke hatta bolge kendilerinin yetistiriciligini yaptiklari
formlarin daha {istiin 6zelliklere sahip olduklarini savunmaktadirlar. Bu amagla arastiricilar birgok analiz
ve tespit gergeklestirmektedirler.

Bu tez caligmasinda Gaziantep ve Siirt bolgesinde yetistirilen Pistacia vera L.tiiriine ait formlarin
kargilagtirtlmalart amaglanmistir. Fistik yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi bdolgelerden toprak,
andrekium, yaprak ve meyve ornekleri alinarak analizler yapilmustir. Ekolojik karsilagtirmalar i¢in toprak
ornekleri organik madde, tuz ve pH igerikleri bakimindan analiz edilmistir. Polen &rneklerinin
karsilagtirtlmasi amaci ile polen taneleri 6lgili ve goriintiileri karsilagtirilmistir. Yaprak, meyve kabugu ve
i¢ kisimlar1 antioksidant ve igerik dzellikleri igin su ve metanol ekstreleri kullanilarak mukayese edilmistir.
Bu amagla DPPH, FRAP ve demir selatlama 6zelliklerinin yani sira total fenolik ve total flavonid igerikleri
elde arastirilmustir. Son olarak yaparak orneklerinden elde edilen DNA sekanslart belirlenerek tiirler
arasindaki filogenetik iligki belirlenmeye ¢alisiimistir.

Ekolojik ve edafik faktdrlerin yani sira 6rneklerin alindig1 agaclara da bagli olarak birbirlerinden
farkli sonuglar elde edilmistir. Kullanilan kisim ve bolge 6zelliklerine bagli olarak sonuglar mukayese
edilmistir.Sonug olarak yapilan analizlere bagli olarak degerlerin toprak, ulanilan kisim, ve ekstrelere bagl

olarak degistigi sonucu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Antioksidant,Fistik (Pistacia vera), Palinoloji, Molekiiler Filogeni.
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ABSTRACT

MS THESIS

PHYSIOLOGICAL, ECOLOGICAL AND SYSTEMATIC EVALUATIONS OF
SIIRT AND ANTEP PISTACHIO

Mustafa Ahmet GUNES

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science InBiology

Supervisior : Dr. Mehmet Emre EREZ
Co-Supervisior : Prof. Dr. Musa TURKER

April 2018,44 Pages

Every country, even the region, where Pistacia forms are grown claims that the forms they cultivate
have superior characteristics than others. For this purpose, researchers were carry out many analyzes and
determinations.

In this thesis study, it is aimed to compare the forms of Pistacia veralL. species that cultivated in
Gaziantep and Siirt region. Analyzes were carried out by taking samples of soil, andrecium, leaf and fruit
from location where the pistacia growing intensely. For ecological comparisons, soil samples were analyzed
for organic matter, salt and pH contents. The aim of comparing pollen samples was to compare the
measurements and images of pollen grains. Leaf, fruit shell and cores were compared for antioxidant
activity and for content properties by using water and methanol extracts. For this purpose, DPPH, FRAP
and iron chelating properties as well as total phenolic and total flavonoid contents were determined. Finally,
the phylogenetic relationship between the species was determined by determining the DNA sequences
obtained from the leaf samples.

In addition to the ecological and edaphic factors, different results were obtained depending on the
trees from which the samples were taken. The results were compared according to the part used and the
properties of the region. As a result of analyzes, the results show that the values can be changed depending
on the soil, using part, and the extractions.

Keywords: Antioxidant,Peanut (Pistacia vera), Palinology, Molecular Phylogeny
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasi ile birlikte besin degeri ve ekonomik agidan 6nemli
goriilen bitkiler zamanla kiiltiire alinmaya baslanmistir.Fistik (Pistacia vera L) Diinyada
kiiltiirli yapilan en eski bitkilerden biridir. Fistik Anadolu’da ilk olarak Etiler doneminde
kralsofralarina girmis, 1. yiizy1lda Roma ya daha sonra Ispanya ve Fransa’ya yayilmistir.
Pistacia tiirlerinin yayilis1 ve gen merkezi, Hindistan’in kuzeyi Afganistan, Tacikistan,
Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan olarak tanimlanmaktadir. (Ozbek, 1978; Tekin
ve ark., 2001).

Yabani antepfistigi diye bilinen Pistacia tiirleri {ilkemizin bir¢ok bolgesinde
yayilig gostermektedir. Giineydogu Anadolu bolgesinde bazi bitki tiirlerinin yetistiriciligi
siirli iken antepfistigi kendine 6zgii ekolojik kosullari ve genis toleransi nedeniyle kurak
kosullarda ve diger bitki tiirlerinin yetistiriciliginin zor oldugu toprak kosullarinda dahi
kolayca yetisebilmektedir. Bu durum fistik bitkisi i¢in, bdlgenin Diinya’da {iretim
merkezi durumuna gelmesini saglamistir (Ozbek, 1978). Ancak genis tolerans sinirlarina
ragmen, her bitki tirlinde oldugu gibi fistik tiirleri de iyi bir gelisim ve verim
gosterebilmesi i¢in bazi ekolojik kosullara ihtiya¢ duymaktadir.

Fistik, cogunlukla taze tiiketilmek ile birlikte, seker, unlu mamuller ve dondurma
gibi gida iirtinlerinde kullanilir. Dis agrisi,kan pihtilagtirici, karaciger kanseri, apseler gibi
folklorik, tibbi ve gida dis1 kullanimlar1 vardir. (Tous ve Ferguson, 1996). Ayrica demir
hastaliklar1 ve kolesterol tedavisi ile birlikte, igerigindeki antioksidan ve resveratrol
maddesi sayesinde de anti kanserojen olarak de Onerilmektedir. Meyve kabugu
Hindistan’da dericilikte boyama ve tabaklama islemleri i¢in kullanilirken, recinesi ise
Avrupa ve Ortadogu’da bir kan pihtilastirict etken olarak kullanilir.

Antepfistigi, fenolik bilesiklerin zengin bir kaynagidir dolayisiyla "benzersiz bir
fonksiyonel gida" olarak diisiiniilebilir ve son zamanlarda anti oksidan potansiyeli
acisindan en yiiksek ilk 50 gida {irlinii arasina girmistir.(Halvorsen ve ark. (2006)). Antep
fistiginda bulunan fenolik bilesikler (antosiyaninler, flavan-3-o0ls, protonosiyanidinler,
flavonoller, izoflavonlar, flavanonlar, stilbenler ve fenolik asitler) yiiksek antioksidan
etkileri nedeniyle bilinirler. Cesitli meyve ve igeceklerin (portakal, yaban mersini, kirmizi
sarap) kabuk kisimlarindaki kirmizi renginden sorumlu antosiyaninler, antioksidan, anti-

inflamatuar, antikarsinojenik olarak kullanilmaktadir. (Stone ve ark. (2007)).

Giinlik diyette antepfistiginin  kullanilmasi, insan sagliginin; kansere,



inflamatuvar hastaliklara, kardiyovaskiiler patolojilere karg1 korunmasina yardimei olur
ve genel olarak,serbest radikaller ile iliskili patolojik kosullarin engellenmesi igin
siiphesiz yarar saglayabilir.Ote yandan, antepfistigi kabugu gida, kozmetik ve ilag
endiistrisinde basariyla kullanilabilir. (Tomaino ve ark. (2010)).

Halk dilinde altin aga¢ veya yesil altin olarak adlandirilan fistik, Pistacia cinsi
icerisinde tanimlanir ve yaklasik olarak 70 cins ve 600’den fazla tiirii biinyesinde
barindiranAnacardiaceae familyasina aittir. Pistacia cinsi Diinyada 14’den fazla tiirle
temsil edilirken iilkemizde Flora of Turkey (Yaltirik., 1967 ve Davis et al.
1988)kayitlarina gore 8 takson (P. lentiscus L., P.atlanticaDesf., P. eurycarpa Yaltirik,
P. vera L., P. khinjuk Stocks, P.x saportae Burnat ve P. terebinthusL.subsp.
terebinthus.veP. terebinthus subsp. palaestina(Boiss.) Engler) ile temsil edilmektedir.

Pistaciaveral. Sapindales takimina aitolan mahun cevizi, mango, zehirli sarmasik,
mese gibitiirleri barindiran Anacardiaceaefamilyasinin bir cinsidir,9 tiir ve 5 alt tiire

ayrilmaktadir

(Pistacia vera L) Fistik bitkisi tiiriiniin sistematik olarak siniflandirilmasi;

Boliim : Phanergamae
Alt Boliim : Angiospermae
Smif : Dicotyledoneae
Alt Smif : Choripetales
Takim : Sapindales
Familya : Anacardiaceae
Cins: Pistacia

Tur: Pistacia vera L

Antepfistig1 yetisme alanlarini belirleyen 6nemli faktorlerden birisi de sicakliktir.
Yaz aylarinda meyvenin gelismesi ve olgunlagmasi i¢in oldukca fazla ve uzun yiiksek
sicaklik, kis aylarinda ise belli bir siire diisiik sicakliga ihtiya¢ duyarlar. Ozbek’e (1978)
gore, antepfistiginin yetistiriciliginde sicaklik dort sekilde etkilidir. Bunlar; kis donlari,
ilkbahar ge¢ donlari, kis dinlenmesi ve yaz sicaklik toplamidir Ozellikle, sicaklik

2



toplaminin yeterli olmadig1 yerlerde meyveler i¢lerini tamamen dolduramaz, sert kabuk
citlamaz ve kabuktan kolay ayrilmaz.Ulkemizde yapilan calismalarda, toplam sicaklik
ihtiyaclan farklilik gostermekle beraber Giineydogu Anadolu bdlgesinde yaz aylari
ortalama sicaklik 30°C’nin tizerindedir. Bu sicakliktaki giin sayisi ise 98—110 giindiir. Bu
durum fistik cesitlerinin besin degerlerini degistirecegi gibi igerdikleri sekonder
metabolitler lizerine de etki gosterebilmektedir.

Antep fistig1 karakter olarak kurak sartlarda yetisebilen bir iirlindiir. Kokler
toprakta, anacin tlriine ve c¢esidine bagli olarak genellikle 5-6m derinlige
gidebilmektedir. Iyi bir verim igin toprak neminin yeterli olmasi gereklidir ancak,
ciceklenme periyodunda uzun siire devam eden serin ve yagisli hava erkek agaclarin gigek
tozlarinin yayilmasini olumsuz etkilemektedir

Toprak 6zellikleri olarak ise, nispeten derin, slizek, tinli ve kireg¢li topraklar da
daha iyi gelisim gosterirler. Fistik bitkisinde erkek ve disi bireyler farkli agaclarda
bulunur. Ayrica periyodisite gosteren meyvelerinbasinda geldiginden yillara gére verim
degerleri farkliliklar géstermektedir. Pomolojik olarak ise uzun (Uzun, Halebi, Sultani),
oval (Siirt, Kirmiz1) veyuvarlak (Ohadi, Kerman) olmak tizere ii¢ kisma ayrilir.

Fistik tiirlerine ait fizyolojik istekler, cografik sartlar, kiiltiir durumlari, hastaliklar
gibi fakli durumlar diistiniildiiginde ayni tiire ait bireyler arasinda morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal farkliklilarin goriilmesi beklenen bir durumdur. Ayn bdlge igerisinde
bile topografik ve edafik farklarin verimi ve igerigi etkileyebilecegi diisiiniildiiglinde tiir
igerisinde bile farkli sonuglarinin elde edilmesi miimkiin goriilmektedir.

Bu tez calismasinda, Siirt ve Gaziantep bolgesinde bulunan fistik aga¢larindan
alinan andrekium, meyve ve toprak Orneklerinin analizlerilepalinolojik, edafik ve
antioksidant 6zelliklerinin, ayrica yapraklarindan izole edilecek DNA 6rneklerinin analizi
ile de filogenetik olarak karsilastirilmalar1 amaglanmistir. Antioksidant ozellikler i¢in
DPPH, FRAP, Demir selatlama aktiviteleri, igerik olarak total fenolik ve flavonoid
miktarlar1 karsilikli olarak analiz edildi. Filogeni analizi i¢in ITS ve trnl-f bolgeleri

kullanildi.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Ulkemizde fistik, Gaziantep, Sanlwrfa, Adiyaman, Kahramanmaras ve Siirt
illerinde bulunmakta ve tiretimimizin de yaklasik %90 bu illerden elde edilmektedir.
Antep fistig1 lezzetli ve besin elementlerince ¢ok zengin bir lirtindiir. 100 gram fistik ici;
600 kalori, %22 protein, %55 yag ve %15 karbonhidrat igermektedir. Fosfor,potasyum,
kalsiyum, vitamin E, vitamin B1, vitamin B2, ve nikotinamit bakimindan zengindir.

Tiirkiye Iran, ABD den sonra diinyada en fazla fistig1 iireten iilke konumundadr.

Tablo 1.1. Diinyadaki fistik Uretimi ve Pay1 (2015 yil1; tahmini degerler)

ULKELER URETIM MIKTARI (TON) PAYI (%)
IRAN 480.000 46,92
ABD 240.000 23,46
TURKIYE 144.000 14,08
CIN 80.000 7,82
SURIYE 57.000 5,57
DIGER ULKELER 22.000 2,15
GENEL TOPLAM 1.023.000 100

Ulkemizde fazla miktarda yetistirilen Uzun grubuna giren antepfistig1 gesitleri
yesil i¢li ve lezzetli olmalarina ragmen periyodisite egilimin fazla olmasi ve ¢itlama
oraninin diisiik olmasi nedeniyle olumsuzluk géstermektedir. Bunun yaninda Yuvarlak
grubuna giren ¢esitlerde ¢itlama orani yiiksek ve iri meyveli olmalarina ragmen tat ve

aroma yoniinden zayiftirlar (Tekin ve ark., 2001; Balta ve ark., 2003).
Tablo 1.2. Tirkiye’deki fistik agaglarinin durumu

ILLER Toplu Uretim  isletme Meyve Meyve Toplam
meyvelik (ton) Sayisi veren agac vermeyen agac sayisl
alam sayisi agac sayisi
(dekar)

Gaziantep 1.298.45 17.231 25986 16.389.700 3.561.788 19.951.488

Sanliurfa 885.071 21.494 1152 12.011.410 3.656.535 15.667.945

Adiyaman 248.538 9.704 5952 3.864.070  1.076.910 4.940.980

Siirt 190.663 15.228 3405 2.942.800  1.344.000 4.286.800

Kahramanmaras 66.603  2.438 1625 798.250 236.900 1.035.150

Kilis 59.477  2.349 1415 588.823 65.424 654.247

Batman 20.773 692 596 110.880 276.205 387.085

Manisa 10.490 2.045 462 649.880 259.117 908.997

Mardin 10.141  1.213 204 178.862 142,572 321.434

Mersin 4.990 1.232 541 257.109 109.903 367.012

Fistik bitkisi ile ilgili bir¢ok farkli iilkede olduk ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve

yayinlanmustir.



Barreca ve ark. (2016), yilinda yayinladiklar1 yayinda, fistik kabuklar1 iizerine
calisma gerceklestirilmistir. Yapilan c¢aligmada fistik kabuklar1 etanol ve metanol
solventleri ile muamele edilmis, sonuglara gore ekstraktlarin antioksidant ve sitoprodektif
etkilere sahip olduklar1 tespit edilmistir. Atik tirtinlerin kullanilmasi gerektigi belirtilen
makalede etken madde olarak genellikle; gallik acid, hydroksibenzoik asid, proto-
kateshuik acid, naringin, eriodictyol glukozid,quercetin ve katesin maddelerinin
bulundugunu analiz etmislerdir.

Grace ve ark. (2016)’nin yaptiklar1 calismada fistik kabuklar1 analiz edilmistir.
Icerik olarak; anacardik asit (3198 mg/100 g), fatty asit (1500 mg/100 g) vephytosterols
(192 mg/100 g) olarak tespit etmislerdir. Yapilan ayni caligmada fistik kabuklarindan elde
edilen ekstraktlarin inflamatuar etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica Rajaei ve ark.
(2010) yaptiklar1 calismada fistik kabuklarinin, yiiksek anti oksidan ozellige sahip
olduklart ve gram pozitif ve negatif bakterilere karsi etkili antimikrobiyal etki
gosterdikleri rapor edilmistir.

Fistik tiirleri sistematik olarak ¢ok fazla tartisma konusu olmustur. Hem ekonomik
O6nemi hem de kiiltiir formlarinin bulunusu nedeni ile tartismalar devam etmektedir. Yi
ve ark. 2008 yilinda yaptiklar filogeni ¢alismasinda; fistigin monofiletik oldugu, Bazi
Pistacia tiirlerinin gergek soylu tiirler gibi goriinmemektedir ve gelisimsel ve topocografik
olarak farkliliklar gosterdigini ileri siirmiislerdir. Ornegin Pistacia saportae'nin,P.
lentiscus ve P. terebinthus'la melez oldugu gosterilmistir

Tomaino ve ark. (2010), yilinda yaptiklari antioksidan c¢alismasinda fistik
kabuklarmin, i¢ kisimlarinda ¢ok daha yiiksek anti oksidan potansiyele sahip olduklaim
one siirmiislerdir. Fistik kabugunda, i¢ kismindan farkli olarak; epicatechin, quercetin,
naringenin, luteolin, kaempferol, cyanidin-3-O-galactoside and cyanidin-3-Oglucoside
maddelerine yiiksek miktarda rastlanildigini analiz etmislerdir. Sonug olarak, caligmada
kullanilan, Bronte cesidi fistiklarinin spesifik antioksidan giicii ortaya konulmaya
calisilmis. Ayrica giinliik diyetlerde Antep fistiginin kullanilmasi, kansere, inflamatuvar
hastaliklara, kardiyovaskiiler patolojilere karsi siliphesiz yarar saglayabilecegi ileri
siiriilmiistiir. Ote yandan, fistigin kabuk kisimlarmin, kozmetik ve ilag endiistrisinde

basartyla kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Tsantili ve ark, (2010) yaptiklar ¢alismada, farkli kdkenlerden fistig1 tanelerinin;
(Aegina, Pontikis, Bronte, Cerasola, Joley, Kerman, Mumtaz ve Sirora) bazi fiziksel,

bilesim ve duyusal 6zelliklerine gore degisik ¢esitlilikteki farkliliklarini incelenmislerdir.
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10 adet fistikagirliginin, 15.23 gr (Kerman) ila 9.7 gr (Cerasola) arasinda degistigi, Ham
protein igeriginin%?21,87 (Cerasola) ile%18,99arasinda degistigi, ayrica yag oraninin
%57,62 (Joley) ve 49,79 (Joley) arasindaki degistigini tespit etmislerdir. Sonug olarak
tireticilerin, dogal olarak sarimsi kilif rengiyle biiyiik boyuttaki fistiklar1 tercih ettikleri
sonucuna varmislardir. Ancak Olgiilen tiim fiziksel ve kompozisyon ozelliklerinin
cogunun geside ve fito-cografya 6zeliklerine bagl olarak nemli oranda etkilendigi ve
degisebilecegi sonucuna ulagmislardir.

Yine Tsantili ve ark. (2011) yilinda yaptiklar1 ¢alismada fistik tanelerinin
kurutulma ve depolama kriterlerinin, fistigin1 antioksidan ve besin degerlerini
etkileyebilecegi sonucu ileri stiriilmiistiir. Depolama sirasindaki ¢esit, zaman, sicaklik ve
paketlemenin Total fenolik, total flavonoid FRAP ve DPPH iizerinde anlami ve énemli
degisiklikler meydan getirdiklerini ortaya koydular.

Goli ve ark. 2005 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada, fistitk kabuklari farkli
solventler ile muamele edilmistir. Bu ¢aligmaya gore su ve metanol ekstrelerinde 34-38
mg/g fenolik madde elde edilir iken, etil asetatli ekstrelerde, 5-8 mg/g fenolik madde
tespit edilmistir. Fistik bitkisi ile yapilan calismalarda, su Oziitlerinin yiiksek fenolik
icerigi (32.0-34.0 mg / g) oldugu bulunmustur, bu nedenle fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in en iyl yontem, su veya metanol ile Oziitlenmesi gerektigi ileri
siirtilmiustiir.

Ozellikle Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde besin ve ekonomik acidan degerli
olarakiiretilen ve tiiketilen Pistacia vera L. (Antepfistigl) literatiirde verilen
icerikmaddeleri bakimindan incelendiginde sahip oldugu birtakim biyolojik
aktivitelerisayesinde giinliik besinlere ek olarak hastaliklardan korumaya yardimeci1 (Surh,
2003)ve tedavi edici (Kalkanci ve ark., 2007) olduguna yonelik bilgiler mevcuttur.

Antepfistigt tohumunun bilesiminde %53,8 yag, %20 protein, %15 seker ve
%11,2oraninda nisasta bulunmaktadir. Ayrica fosfat, potasyum, kalsiyum, vitamin
E,vitamin B1, vitamin B2, nikotinamit ve resveratrol bakimindan zengindir (Gentileve
ark., 2007)

Gida sektoriinde oldukga fazla ticari oneme sahip olan P. vera L., tohum, dal ve
yaprak doku o6ziitlerinin degisik biyolojik aktiviteleri ile ilgili bilimsel verilerliteratiirde
yer alirken i¢ zar1 yani testasi ile ilgili sadece bir bilimsel veriyerastlanmis ve bu veriye
gore testasinin antioksidan ozelligi oldugu bildirilmistir(Kendirci ve Onogur.,

2011).Ulkemizin 6nemli {iriinlerinden olan P. vera L.’ nin tohum ve testasinin



antioksidanaktivite gosterdigi verisi (Sari ve ark., 2010) Antepfistiginin kansere
karsikoruyucu gidalar arasinda yer alabilecegi fikrini dogurmustur.

Bir¢ok ¢alismada ultraviyole (UV) radyasyona maruz kalmanin neden oldugu cilt
zararina kars1t canli organizmayir korumak icin yiiksek oranda polifenolik madde
(flavonoidler, hidroksisinnamik asit) iceren bitkilerin kullanilabilecegini rapor etmistir.
Martorana ve ark.’in 2013 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada, Bronte fistiklarinin
soyulmus kabuklarindan elde edilen ve polifenol bakimindan zengin iki ekstraktin
kimyasal bilesimi ve antioksidan Ozellikleri arastirilmistir. Elde edilen veriler 1s181inda
kabuk kisimlarmin yiiksek antioksidan 6zellige sahip olduklari ayrica, topikal kozmetik
ve farmasotik formiilasyonlarda foto koruyucu bilesenler olarak basariyla
kullanilabilecegi 6nerisini ileri stirmiiglerdir.

Pistacia cinsinin filogenisi ve tiirleri arasindaki iliskiler tartismalidir ve heniiz
daha tam olarak anlagilamamistir. Talebi ve ark. (2012)yaptiklart ¢alismada, 30 primer
kombinasyonunu tarayarak; iran, Suriye, Tiirkiye ve Birlesik Devletlerden alian 36 fistik
wkinin nitelendirilmesinde diziye bagli amplifiye polimorfizm (SRAP) tekniginin
uygulanmasini rapor etmektedir. Kiime analizi ile yapilan tiir bazindaki gruplamalarda
Pistacia vera'ya en yakin tiir Pistacia atlantica, ardindan Pistacia khinjuk oldugu tespit
edilmistir.

Fistik bitkisi dioik oldugundan, tozlagsma Pistacia tiirlerinin gelisimini etkileyen
en onemli faktorlerden biridir. Tiim Pistacia tiirleri birbirlerini tozlastirabilir veya
dolleyebilir. Dogal tozlagsma yeterli olmadig1 zaman suni tozlagmalar yerini almaktadir
(Isfendiyaroglu ve ark.,, 2003). Tarim ve polinizasyon biyolojisi bakimimdan
degerlendirildiginde, yeterli ve {istiin dollenmenin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
erkek agaglar disi ¢igekler alic1 olmadan 6nce polen dokme egilimindedir. Bu durum iki
tiir sorunun ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Yetersiz tozlasma durumunda bos fistiklar
olusumu ve ¢imlenen tohumlarin verimi azaldig1 i¢in rejenerasyonun gelismesi sorunu.
(Isfendiyaroglu ve Ozeker, 2001).

Fistik bitkisine ait polen taneleri degiskenlik gdstermektedir. Pistacia polen
tanelerini sfero veya oblat olarak tanimlarken, Alyafi (1979); Zavada ve Dilcher (1986)
kiiresel bir sekle sahip oldugunu bildirmislerdir. Belhadj ve ark. 2007 yilinda Pistacia
atlantica polen taneleri ile yaptiklari ¢alismada polen tanelerinin sekli ve biiyiikliiklerinin

kuraklik ve yiikselti durumlarina gore ii¢ gruba ayirmislardir.



3. MATERYAL METOT

3.1. Fistik orneklerinin hazirlanmasi

Fistik ornekleri Siirt (Botan, Tillo, Gokg¢ebag) ve Gaziantep (Belkis, Turlu)
illerinden belirlenen lokalitelerden, uygun zaman ve yeteri miktarda toplandi. Elde edilen
ornekler yaprak, meyve kabugu ve meyve i¢i olacak sekilde ii¢ farkli kisimlara ayrildi.
Ornekler temizlenerek golgede kurumaya birakildi. Elde edilen kisimlar;

1. Siirt Yaprak

Gaziantep Yaprak
Siirt kabuk
Gaziantep kabuk
Siirt i¢

a b~ w D

6. Gaziantep ig
olmak tizere 6 kisima ayrilarak ile ¢alismaya baslanildi.

Sekil. 3.1. Antep ve Siirt fistiklarina ait genel goriintiiler
? 2

Golgede kurutulan ve farkli kisimlarma ayrilan bitki kisimlari laboratuvar

ogiitiiciisii ile parcalandi. Pargaciklar elekten (0,5 mm) gegirilerek tiim kisimlarin ayni
biiyiikliikkte olmalar1 saglandi. Bitki materyalleri uygun kap ve siselerde ekstraksiyon

asamalaria kadar buzdolabinda muhafaza edildi.



3.2. Bitki Ekstraksiyonlarimin Hazirlanmasi

Ogiitiilen bitkiler icin saf su ve metanol (%80) solventleri kullanildi. Fistik
kisimlarindan 5’er gr alindi. Uzerlerine 50 ml saf su ve %80’lik metanol eklendi.
Ornekler; 5 dakika boyunca laboratuar dgiitiiciisiinde fiziksel olarak, daha sonra 5
dakikada doku parcalayicida (sonikatér) mekanik olarak homojenize edildi. Etraflari
folyo ile kapatilarak,12 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida calkalandi. Siire
sonunda numuneler alinarak 7.500 rpm hizda santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde

edilen supernatantlar toplanarak metanol kisimlart uguruldu.

Elde edilen ham ekstraktlarin agirlik degerleri hesaplanarak tiim numuneler 10
mg/ml olacak sekilde yine kendi ¢6zgenleri ile sulandirildi. Analiz islemlerine kadar

numuneler + 4 ° C’de saklandi.

Sekil 3.3.Fistik orneklerine ait su ve metanol ekstrelerinin elde edilmesi

3.3. Analiz Yontemleri

Calismada elde edilen ekstraksiyonlarin etki degerlerinin anlagilmasi ve lokasyon
degerlerinin (Siirt-Gaziantep) karsilastirilmas1 amaci ile; total fenolik, total flavonoid,
DPPH, FRAP ve demir selatlama, aktiviteleri analiz edildi. Analizler; literatiir ve ¢calisma

bitkisine uygun olarak modifiye edilerek uygulandi.

3.3.1. Total Fenolik i¢erigi
Fenolik madde igerigi igin ekstraktlarinin FCR reaktifi ve Na2COs ile verdigi

reaksiyonu sonucu elde edilen yesil rengin elde edilmesi esasina dayanmaktadir.



Elde edilen 6 farkli ekstraktin hazirlanan her bir konsantrasyon i¢in ayri ayri
tiiplere 1’er ml numune konuldu. Uzerlerine 1’er ml FCR (Folin-Ciocalteu) reaktifi ilave
edildi. 3 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1 ml doygun Na,COs
(%7) ilave edildi. Bu asamada kopiirme ve yesil renk olusumu beklendi. Daha sonra 90
dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. 725 nm dalga boyunda

absorbansi alindi.
Kor; 1 ml ¢oziici+ 1 mL FCR +1 mL %7’lik Na2CO3

Standart ise gallik asitin farkli konsantrasyonlari ile (0.05-1 mg/mL) ¢ozeltileri ile

hazirlandi. Slinkard ve Singleton (1977), Su ve ark.. (2007)

3.3.2.Total flavonoid icerigi
Flavonoid igerigi NaNO2’l1 ekstraktlarin AICI3 ile verdigi reaksiyonun 510 nm

dalga boyunda okunmas1 sonucu yapilan ¢alisma esasina dayanir.

1 ml Ekstrakt (Hazirlanan her konsantrasyon igin ayri) tizerine 400 ul %80
metanol eklendi. Daha sonra 30 pl %5 NaNO: ilave edilip ile 6 dakika bekletildi. Siire
sonunda 30 pl %10 AICI3.6H20 eklenip lyice ¢alkalanarak, 6 dakika daha bekletildi. Son
olarak 400 pul NaOH (1M) eklendi ve 15 dakika beklendi. Elde edilen pembemsi renk 510
nm dalga boyunda okundu

Kor: % 80 metanol + 30 pul % 5 NaNO2+30 pl % 10 AIC13.6H20+ 400 pl NaOH(1
M)

Regresyon; Rutin’in farkli konsantrasyonlar1 (0,1-1 mg/ml) gore yapildi. (Park ve
ark. (2008))

3.3.3. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

DPPH ¢ozeltisi, 517 nm'de maksimum absorbans gosteren koyu mor bir renk
olusturur. Bu DPPH ¢6zeltisine antioksidan madde veya maddeler iceren bir soliisyon
eklendiginde bu koyu mor renk zamanla rengini kaybetmeye baglar. Renk degisimi
antioksidan maddelerin DPPH radikalini baskilamasinin kolorimetrik belirteci olarak

kabul edilir. Degisim yiizde (%) olarak ifade edilir.

Hazirlanan her bir konsantrasyon i¢in ayr1 ayr tiiplere 1’er ml bitki ekstraktlari
konuldu. Uzerine 4 ml DPPH (0.001 M DPPH, saf metanolde ¢oziinmiis) ¢dzeltisi
eklendikten sonra iyice karistirildi. Daha sonra 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Spektrofotometrede 517 nm'de absorbanslar dl¢tildii.
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Kontrol i¢in 4 mL DPPH iizerine 1 mL metanol konuldu,
DPPH aktivitesi (% inhibisyon) = ( Ak— A1) / Ak x 100
(Ak: KontrolAbsorbansi, A1: Numune Absorbansi) Blois (2002)

3.3.4. FRAP analizi
Antioksidan aktivitesini ger¢eklestirmek i¢in Miiler ve arkadaslarinin (2011)’de

yaptig1 protokol modifiye ederek FRAP yontemi gergeklestirildi.

Buna gore taze hazirlanan FRAP ¢ozeltisi i¢in; Sodyum asetat (300 mM, PH
3.6),40 mM HCL ile hazirlanmis 10 mM TPTZ (2,4,6- Tris (2-pyridyl)-s- triazin) ve20
mM ferric klorid ¢ozeltisi, 10:1:1 oraninda karistirildi. Konsantrasyonu belirgin 6rnekten
100 pl alinip 3 mL FRAP solisyonu eklendi. Birer dakika araliklarla karistirildi, daha
sonra 37° C’de 4 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 593 nm dalga boyunda

absorbans okumalar1 gerceklestirildi.

Kalibrasyon korti ferrostilfat ile hazirlandi. Sonuglar kurutulmus agirligin her

gramina karsilik gelen mM FeS04~2 olarak ifade edildi.

3.3.5. Demir selatlama aktivitesi

Demir iyonlarinin indikatorii olan ferrozin demir iyonlari ilekompleks olusturarak
sollisyonun magenta rengini almasina sebep olmaktadir. Renk degisimi 562 nm'de
maksimum absorbans vermekte olup, metal selatlamanin belirteci olarak kullanilmaktadir

(Dinis ve ark.,1994).

1 ml Ekstrakt (Hazirlanan her konsantrasyon ig¢in ayri1) lizerine 0.05 mL'lik
2mM'lik FeCl: soliisyonuna eklendi. Elde edilen karisima daha sonra 5 mM'lik 0.2 mL
ferrozineilave edildi.Toplam hacim kullanilan ¢6ziicii (Metanol veya Aseton/Etanol/Su)

ile 5 mL'ye tamamlandi1 ve 10 dk. oda sicakliginda beklendi.
Renk degisimi 562 nm'de absorbans degerler okundu.

Kontrol i¢in ;200 pL ferrozin (5 mM) tizerine 50 pL FeCl2 (2 mM) ve 3.75 mL
¢Oziicl. Kor i¢in; 0.05 mL FeCl2 + 4 mL ¢oziicii.

3.4. Molekiiler Analiz

3.4.1. Ticari kit ile bitkiden genomik DNA izolasyonu
Yaklasik olarak 100 mg taze doku tartilarak havan iginde siv1 azot ile toz haline

gelinceye kadar ezildi. Kit protokoliine gore; numunelere 350 pl Lizis A tamponu
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eklendi, 20-30 saniye vortekslendi. Daha sonra Lizis B tamponundan 50 pl, RNAaz' dan
20 pl tiipiin i¢ine aktarildi. Karisim 65 ° C’de karistirildi. Zaman zaman vortekslemek
suretiyle 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Uzerlerine 130 ul presipitasyon
solusyonu eklenerek karistirildi.

Buz iizerinde 5 dakika inkiibasyona alindi. Daha sonra 14.000 rpm’ de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Siipernatant toplanarak steril bir mikrosantrifiij tlipline
aktarilarak tizerine 400 ul bitki genomik DNA baglanma soliisyonu ve 400 ul %96’k
etanol eklenip iyice karistirildi. Bu karisim daha sonra kolona aktarildi ve 8000 rpm de 1
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonunda kolondan asag siiziilen siv1 atildi ve
kolon iizerinde kalan karisimi siizmek i¢in tekrar 8.000 rpm’ de 1 dakika boyunca
santrifiij edildi. Daha sonra yikama tamponu I’den 500 pl alinarak kolona transfer edildi.
1000 rpm de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolondan siiziilen siv1 atildiktan sonra
yikama tamponu II’den 500 pl alinarak kolonun iizerine transfer edildikten sonra 14.000
rpm de 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolondan siiziilen siv1 atildiktan sonra kolona
baglanmis olan genomik DNA’ y1 toplamak i¢in kolon 1,5 ml’ lik temiz bir santrifiij
tiipline yerlestikten sonra {izerine 100 pl Eluasyon ¢6zeltisi kolonun tam ortasina gelecek
sekilde eklendi.

Toplanmig DNA veya piirifiye edilmis Genomik DNA saklamak iizere -20 °C’ de

derin dondurucuya konuldu.

3.4.2. CTAB yontemi ile DNA ekstraksiyonu

0.200 mg bitki 6rnegi tartilarak ependorflara konuldu ve ependorflara numaralar
verildi. Uzerlerine 55 ° C’ de 30 dakika sicak su banyosunda bekletilen CTAP
cozeltisinden 650 pl eklenerek 5 dakika araliklarla vortekslendi. Ayrica her bir 6rnek 30
saniye sonikatdre tabi tutuldu. Sonikator isleminden sonra tekrar vortekslendi. Siire
sonunda ornekler 12.000 rpm de 5 dakika santrifiije tabii tutuldu. Santrifiijden sonra
siipernatant (iist faz1) temiz bir sekilde alinarak yeni ependorflara aktarildi. Daha sonra
tizerine 200 pl kloroform /izoamil alkol (24:1) eklenerek yag asitlerinin ayrilmasi igin
lyice karistirildi. 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatantin iist kismi
aliarak temiz ependorflara aktarildi.

Ust faz1 alian ependorflarm her birinin iizerine 5 M’Iik 60 ul amonyum asetat
eklendi. DNA pelletleri 500 pl saf alkolle temizlendi. Ependorflar 5 dakika buzun igine
konuldu. Daha sonra 13.000 rpm‘de 1 dakika santrifiij edildi. Alkol kism1 dokiilerek
dipteki DNA % 70’lik alkolle tekrar yikandi. Ornekler 13.000 rpm’ de 1 dakika santrifii]
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edildi.

Alkol kismindan arindirilarak kurutulan DNA pelletlerinin {izerine 50 pL TE

tamponu eklendi ve ¢ozlindii. Numuneler PCR ¢aligsmasiin gerceklestirilmesi i¢in + 4 °©

C’de saklanda.

CTAP Cozeltisi; 2 gr. CTAP (Hekzadistel trimetil amonyum bromid), 10 ml 1M

Tris-HCI (pH: 8), 4 ml EDTA (0.5 M), 28 ml NaCl (5 M), 1 g PVPP (Polivinil
polipirilidon) ve 40 ml su.
3.4.3. CTAP yontemi Karaca protokolu ile DNA ektraksiyonu

Orneklerden DNA ekstraksiyonu asagida Ozetlendigi sekilde gerceklestirildi.

DNA ekstraksiyonu Karaca ve ark. (2005)’e gore gergeklestirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Her bir bitkiden 2-3 yaprak alinip havan yardimiyla bu 6rnekler sivi azot ile toz
haline gelene kadar iyi bir sekilde ezildi. Her bir 6rnek i¢in her havana 100 mg
PVPP 6nceden eklendi.

Toz haline getirilen 6rneklerin her birinden 1 gr alinarak ependorflara konuldu ve
tizerlerine 2.500 uL EB ¢6zeltisi eklendi. 3-5 dakika vortekslendikten sonra 7.800
rpm de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

Tiplerdeki siipernatant (list faz) dikkatlice dokiildii ve alttaki pellet (kalint1) 1.500
uL LB ¢ozeltisinde vortekslenerek ¢oziindii. Uzerine 1.500 pL LiCL eklenerek
tekrar vortekslenerek iyi bir sekilde karismasi saglandi.

Her bir tlipe daha 300 pL %20°lik SLS (Sodium lauryl sarcosinate) ¢ozeltisi
eklendi ve tiipler parafilmlenerek 65 °C‘ye ayarlanmis su banyosunda 40 dakika
stireyle bekletildi. Ancak her 20 dakikada bir 3-5 dakika vortekslendi ve en son
su banyosundan ¢ikartildiktan sonra tekrar vortekslenerek karistirildi.

Su banyosundan alinan her bir 6rnek tizerine 4 ml 1:24 oraninda CIS (Kloroform/
izoamil Alkol) eklendi ve 10 dakika bir siirede oda sicakliginda (24 ° C) bekletildi.
Tiipler 7.800 rpm de 10 dakika santrifiijlenerek 3 faz olusturulmus ve en iist
fazdan (siipernatant) alinabildigi kadar yeni bir tiipe alind1.

Her bir tiipten alinan siipernatant miktari kadar tizerine CIS eklenerek (600 pul) 10
dakika boyunca oda sicakliginda sallanarak bekletildi.

Oda sicakliginda bekletilmis olan tiipler daha sonra 10.000 rpm de 10 dakika
boyunca santrifiije tabii tutuldu.

Ust faz temiz bir tiipe alindi ve 3 ml izoproponal (2- proponal) eklendi.

10) Her bir tiipe ilk alinan hacmin 1/ 20 si kadar 5M NaCl eklenmis ve 5 dakika bir

stireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 5.000 rpm de 5 dakika santrifiij

edilmis ve iist faz dikkatlice uzaklagtirilmistir.
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11) DNA pelleti tizerine 390 ul TE ¢ozeltisi ve 10 pl RNaz(10 pg) eklenmis ve
vortekslenerek 30 dakika bir siireyle 37 © C de bekletildi.

12) Bu siirenin sonunda 40 pl 3M sodyum asetat (NaAc) eklenmis ve bu karisima da
1 ml etanol eklendikten sonra karistirilmis ve 5.000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi.

13) Siipernatant dikkatlice dokiildii ve tlipler temiz bir havlu tizerinde ters ¢evrilerek
etanol kalintis1 uzaklastirildiktan sonra DNA pelleti 0.2 mL pH:8 TE’ de ¢6ziildii.

14) Ornekler kullanilmak iizere +4 ° C veya derin dondurucuda bekletildi.

EB (extraksiyon tamponunun)’nin hazirlanmasi; 0,35 M sorbitol, 100 mM Tris HCI,
5mM EDTA, %2 Tween 20, %1 Triton X, %1 BME (Beta merkaptoetanol).

LB (extraksiyon tamponunun)’nin hazirlanmasi; 200 mM Tris HCI, 50 Mm EDTA
%2 Triton X, %1 BME (Beta merkaptoetanol), %2 PVPP.

3.5. DNA Ekstraksiyonlarin Tespit Edilmesi

Uc farkli protokol ydntemi ile izole edilen DNA 6rnekleri agaroz-jel ile tespit
edilmeye calisildi. Bunun i¢in %1’lik TBE ¢ozeltisiyle hazirlanan agaroz mikrodalgada
isitilarak sogumaya birakildi. Elektroforez tankina dokiilmeden oOnce igerisine 6 pl
etidyum bromid ¢ozeltisi eklendi. Cozelti tanka dokiilerek sogumaya birakildi.10 pl DNA
ornegi 4 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak taraklara yerlestirildi. 80 volt 100 mA
elektrik akimi drneklere uygulandi. Orneklerin DNA igeriklerinin durumu BIO RAD

marka Gel Doc EZ Imager model goriintiileme sistemi ile goriildii.

3.6. PCR Protokolii
3.6.1. DNA’ nin denatiirasyonu

92-95 °C” de cift iplikgikli yap1 denatiire olup, tek iplik¢ikli hale geger. 1-5 dakika
yeterlidir.

3.6.2. Primerlerin baglanmasi

Primerler sentetik olarak hazirlanan 15-30 bazlik oligoniikleotidlerdir .Rastgele
secilirler ve kendine komplamanter bdlgeyi bulup tutunurlar ve DNA sentezinin
ilerlemesine basamak olurlar. 30-35 °C sicaklikta primerler komplamenteri olan denatiire

tek iplik¢ikli DNA nin 3" ucuna tutunur ve 3'-5" boyunca baglanir. Baglanma siiresinin
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bitiminde 70-72 °C sicaklikta Taq polimeraz enzimi vasitasiyla ortamdaki dNTP ler
kullanilarak genomik DNA’ nin kopyalar1 elde edilir.

3.6.3. Denatiirasyon (DNA zincirinin a¢ilmasi)
Kalip DNA (template DNA), 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA
iplikcikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak i¢in, baz1 durumlarda 5-

10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir.

6.3.4. Annealing (primerlerin acillan DNA zincirlerine yapismasi)Reaksiyon
sicakliginin, 37-65 °C’ye disiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu islem,

iretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir.

6.3.5. Primer extesion (primer uzamasi)DNA zincirleri {izerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Taqg DNA
polymerase 72 °C sicaklikta daha iyi galistig1 i¢in genel olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu
sicaklikta yapilmaktadir (Erlich ve ark. 1991). PCR sonucunda elde edilen iiriin,
cogaltilmasi hedeflenen DNA parcasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Hadidi
ve ark., 1995). Ug basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan islem,
bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek
baslangigtaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigt cogaltilir. PCR
sonucunda elde edilen DNA parcaciklari agaroz veya poliakrilamit jellerde yiiriitiildiikten

sonra, ethidium bromide (EtBr) veya giimiis nitrat (GN) ile boyanarak gézlemlenir.

Arastirmada elde edilen genomik DNA ‘larin kullanilabilirligini belirlemek

amaciyla

Forward ITS 5A TCCTCCGCTTATTGATATGC
Reverse ITS 4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG
trnLf ATTTGAACTGGTGACACGAG

trnLe GGTTCAAGTCCCTCTATCCC

primerleri kullanildi. Elde edilen genomik DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi igin PCR
uygulamasina geg¢ildi.

PCR makinesinin kullanildig1 ¢alismada PCR protokolu i¢in;
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e 2ul genomik DNA,

« 6 ul MgCly,

e | pl primer,

e 1.8 ul dNTP,

e 0.4 ul Taq polimeraz olacak sekilde siipermix hazirlandi.
PCR programu igin ise;

e 95 °C’de 3 dakika,

e 94 °C’de 1 dakika

e 52°C’de 45 saniye

e 72 °C’de 2 dakika olarak toplam

e 35 dongiide yiiriitiildii.

3.2. Palinolojik Ozelliklerinin Tespit Edilmesi
Calismada kullanilan fistik ¢igeklerinden elde edilen polen o6rnekleri jelatin

gliserin ortamina aktarilarak boyanmasi saglandi.

3.2.1. Jelatin gliserin ortaminin hazirlanmasi

lgr jelatin, 6 ml su i¢inde yumusamast igin 1 saat tutuldu. Uzerine 7 ml gliserin
ilave edilerek 50 °C’ lik su banyosunda 10-15 dakika yavasca karistirildi. Karigima
dezanfektan olarak bir parca timol kristali eklendi. Hazirlanan gliserin jelatin ortamina
spatiil ucuyla polenlerin boyanmasini saglayacak olan safranin az miktarda eklendi.

Polen goriintiilerinin elde edilmesi i¢in toplanilan fistik ¢igekleri lizerindeki
tekalar saat caminin iizerine konularak %70’ lik alkolle yikandi. Tekalarin i¢indeki
polenleri ¢ikarmak icin igne uglar1 kullanildi. Elde edilen polenler daha sonra lam {izerine
alinarak bir parca gliserin jelatin konularak lamelle kapatildi. CX 31 model Olympus

marka mikroskop ve 100 x ‘lik objektif ile polen goriintiileri alindi.

3.7. Toprak Analizleri
Farkli lokasyonlardan alinan toprak ornekleri Siirt Sanayi Ticaret Odasi’na ait
toprak analiz laboratuvarinda analiz edildi. Metot ve analizler i¢in;
1. Toprak Tekstiirii; Deneme alani topraklarinin kum, kil ve silt fraksiyonlari
Bouyoucous (1951) tarafindan bildirildigi sekilde hidrometre yontemine gore

belirlenmis
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. Toprak Reaksiyonu; Jackson (1962)’in belirttigi gibi pH degerleri saf su ile 1.2.5
oraninda sulandirilarak belirlenmistir.

. Kireg; Hizalan ve Unal (1966) tarafindan belirtildigi gibi, Scheibler kalsimetresi
kullanilarak saptanmistir.

. Tuz Icerigi; Richards (1954)’ iin bildirdigi sekilde saturasyon ¢amurunda
elektriksel iletkenlik, elektriki kondaktivite aleti ile dl¢iilerek eriyebilir tuz icerigi
hesaplanmustir.

Organik Madde; Modifiye edilmis Walkley-Black yontemine gore belirlenmistir
(Walkey, 1947).

. Azot; Kjeldahl yontemine gore belirlenmistir (Kacar, 1994).

. Kullanilabilir Fosfor; Sodyum bikarbonat yontemine gore belirlenmistir (Olsen
ve ark., 1954).

. Degisebilir Potasyum, Kalsiyum ve Magnezyum; Thomas (1982)’e gérel N
Amonyum asetat ile calkalanarak Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde
belirlenmistir.

. Toprakta Ekstrakte Edilebilir Mikro Besinler; Toprak ornekleri DTPA ile
ekstrakte edilerek Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde belirlenmistir

(Kacar, 1994).
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik ozellikler

Siirt fistig1 diger fistik ¢esitlerine gore daha iri taneli olusu, aroma ve tadindaki
farkliliklarindan dolay1r Antep fistig1 ¢cesidine gore piyasada cogunlukla taze ¢erez olarak
tilketilmektedir. Antep fistig1 ise daha ¢ok tatli ve dondurma gibi gida tirtinlerinde tercih
edilmektedir.

Morfolojik olarak Antep fitigt meyvelerinin daha kiiciik oldugu,
Antepfistigikabuklu meyvesininbiiyiikligiinii belirten uzunlugun 16,47 - 22,6 mm ve
agirh@inin0,61-1,23 g degerleri arasinda bulundugu tespit edilmistir. Siirt fistig1 kabuklu
meyvesinin uzunlugu 19,9-239 mm ve agirhigi 0,9-1.77 gr arasinda degisiklik

gostermektedir.

4.2. Palinolojik o6zellikler
Tez calismasinda Antep ve Siirt fistik agaclarinda bulunan erkek bireylerden
orneklemeler yapilmistir. Her bir 6rnege ait 20farkli polen goriintiisii 151k mikroskobu

altinda incelenerek Ol¢iim degerleri tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Anter goriintiileri
Tez ¢alismasi palinolojik olarak degerlendirildiginde, ¢alisilan cesitlere ait polen

gorlntiilerinin birbirleri ile benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Polen goriintiilerinin

¢esit ayirim ve tanimlanmasinda kullanilmasinin uygun olmadigi tespit edilmistir.
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Fistik ¢esitlerine ait polen goriintiilerinin uzunluk degerleri mikroskop kamerasina
bagli olarak ¢alisan Stream Start programi ile otomatik olarak hesaplanmistir. Bu amagla
polen tanelerinin exin ve ¢ap uzunluk degerleri mikrometre birimi cinsinden 6l¢iilmiistiir.
Olgiimler igin 20 farkli polen tanesinden elde edilen goriintiilerin ortalamalar degerleri
hesaplanmistir. Siirt ve Antep bdlgelerinin erkek bireylerinden alinan &rneklerin
morfolojik olarak ayni olgunluga sahip olduklar1 donemin sec¢ilmesine dikkat edilmistir.

Siirt bolgesine ait fistik gesitlerindeki exin uzunluk o6lgiilerinin 0,72-1,46 um
arasinda degistigi, polen tanelerinin ¢ap uzunluklarinin ise 28,17-35,73 pum arasinda

farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. (Sekil 4.2)

Sekil 4.2. Siirt fistigina ait polen goriintiileri
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Antep bolgesinden alina polen 6zelliklerinde ise polenlerin exin uzunlugunun

0,82-1,90 pm arasinda degistigi, cap uzunlugunu ise 28,25-35,92 um arasinda degerler
gosterdigi Olciilmiistiir.

Yapilan polen analiz ve literatiir arastirmalarinda fistik polenlerinin hem Antep
hem de Siirt bolgelerinde Ol¢lim acisindan anlamli farkliliklarin olmadigi, Slgiim ve

morfolojik 6zelliklerin birbirlerine benzerlik gosterdikleri tespit edildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda polen tanelerinin; polen seklinin oblong-
spheroidal, ornamentasyonunun, perforat ornamentasyon, apertiir seklinin ise poliporat
seklinde oldugu tespit edildi.

Sekil 4.3. Antep fistigina ait polen goriintiileri
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4.3. Toprak ozellikleri

Siirt ili Botan bolgesinden alinan toprak Ornekleri i¢in yapilan analizler

incelendiginde; biinyesinin killi-tinl1 oldugu, pH degerinin 7,78, tuzluluk degerinin 0,80

ve kire¢ degerinin ise 22,33 oldugu hesaplandi. Ayrica organik madde degerinin 2,18 ve

toprak biinyesinin organik madde agisindan yeterli oldugu belirlendi. (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Siirt botan vadisi toprak drnegi laboratuvar sonuglari

Analiz adi  Sonug Yorum Uygunluk Toprak tahlili Birim
arahgi

Biinye 60 KILLI TINLI - % ISBA %

Ph 7,78 HAFIF 6,5-7,5 SATURASSYON
ALKALI

Ec(tuz) 0,80 TUZSUZ 0-2 SATURASYON mS/cm

Cacos 22,33 FAZLA 1-15 % KIREC %
KIiRECLI

Organik M. 2,18 YETERLI 2-4 % %

Fosfor 6,35 YETERLI 8-25 P Ppm

Kalsiyum 1527 YETERSIZ 1150-3500 Ca Ppm

Potasyum  112,4 YETERLI 109-289 K Ppm

Magnezyum 161,2 YETERLI 159-480 Mg Ppm

Bor 0,885 YETERSIZ 1-2,4 B Ppm

Bakir 0,277 YETERLI 0,2 ve iistii Cu Ppm

Demir 1,96 YETERSIZ 2,5-4,5 Fe Ppm

Mangan 17,90 YETERLI 14-50 Mn Ppm

Cinko 0,771 YETERLI 0,7-2,4 Zn Ppm
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Ikinci bolge olarak Antep Turlu bolgesinden toprak numunesi alindi. Yapilan

toprak analizinde topragin hafifi alkali (Ph:7,73), tuzsuz (0,58) ve biinyesinin kili ve tinl

yapiya sahip oldugu tespit edildi. Ayrica organik madde yoniinden fazla (4,33) ancak

demir ve ¢inko degerleri (2,05 ve 0,608) disinda yeterli mineral madde igerigine sahip

oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Antep turlu toprak 6rnegi laboratuvar sonuglari

Analiz adq Sonug¢ Yorum Uygunluk Toprak tahlili Birim
arahg
Biinye 59 KILLI TINLI - % ISBA %
Ph 7,73 HAFIF 6,5-7,5 SATURASSYON
ALKALI
Ec(tuz) 0,58 TUZSUZ 0-2 SATURASYON mS /cm
Cacos 37,65 FAZLA 1-15 % KIREC %
KIiRECLI
Organik M. 4,33 FAZLA 2-4 % %
Fosfor 4,15 YETERLI 8-25 P Ppm
Kalsiyum 1883 YETERLI 1150-3500 Ca Ppm
Potasyum 109,2 YETERLI 109-289 K Ppm
Magnezyum 173 YETERLI 159-480 Mg Ppm
Bor 1,12 YETERLI 1-2,4 B Ppm
Bakir 0,215 YETERLI 0,2 ve iistii Cu Ppm
Demir 2,05 YETERSIZ 2,5-4,5 Fe Ppm
Mangan 1477 YETERLI 14-50 Mn Ppm
Cinko 0,608  YETERSIiZ 0,7-2,4 Zn Ppm
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4.4. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi

4.4.1. Fistik cesitlerinde bulunan fenolik madde icerikleri

Fistik ¢esitlerinde fenolik madde igerigi metanol ve su ekstratlarina gore
hesaplandi. Hesaplama i¢in gallik asit standart olarak kullanildi. 0.01-0.2 mg/ml

konsantrasyonlar ile gallik asit regresyon egrisi olusturuldu.

Gallik Asit Standart Regresyon Egrisi

1,2 /
/ 6,6067x - 0,0216
1 R2=0,9994

0,8 /
0,6

o
N

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Konsantrasyon

1,4

Absorbans

Sekil 4.4. Gallik asit regresyon egrisi

Elde edilen verilere gore metanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina gore oldukca
yiiksek fenolik madde icerigine sahip oldugu tespit edildi. Solvent tiiriindeki bu degisim
beklenen sonug olarak goriilmektedir.

Su numunelerinde en yiiksek degerin Antep kabuk ve yaprak (45,91-43,62)
orneklerinde, metanol numunelerinde ise en yiiksek degerin ise yine Antep yaprak
(559,34) orneginde oldugu ancak Siirt kabuk orneklerinde de (438,24) fenolik madde
iceriginin oldukga yiiksek oldugu tespit edildi. (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. Fistik numunelerindeki fenolik madde igerikleri

Fenolik madde (ug/ml) Su Metanol
1. Siirt Yaprak 34,99 189,47
2. Antep Yaprak 43,62 559,34
3. Siirt kabuk 40,03 438,24
4. Antep kabuk 45,91 376,43
5. Siirt i¢ 21,17 91,58
6. Antep i¢ 21,78 68,62
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Elde edilen degerler grafik iizerinde incelendiginde fistik i¢ kisimlarinin en diisiik
fenolik madde igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Genel olarak kabuk kisimlarinin
diger kisimlara gore daha yiiksek fenolik madde icerigine sahip olduklar tespit edilmistir.
Bu durum kabuk ve yaprak kisimlarindaki metabolik faaliyetlerinden kaynaklandigi
distiniilmektedir (Sekil4.5).
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Sekil. 4.5. Fistik numunelerindeki fenolik madde igerikleri

4.4.2. Fistik cesitlerinde bulunan flavonoid madde icerikleri
Fistik ¢esitlerinde bulunan flavonoid madde igerigi metanol ve su ekstratlarina
gore hesaplandi. Hesaplama igin rutin standart olarak kullanildi. 0,1-1 mg/ml

konsantrasyonlar ile rutin regresyon egrisi olusturuldu.
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Sekil 4.6.Rutin standart regresyon egrisi

24



Elde edilen flavonoid degerlerine gore metanol ekstraktlar: su ekstraklarina oranla
cok daha yiiksek flavonoid madde elde edilmesine neden oldugu goriildii. Tek farkli

sonucun Siirt meyve i¢i su ekstraktinda elde edildigi tespit edildi.

Su ekstraktindaki en yiiksek degerin kabuk kisminda (136,35 ug/ml), en diisiik
degerin ise 8,14 pug/ml degeri ile Antep i¢ kisminda elde edildigi goriildi. Metanol
ekstraktinda ise en yiiksek flavonoid degerinin Siirt ¢esidi yaprak kisminda (306,79
ug/ml), en diistik degerin ise Siirt ¢esidi i¢ kisimda (21,72pg/ml) bulundugu hesaplandi.
(Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Fistik numunelerindeki flavonoid madde igerikleri

Flavonoid madde (ng/ml) Su Metanol
Siirt Yaprak 57,92 306,79
Antep Yaprak 66,97 293,21
Siirt kabuk 136,35 249,47
Antep kabuk 92,61 216,29
Siirt i¢ 30,32 21,72
Antep i¢ 8,14 41,33

Elde edilen flavonoid degerlerinin grafik iizerinde degerlendirilmesinde ise Siirt
ve Antep cesitlerine ait degerlerin birbirlerine olduk¢a yakin olduklari, flavonoid
degerlerinin genel olarak sirasiyla yaprak>kabuk>i¢ seklinde siralandiklar1 tespit

edilmistir(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Fistik numunelerindeki flavonoid madde igerikleri
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4.4.3. Fistik cesitlerinde bulunan DPPH yiizdeleri

Fistik gesitlerinde DPPH igerigi metanol ve su ekstratlarina gore hesaplandi.
Yapilan 6n denemelerde metanol ekstraktinin, su ekstratina oranla ¢ok daha etkili oldugu
fark edildi. Bu nedenle metanol i¢in 0.016 mg/ml, su i¢in ise 0.8 mg/ml olacak sekilde
konsantrasyonlar belirlendi. Ciinkii her bir kisima ait degerlerin yiizde dilimi igerisine
girmesi istendi ki kisimlar birbirleri ile karsilastirabilinsin.

Tablo 4.5. Fistik numunelerindeki DPPH aktiviteleri

DPPH Su Metanol
(% Inhibisyon) (0.8 mg/ml) (0.016 mg/ml)
Siirt Yaprak 72,64 63,31
Antep Yaprak 76,07 72,48
Siirt Kabuk 78,84 64,04
Antep Kabuk 77,16 46,99
Siirt I¢ 47,71 15,89
Antep Ic 41,28 26,44

Elde edilen degerlere gore metanol ekstrelerinin su ekstrelerinde 50 kat daha iyi

aktivite gosterdikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Fistik numunelerindeki DPPH aktiviteleri

Su ekstrelerindeki en yiikksek DPPH inhibisyon aktivitesinin Siirt kabuk
ekstrelerinde oldugu (%78,84), en diisik DPPH aktivitesinin (41,28) ise Antep i¢
kisimlarina ait oldugu hesaplandi. Antep yaprak ekstrelerinin metanol 6ziitii ise en yliksek

DPPH aktivitesi (%72,48) gosterdi.
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4.4.4. Fistik cesitlerinde bulunan FRAP aktiviteleri

Fistik ¢esitleri ve kisimlarina ait FRAP aktivite degerleri FeSOg4 aktivitesine gore

degerlendirildi. Regresyon egrisi i¢in 0.1-1 mg/ml konsantrasyonlar kullanildu.
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Sekil. 4.9. FeSO4 standart regresyon egrisi

FRAP aktiviteleri incelendiginde su ekstrelerine ait en yiiksek indirgeme
kapasitesisin, kabuk kisimlarina ait ekstrelerde oldugu goriilmektedir. FRAP aktivitesi
i¢in su ekstreleri analiz edildiginde aktivite siralamasmin Kabuk> Yaprak>i¢ seklinde
siralandig1 goriiliir. Yaprak kisimlarinin 5-8 mM aktive gosterdigi, i¢ kisimlarin ise ancak

1-1,5 mM aktivite gosterebildikleri tespit edildi.

FRAP aktivitesi i¢in metanol ekstreleri incelendiginde, su degerlerine gore ¢ok
daha yiiksek aktivite elde edilmistir. Ancak Antep yaprak kisminin 46,49 mM gibi yiiksek
bir aktive gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte fistik cesitlerinin i¢ kisimlarinin

cok diisiik aktivitelerde kaldig1 goriilmektedir(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Fistik numunelerindeki FRAP aktiviteleri

FRAP aktivitesi Su Metanol
mM FeSO4
Siirt Yaprak 5,86 12,40
Antep Yaprak 8,86 46,49
Siirt kabuk 20,99 25,04
Antep kabuk 16,49 25,02
Siirt i¢ 1,13 0,16
Antep i¢ 1,58 0,22
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FRAP aktiviteleri grafik iizerinde incelendiginde i¢ kisimlarimin en digiik
aktivitelere sahip olduklar1 belirgin sekilde fark edilmektedir. En iyi aktivitenin kabuk
kisimlarinda oldugu analiz sonuglarinda, Antep yaprak kismi sira dist sekilde yiiksek

aktivite gostermekte oldugu tespit edildi. (Sekil 4.10).
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Sekil. 4.10. FRAP aktivitesi degerleri

4.4.5. Fistik cesitlerinde bulunan demir selatlama aktiviteleri

Demir selatlama aktiviteleri 1 mg/ml degerleri {lizerinden hesaplandi. FeCl:
indirgeme yiizdesine gore degerler hesaplandi.

Demir selatlama aktivitesi FRAP aktivitesi benzeri bir prensibe sahiptir. Anacak
aktivator olarak farkl reaktifler kullanilmaktadir. Bu nedenle yiizde hesabi olarak yapilan
analiz sonuglar1t FRAP analizinden farkli sekilde degerlendirilmektedir.

Demir selatlama aktivitesi i¢in i¢ kisimlarinda yiiksek aktivite gosterdikleri fark
edildi. Su ekstrelerine ait en yliksek demir selatlama yiizdesinin Antep kabuk kisimlarinda
goriildiigii (%80,21), en diisiik yiizdenini ise Antep i¢ kismina ait oldugu (%54,74)
hesaplandi.

Metanol ekstreleri i¢in ise diger degerlerden farkli olarak Siirt i¢ kisminin en
yiiksek yiizde selatlama aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Siirt i¢ kisminin %91,64
selatlama etkisi gosterirken, Antep yaprak kisminin ise %66,39 degerde kaldig goriildii.
Kisim ve lokasyonlara gore belirgin bir siralamanin yapilmasinin miimkiin olmadig: fark

edildi(Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Fistik numunelerindeki demir selatlama aktiviteleri

Demir selatlama (%0) Su Metanol
(1 g/ml) (1 g/ml)
Siirt Yaprak 60,93 81,22
Antep Yaprak 56,52 66,39
Siirt kabuk 61,20 79,99
Antep kabuk 80,21 84,28
Siirt i¢ 70,57 91,64
Antep i¢ 54,74 78,87

Demir selatlama aktivitesinin kisim ve lokasyonlara bagli olarak elde edilen grafik
degerleri incelendiginde, FRAP degerlerinden farkli olarak en degerlerin i¢ kisimlara ait
metanol ekstrelerinde oldugu fark edildi. Daha 6nce yapilan analiz ¢aligmalarinda su ve
metanol ekstreleri arasinda oldukg¢a belirgin farklar elde edilir iken, demir selatlama
aktivitesinde bu farkin oldukga azaldig: tespit edildi. Demir selatlama analizinde bolge
veya kisimlara ait bir dnceligin yapilmasinin miimkiin olmadig1 belirlendi. Ayrica 1
mg/ml konsantrasyonda c¢aligilmig olmasina ragmen elde edilen tiim degerlerin %50°nin

tizerinde oldugu fark edildi (Sekil 4.11).
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Sekil. 4.11. Demir selatlama aktivitesi degerleri
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4.6. Molekiiler bulgular

Tiirkiye’de Gaziantep ve Siirt illerinde yayilis gosteren Pistacia cinsine ait
cesitlerin olusturdugu taksonlarinin molekiiler sistematik analizi yapildi.

Calismada ¢ekirdek DNA'sinin (ntDNA) ITS (Internal Transcribed Spacer)
bolgesi ve kloroplast DNA'sinin trnL-F kullanilmistir. Bu amag i¢in Siirt ilinden
“Gokeebag” ve “Siirt Botan” olarak bilinen iki ¢esit, Gaziantep bolgesinden de “Antep
Turlu” ve “Antep Belkis” ¢esitlerinden genomik DNA'larin izolasyonular1 yapildi. ITS
bolgeleri igin ITS 5 ve ITS 4 primerler ve trn bolgeleri igin ise trnL-e ve trnL-F primerleri
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. DNA dizileme reaksiyonlar1 sonucu elde edilen DNA
dizilerinin islenmesinde Bioedit programi kullanildi. DNA dizilerinin hizalanmasinda

CLUSTAL W programi ve filogenetik analiz i¢in ise MEGA 6.0 programi kullanildi.

Sekil 4.12. DNA Sekil 4.13. ITS bolgeleri Sekil 4.14. trn bolgeleri

goriintiileri PCR goriintiileri PCR gortintiileri

Fistik cesitlerine ait DNA analizleri ve PCR islemleri uygun metotlar ve
optimizasyonlar ile sorunsuz sekilde tamamlandi. Elde edilen PCR iirlinlerinin
sekanslama sonuglar1 IONTEK firmasi tarafindan gergeklestirildi. Iki yonlii okumanin
yapildig1 analizlerde elde edilen sekanslarin oncelikle blastlama uygulamalari yapilarak

dogruluklar: analiz edildi.
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Sekil 4.15. Bioedit program goriintiisii

ITS ve trnL bélgelerinin ¢ogaltilmas: ile birlikte Antep ve Siirt bdlgelerind
alman orneklerin karsilastirilmasi gergeklestirildi. Dis grup olarak Pistacia tiiriine

yakin grupta bulunan Rhus cinsinin segilmesine karar verildi. ITS bolgeleri i¢in Rh

cn

cn

us

typhina tiirii secilirken, trnL bolgesi i¢in ise Rhus chinensis bitkisinin se¢ilmesine karar

verildi.
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fontek firmasindan elde edilen sekanslama sonuglar;

ITS bolgeleri icin elde edilen sekanslar;

1. >Antep_Turlu
CTTGCCGAGCAGAACGACCCGCGAACCTGTCATCACATCGGGGGLCTGLCGG
GCTCGTGCCCGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGTCGGTCGTATGCT
TCTGATGCGATTGCCCCGTCGTTGCGCATTAACGAACCCCGGCGCGAATTGC
GCCAAGGACTTAACGAGAGAGCTCGCTCCCGTCGCCCCGGACALCGGTGLCGC
GTGCGGGATGGGTAGCCTTCTTTCATTATCAATAACGACTCTCGGCAACGGA
TATCTCGGCTCTCCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTG
AATTGCAGAATCCCGTAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAA
GCCTTTAGGCCGAGGGCACTCTGCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCGC
CCAAAATCTTGCGATCTTGCGGGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCC
TGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCCGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAA
TCGGTGGCGTTCGAAACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTA
CTGTCTACGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCGCTCGCATC
GCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAG

2. >Siirt_Gokcebag
CGGTCATACGCTTGTGCGTGCAGCTGCCCCGTCGTGTGTGCATTAACGAACC
CCAAAGCAAATGCTGCCAAGGAAATTTTAACGAGAGCTCACTCCCGTTGCC
CCAGACACGGTGCGCGTGCGGGATGCGTGGCCTTCTTTCATTATCAATAACA
ACTCTCGGCAATGGATATATCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAACGAA
ATGCGATACTTGGTGTGAATTGTAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAA
CGCAAGTTACGCCCCAAGCCTTTAGGCTGAGGGTACGTCTGCTTGGGTGTCA
CGCATCGTTGCCCCCCCCCGACCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCAAT
TGGTGAAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCTGCGGTTGGCCCAAATCTGA
GTTCCCAGTGACGCTTCCTGCGACAATCGATGGTGTTTGAAACAGAACCTAG
TAATCTTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGACTCTTTGACCCTCGAG
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AGCAAGCGAAAGCACGCTCGCATTGCGACCCCAGGTTAGGCGGGATTACCC
GTTGAGTTTAAGCATATCA

3. D1s grup >EF682848.1_Rhus typhina

GTTTCNGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCTAGCAG
AACGACCCGCGAACCTGTCTTAACATCGGGGGCCTGCGGGACTCGTGLCCCG
TGTGCTCCCACCCGTGCTGCGTTGGGCGTCGGCTGTACGTTTCTACGTGCGT
CCGCTCCCTCGCCGCGCATTAACGAACCCCGGCGCGAATTGCGCCAAGGAA
ATCTTAACGAGAGAGCTCGCTCCCGTCGCCCCGGTCACGGTGTGCGTGTGG
GATGCGTGGCCTTCTTTCATTATCTATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTC
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATT
GCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCTAAGCC
ACTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCCCA
AATCCTATGATCTTGCGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGTG
CCCGCGGTTGGCCCAAATAAGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAATCG
GTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTCGTGTTCTACCG
TCCACGGACTCGTCGACCCTCGAGAGTGTGCTAATGCGCGCTCGCATCGCG
ACCC

trnL bolgeleri i¢in elde edilen sekanslar;

1. >Antep_Turlu

CGACCATTACCGACGCATCATTTTCATTTTACTAGATGGCTTGGGTCTATGT

CAATTAAAAAAGACGAAATTCAGTCTTAAAAGTCTTGGACGGGGAATTGCA

TTTCTTGAATATTCAAAAAGAAGACTTTGTCAGTTTCAGTATGAGCAATGAT

ATGGATTGTGAATCATTCACATGTAGATTCCTTGCTCAAAAGTGTTCATTTG

TACGTGTCTCCTATATACCACACGACTTGTGTGTGATAAGAGAAAAAATTCT
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GCTCGGATACGTTTGTAAATGGAAAAGAGTAGGATGAATAAGAAACATAAC
GAATTTGGAACCACTAACATAGGATAAATCGTTAGGGAGTTAAATGGGCC

TTTTTTGGGGGATTTGGGGATAGAGG

2. >Antep_Belkis

TCCCGACCATTACCGACGCATCATTTTCATTTTACTAGATGGCTTGGGTCTAT
GTCAATTAAAAAAGACGAAATTCAGTCTTAAAAGTCTTGGACGGGGAATTG
CATTTCTTGAATATTCAAAAAGAAGACTTTGTCAGTTTCAGTATGAGCAATG
ATATGGATTGTGAATCATTCACATGTAGATTCCTTGCTCAAAAGTGTTCATT
TGTACGTGTCTCCTATATACCACACGACTTGTGTGTGATAAGAGAAAAAATT
CTGCTCGGATACGTTTGTAAATGGAAAAGAGTAGGATGAATAAGAAACATA
ACGAATTTGGAACCACTAACATAGGATAAATCGTTAGGGAGTTAAATGG
GCCTTTTTTGGGGGATTTGGGGATAGAGGA

3. >Siirt_Botan
ATCCCGACCATTACCGACGCATCATTTTCATTTTACTAGATGGCTTGGGTCT

ATGTCAATTAAAAAAGACGAAATTCAGTCTTAAAAGTCTTGGACGGGGAAT
TGCATTTCTTGAATATTCAAAAAGAAGACTTTGTCAGTTTCAGTATGAGCAA
TGATATGGATTGTGAATCATTCACATGTAGATTCCTTGCTCAAAAGTGTTCA
TTTGTACGTGTCTCCTATATACCACACGACTTGTGTGTGATAAGAGAAAAAA
TTCTGCTCGGATACGTTTGTAAATGGAAAAGAGTAGGATGAATAAGAAACA
TAACGAATTTGGAACCACTAACATAGGATAAATCGTTAGGGAGTTAAATG
GGCCTTTTTTGGGGGATTTGGGGATAGAGG

4. >Siirt_Gokcebag

CCGACCATTACCGACGCATCATTTTCATTTTACTAGATGGCTTGGGTCTATG

TCAATTAAAAAAGACGAAATTCAGTCTTAAAAGTCTTGGACGGGGAATTGC
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ATTTCTTGAATATTCAAAAAGAAGACTTTGTCAGTTTCAGTATGAGCAATGA
TATGGATTGTGAATCATTCACATGTAGATTCCTTGCTCAAAAGTGTTCATTT
GTACGTGTCTCCTATATACCACACGACTTGTGTGTGATAAGAGAAAAAATTC
TGCTCGGATACGTTTGTAAATGGAAAAGAGTAGGATGAATAAGAAACATAA
CGAATTTGGAACCACTAACATAGGATAAATCGTTAGGGAGTTAAATGGGC

CTTTTTTGGGGGATTTGGGGATA

5. Dis Grup >AB365024.1 Rhus chinensis

TTTAACTCCCTAACGATTTATCCTATGTTAGTGGTTCAAAATTCGTTATGTTT

CTCATTCATCCTACTCTTTTCCATTTACAAACGTATCCGAGCAGAATTTTTTC

TCTTATCACACCCAAGTCGTGTGGTATATAGGATACACGTACAAATGAACA

CTTTTGAGCAAGGAATCTCCATGTGAATGATTCACAATCCATATCATTGCTC

ATACTGAAACTGACAAAGTCTGCTTCTCATTTTTGAATATTCAAGAAATGAA

ATTCCCCGTCCAAGACTTTTAAGACTGAATTTCGTCTTTTTTATTTTTTAATT
GACATAGACCCAAGTCATCTAGTAAAATGAAAATGATGCGTCGGTAATGGT
CGGGATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCACC

Calismaya gore, ITS bolgesinin analizi ile olusturulan agacin(Sekil 4.16), trnL-F
bolgelerine gore olusturulan agactan (Sekil 4.17)sistematik acidan, morfolojik verilerle
karsilastirinca nerede ise ayni sonuglar1 verdigi ortaya ¢ikmistir. Fakat her iki bolge de
derin filogenetik iliskileri ¢cozmekte yetersiz kalmistir. Sonug olarak, dis grup olarak
kullanilan taksonun yliksek diizeyde bootstrap degerleriyle i¢ gruptan ayrildigi ve i¢
grubun monofiletik oldugu goriilmiistiir. Ayrica ITS bolgesi i¢in “Antep Belkis” ve “Siirt
Botan” taksonlarma ait ITS bolgesi dizilemesi elde edilemediginden dolay1 aga¢ Antep

Turlu ve Siirt Gokcebag taksonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Antep Turlu

Siirt Gokcebag

EFE32848. 1 Rhus typhina

o.oz0

Sekil 4.16. ITS Bolgesinin Neighbor Joining Analizi Sonucu olusturulmus dendogram

Fistik genotiplerinin genetik iliskilerinin belirlenmesinde kullanilmis olan ITS
bolgesinde oldugu gibi trnL-F bolgesi icin de Mesafe temelli bir yontem olan Neighbor
joining metodu kullanilmistir. Bu metot, dizi hizalanmasi1 sonucunda elde edilen evrimsel
mesafeleri kullanarak her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin olusturulmasini
saglamaktadir. Ayrica bu metod, veri matrisindeki s6z konusu mesafe skorlar
kullanilarak tiim taksonlar igin bir filogenetik aga¢ olusturulabilir. Asagidaki
dendogramdada goriildiigii lizere Antep ve Siirt bolgesinden toplanan fistik cesitlerinde

belirgin bir genetik farkliligin olmadig1 bulunmustur (Sekil 2).
Antep Belkis

Siirt Botan

100

Antep Turlu

Siirt gokcebag |

AB365024.1 Rhus

0
Sekil 4.17.  trnL-F Bolgesinin NeighborJoining Analizi  Sonucu  olusturulmus
dendogram
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5. TARTISMA SONUC

Tez ¢alismasinda elde edilen verilerin analizine gecilmeden once Siirt ve Antep
bolgelerinin cevresel sartlar1 ve degisimleri, toprak yapis1 {izerinde durulmasi
gerekmektedir. Siirt ili topraklarinin topografik kosullarimedeniylegerek islemeli tarima
uygun ¢ok az alanlarin oldugu,gerekse de toprak erozyonunun potansiyeltehdidi altinda
oldugu ve diiz egimli arazilerdisinda kalan il arazi varliginin ¢ok biiyiik bir kismininézel
onlemlere ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Siirt Ilinde genel olarak karasal iklim hiikiim
stirmekte olup, kislar1 sert yazlar ise sicak ve kurak gegcmektedir. Haziran ve Ekim aylar1
arasinda pek yagis goriilmemekle birlikte Gilineydogu Anadolu Projesinin faaliyete
girmesiyle iklim 6zelliklerinde degisiklikler baslamistir. Bu dénemden sonra ilkbaharda
daha fazla yagis goriilmiis, nem miktar1 %40’1n {izerine ¢ikmistir. Bu durum fistik
cesidinin fizyoloji ve morfoloji iizerinde etkili olmakla birlikte hastaliklarin ¢esitliligi ve
yayilimt1 lizerine etki gosterecegi beklenmektedir.

Gaziantep ilinin genel ozellikleri incelendiginde, iklim konumu sebebiyle
Gaziantep'te Akdeniz iklimi ve Karasal iklimin bir karigimi goriilmektedir.
Ozellikle Haziran, Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda oldukca sicak, Aralik, Ocak ve
Subat aylarinda ise ¢ok soguktur. Gaziantep'te 6lciilen en yiiksek sicaklik 42 °C, en diisiik
sicaklik ise -13 °C'dir. Haziran-Eyliil arasinda Gaziantep, en az yagis1 alir. En ¢cok yagist
ise Aralik-Subat arasinda alir. Mevsim degisirken giindiiz ve gece arasinda ¢ok biiyiik bir
sicaklik farki vardir. Denize kiyist olmamasi sebebiyle kentte nem orani ¢ok diistiktiir.
Bu yiizden hava ¢ok sert degildir. Bitki ortlisti olarak, Gaziantep ilinin ¢ok biiyiik bir
boliimii Giineydogu Anadolu step alani iginde kalmaktadir. Ilin Kuzeybati kesimi ise
Akdeniz bitki Ortiisii ile Giineydogu Anadolu step Ortiisii arasinda bir gegit alam
durumundadir. Gaziantep platosu ile giineydeki siir bolgeleri Kirmizi-Kahverengi ¢cok
kiregli ve killi topraklarla kaplidir. Yorede bazalt ve kalkerler iizerinde olusan bu
topraklar 30-100 cm derinliktedir ama her yerde ¢iplak alanlarda dogal bitki ortiisii step
bitkileridir. Il merkezinden batiya ve kuzeybatiya dogru gelindiginde, Akdeniz bdlgesi
alanina gecis baslar bu nedenle zeytinlikler ve Antep fistig1 ile ortiilii alanlarinda kiigiik
mese ormanlarina da rastlanir. Zeytin ve Antep fistig1 agaglari ile ortiilii 500-600 metre
yiikseltide uzanan kalker platolardir.

Goriildiigl lizere Siirt ve Antep illeri farkli ekolojik ve topografik ozelliklere
sahiptir. Bu durumun bitki gelisimi ve adaptasyonu iizerine farkli etkiler gostermesi

beklenen bir durumdur. Iklim ve edafik faktdrler meyve boyu, yaprak rengi ve sekonder
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metabolit igeriklerini dahi etkileyebilecegi bilinmektedir. Siirt ve Antep fistiklar
arasindaki morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal farkliliklarin genel olarak, bu ekolojik
faktorlerden kaynaklandigi distiniilmektedir. Morfolojik olarak Siirt ve Antep fistik
cesitleri karsilagtirildiginda, treticiler tarafindan morfolojik 6zelliklerine bakilarak
tanimlandig1 tespit edilmistir.

Ulkemizde fistiklar, pomolojik olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar, Uzun
antepfistig1 grubu (Uzun, Halebi, Sultani, Ketengémlegi), oval antepfistig1 grubu (Siirt,
Kirmizi) ve yuvarlak antepfistigt grubu (Ohadi, Kerman) olarak tanimlanir. Siirt
bolgesinde, fitik agaclarinin gelisimi, Pistacia khinjuk (Buttum) agaglarina asilanmasi
yolu ile de gelistirilmektedir. Zirai olarak ¢esit olarak tanimlanan Antep ve Siirt fistiklar
morfolojik, pomolojik, periodisite ve besin degerleri gibi birgok 6zellik agisindan farkli
degerlere sahiptir. Cesitlerin verim ve adaptasyon agisindan, birbirlerine goére istiin ve
zayif Ozellikleri olduklart bilinmektedir. Bu tez c¢alismasinda g¢esitlerin biyolojik
aktiviteleri ve filogeni 6zellikleri karsilastirilmaya ¢aligilmustir.

Tez c¢aligmasi palinolojik Ozellikler agisindan degerlendirildiginde, c¢alisilan
cesitlere ait polen goriintiilerinin birbirleri ile benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Siirt
ve Antep cesitlerinde polen caplarinin 28-35 pm arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durumun ornek alinan agacin fenolojik durumu ve ornegin alinma
zamanina bagh degistigi disiiniilmektedir. Elde edilen benzer sonuglar, polen
goriintiillerinin  ¢esit aymrim ve tanimlanmasinda kullanilmasinin uygun olmadigi
sonucunu ortaya ¢ikarmistir.

Fistik ¢esitlerinin toprak analizleri incelendiginde, Siirt Botan bolgesine ait toprak
Orneginin; biinyesinin killi; tinli oldugu goriilmektedir. Ayrica PH degeri bakimindan
topraklarin hafif alkali olduklar: tespit edilmistir. Toprak 6rnekleri tuz igerigi agisindan
tuzsuz ancak fazla kiregli ve bag topraklarindan alindigindan dolayr organik madde
acisindan yeterli ve/veya fazla olduklar1 goriilmektedir. Son olarak toprak Ornekleri
mineral madde a¢isindan degerlendirildiginde, demir ve bor elementi agisindan yetersiz
olduklar1 tespit edilmistir. Antep bdlgesine ait toprak 6rneginin ise bilinyesinin yine killi;
tinl1 ve hafif alkali oldugu tespit edilmistir. Tuzsuz organik madde agisindan yeterli
oldugu tespit edilmistir. Inorganik madde agisindan demir ve ¢inko degerlerinin yetersiz
oldugu belirlenmistir. Toprak 6zelliklerindeki farkliliklarin; 6rnek alinan lokalite, toprak
anakayasi gilibreleme gibi etkilerden dolay1 meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Tez calismasi fenolik ve flavonoid maddeler agisindan degerlendirildiginde

metanol ekstraktinda elde edilen degerlerin, su ekstraktina gére daha yiiksek degerlere

38



sahip oldugu tespit edilmistir. Metanol 6zellikleri diisiiniildiiglinde bu durum beklenen
sonuglar vermektedir. Fenolik madde icerigi acisindan en yliksek degerlerin siralamasinin
kabuk>yaprak>i¢ seklinde siralandig1 goriilmektedir. Flavonoid degerleri incelendiginde
fenolik madde ile benzer sonuglar elde edildigi tespit edilmistir. Ancak su ekstrakti ile
hazirlanan Siirt kabuk kisimlarinin diger numunelere gore belirgin sekilde farkli ve
yiikksek deger gosterdigi hesaplanmistir. Bu durum kabuk ve yaprak kisimlarindaki
sekonder metabolit faaliyetlerinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Fistik numunelerindeki numuneler DPPH aktivitesi acisindan
degerlendirildiginde, su numunelerinin 0,8 mg/ml de gosterdigi etkiyi metanol
ekstraktlarinin 0,016 mg/ml de gosterdikleri tespit edilmistir. Fenolik ve flavonoid igerigi
yiiksek olan kabuk kisimlari en yiiksek inhibisyon etkisi gostermistir. Sekonder metabolit
icerigi diisiiniildiigiinde elde edilen % inhibisyon verileri beklenen sonuglar olarak
goriilmektedir.

FRAP demir indirgeyici gii¢ aktivitesi incelendiginde kabuk kisimlarinin yaprak
kisimlarina ortalama 4 kat, i¢ kisimlardan, ise 20 kat daha yiiksek aktivite gosterdikleri
tespit edilmistir. FRAP aktivitesinde genel durumun aksine su ekstrakti ile hazirlanan
numunelerin metanol ekstraktina oranla daha yliksek aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir. Bu durum suyun FRAP aktivitesinde etkili olacak maddelerin ¢6zlinmesinde
daha etkili oldugu sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica antioksidan aktivitelerde
cesitlerin farkli kisimlarinin  ¢6zilicii ¢esidine baglhh olarak, farkli aktiviteler
gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Fistik ¢esitleri molekiiler agidan degerlendirildiginde, elde edilen dendogramin
genel olarak sundugu goriintiiniin, genotiplerin akrabalik iliskilerinin biiylik oranda
cografik bolgelere bagli olmadig1 ayr1 bolgelerde yetismelerine ragmen birbirlerine yakin
bir akrabalik iligkileri oldugu goriilmiistiir. Bu sonucu destekleyecek sekilde toplanan bu
genotiplerin klasik taksonomi siiflandirmasi yani morfolojik karakterlerine bagli olarak
sonucunda da hepsinin aslinda Pistacia veraL. tiirine ait oldugu tespit edilmistir.

Ayrica genotiplerin toplandigi bolgelerde cografik olarak tiirlesmeye neden
olabilecek bir cografi izolasyon durumunun olmadig tahmin edilmektedir. Bu baglamda
ayni tiirlerin farkli genetik iliski géstermelerinin bir nedeni olarak da tiir i¢i polimorfizmin
de etkili oldugu soylenebilir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda Siirt ve Antep fistiklarinin yetistirildikleri bolgelerin
ekolojik durumlarma bagli olarak farkli morfolojik ve biyokimyasal 0Ozellikler

gosterdikleri tespit edilmistir. Yapilan calisma ile birlikte fistik meyvelerinin dis
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kabuklarinin yiiksek antioksidan ve sekonder metabolit ig¢erige sahip olduklart tespit
edilmistir. Yapilacak olan ¢aligmalar ile birlikte meyve dis kabugunun; giibre, gida

koruyucusu veya biyolojik miicadeleler i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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