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OZET
IN VIVO VE IN VITRO SARTLARDA YETISTIRILEN Pistacia lentiscus L. (SAKIZ
AGACI)’NIN YAG ASITI VE UCUCU YAG ICERIKLERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Omer Faruk AKDEMIR

DIiCLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

2013

Bu c¢alismada, sakiz agacinin (Pistacia lentiscus L.) in vivo ve in vitro sartlarda yetistirilen
erkek ve disi genotiplerinin farkli eksplantlarindaki yag asitleri gaz kromatografisi (GC) ile ugucu
bilesenleri gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) araciligiyla analiz edildi. Her iki
genotipin farkli organlardaki yag asiti igeriklerinin ana bilesenlerinin benzer oldugu bulundu.
Eksplantin tipine bagli olarak degisen oranlarda dért major yag asiti grubunun (palmitik asit (16:0),
oleik asit(18:1n-9), linoleik asit (18:2n-6) ve linolenik (C18:3n-3) bulundugu saptandi. Dogal sartlarda
yetisen sakiz agacinin erkek ve disi genotiplerinin yapraklarinin major yag asiti erkek (% 35.5) ve
diside (%36.78) linolenik asittir (18:3n-3). Govdenin major yag asiti erkek (% 45.25) ve diside
(%40.78) linoleik asittir. Kokte ise major yag asiti erkek (% 45.09) ve disi agagta (%47.00) linoleik
asittir. Dogada yetisen bitki organlarinin igerigine benzer sekilde in vitro yetistirilen geng sakiz agaci
yapraklarinin major yag asitinin linolenik asit (% 32.06), gévdesinin ise linoleik asit (% 32.55) oldugu
saptandi. Miristik asit (C14:0), pentadekanoik asit (C15:0), heptadekanoik asit (C17:0),palmitoleik asit
(C16:1n-7), stearik asit (C18:0), ve eikosenoikasit (C20:1n-9) gibi diger yag asitleri eser miktarlarda
tespit edildi.

Dogal sartlarda yetisen erkek sakiz agacinin yapraklarindan elde edilen ugucu yagm major
bilesenleri germakren-D (%33,38), trans karyofillen (%14.12) ve 6-kardinen (%8,34) iken, disi sakiz
agacinin yapraklarinin major bilesenleri ise; 3-siklohekzen-1-ol, 4-metil-1 (%30.7), limonen (% 10.7)
ve trans karyofillen (% 10.25) olarak tespit edilmistir. Erkek sakiz agacinin gévde boliimiinden elde
edilen ugucu yagin major bilesenleri; a-mirsen (% 11.75), trans karyofillen (%12.61) ve germakren-D
(% 12.66) iken, disi sakiz agacinin gbvdesinin major bilesenleri ise; 6-kardinen (% 12.11), a-pinen (%
7.08) ve limonen (%6.96) olarak tespit edilmistir. Her iki genotipte belirlenen ugucu yaglarda,
monoterpen ve seskiterpen bilesenler dominant iken diger grup bilesenlenler daha diigiik miktardadir.
In vitro ortamda yetistirilen sakiz agacinin yapraklarindan elde edilen ugucu yagin major bilesenleri
delta-karen (% 16.98), trans karyofillen (% 14.29) ve trans 3(10)-karen-4-ol (% 11.58), govde de isg;
a-pinen (% 31.08), a-mirsen(% 33.01) ve delta 3-karen (% 35.91) olarak bulundu.

P.lentiscus L.’nin disi ve erkek genotiplerinden elde edilen yaglarin yag asitleri ile ugucu
yaglarinin kimyasal karakterizasyonunun arastirildigi bu ¢alismanin sonucglart onlarin kalitesini
degerlendirmede, farmakolojik aktivitelerini aydinlatmada ve biyoreaktorlerde yag asitleri ile ugucu
yaglarin seri tiretimi i¢in in vitro slispansiyon kiltUrlerinin baglatilmasinda 6nemlidir.

Anahtar kelimler:In vitro, In vivo, P.lentiscus L., Sakiz agac1, Ugucu yag, Yag asiti.



ABSTRACT
DETERMINATION OF THE FATTY ACIDS AND ESSENTIAL OIL COMPOSITIONS
OF LENTISK (Pistacia lentiscus L.) GROWN IN VIVO AND IN VITRO CONDITIONS
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In this study, fatty acids and essential oils of different organs of male and femal e genotypes of
lentisk (P. lentiscus L.) grown in vivo and in vitro conditions were analyzed by gas chromatography
(GC) and gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) analysis. Fatty acid compositions of
different organs of both genotypes were found similar by the main compounds. The dominant
components observed in the fatty acids of both genotypes depending on the type of the explants by
varying amount were palmitic acid (16:0), oleic acid (18:1n-9), linoleic acid (18:2n-6) and linolenic
acid (C18:3n-3). Linolenic acid (18:3n-3), the major fatty acid of leaves of both male and femae
genotypes grown in nature were found 35.5% and 36.78%, respectively. Linoleic acid, the major fatty
acid of the stem parts of both genotypes was 45.25% for male and 40.78% for female. The proportions
of major fatty acid in root tissues of lentisk were 45.09% for male and 47.0% for female. Similar to the
composition of lentisk grown in vivo, linolenic acid (32.06%) in the leaf part and linoleic acid
(32.55%) in the stem part of juvenile lentisk grown in vitro were found. Other fatty acids such as
myristic, pentadecanoic, heptadecanoic, palmitoleic, stearic and eicosenoicacid were present in trace
proportions.

The dominant components observed in the essential oil extracted from leaves of male and
female lentisk grown in nature were germacrene-D (33.38%), trans caryophyllene (14.12%), 6-
cardinene (8.34%) and 3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1 (30.7%), limonene (10.7%) and trans
caryophyllene (10.25%), respectively. The major essential oils determined from stem parts of male
and female genotype grown in vivo were a-myrecene (11.75%), transcaryophyllene (12.61%) and
germacrene- D (12.66%) and &-cardinene (12.11 %), a-pinene (7.08%) and limonene (6.96%),
respectively. In both genotypes essential oils determined, monoterpene and sesquiterpene components
were found dominant while the amount of other group components was lower. The main congtituents
were delta 3-carene (16.98%), trans caryophyllene(14.29%) and trans 3(10)-caren-4-ol (11.58%) in the
essential oil extracted from leaves, while they were a-pinene (31,08%), a-myrecene (33.01 %) and
delta 3-caren (35.91%) in the essentia oil extracted from stem parts of juvenile seedlings.

The results presented from chemical characterization of different fatty acids and essentia oil
sources of both male and female genotypes belonging to Pistacia lentiscus L. are important for
evaluation of their quality, the elucidation of their pharmacological activities and the establishment of
in vitro suspension cultures for mass production of fatty acids and essential oilsin bioreactor systems.
Keywords: Essential oil, Fattyacid, /n vitro, In vivo, Lentisk, P.lentiscus L.
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1. GIRIS

Anacardiaceae familyasinin énemli bir iiyesi olan Pistacia lentiscus L. yesil ve
aromatik yaprak 6zelligine sahip Akdeniz iilkelerinin sahile yakin bdlgelerinde yetisen
calilik formunda bir bitkidir. Sakiz agacindan elde edilen damla sakizinin, bitkisel ve
ucucu yaglarin endistriyel ve saghik alanlarindaki kullanimlarindan dolayr ekonomik
olarak onemli bir bitkidir. Tunus ve Cezayir gibi bazi iilkelerde sakiz agacindan elde
edilen yag giinliik besinlerde, salatalarda ve hamur islerinde kullanilmaktadir (Le
Floc’h ve Nabli 1983). Sakiz agacinin yapraginda ve meyvelerinde bulunan ucucu
yaglar nedeniyle milattan dnceki yillardan beri birgok hastaligin tedavisinde drog olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda, kuduz hastaligi, uyuz ve yilan 1sirmalari
gelmektedir. Ayrica, mide yanmasi, bagirsak akciger hastaliklar1 ve degisik dis

hastaliklarinda uzun yillar tedavi edici olarak kullanilmistir (Boztok 1999).

Sakiz agacinin geleneksel metotlarla Uretimi tohumla ya da celiklerin
koklendirilmesiyle yapilabilir. Sakiz agaci tohumla cogaltilir ¢iinkii celiklerden kok
olusumu ¢ok diisiik olmakta ya da hi¢ olmamaktadir. Ancak, bu sekilde tohumdan
cogaltimda, degisik genotiplerin gelismesi ve sakiz iiretiminde farkliliklar olusmasi s6z
konusudur. Tespit edilecek verimli P. lentiscus L. genotiplerinden fidan dretimi
yapilabilmesi amaciyla etkili bir ¢ogaltim metodunun olmamasi, daha dnce yapilan
calismalarda basarili sonuglar alinamamasi bitkinin endiistriyel degerinden dolayi

biyoteknolojik metotlar kullanilarak ¢ogaltilmasini zorunlu kilmaktadir.

Dogal ortamda yetisen sakiz agacinin yaprak, dal ve meyve gibi farkh
boliimlerinden elde edilen ugucu yagin kimyasal icerigini tespit etmeye yonelik bazi
caligmalar yapilmistir. Sakiz agacinin yaprak ve dallarindaki ugucu yag icerigini
belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda genellikle sayilar1 40-45 arasinda degisen
bilesen tespit edilmistir. Bu bilesenler arasinda da ¢ogunlukla pinen, mirsen, limonen
major bilesenler olarak tespit edilmistir (Zrira ve ark. 2003; Amhamdi ve ark. 2009).
Sakiz agacinin meyveleri iizerinde yag asiti icerigine yonelik yapilan caligmalarda ise
palmitik, oleik ve linoleik asit major yag asitleri olarak belirlenmistir (Charef ve ark.
2008; Trabelsi ve ark. 2011).



1. GIRIS

Dogal ortamda yetisen sakiz agaglarinin ugucu yag ve yag asiti igerikleriyleilgili
rapor edilen ¢aligmalara ragmen in vitro ortamda yetistirilmis sakiz agaglarina yonelik
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda iilkemizde yetisme alani sinirlt
olan ve fidan Uretimi igin yeterli bir ¢ogaltim metodu olmayan sakiz agacini in vitro
kosullarda yetistirip, ugucu yaglarinin ve yag adtlerinin analizinin yapilmasi
amaglanmistir. Elde edecegimiz sonuglar in vivo ve in vitro yetistirilen sakiz agaglarinin
ucucu yag ve yag asiti igeriklerini karsilastirma imkani sunmanin yani sira alinacak
sonuclara gore sakiz agacini degerli bilesenlerinden dolayi in vitro Uretimde hangi tr
eksplantla (yaprak, kok, govde) kultiir baslatilacag: belirlenecektir. Ayrica, ¢alismalar
sonucunda c¢ogaltilmast ve {irlin alimi i¢in uzun zaman gerektiren yeni sakiz
bahcelerinin kurulmasi yerine biyoteknolojik metotlarla yag asiti ve ugucu bilesenlerin
in vitro ortamda yetistirilen bitkisel materyallarle iiretilebilecegide gosterilmis olacaktir.
Bu calisma sonucunda sakiz agaci i¢in temel doku kiiltiirii tekniklerinin alt yapisi
olusturulmus olacaktir, bdylece in vitro ¢cogaltilmis materyaller ile siispansiyon kiiltiirii,

tek hicreli kulturler ve biyoreaktorlerde Uretim icin yeni projeler Uretilebilecektir.
1.1. Sakiz Agacinin Kokeni ve Sistematigi

Ege ve Akdeniz Bolgesi’nin dogal bitki ortiisii olan P. lentiscus, Sapindales
takimmin Anacardiaceae (Sumakgiller) familyasindan Pistacia cinsine dahildir
(Stevens 2008). Ayni familyanin diger 6nemli iiyeleri; P. atlantica (Gitlenbik), P.
terebinthus (melengi¢) ve P. vera (antep fistigi)’dir. Ancak, P. lentiscus Ozellikle
Akdeniz ve Ortadogu bolgesinde Pistacia cinsinde bulunan diger tiirlerden (P.
atlantica, P. palaestina, P. terbinthus ve P. khinjuk) herdem yesil olmasi ile kolaylikla
ayirt edilebilir. Pistacia cinsinin kokeninin Orta Asya olduguna inanilir (Parfitt ve
Badenes 1997; AL-Saghir 2010). Pistacia’nin iki gen merkezi tanimlanmistir. Birincisi
Ortadogu, Kuzey Afrika ve Gliney Avrupa’ nin Akdeniz bolgelerini, ikincisi ise Bat1 ve
Orta Asya'y1 igerir (AL-Saghir 2009; Kafkas ve ark. 2002). Cinsin tirleri Kuzey
Afrika dan Filipinler ile Teksas'tan Nikaragura'ya kadar dogal olarak meydana gelir
(AL-Saghir 2012). Bu 6nemli tdr icin icin sinirli sayida sistematik ¢alisma yapilmustir.

Tournefort (1700), P. terebinthus ve P. vera’y1 Terebinthus cinsinin altinda
siiflandirmasima ragmen, P. lentiscusu Lentiscus adiyla farkli bir cins olarak

diistinmiistiir.
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Cinsi ilk olarak Linnaeus kurmustur. Species Plantarum’'da Linnaeus (1753)
Pistacia' nin alt1 tiirtinii tanmmlamustir: P. lentiscus, P. narbonensis, P. si-maruba, P.
terebinthus, P. trifolia ve P. vera'dir. Pistacia narbonensis ve P. trifolia, P. vera nin
sinonimleridir. Bu ¢alismalarin ilki Zohary (1952) tarafindan tamamlanmistir. Pistacia
cinsi morfolojik belirteclere (yaprak 6zellikleri ve fistik morfolojisi) dayanarak yapilan
siiflandirmaya gore 4 boliim ve toplam 11 ture sahiptir (Zohary 1952; Parlak ve Akbin
2008).

1. Lentiscella Zoh.: P. mexicana HBK ve P. texana Swingle.

2. Eu- Lentiscus Zoh.: P. lentiscus L., P. weinmannifolia Poisson ve P. saportae Burnat.
3. Butmela Zoh.: P. atlantica Desf.

4. Eu-Terebinthus: P. vera L., P. khinjuk Stocks, P. terebinthus L., P. palaestine Boiss
ve P. chinensis Bge.

Pistacia cinsinin sistematigi ile ilgili son giincel ¢alisma ise, AL-Saghir (2012)
tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismaya gore Pistacia 13 taksondan meydana gelir. 10 tir
ve 5 alt tir icerir. Cins iki seksiyondan olusur.

1) Pistacia: Pistacia atlantica Desf., Pistacia chinensis Bunge , Pistacia eurycarpa
Y dt., Pistacia khinjuk Stocks, Pistacia terebinthusL. , Pistaciavera L.,

2) Lentiscella: Pistacia lentiscus L., Pistacia mexicana Humb., Pistacia weinmannifolia
J. Paiss. ex Franch.

1.2. Sakiz Agacimin Morfolojik Ozellikleri

Kok: P. lentiscus L., geng donemde kazik kok ve bircok yan kok ile
karakteristiktir. Olgun donemde, yan kokler oldukca genisler ve sacaklar olusturur
(Mattiave ark. 2005).

Govde: Sakiz agaci, genellikle ¢ali veya agagcik formunda gelisen, 1-3 m'ye
kadar boylanabilen hatta bazen 6 m yiiksekliginde olabilen bir bitkidir (Sekil 1.1).
Dogal sakiz agacinin govdesi diiz degildir. Gengken acik gri renkte ileri yaslarinda kiil
karasi rengindedir. Cam agaclarinda oldugu gibi gévdeden ayrilmasi zor olan "riknides"

adiyla anilan ¢izgilerle kaphdir ve piirtizlidir (URL-1).
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Sekil 1.1: Sakiz agacinin gdvde goriiniigii

Cicek: Dioik bir tiir olan sakiz agacinda, periant igermeyen ¢igekler 1 yillik
stirgiinlerin yaprak koltuklarinda gelisir. Sakiz agacinda ¢gigeklenme mart-nisan
aylarinda gerceklesmekte ve ¢ok sayida ¢icek tiretimi s6z konusu olmaktadir. Cigekleri
kiiciik, kirmizimst veya sarimsidir ve ¢icekler cigek salkimi halinde kiimelenmistir.
Erkek cicekler 1-2.5 cm uzunlukta bilesik salkimlar, disi ¢igekler ise 1-3 cm uzunlukta
seyrek dallanmis salkimlar halindedir. Diger Pistacia tiirlerinin aksine, sakiz agacinda
bulunan ¢igek salkimi ana eksen iizerinde kisalma egiliminde oldugu icin sekonder
salkim dallar1 yaprak ekseni iizerinde hemen hemen bir noktadan ¢ikarak, ¢icekler
kiigiik bir demet seklini alt1 hafta sonra ¢igeklenme gozlenir (Palli ve Aronne 2000).

Meyveler: 4-7 mm c¢apinda, yuvarlak-basik ve sivri uglu, baslangigta kirmizi,
olgunlastiginda ise siyah renktedir (Sekil 1.2). Drupa tipi olan meyveler, etli-sulu bir
mezokarp ile kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler ekim sonu ile aralik ay1 ortasina
kadar olgunlasmaktadir (Boztok 2004; Browicz 1987). Sakiz Adasi’ndaki kiiltiir
formlarmin varyeteden ziyade, uzun yillar verime gore selekte edilmis bir c¢esit
oldugunu belirtmektedir. Bazi arastirmacilar fazla ve iyi kalitede regine elde edilebilen
bitki olarak sadece Sakiz Adasi’ndaki “Chia” varyetesinden bahsetmektedir. Oysa
(Bailey 1963), varyete veya form farkliliginin 6tesinde Anacardiaceae familyasina dahil
tirlerin benzer nitelikte regine verdigini belirtmektedir. P. lentiscus bitkileri agag
formuna doniistiikten sonra salgiladigi regineden yararlanilabilir. Meyveler sonbaharda

olgunlasir (Palli ve Aronne 2000).
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Sekil 1.2: Olgunlagmamis meyve goriiniisii (A), Olgun meyve goriiniisii(B)

Yaprak: Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 cift yaprak¢iktan olusur ve
hicbir zaman terminal yaprakcik tasimaz. Sakiz agacinda, bilesik yaprak ekseninde
bulunan kanatciklar ¢ok karakteristiktir (Cizelgel.l). Yapraklar1 gévdeye bagli dal
Uzerinde 2-12 adet dikdortgen, mizraksi veya oval bigimindedir. Yaprakg¢iklar
yumurtamsi, mizrak, eliptik, kiit veya dikenimsi uglu gibi formlar gosterir ve tlystzdur.
Yaprak¢ik uglar1 genelde keskin bir noktayla sonlanir (Davis 1967). Ayni bitki,
vejetasyonun farkli donemlerinde farkli yaprak sekli gosterebilmektedir. Hatta bir
bitkinin alt yapraklar ile iistteki yapraklar1 dahi farkli olabilmektedir. Budama yapilarak
terbiye edilen bitkinin de yaprak sekli degismektedir (Boztok 2004). Sakiz agaci, cins
icinde en kalin yaprake¢iklara sahip olan tiirdiir. Yaprak boyutu ve sekilleri ile yaprake¢ik
sayis1 agisindan genis bir varyasyona sahip olan tiiriin erkek ve disi bireyleri de yaprak

formu agisindan degisiklik gosterir (Ozel 2006).
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Cizelge 1.1: Pistacia lentiscus L. nin erkek ve disi yaprak morfolojileri

ERKEK Disi
Yaprakeik sayisi 4-4-2-2-4-6-4-6 6-6-4-4-4
5-3-4-3-4-4-4-6 6-4-6-4-6-6
Yaprak yapisi Genéllikle paripinnat Genellikle paripinnat
1-3 Yaprakeikh 2-3 Yaprakeikl
Nadiren imparipinnat (Nadiren 1 ¢ift 3 yaprakgikli)
(3 veya 5 yaprakgiklr) Yaprakgiklar esit biiytikliikte
Yaprakeiklar esit biiytikliikte
Yaprak ekseni Yaprak ekseni belirgin alt kisimda dar | Petiol kanatlt
kanatl, iist kisimda belirgin kanatl 2.5-45cm
Eksen 1-3 cm uzunlukta Eksen ¢ikintisiz veya mukrolu
Eksen ¢ikintisiz
Yaprakeiklar Sapsiz ovat, Nadiren eliptik Sapsiz dar eliptik
Damarlar pinnat Damarlanma pinnat
Yaprakeik uglar Kor uclu Kamamsi kisa
Hafifce girintili Mukronat

*Y aprak morfolojisi Prof. Dr. Alaaddin S. ERTEKIN tarafindan yapilmstir.

Erkek agacin yaprak yapisi: Genellikle paripinnat, 1-3 ¢ift yaprakeikli, nadiren
imparipinnat (3 veya 5 yaprakcikli), yaprakciklar es biiyiikliikte, yaprak ekseni belirgin
alt kisimda dar kanatl, iist kisimda belirgin kanatli, 1-3 cm uzunlukta, eksen ¢ikintisiz,
yaprakciklarda damarlar pinnat, sapsiz oval, nadiren eliptik, yaprak uglar1 kor uglu,
hafifce girintilidir. Erkek agaglar stres yoklugunda disi agaclara gore daha yiiksek
fotosentetik kapasite sergilerken, kuraklik stresinde esdeger oranda fotosentetik kapasite

ve diisiik su kullanim etkinligi gosterirler (Nicotrave ark. 2003).

Disi agacin yaprak yapist: Genellikle paripinnat 2-3 yaprakeikli (nadiren 1 ¢ift
3 yaprakeikli), yaprakeiklar esit biiyiikliiktedir. Eksen kanatli, 2.5-4.5 cm, ¢ikintisiz
veya mukroludur. Yaprakgiklar sapsiz, dar eliptik ve damarlanma pinnattir. Yaprak¢ik

uglar1 kamamesi, kisa ve mukronattir.

Tohum: Kromozom sayisi 2n=24’tiir (Zohary 1952). Tohumlar olgunlasma
doneminde yuvarlak ve diz yuzeylidirler (Sekil 1.3). Tohumlar ekim-kasim aylari
arasinda toplanabilir (Prada ve Arizpe 2008). Sakiz agacinin, ¢ok sayida ¢igek ve meyve
iiretmesine karsin yasayan tohum igeren meyve sayist ¢ok az olmaktadir. Cigeklerin

biliyiik kismi meyve olusturamamakta ve olusan meyvelerin 6nemli bir kisminda ise
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tohum bulunmamaktadir (Palie ve Aronne 2000). Kirmizimsi veya beyaz meyvelerin
toplanmasindan kagmilmalidir ¢linkii bu meyvelerde embriyo gelismemis veya
partenokarpiktir (Jordano 1988). Bu nedenle, siyah meyvelerin igerdigi tohumlarin
cimlenme orani daha yiiksek oldugu i¢in hasat sirasinda bunlarin tercih edilmesi
gerekmektedir (Verdu ve Garcia—Fayos 2002). Tohumlarin ¢gimlenmesi epigeiktir. Buna
karsin, tim diger Pistacia tiirlerinde ¢imlenme hipogeiktir. Ayrica tohum igeren
meyvelerin tretimi tek bir populasyondaki bitkilerde bile degisiklik gostermektedir
(Palie ve Aronne 2000; Verdu ve Garcia—Fayos 2002).

Sekil 1.3: Ekzokarpindan izole edilmis tohumlar.

Damla sakizi: Damla sakizi, sakiz agacinin govdesinde acilmis yaralardan
damlaciklar halinde sizan aromatik bir bilesiktir (Sekil 1.4). Bitki kendini korumak icin
bu regineyi salgilar. Erkek bitkilerin sakiz tiretim potansiyeli disilerden fazladir (Boztok
1999). Trapezi veya masa denilen beyaz kil hasat zamani yere diisen sakizi temiz ve
seffaf tutmak icin agacin altina serpilir. Agac altindaki alan diizgun bir slpirge ile
supurdldr, sakiz toplanir ve guvallanir. Bir yil i¢inde agustos ve eyliil aylar1 olmak Uizere
iki defa sakiz alimir. Hasat siiresince yagmur yagarsa sakiz bozulabilir. Sakizi
asindirabilir veya eger sakiz taze ise yagmur suyuyla karigip siyaha doniisiir. Damla
sakizinin kalitesi rengine gore degisir. Daha temiz ve seffaf sakiz daha kalitelidir. Sakiz
okside oldugunda sararir. Seffaf cam boncuk gibi sakiz en kaliteli olandir. Sakizin
depolama siiresi uzadikca 6nce beyaza sonra sartya doner. Sakiza A, B ve C dereceleri
verilir. Sakiz agacindan damla sakizi iiretmeye ancak aga¢ 5 veya 6 yasinda baslanir
fakat maksimum tirlin vermeye baglamasi i¢in agacin 12-15 yasina gelmesi gerekir
(Peterson 2010). Direkt giin 1s1gmin gévdeye vurmasi ve 1sitmasi mastik olusumunun

artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Triantafyllou ve ark. 2006).
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Sekil 1.4: Damla sakizinin gévdedeki goriiniisii (A), 1yi sakiz verdigi bilinen agaglardan toplanan damla
sakiz1 (B)

1.3. Sakiz Agacinin Diinyada ve Ulkemizde Yayihsi

Sakiz agaclar1 Diinya’da Akdeniz ikliminin hakim oldugu tiim kiy1 kesimlerinde
hatta belli bir yilikseklige kadar i¢ kesimlerde dogal olarak yetismektedir (Ak ve Parlakci
2009). Diinya iizerinde, Giineybati ve Glineydogu Avrupa, Bati Asya, Kuzey Afrika,
Avrupa ve Kuzey Afrikaya yakin birgok ada ve adaciklara (Makronezya) yayildigi
bildirilmistir (Prada ve Arizpe 2008). Akdeniz Bélgesi'nde, Portekiz, Ispanya (Balear
dahil), Fransa (Korsika dahil), Italya (Sardinya ve Sicilya dahil), Hirvatistan, Bosna
Hersek, Sirbistan, Arnavutluk, Yunanistan (Girit dahil), Kibris, Tiirkiye, Suriye,
LUbnan, Libya, Tunus, Cezayir ve Fas’ta bulunmaktadir. Deniz seviyesinden 200 m
yiikseltilere kadar cikabilen bu bitkiye Istanbul Burgaz Ada, izmir, Ankara Incesu,
Kayseri, Mugla, Marmaris, Kusadas1, Datca, Antalya Kemer, Igel, Tarsus, Ulas, Seyhan

ve Hatay yorelerinde rastlanmistir (Davis 1967).
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Sekil 1.5 Ulkemizde ve Ege Denizi’ nde bulunan Yunan adalarinda P. lentiscus L. yetistigi tespit edilen
bolgeler (Davis 1967)

1.4. Sakiz Agacinin Geleneksel ve Biyoteknolojik Yontemlerle Cogaltimi
1.4.1. Geleneksel Metotlar

Sakiz agacimin geleneksel ¢ogaltimi; (1) tohumlarin ¢imlendirilmesi, (2)

celiklerin koklendirilmesi ve (3) asilama yontemleri ile gergeklestirilmektedir.
1.4.1.1. Tohumdan fidan Uretimi

Sakiz agacinda Pistacia cinsine dahil diger tiirler gibi rizgarla tozlagma
olmaktadir (Whitehouse 1957). Bu nedenle disi bitkiler kolaylikla yabanci tozlagma
yapmaktadir. Tohumdan gelisen bitkiden ancak 15 yil sonra sakiz alinabilmekte ve bu
agaclarda sakiz verimi, tiiriin dioik olmas1 nedeniyle agacin gelistigi tohumun genotipik
Ozelliklerine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Ayrica, partenokarpi ve
ovaryumun gelismemesi gibi ddllenme problemlerinden dolayr genotipler arasinda
tohumlarin ¢imlenme oranlar1 da farkli olur (Mulas ve ark. 1998). Sakiz agaci ¢ok

sayida cicek ve meyve olusturmaktadir. Ancak canli tohum igeren meyve sayisi ¢ok
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azdir ve meyvelerin i¢i ¢ogunlukla bos oldugundan tohum bulunmamaktadir (Palle ve
Aronne 2000). Farkli renklerdeki meyvelerde yapilan arastirmalar (Jordano 1988;
1989), kirmizi veya beyaz meyvelerde embriyonun daha c¢ok gelismemis veya
partenokarpik oldugunu gostermistir. Kirmizi ve beyaz meyvelerin aksine siyah
meyvelerin icerdigi tohumun canlilik oran1 goreceli olarak daha yuksektir ve bu nedenle
tohumlarin siyahlastiktan sonra hasat edilmesi ¢imlenme oranini artirmaktadir (Verdu

ve Garcia—Fayos 2002).
1.4.1.2. Celikle Fidan Uretimi

Sakizin fidan ile liretimi geleneksel olarak 40-50 santimetrelik dal celiklerinin
subat ve mart aylarinda dikilmesi ya da daldirma suretiyle olmaktadir (Perikos 1993).
Ozellikle kalin dallardan hazirlanan gelikler bu aylarda araziye dikilmektedir. Celik ile
Uretimde koklenmede basarinin dusiik oldugu goriilmiistiir (Browicz 1987; Acar 1998).
Bu konuda Isfendiyaroglu (1994) tarafindan yapilan ¢alisma, sakiz agacinin bir yillik
stirgiinlerden hazirlanan ¢eliklerinde, degisik hormon karigimlari ile muamele edilmesi
yoluyla koklenme goriildiigii ve koklenmenin subat ayinda alinan geliklerde en yiiksek,
diger aylarda ise daha diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica, araziye ekimde
kullanilabilecek fazla sakiz veren segkin aga¢ sayisi az oldugu icin ana bitkiden
alinabilecek celik sayisi da sinirli olmaktadir. Her ne kadar son zamanlarda celikle
¢ogaltilmasinda bazi iimit verici bulgular elde edilmisse de (Isfendiyaroglu 2003),
celiklerden zayif adventif kok gelisiminden dolayl, bitkinin vejetatif olarak
cogaltilmasinda halen zorluklar bulunmaktadir (Mascarello ve ark. 2007). Sakiz
agacinin geleneksel ¢ogaltim yontemi, kalin dallardan hazirlanan odun ¢eliklerininin kis
aylarinda dogrudan bahge tesis edilecek araziye dikilmesine dayanmaktadir
(Isfendiyaroglu 2003). Ancak bu yontemle hem kdklenme uzun siirmekte hem de basari
oran1 diisiik olmaktadir. Celiklerle vejetatif ¢ogalttmi in vitro ortamda calisan
Mascarello ve ark. (2007) koklenme oraninin diisiik oldugunu ve in vivo ortama adapte
olan bitki sayisinin da diislik oldugunu rapor etmis ancak ¢alismada koklenme
ylizdesine ait kantitatif bulgular sunulmamistir. Bununla birlikte Isfendiyaroglu (2003),
kontrollii kosullar altinda subat ayinda alman yaprakli odun ¢eliklerinin 20 mg/I™ indol
bitirik asit (IBA) uygulamasi ile % 45 koklenme sagladigini bildirmektedir. Bir yil
icerisinde 11 farkl tarihte alinan celiklerde ikinci en yiiksek koklenme orani ise, % 29

ile mart ayinda elde edildigi bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucu lretilen fidanlarin bahge
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performanslari ile ilgili herhangi bir sonu¢ verilmemistir. Son zamanlarda geliklerin
koklenmesinde elde edilen sonuglar umut verici olsa da, sakiz agaci in vivo vejetatif
yontemlerle ¢ogaltimi1 sonucunda olusan bitkiler ¢ali formu kazanmasindan dolay1 bu
cal1 formundaki agaglarin da aga¢ formuna doniistiiriilmesi gerekmektedir. Sakiz agaci
cogaltimi igin kullanilan bu geleneksel yontemlerin tiire olan talepleri karsilamakta
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle var olan ¢ogaltim teknikleri, biyoteknolojik ¢ogaltim
yontemleri ile desteklenmelidir.

1.4.1.3. Asilama ile Fidan Uretimi

Sakiz agacmin gerek c¢ogiir, gerekse dogadaki yabani formlar Uzerine
asilanmasina yonelik calismalarda da basar1 saglanamamistir (Whitehouse 1957; Acar
1998). Sakiz agaci asiyla ¢ogaltilamayan bir tiir olarak kabul edilmektedir. Pistacia
cinsinin ortak 6zelliginin dokularinda zamk (mastik) salgi maddesinin bulunmasi ve
salg1 kanallarinin kabugun odun dokusuna yakin floem kisminda yer almasi (Acar 1998;
Perikos 1993), asilama caligmalarint olumsuz etkilemektedir. Dolayisiyla asilama
esnasinda yapilan en kiigiik yaralama neticesinde sakiz salgis1 olusmakta, anagla as1
gdzii arasin1 doldurarak asinin tutmasini engellemektedir. Ozellikle fenolik maddelerin
oksidasyonu sonucunda nekrotik tabakalar olusmakta ve bunlar kambiyal gegcisi
engelleyerek as1 basarisini diigiirmektedir (Kalkisim 1997). Bu nedenle, derin yapilan
yariklarin ve kalem asilarinin sakiz agacinda asi tutmasini engelledigi ve asilama
esnasinda buna dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir. Ancak, sakiz agaci gibi
yine bir Pistacia tirt olan antep fistiginin ¢ogiir lizerine veya yabani Pistacialarin
lizerine asilanmasi ¢aligmalarindan ¢ok basarili sonuglar alinmaktadir (Kaska ve ark.
1990; Caglar ve Kaska 1992). Tohumdan yetisen fidanlarda genetik agilim s6z konusu
oldugundan verimli sakiz {iretimi i¢in erkek veya disi agaclarin mutlaka {istlin nitelikli
standart kiiltiir c¢esitleri ile asilanmas1 gerekmektedir. Ancak fenolik madde salgilayan
agaclarda genel olarak asilama basarisini, agilama zamani ve as1 yontemi etkilemektedir.
Doneme bagl olarak degisim gosteren bu maddelerin azligi ya da ¢oklugu basariy1
etkilemektedir. Bunlarin yani sira ana¢ ve kalemin fizyolojik kosullari, hatta bitki
bliylime diizenleyiciler as1 basarisini etkileyebilmektedir. Bagsariy1 etkileyen bir diger
etken de asilama yontemidir. Asilamada temel husus, ana¢ ve kalemin kambiyum
tabakalarinin birbiri iistiine gelecek sekilde yerlestirilmesi ve islemin kambiyumun en

aktif oldugu zaman yapilmasidir. Ozellikle sakiz gibi salgi ¢ikaran anag ve kalemlerde
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asmin yontemi onem kazanmakta, asilama icin yapilacak kesimler 6nem tagimaktadir.
Tiirlere gore; denenen as1 yontemlerinden bazilar1 daha iyi sonu¢ vermektedir. Bunda,
acilan kesim yaralarinin kaynasmasmin ve ana¢ ile kalemin kambiyumlarinin
cakismasinin rolii biiyiiktiir. Ornegin, kabuk asilarinda bazen epidermis tabakalari
arasinda bosluk kalabilmekte ve as1 basarist diismektedir (Parlak ve Akbin 2008). Sakiz
agaci ile ayn1 cins olan antep fistig1 asilama calismalarinda mevsimler ve yapilan as1
yontemleri arasinda farkliliklar bulunmustur (Tekin ve ark. 2001; Okay 1994; Ayfer
1988; Kaska ve ark. 1990). Ancak yine de Acar (1998), sakizda yash gdvdeleri
yenilemek ve yabani sakiz c¢alilarin1 degerlendirmek igin yapilan asi denemelerinden
herhangi bir sonu¢ alinamadigindan s6z etmektedir. Yakin ge¢cmise kadar Cesme
yarimadasiin belli yorelerindeki bahcgelerde sakiz iiretimi yapildigi bilinmektedir.
Ancak son 20 yilda yorede hizla artan turizm yatirimlar1 nedeniyle tarim alanlari
daralmistir. Sonugcta sakiz tireticiligi ekonomik 6nemini yitirmis ve mevcut agag varligi
dayok olmatehlikesi altina girmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda {iriine olan talep
artisgina bagli olarak, sakiz agaci Kkiiltiirliniin yeniden canlandirilmasina yonelik
girisimlerin oldugu gézlenmektedir. Bu girisimler, yorede bulunan eski plantasyonlarin
yenilenmes veya yayginlastirilmasi igin yeterli miktar ve kalitede fidan iiretiminin
gerekliligini gindeme getirmistir. Aslinda Izmir’in, Cesme ve Alagat1 ilgelerinde
bulunan sakiz agaci potansiyeli, Sakiz Adasi’'ndan bulunandan daha fazladir ancak bu
ad1 gecenyerlerde bulunan sakiz agaclari, liretim yapilamayan aga¢ ya da agactan ¢ok
bozuk nitelikte ¢ali formundadir. Bu nedenle 2008 yilinda, Falim sakizlar1 (Cadbury) ve
TEMA Vakfi tarafindan “Bozuk Sakiz Agaci Rehabilitasyonu Projesi” baslatilmistir.
Bu proje kapsaminda Izmir Giilbahge’de, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii arastirma
sahasinda bulunan sakiz agaglarinin asilanmasi yoluyla damla sakizi Uretiminin
gerceklestirilmesi amacglanmustir. Ilgili proje kapsaminda bu arastirma sahasinda
bulunan 17.867 adet bozuk sakiz agacinin iyilestirilmesi ve asilanmasi ayrica, 5.956

adet asili sakiz fidan1 dikimi gergeklestirilmesi planlanmistir (URL-2).
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1.4.2. Biyoteknolojik Metotlar (Doku kaltart teknikleri)

Biyoteknoloji; hiicre ve doku kultirt, molekiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik,
fizyoloji ve biyokimya gibi doga bilimlerinin yanisira makine miihendisligi, elektrik-
elektronik miihendisligi ve bilgisayar miihendisligi gibi mihendislik dallarindan
yararlanarak, DNA teknolojisiyle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar1 gelistirmek,
dogal olarak varolmayan veya ihtiyacimiz kadar iiretilemeyen yeni ve az bulunan
maddeler elde etmek igin kullanilan teknolojilerin  bitinudir. Biyoteknoloji
uygulamalari; mikrobiyoloji, biyokimya, molekuler biyoloji, hicre biyolgjis,
immunoloji, protein mithendisligi, enzimoloji ve biyoproses teknolojileri gibi farkli
alanlar1 biinyesinde toplar. Bu nedenle de biyoteknoloji bir¢ok bilimsel disiplinle
karsilikli iliski iginde gelisir (URL-3). Biyoteknolojinin en 6nemli uygulama
alanlarindan birisi de bitki biyoteknolojisidir. Bugin bitki biyoteknolojisinin ticari

olarak kullanimini iki ana baglik altinda toplayabiliriz (Davey ve Anthony 2010):
(2) Bitkilerin 6zelliklerinin iyilestirilerek ¢ogaltilmasi veya klonlanmasi
(2) Farmasotik sanayi icin hammadde Uretimi.

Bitki 6zelliklerinin iyilestirilerek ¢ogaltilmasinda, cogu 1960 ve 1970’11 yillarda
kurulmus bitki doku kiiltiirii laboratuvarinin da uyguladiklar1 doku kiiltiirii teknikleridir.
Doku kdltard, bitkiden izole edilen doku (eksplant) pargasini yapay besi ortaminda
stiresiz yasatma teknigidir. Hiicre ve dokular boliinerek kok, yaprak, siirgiin, embriyo ve
tam bitki gelistirirler. Pierik (1997) tarafindan doku kiiltiirii tekniklerinin bilimsel

uygulamalarini soyle siralamaktadir:

» Bitkilerin 1slah1 ve molekiiler biyolojisi
Botanik arastirmalari

Sekonder metabolit tretimi
Fitopatolojik caligmalar

YV V V V

Vegatatif ¢ogaltma

Gunumuze kadar, Pistacia cinsinde yapilan mikrogogaltim ¢alismalarinin ¢ogu
ekonomik degeri nedeniyle P. vera'da yapilmis olsa da, P. terebinthus P. mutica, P.
khinjuk, P. palaestina ve P. atlantica tlrleri Gzerine de in vitro kiiltiirlerin baslatilmasi

ve optimizasyon calismalari mevcuttur (Cizelge 1.2).
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1. GIRIS

Cizelge 1.2: Pistacia cinsine ait tiirlerde yapilan 6nemli in vitro mikrogogaltim ¢aligmalari

Tir Invitro  Sonug K aynak
Sistem

P. vera Su ve Nt* Bitki Uretimi Barghchi ve Alderson, 1983

P. vera Su Bitki Uretimi Onay, 2000

P.vera Nt Bitki Uretimi Ozden-Tokatli ve ark., 2005

P. khinjuk Su Coklu siirgiin olusumu Barghchi, 1982

P. khinjuk Su Bitki Uretimi Tilkat ve ark., 2005

P. mutica Su ve Nt Sirglin biyimesi Barghchi, 1982

P. atlantica Su ve Nt Sirgiin biyimesi Barghchi, 1982

P. palaestina Su ve Nt Sirglin biyimesi Barghchi, 1982

P. terebinthus Nt Coklu siirgiin olusumu Pontikis, 1984

P. terebinthus Nt Siirgiin proliferasyonu Gannoun ve ark., 1995

P. lentiscus Su Sirgiin proliferasyonu (kararma)  Fascellave ark., 2004

P. lentiscus Su Kararma nedeniyle slirgiin Taskin ve Inal, 2005

proliferasyonu elde edilememistir
P. lentiscus Su Sirgiin proliferasyonu (kararma)  Mascarello ve ark., 2007
P.lentiscus Su Bitki Uretimi Yildirim (2012)

* Su: Surgun ucu; Nt: Nodal tomurcuk.

Cizelgel.2’de goriildigi gibi P. lentiscus'un in vitro g¢ogaltilmasiyla ilgili
sadece birka¢ &n ¢aligsma rapor edilmistir (Fascella ve ark. 2004; Taskin ve inal 2005;
Mascarello ve ark. 2007). Bu 6n c¢alismalardan, Fascella ve arkadaslart (2004) sakiz
agacinin ¢ogaltimmda McCown’nun makro ve mikroelementlerinin (LIoyd ve McCown
1980) kullannominin eksplantlarda olusan kararmayr azalttigim1 ancak govde
proliferasyonunun MS (Murashige ve Skoog 1962) bes ortaminda daha iyi oldugunu
rapor etmislerdir. Taskin ve Inal (2005), P. lentiscus var Chia’ nin olgun ve geng
dokularindan alinan apikal siirgiin ug¢larini farkli hormon derisimlerini igeren MS ve
DKW (Driver ve Kuniyuki 1984) bes ortamlarinda kiiltiire aldiklar1 ¢alismada, alinan
materyallerden besi ortamina salinan yogun fenolik bilesiklerden dolay1 eksplantlarda
organogenezi godzlememislerdir. Mascarello ve arkadaglart (2007) tarafindan yapilan
bagka bir in vitro g¢alismada ise, Pistacia lentiscusa ait tohum ve genc bitki
eksplantlarin1 kullanmislar ve tohumlarin ¢imlenme oranini arttirmak i¢in ¢imlenmeyi
arttrici gesitli uygulamalar denemislerdir. Tohumlarin sogukta tutularak hidrojen klortr

(HCI) ile asindirilmasimin ve gibberelik asit (GA3) uygulamalarinin tohumlarda
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¢cimlenme oranin1 arttirdigint rapor etmislerdir. Aksenik siirgiinlerin in vitro
cogaltiminda ise en iyi siirgiin proliferasyonunu 0.5 mg/lI* 6-benzil adeninin (BA)
sagladig1 ve eksplant basina ortalama 3.5 siirgiin olustugu bildirilmistir. Govdelerin
koklendirilmesi icin ise naftalen asetik asit (NAA) ve IBA’nin etkileri denenmis ve 0.5
mg/l™* NAA iceren besi ortaminda ¢ok sayida uzun koklerin olustugu rapor edilmistir.
Son zamanlarda Yildirim (2012) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada juvenil sakiz
agacinin in vitro mikrogogaltilmasi igin bir protokol tanimlanmistir. /n vivo kosullara
transferden dort hafta, dort ve iki yil sonra sirastyla, % 83.3, % 96 ve % 100 gibi ytksek
oranlarda yasam canliligi elde edilmistir (Onay 2013). Bununla birlikte, olgun erkek ve
disi sakiz agac¢larmin in vivo zorlanan strgunlerinden in vitro ¢ogaltma metodunun

gelistirilmes ¢alismalarinin devam ettigi rapor edilmistir.
1.5. Sakiz Agacimin Tibbi Ozellikleri

Sakiz agacinin toprak istii kisimlari, idrar soktiiriicii 6zelliklerinden dolay1
uyarici olarak kullanilmasinin yani sira hipertansiyon, oksiiriik, bogaz agrilari, ekzama,
karmn agrisi, bobrek taslari ve sarilik tedavisinde kullanilmistir (Bentley ve Trimen
1980; Palevitch ve Yaniv 2000). Yapraklardan ve ince dallardan elde edilen yag
bakteriye karsi vasat bir etkinlik gdsterip ve mantara kars1 tamamen etkisiz kalmasina
ragmen recinesinin ugucu yagl mikroorganizmalara ve mantara kars1 c¢ok etkili
oldugunu kanitlamistir (Magiatis ve ark. 1999). Gallik asit ve onun tiirevlerinin varligi,
meyvelerdeki 1, 2, 3, 4, 6-pentagalloylglukoz, K562 hiicre sirasindaki H>O, nun sebep
oldugu agiz peroksidasyonuna karst koruyucu bir rol oynadigr belirlenmistir

(Abdelwahed ve ark. 2007).

P.lentiscus un fenolik bilesiklerinin Onemli derecede antimikrobiyal aktivite,
ozelliklede antifungal etki gosterdigi rapor edilmistir (Benhammou ve ark. 2008).
Dahasi, incelenen Ozler, in vitro ortamda slperoksit anyonlar icin yiuksek derecede
azaltic1 ve ige yarar olanlar toplayici bir etkinlik gostermektedir. Giiglii bir antifungal
aktivite ve zayif bir antibakteriyal etkinlik gbzlenmistir. Ayrica siiperoksit anyonlarinda

yiiksek derecede azaltici bir gii¢ kapasitesi ve zayif bir toplayici aktivite gostermislerdir.

Sakiz yagi, kaspaz-3 aktivitesinin yikselmesi ve damar endotelyal biyime
etkisinin yayilmasi esliginde, insanlardaki 16semi K562 hiicrelerinin ¢ogalmasini énemli

olgtide engellemistir (Loutrari ve ark. 2006). P.lentiscus yag:1 akalen fosfataz, aspartat
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transaminaz ve iire orneklerinde oldugu gibi civa zehirlenmesine karsi korumada
kismen yardimecr olabilir ve ayrica giivenilir dogal bir besin kaynagi olarak kabul
edilebilir, en azindan toplam kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterolu normal degerlerinde tutarak bunu saglayabilir (Tounes ve ark. 2008). Damla
sakizinin yararli iyilestirici 6zellikleri eski zamanlardan beri bilinmektedir (M oussaieff
ve ark. 2005). Dioscorides Pedanius, ‘De materia medica adli makalesinde damla
sakizinin sindirme siirecini olumlu bir sekilde etkiledigini ve ek olarak kozmetik
ozelliklere ve dis i¢in yararli etkilere sahip oldugunu ifade etmistir (Wellmann 1907).
Klinik arastirmalar ilk olarak damla sakizinin gastrik ve duedonal Ulsere karsi etkili
oldugunu ortaya koydu (Al-Habbal ve ark. 1984; Al-Said ve ark. 1986). Damla
sakizinin in vitro ortamda Helicobakter pylori'ye kars1 o6ldiiriicii oldugu kanitlandi
(Huwez ve ark. 1998; Marone ve ark. 2001). Ancak, son arastirmalar damla sakizinin
insanlardaki H.pylori’nin in vivo ortamda yok edemedigini gostermistir (Bebb ve ark.
2003; Loughlin ve ark. 2003). Sakiz agacinin damla sakizi in vitro ortamdaki HCT116
insan kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi ve bu hiicrelerin 6liimiini
baslatan bilesimleri i¢erdigi bilinmektedir (Balan ve ark. 2007). Pistacia lentiscus da
geleneksel olarak 6zellikle gdgiis, karaciger, mide, dalak, rahim tiimorleri {izerinde bir
anti kanser 6gesi olarak kabul edilmistir (Assimopoulou ve Papageorgiou 2005). Sakiz,
androjen-duyarli hiicrelerindeki androjen alicinin  bosaltilmasini  6nemli  6lglide
engellemistir (He ve ark. 2006 ). Damla sakiz1 ilk kez goruldikleri beyaz kan hicreleri
lenfositlerince ekspresse edilen gizli sinyalleme molekilleri olan sitokininlerin bir
grubu olan interlokin-6 (IL-6) etkinlik endeksi ile plazma seviyelerini ve aktif Crohn
hastalig1 tasiyan hastalardaki C-reaktif proteini 6nemli 6l¢lide azalttigi ortaya ¢ikmistir
(Kdiora ve ark. 2007). P. lentiscus kalp damar hastaliklar1 ile karaciger hasarlarina
kars1 6nleyicidir. In vitro ortamdainsan LDL oksitlenmesini engeller (Andrikopoulos ve
ark. 2003) ve triterpenler sayesinde, antioksidan/antiatrojenik etki saglamak igin
periferal mononukleer kan hiicrelerinde hareket eder (Dedoussis ve ark. 2004).

1.6. Sakiz Agacinin Ekonomik Onemi

Sakiz agact M.O birgok medeniyet tarafindan basta reginesi olmak iizere
meyvesi, yapraklari ve kimyasal bilesenlerinden dolayr degisik amaglar igin
kullanilmistir. Onemli bir ekonomik degere sahip olan sakiz agacindan ticari damla

sakizi Uretimi ne yazik ki bugiin sadece Yunanistan’in Sakiz Adasi’nda
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gerceklestirilmekte ve tiretilen sakiz ihra¢ edilerek milyonlarca dolar iilke ekonomisine
gelir saglanmaktadir. Sakiz Adasi’ndan her tiirlii bitkisel materyalin ada disina
cikarilmast kesinlikle yasaklanmistir. Yetistiricilik, liretim ve pazarlama etkinlikleri
Sakiz Adasi' ndaki {ireticiler birliginin kontrolii altindadir. Buna ek olarak, Avrupa
Birligi’nin ilgili kurumlar tarafindan Sakiz Adasi tamamen koruma altina alimmustr,
sakiz Uiretiminin devamli arttirilmasi i¢in de sinirsiz maddi destek saglanmaktadir. Sakiz
Adasinda iiretilen damla sakizi 50 iilkeye ihra¢ edilmektedir. En biiyiik alic1 iilke ise
Suudi Arabistan’ dir (Moussouris ve Regato 1999). Ulkemizde ise sayica Cesme ve
cevresinde 200 civarinda yashi agactan amator sekilde yapilan 3-5 kg'lik iiretim
mevcuttur (Parlak ve Akbin 2008). 2009 verilerine gore Turkiye nin yillik damla sakizi
gereksinimi yaklasik olarak 18 ton civarindadir. Bu ihtiyag, 2008 yilinda 8 tonu ithal
edilerek, TEMA’ya gore 10 tonu da kagcak olarak Ulkemize sokularak temin
edilmektedir (Bilgin 2009). Sakiz agaci kullanim alanlar1 ¢ok genis oldugundan oldukga
ekonomik bir bitkidir. Bu kullanim alanlarin1 genel olarak dort gruba ayirabiliriz; (1)
ilag sanayisinde, (2) gida sanayisinde, (3) kimya endiistrisinde ve (4) diger kullanim

alanlar

Tlag sanayisinde: 1la¢ firmalari, mastiksi tablet ve kapsiillerin, kendiliginden
absorbe olan ameliyat iplerinin Uretiminde ve yara bandajlarinda kullanmaktadir
(Boztok 1999).

Merhem ve dis macunu yapiminda mastik sakizi kullanilmaktadir. Agiz hijyenitesi i¢in
antiseptik olarak dis macunlarinda mastik sakizi kullanilmaktadir (Sherman 2005).
Atina Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde yapilan bir calismada da mastiks ve mastiks
yaginin, O6nemli bir antibakteriyel ve fungusidal etkiye sahip oldugu saptanmistir
(Anonim 2002).

Guda sanayisinde. Mastik sakizinin gida sanayinde yeri de biiyiiktiir. Hazir ¢orba
gibi gidalarda koruyucu olarak kullanilir (Boztok 1999). Tatlandiric1 olarak, keklerde,
dondurmalarda, siitlii tatlilarda, alkollii igkilerin iiretiminde oOzellikle likér ve uzo
tiretiminde mastik genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Mastik sakizi ayn1 zamanda baharat ve
degisik soslara kivam vermek i¢in de kullanilir. Kibris ve Suudi Arabistan’da temel bir
baharat olarak kullanilmaktadir. Liibnan ve Suriye’de ev kadinlarinin yapmis oldugu

geleneksel peynirde mastik kokusu ve tadi bulunur. Yunanlilarin festival ekmeklerinin
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temel icerigi mastiktir. Mastik rezinesi siitlii tatlilarin ana bileseni olup, bunlarin agik
beyaz renkte olmasini saglamaktadir (Sherman 2005). Meyvelerinden yenilebilen yag
iiretilmekte ve bu yag doymamis yag asitleri olan oleik ve linoleik asit bakimindan

zengin olmas1 bakimindan son zamanlarda dikkat cekmektedir (Ucciani 1995).

Kimya endustrisinde: Kozmetik iiriinlerde, verniklemede, resim boyalarinda
mastik sakizi kullanilmaktadir (Calabro ve Curro 1974). Mastigin kimyasal analizi
sonucu, mastikte % 1-3 arasinda mastik yagi, % 4 oraninda a ve b mastisinik asit, % 0.5
mastikhonik asit, % 20 a-mastikonik asit, % 18 b-mastikonik asit, % 30 a-mastik
rezines ve % 20 b-mastik rezinesi bulunmustur (Sherman 2005). Mastik, % 1-3
oraninda ugucu yag icerir. Sakiz bitkisinin yapraklarindan da % 0,8 oraninda ugucu yag
elde edilebilir. Bu ugucu yagin en Onemli bilesenleri alfa pinen, mirsen, beta karyofillen,
l[imonen, anetol ve alfa humulen’dir (Boztok 2004). Mastikten elde edilen ugucu yag
bilesenleri c¢ogunlukla monoterpenik ve seskiterpenik yapidadir. Monoterpenler
sekrolitik, ekspektoran, sedatif ve tonik etkileriyle bilinirler. Seskiterpenler, yapidaki
fonksiyonel gruba bagh olarak degiskenlik gostermekle birlikte, anti inflamatuar etki
gosterirler (Boztok 1999). Sac kepeklenmesine karsi bittim sabununun yapiminda
kullanilmaktadir (Uger 2004).

Diger kullanim alanlari: Sakiz aZact Meksika’da siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir ve ¢ok degerlidir. Ozellikle sehir yerlesim alanlarinda bulunmaktadir
ve uygun iklim 6zelliklerinin olmadig1 yaz aylarinda bile yasamini siirdiirebilmektedir.
Dekoratif goriiniimii ve hos kokusu nedeni ile bahge diizenlemesinde de kullanilabilir.
Topragi ortmesi nedeni ile toprak erozyonunu da onlemektedir. Kokler 20-25 metre
derinlige kadar uzanabilir. Bu nedenle, kurakliga dayaniklilik bakimindan incir ve
zeytine gore daha gucludir. Arazi yangini gibi kotii kosullarda bile kisa siirede kendini

yeniler.
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1.7. Bitkisel Yaglar

Suda ¢oziinmeyip eterde ¢oziinen ve dokunuldugunda kaygan hissini veren
maddelerdir. Yaglar ii¢ temel gruba ayrilir: Mineral yaglar, duragan bitkisel ve
hayvansal yaglar ve ugucu bitkisel yaglar. Yaglar1 duragan ya da ugucu olarak
adlandirmamiza yol acan bunlarin 1sitildiklarinda buharlasip buharlasmamalaridir.
Yaglar insan besinleri arasinda en yogun enerji kaynagini olustururlar. Yaglarin en
onemli kaynaklarindan birisi de bitkilerdir. Kati ve sivi yaglar, gliserol ve yag

asitlerinden olusan triagilgliserollerdir.
1.7.1. Yag Asitleri

Yag asiti; yapisinda karboksil grubu (-COOH) tasiyan diiz bir hidrokarbon
zinciri olup, yagin en onemli 0gesidir. Yag asitleri, hidrokarbon zincirinde karbon
sayisi, karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag bulunup bulunmamasi, ¢ift bag varsa yeri ve
sayist gibi Ozellikler bakimindan birbirinden ayrilirlar. Yag asitleri organizmada
hiicresel yap1 elemani olarak karmagik lipitler halinde, az bir kismi da hiicre ve
dokularda serbest yag asiti halinde bulunmaktadir. Hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda 100’den fazla g¢esit yag asiti izole edilmistir. Hayvansal
organizmalarda sentezlenemeyen ve besinlerle birlikte alinmast gerekli olan linoleik,

linolenik ve arakidonik asitlere, esansiyel yag asitleri denir.

I I

' 1l

: H—'ilj—':f - r|3 T{QT_QI:IJ Earbolesil grubu
I |

" H HH

- - -

Hidrokarbon zincin (B

Sekil 1.6: Yag asitinin genel yapis1 (Gorga 1998)
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1.7.1.1. YagAsitlerinin Simiflandirilmasi

Yag asitleri, doymus (tek bagl yag asitleri) ve doymamis (¢ift bag bulunduran)

olmak tizere ikiye ayrilirlar.

Doymus yag asitleri: Yag asiti zinciri ¢ift bag igermiyorsa doymus yag asitidir.
Doymus yag asitleri (DY A) duizenli bir konfiiglirasyona sahiptir ve istenilen sicaklikta
kat1 bir kristal olustururlar. Bu yilizden erime noktalar1 yiiksektir (Glircan 2001).
Doymus yaglar arasinda hayvansal yaglarda en ¢ok bulunanlar ise palmitik ve stearik

asitlerdir. DY A’lerin daha kisa ve uzun zincirli olanlar1 daha az bulunur (Baysu 1979).

Doymams yag asitleri: Yag asiti zinciri bir veya daha fazla sayida cift bag
iceriyorsa doymamis yag asitidir. Yapilarinda bir tane ¢ift bag varsa tekli doymamis
(TDYA), birden fazla ¢ift bag varsa ¢oklu doymamis (ADY A) veya asirt doymamis yag
asiti ad1 verilir. Cift baglar zincire diizensiz bir 6zellik katar. En yaygin doymamis yag

aditi olan oleik asit hayvansal ve bitkisel yaglarda bulunur (Giircan 2001).
1.7.2. Ucucu Yaglar

Ugucu yag, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan elde edilen,
oda sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik
sar1 renkli, ugucu, kuvvetli kokulu, dogal bir iiriindiir. Giizel kokulu olmasindan dolay1
esans ya da eterik yagda denilmektedir. Su ile karigmadiklart icin yag olarak
tanimlansalar da sabit yaglardan farklidirlar (Ceylan 1983). Ugucu yaglarin yapilarinda
bulunan bilesiklerin ¢ogu terpenoitler (soprenoitler), ¢ogunlukla monoterpenler ve
seskiterpenlerdir. Bunun yani sira diterpenleri, diisiik molekiil agirlikli alifatik
hidrokarbonlar1, asitleri, alkolleri, aldehitleri, asiklik esterleri veya laktonlari, istisna
olarak azot ve siilfiir igeren bilesikleri, kumarinleri ve fenilpropanoidlerin homologlarini
da icerirler (Grassmann ve Elstner 2003; Wallace 2004; Ozgiiven ve Kirict 1999;
Dorman ve Deans 2000). Ugucu yaglarin bilesim ve miktarlari; bitkinin cinsine, bitkinin
hangi kismindan elde edildigine, iiretim sekline, iklime ve yetistirildigi bolgenin
cografik yapisma baglh olarak degismektedir (Ozgiiven ve Kiric1 1999; Baydar 2005;
Burt 2004; Couladis ve ark. 2002; Iscan ve ark. 2002). Cogu sudan hafif olan ve su ile
karismayan ugucu yaglar, kokularinin suya geg¢mesine yetecek oranda suda, bunun
yaninda petrol eteri, benzen, eter, hekzan ve etanol gibi organik ¢oziiciilerde ise belli

oranlarda coziiniirler. Sulu etanolde ¢o6ziinebilme Ozellikleri ile ucucu yaglar sabit
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yaglardan ayrilirlar. Ayrica kirilma indisleri olduk¢a yiiksek olup, optikce aktiftirler
(Tanker ve Tanker 1976; Tyler ve ark. 1988; Evans 1989).

Bitki sekonder metabolitlerinin (fenolik bilesenler, alkaloidler ve ugucu yaglar)
bitkideki fonksiyonlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir (Verpoorte ve ark. 1994; Teli ve
Timko 2004; Lila 2005):

> Bitkiyi herbivor (Waterman 2001), bakteriyal ve fungal patojen saldirilarina
(Osbourn 1996) kars1 korur ve ayni ortamdaki diger bitkilerle rekabet gii¢lerini artirir.

> Tozlanmada faydali organizmalar (6zellikle bocekleri) ¢eker ve simbiyotik
iligkilerde gorev alir (Briksin 2000)

> Bitkiyi sicaklik degisimleri, su, 151k, ultraviyole ve mineral madde gibi abiotik
stres faktorlerine karsi korur.

> Hucre dizeyinde bitki buyime dizenleyicileri, gen ifadesinin diizenlenmes ve

transdiiksiyon mekanizmalarinda gorev alirlar.
1.7.2.1. Ucucu Yag Elde Edilmesinde Kullanilan Yontemler

Damitma yontemi: Sivilarin kaynama noktalar1 arasindaki farklardan

yararlanilarak gergeklestirilen bir ayirma iglemidir.
aSu ile damitma

b-Buhar ile damitma

c-Vakum ile damitma

Ekstraksiyon yontemi: Genel anlamda bir ¢6ziicii i¢erisine ugucu yag ekstrakte

edilmesi islemidir.

aCozlcu ekstraksiyonu

b-Siiper kritik siv1 ekstraksiyonu
c-Mikrodal gayla ekstraksiyon
d-Sikistirilmus ¢oziicii ekstraksiyonu
e-Kati-faz mikro ekstraksiyon

f-Cok yonli ekstraksiyon
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Mekanik yontem: Limon ve portakal gibi meyvelerin kabuklarimin bez bir
torbaya konularak soguk hidrolik preslerde sikilarak ugucu yag elde edilmesinde

kullanilan bir islemdir (Kilig 2008; Sankarikutty ve Narayanan 1993).
1.7.2.2. Ucucu Yaglari Olusturan Bilesikler

Monoterpenler: Ugucu yaglarin iceriginin % 90’indan fazlasini monoterpenler
olustururlar. Monoterpenler Cizelge 1.3'deki gibi 3 gruba ayrilabilirler (Grassmann ve
Elstner 2003).

Cizelge 1.3: Monoterpenlerin siniflandirilmasi

Duizenli Y apidaki Monoter penler

B-Mirsen(-) a-Fellandren
Trans-B-okimen (-)-B-Fellandren
M onoterpen Hidrokarbonlar cis-B-okimen (+)-a-Pinen
a-terpinen (-)-o-Pinen
y- terpinen (-)-B-Pinen
p-simen (+)-3-Karen
Geraniol Linal ool
Monoterpen Alkoller Nerol (-)-a-terpineol
(-)-p-Sitrondllal Terpinen-4-ol
Geranial (Sitral a)
Monoterpen Aldehitler Nera (Sitral b)
(+)-Sitronella
(S)(+)-karvon (-)-kampfer
Monoterpen Ketonlar (R)(-)-karvon (+)-kampfer
(-)-menton (+)-fenkhon
(+)-pulegon (-)-tujon
1,8-sineol,
Monoterpen Eter ve Mentonfuran,
Endoperoksitler Dill ether,
Askaridol

Duzensiz Y apidaki Monoter penler

Krisantemik asit, Artemisanes Santolinanes, Lavandulanes

iridoidler

Alkoloidlerin biyosentezinde ara triin olanlar

Isoprenlerden sentezlenen monoterpenler
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Seskiterpenler: 50’den fazla ¢esidi bulunur. Zingibaraceae (Zencefilgiller)
familyasinin  ugucu yaglarinin ¢ogunlugunu olusturur. Ornegi} -karyofillen-1,2-

epokside karanfil ve adagay1 yaginda bulunmaktadir.

Aromatik bilesikler: Ugucu yaglardaki daha kiglk bilesenlerdir. Bu grubun
tipik Uyeleri: anetol veya estragol (rezene ve anason ugucu yaglarinda bulunur), timol ve

karvakrol de aromatik bilesiklerdir.

Diger bilesikler: Ugucu yaglar aym1 zamanda doymamis yag asitlerinin
parcalanma Urinlerini de icerebilirler: cis veya trans-hekzanal, hekzanol, c¢esitli
laktonlar. Ayrica terpen yikimindan kaynaklanan bilesikleri (6rn:  C13-
norisoprenoidler), kiikiirt ve azotlu bilesikleri (6rn: piridin tirevler) icerirler.
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Yag Asitleri Uzerine Cahsmalar

Mekni Ngjib (2011) calismasinda, Tunus’un kuzeyinde yetisen P. lentiscus un
depo yaglarmin gastrik {ilser tedavisinde agiz yoluyla alman bir ila¢ oldugunu
belirtmistir. Bu yagin GC-MS metoduyla analizini yapmis, yagin igerigindeki bazi
maddelerin medikal alanlarda kullanildigini rapor etmistir. P. lenticus un meyvesindeki
depo yagin igeriginin; palmitik asit (% 15.64), linoleik asit (% 47.02), 3-undesilfenol (%
18.86), 3-formil-1,3-siklohekzan (% 2.70), 3-pentadesilfenol (% 14.11) ve
2,6,10,14,18,22-tetrakosahekzan (% 1.67)’ den olustugunu rapor etmistir.

Zouhir Djerrou ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada P. lentiscus’un dogal depo
yaglarinin yaniklarin iyilesmesindeki etkisini test etmislerdir. Calismada alt1 yetiskin
erkek, Yeni Zelanda tavsani iizerinde testler yapmuslar ve P. lentiscus'un depo
yaglarinin 6nemli 6l¢iide yara kapanmasini tesvik ettigi ve epitelizasyon periyodunu

azalttig1 sonucuna ulagmaislar.

M. Charef ve ark. (2008), Cezayir de yetisen sakiz agaci ve mese palamudunun
(Acorn) yag asitlerini belirleme isimli ¢alismalarinda bu bitkilerin meyvelerinden elde
edilen ekstraklarin  kimyasal karakteristigini ve yag asiti kompozisyonlarimi
belirlemisler. P. lentiscus L.'de ham yag % 32.8 ile en yuksek siyah meyvelerde, %
11.7 ile kirmizi meyve ve % 9 ile en diisiik degerle mese palamudunun takip ettigini
tespit etmisler. En yiiksek asit degerinin ise 24.0 mg KOH/g degeri ile kirmizi
meyvesinin yaginda, ardindan siyah meyve yaginda ve en diisilk de§erin ise mese
palamudu yaginda oldugunu saptamislar. Yaglardaki yiiksek iyot degeri birgok
doymamis zincirin varliginin en iyi gostergesidir. Saponifikasyon degeri en diisiik P.
lentiscus’un siyah meyvesinin yaginda iken, en yiiksek deger 166.7 mg KOH/g ile mese
palamudu yagindadir. Gaz-likit kromatografisiyle palmitik C16:0 (% 16.3-19.5), oleik
C18:1 (% 55.3-64.9), linoleik C18:2 (% 17.6-28.4) asit olmak {izere ii¢ baskin yag asiti
bulundugunu ve yaglar % 78.8—83.5 oraninda fark edilir miktarda doymamis yag asiti

icerdigini gostermislerdir.
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2.2 Ucucu Yaglar Uzerine Calismalar

Elhousssine Derwich ve ark. (2010), Fas’ta yetisen sakiz agacinin yapraklarinin
ucucu yag igerigini GC-MS, GC-FID metoduyla tespit edip, ugucu yaglarinin
antibakteriyel etkisini belirlemisler. Calismada P.lentiscus’un ugucu yag verimi % 1.02
olarak rapor edilmistir. Toplam ugucu yagin % 77.22’sini olusturan 23 ugucu bilesen
tanimlanmistir. Bu 23 yagm ilk U¢ magor bilesenleri pinen (% 24.25), a-pinen (%
12.58), limonen (% 7.56) olarak tespit edilmis ve sakiz agacindan elde edilen ugucu

yaglarinin bakterilere karsi etkili oldugu vurgulanmistir.

S. Zrira ve ark. (2003), sakiz agacinin yaprak ve dallarinin ugucu yaglarinin
mevsimsel degisimini incelenmisler. Caligmalarinda ayrica kimyasal kompozisyon
iceri8i lizerine bolge farkliligmnin etkisini incelemek i¢in Fas’in ti¢ farkli bolgesinden
(Mehdia, Oulmes ve Chaouen) topladiklar1 bitkilerle ¢alismislar. Kimyasal
kompozisyondaki varyasyonlarin bitki populasyonlar1 arasinda énemli oldugunu rapor
etmisgler. Toplam 45 bilesen tanimlanmig, Oulmes'ten getirilen P. lentiscus L.’ nin ugucu
yaginin ana bilesenleri; pinen (% 16.5-38.5), mirsen (% 10.2-11.5) ve limonen (% 6.8—
9.8), terpinen-4-ol (% 32.7—43.8) iken Chaouen bolgesine ait olanin ana bilesenleri;
pinen (% 7.1-13.5) ve bornil asetat (% 6.8-10.3) olarak rapor edilmistir. Mehdia’dan
getirilenin ana bilesenleri ise terpinen-4-ol (% 14.5-19.3), karyofillen oksit (% 6.5—
10.3) ve limonen (% 6.7-8.1) olarak tespit edilmistir. Toplanma zamaninin kimyasal
icerige ve yag iiretimine olan etkisi degisik vejetatif donemlerde ayrica incelenmistir
(aralik-haziran). Ug lokasyon icin en iyi yag iceriginin ¢igeklenme periyodu olan mart

ve haziran aylari oldugu rapor etmistir.

Samir Ait Said ve ark. (2011) calismalarinda, Cezayir'de yetisen P. lentiscus
L.’ nin yapraklarinin terpenoid igeriginin populasyon arasindaki degiskenligine kimyasal
bir yaklasimda bulunmuslar ve disi sakiz bitkisinin yapraklarindaki terpenoid
icerigindeki degiskenligi gozlemlemek ig¢in ii¢ farkli rakimdan bitkiler se¢ip rakimin
terpenoid igerigine etkisi incelenmiglerdir. Calismada monoterpen hidrokarbon
degerlerinin yiikseklige bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Farkli yiikseklik
seviyeleriyle iligkili olarak {i¢ kemotip tanimlanmistir. Bunlar yiliksek rakimda (birinci
tip) ana bilesenler; B-karyofillen (% 12), é6-kadinen (% 9.3) ve a-pinen (% 6.3) iken,
orta rakimda (ikinci tip olarak); B-karyofillen (% 11.5), 5-kadinen (% 8.6) ve karyofillen
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oksit (% 6.8) ana bilegenleri tespit edilmistir. Diisiik rakimda ise (ligiincl tip); 6-kadinen
(% 10.9), kubebol (% 10.5) ve B-bisabolen (% 7.7) rapor edilmistir. Bu degiskenlik,
genetik farkliligin  yami sira biyotik ve abiyotik faktorlerin  sonucu olarak
yorumlanabilecegi belirtilmistir. Temel belirleyici ¢cevresel faktorler sicaklik ve kuraklik
olarak tanimlanmig. Sonug olarak P. lentiscus’un kimyasal dagiliminin cografi bolgeile

iligkili oldugu aciklanmustir.

Hassan Amhamdi ve ark. (2009), Fas’in dogusundan topladiklari P. lentiscus
L.’nin ugucu yaglarmi arastirmiglar. P. lentiscus'un yapraklarindaki ugucu yaglari
hidrodistilasyonla elde edip GC-FID ve GC-MS metoduyla analiz etmisler. Yag
icerisinde yaklasik 104 bilesen tespit etmisler ve bunlardan yagin % 88.6’sin1 olusturan
40 ugucu bileseni tanimlanmistir. Yagin ana bilesenleri mirsen (% 39.2), limonen (%
10.3), gurjunen (% 7.8), germakren (% 4.3), pinen (% 2.9), muurolen (% 2.9), humulen
(% 2.6), epi-bisikloseskuifellandren (% 2.5), pinen (% 2.2) olarak rapor etmislerdir.
Ayrica yaprak yaginin ana bileseninin monoterpenler oldugu tespit edilmistir.
Bulduklar1 sonuglar1 baska tilkelerde sakiz bitkisinin ugucu yag kompozisyonu iizerine
yapilan sonuclarla karsilastirtp aralarinda nicel ve nitel farkliliklar oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu farkliliklara sebep olabilecek etkenleri giin uzunlugu, beslenme

sicaklik, cografya ve bitkinin genetik karakteri olarak siralamislardir.

A. C. Kaliorave ark.(2007) yaptiklar1 ¢alismada, Yunanistan’in Sakiz Adasinda

yetisen P. lentiscus’un re¢inesinde bulunan basit fenolikleri saptamiglar.

D., Takhi ve ark. (2011), sakiz agacininda aralarinda bulundugu bazi bitkilerin
sekonder metabolitlerinin (fenolik bilesenler, alkaloidler ve ugucu yaglar) antibakteriyal
ve antifungal potansiyelini degerlendirmisler. Cezayir de yetisen: Datura stramonium,
Peganum harmala, Ricinuscommunis, Nerium oleander, Citrullus colocynthis, Cleome
arabica, Pistacia atlantica ve Pistacia lentiscus bitkilerinin ugucu yaglarini ekstrakte
etmisler. Disk diffiizyon yontemini kullanarak bu metabolitlerin {i¢ bakteri ve fungus
susu iizerindeki antibakteriyal ve antifungal etkisini test etmislerdir. Calisma sonucunda
P. lentiscus ve Pistacia atlantica’dan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal ve
antifungal etki gosterdigini gozlemlemisler. Alkaloidlerinde antifungal ve antibakteriyel
etkilerini rapor etmisler fakat fenolik bilesenlerin herhangi bir antifungal ve

antibakteriyel etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir.
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Gardeli Chryssavgi ve ark.(2008) calismalarinda, dogal yetisen aromatik iki
bitkinin toplam fenolik igerigi, antioksidan aktivitesi ve ugucu yaglarinin mevsimsel
degiskenligini incelemisler bu amagla Yunanistan’in Zakintos adasinda yetisen P.
lentiscus L. ile Myrtus communis L. bitkilerini arastirmislardir. Calismada P. lentiscus
L.’ nin ugucu yaglar hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmis ve GC-MS ile analizleri
yapilmistir. Calisma sonucunda P. lentiscus L.’nin ugucu bilesen kompozisyonunun
yuksek monoterpen hidrokarbon fraksiyonuyla (% 45.0-68.3) karakterize oldugunu ve
monoterpen hidrokarbonun yiksek miktarlara ¢igeklenme doneminde (mayis) ulastigini
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda bitkiden elde edilen ekstraktlardan, en iyi serbest
radikal sondirme aktivitesinin 1C5,=5.09 mg/L, en yiksek antioksidant kapasitenin 131
mmol/L ve en yiiksek fenolik bilesik miktarinin 588 mg gallik asit/g bitki materyali

oldugunu rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitkisel Materyallerin Hazirlanmasi

Bitki materyalimiz olan P.entiscus L. izmir, Cesme yarim adasindaki
Ciftlikkdy’de bulunan sakiz agaci bahgelerinden toplanmistir. Bitki materyalimizin
sistematik teshisi Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji béliimiinden Prof. Dr.
Ahmet Selguk ERTEKIN tarafindan yapilmistir. [n vitro materyalin ¢ogaltimi Dicle
Universites Ziraat Fakiltes Bahce Bitkileri Bolumi Bitki Biyoteknolgjisi
Laboratuvarinda yapilmistir.

Cesme Ciftlikkoy de dogal olarak yetisen disi sakiz agacglarindan tohumlar
toplandi. Tohumlar toplandiktan sonra ekzokarpindan arindirilip gélge ve havadar bir

ortamda kurutularak, kese kagitlar1 igerisinde in vitro ¢imlendirme ¢alismalarina kadar

+4'C'tamuhafaza edildi.

3.2. Besi Ortamimin Hazirlanmasi, Yiizey Sterilizasyonunda Kullanilan

Kimyasallar ve Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Cizelge 3.1 de ve besi ortamlarinin hazirlanmasinda yizey

sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.1: Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Tsmi M odel Firma Ulke
Buzdolab (+4°C) BK 8450 T Beko Turkiye
Hassas Terazi XT 320M Precisa --
pH Metre 211 Hanna --
Manyetik Karistirici Are Velp Ispanya
Etav 0462637 JR.Selecta -~
Firin 6330N Beko Turkiye
Saf Su Cihaz1 Arium 611 Sartorius -
Laminar Akimh Kabin MH-100 Telstar Ispanya
Otoklav CL-40M Alp Japonya
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Cizelge 3.2: Besi ortamlarinin hazirlanmasinda ve ylizey sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar

MS
St A ort"a mindaki Firma Ad1 Katalog No
soliisyonlarin
miktari
Etil alkol (% 96) -- Pro-Lab Ticari
-- Gamble
Ticari camagsir suyu (ACE) Tiiketim Mallari Ticari
A:S
Glisin 2mg Merck K-27061401
Nikotinik asit 0,5mg Sigma N-0765
Tiamin HCI 0,1 mg Sigma T-3902-25
Piridoksin HCI 0,5 mg Sigma P-8666
Myo-inositol 100 mg Sigma 1-3011
Agar 6,4 or Sigma A-1296
Sukroz 300r Sigma S5391
IBA (Indolbitirik asit) 100 mg Sigma 1-5386
BA (Benzil adenin) 100 mg Sigma B-3408-5
NH;NO3; (Amonyum nitrat) 1650 mg Sigma A-3795
KNO; (Potasyum nitrat) 1900 mg Sigma P- 8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) 170 mg Sigma P-8416
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum klorr) 440 mg Sigma C-2536
lelgi:,.?H 20 (Magnezyum 370 mg Sigma M.7774
H3BO; (Borik asit) 6,20 mg Sigma B-9645
K1 (Potasyum iyodiir) 0,83 Ridel-de Haen 03124
MnS0,4.4H,0 (Mangan siilfat) 16,9 mg Sigma M-7899
ZnS0,4.7H,0 (Cinko siilfat) 8,6 mg Sigma Z-1001
Na,M 00,4.2H,0 (Molibdik asit) 0,25 mg Sigma M-1651
CuS0,4.5H,0 (Bakir siilfat) 0,025 mg Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kabalt klor tir) 0,025 mg Sigma C2911
FeS0,.7H,0 (Demir silfat) 28 mg Sigma F-8263
Na,EDTA(Sodyum 37mg .
etilendiamintetr aasetik asit) Sigma £-0635
dH,0O 1000ml’e -- --
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Tohumlarin sterlizasyonu % 201ik NaOCI (Sodyum hipoklorit)' de (v/v) 20 dk
calkalanarak yapilmistir (Yildirim (2012). Yiizey sterlizasyonu yapilan tohumlar i¢inde
30 gl™ sakkaroz ve 1 mgl™ IBA iceren 50 ml’lik MS besi ortami igeren magentalarda
kiiltiire alimmistir. Her magenta’ da alti tohum olmak tizere elli kap kiiltiir hazirlanmustir.
Dort hafta sonunda in vitro ¢imlendirilen aksenik tohumlarin apikal uglari in vitro

siirgiin ¢ogaltim1 icin 0.5 mg/I™* BA iceren MS besi ortaminda alt kiiltiire almarak stok

kiiltiirler tiretilmistir.

Sekil 3.1: IBA igeren besi ortaminda ¢imlenmeye birakilmis tohumlarin gériiniisii (A), BAP iceren
besi ortaminda ¢ogaltilin siirtigiinlerin goriiniisii (B)

33. Lipit Ekstraksyonu ve Yag Adtlerinin Metil Esterlerine

Donustirdlmesi

In vivo ve in vitro materyallerden alman &mekler oda sicakhiginda kurutuldu. Her
ornekten 5 g alip iyice ogiitiildii. Oreklerin lipidlerini ekstrakte etmek icin oda sicakliginda
kloroform metanol (2:1, oraninda) karigiminda iki giin bekletildi (Folch 1957).
Homojenat, Whatman no: | siizge¢ kagidi ile siiziilmiistir. Asirt doymamis yag
asitlerinin otooksidasyonunu 6nlemek icin ekstraksiyon sistemine, kloroformda % 2
oraninda hazirlanan biitillenmis hidroksitoluen (BHT) maddesinden 50 pl ilave
edilmistir. Sulu fazin ayrilmast igin, siiziintii, bir ayirma hunisine almmustir. Slzinttiye total
hacminin 1/4' G kadar % 0.88'lik KCI ¢ozdtis ilave edilerek iyice karistirilmistir. Berrak iki

faz olusuncaya kadar beklenmistir. Faz ayirmindan sonra alt tabakadaki kloroform fazi ikinci
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bir ayirma hunisine alinarak hacminin 1/4'1 kadar metanol-su (1:1 v/v) ile yikanmis ve faz
aymrimu igin tekrar bekletilmistir. Ikinci faz ayirrmindan sonra alttaki kloroform tabakasi
temiz bir erlen i¢ine alinarak susuz sodyum slilfat ile muamede edilerek, kloroform iginde
bulunan eser miktardeki su uzaklastirlmustir. Total lipitlere 3 ml metanol ve 3-5 damla
stilfiirik asit damlatilarak 2 saat siireyle geri sogutucu altinda 85°C'de 1sitilmistir. BOylece
yag asitlerinin, yag asiti metil esterlerine doniistimii saglanmistir. Cozelti soguduktan
sonra, hekzan kullanilarak metil esterleri ekstrakte edilmistir. Yag asiti metil esterlerinin
analizi icin FID (alev iyonizasyon dedektoril) dedektoriine sahip gaz kromatografi a eti

kullanilmigtir.
3.4. Yag Asiti Analizinin Gaz Kromatografi Kosullar

Metil esterlerine doniistiiriilen yag 6rneklerinin yag asitleri analizleri Schimadzu
2010 plus Gaz Kromatografisi (GC) cihazinda, FID dedektor ve DB-23 kapiler kolon
(Bonded % 50 cyanopropyl, 30 m x0.25 mm x0.25 pum, J&W Scientific, Folsom, CA,
USA) kullanilarak yapilmigtir. Dedektor ve enjektor sicakligi: 250°C, Split-model 1/50.
Gaz akis hizlari: Tasiyict gaz olan helyum icin: 0.5 mi/dk; hidrojen: 30 mi/dk; hava: 300
mi/dk. Kolon (firin), sicakligi: 170°C’da bekleme siresi 2 dk beklendikten sonra
dakikada: 2°C’'lik artigla 210°C’ye ulasilmistir. Bu sicaklikta 13 dk bekletilmistir.
Ornek, alete 1 mikrolitre enjekte edilmistir. Yag asitlerinin teshisinde, standart olarak
yag asitlerinin metil esterleri karisimi (Sigma-Aldrich Chemicals) kullanilmistir. Yag
asitleri metil esterlerinin kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlar1 GC solution
versiyon 4 bilgisayar programi ile elde edilmistir. Analiz edilen Orneklerin
kromatogramindaki pikler, standarttaki biitliin yag asitlerinin metil esterlerinin alikonma

zamanlari ile karsilastirilarak teshis edilmistir.
3.5. Verilerin degerlendirilmesi

Yag asitleri yiizdelerinin karsilastirilmasinda SPSS 12 bilgisayar programi
uygulanmistir. Calismamizdan elde edilen biitiin veriler ii¢ tekrarin ortalamasindan elde
edilmistir. Yag asidi metil esterlerinin gaz kromatografik analizlerinde, her parametreye ait
licer numune ayri1 ayr1 enjekte edilerek ayni yag asitine ait ii¢ degerin ortalamasi1 alinmustir.
Iki gruba ait yag asiti yiizdelerinin karsilastirilmasinda student’s t testi, ikiden fazla
grubun karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Gruplar
arasindaki farkliliklar ise TUKEY HSD testi ile belirlenmistir. Yapilan istatistikler
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sonucu, veriler p<0.05 diizeyinde oldugu zaman farklarin 6nemli oldugu kabul
edilmistir.
3.6. Ugucu Y aglarin Ekstraksiyonu

Ucgucu yaglarin ekstraksiyonu igin in vivo yetisen ve in vitro yetistirilen sakiz
agacinin yaprak ve govde boliimlerinden oda kosullarinda kurutulmus 100 g materyal
hazirlanmistir.  Ekstraksiyon su distilasyonu yontemi kullanilarak yapilmistir.
Ektraksiyon islemi Clavenger cihaziyla yapilmistir. Bitki materyali su ile birlikte
Clavenger cihazinin balon haznesine koyulur ve suyun kaynamasinmi takiben olusan
buharin sogutucu yiizeyde yogunlagsmasi sonucu ugucu yag ve su birlikte ayirma
kabinda toplanirlar. Yogunluk farkindan 6tiiri ugucu yag suyun iizerinde yiizer ve

boylece ucucu yag elde edilmis olur.
3.7. Ucucu Yaglarin Kimyasal Analizi

Orneklerin analizleri TUBITAK-MAM biinyesindeki gida analiz laboratuarinda
yapilmistir. Analizlerde, Trace GC ultra GC ve Trace DSQ MS modelleri kullanilmistir.
HP 5MS (%5 Phenyl)-methylpolysiloxane (30m x0,25mmx0,25um) kolonu bulunan
cihazin c¢alisma sartlarinda akis hizi 1ml/dk olan helyum gazi tasiyict olarak
kullanilmistir. Enjektor sicakligi 175°C, split akis hizi1 1/50°dir. Dedektor sicakligi
200°C kolon sicakligr 60°C 1dk. ve3°C/dk artisla 250°C’ye kadar sitilip, bu sicaklikta
1dk tutulmustur. Retention index (RI); ayni kolon ve ¢aligma sartlarinda enjekte edilen
C:13-C:18 homolog hidrokarbonlarin ¢ikis zamanlari kullanilarak hesaplanmistir.
Ugucu yaglardaki bilesenlerin karakterizasyonu Wiley elektronik kiitiiphaneler

kullanilarak yapilmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Dogal Kosullarda Yetisen Erkek ve Disi P. lentiscus L.'nin Degisik

Boliimlerinin Yag Asiti Kompozisyonlari

Calismamizda dogal kosullarda yetisen erkek ve disi P.lentiscus L. nin kok,
yaprak ve govde kisimlarindan karbon numarasi C:14 ile C:20 arasinda degisen on
farkli yag asiti saptand1 (Cizelge 4.1). Her iki genotipinde farkli kisimlarinda (kok,
yaprak ve govde) yag asiti yiizdelerinde 6nemli farkliliklar oldugu belirlendi.

Disi sakiz agacinin kok, yaprak ve gdvde boliimlerinde palmitik asit miktari
sirastyla % 21.60, % 21.12 ve % 21.28 oranlarinda bulunmustur (Cizelge 4.1). Kok
yaprak ve govde boliimlerindeki toplam DY A miktarlar1 % 23.90, % 26.79 ve % 23.01
oranlarindadir. Toplam DYA miktarin1 belirleyen en 6nemli yag asiti palmitik asit
olmustur. Disi sakiz agacinin kok ve gévde boliimlerinde oleik asit miktart sirastyla %
19.76 ve % 19.43 oranlartyla birbirlerine ¢ok yakin degerlerde bulunmustur. Y aprakta
iIse bu bilesenin miktar1 % 8.03 ile kok ve govdeye gore daha diisik degerde
bulunmustur. Toplam TDY A miktar1 ise kok, yaprak ve govde boliimlerinde sirastyla %
20.74, % 11.64 ve % 19.70 oranlarinda tespit edilmistir. TDY A miktarlarim1 belirleyen
en onemli yag asiti oleik asit olmustur. Linoleik asit miktar1 kok ve govde de sirasiyla
% 45.09 ve % 45.25 oranlariyla birbirlerine ¢ok yakin ¢ikmistir. Linoleik asit yaprakta
% 24.77 oraniyla, kok ve govdeye nispeten daha diisiik bir degerde bulundu. Linolenik
asit miktar1 disi sakiz agacinin yapraginda kok ve govdeye oranla daha yiksek oranda
tespit edildi. Linolenik asit yaprakta % 36.78 oraninda kok ve govde de ise sirasiyla %
10.25 ve % 12.02 oranlarinda ¢ikmistir. Toplam ADY A’lerini linoleik ve linolenik asit

oranlari belirlemistir.

Erkek sakiz agacinin kok yaprak boliimlerinde palmitik asit miktarlar1 neredeyse
birbirlerinin ayn1 degerde olup sirastyla % 19.27, % 19.29 oranlarinda tespit edilmistir.
Govde de ise, palmitik asit kok ve yapraga oranla daha yiiksek bir deger olan % 26.86
oraninda bulunmustur. Baz1 boceklerin seksiiel feromonlarin biyosentezinde araci olan
palmitik asit disi ve erkek agacin kok ve yaprak bdliimlerinde neredeyse benzer
oranlarda bulunmustur. Erkek sakiz agacinin govdesindeki palmitik asit miktar1 disi

sakiz agacinin govde kisminin palmitik asit miktarindan yiiksektir.
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Erkek sakiz agacinin kok yaprak ve gévde boliimlerinin toplam DYA yag asiti
miktarlar sirasiyla % 21.68, % 26.51 ve % 31.40 oranlarinda tespit edilmistir. Toplam
DYA oranlarini belirleyen major yag asiti pamitik asit olarak bulunmustur. Olelk asit
% 20.65 miktariyla bitkinin en fazla kok kisminda tespit edilmistir. Yaprak ve govde
kisimlarinda ise oleik asit sirastyla % 6.83 ve % 13.02 oranlarinda bulunmaktadir.
Erkek sakiz agacinin yaprak ve gévde boliimlerinin oleik asit miktar1 disi sakiz agacinin
yaprak ve govde bolimlerinin oleik miktarlarindan daha disiiktiir. Oleik asit toplam
TDY A miktarlarini belirleyen major yag asitidir. Linoleik asit erkek sakiz agacinin kok
ve yapraklarinda sirastyla % 47.00, % 28.87; govdesinde ise % 40.78 dir. Erkek sakiz
agacinin kok ve govde kisimlarinin linoleik asit igeriginin disi sakiz agacinin Kok ve

govde kisimlarindan daha diisiik degerlerde oldugu tespit edilmistir.

Erkek sakiz agacinin kdk yaprak ve govde kisimlarin linolenik asit igerigi ise
strastyla % 9.94, % 35.57 ve % 14.78 oranlarinda tespit edilmistir. Erkek ve disi sakiz
agaclarinin boliimlerinin linolenik asit miktarlar birbirlerine yakin degerlerdedir. Erkek
sakiz agacinin toplam ADYA belirleyen major yag asitleri linoleik ve linolenik
asitlerdir. Erkek ve disi agacinda major yag asitlerinin siralamast ADYA, DYA ve
TDYA’dir. Her iki genotipteki gruplar arasinda (kok, yaprak ve govde) 6zel bazi yag
asitlerinde 6nemli farkliliklar belirlenmistir. Disi ve erkek P. lentiscus L. agaglarinin
farkli organlarinda doymus yag asitleri arasinda palmitik, tekli doymamis yag asitleri
arasinda oleik, ¢oklu doymamis yag asitleri arasinda ise linoleik ve linolenik asitler,
yiizde dagilimda en ¢ok bulunanlardir. Bu sonuclara benzer sonuclar Charef ve ark.
(2008) tarafindan sakiz agacinin meyveleri i¢in de rapor edilmistir. Bu dagilim hem
bitkilerin hem de hayvanlarin ¢ogu i¢in geneldir. Her iki genotipte cok diisiik
miktarlarda da olsa miristik asit (C14:0), pentadekanoik asit (C15:0), heptadekanoik asit
(C17:0), pamitoleik asit (C16:1n-7), stearik asit (C18:0), ve eikosenoik asit (C20:1n-9)
belirlenmistir. Iki genotipinde yapraklar1 kék ve gévdelerinden daha yiiksek miktarda
miristik asit ve palmitolelk asit icermektedir.

Bitkilerde linolenik asit, kloroplast membranindaki polar yaglarinin énemli bir
bileseni oldugu i¢in (Simopoulos 2002) bu bilesenin her iki genotipin yapraktaki orani,
kok ve gdvdeden oldukea yiiksek degerde saptanmustir.
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Her iki genotipin farkli kisimlarinda asir1 doymamis yag asitleri iginde en ¢ok
linoleik ve linolenik asitler saptanmistir. Benzer sonuglar bazi bitki tiirlerinde de rapor
edilmistir (Saragoglu ve ark. 2012; Shafaghat 2011; Zhang ve ark. 2007; Li ve ark.
2005).

Insanlar, kendileri igin temel olan bu bilesenleri besin yoluyla bitkilerden
saglarlar. Besin yoluyla alinan linolenik asit, saglik i¢in 6nemli olan eikosapentaenoik
asit (EPA) ve dokosaheksaenoikasite (DHA) sentezinde kullanilir.

Elde ettigimiz veriler, her iki genotipte yapraklarin kantitatif yag asiti
kompozisyonun kok ve govdeden farkli oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni bu
organlarin bitkideki yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinden kaynaklanabilir. Y apraklar
fotosentez i¢in klorofil iceren kloroplast bakimindan ¢ok zengindir. Kok ve govde
bitkinin toprakla baglantisini saglar ve bitkinin diger boliimlerine gerekli besin ve depo
maddelerini igerirler.

Cizelge 4.1: Disi ve erkek sakiz agacinin farkli organlarinin yag asiti bilesenleri

Disi bitki*** Erkek bitki***
Yag Kok (%) Yaprak (%) Govde (%) Kok (%) Yaprak (%) Govde (%)
Asitleri**
C14:0 0.38 + 0.03a 4.79 £ 0.42b 0.62 + 0.04c 0.46 + 0.05a 6.10 + 0.50b 2.95+0.16c
C15:.0 0.17 £ 0.02 0.17 + 0.02a 0.48 +£ 0.04b
C16:0 2160+117a 2112+118a 21.28+1.15a 19.27+1.12a 19.29+1.15a 26.86+1.18b
C17:0 0.10+ 0.01a 0.06 + 0.01b 0.22 +0.02
C18:0 1.63+0.22a 0.87 + 0.06b 1.03+0.11c 154 +0.28a 111+0.11b 1.10+0.10b
>DYA 23.90 26.79 23.01 21.68 26.51 31.40

C16:1n-7 0.53+0.03a 3.61+0.32b 0.26 £ 0.02c 0.31+0.03a 220+ 0.16b ---

C18:1n-9 19.76+117a 8.03+0.64b 1943+114a 2065+1.19  6.83+0.56b 13.02+1.10c
C20:1n-9 0.45+0.05 --- - 0.39+0.04 - ---

>TDYA 20.74 11.64 19.70 21.37 9.04 13.02
C18:2n-6 4509+192a 2477+116b  4525+183a 47.00+176a 28.87+1.25b  40.78 + 1.65c
C18:3n-3 10.25+0.78a  36.78 = 1.56b 12.02+0.75a  9.94+0.75a 3557+155b  14.78 + 0.86c

>ADYA 55.34 61.55 57.27 56.94 64.44 55.57

* Herbir deger igin analizler ii¢ defa tekrarlanmigtir.
** DYA: doymus yag asitleri, TDYA: tekli doymamus yag asitleri, ve ADYA: ¢oklu doymamus yag asitleri;
C yag asitlerindeki karbon atomlarinin sayist.
***Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler P>0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir.
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4.2. In vitro Yetisen Erkek P.lentiscus L. nin Farkh Béliimlerinin Yag Asiti

Bilesenleri.

In vitro yetisen erkek P.lentiscus L.’nin farkli kisimlarindan karbon numarasi
C14:0 ile C18:0 arasinda degisen sekiz farkl1 yag asiti tanimlanmstir (Cizelge 4.2). In
vitro yetisen P.lentiscus L. nin yaprak ve govde boliimlerinden elde edilen yagin major
bilesenleri dogal yetismis erkek agacin govde yaprak boliimlerinden elde edilen yagin
major bilesenleriyle ayni1 olup oleik, palmitik, linoleik ve linolenik asittir. n vitro
kosullarda rejenere edilen P. lentiscus un yaprak ve gévde bolimlerinde palmitik asit
miktar sirastyla % 23.10 ve % 31.94 oranlarinda bulunmustur. Toplam DY A miktarlar
yaprakta % 27.17 govdede ise % 38.49 oranlarindadir. Toplan DYA miktarini
belirleyen en 6nemli yag asiti palmitik asit olmustur. Oleik asit miktar1 gévde boliimde
(% 12.38) yapraktan (% 8.58) daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Toplam TDYA
miktar1 yaprakta % 9.58 ve govde de % 12.98 ile temsil edilmektedir (Cizelge 4.2).
TDYA miktarlarin1 belirleyen en 6nemli yag asiti oleik asit olmustur. Koroner kalp
rahatsizlar1 ve kanseri 6nleme gibi faydali fizyolojik ve besinsel etkilere sahip olan
linoleik asit (Oomah 2000) yaprakta % 31.17, govde ise % 32.55'lik oranlariyla
birbirilerine ¢cok yakin degerlerde ¢ikmistir. % 32.06'lik oramyla yapragin major yag
asiti linolenik asittir. Bu yag asiti besinsel degeriyle bilinmektedir (Corbett 2003).
Linolenik asit gévde de ise % 15.95 oraninda bulunmustur. /n vitro sartlarda yetistirilen
sakiz agaclarinin gévde ve yaprak boliimlerinde ayrica ¢ok diisiik miktarlarda miristik,
pentadekanoik, palmitoleik, heptadekanoik ve stearik asit tespit edilmistir. Dogal
yetisen yaprak ve govde bolimlerindeki linolenik ve linoleik yiUzdelerine benzer
miktarlar in vitro yetistirilen yaprak ve gévde bolimlerinde de saptanmustir (Cizelge
4.2). Bu sonuglar, in vitro sartlarda yetistirilen sakiz agaglarinin yaprak ve govde
bolimlerinin kantitatif yag asiti igeriginin linoleik asit disinda farkli oldugunu
gostermektedir.
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Gizelge 4.2: In vitro yetistirilen P.lentiscus L.’ nin yaprak ve gdvde béliimlerinin yag asiti bilesenleri

Bitki bolumleri***

Yag Asitleri** Yaprak (%) Govde (%)
C14:.0 1.66 + 0.22a 1.43+ 0.20b
C15:.0 0.28 £ 0.02a 0.36 £ 0.03a
C16:0 23.10+1.17a 31.94+1.33b
C18:.0 212+ 0.31a 474+ 041b
YDYA 27.1719 38.4999

C16:1n-7 1.00 + 0.08a 0.60 + 0.05b
C18:1n-9 8.58 + 0.66a 12.38+ 0.98b
YTDYA 9.5826 12.9883
C18:2n-6 31.17+1.32a 3255+ 1.35a
C18:3n-3 32.06 £ 1.35a 15.95 + 0.95b
YADYA 63.2454 48.5118

* Herbir deger icin analizler ii¢ defa tekrarlanmistir.
** DYA: doymus yag asitleri, TDYA: tekli doymamus yag asitleri, ve ADYA: ¢oklu doymamus yag asitleri;
C yag asitlerindeki karbon atomlarinin sayist.
***Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler P>0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkl degildir.

4.3. Dogal yetisen disi ve erkek P. lentiscus L.” nin gbvde ve yaprak

bélumlerinden elde edilen ugucu yagin bilesenleri

Bu c¢alismada, erkek ve disi sakiz agacinin su distilasyonu yontemiyle ugucu
yaglar1 elde edildi. Ugucu yaglarin kalitatif ve kantitatif kompozisyonlar1t GC-MS ile
analiz edildi. Bu bitkilere ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.’te verilmistir. Dogal olarak
yetisen erkek sakiz agacinin yapraginda 19, disi sakiz agacinin yapraginda ise 24 ugucu

yag tanimlanmistir.

Calismamizda erkek sakiz agacinin yapragindan elde edilen ugucu yagda major
bilesenler olarak germakren-D (% 33,38), trans karyofillen (% 14.12) ve o-kardinen (%
8,34) tespit edilmistir. Disi sakiz agacinin yapragmin major bilesenleri ise 3-
siklohekzen-1-ol, 4-metil-1 (% 30.7), limonen (% 10.7) ve trans karyofillen (%
10.25)'dir. Trans karyofillen hem erkek hem de disi sakiz agaci yapraklarindaki ortak
major bilesendir. Erkek sakiz agaci yapraklarindan a-mirsen ve a—humulen ugucu
bilesenleri de onemli oranlarda bulunmaktadir. Disi sakiz agacinin yapraklarinda ise,
major bilesenler disinda a-pinen, sabinen, y-terpinen, karyofillen oksit ve p-menta-1-en-

8-ol 6nemli oranlarda bulunan bilesenlerdir. Disi ve erkek yapragin ikisinde de
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hekzanal, a-mirsen, 3-siklohekzen-1-ol, 4-metil-1, p-menta-1-en-8-ol, a-kopaen, trans
karyofillen, a—humulen, germakren-D, o-muurolen, o&-kardinen, karyofillen oksit,
kubenol ve o—kadinol ugucu bilesenleri ortaktir. Erkek sakiz agaci govdesinde major
ucucu bilesenler o -mirsen (% 11.75), trans karyofillen (% 12.61) ve germakren-D (%
12.66), disi sakiz agaci govdesinin, mgor ugucu bilesenleri 6-kardinen (% 12.11), a-
pinen (% 7.08) ve limonen (% 6.96) dir. Her iki genotipin govde kisimlarinin major
ucucu bilesenlerinden germakren-D, &-kardinen ve karyofillen oksitin ortak oldugu
bulunmustur. Hem erkek hem de disi bitkinin yaprak ve govdelerinden elde edilen
ucucu yaglar1 genel anlamda kalitatif ve kantitatif olarak degisiklik gostermektedir.
Ayn1 populasyonda bulunan ve ayni lokaliteleri paylasan bu iki genotipin ugucu yag
kompozisyonu benzerlikler gosterse de, her iki genotip arasinda ana bilesenler

bakimindan énemli bir farklilik goriildiigii tespit edilmistir.

Zrira ve ark. (2003) sakiz agacinin yaprak ve dallarinda elde ettikleri ugucu
yagin major bilesenleri a-pinen, B-mirsen, limonen, terpinen-4-ol, bornil asetat ve
karyofillen oksit olmak Uzere 45 ¢esit ugucu yag tanimlamislardir. Hassan Amhamdi ve
ark. (2009)’nin ¢alismalarinda yaprakta 40 ¢esit ugucu yag tanimlanmistir. Bunlardan
mirsen, limonen, B-gurjunen, germakren, B-pinen, muurolen, o-humulen, epi-
bisikloseskuifellandren ve a-pinen major bilesenler olarak saptanmigtir. Samir Ait Said
ve ark (2011) benzer galismalarinda yaprakta major bilesenler olarak B-karyofillen, &-
kadinen, a-pinen, B-karyofillen, d-kadinen, karyofillen oksit , 6-kadinen, kubebol ve [3-

bisaboleni tespit etmiglerdir.
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Cizelge 4.3: Dogal yetisen disi ve erkek P. lentiscus L. nin gévde ve yapraginin ugucu yag bilesenleri

Yizde (%)

Bilesenler RT RI Erkek Erkek Disi Disi
Y aprak Govde Yaprak  Govde

1H-pirol, 1-metil 233 873 0.55 1.02 -- 0.47
Hekzanal 298 889 1.28 - 0.27 -
2-Hekzenal 390 911 3.22 - - -
a-Pinen 559 953 - 2.53 9,07 7.08
Sabinen 6.74 981 - 112 6.02 6.51
B-Pinen 6.94 985 - 0.51 - -
a-Mirsen 721 992 7.45 11.75 0.78 2.68
L-Fellandren 788 1008 -- - 0.38 --
a-Terpinen 822 1017 -- - 2.78 0.35
Limonen 867 1027 -- 1.45 10,7 6.96
y-Terpinen 975 1054 -- - 4.69 0.77
a-Terpinolen 10.79 1079  -- -- 1.03 --
2-Nonanon 11.14 1088 -- - -- 0.22
Verbenol 1153 1097 1.25 1.42 - 0.79
I sopinokarveol 13.32 1141 - -- 0.76 0.84
p-Menta-1,5-dien-8-ol 1476 1176  -- -- -- 0.34
3-Siklohekzen-1-ol ,4-metil-1 1501 1182 0.46 1.60 30,7 6.50
P-ment-1-en-8-ol 1572 1199 255 - 4.37 1.03
D-Verbenon 16.33 1214 - - - 0.23
Karveol 1 16.78 1225  -- - -- 0.36
D-Karvon 1795 1253 -- - 0.39 0.49
2-Undekanon 19.78 1298 0.45 0.56 -- 0.87
a-Kubenen 21.77 1346  -- - -- 1.16
a-Terpinil asetat 2204 1353 053 - -- --
a-Kopaen 23.05 1377 0.83 0.69 0.31 1.03
B-Kubeben 2358 1390 -- - - 0.62
Trans karyofillen 2494 1423 14.12 12.61 10.25 3.54
a-Humulen 2649 1461 541 3.53 1.74 271
y-Muurolen 27.26 1480 -- 2.28 0.81 3.61
Germakren-D 2754 1487 33.38 12.66 3.52 6.51
Seskifellandren 28.01 1498 -- 0.80 -- 1.29
a-Muurolen 28.25 1504 351 2.26 0.58 3.19
d-Kardinen 29.04 1523 834 9.16 1.79 12.11
Epizonaren 29.24 1528  -- -- 0.43 --
Kadine-1,4-dien 29.66 1538 -- - -- 0.57
Kadala-1(10),3,8-triene 30.10 1549 -- - -- 0.26
Muurolan-3,9(11)-diene-10-peroxy 30.93 1569 -- -- -- 0.42
Karyofillen oksit 31.73 1589 1.85 8.96 3.30 6.52
Salvial-4(14)-en-1-on 3214 1599  -- 0.76 - 0.93
Humulen epoksit |1 3283 1615 -- 0.94 -- 1.64
Sikloizolongifolen, 8-hidroksi-,endo- 33.14 1623 -- 0.68 -- 1.03
Kubenol 3349 1631 1.46 2.19 0.68 3.01
Tau-Murolol 3420 1649 4.85 5.08 -- --
a-kadinol 34.63 1659 4.85 6.25 1.14 3.71
Sembren 4443 1898  -- 331 -- 0.99
Tanimlanan bilesenler (%) 96.34 94.12 96.49 91.34
M onoter pen hidrokarbonlar 7.45 17.36 36.81 25.19
Oksitlenmis monoterpenler 4.33 142 4,76 3.24
Sesquiter pen hidrokarbonlar 78.6 46.86 19.43 40.8
Oksitlenmis sesquiterpenler 11.55 17.49 444 12.8
Diger bilesenler 5.96 6.49 30.97 9.31

(RI - Retention index: Alikonma indeksi; RT - Retention time: Alikonma zamani).
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A.4. In vitro Ortamda Yetistirilen P. lentiscus L.'nin Goévde ve Yapraginin

Ucucu Yag Bilesenleri

In vitro ortamda yetistirilen sakiz agacinin yapraklarinda toplam 16 gesit ugucu
bilesen tespit edilmistir. Govde boliimiinde ise 3 gesit ugucu bilesen tespit edilmistir. /n
vitro ortamda yetistirilen sakiz agacinin yapragindaki ugucu yagin major bilesenleri
delta 3-karen (% 16.98), trans karyofillen (% 14.29) ve 3(10)-karen-4-ol,trans (%
11.58)"dir. Gévde kismindan elde edilen ugucu bilesenleri ise a-pinen (% 31,08), a-
mirsen (% 33.01) ve delta 3-karen (% 35.91)'dir. Dogal ortamda yetistirilen disi ve
erkek sakiz agacinin yapraklarinda toplamda 43 ugucu bilesen bulunurken in vitro

ortamda yetistirilen sakiz agacinin yapraklarinda 16 ¢esit ugucu bilesen tespit edilmistir.

Dogal ortamda yetistirilen erkek sakiz agacinin yapragindan elde edilen ugucu
yagda major bilesenler olarak germakren-D (% 33.38), trans karyofillen (% 14.12) ve 8-
kardinen (% 8.34) iken disi sakiz agacinin yapraginin major bilesenleri ise 3-
siklohekzen-1-ol, 4-metil-1 (% 30.7), limonen (% 10.7) ve trans karyofillen (% 10.25)
olarak bulunmustur. /n vivo sartlarda yetisen erkek sakiz agacinin gdvde boliimiiniin
major ugucu bilesenleri; a-mirsen (% 11.75), trans karyofillen (% 12.61) ve germakren-
D (% 12.66)'dir. In vivo sartlarda yetisen disi sakiz agacinin govdesinin major
bilesenleri; §-kardinen (% 12.11), a-pinen (% 7.08) ve limonen (% 6.96)"dir. /n vivo ve
in vitro ortamda yetistirilen yaprak eksplantlarinda ortak major bilesen trans karyofillen
iken govde eksplantlarindaki ortak major bilesen ise a-mirsen ile a-pinen’dir. Ayni
icerikli besi ortaminda alt kiiltiirlenerek ¢ogaltilan yaprak ve gévdenin ugucu bilesen
sayisinin daha az olmasi, her ne kadar in vitro ortam iizerinde yetistirilen bitkiler igin,
kiiltiir besi ortami stres kaynagi olarak diisiiniilse de, eksplantlarin ayni kiiltiir besi
ortamina aligmasindan dolay1 ugucu bilesen sayisinin daha az olmasina neden olabilir.
In vivo ortamdaki sakiz agaci eksplantlarinda ugucu bilesen sayisinin fazla olmasi ise
bitkilerin hem biotik hem de abiyotik stres faktorleri altinda olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Bu yorumlarin gegerli olabilmesi i¢in in vitro ortamda (normal doku kulturt
ortamind) cogaltilan materyallere degisik stres faktorleri uygulanarak yukaridaki
spekllatif yorumlarda ispatlanabilir veya curdtilebilir. Literatirde in vivo gelisen
materyal iizerine rapor edilen major bilesenlerden bazilarinin bu c¢aligma kapsaminda
gozlenen ugucu bilesenler ile benzerlik gdstermesi, ugucu bilesenlerin iiretiminde

biyoteknolojik yontemlerin kullanilabilecegini géstermektedir.
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Gizelge 4.4: In vitro ortamda yetistirilen P. lentiscus L. ’nin gévde ve yapragiin ugucu

yag bilesenleri
Yizde (%)

Bilesenler RT RI Yaprak  Gdvde
1H-Piral, 1-metil 2.33 873 141 -
Hekzanal 2.98 889 1.53 --
a-Pinen 5.59 953 222 31.08
a-Mirsen 721 992 7.92 33.01
Delta 3-karen 7.89 1009 16,98 35.91
Verbenal 11.53 1097 3.03 --
| sopinokarveol 13.32 1141 1.87 --
P-Menta-1,5-dien-8-ol 14.76 1176 2.38 --
Limonen-4-ol 14.96 1181 3.57 -
3(10)-Karen-4-ol trans 15,47 1193 11.58 --
Okarvon 16.50 1218 2.92 --
Transkaryofillen 24,94 1423 14.29 --
a-Humulen 26.49 1461 2.18 --
y-Muurolen 27.26 1480 3.38 --
a-Muurolen 28.25 1504 2.83 -
a-Kadinol 34.63 1659 134 --
Tamimlanan bilesenler (%) 79.43 100
M onoter pen hidrokarbonlar 43.49 100
Oksitlenmis monoterpenler 8.98
Sesquiter pen hidrokarbonlar 22.68
Oksitlenmis sesquiter penler 1.34

_Diger bilesenler 2.94

(RI: Retention index: Alikonma indeksi; RT: Retention time: Alikonma zamani).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda dogal yetisen vein vitro ortamda yetistirilen sakiz agaglarinin yag
asiti ve ugucu yag icerikleri belirlendi. Yag asiti analizlerinde dogal ortamda yetismis
disi ve erkek bitkilerin kok gévde ve yaprak kisimlarinda cinsiyete baglh olarak yag asiti
igeriklerinde 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte kok govde ve
yaprak kisimlarmin bitkideki fonksiyonlarina bagli olarak yag asiti igeriklerinin
degistigi saptanmustir. /n vivo ve in vitro yetistirilen bitkilerin major yag asiti
bilesenlerinin palmitik, linoleik ve linolenik asit oldugu tespit edilmistir. Yag asiti
iceriklerinde belirgin bir farklilik olusmamasinin temel nedeni temel nedeni primer

metabolik yolla sentezi gerceklestirilen yag asitlerinin bitkilerdeki tiim hiicrelerde

blyiime igin gerekli olmasindandir (Ohlroggeav ve Browse 1995).

In vivo ortamda vyetistirilen sakiz agacindan elde edilen ugucu yagda in vitro
yetistirilene gdre daha fazla sayida ucucu bilesen elde edildi. /n vivo ve in vitro yetisen
sakiz agac¢larinin ugucu yag igeriklerini biiylik oranda sekonder metabolitlerin terpenler
smifina ait olan monoterpenler ile seskiterpenlerden olusturmaktadir. Monoterpenler
tozlayicilart cezbedici ve bitkilere saldiran organizmalara kars1 onlar1 korumada toksik
etki gosteren ugucu bilesenlerdir. Seksiterpenlerin ise bocek c¢ekici, beslenmeyi
engelleyici ve fitoaleksin fonksiyonlart bulunmaktadir. Ugucu yaglarin bitkilerde
sentezlenmelerinin genel nedenleri ise herbivorlara, mikrobiyal enfeksiyonlara, UV
1sinlarina karg1 koruma saglarlar. Ayrica ugucu yaglar tozlasmada cezbedici, allopatik
gan ve baklagillerin kok nodullerinde azot fiksasyonu icin sinyal molekdilleri olarak
gorev yaparlar (Crozier ve ark. 2006). In vivo ortamda yetisen sakiz agaglar1 ugucu yag
sentezi i¢in gerekli kosullara maruz kaldiklarindan dolayr ugucu yag igerikleri in vitro
yetistirilenlere gore daha zengin ¢ikmustir. /n vitro yetistirilen bitkiler biiyiime odasinda,
besi ortaminda yetistirildikleri i¢in ugucu yaglarin bitkilerde sentezlenmesine neden
olan faktorlerin c¢ogundan izole olduklarindan dolayr az sayida ucucu bilesen
sentezlemiglerdir. Sentezlenen ugucu bilesenlerin igerikleri gerekli olan stres faktorleri

kullanilarak zenginlestirilebilir.

Calismamizda, canlilarin birincil (primer) metabolitlerinden olan sabit yaglarin
In vitro ortamda yetisen sakiz agaclarinda da in vivo yetisen sakiz agaclarinda oldugu

gibi igerigi dnemli bir degisime ugramadan sentezlendigini tespit ettik. Bu sonug sakiz
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agaci gibi zengin kimyasal bilesenlere sahip bitkilerin farkli organlarindan faydali
kimyasalllarin in vitro ortamlarda bitki doku kulttrt teknikleri kullanilarak guvenli bir

sekilde yilin biitiin donemlerinde tiretilebilecegini gostermistir.

In vivo ortamda yetisen sakiz agacimmn ikincil metobolitlerinden (ugucu
yaglarinin) bazilarinin in vitro ortamda yetistirilenlerden de sentezlendigini,
sentezlenmeyenlerin ise gerekli stres kosullar1 saglandigi zaman elde edilebilecegine

dair indikator bilgiler tespit edilmistir.

Yapilacak olan daha ileri diizey biyoteknolojik ¢alismalarla (kallus, hiicre
suspansiyon kultirt ve tek hiicreli hatlardan itibaren) gelistirilecek olan biyoreaktor
sistemlerinde, saglik ve gida sektoriiniin ihtiyag duydugu sekonder bilesikler; oncul
maddeler ve dlisitorler kullanarak maniplle edilecek olan kiiltiir besi ortamlarinda

yogun bir sekilde iiretilebilecektir.
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