JUVENIL SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.)
SURGUN KULTURLERINDE BAZI ELiSiTOR
UYGULAMALARININ TRITERPENOID MiKTARLARI
UZERINE ETKIiSiNiN BELIRLENMESI
Gurbet KOCABEY
YUKSEK LiSANS TEZi

Biyoloji Anabilim Dali



T.C.
BATMAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

JUVENIL SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.)
SURGUN KULTURLERINDE BAZI ELISITOR
UYGULAMALARININ TRITERPENOID
MIKTARLARI UZERINE ETKIiSININ
BELIRLENMESI

Gurbet KOCABEY

YUKSEK LiSANS TEZI
Biyoloji Anabilim Dah

Subat-2019
BATMAN
Her Hakki Sakhdir



TEZ KABUL VE ONAYI

Gurbet KOCABEY tarafindan hazirlanan “Juvenil Sakiz Agaci (Pistacia
lentiscus L.) Siirgiin Kiiltiirlerinde Bazi Elisitér Uygulamalarininn  Triterpenoid
Miktarlari Uzerine Etkisinin Belirlenmesi” adli tez calismasi 25/02/2019 tarihinde
asagidaki jiiri dyeleri tarafindan oy birligi ile Batman Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri imza

Baskan
Doc.Dr. Hakan YILDIRIM

Danisman ) =
Prof. Dr. Engin TILKAT

Uye
Dog. Dr. Emine AYAZ TILKAT )\/\,\\,__l

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Bu tez ¢alismast TUBITAK tarafindan 1147842 nolu proje ile desteklenmistir.



TEZ BILDIRIMi
Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde

edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada bana ait
olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, I have fully cited and referenced all material and
results that are not original to this work.

Imza

Gurbet KOCABEY



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

JUVENIL SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.) SURGUN KULTURLERINDE
BAZI ELiSITOR UYGULAMALARININ TRITERPENOID MiKTARLARI
UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Gurbet KOCABEY

BATMAN UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

Damsman: Prof. Dr. Engin TILKAT
2019, 92 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Engin TILKAT
Do¢. Dr. Hakan YILDIRIM
Doc. Dr. Emine AYAZ TILKAT

OZET

Sakiz agact (Pistacia lentiscus L.), antikanser, antifungal, antibakteriyal, antimikrobiyal,
antienflamatuvar ve anti-helicobakter pylorii aktivitesi gibi daha pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
degerli sekonder metabolitleri igermesi bakimindan tibbi ve ekonomik 6neme sahip onemli bir bitkidir.
Tez galigmamizin amacini, juvenil sakiz agaci stirgilin kiiltiirlerine baz elisitor uygulamalar ile antikanser
ve antihelikobakter aktivite gosterdigi bilinen triterpenoidlerin (6zellikle oleanonic asit, moronic asit,
24Z-masticadienonic asit, 24Z-isomasticadienonic asit, 24Z-masticadienolic asit, 24Z-isomasticadienolic
asitin) biyoteknolojik yollarla miktarlarinin arttirilabilmesi olusturmaktadir.

Bu baglamda oncelikle yiizey sterilizasyonu tamamlanan P. lentiscus olgun tohumlar:1 1 mg/I|
IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilmistir. Aksenik govdelerin ¢ogaltimi, 1mg/l BAP, 0.5 mg/l
GA; ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirilmistir. Elde edilen siirgiinler farkli kimyasal elisitorlerin
bulundugu besi ortamlarina (E-vitamini, JA, MeJA, Tyr, Pyr, LPM, Mannan, Kitosan, Zimosan A,
Peptigoglikan, P. atlantica ekstrakti, P. lentiscus ekstrakti, P. khinjuk ekstrakti, P. terebinthus ekstrakt: ve
P. vera ekstrakt1) bir kiiltiir periyodu siiresince transfer edilmistir.

Ursonik Asitin genel olarak tiim uygulamalarda tespit edildigi, P. atlantica ekstrakti ve
Peptidoglikan elisitor uygulamalar1 haricinde Ursonik Asit miktarinda artis meydana geldigi goriilmiistiir.
P. atlantica, P. terebinthus ve P. vera ekstrakti diginda tiim elisitor uygulamalarina ait ekstraktlarda
farkli triterpenoid cesitlerinin olusumunun gozlendigi tespit edilmistir. Morfolojik bakimdan ise, kontrol
gruplarina oranla elisitér uygulanmig siirglinlerin sagliksiz, sararmis, kirmizimsi ve kahverengilesen
govde ve yaprak yapisina sahip oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia lentiscus L., in vitro, stres, elisitor, triterpenoitler
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ABSTRACT

Pistacia lentiscus L. (Mastic tree) is an important plant with important medical and economic
importance because it contains valuable secondary metabolites used in the treatment of many diseases
such as anticancer, antifungal, antibacterial, antimicrobial, anti-inflammatory and anti-helicobacter pylorii
activity. The aim of our thesis is to use some elicitor applications on juvenile mastic tree shoot cultures to
increase the amount of triterpenoids which known to have anticancer and antihelicobacter activity via
biotechnological methods (esspecially oleanonic acid, moronic acid, 24Z-masticadienonic acid, 24Z-
isomasticadienonic acid, 24Z-masticadienolic acid, 24Z-isomasticadienolic acid).

In this context, surface sterilized mature seeds of P. lentiscus were germinated in MS medium.
supplemented 1 mg/l IBA. Proliferation of of axenic shoots was performed in MS medium supplemented
with 1 mg/l BAP and 0.5 mg / | of GA3. Then shoots were transferred to the MS medium in which
different chemical elicitors (E-vitamin, JA, MeJA, Tyr, Pyr, LPM, Mannan, Chitosan, Zimosan A,
Peptigoglikan, P. atlantica extract, P. lentiscus extract, P. khinjuk extract, P. terebinthus extract and P.
vera extract) for a culture period.

Ursonic acid was detected generally in all applications, however except for P. atlantica extract
and Peptidoglycan elicitor applications, it was seen that an increase in the amount of Ursonic Acid occurs.
Except P. atlantica, P. terebinthus and P. vera extracts, it was determined that different triterpenoid
varieties were observed in the extracts of all elicitor applications. It was found that the shoots applied to
the elicitors had unhealthy, yellowed, reddish and brownish stem and leaf compared to the control groups
morphologically.

Key words: Pistacia lentiscus L., in vitro, stress, elicitors, triterpenoids.
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1.GIRIS

Pistacia genusu, Sapindales/Rutales takimi igerisinde yaklasik 70 cins ve 600’{in
tizerinde tiirden olusan (Mitchell ve Mori, 1987) ve kozmopolit bir familya olan
Anacardiaceae (Sumakagiller)’ye baglidir (Wannan ve Quinn, 1991; Stevens, 2008).

Pistacia cinsi, 4 seksiyon altinda 11 tiir olarak smiflandirilmaktadir: Lentiscella
Zohary (P. mexicana Humb., Bonpl. & Kunth ve P. texana Swingle’yi igerir); Eu
Lentiscus Zohary (P. lentiscus L., P. saportae Burnat, ve P. weinmannifolia Poiss. ex
Franch. igerir); Butmela Zohary (P. atlantica Desf. igerir); ve Eu Terebinthus Zohary
(P. chinensis Bunge, P. khinjuk Stocks., P. palaestina Boiss., P. terebinthus L., ve P.

vera L.’y1 igermektedir) (Onay ve ark., 2016).
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Cizelge 1.1. Pistacia cinsinin siniflandirilmasi (Zohary, 1952)

Zohary (1952) tarafindan yapilan bu siniflandirma c¢aligmalarindan sonra
Pistacia cinsine birgok yeni tiir ilave edilmistir Yaltirik (1967a, 1967b) iilkemizdeki
Pistacia tirlerini yeniden smiflandirmis ve P. eurycarpa’yr yeni bir tiir olarak
belirlemistir. Bugiin i¢in Uluslararas1 Bitki Isimleri Indeksinde (International Plant
Names Index) Pistacia cinsine ait ¢ok sayida tiiriin bulundugu ifade edilmis olmasina
ragmen, sistematik arastirmacilar tarafindan bunlardan 14 tanesi tiir olarak kabul
gormektedir. Son yillarda Pistacia cinsine ait tiirlerden molekiiler markor teknikleriyle

yapilan ¢alismalar da bu durumu desteklemektedir (Yi ve ark., 2008).



1.1. Sakiz Agacimin Genel Ozellikleri
1.1.1. Morfolojik ozellikleri

Sakiz agaci, genellikle ¢ali veya agagcik formunda gelisen 1-3 m (metre)’ye
kadar boylanabilen bir bitkidir (Anonymous, 2005) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Cesme Ciftlikkdy’de yetisen disi bir sakiz agacinin genel goriiniimii, Bar: 66 cm
(Onay ark., 2016a)

Derin kok yapisi oldugundan kurakliga kars1 dayaniklhidir. Sulaninca gelismesi
hizli1 olmaktadir. Fakat kok bogazinda su birikiminin olmamasi gerekir. Bu nedenle
meyilli arazilerde yetismesi daha idealdir. Tuzlu suya tolerans: yiiksektir ve deniz
kenarinda dahi iyi gelisir. Derin kok yapisi ve sik yaprak dokusu ile riizgar ve su
erozyonuna karsi kullanilabilecek ideal bir bitkidir (Prada ve Arizpe, 2008). Kurakliga
kars1 dayanikli olup kendini ¢abuk yenileyebilme 6zelliginden dolayr ekolojik degeri
bulunmaktadir (Mascarollo ve ark., 2007) .

Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 ¢ift yaprakgiktan olusur ve higbir zaman
terminal yaprak¢ik tasimaz. Sakiz agacinda, bilesik yaprak ekseninde bulunan
kanatgiklar ¢ok karakteristiktir. Yapraklari govdeye bagli dal iizerinde 2-12 adet
dikdortgen, mizraksi veya oval bigimindedir. Yaprak¢iklar yaumurtamsi, mizrak, eliptik,
kiit veya dikenimsi u¢lu gibi formlar gosterir ve tiiysiizdiir. Yaprake¢ik uglar1 genelde
keskin bir noktayla sonlanir (Davis, 1967). Ayn bitki vejetasyonun farkli donemlerinde
farkli yaprak sekli gosterebilmektedir. Hatta bir bitkinin alt yapraklari ile tstteki
yapraklar1 dahi farkli olabilmektedir. Budanarak terbiye edilen bitkinin de yaprak sekli
degismektedir (Boztok ve Zeybek, 2004). Sakiz agaci, bulundugu seksiyon iginde en

kalin yaprakgilara (490 pm) sahip olan tiirdiir. Pistacia tiirlerinin tanimlayicilarina gore
2



bu cinse giren tiirlerde (P. vera L. hari¢) yaprak genisligi 5.38 cm ve yaprak uzunlugu
ise 5.13 cm’dir (Anonymous, 1998).

Cigekler; dioik bir tiir olan sakiz agacinda, periant igermeyen ¢icekler 1 yillik
siirglinlerin yaprak koltuklarinda bulunur. Sakiz agacinda ciceklenme bahar aylarinda
gerceklesmekte ve cok sayida cicek liretimi s6z konusu olmaktadir. Cicekleri kiigiik,
kirmizimsi1 veya sarimsidir ve ¢igekler ¢igek salkimi halinde kiimelenmistir. Erkek
cigekler 1-2.5 cm uzunlukta bilesik salkimlar, disi ¢igekler ise 1-3 cm uzunlukta seyrek
dallanmis salkimlar halindedir. Cigekler kiigiik bir salkim seklini alir (Sekil 1.2).

Tozlanma anemofil olarak gerceklesmektedir (Davis 1967).

Sekil 1.2. Disi sakiz agaci ¢igek yapist

Meyveler; 4-7 mm ¢apinda, yuvarlak-basik ve sivri uglu, baslangigta kirmizi,
olgunlastiginda ise siyah renktedir (Sekil 1.3). Drupa tipi olan meyveler, etli-sulu bir
mezokarp ile kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler ekim sonu ile aralik ay1 ortasina
kadar olgunlasmaktadir (Boztok ve Zeybek, 2004, Browicz 1987).

Sekil 1.3. Sakiz agac1 meyveleri
3



Tohum; Kromozom sayist 2n=24’tiir (Zohary, 1952). Tohumlar olgunlagma
doneminde yuvarlak ve diiz yiizeylidirler. Tohumlar Ekim-Kasim aylari arasinda hasat
edilir (Prada ve Arizpe, 2008). Sakiz agaci, ¢ok sayida cicek ve meyve iiretmesine
karsin yasayan tohum iceren meyve sayisi ¢ok az olmaktadir. Cigeklerin biiyiik kismi1
meyve olusturamamakta ve olusan meyvelerin 6nemli bir kisminda ise tohum
bulunmamaktadir (Martinez-Palleand Aronne, 2000). Kirmizimsi veya beyaz
meyvelerin toplanmasindan kag¢inilmalidir. Ciinkii bu meyvelerde embriyo 6lii veya
tohum partenokarpiktir (Jordano, 1988; 1989). Bu nedenle, siyah meyvelerin igerdigi
tohum oran1 daha yiiksek oldugu i¢in hasat sirasinda bunlarin tercih edilmesi
gerekmektedir (Verdu and Garcia-Fayos, 2002).

1.2. Diinya’da ve Ulkemizde Yayilisi

Sakiz agaci Diinya’da Akdeniz ikliminin hakim oldugu tiim kiy1 kesimlerinde ve
belli bir yiikseklige kadar i¢ kesimlerde dogal olarak yetismektedir (Ak ve Parlakci,
2009). Diinya iizerinde, Giineybati1 ve Giineydogu Avrupa, Bati Asya, Kuzey Afrika,
Avrupa ve Kuzey Afrika’ya yakin bircok ada ve adaciklara (Macaronesia) yayildigi
bildirilmistir (Prada ve Arizpe, 2008). Akdeniz Bolgesi’nde, Portekiz, Ispanya (Balear
dahil), Fransa (Korsika dahil), Italya (Sardinya ve Sicilya dahil), Hirvatistan, Bosna
Hersek, Sirbistan, Arnavutluk, Yunanistan (Girit dahil), Kibris, Tiirkiye, Suriye,
Liibnan, Libya, Tunus, Cezayir ve Fas’ta bulunmaktadir. Tiirkiye’de Ege ve Akdeniz
bolgelerinde dogal bir yayilis gosterir.(Stevens 2008). Deniz seviyesinden yaklasik 700
m yiikseltilere kadar ¢ikabilen bu bitkiye Istanbul Burgaz Ada, Izmir, Ankara Incesu,
Kayseri, Mugla, Marmaris, Kusadas1, Datca, Antalya Kemer, Icel, Tarsus, Ulas, Seyhan
ve Hatay yorelerinde rastlanmistir (Mascerollo ve ark., 2007) .
1.3. Kullanim Alanlar1 ve Ekonomik Onemi

Sakiz bitkisinden elde edilen regineye mastik sakizi adi verilmekte olup bu
metabolitin su ana kadar bilinen 60 farkli kullanim alan1 vardir (Onay ve ark.,2014).
Tiriin tiretmis oldugu damla sakizi adindaki metabolit bir¢ok endiistri alaninda
kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlar1 su sekilde siniflandirilabilir:

Ilag Endiistrisinde; MS 4. yiizyildan 7. yiizyila kadar mide iltihabi, 6ksiiriik,
bagirsak ve akciger hastaliklarinda 1iyilestirici 6zelliginden dolayr kullanildig
bilinmektedir (Ozdemir, 2014). Son birka¢ yilda giderek artan sayidaki ¢alismalarla,

sakiz recinesinin gelecekte kimyasal yolla kanserin engellenmesi uygulamalarina temel

4



olusturmak i¢in, insanda kansere neden olan ¢esitli tipte tiimorlere karsi potansiyel
antiproliferatif 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir (Giaginis ve Theocharis, 2011).

Merhem yapiminda, iilser hastaliginin tedavisinde, dis macununda mastik sakizi
kullanilmaktadir. Ayrica mastik sakizi deri hastaliklarinda, yaniklarda, egzama
(Palevitch ve Yaniv, 2000) ve kanser hastaliklarinda (Loutrari ve ark., 2006) da
kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan bir¢ok farmakolojik c¢alismada, sakiz
agacinin iceriginde bulunan metabolitlerin ¢ok sayida hastaligin tedavisinde (antifungal,
antibakteriyal, antimikrobiyal, antienflamatuvar, anti-helicobakter pylorii aktivitesi,
antiatherogenik aktivite, antitimor aktivite, yara iyilestirici aktivitesi, karaciger
koruyucu aktivite, antiproliferatif ve proapototik aktivite ve tansiyon disiiriicii ve
antikanser aktivite gibi) kullanildig1 rapor edilmistir (Imtiyaz ark., 2013; Huwez ark.,
1998; Marone ark., 2001; Al-Habbal ark. 1984; Al-Said ark. 1986; Balan ark., 2007;
Assimopoulou ve Papageorgiou, 2005; Kaliora ark., 2007; Andrikopoulos ark., 2003 ve
Akdemir, ve ark. 2013). Damla sakizi yaginin anti-bakteriyel (Lauk ve ark., 1996) ve
antioksidan (Dedoussis ve ark., 2004) 6zellikte oldugu da tespit edilmistir.Ayrica, sakiz
mikrobiyal plak olusumunu engellemektedir. (Koutsianas, 2012).

Gida Endistrisinde; tatlandirici olarak, kek, dondurma, sitlii tath, alkolli igki
iretiminde Ozellikle likor ve uzo iiretiminde mastik genis Ol¢lide kullanilmaktadir.
Mastik sakizi ayrica baharat ve degisik soslara kivam vermek igin de kullanilmaktadir.
Kibris ve Suudi Arabistan’da temel bir baharat olarak kullanilmaktadir. Liibnan ve
Suriye’de ev kadinlarinin yapmis oldugu geleneksel peynirde sakiz kokusu ve tadi
bulunur. Yunanlilarin festival ekmeklerinin aromasinin temel igerigi sakizdir. Sakiz
recinesi lilkemizde pudinglerin ve dondurmalarin ana bileseni olup, bunlarin acgik beyaz

renkte olmasini saglamaktadir. (Mascarello ark., 2007).

Kimya Endiistrisinde; kozmetik tiriinlerde, verniklemede, resim boyalarinda da
mastik sakizi kullanilmaktadir (Calabro ve Curro, 1974). Sakiz reginesi, bitki yaglar ile
kombine edildiginde, yatistirici, nemlendirici ve yaslanma karsit1 bir etki gdsterir. Viicut
tarafindan emilen cerrahi dikis iplikleri sakiz reginesinden elde edilir. (Koutsianas,
2012). Bununla birlikte, Sakiz agact Meksika’da siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.
Meyvelerinden yenilebilen yag iiretilmekte ve bu yag doymamis yag asitleri olan oleik
ve linoleik asit bakimindan zengin olmasi bakimindan son zamanlarda dikkat
cekmektedir (Ucciani ve ark., 1995). Kurakliga kars1 dayanikli olmas1 ve sonra kendini

cabuk yenileyebilme 6zelliginden dolay1r ekolojik degeri bulunmaktadir (Mascarello
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ark., 2007). Ayrica; Sakiz agacinin, regine ve farkli dokular1 tizerine yapilan kimyasal

analizlerde, yag asitleri ve terpenoidler gibi ikincil metabolitleri i¢erdigi bilinmektedir.

1.4. icerdigi Sekonder Metabolitler

Yiiksek yapili bitkiler, primer metabolitlerin yanisira bir takim diisitk molekiil
agirlikl farkl bilesikler tretirler. Bitki sekonder metabolitleri olarak adlandirilan bu
bilesikler, bitkilerin biyotik c¢evre ile olan etkilesimlerinde kendi savunma
mekanizmalarini olusturmak igin trettikleri ¢ok ¢esitli organik bilesiklerdir (Wink ve
ark., 1988 ve Murthy ve ark., 2014). Bu a¢idan bitkiler; farmasotik madde, zirai ilag,
tatlandirici, parfiim, renk verici madde, biopestisit ve gida katki maddesi olarak genis
bir yelpazede kullanilan sekonder metabolitlerin degerli bir kaynag1 olarak karsimiza
¢ikmaktadir.

P.lentiscus L. bitkisi, i¢eriginde bulunan degerli ikincil metabolitler nedeniyle
onemli bir bitkidir. Bu ikinci metabolitlerin bir ¢gogu tiiriin erkek genotipinde daha fazla
bulunan ve kalin odunsu dallarindan ¢izilerek elde edilen sakiz reginesinde bol miktarda
bulunmaktadir. Basta re¢ine olmak lizere, bitkinin toprak alt1 ve iistii kisimlari, anti-
kanser aktivite gosteren terpenoid bilesenler bakimindan zengin bir yap1 arz etmektedir
(Tilkat ve ark., 2014; Onay ve ark. 2016).

Bitkinin igeriginde bu denli ekonomik 6neme sahip metabolitler bulundurmasi,
sakiz agacmin dogal yasam alanlarindan toplanmalar1 suretiyle populasyonlarimin
azalma tehlikesini kacinilmaz kilmaktadir. Biyoteknolojik yontemler, basta sakiz agact
olmak ftizere ekonomik &neme sahip diger bitkilerin de korunmasini ve dolayisiyla
elisitor uygulamalariyla bu metabolitlerin in vitro {iretimine de yol agmaktadir.

Yapilan literatlir c¢aligmalar1 sonucunda, tezin konusunu da olusturan
triterpenoidlerin ve ekonomik Oneme sahip diger metabolitlerin {iretiminin, kiiltiir
ortaminin ¢evresel sartlarinin degistirilmesi ve ¢esitli elisitor uygulamalari ile artirilmasi

konusundaki ¢alismalar Cizelge 1.2 'de sunulmustur.



Cizelge 1.2. Cesitli bitki tiirlerinde farkli biyoteknolojik yontem ve elisitor uygulamalari ile iiretilen

ikincil metabolitler

Tiir Kiiltiir Elisitor Ikincil Metabolit Kaynakca
Cathranthus roseus Hiicre Siispansiyon Artemisinik Asit Vindolin-Vinblastin Liu ve ark., 2014
Bacopa monnieri Stirgiin JA Basosit Munish ve ark., 2015
Plumbago indica Sagak Kok JA Plumbagin Gangopaggﬁy veark.,
Vitis vinifera Hiicre Siispansiyon MeJA Stilbene Xu ve ark., 2015
Silybum marianum Hiicre Siispansiyon MeJA Silimarin Firouzi ve ark., 2013
Lepechinia caulescens Kallus MelJA Oleonolic Acid Martinez ve ark., 2017
Panax ginseng Hiicre Siispansiyon MeJA Taxanes Senger ve ark. 2006
Taxus canadensis Adventitatif Kok MeJA Ginsenoside Bae ve ark., 2006
Panax notoginseng Hiicre Siispansiyon 2-H_|drok5|metll Ginsenoside Hu ve Zhong, 2008
jasmonat
Hypericum hirsutum Siirgiin SA Psodo-Hiperisin Coste ve ark., 2011
Glycyrrhiza uralensis Adventitatif Kok SA Gilisirizik Asit Li ve ark., 2015
Hypericum perforatum Hiicre Siispansiyon NO Hiperisin Xu ve ark., 2005
Panax ginseng Adventitatif Kok _Sodyum ) Saponin Tewari ve ark., 2007
Nitropurusit
Hypericum perforatum Stirgiin Kitin Psodo-Hiperisin Sonja ve ark., 2015
Vitis vinifera Hiicre Stispansiyon Kitin Transjl'\’_esv_eratrol Taurino ve ark., 2015
Viniferins
Hypericum perforatum Stirgiin Pektin Psodo-Hiperisin Sonja ve ark., 2014
Fagonia indica Kallus Kitosan Ursolik Asit Khan ve ark., 2019

Vitis vinifera
Gymnema sylvestre

Gymnema sylvestre

Hiicre Stispansiyon
Hiicre Siispansiyon

Hiicre Stispansiyon

Siklo Dekstirin

Aspergillus niger
Agrobacterium

Trans-Resveratrol
Gymnemic acid

Gymnemic acid

Belchi-Navarro ve ark.,
2012
Chodisetti ve ark., 2013

Chodisetti ve ark., 2013

Rhizogenes
Ambrosia artemisiifolia Sagak Kok Pg?gi/%ylj::s Thiarubrine A Bhagwath ve ark., 2000
Taverniera cuneifolia Kok Mucor hiemalis Glycyrrhizic acid Awad ve ark., 2014

Hypericum perforatum

Gymnema sylvestre
Gymnema sylvestre

Hiicre Stispansiyon

Hiicre Siispansiyon
Hiicre Stispansiyon

Botrytis cinerea

Bacillus subtilis
Escherichia coli

Fenilpropanoit
Naftadiantron
Gymnemic acid
Gymnemic acid

Sonja ve ark., 2015

Chodisetti ve ark., 2013
Chodisetti ve ark., 2013

A hispidissima Sagak Kok EZCtobacter Propionillalkanin Singh ve Sharma, 2016
chroococcum
Vitis vinifera Hiicre Siispansiyon Ultraviolet C Stilbene Xu ve ark., 2015
Melissa officinalis Siirgiin Ozon Rozmarinik Asit Tonelli ve ark., 2015
Pueraria thomsnii Hiicre Siispansiyon Ozon Puerarin Sun ve ark., 2012
I Vinbilastin ve .
Catharanthus roseus Embriyojenik Doku NaCl A Fatima ve ark., 2015
Vinkristin
Hypericum perforatum Siirgiin 15 giin 35 °C HA?:;?'O’L‘;G Chan ve ark., 2010
Panax quinquefolius Kok Kiltiir 5°C Ginsenoside Jochum ve ark., 2007
Bacopa monnieri Siirgiin pH Bacoside A Naik ve ark., 2010
Withania somnifera Sac?.k KOk.'Hucre pH Vithanolit A Praveen ve ark., 2010
Siispansiyon
Cryptotanshinone
Perovskia abrotanoides Adventitatif Kok Ag and Arehzoo ve ark., 2015
tanshinone 11A
Vitis vinifera Hiicre Stispansiyon Ag Resveratrol Cai ve ark., 2013
Datura metel Sacak Kok Ag Atropin Zahra ve ark., 2015
Vitis vinifera Hiicre Siispansiyon Cd Resveratrol Cai ve ark., 2013
Datura stramonium Hiicre Stispansiyon Co Resveratrol Cai ve ark., 2013
Ammi majus Siirgiin Cu Ksanttotoksin Purohit ve ark., 1995
Bacopa monnieri Stirgiin Cu Bacosit Munish ve ark., 2015
Calophyllum inophyllum Hiicre Stispansiyon Cr Inofilium D Pawar ve Thengane, 2011

Bununla birlikte, literatirde P. lentiscus L. bitkisi lizerine aksenik siirgiin
kiiltiirlerine dogal ve yapay elisitor uygulamalar1 yapilmak suretiyle ikincil metabolit

iretiminin artirilmasina yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.



Sakiz agacinin, farkli dokulari iizerine yapilan kimyasal analizlerde regine, yag
asitleri ve terpenoidler gibi ikincil metabolitleri icerdigi bilinmektedir. Ayrica
giinimiize kadar yapilan bir¢ok farmakolojik calismada, sakiz agacinin igeriginde
bulunan metabolitlerin ¢ok sayida hastaligin tedavisinde (antifungal, antibakteriyal,
antimikrobiyal, antienflamatuvar, anti-helicobakter pylorii aktivitesi, antiatherogenik
aktivite, antitimor aktivite, yara iyilestirici aktivitesi, karaciger koruyucu aktivite,
antiproliferatif ve proapototik aktivite ve tansiyon diisiiriicii ve antikanser aktivite gibi)
kullanildig1 rapor edilmistir (Imtiyaz ark., 2013; Huwez ark., 1998; Marone ark., 2001;
Al-Habbal ark. 1984; Al-Said ark. 1986; Balan ark., 2007; Assimopoulou ve
Papageorgiou, 2005; Kaliora ark., 2007; Andrikopoulos ark., 2003 ve Akdemir ve ark.
2013). Sakiz reginesi, sakiz agacinin govdesinde yapilan ciziklerden damlaciklar
halinde sizan aromatik bir bilesiktir (Dalby, 2003).

Avrupa saglik ajansinin en son yaptifi sakiz recinesi iizerine degerlendirme

raporuna gore sakiz reginesi kimyasal i¢erigi (Anonim, 2015):
Dogal polimerler (Vander Berg ve ark., 1998). Triterpenler (tetrasiklik euphane- ve
dammarane skeleton tip ve mastik asit, isomastik asit, oleanolik asit, tirucallol vb. gibi
lupane skeleton ve pentasiklik oleanane tip), Monoterpen hidrokarbonlar, %20
oksitlenmis monoterpenler ve sesquiterpenler, Polifenoller ve fitositorellerden olusur.

Sakiz agacinin recine ve yaprak gibi diger kisimlarinda bulundugu tespit edilen
antikanser ve antihelikobakter aktivitesi gosterdigi bilinen kimyasal bilesiklerin
(oleanonic acid, moronic acid, 24Z-masticadienonic acid, 24Z-isomasticadienonic acid,
24Z-masticadienolic acid, 24Z-isomasticadienolic asit) biyoteknolojik yontemlerle
iiretilmesi miimkiindiir. Sakiz recinesi i¢inde bulunan aktif antikanser 6zellik gosteren
bilesenlerin  (masticadienonic  asit, 3a-hydroxymasticadienolic asit, 24,25-S-
dihydromasticadienonic asit ve masticadienolic asit) 5 farkli kanser tipini inhibe ettigi
rapor edilmistir (Chavez ark., 2005; Giaginis, 2011). Sakiz re¢inesinden, yagindan ve
diger ekstraktlarindan elde edilen triterpenoid bilesiklerin 3 boyutlu yapilar1 Sekil

1.4°de verilmistir.



Z-masticadienolic acid (1) 24Z-isomasticadienclic acid {2)

e o

242 mastica dienonic ac Id (3) 242-isomasticadienonic acid (4)

CODO-Me (12)
CDDO-Im (13) €DDO (14)

Sekil 1.4. Sakiz reginesinden, yagindan ve diger ekstraktlarindan izole edilen dogal triterpenoidler

(1-11) ve sentetik analoglar1 [2-cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-oic asit (CDDO)] (12-14).

Oleanonik asit, ursonik asit, ursolik asit, ve 3-okzofriedelan-28-oik asiti igeren
iyi bilinen 9 tane triterpen de incelenmistir (Chiang ve ark., 2005). Ursolik asit DNA’y1
oksidatif hasardan korumasinin otesinde ayni zamanda Caco-2 hiicrelerinin tamir
aktivitesini arttirir, bu da olas1 bir antikanser mekanizmasinit énermektedir (Ramos ve
ark., 2010). Ursolik asit H,O; ile olusturulan DNA hasarina kars1 koruyucu bir etki
meydana getirdigi bildirilmistir (Ramos ve ark., 2010). Hem sentetik hem de dogal
olarak olusan triterpen analoglarinin antikanser aktivitesi degerlendirildigi ¢ok sayida
calisma rapor edilmistir (Liby ve ark., 2007; Setzer ve Setzer, 2003; Kress ve ark.,
2007; Sun, 2008; Petronelli ve ark., 2009). 2-siyano-3,12-diokzoolean-1,9-dien-28-oik

asit (CDDO) ve C-28 metil ester (CDDO-Me) ve imidazol (CDDO-Im) gibi Oleanolik
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asitin ve ursolik asit triterpenoidlerinin sentetik tiirevleri yiiksek antitiimor aktivite
giiciine ve normal dokularda diisiik toksisiteye sahip olmasiyla karakterize edilen yeni
anti-kanser terapotik maddelerin son derece giiglii bir sinifi olarak kabul edilmistir (Liby
ve ark., 2007; Setzer ve Setzer, 2003; Kress ve ark., 2007; Sun, 2008; Petronelli ve ark.,
2009). CDDO?’ tiirevlerinin kimyasal yapist Sekil 1.4°de verilmistir. CDDO tiirevleriyle
ilgili simdiye kadar ki en kapsamli bilgi 16semi, multipl miyeloma, osteasarkom, meme,
akciger, kolorektal, prostat, beyin ve pankreas kanseri tiimor hiicreleri dahil olmak
tizere farkl tipteki tiimor hiicrelerine karsi giiclii bir antikanser etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica sakiz yagmin antimikrobiyal aktivitesine dnemli katkida bulundugu
bilinen Verbenone, a-terpineol ve linalool gibi ¢ok sayida iz bilesende bulunmustur.
Sakiz recinesinin %3’iiniin esansiyel yag, %25’inin polimer poli B-myrcene ve %
72’sinin  polimer icermeyen sakiz ekstraktindan meydana geldigi bildirilmistir
(Sarantinidis ve Smyrnioudis, 2011). Ayrica polimer igermeyen sakiz reginesi
ekstraktinin 3 farkli fraksiyona sahip oldugu rapor edilmistir: (1) Dogal polimerler;
poly-B-myrcene, (2) asidik fraksiyonlar; triterpenler gibi asidik maddeler bu gruptandir,
oleanonic acid, moronic acid, 24Z-masticadienonic acid, 24Z-isomasticadienonic acid,
24Z-masticadienolic acid, 24Z-isomasticadienolic acid bunlara 6rnektir (3) Notral
fraksiyonlar, triterpenik aldehit ve alkoller gibi nétral bilesikler olup bunlara tirucallol,
dammaradienone, 28-norolean-12-en-3-one, oleanonic aldehyde, oleanolic aldehyde
ornek olarak verilebilir. Bunun yanisira sakiz reginesi lizerine yapilan analizler sonucu,
cogunlugu antikanser aktivitesi gosteren ¢ok sayida ucucu ve ugucu olmayan bilegenler
Cizelge 1’de verilmistir (Sarantinidis ve Smyrnioudis, 2011). Yapilan ¢alismaya gore
sakiz (yagmin) anti bakteriyel bilesenlerinin verbenone, a-terpineol ve linalool oldugu
ve bu bilesenler ve poly-f-myrcene’nin ayni zamanda sakiz reginesine yapiskanlik
ozelligi veren bilesenler oldugu da vurgulanmistir. Bununla birlikte, sakiz recinesinin
asidik fraksiyonlarinda ayr1 ayri1 bulunan, asidik bilesiklerden secilen izole edilmis
bilesimlerin ¢esitli kanser tiplerine kars1 tedavi edici etkileri ortaya konmustur.
1.5. Biyoteknolojik Yontemlerle Cogaltim

Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi meydana getirme yetenegine sahip bitki
kisimlarindan (kok, govde, embriyo, siirgiin) yapay besin ortaminda ve aseptik
kosullarda yeni bitkilerin elde edilmesine mikrogogaltim denir. Bitkilerin in vitro
tiretimi, kullanilan eksplantin Gzelligine gore (embriyo, meristem, kallus, hiicre,

protoplast kiiltiirii) adlandirilir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri, geleneksel ¢ogaltimda
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(asilama ve cogaltim) karsilasilan zorluklarin giderilmesi i¢in de kullanilmaktadir
(Cheong, 2012).

Belirtilen biyoteknolojik tiretim tekniklerin uygulunmasiyla, sakiz agacinin
iyesi oldugu Pistacia cinsinin bazi tiirlerde P. vera L. (Barghchi ve Alderson, 1985;
Onay ve ark., 1995; Tilkat ve Onay, 2009; Akdemir ve ark., 2014), P. khinjuk Stocks
(Barghchi, 1986; Tilkat ve ark.,2005; Akdemir ve ark., 2014), P. terebinthus L.
(Pontikis, 1984; Nacheva ve ark., 2010), P. atlantica Desf. (Cetiner ve ark., 1997;
Onay, 1998; Akdemir ve ark., 2014), P. mutica (Barghchi 1982; 1986b; Ghoraishi,
2006), P. integerrima (Cetiner ve ark., 1997) ve P. palaestina Boiss (Barghchi 1982,
1986b) ait basarili ¢calismalara rastlanmaktadir. Bununla birlikte tez konusunu olusturan
P. lentiscus’ a ait yapilan biyoteknolojik c¢alismalar son yillarda literatiirde yer
almaktadir (Yildirim, 2012; Onay ve ark., 2014; Kiling ve ark., 2015).

Bitki, hiicre, doku ve organ kiiltiirli teknikleri, tiirlerin hizli klonal ¢ogaltima,
genetik olarak manipiile edilen iistiin klonlarin rejenerasyonu, genetik kaynaklar
korunmasi, sekonder metabolitlerin iiretimi ve degerli bitki cesitlili§inin ex vitro
muhafazasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Anis ve ark., 2009; Anis ve ark., 2011).
Ayrica bu teknikler, bitki 1slah ¢aligmalarinda ve bu bilesiklerin biyosentez
miktarlarinin arttirilmasi ¢alismalarinda geleneksel yontemlere ek ve alternatif bir arag
olarak da kullanilir. Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, bitki hiicre ve organ
kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin biyoteknolojik olarak {iretimi cazip bir alternatif
yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Skrzypczak—Pietraszek ve ark., 2014). Ozellikle
belirli bitkilere ait olan 6nemli bilesikler, bitki hiicre, doku ve organ Kkiiltiirleri
kullanilarak elde edilebilmektedir (Verpoorte ve ark., 2002). Hiicre, doku ve organ
kiiltiirlerinin, klasik yOntemlere oranla hizli ¢ogalma oranlarma sahip olusu ve
biyosentez donglisii bakimindan daha kisa siire gerektirmeleri, daha yiiksek bir
metabolizma orani saglamaktadir (Rao ve ark., 2002).

Son yillarda, biyokiitle birikimi ve hiicre hatlarinin iyilestirilmesi, besi ortami
optimizasyonu, elisitasyon, onciil metabolit eklenmesi, metabolik miihendisligi,
permeabilizasyon, immobilizasyon ve biyotransformasyon, biyoreaktor sistemlerinde
mikrocogaltim yontemleri gibi sekonder bilesiklerin sentezi i¢in ¢esitli yeni stratejiler
gelistirilmistir.

Klasik yontemlerle, ikincil metabolitlerin iiretilmesinde birgok dezavantaj (diisiik iiretim

ve cevre sartlarina gore degisken iiretim) bulunmaktadir (Murthy ve ark., 2014).
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Ozellikle, sakiz agacinin ¢ogaltiminda tohumlar kullanildigindan (Celiklerin koklenme
orani diigiik olmakta ya da hi¢ olmamakta), degisik genotiplerin ortaya ¢ikmasi ve sakiz
tretiminde kalitatif ve kantitatif farkliliklarin olugmasit s6z konusudur. Bu gibi
sorunlarin iistesinden gelmek ve ikincil metabolit iiretimini arttirmak i¢in biyoteknolojik
yontemlerden (bitki hiicre kiiltiirleri vb.) yararlanilmaktadir (Ramachandra Rao ve
Ravishankar, 2002; Murthy ve ark., 2014). Bitki doku ve hiicre kiiltiirii yontemleri,
ikincil metabolitlerin sentezi ve liretiminin arttirilmasi i¢in alternatif bir yaklagimdir.

Bu baglamda sakiz bitkisi ekstraktlarinda dogal olarak bulunan antikanser ve
Antihelikobakter etki gosterdigi bilinen triterpenoidlerin (6zellikle oleanonic asit,
moronic  asit, 24Z-masticadienonic  asit, 24Z-isomasticadienonic  asit, 24Z-
masticadienolic  asit, 24Z-isomasticadienolic asitin) biyoteknolojik metotlarla
miktarlarinin arttirilabilmesi igin, juvenil sakiz agaci (Pistacia lentiscus L.) siirgiin
kiiltiirlerine elisitdér uygulamalarinin etkisinin belirlenmesi tez g¢aligmasinin amacini

olusturmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Vasconsuelo ve ark., (2003) Yapilan bu c¢alismada Rubia tinctorum L.(kdkboya)
bitkisinde kitosanin (elisitdr) antarakinon iiretimi {izerindeki sinyal mekanizmasini
arastirmiglardir. Rubia tinctorum’da kitosanin, antrakinon sentezini % 100’e yakin
seviyede 6nemli derecedede uyardigim ve fosfolipaz C, Ca*? ve protein kinaz C’nin
inhibisyonunun ise, kitosanin aktivasyonunu biiylik oranda diisiirdiigiinii, sonu¢ olarak
Rubia tinctorum L. bitkisine kitosan uygulamasinin antrokinon iiretimini artirmasinda
fosfolipaz C, Ca*? ve protein kinaz C’nin énemli rolii oldugunu bildirmislerdir.

Yaoya ve ark., (2004)  Yaptiklar1 ¢alismada Pharbitis nil'in( CuSO, ve MelJA
muamele edilmis sagak kok kiiltlirlerinde umbelliferon, skopoletin, skimmin iirettigini
rapor etmislerdir. CuSO4 uygulamasindan 16 saat sonra umbelliferon {retiminin
maksimum diizeye ulastifi, diger bilesiklerin iiretiminin ise azaldigit minimum
seviyenin ise uygulamadan 8 saat sonra olustugu belirlenmistir.

Aziz ve ark., (2006) Kitosan oligomerleri (CHN 1,5/20) ve bakir siilfat uygulamalarinin
tiztimde gri ve tiiylii kiiflere karsi savunma mekanizmasini uyarmasi iizerine yaptiklari
caligmada en yiiksek fitoaleksin iiretimini % 20 deasetilasyon derecesine sahip 1500 Da
molekiil agirliginda 200 pg/ml kitosan igeren besi ortaminda 48 saatlik inkiibasyon
sonunda elde edilmistir. Uziim yapraklarinda kitosan uygulamas: kitinaz ve beta-1,3-
glukanaz aktivitesinin belirgin bir sekilde indiiklenmesine yol actigi bildirilmistir.
Kitosanin bakir siilfat ile birlikte uygulanmasinin siddetli bir sekilde fitoalaksin
birikimini uyardig: bildirilmistir. Bakir siilfatin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda tek
basma kullanimi dahi asma yapraklarinda onemli seviyede fitoaleksin {iretimine yol
actigr rapor edilmistir. Sonu¢ olarak asma yapraklarinda bakir siilfat ve kitosan
uygulamalarinin kiiflerin meydana getirdigi enfeksiyona karsi koruma sagladigr da
belirtilmistir.

Perassolo, (2007) Rubia tinctorum siispansiyon kiiltiirlerinde antrakinon (AQ) iiretimi
lizerine prolin ve aminoindan-2-fosfonik asidin (AIP) etkisini arastirmiglardir. Kiiltiir
ortamma 0.25 mM prolin veya 100 uM AIP ilavesinin, R. tinctorum siispansiyon
kiiltiirlerinde AQ biyosentezini % 50'ye kadar arttirdigini tespit etmislerdir. Fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) aktivitesinin prolin varliginda daha yiliksek oldugu ancak bu
durumun fenolik asit i¢eriginde herhangi bir degisiklige yol agmadigini, glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz (G6PDH) aktivitesinin de prolin uygulamasindan etkilenmedigini
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belirtmislerdir. Protein ile tedavi edilen hiicre kiiltiirlerinde AIP ilavesi, PAL
inhibisyonu ve diisiik fenolik asit icerigi seviyelerini Uretmistir. Bu sonuglar, R.
tinctorum siispansiyon kiiltiiriindeki AQ seviyesinin metabolik manipiilasyonla ve ortak
bir substrat icin AQ'larla rekabet eden metabolik yollarin kilit enzimlerinin
inhibisyonuyla arttirilmasimnin miimkiin oldugunu gostermektedir. AIP uygulamasinin
PAL inhibisyonuna ve fenolik asit seviyesinin ise diismesine yol agtigi bildirilmistir.
Dewir ark., (2010) Panax ginseng'de biyokiitle birikimini ve ginsenosid iretimini
arttirmak i¢in elisitor olarak kullanilan farkli ¢oklu doymamis yag asitleri ile ilgili
caligmalarinda, bitkinin adventif kok kiltiirlerini, sirasiyla 0, 1, 5, 10 veya 50 pmol/I
konsantrasyonlarinda oleik ve linolenik asit ile elisite etmislerdir. Kiiltiiriin 40. giiniinde
adventif kokler ortamina elisitor eklendigi ve 47. gilininde koklerin toplandigi
arastirmada, oleik asit ilavesinin kok biyokiitle ve ginsenosid birikimini azalttigini,
ancak 1 pmol/l linolenik asit ilavesinin kok biyokiitlesi azalmasina yol agmadan
ginsenosid birikimi arttirdigini  bildirmislerdir. Linolenik asit uygulamasinin hem
protopanksadiol (2.95+0.048 mg/g DW) hem de protopanksadiollerin (5.66+0.043 mg/g
DW) biyosentezini kontrol grubundaki seviyelerine oranla (1.41+0.002 mg/g DW ve
1.58+0.006 mg/g DW) arttirdigin1 belirtmislerdir.

Acharya ve ark., (2011) Rapidus sativus L.'de arasidonik asit, bakir kloriir, kitosan,
izonikotinik asit ve salisilik asit gibi abiyotik elisitorler kullanilarak bitkinin
yapraklarina piskiirtildiikten 24 saat sonra, nitrik oksit (NO), b-1,3 glukanaz,
peroksidaz, polifenol oksidaz ve fenoliklerde 6nemli bir artis oldugu bildirilmistir.
Raghavendra ve ark., (2011) Mucuna pruriens (kadife fasulye) bitkisinde bulunan
yiiksek derecede aktif bir allelokimyasal olan ve Parkinson hastaliginin tanisinda
norotransmitter bir onciil olarak kullanilan L-Dopa (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) ‘nin
bazi elisitorler araciligiyla enzim tretimi {izerine yaptiklari arastirmada Oncelikle 6-
benzilaminopurin (BAP) ve indol asetik asit (IAA) ile destekli MS besi ortaminda
stispansiyon kiiltlirinii baglatmiglardir. Elisitor olarak farkli konsantrasyonlarda MeJA,
kitin, pektin, maya ekstrakti ve L-tirozin onciillerini kullanmiglardir. Elisitor muamele
edilen kiiltlirlerden kontrol grubuna oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda L-Dopa
tiretildigini tespit etmislerdir.

Krzyzanowska ve ark.,. (2011) Mentha piperita'nin (nane) hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde jasmonik asit ve metil jasmonat olmak tizere 2 farkli elisitoriin biyokiitle

ve rosmarinik asit (RA) birikimi iizerine etkilerini incelemislerdir. En yiiksek
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rosmarinik asit birikiminin 117.95 mg/g KA (% 12 KA) oldugu ve 100 uM metil
jasmonat ilavesinden 24 saat sonra ol¢iildiigii, 200 uM jasmonik asit uygulamasindan
48 saat sonra ise yine benzer bir konsantrasyonla 110.12 mg/g KA elde edildigi ve bu
degerlerin kontrol grubuna oranla yaklasik 1,5 kat yiiksek oldugu ancak elisitor
uygulanan kiiltiirlerin diisiik biyokiitle birikimine sahip olduklar1 bildirilmistir.
Al-Jibouri ve ark., (2012) Yaptiklar: ¢calismada Origanum vulgare L.'nin (kekik) kallus
kiiltiirlerini 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), Naftalin asetik asit (NAA), Benzil
Adenin (BA) ve Kinetin (Kn) i¢eren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda ve karanlik
sartlarda baslatmiglar ve ¢aligmada abiyotik elisitorlerin(50 g / L sukroz, 200 mg / L
NaCl ve 50 veya 100 mg / L prolin) tymol tiretimi iizerine etkilerini arastirmislardir.
Alt1 hafta sonra kalluslarin taze ve kuru agirliklarii kaydettikleri caligmada elisitor
uygulanan kiiltiirlerin taze agirliginda kontrol grubuna oranla 6nemli seviyede azalma
meydana geldigi, kontrol grubunda tymol konsantrasyonunun 146.6 ppm seviyesinde
oldugu 50 veya 100 mg / L prolin uygulamasinin en yiiksek tymol olusumuna yol agtig1
bunu sirasiyla sukroz uygulamasinin takip ettigini ancak tuz uygulamasimin kontrol
grubuna oranla tymol iiretimini % 50.56 oraninda azalttigin1 bildirmislerdir.

Baque ve ark., (2012) Yaptiklar1 ¢alismada, Morinda citrifolia (noni) bitkisinin
adventif kok siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan ve pektin elisitorlerinin bitkideki
antrakinonlar (AQ), fenolikler ve flavonoidlerin birikimi iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Kitosan ve pektininin ¢esitli kombinasyonlari ile tek basina kitosan
uygulamasinin sekonder metabolitlerin biyosentezini arttirdigini ancak kok biiytimesini
inhibe ettigini, maksimum kok biiyiimesinine ait inhibisyonun, %36-79 hiicre 6liimii ile
elisitorlerin 6liimciil etkisine bagli olabilecegini, optimum metabolit biyosentezini
arttrmak i¢in en uygun elisitér konsantrasyonun 0.2 mg/ml kitosan oldugu ve bu
konsantrasyondan sirasiyla, AQ, fenolik ve flavonoidlerin 103.16, 48.57 ve 75.32 mg g
! kuru agirliga sahip oldugunu gozlemislerdir. Kiiltiiriin 28’inci giiniinde iki giinliik 0.2
mg ml? kitosan elisitasyonundan sonra kok biiyiimesinin diisiik seviyede azalma
gostermesine ragmen AQ, fenolik ve flavonoid birikimi bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sirasiyla %45, %8 ve %12 oraninda artis gosterdigi rapor
edimislerdir.

Yamaner ve ark., (2013) Hypericum adenotrichum Spach'in (kizilcikotu) invitro
fidelerinde mannan ve pektinin hiperisin  biyosentezi {izerindeki etkilerini

incelemislerdir. H. adenotrichum fidelerini, 15 ve 30 giin boyunca mannan (10, 50 ve
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100 mg/L) veya pektin (10, 50 ve 100 mg/L) iceren modifiye bir MS ortaminda
yetistirmislerdir. En iyi sonuglarin 15 giin boyunca 50 mg/LL mannan veya pektine
maruz birakildiktan sonra elde edildigini, mannan uygulamasinin psddohiperisin ve
hiperisin tiretimini sirasiyla 2,8 ve 1,7 kata kadar arttirirken, pektin uygulamasinin ise,
sirastyla 4.8 ve 2,7 katina kadar arttirdigini belirtmislerdir.

Zare ve ark., (2014) Papaver bracteatum (adamagusu) bitkisinin hiicre siispansiyon
kiiltirlerinde elisitor olarak MeJA ve Ultra ses dalgalarinin ayri ayri ve L-tirozin ile
kombinasyon halinde tebain {iretimi {izerine etkilerini arastirmislardir. L-tirozin
ilavesinin hiicre biyokiitlesinde 6nemli degisikliklere yol agmadigini ancak kontrol
grubuna oranla tebain liretimini 6nemli seviyede arttirdigini, MeJA (100 uM) ve L-
tirozin (2 mM) kombinasyonu uygulamasinin ise uygulamadan alti giin sonra tebain
miktarin1 84.62 mg/l seviyesine kadar arttirdigini, 20 s ultra ses dalgasi uygulamasinin
ise biyokiitle ve hiicre biiyiimesini 6nemli derecede azalttigin1 ancak tebain iiretimini
uygulamadan sonraki altinci giinde 39.60 mg seviyesine yiikselttigini rapor etmislerdir.
Bunun yani sira 10 s ultra ses dalgasi ile 2 mM L-tirozin kombinasyonu uygulamasinin
sadece 2 mM L-tirozin ya da sadece 10 s ses dalgasi uygulamalarina oranla ¢ok daha
yiiksek tebain liretimine yol a¢tigini da belirtmislerdir.

Nartop ve ark., (2015) Astragalus trojanus Stev.,’a (Canakkale geveni) ait tohumlari in
vitro kosullarda ¢imlendirmis en yiliksek rejenerasyon kapasitesine sahip 3 klona ait
govde ve yaprak eksplantlarini farkli BBD (kinetin, NAA, 2,4-D, TDZ ve IAA) iceren
besin ortamlarinda), ¢evre kosullar1 (1000 ve 4000 lux 1sik ve karanlik) besin ortami
bilesimlerine (MS ve WPM) maruz birakarak kallus olusturma kapasitelerini arastirmis
ve hem MS hem de WPM besin ortamlarinin kallus olusumunu tetikledigini bildirmistir.
Govde eksplantlarinda yaprak eksplantlarina gore daha yiiksek miktarlarda kallus
rejenere oldugunu 4 ve 8 mg/L 2,4-D igeren WPM besin ortamlarinda %100 kallus
olusumu tespit ettigini, 100 pg/L selenyum ve iki kat WPM vitaminlerinin eklenmesiyle
karanlik kosullarda kallus biyokiitlesinin (78 mg) arttigin1 rapor etmistir. Hiicre
slispansiyon kiiltiirlerinde farkl elisitorler (MeJA, jasmonik asit, salisilik asit ve pektin)
ve prekiirsor (B-sitosterol) uygulamasini yaptigini, siispanse hiicrelerde, 50 mM MeJA
ile elisite edilmis kiiltiirlerin 14. giiniinde en yiiksek astragalozit-1V igerigi, en yiiksek
18 sikloastragenol icerigi 50 mM jasmonik asit eklenen Kkiiltiirlerin 28. giinlinde

saptadigini rapor etmisler.
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Pratibha ve ark., (2015) Prolin ve polictilen glikol (PEG) iin elisitor olarak
kullanildig1 Stevia rebaudiana'nin (sekerotu) kallus ve siispansiyon kiiltiiriinde, steviol
glikozitlerinin (SGs) tiretimi {izerine etkilerini arastirdiklar: ¢alismada 5 mM prolin ve
% 5 PEG ilavesinin Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biyokiitle miktarini arttirdigini
ancak bu elisitorlerin daha yiliksek konsantrasyonlarinin ise biyokiitle miktarini
azaltigim1 tespit etmislerdir. Kimyasal stres uygulamasinin SGs lerin iiretimini
arttirdigini, kallus kiiltiirlerinde 7.5 mM prolin ve % 5 PEG uygulamasinin sirastyla
SGs miktarin1 % 1.09 ve % 1.83'e yiikselttigini bunun yani sira siisiipansiyon
kiiltiirlerinde yine ayni konsantrasyonda prolin ve PEG uygulamasimin onuncu giinde
SGs seviyesini sirasiyla 3.7 kat (% 5.03) ve 4.7 kat (% 6.38) arttirdigini bildirmiserdir.
Anusha ve ark., (2016) Celastrus paniculatus bitkisinin yaprak eksplantlarindan 1,5
mg/l 2,4-D ve 1 mg/l NAA ile destekli MS besi ortaminda kallus kiiltiirleri baslatilmus,
kallus kiiltiirlerine elisitér olarak jasmonik asit eklenmek suretiyle fenolik bilesenlerin
miktarlarinin arttirildig1 da rapor edilmislerdir.

Cetin ve Baydar, (2016) Bu calismada iiziim bitkisine (Vitis vinifera L.) ait Kalecik
Karas1 ve Okiizgdzii ¢esitleri hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde fenolik bilesiklerin
tiretimi tizerine 0.1 ve 1.5 mg/l kadmiyum siilfat (CdSOy), 0 ve 10 uM metil jasmonat
ve 0, 0.20 ve 0.25 M sakkaroz uygulamalarinin etkilerini aragtirmiglardir. 1.5 mg/I
CdSO4 ve 1.0 mg/l MeJA uygulamasinin iki kiiltivarlarda da en yiiksek fenolik
tiretimine, Ozellikle Kalecik Karasi’nin 1.5 mg/l CdSO4 uygulamasi1 en yiiksek toplam
fenolik (3.144 mgl/g antosiyanin (1.672 CV g™) ve trans-resveratrol (3.650 pg/g)
olusumuna, 10 pM'de MeJA uygulamasinin Okiizgdzii'nde en yiiksek trans-resveratrol
birikimine (11.681 npg/g) ve 0.20 M sukroz uygulamasinin Kalecik Karasi’nda en
yiiksek toplam fenolik (4.215 mg/g) ve trans-resveratrol (7.550 pg/g) ile en ¢ok
antosiyanin olusumuna yol ac¢tigini belirtmislerdir.

Gabr ve ark., (2016) Devedikeni (Silymarin marinum) bitkisinin yaprak
eksplantlarindan 5 mg/l NAA, 2 mg/l Kin ve 0.1 mg/l GA;s ile desteklenmis MS
ortaminda baslatilan kallus kiiltiirlerinde 20, 40 ve 80 mg/l MeJA uygulamasinin
silimarin ve fenolik bilesik birikimini yiliksek oranda arttirdigi ve kontrol gruplarinda
tespit edilmeyen Silybin A & B birikimini uyardigi rapor edilmistir.

Li ve ark., (2016) Yaptiklar1 bir ¢alismada, patojenik bir mantar olan Fusarium

sambucinum'dan izole ettikleri kitosan ve oligokitosanin, Z. bungeanum bitkisinin
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savunma sistemini tetikleyen bir faktor olarak hareket ederek, bitki hiicrelerinde
sekonder metabolizmay1 aktiflestirdigi rapor edilmislerdir.

Sirhindi ve ark., (2017) Bu ¢alismada 130 mM tuz stresine maruz biraktiklar: 7 gilinliik
Vigna radiata (mas fasulyesi) fidelerinde jasmonik asit (JA) 'min toplam fenolik,
flavonoid bilesiklerin kantitatif ve kalitatif analizi ile fizyo-biyokimyasal 6zellikleri ve
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesi lizerindeki etkisini incelemisler. Sonug
olarak tuz uygulamasimnin kok ve siirgiin uzunlugunu ve klorofil igerigini azalttigini,
fakat JA'nin eksojen uygulamasimin hem kok hem de siirglin uzunlugunu iyilestirdigini
ve PAL aktivitesini arttirdigini, bdylece toplam fenol ve flavonoid seviyelerini de

yiikselttigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Sakiz bitkisi i¢in materyal kaynagi olarak, Izmir’in Cesme ilgesinde bulunan
Ciftlikkoy beldesi civarinda dogal olarak yetisen ve iyi sakiz verdigi bilinen disi
agaclardan elde edilen tohumlar kullanilmistir. Tohumlar Kiltiir baglatma ¢aligmalari
icin, kuru plastik kaplar iginde laboratuvara getirilerek kiiltiire alinana kadar +4°C’ ta
buzdolabinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.1 A,B).

Sekil 3.1. (A) Disi sakiz agacina ait meyveler, (B) mezokarp1 uzaklastirilmig meyveler

3.2. Yontem
3.2.1. Doku Kkiiltiirii 6n hazirhk uygulamalar
3.2.1.1. Sterilizasyon islemleri ve besi ortamlarimin hazirlanmasi

In vitro c¢aligmalarda kullanilan malzemelerin steril olmasi kontaminasyon
riskini azalttigt ve basarili sonuglar elde etmede biiyiikk 6nem tasidigindan calisma
oncesinde ekipmanlarin dzelliklerine gore steril edildi.

Kiiltiir odasina girilmeden bir giin 6nce; steril kabin i¢i ve dis yiizeyi %96’lik
alkol ile temizlenerek, odanin kapi, raf, taban vs. gibi yerler seyreltilmis NaOCI ile
temizlendikten sonra zaman ayarli ultraviyole (UV) lambasi agilarak gece 2-3 saat
caligmas1 saglanarak odanin genel sterilizasyonu tamamlandi. Cam malzemeler
(erlenmayer, cam sise, meziir, balon joje, pipet vb.) sadece sicak su kullanilarak fir¢a
yardimiyla temizlendi. Daha sonra {i¢ defa saf sudan gecirilerek 180°C’de etiivde 3 saat
bekletilmek suretiyle sterilizasyonu tamamlandi. Caligmada kullanilan pens ve bisturiler
ise %96’lik etil alkol ile temizlendikten sonra cam boncuklu sterilizatorde (Steri 350

swiss made) 10 sn. siire ile 250°C’de sterilize edildi. Magenta GA-7 kiiltiir kaplari ise,
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121°C’de, 1 atm. basing altinda, 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi. Distile
sular 121°C’de 15 psi basing altinda 3 saat boyunca etiivde bekletilerek sterilize edildi.
Bitki biiyiime odas1 40 pmol m™s™ yogunluktaki 151k siddetine sahip olup, ortam
sicakligimi 25+£2 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat)
bulunmaktadir. Fotoperiyot; bir zaman ayarlayici ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
olacak bigimde ayarlanmis ve beyaz fliioresan lambalar kullanildi. Besi ortamlari
hazirlanirken 6nceden olusturulmus stok ¢ozeltilerden 1 litre igin gerekli miktarlar
alinarak behere aktarildi sonra gerekli bitki biiylime diizenleyici miktarlar1 eklendi.
Uzerine 30 g siikroz eklenip eritildi, hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Sonra
ortamin pH’s1 seyreltilmis NaOH (sodyum hidroksit) veya HCI (hidrojen kloriir)
kullanilarak 5.8’e ayarland1. 6.4 gr agar ilave edildikten kiiltiir kaplarina yaklasik 50’ser
ml olmak tizere dokiildii. Kapaklar1 kapatilan kiiltiir kaplari, 121°C’de 15 dk. otoklava

birakilarak sterilize edildi.

3.2.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Bitki biiyiime diizenleyicilerine (BAP-IBA) ait stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
icin, ihtiyag duyulan miktarlar tartildi. Stok ¢ozeltiler genellikle mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere
aktarildi. Sonra her madde 5-10 ml kadar 1N HCI iginde kii¢iik magnetik karistiricilarla
birlikte ¢ozdiiriildii. IBA ise 5-10 ml’lik alkolde eritildi. Eritilen BBD steril saf suyla 50
ml ya da 100 ml’ye tamamlanarak homojenize edildi. Baz: bitki biiylime diizenleyicileri
(IBA) sicakta bozulacag: icin filtre ile sterilize edildikten sonra besi ortamina ilave
edildi. Biiyiime maddelerine ait stok ¢ozeltiler buzdolabinda 4°C’de saklandi ve rutin bir

sekilde, kullanim yogunluguna bagli olarak uygun periyotlarla taze olarak hazirlandi.

3.2.1.3. Kullanilan besi ortami icerigi

Yapilan ¢alismalarda MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortami modifiye
edilerek kullanildi. Besi ortami1 6.4 g/l agar ile desteklendi. Kullanilan besi ortamlarina
ait stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlari
ve 1L MS besi ortaminin hazirlanmast ile ilgili bilgiler asagida verilmistir (Cizelge 3.1.,

3.2.ve 3.3).
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Cizelge 3.1. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok soliisyonlar ve miktarlari

MS MakroElementler Ana Soliisyonu

NH;NO 16.59

KNO; 19.0¢g

CaCl,.2H,0 4449

MgS0O,.7H,0 3749

KH,PO4 179

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu

H3BO,4 620 mg

MnSQO,4.4H,0 1695 mg

ZnS0,.7H,0 860 mg

Kl 83 mg

Na,MoO,2H, 25 mg

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu

CuSQ,4.5H,0 25mg

CoCl,. 6H,0 25 mg

Steril saf su 200 ml’ye tamamlanir.
Kompleks Kelator Ana Soliisyonu

FeSO,.7H,0 3.725¢g

Na,EDTA 2.785¢

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu

Nikotinik Asit 50 mg

Glisin 200 mg

Piridoksin HCI 50 mg

Steril saf su 100 ml’ye tamamlanur.

B1 Vitamini Ana Soliisyonu

Tiamin HCI 10 mg

Steril saf su 100 ml’ye tamamlanur.
Myo-inositol

myo-inositol 100 mg

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2. Besi ortamlarina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinin tip ve gesitleri.
BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu (107)

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

IBA (Indol-3 butirik asit) Ana Soliisyonu (107)

IBA 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 3-5ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.
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GA; (Gibberelik asit) Ana Soliisyonu

GA; 100 mg
3-5¢cc %95°1ik etil alkol
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

Cizelge 3.3. Standart MS besi ortam igerigi* (gl™)
Temel MS besi ortaminin icerigi

MS ana soliisyonu 100 ml

MS-1 10 ml

MS-2 Iml

Komplex kelator 10 ml

Vitamin karigimi 1ml

myo-inositol 10 ml

B1 vit. ana soliisyonu 1ml

Agar 6.49g

Sakkaroz 309

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanmigtir.

* Tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alinmustir.

3.2.2. Doku Kkiiltiirii uygulamalar:
3.2.2.1. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Olgun tohumlar sert kabuklarindan bir kirici yardimiyla ayrilarak, %20 lik
Sodyum hipoklorit (NaOCI-ACE) igerisinde 20 dakika siiresince ¢alkalandiktan sonra, 3
defa 5’ er dakika steril distile suda ¢alkalanarak ¢amasir suyundan arindirildi (Kiling ve
ark., 2015).
3.2.2.2. Tohum ¢imlendirilmesi ve siirgiinlerin proliferasyonu ve muhafazasi

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra 1 mg/l IBA destekli
MS besi ortaminda ¢imlendirilerek (Onay ve ark., 2014), elde edilen aksenik gévdelerin
cogaltimi, 1mg/l BAP, 0.5 mg/l GA; ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirildi
(Kiling ve ark., 2015). Ozetlenecek olursa, juvenil siirgiinlerin proliferasyonu igin 1
mg/l BAP, 30 g scker ve 6.4 gr agar iceren MS besi ortami temel proliferasyon ortami
olarak kullanilarak stok kiiltiirler olusturuldu.

KBAG 1107941 nolu proje kapsaminda olgun ve juvenil sakiz agaci
genotiplerinin in vitro rejenerasyon protokolleri tanimlanmistir (Yildirim, 2012; Kiling
vd., 2014 ve Onay vd., 2014b). Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar 1 mg/l IBA
destekli (Indol Biitirik Asit) MS besi oratmina(Onay ve ark., 2014b), ekildikten sonra
16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 3000 lux lambalarla aydinlatilan bitki biiyiitme
odasinda 28 giin boyunca bekletilerek ¢imlendirildi. Daha sonra ¢imlendirilen
tohumlardan alinan, aksenik gévde uclar1 ve nodal tomurcuklarin ¢ogaltimi ise, Img/l

BAP (Benzil Amino Piirin), 0.5 mg/l GA3 (Giberellik Asit) ile destekli MS besi
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ortaminda gergeklestirildi. (Yildirim, 2012; Onay ve ark., 2014b ve Kiling ve ark.,
2014). Proliferasyon MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortaminda 16 saat aydinlik 8
saat karanlik ve 3000 lux lambalarla bitki biiylitme odasinda 28 giin boyunca
bekletilerek ¢ogaltidi. Tez c¢alismamizda kullanilan bitkisel materyaller asagida
gosterilmistir (Sekil 3.2 A, B, C).

Sekil 3.2. (A) 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan tohumlar, (B) 4 haftalik
kiiltiir siiresi sonrasinda ¢imlenen tohumlar, (C) Kiiltiir siiresi sonrasinda geligsen bitkilerden alinan
stirgiinlerin 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l GAj igeren MS besi ortaminda ¢ogaltilmalari.

3.2.2.3. Aksenik siirgiin kiiltiirlerine uygulanacak elisitorlerin hazirlanmasi ve

uygulanmasi

3.2.2.3.1. Elisitorlerin hazirlanmasi

Elisitor olarak; Jasmonik Asit, Metil Jasmonat, Kitosan, Prolin, Prolin Metil
Esteri, Tirozin, E vitamini (a-Tocopherol), P. khinjuk Ekstrakti, P. vera Ekstrakti, P.
terebinthus Ekstrakti, P. lentiscus Ekstrakti, Mannan, Peptidoglikan, P.atlantica

ekstrakti, Zimosan A eklendi.

Cizelge 3.1. Eklenilen elisitorler ve konsantrasyonlari

Elisitor Tipi Konsantrasyon

Jasmonik Asit 0.5 mg/l 1 mg/l 2 mg/l
Metil Jasmonat 0.5 mg/l 1 mg/l 2 mg/l
Kitosan 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
Prolin 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
Prolin Metil Esteri 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
Tirozin 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
E vitamini (a-Tocopherol) 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
P. khinjuk Ekstrakt1 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
P. vera Ekstrakti 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
P.terebinthus Ekstrakt: 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
P. lentiscus Ekstrakti 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
Mannan 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I
Peptidoglikan 1 mg/l 2 mg/l 4 mg/l
P.atlantica ekstrakti 50 mg/I 100mg/I 200 mg/I
Zimosan A 1 mg/l 2 mg/l 4 mg/l
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Ayrica, elisitasyonlarin uygulanmasi 6ncesinde, bazi elisitor tiplerinin hazirlig
asagida ifade edildigi sekilde yapildi. Asagida verilen elisitorlerin hepsi Cizelge 1’de
belirtilen miktarda besi ortamina otoklav sonrasi ilave edildi.

Jasmonik Asit: Yeterli hacimde jasmonik asit %96’k etil alkolde ¢oziilerek 1 mg/ml
konsatrasyonda stok hazirlandi. Hazirlanan stok 0.22 um lik mikro filtreden gegirilerek
steril edildi ve kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Metil Jasmonat: Yeterli hacimde metil jasmonat %96’lik etil alkolde ¢oziilerek 1
mg/ml konsantrasyonda stok hazirlandi. Hazirlanan stok 0.22 pum lik mikro filtreden
gecirilerek steril edildi ve kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Kitosan: 50 mg kitosan tartildi. Konsantrasyon 50 mg/ml olacak sekilde 1 N HCI‘te
coziilerek, 50 °C’de 2 saat karistirildi, akabinde NaOH pelet (yaklasik 10 tane atildi)
kullanilarak pH’ 1 yaklasik 5.8’e ayarlandi. Ardindan 121 °C’de 1.2 atmosfer basing
altinda 20 dakika otoklav edilerek kullanincaya kadar 4 °C’de sakland.

L-Prolin: 50 mg L- Prolin tartildi ve NaOH’ de ¢oziilerek 50 mg/ml olacak sekilde stok
hazirlanarak pH’s1 5.8 ayarlandi. Hazirlanan stok 0.22 pm lik mikro filtreden gecirilerek
steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

L-Prolin Metil Esteri: 50 mg L- Prolin Metil Esteri tartildi ve dH,O’da ¢oziilerek 50
mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi. Hazirlanan stok 0.22 pum lik mikro filtreden
gecirilerek steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

L-Tirozin: 50 mg L-Tirozin tartildi ve HCI’de ¢6ziilerek 50 mg/ml olacak sekilde stok
hazirlanarak pH’s1 5.8 ayarlandi. Hazirlanan stok 0.22 um lik mikro filtreden gegirilerek
steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

E vitamini (a-Tokoferol): 50 mg E-Vitamini alinarak EtOH’ da ¢oziilerek 50mg/ml
olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok 0.22 pum lik mikro filtreden
gecirilerek steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de sakland.

Mannan: 50 mg mannan tartildi ve NAOH da ¢oziilerek 50 mg/ml olacak sekilde stok
hazirlanarak pH’s1 5.8 ayarlandi. Hazirlanan stok 0.22 pm lik mikro filtreden gegirilerek
steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Peptidoglikan: Yeterli miktarda peptidoglikan tartilip PBS (Fosfat Tamponlu Tuz)
cozeltisinde 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok 0.22
pum lik mikro filtreden gecirilerek steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de saklandi.
Zimosan A: Yeterli miktarda zimosan A tartilip %70’lik EtOH’da ilave edilerek 30 dk

isitildiktan sonra 1mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok
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0.22 um lik mikro filtreden gecirilerek steril edilerek kullanincaya kadar -20 °C’de
saklandi.

Pistacia Tiirlerine Ait Ekstraktlar: Pistacia tiirlerinin total yaglarindan elde edilen
ekstraktlar %96’lik EtOH’da Img/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan stoklar 0.22 pum lik mikro filtreden gegirilerek steril edilerek kullanincaya

kadar -20 °C’de sakland:.

3.2.2.3.2. Elisitorlerin uygulanmasi

Elisitor uygulamalar1 ic¢in, ortalama 1 cm uzunlugundaki aksenik siirgilinler
alindi. Sirasiyla 0.5, 1 ve 2 mg/l (Jasmonik Asit, Metil Jasmonat); 1, 2 ve 4 mg/l
(Peptidoglikan ve Zimosan A) ve 50, 100 ve 200 mg/l (Kitosan, Prolin, Prolin Metil
Esteri, Tirozin, E vitamini (a-Tocopherol), P. khinjuk Ekstrakti, P. vera Ekstrakti, P.
terebinthus Ekstrakti, P. lentiscus Ekstraktr, Mannan, P.atlantica ekstrakti) olmak {izere
3 farkli konsantrasyonda elisitor eklenmis besi ortamlar1 hazirlandi. 28 giinliik kiiltiir
periyodu sonrasinda gelisen bitkicikler, oda sicakliginda bekletildikten sonra
kurutularak ve govde ile yaprak kisimlari ayr1 sekilde triterpen analizleri i¢cin oda
sicakligi kosullarinda saklandi. 15 Farkli elisitor ilave edilen besin ortamlarinda inkiibe
edilen siirgiinlerin proliferasyon calismalarinda veriler kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 25
eksplantin ortalamasindan elde edilmistir. Yapilan gozlemler ve alinan Olglimler su
sekildedir: Eksplant bagina olusan govde sayisi, ortalama govde uzunluklar1 ve govde
olusturma kapasitesi (GOK) hesaplanmistir. GOK= Rejenere olan eksplant basina

olusan ortalama gdévde sayis1 x rejenere olan eksplant yiizdesi / 100.

3.2.3. Triterpenlerin genel 6zellikleri

Triterpenler yapilarinda 6 izopren grubu bulunduran bilesiklerdir. 100 farkli
fitosterol ve 4000 den fazla diger tip triterpenleri bulundurur. Cogu ugucu yagda karisim
halinde bulunmaktadir. Asit, alkol, ester, aldehit, keton, fenol ve eter gibi organik
fonksiyonel gruplar tasiyabilirler. Oksijen igeren terpen tiirevleri terpenoid adini alirlar.
Ucgucu yaglarn tat ve koku agisindan ¢ok dnemli, belirgin bazi fizyolojik etkilere sahip,
kismini olustururlar. Triterpenerin prekiirsorii olan skualen iki adet farnesil pirofosfat
molekiiliiniin birbirlerine kuyruk-kuyruk konfiigirasyonu ile baglanmasi ile olusur.
Triterpenler glikozitleri olarak (saponin) veya aglikon olarak (streol, triterpen)

bulunurlar. Genellikle yapraklarda ve bazi meyvelerde mumsu tabakalar iginde
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bulunurlar. Ursolik asit, betulinik asit ve oleanolik asit bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunan triterpenlerdir ( Sekil 3.3 ve 3.4) (Arsal Kor, 2016).

Sekil 3.3. Ursolik asit Sekil 3.4. Oleanolik asit

3.2.4. Terpen bilesenlerin ekstraksiyon ve analizi
3.2.4.1. Siirgiin kiiltiirlerinin ekstrelerinin hazirlanmasi

Ekstrelerin hazirlanmasi i¢in dncelikle drnekler kurutulduktan sonra dgiitiilerek
toz haline getirilmis ve kullanilincaya kadar karanlik kosullarda saklanmistir. 100 mg
toz Ornegin ekstraksiyonu oncelikle 5 giin boyunca 250 ml kloroform soliisyonunda

akabinde 1.5 L etanolde 1 giin boyunca bekletilerek 25°C’de masere edilmistir.
3.2.4.2. LC-MS/MS ile triterpenoitlerin analizi

Stirgiin kiiltiirlerinden elde edilen kuru ekstreler Shimadzu marka ultra ytliksek

performansli sivi kromatografisi (UHPLC) cihazi ile analiz edilmistir.
3.2.4.2.1. LC- MS/MS sistemi

Elisitasyon calismalar1 sonras1 kiiltiirlerden elde edilen kuru ekstreler Shimadzu
marka ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC) cihazi ile analiz
edilmistir. Kullanilan sivi kromatografin donanimi; LC-30AD ikili pompa, DGU-
20A3R degazer, CTO-10ASvp kolon firmi ve SIL-30AC otodrnekleyici igermektedir.
Analiz edilen analitlerin ayrim1 i¢in farkli uzunluk, i¢ ¢ap ve partikiil boyutlarinda C18
kolonlar kullanilarak en uygun ayrim gerceklestirildi. UHPLC cihazinnin ¢ikisina baglh
olarak Shimadzu marka SPD-20AV model photo diode array ve LCMS 8040 model
ESI/APCI-MS/MS kiitle spektrometre dedektorleri kullanildi ve en verimli dedeksiyonu
gerceklestirildi. Kullanilan kiitle spektrometre dedektoriiyle hem pozitif hem de negatif

iyonlagtirma modunda analizler geceklestirilmistir.
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3.2.4.2.2. LC-MS/MS i¢in mobil faz sistemi

Sivi kromatografi cihazi i¢in kullanilacak hareketli faz sistemi A ve B fazi
olmak iizere ikili sistemden olusmaktadir. A fazi ultra saf su, B faz1 ise metanol,
asetonitril, metanol-su, asetonitril-su seklinde farkli varyasyonlar denenerck en iyi

ayrimin gergeklestigi mobil faz sistemi tercih edildi.

3.2.4.2.3. LC-MS/MS analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi
Bitki materyallerinden elde edilen kuru ekstreler metanol ile 500 mg/kg olacak

sekilde seyreltilmis ve 0,22 um siringa ucu filtreden gegirilerek cihaza enjekte edildi.

3.2.5. Istatistiksel analizler

Calismalar sonucu elde edilen veriler (Eksplant basina diisen govde sayisi, Govde
Uzunlugu ve Govde olusturma kapasitesi) (Lambardi ve ark., 1993) bakimindan
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Biitiin c¢aligmalar tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore yapilmustir. Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek igin biitiin
calisma sonuglarinin tamimlayici analizleri SPSS 19.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Test edilen islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in veriler
ANOVA’ya tabi tutulmustur. Istatiksel olarak farkli goriilen islemler belirlendiginde
ortalama veriler arasindaki farkliliklar P<0.05 seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma
testine tabi tutulmustur. Oransal verilere ise, Ki kare (2 ) testi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tohumlan Yiizey Sterilizasyonu, Cimlendirilmesi ve Stok Kiiltiiriileri Elde
Edilmesine Yonelik Sonuclar ve Tartisma

Ikincil metabolitlerin arttirilmasina yonelik in vitro kiiltiirlere uygulanacak
kimyasal uyaricilarin, ilgili metabolitlerin artmasinin belirlenebilmesi i¢in, in vitro
kiltiir sistemlerinde, kiiltiirlerin baslatilacagi materyal ve bu islemler i¢in kullanilan
yardimc1 malzemelerin aseptik olmasi basariy1 etkileyen en temel konulardan biridir.
Calisma kapsaminda, in vitro kiiltiirlerin olusturulmasi sirasinda gergeklestirilen
calismalarda kullanilan yontemler, laboratuvarimizda basariyla yiiriitiilmiis TUBITAK
projeleri (TUBITAK 209T030, 110T941, ve 114Z842) serisinden gelmektedir. Bu
baglamda, olgun tohumlarin yiizey sterlizasyonu ve in vitro c¢imlendirilmesi
caligmalarinda; 1) Tohumlarin yilizey stelizasyonu igin, %20’lik Sodyum hipoklorit
[(NaOCl), Ticari ACE)] igerisinde 20 dakika siiresince ¢alkalanan tohumlar, ardindan 3
defa 5’er dakika steril distile suda yikandi. Yiizey sterlizayonu tamamlanan tohumlar 1
mg/l IBA destekli MS besi ortamina ekildi. (Sekil 4.1A). 2) Besi ortamina transfer
edilen tohumlarin 7-10 giin iginde ¢imlenerek 21 giin sonunda (Sekil 4.1B) goriintii elde
edildi. 3) Cimlenen tohumlardan elde edilen aksenik siirglinler 1mg/l BAP, 0.5 mg/l
GA; ile destekli MS besi ortamina transfer edilerek proliferasyonu saglandi. (Sekil 4.1
B). Ortalama 28 giinde bir, proliferasyon besi ortami (Img/l BAP, 0.5 mg/l GAj ile
destekli MS besi ortami) yenilerek stok kiiltiirlerin elde edilmesi saglandi.

Doku kiiltiirti uygulamalarinda, biitiin bitki tiirleri i¢in evrensel bir rejenerasyon
protokolii bulunmadigindan her bitki tiiri, hatta her bitki ¢esidi i¢in spesifik bir in vitro
cogaltim protokoliiniin olusturulmas1 gerekmektedir. Bu tez kapsaminda nihai amag
sakiz agacinin tohumlarndan itibaren yeni bir mikrocogaltim teknigi olusturmak
olmadigindan daha o6nce, Yildirnrm (2012), Onay ve ark., (2014), Kiling ve ark.,
(2015)’nin gelistirmis olduklar1 protokoller siirgiin kiiltiirii islemlerini gergeklestirmek

i¢in kullanilmistir.
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Sekil 4.1. A) 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan tohumlar, (B) Cimlenen
tohumlar, C) Proliferasyonu saglanan siirgiinler Bar: 0.90 cm.

4.2. Juvenil Siirgiinlere Uygulanan Elisitasyon Caliymalar1

Tez caligmast kapsaminda, yapilan proliferasyon sonucunda elde edilen stok
kiiltiirlerden yaklagik 1 cm uzunlugunda yaprakli siirgiinler alinarak, farkli tipte ve
konsantrasyonda kimyasal uyarici igeren (elisitor) 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli
MS besi ortaminda yaklasik bir ay inkiibe edildi. Bir aylik inkiibasyon sonrasi,
stirgiinlerin gelisimine yonelik elde edilen veriler istatistik olarak degerlendirildi ve
Cizelge 4.1., Cizelge 4.3., Cizelge 4.5., Cizelge 4.7., Cizelge 4.9., Cizelge 4.11.,
Cizelge 4.13., Cizelge 4.15., Cizelge 4.17., Cizelge 4.19., Cizelge 4.21., Cizelge 4.23.,
Cizelge 4.25., Cizelge 4.27. ve Cizelge 4.29.da verilmistir. Farkli kimyasal uyaricilarin
ilave edildigi besi ortamlarinda inkiibe edilen siirgiinlerin, gelisimleri sirasinda,
uygulanan elisitasyonun oda sicakliginda kurutulan siirgiinlerden elde edilen govde ve
yaprak ekstrelerinde bazi terpenoid degisimlerinin irdelendigi sonuglar ise Cizelge 4.2.,
Cizelge 4.4., Cizelge 4.6., Cizelge 4.8., Cizelge 4.10., Cizelge 4.12., Cizelge 4.14.,
Cizelge 4.16., Cizelge 4.18., Cizelge 4.20., Cizelge 4.22., Cizelge 4.24., Cizelge 4.26.,
Cizelge 4.28. ve Cizelge 4.30.’da verilmistir. Bununla birlikte inkiibasyona yonelik
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olarak morfojik degerlendirilmelerin yapildigi goriintiiler ise Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.,
Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve Sekil 4.16° da verilmistir.

P. lentiscus L. juvenil siirglinlerinin 50-100 ve 200 mg/l E-vitaminin (o-
tokoferol) ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAj3 destekli MS besi ortaminda
inkiibasyonu sonrasi, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.1,
govde ve yaprak ekstrelerindeki bazi terpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge

4.2 ve morfolojik gbzlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.2 de sunuldu.

Cizelge 4.1. Farkli konsatrasyonlarda E vitamini (a- tokoferol)’in siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi Konsantrasyon Govde Sayist Govde Uzunlugu “*G.0.K
mg/l *4xQrezSH (cm)
Ort+SH
Kontrol 0 9.03+0.71a 0.56+0.05b 9.03
. 1 50 3.56+0.18b 0.72+0.03a 3.56
E Vitamini
100 3.26+0.18b 0.77+0.05a 3.26
(a- tokoferol)
200 2.86+0.18c 0.74+0.03a 2.86

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi.
***Ortalama + Standart hata.

Yari kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen E-vitaminin siirgiin gelisimine
olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant orani
hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l E-vitamini ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 3.56+0.18, 3.26+0.18 ve 2.86+0.18 govde/eksplant orani hesaplandi. E-
vitamini ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin sayist kontrole gore zayif
olurken, bununla birlikte ilave edilen E-vitamini konsantrasyonu artik¢a govde/eksplant
oraninda azalma meydana geldi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol ile tiim
E vitamini ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde/eksplant oranlar arasinda
istatistiksel fark hesaplanirken, 50 mg/l ve 100 mg/l E-vitamini ilaveli besi ortamlarina
ile 200 mg/l E-vitamini ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiinlerin gévde/eksplant
orani bakimindan da istatistiksel olarak fark hesaplandi.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l E-vitamini ilaveli besi
ortamlarinda sirasiyla ortalama 0.72+0.03 cm, 0.77+0.05 cm ve 0.73+0.03 cm govde
uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile E-vitamini

ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama govde uzunluklar1 arasinda
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istatistiksel fark hesaplanirken, sadece E-vitamini ilaveli besi ortamlarinda gelisen
slirglinler arasinda ortalama gévde uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir
fark hesaplanmadi. Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, E-vitamini

ilaveli besi ortamlarinda ise sirasiyla 3.56, 3.26, 2.86 olarak hesaplandi (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.2. Farkli E vitamini (o- tokoferol) konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/1) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol i G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 G 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.028
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
E Vitamini 100 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
(o- tokoferol) Y 0.008 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 katt besi ortamina elisitor olarak ilave edilen E-vitaminin gelisen
sirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen govde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.07
ppm), E vitamini ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimimdan kontrole gore daha zengindir; 50 mg/l E-vitamini
ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.015 ppm, Yaprak: 0.007 ppm), Ursolik
Asit (Govde:0.028 ppm)], 100 mg/l E-vitamini ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit
(Yaprak: 0.008 ppm) dir. Ozellikle kontrole gore; govde ve ekstraktlarinda Ursonik asit
miktarinda artis gézlenirken, yine kontrol grubu govde ve yaprak ekstraktlarinda tespit
edilemeyen Ursolik asit, 50 mg/l E-vitamini ilave edilen besi ortaminda gelisen

stirglinlerin govde ekstraktlarinda tespit edildi (Cizelge 4.2)
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Sekil 4.2. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/I C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l E vitamini ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yari kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen E-vitaminin siirgiin gelisimine
olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gére E-vitamini konsantrasyonu
artikca yaprak ve govdelerdeki kizariklik artmakta, govde gelisiminde ise azalmalar
meydana geldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.2).

P. lentiscus L. juvenil siirgtinlerinin 0.5-1 ve 2 mg/l Jasmonik Asit (JA) ilave
edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAj destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.3, govde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi terpenoidlerin miktarmna iliskin sonuglar Cizelge 4.4 ve morfolojik

gozlemlere iligkin goriintiiler ise Sekil 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkl konsatrasyonlarda Jasmonik Asit’in siirgiin gelisimine etkisi

Elisitor Tipi Konsantrasyon 9rtalama . Ortalamfl sk
(mg/l) mg/l G*gzde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) G.0.K
Ort+SH Ort+=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
Jasmonik Asit 0.5 3.97+0.29¢ 1.16+0.09a 3.97
(JA) 1 5.50+0.38b 0.85+0.07b 5.50
2 2.90+0.25d 1.08+0.08a 2.90

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini géstermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.
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Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Jasmonik Asit’in siirgiin

gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani hesaplanirken, 0.5-1 ve 2 mg/l Jasmonik Asit ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 3.974+0.29, 5.50+0.38 ve 2.90+0.25 govde/eksplant elde edilmistir. Jasmonik
Asit ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin sayisi kontrole gore zayif
olurken, bununla birlikte yiiksek miktarda ilave edilen Jasmonik Asit govde/eksplant
oraninda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde
kontrol ile tiim JA ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde/eksplant oranlari
ile sadece JA ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde/eksplant oranlari
arasinda da istatistiksel fark hesaplandi.
Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde ortalama
0.56£0.05 cm hesaplanirken, 0.5-1 ve 2 mg/l JA ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 1.16+0.09 cm, 0.85+£0.07 cm ve 1.084+0.08 cm gdvde uzunluklar1 hesaplandi.
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile JA ilaveli besi ortamlarinda gelisen
sirglinlerin ortalama gévde uzunluklar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, sadece
JA ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinler arasinda ortalama goévde uzunlugu
bakimindan 0.5 ve 2 mg/l JA ile 1 mg/l JA arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edilmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, JA ilaveli besi ortamlarinda

ise sirastyla 3.97, 5.50 ve 2.90 olarak hesaplandi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4. Farkli Jasmonik Asit konsantrasyonlarinin jiivenil siirglinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol ) G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
05 G 0.034 N.D. 0.006 N.D. N.D. 0.012
' Y 0.023 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Jasmonik Asit 1 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
(JA) Y 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
5 G 0.006 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen JA’in gelisen siirgiinlerin
govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri bakimindan elde
edilen veriler irdelendiginde, kontrolden alinan gévde ve yaprak ekstrelerinde sadece
Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007 ppm), JA ilave edilen

besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ve yaprak ekstreleri triterpenoid
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bakimindan kontrole gore daha zengindir; 0.5 mg/l JA ilaveli besi ortaminda [Ursonik
Asit (Govde: 0.034 ppm, Yaprak: 0.023 ppm), Oleanonik Asit (Govde: 0.006 ppm),
Ursolik Asit (Govde:0.012 ppm)], 1 mg/l JA ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit
(Yaprak: 0.015 ppm) dir. 2 mg/l JA ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.006
ppm, Yaprak: 0.005 ppm) dir. Ozellikle kontrole gére; gévde ve yaprak ekstraktlarinda
Ursonik asit miktarinda artis goézlenirken, yine kontrol grubu govde ve yaprak
ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik asit ve Oleanonik Asit, 0.5 mg/l JA ilave
edilen besi ortaminda gelisen siirgiinlerin goévde ekstraktlarinda tespit edilmistir

(Cizelge 4.4)

Sekil 4.3. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 0.5 mg/l C) 1 mg/l ve D) 2 mg/I
Jasmonik asit ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklagik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 katt besi ortamina elisitor olarak ilave edilen JA siirgiin gelisimine olan
etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gore JA konsantrasyonu artik¢a yaprak
ve govdelerdeki kizariklik artmakta, yaprak olusumda ise yiiksek konsantrasyonda

azalmalar meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3).
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P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 0.5-1 ve 2 mg/l Metil Jasmonat (MeJA)
ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu
sonrasi, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.5, gbvde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi terpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.6 ve morfolojik

gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.4 de sunuldu.

Cizelge 4.5. Farkli konsatrasyonlarda Metil Jasmonat (MeJA)’1n siirgiin gelisimine etkisi

Konsantrasvon Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi mal/l Y Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
9 #x:Qrt+SH Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
0.5 3.73+0.30b 0.72+0.08b 3.73
Metil Jasmonat 1 3.2040.18¢ 0.670.06b 3.20
(MeJA)
2 3.20+0.27¢ 0.96+0.08a 3.20

gt testine e P=0.08 sevpesinde skl farak frkh alduguma gosrmekiedit -
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitdr olarak ilave edilen MeJa’in siirgiin gelisimine
olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 goévde/eksplant oram
hesaplanirken, 0.5-1 ve 2 mg/l MeJa ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla ortalama
3.73+0.30, 3.20+0.18 ve 3.20+0.27 govde/eksplant orani hesaplandi. MelJa ilave edilen
besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin sayist kontrole gore zayif olurken, bununla
birlikte ilave edilen MeJa miktar1 arttikca govde/eksplant oraninda azalmaya sebep
oldugu hesapland. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol ile MeJa ilaveli tiim
besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde/eksplant oranlar1 arasinda da istatistiksel
fark hesaplanirken, sadece MelJa ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin
govde/eksplant oranlar1 bakimindan 1 mg/l ve 2 mg/l MeJa ile 0.5 mg/l MeJa arasinda
istatistiksel fark hesaplanmistir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 0.5-1 ve 2 mg/l MeJa ilaveli besi ortamlarinda
sirasiyla ortalama 0.72.16+0.08 cm, 0.67+£0.06 cm ve 0.96+0.08 cm gdvde uzunluklar
hesapland:. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile MeJa ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama gévde uzunluklar1 arasinda istatistiksel fark

hesaplanirken, sadece MelJa ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinler arasinda
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ortalama gévde uzunlugu bakimindan 0.5 ve 1 mg/l MeJa ile 2 mg/l Mela arasinda
istatistiksel olarak fark tespit edilmistir.
Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, MeJa ilaveli besi ortamlarinda ise

sirasiyla 3.73, 3.20 ve 3.20 olarak hesaplandi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.6. Farkli Metil Jasmonat (MeJA) konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp.  Ursonik  Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
05 G 0.019 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Metil ' Y 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Jasnf;'nat ) G 0.156 0.003 0.018 0.006 N.D. N.D.
(MeJA) Y 0.008 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
2 G 0.096 N.D. 0.008 0.004 N.D. N.D.
Y 0.009 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen MeJa’in gelisen siirgiinlerin
govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri bakimindan elde
edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen govde ve yaprak ekstrelerinde sadece
Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007 ppm), MeJa ilave edilen
besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ve yaprak ekstreleri triterpenoid
bakimindan kontrole gére ¢ok daha zengindir; 0.5 mg/l MeJa ilaveli besi ortaminda
[Ursonik Asit (Govde: 0.019 ppm, Yaprak: 0.004 ppm)], 1 mg/l MeJa ilaveli besi
ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.156 ppm, Yaprak: 0.008 ppm), Moronik Asit
(Govde: 0.003 ppm), Oleanonik Asit (Govde: 0.018 ppm), Mastikadienolik Asit
(Govde: 0.006 ppm)], 2 mg/l MeJa ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.096
ppm, Yaprak: 0.009 ppm), Oleanonik Asit (Govde: 0.008 ppm), Mastikadienolik Asit
(Gévde: 0.004 ppm)] dir. Ozellikle kontrole gore; govde ve yaprak ekstraktlarinda
Ursonik asit miktarinda artig gozlenirken, yine kontrol grubu govde ve yaprak
ekstraktlarinda tespit edilemeyen Moronik Asit, Oleanonik Asit ve Mastikadienolik Asit
1 ve 2 mg/l MeJa ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiinlerin gévde ekstraktlarinda

tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.4. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 0.5 mg/1 B) 1 mg/l ve C) 2 mg/1
Metil Jasmonat ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklagik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen MeJa’mn siirgiin gelisimine
olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gore MeJa konsantrasyonu artik¢a
yaprak ve govdelerdeki kizariklik artmakta, yaprak olusumda ise genelde azalmalar
meydana geldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l L-Tirozin (Tyr) ilave
edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.7, govde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.8 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.5 de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Farkli konsatrasyonlarda L-Tirozin (Tyr)’ nin siirgiin gelisimine etkisi

Konsantrasvon Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi ma/l y Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
g #++QrtzSH OrtSH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05b 9.03
50 3.23+0.35b 0.74+0.06a 3.23
L-Tirozin 100 2.90+0.24b 0.65+0.05ab 2.90
200 2.93+0.20b 0.56+0.04bc 2.93

gt testinegtre P=0.08 sty esinds sttt olarak Frkh oldogums ghvermekiedi,
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama = Standart hata.

Yar1 kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Tirozin’in siirgiin
gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Tirozin ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 3.23+0.35, 2.90+0.24 ve 2.93+0.20 govde/eksplant orani hesaplandi. L-Tirozin
ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin sayis1 kontrole gore zayif olurken,
bununla birlikte ilave edilen L-Tirozin konsantrasyonu artik¢a gévde/eksplant oraninda
azalma hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile tiim L-Tirozin
ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gdvde/eksplant oranlar1 arasinda
istatistiksel fark hesaplanirken, L-Tirozin ilave edilen besi ortaminda gelisen
sirgtinlerin govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmadi.
Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde ortalama
0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Tirozin ilaveli besi ortamlarinda
sirasiyla ortalama 0.74+0.06 cm, 0.65+0.05 cm ve 0.56+0.04 cm gdvde uzunluklar
hesaplandi. L-Tirozin konsantrasyonu artikga ortalama goévde uzunlugunda azalma
hesapland. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile L-Tirozin ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama govde uzunluklari arasinda 50 mg/1 L-Tirozin
ilaveli besi ortami arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, sadece L-Tirozin ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinler arasinda ortalama gévde uzunlugu bakimindan sadece 50
mg/l ve 200 mg/l L-Tirozin ilaveli besi ortamlar1 arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edilmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, L-Tirozin ilaveli besi

ortamlarinda ise sirasiyla 3.23, 2.90, 2.93 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7)
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Cizelge 4.8. Farkli L-Tirozin (Tyr) konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi(ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol ) G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 G 0.026 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.024
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
L-Tirozin 100 G 0.033 N.D. 0.005 N.D. N.D. 0.060
(Tyr) Y 0.003 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G 0.005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Tirozin’in gelisen
siirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gévde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (G6vde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), L-Tirozin ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore zengindir; 50 mg/l L-Tirozin ilaveli
besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.026 ppm), Ursolik Asit (Govde:0.024 ppm)],
100 mg/l L-Tirozin ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.033 ppm, Yaprak:
0.003 ppm), Oleanonik Asit (Govde: 0.005 ppm), Ursolik Asit (Govde: 0.060 ppm)],
200 mg/l L-Tirozin ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.005 ppm)]. Ozellikle
kontrole gore; govde ve ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda artis gézlenirken, yine
kontrol grubu goévde ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik Asit (gdvde)
50 ile 100 mg/l de ve Oleanonik Asit (govde) 100 mg/l L-Tirozin ilave edilen besi
ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.5. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l L-Tirozin (Tyr) ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamima elisitor olarak ilave edilen L-Tirozin’in siirgiin
gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gore L-Tirozin
konsantrasyonu artik¢a yaprak ve govdelerdeki kizariklik artmakta, yaprak olusumunda
ise genelde kontrole gore azalmalar meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.5).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l L- Prolin ’in ilave
edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.9, gévde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iligkin sonuglar Cizelge 4.10 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.9. Farkli konsatrasyonlarda L-Prolin (Pyr)’in siirgiin gelisimine etkisi

Elisitor Tipi Konsantrasyon Ortalama Ortalama
(mg/l) P mall Y Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
g g #xxQrt+SH Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
50 1.93+0.17d 0.884+0.06a 1.93
L-Prolin 100 3.43+0.23b 0.52+0.04c¢ 3.43
200 2.60+0.18¢c 0.63+£0.04b 2.60

Veriler killtiiriin 1. ve 28. giinii 25 cksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan coklu
karsilastirma testine gore P<0.03 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama = Standart hata.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Prolin’in siirgiin gelisimine
olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant orani
hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Prolin ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla ortalama
1.93+0.17, 3.434+0.23 ve 2.60+0.18 govde/eksplant orani hesaplandi. L-Prolin ilave
edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin sayis1 kontrole gore zayif olurken, bununla
birlikte yiliksek konsantrasyonda L-Prolin ilaveli besi ortamlarinda goévde/eksplant
oraninda azalma hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile tiim L-
Prolin ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde/eksplant oranlari arasinda
istatistiksel fark hesaplanirken, L-Prolin ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiinlerin
govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmstir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Prolin ilaveli besi
ortamlarinda sirastyla ortalama 0.88+0.06 cm, 0.52+0.04 cm ve 0.63+0.04 cm goévde
uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile L-Prolin
ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama gdvde uzunluklari arasinda 50 ve
200 mg/l L-Prolin ilaveli besi ortam1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, sadece L-
Prolin ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinler arasinda ortalama gévde uzunlugu
bakimindan istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, L-Prolin ilaveli besi

ortamlarinda ise sirasiyla 1.93, 3.43, 2.60 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.10. Farkli L-Prolin (Pyr) konsantrasyonlarinin jiivenil stirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi mg/l Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol i G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 G 0.008 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
L-Prolin 100 G 0.006 0.003 0.012 N.D. N.D. N.D.
(Pyr) Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G 0.037 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 katt besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Prolin’in gelisen
sirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen govde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (G6vde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), L-Prolin ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore zengindir; 50 mg/1 L-Prolin ilaveli besi
ortaminda [Ursonik Asit (G6vde: 0.008 ppm)], 100 mg/l L-Prolin ilaveli besi ortaminda
[Ursonik Asit (Govde: 0.006 ppm), Moronik Asit Govde: 0.003 ppm), (Oleanonik Asit
(Govde: 0.012 ppm)], 200 mg/l L-Prolin ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde:
0.037 ppm)]. Ozellikle kontrole gore; gévde ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda
artis gozlenirken, yine kontrol grubu gdvde ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen
Moronik Asit (govde) ve Oleanonik Asit (gévde) 100 mg/l L-Prolin ilave edilen besi
ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.6. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/1 C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l L-Prolin (Pyr) ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yari kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Prolin’in siirgiin gelisimine
olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gore L-Prolin konsantrasyonu
artikca yaprak ve govdelerdeki kizariklik olugmakta, yaprak olusumunda ise genelde
kontrole gore azalmalar meydana geldigi gézlendi (Sekil 4.6).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l L-Prolin Metil Esteri
(LPM)’nin ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda
inkiibasyonu sonrasi, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.11,
govde ve yaprak ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge

4.12 ve morfolojik gozlemlere ise Sekil 4.7°de sunulmustur.

Cizelge 4.11. Farkli konsatrasyonlarda L-Prolin Metil Esteri (LPM)’nin siirgiin gelisimine etkisi

Elisitor Tipi Konsantrasyon Ortalama Ortalama
(mg/l) P ma/l Y Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
9 9 #xxQrtxSH Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05a 9.03
50 3.43+0.24d 0.48+0.03b 3.43
L-Prolin Metil Esteri 100 4.03+0.30c 0.49+0.04b 4.03
LPM
( ) 200 4.97+0.35b 0.444+0.03b 4,97

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini géstermektedir. Bir kolondaki farkl: harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.
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Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Prolin Metil Esteri’nin
siirglin  gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03%0.71
govde/eksplant oran1 hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Prolin Metil Esteri ilaveli
besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 3.4340.24, 4.03+0.30 ve 4.97+0.35 govde/eksplant
oran1 hesaplandi. L-Prolin Metil Esteri ilave edilen besi ortamlarinda gelisen
slirglinlerin sayis1 kontrole gore zayif olurken, bununla birlikte ilave edilen L-Prolin
Metil Esteri konsantrasyonu arttikca govde/eksplant oraninda artiglar hesaplandi.
Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile tiim L-Prolin Metil Esteri ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel fark
hesaplanirken, L-Prolin Metil Esteri ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiinlerin
govde/eksplant oranlari arasinda da istatistiksel olarak fark hesaplanmstir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l L-Prolin Metil Esteri ilaveli
besi ortamlarinda sirastyla ortalama 0.48+0.03 cm, 0.49+0.04 cm ve 0.44+0.03 cm
gdvde uzunluklarr hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile L-
Prolin Metil Esteri ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama govde
uzunluklart arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, sadece L-Prolin Metil Esteri ilaveli
besi ortamlarinda gelisen siirglinler arasinda ortalama govde uzunlugu bakimindan
istatistiksel olarak herhangi bir fark hesaplanmamustir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, L-Prolin Metil Esteri ilaveli

besi ortamlarinda ise sirasiyla 3.43, 4.03, 4.97 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.12. Farkli L-Prolin Metil Esteri (LPM) konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor | Kons. Eksp. Ursonik Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik

(mgll) Tip Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol ) G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

50 G 0.025 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.024

L-Prolin Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Metil 100 G 0.014 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Esteri Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
(Pyr Me) 200 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.013 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen L-Prolin Metil Esteri’nde
gelisen siirgiinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri

bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gévde ve yaprak
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ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.07
ppm), L-Prolin Metil esteri ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ve
yaprak ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore zengindir; 50 mg/l L-Prolin
Metil Esteri ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.025 ppm), Ursolik Asit
(Govde: 0.024 ppm)], 100 mg/l L-Prolin Metil Esteri ilaveli besi ortaminda [Ursonik
Asit (Govde: 0.014 ppm)], 200 mg/l L-Prolin Metil Esteri ilaveli besi ortaminda
[Ursonik Asit (Yaprak: 0.013 ppm)]. Ozellikle kontrole gére; govde ve yaprak
ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda artis gozlenirken, yine kontrol grubu govde ve
yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik Asit (yaprak) 50 mg/l L-Prolin Metil
Esteri ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir

(Cizelge 4.12).

Sekil 4.7. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l ¢) 100 mg/l ve D) 200
mg/l L-Prolin Metil Esteri (LPM) ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik
4 haftalik proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitér olarak ilave edilen L-Prolin Metil Esteri’nin
stirgiin gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gére L-Prolin

Metil Esteri konsantrasyonu artikga gdvde ve yapraklarda az kizariklik, gdvdede
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kararmalar olustugu yaprak olusumunda ise genelde kontrole gére azalmalar meydana
geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l Mannan’1n ilave edildigi 1 mg/1
BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi, uygulanan
elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.13, gévde ve yaprak ekstrelerindeki
bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.14 ve morfolojik gozlemlere
iligkin goriintiiler ise Sekil 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.13. Farkli konsatrasyonlarda Mannan’1n siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi Konsantrasyon Govde Sayist Govde Uzunlugu “*G.0.K
(mg/) o OrtaSH (cm)
Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71ab 0.56+0.05b 9.03
50 10.30+1.07a 0.62+0.08b 10.30
Mannan 100 8.33+0.74b 0.60+0.03b 8.33
200 1.96+0.30c 1.12+0.08a 1.96

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkls harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yar katt besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Mannan’in siirgiin gelisimine
olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant orani
hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l Mannan ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla ortalama
10.30+1.07, 8.33+0.74 ve 1.96+0.30 gbovde/eksplant oran1 hesaplandi. Mannan ilave
edilen besi ortamlarinda gévde/eksplant oran1 50 mg/l Mannan ilaveli besi ortamda en
fazla hesaplanirken, Mannan konsantrasyonu arttikca govde/eksplant orani kontrolle
karsilagtirildiginda  diistiigli  hesaplandi. Bununla birlikte ilave edilen Mannan
konsantrasyonu arttikca gdvde/eksplant oraninda diisiisler hesaplandi. Istatistiksel
olarak degerlendirildigin de kontrol ile 50 ve 100 mg/l Mannan ilaveli besi
ortamlarindaki govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken,
Mannan ilave edilen besi ortamindaki govde/eksplant oranlart arasinda istatistiksel
olarak fark hesaplanmustir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l Mannan ilaveli besi
ortamlarinda sirastyla ortalama 0.624+0.08 cm, 0.60+0.03 cm ve 1.124+0.08 cm govde
uzunluklarr hesaplandi. istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile 50 ve 100
mg/l Mannan ilaveli besi ortamlarindaki gelisen stirgilinlerin ortalama gévde uzunluklari

arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken, kontrol ile 100 mg/l Mannan ilaveli besi
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ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama gdévde uzunluklar1 arasinda istatistiksel
olarak fark hesaplandi. Sadece Mannan ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgilinler
arasinda ortalama gévde uzunlugu bakimindan 50 ve 100 mg Mannan ilaveli besi
ortamlar1 ile 200 mg/l Mannan ilaveli besi ortamlarinda istatistiksel olarak fark
hesaplanmustir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, Mannan ilaveli besi
ortamlarinda ise sirastyla 10.30, 8.33, 1.96 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.14. Farkli Mannan konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki triterpenoid
miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons.  Eksp. Ursonik  Moronik Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik

Tipi (mg/1) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit

G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Kontrol i Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G 0.023 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

o Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Mannan 100 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.012
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

200 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Y 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kati besi ortamina elisitér olarak ilave edilen Mannan’da gelisen
strgiinlerin gdvde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi1 triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gévde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde: 0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), Mannan ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin gévde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 50 mg/l Mannan
ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.023 ppm),], 100 mg/l Mannan ilaveli
besi ortaminda [Ursolik Asit (Govde: 0.012 ppm)], 200 mg/l Mannan ilaveli besi
ortaminda [Ursonik Asit (Yaprak: 0.004 ppm)]. Ozellikle kontrole gére; govde ve
yaprak ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda artis gozlenirken, yine kontrol grubu
govde ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik Asit (gévde) 100 mg/l
Mannan ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir

(Cizelge 4.14).
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Sekil 4.8. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l Mannan ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklagsik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yari kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Mannan’in siirglin gelisimine
olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, kontrole gore diisiik Mannan
konsantrasyonunda fazla miktarda silirgiin olusurken siirgiinler ciliz ve sagliksizdir.
Mannan konsantrasyonu artikca kontrole gore govde sayisinda azalma meydana
gelirken govde ve yapraklarda kizariklik olugmakta, yaprak olusumunda ise genelde

kontrole gore azalmalar meydana geldigi gézlenmistir (Sekil 4.8).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/1 Kitosan’in ilave edildigi
1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAsz destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.15, gévde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin  miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.16 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.9°de sunulmustur.
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Cizelge 4.15. Farkli konsatrasyonlarda Kitosan’in siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi KO”S(?T';‘t/rI‘;‘SVO” Givde Sayist  Govde Uzunlugu (cm)  **G.0.K
g ***QrtxSH Ort=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05a 9.03
50 5.5140.21b 0.47+0.02b 5.51
Kitosan 100 4.82+0.44c¢ 0.60+0.07a 4.82
200 4.7140.27¢ 0.50:£0.03ab 471

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini géstermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yar kat1 besi ortamina elisitdr olarak ilave edilen Kitosan’in siirgiin gelisimine
olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant orani
hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l Kitosan ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla ortalama
5.51+0.21, 4.82+0.44 ve 4.71+0.27 govde/eksplant orani hesaplandi. Kontrole gore
Kitosan ilave edilen besi ortamlarinda govde/eksplant oraninda diisiis hesaplanirken,
Kitosan konsantrasyonu arttikca govde/eksplant oraninin distiigli hesaplandi.
Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile Kitosan ilaveli besi ortamlarindaki
govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, Kitosan ilave edilen
besi ortamindaki govde/eksplant oranlari arasinda 50 mg/l ile 100 ve 200 mg
istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l Kitosan ilaveli besi
ortamlarinda sirastyla ortalama 0.47+0.02 cm, 0.60+0.07 cm ve 0.50+0.03 cm goévde
uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile 100 ve 200
mg/l Kitosan ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirgilinlerin ortalama gévde uzunluklari
arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken, kontrol ile 50 mg/l Kitosan ilaveli besi
ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama gdvde uzunluklar1 arasinda istatistiksel
olarak fark hesaplandi. Sadece Mannan ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinler
arasinda ortalama govde uzunlugu bakimindan, 50 ile 100 mg/l Kitosan ilaveli besi
ortamlarinda istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, Kitosan ilaveli besi

ortamlarinda ise sirasiyla 5.51, 4.82 ve 4.71 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.16. Farkli Kitosan konsantrasyonlarmin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki triterpenoid
miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mgl/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit

| ) G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontro Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

50 Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

. G 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.018
Kitosan 100 Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

200 Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yari kati1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Kitosan’da gelisen siirgiinlerin

govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri bakimindan elde

edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gévde ve yaprak ekstrelerinde sadece

Ursonik Asit tespit edilitken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007 ppm), Kitosan ilave

edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin gévde ve yaprak ekstreleri triterpenoid

bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 100 mg/l Kitosan ilaveli besi ortaminda

[Ursonik Asit (Gévde: 0.015 ppm), Ursolik Asit (Gévde: 0.018 ppm)]. Ozellikle

kontrole gore; govde ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda artis gozlenirken, yine

kontrol grubu govde ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik Asit (govde)

100 mg/l Kitosan ilave edilen besi ortaminda gelisen siirglin ekstraktlarinda tespit

edilmistir (Cizelge 4.16).
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Sekil 4.9. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l Kitosan ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yari kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Kitosan’in siirgiin gelisimine
olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, Kitosan konsantrasyonu artik¢a kontrole
gore govde sayisinda azalma meydana gelirken govde ve yapraklarda kizariklik
olusmakta, yaprak olusumunda ise genelde kontrole gore azalmalar meydana geldigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.9).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 1-2 ve 4 mg/l Zimosan A’nin ilave edildigi
1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAsz destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirglin gelisimine etkisi Cizelge 4.17, gévde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.18 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.10°de sunulmustur.

Cizelge 4.17. Farkli konsatrasyonlarda Zimosan A’nin siirgiin gelisimine etkisi

Konsantrasvon Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi ol y Govde Sayist  Givde Uzunlugu (cm)  **G.0.K
9 *x*QrtxSH Ort=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05ab 9.03
1 8.83+0.87a 0.56+0.03a 8.83
Zimosan A 2 8.16+0.31a 0.49+0.02b 8.16
4 5.53+0.47b 0.23+0.02¢ 5.53

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini géstermektedir. Bir kolondaki farkl: harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.
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Yar1 kati besi ortamina elisitér olarak ilave edilen Zimosan A’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani1 hesaplanirken, 1-2 ve 4 mg/l Zimosan A ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 8.83+0.71, 8.16+£0.31 ve 5.53+0.47 govde/eksplant oran1 hesaplandi. Kontrole
gore Zimosan A ilave edilen besi ortamlarinda govde/eksplant oraninda diisis
hesaplanirken, Zimosan A konsantrasyonu arttikca govde/eksplant oraninin diistiigii
hesaplandh. Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile 4 mg/l Zimosan A ilaveli
edilen besi ortaminda govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken,
kontrol ile 1 ve 2 mg/l Zimosan A ilaveli edilen besi ortaminda gévde/eksplant oranlar
arasinda herhangi istatistiksel bir fark hesaplanmadi. Zimosan A ilave edilen besi
ortamindaki gévde/eksplant oranlar1 arasinda 1 ve 2 mg/l ile 4 mg istatistiksel olarak
fark hesaplanmustir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+£0.05 cm hesaplanirken, 1-2 ve 4 mg/l Zimosan A ilaveli besi
ortamlarinda sirasiyla ortalama 0.56+0.05 cm, 0.49+0.02 cm ve 0.23+£0.02 cm govde
uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile 1 mg/l
Zimosan A ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirgilinlerin ortalama gévde uzunluklar
ayni grup icinde yer alirken, kontrol ile 2 ve 4 mg/l Zimosan A ilaveli besi
ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama gdévde uzunluklar1 arasinda istatistiksel
olarak fark hesaplandi. Sadece Zimosan A ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinler
arasinda ortalama govde uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak fark hesaplanmaistir.
Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, Zimosan A ilaveli besi

ortamlarinda ise sirasiyla 8.83, 8.16 ve 5.53 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.18. Farkli Zimosan A konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik
Tipi (mgfl) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol i G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 G 0.008 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.026
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Zimosan A ) G 0.014 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.019
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
4 G 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.047
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi
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Yar1 kat1 besi ortamina elisitér olarak ilave edilen Zimosan A’dan gelisen
sirglinlerin gdvde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gdvde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), Zimosan A ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin gévde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 1 mg/l Zimosan A
ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.008 ppm), Ursolik Asit (Govde: 0.026
ppm)], 2 mg/l Zimosan A ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.014 ppm),
Ursolik Asit (Govde: 0.019 ppm)], 4 mg/l Zimosan A ilaveli besi ortaminda [Ursonik
Asit (Govde: 0.015 ppm), Ursolik Asit (Govde: 0.047 ppm)]. Ozellikle kontrole gore; 2
ve 4 mg/l Zimosan A ilave edilen siirgiinlerin gévde ekstraktlarinda Ursonik asit
miktarinda artis gézlenirken, yine kontrol grubu gévde ve yaprak ekstraktlarinda tespit
edilemeyen Ursolik Asit (govde) 1, 2 ve 4 mg/l Zimosan A ilave edilen besi ortaminda

gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir(Cizelge 4.18).

Sekil 4.10. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 1 mg/lI C) 2 mg/l ve D) 4 mg/I
Zimosan A ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.
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Yar1 kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Zimosan A’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, Zimosan A konsantrasyonu
artikca kontrole gore gévde sayisinda azalma meydana gelirken govde ve yapraklarda
az kizariklik olusmakta, yaprak olusumunda E-vitamini, JA, MeJA, Try, Pyr, LPM,
Mannan ve Kitosan aksine daha fazla yaprak olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.10).

P. lentiscus L. juvenil siirglinlerinin 1-2 ve 4 mg/l Peptidoglikan (PGn)’1n ilave
edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.19, govde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.20 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.19. Farkli konsatrasyonlarda Peptidoglikan’in siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalaga
Elisitor Tipi Konsantrasyon Govde Sayist Govde Uzunlugu “*G.0.K
(mg/1) B oo (cm)
Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05b 9.03
1 7.60+0.60b 0.56+0.03b 7.60
Peptidoglikan 2 8.60+0.62ab 0.56+0.04b 8.60
4 7.00+0.92b 0.75+0.08a 7.00

Veriler kiiltiirin 1. ve 28. ginii 25 eksplantn ortalamasint gostermektedir. Bir kolondaki farkl: harfler islemin Duncan goklu
kargilastirma testine gore P<0.03 seviyesinde istatistiksel olarak farkl: oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yar1 kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Peptidoglikan’in siirgiin
gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani hesaplanirken, 1-2 ve 4 mg/l Peptidoglikan ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla
ortalama 7.60+0.60, 8.60+0.62 ve 7.00+0.92 govde/eksplant oran1 hesaplandi. Kontrole
gore Peptidoglikan ilave edilen besi ortamlarinda govde/eksplant oraninda diisiis
hesaplanirken, diisiik ve yiiksek konsantrasyon Peptidoglikan ilave edilen besi
ortamlarinda  gdvde/eksplant oraminin  diistiigii hesaplandi. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol ile 2 mg/l Peptidoglikan ilaveli edilen besi ortaminda
govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken, kontrol ile 1 ve 4
mg/l Peptidoglikan ilaveli edilen besi ortaminda gdvde/eksplant oranlari arasinda
istatistiksel fark hesaplandi. Peptidoglikan ilave edilen besi ortamindaki govde/eksplant
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark hesaplanmamustir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde

ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 1-2 ve 4 mg/l Peptidoglikan ilaveli besi
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ortamlarinda sirasiyla ortalama 0.56+0.03 cm, 0.56+0.04 cm ve 0.75+0.08 cm govde
uzunluklar1 hesaplandu. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile 1 ve 2 mg/l
Peptidoglikan ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama govde
uzunluklar arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken, kontrol ile 4 mg/l Peptidoglikan
ilaveli besi ortamlarinda gelisen slirglinlerin ortalama goévde uzunluklar1 arasinda
istatistiksel olarak fark hesaplandi. Sadece Peptidoglikan ilaveli besi ortamlarinda
geligen stirgiinlerin ortalama govde uzunlugu bakimindan 1 ve 2 mg/l ile 4 mg/l
arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, Peptidoglikan ilaveli besi

ortamlarinda ise sirasiyla 7.60, 8.60 ve 7.00 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.20. Farkli Peptidoglikan (PGn) konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik ~ Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 G 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.009 N.D. N.D. 0.005 N.D. N.D.
. . G 0.005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Peptidoglikan 2 Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
4 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitdr olarak ilave edilen Peptidoglikan’dan gelisen
sirgiinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gdévde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak:0.007
ppm), Peptidoglikan ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde ve yaprak
ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 1 mg/l Peptidoglikan
ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde: 0.004 ppm, Yaprak: 0.009 ppm),
Mastikadienolik Asit (Yaprak: 0.005 ppm)], 2 mg/l Peptidoglikan ilaveli besi ortaminda
[Ursonik Asit (Govde: 0.005 ppm)]. Ozellikle kontrole gdre denenen Peptidoglikan
konsantrasyonlarinda E-vitamini, JA, MeJA, Try, Pyr, LPM, Mannan, Kitosan ve
Zimosan A aksine Ursonik Asit miktarinda artis gézlenmezken, yine kontrol grubu

govde ve yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Mastikadienolik Asit (Yaprak) 1

55



mg/l Peptidoglikan ilave edilen besi ortaminda gelisen siirglin ekstraktlarinda tespit

edilmistir (Cizelge 4.20).

Sekil 4.11. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil stirgtinlerin A) Kontrol B) 1 mg/l C) 2 mg/l ve D) 4 mg/1
Peptidoglikan (PGn) ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklagik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen Peptidoglikan’in siirgiin
gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, Peptidoglikan diisiik ve yiiksek
konsantrasyonda Peptidoglikan da gévde ve yapraklarda az kizariklik olugsmakta, yaprak
olusumunda ise kontrole gore yaprak olusumunda azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.11).
P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/I P. atlantica ekstrakti’nin ilave
edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrast,
uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.21, gévde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin  miktarina iliskin sonuglar Cizelge 4.22 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Cizelge 4.21. Farkl konsatrasyonlarda P. atlantica ekstrakti‘nin siirgiin gelisimine etkisi

Konsantrasyon Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi (mal) Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
***Ort+SH Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
P atlantica 50 1.40+0.15¢ 1.29+0.08b 1.40
Ekstrakt: 100 1.97+0.15b 1.48+0.51a 1.97
200 1.00+0.00d 1.55+0.03ab 1.00

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini géstermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yart kati besi ortamina elisitdr olarak ilave edilen P. atlantica ekstrakti‘nin
siirglin  gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71
govde/eksplant orani hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. atlantica ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda sirastyla ortalama 1.40+0.15, 1.97+0.15 ve 1.00+0.00 govde/eksplant
orani hesaplandi. Kontrole gore P. atlantica ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda
govde/eksplant oraninda diisiis hesaplanirken, diisiik ve yiliksek konsantrasyon P.
atlantica ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda govde/eksplant oraninin diistigii
hesapland. Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile P. atlantica ekstrakti
ilaveli edilen besi ortaminda govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel fark
hesaplanirken, P. atlantica ekstrakti ilave edilen besi ortamindaki govde/eksplant
oranlari arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/I P. atlantica ekstrakt: ilaveli
besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.29+0.08 cm, 1.48+0.51 cm ve 1.75+0.08 cm
gdvde uzunluklari hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile P.
atlantica ekstrakti ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirglinlerin ortalama govde
uzunluklar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, P. atlantica ekstrakti ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama gévde uzunlugu bakimindan 50 ve 200 mg/1
ile 100 ve 200 mg/1 arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmamastir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, P. atlantica ekstrakti ilaveli

besi ortamlarinda ise sirasiyla 1.40, 1.97 ve 1.00 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.22. Farkli P. atlantica Ekstrakti konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons.  Eksp.  Ursonik  Moronik  Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontrol ] Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
P. atlantica 100 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ekstrakti Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. atlantica ekstrakti’ndan
gelisen siirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen govde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), P. atlantica ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ve

yaprak ekstreleri herhangi bir triterpenoid olusumu tespit edilmemistir (Cizelge 4.22).

Sekil 4.12. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/1 C) 100 mg/1 ve D) 200
mg/l P. atlantica ekstrakti ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda yaklagik 4
haftalik proliferasyonu Bar: 0.9 cm.
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Yart kati besi ortamina elisitér olarak ilave edilen P. atlantica ekstrakti’nin
slirglin gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, P. atlantica ekstrakti
arttikca govde ve yapraklarda kizariklik arttmakta ve sagliksiz govdeler olustugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.12).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l P. lentiscus
ekstrakti’nin ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda
inkiibasyonu sonrasi, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.23,
govde ve yaprak ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge

4.24 ve morfolojik gézlemlere iliskin gortintiiler ise Sekil 4.13’de sunulmustur.

Cizelge 4.23. Farkli konsatrasyonlarda P. lentiscus ekstrakti’nin siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi Kons(:;l:t;’slsyon Govde Sayisi Govde((l:an];mlugu **G.0.K
9 ***QrexSH
Ort=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
. 50 1.00+0.00c 1.57+£0.11a 1.00
P. lentiscus
Ekstrakt: 100 1.26+0.11b 1.41£0.07b 1.26
200 1.00+0.00c 1.57+0.04a 1.00

Veriler kiiltiirin 1. ve 28. ginii 25 eksplantn ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan goklu
kargilastirma testine gore P<0.03 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gbstermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama = Standart hata.

Yar1 kati besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. lentiscus ekstrakti’nin
siirglin  gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71
govde/eksplant oran1 hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. lentiscus ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.00+0.00, 1.26+0.11 ve 1.00+0.00 govde/eksplant
orani hesaplandi. Kontrole gore P. lentiscus ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda
govde/eksplant oraninda diislis hesaplanirken, diisiik ve yiiksek konsantrasyon P.
lentiscus ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda govde/eksplant oraninin diistiigii
hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile P. lentiscus ekstrakti
ilaveli edilen besi ortaminda govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel fark
hesaplanirken, P. lentiscus ekstrakti ilave edilen besi ortamindaki goévde/eksplant
oranlar1 50 mg/l ve 200 mg/l ile 100 mg/l P. lentiscus ekstrakt: ilave edilen arasinda

istatistiksel olarak fark hesaplanmistir.
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GoOvde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. lentiscus ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda sirastyla ortalama 1.57+£0.11 cm, 1.41£0.07 cm ve 1.57+0.04 cm
govde uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile P.
lentiscus ekstrakti ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirglinlerin ortalama goévde
uzunluklar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, P. lentiscus ekstrakti ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama gévde uzunlugu bakimindan 50 ve 200 mg/I
ile 100 mg/1 arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmuistir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, P. lentiscus ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda ise sirasiyla 1.00, 1.26 ve 1.00 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.24. Farkl1 P. lentiscus Ekstrakti konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin govde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons.  Eksp. Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontrol ) Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 G 0.010 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.023
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
P. lentiscus 100 G 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ekstrakti Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G 0.045 N.D. N.D. 0.002 N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. lentiscus ekstrakti’ndan
gelisen siirglinlerin gévde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen goévde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (G6vde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), P. lentiscus ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde ve
yaprak ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 50 mg/l P.
lentiscus ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Gévde: 0.010 ppm, Ursolik Asit
(Govde: 0.023 ppm)], 100 mg/l P. lentiscus ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik
Asit (Govde: 0.007 ppm)], 200 mg/l P. lentiscus ekstrakti ilaveli besi ortaminda
[Ursonik Asit (Govde: 0.045 ppm), Mastikadienolik Asit (Govde: 0.002 ppm)].
Ozellikle kontrole gore; 200 mg/l P. lentiscus ekstrakt: ilave edilen siirgiinlerin govde
ekstraktlarinda Ursonik asit miktarinda artis gézlenirken, yine kontrol grubu goévde ve

yaprak ekstraktlarinda tespit edilemeyen Ursolik Asit (gdvde) 50 mg/l P. lentiscus
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ekstrakti, Mastikadienolik Asit (govde) 200 mg/l P. lentiscus ekstrakti ilave edilen besi
ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.24).

Sekil 4.13. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l P. lentiscus ekstrakti ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda yaklasik 4
haftalik proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. lentiscus ekstrakti’nin
slirglin gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, P. lentiscus ekstrakti
arttikca govde ve yapraklarda kizarma ve kahverengilesme arttmakta ve sagliksiz
govdeler olustugu gézlemlenmistir (Sekil 4.13).

P. lentiscus L. juvenil siirgtinlerinin 50-100 ve 200 mg/l P. khinjuk ekstrakti’nin
ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAjz destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu
sonrast, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.25, gévde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarna iliskin sonuglar Cizelge 4.26 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.14’de sunulmustur.
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Cizelge 4.25. Farkli konsatrasyonlarda P. khinjuk ekstrakti’nin siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi Koni?;‘t/rl‘;‘syon Givde Sayist  Givde Uzunlugu (cm)  **G.O.K
9 *x*QrtxSH Ort=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.56+0.05¢ 9.03
P Khinjuk 50 1.00-£0.00b 1.47+0.03ab 1.00
Ekstrakis 100 1.00-£0.00b 1.47+0.07ab 1.00
200 1.00-£0.00b 1.520.04a 1.00

o testin gtne P0.08 sevpexinde tatkse olarak forkds odugums gosermekiedi -
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama = Standart hata.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. khinjuk ekstrakti’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. khinjuk ekstrakti ilaveli besi ortamlarinda
strastyla ortalama 1.004+0.00, 1.00+£0.00 ve 1.00+0.00 govde/eksplant oran1 hesaplandi.
Kontrole goére P. khinjuk ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gdvde/eksplant
oraninda diisiis hesaplanirken, tiim P. khinjuk ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda
govde/eksplant oraninin benzer olarak hesapland. Istatistiksel olarak degerlendirildigin
de kontrol ile P. khinjuk ekstrakti ilaveli edilen besi ortaminda gévde/eksplant oranlari
arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, P. lentiscus ekstrakti ilave edilen besi
ortamindaki govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
hesaplanmamustir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. khinjuk ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.47+0.03 cm, 1.47+0.07 cm ve 1.52+0.04 cm
govde uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile P.
khinjuk ekstrakti ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama govde
uzunluklar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, tiim P. khinjuk ekstrakti ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirglinlerin ortalama govde uzunlugu bakimindan istatistiksel
olarak herhangi bir fark hesaplanmamustir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, P. khinjuk ekstrakti ilaveli

besi ortamlarinda ise sirasiyla 1.00, 1.00 ve 1.00 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.26. Farkli P. khinjuk Ekstrakti konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l)  Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol i G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G 0.017 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 Y 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
P. khinjuk 100 G 0.020 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.011
Ekstrakti Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.008

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. khinjuk ekstrakti’ndan
gelisen siirglinlerin gévde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri
bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen goévde ve yaprak
ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), P. khinjuk ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde ve
yaprak ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 50 mg/l P.
khinjuk ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (G6évde: 0.017 ppm, Yaprak:
0.001)], 100 mg/l P. khinjuk ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde:
0.020 ppm), Ursolik Asit (Govde: 0.011 ppm)], 200 mg/l P. khinjuk ekstrakt: ilaveli
besi ortaminda [Ursolik Asit (Govde: 0.008 ppm)]. Ozellikle kontrole gére; 50 ve 100
mg/l P. khinjuk ekstrakti ilave edilen siirgiinlerin govde ekstraktlarinda Ursonik asit
miktarinda artis gézlenirken, yine kontrol grubu govde ve yaprak ekstraktlarinda tespit
edilemeyen Ursolik Asit (govde) 50 mg/l P. khinjuk ekstrakt1 ve Ursolik Asit (yaprak)
200 mg/l P. khinjuk ekstrakti ilave edilen besi ortaminda gelisen siirgiin ekstraktlarinda
tespit edilmistir (Cizelge 4.26).
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Sekil 4.14. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l P. khinjuk ekstrakti ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda yaklagik 4
haftalik proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yari kati1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. khinjuk ekstrakti’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, P. khinjuk ekstrakti arttikga
govde ve yapraklarda kizarma ve kahverengilesme arttmakta ve sagliksiz govdeler
olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l P. terebinthus
ekstrakti’nin ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3z destekli MS besi ortaminda
inkiibasyonu sonrasi, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.27,
govde ve yaprak ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iliskin sonuglar Cizelge

4.28 ve morfolojik gozlemlere iligkin goriintiiler ise Sekil 4.15°de sunulmustur.
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Cizelge 4.27. Farkli konsatrasyonlarda P. terebinthus ekstrakti’nin siirgiin gelisimine etkisi

Ortalama
Ortalama . o
Elisitér Tipi Konsantrasyon Givde Sayisi Govde Uzunlugu “*G.0.K
(mg/1) e OraST (cm)

Ort+=SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.5620.05¢ 9.03
P terebinthus 50 1.00+0.00c 1.32+0.11b 1.00
Ekstrakt 100 1.40+0.16b 1.32+0.07b 1.40
200 1.03+0.03c¢ 1.55+0.03a 1.03

o testin gtne PL0.08 sevyexinde tatkse olarak forkds odugums gosermekiedi.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama % Standart hata.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitér olarak ilave edilen P. terebinthus ekstrakti’nin
siirglin  gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71
govde/eksplant orani hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. terebinthus ekstrakti ilaveli
besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.00+0.00, 1.40+0.16 ve 1.03+0.03 govde/eksplant
orani hesaplandi. Kontrole gore P. terebinthus ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda
govde/eksplant oraninda artis hesaplanirken, istatistiksel olarak degerlendirildigin de
kontrol ile P. terebinthus ekstrakti ilaveli edilen besi ortaminda gévde/eksplant oranlari
arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, 50 ve 200 mg/l ile 100 mg/l P. terebinthus
ekstrakti ilave edilen besi ortamindaki govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel
olarak fark hesaplanmaistir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. terebinthus ekstrakti
ilaveli besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.32+0.11 cm, 1.324+0.07 cm ve 1.55+0.03
cm gévde uzunluklart hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile P.
terebinthus ekstrakti ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirgiinlerin ortalama govde
uzunluklar arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, 50 ve 100 mg/l ile 200 mg/l P.
terebinthus ekstrakti ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama govde
uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak fark hesaplanmigstir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, P. khinjuk ekstrakti ilaveli

besi ortamlarinda ise sirasiyla 1.00, 1.40 ve 1.03 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.28. Farkli P. terebinthus Ekstrakti konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin govde ve
yapragindaki triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik  Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik
Tipi (mg/l) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol i G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
S0 Y 0.008 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
P.terebinthus 100 G 0.006 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ekstrakti Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yar1 katt besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. terebinthus ekstrakti’ndan

gelisen siirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri

bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen govde ve yaprak

ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (Govde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007

ppm), 50 mg/l P. terebinthus ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Yaprak:
0.008)], 100 mg/l P. terebinthus ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Govde:
0.006 ppm)], 200 mg/l P. terebinthus ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursolik Asit

(Gévde: 0.007 ppm)]. Ozellikle kontrole gore; 50 mg/l P. terebinthus ekstrakt1 ilave

edilen siirgiinlerin yaprak ekstraktinda Ursonik asit miktarinda artis goézlemlenmistir

(Cizelge 4.28).
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Sekil 4.15. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l P. terebinthus ekstrakti ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; destekli MS besi ortaminda yaklasik 4
haftalik proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitér olarak ilave edilen P. terebinthus ekstrakti’nin
stirgiin gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, P. terebinthus ekstrakti
arttikca govde ve yapraklarda kizarma ve kahverengilesme arttmakta ve sagliksiz
govdeler olustugu gozlenlenmistir (Sekil 4.15).

P. lentiscus L. juvenil siirgiinlerinin 50-100 ve 200 mg/l P. vera ekstrakti’nin
ilave edildigi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAj3 destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu
sonrast, uygulanan elisitasyonun siirgiin gelisimine etkisi Cizelge 4.29, govde ve yaprak
ekstrelerindeki bazi triterpenoidlerin miktarina iligkin sonuglar Cizelge 4.30 ve

morfolojik gozlemlere iliskin goriintiiler ise Sekil 4.16’de sunulmustur.

Cizelge 4.29. Farkli konsatrasyonlarda P. vera ekstrakti’nin siirgiin gelisimine etkisi

Konsantrasvon Ortalama Ortalama
Elisitor Tipi (mg/l) y Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
9 ***Qrt+SH Ort+SH
Kontrol - 9.03+0.71a 0.5620.05¢ 9.03
50 1.77+0.19b 1.32+0.10b 1.77
P. vera Ekstrakti 100 1.50+0.15b 1.4620.10ab 1.50
200 1.10+0.06¢ 1.60+0.08a 1.10

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.
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Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. vera ekstrakti’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi irdelendiginde, kontrolde ortalama 9.03+0.71 govde/eksplant
orani hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. vera ekstrakti ilaveli besi ortamlarinda
sirastyla ortalama 1.7740.19, 1.50+£0.15 ve 1.10+£0.06 govde/eksplant oran1 hesaplandi.
Kontrole gore P. vera ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gévde/eksplant oraninda
diistis hesaplanirken, istatistiksel olarak degerlendirildigin de kontrol ile P. vera
ekstrakti ilaveli edilen besi ortaminda govde/eksplant oranlar1 arasinda istatistiksel fark
hesaplanirken, 50 ve 100 mg/l ile 200 mg/l P. vera ekstrakti ilave edilen besi
ortamindaki govde/eksplant oranlari arasinda istatistiksel olarak fark hesaplanmigtir.

Govde uzunlugu bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrolde
ortalama 0.56+0.05 cm hesaplanirken, 50-100 ve 200 mg/l P. vera ekstrakti ilaveli besi
ortamlarinda sirasiyla ortalama 1.32+0.10 cm, 1.46+£0.10 cm ve 1.60+0.08 cm govde
uzunluklar1 hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol ile P. vera
ekstrakt1 ilaveli besi ortamlarindaki gelisen siirglinlerin ortalama gdvde uzunluklari
arasinda istatistiksel fark hesaplanirken, 50 ve 100 mg/l ile 100 ve 200 mg/l P. vera
ekstrakti ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ortalama gdvde uzunlugu
bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir fark hesaplanmamustir.

Govde olusturma kapasitesi bakiminda kontrol 9.03, P. vera ekstrakti ilaveli besi
ortamlarinda ise sirasiyla 1.00, 1.40 ve 1.03 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.30. Farkl1 P. vera ekstrakti konsantrasyonlarinin jiivenil siirgiinlerin gévde ve yapragindaki
triterpenoid miktarindaki degisimine etkisi (ppm)

Elisitor Kons. Eksp. Ursonik Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik Ursolik

Tipi (mg/l)  Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol ) G 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Y 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

50 G N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

P.vera 100 G 0.024 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Ekstrakti Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
200 G 0.005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. Tespit Edilemedi

Yari kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. vera ekstrakti’nin gelisen
siirglinlerin govde ve yaprak ekstraktlarindaki bazi triterpenoidlerin analizleri

bakimindan elde edilen veriler irdelendiginde, kontrolden gelen gévde ve yaprak

68



ekstrelerinde sadece Ursonik Asit tespit edilirken (G6vde:0.012 ppm, Yaprak: 0.007
ppm), P. vera ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde ve
yaprak ekstreleri triterpenoid bakimindan kontrole gore gorece zengindir; 100 mg/l P.
vera ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Gévde: 0.024 ppm)], 200 mg/l P.
vera ekstrakti ilaveli besi ortaminda [Ursonik Asit (Gévde: 0.005 ppm)]. Ozellikle
kontrole gore; 100 mg/l P. vera ekstrakti ilave edilen siirgiinlerin gévde ekstraktlarinda

Ursonik asit miktarinda artis gézlenlenmistir (Cizelge 4.30).

Sekil 4.16. P. lentiscus L. bitkisine ait juvenil siirgiinlerin A) Kontrol B) 50 mg/l C) 100 mg/l ve D) 200
mg/l P. vera Ekstrakti ilaveli 1 mg/l BAP+0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortaminda yaklasik 4 haftalik
proliferasyonu Bar: 0.9 cm.

Yar1 kat1 besi ortamina elisitor olarak ilave edilen P. vera ekstrakti’nin siirgiin
gelisimine olan etkisi morfolojik olarak irdelendiginde, P. vera ekstrakti arttikca gévde
ve yapraklarda kizarma ve kahverengilesme artmakta ve sagliksiz govdeler olustugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.16).

Literatiir irdelendiginde, farkli kimyasal uyaricilarin, bitki doku kiiltiiriinde
yetistirilen bitki eksplantlarina uygulanmasiyla, ikincil metabolitlerin miktarin
artirilmasina yonelik bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Tilkat ve ark., 2018). Bitkisel ikincil

metabolitlerin iiretilmesi ¢aligsmalarinda, siirgiin, sacak kok, kallus, gévde teratoma ve
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hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ilgili metabolitlerin
bahsi gecen kiiltiirlere ilave edilecek kimyasal uyarilarla artirmak miimkiindiir. Tez
calismasi kapsaminda, siirglin kiiltiirlerine uygulanan kimyasal uyaricilar (dogal ve
sentetik)  kullanilarak, baz1 triterpenoidlerin  miktarinda artrisin = saglanmasi
amaclanmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler irdelendiginde uygulanan kimyasal
uyaricilarin  ilave edildigi besi ortamlarinda gelisen besi ortamlarinda gelisen
stirglinlerin govde ve yaprak ekstraktari i¢in; Kontrol govde ve yaprak ekstraktlarinda
sadece Ursonik Asit (Govde: 0.012, Yaprak: 0.007 ppm) olusumu tespit edildi.
Kimyasal uyaricilarin ilave edildigi besi ortamlarinda ise Oleanolik Asit diginda diger
diger triterpenoidler hem tespit (P. atlantica ekstrakti ilaveli besi ortamlarindan gelisen
strgiinler disinda), hemde kontrole gore miktarinda artis (Peptidoglikan ilaveli besi
ortaminda gelisen siirgiinler haricinde) saglandi. Ancak, denenen kimyasal uyaricilar
arasinda; Genel olarak, kimyasal uyaricilarin ilave edildigi besi ortamlarinda gelisen
stirglinlerin  gelisimi irdelendiginde, govdelerde saramalar ve kizarmalar meydana
gelirken, yaprak miktarinda azalma meydana geldigi gozlendi. Elde edilen sonuclarla
literatiir karsilagtirildiginda;

Khan ve ark (2019), 65.5 uM Kitosan ilaveli besi ortaminda gelisen F. indica kallus
kiiltirlerinde Ursolik Asit miktarinda artis (Kontrol: 0.094 ppm, 65.5 uM Kitosan:
0.311 ppm) hesaplanirken, tez calismasit kapsaminda 100 mg/l Kitosan ilaveli besi
ortaminda gelisen siirgiinlerin gévde ekstraktinda kontrole gére Ursolik Asit (Kontrol: 0
ppm, 100 mg/l Kitosan: 0.018 ppm.) tespit edildi.

Martinez ve ark (2017), 50 uM MelJA ilaveli besi ortaminda gelisen Lepechinia
caulescens kallus kiiltiirlerinde kontrole gore Ursolik Asit ve Oleanolik Asit miktarinda
5 kata artis saglanirken, tez calismasi kapsaminda MeJA ilaveli besi ortamlarinda
gelisen siirglinlerin  govde ekstraktlarinda Ursonik, Moronik, Oleanonik ve
Mastikadienolik asit miktarinda artis hesaplandi.

Wiktorowska ve ark (2010), 100 uM JA ilave edilen besi ortaminda gelisen Calendula
officinalis L. siispansiyon kiiltiirlerinde Oleanolik Asit kontrole gore 9.4 kat, 50 mg/l
Kitosan ilave edilen besi ortaminda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinde ise Oleanolik Asit
miktar1 kontrole gore 5 kat artis saglanirken, tez ¢alismasi kapsaminda JA ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde ekstraktlarinda Ursonik, Ursolik, Oleanonik

Asit miktarlarinda kontrole gore artig hesaplandi.
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Yamaner ve ark (2013), 50 mg/l Mannan ilaveli besi ortaminda gelisen Hypericum
adenotrichum siirgiin kiiltiirlerinde kontrole gore Hiperisin i¢in 1.7, Psddohiperisin igin
2.7 kat artis saglanirken, tez calismasi kapsaminda Mannan ilaveli besi ortamlarinda
gelisen siirgiinlerin govde ekstraktlarinda Ursonik, Ursolik miktarlarinda kontrole gore
artis hesaplandi.

Savitha ve ark (2006), %2.5 oraninda Saccharomyces cereviceae filtrat1 ilaveli besi
ortaminda gelisen Beta vulgaris sagak kok kiiltiirlerinde betalain miktari kontrole gére 2
kat artis saglarken, tez calismasi kapsaminda Zimosan A ilaveli besi ortamlarinda
gelisen siirgiinlerin gévde ekstraktlarinda Ursolik ve Ursonik Asit, Peptidoglycan ilaveli
besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde ekstraktlarinda Mastikadienolik asit
miktaralarinda artig hesaplandi.

Wang ve ark (2017), 0.2 mM MeJA ve 100 mg/l maya 6ziitii ilaveli besi ortamalarinda
gelisen Achyranthes bidentata siispansiyon kiiltiirlerinde Oleanolic Asit miktarinda
kontrole gore sirasiyla yaklasik 3 ve 4 kat artis hesaplanirken, tez calismasi kapsaminda
Zimosan A ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ekstraktlarinda Ursolik
ve Ursonik Asit, Peptidoglycan ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin govde
ekstraktlarinda Mastikadienolik asit ve MeJA ilaveli besi ortamlarinda gelisen
stirglinlerin govde ekstraktlarinda Ursonik, Moronik, Oleanonik ve Mastikadienolik asit
miktarlarinda kontrole gore artis hesaplandi.

Raghavendra ve ark (2011), 200 mM L-Tirozin ve MeJA ilaveli besi ortamalarinda
gelisen Mucuna pruriens L. siispansiyon kiiltiirlerinde L-Dopa miktarinda kontrole gore
sirastyla yaklasik 20 ve 45 kat miktar artis1 hesaplanirken, tez ¢alismasi kapsaminda L-
Tirozin ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirglinlerin govde ekstraktlarinda Ursolik,
Ursonik ve Oleanonik Asit, MeJA ilaveli besi ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde
ekstraktlarinda Ursonik, Moronik, Oleanonik ve Mastikadienolik asit miktarlarinda
kontrole gore artig hesaplandi.

Masoumian ve ark (2011), 4 mg/l L-Prolin ilaveli besi ortamalarinda gelisen
Hydrocotyle bonariensis L. kallus kiiltiirlerinde flavanoid miktarinda kontrole gére artis
hesaplanirken, tez c¢aligmasi kapsaminda L-Prolin ilaveli besi ortamlarinda gelisen
siirglinlerin govde ekstraktlarinda Ursonik, Moronik ve Oleanonik miktarlarinda
kontrole gore artis hesaplandi.

Pratibha ve ark (2015), 5 mM L-Prolin ve % 5 PEG ilaveli besi ortamalarinda gelisen

Stevia rebaudiana'nin kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde steviol glikozitlerinin (SGs)
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kontrole gore 2 kat artis hesaplanirken, tez ¢alismasi kapsaminda L-Prolin ilaveli besi
ortamlarinda gelisen siirgiinlerin gévde ekstraktlarinda Ursonik, Moronik ve Oleanonik
miktarlarinda kontrole gore artig hesaplandi.

Baque ve ark (2012), 0.2 mg/ml Kitosan 0.2 mg/ml kitosan Morinda citrifolia adventif
kok stlispansiyon kiiltiirlerinde antrakinonlar (AQ), fenolikler ve flavonoidlerin kontrole
gore sirastyla %45, %8 ve %12 oraninda artis hesaplanirken, tez ¢alismasi kapsaminda
Kitosan ilaveli besi ortaminda gelisen siirgiinlerin govde ekstraktinda Ursonik ve

Ursolik Asit miktarlarinda kontrole gore artis hesaplandi.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

P. lentiscus olgun tohumlarmin ¢imlenmesi ile elde edilen siirgiinler farkli
kimyasal uyaricilar (E-vitamini, JA, MelJA, Tyr, Pyr, LPM, Mannan, Kitosan, Zimosan
A, Peptigoglikan, P. atlantica ekstrakti, P. lentiscus ekstrakti, P. khinjuk ekstrakti, P.
terebinthus ekstrakti ve P. vera ekstrakti) ilave edildigi besi ortamlarina transfer edildi.
Yaklasik 1 (bir) ay inkiibasyon siiresi sonunda;
-Mannan (50 mg/l) ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda inkiibe edilen siirgiinler,
haricinde denenen tiim kimyasal uyaricilarda gévde/eksplant oran1 kontrole gére her
zaman diistik kalmistir. Bununla birlikte her ne kadar Mannan (50 mg/l) ilave edilen
besi ortamlarinda govde/ekpslant orani yiiksek olsa da govdeler sagliksiz olarak
gozlendi.
-P. atlantica ekstrakti ilave edilen besi ortamlarinda gelisen siirgiinler disinda tiim
kimyasal uyaricilarin kullanildig siirgiinlerin ekstraktlarinda triterpenoid olusumu tespit
edildi.
-Genel olarak tim ekstraktlarda Ursonik Asit tespit edilirken (P. atlantica ekstrakti
ilaveli besi ortamlarindan gelisen siirgiinler haricinde), Peptidoglikan ilaveli besi
ortaminda gelisen siirglinler haricinde geri kalan kimyasal uyaricilarin kullanildig:
sirglinlerin ekstraktlarinda Ursonik Asit miktarinda artis tespit edildi.
-Kimyasal uyaricilarin kullanildig1 besi ortamlarinda gelisen stirglinlerin ekstraktlarinda
triterpenoid igerigi en fazla gévde ekstraktlarinda tespit edildi.
-Kimyasal uyaricilarin kullanildigi besi ortamlarinda gelisen siirgilinler, kimyasal
uyaricilarin kullanilmadig: besi ortamlarinda gelisen siirgiinlere gore (kontrol) sagliksiz,
sararmis, kizarmis ve kahverengilesen govde ve yapraklarin olustugu tespit edildi.
-Tlgili tez galismasi ve bu tez ¢aligmasinin iiretildigi TUBITAK projesi kapsaminda elde
edilen sonuclarla beraber elde edilen veriler irdelendiginde, Ozellikle ilgili
triterpenoidlerin artis1 igin literatiir destekli olarak farkli stratejiler belirlenerek, hedef
metabolitlerin daha fazla artisina sebep olabilecek yontemler gelistirilebilecegi gibi,
uygulanan metodlar yiiksek biyomas miktarmin kullanildigi biyoreaktorler kullanilarak
daha fazla iretilmesine ve hedef madde saflastirilmasina yetebilecek miktarda

hammadde elde edilebilir.
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