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OZET

Bu calismada, geleneksel tipta birgok hastaligin tedavisinde kullanilan ve tibbi olarak degerli sekonder
metabolitleri iceren Pistacia lentiscus L. (Sakiz agaci) bitkisinin farkli konsatrasyonlarda bazi agir metal
(elisitor) uygulamalarinin in vitro kosullarda bu bitkinin triterpenoit miktarlar1 ve ¢esidi {izerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu baglamda sakiz agacina ait olgun tohumlar 1mg/L IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilmis,
elde edilen jiivenil siirgiinler 1 mg/l BAP, 0.5 mg/L GA; ile destekli MS besi ortaminda prolifere
edilmistir. Aksenik stok materyallerden, yaklasik 1 ¢cm uzunlugunda alinan siirgiinler 1, 2 ve 4 mg/L
olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda bakir nitrat, giimiis nitrat, nikel nitrat, kursun nitrat ve kobalt kloriir
iceren 1 mg/L BAP ve 0.5 mg/L GA; destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinmugtir. Kiiltiir
baglangicindan itibaren 28 giin sonra gdvde ile yaprak kisimlari oda sicakliginda kurutularak etanol
ekstreleri hazirlanmig ve LC-MS/MS ile GC-MS analizleri yapilmugtir.

Agir metal elisitasyonu sonucunda P. lentiscus L. yaprak ve gdvde ekstrelerinin antikanser o6zelligi
bilinen ursonik, moronik, oleononik, mastikadienolik, oleonolik ve ursolik asit triterpenlerine ait
miktarlarinin  kontrol gruplarina oranla artiy gosterdigi ayrica kontrol grubunda bulunmayan bazi
triterpenoit bilesiklerin de sentezlendigi tespit edilmistir. Agir metal elisitasyonunun jiivenil stirgiinlerin
kontrol grubuna oranla ortalama gévde sayisim1 ve gévde olusturma kapasitesini azalttigi, ortalama gévde
uzunlugunu ise arttirdig belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia lentiscus L., in vitro, agir metal, triterpenoit
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the effects of some elicitor applications in different
concentrations on the production of triterpenoid quantities of Pistacia lentiscus L.(Mastic tree), which
contain valuable secondary metabolites, this plant in vitro conditions.

In this context, mature seeds of mastic trees which are surface sterilized were germinated in MS
supplemented 1mg/L IBA and the obtained juvenile shoots were proliferated in MS medium
supplemented with 1mg/L BAP, 0.5 mg/L GAs. Shoots taken about 1 ¢cm in length from axenic stock
materials were cultured in MS medium supplemented with 1 mg/L BAP, 0.5 mg/L GA; and copper
nitrate, silver nitrate, nickel nitrate, lead nitrate and cobalt chloride at 1, 2.and 4 mg/L concentrations
seperately. After 28 days from the beginning of culture, stem and leaf parts were dried at room
temperature and ethanol extracts were prepared and analyzed by LC-MS / MS with GS-MS.

As a result of the heavy metal elicitation, amounts of Ursonic, Moronic, Oleononic,
Masticadienolic, Oleonolic and Ursolic acid triterpenes which are known anticancer properties of leaf and
stem extracts of P. lentiscus L. are increased compared to the control groups and some triterpenoid
compounds not in the control group are also synthesized. It has been determined that heavy metal
elicitations reduces the average number of shoot and stem forming capacity and increases the average
stem length of juvenile shoots compared to the control group.

Key words: Pistacia lentiscus L., in vitro, heavy metal, triterpenoid
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1. GIRIS

Pistacia cinsi, Anacardiaceae familyasina ait olup, yaklasik 70 cins ve 600'den
fazla tiiriin olusturdugu kozmopolit bir ailenin iiyesidir. Bu cinsin tiyeleri, herdem yesil
veya yaprak doken, kserofit tipte, dioik ve regine veren cali veya aga¢ formunda
odunsu bitkiler olup 8-10 m boyunda biiyiiyebilen agaglardir (Bozorgi ve ark., 2013).
Pistacia lentiscus L. (Sakiz agac1), Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde dogal olarak yetisen
Pistacia cinsinin 14 tiiriinden birisidir (Onay ve ark., 2016). Akdeniz Boélgesi‘nde,
Portekiz, Ispanya, Fransa, italya, Hirvatistan, Bosna Hersek, Sirbistan, Arnavutluk,
Yunanistan, Kibris, Tiirkiye, Suriye, Liibnan, Libya, Tunus, Cezayir ve Fas‘ta
bulunmaktadir. Deniz seviyesinden 200 m yiikseltilere kadar ¢ikabilen bu bitkiye
Istanbul Burgaz Ada, Izmir, Ankara Incesu, Kayseri, Mugla, Marmaris, Kusadasi,
Datca, Antalya Kemer, Icel, Tarsus, Ulas, Seyhan ve Hatay yorelerinde rastlanmigtir
(Akdemir ve ark, 2013).

Giiniimiize kadar yapilan bir ¢ok farmakolojik ¢alismada, Pistacia tiirlerinin
recine, meyve, yaprak gibi farkli kisimlarinda bulunan sekonder metabolitlerin
geleneksel tipta ¢ok cesitli amaglar i¢in (antifungal, antibakteriyal, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antihelicobacter pylori aktivitesi, antiatherogenik, antitumor, yara
tyilestirici, karaciger koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik, tansiyon diisiiriicii ve
antikanser gibi)  kullanildigi uzun zamandan beri bilinmektedir (Akdemir ve ark.,
2015; Dimas ve ark., 2009) Ozellikle sakiz agacinin govdesine atilan ciziklerle elde
edilen recineye mastik sakizi ismi verilmektedir. Bu sakizin giiniimiize kadar bilinen 60
farkli kulanim alan1 mevcuttur (Onay ve ark.,2014) Sakiz recinesi, yapisinda bulunan
basta izomastikadienonik asit, major ve mindr komponentler sebebiyle Milattan dnceki
yillardan beri pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Bilhassa Misirli ve Araplar
tarafindan; kuduz hastaligi, uyuz ve yilan 1sirmalari, mide yanmalari, balgam soktiiriicli
olarak akciger hastaliklarinda ¢ok kullanilmistir. Misir’da baz1 maddelerle karistirilarak
mumya hazirlanmasinda dis hastaliklar1 tedavisinde ve agiz kokusunu gidermek
maksadiyla da yararlanilmistir. Eski Yunanlilar ve Romalilar da sakizin drog etkisinden
cokca faydalanmiglardir. Osmanlilarda da ila¢ yapiminda kullanilan bitkisel kokenli
maddelerin iginde bulunmustur (Boztok, 2007).

Ulkemizde sakiz agaci oncelikle izmir’in Cesme ve Karaburun ilgeleri basta
olmak iizere Mugla ve Antalya’da da dogal olarak yetismektedir ve bu bdlgelerde

yetistiriciliginin yapilabilecegi alanlar bulunmaktadir. Genis kapsamli kullanim alanina



sahip sekonder metabolitler bakimmdan zengin bu tiirlin dogal kosullar altinda elde
edilmesi sirasinda ¢esitli zorluklarla karsilasiimaktadir. Ornegin sakiz agacinin cesit
Ozelliklerini kaybetmeden dogrudan tohumla ¢ogaltimi uygun degildir. Ciinkii tohumla
cogaltmada standart gesitlerin lstiin Ozelliklerinin sonraki nesillerde kaybolmasina ya
da bozulmasina ve dolayisiyla kalitsal yapinin bozulmasina neden olmaktadir. Sakiz
agaclarinin vejetatif ¢ogaltilmasinda farkli yontemler kullanilmakla birlikte en yaygin
olanmi ¢elikle ¢ogaltmaktir. Ancak, bu yontemle hem kdklenme uzun siirmekte, hem de
basar1 oranmi diistiiglinden vejetatif ¢ogaltma yontemlerinin biyoteknolojik teknikler ile
desteklenmesi gerekmektedir.

In vitro bitki doku kiiltiirii teknikleri, diger iiretim yontemlerinden farkli olarak
kontrollii ¢cevresel kosullarda, belirli bir steril besi ortaminda, aseptik olarak izole edilen
hiicre, protoplast, doku ve organlarin kiiltiirlerini kapsayan; organogenezis, somatik
embriyogenezis ve genetik transformasyon araciligi ile dnemli bitkilerin korunmasi igin
kullanilan bir teknolojidir. In vitro teknikler kullanilarak hastalik ve viriisten
arindirilmis tek bir ana stok bitkiden, genetik olarak 6zdes bitkilerin ¢ok biiyiik
miktarlarda iiretimi saglanabilmektedir. Ayrica ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretilmesi,
kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi, genetik iyilestirme ¢alismalar1 ve bitki sekonder
metabolitlerinin iiretilmesi gibi pek ¢ok alanda cesitli doku kiiltiirii teknikleri rutin
olarak kullanilmaktadir (Yamaner, 2011). Sekonder metabolitler, bitki savunma
mekanizmasinda stres ortamina uyum, koruyucu ve caydirict 6zelliklerinin yanisira
polinizasyon ve allelopati gibi 6nemli islevlere sahip olmanin yaninda insan saglig
acisindan da birtakim biyolojik aktivite ve koruyucu islevlere (antimikrobiyal,
antifungal, anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-aterojenik, anti-tiimor, yara iyilestirici,
karaciger koruyucu, anti-proliferatif, proapoptotik ve anti-hipertansif aktivite) sahip
organik bilesiklerdir.

Sekonder metabolitlerin biyoteknolojik yoOntemlerle iiretmenin avantajh
oldugunu bildiren ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Bu avantajlar kisaca su sekilde
Ozetlenebilir: 1) Sekonder metabolitler in vitro sartlarda mevsimsel ve edafik
sartlarindan etkilenmeden iiretilebilmektedir. 2) Doku kiiltiirii teknikleri steril
ortamlarda uygulandigindan bitkiler kontaminasyondan uzaklastirilmaktadir. 3) Tropik
veya subtropik bitkiler gibi farkli cografyalarda yetisen bitkiler de dahil olmak iizere
herhangi bir bitkinin aksenik kisimlar1 c¢ogaltilarak bu bitkiler 6zgii metabolitler
tiretilebilmektedir. 4) Biyoteknolojik yontemler sekonder metabolitlerin, elisitér ve

onciil bilesiklerin kullanilmasiyla artirilmasimi ve buna bagli olarak is giicii maliyeti



azaltabilmektedir. 5) Fitokimyasallar siirgiin, kallus ve silispansiyon kiiltiirlerinden elde
edilebilmektedir. 6) Ana bitkide normal sartlarda iiretilmeyen yeni metabolitlerin
sentezine olanak saglamaktadir.

Biyoteknolojik yontemler sekonder metabolitlerin hem miktar1 ve kalitesini
artirtp is glicii ve maliyeti azaltacak stratejiler gelistirilmistir. Siirgiin kiiltlirleri diger
farklilasmis ve organize olmus kiiltiirler gibi (kok kiiltiirleri, embriyo kiiltiirleri gibi)
sekonder metabolit iiretiminde yiiksek kapasiteye sahip benzer 6zellikleri gosterirler.
Hatta siirgiin kiiltiirlerinde faklilasmamis kiiltiirlere, yani kallus ve hiicre slispansiyon
kiiltiirlerine kiyasla metabolit iiretimi daha yiiksek diizeyde olmakta, bazen tiretilen
madde miktar1 ana bitkininkinden daha fazla olabilmektedir (Erkoyuncu ve Yorgancilar
2015). Siirglin kiiltlirelrinin yan1 sira sekonder metabolit iiretimini artirmak, yiiksek
konsantrasyonlarda iiretimi kisa siirede saglamak amaciyla biyotik ve abiyotik elisitorler
kullanilir. Sekonder metabolitlerin iiretiminin arttirilmasi igin 6zellikle 6nciil maddeler
ile elisitorlerin bir arada kullanilmasi etkili bir strateji olarak degerlendirilmektedir
(Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002; Vanisree ve ark., 2004; Vijaya ve ark., 2010;
Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Nitekim elisitor ad1 verilen bazi stres yapici faktorler
uygulandiginda sekonder metabolitleri fazla miktarlarda iiretmeyen bitki kisimlarindan
daha yiliksek miktarlarda iiretimin gergeklestirilebilecegi goriilmektedir. Sekonder
metabolitler, bitkinin yetisrme kosullarina ¢ok siki bir baghlik gosterir ve ilgili dogal
tiriinlerin birikmesinden sorumlu olan metabolik yollar iizerinde etkilidir. Kuraklik, tuz,
agir metal stresi gibi abiyotik streslere maruz kalma, bitkilerde bircok yaygin
reaksiyonlara neden olur.

Sekonder metabolitin {iretim yolaklarinin aydinlatilmas: ile bu yolakta rol
oynayan baslangi¢ veya ara iriinlerin kiiltiir ortamina katilmasi metabolit iiretimini
artirabilmektedir (Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002). Bu amagla giiniimiizde,
agir metal, tuz, UV 151n1, jasmonik asit, ozon, etilen, sakkaroz ve kitosan uygulamalari
gibi pek cok uygulama kullanilmaktadir.

Abiyotik bir elisitdor olarak kullanilan agir metaller, yogunlugu 5 gramin
tizerinde olan ¢inko [Zn (7.1g/cm3 )], krom [Cr (7.2g/cm® )], kadmiyum [Cd (8.6g/cm®
)], nikel [Ni (8.7g/cm® )], bakir [Cu (8.9g/cm® )], kursun [Pb (11.4g/cm® )], civa [Hg
(13.5g/cm® )] gibi metaller olarak tanimlanirlar. Bununla beraber aluminyum [Al
(2.75g/cm3)] gibi hafif metallerde benzer etkileri gosterirler. Metallerin bazilari
[Cu(bakir), Zn(¢inko), Fe (demir), Mn (manganez), Mo (molibden), Ni (nikel), Co

(kobalt)] bitki ve hayvanlarin gelismesi i¢in gerekli mikro besin elementleridir (Ayhan



ve ark., 2006). Bu baglamda diisik konsantrasyonlarda Cu*?, Mn*, Zn*? ve Fe*? gibi
metal iyonlar1 redoksta yer alan, ¢esitli enzimlerin yapisal konfiglirasyonuna ve niikleik
asitlerin metabolizmasina katilir. Ozelikle ¢inko ve bakir, biyolojik sistemlerde ¢ok
cesitli metabolik ve gelisimsel yollarda kofaktor veya protestetik gruplar gibi enzimlerin
bir parcasi olarak is goriirler. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda, bitki doku ve
organlarda asir1 birikiminin yaninda biiyime ve gelisme, mineral besin alimi,
transpirasyon, fotosentez, enzim aktivitesi, klorofil biyosentezi ve ¢imlenme gibi ¢ok
sayida morfolojik ve fizyolojik olayr olumsuz yonde etkileyerek biiyiimenin
inhibisyonuna, metabolizmanin bozulmasina ve hatta organizmanin 6lmiine dahi neden
olabilmektedir (Kiran ve ark., 2014).

Yapilan literatiir incelemelerinde giiniimiize kadar ticari, tibbi, kozmetik ve gida
katki1 maddesi gibi pek cok sektorde hammadde kaynagi olarak kullanilan degerli
sekonder metabolitleri biinyesinde barindiran Pistacia cinsine ait tiirlerde sekonder
metabolitlerin arttirilmas1 ile ilgili yapilmis herhangi elisitasyon c¢aligmasina
rastlanmamustir. Bu ¢alismada, Pistacia lentiscus L.’un siirgiin kiiltiirlerinde ¢esitli tip
ve konsantrasyonlarda agir metal elisitasyonu ile antikanser 6zellik gosteren triterpen
yapisindaki sekonder metabolitlerin {iretiminin arttirtlmasi ve uygulanan agir metal

stresinin siirgiinlerin bliytimesi tizerindeki etkisi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu tez kapsaminda Pistacia cinsine ait tiirlerde yapilmis herhangi bir elisitasyon
calismasina heniiz rastlanmadigindan tez konusu ile ilgili olarak diger bitkilerin siirgiin
veya kallus ve siispansiyon Kkiiltiirleri {izerinde denenmis agir metal elisitasyonu

calismalarina yer verilmistir.

Maitani va ark., (1996) Rubia tinctorum L. bitkisinde kok kiiltiirlerinde fitoselatin ve
deglisil peptitleri iiretimi iizerine ¢esitli metal (Ag™, As™, As™ Cd*? cu™ Ga™,
Hg+2, Ni+2, Pb+2, Pd+2, Se*? ve Zn+2) ve metal kompozisyonlarinin etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda tiim metallerin fitoselatinlerin tiretimini ¢esitli seviyelerde
uyardigini ve diglisil peptitlerin olusumunu sagladigin tespit etmislerdir. Ozellikle Ag*
uygulamasindan sonra Fe-metalotiyoninlerin pik yaptigini ancak metallerin ¢ogunun
metalotiyoninlere baglanmadigini tespit etmislerdir.

Tumova ve Ruscova (1998) CuSO, ve CdCl, gibi abiyotik stres faktorlerinin Ononis
arvensis’in kallus kiltiirlerinde 24, 48 ve 168 saat sonrasindaki flavonoid olusumu
iizerine etkisini arastirilmustir. Kiiltiirlere 0.5 mg/I™* ve 0.05mg/I"* oranindaki CdCl,
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra, 0.5 mg/l'1 oranindaki CuSO4 uygulamasindan ise
hem 48 hem de 168 saat sonra flavonoid fiiretiminde artiglar meydana geldigini
bildirmislerdir. Ancak en yiiksek flavonoid artigmin (%67) 0.005 mg/l™ oranindaki
CdCl; uygulamasindan elde edildigini ve kiiltir baslangicindan 48 sonra olustugunu
rapor etmislerdir.

Sandra ve ark., (2000) Brugmansia candida'nin sagak kok kiiltiirlerinde skopolamin
ve hiyosyamin tropan alkaloidleri iizerine ¢esitli biyotik ve abiyotik elisitorlerin etkisini
(Salisilik asit, AQNO3, CaCl,, CdCl, ve maya ekstrakti) test etmislerdir. Salisilik asidin,
her iki alkaloidin tiretimini 6nemli 6l¢iide artirdigini (2-12 kat), AgNOs’in skopolamin
tretimini 3 kat, maya ekstraktinin ise alkaloidlerin iiretimini yaklasik 3 kat arttirdigini
ancak skopolamin iiretimini ise 7 kat arttirdigini bildirmiglerdir. CaCl,’tin alkaloid
birikimi veya salinimi iizerinde ¢ok az etkiye sahip oldugunu, CdCl,’lin ise alkaloidlerin
tiretimini 3-24 kat arttirdigini rapor etmislerdir.

Saba ve ark., (2000) yaptiklar1 ¢calismada Epidyum sativum bitkisinin hem in vitro hem
in vivo bitkilerinin olgun ve juvenil eksplantlarinda 6nemli miktarda lepidin
bulundugunu ve bu miktarin eksplant tipine ve kaynagma bagl olarak degiskenlik
gosterdigini bildirmiglerdir. Eksplantlar arasinda maksimum lepidin seviyesinin, 8 hafta

sonra 2 mg/dm™ NAA ve 5 mg/dm™ BAP destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan



kalluslarin siirgiin uclarindan elde edildigini ve 900 pM Zn? veya 100 pM Cu'*
uygilamasinin ise lepidin seviyesini artirdigini rapor etmislerdir.

Vasconsuelo ve ark., (2003) Rubia tinctorum L. bitkisinde kitosanin (elisitor)
antarakinon Uretimi tizerindeki sinyal mekanizmasini arastirmiglardir. Kitosanin, Rubia
tinctorum’da  antrakinon sentezini % 100’e¢ yakin seviyede Onemli derecedede
uyardigini, fosfolipaz C, Ca* ve protein kinaz C’nin inhibisyonunun ise, kitosanin
aktivasyonunu biiyiik oranda diisiirdiigiinii, sonu¢ olarak Rubia tinctorum L. bitkisine
kitosan uygulamasinin antrokinon iiretimini artirmasinda fosfolipaz C, Ca*? ve protein
kinaz C’nin 6nemli rolii oldugunu belirtmislerdir.

Yaoya ve ark., (2004) yaptiklar1 ¢alismada Pharbitis nil'in CuSO,4 ve metil jasmonat
(MeJA) ile muamele ettikleri sagak kok kiiltiirlerinde umbelliferon, skopoletin, skimmin
tirettigini, CuSO,4 uygulamasindan 16 saat sonra umbelliferon {liretiminin maksimum
diizeye ulastigini, diger bilesiklerin iiretiminin ise azaldigini ve tiim bilesikler i¢in
minimum seviyenin uygulamadan 8 saat sonra olustugunu bildirmislerdir.

Wu ve ark., (2007) bir sinyal molekiilii olarak énemli rol oynayan nitrik oksidin
Echinacea purpurea’nin adventif koklerinde sekonder metabolit tiretimi {izerine
etkilerini aragtirmislardir. Kokleri, bir eksojen nitrik oksit {ireticisi olan 100 uM sodyum
nitroprusit (SNP) ile muamele ettiklerinde, fenolik, flavonoid ve kafeik asit tiirevlerinin
birikiminin arttiginm1 bunun yanisira siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz gibi
enzimlerde ise artis oldugunu ve hidrojen peroksit, lipit peroksidasyonu ve
dehidroaskorbat/askorbik asit seviyesinde ise azalma gozlediklerini rapor etmislerdir.
Xiao ve ark., (2010) Lamiaceae familyasmin bir iiyesi olan Salvia miltiorrhiza’nin
sagak kok Kkiiltiirlerinde abiyotik bir elisitér olan giimiis iyonlarinin (Ag+: 15 uM),
litospermik asit B (LAB) ve rosmarinik asit (RA)’in birikimi tizerine etkilerini
arastirdiklari ¢aligmada, abiyotik bir elisitdr uygulamasinin RA birikimini uyarmadigini,
ancak LAB'yi %5.4’ten yaklasik olarak % 18.8'e kadar arttirdigin1 bildirmislerdir.

Aziz ve ark., (2011) Kitosan oligomerleri (CHN 1,5/20) ve bakir siilfat
uygulamalarinin, tiztimde gri ve tiiylii kiiflere karsi savunma mekanizmasini uyarmasi
tizerine yaptiklart arastirmada, en yiiksek fitoaleksin tiretimini %20 deasetilasyon
derecesine sahip 1500 Da molekiil agirhiginda 200 ug/ml kitosan igeren besi ortaminda
48 saatlik inkiibasyon sonunda elde ettiklerini, liziim yapraklarinda kitosan
uygulamasinin, Kkitinaz ve beta-1,3-glukanaz aktivitesinin belirgin bir sekilde
indiiklenmesine yol ac¢tigini, kitosanin bakir siilfat ile birlikte uygulanmasiin siddetli

bir sekilde fitoalaksin birikimini uyardigini belirtmislerdir. Bakir siilfatin 6zellikle



diisiik konsantrasyonlarda tek basma kullaniminin dahi asma yapraklarinda 6nemli
seviyede fitoaleksin iiretimine yol agtigini ve sonug olarak asma yapraklarinda bakir
siilfat ve kitosan uygulamalarinin kiiflerin meydana getirdigi enfeksiyona kars1 koruma
sagladigini rapor etmislerdir.

Acharya ve ark., (2011) Rapidus sativus L.'da arasidonik asit, bakir kloriir, kitosan,
izonikotinik asit ve salisilik asit gibi abiyotik elisitorleri bitkinin yapraklarina
puskiirttiikten 24 saat sonra, nitrik oksit (NO), b-1,3 glukanaz, peroksidaz, polifenol
oksidaz ve fenoliklerde 6nemli bir artis oldugunu bildirmislerdir.

Garofalo Chaves ve ark., (2011) farkli konsantrasyonlarda Cd, Cu ve Zn’nun in vivo
yetistirilen ay¢icegi bitkisinin biiylimesi lizerine yaptiklari ¢alismada, ekimden 50 giin
sonra hasat edilen bitkilerde Cd ve Zn'nin yiiksek konsantrasyonda aygigegi bitkisinin
bitki boyunu azalttigi, yiiksek Zn konsantrasyonlarinin yaprak alaninda 6nemli bir
diisiise yol actigi, agir metal uygulamasmin kuru madde {izerinde 6nemli bir etkisi
olmadigi, ancak bu elementlerin gévde, yaprak ve koklerde birikimi {izerine 6nemli
derecede etkisi oldugu bildirilmistir.

Yildirnm (2012) Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae), siirgiin kiiltiirlerini olusturmak
amaciyla oncelikle aseptik sartlarda ¢imlendirdigi tohumlardan elde ettigi siirgilinlerin
gelisimi lizerine farkli BA konsantrasyonlari, sitokinin ve diger biiylime diizenleyicileri,
ortam ve antioksidanlarin etkisini aragtirmistir. Calisma sonucunda, 1 mgl™ BA ve 7
g™ agar igeren tam kuvvetteki MS ortamini, en yiiksek proliferasyon olusturan ortam
olarak se¢mistir. Ayrica, % 92 ile en yiiksek koklenme oraninin, 1 mgl'1 IBA igeren besi
ortaminda elde ettigini rapor etmistir.

Yamaner ve ark., (2013) endemik ve tibbi bitki olarak potansiyel onemi olan
Hypericum adenotrichum Spach’un in vitro fidelerine elisitér olarak Krom (Cr)
uygulanmasi ile hiperisinlerin (hiperisin ve pseudohiperisin) ve bazi flavonoidlerin
(hiperosid ve izokuersitrin) miktarlarindaki degisimlerini arastirdiklar1 calismada H.
adenotrichum in vitro sartlarda 0.01 ve 0.1 mM Cr konsantrasyonlarina 15 ve 30 giin
boyunca maruz birakilmistir. 15 giinliik 0.01 mM krom uygulamalarinda hiperosid ve
izokuersitrin miktarlarinin sirasiyla 1.7 ve 1.8 kat artig gosterdigini, 30 giinliik 0.01 mM
krom uygulamalarinda 6nemli bir degisiklik olmadigini, hem 15 hem de 30 giinliik 0.1
mM krom uygulamalarinda flavonoid miktarlarinin 6nemli Olclide diistiigiinii, 15
giinlik 0.01 mM krom uygulamasinda pseudohiperisin miktarinin 2.2 kat ile hiperisin
miktarinin 1.7 kat arttirdigini ve son olarak 30 giinliik krom uygulamalarinda

hipersinlerin iiretiminde 6nemli bir degisiklige yol agmadigini bildirmislerdir.



Batir, (2014) in vitro sartlarda ¢imlenmeye biraktig1 enginar tohumlarini kursun ve
bakir metal ¢ozeltilerinin 20, 40, 80, 160, 240, 320, 640, 1280 ppm konsantrasyonlari
ile 14 giin siire ile sulamistir. 20, 40, 80, 160, 240, 320, 640, 1280 ppm’lik kursun ve
20, 40, 80, 160, 240, 320 ppm’lik bakir ¢ozeltileri ile sulanan enginar tohumlarinda
cimlenme go6zlenirken, 640 ve 1280 ppm bakir ¢ozeltileri ile sulanan enginar
tohumlarinda asir1 metal stresi sonucu ¢imlenme olusmadigi belirtilmistir. Ayrica
kursun ve bakir konsantrasyonunun artisina bagli olarak enginar fidelerinin kok
uzunlugu 6nemli derecede diisiis kaydetmistir.

Koc ve Islek., (2015) yaptiklari galismada biber (Capsicum annuum L.) fidelerinde
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesi ve lipid peroksidayonu miktarina
kadmiyum (CdCly)’un farkli konsantrasyonlariin (20, 40, 80 ve 100 uM CdCl; )
etkisini incelemislerdir. CdCl; stresine maruz birakilan Kahramanmaras (KM)-ac1 biber
cesidine ait fidelerde, fenilpropanoid biyosentetik yolun ilk enzimi olan PAL’in
aktivitesinde 2 ve 4. giinde artis tespit etmisler, uygulamanin 4. giiniinde KM-ac1 biber
yapraklarinda en yiiksek PAL aktivitesini 20 uM CdCl; uygulamasindan elde ettiklerini
ayrica, Cd uygulamasmin yaprak ve govde dokularinda lipid peroksidasyon (MDA
icerigi) miktarmi artirdigini ve en yitksek MDA igeriginin ise uygulamanin 4. giiniinde

yaprakta ve 80 uM CdCl; uygulamasinda olustugunu rapor etmislerdir.

Sharma ve ark., (2015) in vitro sartlarda Bacopa monnieri’nin siirglin kiiltiirlerinde
farkli konsantrasyonlarda CuSO4 elisitasyonunun biyokiitle ve bacoside iiretimi {izerine
yaptiklar1 ¢alismada 45 mg/l CuSO4 uygulamasinin en yiiksek bacoside A (8.73 mg/g)
olusturdugu ve kontrol grubuna oranla (6.14 mg/gr) 1.42 kat daha fazla iiretildigi
belirtilmistir.

Kiling ve ark., (2015) Pistacia lentiscus L.'un secilmis genotiplerinden Kklonal
mikrogogaltim i¢in etkin bir protocol gelistirmek amaciyla in vitro fidelerden koken
alan eksplantlar kullanmiglardir. BA igeren besiyerlerinde optimum siirgiin sayisi ve
uzunlugu ancak en yiiksek siirglin uzunlugunu, 2iP varliginda elde etmislerdir. 19.6 pM
IBA igeren besi ortaminda en iyi kok olusumunu (% 94.15) rapor etmislerdir.

Amin Al-Gendy ve ark., (2016) Artemisia monosperma’nin siirgiinlerini, 1 mg/L NAA
ve 1 mg/L Kin igeren MS besin ortaminda kiiltiire alarak kallus olusturmuslardir. Elde
edilen kalluslari, 2 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L Kin ile farkli elisitorler iceren (maya
ekstrakti, CaCl ve Fusarium oxysporum mantar1), MS besi ortaminda bekleterek total
flavonoidler ve fenolik bilesikler iizerine etkisini incelemislerdir. 10 mg/L maya

ekstrakti ve Fusarium oxysporum mantar1 uygulamasinin alt kiiltiirlemeden sonraki 24



saatte ve 0.4 mg/L CaCl, uygulamasinin ise alt kiiltirlemenin 28. giiniinde en yiiksek
flavonoid olusumuna yol a¢tigini belirtmislerdir.

Cetin ve Baydar (2016), Vitis vinifera L. ‘ya ait Kalecik Karasi ve Okiizgozii
kiltivarlarinin hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde fenolik bilesiklerin iiretimi iizerine 0,1
ve 1.5 mg/L bir agir metal olan kadmiyum stilfat (CdSOy), 0 ve 10 uM metil jasmonat
(MeJA) ve 0, 0.20 ve 0.25 M sakaroz uygulamalarinin etkilerini aragtirmislardir. 1.5
mg/l CdSO,4 ve 1.0 mg/l MeJA uygulamasinin iki kiiltivarlarda da en yiiksek fenolik
iretimine, 6zellikle Kalecik Karasi ¢esidinde 1.5 mg/L CdSO,4 uygulamasinin en yiiksek
toplam fenolik (3.144 mg g-'), antosiyanin (1.672 CV g-1) ve trans-resveratrol (3.650
ng g-1) olusumuna, 10 pM'de MeJA uygulamasmin Okiizgdzii ¢esidinde en yiiksek
transresveratrol birikimine (11.681 pug g-1) ve 0.20 M sukroz uygulamasinin ise Kalecik
Karas1 gesidinde en yiiksek toplam fenolik (4.215 mg g™) ve trans-resveratrol (7.550 pg

g-1) ile en ¢ok antosiyanin olusumuna yol agtigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Bu c¢alismada, materyal kaynagi olarak, Izmir’in Cesme ilgesinde bulunan
Ciftlikkdy beldesi civarinda dogal olarak yetisen disi sakiz agaglarindan elde edilen
olgun tohumlar kullanilmigtir. Tohumlar kuru plastik kaplar i¢inde laboratuvara
getirilerek kiiltlire alinana kadar +4°C’ ta buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.1.2. Pistacia lentiscus L.’un biyolojik ézellikleri

P. lentiscus L., geng donemde kazik kok ve bir ¢cok yan kok ile karakteristiktir.
Genellikle ¢ali veya agaggik formunda gelisen, 1-3 m‘ye kadar boylanabilen hatta bazen
6 m yiiksekliginde olabilen bir bitkidir (Sekil 3.1 A, B). Dogal sakiz agacinin gévdesi
diiz degildir. Gengken acik gri renkte, ileri yaslarinda kiil karasi rengindedir. Cigekleri
kiigiik, kirmizimsidir ve ¢igek salkimi halinde kiimelenmistir. Erkek ¢igekler 1-2.5 cm
uzunlukta bilesik salkimlar, disi cigekler ise 1-3 cm uzunlukta seyrek dallanmis
salkimlar halindedir. Ci¢ceklenme mart-nisan aylarinda gergeklesmekte ve ¢ok sayida
cicek tretimi s6z konusu olmaktadir. Drupa tipi olan meyveler 4-7 mm ¢apinda,
yuvarlak-basik ve sivri uglu, baslangigta kirmizi, olgunlastiginda ise siyah renktedir.
Etli-sulu bir mezokarp ile kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler ekim sonu ile aralik
ay1 ortasina kadar olgunlagmaktadir. Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 cift
yaprakciktan olusur. Yapraklar1 govdeye bagli dal ilizerinde 2-12 adet dikdortgen,
mizrakst veya oval bicimindedir. Yaprak¢iklar yumurtamsi, mizrak, eliptik, kiit veya
dikenimsi uglu gibi formlar gosterir ve tiiysiizdiir. Yaprakg¢ik uglari genelde keskin bir
noktayla sonlanir (Akdemir ve ark., 2013).

Sekil 3.1. Pistacia lentiscus L. bitkisinin (A) ve tohumlarinin genel gériinimii (B)
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Sakiz agaci sicak ve kurak Akdeniz ikliminde, deniz kiyilarinda; si1g, tasl,
kayalik ve fakir topraklar iizerinde gelisebilir; kire¢, deniz suyu ve riizgara dayaniklidir.
Kisin ¢ok distik, yazinda yiiksek sicakliklar sakiz verimine olumsuz etki yapar. Asiri
kurakliktan olumsuz etkilenir. Toprakta derinlere inen koklerle diger Pistacia tiirleriyle,
Incir ve zeytin agaglarma gore kurakliga ve tuzluluga daha dayaniklidir. Kirecli tash
topraklar basta olmak iizere, hemen her tiirlii toprakta yetigebilir. Deniz kiyilarinda tuzlu
suya toleransi iyidir. Yetistigi yerler itibariyle sakiz agaci kimi zaman kurak yamaglarda
maki bitkileriyle bir arada goriiliirtken, kimi zaman nadiren de olsa kizilgam
ormanlarinin altlarinda bulunur. Deniz seviyesinden yiiksekligi 0 - 500 m arasinda olan
bolgelerde yayilis gosterir. (Onay ve ark., 2016) Sakiz adasi'nda sakiz yetistiriciligi ve
sakizdan tirlin gelistirilmesi i¢in binlerce istthdam yaratilmis ve her yil milyonlar lira,
ada ekonomisine kazandirilmaktadir. Sakiz adasinda iiretilen ham sakizin yaklasik %

70’1 dis iilkelere pazarlanmaktadir.

3.2. Yontem
3.2.1. Doku kiiltiirii 6n hazirhik uygulamalar:
3.2.1.1. Sterilizasyon islemleri ve besi ortamlarinin hazirlanmasi

In vitro ¢alismalarda, ¢alisilan laboratuar, kullanilan tiim ekipmanlar ile birlikte
cam malzemelerin steril olmasi kontaminasyon riskini azalttig1 ve basarili sonuglar elde
etmede biiylik 6nem tasidigindan c¢alisma Oncesinde ekipmanlarin Ozelliklerine gore
steril edilmeleri saglandi.

Transfer odasina girilmeden 1 giin 6nce; steril kabin i¢i ve dis ylizeyi %96’k
alkol ile temizlenerek, odanin kapi, raf, taban vs. gibi yerler seyreltilmis NaOCI ile
temizlendikten sonra zaman ayarl ultraviyole lambasi agilarak gece 2-3 saat ¢alismasi
saglanarak odanin genel sterilizasyonu tamamlandi. Cam malzemeler (erlenmayer, cam
sise, meziir, balon joje, pipet vb.) sadece sicak su kullanilarak firca yardimiyla
temizlendi. Daha sonra {i¢ defa saf sudan gecirilerek 180°C’de etiivde 3 saat bekletilmek
suretiyle steril edildi. Pens ve bisturiler ise %96’lik etil alkol ile temizlendikten sonra
boncuklu sterilizatorde (Steri 350 swiss made) 10 dk siire ile 250°C’de sterilize edildi.
Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 ise, 121°C’de, 1 atm. basing altinda, 25 dakika siire ile
otoklavda sterilize edilmistir. Distile sular 121°C’de 15 psi basing altinda 3 saat
boyunca etiivde bekletilerek sterilize edildi.

Biiyiime odasi 40 pmol m™?s™ yogunluktaki 151k siddetine sahip olup, ortam

sicakliginmi 25+£2 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat)
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bulunmaktadir. Fotoperiyot; bir zaman ayarlayici ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
olacak bigimde ayarlanmis ve beyaz fliioresan ampuller kullanildi. Besin ortamlari
hazirlanirken onceden olusturulmus stok c¢ozeltilerden 1 litre i¢in gerekli miktarlar
alimarak behere aktarilmis, sonra gerekli bitki biiyiime diizenleyici miktarlar1 ilave
edildi. Ortama 30 g siikroz eklenip, hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Siikroz
lyice eritildikten sonra ortamin pH’s1 seyreltilmis NaOH (sodyum hidroksit) veya HCI
(hidrojen kloriir) kullanilarak 5.8’e ayarlanmustir. 6.4 gr agar ilave edildikten kiiltiir
kaplarina yaklasik 20°ser ml olmak {izere dokiildii. Agizlar1 kapatilan kiiltiir kaplari,
otoklavda 121°C’de 15 dk. otoklava birakilarak sterilize edildi.

3.2.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Bitki biiyime diizenleyicilerine (BAP-IBA) ait stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
icin, ihtiyag duyulan miktarlar tartildi. Stok ¢oOzeltiler genellikle mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere
aktarildi. Her madde 5-10 ml kadar 1 M HCl (BAP) iginde kiicilk magnetik
karistiricilarla birlikte ¢Ozdiiriildii. IBA ise 5-10 ml’lik alkolde eritildi. Eritilen BBD
steril saf suyla 50 ml ya da 100 ml’ye tamamlandi ve homojenize edildi. Baz1 bitki
biiyiime diizenleyicileri (IBA) sicakta bozulacagi igin filtre ile sterilize edildikten sonra
besi ortamina ilave edildi. Biiylime maddelerine ait stok ¢ozeltiler buzdolabinda 4°C’de
sakland1 ve rutin bir sekilde, kullanim yogunluguna bagli olarak uygun periyotlarla taze

olarak hazirlandi.

3.2.1.3 Kullanilan besi ortamu igerigi

Caligmalarimizda besi ortami olarak; temel MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besi ortami modifiye edilerek kullanilmistir. Besi ortami 6.4 g/L agar ile
desteklenmistir. Calismada, kullanilan besi ortamlarina ait stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlari ve 1L MS besi ortaminin

hazirlanmas ile ilgili bilgiler asagida verilmistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve 3.3).

Cizelge 3.1. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok soliisyonlar ve miktarlari
MS MakroElementler Ana Soliisyonu

NH;NO 16.59
KNO;3 1909
CaCl,.2H,0 449
MgSO,.7H,0 3.7¢
KH,PO4 179

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.




MS Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu

HsBO,4 620 mg

MnS0O,.4H,0 1695 mg

ZnS0,4.7H,0 860 mg

Kl 83 mg

Na,MoO,2H, 25 mg

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu

CuS0,.5H,0 25 mg
CoCl,. 6H,0 25mg
Steril saf su 200 ml’ye tamamlanir.

Kompleks Kelatér Ana Soliisyonu

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 tamamlanir.

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 tamamlanur.

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

BAP 100 mg
1N 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 tamamlanur.

GA; (Gibberelik asit) Ana Soliisyonu

GA; 100 mg
3-5¢cc %95°1ik etil alkol
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.
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Cizelge 3.3. Standart MS besi ortam igerigi* (gI™)
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 6.49

Sakkaroz 309

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanmigtir.

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

3.2.3. Doku kiiltiirii uygulamalar
3.2.3.1. Eksplantlarn 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 galkalanarak ¢amasir suyundan arindirild: (Kiling ve

ark., 2015).

3.2.3.2.Tohum ¢imlendirilmesi ve siirgiinlerin proliferasyonu ve muhafazasi

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar 1 mg/L IBA destekli MS besi
ortaminda ¢imlendirilerek (Onay ve ark., 2014), elde edilen aksenik goévdelerin
cogaltimi, Img/L BAP, 0.5 mg/L GA; ile destekli MS besi ortaminda gerceklestirildi
(Kiling ve ark., 2015). Ozetlenecek olursa, juvenil siirgiinlerin proliferasyonu igin 1
mg/L BA, 50 mg/L valin, 30 g seker ve 6.4 gr agar iceren MS besi ortami temel

proliferasyon ortami olarak kullanilarak stok kiiltiirler tiretildi.

3.2.3.3. Agir metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve elisitasyonu

Agir metal uygulamalari i¢in, ortalama 1 cm uzunlugundaki aksenik siirgiinler
sirasiyla 1, 2 ve 4 mg/L olmak tizere 3 farkli oranda haziranan bakir nitrat, giimiis nitrat,
nikel nitrat, kursun nitrat ve kobalt klorlir agir metallerini ayr1 ayr1 iceren MS besi
ortaminda, 25+2 °C ve 16/8 saat 1s1ik/karanlik fotoperiyodu uygulanan kontrollii bitki
bliylime odasinda ortalama 28 giin boyunca kiiltiire alind1. 28 giinliik kiiltiir periyodu
sonrasinda gelisen bitkicikler, oda sicakliginda bekletildikten sonra kurutularak ve
govde ile yaprak kisimlari ayr1 sekilde triterpen analizleri i¢in oda sicakligi kosullarinda

saklandi.
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Farkli agir metal ilave edilen besin ortamlarinda inkiibe edilen siirgiinlerin
proliferasyon c¢alismalarinda veriler kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 30 eksplantin
ortalamasindan elde edilmistir. Yapilan goézlemler ve alinan Ol¢limler su sekildedir:
Eksplant basina olusan gévde sayisi, ortalama govde uzunluklar1 ve govde olusturma
kapasitesi (GOK) hesaplanmigtir. GOK= Govde say1s1/100.

Agir metaller dH2O’ de 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan
stoklar 0.22 pm’lik mikro filtreden gegirilerek steril edilmis ve kullanincaya kadar 4

°C’de saklanmustir.

3.2.4. Sekonder metabolitler

Insanoglu yasamini siirdiirebilmesi igin gereksindigi besinleri bitkilerden
karsilar. Ciinkii bitkiler; temel besin gereksinimlerini gidermek i¢in gereken
karbonhidrat, protein ve yaglarin, yani primer metabolitlerin kaynagini olusturmaktadir.
Bunun yanisira bitkiler sekonder metabolit adi verilen, besin ve enerji saglama gibi
yasamsal deger tasimamakla beraber, basta ila¢ sanayi olmak iizere; kimya, besin,
kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde ekonomik acidan c¢ok Onemli ve yeri
doldurulamaz fitokimyasal bilesikler de iiretirler. Onceleri bu iiriinler, bitkiler tarafindan
olusturulan ve higbir islevi olmayan atik maddeler olarak kabul edilmekteydi. Ancak
daha sonra bu metabolitlerin; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve
nesillerini  siirdiirmek icin bitkiler tarafindan gelistirilmis oldukca karmasik
mekanizmalarin iiriinleri oldugu anlasgilmistir. Kuraklik, tuzluluk, UV 1simnlar vs. gibi
degisik cevresel etkenlerin olusturdugu stres ortamina karsi koyma, herbivorlara
(bocekler, siiriingenler vb.) karsi savunma, mikroorganizmalara (bakteriler, viriisler,
mantarlar vb.) karst savunma ve bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler
(polinizasyonu ve tohum dagilimini saglamak icin hayvanlari ve diger tasiyicilar
cezbettirme gibi) gibi bitkilerde 6nemli islevlere sahiptir. Tarihle ilgili erisilebilen yazili
kaynaklarda, ilk insanlarin g¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in bitkilerden yararlandiklari
belirtilmektedir. Elbette bu kullanim bi¢imi etken madde olan sekonder iiriinden gok,
bitkinin kendisine veya degisik yollarla elde edilen Oziitlerine dayanmaktadir. Bugiin
bile diinya niifusunun ¢ogunlugu icin bitkiler, ilaglarin ham maddesi olarak
kullanilmaktadir. Sekonder bilesiklerin baslica cesitleri; terpen veya terpenoidler,

fenolik bilesikler ve azot igeren sekonder metabolitlerdir.
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3.2.4.1.Terpenlerin simflandirilmasi

Terpenler veya terpenoidler sekonder bitki iriinlerinin en biiyiik sinifidir. Bu
sinifta bulunan farkli maddeler genellikle suda ¢oziinmezler. Organik ¢oziiciilerde (eter,
kloroform, benzen ve aseton) yiiksek oranda ¢oziiniirler. Bitkilerin yaprak, meyve, ¢icek
gibi kisimlarinda bulunabilirler. Biyosentetik orijinleri ayni olup, biitiin terpenler
izopren olarak adlandirilan 5 karbonlu birimlerden tiirevlenirler (Sekil 3.2). Terpenlerin
cogu hidrokarbonlardir; ancak alkoller, ketonlar veya aldehitler gibi oksijen iceren
bilesiklerde olabilirler. Bu tiirevler ¢ogunlukla terpenoid olarak adlandirilan bilesikleri

olusturur.
CHj

CH
H,cZ N7 2

Sekil 3.2. 5 C’lu izopren birimi

Icerdikleri izopren sayisina gdre monoterpenler (10 C’lu), seskiterpenler (15
C’lu), diterpenler (20 C’lu), triterpenler (30 C’lu), karotenoidler (40 C’lu) ve
politerpenler (>40 C’lu) seklinde siniflandirilirlar.

3.2.4.2. Terpenlerin biyosentezi

Terpenlerin biyosentezi, yiiksek bitkilerde mevalonik asit yoluyla Asetil Co-
A’dan, ilkel bitkilerde ise, metileritrotriol fosfat yoluyla meydana gelir (Sekil 3.3). Bu
yolda Asetil Co-A’nin 3 molekiilii 6 karbonlu mevalonik asidi olusturmak i¢in kademeli
bir sekilde birbirine baglanir. Mevalonik asit 6nce pirofosforillenir, sonra izopentil
pirofosfati (IPP) meydana getirmek i¢in dekarboksile ve dehidre olur. Izopentil
pirofosfat, geranil pirofosfatt olusturmak icin birbirleriyle reaksiyona girer ve hemen
hemen biitiin monoterpenlerin 10 karbonlu baslangic maddesi olusturulur. Geranil
pirofosfat diger bir izopentil pirofosfata baglanarak farnesil pirofosfat1 (15C) meydana
getirir. Farnesil pirofosfat da bagka bir izopentil pirofosfata baglanarak geranil geranil
difosfat1 (20C) olusturur. 2 geranil geranil difosfat bir araya gelerek tetraterpenleri

(40C) meydana getirir.
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Sekil 3.3. Terpen yapidaki bilesiklerin sentez yolu (Taiz ve Zeiger, 2008)

3.2.4.3. Triterpenlerin genel ozellikleri

Triterpenler (30C), alt1 izopren halkasindan olusan ve biyosentetik olarak
squalenden tiireyen bilesikler olup isoprenoid birlesiklerin en genis gruplarindan
birisidir. Yiksek kaynama noktasina sahip, renksiz kati yapidadirlar. Kompleks
triterpenoidler acili 6zellige (6rnegin limon meyvalarindaki limonoidler, Cucurbitaceae
familyasindaki cucurbitasinler, gibi) sahiptir. Ursolik asit, oleanik asit ve betulinik asit
gibi bazi triterpenler ise bitkiler aleminde yaygin olarak bulunmaktadir (Sekil 3.4., 3.5.,
ve 3.6).

Triterpenler steroidler (27-29C) bashigi altinda 5 gruba ayrilirlar. Bunlar;

steroller, sapogeninler, kardiyak glikozitler, steroid hormonlar ve fitoekdisteroidlerdir.



18

Sekil 3.6. Oleanolik asit

3.2.4.4. P. lentiscus L’ta bulunan triterpenoid yapidaki bilesenler

Daha once birgok arastirict tarafindan 6zellikle sakiz reginesi yagindan izole
edilerek tanimlanmis a-pinen, B-myrcen, B-pinen ve limonen’in, mastik sakizinin ve
esansiyel yaginin ana bilesenleri oldugu bulunmustur (Akdemir ve ark., 2013). Bunlarin
yanisira verbenon, a-terpineol ve linalool gibi ¢esitli iz bilesenlerin de sakiz yaginin
antibakteriyel aktivitesine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugu gorilmiistiir. Polimersiz
sakiz eksrakti asidik ve noétral fraksiyonlara ayrilmaktadir. Asidik fraksiyonlar
oleanonik asit, moronik asit, 24Z-mastikadienonik asit, 24Z-izomastikadienonik asit,
24Z-mastikadienolik asit ve 24Z-izomastikadienolik asit gibi major triterpenoit
bilesikleri igermektedir. (Paraschos vd., 2007; Kaliora vd., 2007; Papageorgiou vd.,
1997). Sakiz reginesinden, yagindan ve diger ekstraktlarindan elde edilen triterpenoid

bilesiklerin 3 boyutlu yapilar1 Sekil 3.7’de verilmistir.
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24z-masticadienolic acid (1) 24Z-isomasticadienclic acid (2)

24z-isomasticadienonic acld (4)

Ursonic acid (8)

T e

Dammara dienone (9) Tirucallol (10)

Sekil 3.7. Sakiz recinesinden, yagindan ve diger ekstraktlarindan izole edilen dogal triterpenoidler

3.2.5. Terpen yapidaki bilesenlerin analizi
3.2.5.1. Ugucu olmayan bilesenlerin ekstraksiyonu ve analizi
3.2.5.1.1.Siirgiin kiiltiirlerinin ekstrelerinin hazirlanmasi

Ornekler kurutulduktan sonra dgiitiilerek toz haline getirilmis ve kullanilincaya
dek -20 °C’ta 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 edildi.

3.2.5.1.2. LC-MS/MS ile triterpenoidlerin analizi
Siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen kuru ekstreler Shimadzu marka ultra yiiksek

performansli sivi kromatografisi (UHPLC) cihazi ile analiz edildi.



20

3.25.1.2.1. LC-MS/MS sistemi

Tandem-MS, c¢ok o6zgiil ve duyarli bir teknoloji olup genis grubunun
degerlendirilmesini miimkiin kilar. Hizli, kesin ve az miktarda kan Ornegi ile
caligilabilen bir yontemdir. En 6nemli avantaji, olduk¢a az miktarda fizyolojik siv1 veya
kuru Ornegin birbiriyle baglantisiz ¢ok sayida farkli metabolit ve bilesigi ayn1 anda
Olgebilmesidir. Tandem-MS kullanilarak tek bir 6rnek ile 25’den fazla metabolitin
taranmasi mumkiindiir. Bitkilerin farmasotik aktif bilesenlerinin nitel ve nicel
analizlerinde LC-MS ve o6zellikle de LC-MS/MS cihazlar1 ¢ok sik tercih edilmektedir.
Tarama icin Guthrie kartlar1 tlizerine alinmis ve kurutulmus oOrneklerinden alinacak
kiigiik diskler yeterlidir. Guthrie kagitlar1 iizerine alinmis ve kurutulmus orneklerden
etanol ile elde edilen kisim, “soft iyonizasyon” veya “elektrospray” yontemi ile cihaza
yiiklenir. ilk filtreleme kisminda iyonize olan ve iyonize olmayan molekiiller ayrilr.
Iyonize ana molekiiller daha sonra cihazin “carpisma iinitesi” denilen boliimiine gelirler.
Burada inert gazlarin (argon gazi vb) etkisi ile ana molekiiller elektron yiiklii daha
kiigiik parcalara parcalanirlar (fragmantasyon). Ana molekiilden ayrilan daha kiiciik
iyonlar ikinci bir filtrede kiitlelerine gore ayristirilir. Cihazda bulunan iki MS (kiitle
spektrometresi) araciligiyla belli bir ana molekiiliin 6nciisii olan kiiglik iyonize
molekiiller ile ana molekiiller taranir ve gruplandirilirlar. Ana molekiilden ayrilan kiiciik
molekiillerin olusturdugu spektrum, bu ana molekiil i¢in karakteristiktir. Cihazda iki
adet kiitle spektrometresi bulundugundan MS-MM, MS/MS veya MS? olarak gosterilir.
Déteryum isaretli internal bir standart ile karsilastirilarak miktar tayini yapilir (Demirel
2010).

3.2.5.1.2.2. LC-MS/MS i¢in mobil faz sistemi

Sivi kromatografi cihazi i¢in kullanilacak hareketli faz sistemi A ve B fazi
olmak {izere ikili sistemden olusmaktadir. A fazi1 ultra saf su, B faz1 ise metanol,
asetonitril, metanol-su, asetonitril-su seklinde farkli varyasyonlar denenerek en iyi

ayrimin gergeklestigi mobil faz sistemi tercih edildi.

3.2.5.1.2.3. LC-MS/MS analizi icin 6rneklerin hazirlanmasi
Bitki materyallerinden elde edilen kuru ekstreler metanol ile 500 mg/kg olacak

sekilde seyreltilerek ve 0,22 um siringa ucu filtreden gecirilerek cihaza enjekte edildi.
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3.2.5. Istatistiksel analizler

Calismalar sonucu elde edilen veriler (Eksplant basina diisen gévde sayisi, Govde
Uzunlugu, ve G.0.K) bakimindan istatistiksel olarak degerlendirilecektir. Biitiin
caligmalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilacaktir. Verilerdeki degiskenligi
hizl1 bir sekilde gormek i¢in biitiin ¢alisma sonuglarinin tanimlayici analizleri SPSS
19.0 paket programi kullanilarak yapilacaktir. Test edilen islemler arasindaki
farkliliklarin belirlenebilmesi icin veriler ANOVA’ya tabi tutulacaktir. Istatiksel olarak
farkli goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler arasindaki farkliliklar P<0.05
seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testine tabi tutulacaktir. Oransal verilere ise, Ki

kare (%2 ) testi ile istatistiksel olarak degerlendirilecektir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Doku Kkiiltiirii cahsmalarina ait sonuglar ve tartisma

Doku kiiltiirii uygulamalarinda en temel konulardan biri, bitki pargalar1 ve
kullanilacak alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu ile besi ortamlarinin hazirlanmasidir.
Bu baglamda uygulamis oldugumuz teknikler sonuglarin basarili bir sekilde elde
edilmesine olanak saglamigtir. Bu tez kapsaminda yiizey sterilizasyonu tamamlanmis
tohumlar 1 mg/L IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilmis (Sekil 4.1 A) ve
aksenik stirgiinler, Img/L BAP, 0.5 mg/L GA; ile destekli MS besi ortaminda prolifere
edilmistir (Sekil 4.1 B). Prolifere edilen juvenil siirgiinler 1 mg/L BA, 50 mg/L valin,
30 g seker ve 6,4 g/L agar iceren MS besi ortamina akatrilmis ve agir metal

uygulamalari i¢in yeterli sayida stok kiiltiirler elde edilmistir.

Sekil 4.1. (A) 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan tohumlar, (B) Prolifere
edilen fideler

Doku kiiltiirii uygulamalarinda, biitiin bitki tiirleri i¢in evrensel bir rejenerasyon
protokolii bulunmadigindan her bitki tiirii, hatta her bitki ¢esidi i¢in spesifik bir in vitro
¢ogaltim protokoliiniin olusturulmasi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda nihai amag
sakiz agacinin tohumlarndan itibaren yeni bir mikrogogaltim teknigi olusturmak
olmadigindan daha 6nce, Onay ve ark., (2014) ve Kiling ve ark., (2015)’nin gelistirmis

olduklar1 protokoller siirgiin kiiltiirii islemlerini gerceklestirmek i¢in kullanilmistir.

4.2. Agir metal elisitasyonuna ait sonuglar ve tartisma
Elisitor olarak yari-kati1 besi ortamlarina ilave edilen farkli tipte ve
konsantrasyonda agir metal uygulamalarinin P. lentiscus L. siirgiin gelisimine ve

triterpenoid iceriginin degisimine etkisi asagida ayri basliklar halinde sunulmustur.
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4.2.1. Bakar nitrat (CuNO3) elisitasyonuna ait sonuclar

Elisitor olarak besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/L CuNO; uygulamalarinin,
stirgiin gelisimine etkisinin sunuldugu Cizelge 4.1 irdelendiginde, besi ortamina ilave
edilen farkli konsantrasyonlardaki CuNOj3; uygulamalarindan elde edilen bitkilerin
kontrol grubuna (9.03+0.71) oranla ¢ok diisiik sayida govde olusturdugu gozlenmistir.

Uygulanan agir metal konsantrasyonunun artisina paralel olarak, govde sayisinin
oldukca azaldigi, bundan dolayr gévde uzunlugunun toplam siirgiin sayisina
boliinmesiyle elde edilen ortalama gévde uzunluklarinin, kontrol grubu hari¢ uygulanan
CuNO3 konsantrasyonlari igerisinde en diisiik degerin 1.00+0.10 ile 4 mg/L CuNO;
elisitasyonundan elde edildigi belirlenmistir. Go6vde olusturma kapasitesi bakimindan
en yiiksek sonuglarin kontrol grubundan (0.09) elde edildigi, farkli konsantrasyonlarda
CuNO3 uygulanan bitkilerde istatistiksel olarak herhangi bir fark gézlenmedigi ve her

li¢ konsantrasyonda da sonuglarin 0.01 oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda CUNO; uygulamalarinin P. lentiscus L’ta gdvde gelisimine etkisi

Ortalama Ortalama
Elistor Tipi
(mg/L) Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
m

< ***Ort+SH Ort+SH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05d 0.09
1 mg/l CuNO; 1.124+0.08b 1.25+0.07b 0.01
2 mg/l CuNO; 1.03+0.04b 1.524+0.10a 0.01
4 mg/l CuNO3 1.02+0.11b 1.00+£0.10c 0.01

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 30 eksplantin ortalamasindan elde edilmistir.Her bir siitunda yer alan birbirinden farkl harfler,
Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali testinegore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi.***Ortalama + Standart hata.

Siirglin gelisimlerinin morfolojik 6zelliklerine bakildiginda ise, uygulanan CuNO;
konsantrasyonunun artisina baglh olarak, gévde sayisinin ve uzunlugu ile kuru maddenin
azaldigi, yaprak ve govdelerde kirmizilasma ve kararmalarin arttigi tespit edilmistir
(Sekil 4.2). Morfolojik olarak saglikli siirglinlerin kontrol grubunda yer aldigi, bakir
nitrat stresine bagh olarak yaprak uglarinda baslayip devam eden klorozis ve hasarlar

meydana geldigi ve genel olarak siirgiinlerin renginde koyulagsma olustugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda CuNO3 (Bakir nitrat) uygulanan P. lentiscus L. fidelerinin genel
goriiniimi Bar: 0.90 cm. (A) Kontrol (B) Img/L CuNO; (C) 2mg/L CuNO; (D) 4mg/L CuNO3

Triterpenoid miktarlarinin sunuldugu Cizelge 4.2 irdelendiginde ise, besi ortamina
ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki CuNOs elisitasyonundan elde edilen bitkilerin
kontrol grubuna gore ¢ok diisiik sayida gévde sayis1 olusturmasina ragmen hem govde
hem de yaprak ekstrelerinde farkl: triterpenoid tespiti ve tirterpenoidlerde de artis tespit
edilmistir. Ozellikle kontrol grubunda tespit edilemeyen moronik asit ve Oleanolik
asitin, CuNOg3 uygulanan besi ortamlarindan inkiibe edilen siirgiinlerin ekstrelerinde
tespit edilirken diger terpenoitler agisindan herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.
4mg/L CuNOg3 uygulanan yaprak ekstresinde moronik asit, 0.063 ppm seviyesinde;
Oleanonik asit, 0.031 ppm seviyesinde artis gosteririken, 2mg/L CuNO3; uygulanan
yaprak ekstresinde (0.005 ppm) kontol grubuna gére (0.007 ppm) 0.002 seviyesinde bir
azalma meydana gelmistir. Ozellikle CuUNOs ilaveli besi ortamlarinda inkiibe edilen P.
lentiscus L’nin yaprak ekstrelerine nazaran govde ekstrelerinde daha fazla say1 ve

miktarda triterpenoid olustugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda CuNO; uygulanan P. lentiscus L’nin gévde ve yapragindaki
trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elistor Tipi Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik

(mg/L) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontrol
Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 mg/l CuNO;
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
2 mg/l CuNO;
Yaprak 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. 0.063 0.031 N.D. N.D. N.D.
4 mg/l CuNO;
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.2. Kobalt Kloriir (CoCl,) elisitasyonuna ait sonuclar

1, 2 ve 4 mg/L CoCl elisitasyonunun, siirgiin gelisimine etkisinin sunuldugu
Cizelge 4.3 irdelendiginde, farkli konsantrasyonlardaki CoCl, uygulamalarindan elde
edilen bitkilerin kontrol grubuna (9.03+0.71) oranla ¢ok diisiik ortalama gévde sayisina
sahip oldugu belirlenmistir. 1 mg/L CoCl, uygulamasmin ortalama govde sayisi
bakimindan (1.48+0.12), 2 ve 4 mg/L CoCl; uygulamalarina gére daha iyi sonug verdigi
gozlensede istatiksel olarak aralarinda herhangi bir fark gézlenmedigi (1.00+0.00) tespit
edilmistir. Uygulanan agir metal konsantrasyonunun artigina paralel olarak govde
sayisinin oldukc¢a azaldigi ve ortalama gévde uzunluklar1 bakimindan da uygulanan
CoCl, konsantrasyonlar1 igerisinde en diisiik degerin 1.31+0.07 ile 2 mg/L CoCl,
uygulamasindan elde edildigi belirlenmistir. En yiiksek gdvde olusturma kapasitesinin
yine kontrol grubundan (0.09) elde edildigi ve bunu sirasiyla 1 mg/L CoCl; (0.02) ile 2-
4 mg/L CoCl; (0.01) uygulamalarinin takip ettigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda CoCl, elisitasyonunun P. lentiscus L’ta gévde gelisimine etkisi

Elistor Tini Ortalama Ortalama
(mg/L) P Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
9 ***Qrt+SH Ort+SH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05 d 0.09
1 mg/l CoCl, 1.48+0.12b 1.50+0.07a 0.02
2 mg/l CoCl, 1.00+0.00c 1.31+0.07c 0.01
4 mg/l CoCl, 1.00+0.00c 1.44+0.04ab 0.01

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 30 eksplantin ortalamasindan elde edilmistir.Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler,
Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali testinegdre belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi, ***Ortalama + Standart hata.
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Sekil 4.3 incelendiginde, CoCl, elisitasyonunun artisina paralel olarak govde
sayisinda ve uzunlugunda, gévde-yaprak kuru agirliklarinda azalmalar oldugu, yaprak
ve govdelerde kararmalarin arttigi belirlenmistir. Yapraklarda stresin sonucu oarak
Klorofil kaybina bagli yaprak uglarinda baslayip devam eden klorozis ve nekrozlarin

meydana geldigi gortilmistiir.

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda CoCl, elisitasyonunun P. lentiscus L. fidelerinin genel gériniimii
Bar: 0.90 cm. (A) Kontrol (B) 1 mg/L CoCl, (C) 2 mg/L CoCl, (D) 4 mg/L CoCl,

Cizelge 4.4 irdelendiginde ise, CoCl, uygulamalarindan elde edilen bitkilerin yine
kontrol grubuna goére ¢ok diisiik sayida gévde sayisi olusturdugu, bazi gévde ve yaprak
ekstrelerinde farkli triterpenoid tespiti ve tirterpenoid miktarlarinda ise artis gozlendigi
tespit edilmistir. Moronik asit, oleanonik asit ve oleanolik asit’in kontrol grubunda
gozlenmedigi halde ilk kez CoCl, uygulanan ekstrelerde agiga ¢iktigi berlirlenmistir. 2
mg/L CoCl, uygulamasinin, govde ekstrelerinde ursonik asit miktarin1 0.018 ppm’e
yiikselttigi ve kontrol grubuna gore 1.5 kat arttirdigi, yaprak ekstrelerinde ise 0.016 ppm
seviyesine ulasarak 2.28 kat artis gosterdigi ve moronik asit’in ise 0.093 seviyelerine
ciktigr tespit edilmistir. Oleanonik ve oleanolik asit’in denenen parametreler igerisinde
sirastyla maksimum 0.045 ppm ve 0.012 ppm seklinde elde edildigi ve farkli
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konsantrasyonlarda CoCl, uygulamasinin mastikadienolik asit ve ursolik asit {izerinde

ise herhangi bir degisiklige yol agmadig1 gorilmiistiir.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda CoCl; elisitasyonunun P. lentiscus L’un
govde ve yapragindaki trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elistor Tipi Eksplant Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik ~ Oleanolik  Ursolik
(mg/L) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontrol
Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. N.D. 0.045 N.D. N.D. N.D.
1 mg/l CoCl,
Yaprak 0,004 N.D. N.D. N.D. 0,012 N.D.
Govde 0.018 0.093 N.D. N.D. N.D. N.D.
2 mg/l CoCl,
Yaprak 0,016 0,074 N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. 0.045 0.028 N.D. N.D. N.D.
4 mg/l CoCl,
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.3. Nikel nitrat (NiNOg) elisitasyonuna ait sonugclar

Cizelge 4. 5. irdelendiginde, farkli konsantrasyonlardaki NiNO; uygulamalarinin
ortalama govde sayist bakimindan tiim bitki gruplann arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark gostermedigi (1.00+0.00), ancak govde uzunlugu bakimindan
maksimum 1.24+0.05 cm oldugu belirlenmistir. Maksimum ortalama govde sayisinin,
kontrol grubuna ait bitkilerden (9.03+0.71) ortalama g6vde uzunluklar1 arasinda,
minimum sonucun (0.55+0.05) ise kontrol grubundan elde edildigi goriilmistiir.
Maksimum govde olusturma kapasitesinin de kontrol grubuna ait oldugu (0.09), govde
olusturma kapasitesi bakimindan agir metal uygulanan bitki gruplar1 arasinda fark
gozlenmedigi ve elisitasyonun tiim konsantrasyonlarda 0.01 sonucunu verdigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda NiNOjs elisitasyonunun P. lentiscus L’ta govde gelisimine etkisi

Elistér Tipi Ortalama Ortalama
(mg/L) P Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
g ***Qrt:SH Ort+SH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05d 0.09
1 mg/l NiNO; 1.00+0.00b 1.24+0.05a 0.01
2 mg/I NiNO; 1.00+0.00b 1.00+0.08¢ 0.01
4 mg/l NiNO4 1.00+0.00b 1.15+£0.08ab 0.01

Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali testine
gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.
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NiNO; elisitasyonu sonucunda elde edilen morfolojik gozlemler Sekil 4.4’te
sunulmustur. Artan konsantrasyonlarin siirgiin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi,
govde sayisi ve uzunlugunda, gévde-yaprak kuru agirliklarinda diisiise, yapraklarda
kirmizilasma ve kararmalara, govdelerde daha ¢ok kararmalara yol agtigi tespit

edilmistir. Nikel nitrat derisimine bagl olarak yapraklarda klorozis olustugu

belirlenmistir.

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda NiNOj3 uygulanan P. lentiscus L. fidelerinin genel goriiniimii Bar:
0.90 cm. (A) Kontrol (B) 1 mg/L NiNO; (C) 2 mg/L NiNO; (D) 4 mg/L NiNO3

Triterpenoid miktarlarinin sunuldugu Cizelge 4.6 irdelendiginde ise, genel olarak
besi ortamina ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki NiNO3z uygulamalarindan elde
edilen bitkilerin govde yaprak eksplantlari {izerinde ursonik asit diginda arastirilan diger
triterpen gesit ve miktart bakimindan etki gostermegi tespit edilmistir. Sadece kontrol
grubuna ait gévde (0.012 ppm) ve yaprak (0.007 ppm) ekstrelerinde tespit edilen ursonik
asit miktarimin 1 ve 4 mg/L’lik uygulamalarinda diisiise yol agarken, 2 mg/L NiNOs
elisistasyonunun ise yaprak ekstresinde 1.8 kat artis gosterdigi ve 0.013 ppm seviyesine

ulastig1 belirlenmistir.



Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda NiNO; uygulanan P. lentiscus L’un gévde ve yapragindaki

trierpenoid bilesiklerin miktar ve gesidine etkisi
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Elistor Tipi Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik ~ Oleanolik  Ursolik
(mg/L) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
) Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

1 mg/l NiNO;
Yaprak 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
) Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

2 mg/l NiNO;
Yaprak 0,013 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

4 mg/l NiNO3
Yaprak 0,004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.4. Kursun nitrat (PbNO3) elisitasyonuna ait sonuclar

Cizelge 4.7. irdelendiginde, ortalama govde sayisi bakimimdan maksimum

sonucun kontrol grubuna ait oldugu,

uygulanan PbNOj3 dozlarinin artisina paralel

olarak ortalama govde sayisinin azaldigi ve minimum goévde sayisinin 4 mg/L’lik

dozdan (1.00+0.00) elde edildigi goriilmiistiir. Ortalama gévde uzunlugunun en yiiksek

0.92+0.07 cm ile 2 mg/L PbNO; elisitasyonundan elde edildigi belirlenmistir.

Maksimum govde olusturma kapasitesinin (0.09) kontrol grubuna ait oldugu, 1-2 mg/L

PbNO;3 elisitasyonu arasinda fark gozlenmedigi ve 4 mg/L uygulamasinin gévde

olusturma kapasitesini azalttig1 gortilmiistiir.

Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda PONO; elisitasyonunun P. lentiscus L’ta gévde gelisimine etkisi

Elistor Tipi Ortalama Ortalama
(mg/L) P Govde Sayis1  Govde Uzunlugu (cm)  **G.0.K
9 *xQrtSH OrtxSH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05 ¢ 0.09
1 mg/l PbNO3 2.25+0.18b 0.74+0.08ab 0.02
2 mg/l PbNO; 2.11+0.15b 0.924+0.07a 0.02
4 mg/l PbNO; 1.00+0.00c 0.84+0.08ab 0.01

Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastiriimal testine gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi.
***QOrtalama + Standart hata.

Mikro besin elemani icerisinde yer almayan kursunun toksik 6zelliginin denenen

diger agir metallere oranla daha olumsuz sonuglar verdigi belirlenmistir. Sekil 4.4

incelendiginde PbNO;3 elisitasyonu sonucunda artan agir metal konsantrasyonlarin

govde sayisi ve uzunlugunda, govde-yaprak kuru agirliklarinda disiise, yapraklarda
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daha c¢ok kirmizilasmaya ve Kklorozise, govdelerde ise kararmalara yol agtigi

belirlenmistir.

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda PbNO3 uygulanan P. lentiscus L. fidelerinin genel goriiniimii Bar:
0.90 cm. (A) Kontrol (B) 1 mg/L PbNO; (C) 2 mg/L PbNO; (D) 4 mg/L PbNO;

P. lentiscus L’un govde ve yapragindaki triterpenoid bilesiklerin miktar ve
cesidine farkli konsantrasyonlarda uygulanan PbNO3z’in etkisi Cizelge 4.8’de
sunulmugtur. Buna gore, PODNO; uygulamasinin 6zellikle govdeler iizerinde etkili
oldugu ve moronik, oleanonik ile ursolik asit gibi kontrol grubunda bulunmayan
triterpen bilesiklerin olusumuna yol agtig1 belirlenmistir. Kontrol grubunun hem govde
hem de yaprak ekstrelerinde bulunan ursonik asit seviyesinin, 2 mg/L PbNOj3;
uygulamasi ile sirasiyla 1.2 ve 2.4 kat artig gosterdigi, 4 mg/L hari¢ diger uygulamalara
hem govde hem de yaprak kisimlarinda yanit olusturdugu, mastikadienolik ve oleanolik
asit triterpenlerine ise kontrol grubu dahil PbNO; -elisitasyonlarinin higbirinde

rastlanmadig@ tespit edilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlarda PbNO; elisitasyonunun P. lentiscus L’un govde ve yapragindaki
trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elistor Tipi Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik ~ Oleanolik  Ursolik

(mg/L) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde 0.006 N.D. 0.059 N.D. N.D. 0.049

1 mg/l PbNO;
Yaprak 0,008 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.024

2 mg/l PbNO;
Yaprak 0,017 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. 0.052 N.D. N.D. N.D. N.D.

4 mg/l PbNO;
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.5. Giimiis nitrat (AgNO;) elisitasyonuna ait sonuglar

Besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/L AgNOs; elisitasyonunun siirgiin
gelisimine etkisi Cizelge 4.7.de sunulmustur. Buna gore, ortalama gdvde sayisi
bakimindan en yiiksek sonucu (9.03+0.71) kontrol grubuna ait bitkilerin verdigi
belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda AgNO; uygulamalarindan elde edilen
bitkilerin ortalama gdvde sayisi arasinda istatistiksel olarak fark goézlenmedigi, artan
PbNO; dozlarmin ortalama govde uzunlugununda diisiise yol agtigi, bununla birlikte
denenen parametreler arasinda minimum uzunlugun 0.46+0.02 cm ile 4 mg/L PbNO;
ilave edilen govdelerden elde edildigi goriilmistir. Govde olusturma kapasitesi
bakimindan PONOj; uygulanan siirgiinler arasinda istatistiksel olarak fark gozlenmezken

yine maksimum kapasitenin 0.09 ile kontrol grubuna ait oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli konsantrasyonlarda AgNO; uygulamalarinin P. lentiscus L’ta gévde gelisimine

etkisi
Elistér Tipi Ortalama Ortalama
(mg/L) P Govde Sayisi Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K

g ***Qrt+SH Ort=SH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05a 0.09
1 mg/l AgNO; 1.11+0.06b 0.61+0.04a 0.01
2 mg/l AgNO; 1.1940.10b 0.55+0.02a 0.01
4 mg/l AgNO; 1.00+0.00c 0.46+0.02b 0.01

Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali testine
gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** Govde olusturma kapasitesi indeksi. ***Ortalama + Standart hata.

Yine bir mikro besin 6zelligi tasimayan giimiis nitrat elisitasyonu sonucunda elde
edilen morfolojik gozlemler Sekil 4.4’te sunulmustur. Artan konsantrasyonlarin siirgiin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, govde sayist ve uzunlugunda, gévde-yaprak kuru

agirhiklarinda diisiise, govdelerde ve yaprak ucglarindan baglayip devam eden
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kararmalara yol actigi tespit edilmistir. Glmiis nitrat derisimine bagli olarak

yapraklarda klorozis ve nekrozlar olustugu belirlenmistir.

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda AgNOj3 uygulanan P.lentiscus L. fidelerinin genel gériiniimii Bar:
0.90 cm. (A) Kontrol (B) 1 mg/L AgNO; (C) 2 mg/L AgNO; (D) 4 mg/L AgNO;

Cizelge 4.10 irdelendiginde, AgNO; elisitasyonunun govde ve yaprak
ekstrelerine ait trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidinin arttig1 gozlenmistir. Kontrol
grubu govde ve yaprak ekstrelerinde bulunan ursonik asit’in elisite edilen bitkilerde hig
gozlenmedigi, mastikadienolik asit bakimindan ise herhangi bir degisiklige yol
acmadigr tespit edilmis ancak kontrol grubunda bulunmayan moronik, oleanonik,
oleanolik ve ursolik asit’in ise sentezine neden oldugu ve sentezlenen triterpenoitlerin
miktar1 dikkate alindiginda ise, 4 mg/L AgNO3 uygulanmis govde ekstrelerinde Ursolik

asit’in 2.925 ppm ile en garpici sonucu verdigi gozlenmistir.
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Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarda AgNOj; uygulanan P. lentiscus L’un govde ve yapragindaki
trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elistor Tipi Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik ~ Oleanolik Ursolik

(mg/L) Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Kontrol Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde N.D. 0.074 0.032 N.D. N.D. N.D.

1 mg/l AgNO;
Yaprak N.D. 0,061 N.D. N.D. 0,029 N.D.
Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

2 mg/l AgNO;
Yaprak N.D. 0,04 N.D. N.D. 0,035 N.D.
Govde N.D. 0.088 0.116 N.D. N.D. 2.915

4 mg/l AgNO;
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, aseptik kosullar altinda ve uygun besin
ortamlarinda bitki hiicre (meristematik hiicreler, hiicre siispansiyonu veya kallus
hiicreleri) doku, organ (apikal meristem, kok, gévde, yaprak vb.) veya bitkiciklerin
uretildigi ya da iriinlerin (metabolitler) elde edildigi tekniklerdir. Sekonder
metabolitlerin bitki hiicre ve doku kiiltiirleri ile tiretilmesi, geleneksel metotlara kiyasla
ister tropik ister subtropik kokenli olsun, in vitro kiiltlire alinabilmesi, kiiltiir sartlarinin
sekonder metabolit iiretimini artiracak sekilde optimize edilebilmesi gibi belirgin
avantajlar sz konusudur (Erkoyuncu ve Yorgancilar 2015). Bir¢ok tibbi bitki tiiriinde
siirglin kiiltiirleri yoluyla dogada yasayan formlarindan c¢ok daha fazla miktarda
sekonder metabolit birikimi saglanmistir. Ornegin, Bacopa monnieri’den bacoside A,
Nothapodytes nimmoniana’dan kamptotesin ve Digitalis purpurea L. siirgiin
kiiltiirlerinden digitoksin birikiminin ana bitkiden daha yiiksek oranda iiretilebildigi
tespit edilmistir (Sharma ve ark., 2015; Dandin ve Murthy 2012; Patil ve ark., 2013). in
vitro sartlarda bitki kisimlarina savunma ya da stres ile indiiklenen cevaplari tesvik eden
bilesiklerin (elisitorler) uygulanmasi, bitkide mevcut olan veya olmayan sekonder
metabolit tiretimini arttirmak i¢in kullanilan etkin stratejilerden biridir. (Ramachandra
Rao ve Ravishankar 2002). Elisitorler orjinlerine ya da molekiiler yapilarma goére
fiziksel ya da kimyasal, biyotik ya da abiyotik ve kompleks ya da tanimlanmis olarak
smiflandirilmaktadir (Yamaner 2011). Tez c¢alismamizda abiyotik stres kapsaminda
degerlendirilen, 5 farkli agir metal elisitor olarak denenmistir. Uygulanan elisitoriin
etkisinin, kiiltiirtin ¢esidine, uygulanan elisitdriin zamanlamasina, konsantrasyonuna ve
uygulama siiresine bagli olarak metabolit iiretimini etkiledigi bilindiginden (Erkoyuncu

ve Yorgancilar, 2015) bu tez kapsaminda 5 agir metal cesidine ait 3 farkh
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konsantrasyon denenmis ve in vitro siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen yaprak ve gévde
ekstrelerinde triterpen miktar ve gesidi tizerine denemeler yapilmistir. Huang ve Zhong
(2013), NiSOy4, CuS04 ve MnSO, agir metal tuzlarim siispansiyon kiiltiirlerinde elisitor
olarak kullanmis ve ginsenosid biyosentezini arttirdigini rapor etmislerdir. Besi
ortamina elisitdr olarak eklenen ve bir agir metal olan bakir (Cu)’in Bacopa monnieri
stirgiin kiiltiirlerinde Bacosid birikimine yol agtigi da bildirilmistir (Sharma ve ark.,
2015). Epidyum sativum olgun ve juvenil eksplantlarinda 900 uM Zn** veya 100 pM
Cu*? uygilamasinin ise lepidin seviyesini artirdigini rapor etmislerdir (Saba ve ark.,
2000) Rubia tinctorum L. bitkisinde kok kiiltiirlerinde fitoselatin ve deglisil peptitleri
tiretimi tizerine c¢esitli metal (Ag+2, As™ As™ cd*? cu™, Ga®, Hg+2, Ni*2, Pb*2, Pd*?,
Se*? ve Zn+2) ve metal kompozisyonlarmin etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda tim
metallerin fitoselatinlerin iiretimini cesitli seviyelerde uyardigini ve diglisil peptitlerin
olusumunu sagladigini tespit etmislerdir (Maitani va ark., 1996). Pistacia lentiscus L.
juvenil strgiin kiltiirlerinde, govde ve yaprak eksplantlarinda denedigimiz abiyotik
kokenli agir metal elisitor uygulamalart sonucunda ise; antikanser Ozelligi bilinen
Ursonik asit, Moronik asit, Oleononik asit, Mastikadienolik asit, Oleonolik asit ve

Ursolik asit triterpenlerine ait miktarlarin kontrol gruplarina oranla artis gosterdigi tespit

edilmistir. Kontrol gruplarmma gore her bir triterpen igin elde edilen maksimum

miktarlara deginilecek olursa, juvenil govde eksplantlarina 2 mg/L CoCl,

elisitasyonunu sonrasinda kontrol grubunda bulunmayan Moronik asit miktari, sifirdan
0,093 ppm seviyesine; 4 mg/L AgNOs elisitasyonunu sonrasinda kontrol grubunda
bulunmayan Oleononik asit miktari, sifirdan 0,116 ppm seviyesine; 4 mg/L AgNOs3;
elisitasyonunu sonrasinda kontrol grubunda bulunmayan Ursolik asit miktari, yine

sifirdan 2,915 ppm seviyesine; juvenil yaprak eksplantlarina 2 mg/L AgNO;

elisitasyonunu sonrasinda kontrol grubunda bulunmayan Oleonolik asit miktari ise yine
sifirdan 0,035 ppm seviyesine yiikseldigi tespit edilmistir. Bulgularimiz yukarida
verilen literatiir calismalar1 ile uyumlu olup elisitdér uygulamasimin ¢alismamizda da
sekonder metabolitlerin artisina yol agtigi belirlenmistir. Yamaner ve ark., (2013)
Hypericum adenotrichum Spach’un in vitro fidelerine 15 giinliik 0.01 mM krom
uygulamasinin hiperosid ve izokuersitrin miktarlarini sirastyla 1.7 ve 1.8 kat arttirdigini,
30 giinliik 0.01 mM krom uygulamalarinda 6nemli bir degisiklik olmadigini, hem 15
hem de 30 giinliik 0.1 mM krom uygulamalarinda flavonoid miktarlarinin 6nemli
ol¢iide diistiigiinii, 15 giinliikk 0.01 mM krom uygulamasinda pseudohiperisin miktarinin

2.2 kat ile hiperisin miktarinin 1.7 kat arttirdigin1 ve son olarak 30 giinliik krom
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uygulamalarinda hipersinlerin {iretiminde O6nemli bir degisiklige yol agmadigini
bildirmiglerdir. Bu ¢alismaya paralel olarak tez kapsaminda P. lentiscus L.’un siirgiin
kiltlirlerine ait yaprak ve/veya gévde eksplantlarinda genellikle bulunan ursonik asit’in
besi ortamina ilave ettigimiz 2mg/L CuNOj elisitasyonunu ile azaldigi; 2 mg/L CoCl,
uygulamasi ile kontrol grubuna oranla gévde ekstrelerinde 1.5 kat, yaprak ekstrelerinde
ise 2.28 kat arttigi, 1 ve 4 mg/L NiNOs elisitasyonunun diisiise yol agtigi; 2 mg/L
NiNOj elisitasyonunun ise yaprak ekstresinde 1.8 kat artis gosterdigi ve yine 2 mg/L
PbNO; elisitasyonunun da kontrol grubuna oranla govde ve yaprak ekstelerinde
sirastyla 1.2 ve 2.4 kat arttig1 belirlenmistir.

Agir metal stresinin, bitkilerde sekonder metabolit {iretimini arttirmasinin
yaninda, bitkilerin biiyiime ve gelisimini diizenleyebilen, bitki tiretimini sinirlayabilen,
bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklerini degistirebilen en 6nemli ¢evresel
streslerden biri oldugu bilinmektedir. Bitkiler, yasam dongiisiinde, bliylime ve gelisme
icin dozuna ve konsantrasyonuna bagli olarak bazi agir metalleri de kapsayan temel
mikro besin maddelerine (Co, Cu, Ni gibi) ihtiya¢ duyarlar. Agir metal stresi bitkinin
genotipine, agir metal ¢esidine, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku
veya oOrganin yapisina bagli olarak degismekle birlikte genellikle yiiksek
konsantrasyonlarda kokleri kalinlastirdigi, kok ve gdévde uzunlugunu azaltarak bitki
biiylimesi ve gelisimini engelledigi ile ilgili raporlar mevcuttur (Emamverdian ve Ding,
2017). 640 ve 1280 ppm bakir ¢ozeltileri ile sulanan enginar (Cynara scolymus L.)
tohumlarinda asir1 metal stresi sonucu ¢imlenme olugmadigi ayrica kursun ve bakir
konsantrasyonunun artisina bagl olarak fidelerinin kok uzunlugunda 6nemli derecede
azalma gozlendigi (Batir, 2014), Medicago sativa tohumlarinm 20 ppm Cd*?, Cr*® ve 40
ppm Cu*?, Ni*?den ciddi sekilde etkilendigi, tohum c¢imlenmesini, kok ve siirgiin
uzamasini azalttigi (Aydinalp ve Marinova 2009) Dahlia cardiophylla ‘da farkl
konsantrasyonlarda uygulanan Ni*? ve Pb**un kontrol grubuna oranla tiim fidelerde
kok ve stirglin uzunlugunu azalttigi, bitkinin biiyiime ve gelismesini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Shivhare ve Sharma, 2012). Farkli patlican ¢esitlerine (Burdur Merkez,
Burdur Bucak, Kemer ve Giresun) uygulanan farkli konsantrasyonlrda Cu, Cd, Pb,
Zn’nun yesil aksam ve kok yas agirligi, yesil aksam ve kok kuru agirligi, gévde ve kok
boyu ile yaprak alaninda azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Tez kapsaminda ise
elisitor olarak kullanilan, 1, 2 ve 4 mg/L konsantrasyonlarda uygulanan bakir nitrat,
giimiis nitrat, nikel nitrat, kursun nitrat ve kobalt kloriir’iin P. lentiscus L. jiivenil

stirgiinlerinin gelisimi tizerindeki etkilerine baktigimizda, yukarida verilen bulgulara
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paralel olarak denenen tiim parametrelerde agir metal uygulanmis siirgiinlerin ortalama
govde sayist bakimindan oldukca azaldigir ve sonug olarak en yiiksek degerin kontrol
grubuna ait bitkilerden elde edildigi goriilmiistiir. Govde uzunlugunun toplam siirgiin
sayisina boliinmesiyle elde edilen ortalama gévde uzunluklari bakimindan ise, bu kez en
diisiik degerin yine kontrol grubuna ait bitkilerden elde edildigi belirlenmistir.
Siirglinlerin morfolojik gozlemlerinde uygulanan agir metal konsantrasyonuna bagl

olarak kararma ve kizarikliklarin arttig1 da belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Anacardiaceae familyasinin 6nemli bir tiyesi olan P. lentiscus L. herdem yesil
ve kurakliga dayanikli bir bitkidir. P. lentiscus bitkisi gévdesinden yaralanma sonucu
elde edilen ve bir regine olan mastik sakizi ile birlikte antifungal, antibakteriyal,
antimikrobiyal, antienflamatuar, antihelicobacter pylori aktivitesi, antiatherogenik,
antitumor, yara iyilestirici, karaciger koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik, tansiyon
diisiiriicii ve antikanser gibi tibbi 6neme sahip pek ¢ok sekonder metaboliti biinyesinde
barindirir. Biyoteknolojik yoOntemler, sekonder metabolitlerin, elisitor ve Onciil
bilesiklerin kullanilmasiyla artirilmasini ve buna bagli olarak is giici ve maliyeti
azaltabilmektedir. Bu baglamda P. lentiscus L’un anti-kanser basta olmak iizere gok
sayida igleve sahip degerli terpenoid yapisindaki sekonder metabolitlerin biyoteknolojik
yontemler kullanilarak gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Yapilan literatlir taramalarida sakiz agaciin elisitér kullanilarak sekonder
metabolitlerinin arttirilmasi ve siirglin gelisimine etkisi lizerine yapilmis herhangi bir
caligmaya rastlamamistir. Tez kapsaminda elde edilen sonuclar asagida maddeler
halinde verimistir.

- Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonu %20 lik NaOCI igerisinde 20 dakika
boyunca bekletilerek ve akabinde 3 defa 5’ er dakika steril distile suda calkalanarak
yapilmistir.

- Olgun tohumlar 1 mg/L IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilerek
jiivenil siirgiin kiiltiirleri baglatilmistir.

- Aksenik govdeler, Img/L BAP, 0.5 mg/L GA; ile destekli MS besi ortaminda
prolifere edilmistir ve 1 mg/L BA, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 5.4 gr agar i¢ceren MS
besi ortamindan stok kiiltiirler olusturulmustur.

- Besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/L CuNOj elisitasyonu sonucunda,
uygulanan agir metal konsantrasyonunun artisina paralel olarak, govde sayisinin
azaldigi, en yiliksek ortalama gévde uzunlugun kontrol grubundan elde edildigi, GOK
bakimindan farkli konsantrasyonlarda CuNOj3 uygulanan bitkilerde istatistiksel olarak
herhangi bir fark gozlenmedigi ve her {i¢ konsantrasyonda da sonuglarin 0.01 oldugu
bulunmustur. Yine uygulanan CuNOj; konsantrasyonunun artigina bagli olarak, govde
ve yaprakta kuru maddenin azaldigi, kirmizilasma ve kararma ile birlikte klorozis

goriilmiistiir. Triterpenoid bakimindan hem gévde hem de yaprak ekstrelerinde farkli
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triterpenoid tespiti ve tirterpenoidlerde de artis oldugu, moronik asit ve oleanolik asitin,
kontrol grubunda bulunmadig1 halde CuNOs elisitasyonu ile sentezlenmeye basladigini
yaprak ekstresinde moronik asit ve oleanonik asit miktarinda artis goriildigii, yaprak
ekstrelerine nazaran govde ekstrelerinde daha fazla sayr ve miktarda triterpenoid
olustugu belirlenmistir.

- Kiiltiir ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/L CoCl elisitasyonu sonucunda kontrol
grubuna oranla ¢ok diisiik ortalama govde sayisina sahip oldugu, ortalama govde sayisi
bakimindan 2 ve 4 mg/L dozlar1 arasinda herhangi bir fark gozlenmedigi, ortalama
govde uzunluklart bakimindan en diisiik degerin 2 mg/L dozundan ve en yiiksek
GOK’nin de kontrol grubundan elde edildigi belirlenmistir. Siirgiin gelisimi bakimindan
govde-yaprak kuru agirliklarinda azalma ve kararmalarin doz artisina bagh olarak
artt1g1, yaprak uclarinda baslayip devam eden klorozis ve nekrozlarin meydana geldigi
goriilmiistiir. Elisitasyon sonucunda bazi govde ve yaprak ekstrelerinde farkli
triterpenoid tespiti ve tirterpenoid miktarlarinda ise artis gozlendigi, moronik,
oleanonik ve oleanolik asit ilk kez CoCl, uygulanan ekstrelerde sentezlendigi, ursonik
asit miktarinin 1.5 kat ve 2.28 kat artis gosterdigi belirlenmistir.

- Farkli konsantrasyonlardaki NiNOj3 elisitasyonu sonucunda ise, ortalama goévde
sayist bakimindan agir metal uygulanmis siirgiinlerde istatistiksel olarak herhangi bir
fark gostermedigi (1.00+0.00), ortalama gévde uzunluklart arasinda, minimum sonucun
(0.55+0.05) ise kontrol grubundan elde edildigi ve maksimum GOK'’nin yine kontrol
grubuna ait oldugu elisitasyonun tiim konsantrasyonlarda 0.01 sonucunu verdigi
goriildi. Artan dozlarin siirgiin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, gévde-yaprak kuru
agirliklarinda azalmaya, yapraklarda kirmizilasma, kararma ve klorozise, govdelerde ise
daha cok kararmalara yol actigi goriilmiistiir. Besi ortamina ilave edilen farkl
konsantrasyonlardaki NiNOs elisitasyonunun ursonik asit disinda diger triterpen ¢esit ve
miktarina etki gostermegi, 1 ve 4 mg/L dozlar ursonik asit miktarinda diistise, 2 mg/L
dozu ise 1.8 kat artisa yol agtig1 belirlenmistir.

- PbNO3 elisistasyonu sonucunda ortalama govde sayisi bakimindan maksimum
sonucun kontrol grubuna ait oldugu, ortalama gévde uzunlugunun en yiiksek 2 mg/L
dozundan elde edildigi gozlenmistir. GOK bakimindan maksimum sonucun kontrol
grubuna ait oldugu, 1-2 mg/L dozlari arasinda fark gézlenmedigi 4 mg/L uygulamasinin
govde olusturma kapasitesini digiirdigii goriilmustiir. Artan PbNO3 dozlarinin govde-
yaprak kuru agirliklarinda diisiise, yapraklarda daha ¢ok kirmizilasmaya ve klorozise,

govdelerde ise kararmalara yol agtigi belirlenmistir. Triterpenoit bakimindan PbNO;
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elisitasyonun o6zellikle gévdeler tizerinde etkili oldugu ve moronik, oleanonik ile ursolik
asit gibi kontrol grubunda bulunmayan triterpen bilesiklerin olusumuna yol agtigi,
ursonik asit seviyesinin 1.2 ve 2.4 kat artis gosterdigi, mastikadienolik ve oleanolik asit
triterpenlerine ise etki etmedigi gorilmustiir.

- Besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/L AgNOs; elisitasyonu sonucunda
ortalama govde sayisi bakimindan en yiiksek sonucun kontrol grubuna ait oldugu, artan
PbNO3; dozlarinin ortalama gévde uzunlugununda diisiise yol agtigi, GOK bakimindan
elisite edilen siirgiinler arasinda istatistiksel olarak fark gozlenmedigi ve maksimum
kapasitenin kontrol grubuna ait oldugu tespit edilmistir. Artan konsantrasyonlarin
stirglin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, govde-yaprak kuru agirliklarinda diisiise,
govdelerde ve yaprak uglarindan baslayip devam eden kararmalara ve yapraklarda
Klorozis ve nekrozlara yol agtigi belirlenmistir. AgNO3 elisitasyonunun gévde ve yaprak
ekstrelerine ait trierpenoid bilesiklerin miktar ve g¢esidinin arttigi, kontrol grubunda
bulunan ursonik asit’in elisite edilen bitkilerde sentezlenmedigi, mastikadienolik asit
bakimindan ise herhangi bir degisiklige yol agmadigi, kontrol grubunda bulunmayan
moronik, oleanonik, oleanolik ve ursolik asit’in ise sentezine neden oldugu ve 4 mg/L
dozunun govde ekstrelerinde Ursolik asit’in 2.925 ppm ile en carpict sonucu verdigi

gorilmiistiir.

5.2 .Oneriler

Tez kapsaminda P. lentiscus L.’un siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen ekstrelerin hiicre
metabolizmas1  diizeyinde arastirilmast ve saflastirma islemlerinin  yapilarak
gelistirilmesi ile kanserli hiicre hatlarinda bu saf bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi ve
daha sonra genis Olgekli biyoreaktorlerde liretim islemlerinin baslatilmast dogru bir

yaklasim olacaktir.
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