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OZET
Bu ¢alismanin amaci, sakiz bitkisinin in vitro sirgun kolturlerine farkli stres (tuz, sicaklik, 151k, UV-B)
uygulamalarinin bu bitkinin ekstraktlarinda dogal olarak bulunan basta antikanser olmak tizere ¢cok sayida
tibbi etki gosterdigi bilinen bazi triterpenoit yapidaki sekonder metabolitlerin miktarlarmimn arttirilmasi
tizerine etkisinin arastirilmasidir. S6z konusu stres uygulamalarina in vitro kosullarda maruz birakilan
Pistacia lentiscus L’un siirgiin kiiltiirlerinde bu metabobolitlerin iz miktarlardan gram seviyelerine kadar
arttirtlabilme yollarmin arastirilmast amaglanmustir.

Bu baglamda in vitro kiiltiir uygulamalarinda dncelikle yiizey sterilizasyonu yapilan sakiz agaclarina ait
tohumlar 1mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilmis, elde edilen jivenil sirginler 1 mg/l
BAP, 0.5 mg/l GA; ile destekli MS besi ortaminda prolifere edilmistir. In vitro ¢ogaltilan aksenik
stirgiinlerden yaklagik 1 cm boyunda alinan eksplantlar diisiik ve yiiksek sicaklik (4 ve 37 °C); aydinlik ve
karanlik; farkli miktarlarda tuz (25, 50 ve 100 mg/l olmak iizere 3 farkli oranda) ve 5 giin boyunca 15, 30
ve 45 dk sireyle UV-B uygulamalarina maruz birakilarak kiiltiire alinmigtir. Yapilan tim denemelerde 30
gL sukroz ile desteklenmis 1mgL™* BAP ve 0,5 mgL™? GA; iceren MS (Murashige Skoog,1962) bazal
besi ortami kullanilmustir. Kiiltiir baglangicindan itibaren 28 giin sonra govde ile yaprak kisimlar1 oda
sicakliginda kurutularak etanol ekstreleri hazirlanmig ve LC-MS/MS analizleri yapilmistir.

Elisitasyon uygulamalarmim siirgiin gelisimi ile triterpenoit igeriginin degisimi tizerine olan etkisinin
arastirildigr calismada;15 dk UV-B uygulamasinin juvenil yaprak ekstrelerinde kontrol grubunda
bulunmayan Mastikadienolik asit miktarmi 0,012 ppm seviyesine yiikselttigi tespit edilmistir. Yine 25
mg/l NaCl uygulamasinin gévde ekstrelerinde kontrol grubunda hi¢ bulunmayan Ursolik asit miktarini
0,028 ppm seviyesine; bunun yanisira 4°C diisiik sicaklik uygulamasi Ursonik asit miktarini ise gévde
ekstrelerinde 0,037 ppm seviyesine; yaprak ekstrelerinde ise 25 mg/l NaCl uygulamasinin 0,015 ppm
seviyesine yukselttigi tespit edilmistir. Stirgiin gelisimlerine ait morfolojik gézlemlere bakildiginda ise
stres uygulamalarinin gévde sayisini, yaprak ve govde kuru agirhgm azalttigi, 6zellikle yapraklarda
klorozis, sararma ve kirmizilagmalara yol actig1 gortilmiistiir.

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

The purpose of this study, in vitro shoot cultures of different stress gum plants (salt, temperature, light,
UV-B) applications, this plant anticancer naturally present in the extract and antihelikobakt illustrate
some triterpenoids feature known to act to investigate the effect of increasing the amount of secondary
metabolites. This study aimed to investigate the ways to be able to increase the stress application in said
exposed in vitro shoot cultures of Pistacia lentiscus L. level of up to gram quantities of these metabobolit
track.

In this context, seeds of surface-sterilized mastic tree were first germinated in an MS medium
supplemented with 1 mg/l IBA, and the obtained juvenile shoots were proliferated in MS medium
supplemented with 1 mg/l BAP, 0.5 mg/l GAs. Explants taken about 1 ¢cm in length from in vitro
proliferated axenic shoots were cultured in low and high temperature (4 and 37 ° C); light and dark; UV-
B irradiation for 5, 15, 30 and 45 minutes for 5 days and salt (3 different doses, 25, 50 and 100 mg/l). MS
(Murashige Skoog, 1962) basal medium supplemented with 1 mg/l BAP and 0.5 mg/l GAs supplemented
with 30 g/l sucrose was used in all experiments. 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.

In the study of the effects of elicitation on shoot growth and triterpenoid content change, it was
determined that 15 min UV-B application increased the amount of Masticadienolic acid in juvenile leaf
extracts not present in the control group to 0.012 ppm level. In the stem extracts of 25 mg/l NaCl, the
amount of Ursonic acid, which is not present in the control group, is about 0.028 ppm; in addition, low
temperature application at 4°C resulted in a level of Ursolic acid of 0.037 ppm in stem extracts; leaf
extracts increased the level of 25 mg/l NaCl to 0.015 ppm. When morphological observations of shoot
growth were taken into consideration, it was seen that stress application reduced the number of hulls, leaf
and stem dry weight, especially chlorosis, redness and redness in leaves.

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

Pek ¢ok yiiksek bitki, birbirinden ¢ok farkli yapi ve fonksiyonlara sahip, sicaklik,
tuzluluk, ultraviyole (UV) 1sinlar1 ve kuraklik gibi farkli stres ortamlarina karsi koyma,
mikroorganizmalar ile herbivorlara karsi savunma ve bdceklerle tozlanan bitkilerde
tozlanma sirasinda bocekleri kendine ¢ekme gibi birgok dnemli olayda rol oynayan
cesitli sayr ve yapidaki sekonder metabolitleri biinyesinde biriktiririr. Sekonder
metabolitler (fitokimyasallar), biyosentez mekanizmalarina gore terpen veya
terpenoitler, fenolik bilesikler ve azot igeren sekonder metabolitler seklinde kategorize
olan, ekonomik, tibbi, endiistriyel ve zirai kullanimlar1 basta olmak {izere birgok
sektorde yaygin kullanima sahip, ¢esitli bilimsel, teknolojik ve ticari uygulamalar igin
ham madde kaynagi olabilen organik bilesiklerdir (Murthy ve ark., 2014).
Fitokimyasallar dogal olarak tarimsal yontemlerle de elde edilebilirler. Ancak, tarimsal
iretim, pek ¢ok bitki i¢cin mevsimsel oldugu gibi, cografi konuma, iklim ve biiyiime
kosullarma da baglilik gosterir. Dogadan toplama sirasinda karsilasilagilan problemlerin
uzaklastirilmasi, is giicliniin azalmasi1 ve ana bitkide normal sartlarda iiretilmeyen yeni
metabolitlerin sentezine imkan vermesi nedeniyle, degerli sekonder metabolitlerin
bitkinin hiicre ve dokularindan biyoteknolojik yontemler kullanilarak Gretilmesi
alternatif bir yol olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yaklasik 50.000 tanimlanmis sekonder
metabolit bulunmakla birlikte, giiniimiize kadar bitki doku kiiltiirleri araciligi ile
30.000°den fazla biyoaktif kimyasal bilesik tiiretilmistir (Guven ve Gulrsul 2014).
Biyoteknolojik yontemlere ek olarak biyotik ve abiyotik stres kaynaklar1 gibi
elisitorlerin veya onciil bilesiklerin kullanilmasi, metabolit miktarinmn arttirilmasinda
basarili sonuglar alinmasini saglamaistir.

Elisitorler ya da onciil bilesikler (metil jasmonat, jasmonik asit, maya
ekstraktlari, tuz vb), genellikle besi ortamma ilave edilerek veya ortam kosullarinin
degistirilmesiyle (sicaklik, 151k, UV 1sm1 vb.) herhangi bir bitkiye ait sekonder
metabolitlerin miktalarinin artmasina yol agabilir. Literatirde in vitro sartlarda
yetistirilen bitkilere, ¢esitli stres kosullarinin uygulanmasiyla sekonder metabolit
tretiminin artig gosterdigi birgok calisma mevcuttur (Akkus ve ar., 2017, Xu ve ark.,
2015, Fatima ve ark., 2015, Chan ve ark., 2010, Jochum ve ark., 2007). Yapilan
calismalar sonucunda, kok, embriyo ve sirgun kultlrleri gibi farklilasmis dokularin
sekonder metabolit Uretiminde yiiksek kapasiteye sahip olduklar1 tespit edilmistir
(Aghighi Shahverdi ve ark., 2017; Valifard ve ark., 2014; Naml ve ark., 2014). Hatta

strgun kalturlerinde kallus ve hticre stispansiyon kilttrleri gibi farklilasmamis dokulara



kiyasla metabolit {iretimi daha yliksek olmakta, bazen iiretilen madde miktar1 ana
bitkininkinden bile daha fazla olabilmektedir (Erkoyuncu ve Yorgancilar 2015).
Bitkilerin stres faktorlerine kars1 olan toleransinda bitkinin genotipi ve gelisim
donemi, stres gesidi, strese maruz kalma stresi ve stres uygulanan bitkinin doku veya
organin yapisi etkili olmakla birlikte, bitkide fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler bazi
degisikliklere neden olmaktadir. Biyotik veya abiyotik olsun hemen hemen tim stres
kaynaklar1 bitki biinyesinde sekonder metabolitler adi verilen savunma mekanizmasini
da harekete gecirmektedir.  Ultraviyole (UV) 15181 da sekonder metabolitlerin
biyosentezini uyaran abiyotik faktorden biri olup UV-C (280 nm'nin altindaki dalga
boylar1), UV-B (280- 315 nm) ve UV-A (315-400 nm) olmak Uzere U¢ bdlgeye
ayrilmaktadir. UV-C dalga boyunun digerlerine oranla daha kisa olmasindan o&tiirii
toksik etkilere sahiptir. Ancak neredeyse tamamen stratosfer tarafindan emilir. Buna
karsilik, UV-B radyasyonu stratosferik ozon tabakasi tarafindan kismen emilmekle
birlikte UV-A ise hi¢ emilmez. Bu bakimdan hem UV-A hem de UV-B radyasyonu,
bitkiler icin bir stres faktorii olarak goriilmistir. UV-B’nin, bitkinin ikincil
metabolizmasinda, flavonoidler ve glukosinolatlar gibi fenolik bilesiklerin birikimi ile
sonuclanan farkli degisiklikleri tetikledigi bildirilmistir (Schreiner ve ark., 2016). Bir
diger stres cesidi olan tuz stresi, pratikte Na" ve CI gibi iyonlarin fazlalig1 olarak
tanimlanir. Yeryiizlinde dogal olarak kiy1r tuz batakliklar1 (6zellikle nehir agzi ile
halicler) ve c¢oller yiksek oranda tuz icerirler. Bunlarin disinda uzun siireli ve ¢ok
sulanan zirai alanlarda da tuzlanma gorilir. Kurak bolgelerde sulama yogun
oldugundan, evapotranspirasyon adi verilen ve evaporasyon ve transpirasyonun
karisimindan olusan bir su kaybi1 vardir. Toprak c¢ozeltisindeki asir1 miktarda bulunan
¢oziilebilir tuzlar, bitkilerin sudan yararlanabilirliligini azaltmaktadir (Yilmaz ve ark.,
2011). Tuz stresi, bitkilerde ¢imlenme ve canlilik degerlerini diisiiren, hatta stresin
yogunlugu ve siiresine bagl olarak bitkinin tamamen canliligin1 yitirmesine neden olan,
morfolojik Ozellikler ile basta fotosentez ve solunum olmak iizere bircok fizyolojik
olay1 olumsuz yonde etkileyen ve biitiin bunlarin sonucu olarak da biiylime, gelisme ve
verimde kayiplarin ortaya ¢ikmasina neden olan 6nemli bir stres faktoruduir. Bunun yani
sira tuzluluk sekonder metabolit birikimini de etkilemekte olup bu bilesenler Uzerinde
farkli sekillerde etkide bulundugu belirlenmistir (Baydar ve Coban, 2017). Tiirkiye’de
sulanan alanlarin yaklasik %32,5’inde tuzluluk probleminin bulundugu bildirilmektedir
(Ekmekei ve ark., 2005). Bitki biiyiime ve gelismesi ile verimini etkileyen 6nemli diger

faktorlerden biri de yiiksek sicakliktir. Bitkilerin farkli gelisme kademelerinde farkli



minimum, maksimum ve optimum sicaklik gereksinimleri vardwr. Bunlara kardinal
sinirlart denir. Sicaklik bu limitlere ulagtiginda ise gelisme azalir ve bu limitler disinda
daha fazla gelisme olmaz (Cil, 2006).

Sakiz agaci (Pistacia lentiscus L.) herdem yesil, kurakliga dayanikli, dioik ve
cali formunda odunsu bir bitki olup Ege ve Akdeniz bolgelerinde dogal olarak yayilis
gOsteren ve Anacardiaceae familyasinin Pistacia cinsine ait on dort tyesinden biridir
(Onay ve ark., 2016; Stevens 2008). Sakiz agaci iilkemizde, Akdeniz ve Ege
bolgelerinde doguda ise Hatay’a kadar maki vejetasyonu icerisinde yayilis gosterir.
Diinya’da ise, Misir ve Sina yarmmadasi disinda biitiin Akdeniz ilkeleri ve batida
Kanarya Adalarina kadar deniz seviyesinden 500 m’ye kadar varan yiikseklikte sahil
bolgelerindeki maki formasyonunda dogal yayilisa sahiptir (Zohary, 1952; Dauvis,
1967). P. lentiscus’un yayilis alani olduk¢a genistir (Sekil 1.1), ancak sakiz iiretimi
sadece Sakiz Adasi’nin giineydogu kesimleri ve bu bdlgenin tam karsit sahilinde
bulunan Cesme ilgesindeki belirli yorelerde yer alan P. lentiscus var. chia’nin erkek
agaclarindan elde edilmektedir (Acar, 1988).

Sekil 1.1. Ulkemizde ve Ege Denizi’inde bulunan Yunan adalarinda P. lentiscus L. yetistigi tespit edilen
bélgeler (Onay ve ark.,2014).
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Giinlimiize kadar yapilan bir ¢ok farmakolojik ¢alismada, Pistacia turlerinin

recine, meyve, yaprak gibi farkli kisimlarinda bulunan sekonder metabolitlerin
geleneksel tipta cok cesitli amaclar icin (antifungal, antibakteriyal, antimikrobiyal,

antienflamatuar, antihelikobacter pilori aktivitesi, antiatherogenik, antitumor, yara



iyilestirici, karaciger koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik, tansiyon diisiirlicii ve
antikanser gibi) kullanildig1 uzun zamandan beri bilinmektedir (Marone ve ark., 2001;
Akdemir ve ark., 2015; Dimas ve ark., 2009). Bitkinin govdesine atilan ¢iziklerle elde
edilen recineye mastik sakizi ismi verilmektedir ve elde edilen bu metabolitin su ana
kadar bilinen 60 farkli kullanim alani vardir (Onay ve ark., 2014). Bunlar arasinda,
ucucu yaglart Misir, Eski Yunanlilar ve Romalilar tarafindan mide yanmasi, kuduz
hastaligi, uyuz ve yilan 1sirmalari, bagirsak, akciger hastaliklari, bogaz agrisi, egzama,
mide agrisi, bobrek taslari, sarilik ve degisik dis hastaliklarinda uzun yillar tedavi edici
olarak kullanmisken, Tunus ve Cezayir gibi bazi iilkeler besinlerde, salatalarda ve
hamur islerinde kullanmiglardir. Ayrica kozmetik ve parfiimeride, farmasotik sirketler
hap, kapsul ve kendinden emici cerrahi sitlr tretiminde kullanmistir. (Karakir ve
Isfendiyaroglu, 1993; Ljubuncic ve ark., 2005; Anonim, 2008).

Yapilan literatiir incelemelerinde glinimuze kadar gida sektoriinden, ilag, boya
ve gemi insaat sanayisine kadar genis bir kullanim1 s6z konusu olan ticari degeri yiiksek
degerli sekonder metabolitleri biinyesinde barindiran Pistacia cinsine ait tirlerde
sekonder metabolitlerin arttirilmasi ile ilgili yapilmis sadece bir ¢alisma bulunmakta
olup bu caligmada agir metal elisitasyonunun etkisi arastirilmistir.

Bu calismada ise, amacimiz Pistacia lentiscus bitkisinin in vitro sirgin
kiiltlirleri iizerine bazi abiyotik stres faktorleri (sicaklik, 1sik, tuz ve UV-B 151m1)
uygulayarak antikanser 6zellik go6steren triterpenoit yapidaki bazi1 sekonder

metabolitlerin tretiminin arttirilmasidur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Rivero ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢aligmada Lycopersicum esculentum L.cv. Tmknvf2
(Domates) ve Citrullus lanatus [Thomb.] Mansf. Dulcemaravilla (Karpuz) bitkilerini,
30 giin boyunca farkli sicakliklarda (15, 25 ve 35°C) yetistirmis ve domates bitkilerinde
1s1 stresinin 35°C'de, karpuz bitkilerinde ise tisiime stresinin 15°C'de meydana geldigini
belirtmiglerdir. Her iki bitkide de termal stresin siirgiin agirliginin azalmasina, fenol
birikimine, yiiksek fenilalanin amonyum liyaz aktivitesi ve diisiik peroksidaz ve
polifenoloksidaz aktivitesine yol agtigini bildirmislerdir.

Liu ve ark., (2002) Artemisia annua L'nin sagak kok kilttrlerinde artemisin tretimi ve
bitkinin biiyiimesi iizerine 1518n etkisini incelenmislerdir. Sacak kokler soguk beyaz
floresan lamba kullanilarak 16 saat 3000 liikks aydinlatma altinda kiiltiire alinmig daha
sonra 8 saat karanlik altinda bekletildiginde kuru agwhk ve artemisin
konsantrasyonunun sirasiyla 13.8 g/1 ve 244.5 mg/l'ye ulastigini gézlemlemislerdir.
Sonug olarak 1sik kosullarinin iyilestirilmesinin artemisin birikimi ve buyimeyi
arttirdigini bildirmiglerdir.

Hemm ve ark., (2004) yaptiklar1 ¢alismada mutant Arabidopsis bitkilerinde 1s1gin kok
sekonder metabolizmasini indiikledigi mekanizmay1r ve fenilpropanoid {iretimi
bakimindan yanitlarini incelemislerdir. Sonug olarak fitokrom (PHY) B ve kriptokrom
(CRY) 2min 1s1ga bagimli fenilpropanoid birikiminde rol oynayan birincil
fotoreseptorler oldugunu ve bu yanit i¢in hipokotil uzamasinda gorev yapan (HYYS)
transkripsiyon faktoriiniin de gerekli oldugunu bildirmislerdir. Arabidopsis koklerinde
koniferin, siringin ve flavonoidlerin birikiminin yiiksek yogunluklu 1s18in cevabi (HIR)
oldugunu ileri siirmiislerdir.

Yu ve ark., (2005) vyaptiklar1 caligmada, Panax ginseng’in sagak kok kiiltiirlerinde,
sicaklik ve 1sik kalitesinin biyokitle ve ginsenosid Uretimi Uzerindeki etKisini
arastirmiglardir. Biyokiitle birikiminin en yiiksek karanlik veya koyu kirmizi 11k altinda
yetistirilen kiiltiirlerden, ginsenosid birikiminin ise floresan 15181 altinda yetistirilen
kiltirlerden elde edildigini, optimum fotoperyodun ise 20 °C/13 °C 1s1k (12 saat) /gece
(8 saat) oldugunu bildirmislerdir.

Jochum ve ark., ( 2007) Kuzey Amerika'nin yaprak ddken ormanlarinda yasayan
endemik olan bir bitki olan U¢ yillik Panax quinquefolius fidesi 25/20°C (gundiz /
gece)'de veya 30/25°C (gunduz / gece)'de bir biylime mevsimi siresince serada

yetistirilmis ve her ay analiz edilmistir. Yiiksek sicaklik altinda yetisen bitkilerin daha



erken yaprak senesensi gosterdigini ve dogal olarak daha az karbon biriktirdigini
gbzlemlemislerdir. Mayistan temmuza kadar yiiksek sicaklikta yetisen bitkilerde diisiik
sicakliklarda yetistirilen bitkilere kiyasla fotosentezi (%52), stoma iletkenligini (%60)
ve kok ve toplam biyokiitleyi (sirasiyla %33 ve %28) azaltigini, bir kis gegiren yiksek
sicaklikta yetistirilen bitkilerin diisiik sicaklikta yetistirilenlere kiyasla daha diisiik kok
biyokutlesi (%53) olusturdugunu, Panax quinquefolius bitkisinin agik bir sekilde
5°C’lik sicaklik artiglarina oldukga duyarli bir bitki oldugunu belirtmislerdir.

Simdes ve ark., (2009) Cleome rosea’nin kallus kiiltiirlerinde sicaklik (24 +2°C ve 32
+£2°C) ve 151k (67 ve 80 pmol m? s 1) yogunlugunun antosiyanin icerigi iizerine etkisi
incelemisler ve antosiyanin Uretiminin, sicakligin diismesi ve 151k siddetinin artmasiyla
yiikseldigini bildirmislerdir.

Ajungla ve ark., (2009) Datura metel L.’de yaprak kokenli kok kiiltiirlerini 1.2 pM
IAA igeren B5 besi ortaminda kiiltiire almislar, biyotik (Aspergillus niger, Alternaria
sp., Fusarium monoliforme ve maya ekstrakti) ve abiyotik elisitorlerin (salisilik asit,
AICl3, CaCly, NaCl ve Na>SQO4) biiyiimesi vehyoscyamine ve scopolamine gibi tibbi
Oneme sahip tropan alkaloidlerinin {iretimi lizerineetkisini arastirmiglardir. Kontrol kok
kalturlerindeki hiyosiyamin ve skopolamin igerikleri sirasiyla 1,39 mg/g dw ve 0,069
mg/g dw iken, en yiksek Hiyosiyamin (4.35 mg/g dw) ve skopolamin (0.28 mg/g dw)
birikimini 500 uM salisilik asit, akabinde 0.75 g L-1 maya ekstrakt1 (3.17 mg/g dw
Hiyosiyamin ve 0.16 mg/g dw skopolamin) ve 250 uM AICls (2.49 mg/g dw
hyoscyamine ve 0.11 mg/g dw skopolamin) ile muamele edilmis kiiltiirlerden elde
edildigini rapor etmislerdir.

Khatami ve Ghanati (2011) Malva negletta’nin yaprak eksplantlarindan in vitro kallus
hicrelerinde UV-B ve UV-C’nin UV absorblayan bilesenler (flavonoid, antosiyanin,
tannin) iizerine etkilerini arastirmiglardir. Kalluslar farkli UV radasyon dozlarma ( UV-
B icin: 144, 288, 432, 576, 720, 864, 1296, 1728 j/m? UV-C igin: 204, 408, 612, 816,
1020, 1284, 1836, and 2448 j/m?) maruz brrakilmstir. UV uygulanmis hiicrelerin
flavonoid ve antosiyanin seviyeleri kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda onemli
olgiide arttig bildirilmistir. Katesin gibi tanenlerin kontrole kiyasla UV-C ve UV-B'nin
daha uzun siire maruz birakilan dozlarinda arttig1 rapor edilmistir. Sonug olarak UV’ye
maruz kalan hicrelerin kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda yasama oranlarmin
diistiigii belirtilmistir.

Abbaspour ve ark., (2012) ii¢ antepfistig1 ¢cesidinde (Akbari, Ouhadi ve Kalehghouchi)

farkli konsantrasyonlarda tuz stresinin bilyiime performanslari ile bazi fizyolojik



parametreleri lizerine yanitlarini arastirdiklar: ¢alismada, artan tuz dozlarmin U¢ gesitte
de biiyiime performanslarmi diistirdiiginii ortaya ¢ikarmustir. Akbari kiiltivarinda,
yiksek tuz dozlarinda diger iki kiiltivara gore onemli olglide daha ylksek pigment
miktar1 gorildiigi, Akbari gesidinde yiiksek ve orta derecedeki tuzlulugun toplam
¢ozlinebilir seker miktarmni arttirdigi diger iki ¢esit arasinda ise kontrol grubuna kiyasla
anlaml1 bir degisiklik goriilmedigi, diisiik ve orta diizeyde tuzlulugun diger iki ¢esit ile
karsilastirildiginda Akbari ¢esidinde potasyum konsantrasyonunu arttirdigi bu nedenle,
incelenen parametreler bakimindan Akbari ¢esidinin daha yiiksek tuz toleransma sahip
oldugu bildirilmistir.

Valifard ve ark., (2014) Salvia mirzayanii'nin yesil aksamlarinda farkli tuz
konsantrasyonlarmn (0.40, 2.3, 4.5, 6.8 ve 9.1 dS m™!), total fenol igerigi, antioksidan
aktiviteleri ve ugucu yag bilesenleri tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alisgmada tuz
konsantrasyonundaki artisa paralel olarak toplam fenol igerigin arttigr bildirilmistir.
Artisin, orta derecede tuzluluk (6.8 dS m™?) oraninda daha belirginlestigi, en yuksek
antioksidan aktivitenin 6.8 dS m™ tuz konsantrasyonundan elde edildigini ve a-terpinyl
asetat, 1,8-sineol ve bisiklogermakren gibi ugucu bilesenlerin arttigini rapor etmislerdir.
Namh ve ark. (2014), in vitro ve in vivo sartlarda Hypericum retusum Aucher Uzerine
farkli strelerde (15, 30, 45 ve 60 dk) uygulanan UV-B 1smin bitkilerin total fenolik,
flavonoid ve hiperisin birikimi Uzerine etkisinin arastirildigi ve karsilastirilmasimi
yaptiklar1 c¢alismada, oncelikle bitkinin tohumlarmi in vitro kosullarda MS besi
ortaminda ¢imlendirmis ve elde edilen siirgiinleri 0.5mg/L BA ilave edilmis MS besi
ortaminda ¢ogaltilmiglardir. Buna gore in vitro yetistirilen bitkiler i¢in en yliksek total
fenolik, flavonoid ve hiperisin birikiminin her iki grup i¢in de 45 dk.’lik UV-B 1smi1
uygulamasindan elde edildigi, ayrica in vitro yetistirilen bitkilerin s6z konusu
parametreler bakimmdan daha yiksek sonuclar verdigini rapor etmislerdir.

Fatima ve ark., (2015) Catharanthus roseus L.(G). Don’ da elisitor olarak kullanilan
NaCl uygulamasi ile vinblastin ve vincristin sentezinin 6nemli derecede artigini
belirtmiglerdir. In itro tiretilen ¢ok sayida embriyojenik doku tuz stresi altnda alkaloid
sentezini arttirmak amaciyla kiiltlire alimistir. Farkli tuz konsantrasyonlar1 [kontrol (0
mM), NT1 (25 mM), NT2 (50 mM), NT3 (75 mM), NT4 (100 mM) ve NT5 (125 mM)],
MS Kkiiltiir ortamina eklenmis ve kalluslarin biyokiitlelerindeki degisiklikler (taze ve
kuru agirlik) ile embriyojenik dokularin ¢esitli asamalarindaki biyokimyasal 6zellikleri
incelemislerdir. Kallus biyokiitlelerinde maksimum azalma 125mM NaCl

konsantrasyonlarinda goriildiigii rapor adilmistir. Ek olarak farkli NaCl dozlarmin



antioksidan enzimler [slperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz
ve glutatyon rediktaz] tzerine etkilerinin arastiridigi ¢alismada artan tuz
konsantrasyonlarina parallel olarak antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini rapor
etmislerdir.

Cetin ve Baydar (2016) Vitis vinifera L. ‘ya ait Kalecik Karasi ve Okiizgdzii
kiiltivarlar1 hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde fenolik bilesiklerin iiretimi lizerine 0,1 ve
1.5 mM kadmiyum sulfat (CdSOa), 0 ve 10 uM metil jasmonat (MeJA) ve 0, 0.20 ve
0.25 M sakaroz uygulamalarinin etkilerini arastirmiglardir. 1.5 mM CdSOs ve 1.0 mM
MeJA uygulamasimin iki kiiltivarlarda da en yiiksek fenolik {iretimine, 6zellikle Kalecik
Karasr'nin 1.5 mM CdSOs uygulamasi en yiiksek toplam fenolik (3.144 mg g?),
antosiyanin (1.672 CV g*) ve trans-resveratrol (3.650 pg g*) olusumuna, 10 pM'de
MeJ A uygulamasmin Okiizgdzii'nde en yiiksek transresveratrol birikimine (11.681 ug g’
1) ve 0.20 M sukroz uygulamasmin Kalecik Karasi’nda en yiiksek toplam fenolik (4.215
mg g1) ve trans-resveratrol (7.550 g g?) ile en ¢ok antosiyanin olusumuna yol a¢tigini
bildirmislerdir.

AKKkus ve ark., (2017) P.lentiscus L. in vitro jiivenil siirgiinlerine uyguladiklar1 farkli
agir metal elisitasyonu ¢alismalarinda, yaprak ve govde ekstrelerinin antikanser 6zelligi
bilinen Ursonik, Moronik, Oleononik, Mastikadienolik, Oleonolik ve Ursolik asit
triterpenlerine ait miktarlarinin kontrol gruplarma oranla artis gosterdigi ayrica kontrol
grubunda bulunmayan bazi triterpenoit bilesiklerin de sentezlendigi tespit edilmistir.
Agir metal elisitasyonunun jiivenil siirgiinlerin kontrol grubuna oranla ortalama govde
sayisint ve govde olusturma kapasitesini azalttigi, ortalama gdvde uzunlugunu ise
arttirdig1 belirlenmistir.

Sirhindi ve ark., (2017) 130 mM tuz stresine maruz biraktiklar1 7 glinlik Vigna radiata
fiderinde jasmonik asit (JA) 'min toplam fenolik, flavonoid bilesiklerin kantitatif ve
kalitatif analizi ile fizyo-biyokimyasal 6zellikleri ve fenilalanin amonyum liyaz (PAL)
aktivitesi Uzerindeki etkisini incelenmisler, sonu¢ olarak tuz uygulamasinin kok ve
stirgin uzunlugunu ve klorofil igerigini azalttigini, ancak JA'nin eksojen uygulamasinin
hem kok hem de slirgiin uzunlugunu iyilestirdigini ve PAL aktivitesini arttirdigini,
bdylece toplam fenol ve flavonoid seviyelerini de yiikselttigini belirtmislerdir.

Aghighi Shahverdi ve ark., (2017) yaptiklar1 ¢alismada 62 glin boyunca 6 farkli tuz
konsantrasyonuna (0, 30, 60, 90, 120 ve 150 mM) maruz biraktiklar1 Stevia rebaudiana
Bertoni bitkisinde en ylksek Steviosid (Stev) ve Rebaudiosid-A (Reb-A) diterpenlerinin

ifadesinin 30 mM tuz konsantrasyonundan elde edildigini rapor etmislerdir



Karimi ve Sadeghi-Seresht, (2018) Antep fistig1 i¢in anag olarak kullanilabilen ve
Pistacia cinsinde dogal bir melez olarak kabul edilen Banebaghi ¢esidi Uzerinde
tuzluluk stresinin buyume indeksleri, fizyolojik parametreler ve element konsantrasyonu
etkilerini aragtirmislardir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, tuzlulugun su igerigi ve
su kullanim verimliligini, fidelerin kuru agirhig1 ile kokiin taze ve kuru agirhgini

diistirdiigii, kok ve siirgiinlerde Na icerigini arttirdigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Sakiz bitkisi i¢cin materyal kaynagi olarak, Izmir’in Cesme ilgesinde bulunan
Cifilikkoy beldesi civarinda dogal olarak yetisen disi agaclardan elde edilen tohumlar
kullanilmistir (Sekil 3.1). Kiiltiir baglatma galismalar i¢in, tohumlar kuru plastik kaplar
icinde laboratuvara getirilerek kiiltiire alinana kadar +4°C’ de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

gorinimi (B). Laboratuvara getirilip temizlenmis ve muhafaza edilmeye hazir tohum igeren meyveler
(C). Ekzokaplarindan arindirilmis tohum igeren meyveler.

3.1.1.1. Sakiz agacinin morfolojik 6zellikleri

3.1.1.1.1. Kok yapisi

Sakiz bitkisi gen¢ iken kazik kok ve yan koklere, yetiskin evrede ise oldukca
genis yan kOk ve sacaklarla sahiptir (Kiling, 2013).

3.1.1.1.2. GOvde yapisi

Cali veya agageik formundaki sakiz agaci, genellikle 1-3 m boyunda bazen 10
m’ye kadar uzayabilen bir bitkidir. Govdesi diiz degildir. Geng¢ ikenagik gri renkte
olgunlastiginda ise kiil karas1 renkte ve "riknides™" adiyla anilan ¢izgilerle kapli puruzli

bir yapiya sahiptir (Kiling, 2013)
3.1.1.1.3. Cicek yapis1

Dioik bir tiir olan sakiz agacinda, 1 yillik siirgiinlerin yaprak koltuklarmmda
periant icermeyen c¢icekler bulunur. Cok sayida ¢igek iiretimi s6z konusu olan sakiz
agacinda c¢igeklenme bahar aylarinda gerceklesmektedir. Cigekleri salkim halinde

kiimelenmis kii¢iik, kirmizimsi veya sarimsidir. Disi ¢igekler 1-3 cm uzunlukta seyrek
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dallanmis salkimlar, erkek ¢igekler ise1-2.5 cm uzunlukta bilesik salkimlar halindedir
(Palli ve Aronne, 2000; Kilng, 2013).

3.1.1.1.4. Meyve yapisi

Baslangicta kirmizi, olgunlastiginda ise siyah renkte yuvarlak, basik ve sivri
uclu, 4-7 mm ¢apinda drupa tipi olan meyveler, kemiksi bir endokarp ve etli-sulu bir
mezokarpa sahiptir. Meyveler ekim sonu ile aralik ay1 ortasma kadar olgunlasmaktadir
(Boztok, 2004; Browicz, 1987; Kilng, 2013).

3.1.1.1.5. Yaprak yapisi

Sakiz agac1 govdeye bagh dal tizerinde 2-12 adet dikdortgen, mizraks: veya oval
bi¢iminde bilesik yaprak ekseninde bulunan kanat¢iklarla ¢ok karakteristik yapraklara
sahip, genellikle 2-4, nadiren de 5-7 ¢ift yumurtamsi, mizrak, eliptik, kiit veya
dikenimsi u¢lu gibi forlar gosteren, tiiysiiz, uclar1 genelde keskin bir noktayla sonlanan
yaprakg¢iktan olusur (Davis, 1967). Sakiz agaci, cins iginde en kalin (etli) yaprak¢iklara
(490 pm) sahip olan turdir. Pistacia tiirlerinin tanimlayicilarina gére bu cinse giren
turlerde (P. vera L. hari¢) yaprak genisligi 5.38 cm ve yaprak uzunlugu ise 5.13 cm’dir
(Anonymous, 1998). Erkek agacin yaprak yapisi Genellikle paripinnat 1-3 cift
yaprakc¢ikli, nadiren imparipinnat (3 veya 5 yaprakcikli), yaprakciklar es biiytikliikte,
yaprak ekseni belirgin alt kisimda dar kanatli, iist kisitmda belirgin kanatli, 1-3 cm
uzunlukta, eksen ¢ikintisiz, yaprakciklarda damarlar pinnat, sapsiz oval, nadiren eliptik,
yaprak uglar1 kor uglu, hafif¢e girintili iken (Nicotra ve ark., 2003),Disi agacin yaprak
yapist genellikle paripinnat 2-3 yaprake¢ikli (nadiren 1 ¢ift 3 yaprakgikli), yaprakgiklar
esit biyiikliikktedir. Eksen kanatl, 2.5-4.5 cm, ¢ikintisiz veya mukroludur. Yaprak¢iklar
sapsiz, dar eliptik ve damarlanma pinnattir. Yaprakc¢ik uglar1 kamamsi, kisa ve
mukronattir. Erkek agaclar stres yoklugunda disi agacglara gore daha yiliksek fotosentetik
kapasite sergilerken, kuraklik stresinde esdeger oranda fotosentetik kapasite ve diisiik su

kullanim etkinligi gosterirler (Nicotra ve ark,2003; Kiling,2013).

3.1.1.1.6. Tohum

Yuvarlak ve diz yizeyli ekim-kasim aylar1 arasinda olgunlasan 2n=24
kromozom sayisina sahip sakiz agaci tohumlarinin ¢imlenmesi epigeiktir. Buna karsin,
tim diger Pistacia tiirlerinde ¢imlenme hipogeiktir. Ayrica tohum iceren meyvelerin
uretimi tek bir populasyondaki bitkilerde bile degisiklik gostermektedir (Onay ve ark.,
2016)
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3.2. YOontem
3.2.1.Doku kultdrd 6n hazirhk uygulamalari
3.2.1.1.Sterilizasyon islemleri ve besi ortamlarinin hazirlanmasi

In vitro ¢aligmalarda, laboratuvarda kullanilan tiim ekipmanlar ile birlikte cam
malzemelerin steril olmasi kontaminasyon riskini azalttig1 ve basarili sonuglar elde
etmede biiyilk 6nem tasidigindan c¢alisma Oncesinde ekipmanlarin 6zelliklerine gore
steril edilmeleri saglandi.

Transfer odasma girilmeden 1 giin Once; steril kabin i¢i ve dis ylizeyi %96’ lik
alkol ile temizlenerek, odanm kapi, raf, taban vs. gibi yerler seyreltilmis NaOCI ile
temizlendikten sonra zaman ayarl ultraviyole lambasi1 agilarak gece 2-3 saat caligmasi
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 ii¢ defa saf sudan gegirilerek 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 sn. sure 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 1sik 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 bicimde ayarlanmis ve beyaz fliioresan ampuller kullanildi. Besin ortamlari
hazirlanirken 6nceden olusturulmus stok c¢ozeltilerden 1 litre igin gerekli miktarlar
alinarak behere aktarilmis, sonra gerekli bitki biiylime diizenleyici miktarlar1 ilave
edildi. Ortama 30 g siikroz eklenip, hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Stkroz
iyice eritildikten sonra ortamin pH’s1 seyreltilmis NaOH (sodyum hidroksit) veya HCI
(hidrojen Klorarr) kullanilarak 5.8’e¢ ayarlandi. 6.4 gr agar ilave edildikten kultir
kaplarma yaklagik 20’ser ml olmak Uzere dokuldi. Agizlari kapatilan kiiltiir kaplari,
otoklavda 121°C’de 15 dk. otoklava birakilarak sterilize edildi.

3.2.1.2. Bitki buytime dizenleyicilerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Bitki biyume dizenleyicilerine (BAP-IBA) ait stok ¢Ozeltilerin hazirlanmasi
icin, ihtiyag duyulan miktarlar tartilmistir. Stok ¢ozeltiler genellikle mg/ml

konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere
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aktarildi. Her madde 5-10 ml kadar 1IN HCI icinde kiiciik magnetik karistiricilarla
birlikte ¢ozdurildi. IBA ise 5-10 ml’lik alkolde eritildi. Eritilen BBD steril saf suyla 50
ml ya da 100ml’ye tamamlanmis ve homojenize edildi. Bazi bitki biiyiime
diizenleyicileri (IBA) sicakta bozulacagi i¢in 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 ortamui icerigi

Calismalarimizda temel MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortami modifiye
edilerek kullanilmistir. Besi ortami 6.4 g/l agar ile desteklenmistir. Caligmada,
kullanilan besi ortamlarina ait stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlari ve 1L MS besi ortammin hazirlanmasi 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 Sollisyonu

NHiNO 16.5g

KNO3 19.0¢g

CﬁCIz.ZHzO 4.4 g

MgSQO4.7H,0 3.79

KH.PO4 179

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu

HaBO:g 620 mg

MnS0..4H,0 1695 mg

ZnS04.7H,0 860 mg

KI 83 mg

NazMo042H; 25 mg

Steril saf su 1000 m1’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu

CuS04.5H,0 25 mg
CoCl,. 6H,0 25mg
Steril saf su 200 ml’ye tamamlanir.

Kompleks Kelatér Ana Sollsyonu
FeS0,4.7H,O 3.725¢g
Na;EDTA 2.785¢g

Steril saf su 1000 m1’ye tamamlanur.




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 Sollsyonu

Tiamin HCI 10 mg

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

myo-inositol 100 mg

Steril saf su 1000 m1’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2. Besi ortamlarma ilave edilen bitki bllyime diizenleyicilerinin tip ve ¢esitleri.

BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu (107%)

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 m1’ye tamamlanir.

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

IBA 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 3-5ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

GA:; (Gibberelik asit) Ana Soltsyonu

GA3 100 mg
3-5cc %95°lik etil alkol
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

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

Temel MS besi ortaminin icerigi

MS ana sollisyonu 100 ml

MS-1 10 ml

MS-2 Iml

Komplex kelatér 10 mi

Vitamin karigim 1ml

myo-inositol 10 mi

B1 vit. ana sollisyonu 1ml

Agar 6.49

Sakkaroz 30¢g

Steril saf su 1000 m1’ye tamamlanmigtir.

* Tez ¢alismasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alinmistir.

3.2.2. Doku Kkiiltiirii uygulamalar

3.2.2.1. Eksplantlarn yiizey sterilizasyonu

Olgun tohumlar sert kabuklarindan bir kirici yardimiyla ayrilarak, %20 lik

Sodyum hipoklorit (NaOCI-ACE) icerisinde 20 dakika siiresince ¢alkalandiktan sonra, 3
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defa 5’ er dakika steril distile suda galkalanarak ¢amasir suyundan armdirildi (Kiling ve
ark., 2015).

3.2.2.2.Tohum cimlendirilmesi ve siirgiinlerin proliferasyonu ve muhafazasi

Yuzey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar 1 mg/l IBA destekli MS besi
ortaminda ¢imlendirilerek (Onay ve ark., 2014), elde edilen aksenik gdvdelerin
cogaltimi, 1mg/l BAP, 0.5 mg/l GAz ile destekli MS besi ortaminda gerceklestirildi
(Kiling ve ark., 2015). Ozetlenecek olursa, juvenil sirginlerin proliferasyonu igin 1
mg/l BAP, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 6.4 gr agar iceren MS besi ortami temel

proliferasyon ortami olarak kullanilarak stok kualtdrler tretildi.

3.2.2.3. Aksenik surgun kulttrlerinde abiyotik stres (elisitor) uygulamalar:

Stirgiin kiiltiirleri tizerine farkli stres uygulama ¢alismalarinda, P. lentiscus L.
bitkisine ait aksenik stok materyallerden yaklagik 1 cm uzunlugunda siirgiinler aliarak,
temel besi ortami olarak kullanilan 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GAs destekli MS besi
ortaminda kiiltiire alindi. Sitirgiin kiiltiirleri tizerine abiyotik stres faktorleri olarak;
sicaklik, UV-B 1511 uygulamasi, 151k ve tuz denemeleri uygulandi. Yaptigimiz literatiir
calismalar1 15181nda, farkl stres uygulama calismalar1 kapsaminda her bir stres faktori
icin yapilacak olan c¢alismalar asagida anlatildigi sekilde gergeklestiridi. Sicaklik
uygulamasi ¢alismalarinda ortalama 28 giin bekletilen stok kiiltiirlerinden, steril pens ve
bisturiler kullanilarak alinan 1 cm uzunlugundaki aksenik siirgiinler, MS besi ortaminda
sirastyla 4 ve 37 °C’de 28 giin boyunca bir bitki bliylime odasinda (25+2 °C de 16/8 saat
151k fotoperiyodu uygulanan ortamlarda) bekletildi. Isik uygulamasi ¢alismalarinda stok
kiiltiirlerden, yine ayn1 sekilde ortalama 1 cm uzunlugunda alinan aksenik siirgiinler,
MS besi ortaminda bu kez aydinlik ve karanlik ortamlarda bitki biiylime odasinda
bekletildi. Tuz uygulamasi ¢alismalarinda ise ortalama 1 cm uzunlugundaki aksenik
stirgiinler, MS besi ortaminda sirasiyla 25, 50 ve 100 mg/l olmak tizere 3 farkli oranda
tuz (NaCl) ilavesi yapilarak 28 giinliik kiiltiir siiresi boyunca bitki biiyiime odasinda
bekletildi. UV-B (philips G15 T8E lamba) 1sm1 uygulamasi ¢aligmalarinda ise, yine
aksenik stok kiiltiirlerden alinan 1 cm uzunlugundaki siirgiinler, MS besi ortaminda 5
giin boyunca sirastyla 15, 30 ve 45 dk siireyle UV-B 1sinina maruz birakilarak ve 28
giin boyunca bitki biliylime odasinda kiiltiire alindi. 28 giinliik kiiltlir periyodu

sonrasinda gelisen bitkicikler, oda sicakliginda bekletilerek kurutularak ve govde ile
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yaprak kisimlar1 ayr1 olacak sekilde triterpen analizleri i¢in oda sicakligi kosullarinda
saklandi.

Farkli abiyotik stres uygulamalarina tabi tutulan siirgiinlerin proliferasyon
caligmalarinda veriler kiltlrin 28. glninde toplam 30 eksplantin ortalamasimdan elde
edildi. Yapilan gozlemler ve alinan Olgiimler su sekildedir: Eksplant basina olusan
govde sayisi, ortalama govde uzunluklari ve goévde olusturma kapasitesi (GOK)
hesaplandi. GOK= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama govde sayist X

rejenere olan eksplant ytizdesi / 100.

3.2.3. Sekonder metabolitler

Bitkiler genellikle primer ve sekonder olmak iizere 2 farkli sekilde metabolit
uretirler. Primer metabolitler (karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb) dogada oldukga
yaygin olup, yliksek bitkilerin tohum ile vejetatif dokularinda oldukc¢a fazladir ve hiicre
metabolizmasindaki temel gorevlerinden dolayi, bitkinin fizyolojik gelisimi igin
gereklidirler. Pekgok yiiksek bitki, ekonomik agidan dnem tasiyan organik kimyasallari
(alkoloid, terpen, fenolik bilesikler, nadir amino asitler, bitki aminleri ve glikosidler, vb)
bilinyesinde biriktirerek cesitli bilimsel, teknolojik ve ticari uygulamalara ham madde
olusturur. Bitki sekonder metabolitleri bitki i¢in cesitli fonksiyonlara sahiptir. Bunlar;
1- Bitkiyi herbivor, bakteriyal ve fungal patojen saldirilaria karsi korur, ayni ortamdaki
diger bitkilerle rekabet gii¢lerini artirir, 2- Tozlanmada faydali organizmalar1 (6zellikle
bocekleri) ¢eker, simbiyotik iliskilerde gorev alir, 3- Bitkiyi sicaklik degisimleri, su,
151k, ultraviyole ve mineral madde gibi abiotik stress faktorlerine karsi korur ve 4-
Hicre dizeyinde bitki buyume duzenleyicileri, gen ekspresyon duzenleyicileri ve
transdiiksiyon mekanizmalarinda gorevlerinin bulunmasi seklinde siralanabilir (Oskay
ve Oskay,2009). Bu baglamda, sekonder metabolitler terpen veya terpenoidler, fenolik

bilesikler ve azot igeren sekonder metabolitler olmak izere 3 grupta incelenir.

3.2.3.1.Terpenlerin simiflandiriimasi

Terpenler veya terpenoidler, dogada en c¢ok bulunan fitokimyasallardan
biridir.Olduk¢a genis yelpazede islevleri bulunmakla birlikte genellikle tat ve aroma
verici 0zellikleri yaninda savunma mekanizmasinda da 6nemli rolleri mevcuttur. 5C’lu

izopren birimlerinden olusan organik bilesiklerdir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. 5 C’lu izopren halkast

Igerdikleri izopren sayisma gdremonoterpenler (10 C’lu), seskiterpenler (15
C’lu), diterpenler (20 C’lu), triterpenler (30 C’lu), karotenoidler (40C’lu) ve
politerpenler (>40C’lu)seklinde siniflandirilirlar.

3.2.3.2. Terpenlerin biyosentezi

Terpenlerin biyosentezinde (Sekil 3.3) dnemli yeri bulunan mevalonik asit (3-
metil-3,5- dihidroksi pentanoik asit) 3 mol asetil koenzim A’nin kondenzasyonu ile
olusur. Mevalonik asidin su ve karbondioksit kaybetmesi ile terpenleri olusturan izopren
(2- metil-1,3-butadien) birimleri meydana gelir. Sekerlerin oksidasyonu sonucu olusan
asetil CoA, pek cok dogal bilesigin sentezinde oldugu gibi mevalonik asit sentezinde de
baslangic maddesi olarak kullanilir. Tki mol asetil CoA nin kondenzasyonundan elde
edilen asetoasetil CoA’nin bagka bir mol asetil CoA ile birlesmesiyle 3-hidroksi-3-
metilglutaril CoA elde edilir. Bunun ardindan enzimatik heterolitik boliinme ve tiyol
ester grubunun NADPH (nikotinamit adenin dinutkleotit fosfat) ile indirgenmesi
sonucunda mevalonik asit elde edilir.Bu reaksiyon geri donisiimsiizdiir.Mevalonik
asidin 2 molekiil ATP (Adenosin trifosfat) ile fosfatlanmasi sonucu mevalonik asit-5-
pirofosfat bilesigi olusur. Bu bilesikteki tersiyer hidroksil grubu da bir mol ATP ile
fosfatlanarak daha kolay ayrilabilen bir grup haline gelir. Sonra su ve karbondioksit
cikmasiyla izopentil pirofosfat molekiilii olusur. Olusan izopentil pirofosfatin enzim
izomerizasyonu sonucu dimetil allil ester olusur. Bu iki izomerin birbiriyle olan
kondenzasyonu ile geranil pirofosfat olusur. Bu bilesik de monoterpenleri meydana
getirir. Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati
olusturur. Olusan bu bilesik seskiterpenlerin gecis bilesigidir. Farnesil pirofosfatin
tekrar izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu sonucu diterpenlerin ve karotenoitlerin
yap1 tasi olan geranil-geranil pirofosfat bilesigi olusur.iki farnesil pirofosfatin
kondenzasyonu ile de triterpenler, iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonu ile

karotenoitler olusur (Karabacak, 2007).



Azenl Co A

l

Mevalonat

l

&-TPP, &°- PP

l

Geraml-PP ( C-10 ) ——— Monoterpenler

Famesil -PP{C-15) \ » Seskiterpenler p
Skualen # Steroidler eo

L
Geramil-geraml- PP { C-20) Tntﬂpeﬂer@?@
Earotenoidler Dlterpmléj?_<

Sekil 3.3. Terpen yapidaki bilesiklerin sentez yolu (Isik, 2005)
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3.2.3.3. Triterpenlerin genel 6zellikleri

Triterpenler yapilarinda 6 izopren grubu bulunduran bilesiklerdir. 100 farkli
fitosterol ve 4000 den fazla diger tip triterpenleri igerir. Cogu ugucu yagda karigim
halinde bulunmaktadir. Asit, alkol, ester, aldehit, keton, fenol ve eter gibi organik
fonksiyonel gruplar tastyabilirler. Oksijen igeren terpen tiirevleri ise terpenoid adini
alirlar. Ugucu yaglarin tat ve koku agisindan ¢ok énemli, belirgin bazi fizyolojik etkilere
sahip, kismini olustururlar. Triterpenerin prekiirsorii olan skualen iki adet farnesil
pirofosfat molekilunin birbirlerine kuyruk-kuyruk konfligirasyonu ile baglanmasi ile
olusur. Triterpenler glikozitleri olarak (saponin) veya aglikon olarak (streol, triterpen)
bulunurlar. Genellikle yapraklarda ve bazi meyvelerde mumsu tabakalar iginde
bulunurlar. Ursolik asit, betulinik asit ve oleanolik asit bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunan triterpenlerdir (Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6) (Arsal Kor, 2016).

Sekil 3.6. Oleanolik asit

3.2.4. Terpen yapidaki bilesenlerin bilesenlerin ekstraksiyonu ve analizi
3.2.4.1. Siirgiin kiiltiirlerinin ekstrelerinin hazirlanmasi

Ornekler kurutulduktan sonra dgiitiilerek toz haline getirilmis ve kullanilincaya
dek karanlik kosullarda saklanmistir. 100 mg toz 6rnegin ekstraksiyonu oncelikle 5 gun
boyunca 250 ml kloroform sollisyonunda akabinde 1.5 L etanolde 1 gin boyunca

bekletilerek 25°C’de masere edilmistir.
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3.2.4.2. LC-MS/MS ile triterpenoitlerin analizi
Sirgiin kilturlerinden elde edilen kuru ekstreler Shimadzu marka ultra yuksek

performansli stvi kromatografisi (UHPLC) cihazi ile analiz edilmistir.

3.2.4.2.1. LC-MS/MS sistemi

Tandem-MS, c¢ok 0zgul ve duyarli bir teknoloji olup genis grubunun
degerlendirilmesini mimkiin kilar. Hizli, kesin ve az miktarda kan Ornegi ile
calisilabilen bir yontemdir. En 6nemli avantaji, oldukg¢a az miktarda fizyolojik siv1 veya
kuru Ornegin birbiriyle baglantisiz ¢ok sayida farkli metabolit ve bilesigi ayn1 anda
Olcebilmesidir. Tandem-MS kullanilarak tek bir 6rnek ile 25’den fazla metabolitin
taranmasi miimkiindiir. Bitkilerin farmasotik aktif bilesenlerinin nitel ve nicel
analizlerinde LC-MS ve 6zellikle de LC-MS/MS cihazlar1 ¢ok sik tercih edilmektedir.
Tarama i¢in Guthrie kartlar1 {izerine alinmis ve kurutulmus orneklerinden alinacak
kicik diskler yeterlidir. Guthrie kagitlar1 {izerine alinmis vekurutulmus orneklerden
etanolile elde edilen kisim, “soft iyonizasyon’veya “elektrospray” yontemi ile cihaza
yiklenir. Ik filtreleme kisminda iyonize olan ve iyonize olmayan molekiiller ayrilir.
Iyonize ana molekiiller daha sonra cihazin“garpisma iinitesi” denilen bdliimiine gelirler.
Burada inert gazlarin (argon gazi vb) etkisi ile ana molekiller elektronyiikli daha kigik
parcalara parcalanirlar (fragmantasyon). Ana molekiilden ayrilandaha kiigiik iyonlar
ikinci bir filtrede kiitlelerine gore ayristirilir. Cihazda bulunan iki MS (kitle
spektrometresi) araciligiyla belli bir ana molekiiliin Onciisiiolan kuclk iyonize
molekiiller ile anamolekiiller taranir ve gruplandirilirlar. Ana molekiilden ayrilan kii¢iik
molekiillerin olusturdugu spektrum, buana 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).

3.2.4.2.2. LC-MS/MS icin mobil faz sistemi

Stv1 kromatografi cihazi i¢in kullanilacak hareketli faz sistemi A ve B fazi
olmak (zere ikili sistemden olugsmaktadir. A fazi ultra saf su, B fazi ise metanol,
asetonitril, metanol-su, asetonitril-su seklinde farkli varyasyonlar denenerek en iyi

ayrimin gergeklestigi mobil faz sistemi tercih edildi.
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3.2.4.2.3. LC-MS/MS analizi icin 6rneklerin hazirlanmasi
Bitki materyallerinden elde edilen kuru ekstreler metanol ile 500 mg/kg olacak

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

3.2.5. Istatistiksel analizler

Caligmalar sonucu elde edilen veriler (Eksplant basma diisen govde sayisi, Govde
Uzunlugu ve Govde olusturma kapasitesi) (Lambardi ve ark., 1993) bakimindan
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Biitiin g¢alismalar tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore yapilmistir. Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek i¢in biitiin
calisma sonuglarmin tanimlayic1 analizleri SPSS 19.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Test edilen islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi igin veriler
ANOVA’ya tabi tutulmustur. Istatiksel olarak farkl goriilen islemler belirlendiginde
ortalama veriler arasindaki farkliliklar P<0.05 seviyesinde Duncan c¢oklu karsilagtirma
testine tabi tutulmustur. Oransal verilere ise, Ki kare (y2 ) testi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.



22

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Doku Kkiiltiirii uygulamalarina ait sonuclar ve tartisma

Yuzey sterilizasyonu ile kullanilacak alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu bitki
doku Kkiiltiirii uygulamalarinda basariy1 etkileyen en temel konulardan biridir. Bu
baglamda uygulamis oldugumuz teknikler sonuglarin basarili bir sekilde elde edilmesine
olanak saglamistir. Sodyum hipoklorit (%20) (NaOCI-ACE) icerisinde 20 dakika
stresince calkalanan tohumlar, 3 defa 5 er dakika steril distile suda yikanan tohumlar 1
mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilmis (Sekil 4.1 A) ve aksenik strgunler,
1mg/l BAP, 0.5 mg/l GAg ile destekli MS besi ortaminda prolifere edilmistir (Sekil 4.1
B). Prolifere edilen juvenil siirglinler 1 mg/l BA, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 6,4 g/l
agar iceren MS besi ortamina akatrilmis ve abiyotik stres uygulamalar1 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 Bar: 0.90 cm.

Doku kultiri uygulamalarinda, biitiin bitki tiirleri i¢in evrensel bir rejenerasyon
protokolii bulunmadigindan her bitki tiirii, hatta her bitki ¢esidi i¢in spesifik bir in vitro
cogaltim protokoliiniin olusturulmasi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda nihai amag
sakiz agacmin tohumlarndan itibaren yeni bir mikrogogaltim teknigi olusturmak
olmadigindan daha once, Onay ve ark., (2014) ve Kilin¢ ve ark., (2015) nin gelistirmis

olduklar1 protokoller siirgiin kiiltiirii islemlerini gerceklestirmek i¢in kullanilmastir.

4.2. Abiyotik stres uygulamalarina ait sonuclar ve tartisma

Pistacia lentiscus L. surglnleri diisiik ve yiiksek sicaklik derecelerinde (4 ve 37
°C) bekletilerek sicaklik; aydmlik ve karanlik ortamlarda bekletilerek 1sik; MS besi
ortamina 25, 50 ve 100 mg/l olmak iizere 3 farkli oranda NaCl ilave edilerek tuz, ve 5

gun boyunca 15, 30 ve 45 dk sireyle UV-B stresi seklindeki elisitasyon tiplerine maruz
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birakilarak kiiltiire almmustir. Elisitasyon uygulamalarmin siirgiin gelisimine ve

triterpenoit igeriginin degisimine etkisi agagida ayr1 basliklar halinde sunulmustur.

4.2.1. Farkh sicakhk elisitasyonuna ait sonugclar

Elisitor olarak diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalarma (4 ve 37°C) 28 gin
streyle tabi tutulan jlvenil strgunlerin gelisimine etkisi Cizelge 4.1’de sunulmustur.
Buna gore, 4 ve 37 °C’de elde edilen bitkilerin kontrol grubuna (9.03+0.71) oranla gok
diisiik sayida govde olusturdugu gozlenmistir.

Disiik sicaklik (4°C) elisitasyonunun ortalama govde sayisini yiiksek sicaklik
(37°C) uygulamasma gore biraz daha diistirdiigii, gévde uzunlugunun toplam siirgiin
sayisina boliinmesiyle elde edilen ortalama gévde uzunluklari bakimindan en yiiksek
sonucun 37°C’de bekletilen bitkilerden (0.93+0.07) elde edildigi gozlenmistir. Govde
olusturma kapasitesi bakimindan en yiiksek sonuglarin kontrol grubundan (9.03) elde

edildigi, bunu sirasiyla 37 ve 4°C sicaklik uygulamalarinin takip ettigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli sicaklik uygulamalarmn P.lentiscus L. surginlerinde gévde gelisimine etkisi

Elisitér Tioi Ortalama Ortalama
P Govde Sayis1 Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
***Ort+SH Ort+SH
25°C (Kontrol)  9.03+0.71a 0.55+0.05 ¢ 9.03
4°C 1.33+0.11c 0.72+0.06 b 1.33
37°C 2.03£0.17 b 0.93+0.07 a 2.03

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

Stirgiin gelisimlerine ait morfolojik gdzlemlere bakildiginda hem diisiik hem de
yiksek sicaklik uygulamasinin, gévde sayisini, yaprak ve govde kuru agirligini azalttigi,
yiksek sicakligin ozellikle yapraklarda klorozise, sararma ve kirmizilagsma ile
incelmelere diisiik sicaklikta ise yaprak kalinlagsmasi ve renk koyuluguna yol agtigi

goriilmiistiir. Morfolojik bakimdan saglikli siirgiinlerin kontrol grubuna ait bitkilerden

elde edildigi belirlenmistir.



24

Sekil 4.2. Farkli sicaklik uygulamasina tabi tutulan P.lentiscus L. fidelerinin genel gérinim Bar: 0.90
cm. (A) Kontrol (25°C) (B) 4°C (C) 37°C

Triterpenoit miktarlarinin sunuldugu Cizelge 4.2 irdelendiginde, kontrol grubu
yaprak ve govde ekstrelerinde bulunan Ursonik asit Uzerinde sadece diisiik sicaklik
uygulamasmin etki gosterdigi goriilmiistiir. Diisiik sicaklik, Ursonik asit’in gévdede
3.08 kat artigina, yaprakta ise 1.75 kat azalmasmna neden olmus ancak yapraklarda
yapraklarda Ursonik asit yani sira kontrol grubunda tespit edilemeyen Mastikadienolik
asit’in 0.002 ppm seviyesinde sentezlendigi tespit edilmistir. Yiiksek sicaklik (37°C)

uygulamasinin ise, triterpenler lizerinde herhangi bir etki gdstermedigi belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli sicaklik uygulamasina tabi tutulan P.lentiscus L. ‘un gévde ve yapragindaki
trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elisitor Eksplant Ursonik Moronik Oleanonik Mastikadienolik Oleanolik  Ursolik

Tipi 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.
4oC Govde 0.037 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Yaprak 0.004 N.D. N.D. 0.002 N.D. N.D.
37°C Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi
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4.2.2. Farkh 151k elisitasyonuna ait sonuglar

28 giin siireyle aydmlik (kontrol) ve karanlik elisitasyonunun, juvenil surglnlerin
gelisimine etkisi Cizelge 4.3’de sunulmustur. Buna gore, karanlik uygulamasmdan elde
edilen bitkilerin kontrol grubuna (9.034+0.71) oranla ¢ok diisiik ortalama gévde sayisina
sahip oldugu (2.66+0.15), ortalama govde uzunluklar1 bakimindan ise karanlik
uygulamasinin 0.84+0.10 cm ile en yiiksek sonucu verdigi belirlenmistir. Maksimum
govde olusturma kapasitesinin kontrol grubundan (9.03) elde edildigi karanlik
uygulamasmin da 2.66 ile takip ettigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Farkli 151k elisitasyonunun P.lentiscus L. stirgiinlerinde gévde gelisimine etkisi

Elisitér Tipi Ortalama Ortalama
P Govde Sayis1 Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
***Qrt+SH Ort+SH
Aydinhk 9.03+0.71a 0.55+0.05 b 9.03
Karanhk 2.66+0.15b 0.84+0.10 a 2.66

Veriler kiiltiirtin 28. giiniinde toplam 30 eksplantin ortalamasindan elde edilmistir.Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler,
Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali testinegére belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farklhiliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
** GOvde olusturma kapasitesi indeksi
***Qrtalama * Standart hata.

Sekil 4.3 incelendiginde, karanlik elisitasyonuna birakilan siirgiinlerin etiyole
govdeler olusturdugu, govde sayisinda ve uzunlugunda, govde-yaprak Kkuru

agirhiklarinda azalmalarm, 6zellikle yapraklarin karararak kurudugu ve 1sik stresinin bir

sonucu olarak klorofil kaybimin (klorozis) olustugu goriilmiistiir.

Sekil 4.3. Farkli 151k elisitasyonuna tabi tutulan P.lentiscus L. fidelerinin genel gérinima. Bar: 0.90 cm
(A) Kontrol (Aydinlik) (B) Karanlik

Aydmlik ve karanlik uygulamalarinin govde yapraklardaki triterpenoit miktar ve
cesitlerine etkisi Cizelge 4.4°te sunulmustur. Buna gore, kontrol grubu hem govde hem
de yapraklarinda bulunan Ursonik asit, 28 giin boyunca karanlik elisitasyonuna tabi

tutulan siirgiinlerin gévde kisimlarinda kontrol grubuna oranla daha diisiik seviyede
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bulunmus olup, buna ek olarak 0.012 ppm seviyesinde Ursolik asit’in sentezlendigi
gorulmiistiir. Karanlik elisitasyonunun surginlerin yapraklarinda ise Ursonik asit
sentezini inhibe ettigi ve triterpenoit yapidaki bilesikler iizerinde miktar ve cesit
bakimindan etki gostermedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkl 151k elisitasyonunun P.lentiscus L’un gévde ve yapragindaki trierpenoid
bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elisitor Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik
Tipi Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit
Govde 0.012 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kontrol
(Aydinhk) Yaprak 0.007 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde 0.009 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.012
Karanhk ook ND. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.3. Farkh konsantrasyonlarda tuz (NaCl) elisitasyonuna ait sonuclar

Besi ortamina 25, 50 ve 100 mg/l olmak iizere 3 farkli oranda NaCl ilave edilen
stirgiinlerin gelisimine ait veriler Cizelge 4.5’te sunulmustur. Ortalama govde sayisi
maksimum seviyede kotrol grubuna ait bitkilerden elde edilmis olup, tuz elisitasyonuna
maruz brrakilan bitkilerde ise kontrol grubuna oranla ¢ok daha diisiik sonuglar elde
edilmistir. 25 ve 50 mg/I’lik uygulama sonuglari arasinda istatistiksel olarak fark
gozlenmemis olup sirasiyla 1.96+0.18 ve 1.88+0.10 ortalama gdvde sayisina sahip
olduklar1 belirlenmis, en diisiik deger ise 1.33+0.19 ile 100 mg/l tuz uygulamasmdan
elde edilmistir. Ortalama govde uzunlugunun ise, konsantrasyon artigina bagli olarak
azaldigi, elisitasyon sonuglarinimn kontrol grubuna oranla daha yiiksek sonuglar1 verdigi
goriilmiistlir. En yiiksek govde olusturma kapasitesinin kontrol grubundan elde edildigi,
25 ve 50 mg/I’lik uygulama sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak fark goézlenmedigi
(1.33), en diisiikk kapasitenin ise 100 mg/I’lik elisitasyon sonucundan elde edildigi

belirlenmstir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda NaCl elisitasyonunun P.lentiscus L. stirgiinlerinde gévde
gelisimine etkisi

Elisitsr Tipi Ortalama Ortalama
P Govde Sayisi Govde Uzunlugu **G.0.K
***Qrt+SH (cm) Ort+SH
Kontrol 9.03+0.71a 0.55+0.05 ¢ 9.03
25 mg/l NaCl 1.96+0.18 b 1.05+0.07 a 1.96
50 mg/lI NaCl 1.88+0.10 b 0.81+0.06 b 1.88
100 mg/l NaCl 1.33+0.19¢ 0.71+0.05 b 1.33

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
***Qrtalama + Standart hata.
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Sekil 4.4°te 28 giin sireyle artan tuz konsantrasyonlar1 uygulamalarmin sirgiin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, ortalama govde sayisinda, govde-yaprak kuru
agirliklarinda diisiise, yapraklarda ozellikle siirgiin uglarinda sararma ve klorozis ile

yaprak uclarindan baslayip ilerleyen kirmizilagsmaya yol agtig1 tespit edilmistir.

Sekil 4.4. Farkli NaCl konsantrasyonlarma tabi tutulan P.lentiscus L. fidelerinin genel
gorinimi Bar:0.90 cm (A) Kontrol (B) 25 mg/l NaCl (C) 50 mg/lI NaCl (D) 100 mg/l NaCl

Triterpenoit miktarlarinin sunuldugu Cizelge 4.6 irdelendiginde ise, genel olarak
besi ortamma ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki NaCl uygulamalarinin bazi
triterpenoit ¢esit ve miktarlar tizerinde etki gosterdigi goriilmiistiir. Buna gore, sadece
kontrol grubuna ait gévde (0.012 ppm) ve yaprak (0.007 ppm) ekstrelerinde tespit edilen
Ursonik asit miktarinin govde de 25 mg/I’lik elisitasyon sonucunda 2.16 kat, yine gévde
de 50 mg/I’'lik elisitasyon sonucunda 3.33 kat yaprak kisimlarinda ise 2.14 artig
gosterdigi  goriilmiistiir. Bunun yan1 sira, Kontrol grubunda hi¢ bulunmayan
Mastikadienolik asit’in 100 mg/I’lik tuz elisitasyonu ile yapraklarda 0.003 ppm;
Ursolik asit’in ise 25 mg/I’lik uygulamalarda 0.028 ppm, 50 mg/I’lik uygulamalarda
yapraklarda 0.030 gévde de ise 0.040 ppm seviyesinde sentezlendigi tespit edilmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda tuz elisitasyonunun kontrol grubuna oranla Moronik,
Oleanonik ve Oleanolik asit {izerinde miktar ve g¢esit bakimindan degisiklik
olusturmadig1 belirlendi.

Cizelge 4.6. Farkl konsantrasyonlarda NaCl elisistasyonunun P.lentiscus L’un govde ve yapragindaki
triterpenoit bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elisitor Tipi Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik

Tipi Asit Asit Asit Asit Asit Asit

Govde 0012 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  0.026 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.028

25mg/INaCl vk ND. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Govde  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

S0mg/INaCl vk 0.015 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.030
Govde 0,040 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.040

100mg/INaCl v onak - ND. N.D. N.D. 0.003 N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

4.2.4. Farkh siirelerde UV-B 151 elisitasyonuna ait sonuclar

Cizelge 4.7. irdelendiginde, maksimum ortalama govde sayismin kontrol
grubundan elde edildigi, UV-B elisitasyonu uygulanan siirgiinler arasinda ise
istatistiksel olarak fark gdzlenmedigi ve kontrol grubuna oranla oldukea diisiik oldugu
g6zlendi. Ortalama gdvde uzunlugunun uygulama siiresinin artisina bagli olarak arttig,
en yuksek sonucun 45 dk.’lik uygulamadan elde edildigi belirlenmistir (2.76+0.16 cm).
Maksimum govde olusturma kapasitesinin ise kontrol grubuna ait oldugu (9.03), diger

Uc elisitasyon sonucu arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedigi goriilmiistiir (2.19).

Cizelge 4.7. Farkli stirelerde UV-B elisitasyonunun P.lentiscus L. sirginlerinin gévde gelisimine etkisi

Elisitor Tipi ve Ortalama Ortalama
Uygulama Suresi Govde Sayist Govde Uzunlugu (cm) **G.0.K
(dk.) ***Qrt+SH Ort+SH
Kontrol 9.03£0.71a 0.55+0.05d 9.03
UV-B 15 dk 2.19+0.14 b 1.64+0.16 ¢ 2.19
UV-B 30 dk 2.19+0.10 b 2.25+0.14 b 2.19
UV-B 45 dk 2.11+0.11 b 2.76+0.16 a 2.11

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.
***Qrtalama + Standart hata.

Farkli bekleme siirelerinde uygulanan UV-B elisitasyonunun siirgiin gelisimi
uzerinde olumsuz sonuglar verdigi goriilmistiir. Sekil 4.5 incelendiginde 1smna maruz

kalma siiresi arttikca govde sayisinda, govde ve yaprak kuru agirliklarinda azalma,



29

yapraklarda klorozis ve kurumanm olustugu gozlenmistir. Ozellikle 15 ve 30 dk.
bekleme siiresinin govde kalinliginda incelme ve siirgiin boyunda artisa yol actigi
yapraklarda daha ¢ok kirmizilagsmaya ve klorozise, 45 dk.’nin ise siirgiiniin genelinde

kurumaya yol agtig1 belirlenmistir.

Sekil 4.5. Farkl stirelerde uygulanan UV-B 1smima tabi tutulan P.lentiscus L. fidelerinin genel
gorinimu Bar: 0.90 cm. (A) Kontrol (B) 15 dk UV-B (C) 30dk UV-B (D) 45 dk UV-B

P.lentiscus L’un govde ve yapragindaki triterpenoit bilesiklerin miktar ve
cesidine farkli bekleme sirelerinde uygulanan UV-B isinin etkisi Cizelge 4.8’de
sunulmustur. Buna gore, 15 dk. UV-B elisitasyonunun goévde ve yaprakta Ursonik asit
seviyesini diislirdiigii, 45 dk.’nin ise govde kisimlarinda 1.16 kat artis gosterdigi tespit
edilmistir.Mastikadienolik ve Ursolik asit gibi kontrol grubunda bulunmayan
triterpenoit bilesiklerin olusumuna yol agtig1 belirlenmistir. Mastikadienolik asit 15 ve
30 dk UV-B uygulamasi sonucunda yapraklarda sentezlenirken, Ursolik asit ise 45
dk.’lik uygulama sonucunda govde kisimlarinda sentezlenmistir. Moronik, Oleanonik
ve Oleanolik asit triterpenlerine ise ne kontrol grubunda ne de elisitasyon sonuglarinda

rastlanmadig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli stirelerde uygulanan UV-B isini elisitasyonunun P.lentiscus L’un govde ve
yapragindaki trierpenoid bilesiklerin miktar ve ¢esidine etkisi

Elisitor Tipi  Eksplant  Ursonik  Moronik  Oleanonik  Mastikadienolik  Oleanolik  Ursolik

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 0.009 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

UV-B 15 dk
Yaprak 0.005 N.D. N.D. 0.012 N.D. N.D.
Govde N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

UV-B 30 dk
Yaprak N.D. N.D. N.D. 0.006 N.D. N.D.
Govde 0.014 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.008

UV-B 45 dk
Yaprak N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

*N.D; Tespit edilemedi

Sekonder metabolitlerin biyoteknolojik yontemler kullanilarak Gretilmesinin,
klasik metotlara oranla pek ¢ok avantaji oldugu bilinmektedir. Bitkinin yetisme
ortamimna bakilmaksizin in vitro sartlarda kiiltiire almabilmesi, kiiltiir sartlarmin
optimize edilebilmesi ve onciil bilesikler ve elisitor gibi sekonder metabolit Gretimini
artiracak uygulamalarin yapilabilirliligi miimkiindiir (Erkoyuncu ve Yorgancilar 2015).
Gilintimiize kadar yapilan ¢caligmalarda, pek ¢ok ekonomik ve tibbi dneme sahip bitki
turunde 6zellikle surgln kultdrleri yoluyla in vivo ortama oranla daha fazla sekonder
metabolit birikiminin meydana geldigi rapor edilmistir. Ornegin, Bacopa monnieri’den
bacoside A, Nothapodytes nimmoniana’dan kamptotesin ve Digitalis purpurea L.
strgun kaltdrlerinden digitoksin birikiminin ana bitkiden daha yiiksek oranda
retilebildigi tespit edilmistir (Munish ve ark., 2015; Dandin ve Murthy 2012; Patil ve
ark., 2013). Bu baglamda sekonder metabolit {iretimini arttrmak amaciyla kullanilan
elisitorler kdkenlerine ya da molekiiler yapilarina gore fiziksel ya da kimyasal, biyotik
ya da abiyotik ve kompleks ya da tamimlanmis seklinde siniflandirilabilmektedir
(Yamaner 2011). Tez ¢alismamizda ise elisitor olarak farkli abiyotik stres kapsaminda
degerlendirilen denemeler yapilmistir. Elisitor uygulamalarmnin, Kiltirin kosullarina,
elisitorin konsantrasyonuna ve uygulandigi zaman dilimine bagli olarak metabolit
Uretimini etkiledigi bilindiginden (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015) bu tez kapsaminda
abiyotik elisitér uygulamalarina ait farkli konsantrasyon ve sireleri denenmis ve in vitro
elde edilen stirguin kaltdrlerinin yaprak ve govde kisimlarinda triterpen miktar ve gesidi
Uzerine etkileri arastirilmistir.

Yapilan elisitor uygulamalar1 sonucunda; antikanser ozellik gosterdigi bilinen
Ursonik asit seviyesinin kontrol gruplarima oranla artis gosterdigi tespit edilmistir.

Mastikadienolik ve Ursolik asit triterpenoitlerinin ise kontrol grubunda hi¢ bulunmadigi
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ancak ancak elisitor uygulamalar1 sonucunda sentezlendigi belirlenmistir. Moronik,
Oleononik ve Oleonolik asit triterpenoitlerinin ise kontrol grubunda bulunmadigi ve
elisitdr uygulamalarindan etkilenmedigi gorilmiistiir. Kontrol gruplarima gore her bir

triterpenoit i¢in elde edilen maksimum miktarlara deginilecek olursa, 15 dk. UV-B

uygulamasinin yaprak ekstrelerinde kontrol grubunda bulunmayan Mastikadienolik
asit miktarin1 0,012 ppm seviyesine; 25 mg/l NaCl elisitasyonunun goévde
ekstrelerinde kontrol grubunda hi¢ bulunmayan Ursolik asit miktarmi 0,028 ppm
seviyesine; bunun yanisira kontrol grubunda bulunan Ursonik asit miktarini ise goévde
ekstrelerinde 4°C diisiik sicaklik uygulamasi 0,037 ppm seviyesine; yaprak
ekstrelerinde ise 25 mg/l NaCl uygulamasmin 0,015 ppm seviyesine yiikselttigi tespit
edilmistir. Akkus ve arkadaslari, calismamiza benzer sekilde farkli agir metal
elisitasyonu denedikleri P.lentiscus L. sirgunlerinin hem gdvde hem de yaprak
ekstrelerinde farkl triterpenoit ¢esidi ve mevcut triterpenoitlerde de artig elde ettiklerini,
Moronik asit ve Oleanolik asitin, kontrol grubunda bulunmadigi halde CuNO3
elisitasyonu ile sentezlenmeye basladigini, yaprak ekstresinde ise Moronik asit ve
Oleanonik asit miktarinda artis goriildigiini, yaprak ekstrelerine nazaran govde
ckstrelerinde daha fazla say1 ve miktarda triterpenoit olustugunu rapor etmislerdir.
Uygulanan elisitasyon ¢esidinin farkl triterpenoitler lizerinde farkli sonuglara yol actigi
asikardir. Caligmamizda, 50 mg/l NaCl elisitasyonu kontrol grubu gévdelerine oranla
Ursonik asit miktari1 2.16 kat, 25 mg/l NaCl elisitasyonu ise kontrol grubu
yapraklarina oranla Ursonik asit miktarin1 3.71 kat arttirmistir. Catharanthus roseus'ta
0.05 M potasyum Klordr ilavesi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ajmalisin Gretimini
4 kat arttirdigi bildirilmistir (Zhao ve ark., 2001). Namlh ve ark., (2014) in vitro
yetistirdikleri Hypericum retusum Aucher uzerine de 45 dk.’lik UV-B 11 uygulamasi
sonucunda en yiksek total fenolik, flavonoid ve hiperisin birikimini elde etmislerdir.
Ramani ve Jayabaskaran (2008), Cataranthus roseus'un stispansiyon kiltirlerinde UV-
B 15181 ile catharanthin ve vindolin iiretiminin arttirildigint bildirmislerdir. UV-C
isinini, farkl 0zm genotiplerine ait kallus hatlarinda stilben Gretimini arttrmak i¢in
etkili bir yontem oldugu rapor edilmistir (Liu ve ark., 2010). Calismamizda literatlr
calismalarmna paralel olarak 45 dk.’lik UV-B 1s1m1 elisitasyonunun kontrol grubu gévde
kisimlarma oranla Ursonik asit miktarini 1.16 kat arttrmanin yaninda kontrol grubunda
hi¢ tespit edilmemis triterpenoit bilesiklerinde sentezini sagladigi goriilmiistiir. Asirt
sicaklik, bitkilerin biiylimesini ve tiretkenligini siirlayan olumsuz bir gevresel faktor

olarak bilinmekte ve birincil metabolitlerin sentezi ve bozulmasi gibi ¢esitli metabolik
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strecleri manipule ederek bitki biylmesini de engellemektedir (Xu ve ark.,2013).
Bunlarin yaninda sicaklik elisitasyonun bitkilerde sekonder metabolit iiretimini
arttirdigi ile ilgili raporlar da mevcuttur. Rivero ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢aligmada
Lycopersicum esculentum L.cv. Tmknvf2 (Domates) ve Citrullus lanatus [Thomb.]
Mansf. Dulcemaravilla (Karpuz) stirgtn kalttrlerinde termal stresin fenol birikimine ve
yuksek fenilalanin amonyum liyaz aktivitesine yol agtigini bildirmislerdir. Yine 5°C'lik
bir sicaklik artisinin, Panax quinquefolius'un koklerindeki ginsenosid igerigini dnemli
Olglide arttirdig1 rapor edilmistir (Jochum ve ark., 2007). 20+2°C sicaklik araliginda
inkiibe edilen Melastoma malabathricum hiicre kdltlrlerinin, 26 ve 29+2°C'de
yetistirilenlere oranla daha ylksek antosiyanin iiretimine sahip oldugu bildirilmistir
(Chan ve ark., 2010). Calismamizda diisiik sicakligin P.lentiscus L. stirgln kilturlerinde
belki de iliman iklim kusagi bitkisi olmasi dolayisiyla sekonder metabolitlerin
arttirillmasinda daha iyi sonuglarin alinmasina yol agtigi goriilmiistiir. Elde edilen
sonuglar 1518mda 4°C sicaklik uygulamasmin 6zellikle govde kisimlarinda Ursonik
asit’in 3.08 kat artigina yol agtigi goriilmiis ve kontrol grubunda tespit edilmeyen
triterpenoit bilesiklerin sentezini saglamistr. Sicaklik ¢aligmalarina yonelik bulgularimiz
yukarida verilen literatiir ¢aligmalari ile uyumlu olup elisitér uygulamasinin
calismamizda da sekonder metabolitlerin genel anlamda artisina yol acgtigi
belirlenmistir. Panax ginseng’in kok kiltiirlerinde en yiksek biyokitle birikiminin
karanlik altinda yetistirilen kiiltiirlerden elde edildigi ancak ginsenoid birikiminin
floresan 1s1k altinda arttign (Yu vd., 2005), Gamay, Kalecik karas1 ve Okiizgdzii {iziim
cesitlerine (Vitis vinifera L.) ait stispansiyon kiiltiirlerinde ise, karanhigin tiim gesitlerde
trans-resveratrol igerigini giiclii bir sekilde arttirdigi bildirilmistir (Cetin ve Baydar,
2016). Keza ¢alismamizda P.lentiscus strgun kultirlerinde de 28 giin boyunca karanlik
uygulamasinin Ursonik asit miktarinda kontrol grubuna oranla diisiise yol agtig1 bunun
yani sira Ursolik asit sentezini de tetikledigi gozlenmistir.

Stres uygulamalarmmn, bitkilerde korunma, savunma ve neslin devamliligi gibi
cesitli sebeplerle sekonder metabolit tiretimini ve ¢esidini arttirmanin yaninda, bitkilerin
biiylime ve gelisimini kisitlayan, bitki liretimini sinirlayabilen, bitkilerin fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerini degistirebilen en 6nemli gevresel etkilerden biri oldugu da
bilinmektedir. Genellikle stresin yanitlar1 bitkinin genotipine, maruz kaldigi stresin
cesidine, siiresine ve maruz kalan doku veya organin yapisina bagl olarak degigsmekle
birlikte genellikle yuksek seviyelerdeki uygulamalarin bitkide kokleri kalinlagtirdigs,

kok ve gdvde uzunlugunu azaltarak bitki biiylimesi ve gelisimini engelledigi ile ilgili
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raporlar da mevcuttur (Emamverdian ve ark., 2015). Artan agir metal dozlarmin
P.lentiscus juvenil slrgunlerinde, sirgiin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, govde-
yaprak kuru agirliklarinda azalmaya, yapraklarda kirmizilasma, kararma ve Klorozise,
govdelerde ise daha ¢ok kararmalara yol a¢tigi goriilmiistir (Akkus ve ark., 2017).
Pistacia vera L. ii¢ ¢esidi lizerine yapilan bir ¢aligmada, 6zellikle Akbari kiiltivarmin
artan tuz konsantrasyonlarinda kontrol grubuna oranla daha diisiik sayida bitki boyu,
yaprak alani, yaprak ve dal sayis1 ile toplam taze ve kuru agirliklara sahip oldugu rapor
edilmistir (Abbaspour ve ark., 2012). Yine Antepfistigi lizerine yapilan baska bir
caligmada ise Karimi ve Sadeghi-Seresht, (2018) Banebaghi ¢esidinde atran tuzlulugun,
nispi nem igerigini, fidelerin kuru agirlig: ile kokiin taze ve kuru agirligini diistirdiigiini
bildirmistir. Tez kapsaminda ise elisitor olarak kullanilan, farkli abiyotik stres
uygulamalarinm P. lentiscus L. jiivenil siirgiinlerinin gelisimi {izerindeki etkilerine
baktigimizda, yukarida verilen bulgulara paralel olarak denenen tiim parametrelerde
stres uygulanmig sirginlerin ortalama govde sayisi bakimindan olduk¢a azaldigi ve
sonu¢ olarak en yiiksek degerin kontrol grubuna ait bitkilerden elde edildigi
goriilmiistiir. Govde uzunlugunun toplam siirgiin sayisina boliinmesiyle elde edilen
ortalama govde uzunluklar1 bakimindan ise, bu kez en diisiik degerin yine kontrol
grubuna ait bitkilerden elde edildigi belirlenmistir. Sirgiinlerin  morfolojik
g6zlemlerinde ise Akkus ve arkadaslarmnin ¢alismasina paralel sekilde uygulanan stres
tipi ve konsantrasyonuna baglh olarak gévde sayisini, yaprak ve gévde kuru agirhgmni
azalttigi, ozellikle yapraklarda klorozis, sararma ve kirmizilasmalara yol agtigi

gorilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Anacardiaceae familyasinm 6nemli bir {iyesi olan Pistacia lentiscus L. herdem
yesil ve kurakhiga dayanikli bir bitkidir. P. lentiscus bitkisi govdesinden yaralanma
sonucu elde edilen ve bir re¢ine olan mastik sakizi ile birlikte antifungal, antibakteriyal,
antimikrobiyal, antienflamatuar, antihelicobacter pylori aktivitesi, antiatherogenik,
antitimor, yara iyilestirici, karaciger koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik, tansiyon
disiiriicti ve antikanser gibi tibbi 6neme sahip pek cok sekonder metaboliti blinyesinde
barindirir. Biyoteknolojik yontemler, sekonder metabolitlerin, elisitér ve o6ncul
bilesiklerin kullanilmasiyla artirilmasinit ve buna bagh olarak i1s giici ve maliyeti
azaltabilmektedir. Bu baglamda P. lentiscus L’un antikanser basta olmak {izere ¢ok
sayida isleve sahip degerli terpenoit yapisindaki sekonder metabolitlerin biyoteknolojik
yontemler kullanilarak gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir.

- Olgun tohumlarm yiizey sterilizasyonu %20 lik NaOCI icerisinde 20 dakika
boyunca bekletilerek ve akabinde 3 defa 5’ er dakika steril distile suda g¢alkalanarak
yapilmaistir.

- Olgun tohumlar 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirilerek jiivenil
stirgtin kiiltlirleri baslatilmistir.

- Aksenik govdeler, 1mg/l BAP, 0.5 mg/l GAg ile destekli MS besi ortaminda
prolifere edilmistir ve 1 mg/l BA, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 6.4 gr agar iceren MS
besi ortamindan stok kiiltiirler olusturulmustur.

- Juvenil sirginlere 28 gun boyunca elisitor olarak diisiik ve yiiksek sicaklik
uygulamalar1 (4 ve 37°C) sonucunda, elisitdr uygulanan bitkilerin kontrol grubuna
oranla ¢ok diisiik sayida govde olusturdugu, 4°C’nin ortalama gévde sayisinda daha
fazla diisiise yol actigi, ortalama gévde uzunluklar:1 bakimmdan 37°C’nin daha yiiksek
sonuglar verdigi ve en yiksek GOK’un kontrol grubundan elde edildigi gozlenmistir. 4
ve 37°C’nin siirgiin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, govde sayisini, yaprak ve
govde Kkuru agirhgmi azalttigi, yiksek sicaklign ozellikle yapraklarda Klorozise,
sararma ve kirmizilagma ile incelmelere diisiik sicaklikta ise yaprak kalinlagmasi ve
renk koyuluguna yol agtig1 goriildi. Triterpenoit igerigi bakimindan ise diisiik sicakligin
Ursonik asit’in govdede artigina, yaprakta ise azalmasma, kontrol grubunda tespit

edilemeyen Mastikadienolik asit’in sentezine yol actigi, bununla birlikte yiiksek
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sicakligin ise, triterpenoitler (zerinde herhangi bir degisiklige yol agmadigi tespit
edilmistir.

- 28 giin siireyle aydmlik (kontrol) ve karanlik elisitasyonunun, juvenil
strglinlere uygulanmasi sonucunda, karanlik uygulamasinin ortalama govde sayisini ve
govde olusturma kapasitesini diistirdiigii ancak, ortalama govde uzunlugunu arttirdig:
goriilmiistiir. Karanlik ortamin sirglinlerin gévde yapilarini inceltip uzatarak etiyole
forma doniismelerine ayni zamanda govde sayisinda ve uzunlugunda, govde-yaprak
kuru agirhiklarinda azalmaya ve yapraklarda klorozise yol agtigi belirlenmistir. Yine
karanlik uygulamasi gévdede bulunan Ursonik asit seviyesinde azalmaya yol acarken
kontol grubunda hi¢ bulunmayan Ursolik asit’in de sentezine neden olmustur.

- Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulamalarma birakilan siirgiinlerde ortalama
govde sayis1 ve govde olusturma kapasitesi kontrol grubuna oranla azalirken ortalama
govde uzunlugu artmustir. Ortalama govde sayisi, govde-yaprak kuru agirhigi azalmas,
yapraklarda klorozis ve kirmizilasmalar tespit edilmistir. Tuz uygulamasi bazi
triterpenoit ¢esit ve miktarlar1 Uzerinde pozitif etkilere yol agmistir. Bu baglamda,
Ursonik asit miktar1 maksimum 3.33 kat ile yaprak kisimlarinda tespit edilmistir.
Bununla birlikte Mastikadienolik asit, Ursolik asit gibi kontrol grubunda hi bulunayan
triterpenoitlerin de sentezine neden olmustur

- 5 gin sureyle UV-B elisitasyonu uygulanan juvenil strgunlerin ise ortalama
govde uzunlugunu arttirdigi ancak ortalama govde sayis1 ve govde olusturma
kapasitesini diigiirdiigli goriilmistlr. Govde sayisi, govde-yaprak kuru agirligi tizerinde
olumsuz etkilere agtigi ayn1 zamanda yapraklarda klorozis, kirmizilasma ve kurumanin
meydana geldigi belirlenmistir. 45 dk. uygulamanin Ursonik asit seviyesini govde
kisimlarinda 1.16 kat arttirdigi, UV-B elisitasyonunun kontrol grubunda bulunmayan
Mastikadienolik ve Ursolik asit gibi triterpenoit bilesiklerin sentezine yol agtigi tespit

edilmistir.

5.2 Oneriler

Yukarida ifade edilen sonuglar dogrultusunda, tez kapsaminda P. lentiscus L.’un
sirgun kiiltiirlerinden elde edilen ekstrelerin  hiicre metabolizmasi diizeyinde
arastirilmas1 ve saflastirma islemlerinin yapilarak gelistirilmesi, kanserli hicre
hatlarinda bu saf bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi ve daha sonra genis Olcekli

biyoreaktdrlerde Uretim islemlerinin baslatilmasinin faydal olacagi kanaatindeyiz.
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