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Bu ¢aligmada, Pistacia lentiscus L. (Sakiz agaci)’nin in vitro ¢imlendirilmis tohumlarindan hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmas1 ve optimizasyonu igin bir protokol gelistirilmistir. /n vitro
cimlendirilen sakiz fidelerine ait aksenik yaprak ve kok eksplantlarindan oncelikle kallus dokusu elde
edilmis, bu kallus hatlarindan ise hiicre siispansiyon kiiltiirleri baslatilmistir. Siispansiyon kiiltiirlerinin
baglatilmast igin, ilk olarak P. lentiscus L. tohumlari 1 mg/l IBA i¢eren Murashige ve Skoog (MS) besi
ortaminda ¢imlendirildi. Kallus iiretmek i¢in kok ve yaprak eksplantlari, BAP, Kin ve 2,4-D (her biri 1
mg/l) kombinasyonlarini igeren MS besi ortaminda kiiltiire alindi. Kallus olusumu i¢in en iyi bitki
biiytime diizenleyicisi (BBD) kombinasyonu sar1 renkli ve yumusak tekstiirde kalluslarin elde edildigi 1
mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren yar1 kati MS besi ortami olarak tespit edildi ve yine aynt BBD
kombinasyonu igeren ancak agar igermeyen MS besi ortaminda siispansiyon kiiltiirleri baslatildi.
Stispansiyon kiiltiir kosullarinin optimize edilebilmesi amaciyla farkli BBD [BAP, Kin (1.0 ve 0.5 mg/l)
ile 2,4-D (1 mg/l)] kombinasyonlari i¢eren, farkl ¢alkalama hizlar1 (90, 95, 100 ve 110 rpm), farkl 151k
yogunluklari (karanlik ve 1s1k), farkli sicaklik dereceleri (4, 25, 37 °C), farkli pH ortamlar1 (4,5, 5, 5.8,
6,5 ve 7.0), farkli seker tipleri (sukroz ve glukoz) ile bunlarin farkli kombinasyonlarina (15, 30, 50 mg/1)
tabi tutulan MS besi ortaminda kiiltiire alinarak ayri ayn test edildi. Test edilen farkli BBD
kombinasyonlar1 arasindaki en etkili ortamin, paketlenmis hiicre hacmi (PHH, ml/l), taze ve kuru agirlik
(g/1) degerleri agisindan 1 mg/l BAP ve 1 mg/l 2,4-D ile desteklenen MS besi ortami oldugu tespit edildi.
Ancak kiiltiirlerin  siirdiiriilebilirligi ve somaklonal varyasyonlara sebebiyet vermemek adina
optimizasyon ¢aligmalarina test edilen parametreler bakimindan aralarinda istatistikel olarak fark
bulunmayan 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D BBD kombinasyonu ile devam edilmistir. K6k ve yaprak
sispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu {izerine denenen s6z konusu parametreler bakimindan en yiiksek
PHH, taze ve kuru agirlik sonuglart 25 °C sicaklik, 95 rpm ¢alkalama hizi, pH 5 ile 15¢/l (kok) ya da 30
g/l sukroz (yaprak) destekli MS besi ortamindan elde edilmistir. Elde edilen bu veriler 1s1ginda sakiz
hiicre siispansiyon kiiltiiriine ait biiyiime fazlarinin her birine (lag fazi, eksponansiyel veya log fazi, lineer
faz, yavaslama fazi ve duragan faz) iliskin zamana bagli olarak PHH'yi gdsteren bir biiylime egrisi
olusturulmustur. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri her 28 giinde bir alt kiiltiire alinarak % 3 sukroz, 1 mg /1
2,4-D ve 1 mg/l Kin destekli MS besi ortaminda diizenli olarak muhafaza edilmistir. Tez ¢alismamizdan
elde ettigimiz bu bulgular, sakiz hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin, biyoreaktdrlerde degerli kimyasallarin
biiytik 6l¢ekli iiretimi i¢in uygun olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, optimizasyon, PHH, Pistacia lentiscus L., sakiz.
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In this study, a protocol was developed for the initiation and optimization of cell suspension cultures from
in vitro germinated seeds of Pistacia lentiscus L. (mastic tree). Callus tissue was first obtained from
axenic leaves and root explants of mastic seedlings germinated in vitro and then cell suspension cultures
were initiated from these callus lines. To initiate suspension cultures, P. lentiscus L. seeds were first
germinated in Murashige and Skoog (MS) medium containing 1 mg / | IBA. Root and leaf explants were
cultured in MS medium containing BAP, Kin and 2,4-D (1 mg/l each) to produce callus. The best plant
growth regulator (BBD) combination for callus formation was determined as an agar-free liquid MS
medium containing 1 mg/l Kin and 1 mg/l 2,4-D and suspension cultures were initiated. In order that the
suspension culture conditions can be optimized, the combinations of different BBD (BAP, Kin (1.0 and
0.5 mg/l) and 2,4-D (1 mg/l)), different shaking speeds (90, 95, 100 and 110 rpm), different light
intensities (dark and light), different temperature grades (4, 25, 37 ° C), different pH media (4,5, 5 and
7.0), different types of sugar (sucrose and glucose) and their different combinations (15, 30, 50 mg / I)
were separately tested by cultured on a MS medium. The most effective medium among the different
BBD combinations tested was determined as MS medium supplemented with 1 mg/l BAP and 1 mg/I 2,4-
D in terms of packed cell volume (PCV, ml/l) and fresh and dry weight (g/l). However, in order not to
cause somaclonal variations at the same time in terms of sustainability of cultures, optimization studies
were continued with the combination of 1 mg/l Kin and 1 mg/l 2,4-D, which is no statistical difference
between the combination of 1 mg/l BAP and 1 mg/l 2,4-D. In terms of the parameters tested on the
optimization of root and leaf derived suspension cultures; the highest PCV, fresh and dry weight results
were obtained from MS medium applied 25 °C temperature, 95 rpm agitation speed, pH 5 and
supplemented with 15g/1 or 30 g/l sucrose (for root and leaf derived cultures, respectively). In the light of
the data obtained, a growth curve showing PCV depending on the time for each of the growth phases (lag
phase, exponential or log phase, linear phase, deceleration phase and stationary phase) of the mastic cell
suspension cultured was created. Cell suspension cultures were maintained regularly by subcultured every
28 days in MS medium supplemented with 3% sucrose, 1 mg/l 2,4-D and 1 mg/l Kin. These findings
from our studies suggest that cell suspension cultures of mastic tree may be suitable for large-scale
production of fine chemicals in bioreactors.

Keywords: Cell suspension cultures, optimization, PCV, Pistacia lentiscus L., mastic.



ONSOZ

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, Kallus kiiltiirleri yoluyla direkt olarak yapilmasi miimkiin
olmayan bir¢ok c¢alisma ve hiicre fizyolojisi, biyokimya, metabolik miihendisligi
calismalari i¢in, tek hiicre ve kiiciik hiicre agregatlar seviyesinde ger¢eklesen metabolik
olaylar hakkinda birgok 6nemli bilgiye ulasmamizi saglayan 6nemli bir tekniktir. Tek
hiicre veya kiiglik hiicre agregatlarindan baslayarak bir organ veya embriyo olusumu,
tibbi olarak onemli bitkilerden elde edilen siispansiyon kiiltiirleri yoluyla, fenolik
bilesenler, terpenler ve alkaloidler gibi sekonder metabolitlerin {iretimi, mutant
bitkilerin yetistirilebilecegi mutant hiicre klonlarinin iiretilmesi, sonrasinda bu
klonlardan mutant bitkilerin elde edilmesi ve bdylece hem morfolojik hem de
metabolik/biyokimyasal farkliliklar elde edilmesi bu yontemin sundugu avantajlardan
bazilaridir. Triterpenoidler gibi tibbi 6neme sahip daha pek ¢ok o6nemli sekonder
metaboliti biinyesinde barindiran Pistacia lentiscus L., kanserle miicadele ¢aligmalari
icin de alternatif bir hammadde kaynagidir. Bu nedenle bitkinin igerdigi bu degerli
sekonder metabolitlerin, hiicre silispansiyon kiiltiirleri yoluyla {iretilme ve/veya
arttirtlma olanaklarinin aragtirilmasi i¢in optimize edilmis bir hiicre siispansiyon kiiltiirii
protokoliiniin gelistirilmesi dnem arz etmektedir.

Tez konumun belirlenmesi ve yiiriitiilmesi asamalarinda tecriibe ve bilgisinin yaninda,
her tirlii yardimlarini esirgemeyen danismanim degerli hocam Prof. Dr. Engin
TILKAT’a siikranlarimi1 sunarim. Tez calismalarim boyunca giileryiiz, samimiyet ve
destegini esirgemeyen saym hocam Dog. Dr. Emine AYAZ TILKAT'a ve calisma
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biiyiik katkist olan Ogr. Gor. Veysel SUZERER'e ve tez calismamin yiiriitiilmesinde
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1. GIRIS

Son yillarda bitki biyoteknolojisi ve uygulamalar1 arasinda 6zellikle molekiiler
genetik, rekombinant DNA teknolojisi ile doku ve hiicre kiiltiirii tekniklerinin yaygin bir
sekilde kullanimi,  ekonomik, tibbi ve zirai ag¢idan Onem arzeden {iriin ve
fitokimyasallarin iiretilmesinde yeni imkanlar saglamistir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri,
binlerce biyoaktif kimyasalin iiretimine olanak saglayan, tarima dayali endiistri
acisindan katma degeri c¢ok yiiksek {irlinlerin eldesine ydnelik bir ileri teknoloji
uygulamasidir. Bitki, hiicre ve silispansiyon kiiltlirleri; bitki  biyoteknolojisi
uygulamalarinin yanisira bitki biyokimyasi ve molekiiler biyoloji ile ilgili ¢ok cesitli
temel calismalarda siklikla kullanilan 6nemli bir ara¢ olup, farklilasmis (tim bitki ve
organ Kkiiltiirleri) veya farklilasmamis kiiltiirlere (Kallus, hiicre siispansiyonlari ve
protoplast kiiltiirleri) ait tek veya c¢ok hiicreli agregatlarin, ¢alkalanan sivi bir ortam
icerisinde siispansiyon halinde yiiksek miktarda iiretilebildigi bir kiiltiir teknigidir.
Kiiltiire edilmis bitki hiicreleri iki bicimde saklanabilir; ilki aseptik kosullarda agar gibi
uygun kati besiyerlerinde kallus seklinde, ikincisi ise aseptik kosullarda sivi
besiyerlerinde siispansiyon kiiltiirii ad1 verilen kii¢iik hiicre kiimeleri seklindedir.

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirii yontemlerinin; (1) mevsimden ve ¢i¢ceklenme
doneminden bagimsiz olarak siirekli taze materyal temini; (2) Optimum yetistirme
kosullarinin dogada yetistirilen bitkilerle kiyaslandiginda kolaylikla standardize
edilebilmesi; (3) ekstrakte edilen bilesenlerin, patojen veya ¢evresel kontaminasyon
riski tasimayacak sekilde giivenli ve temiz olarak elde edilmesi; (4) herhangi bir tarim
arazisine ihtiya¢c duyulmadan, c¢ok daha az su tiiketimi sayesinde son derece
stirdiiriilebilir iiretim sistemi olusturmasi; (5) genetik veya biyokimyasal araclar
kullanilarak ~ kiiltiirlerde ¢ok  yonliiliik saglanabilmesi: Istenen  bilesiklerin
konsantrasyonu kiiltiir kosullarinin ve fiziksel parametrelerin degistirilmesi veya kiiltiir
ortamina indiikleyici bir bilesigin eklenmesi yoluyla arttirilabilir ve optimize edilebilir.
(6) cogu durumda ekstraksiyon isleminin daha kolay ve daha az zaman alic1 olmasi, gibi
bircok avantaja sahip oldugu bilinmektedir (Barbulova ve ark., 2014). Bitki hiicre
stispansiyon kiiltiirii yontemleri istenilen aktif bilesiklerin bitkilerdeki biyosentez
yolunun anlagilmasi, sekonder metabolit iiretimi ve bir bitki ¢ogaltm yontemi olmasi
nedeniyle de 6nem tasimaktadir.

Bircok yiiksek yapili bitki, cesitli bilimsel, teknolojik ve ticari uygulamalar i¢in

hammadde olusturmak tiizere ekonomik ag¢idan Onemli fitokimyasal maddeler (6rn.,



Alkaloidler, terpenler, fenolik bilesikler, vb.) igerir. Bitki sekonder metabolitleri, bitki
savunma sisteminde Onemli islevleri olan organik kimyasallar olup insan sagligi
acgisindan birtakim koruyucu islevlere sahiptirler ve aktif farmasotiklerin 6nemli bir
kaynagimi temsil etmektedirler. Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, ticari olarak yiiksek
degere sahip olan bu sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in ¢ok degerli imkanlar saglar.

Her ne kadar basarisizlikla sonu¢lanmis olsa da, ilk kez izole edilmis bitki
hiicrelerinin kiiltiire alinmas1 Haberlandt (1902) tarafindan gerceklestirilmis ve boylece
hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin temelleri atilmistir. Daha sonra Muir (1953), Nicotiana
tabacum bitkisinin kallus pargalarinin hiicre siispansiyonu seklinde kiiltiirlenebilecegini
rapor etmislerdir. 1956 yilina gelindiginde ise, Steward ve Shantz, havu¢ kok
eksplantlarindan siispansiyon Kkiiltiirlerinin baglatildigin1 ve kiiltiirlerden c¢ok sayida
bitkicik elde ettiklerini bildirmislerdir. Giinlimiize degin pek ¢ok bitkinin, hiicre
stispansiyon kiiltiir teknikleri kullanilarak hiicre metabolizmasinin indiiklenmesi ve
sekonder metabolit iiretimi gibi g¢ok c¢esitli amacglarla kullanildigi bilinmektedir.
Bunlarin arasinda {riiniin iyilestirilmesi i¢in kullanilan tek hiicre hatlarinin eldesi,
metabolik yollarin aydinlatilmasi, yiiksek verimli kiiltiirler ve iistiin tarimsal 6zelliklere
sahip bitkilerin tretilmesi de sayilabilir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, arastirma
konusuna uygun olarak istenen hiicre hatlarinin olusturulmasina ve segimine imkan
sagladig gibi ekonomik 6neme sahip sekonder metabolitlerin ve diger dogal bilesiklerin
tiretilmesi igin de degerli bir platform saglar (Moscetiello ve ark., 2013; Erkoyuncu ve
Yorgancilar, 2016). Bu baglamda, tibbi 6neme sahip bitkilerden elde edilen siispansiyon
kiltirleri; oOzellikle alkaloidler, ugucu yaglar, regineler, tanenler, glikozitler ve
saponinler gibi sekonder metabolitlerin iiretimi ve arttirilmasi ¢alismalart i¢in uzun
yillar boyunca uygulanmistir (Ak¢am-Oluk, 2006). Literatiirlerde hiicre siispansiyon
kiiltiirleri araciligr ile yiliksek miktarda tiretilen ¢ok sayida ekonomik Oneme sahip
sekonder metabolit mevcuttur. Bunlara 06rnek olarak, sikonin (Lithospermum
erythrorhizon), ginsenosid (Panax ginseng), rosmarinik asit (Coleus blumei) ve nikotin
(N. tabacum) verilebilir (Topgu ve Colgegen, 2015).

Arastirma materyalimizi olusturan sakiz agaci (Pistacia lentiscus L.), Sapindales
takiminin Anacardiaceae familyasindan Pistacia cinsine dahil bir tirdiir (Stevens,
2008). Sakiz (P. lentiscus L.) Pistacia familyasinin diger iiyelerinden (P. vera, P.
atlantica, P. palaestina, P. terebinthus, P. khinjuk vb.) herdem yesil olmas1 ve kendine
Ozgii aromatik ve tibbi 6nemi olan reginesi sayesinde farklilik erz eder (Onay ve ark.,

2016a). Sakiz agact hemen hemen biitiin Akdeniz kiyilarinda 6zellikle Ege kiyr ve



adalarinda kendiliginden yetisen agacgcik ve ¢ali formunda bir bitki tiiriidiir. Pistacia
lentiscus L. damla sakiz1 iiretimi i¢in giinlimiizde sadece Yunanistan’in Sakiz Adasinda

ticari olarak yetistirilir (Sekil 1.1.A, B).
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Sekil 1.1. Akdeniz bolgesinde P. lentiscus L. (Sakiz Agaci)'min yetistigi yerler (Sar1 renkli bélgeler) (A),
Ticari olarak tiretimin yapildig1 Sakiz Adas1 (Bar: 10,5 km). (Anonim, 2007°den uyarlanmustir.) (B).

Sakiz ozellikle tibbi degeri ¢ok yiiksek bir bitkidir. Bu kapsamda en fazla
kullanilan iirlinii recinesi yani sakizidir. Sakiz reginesinin tip, eczacilik, gida ve
kozmetik gibi ¢ok c¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Sakizin igermis oldugu
metabolitlerin, 0Ozellikle tipta ¢ok sayida hastaligin tedavisinde (antifungal,
antibakteriyal, antimikrobiyal, antienflamatuvar, anti-helikobakter pylorii aktivitesi,
antiatherogenik aktivite, antitimor aktivite, yara iyilestirici aktivitesi, karaciger
koruyucu aktivite, antiproliferatif ve proapototik aktivite ve tansiyon diisiiriicii ve
antikanser aktivite gibi) kullamldig: rapor edilmistir (Imtiyaz ve ark., 2013; Huwez ve
ark., 1998; Marone ark., 2001; Al-Habbal ark. 1984; Al-Said ark. 1986; Balan ark.,
2007; Assimopoulou ve ark., 2005; Kaliora ., 2007a,b; Andrikopoulos ve ark., 2003;
Akdemir ve ark., 2013, Onay ve ark., 2016). Sakiz agacinin hali hazirda birgok
endiistriyel alanda kullanilmast ekonomik katma degerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Sakiz agaci (P. lentiscus L.)'nin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlari, yag
asitleri ve Ozellikle antikanser aktivite gdsteren ikincil metabolitlerce (triterpenler) de
zengindir. Sakiz recinesi i¢cinde bulunan aktif antikanser 6zellik gosteren bilesenlerin
(masticadienonic asit, 3a-hydroxymasticadienolic asit, 24,25-S-dihydromasticadienonic
asit ve masticadienolic asit) 5 farkli kanser tipini inhibe ettigi (Ch’avez ve ark., 2005;
Giaginis ve Theocharis, 2011), terpenoidlerin sadece sakiz re¢inesinde bulunmadigi,
ayni zamanda sakizin kok, govde ve yaprak gibi diger organlarinda da bulundugu tespit
edilmistir (Akdemir ve ark., 2013). Sakiz reginesinde dogal olarak bulunan antikanser

etki gosterdigi bilinen baslica triterpenoidlerin oleanonik asit, moronik asit,



mastikadienonik asit, isomastikadienonik asit, mastikadienolik asit, isomastikadienolik
asit oldugu rapor edilmistir (Giaginis ve Theocharis, 2011; Bozorgi ve ark, 2013).
Oleanolik asit ve ursolik asit triterpenoidlerinin, sentetik tiirevleri yiiksek antitiimor
aktivite giictine ve normal dokularda diisiik toksisiteye sahip olmasiyla karakterize
edilen yeni anti-kanser terapotik maddelerin son derece giiglii bir sinifi olarak kabul
edilmistir (Liby ve ark., 2007; Setzer ve Setzer, 2003; Kress ve ark., 2007; Sun, 2008;
Petronelli ve ark., 2009). Tanimlanan ugucu bilesenler arasinda a-pinene, f-myrcene, 3-
pinene ve limonene major bilesenler olarak bulunmustur. Ayrica sakiz yaginin
antimikrobiyal aktivitesine 6nemli katkida bulundugu bilinen Verbenone, a-terpineol ve
linalool gibi ¢ok sayida iz bilesen de bulunmustur. Sakiz reginesinin %3 {inlin esansiyel
yag, % 25’inin polimer poli B-myrcene ve % 72’sinin polimer igermeyen sakiz
ekstraktindan meydana geldigi rapor edilmistir (Sarantinidis ve Smyrnioudis, 2011).

Ulkemizde hobi amagh iiretim haricinde ticari sakiz reginesi iiretimi
yapilmamaktadir. Sakiz adasinda 1500°li yillardan beri ticari olarak sakiz recinesi
tiretiminin yapildigi ile ilgili literatiir bilgileri mevcuttur. 1550 yilinda aday1 ziyaret
eden Avrupali yazar De Nicolai tarafindan sakiz iiretiminin 7.200 kg oldugu, 1630
yilinda ise yillik iiretimin 12.000 kg oldugu De Stoochove tarafindan rapor edilmistir.
Sakiz adasinda yapilan recine tiretim miktarlar1 incelendiginde; 2003 yilinda 83.389 kg
ile en diisiik ve 2005 yilinda ise 158.390 kg ile en yiiksek oranda gerceklesmistir. 2012
yilindaki biiylik yangina ragmen iiretim miktart 116.563 kg olmustur. 2011 yilindan
itibaren Uretimdeki dalgalanmanin azaldig1 goriilmektedir. 1930-2000 yillarinda degisik
kaynaklarda verilen {iretim miktarlarinin 2000’1 yillarda diisiik olarak gerceklesmesi,
sakiz reginesi iretiminin yilik iklim kosullarina bagli olarak gergeklestigi kanisini
desteklemektedir. Ozellikle diisiik kis sicakliklart ve yaz déneminde meydana gelen
yagislar sakiz kalitesinin diismesine neden oldugu gibi iiretim miktarinin da 6nemli
derecede azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (Onay ve ark., 2016a).

Sakiz recinesi, daha ¢ok erkek sakiz agacinin gévdesinde yapilan ciziklerden
damlaciklar halinde sizan aromatik bir bilesiktir (Mills ve White, 1977; Duke, 1983;
Mills ve White, 1989; Dalby, 2003). Erkek bitkilerin sakiz iiretim potansiyelinin
disilerden fazla oldugu belirlenmistir (Boztok, 1999).

Sakiz agaci, kutsal kitaplarda adindan bahsedilen (Duke,1983; Wtodarczyk,
2007) ve reginesi tarih boyunca geleneksel tipta birgok hastaligin tedavisinde kullanilan
bir bitkidir. Ilk tarihi kayit MO 5. yiizyilda Herodot tarafindan rapor edilmistir. Hipokrat

sakiz re¢inesini jinekolojik hastaliklara karsi bir ilag olarak kabul etmistir. Yunan hekim



ve botanik¢i Discorides, "De Materia Medica" isimli ¢alismasinda, sindirim sistemi
rahatsizliklarina karsi sakizin tibbi oOzelliklerinden bahsetmistir. Galen; sakizin, kan
miktarii artirdigini, kronik oksiiriiglin, bronsit ve zatiirre tedavisinde kullanildigin
rapor etmistir. Ayrica yilan sokmasi, uyuz, mide ve bagirsak iltihaplar1 ve kellik
tedavisinde kullanildigina dair bilgiler vermistir. Pliny ve Theophrastus sakiz
recinesinin, sikilastirma, yatistirici ve antiseptik ozellikler gosterdigini bildirmislerdir.
Roma doénemi doktorlar1 Sakiz recinesini diger otlar ile birlikte ilag olarak
recetelemislerdir. Eski Misir’da Firavunlarin mumyalanmasi islemlerinde de sakiz
kullanilmigtir (Paula Alexandra da Silva Veiga, 2018). Tarihsel kaynaklara gore Sakiz
agact 1. ylzyildan itibaren Sakiz adasinda kiiltiire alinarak farmasotik amaglar igin
kullanilmistir. Sakiz ticareti, Bizans imparatorlugu doneminde imparatorlugun toplam
gelirlerinin yaklasik 1/5°1 gibi yiiksek bir oranini olusturmustur. Cenevizliler (1346-
1566) tarafindan Sakiz adasimnin fethedilmesinin amaci aslinda sakiz regine ticaretinin
kontrol altina alinmasidir. Tirk egemenligi sirasinda ise Sakiz iiretimi yapilan
Mastihohoria kdylerine 6zel ayricaliklar taninmigtir. Sakiz reginesi ekonomik anlamda
yalnizca adada yetisen belirli bir varyete (Pistacia lentiscus var. chia) tarafindan
iiretildigi icin Sakiz Adasma Fenike dilinde sakiz anlamina gelen Chios denilmistir. Ibn
Sina El-Kanin Fi’t-Tibb Adli Eserinin “Geriatri” ile ilgili boliimlerinde sakizin bagirsak
diizenleyici olarak yaglilik doneminde kullanilmas1 gerektigini vurgulamistir (Aciduman
ve Ilgili, 2010). Yine Ibn Sina tedavilerinde Hipokrat’a benzer olarak sakiz recinesini
[mastika] jinekolojik hastaliklara karsi tedavi amacgli kullanmistir. Sakiz recinesinin
Hipokrat’tan giliniimiize kadar ilag hammaddesi olarak sanayide gida, icki, tekstil,
kozmetik, deri boyalarinda kullanildigi bilinmektedir. Sakizin tip tarihinde binlerce
yillik gecmisi vardir. MS 4.ylizyildan 7. yiizyila kadar mide iltihabi, oksiiriik, bagirsak
ve ciger hastaliklarinda iyilestirici 6zelliginden dolayr kullanildigr bilinmektedir (Onay
ve ark., 2016b).

Sakiz reginesinin Hipokrat, Dioscorides, Theophrastus ve Galenos gibi antik
Yunan bilim adamlar1 zamanindan beri gastraljia, dyspepsia ve peptik iilser gibi degisik
gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanildigi bilinmektedir (Mills ve White,
1997; Duke, 1983; Mills ve White, 1989; Dalby, 2003). Gliniimiizde ise sakiz reginesi
likor, icecek, yiyecek, ciklet, dis macunu, losyon ve diger kozmetiklerde destekleyici
olarak ve sakiz adasinda yasayan insanlar tarafindan peptik iilsere kars1 korunma ve
karin agrisnin giderilmesinde yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Grieve, 1994;

Serpico, 2000). Son 30 yil igerisinde, sakiz re¢inesinin yaygin olarak cesitli insan



rahatsizliklarina karsi potansiyel tedavi edici Ozellikleri i¢in calisilmigtir. Birgok
aragtirmact sakiz re¢inesinin gastrointestinal rahatsizliklara yararli etkilerini ve
Helicobacter pylori, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, ve
Porphyromonas gingivalis suslarina kars1 antimikrobiyal 6zelliklerini arastirmistir (Al-
Habbal ve ark., 1984; Al-Said, 1986; Huwez ve Al-Habbal, 1986; lauk ve ark., 1996;
Koutsoudaki ve ark., 2005; Sterer, 2006; Paraschos ve ark., 2007). Antibakteriyel
Ozelliklerinin  Otesinde, sakiz reg¢inesinin ayrica antienflamatuar, antioksidan,
antiaterojenik olarak fonksiyon gosterdigi, hepatoprotektif, kardiyoprotektif 6zelliklere
sahip oldugu da rapor edilmistir (Janakat ve Al-Merie, 2002; Ljubuncic ve ark., 2005;
Triantafyllou ve ark., 2007; Andrikopoulos ve ark., 2003; Dedoussis ve ark., 2004;
Assimopoulou ve ark., 2005; Zhou ve ark., 2009; Kim ve Neophytou, 2009; Loizou ve
ark., 2009; Orhan ve ark., 2006). Dis hekimliginde, sakiz reginesi bakteri bilylimesine
kars1 oral antiseptik olarak kullanilarak dislerde plak olusumuna karsi koruma
saglamaktadir (Aksoy ve ark., 2007; Takahashi ve ark., 2003). Sakiz reginesinin Crohn
hastaligina sahip insanlarin plazma inflamatuarinin diizenlenmesi ve hastaligin klinik
seyri tizerine faydali etkileri de rapor edilmistir (Kaliora ve ark., 2007a; Kaliora ve ark.,
2007b). Son birkag yilda giderek artan sayidaki caligmalarla, sakiz reginesinin gelecekte
kimyasal yolla kanserin engellenmesi uygulamalarina temel olusturmak icin, insanda
kansere neden olan cesitli tipte tiimorlere karsi potansiyel antiproliferatif ozellikler
gosterdigi tespit edilmistir (Giaginis ve Theocharis, 2011).

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, sekonder metabolit iiretimi ve arttirilmasi
bakimindan en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir ve gerekli optimizasyonlar
saglanirsa biyoreaktor sistemlerinde cok yiiksek miktarda bu metabolitlerin {iretimi
miimkiin olabilmektedir. Bu calismalarin ¢ogunda, her bitkinin etkin bir hiicre
stispansiyon kiiltiirii baslatilmas1 ve optimizasyonu tekniginin olusturulmas1 6n
kosuldur. Bununla birlikte yaptigimiz literatiir taramalarinda gerek P. lentiscus L.
bitkisinden siispansiyon Kkiiltiirlerinin baglatilmas1 ve gerekse de kiiltiir sartlarinin
optimizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismanin bulunmadigi belirlenmistir. Sakiz agact
ve reginesinin i¢erdigi yukarida degindigimiz pek ¢ok ugucu ve ugucu olmayan tibbi
oneme sahip sekonder metabolitler nedeniyle, bu bitki tiiriinde hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin ~ baglatilmast ve optimizasyonunun gergeklestirilmesi, bu degerli
metabolitlerin kitlesel Olgekte iiretimi ig¢in gerekli temel bilgilerin elde edilmesi

bakimindan 6nem arzetmektedir.



Bu baglamda tez cahismamizin amaci, in vitro ¢imlendirilmis tohumlardan elde
edilen sakiz bitkisine ait aksenik yaprak ve kok eksplantlarindan, hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin baslatilmasi ve optimizasyonu igin bir protokol gelistirmektir. Tez
calismamizda bu amacg¢ dogrultusunda sakiz bitkisine ait aksenik yaprak ve kok
eksplantlarindan, hiicre siispansiyon kiiltiirleri baslatilmig ve optimizasyonu ig¢in bir

protokol tanimlanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. P. lentiscus ile Tlgili Sistematik Bilgiler

2.1.1. Anacardiaceae familyasi

Cogu 1liman bolgelerde yetisen, genellikle tiiysiiz, bir veya c¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Genellikle kabuklar1 regineli agaglar veya calilardir. Yapraklar alternat,
basit, trifoliat veya pinnat, stipiilsiiz, ¢icekler ugta veya yaprak koltuklarinda panikula
durumda, erdisi veya tek eseyli, ¢ogunlukla aktinomorf simetrili, sepallar 3-5, kaidede
birlesmis veya nadiren hi¢ yoktur. Petaller 3-5 adet, serbest veya kaidede birlesik veya
nadiren hi¢ yok, stamenler petallerin iki kati kadar, nadiren daha ¢ok veya az, iki
halkada dizilmislerdir. Pistil 1, ovaryum tst durumlu, genellikle bir lokuluslu ve 3
karpelli, nadiren 5 lokulus ve karpelli, oviiller her lokulusta tek, anatrop, plesantasyon
parietal veya bazal goriiniisli, meyve drupa’dir (Segmen ve ark., 2008). Diinyada
hemen her bélgeye yayilmis olup yaklasik 77 cins ve 600’iin lizerinde tiirii barindiran
Anacardiaceae familyasinin Tiirkiye’de 7 cinsi ve 80’e yakin tiirii bulunmaktadir (Ming,
1980; Stevens, 2008; Kiling, 2015; Davis 1967).

2.1.2. Pistacia L. cinsi

2 evcikli (dioik), yaprak doken veya herdem yesil agaclar veya calilardir.
Yapraklar pinnat, nadiren trifoliat veya basit yapidadir. Kaliks 5 pargali, apetal ve
meyve bir tohumlu drupa’dir. Akdeniz ve Asya bolgesinde yayilis gosteren 20 kadar
tiird vardir.

2.1.3. Tiirkiye’de yayilis gosteren Pistacia tiirlerinin teshis anahtar1 (Onay
ve ark 2016.)

1. Yapraklar buiyik, 8 - 23 cm uzunlukta, 5.2 - 23 cm genislikte
2. Yaprak orta damari kanatsiz
3. Yapraklar derimsidir veya derimsi duruma gelir
4. Petiyol yassi; yaprakgik 3 — 5 adet, obtuz veya kigik mukrolu........................P. vera
4. Petiyol yuvarlak, nadiren yassi; yaprakgik (3-)6-11adet, mukrolu......P. terebinthus
3. Yapraklar zarimsi

5. Petiyol koseli veya yuvarlak; yaprakeik 1-9 adet, akuminat ..................P. khinjuk
5. Petiyol koseli veya yassi; yaprakcik 6-15 adet, daralmis....P. chinensis sbsp.
falcata

6. Yapraklar imparipinnat
6. Yaprakgiklar paripinnat
7. Yaprakgiklar genis mizraksi, 6-11.5 cm wuzunlugunda, 2 - 4 cm

genisliginde, ortalama oran 3.4-1.................. P. chinensis subsp. integerrima
7. Yaprakgiklar mizraksi, 4-10 cm uzunlugunda 9 — 24 mm genisliginde,
ortalama oran 4.1-1......cccoveveceeiene e P. chinensis subsp. chinensis

2. Yaprak orta damari kanatli.
8. Yapraklar derimsi, 10 cm’ye kadar uzunlukta, her dem yesil....P.
saportae



8. Yapraklar zarimsi, 8 -18.2 cm uzunlugunda, disici
9. Yaprakgiklar (1-3-)5-7, 4.5 - 6.5 cm uzunlugunda, 1.5 - 3.8 cm

genigliginde, ortalama oran 2.3-1 ......cccoovevevevececienenene P. eurycarpa
9. Yaprakgiklar (5-)7-11, 3 - 7 cm uzunlugunda, 5 - 20 mm
genisliginde, ortalama oran 3.5-1.....ccccocvevrvecievene s, P. atlantica

1. Yapraklar kiguk, 2 - 15.1 cm uzunlugunda, 1.8-10 cm genisliginde
10. Yapraklar zarimsi.
11. Yaprakgiklar 4-10 adet, mukrolu, bulylik belirgin

damarlari yok .......ccceveevineene. P. lentiscus subs P. lentiscus
11. Yaprakgiklar 6-16 adet tepede girintili buyilk belirgin
damarli cceeeeeeeeeeceeee. P. lentiscus subsp. emarginata

10. Yapraklar zarimsi.
12. Yapraklar paripinnat; yaprakgiklar (4-6)12-20 adet,

genelde almasik .....ccccevvveveeceeceeennnne, P. weinmannifolia
12. Yapraklar imparipinnat; Yaprakgiklar 10-30 adet,
hicbir zaman almasik degil .......c.cceveennnene. P. mexicana

2.1.4. Pistacia lentiscus L.
Tez calismamizda kullanilan P. lentiscus L.’un sistematik hiyerarsisi asagida
verilmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. P. lentiscus L. un sistematikteki yeri.

Kingdom (Alem): Plantae

Divisio (Boliim): Magnoliophyta
Clasis (Sinif): Magnoliopsida
Subclasis (Alt sinif): Rosidae

Ordo (Takim): Sapindales

Familya (Aile): Anacardiaceae
Genus (Cins): Pistacia

Species (Tiir): Pistacia lentiscus L.

2.1.4.1. Morfolojik, biyolojik ve ekolojik ozellikleri
1-5 metre yiiksekliginde, bazen 6 m’ye ulasabilen boyu, genellikle ¢ali ve kiicilik
agac yapisinda her dem yesil bir bitkidir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Cesme Ciftlikkdy’de yetisen disi bir sakiz agacinin genel goriiniimii, Bar: 66 cm (Onay vd.,
2016)
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Govde: Dik ve silindir seklinde, jiivenil bireylerde acik gri renkte iken olgun bireylerde
flime rengini alir. Agacin govdesi alt1 yasindan itibaren sakiz vermeye baslar, 12-15.
yaslarinda normal sakiz verimine ulasirlar (Perikos 1993; Anonim, 2014; Onay ve ark.
2016a). Kok: Uzunlugu 20-25 metre derinlige ulasabilir. Jiivenil donemde genellikle
kazik kok yapis1 olmakla birlikte ¢ok sayida adventif kok meydana getirebilir. Olgun
donemde ise; sacak kok olusumu meydana gelir (Mattia ve ark., 2005). Yaprak:
Yapraklar paripinnat 2-4, nadiren 3-5-7 yaprakgiktan olusur (Sekil 2.2.). Bir aga¢ farkli
gelisim donemlerinde degisik yaprak morfolojisine sahip olabilir. Lamina dikdortgen,
mizraksi veya oval sekilde iken uglari genelde sivrilerek sonlanir. P. lentiscus, cinsin en
kalin yaprakeiklara sahip tiiriidiir. Bazen ayni yapragin iist ve alt morfolojileri dahi
birbirinden farklilik gosterebilir. Erkek agacin yaprak yapisi; genellikle paripinnat 1-3
cift yaprakcikli, bazen imparipinnattir (3-5 yaprakeikli). Disi agacin yaprak yapis;
genellikle paripinnat 2-3 ¢ift yaprak¢ikli ve yaprakeiklar esit biyiikliiktedir (Onay ve
ark., 2016a)

Sekil 2.2. Disi sakiz agaci yapraklari

Cigek: Infloresens gosteren cigekler, koyu kirmizimsi veya sarimsi renkte olup bir
panikuladir. Erkek cicekler 8-10 stamenli, disi ¢igekler 2-3 karpelli, 1 oviil igeren
ovaryumu kirmizi renkli stigmaya baglayan kisa 3 loblu bir stilus mevcuttur. Disi agacta
her bir panikula i¢in 8-24 adet ¢icek bulunurken erkek agaclarda 11-23 adet ¢igek
bulunmaktadir (Sekil 2.3.). Pistacia lentiscus, cinsin diger tiirlerinde oldugu gibi
riizgarla tozlasan bir bitkidir (Whitehouse, 1957). Hem erkek hem de disi agaglar igin
ciceklenme donemi mart aymin sonlarindan mayis aymin basina kadar siirer (Grundwag

1976; Martinez-Palie ve Aronne, 2000).
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Sekil 2.3. Disi sakiz agaci ¢igek yapisi

Meyve: 4-7 mm capindaki Drupa (eriksi) tipi meyveler, olgunlastik¢a kirmizidan siyaha
donerler (Sekil 2.4.). Meyve gelisimi genellikle sonbahar mevsimini bulmaktadir.
Tohum: Cok sayida gicek ve meyve vermesine karsin ¢igeklerin biiyiik kismi meyve
olusturamamakta ve olusan meyvelerin 6nemli bir kisminda i¢i bos tohum
bulunmaktadir. Tohumlar olgunlagma doneminde yuvarlak ve diiz yiizeylidirler. Olgun
tohumlar ekim-ocak aylar1 arasinda toplanabilir (Onay ve ark., 2016). Bu tiirde yiiksek
oranda ¢i¢ek ve meyve meydana gelmesine ragmen tohum bulunan meyve sayis1 diisiik

miktardadir (Martinez-Palle ve Aronne, 2000).

"Sekil 2.4. Sakiz agact meyveleri

Sakiz agaci, genellikle kalkerli, ¢akil, toprak, kayalik, kiregtas1 ve tinli kum, bir
dizi habitatta olusur; esas olarak kiy1 bolgeleri ile sinirlidir (Padulosi ve Hadj-Hasan
1998, Al-Saghir ve Porter 2012). Yunanistan'da bu tiir zeytin agaglarmin dagilimiyla
ortiismektedir (Zakynthinos ve Rouskas 2001). Liibnan'da, Liibnan Dag1 bolgesinde,
genellikle yillik 800-1200 mm yagis alan bolgelerde 0-500 m'lik yiiksekliklerde
bulunur; Bu alanda ormanlik ve calilik habitatlarda, yamaglarda veya orman
kenarlarinda yetisir ve Quercus, Pinus, Ceratonia, Olea ve Amygdalus tiirleri ile
iligkilidir. Sicak ve kurak Akdeniz ikliminde, 0 - 500 m yiikseltilerde, deniz kiyilarinda;

s18, tash, kayalik ve fakir topraklar iizerinde gelisebilir; kire¢, deniz suyu ve riizgara
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dayanir. Diisilik sicakligin yansira yiiksek sicaklik ve asir1 kurakliktan olumsuz etkilenir.
Deniz kiyilarinda tuzlu suya toleransi iyidir. Yetistigi yerler itibariyle sakiz agaci kimi
zaman kurak yamaglarda maki bitkileriyle bir arada goriiliirken, kimi zaman nadiren de

olsa kizilgam ormanlarinin altlarinda bulunur (Talhouk ve ark. 2000).

2.1.4.2. Ekonomik énemi

Sakiz agaci’nin govde ve dallarindan yaralama ile “Mastik” adi verilen ve
bilesiminde rezin ve ugucu yag (% 1-2) tasiyan damla sakizi elde edilir. Sakiz
agacindan elde edilen sakiz birgok amag i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda dogal
ciklet olarak, iceceklere aroma vermek, sakiz yagi elde etmek, parfim yapimi, dis
macunu yapimi, cila yapimi, gida sanayii ve tibbi amaglar sayilabilir (Paraskevopoulou
ve Kiosseoglou, 2016). Ekonomik anlamda sakiz {iretimi sadece aga¢ formundaki var.
chia’dan elde edilmektedir. Chia’y1 diger yabani sakizlardan ayiran en énemli 6zellik,
sahip oldugu agags1 biiyiime karakteridir (Taskin ve inal, 2005). Sakiz agac1 yetistirme
alanlarinin daralmasi ve sayilarinin azalmasi nedeniyle lilkemizde bir iiretim potansiyeli
olusturmamaktadir. Yillik 250 tonluk diinya iiretiminin tamami Yunanistan tarafindan
karsilanmakta olup iiretim ve pazarlama etkinlikleri Sakiz Adasi'ndaki iireticiler
birliginin kontrolii altindadir (Bilgin, 2009). Aslinda Izmir’in Cesme ve Alagati
ilcelerindeki sakiz agaci potansiyeli, Sakiz Adasi’ndan daha fazladir. Ancak bu
yorelerde bitkiler ya liretim yapilamayan ya da terbiye edilmemis bozuk nitelikte ¢ali
formunda agaclardir. Disi agaclarda az sakiz salgilanmaktadir, ancak elde edilen sakiz
erkek agactan alinan sakiz ile karsilastirildiginda daha kalitesiz oldugu goriilmektedir.
(Kiling, 2013). 2009 verilerine gore Tiirkiye‘nin yillik sakiz reginesi gereksinimi
yaklasik olarak 18 ton civarindadir. Bu ihtiyag, 2008 yilinda 8 tonu ithal edilerek,
TEMA‘ya gore 10 tonu da kagak olarak iilkemize sokularak temin edilmektedir
(Akdemir ve ark., 2013).

2.1.4.3. T1ibbi 6nemi

Sakiz reg¢inesinin tibbi olarak giiniimiizde ¢ok sayida kullanim alani
bulunmaktadir. Peptik {ilser, deri hastaliklarinda, yaniklarda, egzama, kanser gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Kolesterolii azalttig1 ve yliksek kan
basincin1 diigtirerek kalp krizi riskini diigiirdiigii kanitlanmistir. Ugucu yaglarindan
kuduz hastalig1, uyuz ve yilan 1sirmalarn tedavisinde faydalanilmigtir. Sakiz agacinin

toprak dstii kisimlari, idrar soktiriicii  6zelliklerinden dolayr uyarici  olarak
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kullanilmasimin yani sira hipertansiyon, oksiiriik, bogaz agrilari, ekzama, karin agrisi,
bobrek taglar1 ve sarilik tedavisinde de kullanilmistir. Ayrica Sakiz agacinin fenolik
bilesenlerinin de 6nemli derecede antimikrobiyal aktivite ve 6zellikle de antifungal etki

gosterdigi rapor edilmistir (Akdemir ve ark., 2013).

2.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri ile lgili Calismalar

Yapilan literatiir incelemelerinde Pistacia cinsine ait tiirlerle ile ilgili olarak
yapilmig bir hiicre siispansiyon kiiltiirii calismasina heniiz rastlanmamistir. Bu nedenle
tez ¢alismamin konusu ile ilgili olarak diger odunsu ve otsu tiirlerde kaynak arastirmasi

yapilmis olup 2 alt baglik halinde verilmistir.

2.2.1. Siispansiyon Kkiiltiirlerinin baslatilmasi ve bitki rejenerasyonu
calismalan

Falco ve ark., (1996) seker kamis1 (Saccharum sp., var. SP 79-1011) hiicre
slispansiyonlarini, % 5 (v/v) hindistancevizi 6z, 3 mg/L 2,4-D ve 500 mg /L kazein
hidrolizat ile destekli MS ortamindan elde edilen kalluslardan koken alan geng
yapraklart kullanarak olusturmuslardir. Embriyojenik hiicre sayisi, paketlenmis hiicre
hacmi ve hiicrelerin taze ve kuru agirhiklariin Olgiildiigli ¢alismada  bitki
rejenerasyonunun diisiik oranda 2,4-D igeren ve igermeyen ile homojen olmayan sadece
geng kiiltiirlerden elde edildigi rapor edilmistir.

Sajid ve Aftab (2016), patates (Solanum tuberosum L.cv. Desiree) 'de hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin gelistirilmesi {izerine yaptiklar1 calismada farkli kallus
kiiltirlerinden saglikli, iyi beslenen dokular (kompakt, ufalanabilir, embriyojenik veya
embriyojenik olmayan), 18.09uM, 2,4-D i¢eren MS, MS2 veya AA sivi ortamlarinda
kiiltiire alinmis, sonug olarak 25 + 2 ° C'de fotoperiyod ve 120 rpm'de calkalayici
tizerinde, sekiz haftalik yar1 saydam, kirilgan, kirli beyaz kallus kiiltiirlerinin, diger test
edilen parametrelere kiyasla hiicre siispansiyonu kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in en uygun
materyal ve MS2 besi ortaminin en uygun ortam oldugunu tespit etmislerdir.

Morais-Lino ve ark., (2008) Brezilya’da yetisen bir muz ¢esidi olan Terra
Maranhdo AAB (Musa spp. cv.Terra Maranhdo, AAB)'nin somatik embriyojenezi
yoluyla hiicre silispansiyonu kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu {izerine yaptiklar
arastirmada farklilasma, olgunlagma, somatik embriyonun ¢imlenmesi ve bitki

rejenerasyonu i¢in bes yari kati kiiltiir ortamu test edilmistir. Sonug olarak 11.4 uM [AA
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ve 2.2 uM BAP ile desteklenmis MS ortaminda Terra Maranhdo AAB ¢esidinin hiicre
stispansiyonlarindan bitkilerin rejenere edilmesi miimkiin oldugu rapor edilmistir.

Rahman ve ark., (2012) tibbi 6neme sahip bir bitki olan Abrus precatorius'un
in vitro rejencrasyonu ig¢in siispansiyon Kkiiltiirii protokolii gelistirdikleri ¢alismada
kalluslari, 0.5 mg/l BAP destekli MS sivi ortaminda kiiltiire almiglardir. Caligsma
sonuglarina gore, izole edilen hiicrelerden en yiiksek kallus tiretimi, 0.5 mg/l BAP ve
0.1 mg/l NAA destekli MS besi ortamindan elde edilmistir. En yiiksek embriyo
olusumu ise 2.0 mg/l BAP ve 0.2 mg /1 NAA iceren MS besi ortamindan ve tek
hiicreden tiiretilen kalluslardan elde edilmistir. 2.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA ile
desteklenmis MS ortamindan optimum siirgiin olusumu kaydedilmis ve optimum kok
indiiksiyonu ise, 1.0 mg/l IBA ile desteklenmis MS besi ortamindan alinmistir.
Koéklenmis bitkicikler basarili bir sekilde saksi topragina aktarilmis ve dis kosullara
alistirllmastir.

Al-Khayri, (2012) Hurma (Phoenix dactylifera L.)’da hiicre siispansiyonu
kiiltiirleri ve mikrogogaltimi iizerine yaptig1 arastirmada siirgiin uclarindan elde edilen
kalluslar1 10 mg I NAA ve 15 mg I 2-ip iceren MS ortaminda kiiltiire almistir.
Calisma sonucunda en yogun hiicre plaklarini % 14.6 ve 10,000 hiicre/ml™ ile kati besin
ortamindan elde etmistir. Siispansiyon kiitleleri fitohormon igermeyen kati ve sivi
ortamlara aktardiktan sonra, siv1 ortam i¢inde slispansiyon kiitlesinin, kat1 besi ortamina
gore 3.5 kat daha fazla somatik embriyo olusumu ile sonuglandigini rapor etmistir.

Turgut-Kara ve Ar (2008), Astragalus chrysochlorus'un embriyojenik hiicre
stispansiyon kiiltiirii aracilig1 ile in vitro rejenerasyon protokoliinii arastirmislardir. 30
giinliik aseptik fideler, 0.1 mg /INAA, 1.0 mg/l BA igeren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmus iki hafta i¢inde kallus olusumu gozlemislerdir. Kalluslar, 2,4-D, IAA veya NAA
iceren MS sivi ortamina aktarildiktan iki hafta sonra, torpedo agsamasinda somatik
embriyolarin olustugunu bildirilmisledir. Somatik embriyolarin 0.5 mg/l IAA igeren MS
ortamina aktarildiktan iki hafta sonra % 2 oraninda globiiler embriyolarin gelistigini ve
bu ortamda kiiltiire alinan embriyolarin flow sitometri ile dlglimleri yapildiktan sonra
%81 oraninda diploid kromozom sayisina sahip oldugunu, bitki rejenerasyonlarinin %3
sukroz destekli /2 oranindaki MS s1v1 besiyerinde gerceklestirildigini ve bir ay sonra 71
stirglinden 29’unun ' oranindaki MS besi yerinden (% 1.5 sakaroz ve % 0.8 agar
destekli) elde edildigini belirtmislerdir.
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Kermanee (2004), Khao Dawk Mali 105 ve Suphanburi 1 piring ¢esitlerinin
hiicre siispansiyon kiiltiirlerini sekiz farkli besi ortamida test etmistir. Her iki ¢esitte 2.0
veya 4.0 mg/l 2,4-D destekli N6 besi ortaminda basariyla kiiltiire almistir. Calisma
sonucunda Khao Dawk Mali 105 piring ¢esidinden elde edilen kalluslardan olusturulan
stispansiyon kiiltiirlerinin (% 83.3), Suphanburi 1 piring ¢esidine oranla (% 67.8) daha
yiiksek bir rejenerasyona sahip olduklarini bildirmistir.

Castellar ve ark., (2011), Petiveria alliacea L.'nin nodal segmentlerin MSO0 besi
ortaminda kiiltiire alinmas1 sonucunda elde edilen aksiller tomurcuklarin gelistirilmesi
ile in vitro ¢ogaltimin1 gergeklestirmislerdir. 0.6 uM IAA igeren % oranindaki MS besi
ortaminda koklendirilen siirgiinleri sera kosullarina transfer etmisler ve bu bitkilerin
yaprak parcalarini, farkli NAA (2.7; 5.4; 10.7; 16.1 ve 26.9 uM), BAP (2.2; 4.4; 8.9;
13.3 ve 22.2), Kinetin (Kin) (2.3; 4.6; 9.2; 13.8; ve 23.0 uM), Picloram (PIC) (2.0; 4.0;
8.0; 12.0; ve 20.0 uM) veya 2,4D (2.2; 4.5; 9.0; 13.6 ve 22.6 uM) destekli MS
ortaminda kiiltiire alarak kallus olusumunu saglamislardir. En yiiksek kallus olusumunu
13.6 ve 22.6 uM 2,4D ve 20.0 uM PIC varliginda elde ettikten sonra bu kalluslardan

hiicre slispansiyon kiiltiirlerini de yine ayni besi yerlerinden olusturmuslardir.

2.2.2. Siispansiyon Kkiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin tespiti ve
arttirilmasi ¢calismalari

Chaudhry ve ark., (2014) Nigella sativa Linn.’in in vitro olarak yetistirilen
fidelerinde farkli kisimlarindan (yaprak, epikotil, hipokotil ve kok) siispansiyon kiiltiirti
araciligiyla aktif bir bilesen olan timoliin kalitatif tespitini arastirmiglardir. Calismadan
elde edilen sonuglara gore, epikotil bolgesinden alinan kisimlarmin Kin (2 mg/L) +
NAA (1 mg/L) MS besi ortaminda en iyi kallus olusumu gozlendigi ve Kin (2 mg/L) +
NAA (1 mg/L) ve BAP (2 mg/L) + IAA (1 mg/L) kombinasyonunun bulundugu MS
besi ortamindan ise N. sativa ‘da terpenoid iretimini arttirdigi sonucuna varildigi
bildirilmistir.

Stella ve Braga (2002), mantar enfeksiyonuna karsi fitoaleksin kaynagi olan
Rudgea jasminoides’de dncelikle kallus kiiltiirlerini, petiyol eksplantlarindan tek basina
PIC wveya kinetin ile kombinasyonunu igeren modifiye MS besi ortaminda
baslatmiglardir. En yiiksek kallus olusumu 2.22 uM kinetin ve 2.07 uM PIC igeren kat1
besi ortamindan elde etmislerdir. Hizli biiyiiyen ve beyaz renkli, kirilgan kallus gelisimi
ise sadece 8.28 puM PIC ile desteklenmis kiiltiirlerden elde edilmistir. Hiicre

stispansiyon kiiltiirleri, bu kirillgan kallus parcalarinin dogrudan agar igermeyen sivi besi
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ortamina aktarilmasiyla olusturulmustur. Bu sonuglarin, R. jasminoides'in hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin, Rubiaceae tiirleri tarafindan iiretilen indiiklenmis savunma
metabolitlerini analiz etmek i¢in yararli bir sistemi temsil ettigini ortaya ¢ikarmastir.
Escoriaza ve ark., (2013), yaptiklar1 ¢alismada, asma hastaliklariyla iliskili
mantarlardan biri olan Phaecremonium parasiticum ile enfekte edilmis Vitis vinifera cv.
Chardonnay’in kallus ve hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde, terpen sentaz (TPS) aktivitesi
ve antifungal terpenoid metabolitlerin miktarlarini arastirmislardir. Hem kallus hem de
hiicre stispansiyon kiiltlirlerinde yiiksek TPS aktivitesi gozlenmistir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde TPS aktivitesinin elisitor uygulamasindan sonraki ilk 8 saatte maksimum
seviyeye ulastigi, kallus kiiltiirlerinde ise a-pinene, nerolidol ve squalen bilesenlerinin
elisitorden bagimsiz olarak sentezlendigi ve elisitor miktarinin artis1 ile es zamanh
olarak sdzkonusu ii¢ bilesenin de konsantrasyonunun arttig1 tespit edilmistir. Calisma
sonunda asma dokularinin elisitér konsantrasyonuna cevabinin de novo sentezi yoluyla
TPS aktivitesinin arttirilmasi yoluyla karakterize edildigi sonucuna varilmistir.
Chintalwar ve ark., (2008) Tinospora cordifolia bitkisinin kok eksplantlarindan
kallus ve hiicre siispansiyon kiiltlirlerini baslatmislardir. Hem kallus hem de hiicre
slispansiyon kiiltlirlerinde berberin ve jatrorrhizine (protoberberine alkaloidler) birikimi
oldugunu, kok ekstraktlarinda berberin seviyelerine oranla daha yiiksek seviyelerde
jatrorrhizine bulundugunu rapor etmislerdir. Ayrica bu alkaloidlerin ayrilmasi,
tanimlanmasi ve kantitesi i¢in bir HPLC yonteminin standardize edildigi bildirilmistir.
Behbahani ve ark., (2011) yapraklarimi eksplant olarak kullandiklari
Barringtonia racemose bitkisini karanlik hem de 1s1k altinda olmak iizere, degisik
konsantrasyonlarda 2,4-D ile desteklenmis MS, WPM ve B5 besi ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Kiiltlir baglangicindan ti¢ hafta sonra 2.0 mg L-1 2,4-D iceren WPM besi
ortaminda hizli biiyiiyen, kirillgan kallus olusumu baslarken diger tiim ortamlarda
kiiltiire alinan eksplantlardan bes hafta sonra kallus olusumunun bagladigini
bildirmislerdir. HPLC analizi ile likopen igeriginin tespit edildigi ¢calismada 151k altinda
kiiltiirlenen bitkilerde likopen seviyesi ve liretimi karanlikta kiiltiire alinan bikilerden
daha yiiksek oldugunu ve en 1iyi biliylime oranlarmin sirastyla WPM ve BS
ortamlarindan elde edildigini ve likopen iiretiminin hem kallus hem de siispansiyon
kiltiirlerinde biiyiimeye bagli oldugunu bildirmislerdir.
Farjaminezhad ve ark., (2013) kodein, morfin ve thebaininin ana kaynagi olan
afyon alkaloidlerini biinyesinde barindiran ve tibbi bitki olan Iran gelincigi (Papaver

bracteatum)’nde hiicre siispansiyon kiiltiirii i¢in etkili bir protokol olusturmak amaciyla,
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farkli BBD (2,4-D, NAA, BAP ve kinetin)’lerinin kallus olusumu ve hiicre siispansiyon
kiiltiiri iizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada maksimum kallus olusum
yiizdesinin (% 86.67) ve taze kallus agirhiginin, 1 veya 2 mg/L 2,4-D, 0,1 veya 0,2 mg/L
kinetin ve 15 mg/L askorbik asit ile desteklenmis MS ortamindan elde edildigi, ortama
15 mg/L askorbik asit eklenmesinin eksplantlarin ve kalluslarin kahveringilesmesini
azatmada etkili oldugunu, hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde, 1 mg/L. NAA, 1 mg/L BAP
ve 15 mg/L askorbik asit ile desteklenmis MS ortaminin, degerlendirilen diger
parametrelere kiyasla maksimum hiicre biiylimesi ve cogalmasinmi sagladigin1 rapor
edilmistir. Ayrica uygulanan oksinler arasinda NAA’in P.bracteatum hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin bliytimesinde 2,4-D'den daha etkili oldugu da belirtilmistir.

Surmus-Asan ve ark., (2017) tibbi bitki olarak potansiyel bir 6neme sahip
Hypericum retusum tizerine BAP ve kinetin’in 2,4-D ile kombinasyonlarimnin, farkli
sukroz konsantrasyonlarmin (15, 30 ve 50 g L-1), farkli 151k uygulamalarmin (Strekli
karanlik, Siirekli aydinlik ve kontrol) ve farkli baglangi¢c pH degerlerinin (pH 4.5, 5.8 ve
6.5), hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biyokiitle birikimi ve farmakolojik olarak 6nemli
bes adet fenolik bilesigin (hiperisin, hiperosid, klorogenik asit, kuersetin ve
psodohiperisin) miktarlar1 iizerine etkisini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak en 1iyi
biyokiitle birikiminin, 0.5 mg/l KiN+ 1.0 mg/l 2,4-D ve 30 g/l destekli MS besi
ortaminda, 5.8 pH’da ve siirekli karanlik sartlar altinda olan ortamdan elde edildigini, en
yiiksek fenolik bilesik igeriginin, 0.1 mg/l BAP+ 0.5 mg/l 2,4-D ve 15 g/l sukroz ilaveli
ve 4.5 pH’da olan ortamdan elde edildigini rapor etmislerdir.

Nartop ve ark., (2015) Astragalus trojanus Stev.,’a ait tohumlar1 in vitro
kosullarda ¢imlendirmis en yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip 3 klona ait gévde ve
yaprak eksplantlarini farkli BBD (kinetin, NAA, 2,4-D, TDZ ve IAA) igeren besin
ortamlarinda), c¢evre kosullar1i (1000 ve 4000 lux 1sik ve karanlik) besin ortami
bilesimlerine (MS ve WPM) maruz birakarak kallus olusturma kapasitelerini aragtirmis
ve hem MS hem de WPM besin ortamlarinin kallus olusumunu tetikledigini bildirmistir.
Govde eksplantlarinda yaprak eksplantlarina gore daha yiiksek miktarlarda kallus
rejenere oldugunu 4 ve 8 mg/L 2,4-D igeren WPM besin ortamlarinda %100 kallus
olusumu tespit ettigini, 100 pug/L selenyum ve iki kat WPM vitaminlerinin eklenmesiyle
karanlik kosullarda kallus biyokiitlesinin (78 mg) arttigin1 rapor etmistir. Hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde farkli elisitorler (MeJA, jasmonik asit, salisilik asit ve pektin)
ve prekiirsor (B-sitosterol) uygulamasini yaptigini, siispanse hiicrelerde, 50 mM MeJA

ile elisite edilmis kiiltiirlerin 14. giiniinde en yiiksek astragalozit-IV igerigi, en yiiksek
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sikloastragenol icerigi 50 mM jasmonik asit eklenen kiiltiirlerin 28. giiniinde saptadigini
rapor etmistir.

Cetin ve Baydar (2016), asmada hiicre siispansiyon Kkiiltlirleri ile sekonder
metabolit iretimini aydinlik, kadmiyum siilfat, metil jasmonat ve sakkaroz uygulamalari
ile artirmaya yonelik yaptigi calismada, Gamay, Kalecik Karasi ve Okiizgdzii iiziim
cesitlerine ait yaprak sap1 orjinli kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirlerini baslatmig
ve farkli elisitor uygulamalarinin genel olarak sekonder metabolit birikimini tesvik
ettigini rapor etmistir. Aydinlik kosullarin toplam fenolik madde, toplam flavonol ve
antosiyanin miktarlar1 lizerine olumlu etkileri oldugunu, karanlik uygulamasinin ise
trans-resveratrol birikimini arttirdigini gézlemlemistir.

Literatiir incelenmesinde goriildiigii gibi her bitki tiirli i¢in silispansiyon
kiiltiirlerinin  baglatilmas1 ve optimizasyonu i¢in her bir parametre ayr1 ayri
calistimalidir. Bu kapsamda bu c¢alismada P. lentiscus eksplantlarindan hiicre

siispansiyon kiiltiirii baglatilmas1 ve optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2014-2017 yillar1 arasinda Batman Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari‘nda gerceklestirildi.
3.1. Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilacak olan Jiivenil sakiz agaci (Pistacia letiscus L.)
bitkisine ait olgun tohumlar (Sekil 3.1. A, B) baslangi¢ materyali olarak kullanilmis ve
Izmir, Cesme, Ciftlikkdy mevkiinde bulunan agaglardan temin edilmistir. Tohumlar,
laboratuvara transfer edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C da

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Jiivenil sakiz agaci (Pistacia letiscus L.) bitkisine ait olgun tohumlarin genel goriiniimii (A)
Cesme/Ciftlikkdy’de bir disi agag (B).

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre siispansiyon kiiltiirii icin 6n hazirhklar
3.2.1.1. Stok soliisyonlarin hazirlanmasi

Olgun tohumlarin in vitro ortamda ¢ogaltilmast ve in vitro aksenik
materyallerden kallus ve siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilan MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besi ortaminin stok soliisyonlar aracilig1 ile hazirlanmasi
ve kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin tip ve miktarlarina ait ¢izelgeler asagida

verilmistir (Cizelge 3.1., 3.2. ve 3.3.).

Cizelge 3.1. MS Besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok soliisyonlar* (g/1)

Stok soliisyonlar Konsantrasyon
(g/L)
Makro Elementler Ana Soliisyonu

Amonyum nitrat (NH;NO) 1659
Potasyum nitrat (KNO3) 19.0¢g
Kalsiyum kloriir (CaCl,.2H,0) 449
Magnezyum siilfat (MgSO,.7H,0) 3.79
Potasyum dihidrojen fosfat 179
(KH,PO4)

Distile Su 1000 cc.’ye tamamlanir




Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu

Borik asit (H3sBO3) 62
Mangan siilfat (MnSO,.4H,0) 223
Sodyum molibdat 25
(Na2M004.2H20) '
Cinko siilfat (ZnS0,4.7H,0) 86
Potasyum iyodiir (KI) 8.3
Borik asit (H3sBO3) 62
Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir
Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu
Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0) 0.25
Bakar siilfat (CuSQO4.5H,0) 0.25
Distile su 1000 cc.’ye tamamlamir
Kompleks Kelator Ana Soliisyonu
Demir siilfat (Fe;SO,.7H,0) 2.78
Sodyum EDTA (Na,EDTA) 3.72
Distile su 1000 cc.’ye tamamlamir
Vitamin Karisimi
Nikotinik Asit 5
Glisin 20
Piridoksin HCI 5
Distile su 1000 cc.’ye tamamlamir
B1 Vitamini Ana Soliisyonu
Tiamin HCI 0.1
Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir
Myo-inositol
Myo-inositol 10
Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir

Cizelge 3.2. 1 Litre Standart Murashige ve Skoog Besi Ortam I¢erigi* (g/l)

Besi Ortam I¢erigi Miktar
MS ana soliisyonu 100 cc
MS mikroelementler-1 10 cc
MS mikroelementler-2 1cc
Komplex kelator 10 cc
Vitamin karisima 1lcc
B; vitamini ana soliisyonu lcc
Agar 55¢
Sakkaroz 309
Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir.

* Tez caliymasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alimmstir.



21

Cizelge 3.3. Besi ortamlarina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicisi tip ve gesitleri.

BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanmr.
KIN (Kinetin) Ana Soliisyonu
Kin 100 mg
Steril saf su 100 ml
2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Ana
Soliisyonu
2,4D 100 mg
Steril saf su 100 ml
IBA (Indol Biitirik Asit) Ana Soliisyonu
IBA 100 mg
%95’lik Etil Alkol 3-5ml
Steril saf su 100 ml

3.2.1.2. Sterilizasyon islemleri
3.2.1.2.1.Cam malzemelerin sterilizasyonu
Erlenler, cam pipetler ve diger cam malzemeler, agizlar1 aliiminyum folyo ile

paketlenerek bir sicak hava firininda (etiiv) 3 saat siire ile 180 °C’de sterilize edilmistir.

3.2.1.2.2. Kiiltiir kaplarimn sterilizasyonu

Magenta GA7 kiiltiir kaplar1 otoklava dayanikli posetler i¢ine konulduktan ve
agizlari kapatilip, otoklav bandi ile yapistirildiktan sonra, 105kPa basing altinda,
121°C’de 20 dk boyunca sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

3.2.1.2.3.Pens ve bisturilerin sterilizasyonu

Pens ve bistiirilerin sterilizasyonu icin ise kiiltiir dncesi %70’lik teknik alkol ile
silinen pensler ile bigaklari yeni degistirilmis bistiiriler, ya ¢ift katli bir aliiminyum
folyo ile sarilarak, 200 °C’deki bir firin igerisinde 45 dk. boyunca; ya da 250 °C’ye
kadar 1sitilmig bir cam boncuklu sterilizator icerisinde 15-20 sn boyunca bekletmek

suretiyle sterilize edilmiglerdir.

3.2.1.2.4. Transfer odasinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu
Steril ¢alisma alaninda kullanilan yiizeyler (steril kabin i¢i) kullanimdan en az

10-15 dakika once %10’luk Benzalkonyum Kloriir igeren ticari Zefiran antiseptik
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¢ozeltisi ve sonrasinda %70’lik etilalkol ile silinmis, akabinde kabin i¢inde bulunan UV
lambas1 30 dk boyunca agilmak suretiyle sterilize edilmistir. Transfer odasinda bulunan
UV lamba agilmadan en az yarim saat dnce bencler teknik alkol ile, zemin ise ticari

camagir suyu ile silinerek, oda kiiltiire hazir hale getirilmistir.

3.2.1.2.5. Kiiltiir odasinin sartlari

Kiiltiirler genellikle 25+2 0Cde 40 mM m™ s™ yogunluklu 16/24 s fotoperiyot
altinda biiylimeye birakildi. Isik kaynagi olarak 3500 liix 151k siddetine sahip floresan
lambalar (400W MBFR/U, Thorn) kullanildi. Tiim eksplantlar i¢in 50 ml siv1 besi yeri
iceren 250 ml’lik erlenler kiiltiir kaplart olarak kullanildi. Kiiltiire alinan siispansiyonlari
iceren erlenmayerler genellikle 100 rpm’e ayarlanmis calkalayicilar iizerinde 28 giin

boyunca kiiltlire alinmistir.

3.2.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Calismalari
3.2.2.1. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve ¢cimlendirilme calismalar:

Etkili bir yiizey sterilizasyon yontemi in vitro klonal ¢ogaltim igin gelistirilecek
olan mikrogogaltim protokoliiniin ilk ve en 6nemli asamasidir. Tez kapsaminda eksplant
kaynagi olarak in vitro sartlarda ¢imlendirilmis juvenil sakiz tohumlarinin sterilizasyonu
icin (Yildirim, 2012; Onay ve ark., 2014; Kiling, 2013; Kiling ve ark., 2015; Onay ve
ark., 2016b) c¢alismalarinda gelistirilen, basarili ylizey sterilizasyon protokolleri
modifiye edilerek kullanildi.

3.2.2.1.1. Tohumlarn yiizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu Oncesi mezokarplarindan armndirilan P. lentiscus L.
tohumlar1 dis kabuklart kirildiktan sonra, yukarida ifade edilen ¢aligmalar kapsaminda
gelistirilen sterilizasyon metodu kullanilarak sterilize edildi. Bu metoda gore; tohumlar
%20’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCl) Ticari ACE ile 20 dakika boyunca g¢alkalandi.
Ardindan, tohumlar her seferinde 5 dakika olacak sekilde 5 defa steril distile su ile

calkalanarak sterilant kalintilarindan arimdirildi.

3.2.2.1.2. Tohumlarin ¢imlendirilmesi ve aksenik Kiiltiirlerin baslatilmasi
calismalar
Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, laminar akimli kabinde steril filtre kagidi

tizerinde steril pens ve bisturi yardimiyla sert kabuk ve testalarindan arindirilarak, 1
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mg/l IBA, 1 mg/l BAP ve BBD igermeyen MS besi ortamlarina ayri denemeler halinde
aktarildi. Tohumlarin besi ortamlarina aktarilmalarinin ardindan 4 hafta boyunca 25+2
°C 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodu bulunan bitki biiylitme odasinda
gelisimleri izlendi. 28 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi ¢imlenen tohumlara ait ¢imlenme
yiizdesi, govde/eksplant orani, ortalama govde uzunlugu, kok/eksplant orani ile

ortalama kok uzunluklarina ait veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.2.2. Juvenil siirgiinlere ait stok Kiiltiirlerin elde edilmesi ve proliferasyon
calismalan

4 haftalik kiltiir periyodu sonrasinda 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda
cimlenen bitkiciklerden alinan eksplantlar (gévde ucu ve nodal tomurcuklar), yine
Kiling vd., (2015)’te basarili siirglin ¢cogaltiminin gerceklestigi rapor edilen 1 mg/l BAP
ve 0.5 mg/l GA3 destekli MS besi ortamina aktarildi ve gelisen stirgiinler 4 haftalik
kiiltiir periyotlar1 halinde halinde siirekli alt kiiltiirlenerek prolifere edilmek suretiyle

stok kulturler elde edildi.

3.2.2.3. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ¢calismalari

Siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasinda kullanilacak kallus hatlari, tohumlarin
cimlendirilmesi yoluyla olusturulan siirgilinlere ait yaprak ve kok kisimlarindan, elde
edilmistir. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmas1 ¢aligmalarinda yalnizca farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri uygulamalarinin etkisi test edilmistir. Bu baglamda genellikle literatiir
bilgileri 15181nda birgok bitki tiirtinde kallus olusumuna neden olan iki farkli sitokininin
(BAP, Kin) ve bir oksinin (2,4 D) farkli kombinasyonlarmnin (0.5, 1.0 mg/l) etkileri

arastirilmastir.

3.2.2.3.1. Farkh bitki biiyiime diizenleyicileri uygulamalarinin kallus Kiiltiirlerinin
baslatilmasina etkisi

Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in 28 giinliik bitkiciklere ait aksenik juvenil
yapraklar ve tohumlarin ¢imlendirilmesi ile elde edilen aksenik kokler eksplant kaynagi
olarak kullanildi. Juvenil hatlara ait yapraklar ile ¢cimlenen tohumlardan izole edilen kok
eksplantlari, farkli sitokinin ve oksin kombinasyonlar1 ile desteklenmis MS besi
ortamlarinda kiiltiire alind1. Kallus kiiltiirlerinin baglatilmasinda juvenil yapraklar anag
bitkiden steril pens ve bisturiler kullanilarak izole edilerek, steril kurutma kagitlar:

tizerinde, tizerlerindeki suyun uzaklastirilmasi igin bekletildikten sonra, kallus
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olusturmak i¢in biitiin yaprak ayalari yaralanarak MS besi ortaminda kiiltiire alindi. En
iyi kallus olusumunu saglayacak olan ortami belirlemek amaciyla kallus
olusturulmasina BBD’lerin etkisi calisildi. Kallus dokularim1 elde etmek amaciyla,
cimlenme sonucu gelisen kokler ile siirgiinlerin proliferasyonundan elde edilen
yapraklar, farkl sitokinin (BAP ve KIN; 0.5 ve 1 mg/l) ve oksin (2,4-D; 0.5 ve 1 mg/l)
kombinasyonlarini igeren MS besi ortamina aktarilarak, kallus olusumu i¢in 4 hafta
siireyle 25+£2 °C, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodu bulunan bitki biiylitme

odasinda kallus olusumuna birakildi.

3.2.3. Siispansiyon Kkiiltiirii calismalari

Hiicre siispansiyon kiiltiirii, bir bitkiden hiicrelerin izole edilmesi ve daha sonra
bu hiicrelerin yapay bir sivi besi ortaminda aksenik olarak iiretilmesini ve homojen
olarak g¢ogaltilmasi seklinde tanimlanir (Nunez-Palenius ve ark., 2005). Siispansiyon
kiiltiirleri yaprak, kok, embriyo gibi farklilasmis dokulardan mekanik yontemlerle elde
edildigi gibi, dagilgan yapida yumusak ya da kirilgan bir kallus pargasinin, ¢alkalayici
lizerine yerlestirilen bir erlenmayer sisesi icerisinde bir sivi ortama aktarilarak da
baglatilabilir. Siispansiyon kiiltiirlerinin  optimizasyonu kullanilan bitki tiirline,
kullanilan eksplant tipine, hiicrelerin bulunduklar1 ortama ait cevresel ve kimyasal
faktorlerin iyilestirilmesine baghdir. Siispansiyon kiiltiirleri genellikle 20-100 hiicreden
olusan hiicre agregatlarindan baglatilmaktadir. Siispansiyon kiiltlirlerinde hiicreler
genellikle oda sicakliginda, 50-200 rpm’ye ayarlanan bir ¢alkalayici tizerinde kiiltiire
alinmakta ve periyodik alt kiiltiirlemeler yoluyla da cogaltilir. Ozellikle sekonder
metabolitlerin iiretilmesinde onemli rol oynayan siispansiyon Kkiiltiirlerinde biiyiik
Olgekli tiretimler i¢in biyoreaktorler, fermentérler ve tanklar da kullanilmaktadir.
Hiicrelerin biiylime orani bakimindan, kati ve yari-kati kiiltiir ortamlarma oranla
genellikle daha yiiksek sonuclar elde edilir. Degerli bir sekonder metabolitin {iretilmesi
siirecinde, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde iiretim daha giivenilir, daha basit ve daha
ongoriilebilirdir. Bitki hiicre kiiltlirlerinde biiylime-siire grafigi, sigmoidal bir egri
olusturur (Sekil 3. 2.). Kiiltiir biiyiimesi esas alindiginda hiicre gelisiminin sigmoidal
davranig1 bes tane karakteristik biiyiime fazindan olusur:
1- Lag Faz: Bitki hiicrelerinin boliinmeye baslamadan 6nceki hazirlik agsamasi
2- Log veya iistel Faz: Hizli hiicre boliinmesinden o6tiirii hiicre sayisinda iistel artis
3- Lineer Faz: Kiiltiirlerin yas ve kuru agirliklarinin arttigi hiicre niifusunda dogrusal

artig
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4- Yavaslama Fazi: Besin unsurlarinin azalmasi ve hiicresel kalint1 birikiminden dolay1
hiicre boliinme hizinda asamali yavaglama,

5- Duraklama Fazi: Hiicre boliinmesinin durmasi (Gliven ve Giirsul 2014).

>

Duraklama Fazn

Yavaslama Faz

Lineer Faz

Paketlenmiy Hilcre Hacmi (ml)

Lag Faz

>
FLaman (Giin)

Sekil 3.2. Siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimenin farkli asamalarini gosteren biiyiime egrisi.

3.2.2.1. Suspansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasi

Aksenik kallus kiiltiirlerinden siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmas1 asamasinda
ise in vitro ortamda, iyi siispansiyon verecegi beklenen kolay pargalanan-sarimsi renk
ozelliklerine sahip kok ve yaprak orjinli ve yas agirliklart yaklasik 0.5 g olan kallus
pargalari, 250 ml lik erlenlere en iyi kallus gelisim ortami olarak belirlenen 1 mg/l KIN
ve 1 mg/l 2,4 D ile destekli agar icermeyen 50 ml MS besi ortamina aktarildi.
Kalluslarin, 4 hafta siireyle 25+2 °C de 16/8 saat 151k fotoperiyodu uygulanan
ortamlarda, 100 rpm doniis hizina sahip bir calkalayic1 ilizerinde siispanse olmalari
saglandi. 4 haftalik kiiltiir siiresi sonunda, siispanse edilen kallus hatlari, sirasiyla
500um, 250pum ve 100pm’lik porlara sahip metal siizgeclerden gecirilerek, basarili bir

sekilde hiicre siispansiyon kiiltiirleri baglatildi.

3.2.2.2. Siispansiyon Kkiiltiirlerinin optimizasyonu

Her ne kadar yukarida anlatildig: sekliyle siispansiyon kiiltiirleri baslatilmis olsa
da, siispansiyon kiiltlirlerinde bulunan hiicrelerin gelisimleri birgok fiziksel ve ¢evresel
faktorden etkilendiginden dolay: (calkalama hizi, sicaklik, 151k, pH, karbon kaynagi,

farklr bitki biiyiime diizenleyicileri vb.), kiiltiir ortamin1 olusturan bu faktorlerin de
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optimize edilmesi gereklidir. Ayn1 zamanda saglikli bir hiicre biiyiimesi, siispansiyon
kiiltiirii yoluyla iiretilecek olan sekonder metabolit miktar ve kalitesini de olumlu yonde
etkileyeceginden dolayi, hiicre kiiltiirlerinde optimizasyon c¢alismalarinin yapilmasi son
derece Onem arz etmektedir. Calismamizda hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
optimizasyonu ¢aligmalarinda gerceklestirilen uygulamalar asagida sirasiyla alt basliklar

halinde sunulmustur.

3.2.2.2.1. Farkh seker tiplerinin etkisi

Hiicre kiiltiirlerinin optimizasyonu ¢aligsmalarinda, hiicrelerin gelisimlerine farkli
karbon kaynaklarinin (Glikoz ve Sukroz) ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinin (15, 30
ve 50 mg/l) etkileri test edildi. Bu amagla yukarida belirtilen kiiltiir sartlarinda kiiltiire
alinan ve ortalama 28 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda gelisen siispansiyon halindeki
hiicrelere ait paketlenmis hiicre hacmi, taze ve kuru agirlik degerleri kaydedilmis ve

elde edilen veriler istatistige tabi tutulmustur.

3.2.2.2.2.Farkh 151k yogunluklarimin (karanhk ve aydinhk) etkisi

Optimizasyon calismalarinda, siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi lizerine farkl
151k yogunluklarinin etkisinin test edildigi bu ¢alismada, gorece iyi siispanse olan kallus
hatlari, yukarida detaylar1 verilen 250 ml’lik erlenlerde bulunan 50 ml’lik taze siv1 besi
ortamina, yine 50 ml stok siispansiyon kiiltiirlerinden ilave ederek inokiile edilmis,
sonrasinda en i1yl sonucun alindigi 100 rpm calkalama hizinda, farkli 151k yogunlugu
olusturulmus biiyiime ortamlarinda (karanlik ve aydinlik) 4 hafta boyunca inkiibe
edilmis, bu siire sonunda gelisen silispansiyonlara ait PHH taze ve kuru agirhik

degerlerine iliskin veriler istatistige tabi tutulmustur.

3.2.2.2.3. Farkh calkalama hizlarinin etkisi

Siispansiyon Kkiiltiir ortaminin optimizasyonu c¢alismalarinin bu asamasinda,
stispanse edilmis hiicrelerin gelisimlerini arttirmak amaciyla, farkli ¢calkalama hizlarinin
etkileri arastirilmistir. Sivi MS besi ortamma 1.0 mg/l Kin ve 1.0 mg/l 2,4-D ilave
edilip, ortam pH’s1 5.8 olacak sekilde ayarlanan ve 250 ml’lik erlenler igerisine
birakilan siispansiyon kiiltiirlerinin; 90, 95, 100 (kontrol) ve 110 rpm’e ayarlanmis olan
calkalayicilar iizerinde gelisimleri test edildi. Kiiltiir gelisimlerinin karsilastiriimasi
amaciyla, 4 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda gelisen siispansiyonlara ait PHH, taze

ve kuru agirliklar belirlenmis ve elde edilen veriler istatistiksel analize tabi tutulmustur.
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Ayrica kiiltiire alinan gruplar siizilerek (Whatmann No:1) +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.2.2.2.4. Farklhh BBD kombinasyonlarinin etkKisi

Sakiz bitkisine ait juvenil kok ve yaprak hatlarinda 1mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4 D
iceren MS besi yerleri kullanilarak daha onceden baslatilan siispansiyon kiiltiirlerinin
optimizasyonu calismalarinda, ilk olarak farkli BBD kombinasyonlarinin siispansiyon
kiltlirlerinin gelisimi {izerine olan etkileri test edilmistir. Bu amacla siispansiyon
kiiltiirleri, kallus olusturulmasi ¢alismalarinda hem kok hem de yaprak eksplantlarinda
en iyi kallus olusumunu saglayan BAP ve Kinetinin (1.0 ve 0.5 mg/L) 1 mg/L 2,4-D ile
olusturmus oldugu kombinasyonlarini iceren ortamlarda kiiltliire alinmigtir. 28 giinliik
kiiltiir periyodu sonrasinda gelisen siispansiyon hiicrelerine ait PHH, kuru ve yas agirlik
degerleri kaydedilmis, hiicrelerin gelisimleri iizerine en iyi BBD kombinasyonu

belirlenmistir.

3.2.2.2.5. Farkh pH uygulamalarinin etkisi

Siispansiyon kiiltlirlerinde bitki hiicrelerinin gelisimleri iizerine daha asidik ya
da daha alkali ortam seviyelerinin etkilerinin belirlenmesi amaciyla, farkli pH
derecelenmelerine (sirasiyla pH 4.5, 5.0, 5.8, 6.5 ve 7.0) tabi tutulan hiicre
slispansiyonlarinin ortalama 4 haftalik bir kiiltiir periyodu sonrasinda, yine PHH, kuru
ve yas agirlik degerleri kaydedilmis ve hiicrelerin gelisimleri lizerine en iyi pH diizeyi

belirlenmistir.

3.2.2.2.6. Farkl sicaklik uygulamalarinin etkisi

Kok ve yaprak hatlarina ait kalluslarindan elde edilen siispansiyon kiiltiirleri
farkli sicaklik degerlerine ayarlanmis biiylime ortamlarinda (4, 25 ve 37 °C), 1.0 mg/l
Kin ve 1.0 mg/l 2,4-D igeren s1vi MS besi ortamlarinda 100 rpm’e ayarli bir ¢alkalayici
tizerinde kiiltlire alindi. 4 haftalik bir kiiltlir periyodu sonrasinda kiiltiir gelisimine ait
gozlemler alinarak, PHH, taze ve kuru agirlik degerlerine ait sonuglar istatistiksel

analize tabi tutulmustur.



28

3.2.2.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinde taze ve kuru agirhklarin hesaplanmasi ve
biiyiime parametreleri

Yine Boliim 3.2.2 baghigi altinda da deginildigi sekliyle, kok ve yaprak kallus
hatlarindan siispansiyon elde edilmesine yonelik optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda
da, yukarida siralanan tim deneylerde kok ve yaprak eksplantlarindan elde edilen
siispansiyonlarin PHH, yas ve kuru agirliklarina ait sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilerek hesaplanmustir.

Ayni sekilde siispansiyon  kiiltlirli ~ optimizasyon  c¢alismalarinin
sonlandirilmasindan itibaren slispansiyon kiiltiirlerine ait taze ve kuru agirliklar ile PHH

degerleri yine g cinsinden olgiilerek morfolojik gozlemler ile birlikte rapor edilmistir.

3.2.2.3.1. Taze agirhk tayini

Stispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin bulundugu sivi ortamdan 10 mL alinarak, 22
um por c¢apindaki Millipor filtrelerden siiziildii ve hiicrelerle sivi ortamin birbirinden
ayrilmasi saglandi. Sivi ortamin uzaklastirilmasiyla elde edilen hiicreler, hassas terazide
tartilarak taze agirligr Olgiildii. Taze agirhik Ol¢limiinde asagidaki formiil kullanildi;

Taze Agirlik (g/L) = Taze Hiicre Agirhigi (g) X 1000 Ornek Hacmi (mL)

3.2.2.3.2. Kuru agirhik tayini

Taze agirhg 6lgiilen hiicreler, 1s1s1 onceden 60 'C’ye ayarlanmus etiivde 16 saat
bekletilerek kurutuldu. Kurutulmus hiicreler sabit bir agirlik elde edilinceye kadar
tartilarak Olglim sonuclar1 kaydedildi. Kuru agirlik hesaplanmasinda asagidaki formiil
kullanildz;
Kuru Agirlik (g/L) = Kuru Hiicre Agirhigi (g) X 1000 Ornek Hacmi (mL)

3.2.2.3.3. Paketlenmis hiicre hacmi tayini

Hiicre siispansiyonlarinin bulundugu sivi ortamdan 10 mL alinarak 15 mL’lik
santrifiij tliplerine aktarildiktan sonra 5 dakika siire ile 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast tiipteki peletin hacmi PHH olarak hesaplandi.
Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL) PHH (mL/L) =Paketlenmis Hiicre Hacmi (mL) X 1000
Ornek Hacmi (mL)
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3.2.2.1.3. Siispansiyon kiiltiirlerinin biiyiime parametreleri ve istatistiksel analiz
Hiicre gelisimlerini takib etmek amaciyla kiiltiirlerden 0., 4., 7., 14., 21. ve 28.
giinlerde olmak tiizere toplam 6 kez drnek alinarak, kiiltiirlerin PHH, taze agirlik ve kuru
agirlik degerlerine ait veriler kaydedilmistir. Bu veriler 1s18inda da biiyiime egrileri
olusturulmustur. Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek igin biitliin ¢alisma
sonuclarinin tanimlayict analizleri SPSS 19.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Oransal veriler ise Ki kare (y2 ) testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
Cimlenme (%): Kiiltiirlerin 14. giliniine kadar enfekte olmayan ve kiiltiire alimdan 4
hafta sonra govde ve kok olusturan tohum sayisinin denemede kullanilan tim tohum
sayisina olan orani hesaplanarak, ylizde olarak ifade edildi.
Govde Basina Diisen Eksplant Sayisi; Kiiltiirlerin 14. giiniine kadar enfekte olmayan,
kiiltiirden 4 hafta sonra kiiltiirde ¢imlenip/rejenere olan ve her bir bitkiden gelisen
govdelerin kiiltiirlerin toplam kiiltlirdeki bitki sayisina orani olarak ifade edildi.
Eksplant Basina Diisen Kok Sayisi; Kiiltiirlerin 14. gilinline kadar enfekte olmayan,
kiiltiirden 4 hafta sonra ¢imlenip/rejenere olan her bitkiden gelisen kok sayisinin toplam
kiiltiirdeki bitki sayisina orani olarak ifade edildi.
Ortalama Govde Uzunlugu; Kiiltiirlerin 14. giiniine kadar enfekte olmayan, kiiltiirden
4 hafta sonra cimlenip/rejenere olan her bir bitkiden gelisen gdévde/govdelerin
uzunlugunun, kiiltiirde ¢imlenip rejenere olan bitkilere orani olarak ifade edildi.
Ortalama Kok Uzunlugu; Kiiltiirlerin 14. giiniine kadar enfekte olmayan, kiiltiirden 4
hafta sonra ¢imlenip/rejenere olan her bir bitkiden gelisen koklerin uzunlugunun,
kiiltiirde ¢imlenip rejenere olan bitkilere orani olarak ifade edildi. Bununla birlikte,
juvenil ve olgun materyallerden elde edilen eksplantlardan elde edilecek olan kalluslar
i¢in;
Kallus (%0); Kiiltiirlerin 4. Hafta sonunda, kallus olusturan eksplantlarin kiiltiirdeki tiim
eksplantlarin sayisina orani hesaplanarak yiizde olarak ifade edildi.
Ortalama Kallus Taze Agirhgr: Kiiltiirden 4 hafta sonra her bir yaprak veya kokten
gelisen kalluslarin agirliklariin toplam, kallus olusturan eksplantlara orani olarak ifade
edildi.
Ortalama Kallus Kuru Agirh@r: Taze agirligi 6lgiilen kalluslarin, sicakligi dnceden 60
°C’ye ayarlanmis etiivde 16 saat bekletilen kalluslarin agirliklarinin toplam, kallus
olusturan eksplantlara orami olarak ifade edildi. Ayrica, tiim stok kiiltiirlerin elde
edilmesinde ve gergeklestirilen tiim deneylerde, in vitro ortamda gelisen kiiltiirlere ait

morfolojik gbézlemler de alinarak ¢izelgelerde sunuldu.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu ve Kiiltiir Baslatma Calismalarina ait
Bulgular ve Tartisma

Etkili bir ylizey sterilizasyon yontemi in vitro kiiltirlerin baglatilmast ve
devamliligi i¢in ilk ve en Onemli asamadir. Yiizey sterilizasyonu Oncesi
mezokarplarindan arindirilan olgun P. lentiscus L. tohumlari, dis kabuklar1 kirildiktan
sonra Kiling vd., 2015 tarafindan gelistirilen sterilizasyon metodu modifiye edilerek
sterilize edildi. Bu metoda gore; tohumlar %20’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCl) Ticari
ACE ile 20 dakika boyunca ¢alkalandi. Ardindan, 5 dakika olacak sekilde 5 defa steril
distile su ile c¢alkalanarak sterilant kalintilarindan armdirildi. Uygun yiizey
sterilizasyonunu takiben kontrol grubu ile birlikte 1 mg/l IBA destekli MS besi ortamina
ekilmek suretiyle tohumlarin ¢imlendirilmesi saglandi. P.lentiscus L. tohumlarinin

¢imlenme ¢aligmalarina ait veriler Cizelge 4.1.” de sunulmustur.

Cizelge 4. 1. P. lentiscus L. Tohumlariin BBD icermeyen ve BBD igeren MS Besi Ortaminda
Cimlendirilmesi.

Bitki Biiyiime Ortalama
Ortalama Kok
Diizenleyicisi Govde

- Cimlenme (%)  Govde/Eksplant Kok/Eksplant Uzunlugu

(BBD) Tipi Uzunlugu

(cm)
(cm)

Kontrol 45.00£5.00 b 0.45+£0.05b 1.25+0.15b 2.75£0.15b 2.90+0.25 a
BAP (1 mg/l) 55.00+5.00 b 0.55+0.05b 1.30+£0.10 a 3.75+0.45 a 2.50+0.05 b
IBA (1 mg/l) 75.004£5.00 a 0.75+0.04 a 1.45+0.05a 3.50+0.25 a 3.25+0.15a

*Calismada her bir denemede 100 tohum kullanildi ve 3 defa tekrar edildi.

Kiltiir siiresince alinan gozlemler irdelendiginde, hem BBD iceren MS besi
ortamina birakilan tohumlarin hem de kontrol grubuna birakilan tohumlarin bir hafta
icinde ¢imlenmeye basladig1 gézlemlendi. Kontrol grubu, 1 mg/l BAP ve 1 mg/l IBA
destekli MS besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan tohumlarin ¢imlenme oranlarinin
sirasiyla %45, %55 ve %75 oldugu tespit edildi. 4 haftalik kiiltiir stiresi sonunda
¢imlenen tohumlarin en az 3-4 ¢ift yaprak ile genellikle baskin bir sekilde tek govde
olusturdugu goriildii. Cimlenen tohumlarin, kdk olusturma durumlarina bakildiginda,
kontrol grubu ile BAP ve IBA destekli MS besi ortaminda sirasiyla gévde basma
ortalama 2.75, 3.75, 3.50 kok sayis1 ve 2.90, 2.50 ve 3.25 cm kok uzunlugu elde edildi.

1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda, test edilen diger gruplara oranla ¢imlenen
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tohum yiizdesi, govde ve kok uzunlugu bakimindan daha iyi sonuglar elde edildi.
Kiiltiire alindiktan 48 saat sonra kotiledonlarin su alarak sistigi ve birbirinden ayrildigi,
cogu tohumlarda radikulanin gozle goriilebilir sekilde farklilastigi gézlendi (Sekil
4.1.A). 4 haftalbik c¢imlenme periyodu sonunda tohumlardan gelismis fideler
goriilmektedir (Sekil 4.1.B).

Sekil 4.1. 1 mg/l IBA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmug P. lentiscus L. tohumlari, Bar: 1 cm (A),
28 guinliik kiiltiir periyodu sonunda ¢imlenen P. lentiscus L. tohumlari, Bar : 1 cm. (B)

Cimlenen tohumlardan elde edilen aksenik apikal ve nodal siirgilinlerin
proliferasyonu ise 100 mg/l Valin, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 ile destekli MS besi
ortaminda gergeklestirildi. Bu ortamda 4 haftalik kiiltiir sonucunda, saglikli, iyi
cogalmis govdelere sahip stok kiiltiirler elde edildi. Elde edilen gdvdelerden alinan
slirglinler, yine ayn1 besiyerinde ¢ogaltilarak stok kiiltiirlerin muhafazasi saglandi (Sekil
4.2).

Sekil 4.2. Sakiz tohumlarinin ¢imlendirilmesi sonrasi aliman eksplantlarin 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l

destekli MS besi ortaminda 4 haftalik kiiltiir stiresi sonundaki durumu.
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Olgun ve siyah renkli tohumlar kullanilmadig: siirece, sakiz agaci tohumlariin
arazi sartlarindaki ¢imlenme oraninin olduk¢a zayif oldugu, ekimden elli giin sonra
tohumlarin yaklasik %30’unun ¢imlendigi gbzlendigi, ¢cimlenme oraninin; meyvelerin
rengi, tohum canliligi ve olgunlugu ile iliskili oldugu, siyah tohumlarin genellikle
saglam bir endosperma ve embriyo bulundurdugu; buna karsin kirmizi tohumlarin
cansiz ve i¢i bos oldugu rapor edilmistir (Verdu ve Garcia-Fayos, 2002). Ayrica
mekanik c¢itlatmanin ya da 6n soguklama islemlerinin sakiz agacit tohumlarinin
cimlenme oranina etki etmedigi ile ilgili literatiir bilgisi de mevcuttur (Piotto, 1995).
Buna karsin olgun sakiz tohumlarmin 1000 ppm gibberellik asit ile 6n uygulama
yapildiginda yiiksek bir ¢gimlenme oran1 (%87.99) gosterdigi (Isfendiyaroglu ve Ozeker,
2001) ancak dogada; sakiz agaci popiilasyonunda ¢imlenen tohum oran1 %0 ile %56
arasinda oldugu (Mulas ve ark., 1998) bildirilmistir. Sakiz tohumunun ¢imlenmesi ve in
vitro kiiltiirlerin baslatilmasinda, agaclardan alinan tohumlarda bulunan bakteri ve viriis
gibi bulasiklarin arindirilmas1  karsilagilan en ciddi zorluklardir. Sakiz agaci
tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi (Mascarello ve ark., 2007; Mulas ve ark., 1998;
Grundwag, 1976) ve sakiz fide eksplantlarindan steril kiiltiirlerin baslatilmasinda
(Fascella ve ark., 2004; Ruffoni vd., 2004; Mascarello vd., 2007 ) benzer zorluklar
oldugu bildirilmistir. Son yillarda ise sakiz agact tohumlarmin %20 NaOClI
konsantrasyonunda 20 dk’lik calkalama islemi ile sirasiyla %66 ve %86 oraninda
aksenik olarak c¢imlendigi (Yildirim, 2012, Kiling ve ark, 2015) rapor edilmistir.
Calismamizda ise, Yudirirm (2012) ile Kiling ve ark. 2015’in yaptig1 calismalar
tekrarlanarak, 1 mg/l IBA uygulamasi ve ekstra olarak 1 mg/l BAP uygulamasinin
tohumlarin aksenik ¢imlendirilmesine olan etkisi, bir kontrol grubu ile test edildi.
Calismamizda elde ettigimiz %75’lik ¢imlenme oraninin hem Yildirim (2012) hem de
Kiling ve ark. (2015)’in rapor ettigi gibi 1 mg/l IBA iceren MS besiyerinden elde
edilmesi, bahse konu ¢alismalar ile ¢alismamizin arasinda paralellik oldugunu ortaya

koymustur.

4.2. Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmasi, Cogaltilmasi ve Muhafazasi1 Calismalarina
ait Bulgular ve Tartisma

Stispansiyon kiiltlirlerinin baglatilmasinda kullanilacak olan kallus dokularin
elde etmek amaciyla, ¢imlenme sonucu gelisen kokler ile siirgiinlerin

proliferasyonundan elde edilen yapraklar, farkli sitokinin (BAP ve KIN; 0.5 ve 1 mg/l)
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ile oksin (2,4-D; 0.5 ve 1 mg/l) kombinasyonlarini igceren MS besi ortamina aktarilarak,
4 hafta siireyle 25+2 °C 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodu bulunan bitki
biiyiitme odasina birakildi. Kok ve yaprak orijinli kallus baslatma g¢alismalarina ait
sonuclar Sekil 4.3.A,B ve Sekil 4.4. A,B’de verilmistir.

Sekil 4.3. (A) 1 mg/l Kin 1 mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohum koékenli juvenil
kokler, Bar: 0.9 cm. (B) Kiiltiiriin 42. giiniinde 1 mg/l Kin 1 mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda
bulunan koklerden gelisen kalluslar, Bar: 1.2 cm.

Sekil 4.4. (A) 1 mg/l Kin 1 mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohum kdkenli juvenil
yaprak eksplantlari, Bar: 0.9 cm. (B) Kiiltiiriin 42. giiniinde yapraklardan gelisen kalluslar, Bar: 1 cm.

Juvenil yaprak (Cizelge 4.2.) ve kok (Cizelge 4.3.) eksplantlarindan kallus
olusturulmasina yonelik yapilan optimizasyon caligsmalarinda, 0.5-1 mg/l BAP’ in 0.5-
1mg/l 2,4-D ile olan kombinasyonlar1 ile elde edilen sonuglar irdelendiginde, denenen
parametreler arasinda en yliksek kallus yilizdesi hem kok (%80) hem de yaprak (%84)
eksplantlari i¢in 1 mg/l Kin ve 1 mg/1 2,4-D ile destekli MS besi ortamindan elde edildi.
Ortalama maksimum yas agirlik bakimindan yaprak eksplantlart 1 mg/l BAP ve 1 mg/l
2,4-D kombinasyonundan (520+5,36 mg), kdk eksplantlart ise 0.5 mg/l Kin ve 1 mg/l
2,4-D kombinasyonundan (25+0,40 mg) elde edildi. Bununla birlikte, yaprak
eksplantlarinda 1 mg/l BAP’in 0. 5 mg/l 2,4-D ile kombinasyonu ile desteklenen MS
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besi ortamlarinda hi¢ kallus gelisimi gozlenmedi. Her iki eksplant tipi i¢in de; ¢alisilan
BBD kombinasyonlarmin taze ve kuru agirliklari arasinda genellikle bir korelasyon
gozlendi. Ozellikle ¢alisilan biitin kombinasyonlarda kuru agirhigin taze agirligim
ortalama %10’u civarinda oldugu belirlendi (Cizelge 4.2., 4.3.). Bu kapsamda calisilan
tiim parametreler icinde yaprak ekssplantlari i¢in en yiiksek kuru agirlik 51.68+0.32 mg
ile 1 mg/l BAP ile 1 mg/l 2,4-D kombinasyonundan elde edilirken, kok ekssplantlari
icin en yiiksek kuru agirlik ise 2.46+0.03 mg ile 0.5 mg/l Kin ile 1 mg/l 2,4-D
kombinasyonundan elde edildi. Ayrica, her iki eksplant tipi i¢in de denenen tiim
hormon kombinasyonlarindan genel olarak yesil, beyaz ve sar1 renkte, graniiler, sert
veya yumusak yapida olmak lizere farkli kallus tiplerinin olustugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.2., 4.3. ve Sekil 4.5.).

Cizelge 4.2. Yaprak eksplantlarindan kallus olusumuna, farkli sitokinin (BAP ve KIN; 0.5 ve 1 mg/l) ile
oksin (2,4-D; 0.5 ve 1 mg/l) kombinasyonlarimin etkisi.

BBD Kombinasyonu Kallus Yas Agirhk Kuru Agirhk I
Kallus Morfolojisi
(mgl) (%) (mg) (mg) :

0.5 BAP 0.52,4-D 24.00 210+3.89 e 20.73+0.31e Yesil, Sert

0.5 BAP 12,4-D 60.00 510+4.62 a 50.51+0.25 b Agik-yesil, Yumusgak
1 BAP 0.524-D = - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 12,4-D 60.00 52045.36 a 51.68+0.32 a Acik-yesil, Graniiler

0.5 KIN 0.52,4-D 8.00 490+4.61b 48.53+0.25 ¢ Beyaz, Sert

0.5 KIN 12,4-D 56.00 2042 60 8.01+0.44 f Agik-sar1, Yumusak
1 KIN 0.524-D 72.00 480+2.08 ¢ 48.13+20.35 ¢ Beyaz, Graniiler
1 KIN 12,4-D 84.00 460+4.35d 45.60+1.42 cd Sari, Yumusak

X?(df;31) p<0.05

*Her bir deneme icin toplam 25 eksplant kullanildi, ve deneyler 3 kez tekrar edildi.

Cizelge 4.3. Kok eksplantlarindan kallus olusumuna, farkli sitokinin (BAP ve KIN; 0.5 ve 1 mg/l) ile
oksin (2,4-D; 0.5 ve 1 mg/l) kombinasyonlarmin etkisi.

BBD Kombinasyonu Yas Agirhk Kuru Agirhk

(mg/l) Kallus (%) (mg) (mg) Kallus Morfolojisi

0.5 BAP 0524-D 48 12+0.48 d 1.21+0.04 d Agik-sar1, Yumugak
0.5 BAP 12,4-D 52 21+0.31 b 2.10+£0.30 b Beyaz-yesil, Sert

1 BAP 0.524-D 20 18+0.46 C 1.80+0.45 bc Agik-yesil, Grantiler

1 BAP 12,4-D 52 18+0.55 ¢ 1.89+0.03 ¢ Agik-yesil, Graniiler
0.5 KIN 0524-D 16 12+0.26 d 1.21+0.02 d Agik-yesil, Grantiler
0.5 KIN 124-D 48 25+0.40 a 2.46+0.03 a Acik sari-beyaz, Yumusak

1 KIN 0524-D 60 12+0.21 d 1.20+0.02 d Kirli-beyaz, Graniiler

1 KIN 12,4-D 80 18+0.43 ¢ 1.76+0.03 ¢ Koyu-sari, Yumugak

X?(df;31) p<0.05

*Her bir deneme icin toplam en az 25 eksplant kullanild: ve deneyler 3 kez tekrar edildi.

Kallus kiiltiirlerinin stirdiiriilebilirliginde 6nem arzeden kalluslarin tekstiirii g6z

Oniine alindiginda, kallus dokusunun sert bir yapida olusu, bir sonraki asama olan
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siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmast ¢aligmalar1 i¢in bir dezavantaj teskil etmis ve
beyaz/yesil sert yapidaki kalluslardan siispansiyon kiiltiirleri baslatilamamistir. Bunun
yanisira, her iki eksplant tipi i¢in de maksimum Kallus yiizdesinin elde elde edildigi 1
mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D ile destekli MS besi ortamindan, ayn1 zamanda sar1 renkli,
yumusak ve dagilgan tekstiire sahip kalluslar elde edildiginden, bir sonraki agsama olan
siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilmast i¢cin bu BBD kombinasyonunun kullanilmasina
karar verildi.

Bais ve ark., (2001), ¢alismalarinda kullandiklar1 diger ortamlarla karsilastirildiginda en
yiiksek kallus olusum oraninin, 2,4-D ve Kin ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire
alinan yaprak eksplantlarindan elde edildigini rapor etmistir. Literatiir bilgileri 15181nda,
kallus olusturma c¢aligmalarinda, diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarinda oksin sitokinin
kombinasyonlar1 kullanilarak kallus olusturma g¢abalarinda hem nicelik hem de nitelik
bakimindan farkli sonuglar rapor edilmistir. Bununla birlikte tez c¢alismamizda
yaptigimiz denemeler kapsaminda elde edilen verilerin paralelinde, literatiirde, Melissa
officinalis L. ile yapilan hipokotillerden kallus olusturma ¢alismalarinda, 0.5 mg/l Kin
ve 1 mg/l 2,4-D kombinasyonundan en yiiksek (%80 oraninda) kallus olusumu
saglanirken, 0.5 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA kombinasyonundan %28 kallus elde
edilmistir (Meftahizade ve ark., 2010). Yine, Allium chinense’de 0.1 mg/l BAP ile 0.5
mg/l 2,4-D’de kallus olusumu %41.8 iken ayn1t BAP konsantrasyonu ile 3 mg/l 2,4-D
kombinasyonunda ise kallus olusumu %11’ e diismiistiir (Yan ve ark., 2009). Farkh
sitokinin oksin kombinasyonlarinin yaprak eksplantarindan kallus olusumuna etkisinin
incelendigi bir diger ¢alismada ise Catharanthus roseus bitkisi 2 mg/l Kin ve 2 mg/l
2,4-D igeren MS besi ortaminda kiiltiire alindiginda ortalama 100 mg kuru kallus
agirhig elde edilirken, 3 mg/l Kin ve 3 mg/l 2,4-D kombinasyonundan ise ortalama 25
mg kuru kallus agirligr elde edilmistir (Kalidass ve ark., 2010). Farjaminezhad ve ark.,
(2013) Iran gelincigi (Papaver bracteatum) bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
baslatmak i¢in, farkli BBD (2,4-D, NAA, BAP ve Kin)’lerin kallus olusumu {izerindeki
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada, maksimum kallus olusum yiizdesinin (% 86.67)
ve yas kallus agirhiginin, ¢alismamiza benzer sekilde 1 mg/L 2,4-D, 0,2 mg/L kinetin ve
15 mg/L askorbik asit ile desteklenmis MS ortamindan elde edildigini, ortama 15 mg/L
askorbik asit eklenmesinin kalluslarin kahverengilesmesini azaltmada etkili oldugunu

rapor etmiglerdir.
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4.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Baslatilmasi, Cogaltilmasi1 ve Optimizasyon
Cahismalarina Ait Bulgular ve tartisma

Sakiz (P. lentiscus L.) bitkisine ait aksenik juvenil kallus kiiltiirlerinden
stispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasi asamasinda in vitro ortamda, kolay pargalanan-
sarimsi renk ozelliklerine sahip kdk ve yaprak orjinli ve yas agirliklart yaklagik 0.5 g
olan kallus parcalari, 250 ml lik erlenlere en iyi kallus gelisim ortami olarak belirlenen 1
mg/l KIN ve 1 mg/l 2,4 D ile destekli agar igermeyen 50 ml MS besi ortamina aktarildi.
Kalluslarin, 4 hafta siireyle 2542 °C de 16/8 saat 1s1k fotoperiyodu uygulanan
ortamlarda, 100 rpm doniis hizina sahip bir calkalayici tlizerinde siispanse olmalari
saglandi. 4 haftalik kiiltiir siiresi sonunda, siispanse edilen kallus hatlari, sirasiyla
500um, 250pum ve 100pum’lik farkli por ¢aplarina sahip metal slizgeclerden gegirilerek,
hiicre siispansiyon kiiltiirleri baslatildi. Sekil 4.5. ve 4.6.’da siispansiyon kiiltiirlerinin

baslatilmasina ait tiim asamalar verilmistir.

Sekil 4.5. Siispansiyon kiiltiirlerinde geligsen kiiltiirler (A). Kok eksplantlarindan gelisen kiiltiirler, Bar:
1.4 cm., (B). Yaprak eksplantlarindan geligen kiiltiirler, Bar: 1.4 cm.
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Sekil 4.6. Pistacia lentiscus L.’un siispansiyon kiiltlirii: (A).Stspansiyon baglatilmasinda kullanilan
kallus tipleri. Bar: 1.1 cm., (B). Tamamen dagilmis siispansiyon kiiltiirii, Bar: 1.7 cm., (C). Siv1 ortamda
biriken hiicre kiitleleri, Bar: 1 cm., (D). Silispansiyon kiiltiirlerinin siiziilme asamasi, 1 cm., (E). Geligim
parametrelerinin alinmasi, Bar: 2.5 cm., (F). Kiiltiiriin 28. giiniinde siispanse olan hiicreler, Bar: 300 pm.

Juvenil kok ve yaprak orjinli kallus kiiltiirlerinden elde edilen siispansiyonlarin

kiltir kosullariin optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda bazi c¢evresel ve kimyasal
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faktorlerin (BBD, 151k, sicaklik, pH, ¢alkalama hizi, karbon kaynag1) etkileri arastirildi.
Yukarida belirtilen faktorlerin uygulanmasi yoluyla elde edilen bulgular ve tartisma ayr1

alt bagliklar halinde asagida sunuldu.

4.3.1. Siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimine farkli BBD kombinasyonlarinin etkisi

Sakiz bitkisine ait juvenil kok ve yaprak hatlarinda Img/l Kin ve 1 mg/l 2,4 D
iceren MS besi yerleri kullanilarak daha 6nceden baslatilan slispansiyon kiiltiirlerinin
optimizasyonu calismalarinda, ilk olarak farkli BBD kombinasyonlarinin siispansiyon
kiiltiirlerinin gelisimi {izerine olan etkileri test edilmistir. Bu amagcla siispansiyon
kiiltiirleri, kallus olusturulmasi ¢alismalarinda hem kok hem de yaprak eksplantlarinda
en iyi kallus olusumunu saglayan BAP ve KiN’in (1.0 ve 0.5 m/L) 1 mg/L 2,4-D ile
olusturmus oldugu kombinasyonlarini iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. 4 haftalik
kiiltiir siiresi sonunda kok kalluslarindan baslatilan siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimleri
gozlemlendiginde,en yiiksek PHH (36.66+3.33), taze (23.33+2.02) ve kuru agirlik
(7.00+0.60) degerlerinin 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP kullanilan ortamdan elde edildigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kok siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimine farkli BBD kombinasyonlarinin etkisi

Kok
BBD Kombinasyonlari Taze Kuru
PHH(mI/L)

Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)

1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP 36.66+3.33 a 23.33+2.02 a 7.00+0.60 a
1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L BAP 30.00+0.00 b 19.00+3.46 be 5.741.03 a
1 mg 2,4-D+1 mg/L KIN 30.66+0.66 a 16.00£4.50 ¢ 4.80+1.35a

1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L KIN 26.66£1.45b 22.33+2.02 ab 6.70+0.60 a

* Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakl oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Yine yaprak kalluslarindan olusturulan siispansiyon kiiltiirleri incelendiginde en
yiiksek PHH (33.30+1.66), taze (28.334+3.17) ve kuru agirlik (8.50+0.95) degerleri 1
mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP kullanilan ortamdan elde edilmistir. Bu sonuglar Pistacia
lentiscus L.’un siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi {izerine test edilen BBD
kombinasyonlar1 igerisinde en etkili ortammnin 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP oldugunu
ortaya ¢ikarmstir (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Yaprak siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimine farkli BBD kombinasyonlarinin etkisi

Yaprak
BBD Kombinasyonlari Taze Kuru
PHH(mI/L)

Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)

1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP 33.30+1.66 a 28.33£3.17 a 8.50+0.95 a
1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L BAP 31.00£1.00 a 27.00£1.73 a 8.10+0.51 a
1 mg/L 2,4-D+1 mg/L KIN 31.66£1.66 a 15.00+£3.60 ¢ 4.50+1.08 b
1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L KIN 30.00+0.00 a 20.66+1.85b 6.20+0.56 ab

*Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakl oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Bilindigi iizere, bitki biiylime diizenleyicileri, liretilmek istenen metabolitlerin
biyosentez mekanizmalarin1 aktiflestirmek amaciyla olduk¢a Onem arz eder. Bazi
fitohormonlarin, Digitalis lanata hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde flavonoid iiretimi
tizerindeki etkisinin arasirildigr iki hiicre hattinda, farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda fitohormonlar kullanilmig ve siispansiyon kiiltiirleri 0.1 mg/L 1AA ve
1 mg/L BA uygulamas: ile optimize edildigi bildirilmistir (Bota ve Deliu, 2012).
Calismamiza paralel olarak, siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilmasi asamasinda tiirden
tire degismekle birlikte genellikle farkli konsantrasyonlarda bir sitokinin yanisira, 2,4-
D ile destekli besi ortamlarinda basarili sonuglar elde edildigi rapor edilmistir
(Kermanee ,2004; Castellar ve ark., 2011; Nartop ve ark., 2015; Surmus-Asan ve ark.,
2017). Bununla birlikte literatiirde yine bir sitokinin olarak BAP ve Kin
uygulamalarininda sirasiyla Papaver bracteatum ve Nigella sativa bitkilerinde
siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in olumlu sonuglar verdigi ¢esitli caligmalar da
mevcuttur. Giiniimiize degin yapilan literatiir ¢alismalar1 irdelendiginde, siispansiyon
kiiltiirlerinin baglatilmas1 asamasinda BBD’leri igerisinde genellikle farkli sitokinin ve
oksin tiplerinin kombinasyonlarindan faydanildigi goriilmektedir. (Farjaminezhad ve
ark., 2013; Chaudhry ve ark., 2014).

4.3.2. Farkh sicaklik uygulamalarinin etkisi

Stispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonuna farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi
de ayrica arastinnlmistir. Juvenil kok ve yaprak hatlarina ait siispansiyon kiiltiirleri,
sicakligin kiiltiir gelisimi iizerine olan etkisini belirlemek amaciyla, +4, 25 ve 37 °C’ye
ayarlanan ortamlardaki calkalayicilar tizerinde kiiltiire alinmus, kiiltiirlere ait yas agirlik,
kuru agirlik ve PHH verileri istatistiksel olarak degerlendirilerek sonuglar sirasiyla

Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7.’de sunulmustur. Farkli sicakliklarda (4, 25,37 °C) kiiltiire
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almarak kiiltiirden 28 giin sonra gelisen juvenil kok orjinli stispansiyon kiiltiirlerinde en
yiikksek pHH (68.75£5.95), taze (21.50+£0.64) ve kuru agirlik (6.67+0.15) degerleri 25
0C’de gelisen kiiltiirlerden elde edilmistir. Sirasiyla 4 ve 37°C’de gelisen kiiltiirlerin
daha disiik pHH (42.50£5.95, 56.25+6.25), taze (15.25+1.03, 16.75+0.48) ve kuru
agirhik(4.57+0.31, 5.02+0.14) degerlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Kok Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonuna farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi

Kok
Sicakhik Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)
4°C 42.50+£595b 15.25+1.03 b 4.5740.31 ¢
25°C 68.75+6.25 a 21.50+0.64 a 6.67+0.15 a
37°C 56.25+6.25 b 16.75£0.48 b 5.0240.14 b

*Bir siitunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakli oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Ayni sekilde farkli sicakliklarda (4, 25,37 °C) kiiltiire alinarak kiiltiirden 28 giin
sonra gelisen bu kez juvenil yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinde ise en yiiksek PHH
(54.00+3.67), taze (17.50+£0.90) ve kuru agirhik (5.25+0.26) degerleri yine benzer
sekilde 25°C’de gelisen kiiltiirlerden elde edilmistir. Sirasiyla 4 ve 37°C’de gelisen
kiiltlirlerin daha diisik PHH (40.00+3.53, 45.00+4.56), taze (13.75+0.75, 15.50+0.64)
ve kuru agirlik (4.65+0.20, 4.12+0.23) degerlerine sahip olduklar: tespit edilmistir
(Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Yaprak Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonuna farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi.

Yaprak
Sicakhik Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)
4°C 40.00+£3.53 b 13.75+0.75 b 4.65£0.20 b
25°C 54.00+3.67 a 17.50+£0.90 a 5.25+0.26 a
37°C 45.00+4.56 b 15.50+0.64 b 4.12+0.23 b

* Bir siitunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakl oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Hem kok hem de yaprak silispansiyon hatlarinin gelisimine farkli sicaklik
kosullarinin etkisini test ettifimiz deneye ait sonuclar irdelendiginde ise, biiyiik bir
olasilikla bitkinin dogal olarak yayilis gostedigi 1liman iklim kosullarina
adaptasyonunun bir sonucu olarak, bu kosullardan daha sicak ve soguk ortamlarda
gelisiminin kisitlandigr  diisiiniilmiistlir, zira diisiik ve yiiksek sicakliklara maruz

birakilan siispansiyon kiiltiirlerinde PHH yas ve kuru agirlik degerleri kontrol ortamina
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oranla benzer oranlarda diisiis gostermistir. Yaptigimiz literatiir ¢alismalar1 1s18inda,
hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimi ¢alismalarinda kullanilan bazi bitkilerde,
biliyiimenin soguk ortamda yavasladigi rapor edilmistir (Matsumoto ve ark., 1973;
Wickremesinhe ve Arteca, 1993). Siispansiyon kiiltirli yapmanin amaci Sekonder
metabolit liretiminin artirtlmast oldugu diisliniildiigiinde, siispansiyon kiiltiirlerinde
ozellikle sicakligin optimize edilmesi gerekliligi ortaya cikmaktadir. Bu baglamda
sicaklik optimizasyonunun sekonder metabolitlerin in vitro iiretiminde énemli bir kriter

oldugu bilinmektedir (Choi ve ark., 2000, Ten Hoopen vd., 2002; Yue vd., 2016).

4.3.3. Farkh ¢alkalama hizlarinin etkisi

Juvenil kok ve yapraklara ait siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi iizerine farklh
calkalama hizlarmin etkisini belirlemek amaciyla, stok kiiltiirlerden alinan
stispansiyonlar 90, 95, 100 ve 110 rpm ¢alkalama hizlarina ayarlanan ortamlardaki
calkalayicilar lizerinde kiiltiire alinarak, yas agirlik, kuru agirlik ve PHH verileri
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve bunlara ait sonuclar sirasiyla Cizelge 4.8. ve
Cizelge 4.9.” da sunulmustur. Farkli ¢alkalama hizlarinda gelisime birakilan juvenil kok
orjinli stispansiyon kiiltiirlerinde en yiiksek PHH (90.00£5.77), taze (21.66+0.33) ve
kuru agirlik (6.50+£0.10) degerleri 95 rpm’de ¢alkalanan kiiltiirlerden elde edilmistir
(Cizelge 14). Bu baglamda kok siispansiyon kiiltlirlerinin baglatilmasi i¢in kullanilan

100 rpm ¢alkalama hiz1 optimize edilerek 95 rpm olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Juvenil Kok Siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi tizerine farkli ¢alkalama hizlarinin etkisi

Kok
Calkalama Hizi (rpm) Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhk(g/L) Agirhik(g/L)
90 61.66+4.40 c 16.00+0.57 b 4.80+£0.17 b
95 90.00+5.77 a 21.66+0.33 a 6.50+0.10 a
100 73.33+£3.33 b 21.00+£0.57 a 6.30+0.17 a
110 56.00+3.75 ¢ 15.75+0.85 b 4.72+0.26 b

*Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05

seviyesinde fakl oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Yine ayni sekilde yaprak eksplantlarindan baslatilan siispansiyon kiiltiirlerinde
en yiiksek PHH (86.66+6.66), taze (22.66+0.33) ve kuru agirlik (6.80+0.10) degerleri,
95 rpm ¢alkalama hizinda gelisen kiiltiirlerden elde edildi (Cizelge 4.9.). Bu nedenle
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ayni sekilde yaprak siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in rutin olarak kullanilan

100 rpm g¢alkalama hiz1 da optimize edilerek 95 rpm olarak belirlendi.

Cizelge 4.9. Yaprak Siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi iizerine Farkli Calkalama Hizlarmin Etkisi

Yaprak
Calkalama Hiz1 (rpm) Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)
90 58.3344.40 b 15.33£0.66 b 4.60+£0.20 b
95 86.66£6.66 a 22.66+0.33 a 6.80+0.10 a
100 80.00£5.77 a 19.00+0.58 a 5.70+0.18 a
110 58.75+3.14 b 13.00+£0.91 b 3.90+0.28 b

*Bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakli oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Yaprak ve kok siispansiyon kiiltiirlerinde farkli ¢alkalama hizlarinin test edildigi
sonuclar degerlendirildiginde ise, siispansiyon hatlarinin gelisimi i¢in 95 ve 100 rpm
calkalama hizlarinin test edilen diger ¢alkalama hizlarina gére PHH, yas ve kuru agirlik
bakimindan daha iyi sonuclar verdigi tespit edilmis ve test edilen gruplar arasinda
istatistiksel farkliliklarin olustugu gozlenmistir. Ozellikle diisiik ¢alkalama hizlarinda
hem dagilimm yetersiz olusu, hem de yeterli havalanmanin olmamasi, yliksek
calkalama hizlarinda ise hiicrelerde olusan fiziksel hasar nedeniyle PHH, yas ve kuru
agirlik degerleri bakimindan ciddi azalmalar oldugu goriilmektedir. Literatiirde, yiiksek
ve diisiik calkalama hizlar ile fazla miktarda besi ortami barindiran siispansiyon
kiiltiirlerinde hiicrelerin ¢cogalma kabiliyetlerinin azaldig: ile ilgili benzer bir ¢alismaya

da rastlanmistir (Rajasekhar ve ark., 1971)

Z1.3.4. Isik kosullarimmin etkisi

Pistacia lentiscus L.’un juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin
gelisimi lizerine 15181n etkisini test etmek amaciyla ise kiiltiirler karanlik ve aydinlik
sartlarda gelisim siirecine alinmis, kiiltiirlere ait yas agirlik, kuru agirlik ve PHH verileri
istatistiksel olarak degerlendirilerek sonuglar asagida sunulmustur (Cizelge 4.10.,
Cizelge 4.11.). iki bagimsiz degisken bakimindan degerlendirilme yapilan ¢alismada
gruplar arasinda farkliligi belirlemek amaciyla “Bagimsiz grup t-testi analizi”
uygulanmistir. Kok stispansiyon Kkiiltiirlerinin 4 haftalik kiiltiir siiresi sonucunda,
aydinlik ortamda gelisen kiiltiirlerin karanlik ortama oranla PHH (52.50+2.50), taze
(15.00+0.70) ve kuru agirlik (4.00+0.25) degerleri bakimindan istatistiksel (Student T
Testi) olarak p<0.05 seviyesinde daha yiiksek degerlere sahip oldugu tespit edildi
(Cizelge 4.10.).
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Kok
Isik Yogunlugu Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhk(g/L) Agirhk(g/L)
Aydinhk 52.50+2.50%* 15.00+0.70* 4.00+0.25*
Karanhk 48.33£1.66 8.66+1.45 2.93+0.74
Student T Testi p=<0.05 p=<0.05 p=<0.05

* Bir siitunda ‘* ile gosterilen ortalama degerin, istatistiksel olarak P<0.05 seviyesinde digerinden farkh

oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Aynmi sekilde yaprak kalluslarindan elde edilen silispansiyon kiiltlirlerinin
gelisimleri incelendiginde de yine aydinlik ortamda gelisen kiiltiirlerin karanlik ortamda
geligen siispansiyon kiiltiirlerine gore daha yiiksek PHH (58.75£5.15), taze (23.25+2.17)
ve kuru agirlik (5.70+0.60) degerlerine sahip oldugu gozlendi (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Yaprak Siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi lizerinde 15131n etkisi

Yaprak
Isik Yogunlugu Taze Kuru
PHH(mI/L)
Agirhik(g/L) Agirhik(g/L)
Aydmhk 58.75+£5.15% 23.25+2.17* 5.70+0.60
Karanhk 38.33+1.66 14.33+0.33 5.00+0.00
Student T Testi p=<0.05 p=<0.05 p>0.05

* Bir siitunda ‘*’ ile gosterilen ortalama degerin, istatistiksel olarak P<0.05 seviyesinde digerinden farkh
oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Kok ve yaprak eksplantlarinin karanlik ve aydinlik sartlarda gelistirilmesinden
elde edilen kiiltiirlerdeki gelisim parametreleri incelendiginde, her iki eksplant tipinde
de aydinlik sartlardan elde edilen PHH, taze ve kuru agirlik degerlerinin karanlik
ortamda gelisen kiiltiirlerden daha yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
da aydinlik ortam sartlarinin P.lentiscus L.’un siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi
tizerinde daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, yaprak ve kok
stispansiyon kiiltiirlerinden iki farkli ortamda elde edilen veriler istatistiksel (Student T
Testi) olarak degerlendirildiginde; yaprak siispansiyon kiiltiirlerinde aydinlik ve
karanlik ortam uygulamalari arasinda PHH, taze ve kuru agirhik degerleri istatistiksel
(Student T Testi) olarak sigma (2-tailed) p<0.05 seviyesinde anlamli farklar olustugu,
ancak kok siispansiyon kiiltiirlerinde ise kuru agirlik bakimindan istatistiksel olarak bir
fark bulunmadig tespit edildi. Ozellikle yaprak orjinli siispansiyon hatlarinda aydinlik
ortam uygulamasinin yapildigi kiiltiirlerin, karanlik kosullara maruz birakilan kiiltiirlere
oranla daha yiiksek PHH, yas ve kuru agirlik degerlerine sahip oldugu tespit edildi.

Hem kok hem de yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinde karanlik uygulamasinin
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slispansiyon olusumuna olumsuz bir etki yaptig1 gozlenmistir. Ancak yaprak orjinli
stispansiyon kiiltiirlerinde bu olumsuz etki, kok orjinli slispansiyon hatlarina oranla daha
fazla miktarda olmustur. Yaprak ve kok siispansiyon kiiltiirleri arasinda goriilen bu
orantisiz azalmanin nedeninin, kokiin bir toprak alti organ olusuna bagh oldugu
diistiniilmektedir. Farkli 151k yogunlugu (karanlik ve aydinlik) uygulanan hiicre
kiiltiirleri  calismalarinda; hiicrelerin ¢ogaltiminda ve sekonder metabolitlerin
birikiminde 6zellikle 15181n etkili bir faktor oldugu rapor edilmistir (Chan ve ark., 2010;
Murthy ve ark., 2014). Ancak metabolit iiretimi ag¢isindan 1s1k bazi metabolitlerin;
Petroselinum hortense’de flavanoid (Kreuzaler ve Hahlbrock, 1973), Centaurea
cyanus’ta antosiyanin (Kakegawa ve ark., 1991), Arnebia annua’da artemisin (Liu vd.,
2002) ve betalain (Shin ve ark., 2004) tiretimini artirirken, 6zellikle Lithospermum
erythrorhizon’un (Tabata ve ark., 1974) ve Echium amenium’un koklerindeki sikonin ve

tirevleri (Zare ve ark., 2010) gibi baz1 metabolitlerin tiretimini de azaltmaktadir.

4.3.5. pH’1n etkisi

P.lentiscus L.’un juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin geligimi
tizerine pH’nin etkisini test etmek amaciyla, hiicre siispansiyonlar1 farkli pH
derecelenmelerine (sirastyla pH 4.5, 5.0, 5.8, 6.5 ve 7.0) tabi tutuldu. Ortalama 4
haftalik bir kiiltiir periyodu sonrasinda, yine PHH, yas ve kuru agirlik degerleri
kaydedildi (Cizelge 4.12., Cizelge 4.13.). Her iki eksplant tipi i¢in de test edilen pH
parametreleri arasinda hiicrelerin gelisimleri agisindan en iyi pH derecesinin PHH
bakimindan pH 4.5; yas agirlik bakimimdan pH 7; kuru agirlik bakimindan ise pH 5
oldugu tespit edildi. Siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu i¢in biiyiimenin bir
ifadesi olarak genellikle kiiltiirlerden elde edilen kuru agirlik degerleri temel

alindigindan optimizasyon calismamizda pH 5 degeri optimum deger olarak kabul

edilmistir.
Cizelge 4.12. Kok orjinli slispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi tizerine farkli pH’larin etkisi
oH PHH* Yas Agirhk Kuru Agirhk
(ml) (gr) (gr)
4,5 0.375+0.026a 0.091+0.010b 0.060+0.007a
5 0.275+0.085a 0.098+0.010ab 0.064+0.010a
5,8 0.245+0.062a 0.077+0.003b 0.045+0.010ab
6,5 0.201+0.003a 0.049+0.003¢ 0.030+0.006b
7 0.293+0.068a 0.117£0.012a 0.043+0.010ab

* PHH: Paketlenmis Hiicre Hacmi
* Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarn istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fark oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.
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Cizelge 4.13. Yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi {izerine farkli pH’larin etkisi

oH PHH* Yas Agirhk Kuru Agirhk
(ml) (gr) (gr)

4,5 0.578+0.163a 0.070-+0.005b 0.043+0.005b

5 0.298+0.036a 0.086+0.004b 0.065+0.002a

5,8 0.562+0.151a 0.086+0.004b 0.063+0.008a

6,5 0.450+0.120a 0.071+0.007b 0.050+0.004ab

7 0.440+0.124a 0.243+0.020a 0.062+0.004a

* PHH: Paketlenmis Hiicre Hacmi
* Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde fakli oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Dogada bazi bitkilerin daha asidik ya da daha alkali seviyelere ihtiyag
duyabilmelerine karsin, cogu bitki i¢in, optimum pH araligi 5.5 ila 7.0 arasindadir. Bitki
besin maddeleri, genellikle 5.0 'ten daha diisiik bir pH degerine sahip ortamlarda
yarayigsiz olmakla birlikte, bu maddelerin bitkiler tarafindan en fazla 5.5 ila 7.0 pH
araliginda kullanilabildigi bilinmektedir. Kallus ve hiicre kiiltiirlerinin optimum biiyiime
gosterebilmeleri i¢in ise ortamin pH degerinin genellikle 5 ila 6 arasinda olmasi
gerekmektedir (Perry, 2013). Ayrica, farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin ve orta
derecedeki pH degerlerinin ise sekonder metabolitlerin birikimini kuvvetle etkiledigi
tespit edilmistir (Radi¢ ve ark., 2016). Ortam pH'sinin siispansiyon Kkiiltiirlerini ve
dolayisiyla sekonder metabolitlerin  olusumunu etkiledigini gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Ornegin; Daucus carota kiiltiirleri ile antosiyanin {iretimi, pH 5.5'te, pH
4.5'¢ kiyasla ¢ok daha az gerceklesmis, bunun nedeninin yiiksek pH'ta antosiyaninin
artan degradasyonu oldugu bildirilmistir (Pandey ve ark., 2015). Yine benzer bir durum,
Bridelia retusa (L.) Spreng. Bitkisinin siispansiyon kiiltiirlerinde  pH,
derecelenmelerinin siispansiyon kiiltlir sartlar1 ve antosiyanin sentezi iizerine olan
etkilerinin incelendigi calismada, pH 5.0’te kiiltiire alinan hiicrelerin daha fazla biiyiime

ve daha fazla antosiyanin iiretimi gosterdigi rapor edilmistir (Aswathy ve ark., 2018).

4.3.6. Farkh seker tipi ve konsantrasyonlarinin etkisi

Hiicre kiiltiirlerinin optimizasyonu ¢alismalarinda, Glikoz ve Sukroz’un 15, 30
ve 50 mg/l konsantrasyonlarinin etkilerinin arastirildigi bu deneyde, ortalama 28 giinliik
kiiltiir periyodu sonrasinda gelisen siispansiyon halindeki kok ve yaprak orjinli hiicre

sisyansiyonlarina ait PHH, taze ve kuru agirlik degerleri sirasiyla Cizelge 20 ve 21°de
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verilmistir. Kok orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin gelisiminde, karbonhidrat kaynag:
olarak 30 g/l glukoz konsantrasyonunun hiicrelerin PHH (0.50+0.04) bakimindan, 15 g/l
sukroz konsantrasyonunun ise yas agirlik (0.86+0.01) ve kuru agirlik (0.11+0.01)
bakimindan en iyi sonuglari verdigi tespit edildi (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. Kok orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi iizerine farkli karbonhidrat tipi ve

miktarlariin etkisi

Karbo_nhldrat Kaernhldrat PHH* Yas Agirhk Kuru Agirhk
Tipi Miktari
(/) (ml) (gr) (ar)

15 0.34+0.16ab 0.12+0.01b 0.013+0.002c

Glukoz 30 0.50+0.04a 0.06+0.01bc 0.023+0.007b

50 0.43+0.03ab 0.05+0.01bc 0.021+0.006b

15 0.24+0.03bc 0.86+0.01a 0.112+0.010a

Sukroz 30 0.10+0.02c 0.07+0.01bc 0.022+0.005b

50 0.07+0.01c 0.03+0.01c 0.009+0.002c

* PHH: Paketlenmis Hiicre Hacmi
* Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin gelisiminde ise, karbonhidrat tipi

bakimindan en iyi sonuglar 50 g/l glukoz konsantrasyonunun hiicrelerin PHH
(0.24+0.04) ve yas agirlik (0.160+0.01) bakimindan en iyi sonug verdigi tespit edildi.
Kuru agirlik bakimindan ise 30 g/l sukroz ve glukoz konsantrasyonlari arasinda kuru ve
yas agirlik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemis olmasina
ragmen en iyi sonug (0.028+0.004) 30 g/l sukroz konsantrasyonundan elde edildigi
tespit edildi (Cizelge 4.15.).

Cizelge 4.15. Yaprak orjinli siispansiyon Kkiiltiirlerinin gelisimi iizerine farkli karbonhidrat tipi ve

konsantrasyonlarinin etkisi

Karb_l(z_nhldrat Karb-onhldrat PHH* Yas Agirhk Kuru Agirhk

Ipl Miktar:
(/) (ml) (ar) (gr)

15 0.065+0.013bc | 0.077+0.007c | 0.007+0.001c

Glukoz 30 0.135+0.049b | 0.122+0.012b | 0.021+0.003a

50 0.243+0.040a | 0.160+0.015a | 0.016+0.009b

15 0.038+0.009c | 0.067+0.008¢c | 0.007+0.001c

Sukroz 30 0.150+0.017b | 0.113+0.010b | 0.028+0.004a

50 0.083+0.009bc | 0.080+0.008c | 0.016+0.002b

* PHH: Paketlenmis Hiicre Hacmi
* Bir siitunda farkh bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin istatistiksel olarak P<0.05
seviyesinde farkl oldugunu gosterir. Her bir deneme 3 kez tekrar edilmistir.

Stispansiyon Kkiiltiirlerinde bulunan hiicrelerin gelisimi hi¢ siiphesiz yeterli ve

etkin bir karbon kaynagina baglidir. Siispansiyon kiiltiirlerinde genellikle ortalama 2—4
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giinliik bir siire zarfinda hiicre miktarin iki katina ¢ikmast ve hiicre kiiltiirlerinin
optimum biiyiimesi i¢in, kiiltlir ortamina bir karbon kaynagi (sukroz veya glukoz, 10-50
o/l) eklenmesi gereklidir. Bununla birlikte, kiiltiir ortamimna eklenen tiim siikroz
tiikketildiginde, hiicreler kendi endojen karbonhidrat stoklarin1 hidrolize baglarlar. Bu
nedenle kiiltiirler eksponansiyel biiylime fazi sonunda alt kiiltiire alinir. Bitki doku ve
hiicre kiiltlirlerinde, karbon, fosfor ve azot kaynagi olarak kiiltiir ortamina eklenen
makro ve mikro besin elemanlar1 ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin, hem primer ve
sekonder metabolit olusumu, hem de biliylime iizerinde onemli etkileri bulunmaktadir.
Bununla ilgili olarak, ¢alismamiza benzer sonuglarin elde edildigi Bridelia retusa (L.)
Spreng bitkisinin siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu iizerine sukroz, glukoz,
maltoz ve fruktoz karbon kaynaklarmin farkli konsantrasyonlarinin (%1, 2, 3 ve 4)
denendigi c¢alismada, denenen tiim paramatreler bakimindan diisiik karbon
konsantrasyonlarinin, hiicrelerin proliferasyon oranimi diistirdiigii ve %4 glukoz

konsantrasyonunun en iyi sonuglari verdigi bildirilmistir (Astwathy vd., 2018).

4.4, Juvenil Kok ve Yaprak Orjinli Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiime
Stispansiyon kiiltiirlerinde, sarimsi, yumusak ve dagilgan yapida kallus olusumu
elde edilen besi ortami, temel siispansiyon kiiltiir besi ortami olarak ¢alisilmistir. Bunun
yaninda farkli ¢alkalama hizlar1 (90-95-100-100 rpm), farkli sicakliklar (4-25-37 °C),
151k yogunluguna (karanlik/aydinlik) yonelik denemeler yapilmistir. Yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar Boliim 4.3 basligr altinda sunulmustur. Elde edilen
sonuclar, hiicrelerin biiyiimesi bakimindan irdelendiginde; farkli besi ortamlarinin
denendigi yaprak ve kok silispansiyon hatlarinda, kallus kiiltiirlerinde basarili sonuglarin
elde edildigi 1 mg/l Kin- 1mg/l 2,4-D kombinasyonu yerine; 1 mg/l BAP- 1mg/l 2,4-D
kombinasyonunda PHH’ nin yiiksek oldugu tespit edilmis ancak bu iki kombinasyon
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigindan, kiiltiirlerin devamlilig1 ve
stirdiirtilebilirligi agisindan tiim denemelere 1 mg/l Kin - 1 mg/l 2,4-D BBD kombinas-
yonu ile devam edilmistir. Buna karsin, taze ve kuru agirlik agisindan test edilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark oldugu gozlenmistir. Kallus kiiltiirleri olusturma
kosullar ile siispansiyon kiiltiirii olusturma kosullarinin birbirinden farkliliklar arzettigi
tespit edilmistir. Farkli sicaklik kosullarmin denendigi yaprak ve kok siispansiyon
hatlarinda, temel besi ortam1 olarak 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli sivi MS besi
ortaminda g¢ogaltilan siispansiyonlar, 4-25 ve 37 °C’ de 100 rpm’de calkalanmistir.

Biiylimenin karakterizasyonuna yonelik elde edilen sonuglar irdelendiginde ise hem kok
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hem de yaprak siispansiyon hatlarinin gelisiminde, bitkinin dogal olarak yasadig1 iliman
iklim kosullarindan farklilik arzeden sicak ve soguk ortam uygulamalarinin siispansiyon
olusumunda PHH, yas ve kuru agirlik bakimindan istatistiksel olarak belirgin bir
azalmaya neden oldugu gozlendi. Ancak yiiksek ve diisiik sicaklik uygulamalar1 kendi
aralarinda istatistiki bir fark olusturmadi. Farkli ¢alkalama hizlarinin denendigi yaprak
ve kok eksplantlarinda ise temel besi ortami olarak 1 mg/l Kin ve 1 mg/1 2,4-D destekli
stvi MS Dbesi ortaminda ¢ogaltilan siispansiyonlar, 90-95-100 ve 110 rpm de
calkalanmistir. Elde edilen bu sonuglar biliylimenin ifadesine yonelik olarak
irdelendiginde ise, hem kok hem de yaprak siispansiyon hatlarinin gelisiminde, 95 ve
100 rpm calkalama hizlarinin, 90 ve 110 calkalama hizlarina gore siispansiyon
olusumunda (PHH-yas ve kuru agirlik bakimindan) istatistiksel olarak belirgin bir fark
olusturdugu goézlendi. Ozellikle yavas galkalamada hem hiicresel dagilimin hem de
yeterli havalanmanin olmamasi, yiiksek calkalamada ise fiziksel darbelerin etkisi
sonucu PHH, yas ve kuru agirlik parametrelerinde ciddi azalmalar gdzlenmistir.
Aydinlik ve karanlik uygulamalarinin denendigi yaprak ve kok siispansiyon hatlarinda
ise temel besi ortami olarak 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli sivi MS besi ortaminda
cogaltilan siispansiyonlar, 100 rpm de calkalanmistir. Elde edilen sonuglar, biiylimenin
karakterizasyonu bakimindan degerlendirildiginde hem kok hem de yaprak siispansiyon
hatlariin gelisiminde, aydinlik ve karanlik uygulamalarinin PHH, yas ve kuru agirlik
miktarlarini istatistiksel olarak belirgin bir fark olusturacak sekilde degistirdigi tespit
edilmistir. Ozellikle yaprak orjinli siispansiyon hatlar1 iizerinde, aydinlik ile karanlik
uygulamalar1 arasinda belirgin bir fark gozlenmistir. Karanlik uygulanan kok orjinli
sispansiyon hatlarinda ise yaprak orjinli olanlara nispetle belirgin bir azalma
gozlenmemistir. Bu durumun kokiin 6zellikle bir toprak alti organ olusundan dolay:
meydana geldigi disiiniilmektedir. Juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon
kiltlirlerinde hiicre hatlar1 i¢in biiyiime egrilerinin olusturulmasina ait sonuclar Sekil

4.7. ile siispansiyonlardan elde edilen mikroskop goriintiileri Sekil 4.8.’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Optimize edilmis juvenil kok ve yaprak orjinli stispansiyon hatlarina ait bitytime egrileri.
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(1) KOK

(2) YAPRAK

Sekil 4.8. 1mg/1 Kin ve 1 mg/1 2,4D igeren s1vi MS besi ortaminda (1) kok, (2) yaprak orjinli siispansiyon
kiiltiirlerinden elde edilen tek hiicre (B ve D) ve hiicre agregatlarinin (A ve C) 151k mikroskobu altindaki
goriintiileri. (Bar: 50pum.)

Yukarida sunulan juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon hatlarma ait PHH,
taze ve kuru agirlik verileri lizerine olusturulan biiyiime egrileri degerlendirildiginde 28
giinlik kiiltir periyodu sonunda hiicre artisi duragan hale gelmis olup, Kkiiltiir
baslangicindan 4 ila 7 giin arasinda hiicre artisinin maksimum hizla yiikseldigi tespit
edilmistir. Sonug olarak yukarida verilen biiylime egrilerine ait sonuglar dogrultusunda,
hem kok hem de yaprak orjinli siispansiyon hatlarinda hiicre artiginin maksimum oranda
4. glinde gergeklestigi ve bu zaman diliminin en uygun elisitasyon zamani olarak goéze

carptig belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Farmakolojiden tibba, gidadan kozmetige, boyar madde ve kimya endiistrisine
kadar pek ¢ok sektorde yaygin kullanim alanlar1 bulunan Pistacia lentiscus L., i¢erdigi
sekonder metabolitler bakimindan olduk¢a zengin ve faydali bir bitkidir. Bu nedenle tez
calismamizda, iilkemizde dogal olarak yetisen sakiz agaci (P.lentiscus L.)
genotiplerinden biyoteknolojik olarak antikanser 6zellik gosteren sekonder bilesiklerin
in vitro ortamda iiretilebilmesi ¢alismalarina temel olusturan siispansiyon Kkiiltiirlerinin
baslatilmasi ve optimizasyonunu igeren etkin bir protokol tanimlanmistir. Sakiz
bitkisinin farkli eksplantlarindan (kok ve yaprak) siispansiyon kiiltiirleri bagarili bir
sekilde baslatilmis ve kiiltiir sartlar1 optimize edilmistir. Ozellikle Pistacia cinsine bagl
P. lentiscus’'un yapisinda barindirdigi antikanser 6zellik gosteren ucucu ve ugucu
olmayan bilesenlerin in vitro ortamda miktarlariin arttirilmaya galisilabilmesi igin
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin optimize edilerek baslatilmasi daha dnce calisiilmamis
olup, iilkemizde bilimsel olarak yeni teknoloji gelistirmek bakimindan da 6zgiindiir.

Ozet olarak tez calismanizda elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde
asagidaki bulgulara ulagilmistir:

e Etkili bir yilizey sterilizasyon yontemi in vitro kiltiirlerin baglatilmast ve
devamlilig1 icin ilk ve en 6nemli agamadir. Sakiz agaci (P. lentiscus L.)’nin
aksenik in vitro kiltiirlerinin  baglatilabilmesi i¢in tohumlarin yiizey
sterilizasyonu %20’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCIl) Ticari ACE ile 20 dakika
boyunca galkalanmak ve ardindan herbiri 5 dakika olacak sekilde, 5 defa steril
distile su ile calkalanmak suretiyle gerceklestirildi.. Yiizey sterilizasyonu
akabinde, kontrol grubu, 1 mg/l BAP ve 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda
¢imlenmeye birakilan tohumlarin ¢imlenme oranlarinin sirasiyla %45, %55 ve
%75 oldugu tespit edildi. 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda, test edilen
diger gruplara oranla ¢imlenen tohum yiizdesi, govde ve kok uzunlugu
bakimindan daha iyi sonuglar elde edildi. (Cizelge 4.1.).

e (Cimlenen tohumlardan elde edilen aksenik apikal ve nodal siirgilinlerin
proliferasyonu ise 100 mg/l Valin, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3 ile destekli MS
besi ortaminda gerceklestirildi. Ortalama 4 haftalik kiiltiir siiresi sonucunda,
saglikli, iyi ¢ogalmis govdelere sahip stok kiiltiirler elde edildi ve bu yolla stok

kiltlirlerin muhafazasi saglandi.



52

Siispansiyon Kkiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in gerekli olan kallus dokularimi elde
etmek amaciyla, aksenik kok ve yapraklardan olusan en yiiksek kallus yiizdesi
hem kok (%80) hem de yaprak (%84) eksplantlari i¢in 1 mg/l Kin ve 1 mg/1 2,4-
D ile destekli MS besi ortamindan elde edildi. Kallus kiiltiirlerinin
stirdiiriilebilirliginde 6nem arzeden kalluslarin tekstiirli géz 6niine alindiginda, 1
mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D ile destekli MS besi ortamdan elde edilen sar1 renkli,
yumusak ve dagilgan tekstiire sahip kalluslar bir sonraki agama olan siispansiyon
kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in kullanildi.

Sakiz (P. lentiscus L.) bitkisine ait aksenik juvenil kallus kiiltiirlerinden
slispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in in vitro ortamda, kolay pargalanan-
sarimsi renk ozelliklerine sahip kok ve yaprak orjinli ve yas agirliklar: yaklasik
0.5 g olan kallus pargalar1 kullanilarak baslatildu.

Juvenil kok ve yaprak orjinli kallus kiiltiirlerinden elde edilen siispansiyonlarin
kiiltiir kosullarinin optimizasyon ¢alismalari kapsaminda, bazi g¢evresel ve
kimyasal faktorlerin (BBD, 151k, sicaklik, pH, calkalama hizi, karbon kaynagi)
etkileri arastirildigi asamada ise siispansiyon kiiltiirleri, kallus olusturulmasi
caligmalarinda hem kok hem de yaprak eksplantlarinda en iyi kallus olusumunu
saglayan kok orjinli kalluslar i¢in en yikksek PHH (36.66+3.33), taze
(23.33£2.02) ve kuru agirlik (7.00+0.60) degerlerinin 1 mg/L 2,4-D ile 1 mg/L
BAP kullanilan ortamdan elde edildigi tespit edildi. Yaprak kalluslarindan
olusturulan siispansiyon kiiltiirleri i¢in ise en yiiksek PHH (33.30+1.66), taze
(28.33£3.17) ve kuru agirlik (8.50+0.95) degerleri 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP
kullanilan ortamdan elde edildi. Test edilen farkli BBD kombinasyonlar
arasindaki en etkili ortamin, PHH, taze ve kuru agirlik degerleri agisindan 1 mg/1
BAP ve 1 mg/l 2,4-D ile desteklenen MS besi ortami oldugu tespit edilmesine
ragmen Kkiiltiirlerin siirdiiriilebilirligi ve somaklonal varyasyonlarin
olusumuna sebebiyet vermemek adina optimizasyon caligmalarina test edilen
parametreler bakimindan aralarinda istatistikel olarak fark bulunmayan 1 mg/I
KIN ve 1 mg/l 2,4-D BBD kombinasyonu ile devam edildi.

Stispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonuna farkli sicaklik uygulamalariin etkisi
de ayrica arastirildig1 deneyde, kiiltiirden 28 giin sonra gelisen juvenil kok orjinli
slispansiyon kiiltiirlerinde en yiiksek pHH (68.75+6.25), taze (21.50+0.64) ve
kuru agirlik (6.67+0.15) degerleri 25 °C’de gelisen kiiltiirlerden elde edildi.
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Ayni sekilde juvenil yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinde ise en yiiksek pHH
(54.00£3.67), taze (17.50+£0.90) ve kuru agirlik (5.25+0.26) degerleri yine
benzer sekilde 25 °C’de gelisen kiiltiirlerden elde edildi. (Cizelge 4.6., Cizelge
4.7.).

Juvenil kok ve yapraklara ait siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi tizerine farkli
calkalama hizlarinin etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneyde ise, juvenil
kok orjinli siispansiyon kiiltiirlerinde en yiksek PHH (90.00+£5.77), taze
(21.66+0.33) ve kuru agirlik (6.60+0.1) degerleri 95 rpm’de ¢alkalanan
kiiltirlerden elde edildi. Yaprak eksplantlarindan baglatilan siispansiyon
kiiltiirlerinde ise en yiikksek PHH (86.66+6.66), taze (22.66+0.33) ve kuru agirlik
(6.80+0.10) degerleri, 95 rpm ¢alkalama hizinda gelisen kiiltiirlerden elde edildi.
(Cizelge 4.8., Cizelge 4.9.).

Pistacia lentiscus L.’un juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin
geligimi iizerine 15181n etkisini test etmek amaciyla yapilan, karanlik ve aydinlik
uygulamalarinda ise, aydinlik ortamda gelisen kiiltiirlerin PHH (52.50+2.50),
taze (15.00+0.70) ve kuru agirlik (4.00+0.25 a) degerleri bakimindan karanlik
ortamda gelisen kiiltiirlere oranla daha yiiksek degerler gosterdigi tespit edildi.
Ayni sekilde yaprak kalluslarindan elde edilen siispansiyon kiiltiirlerinin
gelisimleri incelendiginde de yine aydinlik ortamda gelisen kiiltiirlerin karanlik
ortamda gelisen silispansiyon kiiltiirlerine gore daha yiiksek PHH (58.75£5.15),
taze (23.25+2.17) ve kuru agirlik (5.70+0.60) degerlerine sahip oldugu gozlendi
Bu sonuglar da aydinlik ortam sartlarinin Pistacia lentiscus L.’un siispansiyon
kiiltiirlerinin  gelisimi lizerinde daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
(Cizelge 4.10., Cizelge 4.11.).

Pistacia lentiscus L.’un juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon kiiltiirlerinin
gelisimi tizerine besi ortaminin hidrojen iyon konsantrasyonunun etkisini test
edildigi deneyde, her iki eksplant tipi i¢in de hiicrelerin gelisimleri agisindan en
iyi pH derecesinin PHH bakimindan pH 4.5; yas agirlik bakimmdan pH 7; kuru
agirlik bakimindan ise pH 5 oldugu tespit edildi (Cizelge 4.12., Cizelge 4.13).
Hiicre Kkiiltiirlerinin optimizasyonu c¢alismalarinda, kok orjinli silispansiyon
kiiltiirlerinin ~ gelisiminde, karbonhidrat kaynagi olarak 30 g/l glukoz
konsantrasyonunun hiicrelerin PHH (0.50+0.04) bakimindan, 15 g/l sukroz
konsantrasyonunun ise yas agirlik (0.86+0.01) ve kuru agirlik (0.11+0.01)
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bakimindan en iyi sonuglar1 verdigi tespit edildi. Bunun yanisira yaprak orjinli
stispansiyon kiiltiirlerinin gelisiminde ise 50 g/l glukoz konsantrasyonu ile
desteklenen hiicrelerin PHH (0.24+0.04) ve yas agirlik (0.160+0.01) bakimindan
en iyi sonug verdigi tespit edildi. (Cizelge 4.14., Cizelge 4.15.).

e Juvenil kok ve yaprak orjinli siispansiyon hatlarina ait PHH, taze ve kuru agirlik
verileri iizerine olusturulan biiylime egrileri degerlendirildiginde 28 giinliik
kiiltiir periyodu sonunda hiicre artist duragan hale gelmis olup, kiiltiir
baslangicindan 4 ila 7 giin arasinda hiicre artisinin maksimum hizla yiikseldigi
tespit edildi. (Sekil 4.7.).

e Sonug olarak biiyiime egrilerine ait sonuglar dogrultusunda, hem kék hem de
yaprak orjinli siispansiyon hatlarinda hiicre artisinin maksimum oldugu 4. giin
elisitasyon zamani olarak goze carptigi belirlenmis ve yukarida maddeler
halinde agiklandig1 tizere tam optimize edilmis bir hiicre siispansiyon kiiltiirii

protokolil tanimlanmistir. (Sekil 4.7.).

5.2. Oneriler

Tiirkiye’nin ilag ithalatt 2000 — 2011 doneminde 1 Milyar ABD dolarindan 4,7
Milyar ABD dolarina yiikselmistir. Tirkiye'de 2013 yilinin Ocak-Kasim ddneminde,
giinliik recete fatura islem tutarinin ortalama 40,4 milyon lira oldugu rapor edilmistir
(Ananim, 2014). Bu harcama orani igerisinde kanserle ilgili tedavi maliyeti diger
giderlere gore oldukga biiyilik bir oran1 tutmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan ilag
harcamalar1 bakimindan, Kanser ilaglarina ayrilan para, AB iilkelerinde kisi basina
diisen saglik harcamalarinin yiizde 13'linii olusturmakta ve bu yaklasik 7,3 milyar
avroya karsilik gelmektedir. Kematerapdtik ilaglar referans alindiginda ise kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar tiim ilag maliyetlerinin yilizde 4,2'sini olusturmaktadir.
Kanser tedavilerinin dogrudan maliyeti géz oniinde bulunduruldugunda ise ila¢ maliyeti
toplam maliyetin yiizde 12'sidir. Bu oran Norveg, Ingiltere, Danimarka, Kanada ve
Isvigre'de yiizde 5-9, Isveg, Almanya, Avusturya, Belgika, Finlandiya'da yiizde 9-14,
Japonya, ABD, Ispanya ve Fransa'da yiizde 14-20 arasinda degismekte, Cek
Cumhuriyeti, Macaristan ve Polonya'da ise ylizde 20'den fazla ¢ikmaktadir." Ancak,
kanser ilac sektoriinde iilkemiz ¢ok biiyiik dlciide disa bagimli bir durumdadir ve Ilag
tiretiminde kullanilan ham maddelerin yaklasik %80’1 ithalat ile saglanmaktadir. Ayrica

ileri teknoloji gerektirdigi i¢in {iretimi belirli merkezlerde gerceklestirilen ilag ve ilag
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hammaddeleri diger iilkelerden ithal edilmektedir (Tubitak, 114Z842 Nolu Proje Oneri
Formu, 2015).

Bitki biyoteknolojisi yontemleri, sadece biyolojik olarak aktif olan ve antikanser
Ozellik gosteren sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in degil, ayn1 zamanda bu 6nemli
fitokimyasallarin miktarlarini arttirmak i¢in de yeni firsatlar sunmaktadir.

Tez konumuz ozellikle saglik alaninda yerel kaynaklardan biyoteknolojik
yontemlerle farmasotik sanayiye hammadde temini ve artirimi yoniinde yapilacak olan
biyoteknolojik c¢alismalara temel olusturmasi potansiyelinden dolay1 ve ilk defa hiicre
ve siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilacak olmasi bakimindan 6nem arzetmektedir.
Metabolit biyosentezini, birikimini ve biyoteknolojik tiretimin miktarini arttirmak igin
giiniimiize degin farkli metodolojiler kullanarak bir¢ok girisimde bulunulmustur.
Alternatif bir yaklasim ise, ilgili metabolik yollarin anlagilmasini saglamaktir. Bitki
hiicresinde sekonder metabolit tiretimini arttirirken, sekonder metabolitlerin {iretiminde
rol alan genler, proteinler ve bu proteinlerin diizenleyici islevlerinin ve rollerinin
karakterizasyonu da dahil olmak {izere metabolik siireci acgiklifa kavusturmak
onemlidir. Hedef iirlinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu da metabolik miihendislik i¢in diger
onemli bir hedef olabilir. Biitiin bu biyosentetik yollar agiklandiktan sonra, metabolik
miihendislik yoluyla manipiilasyon daha dogru ve yararli bir yaklasim olacaktir.
Sekonder metabolit yolaklarmin modifikasyonu da dahil olmak iizere transkriptomik,
proteomik ve metabolomik gibi miihendislik tekniklerinin uygulanmasi, endiistriyel
Olgekte ekonomik olarak Onem arz eden ikincil metabolitlerin {iretilmesi igin
biyoteknolojik siireclerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, yukarida degindigimiz ileri diizey miihendislik c¢aligmalarina
temel teskil edecek calismamiz Pistacia cinsine ait diger tiirler ve tibbi 6neme sahip

bitkiler i¢in bir model olusturacaktir.
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