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OZET

BAZI AROMATIK BIiTKiLERDEN ELDE EDIiLEN UCUCU YAGLARIN
BiYOHERBISIT POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Birsen CAKMAK
Danisman: Yrd. Do¢. Dr. Sedat BOZARI
2017, 93 sayfa

Lamiaceae familyasinin {iiyelerinin ¢ogu endemik olup, tibbi ve aromatik
ozelliklere sahip olduklari bilinmektedir. Aromatik Gzelliklerinden dolayr birgok alanda
kullanilan bu familyanin {iyelerinin son zamanlarda biyopestisit Ozellikleri tizerinde
durulmaktadir. Bu c¢alismada, s6z konusu familyaya ait Satureja hortensis, Melissa
officinalis ve Ocimum basilicum tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin biyopestisit
potansiyelleri belirlenmeye ¢alisildi. Elde edilen ugucu yaglarn Hordeum vulgare L.,
Triticum aestivum ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin ¢imlenme oranlarina etkileri,
total genom tizerine neden olduklart degisimleri ve protein profillerine etkileri arastirildi.
RAPD-PCR teknigi ile genomik degisiklikler 6l¢iiliirken SDS-PAGE yontemi ile protein

profilleri belirlendi.

Satureja hortensis ugucu yaglarinin uygulandigi Hordeum vulgare tohumlarinin
0,132 pl/ml dozunda GTS oran1 % 46,16 olarak Olgiiliirken ayni yaglarin Amaranthus
retroflexus tohumlarinin protein profilini %75 oraninda degistirdigi gozlendi. Melisa
offisinalis’in uygulandigr Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus
retroflexus L. tohumlarinda ise 0,264 ul/ml dozunda ¢imlenme oranlarinda optimum
inhibisyon tesbit edildi. En disiik GTS oran1 Amaranthus retroflexus L. tohumlarinda
%14,82 olarak belirlendi. Ocimum basilicum esansiyal yaglarmin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlariin kontrol 6rneklerinde bant sayisi 84 olarak belirlenirken bu sayi
Amaranthus retroflexus L. tohumlarinda 42 olarak belirlendi. En diisik GTS orani ile
(%33,34) protein profillerindeki en yiiksek polimorfizm oran1 (%125) Amaranthus

retroflexus L. tohumlarinin 0,264 pl/ml dozunda gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Biyoherbisit, Satureja hortensis, Melisa offisinalis, Osimum
basilicum, RAPD-PCR, GTS, SDS-PAGE.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE BIOHERBICIDE POTENTIAL OF
ESSENTIAL OILS OBTAINED FROM SOME AROMATIC PLANTS

Birsen CAKMAK
Supervisor: Yrd. Dog¢. Dr. Sedat BOZARI
2017, Page: 93

It is known that, many species of the Lamiaceae family are endemic and also have
medical and aromatic properties. Recently, these aromatic species using in several areas
have been researched for their biopesticidal potential. In the present study, biopesticidal
potential of the essential oils obtained from Satureja hortensis, Melissa officinalis and
Ocimum basilicum were determined. The essential oils were applied to Hordeum vulgare
L., Triticum aestivum and Amaranthus retroflexus seedlings and seed germination ratio,
alteration of total genomic DNA and total protein changes of them were examined. While
genomic alterations were determined with RAPD-PCR, the total protein profiles were
revealed with SDS-PAGE technique.

It was observed that, the essential oils of Satureja hortensis have change the GTS
value of Hordeum vulgare as 46,16 % and the protein profile of Amaranthus retroflexus as
75% at 0,132 pl/ml dose of oils. The optimum inhibition rate of the seed germination of the
Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. and Amaranthus retroflexus L. was observed at the
0,264 ul/ml dose of the applied Melisa offisinalis oils. The lowest GTS value was found as
14.82% in Amaranthus retroflexus L. seedlings. The number of the bands of Triticum
aestivum was 84 at the control and the Amaranthus retroflexus L. were 42 with the
applying of the Ocimum basilicum oils. The highest rate of polymorphism (125%) in
protein profiles and the lowest GTS ratio (33.34%) was observed at 0,264 uL / mL of

Amaranthus retroflexus L. seeds treated with Ocimum basilicum oils.

Keywords: Bioherbicide, Satureja hortensis, Melisa offisinalis, Osimum basilicum,
RAPD-PCR, GTS, SDS-PAGE.



CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.1: Kullanilan CINAZIAT ..........cccoiiiiieie i 16
Cizelge 2.2: Calismada Kullanilan Kimyasallar ............ccccocceiieiiiiiiciccese e 17
Cizelge 2.3: RAPD-PCR’da kullanilan primerler ve DNA sekans bilgileri............cc.ccoovvrvennn. 23
Cizelge 3.1: GC-MS yontemiyle Satureja hortensis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin
ICEITK ANALIZIETT .veeiuvieivie ettt ettt s et e e st re e s be e e s abe e et e e e bre e sabeeesaees 31
Cizelge 3.2: GC-MS yontemiyle Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu
yaglarin igerik analiZICri. .......ccooueiiiiiiiiiiii e 32
Cizelge 3.3: GC-MS yontemiyle Ocimum basilicum L. bitkisinden elde edilen ugucu
yaglarin igerik analiZICri. .......ccccueuiiiiiiiiiieie s 33

Cizelge 3.4: Satureja hortensis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandig: Triticum
aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus L. tohumlarinin kok
ve gOvde UZUNIUKIATT .....oc.oiiiii s 35
Cizelge 3.5: Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandig
Triticum aestivum, Hordeum wvulgare L. ve Amaranthus retroflexus L.
tohumlariin kdk ve gdvde uzunluklart..........cocoooviiieiiiiiee, 37
Cizelge 3.6: Ocimum basilicum L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi
Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus L.

tohumlarmin kdk ve gdvde uzunluklart..........c.ccoooviiiiiiiiiiiie, 39
Cizelge 3.7: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarinin RAPD Profilleri ... 42
Cizelge 3.8: S. hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigr Hordeum vulgare L.
tohumlarinin RAPD Profilleri..........ccooiiiiiiiiii e 43
Cizelge 3.9: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarinin RAPD profilleri.........cccooiiiiiiiiiccce 44
Cizelge 3.10: M. officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandig: Triticum aestivum,
tohumlarinin RAPD Profilleri..........ccoooiiiiiiiii e 45
Cizelge 3.11: M. officinalis 'ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare
L. tohumlarinin RAPD profilleri.........cccocoviiiiiici e 46
Cizelge 3.12: M. officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarinin RAPD profilleri...........cccoiiiiiiiiiccce 48
Cizelge 3.13: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarinin RAPD profilleri ..., 50
Cizelge 3.14: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigt Hordeum
vulgare L. tohumlarinin RAPD profilleri..........cccoooiiiiiiiiiiiecee 52
Cizelge 3.15: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarinin RAPD profilleri........c.cccoveviiiiiiiicei e, 55
Cizelge 3.16: Satureja hortensis ugucu Yyaglarmin Hordeum vulgare L. tohumlarina
uygulandigt SDS-PAGE Profilleri..........ccccovoiiiiiiiiiiicccscesc 57
Cizelge 3.17: Satureja hortensis ugucu Yyaglarinin Triticum aestivum tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri..........ccoooiiiiiiiiiiiceeeeees 58
Cizelge 3.18: Satureja hortensis ugucu yaglarinin Amaranthus retroflexus L. tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri..........ccooviiiiiiicceeeeee 58
Cizelge 3.19: Melissa officinalis L. ugucu yaglarinin Hordeum vulgare L.tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri..........ccocviiiiiiinii e 59
Cizelge 3.20: Melissa officinalis L. ugucu yaglarmin Triticum aestivum tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri..........ccoooiiiiiiinicee e 60

Vi



Cizelge 3.21: Melissa officinalis L. ugucu yaglarmin Amaranthus retroflexus L.

tohumlarina uygulandigi SDS-PAGE profilleri .........ccooeveiiiiiniiiiccc 62
Cizelge 3.22: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarmin Hordeum vulgare L.tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri.........cccoviviiiiiiiiieesse e 64
Cizelge 3.23: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarmi Triticum aestivum tohumlarina
uygulandigi SDS-PAGE Profilleri..........ccooiiiiiiiicccs e 64
Cizelge 3.24: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarimin Amaranthus retroflexus L.
tohumlarina uygulandigi SDS-PAGE profilleri .........cccooevviviiininiieneiec 65

vii



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1: Kullanilan bitkiler ( A: Ocimum basilicum L., B: Satureja hortensis ve C:

Melissa officinalis L.
wikipedia’dan)...........oiiiiii 10
Sekil 1.2: Esansiyal yaglarda bulunan bazi major bilesiklerin yapisi (UPL 3; UPL 4,
7 T
12

Sekil 3.1: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum
tohumlart Uzerine etkileri.........ocoiiiiiiiiieiiei e
Sekil 3.2: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare
L.tohumlart GZerine etKileTi ..........coiviiiiiiiiieiie i
Sekil 3.3 : Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Amaranthus
retroflexus tohumlari Gzerine etKileri.......coovvviiiiiiiie i
Sekil 3.4: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum
tohumlart UZerine tKIlETT.........civueiiueiiiiiieieeiie e
Sekil 3.5: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare
L.tohumlart Gzerine etKIlErT .....vivviveieeiieiese ettt
Sekil 3.6: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Amaranthus
retroflexus tohumlari Gzerine etKileri.........ouiviiiieriine i
Sekil 3.7: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum
tohumlart UZerine etKIleri........ovviviieiiiiee e
Sekil 3.8: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlart Uzerine tileri...........coiiuiiiiiiiiiiici e
Sekil 3. 9: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-1 primerine karsi
gosterdigi amplifikasyon iirlinleri (P=Primer, A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. Doz,
[ B 0. SRS
Sekil 3.10: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarindan izole edilen DNA Orneklerinin P-1, P-2, P-3, P-4, P-5
ve P-6 primerlerine karsi gosterdigi amplifikasyon iirlinleri (P=Primer, A=
1.D0z, B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. DOZ)......cccieitaieieiiaiesiesae e e sie e sneenee e
Sekil 3.11: Satureja hortensis 'ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarindan izole edilen dna orneklerinin P-1, P-2 ve P-3
primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, A= 1.Doz,
B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. DOZ)......ceceierteieiiieeiiieseeste e see e ie e
Sekil 3.12: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarindan izole edilen DNA o6rneklerinin P-1 primerlerine karsi
gosterdigi amplifikasyon iirlinleri (P=Primer, A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. Doz,
[ B 0. SRS
Sekil 3.13: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1, P-2, P-3, P-4,
P-5 ve P-6 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon iriinleri (P=Primer,
A=1.D0z, B=2. D0z, C=3. D0OZ, D=4. DOZ) ....eeeoeiititeeese e
Sekil 3.14: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarindan izole edilen DNA o&rneklerinin P-7 ve P-8
primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, A= 1.Doz,
B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. DOZ)......ceeterteteee ettt

viii



Sekil 3.15:

Sekil 3.16:

Sekil 3.17:

Sekil 3.18:

Sekil 3.19:

Sekil 3.20:

Sekil 3.21:

Sekil 3.22:

Sekil 3.23:

Sekil 3.24:

Sekil 3.25:

Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P 13, P-12, P-14, P-
15, P-16, P-17 primerlere kars1 gosterdigi amplifikasyon {irtinleri (P=Primer) .....
Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-18 ve P-19
primerlere kars1 gosterdigi amplifikasyon iirtinleri (P=Primer) ...........cccccoevvnennn.
Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-1, P-2, P-3, P-9,
P10, P-4 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon tiriinleri (P=Primer, A=
1.Doz, B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. D0OZ) ......cccvsotririiiriieieieiee st
Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarindan izole edilen DNA &rneklerinin P-11, P-8
primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, A= 1.Doz,
B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. DOZ)......ccoeiectiiieie ettt
Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-1, P-2, P-3, P-9,
P10, P-4primerlerine karsi gosterdigi amplifikasyon firiinleri (P=Primer, A=
1.D0z, B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. D0Z) ....c.ccovviveriiiiieie s
Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-11 ve P-8
primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon {irtinleri (P=Primer, A= 1.Doz,
B=2. D0z, C=3. D0Z, D=4. DOZ).......cccestitririititisienieniesieie s
Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. ve Triticum aestivum tohumlarindan izole edilen protein drnekleri
K1 ile baglayan Hordeum vulgare L. dozlar1 ( K1= Kontrol A= 1.Doz, B=2.
Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile baslayan ise Triticum aestivum,. dozlar1 (
K2= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. D0z, D=4. D0Z).......c..cceevevvvrrererrerrenn.
Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L. tohumlarindan izole edilen protein ornekleri K3 ile baslayan
Hordeum vulgare L. dozlar1 ( K3= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. Doz,
D I 07 SRRSO
Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi arpa ve
bugday tohumlarindan elde edilen protein 6rnekleri K1 ile baglayan arpanin
dozlar1 ( K1= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile
baslayan ise bugdayin dozlar1 ( K2= Kontrol A= 1.Doz, B= 2. Doz, C= 3.
Do 20 S D 1o ) [
Melissa officinalis den elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus
retroflexus L . tohumlarindan elde edilen protein 6rnekleri K3 ile baslayan
Amaranthus retroflexus L dozlar1 ( K3= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3.
Do 20 S D 1o 4 [
Ocimum basilicum’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi arpa ve
bugday tohumlarindan elde edilen protein ornekleri K1 ile baglayan arpanin
dozlar1 ( K1= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile
baslayan ise bugdayin dozlar1 ( K2= Kontrol A= 1.Doz, B= 2. Doz, C= 3.
Doy 20 S D 1o .4 [

Sekil 3.26: Ocimum basilicum’ dan elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus

retroflexus L. tohumlarindan elde edilen protein ornekleri K3 ile baslayan
Amaranthus retroflexus L .dozlar1 ( K3= Kontrol A= 1.Doz, B=2. Doz, C=3.
Do 20 B S D 1o 4 [ SR
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1. GIRIS

Atmosferde canli ve cansiz tiim varliklar birbirleri ile iliski igerisindedir.
Yeryiiziinde canli varliklarin tiimii biyosfer tabakasinin iizerinde yasamaktadir. Bu
biokiitlenin ¢cogunlugunu f{ireticiler yani yesil bitkiler olusturmaktadir. Bitkiler, farkli
amaglarla kullanilmakta olup ¢ogunlukla besin kaynagi ya da gesitli canlilar i¢in barinak
olarak kullanilmaktadir (Bozar1, 2012). Insanoglunun var olusundan beri kullanilan
bitkilerin diger bir kullanim alani ise tedavi amagli olup bu canlilardan Ozellikle
alternatif tipta basarili sonuglar elde edilmistir (Yildirim, 2014). Tasidiklar1 farkl
metabolitler ve bu metabolitlerin aktivitelerinden dolayr tibbi ve aromatik bitkiler
binlerce yildir kullanilmaktadir ve Onemleri her gecen giin artmaktadir. Bu
metabolitlerin giinimiizde tipta, eczacilikta, kozmetikte, parfumeride, bitkisel yag, boya,
pestisit ve insektisit elde edilmesi (Oskay, 2009) gibi bir¢cok alanda da kullanildig
bilinmektedir.

Bitkiler, diger bircok canlinin aksine hareket etme 6zelligine sahip degillerdir.
Hareket edemediklerinden dolayr farkli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir.
Diken, kiitikiil, yakic1 tiiyler ve sekonder metabolitler gibi yapilar, eksternal ajanlara
kars1 bitkilerin temel savunma elemanlaridir (Mammadov, 2014). Bunlardan sekonder
metabolitler, bitkinin savunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Salgilanan metabolitlerin
bir kismi, 6zellikle kokularindan dolayr ¢evredeki cesitli boceklerin ilgisini ¢ekerek

tozlagsmay1 da kolaylastirmaktadir.

Sekonder  metabolitler,  bitkilerde = 6nemli  fonksiyonlara  sahiptir.
Mikroorganizmalara karst savunma, kuraklik, tuzluluk ve ultraviyole 1sinlar1 gibi
cevresel etkilere karsi metabolitler, direncliligi saglamaktadir (Mammadova, 2014).
Alkaloitler, terpenler ve fenolik bilesikler bu metabolitlerin  baslicalarini
olusturmaktadir. Azot bakimindan zengin bu bilesikler bitkide depo edilip gerek
bitkinin azot ihtiyacin1 karsilamakta gerek savunma mekanizmasinda kullanilmaktadir
(Bozar1, 2012). Bu metabolitlerden ucucu yaglar; bitkilerin ¢igcek, tohum ve yaprak gibi
kisimlarinda bulunup cesitli yontemlerle elde edilmektedir. Elde edilen bu bilesenlerin
antibakteriyal (Cerit, 2008) 0&zellikten, antioksidan (Alan, 2016) etkiye, allelopatik
etkiden (Karaalt, 2004; Erbas, 2011), antiinflamatuvar (Ozbek, 2007), antimutajenik
(Erdogan 2014) etkiye kadar bir¢cok organizma iizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Bakkali vd., 2008).



Besin ihtiyacimizin biiyiik bir kismini olusturan ve tarimda kullanilan kiiltiir
bitkilerinden arpa, bugday, celtik, soya, pamuk vb. bitkileri yabani otlar, pradetér ve
hastaliklar etkilemektedir (Uysal, 2012). Bu durum birim alandan elde edilecek hasat
miktarin1 ve dolayisiyla {ireticiyi olumsuz etkilemektedir. Bundan dolayi iireticiler daha
fazla verim elde etmek amaciyla pestisitlere yonelmektedir. Kullanmakta oldugumuz bu
kimyasallar agir metal igermektedir. Icerdikleri maddeler dogada, yeralti sularinda,
toprakta, havada ve yiyeceklerde birikmektedir. Bu durum doganin dengesinde
aksakliklara ve hasarlara neden olmaktadir. Ornegin; Girislioglu (2010)'nun gebe
sicanlar tizerinde yaptig1 arastirmada glifosat herbisitinin etkileri arastirilmis ve bu
kimyasallarin canlilarin karaciger ve bobreklerinde hasara neden oldugu, dokularda
birikimlere ve doza bagli olarak oliimlere neden oldugu tespit edilmistir. Bazi
pestisitlerin kanserojen oldugu ve sinir sistemi tizerine etkileri fark edildiginde Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan pestisit kullanimi kontrol altina almmustir (Altikat,
2009). Pestisitlerin neden oldugu kalict hasarlardan dolayi, dogal bilesenlerin 6nemi
artmistir. Ornegin gelismis iilkelerde organik tarima ragbet artmistir. Organik tarimda
amag, insan ve g¢evre saglig1 tlizerine olan zarari en aza indirmek ve insan sagligina

zararli olan pestisitlerin kullanimini1 engellemektir.

Bitki sekonder metabolitleri sentetik kimyasallar gibi organizmada birikmez
metabolik yollarla kolaylikla yikilabilir 6zellige sahiptir. Bu 06zelliklerinden dolay1
sentetik kimyasallar yerine kullanimlar1 giindemdedir. Bitkilerden elde edilen farkl
ekstrelerin ve ugucu yaglarin yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olduklar: bilinmektedir.
Bu bilesenlerin antiviral (Allahverdiyev vd., 2004), insektisidal (Pavela, 2005),
larvasidal (Koliopoulos vd., 2010) oldugu ve oksidatif mutajeniteyi engelledikleri
(Ramos vd., 2003) tespit edilmistir. Basta Lamiaceae familyasi olmak tizere birgok bitki

familyasi bu bilesenlere sahiptir.

Lamiaceae familyasi Diinya’da yaklagik 3200 tir ve 200 cins ile yayilis
gostermektedir (Bozari, 2017). Tiirkiye’de 45 cinsi, 574 tiire sahip olan 3 biiyiik
ailedendir. Tirlerin 256’s1 endemiktir (Kahraman, 2010; Biiytikkartal, 2011). Familya
tiyeleri genelde Akdeniz iklimi ve tropik iklimde yayilim gosterirler. Bu familyadaki
Salvia, Origanum, Ocimum, Menta, Satuteja, Nepeta, Lavandula, Melisa, Calamintha,

2



Sideritis ve Ajuga gibi cinsler biyolojik aktiviteye sahip ugucu yaglar yoniinden zengin
bitkilerdir. Ornegin; Origanum ile yapilan ¢alismalarda elde edilen ucucu yaglarin in
vitro kosullarda kiiltiir ve yabani tohumlara uygulandiginda biyo-herbisidal etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Ciinelioglu, 2016). Bir baska ¢alismada Origanum’dan elde
edilen bitki bilesenlerinin cilt bakim iriinlerinde kullanimiyla anti-inflamatuar ve
antikanser aktivite gdsterdigi belirlenmistir (Han, 2017). Ote yandan Ogalan (2015)
yaptig1 ¢alismada bitki yapraklart verilerek damizlik siiliinlerin yumurta verimini ve
kalitesini olumlu yonde etkiledigini saptamigtir. Bu familya ile ilgili yapilan
calismalarda antibakteriyal, antifungal, antioksidan (Erenler, 2017) tohum
cimlenmesine, biiyiime ve gelisimine allelopatik etkilerinin oldugu belirlemistir

(Clinelioglu, 2016).

Bayram (2001) farkli lokasyonlardan topladigi Salvia fruticosa Mill. ile yaptigi
calismada ugucu yag verimini arastirmis ve bu oranlarin seleksiyona bagli olarak
degistigini belirlemistir. Ote yandan Elgin (2009) Salvia pinnata ve Salvia bracteata
cinslerinden elde edilen ugucu yag ve bitki 6ziitlerinin antioksidan 6zelliginin oldugunu
gozlemlemistir. Salvia cryptantha ve Salvia pomifera ile yapilan ¢alismada elde edilen
ucucu yag ve ekstrelerin antibakteriyal, antifungal ve antitiiberkiloz aktivite gosterdigi
saptanmigtir (Kizilkegili, 2007). Kara (2014) Salvia officinalis L ve Rosmarinus
officinalis L. eksterlerini; patates bocegi olan Leptinotarsa decemlineata Say.
miicadelesinde kullanmis patates boceklerinin 4. donem larvalarinda yliksek oranda

toksik etki gosterdigini belirlemistir.

Inang (2013) Ocimum cinsi ile yaptig1 arastirmada feslegen, lavanta, nane, limon
¢imeni, sedir ve kafur gibi bir ¢cok bitki ekstrelerinden faydalanmistir. Bu ekstrelerin
insekdisal etkisini incelemis ve ideal dozda insekdisal ajan olduklarin1 belirlemistir.
Akinmoladun vd., (2007) Ocimum gratissimum tiiriniin yapraklarindan elde ettikleri
ekstrenin iyi bir antioksidan oldugunu belirlemislerdir. Bir baska ¢alismada Ocimum
basilicum tiirtinden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Uygulamalar sonucunda antimikrobiyal, antioksidan aktivitesinin oldugu
mevsim degisikligine bagli olarak sonuglarin degistigini saptamislardir (Hussain vd.,

2008).



Brahmi vd., (2016) Menta ekstreleri ile yaptiklar1 ¢alismada, insan ve farelerin
monosiklik hiicreleri lizerinde inceleme yapmuslardir. Apoptoz ve otofaj iizerindeki
etkilerinin olumlu oldugunu saptamislardir. Kumar (2011) Menta ugucu yaglarinin
cesitli bitki zararlilarin1 larva doneminde dldiirdiigiinii, yetiskin donemlerde ise kovucu
etkisi oldugunu belirlemistir. Mentha pulegium nin antioksidan etkisinin karaciger
hasarinda histopatolojik etkileri arastirilmistir. Antioksidan etkiye sahip olan Mentha
pulegium’nin doza bagli olarak hasardan koruyabilecegi gozlemlenmistirler (Osman,
2017). Ote yandan Ali (2017) Mentha spicata’nin su eksterlerinin yiiksek dozlarda
albino farelerin karaciger doku yapisina ve fonksiyonlari tizerinde yan etkilerinin

oldugunu belirlemistir.

Caliskan (2006) Nepeta catoria ile Elaeagnus angustifolia tiirlerinden ekstre
elde ederek antioksidan ozelliklerini karsilastirmada bulunmustur. Nepeta catoria
tiirlinlin antioksidan 6zelliginin daha yiiksek oldugunu saptamistir. Bir diger ¢calismada
ise Nepeta nuda subsp. albiflora tiiriiniin esansiyel yagi bes farkli bitkiye uygulanmistir.
Bu calisma sonucunda esansiyal yagin bitkiler {izerinde iyi bir herbisidal etki gosterdigi
tespit edilmistir (Bozok vd., 2017). Kaewprom (2017) hayvanlarda solunum sendromu
ve lreme yetmezligine karst Thymus vulgaris ile Nepeta cataria ekstrelerini

uygulamigtir. Ekstrelerin antiviral etkiyi sahip oldugu belirlenmistir.

Lavandula cinsinin tiirleri ile yapilan ¢alismalarda, Topgu (2008) Lavandula
stoechas tiiriiniin ugucu yaglarini elde etmis farelere ilaglarla birlikte vererek etkilerini
gozlemlemistir. Doza bagli olarak farelerde koma, ndbet gecirme ve Olim ile
sonuglandigini belirtilmistir. Benbelaid (2012) Lavandula multifida L. tiiriniin ugucu
yagin1 gram pozitif ve gram negatif bakterilere farkli dozlarda uygulamistir.
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Canidida albicans gibi suslarda
etkili oldugunu belirlemistir. Turgut (2017) Lavandula angustifolia tiiriinden elde ettigi
ekstrenin icerik analizini HPLC ve GC-MS ile yapmustir. Bu tiirden elde edilen ugucu
yagi ise kozmetikte en sik goriilen mikroorganizmalar tizerinde antimikrobiyal aktivitesi
oldugunu belirlemistir. Sonucta kozmetik iiriinlerinde koruyucu madde olarak

kullanilabilecegini ileri stirmistiir.



Calamintha cinsi ile yapilan ¢alismalarda, Calamintha nepeta subsp. glandulosa
(REQ.) P. W. Ball tiiriiniin antibakteriyal, antifungal ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda ekstrelerin biitiin parametrelerde aktivite
gosterdigi en iyi aktivitenin ise antioksidan oldugu belirtilmistir (Karaarslan, 2010).
Dobravalskyte (2012) Calamintha grandiflora L.’ dan elde ettigi ugucu yaglart GC-MS
ile analiz etmistir. Tiirde, rosmarinic ve salvianolik C asitleri antioksidan etken madde

olarak olarak tespit edilmistir.

Ote yandan Kuria (2001) Ajuga remota ve Caesalpinia volkensii bitkilerinden
elde ettigi eksterelerin antimalaria etkilerini aragtirmistir. Sitmaya neden olan
sivrisineklerde konsantrasyona bagli olarak inhibisyona neden oldugunu saptamistir.
Nordos vd., (2017) Ajuga remota tiiriinden elde ettigi eksternin parazitlere karsi doza
bagl olarak inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmistir. Hasima (2012) Ajuga vestita
ve Ajuga xylorrhiza tiirlerinden elde ettigi eksterelerin biyolojik aktivasyonlarini
arastirmistir.  Ekstrelerin - mutajenik  ve antimutajenik etkilerini  g6zlemlemistir.
Calismada ekstrelerin mutajenik etki gostermedigini bunun aksine mutajenlere karsi

antimutajenik etki gosterdigini saptamistir.

Sideritis cinsi anti-inflamatuar, antiiilseratif, antimikrobiyal ve antioksidan gibi
birgok alanda (Burgos, 2011) kullanilmaktadir. Hernandez-Perez (2002) Sideritis
canariensis var. pannosa tiriinden farkli ekstereler elde etmistir. Bu eksterelerin
antimikrobiyal, ¢esitli hayvanlarda anti-inflamatuar ve analjezik etkilerini aragtirmistir.
Aragtirmalar sonucunda mevcut bakterilere etki etmedigini fakat iyi bir anti-inflamatuar
ve analjezik etki gosterdigini gozlemistir. Ayrica, Sideritis foetens tiiriiniin ozt
iltihapli siganlara belli dozlarda verilmistir ve sicanlarda anti-inflamatuar aktivite

gosterdigini gézlemistir (Navarro, 2001).

Lamiaceae familyasina ait birgok tiirlin yliksek oranda biyolojik aktivite
gosterdigi bilinmektedir. Bu tezde de séz konusu familyaya ait Melissa officinalis L.,
Satureja hortensis ve Ocimum basilicum L.’den elde edilen ugucu yaglarin biyoherbisit
olarak kullanilabilme potansiyelleri arastirilmistir. Elde edilen ucucu yaglarin

cimlendirilen Triticum aestivum, Hordeum vulgare L.ve Amaranthus retroflexus



tohumlart iizerine muhtemel genotoksik etkileri ile ¢cimlenme oranlarindaki degisimler
incelenmistir. Ayrica u¢ucu yaglarin aym tiirlerin fenotiplerine etkilerini belirlemek i¢in
uygulama orneklerinin protein profilleri belirlenmistir. Bu baglamda ¢alismada
genomik stabilite RAPD teknigi ile biyokimyasal farkliliklar ise SDS-PAGE analizi
vapilarak elde edilmistir.

1.1. Lamiaceae (Labiate) Familyasi

Bu familya ilk kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda Labiatea olarak
isimlendirilmis olup tek yillik otsu veya odunsu yapilar1 vardir. Lamiaceae familyasi
aynt zamanda ballibabagiller ve dudaklilar olarak da bilinir. Lamiaceae familyasi
Tiirkiye’nin en zengin {i¢ bitki familyasindan biridir (Kahraman, 2009; Koyuncu, 2010;
Cuhaoglu, 2011; Bozari, 2012). Bu familya hemen hemen her iklimde ve yiikseltide
yetismektedir. Lamiaceae familyast monoterpen, diterpen ve sesquiterpenler acisindan
zengin aromatik metabolitler tasiyan bir familyadir (Bozari vd., 2013). Bitkilerin
yapraklarinda ugucu yag salgilayan salgi keseleri vardir. Bundan dolay1 cevreye hos
koku yaymakla beraber kendilerini zararli predadorlere karsida savunmus olurlar.
Kokularinin cezb edici olmasi nedeniyle bu bitkilerin esansiyel yaglar1 parfiim, sabun
ve deterjan sanayisinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda alternatif tipta, eczacilikta ve
tipta kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasindaki bitkilerin bazilar1 ¢ay, baharat ve sos

olarak da tiiketilmektedir.

Lamiaceae familyasinin sistematigi asagidaki gibidir.

Alem : Plantae

Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Altsinif : Asteridae

Takim : Lamiales

Familya : Lamiaceae (Labiate)



1.2. Satureja hortensis

Lamiaceae familyasinin {iyesi olan bir¢ok ilimizde bulunan yoresel olarak Sater
de denilen Satureja hortensis tek yillik, gelismis yan dallara sahip ve 30—35 cm kadar
boylanabilen bir bitkidir (Katar vd., 2011). Bodur, ¢alimsi ve yanlara dogru yayilmis
sekildedir. Daha ¢ok taslik, bozkir ve yamag yerlerde yetisir. Cigekleri kii¢iik olup mor,
beyaz ve pembe renktedir (Ding, 2014). Tiiyli kii¢iik yaprakli ve hos kokuludur.
Ulkemizde Dogu Akdeniz, Giiney Anadolu, Orta Anadolu ve Kuzey Anadolu’da yayilis
gostermektedir (Cakmak, 2012). Temmuz sonunda baglayan ¢igeklenme eyliil sonuna
kadar devam etmektedir. Halk arasinda ‘kekik’ ‘geyik otu’ ‘zarten’ ‘amik’ olarak da
bilinir.

Satureja hortensis bitkisinden elde edilen droglar gaz soktiiriicii, terletici, istah
acict, idrar artirici, uyarici ve cinsel giicii artirict 6zelliklere sahiptir (Katar vd., 2011).
Tiirin ayn1 zamanda antimikrobiyal (Giilliice vd., 2003; Sahin vd., 2003),
antiinflamatuar (Hajhashemi vd., 2002) ve antifungal oldugu da bilinmektedir.

Literatiirde bu bilgileri destekleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Aslan vd., (2004) calismalarinda Tetranych usurticae Koch ve Bemisia tabaci
Genn. olarak bilinen bdceklere kargi Satureja hortensis’den elde edilen ugucu yaglarin
bu boceklere karsi biyoherbisit olarak kullanilabilecegini gostermistir. Tiirden elde
edilen ugucu yaglarin muhtemel insektisidal potansiyelinin Tribolium castaneum
tizerinde denendigi bir ¢calismada ise u¢ucu yaglarin artan dozuyla beraber vitalitenin
diistiigii tespit edilmistir (Maede vd., 2013). Tiirtin misir tohumlart Gizerine toksik etki

gosterdigi, kok ve govde gelisimini engelledigi bilinmektedir (Bozar1 2012).

Alan vd., (2016)’da yaptig1 arastirmada Satureja hortensis’in ugucu yagi, saf su,
metanol, hegzan ve kloroform ekstraktlarinin mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktiviteleri oyuk agar difizyon metodu ile degerlendirilmistir. En iyi aktivite ugucu
yagda Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923’e karsi
belirlenmistir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ferrik tiyosiyanat yontemine gore

Ol¢iilmiis bu yontemde referans antioksidan bilesikler olarak biitillenmis hidroksianisol



(BHA), butilhidroksitoluen (BHT) ve a-tokoferol kullanilmis ve BHA’da en iyi

antioksidan 6zelliginin oldugu belirlenmistir.

1.3 Melissa officinalis L.

Ulkemizde bol miktarda bulunan ogul otu olarak isimlendirilen Melissa
officinalis ¢ok senelik otsu bir bitkidir (Saglam, 2005). Akdeniz ikliminde ve yakin
iklimlerde yetismektedir. Ekonomik oneminden dolayr Almanya, Fransa, Italya,
Bulgaristan, Romanya ve Kuzey Amerika iilkelerinde tarimi yapilmaktadir (Sari,
2001). Tirkiye’de Melissa cinsinin ¢ alttiirii (ssp. officinalis, ssp. altissima ssp. ve
inodora) vardir ve bunlarin i¢inden tibbi oneme sahip olan Melissa officinalis’ tir
(Yildirim, 2014; Katar, 2008).

Queiroz vd., (2014)’nin yaptig1 c¢alismada biiyiik bir kismi sitral denilen
igerikten olusan Melissa officinalis ugucu yaglarinin malignat beyin tiimorii olan
glioblasto mamultiforme (GBM) iizerine olumlu etki gosterdigi bu hiicrelerde

apoptozisi diislirdligli vurgulanmastir.

Pereira vd., (2014) yapmis oldugu ¢alisma ile Melissa officinalis *den elde edilen
etil asetat fraksiyonlarinin Alzheimer hastaligi i¢in ¢are olabilecegi fikrini
desteklemistir. Elde edilen ekstrelerin asetil kolin inhibitorii olabilecekleri tespit

edilmistir.

Bir bagka calismada da iginde Melissa officinalis’in de bulundugu Lamiaceae
familyasina ait baz: tiirlerin igerdigi fenolik iceriklerin kuvvetli antioksidan olduklar1 ve
ayn1 zamanda toksik etkiye neden olduklar1 vurgulanmistir. Toksik olmalarinin nedeni

ise icerdikleri ugucu yag bilesimine baglanmistir (Skotti vd., 2014).

Saatchi vd., (2014)’de yaptig1i c¢alismada Melissa officinalis L., Alhagi
maurorum ve Trachyspermum copticum tiirlerinden elde edilen oziitlerle gidalarda
bulunan bazi mantar ve bakterilerin gelisiminin engellendigi ve gida iriinlerinde raf
omriinil uzatict olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Bir diger caligmada ise Melissa

officinalis 'in su ekstrelerinin alt1 farkli (Amaranthus caudatus L, Lepidium sativum L.,



Digiaria sanguinalis L., Phleum pratense L., Lactuca sativa L. ve Lolium multiflorum

Lain.) yabani ot tizerine etkili oldugu tespit edilmistir (Kato vd., 2001).

Kamdem vd., (2013) arastirmalarinda insan 16kosit hiicreleri iizerine Melissa
officinalis’den elde edilen ekstrelerin sitotoksik, genotoksik ve olasi antioksidan
etkilerini arastirmistir. Sonug olarak iyi bir antioksidan oldugu bildirilmistir. Ote yandan
Emamghoreishi ve Talebianpour (2009)’da Iran’da yaptiklar1 ¢alismada Melissa
officinalis tiiriinden elde edilen su ekstreleri ile esansiyel yaglarin imipramine denilen

antidepresan ilaca benzer antidepresif aktivite gosterdigini tespit etmistir.

Gitsopoulus vd., (2013) calismaslarinda Melissa officinalis ve Satureja hortensis
bitkilerinin Lollium rigidum L. ve Phalaris brachystachys tiirlerinin kok ve govde
biiyiimesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Ancak mevcut ¢alismada etkinin genotoksik

veya biyokimyasal olup olmadigiyla ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir.

1.4. Ocimum basilicum L.

Reyhan (Ocimum basilicum L.) tek yillik hos kokulu, kendisine has aromasi
olan ilag ve baharat sanayisinde kullanilan bitkilerdendir. Iran, Giiney Asya ve ézellikle
Hindistan kokenli olan reyhan bitkisi Akdeniz iklimi ve sicak iklime sahip yerlerde
dogal yetistigi gibi daha ¢ok Fransa, Italya ve Ispanya’da kiiltiirii yapilmaktadir. Taze
reyhan Akdeniz mutfaginda salatalarda, sebzelerde, ¢orbalarda, deniz {iriinlerinde ve et

yemeklerinde kullanilmaktadir (Ozcan vd., 2002; Ekren, 2009).

Ocimum basilicum L. bitkisinden elde edilen ugucu yag, tipta mide
rahatsizliklarinda yatistirici, idrar soktiirticii, gaz soktiiriicti, idrar yollar1 antiseptigi, agri
dindirici, balgam soktiiriicii, solucan diisiiriicii, sakinlestirici ve Oksiirlik kesici olarak
kullanilmaktadir. Ayrica agiz ve dis sikayetlerinde, ishal ve kronik dizanteride,
solunumla ilgili rahatsizliklarda ve mantar hastaliklarinda tedavi edici oldugu birgok
calismada belirtilmistir (Ozbek, 2007). Bu bitkinin burun kanamasini kesici olarak
kullanildigi, kabizlig1 6nledigi, yorgunluk ve uykusuzluga iyi geldigi, siirmenajda,
sarada, migrende, felcte, aybasi azliginda, solunum yollar1 hastaliklarinda kullanildig

belirtilmistir (Moghaddam, 2010).



Moraes vd., (2002) Ocimum selloi feslegen tiiriinde ugucu yag orani ve
bilesenlerini arastirmislardir. Cigekte ucucu yag oranimi % 0.6, yaprakta iki farkli
donemdeki ugucu yag oranint % 0.25 (Temmuz 2000) ve % 0.20 (Ocak 2001) olarak
bulmuslardir. Ugucu yagin temel bilesenleri olarak trans-anetol ve metil kavikol
kaydedilmis ve sirasiyla bu bilesenlerin oranlar1 %41.34-58.59 ve 9%25.15-29.96

arasinda degisim gosterdigini bildirilmistir.

Turan (2005)’de yaptig1 c¢aligmada Ocimum basilicum L.’den elde ettigi
ekstreden polifenoloksidazin karakterizasyonu yapmustir. Ekstrakt amonyum siilfat ile
¢oktiiriilmis, diyaliz ve Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu ile

saflastirilmistir. Elde edilen saf enzim SDS-PAGE analizi yapilarak degerlendirilmistir.

Ozkan 2004’de yaptif1 calismada, farkli reyhan (Ocimum basilicum L.)
popiilasyonlarmin veriminin ve ugucu yag oranlarimin belirlenmesini amaglamistir.
Materyal olarak 3 Fransiz 18 tane de Tiirkiye orijinli toplam 21 farkli reyhan
poplilasyonu kullanmistir. Calismasinda bitki boyu, verimi ve ugucu yag 6zelliklerini

incelemis ve reyhan bitkisinin tibbi bitkiler igerisinde yer alacagini belirtmistir.

Moghaddam (2010) yaptigi ¢alismada Ocimum basilicum L.'de bitki siklig1 ve
azotun etkisi, verim Ogeleri, esansiyal yag orani ve bilesenleri iizerine etkilerini
belirlemeyi amaglamistir. Bitki sikligi derecesi ve azot dozunun yaprak orani iizerinde
etkilerinin oldugunu belirlemistir. Yaptig1 arastirmada ugucu yag bilesenleri analiz
sonuglarint 2007-2008 yillarina gore karsilastirmistir. 2007°de ana bilesenler olarak
linalol, naftalin, 6kaliptol ve gemakren-D iken 2008’de ise linalol, J-kadinen, 6kaliptol,
a- bergamoten ve gemakren-D olarak belirlemistir. Ana bilesenlerde farkliliklarin

oldugu gozlemlenmistir.

10



Sekil 1.1: Kullanilan bitkiler ( A: Ocimum basilicum L., B: Satureja hortensis ve C: Melissa officinalis L.

wikipedia’dan)

1.5. Esansiyal Yaglar

Esansiyal yaglar, bitkilerin bol miktarda salg: tiiylerinde, i¢ dokulardaki ugucu
yag hiicrelerinde ve salg1 ceplerinde bulunur (Ceker, 2011). Giiniimiizde yaklasik 1500
civarinda esansiyel yag bilinmekte ve bunlarin da yaklasik 300 tanesinin farkli

endiistriler igin ticari onemi oldugu belirtilmektedir (Jayasena, 2013).

Ucgucu yag olarak bildigimiz esansiyel yaglar bitkinin kok, govde, yaprak,
meyve, ¢icek, tohum ve bazen bitkinin tiim organlarinda olacag: gibi belirli dokularinda
(tarcinin kabuk ve yapraginda, giiliin ¢igek kisminda) da bulunabilmektedir (Celik,
2007; Ceker, 2011). S6z konusu igerikleri elde etmek igin ise farkli yontemler
kullanilmaktadir. Hidrodistilasyon, sogukta sikma,  ¢oziicii ekstraksyonlar1 ve
stvilastirilmis gazlar ile muamele etmek bu yontemlerden bazilaridir. Ugucu yaglar oda
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sicakliginda genellikle sivi formda olup ¢ogunlukla renksiz veya acgik sar1 renklidir
(Seving, 1995; Ucar, 2015). Bitkisel droglardan elde edilen sivi ve ¢abuk kristallesen
kolayca buharlasabilen, hos kokulu, aromatik, keskin veya aci lezzetli ekstrelerdir
(Celik, 2007). Bu ikincil metabolitler bitkiler i¢in ayn1 zamanda dis ¢evreye karsi direng
saglamaktadir (Aydm, 2017). Ote yandan ugucu yaglar antifungal, antibakteriyal,
antioksidan, antipirietik ve kanser alaninda inhibitdr olarakta kullanilmaktadir (Iscan,

2015).

Esansiyal yaglar, terpenler veya benzen halkasi igeren bilesikler olarak iki ana
gruba ayrilirlar. Terpenoidler tasidiklart bes karbonlu izopiren halkasina gore gruplara
ayrilirlar. Bunlar sirasiyla, monoterpenler (C10), sesquiterpenler (C15), diterpenler
(C20), sesterpenler (Czs), triterpenoidler (C30) ve karotenoidler (C40), olarak
gruplandirilabilir (Aydin, 2017; Bozar1, 2012).

1.5.1 Monoterpenler (C1o)

Monoterpenler, iki izopren (2-metil-1,3-butadien) molekiiliinden olusur. On
karbonlu bir bilesiktir. Bitkilerde ugucu yag orani en fazla olan terpendir. Monoterpen

ti¢ alt grup altinda toplanir (Giiltepe 2013)

1. Asiklik monoterpenler grubunun alkol, ester ve aldehit grubu tasiyan oksijenli
tiirevleri vardir ve li¢ ¢ift bag icerirler.

2. Monosiklik monoterpenlerin alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit gruplari
vardir. Bu grubunda iki ¢ift bag mevcut olup oksijenli tiirevleri vardir.

3. Bisiklik monoterpenler grubunda ise, bir c¢ift bagi vardir. Alkol, ester ve
ketonlu tiirevleri vardir (Giiltepe, 2013; Umay, 2007).

1.5.2 Sesquiterpenler (Cis)

Sesquiterpenler onbes karbonlu molekiiller olup oksijenli gruplart vardir.
Terpenlerin en genis grubunu olusturmaktadir. Zincirli, tek ve ¢ift halkali olanlar vardir.
Antibakteriyal, antifungal ve insekdisal yoniiyle endiistride 6nemli bir yere sahiptir
(Bozari, 2012). Sesquiterpenlerin monosiklik, bisiklik ve trisiklik tiirevleri vardir
(Umay, 2007).
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1.5.3 Diterpenler (C2o)

Yirmi karbonlu olup dort izoprin biriminden olusur (Giiltepe, 2013). CxoH32
molekiiler formiiliine sahiptir. Insekdisal 6zelliginden dolay1 otcullarda caydirici
ozellige sahiptir. Oksijenli ve oksijensiz tiirevleri vardir. Tasidiklar iskelete gore

smiflandirma yapilir (Y1lmaz, 2011; UPL 1, 2017)

1.5.4 Sesterpenler (Cz2s)

Bu grup yirmi bes karbonludur. Cogunlukla deniz hayvanlar1 ve mantarlarda
mevcuttur (Yilmaz, 2011).
1.5.5 Triterpenoidler (Czo)

Alt1 izoprinden olusan karbon iskeletine sahip olup otuz karbonludur.
Triterpenlerin ¢ogu alkol, aldehit veya karboksilik asitten olusan siklik yapilardir
(Yilmaz, 2011). Bunda da oksijenli ve oksijensiz tiirevler vardir. Bitkiler hos koku ve

tat verir ve genelde yaprak kisminda ve mumsu tabakada bulunur (Kor, 2016).

1.5.6 Karotenoidler (Cao)

Bitki ve bazi mikroorganizmalardaki pigmenttir. Bitkilerde birgok islevi vardir.

Cao ¢oklu doymamis hidrokarbonlarin bir sinifini olusturur (URL 2, 2017 ).
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Sekil 1.2: Esansiyal yaglarda bulunan bazi major bilesiklerin yapis1 (UPL 3; UPL 4, 2017)
1.6. Allelopatik Etkilesim

Allelopati terimi ilk kez 1937°de Avusturyali botanik¢i Molisch tarafindan
kullanilmistir (Bozar1 2012; Ozkan 2014). Yunanca kokenli ‘Allelo’ ve ‘Pathos’
kelimeler etimolojik olarak ‘karsilikli act c¢ekme’ anlamindadir (Ghiyasi, 2016).
Allelopati, bitki tarafindan olusan biyokimyasal metabolitlerin baska bir bitkinin
gelisme ve yerlesmesi lizerindeki etkisidir (Topal, 1996; Terzi, 2007; Giilsoy, 2008). Bu
allelopatik etkiye sahip olan kimyasal madde bitkinin tiim dokularinda bulunur ve buna
allelokimyasal denir. Allelokimyasal maddeler, bitkiler arasinda olumlu veya olumsuz
etki gostermektetir. Allelokimyasal etki, tarim alanlarinda 6nemli etkilere sahiptir.
Clinkii bitki-bitki arasindaki iletisimde (Bozari, 2012) tohum ¢imlenmesi, bitkinin kok
gelisimini veya bitkinin ortama adapte olmasini etkiler. Ozellikle yabani ot gelisiminde

etkili sekilde kullanilmaktadir. Yetis (2016)’da yaptig1 ¢calismada yem bitkisi olan Adi
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fig (Vicia sativa L.)’in yabani ot miicadelesinde kullanildigin1 belirtmistir. Sekiz farkli
yabani ota iki farkli test bitkisine yaprak 6zsuyu ve su ekstresi uygulamis ekstrelerin
yabani tohumlar iizerinde 6nemli 6l¢iide ¢imlenmeyi 6nledigini, kok gelisimi tlizerinde
cok etkili olmadigini, fakat tohum ¢imlenme iizerinde allelopatik etkisinin oldugunu
tespit etmistir. Bir diger ¢alismada zakkum bitkisinin kok, govde, yaprak ve tomurcuk
ekstrelerinin  bugday ve fasulye tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki etkilerini
incelemistir. Ekstrelerin fasulyede ¢imlenme ve fide biiyiimesinde etkili oldugunu en
¢ok etkinin ise zakkumun tomurcuk ekstresinde oldugunu vurgulamistir. Bugdayda ise
kok gelisiminde zakkum ekstrelerinin etkili oldugunu fakat bugdaya oranla fasulyede

daha iyi sonu¢ alindigini belirtmistir (Karaaltin, 2004).

Erbas 2011°de yaptig1 arastirmada lavanta yagi ve bilesenlerinin yabani hardal
(Sinapis arvensis L. ) tohum ve fide iizerindeki etkisini arastirmistir. Lavanta ugucu
yaginda %43.65’1 linalool ve %24.58’1 linalil asetat olmak iizere toplam 18 bilesigin
etkilerini gozlemlemistir. Petri denemelerinde linalit asetat’in linaloola gore ¢imlenme
tizerinde iki kat daha fazla etkili oldugunu belirlemislerdir. Saks1 ¢alismalarinda lavanta
yagim1 kullanmig, doz arttikca cimlenmenin azaldigini gozlemlemis 4 dozda ise

¢imlenmenin olmadigini belirtmistir.

Allelopatik aktivitenin 6l¢iildiigli bir arastirmada ogulotu bitkisinin kazayagi
bitkisi iizerine etkili olugu tespit edilmistir. Bitkinin su ekstresinden elde edilen
oziitlerin ozellikle kok ve govde gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Shokrani vd.,
2013).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Lamiaceae familyasina ait Melissa officinalis tiirti Mus- Kulp yolu ¢evresinden,
Satureja hortensis Bingél ilinden ve Ocimum basilicum tiirii Mus Alparslan Universitesi
Kampiisii'nden toplanmistir. Toplanan oOrnekler golgede kurutulmustur. Kurutulan
bitkiler blender yardimi ile pargalanarak kullanilmaya hazir hale getirilmistir. Uygulama
icin Triticum aestivum (Esperia), Hordeum vulgare L. (Tarm 92) Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi’nden temin edilmistir. Amaranthus retroflexus yabani bitki tohumlari

ise Mus Alparslan Universitesi Kampiisii’nden toplanmistir.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 2.1: Kullanilan cihazlar

No Cihaz Ad1 Marka ve Model

1 Blender Warmg Commercial Blender
2 Buzdolab1 Argelik Tirkiye

3 Clavenger Boru Cam NS 1221

4 Calkalayici Orbital Model OS-200

5 Derin dondurucu Ugur UDF 7SL

6 Elektroforz sistemi Cleaver MS120410 609

7 Hassas terazi AND GR-200 Japon

8 Inkiibatér Wise Both Kore

9 Jel gortintiileme sistemi Cleaver Seri No G11-110113016
10 Kar makinasi Scotsman AF-80

11 Manyatik karistirict Wisestir MSH 20A

12 Mikrodalga firin Argelik MD564 Tiirkiye

13 Otamatik pipet Ecopipette Denmark

14 Otoklav Niive OT 40L

15 Mantolu 1s1tic Elektro mag MX110 Tiirkiye
16 pH metre Hanna HI 8314

17 Saf su cihazi Liston BO 172-0416

18 Santrifiyj Centrion Seri No 081229

19 Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu
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20 Steril kabin Mikrotest

2.1.2 Kullanilan kimyasallar

Cizelge 2.2: Calismada kullanilan kimyasallar

B-merkaptoetanol

Akrilamid

Amonyumpersulfat

Deoksiriboniikleozidtrifosfat

Glasiyal asetik asit

Hidroklorik asit

Sodyum Kloriir

RAPD primerleri

Tag DNA Polymeraz
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21 Tris-Base Vivantis

22  Tween 20 Merck
23 Glisin Merck
24 2-Propanol Merck

2.2. Metot

2.2.1. Ucucu yag eldesi

Melissa officinalis, Satureja hortensis ve Ocimum basilicum bitkileri golgede
kurutuldu. Gévde ve yapraklar blender ile toz haline getirildi. Clevenger hidrodilisyon
yonteminde tiim bitkiler 25-30 gr arasinda tartildi. Satureja hortensis ve Ocimum
basilicum 3 saat kaynatilirken Melissa officinalis kaynama noktasini arttirmak igin 15-
20 gr arasinda sodyum Kkloriir ilave edilerek 5 saat kaynatildi. Satureja hortensis ve
Ocimum basilicum i¢in 0-0,08ml arasinda ugucu yag elde edilirken Melissa
officinalis 'in tek kaynatimi i¢in ise 0-0,01ml ugucu yag edildi. Elde edilen ugucu yaglar

kullanilacag giine kadar +4°C’de muhafaza edildi.

2.2.2. GC-MS (Gaz kromotografi- kiitle spektrofotometresi) analizi

Melisa offisinalis L., Satureja hortensis ve Ocimum basilicum tiirlerinden elde
edilen esansiyal yaglarin igeriginin belirlenmeside SGE-BPX5 MS (30 m X 0,25 mm
i.d., 0,25 um) kapiller kolona sahip ThermofinniganTrace GC/Trace DSQ/A1300, (E.I
Quadrapole) cihazi kullanildi. GC-MS o6l¢giimleri i¢in iyonizasyon enerjisi 70 eV olan
elektron iyonizasyon sistemi kullanildi. Tasiyic1 gaz olarak ise Helyum gazi kullanildi
ve akig oran1 1 mL/dk olarak ayarlandi. Enjektor sicakligi 220°C olarak belirlenirken,
MS transfer hatt1 sicakligi 290°C olarak ayarlandi. Program 50-150°C sicakliklarinda
3°C/dk hizla baslatildi. 1/100 v/v, oraninda Asetonitril ile diliie edilen her bir 6rnekten 1
uL manuel olarak cihaza ilave edildi ve cihaz ayirma moduna alindi. Bilesenler,

tutunma zamanlarmin (RT) birbirine yakinlig ve kiitle spektrumlar1 g6z oniine alinarak
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Wiley 7N Library Data of the GC-MS System ve literatiir ile karsilastirilarak tanimlandi
(Bozari vd., 2013).

2.2.3. Cimlenme deneyi

Hordeum vulgare L., Triticum aestivum ve Amaranthus retroflexus tohumlari
esit biyliklikkte segilerek in vitro ekim igin yiizey sterilizasyonlar1 %5’lik Sodyum
hipoklorit (NaOCL)’te 10 dk bekletilip en az 5 kez saf suyla yikandi. Daha sonra in
vitro ekim yapildi. Ugucu yaglar farkli dozlarda (0,033- 0,066- 0,132 ve 0,264ul/ml)
Tween 20 igerisinde ¢oziilerek sulama ¢ozeltilerine eklendi. Kontrol igin ise Tween 20
ve saf su karisimi uygulandi. Ornekleri 25°C’de etiive gelismeye birakildi. 7 giiniin
sonunda kok, govde uzunluklar olgiiliip etiketlendi. Ornekler ¢alismanin yapilacag

giine kadar -20°C’de bekletildi.

2.2.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Bozar1 (2012)’ nin protokolii esas alinarak modifiye edilmistir.

Izolasyon i¢in su basamaklar takip edilmistir.

v’ Bitki 6rnekleri s1vi azotta ezildi. Bu basamaktaki ezme islemi temiz DNA elde
etmek i¢in dnemlidir.

v' Ezilen 6rneklerden 0,1 gr tartildi. Uzerine 700 pl DNA ekstraksyon ¢ozeltisi
ilave edilerek iyice karistirildi.

v" Ornekler 65°C ye ayarlanmis su banyosuna konularak 4 saat bekletildi. Ornekler
5- 10 dakika araliklar ile alt iist edilerek iyice karismalari saglandi.

v" Su banyosundan ¢ikarilan oOrnekler oda sicakliginda 10 dakika sogumaya
birakildi. Soguyan 6rneklerin tizerine 700 pl kloroform-izoamil alkol eklenip
renk beyazimsi olana kadar vortekslendi.

v' 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilen drneklerin st fazi yeni tiiplere alindu.
Ust fazin iki kati kadar iizerine soguk izopropanol eklendi. Ornekler

vortekslenmeden iyiyce karistirildi.
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Daha sonra 90 dakika -20°C de bekletilen 6rnekler 1500 rpm’ de 3 dakika
santrifiij edildi. Tiplerin dip kismindaki olusan DNA peletlerinin
dokiilmemesine dikkat edilerek izoprapanol dokiildii.

Orneklere %76 ‘lik alkol eklenip karistirildi. Bu asamada DNA’ nin ¢dziilmesi
saglandi.

Coziilen DNA’lar 15000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra alkol
uzaklagtirildi. Son alkol kalintilar1 tamamen ortadan kaldirmak i¢in DNA
peletlerini 37°C’de 15-30 dk bekletildi.

Ormekler 40 ul TE (pH:8.0) cozeltisinde ¢oziilmesi saglanip 2 pl RNase
eklenerek tekrar 37°C’de 15 dakika bekletildi.

Daha sonra -20°C’ye alinarak ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi.

DNA orneklerinin safliklar derecesini belirlemek i¢in 3 pul DNA+747 ul TE

tamponuna eklenerek spektrofotometrede 260nm ile 280nm dalga boylar1 arasinda
absorbans (A) degerleri okundu. 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olan DNA &rnekleri
saf DNA olarak belirlendi. 45 (DNA i¢in multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme

katsayis1) x OD260 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki DNA

miktar1 hesaplanarak ¢aligma konsantirasyonlari hazirlandi.

2.2.5. DNA Izolasyon Cozeltileri

Calismada kullanilan ¢6zelti hazirlanirken farkli kaynaklardan yararlanildi

(Ozden, 2010; Bozar1, 2012).

Ekstraksiyon cozeltisi

100 mM TRIS-HCI1,4 M NaCl

20 mM EDTA

%2 CTAB

% 2 PVP

%0,2 B-merkaptoetanol

20,1 Na2S205 ile hazirlandi.
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TRIS-HCI, NaCl ve EDTA hesaplamalar1 yapilarak hepsinin ayr1 ayri 100 ml saf
suda ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra CTAB, PVP, B-merkaptoetanol ve NaS20s

tartilarak son hacim 100 ml tamamlanda.

Kloroform: izoamil alkol

24 ml kloroformadan 1ml izoamil alkol eklenerek hazirlandi.
TE tamponu (pH: 8.0)

10mM Tris-HCI

1mM EDTA

Tris-HCI ve EDTA belli oranlarda alinarak son hacim 100 ml tamamlandh.

21



2.2.6. RAPD’de (rastgele cogaltilmis polimorfik DNA ) kullanilan ¢ozeltiler

Agaroz jel (%01,5)

Icerik Miktar
Agaroz 15q9r
Distile su 100 mli

1 gr agaroz tartilir 95ml saf steril su 5ml 10X TBE ilave edildi. Cozelti

mikrodalgada 2 -3 dakika 1sitilarak homojen hale getirildi.

10X TBE hazirlama

Igerik Miktar
Tris 108 gr
Borik asit 55¢gr
EDTA 9,3qr

Oncelikle Tris ve Borik asit 800 ml saf suda ¢oziildii. Daha sonra EDTA eklendi
ve son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dk sterilizasyon islemi

gerceklestirildikten sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

2.2.7. RAPD-PCR protokolii

Melissa officinalis, Satureja hortensis ve Ocimum basilicum tiirlerinin esansiyal
yaginin uygulandigi Hordeum vulgare L. (Tarm 92 Arpa), Triticum aestivum (Esperia
Bugday) ve Amaranthus retroflexus (Horozibigi) igin RAPD-PCR’da kullanilan

primerler Cizelge 2.3 de verilmistir.
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Cizelge 2.3: RAPD-PCR’da kullanilan primerler ile DNA sekans bilgileri

No

8

9
10
11
12
13
14
15

16
17
18
19

Primer

Primer 1

Primer 2

Primer3

Primer 4

Primer 5

Primer 6

Primer 7

Primer 8

Primer 9

Primer 10
Primer 11
Primer 12
Primer 13
Primer 14
Primer 15
Primer 16
Primer 17
Primer 18
Primer 19

Primer sekansi

5’—=3> GTTTCGCTCC

5’—3’GGACTGGAGT

5’—3> TGCGCCCTTC

5’—3> TGCTCTGCCC

5’—=3> GGTGACGCAG

5’—=3> GTCCACACGG

5’—3> CCTTGACGCA

5°’—3> TTCCCCCGCT

5’—3> GCACTGACCT
5’—3° GGGCTCGTGG
5’—3’ GGGGGCTTGG
5’—=3> CACTCTCCTC
5’—3> GGGCCAATGT
5’—=3’ CCAGATGCAC
5’—=3> TGCCGAGCTG

5’—=3’AGGGGTCTTG
5’—=3’ TCGGCGATAG
5’—3> ACGGTACCAG
5’—3’ CAGGCCCTTC

Bitki Ad1

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis

M.officinalis L.
S. hortensis
0. basilicum
O. basilicum
0. basilicum
O. basilicum
0. basilicum
0. basilicum
O. basilicum
0. basilicum
O. basilicum
0. basilicum
0. basilicum

PCR isleminde izlenilen yol sirasiyla soyledir; Onceden steril edilen 0,5 mL’lik
PCR tiiplerine 3 pL 10x PCR tamponu, (10mg/mL), 1,2 uL dNTP (10mM), 1,2 uL
MgCl2 (25mM), 3uL DNA (100ng/uL), 1,2 pL primer (25 pmol), 0,4 pL 5Unit/uL Taq

DNA polimeraz konuldu. Daha sonra steril saf su ilave edilerek son hacim 30uL’ye

tamamland1 (Agar vd., 2010).

Bu asamadan sonra Ornekleri igeren tiipler PCR i¢in otomatik thermocycle

cihazina yerlestirildi. Cimlendirilen Triticum aestivum (Esperia-Bugday) tohumlart i¢in

asagidaki dongili uygulandi.

1) PCR aleti otomatik olarak 5 dk 94 °C tutuldu,

2) 4 dongii olacak sekilde her bir dongii sirastyla,

1 dk 30 sn 94°C
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1 dk 30 sn 37°C
3 dk 72°C basamaklarindan olusturuldu.

3) 41 dongii olacak sekilde her bir dongii sirastyla,

1 dk 94°C

1 dk 36°C

1 dk 42°C3 dk 72°C basamaklarindan olusturuldu.

4) Son olarak 7 dk 72°C’de tutarak siire¢ tamamlandi.

5) PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler +4°C’de sakland.

Cimlendirilen Hordeum vulgare L. (Tarm92-Arpa) ve Amaranthus retroflexus

(Horozibigi) i¢in ise PCR kosullar1 asagidaki gibi diizenlendi.

1) PCR aleti otomatik olarak 4 dk 94 °C’de tutuldu,
2) 40 dongii olacak sekilde her bir dongii sirasiyla,

45 sn 94°C
45sn36 °C
1dk 72 °C basamaklarindan olusturuldu.
3) Son olarak 8 dk 72 °C’de tutularak siire¢ tamamlandi.
4) PCR cihazindan ¢ikarilan 6rnekler +4 °C’de saklandi.
2.2.8. Agaroz jel elektroforezi

PCR islemi bittikten sonra 6rnekler, hazirlanan %1,5’lik agaroz jele yiiklendi.
Bantlarin jelde goriinlirliiglinii saglamak i¢in hazirlanmis olan jele 3 pL Ethidium
bromide eklenerek hafif karistirildi. Loader boyayla beraber 5uL PCR iiriinii kuyulara
yiiklendi. Daha sonra 1 X TBE tamponunda yiiriitiildii. 80 voltta 50 dk yiiriitiilen jeller

DNA goriintiileme sisteminde gortintiilendi.

2.2.9. RAPD teknigi ve genomik kararhhgmn ( GTS) belirlenmesi

Her bir primer i¢in tim o6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve

yoklugu, negatif kontrol RAPD profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve
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artmalar agaroz jel goriintiileme cihaz1 ve Total LAB TL 120 (Nonlinecar Dynamics)
yazilimiyla belirlendi. Genomik kalip sabitliligi, tiim primer {iriinleri igin 100 * (1 - %)

formiilinden yararlanilarak hesaplandi. Formiildeki a her bir uygulama ornegi igin
tespit edilen RAPD polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda
elde edilen DNA’daki toplam bant sayis1 olarak belirlendi. Uygulama sonrasi gruplara
ait RAPD profillerinde gbézlemlenen polimorfizm oran1 kontrol grubunu baz alinarak
yeni bir bandin olugsmasi veya mevcut olan bandin kaybolmasini kapsamaktadir. Farkli
parametrenin genomik sabitliginin (GTS) hassasligint karsilagtirabilmek igin, bu
parametrelerdeki degisiklikler kontrollerine (%100’e sabitlenecek) gore yiizde degisim
olarak hesaplandi (Cenkci vd., 2009).

2.2.10. SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi)
tekniginde kullanilan cozeltiler

%30’luk akrilamid-bisakrilamid c¢ozeltisi hazirlama

Ierik Miktar
Akrilamid 29,2 gr
Bis-akrilamit 0,8 gr

Saf su 100 ml

29,2 gr Akrilamid ve 0,8gr Bis-akrilamid tartildi ve son hacim saf su ile 100
mL’ye tamamlanarak manyetik karistiricida karistirildi. Olusan homojen karigim,
aliminyum folyoyla 1sik gormeyecek sekilde sarilarak kullanilacagi giine kadar

buzdolabinin +4°C’deki bolimiinde saklandi.

%10’luk Amonyum per siilfat

Icerik Miktar
Amonyum per sulfat 10 gr
Saf su 100 ml
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Amonyum per siilfat 10 gr tartildiktan sonra son hacim 100 ml ye tamamlandi.
Amonyum per siilfat ya kullanilacagi giine kadar -20 de muhafaza edilmeli ya da her

calismadan once taze hazirlanmalidir.

1,5 M Tris Base (pH:8,8) hazirlamis1

Icerik Miktar
Tris Base 18,171gr
Saf su 100 mL

18,171 gr Tris Base bir miktar: steril saf suda ¢oziiliip daha sonra pH: 8,8’¢
ayarland1 ve sollisyonun son hacmi steril saf suyla 100 mL’ye tamamlandi. Daha sonra
¢ozelti 121° C de 15 dK steril edildikten sonra aliiminyum folyoya sarilarak kullanilacag

giine kadar buzdolabinin +4°C’deki boliimiinde saklandi.

1 M Tris Base (pH:6,8) hazirlanisi

Icerik Miktar
Tris Base 12,114 gr
Saf su 100 ml

12,114 gr Tris Base bir miktar: steril saf suda ¢6ziildii ve pH:6,8’¢ ayarlandi ve
son hacim 100 ml’ye tamamlandi. Sonra ¢ozelti 121°C’de 15 dk steril hale getirildi.

Cozelti aliminyum folyoya sarilarak kullanilacag: giine kadar +4’de muhafaza edildi.

Protein yiikleme tamponu

Igerik Miktar
Tris Base (pH:6,8- 1 M) 150 puL
%10’luk SDS 400 pL
%80’lik Gliserol 250 uL
Bromfenol Blue 150 uL.
B-Merkaptoetanol 50 uL
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Yukarda belirtilen her bir soliisyondan verilen miktarlarda bir ependorf tiipiine
konularak yiikleme tampon hazirlandi. Aliiminyum follayaya sarilarak +4° de muhafaza

edildi. Protein yiikleme tamponu ¢alisma Oncesi her zaman Once taze olarak hazirlandi.

Bromfenol blue (Yiiriitme boyasi)

Igerik Miktar

Tris Base (pH: 6.8) 160 uL
Gliserin 250 uL
Bromfenol blu (%0,1°1ik) 250 uL.

160 uL Tris Base (pH: 6.8), 250 uL Gliserin, 250 pL Bromfenol blue (%0,1°1ik)
karigtirthip, vortekslendi. Daha sonra kullanilacag: giine kadar buzdolabinin +4°C’deKi

bolimiinde saklandi.

Yiiriitme tamponu (500 mL)

Igerik Miktar
Tris Base 1,50r
Glisin 7,29r
Saf su 500 mL
SDS % 10 luk 5mL

1,5 gr Tris, 7,2 gr Glisin tartildi. Daha sonra SDS % 10’luk 5mL ilave edilerek
son hacim 500 mL’ye tamamlandi. Homojen bir karisim ede etmek igin manyetik

karistirict ile karistirildi. Hazirlanan soliisyon, kullanilacagi giine kadar buzdolabinin

+4°C’deki bolumiinde saklandi.

Protein jeli boyama cozeltisi (100 mL)

Icerik Miktar
Coomassie Blu R-250 0,125 gr
Metanol 50 mL
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Asetik asit 10 mL
Saf su 40 mL

0,125 gr Coomassie blu R-250 tartildi. Uzerine sirastyla 50 mL metanol ve 10
mL asetik asit eklendikten sonra steril saf su ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Soliisyon, kullanilacag: giine kadar buzdolabinin +4°C’deki béliimiinde saklandi.

Yikama c¢ozeltisi

Soliisyon 1 Miktar (100 mL)
Metanol 50 mL
Asetik asit 10 mL
Saf su 40 mL

Metanol, asetik asit ve saf su yukaridaki belirtilen oranlarda karistirildi.

Soliisyon 1 her uygulamadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

Soliisyon 2 Miktar (150 mL)
Asetik asit 10,5 mL
Metanol 7,5mL

Saf su 132 mL

Asetik asit, metanol ve saf su yukaridaki belirtilen oranlarda karigtirildi.

Soliisyon 2 her uygulamadan 6nce taze olarak hazirlandi.

Ayirma jeli (%12) Miktar
Steril saf su 2,4 mL
%30’luk akrilamid 3mL
1,5 M Tris Base(pH: 8.8) 1,8 mL
%10’luk SDS 75 uL
%10’luk APS 200 pL
TEMED 15 uL
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APS ve TEMED hizli polimerlesmeye neden oldugu i¢in soliisyona son olarak

ilave edildi.

2.3. SDS-PAGE analizi

2.3.1 Proteinlerin izolasyonu

v
v

\

<

Protein izolasyonu Bozar1 (2012)’ya gore yapildi.

Bitki 6rnekleri sivi azotta pargalanarak kullanilacak hale getirildi.

0,1g bitki 6rnegi tartilip 2 mL 0,2 M Sodyumdihidrojen fosfat buffer (pH: 6.5
1M) igeren tiiplere eklendi.

Ornekler iyice karigtirildiktan sonra 12000 rpm’de10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 alinarak yeni tiiplere aktarildi.

Santrifiij bittikten sonra 6rneklere 2 mL TCA-Aseton (%90 aseton, %10 TCA,
%0,07 BME) eklenip iyice vortekslendi. Karistirilan 6rnekler -20°C’de 45 dk
bekletildi.

Daha sonra 6,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kismi
dokiildii ve dnceden hazirlanmis aseton/BME ile yikand.

Yikama islemi proteinler beyazimsi renk alana kadar tekrarlandi.

Yikama isleminden sonra 6rnekler etiivde 37°C’de 15 dk kurutulmaya birakildi.
Ornekler kullanilacag: giine kadar +4°de muhafaza edildi.

Izolasyon isleminin tiim basamaklarmda &rneklerin altina buz koyularak

gerceklestirildi.

Numunelerin yiiklenmesi ve jellerin boyanmasi

edildi.

Kurutulan proteinlerin iizerine protein yiikleme tamponundan 30ul/ml ilave

Ornekler iyice vortekslenerek ¢dziinmesi saglandi. Daha sonra protein igeren

ornekler su banyosunda 95 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler

hizlica 6nceden hazirlanmis buz igeren kaba alindi. SDS-PAGE jeline yiiklendi (Bozari

2012). Ayirma jelinde 160 V’de 100 dk kuyulara yiiklenen drnekler yiiriitildii. Yiriitme

isleminden sonra cam bloklardan ayrilan jel Commesin Brillan Blue R-250 ¢ozeltisine

birakilarak 60 dk calkalanarak bekletildi. Jel boyama ¢6zeltisinden ¢ikarildiktan sonra
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Solisyon 1 ¢ozeltisinde 60 dk galkalandi. Daha sonra Soliisyon 2’de 16-20 saat arasinda
bekletildi. Bu islemlerin hepsi karanlik ortamda gerceklestirilir. islemler bittikten sonra
jel diiz bir zemine alinarak ¢oziiniirliik kalitesi yiiksek olan makinelerle fotograflart
cekildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bitkilerden Elde Edilen Esansiyel Yaglarin icerikleri

Satureja hortensis, Melissa officinalis ve Ocimum basilicum’dan elde edilen

ucucu yaglarin igerik analizi GC-MS yontemi ile belirlendi.

GC-MS analizleri sonucunda Satureja hortensis tiirtiniin u¢ucu yagr %97,52

oraninda analiz edildi (Cizelge 3.1). Toplam 38 icerikten en fazla bulunan maddeler

sirasiyla; %15,36 oraniyla Siklohekzonen, %14,69 oraniyla Karvakrol, %13,03 oraniyla

Simen, % 11,86 oraniyla Fenol ve % 10,61 oraniyla Timol oldugu gozlendi. Toplam

igerigin %2,48’ini olusturan 103 igerigin ismi ilgili kiitliphanede bulunmadigindan

tespit edilemedi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: GC-MS yontemiyle Satureja hortensis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin igerik

analizleri
No RT Icerigin Ad1 (%)
Oram
1 2.587 Naftil asetamit 0,22
2 2.855 Borneol L 0,17
3 2.982 Terpineol 0,19
4 3.184 Siklohekzan 0,06
5 4.291 Timol 10,61
6 4.433 Fenol 11,86
7 4,552 Bifenil 0,64
8 4,958 Fenol Asetat 0,5
9 5.130 Kavrakrol Adetat 0,49
10 5.520 Omethoate 0,11
11 5.589 Mcpa 0,11
12 5.853 Karyofilen 0,09
13 6.005 Aromadendren 0,03
14 6.126 Jasmolin 11 0,53
15 6.229 Pyretrin | 0,04
16 6.424 Sinerin |1 0,62
17 6.544 Pyretrin 11 1,19
18 6.653 Kaptafol 0,05
19 7.325 Karyofilen oksit 0,54
20 7.557 Allethrin 0,07
21 9.347 Limonen 3,82
22 9.610 Pinen 2,98
23 9.822 Simen 13,03
24 9973 Gamma Terpinen 9,19
25 10.118  Izoprokarb 0,32
26 10.197  Trans Sabinene 0,25
27 10.540  Sinmetilin 1,81
28 10.888 @ Karvakrol 14,69
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29 10.941 Siklohekzonen 15,36

30 11.105 Fenol asetat 1,63
31 11.168  Karvakril Asetat 1,27
32 11.386  Jasmolin | 0,14
33 11.526  Trans Karyofilen 1,63

Cizelge 3.1: GC-MS yontemiyle Satureja hortensis bitkisinden elde edilen ugucu
yaglarin igerik analizleri (devami)

34 11.666 Beta Bisabolen 0,89 RT:
35 11.772  Leden 0,61

36 12.152  Karyofilen oksit 1,65

37 12.768  Prohidrojasmon 0,1

38 13.898  Promekarb 0,03

Retention time (Tutunma siiresi)

Melissa officinalis’in ise toplamda 20 farkli igerikle %51,58’1 analiz edildi.
Melissa officinalis tiiriiniin igeriklerinin biiyiikk bir kismini, E-Citral (%11,26), (-)-
Karyofilen oksit (%9,74), Z-Citral (%9,07), Prohidrojasmon-2 (%3,64)’nin olusturdugu
gozlendi. Toplam igerigin %48,42°sini olusturan 183 icerik ise ismen tanimlanamadi

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2: GC-MS yontemiyle Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin igerik

analizleri.
No ' RT Icerigin Ada (%)
Oram
1 6008 Kaptan 0,86
2 6323  Kaptafol 0,31
3 9548  Metil Hepten 0,52
4 110107 Linalool L 1,14
5 10463 Spirodiklofen 0,73
6 10708 z-cCitral 9,07
7 10800 ECitral 11,26
8 10.912  Prohidrojasmon-2 3,65
9 11.129  Nerilasetat 2,02
100 111203 Oksadiksil 0,96
11 11323 Bifenil 0,01
12 711515  Piretrin Il 1,94
13 11627  Alletrin 11
14 711727  Prohidrojasmon-1 0,88
15 12020  Sinerin Il 0,73
16 12.150 @ Karyofilen oksit 9,74
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17 12247 1izoksantin 1,25

18 42319  Jasmolin Il 3,16
19 12.769  Pentadekanon 1,08
20 13641 Methopren 0,27

RT: Retention time (Tutunma siiresi)

GC-MS sonucunda Ocimum basilicum’un ise toplamda 47 farkli i¢erikle %99,91
analiz edilmistir. Ocimum basilicum tiiriiniin igeriklerinin biiyiik bir kismini, Feron 20
(%22,71), Eugenol (%12,81), Hekzadekanoik asit (% 5,35) , Oktadekatrienoik asit
(%3,799) Oktadekadienoik asit ve Octadekadienal, (Z) (%3,36 )’nin olusturdugu
gozlendi. Toplam igerigin %0,09’sini olusturan icerikler ise ismen tanimlanamadi

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3: GC-MS yontemiyle Ocimum basilicum L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin igerik

analizleri.

No RT Icerigin Adx (%) Oram
1 5,983 Feron 20 22,71
2 13,586 = Okaliptol 1,19
3 18,430  Dimetilamid 0,37
4 25,131  Linalol 6,36
5 26,926  Longofolen 4,34
6 28,377  Pinene 8,23
8 30,230 1,6 Siklodekadien 3,44
9 31,650 Naftalen 2,95
10 46,445 Karotol 1,60
11 | 47,184 Sinnamaldehit 2,89
12 51,132  Spathulenol 2,56
13 | 52,668 Eugenol 1,68
14 53,721  a-Selinen 12,81
15 54,990 Karvacrol 0,82
16 55,952 Epiglobulol 2,53
17 | 71,074 n-Hegzadekanoikasit 5,35
18 76,355 Hekzanoksasiklooktadekan 0,70
19 77,238 Heneikosen 1,83
20 79,003 Oktadekadienal 3,36
21 81,647 Oktadekatrienoik asit 3,79
22 4,966 Dietoksietan 0,08
23 28,844 @ 2,6-Oktadienal 0,28
24 30,229 1,6-Siklodekadien 3,44
25 30,830 Elemen 0,77
26 33,073 Geranilaseton 0,30
27 33,588 @ Geraniol 0,28
28 38,692  Sinnamaldehit 0,51
29 41,421 Karyofilen Epoksit 0,49
30 45,009 Dodekatrian 0,51
31 56,710 @ Selinen 0,21
32 57,992 Sikloheptadien 0,60
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33 58,478  Propanoik asit 0,30

34 59,789  izopropiliden 0,37
35 60,361 Naftalen metanol 0,50
36 61,745 Naftalen 0,51
37 62,735 Benzofenon 0,19
38 65,024 Glikol 0,25
39 65,762  Oktaetilen glikol 0,18
40 66,060 Fitol 0,47
41 | 66,855 Furoksan 0,24
42 67,107 Tetradekanoik asit 0,62
43 | 68,463  Siklopentadekan 0,66
44 68,984  Biitanoat 0,49

Cizelge 3.2: GC-MS yontemiyle Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu
y Y
yaglarin igerik analizleri (devami).

45 69,413 Dodesil izobutrat 0,39
46 71,747  Glikol monododesil eter 0,35
47 42,331 Benzene 0,57

RT: Retention time (Tutunma siiresi)
3.2. Degerlendirme

Cimlenme oranlar1 SPSS v 22.0 paket programiyla (one way ANOVA) yapildi.
Veri ortalamalar1 sonucuna gore onemli diizeydeki (P<0,05) degisiklikler ise Duncan
¢oklu karsilastirma testi kullanilarak belirlendi. RAPD analizleri TOTAL LAB TL 120

programiyla analiz edildi.

3.3. Ugucu Yaglarin Cimlenme Oranlar1 Uzerine Etkisi

Satureja hortensis, Ocimum basilicum ve Melissa officinalis’ten elde edilen
esansiyel yaglarin tahil grubu (Arpa, Bugday) ile yabani bitki tohumu (horozibigi)
tizerine etkisini belirlemek i¢in uygulama yapildi ve elde edilen veriler Cizelge 3.4, 3.5,
3.6°da sunuldu. Uygulanan ugucu yaglarin i¢ farkl: tiirde de genel anlamda inhibisyona

neden oldugu tespit edildi.

Satureja hortensis ugucu yaglarmin dort farkli dozda uygulandigi Triticum
aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin ¢imlenme
oranlart Cizelge 3.4’de gosterildi. Ugucu yaglarin, uygulandigi Triticum aestivum
(Bugday) tohumlarinin kék uzunluklarinda 0,033, 0,066 ve 0,264 upl/ml dozlarinda
kontrole gore onemli sayilabilecek inhibisyona neden olduklari gézlendi. 0,132ul/ml
dozunda ise yine kontrole gore dnemli sayilmakla beraber kok gelisimini olumlu yonde
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etkiledigi gozlendi. Govde uzunluklarim1 ise genelde doza bagimh olarak diisiirdiigi

gozlendi (Sekil 3.1).

Ayni tiirden elde edilen ugucu yaglarin Hordeum vulgare L.(Arpa) tohumlarinin
kok gelisimini tiim dozlarda olumlu yonde etkiledigi 0,264 pl/ml dozunda bu etkinin en
yiiksek oldugu belirlendi. Govde uzunluklarinin ise bugdayda oldugu gibi kontrolle
kiyaslandiginda 6nemli sayilabilecek inhibisyonlarin oldugu belirlendi (Sekil 3.2).

Diger yandan Amaranthus retroflexus tohumlarina yapilan uygulama sonucunda
¢imlenen tohumlarin gévde uzunluklari oOlgiilebilecek seviyeye ulagamadi. Bundan
dolay1 sadece kok uzunluklari dikkate alindi. Kontrole goére Onemli sayilabilecek
inhibisyonlarin gézlendigi Amaranthus retroflexus tohumlarinda 0,264 pl/ml dozunda

uygulanan ugucu yaglarin maksimum etki gosterdigi belirlendi (Cizelge 3.4, Sekil 3.3).

Cizelge 3.4: Satureja hortensis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum aestivum,
Hordeum vulgare L.ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok ve govde uzunluklart

Triticum aestivum Hordeum vulgare Amaranthus

retroflexus**

Uygulanan Kok (em)  Govde(cm) Kok(cm) Govde(cm) Kok(cm)

Dozlar

0,033ul/ml 2,840,515  6,5+1,670¢ 10,250+1,03  2,625+1,1432 1,440,140°
OC

0,066u1/ml 7,7+1,361° 2,1+1,012° 10,250+1,68  5,250+0,829°¢ 1,5+0,154°
gC

0,132ul/ml 2,3£1,087  0,3£0,075¢  9,750+0,924°  5,000+1,541¢ 1,5+0,140°

0,264 u1/ml 2+0,5862 1,5+0,5922 11,750+1,43  3,750+1,163° 1,1£0,0742
6d

Kontrol 6,242,128  73+2,521°  5,6250+2,25  7,250+1,701¢ 2,7+0,205¢
8a

Duncan’s multiplerange testine gore P<0,05 seviyesinde dnemli
* Ayn1 kolondaki ayni1 harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

**Govde gelisimi 6lgiilemedi
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Sekil 3. 1: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum tohumlari tizerine
etkileri

Sekil 3. 2: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare L.tohumlar:
iizerine etkileri

Sekil 3.3 : Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Amaranthus retroflexus tohumlart
iizerine etkileri
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Melissa officinalis tiiriinden elde edilen ugucu yaglarmin dort farkli dozda
uygulandigr Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus
tohumlarimin ¢imlenme oranlart Cizelge 3.6’da sunuldu. Uygulanan ugucu yaglarin
Triticum aestivum (Bugday) tohumlarinin kok uzunluklarini tiim dozlarda kontrole gore
onemli sayilabilecek inhibisyona ugrattigit gozlendi. Benzer sckilde govde

uzunluklarinin da doza bagimli olarak diistiigii gézlendi (Sekil 3.4).

Ayni tiirden elde edilen ugucu yaglarin Hordeum vulgare L.(Arpa) tohumlarinin
kok gelisimini tiim dozlarda diisiirdiigii, en yiiksek diisiisiin ise 0,264 pl/ml dozunda 2,5
cm oldugu belirlendi. Govde uzunluklarinda; 0,066 ile 0,264 pl/ml dozlarinda

istatistiksel olarak dnemsiz, birbirine yakin bir inhibisyon orani 6l¢iildii (Sekil 3.5).

Ote yandan Amaranthus retroflexus tohumlarina yapilan uygulama sonucunda
¢imlenen tohumlarin gévde uzunluklar1 6lgiilebilecek seviyeye ulasamadi. Bundan
dolay1 sadece kok uzunluklari dikkate alindi. Kontrole gore 6nemli sayilabilecek
inhibisyonlarin gozlendigi Amaranthus retroflexus tohumlarinda 0,033 ul/ml dozu
disindaki dozlarda inhibisyon go6zlenirken s6z konusu dozda kontrole goére kok

uzunluklarinda artig gozlendi (Cizelge 3.5, Sekil 3.6).

Cizelge 3.5: Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum aestivum,
Hordeum vulgare L.ve Amaranthus retroflexus L. tohumlarinin kok ve gévde uzunluklari

Triticum aestivum Hordeum vulgare Amaranthus
retroflexus**

Uygulanan Kok(cm) Govde(cm) Kok(cm) Govde(cm) Kok(cm)
Dozlar

0,033ul/ml  4,07+1,65° 4,47+1,89¢ 7,75+0,47¢ 5,07+1,18¢ 6,95+0,45¢
0,066pul/ml  4,87+1,70° 4,00+1,58°¢ 6,75+0,77° 2,12+0,512 5,80+0,54°¢
0,132ul/ml  2,97+0,98%  3,22+1,50P 5,1240,91° 3,30+1,04° 3,5340,24°
0,264ul/ml  2,924+0,582 2,17+0,812 2,50+0,282 2,62+0,372 1,95+0,322
Kontrol 5,25+3,61°¢ 5,421,904 11,45+1,33¢ 8,00+2,16¢ 5,65+0,42°¢

Duncan’smultiplerange testine gore P<0,05 seviyesinde dnemli
* Aym kolondaki ayn1 harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

**Govde gelisimi 6lgiilemedi
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Sekil 3.4: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum tohumlar
tizerine etkileri

Sekil 3.5: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare L.tohumlar:
iizerine etkileri

Sekil 3.6: Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin ¢gimlenen Amaranthus retroflexus tohumlari
tizerine etkileri

Ocimum basilicum tiirinden elde edilen ugucu yaglarmin dort farkli dozda
uygulandigi Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus
tohumlariin ¢imlenme oranlari Cizelge 3.6’da gosterildi. Uygulanan ugucu yaglarin
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Triticum aestivum (Bugday) tohumlarinin k6k uzunluklarini dozdan bagimsiz etkiledigi
0,264 pl/ml dozunda istatistiki olarak en yiiksek inhibisyona neden oldugu gozlendi.
Benzer durum govde orneklerinde de gozlendi (Sekil 3.7).

Yine aymi tirden elde edilen ugucu yaglarin Hordeum vulgare (Arpa)
tohumlarmin kok gelisimini 0,066 pl/ml ve 0,264 ul/ml dozlarinda kontrole yakin
tuttugu, aralarindaki farkin istatistiki olarak onemsiz oldugu belirlendi. En yiiksek
inhibisyona ise 0,132 pl/ml dozunda oldugu belirlendi. Gévde uzunluklarinda ise 0,066
ul/ml dozunun tohum ¢imlenmesini kontrole kiyasla olumlu yonde etkiledigi, diger
dozlarda ise inhibisyona ugrattig1 ve aradaki farkin istatistiksel olarak 6énemli oldugu

belirlendi (Sekil 3.8).

Amaranthus retroflexus tohumlarinda ise 0,033 pl/ml dozu ile kontrol arasinda
istatistiki bir fark goriilmezken 0,132 ve 0,264 pl/ml dozlarinda da dozdan bagimsiz
inhibisyon belirlendi. Uygulanan bilesenlerin 0,066 pl/ml dozunda ise Amaranthus

retroflexus tohumlarinin ¢imlenmesini olumlu yonde etkiledigi belirlendi.

Cizelge 3.6: Ocimum basilicum L. bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandig: Triticum aestivum,
Hordeum vulgare L.ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok ve govde uzunluklart

Triticum aestivum Hordeum vulgare Amaranthus
retroflexus**
Uygulanan Kok (cm) Govde(cm) Kok(cm) Govde(cm) Kok(cm)
Dozlar
0,033ul/ml  5,25+1,01°¢ 3,75+1,472 6,12+1,12° 3,62+1,14% 4,95+0,46°
0,066ul/ml  4,62+1,512 4,25+1,88° 7,50+0,93°¢ 5,5041,62°¢ 5,00+0,33¢
0,132ul/ml 4, 87+1,232 4,12+1,80° 5,12+1,142 3,55+1,272 4,10+0,30°
0,264ul/ml  3,87+0,65° 3,5£1,172 7,37+0,51°¢ 3,62+0,96% 3,50+0,372
Kontrol 5,87+2,25¢ 6,12+2,25° 7,25+1,18° 4,25+1,31° 4,95+0,31°

Duncan’smultiplerange testine gore P<0,05 seviyesinde dnemli
* Ayni1 kolondaki ayni1 harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

**Govde gelisimi 6lgiilemedi
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Sekil 3.7: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Triticum aestivum tohumlar1 {izerine
etkileri

Sekil 3.8: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin ¢imlenen Hordeum vulgare L. tohumlart
tizerine etkileri

3.4. RAPD Analizleri

Satureja hortensis, Melisa officinalis ve Ocimum basilicum bitkilerinin ugucu
yaglarinin uygulanip ¢imlendirilen Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve
Amaranthus retroflexus tohumlarinin bir haftalik siire sonunda elde edilen kok ve govde
stirglinlerinden genomik DNA izole edilerek 8 farkli oligoniikleotid primerlerine
(Cizelge 2.3) kars1 gosterdikleri polimorfizm oranlar1 hesaplandi. Elde edilen agaroz jel
goriintiileri TOTAL LAB TL 120 programut ile degerlendirildi. Yeni olusan ve kaybolan
bantlarla beraber genomik stabilitesi (GTS) ol¢iildii.
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3.4.1. Satureja hortensis u¢ucu yaglarinin uygulandig Triticum aestivum, Hordeum

vulgare L.ve Amaranthus retroflexus orneklerinin RAPD profilleri

Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandig: Triticum aestivum
tohumlarinin RAPD profilleri Cizelge 3.7°da sunuldu. Uygulanan primerin bugdayda
sinirlt sayida bant verdigi goriildii. Kontrolde toplam 11 bant elde edildi. Polimorfik
bant sayis1 artan doza dogru sirasiyla 2, 6, 6 ve 4 olarak 6l¢iildii. Genomik stabilitenin
ilk dozda en yiiksek oranda oldugu (%81,82) tespit edildi. Bu uygulamadaki bant
sayisinin  azligi uygulamanin giivenirligi a¢isindan bir olumsuz olarak kaydedildi

(Cizelge 3.7, Sekil 3.9).
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Cizelge 3.7: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarinin RAPD profilleri

No Primer Ad1 Triticum aestivum
Kontrol 0,033pL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
1 P-1 4 + 613 1315, 613,568 568,171 ND
- 164 164 164 a77
2 P-2 0 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
3 P-3 0 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
4 P-4 2 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
5 P-5 1 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
6 P-6 3 + ND 255 682,255,170 255,134
- ND 482 ND 482
7 pP-7 0 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
8 P-8 1 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
Toplam bant 11 2 6 6 4
Polimorfizm oram 18,18 54,54 54,54 36,36
GTS orant 81,82 45,46 45,46 63,64
ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
P: Primer
=]
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Sekil 3.9: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1 primerine karsi gosterdigi amplifikasyon
triinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

Hordeum vulgare L. tohumlarina yapilan uygulama sonucunda olusan bantlar
Cizelge 3.8’de sunuldu. Genomik stabilitenin ilk dozda en yiliksek oranda oldugu
(%72,93) tespit edildi. Polimorfizm oranlarinin dozdan bagimsiz bir sekilde degistigi
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gozlendi. En fazla polimorfik banda 0,132uL/mL dozunda rastlanirken en diisiik oran
0,04puL/mL dozunda 6l¢iildii. Bant profillerinde ise yogunluk degisimi gdzlendi (Sekil
3.10).

Cizelge 3.8: S. hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L. tohumlarimin
RAPD profilleri

No Primer Adi Hordeum vulgare L.
Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132uL/mL 0,264pL/mL

1 P-1 3 + ND ND ND ND

- ND 549 549 549
2 P-2 6 + ND ND ND ND

ND 940,759 940,759 940,759,679

3 P-3 4 + 636,270 636,270 725,270 270

- ND ND 800 ND
4 P-4 5 + ND ND ND ND

- 700 700,575, 700,575 700,575
5 P-5 2 + ND ND ND ND

- ND ND ND ND
6 P-6 3 + 974,157 ND ND ND

- ND 500,385 500,385 500,385
7 P-7 2 + 186 244 203 203

- ND ND 391 391,328
8 P-8 1 + ND ND 515 515

- ND ND 609 ND
Toplam bant 26 6 10 14 13
Polimorfizm orani 23,07 38,46 53,84 50
GTS orani 72,93 61,54 46,16 50
ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
P: Primer

Molecular Weight

Sekil 3.10: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA o6rneklerininP-1, P-2, P-3, P-4, P-5 ve P-6 primerlerine
kars1 gosterdigi amplifikasyon triinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4.
Doz)
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Satureja hortensis u¢ucu yaglarmin genomik agidan en az etkiledigi bitki ise
Amaranthus retroflexus oldugu gozlendi. En yiiksek GTS oranmnin 6lgiildigi doz %
92,86 oraniyla 0,033uL/mL dozu olarak tespit edildi. Bu oran g¢alismadaki genomik
stabilitenin en yiiksek oldugu oran olarak kayda gecti (Cizelge 3.9). 0,132uL/mL ve
0,264 pL/mL dozlarinda ise genomik stabilitenin fazla bozulmadigi ve % 67,86 oldugu
tespit edildi. Ote yandan uygulanan ugucu yaglarm, bantlarin yogunlugunda 6nemli

degisiklikler meydana getirmedigi gozlendi (Sekil 3.13).

Cizelge 3.9: Satureja hortensis’ten elde edilen ugucu yaglarim uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarinin RAPD profilleri

No Primer Ad1 Amaranthus retroflexus L.
Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL

1 P-1 3 + ND 452 452 1035,452

- ND ND ND ND
2 pP-2 5 + ND 234 ND ND

- 1075,362 1075 1075,719 1075,719
3 P-3 5 + ND 1040,385 385 385

ND ND 1135 ND

4 P-4 4 + ND ND 629 629

- ND ND ND ND
5 P-5 1 + ND ND ND ND

- ND ND ND ND
6 P-6 3 + ND 421 421 421

- ND ND ND ND
7 pP-7 3 + ND ND ND ND

- ND ND ND ND
8 P-8 4 + ND 1270 1270 1270

- ND ND 460 460
Toplam bant 28 2 7 9 9
Polimorfizm oram 7,14 25 32,14 32,14
GTS orani 92,86 75 67,86 67,86

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
P: Primer
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Sekil 3.11: Satureja hortensis 'ten elde edilen esansiyel yaglarm uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan izole edilen DNA &rneklerinin P-1, P-2 ve P-3 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon iirtinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

3.4.2. Melissa officinalis ug¢ucu yaglarmn uygulandigr Triticum aestivum, Hordeum

vulgare L.ve Amaranthus retroflexus érneklerinin RAPD profilleri

Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigr Triticum aestivum,
tohumlarinin RAPD profilleri Cizelge 3.10’de sunuldu. Uygulanan primerlerin bugday
orneklerinde sinirli miktarda bant {irettigi buna baglh olarak polimorfik bantlarin da az
oldugu goézlendi. En yiiksek polimorfizm orami 0,033 pL/mL dozunda %60 olarak
belirlenirken genomik stabilitenin ise ilk doz hari¢ %50’nin iizerinde oldugu tespit

edildi. Elde edilen RAPD goériintiileri Sekil 3.12” da sunuldu.

Cizelge 3.10: M. officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum aestivum, tohumlarinin
RAPD profilleri

No Primer Ad1 Triticum aestivum
Kontrol 0,033pL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
1 P-1 3 + 625, 469 ND ND 483
- ND 431 309 ND
2 P-2 0 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
3 P-3 5 + ND ND ND ND
- 984, 700, 600 700, 600 ND ND
4 P-4 0 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
5 P-5 3 + ND ND ND ND
- 591, 444 591 591 ND
6 P-6 3 + ND ND ND 485
- 608, 386 ND ND 608
7 P-7 4 + ND 680, 134 680, 134 134
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469, 434 469 ND ND

8 P-8 2 + ND ND 733,517, 408 517, 408
- 550 550 550 550
Toplam bant 20 12 8 8 7
Polimorfizm oram 60 40 40 35
GTS oran1 40 60 60 65
ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
P: Primer
=
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Sekil 3.12: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarindan izole edilen DNA Orneklerinin P-1 primerlerine karst gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

Triticum aestivum’un aksine Melissa officinalis ugucu yaglarinin Hordeum
vulgare L. tohumlarini yiiksek oranda inhibisyona ugrattigi gézlendi. Kontrolde %2100
olan genomik stabilitenin artan doza bagl olarak % 48,3, 43,55, 37,10 ve 29,04 seklinde
diistiigli belirlendi. Polimorfizm oraninin ytiksek olarak tespit edildigi bu uygulamada
en yliksek polimorfik bant sayis1 44 olarak (0,32 pL/mL) 6l¢iildi (Cizelge 3.11, Sekil
3.13).

Cizelge 3.11: M. officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L. tohumlarimin
RAPD profilleri

No Primer Ad1 Hordeum vulgare L.
Kontrol 0,033pL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
1 P-1 8 + 2469, 2028, 2440, 2028, 2359, 2028, 2012, 1560, 1146
2012, 2000,1976,1729, 1610,
2000,1976, 1560,1230
1560, 1230
- 749 ND ND ND
2 P-2 14 + 1659, 1543 1659, 1543 1659, 1543 2001, 1983,

1659, 1543
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3 P-3
4 P-4
5 P-5
6 P-6
7 p-7
8 P-8
Toplam bant

Polimorfizm oram

GTS oranm

10

62

1211, 1109

1569
1018, 698

1112, 1059,
1004, 876, 733

1481,1243,
1161, 590, 530
720

1548, 1161,
1084, 1031, 506

ND

327

ND

658, 573,
484,390, 208
ND

32

51,7
48,3

3114, 1109,
1048

1569
1018, 698

798,733,710

921
590, 530

1322, 720

1548, 1161,
1084, 1031, 550,
506

ND

359

484

573, 484, 390,
208

ND

35

56,45
43,55

3114, 1109

1569, 972, 828
1018, 863, 698

1049

921
1243, 1161, 590

1322, 720
1548, 1161, 1084, 1031,
583, 506

ND

454
484
573, 484, 390, 208

313
39

62,90
37,10

3114, 2469,
2018, 2006,
1109, 1048
1569

1018, 698

733

ND

1243, 1161,
896

1322, 720, 686
1161, 1084,
1031, 879, 840,
583,550, 506
1285, 1161,
1084

359, 208

484, 241,75
573, 484, 390
855, 737, 162
44

70,96

29,04

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

P: Primer

10.000
2.000

1.000
750

500

Base Pairs

1.000
750

500

250

250

10.000
2.000

~ P1Control

L -P1C
-P1D

~ P2 Control

1 — P3 Control

~P3D

Sekil 3.13: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1, P-2, P-3, P-4, P-5 ve P-6 primerlerine
kars1 gosterdigi amplifikasyon tiriinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4.

Doz)
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Ayni tiiriin ugucu yaglarinin Amaranthus retroflexus L. tohumlarinda 0,132 ve
0,264 uL/mL dozlarinda yiiksek oranda polimorfizme neden oldugu ve oranlarinin her
iki dozda da %85,18 oldugu belirlendi. Polimorfizm oranimin ilk ii¢ dozda artis
gosterdigi 4. dozda ise sabitlendigi belirlendi (Cizelge 3.12, Sekil 3.14).

Cizelge 3.12: M. officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarinin RAPD profilleri
No  Primer

Amaranthus retroflexus L.

Ad1 Kontrol 0,033pL/mL 0,066 0,132pL/mL 0,264pL/mL
pL/mL
1 P-1 3 + ND ND ND ND
- ND ND ND ND
2 P-2 6 + 542 1017 1017
- 804 1183, 804, 443,285 1468, 804, 443,285
804,285
3 P-3 3 + 1468,621,142 819,621, 819,621 819,621
- ND ND 913 913
4 P-4 3 + ND ND ND ND
- ND 490 490 490
5 P-5 2 + 809, 548, 401, 277 809, 548, 809, 548, 401, 809, 548, 401,
401,
- 464,329 464 464,329 464,329
6 P-6 4 + ND ND 464 ND
- ND ND 911,714 911,714
7 P-7 3 + 500 1688, 701 1688, 701
- ND ND ND ND
8 P-8 4 + 1013,649 1933,1013,78  1419,1013,649,75  2259,1419,1013,649,
6,649,755 5 755
- 1583 ND 1583 1583
Toplam bant 27 15 16 23 23
Polimorfizm orani 55,55 59,25 85,18 85,18
GTS orani 44,45 40,75 14,82 14,82

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

P: Primer

Base Pairs
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Sekil 3.14: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan izole edilen DNA oOrneklerinin P-7 ve P-8 primerlerine karsi gosterdigi
amplifikasyon triinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

3.4.3. Ocimum basilicum ucucu yaglarinin uygulandigr Triticum aestivum, Hordeum

vulgare L.ve Amaranthus retroflexus L. 6rneklerinin RAPD profilleri

Ocimum basilicum L.’den elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum
aestivum, tohumlarmin RAPD profilleri Cizelge 3.13’da sunuldu. Uygulanan
primerlerin bugday orneklerinde ¢ok miktarda bant irettigi gozlendi. En yiiksek
polimorfizm orani 0,264 plL/mL dozunda %35,71 olarak belirlendi.  Genomik
satabilitenin ise 0,264 pL/mL doz hari¢ diger dozlar %72,62’in iizerinde oldugu tespit
edildi. Elde edilen RAPD bantlar1 Sekil 3.15 ve Sekil 3.16” da sunuldu.

49



Cizelge 3.13: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Triticum aestivum

tohumlarinin RAPD profilleri

No Primer Ad1
1 P-13

2 pP-12

3 P-14

4 P-15

5 P-16

6 P-17

7 P-18

8 P-19
Toplam bant

Polimorfizm oran

GTS oranmi

Kontrol

13

12

17

84

Triticum aestivum

0,033pL/mL
ND

ND

ND

1860, 1280,
858, 632, 442,
205, 170

ND

ND

ND

1258, 1020,
841, 733, 381
841, 670
207,141

ND

231
ND

558
ND

2625, 2125,
1500, 112, 99
23

27,38
72,62

0,066pL/mL
348

431

164
ND

ND
ND

183, 174
1258,841, 733

ND

632, 507, 207
ND

231
144

558
172

2625, 2125,
1500,
18

21,42
78,58

0,132pL/mL
ND

109

ND
1860, 1280,

1140
ND

245,183,174
1020,733, 561

841, 670,220

ND
ND

684, 596

433, 202, 181,
132

ND

ND
2625, 99

21
25
75

0,264pL/mL
483

1042, 816, 658,
257
394, 143

1860, 1280, 858

ND
T

245

1258, 1020,733,
381

ND

632,390, 183
ND

684, 596
1075, 181, 132

558
ND

2625, 292, 255,
132,99
30

35,71
64,29

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

P: Primer
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Sekil 3.15: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarindan izole edilen DNA oOrneklerinin P 13, P-12, P-14, P-15, P-16, P-17

primerlere kars1 gosterdigi amplifikasyon tirtinleri (P=primer)
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Sekil 3.16: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarindan izole edilen DNA orneklerinin P-18 ve P-19 primerlere karsi gosterdigi

amplifikasyon tiriinleri (P= Primer)

Ote yandan Ocimum basilicum L. ugucu yaglarmm uygulandigi arpa
tohumlarinin RAPD profilleri Cizelge 3.14’de sunuldu. Uygulamada polimorfik bant
sayist en az 0,033 pL/mL dozunda olup oran1 %33,33 olarak goézlenirken en yiiksek
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oran ise 0,132 uL/mL dozunda %59,52 olarak o6l¢iildii. Genomik stabilite ise 0,033
uL/mL’de %66,67 iken diger dozlarda %50°nin altinda oldugu tespit edildi. Elde edilen

RAPD bant 6rnekleri Sekil 3.17 ve 3.18’de sunuldu.

Cizelge 3.14: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L.

tohumlarinin RAPD profilleri

No Primer Ad1
1 P-1

2 P-2

3 P-3

4 P-9

5 P-10

6 P-4

7 P-11

8 P-8

Toplam bant

Polimorfizm orani
GTS orani

Kontrol
6

42

Hordeum vulgare L.

0,033uL/mL
ND

366, 235
300

843
331

581

ND
ND
ND

ND
ND

204
ND

106
ND

1000, 636, 313,
279, 221, 166
14

33,33
66,67

0,066pL/mL
ND

235,112
ND

ND
2166,484, 434,

309
ND

300
ND

2714, 623, 552,
467,306

ND
467, 336, 236

ND
685, 614, 233

106
413

1000, 313, 187,
166
24

57,14
42,86

0,132uL/mL
ND

366, 235, 112
ND

466
2166, 484, 434

581

ND
ND

2714, 1942,
899, 623, 552,
265
ND

467, 236

ND
700, 614, 233,
210
ND

ND

1000, 636, 313,
279, 166
25

59,562
40,48

0,264pL/mL
ND

366, 251, 235
ND

843
2166, 484, 434,

309
ND

ND
ND

623, 552,

472
467, 284

240
614, 241, 216

106
413

1000, 636, 279,
187, 166
24

57,14
42,86

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

P: Primer
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Sekil 3.17: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L.
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tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1, P-2, P-3, P-9, P10, P-4 primerlerine
kars1 gosterdigi amplifikasyon firiinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4.
Doz)
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Sekil 3.18: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L.

tohumlarindan izole edilen DNA oOrneklerinin P-11, P-8 primerlerine karsi gosterdigi
amplifikasyon triinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

Ocimum basilicum L. ugucu yaglarmin uygulandigi Amaranthus retroflexus
tohumlarinda en diisiik GTS degeri 0,264 uL/mL dozunda %64,29 olarak belirlendi.
Polimorfik bant sayis1 28 olarak tespit edildi (Cizelge 3.15, Sekil 3.19 ve 3.20).
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Cizelge 3.15: Ocimum basilicum L. elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarinin RAPD profilleri

No  Primer Amaranthus retroflexus L.
Ad1
Kontrol 0,033puL/mL 0,066puL/mL 0,132puL/mL 0,264pL/mL

1 P-1 3 + 200 348 348 726, 490, 400,a 192
- 144 ND 220 ND

2 pP-2 5 + ND ND 870 2012, 1225, 870, 637
- 220 400, 190 ND 254

3 P-3 7 + 870 870, 622, 295 870 870,
- 490 254 254, 151 ND

4 P-9 4 + ND 176 ND 700, 575, 427, 93
- ND ND 132 ND

5 P-10 9 + 184 184 184 641, 184
- 1187,391 1187 1187 1187

6 P-4 3 + ND 255,184 184 ND
- ND ND ND 231

7 P-11 8 + 215 639, 215 215 1042, 700, 281
- ND 378 150 378

8 P-8 3 + 827,620, 520, 827,620,520, 620, 520, 265, 212 827, 620, 520, 364

265, 190 307,265

- 138 138 138 225,138

Toplam bant 42 15 21 17 28

Polimorfizm oram 35,71 50 40,47 66,66

GTS orani 64,29 50 59,53 33,34

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
P: Primer
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Sekil 3.19: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1, P-2, P-3, P-9, P10, P-4primerlerine kars1
gosterdigi amplifikasyon tirtinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)
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Sekil 3.20: Ocimum basilicum L. elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan izole edilen DNA o&rneklerinin P-11 ve P-8 primerlerine karsi gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=primer, A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

3.5. Protein Analizi
Saturja officinalis, Melissa officinalis L. ve Ocimum basilicum L. tiirlerinin

ugucu yaglarmin ¢imlenen Hordeum vulgare, Triticum aestivum ve Amaranthus
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retroflexus tohumlarinin, protein profillerini belilermek i¢in numunelerden total
proteinler izole edildi. SDS-PAGE yontemi ile Orneklere ait protein profilleri
belirlenmeye c¢alisildi. Farkli dozlarda ugucu yaglar uygulanarak ¢imlendirilen
tohumlar 25 °C etiivde bir haftalik kok ve govde gelisiminin ardindan elde edilen
stirgiinlerden protein izolasyonu yapildi. Degerlendirme TOTAL LAB TL 120 yazilim
ile yapildi.

3.5.1. Satureja hortensis u¢ucu yaglarmin uygulandig Triticum aestivum, Hordeum
vulgare L. ve Amaranthus retroflexus L. érneklerinin Protein (SDS-PAGE)

profilleri

Satureja  hortensis ugucu yaglarinin uygulandigt Hordeum vulgare
L.tohumlarimin SDS-PAGE profilleri Cizelge 3.16’de sunuldu. Uygulanan doza baglh
olarak bant sayisina bakildi. Kontrol ile 0,132 uL/mL de bant sayisi ayni iken 0,033
pL/mL, 0,066 uL/mL ve 0,264 pL/mL de ise bant sayisinda azalma goriildii. En fazla
polimorfizm oran1 0,033 pL/mL dozunda %37,50 olarak belirlendi (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16: Satureja hortensis ugucu yaglarimin uygulandigi Hordeum vulgare L. tohumlarimin SDS-
PAGE profilleri

Hordeum vulgare L.

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
8 + ND ND ND ND
- 962, 675, 453 675 ND 675
Polimorfik bant 3 1 0 1

Polimorfizm orani
37,50 12,50 0 12,50

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

Triticum aestivum protein profilindeki bant sayisinin tiim dozlarda farklilik
gosterdigi belirlendi (Sekil 3.21, Cizelge 3.17). Polimorfizm orani en fazla 0,264
uL/mL dozunda %50 olarak gézlendi. 0,033 puL/mL ile 0,132 pL/mL dozlarinda ise

polimorfizm oran1 %12,50 olarak belirlendi.
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Cizelge 3.17: Satureja hortensis ugucu yaglarinin Triticum aestivum tohumlarina uygulandigi SDS-
PAGE profilleri

Triticum aestivum

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
8 + ND ND ND ND
- 436 748, 436 436 748, 622, 480, 436
Polimorfik bant 1 2 1 4

Polimorfizm orani
12,50 25,00 12,50 50,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

Sekil 3.21: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare L. ve
Triticum aestivum tohumlarindan izole edilen protein 6rnekleri K1 ile baglayan Hordeum
vulgare L. dozlart ( K1= Kontrol A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile
baglayan ise Triticum aestivum dozlar1 ( K2= Kontrol A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4.
Doz)

Satureja hortensis ugucu yaglarinin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarinin protein profilleri Cizelge 3.18’de sunuldu. Polimorfik bant sayisinin 0,033
uL/mL ile 0,066 pL/mLdozlarinda ayni diger dozlarda ise artan doza bagli olarak arttig
belirlendi (Sekil 3.22).

Cizelge 3.18: Satureja hortensis ugucu yaglarinin uygulandigi Amaranthus retroflexus L tohumlarinin
SDS-PAGE profilleri

Amaranthus retroflexus L.

Kontrol 0,033uL/mL 0,066uL/mL 0,132uL/mL 0,264pL/mL
4+ 714 523 821, 714 821, 714, 523
ND ND ND ND
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Polimorfik bant 1 1 2 3
Polimorfizm orani
25,00 25,00 50,00 75,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
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Sekil 3.22: Satureja hortensis’ten elde edilen esansiyel yaglarm uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan izole edilen protein drnekleri K3 ile baglayan Hordeum vulgare L. dozlart (
K3= Kontrol A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

3.5.2. Melissa officinalis L. ucucu yaglarmin uygulandigi Triticum aestivum,
Hordeum vulgare L. ve Amaranthus retroflexus L. 6rneklerinin Protein (SDS-
PAGE) profilleri

Melissa officinalis’ten elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum vulgare,
Triticum aestivum ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin protein profilleri Sekil 3.23

ve 3.24° te sunuldu.

Hordeum vulgare L. tohumlarina uygulanan Melissa officinalis ugucu yagi 0,033
pL/mL dozunda herhangi bir polimorfik bant iiretmezken diger dozlarda bantlarin

kaybolmasi kaydiyla polimorfizme neden oldugu belirlendi (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19: Melissa officinalis L. ugucu yaglarmin uygulandigi Hordeum vulgare L. tohumlarinin SDS-
PAGE profilleri
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Hordeum vulgare L.

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL
5 + ND ND
- ND 508
Polimorfik bant 0 1

Polimorfizm orani
0 20,00

0,132pL/mL
ND

784,508
2

40,00

0,264pL/mL
ND

748, 508
2

40,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

Melissa officinalis L. yaginin uygulandigr bugday tohumlarinda 0,066 pL/mL

dozu haricinde diger dozlarda polimorfik bantlara rastlandi. Polimorfik bantlarin

genellikle kayip bant seklinde ortaya ¢iktig1 belirlendi (Cizelge 3.20).

Cizelge 3.20: Melissa officinalis L. ugucu yaglarinin uygulandigi Triticum aestivum tohumlarinin SDS-

PAGE profilleri

Triticum aestivum

Kontrol 0,033pL/mL 0,066pL/mL
6 + 526 ND
- 605 ND
Polimorfik bant 2 0
Polimorfizm orant
33,33 0

0,132pL/mL
526

605, 487
3

50,00

0,264pL/mL
ND

718, 605, 487
3

50,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
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Sekil 3.23: Melissa officinalis’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi arpa ve bugday
tohumlarindan elde edilen protein 6rnekleri K1 ile baglayan arpanin dozlar1 ( K1= Kontrol
A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile baslayan ise bugdayin dozlar1 ( K2=
Kontrol A= 1.doz, B= 2. Doz, C= 3. Doz, D=4. Doz)
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Uygulanan ugucu yaglarin tiim dozlarda Amaranthus retroflexus L. tohumlarinda
polimorfik bantlar iirettigi ve oranin genellikle %42,85 oldugu goézlendi. Polimorfik
bantlarin genellikle kayip bant seklinde ortaya ¢iktigr belirlendi (Cizelge 3.21, Sekil
3.24).
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Cizelge 3.21: Melissa officinalis L. ugucu yaglarinin uygulandigi Amaranthus retroflexus L. tohumlarinin
SDS-PAGE profilleri

Amaranthus retroflexus L.

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
7 + ND ND ND ND
- 1151, 413 1151, 677,413 1151, 677,413 1151, 677, 413
Polimorfik bant 2 3 3 3

Polimorfizm orani
28,57 42,85 42,85 42,85

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
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Sekil 3.24: Melissa officinalis’den elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L .
tohumlarindan elde edilen protein Ornekleri K3 ile baslayan Amaranthus retroflexus L
dozlar1 ( K3= Kontrol A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)

3.5.3 Ocimum basilicum L. ugucu yaglarinin uygulandigi Triticum aestivum,
Hordeum vulgare L.ve Amaranthus retroflexus L. érneklerinin Protein (SDS-
PAGE) profilleri

Ocimum basilicum L. tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarinin protein profillerinde dozdan bagimsiz degisimler gozlendi.
Kontrol grubu ile de 0,066 uL/mL dozlar1 arasinda yiiksek oranda benzerlik tespit
edildi. En yiiksek polimorfizm orani ise 0,132 pL/mL dozunda saptand1 (Cizelge 3.22,
Sekil 3.25).
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Cizelge 3.22: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarinin uygulandigi Hordeum vulgare L.tohumlarinin SDS-
PAGE profilleri

Hordeum vulgare

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
5 + ND ND 976, 882, 448 976, 448
- 772,494 ND ND ND
Polimorfik bant 2 0 3 2
Polimorfizm orani
40,00 0 60,00 40,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.

Ocimum basilicum L. ugucu yaglarinin uygulandigi bugday tohumlarinin protein
profillerinde ise ilk ii¢ dozda bant sayis1 ayn1 6l¢iiliirken dordiincii dozda bant sayisinda

degisiklik gozlemlendi. Polimorfizm orani en yiiksek 0,264uL/mL dozunda %50 olarak
belirlendi (Cizelge 3.23, Sekil 3.25).

Cizelge 3.23: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarimin Triticum aestivum tohumlarina uygulandigi SDS-
PAGE profilleri

Triticum aestivum

Kontrol 0,033uL/mL 0,066pL/mL 0,132pL/mL 0,264pL/mL
6 + 788, 656 788, 656 788, 656 788, 656
- ND ND ND 538
Polimorfik bant 2 2 2 3
Polimorfizm orant
33,33 33,33 33,33 50,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar.
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Sekil 3.25: Ocimum basilicum’ten elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi arpa ve bugday
tohumlarindan elde edilen protein 6rnekleri K1 ile baglayan arpanin dozlar1 ( K1= Kontrol
A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz) K2 ile baslayan ise bugdayin dozlar1 ( K2=
Kontrol A= 1.doz, B= 2. Doz, C= 3. Doz, D=4. Doz)
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Ocimum basilicum L. ugucu yaglarmin uygulandigi horozibigi tohumlarinin
protein profillerinin ise maksimum oranda polimorfizm sergiledigi tespit edildi. Artan
doza bagli olarak bant sayisinda artma oldugu belirlendi. 0,066 pL/mL ve 0,132 pul/mL
dozlarinda tespit edilen polimorfik bant sayisi kontroldeki bant sayisiyla ayni olup
0,264 pL/mL dozunda ise yliksek oranda polimorfizm oldugu belirlendi. ( Cizelge 3.24,
Sekil 3.26).

Cizelge 3.24: Ocimum basilicum L. ugucu yaglarinin uygulandigi Amaranthus retroflexus L tohumlarinin
SDS-PAGE profilleri

Amaranthus retroflexus L.

Kontrol 0,033uL/mL 0,066uL/mL 0,132uL/mL 0,264pL/mL
4+ 1068 990, 664, 475 1068, 990, 459 1068, 773, 664, 459
- 440 440 440 440
Polimorfik bant 2 4 4 5

Polimorfizm orani
50,00 100,00 100,00 125,00

ND: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:0Olusan bantlar.

Sekil 3.26: Ocimum basilicum’ dan elde edilen esansiyel yaglarin uygulandigi Amaranthus retroflexus L.
tohumlarindan elde edilen protein Ornekleri K3 ile baslayan Amaranthus retroflexus L
.dozlar1 ( K3= Kontrol A= 1.doz, B=2. Doz, C=3. Doz, D=4. Doz)
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4 TARTISMA ve SONUC

Ugucu yaglar1 da iceren sekonder metabolitler biyolojik aktiviteleri olan dogal
bilesiklerdir. Sekonder metabolitlerin bitkide; hos koku salgilanmasi, savunma
mekanizmas1 ve allelopatik etki gibi bircok fonksiyonlar1 bilinmektedir. Sekonder
metabolitler iiretildikleri bitkilerde dogal savunma elemani olarak is goriip bitki-bitki,
fungus, bakteri ve bdcekler gibi bircok organizmaya karsi bitkiyi savunmaktadirlar.
Bitkilerin salgiladigi bu bilesenler giiniimiizde farkli yontemlerle bitkilerden izole
edilerek tip, eczacilik, parflimeri, deterjanlar ve tarim gibi alanlarda da kullanilmaktadir.
Ozellikle aromatik metabolitlerin yiiksek oranda aktivite gdsterdikleri bilinmektedir.
Aromatik icerik bakimindan Lamiaceae bitki famiyasinin iiyeleriyle olan mevcut
calismada Satureja hortensis, Melisa offisinalis ve Ocimum basilicum tiirlerinden elde
edilen esansiyel yaglarin Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve yabanci ot olarak
bilinen Amarantus retroflexus L. tohumlarinin ¢imlenme oranina, ayni tohumlardaki
genomik kararliliga ve fenotipik karakterleri lizerine etkileri arastirildi. Elde edilen
ucucu yaglarin igerikleri GC-MS ile analiz edildi. Major bilesenlerin karvon, a-selinen,
karvakrol, sitral ve feron20 gibi bilesenler oldugu tespit edildi. S6z konusu tiirlerden
elde edilen ugucu yaglar in vitro kosullarda Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve
Amarantus retroflexus L. tohumlarma 0,033- 0,066- 0,132 ve 0,264 nl/ml dozlarda
uygulandi. Cimlendirilen 6rneklerin kok ve govde uzunluklari, yedinci giiniin sonunda
Olctliip istatistiksel olarak degerlendirildi. Genomik kararlilik Slgiimii i¢in RAPD
teknigi kullanilmis ve 19 farkli oligoniikleotid primerine kars1 amplifikasyonlar 6l¢iildii,
Sonuglar Total Lab. TL. 120 paket programu ile degerlendirildi. SDS-PAGE teknigi ile
ucucu yag uygulanan tohum Orneklerinin proteinlerindeki fenotipik degisiklikler

belirlendi.

Satureja hortensis tiiriine ait ugucu yaglar %97,52 oraninda, toplam 38 igerik
olarak tespit edildi (Cizelge 3.1). Igerigin major bilesenleri % 15,36 Siklohekzonen
(Karvon), %14,69 Karvakrol, %13,03 Simen, %11,86 Fenol ve %10,61 Timol
olusturmaktadir. Minér bilesenler ise %0,03 Aromadenderene, %0,04 Pyretrin ve %0,05
Kaptofol olarak tespit edildi. Literatiirde mevcut ¢alismada tespit edilen igeriklere
benzer igeriklerin bulundugu tespit edilmistir (Mahboubi, 2011; Khajeh, 2011). Aksine
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Djenea vd. (2011)’nin yaptig1 calismada major bilesenin %94 oraninda terpinen oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun bitkinin toplandigi déneme, ugucu yagin elde edildigi

bitki kismina, teknige iklimsel farkliklardan kaynaklandig: sdylenebilir.

Satureja hortensis ugucu yaginin uygulandigi Triticum aestivum (bugday)
tohumlarinda genel anlamda doza bagimli olarak ¢imlenme oraninin diistiigi
gozlenmistir. 0,066 pl/ml dozunun ise kok gelisimini tesvik ettigi belirlenmistir
(Cizelge 3.4). Ugucu yaglarin ¢imlendirilen Triticum aestivum tohumlarinin GTS
oraninda ise dozdan bagimsiz degisimlere neden oldugu goézlenmistir. 0,033 pL/mL
dozunda GTS oram1 %81,82 olarak olciiliirken, 0,066 pl/ml ve 0,132 pl/ml dozlarinda
ise en diisiik oran (%45,46) tespit edilmistir. SDS-PAGE’de ise kontrole grubuna gore
bant sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.17). Polimorfizm orani 0,033
ul/ml ve 0,066 pl/ml dozlarinda %12,5 iken en yiiksek polimorfizm orani 0,264 pl/ml
dozunda %50 olarak belirlenmistir. Literatiirdeki Satureja tiirline ait benzer
caligmalarda ise, Yousefzadi (2014) Satureja khuzistanica tiiriiniin esansiyal yaginin
antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerinin oldugu belirlemistir. Ceker (2014)’in yaptig1
calismada Satureja hortensis’in gliglii bir antioksidatif ve antigenotoksik etkiye sahip
oldugunu belirlemistir. Bunlarin aksine Bozar1 (2016) S. hortensis 'ten elde ettigi ucucu
yag1 fasulye tohumlarina uygulamis ve GTS degerinde onemli derecede degisimin

oldugunu saptamustir.

Satureja hortensis tiirtinden elde edilen ugucu yaglarin, Hordeum vulgare L.
(arpa) tohumlarinda dozdan bagimsiz olarak kok gelisimini tesvik ettigi saptanmigtir.
Govde gelisiminde kontrole gére 6nemli sayilabilecek inhibisyon gozlenirken (Cizelge
3.4) GTS oraninmn ise 0,132 pl/ml dozunda %46,16’ya distiigii protein profilindeki
polimorfizm oraninin 0,033 pl/ml dozunda %37,50 oldugu belirlenmistir.

Satureja hortensis tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin Amaranthus retroflexus
L. (horozibigi)’nin tohumlarinin ¢imlenme oranini kontrol grubuna gore artan doza
bagli olarak azalttigi belirlenmistir. Ugucu yaglarin uygulandiklart Hordeum vulgare L.,

Triticum aestivum, Amaranthus retroflexus tohumlarindan koék gelisimini en fazla
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Amaranthus retroflexus L. tohumlarinda inhibisyona ugrattiklar1 belirlenmistir (Cizelge
3.4, Sekil 2).

Yaglarin uygulandig1 tohumlarda GTS orani en fazla Amaranthus retroflexus’da
% 92,86 olarak Sl¢iilmiistiir. Artan doza bagli olarak GTS oraninda diisme oldugu 0,132
ul/ml ve 0,264 pl/ml’deki dozlarda %67,86’de sabitlendigi belirlenmistir. Protein
profillerinde polimorfizm orani artan dozla beraber en yiiksek 0,264 pl/ml’de %75

olarak tespit edilmistir.

Bulgulardan elde edilen verilere gore uygulanan bilesenlerin genel anlamda tim
tohumlarinin ¢imlenme oranlarimi diisiirdiigli baz1 dozlarda biiylimeyi tesvik ettigi,
genom kararliligin1 degistirdigi ve bu degisimin yiiksek dozlarda fenotipik olarak
protein profillerine yansidig1 belirlenmistir. Ozellikle bitki koklerinden salman bazi
terpenlerin sinyal molekiilleri olarak hareket edip bitki gelisimini aktive ettigi yapilan
caligmalarda belirtilmistir (Zhi-lin vd., 2007). Bugday tohumlarinin 0,132 pl/ml
dozunda buna benzer bir aktivite tespit edilmistir. Ote yandan Satureja hortensis’ten
elde edilen ugucu yaglar arasinda da bulunan jasmonik asit ve tiirevlerinin bitki biiyiime
inhibitorii olduklar1 hatta bu etkinin absisik asitten daha fazla olabilecegi vurgulanmigtir
(Dathe vd., 1981). Calismamizda bazi dozlarda farkli tohumlarin benzer sekilde
uygulanan ugucu yaglardan etkilenmesi igerikte bulunan bazi bilesenlerin inhibe edici
Ozelliklerinden  kaynaklandigi  diisiiniilmektedir. Uygulanan igeriklerin DNA
etkilesimleri ile protein profillerini farkli dozlarda farkli oranlarda etkilemeleri de
icerigin cesitlilik gostermesinden kaynaklanmistir. Benzer aktivite Mezzoug vd. (2007)
tarafindan yapilan ¢alismada da gozlenmistir. Bu ¢alismaya gore major igerigi karvakrol
olan Origanum compactum tiiriinden elde edilen ugucu yaglar -etilmetilsiilfonat
mutajenine kars1 antigenotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yaglarin
genellikle genotoksik olmadigi ancak hiicre ve organellerin zarlarini etkilemek
kosuluyla sitotoksik olabilecekleri Onceki calismalarda belirtilmistir (Bakkali vd.,
2008). Ancak bazi ugucu yag igeriklerinin DNA’ya baglanma 6zelliklerinin oldugu yine
aynt ¢alismada belirtilmistir. Benzer bilesenlerin reaktif oksijen molekiillerinin
dretimini  saglamak kosuluyla s6z konusu bitkilerdeki protein profillerini

etkileyebilecekleri literatiir taramalari ile de desteklenmistir.
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Melisa officinalis tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin igerigi GC-MS analizi
sonucu % 51.581 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.2). Igerigin major bilesenlerinin bir
kismin1  E-sitral  (%11.26), (-)-Karyofilen oksit (%9.74) ve Z-sitral (%9.07)
olustururken, mindr bilesenlerin ise Methoprene (%0,27) ve Kaptafol (9%0,31) oldugu
belirlenmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda ise benzer igerikler mevcuttur (Saeb vd., 2012
; Bounihi vd., 2013). Ornegin; Mimica vd., (2004)’nin yaptig1 ¢alismada neral (Z-sitral)
ile gerenial (E-sitral) major bilesenlerken mindr bilesenler mevcut ¢alismadan farklilik
gostermistir. Tam aksine Hussain vd., (2011) igerigin %27,4lnl 1,8-Sineol, Adinee
vd., (2008) ise igerigin % 28,89’linlii Trans-karveol olarak belirlemistir. Ugucu yag
icerik degisikliginin sebepleri; bitkilerin farkli donemlerde toplanmis olmasi, iklim
farkliliklari, esansiyel yagin bitkiden elde edildigi kisma ve teknige bagli olasi

degisiklikler gostermesi miimkiindiir.

Melisa officinalis’den elde edilen ugucu yaglar uygulandigi Triticum aestivum
tohumlarinin gévde gelisimini artan doza bagimli, kok gelisimini ise dozdan bagimsiz
olarak diistirdiigii belirlenmistir. Maksimum inhibisyon 0,264 pl/ml olan dordiincii
dozda goriilmistiir (Cizelge 3.5). GTS oraninin ise artan doza paralel olarak arttig
belirlenmistir. 0,033 ul/ml dozunda %40 iken 0,264 ul/ml dozunda %65’ e yiikseldigi
gozlemlenmistir. SDS-PAGE protein profilinde polimorfizm oran1 0,132 ul/ml ve 0,264
ul/ml dozlarda en yliksek %50 olarak belirlenmistir. (Cizelge 3.20).

Ayni tiirden ekstre edilen ugucu yaglarin H.vulgare L. tohumlarina uygulanmasi
sonucunda; tohumlarin kok gelisimini artan doza bagimli olarak, govde gelisimini ise
dozdan bagimsiz olarak ancak istatistiksel olarak Onemli sayilabilecek oranda
inhibisyona ugrattig1 tespit edilmistir. RAPD profillerinde ise artan doza bagli olarak
GTS oraninda diisiis oldugu goriilmiistiir. 0,264 pl/ml dozunda en diisiik GTS orani
%29,04 olarak olgtilmiistiir. SDS-PAGE protein profillerinde ise ilk dozda polimorfizm
gozlenmezken 0,132 pl/ml ve 0,264 pl/ml dozlarinda en yiiksek (%40) polimorfizm
orani tespit edilmistir. Uygulanan yaglarin A. retroflexus tohumlariin kok gelisimini
0,033 ul/ml dozunda tesvik ettigi saptanmistir. 0,264 ul/ml’deki en yiiksek dozda ise
inhibisyon oran1 maksimum olarak 6l¢iilmiistiir. RAPD profilinde ise GTS oran1 0,132
ve 0,264 pl/ml’deki dozlarinda en diisiikk (%14,82) oraninda oldugu belirlemistir.
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Protein profillerinin ise kontrole gore degismekle beraber son ii¢ dozda %42,85°e

sabitlendigi gozlenmistir.

Elde edilen verilere gore Melisa officinalis’den elde edilen ugucu yaglar
uygulandigr Triticum aestivum tohumlarinda genomik kararliligin artan doza bagh
olarak yiikseldigi ancak ¢imlenme oranlarinin inhibisyona protein profillerinin ise
degisiklige ugradigi saptanmistir. Bu durum, s6z konusu tohumlarin ¢imlenirken
fizyolojik olarak strese girmis olabilecegini ancak genomik olarak fazla
etkilenmediklerini gostermektedir. Ayn1 durum H.vulgare L. tohumlarinda kismen
farklilik gostermistir. Bugday tohumlarinin aksine arpa tohumlarinda genomik
kararliligin diistiigii tespit edilmistir. Ugucu yaglarin horozibigi tohumlarinda ise kok
gelisimini genel olarak inhibe ettigi, GTS oranini1 dnemli derecede diisiirdiigli ve protein
profillerinde de degisiklige neden olduklart belirlenmistir. Literatiirde benzer
calismalara rastlamak miimkiindiir. Ornegin; Almeida (2010), igerisinde M.officinalis’in
de bulundugu 12 bitkinin ugucu yaglarinin, farkli dozlarda turp, marul ve tere
tohumlarinin ¢imlenmeleri iizerine etKilerinin oldugunu belirlemistir. Ozellikle sitral
tirevlerinin cesitli hiicrelerde elektron verici bilesenlerle bir yiik transfer kompleksi
olusturarak aktivite gosterdikleri ve bu aktivitenin hiicre 6liimiine neden olabilecegi
tizerinde durulmustur (Chutia vd., 2009). Karyofilen gibi bilesenlerin ise mitokondride
ETS zincirini inhibe (Monzote vd., 2009) ederek hiicresel solunumu ve enerji
metabolizmasint bozdugu goriilmektedir. Bu bilesenlerin sitotoksik olmalarinin yani
sira bazi calismalarda tersi sonuclar elde edilmistir. Ornegin; Kamdem ve ark., (2013)
elde ettikleri ugucu yaglarin insan 16kosit hiicreleri lizerinde artan doza bagli olarak
gelisimde farkliliklara neden olduklarini, ancak bu bilesenlerin sitotoksik veya
genotoksik olmadiklarini, aksine iyi bir antioksidan oldugunu belirtmislerdir. M.
officinalis’ den elde edilen ugucu yag igeriginde bulunan sitral, maddesinin bitki
biliylimesinde mikrotiibiilleri bozdugu belirlenmistir (Chamovitsh vd., 2009). Ugucu
yaglarin farkli tohum tiirlerinde farkli etkilerde bulunmalar1 igerikteki bilesenlerin
sinerjik veya antagonistik olarak ¢aligmalarina baglanabilir. Nitekim literatiirde benzer

caligmalar mevcuttur (Chutia vd., 2009; Aksoy, 2014). Uygulanan ugucu yaglarin DNA
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ve protein profilleri iizerindeki etkilerinin farklilik gostermesi igerik ¢esitliligi veya

farkl1 bitkilerin farkli sekillerde savunma mekanizmalarini gelistirmesiyle agiklanabilir.

Ocimum basilicum tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin GC-MS analizi sonucu
%99,91°1 tespit edilmistir (Cizelge 3.3). igerigin major bilesenleri %22,71 Feron 20,
%12, 81 Eugenol, %6,45 Pinen, %6,36 Linalol, %5,35 n-Hekzadekanoik asit, minor
bilesenleri ise %0,08 Dietoksieten, %0,18 Oktaetilen glikol ve %0,19 Benzofenon
olarak analiz edilmistir. Literatiirdeki bir¢ok calismada major bilesen Linalol (Lee,
2004; Telci, 2006; Kulan, 2013) olarak olgiiliirken diger bilesenlerin ¢alismalarda
minimum derecede oldugu veya hi¢ olmadigi tespit edilmistir. Bu degisikligin sebepleri
ise, bitkinin ¢igeklenme donemine, aldigi giines 1sinlarina, su stersine, geng¢ veya yash
bitkiden toplanmis olmasma, yagm elde edilmesinde kullanilan teknige gore

degismektedir.

Ocimum basilicum wugucu yagmin uygulandigi T. aestivum tohumlarinin
koklerinde doza bagimli inhibisyon gozlemlenirken govdede ise bagimsiz olarak
diistirdiigii belirlenmistir. RAPD profillerinde GTS oran1 en yiiksek 0,066 pl/ml
dozunda %78,58 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.13). SDS-PAGE protein profilinde
polimorfizm orani en yiiksek 0,264 ul/ml dozunda %50 olarak 6l¢iilmiistiir. (Cizelge
3.23).

Arpa tohumlarina uygulanan O. basilicum ugucu yaglarinin 0,066 pl/ml
dozunda govde biiylimesini tesvik ettigi gozlenmistir. Kok drneklerinin 2.ve 4. dozlarda
kontrole gore onemsiz degisiklikler gosterdigi, diger dozlarda ise inhibisyonlarin
meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 3.6). RAPD profilinde artan dozdan bagimsiz
olarak GTS oraninda dalgalanmalar oldugu belirlenmis, en diisiik GTS oran1 0,132
ul/ml dozunda % 40,48 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.14). SDS-PAGE protein
profilinde 0,066 dozunda polimorfizm gozlemlenmezken 0,264 pl/ml dozunda bu oran

%60 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.22).

Cizelge (3.6)’de gosterildigi gibi Amaranthus retroflexus L. tohumlarina
uygulanan O. basilicum ugucu yaglarinin tohumlarin ¢imlenme oranlarini 0,066 pl/ml

dozunda olumlu yonde etkiledigi gozlenmistir. 0,132 pl/ml ile 0,264 pl/ml dozlarinda
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inhibisyonun maksimum oldugu belirlenmistir. Cizelge 3.15’de oldugu gibi RAPD
profilinde GTS oran1 0,264 pl/ml dozunda %33,34 ile en diisiik oran olarak dl¢iilmiistiir.
Polimorfizm ve GTS oraninin 0,066 pl/ml dozunda esit oldugu saptanmigtir. SDS-
PAGE protein profillerinde ise; kontroldeki bant sayisina gore artan doza bagli olarak
bant sayisinda artis gézlemlenmistir. Polimorfizm orani 0,264 pl/ml dozunda %125

olarak belirlenmistir (Cizelge 3.24).

Ocimum basilicum L. ugucu yaglarinin uygulandigi tohumlarin ¢imlenme
oranlarinda genellikle doza bagimli inhibisyon gdzlenirken, GTS oranlarinda dozdan
bagimsiz degisimler belirlenmistir. Protein profilinde de benzer degisiklikler tespit
edilmistir. Uygulanan ugucu yaglarin 6zellikle ikinci dozda arpa ve horozibigi
tohumlarinin biiylimesini tesvik ettigi tespit edilmistir. Benzer durum Ogbebor (2005)
tarafindan yapilan ¢aligmada da tespit edilmistir. Konidial ¢imlenme ve misel olusumu
ile ilgili yapilan calismada; 5 farkl bitki arasindan ¢imlenmeye ve misel olusumuna en
iyi olumlu etkiyi Ocimum basilicum L. tiriiniin verdigini belirtilmistir. Bir baska
caligmada da, O.basilicum L.ve O. gratissimum L. tirlerinin ugucu yaglarinin
Callosobruchus maculatus (tohum bécegi) ve yumurtalart tizerine gelisimi
arastirtlmistir. Uygulanan ugucu yaglarin pestisidal etki gosterdigi ve tahil grubunun
¢imlenmesi {izerine olumsuz etki yaratmadig: bildirilmistir (Keita vd., 2001). Mevcut
calismada ucucu yaglarin uygulandigr tohumlarin genomik kararhiliklari cesitli
dozlarda Onemli derecede diisiirdiigli gozlenmistir. Benzer sekilde Aydinli (2014)
Ocimum basilicum un nemotodlar {izerinde toksik etkisinin oldugunu belirlemistir.
Celebi (2010) ise feslegenin HPLC yontemi ile fenolik bilesimini tespit etmis ve
antioksidan aktivitesini belirlemistir. Sonu¢ olarak bazi feslegenlerin fenolik igerigin
fazla olmasiyla antioksidan etkisinin arttigmi belirtmistir. Ozbek (2007) sicanlar
tizerinde yaptigi ¢alismada Ocimum basilicum ugucu yaginin farkli dozlarda anti-
inflamatuar etkiye sahip oldugunu belirtmistir. Ozellikle linalol maddesinin merkezi
sinir sisteminde sakinlestirici 6zelliginin olmasi, oksitleyici kaynakli genotoksik etkiyi
onemli derecede azalttigi belirlenmistir (Miti¢-Culafi¢, 2009). Giiez (2017) Ocimum

basilicum L. tiiriiniin insan 16kosit hiicrelerinde anti-genotoksik ve anti-inflamatuar
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etkisini arastirmistir. Feslegen ekstraktinin iyi bir anti-genotoksik ve anti-inflamatuar

etkisi oldugunu belirtmistir.

Ucucu yaglarin biyoherbisit potansiyelleriyle ilgili literatiirde bircok c¢alisma
mevcuttur. Ornegin Origanum onites L. ve Rosmarinus officinalis L. bitkilerinden elde
edilen ucucu yaglar, bes farkli bugday ve iki yabani tohuma uygulanmistir. Ugucu
yaglarin, yabani ot ¢imlenmesi, fide biiylime ve gelismesi iizerine allelopatik etki
gosterdigini bildirilmistir (Atak vd., 2016). Ote yandan Saharkhiz (2016) Nepeta
cataria L. ugucu yagmin tarla bitkileri ve yabani bitkiler lizerinde biyoherbisit etkisini
arastirmistir. Nepeta cataria L. tiirliniin ekstesinin inhibisyon etkisinin oldugunu, yabani
ot ile miicadelede kullanilabilecegini ileri siirmiistiir. Yine Cannabis sativa L. (kenevir)
bitkisinden elde edilen ugucu yag 5 farkli yabani bitki ¢imlenmesi iizerinde denenmis,
tohumlar1 inhibisyona ugrattig1 ve allelopatik etkisinin oldugu belirlenmistir (Agnieszka
2016). Kordali (2016) yaptig1 ¢alismada Myrtus communis bitkisinden elde ettigi ugucu
yagin hem antifungal hem de herbisidal etkisini arastirmistir. Deneme sonuclarinda
antifungal etkisinin oldugunu, bes farkli yabani bitkide ise tohum ¢imlenmesi ve fide
biiylimesini inhibe ettigini belirtmistir.

Mevcut calismadan elde edilen sonuglar literatiir taramalar ile kiyaslandiginda
benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Satureja hortensis, Melisa officinalis L. ve
Ocimum basilicum L. tiirlerinin Triticum aestivum, Hordeum vulgare L. ve Amaranthus
retroflexus L. tohumlar {izerine, artan doza bagl olarak inhibe edici etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Genel olarak her ii¢ ucgucu yag Orneginin en diisik doz olan
0,033ul/ml’de Amaranthus retroflexus L. tohumlarmin genelinde biyoherbisit etki
gosterdigi tespit edilmistir. Ayn1 dozda ugucu yaglarin Triticum aestivum ve Hordeum
vulgare L. tohumlarinda Amaranthus retroflexus L.’deki kadar etkili olmadigi
belirlenmistir. Boylece s6z konusu tiirlerden elde edilen ugucu yaglarin tarimda, zirai
miicadelede, pestisit sanayisinde ve ekolojik caligmalarda kontrollii bir sekilde

kullanilabilecegi ongdriilmektedir.
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