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MELATONIN VE SPERMIN UYGULAMALARININ TUZ STRESI ALTINDAKI
FESLEGEN (Ocimum basilicum L.) BITKISININ FENOLIK BILESIKLERE VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITESINE ETKIiSi

MERAL KARACOCUK

OZET

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk hem tarim yapilan topraklarda hem
de tuzluluk tehdidi altindaki topraklarda yetigsen bitkilerde pek ¢ok olumsuzluklara neden
olmaktadir. Tuzlulugun olumsuz etkilerine karsi bitkiler iizerinde ekzojen olarak hormon
ve biiylime diizenleyici bilesikler denenmekte olup, bu ¢aligmada melatonin ve spermin
uygulamalar1 ile tibbi bir bitki olan feslegende sekonder madde fiiretimini ve tuza
dayaniklilig1 arttirmak hedeflenmistir. Farkli konsantrasyonlarda melatonin (1 ve 10 uM)
ve spermin, (0,1 ve 1 mM) mor yaprakl feslegen (Ocimum basilicum L.) tohumlarina 24
sa sire ile emdirilmis, ekimleri saksilara yapilarak iklim odasinda uygun kosullarda
yetistirilmistir.  Bitkiler dort yaprakli boyuta geldiklerinde stres uygulamalari
gerceklestirilmistir. Artan tuz konsantrasyonu ile (25, 50, 75, 100 mM) birer hafta
sulanarak  ¢iceklenme donemi Oncesi hasat edilmistir.  Bitki  ekstraktlarinin
spektrofotometrik yOntemlerle DPPH antioksidan aktivite, toplam fenol ve toplam
flavonoid miktarlari, HPLC cihaz1 ile fenolik asitleri analiz edilmistir. Caligmanin
sonucunda tiim analizlerde uygulamalarin etkisi istatistikel olarak anlamli bulunmustur
(»<0,01). Analizler sonucunda tuz stresi altinda DPPH antioksidan aktivitenin kontrol
grubuna gore diisiis gosterdigi (% 98,37-% 91,19), toplam fenolik madde miktarinin tuz
stresi ile azaldig1 (4,45-2,55 mg/g ekstrakt) fakat 10 uM melatonin+tuz uygulamasinin
fenolik madde miktarii arttirdig: (5,30 mg/g ekstrakt), Spermin 0,1 mM uygulamasinin da
kontrole gore daha fazla (5,32 mg/g ekstrakt) fenolik madde icerdigi tespit edilmistir.
Toplam flavonoid miktarmin fenolik madde miktar1 ile benzer sekilde tuz stresi altinda
azalmis (0,31-0,18 mg/g ekstrakt), 10 uM melatonin+tuz uygulamasinda ise artis
gostermistir (0, 39 mg/g ekstrakt). Calismamizda kafeik asit, sikorik asit ve rozmarinik asit
ana fenolik bilesenler olarak tespit edilmis, kafeik asit miktarmin kontrol grubunda tuz
stresi altinda azaldig1 (0,016-0,006 mg/g ekstrakt), melatonin ve spermin uygulamalarinin
hepsinde kontrollerine gore artis gosterdigi belirlenmistir. Sikorik asit miktarinin ise tuz

stresinde tiim uygulamalarda kontrollerine gore azalig goriiliirken, 10 uM melatonin+tuz



uygulamasinda kontrol grubuna gore artis (0,15-1,88 mg/g ekstrakt) goriilmiistiir.
Rozmarinik asit miktar1 tuz stresi altinda kontrol grubunda tespit edilememis, diger
uygulamalarda da azalislar goriilmiis, 10 uM melatonin+tuz uygulamasinda ise kontroliine
gore artis (0,09-3,05 mg/g ekstrakt) belirlenmistir. Sonu¢ olarak 10 uM melatonin
uygulamasinin tuz stresi altinda sekonder madde miktarlarini arttirdig1 goriilmiis, feslegen

bitkisi i¢in bu konsantrasyonun etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Feslegen, tuz stresi, melatonin, spermine, antioksidan aktivite, fenolik

asit.
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THE EFFECT OF MELATONIN AND SPERMIN APPLICATIONS ON
PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF BASIL (Ocimum
basilicum L.) PLANT UNDER SALT STRESS

(MASTER'S THESIS)
MERAL KARACOCUK

ABSTRACT

Salinity, which is one of the abiotic stress factors, causes many adversities both in
the cultivated soils and the plants grown in the soils under the threat of salinity. Hormone
and growth regulating compounds are tested exogenously on the plants against the negative
effects of salinity. In this study, with the application of melatonin and spermine, it is aimed
to increase the secondary substance production and salt resistance in basil which is a
medicinal plant. At the different concentration of melatonin (1 and 10 uM) and sperm (0.1
and 1 mM) were soaked into purple-leaf basil (Ocimum basilicum L.) seeds for 24 hours
and cultivated in pots in favorable conditions in the climate room. When the plants reached
four-leaf size, stress applications were carried out. It was harvested one week before the
flowering period by irrigation with increasing salt concentration (25, 50, 75, 100 mM) at
one week interval. DPPH antioxidant activity, total phenol and total flavonoid amounts of
plant extracts were analyzed by spectrophotometric methods and phenolic acids were
analyzed by HPLC. As a result of the study, the effect of applications was statistically
significant in all analyzes (p<0,01). As a result of the analysis, DPPH antioxidant activity
decreased under salt stress when compared to the control group (98,37- 91,19%), total
phenolic content decreased with salt stress (4,45-2,55 mg / g extract) but 10 uM melatonin
+ salt application increased the amount of phenolic material (5,30 mg / g extract). It was
determined that 0.1 mM application of spermine contained more phenolic substances (5,32
mg / g extract) than control group. Total flavonoid content showed similarity with total
phenolics that decreased with salt stress (0,31-0,18 mg / g extract) and increased with 10
uM melatonin + salt application (0,39 mg / g extract). In our study, caffeic acid, chicoric
acid and rosmarinic acid were found to be the main phenolic components, and the amount
of caffeic acid decreased under the salt stress (0,016-0,006 mg /g extract) in the control
group, and it was determined that all treatments of melatonin and spermine increased
compared to all their controls. The amount of chicoric acid decreased under salt stress

compared to the controls in all applications, whereas 10 uM melatonin + salt application

il



increased compared to the own control group (0,15-1,88 mg / g extract). The amount of
rosmarinic acid could not be determined in the control group under salt stress and
decreases were observed in other applications, but an increase was determined at 10 uM
melatonin + salt application (0,09-3,05 mg/g extract). As a result, 10 uM melatonin
application was found to increase the amount of secondary metabolites under salt stress,

and this concentration was found to be effective for basil plant.
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1.GIRIS

Bitkiler dogalar1 geregi g¢evre ile siirekli etkilesim halindedirler. Bulunduklar
cevrede uygun olmayan kosullar olustugunda adaptasyon eksikligine bagli olarak strese

maruz kalirlar (Biiyiik ve ark., 2012).

Bitkilerde stres Onemli metabolik ve fizyolojik degisikliklere neden olabilir.
Biiyliime ve gelismeyi olumsuz olarak etkileyerek bitkinin ve organlarinin 6lmesine, tirlin
miktarinin ve kalitesinin azalmasina neden olabilmektedir. Bitkide stres; biiylime ve
gelismeyi azaltan veya aksi yonde etkileyen ¢evre faktoriindeki degisimler olarak

tanimlanabilir (Cer¢i, 2012).

Bitkilerde stres faktorleri biyotik (viriisler, bakteriler mantarlar, bdcekler,
herbivorlar, kemirgenler, parazit bitkiler) ve abiyotik (tuz, su, sicaklik, 151k, gazlar,
mineraller, radyasyon vb.) stres etmenleri olarak ikiye ayrilmaktadir (Ashraf ve Foolad,

2007).

Ekilebilir alanlarin verimindeki azalmanin nedeni abiyotik streslerden biri olan
mineral stresinin en biiyiiglinii tuzluluk olusturmaktadir (Tuteja, 2007). Tuzluluk; tarim
arazilerinde topragin yapisini bozarak tuzlulugu artirmakta, bitkilerin verimini ve iiriiniin

kalitesini 6nemli oranda azaltmaktadir (Koca ve ark., 2007).

Tuzluluk yeryiiziinde sulanabilen tarim arazilerinin yaklagik 227 milyon hektar
alanm1 etkilemektedir (Tuteja, 2007; Culha ve Cakirlar, 2012). Tiirkiye’de 1,5 milyon
hektarlik arazi tuzluluk ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu arazilerin % 60’1 tuzlu, % 19,6’s1
orta tuzlu, %0,4’ 1 alkali olarak smiflandirilmistir (Kugvuran, 2010). Toprak tuzlulugu
cogunlukla yagisin az, buharlasmanin ¢ok oldugu yiiksek sicakligin hakim oldugu kurak ve
yar1 kurak bolgelerde tarimsal verimliligi etkilemektedir. Toprak tuzlulugunun artmasimin
sebepleri olarak asir1 su alma, kalitesi diisiik su kullanimi, topragin yapisi, fazla giibre
kullanim1 ve drenaj eksikligi sayilmaktadir. Buna ek olarak kurak ve yar1 kurak
bolgelerdeki yiliksek buharlasma ve bu alanlardaki bitkilerin koklerine yagisin gerektigi
Olclide ulasamamasi iyonlarin yeteri kadar siiziilememesine ve tuzlarin birikmesine neden
olmaktadir (Tohma, 2007; Torun, 2012). Bitkilerdeki tuz stresinin ilk tesiri osmotik ve
iyon stresi olusturmasi, ikinci tesiri ise dolayli olarak stres faktorleri neticesinde bitkide
olusan oksidatif strestir (Botella ve ark., 2005). Tuz stresi bitkide biiyiime ve gelismenin
gerilemesine, protein sentezi, fotosentez ve solunumun azalmasina, hidrojen peroksit

(H20,), hidroksil radikali (OH") ve siiperoksit anyonu (O") gibi reaktif oksijen tiirlerinin



alisilan miktardan fazla iiretimine neden olmaktadir (Desingh ve Kanagaraj, 2007). Reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasiyla bitkide meydana gelen zararl etkiler, antioksidan sistemlerle

azaltilmaktadir (Gapinska ve ark., 2007).

Genel olarak tuzluluk; bitki boyunun azalmasi, yaprak sayisinin azalmasi, yaprak
ayasinin daralmasi, gévde ve kok agirligmin belli bir dengesinin olmayis1 bdylece kokiin
celimsiz olmasi, klorofil miktarinda azalma, daha ge¢ ve az ciceklenmenin olmasi,
tohumun normalden kii¢iik olmasi, meyvelerin agirliginin normale gore az ve kalitesinde
diislis olmasi, tuza dayanikli yabanci otlarin artmasi, solma, kuruma ve bunlarla birlikte
biiyiimenin baskilanmasi neticesinde biliylimede yavaslamaya neden olmaktadir (Ashraf,

2004; Yu ve ark., 2012, Yediyildiz, 2008).

Her yil tarim arazilerinde tuzlulugun artmasi iirlin {iretimi, iriin kayiplarinin
artmasma ve ekonomik kaybinda olusmasina sebep olmaktadir. Topraktaki tuzluluk
probleminin ortadan kaldirilabilmesi i¢in olusturulan ydntemlerin pahali ve zor olmasi
sebebiyle son yillarda tuza daha dayanikli olan tiirlerin {iretilmesi ve tuza toleransi yiiksek
olan genotiplerin secilmesi arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. Bitkilerin tuza karsi
verdigi tepkiler tuz konsantrasyonuna, bitkinin tuza maruz kaldig: siireye, bitkinin o an

bulundugu gelisme donemine bagl olarak degismektedir (Bak, 2009).

Tuzlulugun negatif etkilerine kars1 bitkilerde ekzojen olarak biiyiime diizenleyiciler
(BBD) ve hormonlar denenmektedir. Bu amagla jasmonik asit, poliaminler,
brassinosteroitler ve salisilik asit gibi bilesikler yaygin olarak kullanilmaktadir (Karaman

ve ark., 2008; Kahveci, 2018; Koca, 2013).

Bu caligmada BBD (spermin ve melatonin) uygulamalariyla tibbi bitkilerin tuza
direncini ve sekonder madde iiretimini artirabilmek amaclanmistir. Kolay yetisebilmesi ve
ekonomik degeri nedeniyle feslegen bitkisi secilmistir. Feslegen tohumlarma 0,1 ve 1 mM
spermin ve 1 ve 10 pM melatonin uygulanmig ve bitkiler fide haline geldiginde artan
konsantrasyonlarda tuz stresi (25, 50, 75, 100 mM) uygulanarak yetistirilmis,
spektrofotometre ile toplam fenolik, toplam flavonoid, DPPH miktarlar1 ve HPLC
cihazinda sikorik, rozmarinik ve kafeik asit miktar tayinleri yapilarak stresin yarattigi etki

tespit edilmeye ¢alisilmistir.



1.1. Sekonder Metabolitler

Bitkilerde bulunan primer ve sekonder metabolitler dogal bilesiklerdir. Bitkilerin
cogalabilmesi, biiylime ve gelisebilmesi i¢in gerekli olan bilesikler primer metabolitler
(proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve hormonlar vb.) dir. Sekonder metabolitler ise
bitkinin korunma, savunma, ilireme ve c¢evreyle adaptasyonunu saglayan organik
bilesiklerdir. Bitkilerde ki sekonder metabolitler: fenolikler, terpenler flavonoidler,
fitoseroller ve terpenoidlerdir. Giinlimiizde bu metabolitler bir¢ok ticari dalda hammadde
olarak kullanilmakta ve bitkilerin temel yasamsal olaylarmma dogrudan etkisi olmamasina
ragmen en az primer metabolitler dl¢ilistinde degerli oldugu kabul edilmektedir (Bourgaud

ve ark., 2001; S6kmen ve Giirel, 2001; Zarate ve Yeoman, 2003).

Sekonder metabolitler, bitkilerin canli ve cansiz ¢evre ile olan iliskisinde, ¢evresel
kosullara adaptasyonunda, hayatta kalabilmelerinde, savunma, nesillerini devam
ettirebilmelerinde, korunma gibi 6nemli olaylarda ¢esitli avantajlar saglayan kimyasal
maddelerdir. Bunlarin i¢inde bitkiyi hastalik yapan canlilara karsi koruyan, antibakteriyel,
antifungal, antiviraller; bitkinin yasadig1 ortamdaki bitkilere karsi rekabet giiciinii arttiran
anti-germinatif ve toksik maddeler; tuzluluk, UV isinlari, kuraklik gibi bitkiyi koti
etkileyen ¢evresel kosullarin neden oldugu streste direnmeyi arttiran metabolitler; bitkilere
zarar veren otlar ve hayvanlara karsi korunmak i¢in {retilen herbisid, insektisit,
molluskusit ve pestisitler; tohum dagilimi ve tozlasmay1 saglamak i¢in hayvanlar1 kendine
cekecek renkli ve hos kokulu metabolitler bulunmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001; Zarate
ve Yeoman, 2003; Sokmen ve Giirel, 2001).

Sekonder metabolitler, enzimatik yollarla primer metabolitlerden olusur (Hansel ve
Sticker, 2007). Bu metabolitler birincil metabolizmanin ara iiriinlerinden, 6zel metabolik
yollarla sentezlenirler ve ¢ogunlukla biyosentez yollarina gore siniflandirilirlar (Bourgaud
ve ark., 2001). Mevalonik asit, asetil- CoA, sikimik asit ve amino asit lizerinden bu

metabolitlerin olusumlarinin biyosentetik yollar1 gosterilmistir (Tolonen, 2003; Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Sekonder metabolitlerin biyosentez yollar1

Sekonder metabolitlerin bazi bilesikleri, belirli tiirlere 6zeldir. Genellikle bitkilerin
belirli organlarinda, hatta bu organlarin belirli hiicrelerindeki belli bdliimlerinde bulunur
(Sokmen ve Giirel, 2001) ve farkli bliylime sathalarinda sentezlenirler. Bundan dolayida
saflastirilmalar1 zordur (Ozgen ve ark., 2005).

Sekonder metabolitler fazla sayida bilesik igeren zengin bir gruptur. Bu grupta yer
alan fenolikler ve tokoferollerin iistlendigi roller nedeniyle sekonder metabolitler, biiyiik
Oonem tagimaktadir. Fenoliklerin antikanserojen ve antimikrobiyal ajan etkisi gdstererek
insan sagliginda pozitif etkilerde bulunduklar1 tespit edilmistir. Buna ek olarak fenoliklerin
serbest radikaller olarak isimlendirilen ve somatik hiicrelere, niikleik asitlere ve bagisiklik
sistemine zarar veren cesitli bilesikleri kendilerine baglayarak ¢ok onemli antioksidan
ozellikler gosterdikleri bilinmektedir (Zhao ve ark., 1999; Goktiirk Baydar ve ark., 2004;

Khalil ve ark., 2007). Diger bir 6nemli bilesik olan tokoferoller, insan plazmasinda en fazla



miktardaki antioksidanlardan olup fenolikler gibi saglik agisindan ¢ok 6nemli bilesikler

oldugu tespit edilmistir (Kushi ve ark., 1996; Traber ve Sies, 1996).

Sekonder metabolitlerin bitkideki fonksiyonlarimin bir hayli karmasik olmasi, bu
konuda arastirma yapanlarin bu metabolitlerin iizerinde yogunlagsmasina neden olmustur.
Sekonder metabolitler alaninda yapilan arastirmalar, hem bu metabolitlerin elde edilme
yontemlerinin gelistirilmesine, hem de etki mekanizmalarmin bilinir hale gelmesine
yonelik olarak siirdiiriilmektedir (Bourgaud ve ark., 2001; S6kmen ve Giirel, 2001; Zarate

ve Yeoman, 2003).

1.1.1. Fenolik bilesikler

Yapisinda bir aromatik halka (benzen) ve bu halkaya en az bir hihroksil grubunun
baglanmasiyla olusan molekiillerdir (Vermerris ve Nicholson, 2006). Bitkiler alemine
genis Olglide yayilan 800 den fazla fenolik bilesik rapor edilmistir (Crozier ve ark., 2006).
Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin dnemli bir kismin1 hiicre duvarmin yapisina katilan
lignin gibi maddeler olusturmaktadir ve dogrudan yapiya katilmayan ¢ok degisik formda
fenolik bilesikler bulunmaktadir. Ornegin, bitkiye 6zel koku ve tatlarn, farkli cigek
renklerinin olusmasinda fenolik bilesikler gorev almaktadir. Fenolik bilesikler ile
gerceklesen tiim bu 6zellikler, ayni tiim sekonder metabolitlerde ki gibi, bitkilerin hayatta

kalabilmesi i¢in ¢ok degerli fizyolojik islevlerdir (Croteau ve ark., 2000).

Bitkilerde fenolik bilesik ve flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de bitki
savunmasinda gorev almasidir. Fenoliklerin biyosentezini uyaran, asirt UV 15181, stres
kosullar1 (yaralanma ve enfeksiyon gibi) gibi c¢evresel faktorler bitkide fenolik asit ve
flavonoidlerin miktar1 ve igeriginde 6nemli bir farkliliga neden olmaktadir (Bennett ve

Wallsgrove, 1994; Strack, 1997).

Bitkilerde ki fenolik bilesikler; flavonoidler ve fenolik asitler, kumarinler, lignanlar,

ligninler ve stilbenler olarak gruplandirilabilirler.

1.1.2. Flavonoidler

Flavon, flavus (sar1) kelimesinden gelen latince kokenli bir isimdir. Genellikle sar1
renkli bu bilesikler bitkilerden elde edilirler ve flavonoid olarak isimlendirilirler.
Flavonoidler metallerle kelat yapma ve antioksidan aktivite 6zelligine sahip sekonder bitki

fenolikleridir (Heim ve ark., 2002). Giinlimiize kadar yapilan arastirmalarla bitkilerden



6000’ den fazla flavonoid elde edilmis, yapilar1 agiklanarak literatiire kazandirilmistir ve

biitiin flavonoidlerin antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Bitkilerde bulunan flavonoidler yapisinda 15 karbon atomu bulunan, C6-C3- C6
(difenilpropan) formunda iki fenil halkasinin propan zinciri ile baglanmasindan olusun
fenolik bilesiklerdir (Harborne, 1993, Sekil 1.2). Flavonoidler, fenolik bilesiklerin en
biiylik smiflarindan biridir. Flavonoid gesitleri bitkilerde savunma, pigment olusumu gibi
cok sayida farkli fonksiyonlar: yerine getirirler. Ornegin antosiyaninler flavonoidlerin bir
cesididir ve bitkilerde dogal renk maddesidir. Bu renk maddeleri meyve ve polenin
yayilmasint saglayan canlilar1 kendine ¢eker. Ayni zamanda meyve ve g¢igeklerin mor,

kirmizi, mavi ve pembe renklerinden sorumludurlar (Taiz ve Zeiger, 2007).

Sekil 1.2. Flavonoidlerin kimyasal yapisi
1.1.3. Fenolik asitler

Fenolik asitler, bitkiler aleminde bol miktarda bulunan sekonder metabolitlerdendir.
Cogunlukla organik asitlerin ya da glikozitlerin esterleri olarak ve bitkilerde hiicre
duvaria ve proteinlere tutunarak bulunmaktadirlar. Fenolik asitlerin yalnizca kiiglik bir
toplulugu dogada serbest haldedir. Bitkilerin tatlari, rengi ve kokusundan sorumludurlar
(Robbins, 2003). Gidalarda bulunan bu bilesikler besinlerin degerini, kalitesini, rengini,

tadimi ve kokusunu 6nemli 6lgiide etkilemektedir.



Fenolik asitlerin genis 6l¢iide farmakolojik kullanim alanlar1 vardir (Croft ve Ann,
1998). Fenolik asitler, antioksidan, antikarsinojenik, antitimor, antiglisemik ve
antimutajenik niteliklere sahiptirler (Tarnawski ve ark., 2006; Kampa ve ark., 2004).
Fenolik asitlerin baz1 kanser c¢esitlerini ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 engelledigi
bilinmektedir. Ayrica kronik iltihapli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Mandalari
ve ark., 2010; Garrido ve ark., 2008). Fenolik asitlerin antioksidan tesirleri kimyasal
yapilartyla iligkilidir (Tapiero ve ark., 2002). Antioksidan aktiviteleri aromatik halkada
bulundurduklar1 hidroksil gruplarinin miktarina, konumlarina ve baglanma yerine baghdir

(Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka ve Cisowski, 2003; Peyrat Maillard ve ark., 2000).

Fenolik asitler, kimyasal olarak hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitler olarak
iki gruba ayrilirlar. Hidroksisinamik asitler fenilpropan (C6-C3), Hidroksibenzoik asitler
ise fenilmetan (C6-C1) yapisindadir. Fenol halkasina karboksil (COOH) grubunun
tutunmasiyla olusan bilesiklerdir (Uylaser ve Ince, 2008, Sekil 1.3).

o
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Sekil 1.3. Hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitlerin iskelet yapilari

Hidroksibenzoik asitler, bitkisel besinlerde genelde iz miktarda bulunurlar
(Schuster ve Herrmann, 1985). Cesitli antioksidan aktivite ¢aligsmalarinda,
hidroksisinnamik asitlerin hidrobenzoik asitlere gore daha etkili oldugu bulunmustur

(Marinova ve Yanishlieva, 2003).

Bitkilerde fotosentez, protein sentezi ve enzim aktiviteleri gibi fenolik asitlerin
farkli gorevleri vardir. Fenolik asitler tahillarin tohum, kok, yaprak ve govdelerinde ve
sebze, meyve de bulunabilmektedir. Bu bilesikler bitkilerde esit oranda dagilmamustir.
Bitkinin fenolik asit igerigi, bitkinin yetisme kosullarina gore degisebilmektedir (Robbins,
2003).



1.1.3.1. Kafeik asit

Kimyasal formiili CoHgOs, agik formiilii 3,4-dihidrosisinnamik asit’tir. Molekiil
agirhgr 180,16 g/mol’dir. Erime sicakligi 223-225°C’dir. Sar1 renkli ve kristalize
bi¢iminde bulunur. Alkolde ve sicak suda ¢oziinlirliigli bir hayli iyidir. Dogal bir fenolik
asittir. Bu sebeple bir¢ok bitkide bulunmaktadir. Hidroksisinamik asitlerin dogada en fazla
rastlanilan ¢esididir. Uziim, yulaf, erik, elma gibi cesitli meyvelerde bulunmaktadir.
Domates, elma, yabanmersini, armut ve kayis1 da bulunan total hidroksisinnamik asitlerin
%75’1ni olusturmaktadir (Akbulut, 2001). Nitritle hizl1 bir sekilde tepkimeye girerek nitrit
oksite indirgemektedir (Huang ve Ferraro, 1991). Kafeik asitin kimyasal yapis1 Sekil 1.4’

de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Kafeik asit’in kimyasal yapisi.
1.1.3.2. Rozmarinik asit

Kapali formiilii C1gH;60s, acik formiilii 3,4-dihidroksifenillaktik asit’tir (Sekil 1.5).
Molekiil agirhigi 360,31 g/mol’diir. Erime sicakligi 171-175°C’dir. Kristal seklindedir.
Rozmarinik asit genel itibariyle Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt familyasiyla
Boraginaceae familyasinda bulunur (Litvinenkove ark., 1975). Adacay1, biberiye, keklik
otu, merzengiist ve ogul otunda, Blechnaceae tamilyasina ait egreltiotlarinda (Hausler ve
ark., 1992), Zosteraceae familyasindan olan deniz ¢imi vb. monokotiledonlarda (Rawn ve
ark., 1994), daha diisiik yapili bitkilerden at kuyruklarinda (Takeda ve ark., 1990) ve
Cannaceae ve Potamogetonacea familyalarinda ki {iyelerde de rozmarinik asit bulunur

(Tepe, 2006).
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Sekil 1.5. Rozmarinik asitin kimyasal yapist

Rozmarinik asit, ilk defa Scarpati ve Oriente arkadaslar1 tarafindan 1958 senesinde
saf olarak elde edilmistir. Bu saf bileseni Rosmarinus officinalis (biberiye) bitkisinden elde
ettikleri i¢in ismi rozmarinik asittir. Bu fenolik asit, bitkilerde ana islevi savunma bileseni
olarak davranmaktadir. Bu fenolik asidin tibbi bitkiler, baharatlar ve sifali bitkilerde yer
almas1 saglik yoniinden yararlt etkiler gostermesini saglamaktadir. Ayrica ¢ok diistik bir
toksisiteye sahiptir. Rozmarinik asit anti-inflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel,
antiviral ve antimutajen gibi bir¢ok etkiye sahiptir. Ayrica kanser hastaligina karsi koruma
ve antioksidan oOzelliginden dolayr kozmetik sektoriinde bulunan bitkilerden oldugu

bilinmektedir (Petersen ve Simmonds, 2003).

1.1.3.3. Sikorik asit

Sikorik asit, polifenol grubuna ait bir kafeik asit tiirevidir. Echinacea
pupurea (Ekinezya)’da bulunan en aktif bilesiktir. Sikorik asit kuru kosullarda ¢ok

kararlidir fakat nemli kosullarda Ekinezya’da bulunan enzimler tarafindan parcalanabilir.

Kapali formiilii C5,H;3012, molekiil agirligi 474.37 g/mol’diir (Sekil 1.6).

HO OH
HO oH
Sekil 1.6. Sikorik asitin kimyasal formiilii

Sikorik asit viicuda giren davetsiz misafirlere kars1 bagisiklik hiicrelerimizi daha
etkin kilar. In vivo ve in vitro calismalar sikorik asitin fagositozu destekledigini

gostermistir. Bu, beyaz kan hiicreleri ve lenfositlerin patojenlere saldirip yok ettigi siirectir.



Sikorik asit hiicre aktivasyonunu, yaralarin iyilesmesini uyarir ve artrit iltihab1 azaltir.
Bagisiklik sistemi i¢in 6nemli olan interferon, immiinoglobulin ve diger kimyasallarin

uretimini arttirir.

Calismalar sikorik asitin, viriislerin hiicrelere girmesini engelledigini ayrica
kollajen ve hiicrelerin oksidasyonunu Onleyerek bir antioksidan gorevi gordiigiinii

gostermistir (Anonim).

1.2. Melatonin

Melatonin (Mel), bir indolamin triptofan tiirevidir. Melatoninin kimyasal formiili
C13H6N,0; ve molekiil agirhigi 232,28 g mol™ diir (Anonim, 2015). Kimyasal yapisi Sekil
1.7°de goriilmektedir.
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Sekil 1.7. Melatoninin kimyasal yapis1

Ik kez 1958 yilinda sigir beyin iistii bezinden (epifiz) elde edilmistir (Lerner ve
ark., 1958). Epifiz dokusunun yalnizca omurgalilarin sinir sisteminde bulunmasi ve
melatoninin fonksiyonlarinin hormonal yapida olmas1 sebebiyle bu bilesigin ilk dnceleri
bir sinirsel hormon oldugu (nérohormon) ve yalnizca epifiz dokusunda salgilandig1 goriisii
yayginlasmistir (Gundy ve ark., 1976). Melatoninin ilk olarak alglerde bulunmasiyla
(Poeggeler ve Hardeland, 1994) diger bitkilerin dokularinda da bulunabilir fikri ortaya
atilmistir. Bitkilerde melatonin ilk kez, iki farkli arastirma grubunun 1995 yilinda
birbirinden bagimsiz yaptig1 arastirmalar sonucunda bulunmustur (Dubbels ve ark., 1995;
Hattori ve ark., 1995). Melatoninin bitkilerde varlig1 tespit edildikten sonra giderek artan
sayida yapilan arastirmalarda ¢ok cesitli meyve, tahil, sebze, tohum, tibbi ve aromatik
bitkilerle siis ve yabani bitki tiirlerinde de bulunmustur (Paredes ve ark., 2009; Arnao,

2014; Feng ve ark., 2014).
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Melatonin sentezi, bitkiler, algler, bakteriler hayvanlarda dahil tiim canlilarda
tripofan (Trp)’dan baglar. Triptofan bir amino asittir ve sadece melatoninin degil, biitiin
hayvan ve bitkilerde yer alan bir bilesik olan serotonin ve bitkisel bir hormon olan indol-3
asetik asitin (IAA) de sentezinin basladigr bir bilesiktir. Melatoninin triptofandan
sentezinin en yaygin olarak kabul edilen yolu, Triptofan-Triptamin-Serotonin-Melatonin

seklindedir (Murch ve Saxena, 2002).

Bitkilerde ki melatonin miktarinin tiirden tiire degisiklik gostermekle kalmadig,
bununla birlikte aym tiirlin igerisinde bulunan genotipler veya ¢esitler icinde veya ayni
genotipteki bireylerin farkli biliylime sathalarinda da farklilik gdsterdigi bildirilmistir
(Dubbels ve ark., 1995; Hattori ve ark., 1995; Posmyk ve Janas, 2009). Bitki organlar
icinde genelde en fazla melatonin icerigine sahip olan generatif organlar ve tohumlardir.
Bunun bilhassa olgun ve kurumus tohumlarda melatoninin antioksidan savunma
mekanizmasinda gorev almasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Paredes ve ark., 2009;
Posmyk ve Janas, 2009). Ayn1 zamanda melatoninin hem suda hem de yagda eriyebilen bir
bilesik olmasi nedeniyle yiiksek Olciide yag iceren tohumlarda daha fazla oldugu ve
antioksidan enzimlerin olmayisinda veya yetersizliginde tohumlar1 dormansi ve kurumus
halde muhafaza ederek yiiksek Olciide c¢imlenmelerine yardimei oldugu bildirilmistir

(Hardeland ve ark., 2007).

Bitkilerde, biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin melatonin {iretimini arttirdigi
bildirilmistir. Melatoninin insanlarda ve hayvanlarda serbest radikalleri ortadan kaldirdgi
bulunmus ve bu nedenle genis spektrumlu bir antioksidan olarak kabul gormiistiir. Bu
diisiincenin benimsenmesiyle arastirmanlarda melatoninin bitkilerde de benzer faaliyetler
tistlenebilecegi fikrinin dogmasina sebep olmustur. Stres etmenleriyle karsi karsiya kalan
bitkilerde goriilen melatonin miktarindaki muvakkat artiglar, hususi olarak oksidatif stresin
sebep oldugu zararl etkilerden bitkileri korumaya yoneliktir (Kurland ve Andersson, 2000;

Murch ve ark., 1997; Murch ve Saxena 2002; Venegas ve ark., 2012).

Cesitli stres sartlarinda (tuzluluk, yiiksek sicaklik, agir metal, toprak kirliligi, diisiik
sicaklik) yetistirilen bitkilerin melatonin miktarlarinin normal sartlarda ki bitkilere gore
daha fazla oldugu pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir (Tan ve ark., 2007a ve b; Dubbels ve
ark., 1995)

Insanlarda sirkadien ritmi (giinliik ritm) ve uykuyu diizenlemek, antioksidan ve

antikanserojen gibi 0zelliginden faydalanmak maksadiyla yurtdisinda melatonin regetesiz
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olarak marketlerde satilmakta ve pek¢ok insan tarafindan ragbet gérmektedir (Bonnefont-

Rousselot ve Collin, 2010).

1.3. Poliaminler

Poliaminler, bir aminoasit tlirevidirler. Kadaverin, putresin, spermidin ve spermin
olarak 4 tipi bilinmektedir (Bozcuk ve Tekin, 1996). Aminoasitlerin dekarboksilasyonu
sonucu yan Uriinler olusur, bu yan iirlinlerin kendi aralarinda birlesmeleriyle fazla sayida
amino grubu igeren katyonik maddeler olusur ve bu maddelere poliamin ad1 verilir (Sekil

1.8).

. inase
Arginine Arg >  Ornithine
Arginine
decarboxylase
Agmatine do?aﬂmsa
Agmatine
iminohydrolase -'
N-carbamoylputrescine »  Putrescine
N-carbamoylputrescine . !
amidohydrolase
_— Spermidine
S-adenosylmethionine ———= decarboxylated AdoMet ?yntase
(AdoMet) AdoMet
decarboxylase Y
Spermine - Spermidine
Spermine
synthase

Sekil 1.8. Bitkilerde poliamin sentez yollari

Poliaminlerin belli bagh ilk gorevleri hiicre siklusunu diizenlemek ve niikleik
asitlerin hiicre icindeki bigimlerini stabilize etmektir. Poliaminler ¢i¢ceklenmeyi, meyve
olgunlagmasini, govde kalinlasmasini yumru gelisimini, kok biliyiime ve gelisimini
diizenlemektedirler (Kiregci, 2006). Poliaminlerin esas gorevinin ilk baslarda stres
kosullarinda dogrudan koruyucu bilesikler oldugu diisiinlilmiistiir. Bununla beraber
kompleks bir sinyalleme sisteminde gorev alan ve stres toleransinin tertip edilmesinde
onemli bir goreve sahip olan maddeler olarak tanimlanmistir (Pal ve ark., 2015; Richards

ve Coleman, 1952).
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Poliaminler bitkilerde dogal olarak sentezlenir ve bitkilerde abiyotik strese
direncinde 6nemli tesirlere sahip oldugu bilinmektedir. Arastirmanlar kuraklik, tuzluluk,
ozmotik stres, 1s1, agir metal, pH fakliligi ve UV gibi degisik cevresel stres etmenlerine
kars1 bitkileri tedavi etmede poliaminlerin rolii oldugunu dikkate almaktadirlar. Spermin,
putresin ve spermidin gibi poliaminlerin pek¢ok abiyotik stres sartlarinda biriktigi
bildirilmis ve hususi olarak tuz stresi ve kuraklik toleransina sahip olduklar1 bildirilmistir

(Gupta ve ark. 2013).

Poliaminler ile ilgili yapilan son calismalar incelendiginde Spm eksikligi olan
bitkilerde (acl5/spms) ACL5 ve SPMS genlerinin Arabidopsis’te ¢ift eleme (double-
knockout) mutasyonlar1 goriiliir. Bu fenotipin bitkileri, ac/5 mutasyonu ile kisaltilmis
govdelere sahip olup yasam dongiilerini normal bir sekilde tamamlayabilirler. Oysa ki
adclladc2 ve spdsl / spds2 ¢ift eleme mutantlarina bitkilerin tohum gelisiminde kusurlar
vardir. Buradan ¢ikan sonugla putresin ve spermidinin bitkilerin normal biiyiimesi i¢in esas

oldugu, ancak sperminin olmadig1 anlasilir.

Bitkilerde sperminin spesifik bir rolii oldugu calismalarda One siirtilmiistiir.
Arabidopsis'te nitrik oksit (NO) iiretiminin PA'lar tarafindan uyarildigi son yayinlarda
bildirilmistir. PA'lerden, Spm ve Spd NO iiretiminin gii¢lii indiikleyicileri olup, Put ve
onun biyosentetik Onciisii argeninin olmadigi belirlenmistir. Bu siiregte sperminin
spermidinden daha giiclii oldugu goriilmektedir. Tiitiin bitkisinde tiitiin mozaik viriisiinden
(TMV) kaynakl1 asir1 duyarli yanitinda nekrotik lezyon olusturan yapraklarin hiicreler arasi
bosluklarinda Spm seviyelerinde biiylik bir artis goriilmiistiir. Spm'nin ayrica asidik
patogeneze bagli proteinlerin salisilattan bagimsiz endojen bir uyaricist oldugu ve TMV
enfeksiyonuna verilen direnci olusturduguda gosterilmistir. TMV ile aciga ¢ikan asiri
duyarhilikta sperminin sinyal bir molekiil rolu oldugu anlasilmistir. Bu polikasyon,
mitokondri fonksiyon bozukluguna ve iki mitojenle aktive olan protein kinazin
aktivasyonuna yol agar. Bunu HINI, HSR203J ve bir Cys2 / His2 tipi ¢inko parmak geni
iceren bir HR-spesifik (asir1 duyarli) gen alt grubunun aktivasyonu takip eder. Bu nedenle,
Spm'nin patojenlere karsi savunma yollarin1 aktive etmek i¢in bir sinyal iletmesi
muhtemeldir. Bu yol “Spm-sinyal iletim yolu” olarak belirlenmistir. Spm tarafinda ne tiir
sinyal (ler) iletilebilir? Biri PAO tarafindan Spm oksidasyonundan elde edilen H,O, ¢linkii
PAO inhibitériic MDL72527, sinyal yolunu blok eder. Bir digeri Ca*" girigidir, c¢linkii
kalsiyum kanal blokerleri yolu zayiflatir, Spm, Ca”*" kanalini aktive edebilir. Kalsiyum

kanal blokerleri yolunu zayiflatarak sperminin kendisini aktive edebildigi diger bir Ca*"
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girisi mevcuttur (Yoda ve ark., 2006). Kismen PA katabolizmasi tarafindan H,O,
tiretiminin neden oldugu oomisete dayali bir elisitor olan TMV enfeksiyonu veya
kriptojenin neden oldugu HR-spesifik (asir1 duyarl) hiicre 6liimiiniin oldugunu bildirmistir.
Onlar, H,O,; iiretimi i¢in PA substratinin Spd oldugunu, sperminin olmadigini, ¢iinkii HR
nin meydana ¢ikist sirasinda sperminin oldugunu, apoplastlarda biriktigini bildirmislerdir.
Biyotik strese maruz kaldiginda bitkilerin bir savunma araci olara PA-katabolize H,O,
kullandiklar fikri diger gruplar tarafindan da tartisilmistir. Spm'nin yiiksek tuzluluk veya
kuraklik gibi abiyotik stresdeki savunma rolii Spm tliretmeyen mutant Arabidopsis ACLS5 /
spms ile gosterilir. Bu Arabidopsis Spm eksikligi olan mutant, yiiksek NaCl
konsantrasyonlarina ve kurakliga karsi asir1 duyarlidir ve bu fenotip, Spm ile muamele
edildiginde geri kazanilmistir. Bu Spm eksikligi olan mutan bitki ayrica Ca*" eksikligi
belirtileri de gdstermistir. Asir1 iyon duyarliigi ve Ca®" eksikligi semptomlari, asiri
eksprese olmus transgenik AtGluR2 ve CAX1'i bitkilerinkilere benzer. Bu bitkilerin plazma
membraninda bir Ca** akis kanali ve vakuolar Ca*" / H" degisimi sirasiyla kodlanir. Bu
bulgu, Spm'nin bulunmamasinin Ca® aginim diizenlenmesine neden olabilecegini ve yiiksek
NaCl ve kuraklik stresine uygun bir adaptasyonun eksikligine neden olabilecegini
gostermektedir. Kuraklik kosullar1 altinda Spm eksikligi olan mutant bitkiler yabani tip
bitkilerden daha fazla su kaybetmistir. Bekei hiicrelerin sitoplazmadaki serbest Ca®*
degisimleri stomalarin agilip kapanmasinda rol oynar. Spm igeren PA'larin stoma acikligini
inhibe ettigi, Vicia faba’ nin bekgi hiicrelerinin KAT1 benzeri voltaja bagli i¢ K kanallarini
diizenleyerek kapanmay tetikledigi bildirilmistir (Peiter ve ark., 2005). Vacuolar Ca** 'ya
bagimli Ca®" serbest birakma kanalinin, bir SV kanali olan iki porlu kanal 1 (TPCI) ile
gosterilen, ve bir pcl knockout mutantnin islevsel SV kanali aktivitesi ve dis Ca”’ye
stoma cevab1 olmadigini bildirmislerdir. Birlikte ele alindiginda, Spm'nin daha sonra stoma
hareketini modiile eden Ca®" gegirgen kanallari kontrol etmesinin miimkiin oldugu

anlasilmistir (Kusano ve ark. 2007).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Feslegende Stres, Spermin ve Melatonin Uygulamalarmma Ait Literatiir

Cahsmalan

Juliani ve Simon (2002), 5 yesil ve 4 mor yaprakli fesle§en varyetesinin kuru
orneklerinde antioksidan aktivite ve toplam fenol miktarim1 arastirmislar, antioksidan
aktivite trolox ile 199-562 g, AEAC yontemi ile 254-803 pmol AA/g, toplam fenol miktari
i1se 35.6-126.2 mg gallik asit/g olarak tespit edilmistir.

Javanmardi ve ark. (2003), 23 Iran feslegeninin antioksidan aktivitesini ve toplam
fenol miktarin1 arastirmislardir. Toplam antioksidan aktiviteyi 10.8- 35.7 mM Trolox,
toplam fenol miktarmi ise kuru orneklerde 22.9 - 65.5 mg gallik asit/g arasinda tespit
etmislerdir. Test edilen feslegenlerin antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik asit igerigi
arasinda dogrusal bir pozitif iliski oldugu bulunmustur. Iran feslegenlerinin gida ve olasi

tibbi kullanim i¢in degerli antioksidan 6zelliklere sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Kiregei (2006), Feslegen’nin (Ocimum basilicum) morfolojisine ve ugucu yag
kalitesine, giberellik asit (200, 400, 600, 1000 ppm), spermin, spermidin ve putresinin
(0.25, 0.1, 0.5, 1, 10 mM) ¢esitli konsantrasyonlarinda etkisini incelemistir. Feslegen
tohumlarina 24 saat siireyle farkli hormonlar uygulamis ve hi¢ uygulama yapilmayan
kontrol grubu tohumlari ile ekilerek fide haline gelen feslegenler tarlaya belli araliklarla
sasirtilmistir. Feslegenler c¢igeklendiginde hasat edilmis ve analiz sonuglarina gore bircok
morfolojik Ozellikte uygulamasi yapilan hormonlardan kontrole gore verimin yiliksek
oldugunu tespit etmistir. Farkli hormonlarin bitki morfolojisine etkilerinin farkli oldugunu
ve poliaminlarin GAjz’ten daha fazla etkili oldugunu bildirmistir. Hormonlarin ugucu yag
oranlaria 6nemli bir etkilerinin olmadigini bildirmistir fakat yag icerigindeki ana bilesen

olan linalool miktarin1 6nemli oranda etkiledigini gozlemlemistir.

Nguyen ve Niemeyer (2008), azot giibresinin ii¢ feslegen varyetesinde toplam fenol
ve antioksidan aktivite lizerine etkisini arastirmiglar, 0.1 mM azot uygulamasmin iki
varyetede toplam fenolik miktarini arttirdigi goriilmiistiir. Rozmarinik asit ve sikorik asit
miktarlar1 en fazla, en diisiik konsantrasyondaki giibrelemeden elde edilmistir. 5 mM azot
uygulamasindan en diisliik antioksidan aktivite elde edilmistir. Calisilan bir varyetede

antosiyanin miktar1 azot uygulamalarindan etkilenmezken, yetistirme sezonundan
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etkilenmigtir. Kiiltlirlerin antioksidan aktivite, toplam fenol miktari, rozmarinik asit ve

kafeik asit miktarlarina etkisinin istatistiksel olarak énemli oldugu bulunmustur.

Celebi (2010), calismasinda 15 ayr1 aktardan alinan kuru feslegen orneklerinin
fenolik maddelerini HPLC yontemi ile belirlemis ve bu bilesiklerin miktar dagilimlarini
incelemistir. DPPH yontemi ile feslegen bitkisinin antioksidan aktivitelerini,
spektrofotometrik yontemle toplam fenolik madde tayinini belirlemistir. Feslegenlerde
agirlikli nevadensin saptadigini bununla birlikte ladanein, pilosin, genkwanin, salvigenin,
cirsilion ve apigeninini ¢esitli oranlarda tespit edildigini bildirmistir. Baz1 feslegenlerin
daha cok fenolik bilesik icerdigini ve antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek buldugunu,
genel olarak feslegenlerdeki antioksidan farkliliklarinin, feslegen orneklerindeki fenolik

bilesiklerin farkliligindan kaynaklandigini bildirmistir.

Kwee ve Niemeyer (2011), 15 feslegen kiiltliriiniin antioksidan Ozelliklerini ve
toplam fenol miktarini aragtirmislar, kiiltiiriin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Rozmarinik asit, sikorik asit ve kafeik asit konsantrasyonlar1 kiiltiirden
etkilenirken, kaftarik asit miktarinin etkilenmedigi goriilmiistiir. 9 kiiltiirde sikorik asit,
rozmarinik asitten daha fazla tespit edilmistir. Diger 6 kiiltiirde ise kafeik asit ve kafterik
asit konsantrasyonlari, rozmarinik asit konsantrasyonuna benzer ya da daha yiiksek
bulunmustur. Kiiltiirler arasinda DPPH ve FRAP antioksidan aktivitenin 6nemli farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Sonug olarak, ¢alismada feslegen gesitlerinde bireysel fenolik asit
kompozisyonunun 6lgiilen antioksidan kapasiteyi etkileyen onemli bir faktér oldugu tespit

edilmistir.

Imen ve ark. (2012), bu calismada iki feslegen tiiriinii (Ocimum basilicum L.
Genovese ve Fine) 15-30 gilin boyunca 25 mM Na,SO, ile muamele ederek ve normal
sartlarda yetistirerek antioksidan aktivitelerini Slgtiiklerini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda
ayni1 bitki materyallerinin fenolik asit iceriklerinin toplam antioksidan kapasiteye
katkilarii degerlendirmislerdir. Tuz stresi ve uygulama peryoduna bakilmaksizin, Genove
c¢esidinin Fine’a gore daha 1yi bir antioksidan kaynagi oldugu bildirilmistir. 15 glinliik stres
uygulamalar1 sonucunda tuzlulugun Fine tiirlinde daha az stres olusturdugu, antioksidan
aktivitenin Genove’ya gore daha iyi bir artig gosterdigi dl¢lilmistiir. Boylece Genovese
tiriinliin Fine tiirlinden daha iyi bir antioksidan kaynagi oldugunu belirlemislerdir. Ek
olarak Genovese ve Fine i¢indeki 6nemli fenolik asitler sabit kalsa veya tuzlulukla azalmis
olsada hidrofilik antioksidan aktivitede artis gozlemlemislerdir. Feslegende bulunan

fenolik asitler ile antioksidan aktivite arasinda bir korelasyonun olmamasi, diger
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antioksidan molekiillerin stres kosullar1 altinda sentezlenmesi ile agiklanabilir sonucuna

varmiglardir.

Koca (2013), calismasinda sekonder madde sentezini artirmak amaci ile MeJA ile
spermin, brassinosteroid ve fenilalaninin farkli konsantrasyonlarim1 feslegen {izerine
denemistir. Calismada MeJA’m 0,5 mM konsantrasyonu iki farkli konsantrasyonda
spermin (0,1 mM; 1,0 mM), brassinosteroid (0,5 uM; 2,0 uM) ve fenilalanin (0,05 mM; 0,5
mM) onciilii ile beraber feslegen tohumlarina 24 saat muamele edilmistir. Cigeklenme
oncesi hasat edilen bitkilerin, morfolojik ve verim ile ilgili 6zellikleri gézden gecirilmis;
ucucu yag analizi GC-MS cihazi ile, toplam fenolik, toplam flavonoid miktar1 ve DPPH
tizerinden serbest radikal siipiiriicii etkisi spektrofotometre cihazi ile, PAL aktivitesi,
rozmarinik asit, sikorik asit ve kafeik asit miktar1 ise HPLC cihazi ile ol¢lilmiistiir.
Calismadaki uygulamalarin feslegen bitkisinde, bitki basina diisen yas agirlik ve yas
yaprak verimi hari¢ morfolojik ve verim oOzellikleri iizerine etkisinin olmadigini
bildirmistir. Feslegenin yas yaprak verimi ve yas agirliginin ise kontrol grubuna gore daha
diisiik oldugunu bildirmistir. Toplam fenolik ve flavonoid degerleri en yliksek degerde 1,0
mM Spm+MeJA uygulamasinda sirasiyla 6,75 mg GAE/g ve 0,92 mg KE/g oldugunu
tespit etmistir. Tlim uygulamalarda kafeik asit, sikorik asit ve rozmarinik asitin tespit
edildigini, uygulamalar sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda kafeik ve
rozmarinik asitin Oonemli miktarda arttigini, sikorik asit miktarinda Onemli bir artis
olmadigmi bildirmistir. Rozmarinik asit miktar1 en yiiksek 1,0 mM Spm+MeJA (2,70
mg/g) uygulamasindan elde ettigini, kafeik asit miktarinda ise en yiiksek 0,5 uM
EBL+MeJA (0,102 mg/g) c¢alismasindan elde ettigini bildirmistir. DPPH yoniinden
caligmalar arasinda 6nemli farklar tespit ettigini ve en yiiksek degeri 1,0 mM Spm+MeJA
(% 85,67) uygulamasinda elde ettigini bildirmistir. Yiiksek toplam fenolik ve flavonoid
miktar1 elde edilen Spm+MeJA kombinasyonlart DPPH bakimindan da yiiksek etki
gosterdigini bildirmistir.

Flanigan ve Niemeyer (2014), calismalarinda 8 farkli cesit mor feslegende
antosiyanin konsantrasyonlarin1 ve fenolik asit diizeylerinin iizerine kiiltiir etkisini
incelemislerdir. 4 major antosiyanin belirlenmis ve kiiltiiriin tigli tlizerinde onemli bir
etkisinin oldugu tespit edildigini bildirmis. Toplam fenolik seviyesine kiiltiirtin 6nemli bir
etkisinin olmadig1 fakat kaftarik ve sikorik asitleri gibi bireysel fenolik miktarlarin

etkiledigi goriilmiistiir. Toplam fenolik ve antosiyanin seviyeleri dl¢iilen FRAP antioksidan
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kapasiteleri ile iligkili olsa da, bazi kiiltiirler i¢in bireysel fenolik asit ve antosiyanin

kompozisyonu da antioksidan 6zelliklerini etkileyen 6nemli bir faktor olarak belirlenmistir.

Kayir (2014), calismasinda 14 farkli yerden alinan reyhanlar Tokat, Bursa ve
Eskisehir’de yetistirilmis ¢iceklenme baglangici doneminde hasat edilerek hasat
donemlerindeki (vejetatif, ¢igeklenme baslangici ve tam ¢igeklenme) farkliliga bagli olarak
fenolik madde ve antioksidan aktivitelerini incelemistir. Bitki 6rnekleri icerisinde en fazla
miktarda rozmarinik asit daha sonra sirasiyla sikorik, rutin ve kafeik asit olmak tizere 9
fenolik madde tespit edilmistir. DPPH, FRAP ve ABTS antioksidan aktivitelerinin ekolojik
kosullara gore genel olarak en yliksek miktarda Tokat ekolojisinde oldugu ve rozmarinik
asitle korele oldugunu bildirmistir. Hasat donemi farkliliklarina gore ise DPPH, ABTS ve
FRAP antioksidan aktivitelerinde 6énemli farkliliklarin bulunmadigini, {i¢ genotip disindaki
diger genotiplerin donemler arasinda fenolik madde miktarlarinin birbirlerine yakin
oldugunu bildirmistir. Rozmarinik asitin baskin oldugu ekolojide ve hasat zamanlarinda

antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu bildirmistir.

Bekhradi ve ark. (2015), ¢alismalarinda, tuz stresi altinda yetistirilen taze feslegen
(Ocimum bacilicum L.)’nin fizyolojik tepkilerini ve kalite 6zellikleri tizerindeki etkilerini
incelenmigler. Bitkileri ekim sirasinda 25 giin boyunca 40 ve 80 mM NaCl ile muamele
etmisler, hasat sonrasi iki yesil genotip olan Green Iranian ve Genovese feslegenlerini ile
depolama siirecinde iki Iran genotipi (yesil ve mor) karsilastirilmistir. Tuz stresi altinda iki
Iran ¢esidinde verim ve gdvde uzunlugunun Snemli dl¢iide azaldigi, tuzlulugun Green
Iranian ve Genovese feslegeninde yaprak kalinligini ve parankima hiicrelerinin alaninm
azalttigin1 bildirmislerdir. Tuz konsantrasyonu arttikca, Genovese genotipinde lipid
peroksidasyonu artarken, terleme ve klorofillerin igeriginin 6nemli oOlciide azaldigi
bildirilmistir. 12°C’deki depolamada, strese maruz kalmis yapraklardaki solunum orani ile
kontrol grubu yapraklarmin solunum orami benzerlik gdstermistir. Mor iran feslegeninin
gorsel kalitesi depolama siirecinde, Yesil Iran feslegeninden daha iyi korunmustur.
Bununla birlikte, tuz stresi, Yesil Iran feslegeninin gorsel kalitesini olumlu yonde
etkilemis, kararmayi azaltmis, pazarlamadaki 7 giinlilk depolama limitinin iizerinde
tutmay1 saglamistir. Toplam fenolik asit igerigi ve antosiyanin miktar1 biiylime kosullarina
gore Onemli bir farkhilik gdstermemistir. Bununla birlikte, Yesil Iran feslegeninin
depolanmas1 sirasinda, tuz stresi, kontrole kiyasla bireysel ve toplam fenolik asitlerin
icerigini arttirmustir. Ozet olarak, tuz stresinin feslegen iizerindeki olumlu veya olumsuz

etkilerinin, farkli genotiplerin tolerans derecesine bagli oldugu sonucuna varilmstir.
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Moghaddam ve Mehdizadeh (2015), 37 lokasyonda yetistirilmis 3 varyeteyi
kapsayan 2  feslegen tiirlinlin  (O.ciliatum,  O. basicilum var.  purpurascens,
O. basicilum var. dianatnejadii) toplam fenol, flavonoid ve rozmarinik asit miktarlarinin

varyasyonunu arastirmislar. Sonuglara gére varyasyonun énemli oldugunu gozlemislerdir.

Kulak (2016), calismasinda feslegen tohumlarini salisilik asit (50 uM) ve saf su ile
muameleden sonra ¢imlenme sonrasi su stresine maruz birakarak bitkide, salisilik asit ile
on uygulama yapilan bitkilerin Fv/Fm orani, gévde ¢api, su potansiyeli, kuru agirlik, bitki
basina diisen dal miktari, siirgiin uzunlugu, bitkilerin oransal su igerigi, ve yaprak
miktarinda 6nemli artiglar tespit etmistir. Tarla kapasitesi, hasat zamani, salisilik asit 6n
kosullandirilmasi ve saf su ile 6n muamele gibi 6gelerin bitkinin makro ve mikro element
alimima yonelik olarak yapilan ¢oklu dogrusal regresyon analizine gore, tarla kapasitesi,
hasat zamani, salisilik asit Ogeleri ile element alimlar1 arasinda Onemli iliskilerini
belirlemis, ancak saf su ile tarla kapasitesi ve hasat zaman1 potasyum birikimi tizerindeki
etkisi onemli bulunmamistir. Tiim elementler (demir elementi harig) i¢in standarlastirilmig
regresyon katsayilarina gére bagimsiz degiskenlerin, element alimi iizerindeki 6nem sirast;
topragin tarla kapasitesi, salisilik asit ve hasat zamani olarak tespit etmistir. Korelasyon
analizi sonuclarina gore biitiin elementler arasinda 6énemli iligkiler bulmustur. Bitkide su
stresi mangan ile kalsiyum elementi hari¢ element aliminm1 azaltmis fakat salisilik asit
element alimin1 arttirmistir. Yaprakta su stresinin fenolik ve flavonoid madde igerigi ile
antioksidan aktiviteyi pozitif yonde etkilemis olmakla beraber tohumlara uygulanan
salisilik asit 6n uygulama bu maddelerin bitkide ¢cok daha fazla olumlu etkiye yol agtigini
tespit etmistir. Eugenol, cineol, linalool, ve a-bergamotene ugucu yag maddeleri biitlin
uygulamalarda esas bilesen olarak tespit edilmistir. Topraktaki suyun azalmasina bagl
olarak yapraklardaki protein igeriginde de azalmalar oldugunu ve salisilik asit 6n
uygulamasiyla yapraklardaki protein igeriginin arttifini tespit etmistir. Elektroforez
sonuclarina gore, uygulamalar ile protein bant yogunluklari ve miktarlarinda Snemli

farkliliklar tespit etmistir.

Geng (2016), calismasinda 39 yerli ve 25 yabanci kdkenli reyhan genotipini Tokat
ekolojisinde yetistirerek fenolik bilesik igerigini ve antioksidan aktiviteyi incelemistir. LC
TOF/MS cihazi ile reyhan 6rneklerinde bireysel fenolik icerigini belirleyerek, antioksidan
aktiviteleri; FRAP, TEAC, DPPH yontemleri ile total antioksidan aktivite ise
spektrofotometre cihazi ile tespit edilmistir. Reyhan orneklerinde miktar1 fazla olan 6

fenolik bilesik belirlemistir. Bunlar sirasi ile rozmarinik asit (1133.47-18460.56 mg/kg),
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rutin mg/kg, sikorik asit (12.46-3788.55) mg/kg, kaftarik asit, 4-hidroksibezoik asit ve
kafeik asit (112.67-352.00 mg/kg) arasinda bulundugu belirlenmistir. Antioksidan analiz
sonuclarina gore reyhan Orneklerinin toplam antioksidan aktivitesini % 74.11-96.25

arasinda bulundugunu bildirmistir.

Solmaz (2017), ¢alismasinda bes haftalik mor ve yesil yaprakli reyhan bitkilerine
50 ve 100 mM tuz uygulayarak bitkide, fotosentetik pigment, hidrojen peroksit,
peroksidaz, yas ve kuru agirlik, malondaldehit, DPPH aktivite, indirgeme giicii (FRAP),
protein, prolin, siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz, siiperoksit anyon giderme
aktivitesi ve toplam fenolik miktarini aragtirmistir. Tuz stresinin mor ve yesil yaprakli
reyhanlarda karotenoid miktarimi arttiriken yas-kuru agirlik, prolin, protein gibi stres
degerlerini azalttigini, yesil ve mor yapraklarda yiiksek tuz konsantrasyonunda lipid
peroksidasyonunun arttigini, genotipe ve tuz konsantrasyonuna bagli olarak hidrojen
peroksit miktarinin degistigini bildirmistir. Bitki genotiplerinde tuz stresinin SOD
aktivitesini azalttigini, askorbat peroksidaz aktiviteyi arttirdigini, tuzlulugun mor reyhanda
peroksidaz aktiviteyi arttirdigini yesil reyhanda azalttigini, tuzluluk ile toplam fenolik
maddenin mor reyhanda arttigini, yesil reyhanda azaldigini, DPPH aktivitenin, indirgeme
giicli (FRAP) tuzlulukla mor reyhanda artarken yesil reyhanda azaldigini bildirmistir. Mor
ve yesil reyhan bitkilerinde fenolik madde icerikleri ve miktarlar1 birbirlerine gore farkl

oldugu i¢in tuzluluga kars1 antioksidan aktivitelerinin farklilik gosterdigini bildirmistir.

Kahveci (2018), triptofan (Trp), salisilik asit (SA), ve beta karoten (B-karoten)’nin
farkl1 konsantrasyonlarinda biiyiitiilen feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkilerinin tuz
stresine kars1 verdigi tepkileri arastirmistir. Tuz stresine maruz kalan tiim bitkilerin verim
ve fizyolojik degerlerinde, kontrol grubuna goére diisiis gozlemlemistir. Bitkiye uygulanan
BBD’lerin tuz stresi altinda biliyiime ve verim parametrelerinde kontrol tuz grubuna gore
artis sagladigimi fakat klorofil miktarinda 6nemli bir degisimin olmadigini bildirmistir. GC
MS/SPME ile yaptiklar1 ucgucu bilesen analizinde kontrol grubunda ve BBD
uygulamalarinda linalool bileseni ana madde olarak belirlenirken, 0,1 mM ve 0,25 mM Trp
ve b-karoten uygulamalarinda ana maddenin linalool+metil 6jenol+eugenol oldugu, tuz
stresine maruz kalan bitkilerde ise kontrol grubunda ana maddenin &jenol oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak tuz stresi konsantrasyona bagli olarak Trp ve SA calismalarinin
bitkide biiylime ve verim parametrelerinde iyilesme sagladigini, farkli BBD
uygulamalarinin ve tuz stresinin ugucu maddelerinin kompozisyonunu degistirdigi

saptamistir.
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Avsar (2018), calismasinda yesil ve mor feslegenleri sera ortaminda yetistirerek
%75 ve %50 kuraklik uygulamis, ayrica kuraklik + ImM ve 10 mM fenilalanin uygulamasi
yapmistir. Bu uygulamalar ile mor ve yesil feslegen yapraklarinda fenilalanin ve kuraklik
uygulamalarinin bazi fizyolojik parametreler ile antioksidan aktivitelerini arastirmistir.
Kuraklik uygulamas: ile mor ve yesil feslegen genotiplerinde yas ve kuru agirhik
miktarinda azalma, protein iceriginde kayip, toplam klorofil, klorofil a, klorofil b ve
karotenoid miktarlarinda azalma, lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit iceriginde
azalmaya sebep oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte peroksidaz (POD) aktivitesini
azaltmasina ragmen siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini 6nemli oranda arttirdig1, yesil
yaprakli feslegende toplam fenolik madde miktarini azaltmasina ragmen mor yaprakli
feslegen arttirdigimi bildirmistir. Kuraklik ve fenilalanin uygulamasi toplam ve bireysel
fenolik madde miktarlarini degistirmesine bagl olarak yesil ve mor feslegen genotiplerinde

antioksidan aktivitenin farklilik gdsterdigini bildirmistir.

Bahgesular (2018), c¢aligmasinda, melatonin (1 ve 10 uM)’nin iki farkl
konsantrasyonunda yetisen mor yaprakli feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkilerinin tuz
stresine karsi cevaplarini aragtirmistir. Calismanin sonucunda biiyiime degerlerinin tuz
stresi sartlarinda azaldigini, melatonin uygulamasinin yaprak agirligi ve yaprak sayisi
haricindeki verimlerde stresin etkisini giderdigini bildirmistir. Stres kosullarinda
fotosentetik pigmentlerden karotenoid miktarinda artis, klorofil a, klorofil b, toplam
klorofil parametrelerinde ise azalis oldugunu bildirmistir. Tuz stresi etkisinin melatonin
uygulamasi ile azaldigmi ve stresli gruplarda 10 pM melatonin konsantrasyonunun ve
kontrol grubunda ise 1 uM melatonin konsantrasyonunun fotosentetik pigmentleri
arttirdigin1  bildirmistir. Feslegenlerde tuz stresi altinda yaprak oransal su igeriginin
azaldigin1 ve melatonin uygulamalari ile su alimin1 olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir.
GC-MS/FID ile SPME analizleri sonucunda feslegenin ana ugucu bilesenlerini eugenol,
methyl eugenol ve linalool olarak belirlenmis, kontrol grubunda en yiiksek degere sahip
olan linalooliin yerini, tuz uygulamalarinda metyhl eugenol almistir. Sonu¢ olarak
melatonin bilesiginin feslegende tuz stresinin toksik etkilerini azaltmada 6nemli bir etkisi

oldugunu bildirmistir.

Chokami ve ark. (2019), Putresin, Spermin ve Spermidin'nin tuz stresi kosullar1
altinda kalite ve feslegen miktarina etkisini incelemisler, arastirma {ii¢ tekrarli tesadiif
bloklar1 tasariminda faktoryel deney olarak yapilmis, uygulamalar 4 seviye tuzlulukta (0,

50, 100 ve 150 mM) ve 4 seviye konsantrasyonda putresin, spermin ve spermidinin (0, 50,
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100 ve 150 mg/1) uygulanmasi ile gerceklesmistir. Sonuclar, poliaminler, tuzluluk ve bitki
boyu arasindaki konsantrasyon, taze/kuru siirgiin agirhigi, taze/kuru kok agirligi, taze/kuru
yaprak agirligi, yaprak klorofil igerigi, katalaz, peroksidaz ve guaiacol peroksidaz
antioksidan enzimleri, K/Na orani, iyon iletkenligi ve prolin oraninin % 1 seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli etkilesimin etkilerini gosterdigini, 150 mg/l spermidin ve diisiik
tuzluluk eszamanli olarak ¢aligilan tiim bitki 6zellikleri iizerinde olumlu bir etki yaptigini
bildirmistir. Sonuglara gore 150 mM sodyum kloriir konsantrasyonunun belirtilen
Ozellikleri azalttigini bildirmis, bununla birlikte, spermidinin bu durumu iyilestirdigi ve
spermidin ile islenmis bitkilerde stres ve hasar semptomlarinin daha az oldugunu
bildirmistir.

Danaee ve Abdossi (2019), calismalarinda bazi poliaminleri feslegenin yapraklarina
spreyleyerek morfo-fizyolojik ve fitokimyasal 6zellikleri iizerine etkisini arastirmistir.
Calismalarinda 10 grup igeren, 3 kez tekrarl olarak 3 seviye 50, 100 ve 150 ppm spermin,
spermidin ve putresin uygulamalart yapilmistir. Sonuglar, farkli seviyelerde spermin,
spermidin ve putresinin piiskiirtiilmesinin, siirgiin ve kok taze agirligi, siirgiin ve kok kuru
agirhigi ve ugucu yag miktar1 (p<0.01) ve toplam yaprak klorofil miktar1 ile C vitamini
miktarinda 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (p< 0.05). 100 ppm spermidin
uygulamasi kontrol ve putresine gore siirgiin ve kok taze agirhigi, siirgiin ve kok kuru
agirligl ve esansiyel yag miktar1 gibi 6zellikleri arttirmistir. 100 ppm yaprak klorofil ve C
vitamini gibi Ozellikleri arttirmistir. Fesle§en (Ocimum basilicum L.) bitkisindeki
fitokimyasal ve morfofizyolojik 6zellikler, farkli seviyelerde spermin, spermidin ve
putresinin yaprak spreyi ile artmistir. Spermidin ve 100 ppm putresin piiskiirtiilmesi,

kontrol ile karsilastirildiginda tiim parametrelerin 6zelliklerini gelistirmistir.

Duran ve ark. (2019), Ocimum basilicum L.’da (feslegen) kallus gelisimi ve
fenolik bilesik iiretimi iizerine melatoninin etkisini  arastirmislardir.  Yaprak
eksplantlarindan tiiretilen kalluslar, 0, 100 veya 200 pM melatonin eklenmis MS ortaminda
bliyiitiilmiis, daha sonra fenolik igeriklerinin belirlenmesi i¢in ekstre edilmistir. Melatonin,
her iki konsantrasyonunda da kallus gelisimini azaltmistir. Fitokimyasal analizlere gore, en
yiiksek toplam fenolik asit i¢erigi sadece MS ile indiiklenen kalluslarla karsilastirildiginda
(192.0 pg/g ') 100 ve 200 pM melatonin takviyeli ortamda yetistirilen kalluslarda
(srastyla 784.6 pg/g” ' ve 3352 pg/ g '), kaydedilmistir. Kalluslarda tespit edilen bes
fenolik asit arasinda, rozmarinik asit ana bilesen olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile

kiyaslandiginda 100 pM melatonin besiyerinde yetisen kalluslarda rozmarinik asit miktari
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yaklagik 5 kat artmistir. Feslegen kalluslardaki ana ugucu bilesenler 3-metilbiitanal,
benzaldehit, 1,8-sineol, 2-nonenal, djenol ve metil 6jenol olarak tespit edilmis ve bunlar %

4 ila 14, % 24 ila 50, % 2 ila 3, % 0 ila 0,55 ve % 2 ila 17 arasinda belirlenmistir.

Scagel ve ark. (2019), iki feslegen ¢esidi [(Ocimum basilicum L. 'Sweet Broadleaf
(SB) ve 'Siam Queen' (SQ))], yapraklarinda fenolik ve elementel bilesiminin tuzluluk
tarafindan degisimini incelemek amaciyla dort farkli NaCl (Kontrol, Diisiik 10-50 mM,
Orta 20-100 mM ve Yiiksek 30-200 mM) konsantrasyonunda 71 giin boyunca hidroponik
olarak yetistirilmistir. Hidroponik ¢ozeltideki tuzluluk, en yiiksek NaCl seviyesinde 20 dS
m"’e kadar denenmistir. Tuzlulugun, yaprak rengi veya bitki oliimleri iizerinde higbir
etkiye sahip olmadigr ve deney sirasinda minimal yaprak nekrozunun meydana geldigi
goriilmiistlir. Kontrollerle karsilagtirildiginda, NaCl yaprak biyokiitlesini sadece en yliksek
tuzluluk seviyesinde azaltmustir. Tuzluluk, yapraklardaki K konsantrasyonlarini arttirmis
ve bitkiler, genellikle Na'y1, en yiliksek NaCl seviyesi hari¢, yapraklardan igeri almamuigtir.
Feslegen yapragindaki polifenolik ve besin bilesimini degistiren tuzluluk seviyelerinin
verimi etkileyenlerden (yaprak biyokiitlesi) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Her iki
cesitte de, tuzluluk, bazi kafeik asit tiirevlerinin, kafetarik asit, sinnamil malik asit ve
fertiloil tartarik asitin yaprak konsantrasyonlarini ve azalan sikorik asit konsantrasyonlarini
artirmigtir. SB ¢esidinde tuzluluk, kuersetin-rutinosid ve rozmarinik asit gibi iki major
polifenoligin yapraktaki konsantrasyonlarimi arttirmis, buna karsilik, SQ yapraklarindaki
rozmarinik asit konsantrasyonlarin1 azaltmistir. Tuzlulugun, Na, CI, K ve Mg disindaki
elementlerin yaprak konsantrasyonlar1 {iizerindeki etkileri, tuzlulugun polifenolikler
tizerindeki etkileriyle dogrudan iligkili bulunmamistir. Fesle§en biyokiitle verimini
etkilemeyen tuzluluk seviyelerinin kalite i¢in 6nemli olan bazi polifenoliklerin verimini

olumsuz yonde etkileyebilecegi anlasilmistir.

2.2. Baz Bitkilerde Stres, Spermin ve Melatonin Uygulamalarina Ait Literatiir

Cahismalan

Chattopadhayay ve ark. (2002), Ekzojen poliaminlerin, tuz stres altindaki piring
(Oryza sativa) bitkileri lizerindeki koruyucu roliinii arastirmiglardir. Tuz toleransli Pokkali
piring bitkileri, tuzluluk stresine cevap olarak spermidin (Spd) ve spermin (Spm) gibi daha
yiiksek poliaminler (PA) biriktirirken, hassas kiiltiir M-1-48 benzer kosullarda bu PA'larin
yiiksek titrelerini tutamamistir. Triamin Spd ve tetramin Spm'nin, 12 giinlik piring

fidelerinde fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler iizerindeki etkileri, hassas bitkileri
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stres etkilerinden koruyabileceklerini belirlemek icin tuzluluk stresi sirasinda
aragtirtlmistir. Fizyolojik konsantrasyonlarda Spd ve Spm, elektrolitlerin ve amino asitlerin
tuzluluk stresi ile indiiklenen kok ve siirgiinlerden sizmasini 6nemli Slgiide Onlemistir.
Farkli derecelerde klorofil kaybi, fotosentezin fotokimyasal reaksiyonlarinin inhibe
edilmesinin yani sira, psbA4, psbB, psbE ve rbcL gibi kloroplast ile kodlanmis genlerin
indirgenmis, tuz toleransi ve piringte yliksek PA'larin birikmesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu gostermistir. Tuzluluk stresinin inhibe edici etkisi ve ekzojen PA'lar
tarafindan tersine ¢evrilmesi, tuza duyarli M-1-48 bitkilerde, toleransli Pokkali

bitkilerinden daha belirgin gézlenmistir.

Roychoudhury ve ark. (2011), ¢aligmalarinda NaCl toksisitesini hafifletmek ve ii¢
piring ¢esidinde (M-1-48 (tuza duyarli), Nonabokra (tuza toleransli) ve Gobindobhog (son
derece hassas) kisa siireli tuzluluk toleransini indiiklemek icin, spermidin (Spd) ve
sperminin (Spm) yani ekzojen olarak uygulanan poliaminlerin (PA) karsilastirmali
koruyucu potansiyelini arastirmiglardir. Kok uzunlugunda gecikme veya siirgiin uzunlugu
ve toksik Na' birikimi veya K' kaybi, malondialdehit / H,0, birikimi veya lipoksijenaz
aktivitesinde Onemli artis gibi degisimler M-1-48 ve tuzluluk stresi sirasinda
Gobindobhog'da 6zellikle dikkat c¢ekici olarak goriilmiig, Spd veya Spm uygulandiginda
bliyiik oOlgiide azaltilmistir. Her iki PA da tim c¢esitlerde tuz kaynakli protein
karbonilasyonunun derecesini ve 6zellikle Gobindobhog'da proteaz aktivitesini arttirmis,
Nonabokra ve Gobindobhog'da klorofil bozulmasinin 6nlenmesi Spd ile daha iyi olmustur.
Antosiyaninde tuza bagh artis veya azalan seker seviyesi, tiim ¢esitlerde Spd veya Spm
tarafindan daha da arttirilirken, prolin igerigi, 6zellikle Gobindobhog'da Spd tarafindan
arttirtlmistir. Tuzluluk stresi sirasinda, her iki PA, M-1-48 ve Gobindobhog'da putresin
birikimini diisiirmede ve en yiiksegi Gobindobhog'da olan tiim ¢esitlerde Spm seviyesini
carpict sekilde arttirmada etkili bulunmustur. Ek olarak, peroksidazlarin aktivitesini
arttirmig ve tiim ¢esitlerde katalaz aktivitesindeki azalmay: telafi etmislerdir. Boylece, iki
PA, {i¢ ¢esidin hepsini de tuz kaynakli hasarlardan farkli derecelerde toplayabilmistir. Her
ikisi de tuzluluk stresine daha fazla duyarlilik gosteren M-1-48 ve Gobindobhog'da
karsilasilan tuz yaralanmalari, tuzlara toleranslt Nonabokra'dan daha belirgin sekilde
hafifletilmis ve Onlenmistir. Tuzluluk stresinin inhibe edici etkisinin tersine ¢evrilmesi,
biiyiime inhibisyonunun veya cesitli hiicresel hasar bigimlerinin dnlenmesi, uygun K/ Na"
dengesinin siirdiiriilmesi veya osmolit seviyesinin ve antioksidan enzimlerinin aktivitesinin

tetiklenmesi ile saglanmstir.
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Shu ve ark. (2012), ekzojen spermidinin (Spd, 1 mmol-L™) fotosentetik 6zellikler,
ksantofil dongiisii bilesenleri ve endojen poliaminler tizerindeki etkileri, tuz stresine maruz
kalan salatalik fidelerinde (75 mmol-L"' NaCl) arastirmuslardir. Salatalik fidelerinin
klorofil igerikleri ve net fotosentetik oranmi (PN), tuzluluk altinda Oonemli bir diisiis
gostermis ancak ekzojen Spd uygulamast ile bir artis goriilmiistiir. Tuz stresi, yapisal kayip
islemlerinde (®NO) bir artis gézlenen maksimum kuantum verimliliginde (Fv / Fm) ve
fotosistem II'deki (®PS IT) fiili verimlilikte kayda deger bir diisiise neden olmus, ekzojen
Spd uygulamasi, tuzlu bitkilerde, ®NO'yu o6nemli Ol¢iide azaltmis ve diizenlenmis
fotokimyasal olmayan enerji kaybimni (®NPQ) arttirmistir. Spd uygulamasi, ksantofil
dongiisii havuzu (VAZ) boyutunda bir artisa neden olmus, dahasi tuz stresi altinda
ksantofil dongiisii (DEPS)’nin daha da epoksidasyonunu arttirmistir. Bu sonuglar,
Ksantofil dongiisiine bagli olan enerji dagiliminin daha fazla katilimiyla ekzojen Spd'nin
fotosentetik verimdeki tuz aracili diisiisii hafiflettigini gostermistir. Ek olarak, spermidinin
yapraklara spreyi, tuz stresi altindaki bitkilerin yapraklarindaki serbest, bagl ve konjuge
poliaminleri énemli 6l¢iide arttirmistir. Spd ayrica serbest putresin (Put) / (Spd + Spm)
oranini arttirmig ve bagh ve konjuge Put / (Spd + Spm) tuzluluk altinda azaltmistir. Bu
nedenle, Spd'nin, tuz stresli bitkilerin PSII'sinin fotokimyasal etkinliginde bir iyilesme ile
iliskili olan endojen poliaminlerin seviyelerini diizenleyerek salatalik fidelerinde tuza bagh

hasar1 azaltabilecegi sonucuna varilmistir.

Kog ve ark. (2014), calismalarinda tuz stresi altinda biberin fide biiyiimesi (radikula
ve hipkotil uzunlugu, taze ve kuru agirlik) ve tohum ¢imlenmesi iizerine dissal poliaminler
(spermin ve putresin)’in etkisini arastirmislardir. Artan tuz seviyesi ¢imlenme iizerinde
O6nemli bir azaligsa neden olmus (p<0.05), 0.0lmM Spm ve 0.01mM Put ve 1mM Put stresli
gruplarda fide Dbiiylimesini arttrimigtir. Tim  Spm  konsantrasyonlar1  Put'la

karsilastirildiginda daha etkili bulunmustur.

Kostopoulou ve ark. (2015), calismalarinda 30 giin boyunca 0.50 mM AsA, 1 uM
Mel ekzojen uygulamasinin ve bunlarin kombinasyonunun (AsA + Mel) 100 mM NacCl
altinda yetisen Citrus aurantium L. fidelerinin yaprak ve koklerinde cesitli stres tepkileri
tizerine etkisi aragtirmislardir. AsA, Mel veya AsA + Mel'in tuzlu su ¢dozeltisine
uygulanmasi, NaCl'nin neden oldugu elektrolit sizintisint ve lipit peroksidasyonunu
azaltmis ve NaCl ile iliskili toksisite semptomlarini ve pigmentlerin bozulmasini
onlemistir. Ayrica, birlesik AsA + Mel uygulamasina maruz birakilan yapraklar diisiik C1

birikimi gostermistir. AsA ve / veya Mel ile yapilan uygulamalar tek basina NaCl ile
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karsilastirildiginda SOD, APX, POD, GR ve PPO aktivitelerinin yani sira karbonhidrat,
prolin, fenol, glutatyon ve dokularin toplam antioksidan giiciinii modiile etmistir.
Yapraklarin ve koklerin kimyasal islemlere ve ozellikle birlestirilmis AsA ve Mel
uygulamasina maruz birakilmasi, seker metabolizmasinin, iyon homeostazinin ve
transkripsiyon diizenlemesinin AsA ve Mel tarafindan tetiklendigini gosteren CaMIPS,
CaSLAHI ve CaMYB73 ekspresyonunu diizenlemistir. Bu sonuglar, birlestirilmis AsA ve
Mel uygulamasiyla iligkili metabolik yolaklarin aktivasyonunun, turunggil bitkilerinde tuz
adaptasyonu ile baglantili olduguna dair kanit saglamistir. Mel uygulamasi toplam fenol
miktarin1 yaprakta kontrole ve kontrol tuz grubuna gore arttirmis, kokte ise kontrole gore

azaltirken, kontrol tuza gore arttirmastir.

Saeidnejad ve ark. (2016), calismalarinda tuzluluk (0, 100 ve 200 mM NaCl) ve
spermin (Spm) konsantrasyonunun (0, 0.5 ve 1 mM c¢ozeltisi) duyarli (Sepahan) ve
toleransli (Neyshabour) bugday kiiltiirlerinin fizyolojik performans: tizerindeki etkilesimli
etkilerini degerlendirmislerdir. Prolin birikimi Spm'den daha fazla tuzluluktan
etkilenmistir. Klorofil a ve b igerigi Spm uygulamasi ile tamamen iyilestirilmistir. Katalaz
ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi genellikle tuzluluk ve Spm seviyesinin
arttirllmasiyla artmistir. Hem toleranslh hem de hassas kiiltiir ¢esitlerinde en yliksek APX
aktivitesi 200 mM tuzlulukta ve en yiikksek Spm konsantrasyonunda gdzlenmistir.
Superoksit dismutaz aktivitesi her iki kiiltiirde de artan tuzluluk seviyesi artmis ve
uygulanan Spm konsantrasyonu ile artis gostermistir. Tuzluluk kosullarinda daha yiiksek
Spm seviyeleri, Spm uygulamasi olmayan gruba kiyasla daha yiiksek glutatyon rediiktaz
(GR) aktivitesi gosterirken, normal sartlarda GR aktivitesini azaltmigtir. Spm uygulamasi
her iki kiiltiiriin biitiin tuzluluk seviyelerinde sodyum igerigini azaltmig, ancak benzer bir
egilim gostermemistir. Uygulanan Spm'nin daha yiliksek konsantrasyonu da potasyum
igerigini arttrmistir. Ozetle, Spm uygulamas: tuzluluk stresinin esas olarak antioksidan
savunma yoluyla tehlikeli etkilerini hafifletmis ve bu toleransli cesitlerde daha belirgin

olarak goriilmiistiir.

Orabi ve ark. (2017), Piridoksin ve sperminin (her biri 50, 100 ve 200 mg / L'de)
limonotu bitkisinin bilylimesi, esansiyel yag verimi ve temel bilesenleri lizerindeki etkisini
arastirmislar, tim uygulamalar Cymbopogon citratus L.’da 6nemli 6l¢lide bitki boyunu,
taze ve kuru kiitleyi (g / bitki) arttirmus, 6zellikle de ¢ogunlukla ikinci hasatta toplam azot,
toplam fosfor ve toplam potasyumda en yiiksek artislar 100 mg / L spermin, ardindan 200

mg / L piridoksin de kaydedilmistir. Toplam fenoller, ugucu yag % ve yag verimi, spermin
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muameleleri ve ardindan piridoksin ile maksimum artiglar1 kaydetmistir. 100 mg / L
spermin ile muamele edilen bitkilerde en yiiksek sitronellol yiizdesi (% 51.20) elde
edilmis, oksijenli bilesikler, 200 mg / L spermin uygulamasi ile en yiiksek degeri (%
89.70) verirken, maksimum oksijenlenmemis bilesikler kontrol grubu (% 13,65)
bitkilerinden elde edilmistir. Tiim uygulamalar DPPH antioksidan aktiviteyi etkilemis, 100
mg / L spermin uygulanmasinda fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzim aktivitesinden

yiiksek artis kaydedilmistir.

Darvizheh ve ark. (2018), ¢alismalarinda sulama sekilleri ve spreyleme yolu ile
salisilik asit (SA) ve spermin (Spm) uygulamasinin ekinezya ¢iceginin esansiyel yagi (EO)
ve kafeik asit tlirevleri (sikorik asit, ekinosid, klorojenik asit, kaftarik asit ve sinarin)
igerikleri lizerine etkisini arastirmiglardir. Su eksikligi yaprak ve cigeklerde ugucu yag
igerigini arttirmis, bununla birlikte, baz1 durumlarda yaprak, ¢igek ve koklerdeki kafeik asit
tiirevlerinin igerigi artarken, diger durumlarda su seviyesine ve bitki organina bagli olarak
kafeik asit bilesigi su stresi altinda azalmistir. SA ve Spm uygulamasi tim sulama
rejimlerinde yaprak ve ciceklerde ucucu yag icerigini azaltmistir. Bununla birlikte, SA ve
Spm'nin uygulanmasi, biitlin bitki organlarindaki kafeik asit tiirevlerinin i¢erigini arttirmis
ve en yiiksek degisiklikler, SA ve Spm kombinasyonundan elde edilmistir. SA'nin etkileri
konsantrasyona bagimli bulunmus, SA' nin kafeik asit tiirevleri lizerindeki pozitif etkileri,

Spm'ne kiyasla daha fazla olarak tespit edilmistir.

Bistgani ve ark. (2019), farkli NaCl konsantrasyonlar1 (0, 30, 60 ve 90 mM)
kullanilarak tuzlu sulama ile Thymus vulgaris ve Thymus daenensis'in biiylime, fizyolojik
ozellikler, fenolik bilesikler ve antioksidan aktivite lizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Sonuglar, 60 ve 90 mM NaCl konsantrasyonlarinin, kontrol bitkilere kiyasla, bitki kuru
madde iiretimini 7. vulgaris'te yaklasik % 28 ve 40, 7. daenensis'te % 34 ve % 39
azalttigin1 gostermistir. NaCl uygulamas: siirgiinlerde ve yapraklarda Na' igeriginde bir
artisa neden olurken, K™ ve Ca*" igerikleri tuzluluk stresi ile azalmistir. Toplam fenolik
igerigi, kontrol bitkilerine kiyasla 60 mM NaCl uygulamasindan sonra yaklasik % 20
artmistir. Ayrica, sirastyla 60 ve 90 mM NaCl uygulanmasindan sonra, tuz stresi kosullar
altinda yetistirilen bitkilerde yaprak flavonoid igeriginde % 38,6 ve % 36,6 oraninda bir
artis gozlenmistir. Arastirilan her iki tiir de fenolik asitler, flavonoidler ve fenolik
monoterpenler bakimindan zengin bulunmus, sinamik asit, her iki tiiriin ana bileseni olarak
belirlenmistir. Bu bilesik, kontrol ile karsilastirildiginda 60 mM NaCl uygulanmig, 7.
vulgaris'te % 31.4 artmistir. 60 ve 90 mM NaCl konsantrasyonlari, 7. vulgaris (sirastyla%
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25 ve 31.6) ve T. daenensis (sirastyla % 20.4 ve 27.6) icindeki gallik ve rozmarinik asit
miktarint 6nemli Olglide arttirmus, 7. vulgaris'teki kafeik, syringic ve vanilik asitlerin
icerigini énemli dl¢iide degistirmemistir. Ilging olarak T. vulgaris'te daha yiiksek miktarda
klorojenik asit (% 4.4 artis) kontrol grubunda bulunurken, 7. daenensis'te tuzluluk stresi
yogunlastiginda bu bilesik artmistir. Ayrica, tuzluluk stresi, bitki ekstraktlarinin

antioksidan aktivitelerini 6nemli 6l¢iide etkilemistir.

Ekinci ve ark. (2019), Poliaminlerin tuz stresi altinda (0, 50 ve 100 mM NaCl)
yetistirilen biber fidelerinde bitki biiyiimesi, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri iizerine
etkilerini belirlemek icin, putresin (Put), spermin (Spm) ve spermidin (Spd) fidelere
yapraktan uygulanmistir. Tuz konsantrasyonu arttikga, bitki boyu, gdvde g¢api, yaprak
sayisl, klorofil degeri, bitki ve kok taze ve kuru agirligi ve yaprak bagil su igerigi azalmus,
ancak doku elektrik iletkenliginde bir artis meydana gelmistir. Poliamin uygulamalari tuz
stresindeki biber fidelerinde incelenen parametreleri iyilestirmis, tuz stresinin olumsuz
etkilerinin biber fidelerine ekzojen wuygulanan poliaminlerle hafifletilebilecegi

belirlenmistir.

Darvizheh ve ark. (2019), tarla kosullarinda su stresi altinda mor koni ¢iceklerine
(Echinacea purpurea L.) salisilik asit ve sperminin yapraktan uygulamasina cevap olarak
bazi antioksidan enzimlerindeki ve fizyolojik endekslerindeki — degisiklikleri
incelemislerdir. Bu calismada ekinezya cigeklerinin antioksidan enzimler katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve siiperoksit dismutaz (SOD), kuru kiitle
(SDM), klorofil (Chl), karotenoid (Caro), prolin (Pro), toplam fenol, flavonoid ve
Malondialdehit (MDA) miktarlar1 sulama rejimlerinin (% 20, 40 ve % 60 toprak su
tiikenmesinden sonra sulama) ve SA ve Spm uygulamalari (sprey yok, 75 mg L™ SA, 150
mg L' SA, 70 mg L™ Spm, 75 mg L' SA + 70 mg L' Spm ve 150 mg L' SA + 70 mg
L' Spm) ile arastirilmustir. Su eksikligi enzimlerin aktivitelerini ve karotenoidlerin, prolin,
MDA, fenol ve flavonoid igerigini arttirirken, klorofil icerigini ve kuru kiitle miktarini
azaltmistir. Sonuclar Ureticilerin, kuraklik stresi altinda mor koni ¢i¢eginin tiretkenligini

arttirmak i¢in SA ve Spm kullanabilecegini gostermektedir.

Sarrou ve ark. (2015), melatonin (MEL), gibberellik asit (GA) ve salisilik asit (SA)
uygulamalan ile Aci portakal (Citrus aurantium L.) 'da meydana gelen biyokimyasal
degisiklikleri incelemisler, MEL, GA ve SA'nin esansiyel yag (EO), toplam fenolik (TPC)
ve toplam flavonoid igerigi (TFC) iizerindeki etkisini ve aci portakal yapraklarinin

antioksidan aktivitesini 1 yillik bitkiler iizerinden incelemislerdir. 15 uM MEL, 1 mM SA
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ve 1.44 mM GA, yaprak metanolik 6ziitlerinin toplam yaprak fenolik ve flavonoid igerigini

ve FRAP ve DPPH aktivitesini arttirmistir.

Xu ve ark. (2017), ¢alismalarinda ekzojen melatonin (MT) uygulamasinin iiziim
meyvesi metabolizmasi iizerindeki birincil etkilerini degerlendirmistir. Ekzojen MT
uygulamasi, endojen MT igerigini ve modifiye meyvenin olgunlagsmasini arttirmistir.
Transkriptomik analizler, polifenol metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmas1 ve etilen
biyosentezi ve sinyalleme islemlerinin MT uygulamasi iizerine en 6nemli lic degisik
biyolojik islem oldugunu ortaya koymustur. MT uygulamasinin meyvelerdeki toplam
antosiyanin, fenol, flavonoid ve proantosiyanidin icerigini arttirdigi gorilmiistiir. Ek
olarak, tespit edilen 22 ayr1 fenolik bilesigin 18'inin igerigi MT uygulamasi ile
gelistirilmis; 6zellikle resveratrol icerigi, STS gen ekspresyonunun yukari regiilasyonu ile
birlikte biiylik Olgiide arttirllmistir. MT uygulamasit meyvelerin antioksidan kapasitesini
arttirmig, etilen'in liziimde MT uygulamasi altinda polifenol metabolizmasi ve antioksidan
kapasitenin diizenlenmesine katildigi belirtilmistir. Sonug olarak MT, polifenol igerigini ve
lizim meyvelerinin antioksidan kapasitesini kismen etilen sinyalizasyonu yoluyla

arttirmistir.

Farouk ve Al-Amri (2019), ¢aligmalarinda biberiye bitkisinde, ekzojen melatonin
uygulamasi ile arsenik tolerans modiilasyonu saglayarak sekonder metabolit iiretimini
arttirmak, antioksidan kapasitenin aktiflestirilmesi ve iyilestirilmis kloroplast altyapisinin
olusturulmasini amacglamislardir. Arsenikli veya Arseniksiz MEL'in ekzojen uygulamasi,
strastyla kirli veya kirli olmayan muamele ile ilgili olarak biiylime, fotosentetik pigment,
iyon konsantrasyonu, organik osmolitler ve ayrica ugucu yag verimini onemli Ol¢iide
arttirmistir. MEL uygulamasi, hiicre zari biitiinliigiinii regiile etmis, oksidatif bozulma
kriterlerini bastirmis, arttirilmis antioksidan kapasiteyi arttirmis ve ayrica antioksidan
enzimleri regiile etmistir. 50 pM MEL'in uygulanmasi, antioksidan aktivitelerini ve
osmoregiilasyon kapasitelerini giiglendirerek bitkilerin Arsenik stresine dayanmalarina

yardimci1 olabilecegi bildirilmistir

Wei ve ark. (2019), UV-B radyasyonuna cevaben melatoninin potansiyel rollerini
aragtirmak i¢in, ekzojen melatoninin iki UV-B radyasyonu altindaki Malus hupehensis
Rehd fideleri tizerindeki etkisini incelemislerdir. UV-B stresi altinda, fideler bitki
biiyiimesinde, biyokiitle iiretiminde ve kok sistem gelisiminde 6nemli azalma gostermistir.
Bununla birlikte, 1 pM melatonin ¢dzeltisi, 6zellikle yiiksek UV-B radyasyon dozajinda,
bu etkileri belirgin sekilde hafifletmistir. UV-B radyasyonunun fotosentetik parametreler,
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klorofil floresans parametreleri, stoma agikliklari, klorofil seviyeleri ve yaprak zari
hasarlar1 tizerindeki inhibitor etkileri de melatonin uygulamas: ile belirgin sekilde
hafifletilmis, Melatonin uygulamasi1 ayrica, daha yiiksek aktiviteye ve antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin (askorbat peroksidaz, katalaz ve peroksidaz) ekspresyonu ve
UV-B' ye maruz birakilan yapraklardaki H,O; iceriginin daha fazla azalmasiyla da iliskili
bulunmustur. Ayrica, ekzojen melatonin uygulamasi ve UV-B stresi, endojen melatonin
konsantrasyonunu arttirmistir. Klorojenik asit, phloridzin ve kersetin-3-galaktosid dahil
olmak tizere baz1 fenolik bilesiklerin icerigi de UV-B stresi altinda artmistir ve bunlar
melatonin ilavesiyle daha da yiikselmistir. Bu ¢aligma, UV-B stresine cevap olarak endojen
melatoninin rolleri hakkinda bilgi vermis ve ekzojen melatoninin tarima uygulanmast

konusunda fayda saglamistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Denemede bitkisel materyal olarak ticari olarak satilan Vilmorin marka mor
yaprakli feslegen tohumu kullanilmistir. Feslegen bitkisinin ekonomik, ticari, gida ve tibbi
Ooneminin yaninda diinyanin 6énemli ugucu yag igerigine sahip olan bitkilerden biri olmasi,
tek yillik olmasi, kolay yetistirilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolayr bitkisel materyal

olarak se¢ilmistir.

3.2. Feslegen (Ocimum basilicum L.) Bitkisinin Taksonomik Siniflandirilmasi

Alem : Bitkiler

Bolim  : Kapalit Tohumlular
Smif ki ¢enekliler

Alt sinif : Asteridae

Takim  : Lamiales

Family :Lamiaceae

Cins : Ocimum

Tuar : Ocimum basilicum L.

3.3. Feslegen (Ocimum basilicum L.) Bitkisinin Ozellikleri

Feslegen (Ocimum basilicum), ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan tek yillik
ve genellikle 1liman bolgelerde yetisen bir bitki tlriidiir. Kokeni Giiney Asya ozellikle
Hindistan'dir. Tek yillik otsu ¢ali formunda bir bitkidir. Morfolojik 6zellikleri ve kimyasal
icerikleri bakimindan O. bacilium L. tiirii genis varyasyon gostermektedir. Bu bitki irklar
onemli ucucu yaglarindan ve hos kokularindan dolay1 parfiimeri, ilag, gida ve baharat
endiistrisinde kullanilmaktadir (Telci, 2005). Feslegen degerli bir baharat ve ugucu yag
bitkisidir. Ekonomide kullanilan kismi yapraklaridir. Feslegen wugucu yaginda
antimikrobiyal, bocek Oldiiriicii, nematisidal, mantar 6ldiiriicii ve antioksidan etkilerine

sahiptir (Baydar, 2013).
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3.4 Kullanilan kimyasallar

o Qallik asit ( Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Folin& Ciocalteu’s phenol reagent (FCR) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Metanol (Sigma-Aldrich)

e Etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Formik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Sodyum karbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Melatonin M5250 powder, >98% (TLC) (Sigma)

e Spermin (= % 97) Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

o Kafeik asit, (> % 98) Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e Rozmarinik asit, (HWI) Analytik Gmbh, Pharma solutions, Germany

e Sikorik asit, > % 95 (HPLC), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), % 95, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e Kuersetin, Sigma-Aldrich, St. Louis, U

e BHT (Butylated hydroxytoluen)

e Asetonitril, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3.5. Kullanilan cihazlar

e Ultrasonik banyo, United Jewelry Tool Supplies

e Santrifiij, Hettich Zentrifugen Micro 220 R, Germany

e HPLC cihazi, Agilent, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA

e Hassas terazi, Kern & Sohn GmbH, Germany

e Ultra derin dondurucu, New Brunswick Scientific U570 Premium, ENGLAND
e Spektrofotometre Agilent Cary 60 UV-Vis

e FEvaporator

3.6. Metod

3.6.1. Feslegen tohumlarina BBD (Bitki Biiyiime Diizenleyicileri) uygulama siireleri

Calismada feslegen tohumlar:1 farkli konsantrasyonlarda melatonin (1uM, 10uM)
ve spermin (0,lmM, ImM) cozeltilerinde ve kontrol grubu olarak saf suda 24 saat

bekletilmistir.
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Islem goren feslegen tohumlart bir uygulama igin 20 adet saksiya, her saksida 4
adet tohum olacak sekilde ekilmistir. Bitkiler 4-5 adet gercek yapraga sahip olduklarinda
stres uygulamalarina baslanmis, birer hafta siire ile kademeli olarak artan (25, 50, 75, 100

mM) tuz konsantrasyonlari kullanilmistir (Kahveci, 2016).

3.6.2. Bitkilerin biiyiime ortamlari ve tuz stresi uygulamalar

Feslegen bitkileri; KSU-Universite Sanayii Kamu Isbirligi Merkezi (USKiM)’e ait
iklimlendirme odasinda 24°C sabit sicaklikta, 16 saat 1sik ve 8 saat karanlik ortamda

yetistirilmistir.

Tohumlar ekimden 6nce %1 lik Sodyum hipoklorid ile yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmus ve 24°C’de 24 saat siire ile melatonin (1, 10 uM) ve sperminin (0.1, 1 mM) farkli
konsantrasyonlarinda tohumla inkiibe edilmistir. Ekime hazir olan feslegen tohumlari,
bitkinin fazla su kaybetmesini 6nlemek i¢in tabanina kurutma kagidi serilerek, igerisinde
2:1:1 oraninda sirastyla torf, kum, toprak karisimi bulunan plastik saksilara ekilmistir. ilk
ekim tarihi 16 Kasim 2016’dir. Ekilen tohumlar iki gline bir sulanmistir. 19 Aralik 2016’da
c¢ikan fidelerden ¢alismaya uygun olmayanlar ¢ikarilmis ve her bir saksida bir fide kalacak

sekilde biiyiimeye birakilmistir.

Bitkiler iki gercek yapraga sahip olduklar1 andan hasada kadar iki haftada bir 100
ppm’lik s1v1 giibre (20 N+20 P+20 K+mikro element) uygulanmaistir.

Bitkiler 4-5 gercek yapraga sahip olduklarinda tuz uygulanmasina baslanmistir
(Sekil 3.1). Tuz uygulanacak her bir bitkiye ilk giin 25 mM tuz ¢6zeltisi 2 giin araliklarla 1
hafta boyunca uygulanmis ve tuz c¢ozeltisi kademeli olarak 100 mM olana kadar
artirllmigtir. 100 mM tuz ¢ozeltisi ile 2 hafta uygulama yapilmistir.

Saksilarin tarla kapasitesi Olciilerek, % 80 tarla kapasitesi ile (75 ml) sulamalar

yapilmistir.

Feslegen bitkileri ¢igeklenme Oncesi doneme girmeden Once hasat edilmistir. Hasat
edilen yaprak oOrnekleri analizleri yapilana kadar -80 derecede muhafaza edilerek

saklanmustir.
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Sekil 3.1. Iklimlendirme odasinda yetistirilen 4-5 gercek yapraga sahip feslegen bitkileri

3.6.3. Yapraklarin ekstraksiyonu

-80 de muhafaza edilen yapraklardan her bir uygulama i¢in 2 g yaprak porselen
havanda bir miktar kuru buz ile ezilmistir. Uzerine 20 ml formik asitle (% 0,1)
asitlendirilmis su-metanol (1:4) karistmi eklenmis ve 15 dk ultrasonik banyoda
bekletilmistir. 15 dk sonunda olusan karistm koyu renkli siselere filtre kagidi ile
stiziilmiistiir. Filtre kagidinda toplanan yaprak tortular1 kazinmig ve iizerine yeniden 15 ml
su-metanol karigimi ilave edilerek ultrasonik banyoda 15 dk bekletilmis ve siselere
stiziilmiistiir. Ayni1 igslem bir kere daha 15 ml ultra saf su ile tekrarlanarak karisim toplamda
50 ml olacak sekilde koyu renkli siselerde toplanmistir. Bu islem her bir uygulama igin 3
tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Toplanan karigim balon jojelere konulmus ve
evaporatorde karisimdaki metanol ugurulmustur. Geriye kalan karigimin {izerine toplamda
5 ml olacak sekilde distile su eklenmis ve 5 dk santrifiij edilmigtir. Daha sonra HPLC
filtresinde siiziilerek cam tiiplere alinmistir. Her bir uygulama i¢in hazirlanan ekstraksiyon

karigimlari; fenol, flavonoid, DPPH ve HPLC analizleri igin -20 °C’de saklanmistir.

3.7. Spektrofotometrik Yontemler

3.7.1. DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini

DPPH analizleri Diraz (2015) yontemi modifiye edilerek yapilmistir. Yonteme
gore; 0,00394 gr DPPH (0.1 mM) 100 ml metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. Kontrol
grubu olan BHT den 1 mM (0,01 gr BHT, 50 ml metanol) metanolde c¢oziilerek

hazirlanmistir. -20°C de muhafaza ettigimiz bitki ekstratlarindan 3 tekerriirlii olacak
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sekilde 50 ul almip 2ml’lik spektrofotometre kiivetlerine konulmustur. Uzerine 1450 ul

metanol ve 500 ul DPPH eklenmistir. Yarim saat karanlik bir ortamda bekledikten sonra

los ortamda 515 nm dalga boyunda okutulmustur. Kor olarak metanol kullanilmustir.

Okutulan degerlerdeki DPPH yiizdesi asagidaki formiille hesaplanmustir.

Radikal siiptiriicii etki: {(A0-A1/A0) x 100}

AO: DPPH cozeltisi, Al: Ekstraksiyon iceren DPPH ¢ozeltisini ifade etmektedir.

3.7.2. Toplam fenol miktar tespit

Toplam fenol miktar1 tespiti i¢in -20°C’de muhafaza edilen 6rnekler kullanilmais,

analizler Koca, (2013)’e gore Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak uygulanmigtir. Her

uygulamadan 50 pl bitki ekstrat1 alinarak 2 ml’lik spektrofotometre kiivetlerine konulmus,

tizerlerine sirasiyla 250 pl Folin (%10), 1250 pl sodyum karbonat, 450 ul su eklenerek

vortekslenmistir. Olusan karisim 45 dk karanlik bir ortamda bekletilip, 45 dk sonunda 735

nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okutulmustur.

Gallik asit standart egrisi 25-50-100-200-400 ppm’lik konsantrasyonlar verilerek

olusturulmustur (Sekil 3.2). Uygulamalar ticlii tekerriirler halinde hazirlanmistir. Her bir

uygulamanin absorbans degeri, gallik asit standart egrisinde olusan formiiliin yerine

koyulup  (y=0,0028x-0,0067), toplam fenol miktar1 "mg/g"
hesaplanmustir.
Gallik Asit (GA)
1,2
y =0,0028x - 0,0067
1 R?=10,9897
08
0,6 ? 3 * GA
0.4 —— Dogrusal (GA)
0 T T T 1
100 200 300 400 500

Sekil 3.2. Gallik asit standart egrisi
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3.7.3. Toplam flavonoid miktar tespiti

-20 C°’de muhafaza edilen yaprak ekstraktlar1 toplam flavonoid miktarinin
tespitinde kullanilmigtir. 100 pl bitki eksraktinin tizerine 100 pl (% 2’lik) AICI; ilave
edilmistir. Uzerine 2’ser damla asetik asit sonra 4.8 ml metanol eklenerek hacim 5 ml’ye
tamamlanmistir. Olusan karisim oda kosullarinda 40 dk bekletilmistir. Beklemeden sonra
ornekler spekrofotometre kiivetlerine alinarak olusan sar1 rengin absorbanst UV

spektrofotometrede 415 nm dalga boyunda okutulmustur.

Kuersetin standartindan  6.125-12.5-25-50-100-200 ppm’lik konsantrasyonlar

hazirlanarak kuersetin standart egrisi olusturulmustur (Sekil 3.3).

Kuersetin (QE)
0,3
0,25 y=0,0011x+0,0221
R = o,9997/‘
0,2 ¢ Kuersetin (QF)
0,15 ¢
0,1 Dogrusal (Kuers
0,05 / (QE))
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Sekil 3.3. Kuersetin standart egrisi

Ornekler iiglii tekerriirler halinde olusturulmustur. Her bir uygulamanin absorbans
degeri, kuersetin standart egrisinde olusan formiiliin yerine konulup flavonoid miktari

“mg/g” a doniistiiriilerek hesaplanmustir.

Ornekte olciilecek absorbans degerinin kuersetin cinsinden esdegeri olan fenolik

bilesik miktar1, kuersetin ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmistir.

3.8. HPLC Yontemleri

3.8.1. Feslegen Bitkilerindeki Fenolik Asitlerin Tespiti

Feslegen bitkilerinde kafeik asit, rozmarinik asit ve sikorik asit miktar1 tayini i¢in
HPLC yontemi uygulanmistir. Her uygulama 3 tekerriirlii yapilmistir. -20 C°’de muhafaza
edilen ekstraktlar 15 dk santrifiij edilmis ve 0,25 pl’lik filtrelerden gecirilerek 20 pl
HPLC’ye enjekte edilmistir.
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3.8.2. Kullanilan HPLC cihaz ve ozellikleri

HPLC analizleri ig¢in KSU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Bitki Fizyolojisi
Laboratuvar’inda bulunan Ecom pompa (Prague,Czech Republic), Hewlett-Packard UV
degisken giiclii dedektér 1100 model (HP), Rheodyne enjektor valfi (20 uL), SGX C18 (5
um) kolon (4,6 mmx=250 mm) (Prague, Czech Republic)’dan olusan Agilent 1100 HPLC
cihaz1 kullanilmistir. Rozmarinik asit, kafeik asit ve sikorik asit standartlar1 i¢in en uygun
HPLC yonteminde, kolon sicakligi 40 °C, UV dedektor 330 nm dalga boyuna ayarlanmis

olup kafeik asit, sikorik asit ve rozmarinik asit tespiti yapilmistir (Koca, 2013).

3.8.3. Kafeik asit ve rozmarinik asit standartlarinin hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan kafeik asit standardi etanolde ve rozmarinik asit standard1
ultra saf suda ultrasonik banyoda bekletilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlanarak HPLC’ye enjekte edilmistir ve regresyon egrileri hazirlanmistir.

Sikorik asit regresyon egrisi Koca (2013)’e gore kullanilmistir.

3.8.4. Standart cozeltilerin HPLC’de analizi

HPLC cihazinda kafeik ve rozmarinik asit standartlarinin analizleri yapilmistir.
Denemeler sonucunda en uygun yontem A fazi: % 0,05 TFA ihtiva eden ultra saf su, B fazi
asetonitril, A/B oram1 75:25 akis hiz1 1.2 ml/dk. Analiz siiresi 20 dk olarak belirlenmistir.
Rozmarinik asit standard1 9,6. dk’da ¢ikmustir (Sekil 3.4).

[ VWD1 A, Wavelength=330 nm (FESLEGENIROSMARINIC12516.0)

Sekil 3.4. Rozmarinik asit standartinin HPLC kromatogrami
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3.8.5. Rozmarinik asit standart egrisinin olusturulmasi

Rozmarinik asit standartindan hazirlanan 8,62-250 ppm araligindaki stok ¢ozeltiler,
yukarida belirlenen yontemle HPLC cihazina enjekte edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
Olciilen pikler st iiste cakistirilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen kromatogramlardaki pik
alanlar1 ve konsantrasyon miktariyla olusturulan grafikten elde edilen regresyon egrisi

Sekil 3.6’da goriilmektedir.

t 4

Sekil 3.5. Rozmarinik asitin farkli konsantrasyonlardaki goriiniimii

=
Calibration Curve

Compound #1, VWD1 A
Area = 47 2875519°Amt -283. 2383

Rel. Res%{8): £9.796

| ; . el Iﬂﬂqelatiﬂn:l{l.ﬂﬁﬂﬂl_
0 100 200 Amount[uemi)]

Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlardaki rozmarinik asit piklerinin standart egrisi
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3.8.6. Kafeik asit standart egrisinin olusturulmasi

Kafeik asit standartindan hazirlanan 0,78-50 ppm aralifindaki stok c¢ozeltiler,
yukarida belirlenen yontemle HPLC cihazina enjekte edilmistir. Kafeik asit standardina ait
pikler 4.4. dk.’da goriilmistiir. Farkli konsantrasyonlarda olgiilen pikler {ist iiste
cakistirllmistir (Sekil 3.7). Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlar1 ve konsantrasyon

miktariyla olusturulan grafikten elde edilen regresyon egrisi Sekil 3.8’de goriilmektedir.

W

welength=320 nm [FESLE 1C078000002.0)

VWD1 A, Wavelength=330 nm [FESLE
VWD1 A, Wavelength=330 nm (FESLEGEN

1200-
moa—s
aau-f
600~
“00-

20-

2.703

Sekil 3.7. Kafeik asitin farkli konsantrasyonlardaki goriintimii

Calibration Curve

Compound #1, VWD A
Area = 174032433 Amt -39, 3356006

-|Rel. Res¥%{4): -14. 783

- . | : — Comelstion: 0.98573
a 20 40 Amountfussmil

Sekil 3.8. Farkli konsantrasyonlardaki kafeik asit piklerinin standart egrisi
3.8.7. Sikorik asit standart egrisinin olusturulmasi

Sikorik asit standartindan hazirlanan 75-500 ppm araligindaki stok ¢ozeltilere ait
kromatogramlardaki pik alanlar1 ve konsantrasyon miktariyla olusturulan grafikten elde

edilen regresyon egrisi Sekil 3.9’da goriilmektedir. Sikorik asit standardi yeterli miktarda
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bulunmadigindan Koca (2013)’e ait regresyon egrisi kullanilmis, elimizdeki ¢ozelti ile

standardin ¢ikis dakikasi 7.8.dk olarak belirlenmistir.

y = 16,347x - 268,08

2:
9000 R*=0,9995

8000 /
7000

6000 /

5000 /

4000
3000

2000
1000 /

0 T 1 1 1 1 1

Pik Alar

Sikorik Asit Konsantrasyonu (ppm)

0 100 200 300 400 500 600

Sekil 3.9. Farkli konsantrasyonlardaki sikorik asit piklerinin standart egrisi

3.8.8. Feslegen bitki denemelerine ait kromatogramlar

Feslegenin melatonin uygulamalarma ve kontrol gruplarina ait HPLC

kromatogramlar sekil 3.10°da goriilmektedir.
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Sekil 3.10. Feslegen bitki denemelerinin HPLC kromatogramlari a) kontrol, b) kontrol+tuz,
c) 1 uM Mel, d) 1 uM Mel+tuz, e) 10 uM Mel, f) 10 uM Mel+tuz
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Melatonin ve Spermin Uygulanan ve Tuz Stresine Maruz Birakilan Feslegenlerde

Antioksidan Aktivite Parametrelerinin Degerlendirilmesi

4.1.1. DPPH aktivite

Feslegende melatonin (Mel) ve spermin (Spm) uygulamalari ve tuz stresi
sonucunda elde edilen antioksidan aktiviteye bagli degerler Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de
verilmigtir. DPPH aktiviteye ait parametreler incelendiginde uygulamalar arasindaki
farklilik istatiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01). DPPH aktivite sonuglarinda en
yiiksek degerin kontrol (% 98,7) uygulamasindan, en diisiik degerin ise pozitif kontrol
BHT den (% 81,14) elde edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucunda elde
edilen antioksidan aktiviteye ait parametreler (Taze Agirlik)

DPPH aktivite Toplam fenolik (mg/g  Toplam flavonoid (mg/g
(%) ekstrakt) ekstrakt)

Kontrol 98,37 + 0,07 4,45+ 0,69 0,31 + 0,008
Kontrol+tuz 91,19 + 4,72 2,55 +0,40° 0,180,014
Mel 1uM 97,06 + 0,94 3,72+ 0,38 0,04 £ 0,006
Mel 1uM+tuz 97,12 + 0,43* 3,14 +0,91% 0,03 + 0,010
Mel 10pM 91,76 + 2,63 2,15 + 000% 0,09 + 0,020
Mel 10pM-+tuz 97,24 + 0,43% 5,30 + 0,04 0,39 + 0,050
Spm 1mM 97,24 + 1,08% 4,16 +0,34™ 0,10 + 0,020°
Spm 1 mM +tuz 82,63 + 6,29% 1,25+0,16° 0,06 + 0000
Spm 0,1 mM 97,09 £ 0,99 5,32+0,14* 0,11+ 0,012
Spm 0,1 mM +tuz 88,78 + 2,46% 2,58 +0,30° 0,02 + 0000
BHT 81,14 +2,95°
P (nemlilik) p<0.01 p<0.01 p<0.01
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Sekil 4.1. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
DPPH aktiviteye ait degerler

Tuz stresi altinda DPPH antioksidan aktivitenin (% 91,19) kontrol grubuna (%
98,37) gore azaldig1 tespit edilmistir.

Spermin uygulamasmin her iki konsantrasyonunda DPPH aktivitenin tuz stresi
uygulamalarinda (Spm 1 mM+tuz; % 82,63, Spm 0,1 mM+tuz; % 88,78) kontrol grubu
spermin uygulamalarina (Spm 1 mM; % 97,24, Spm 0,1 mM; % 97,09), gbre azalis
gosterdigi saptanmistir. Kontrol spermin uygulamasinin her iki konsantrasyonunda DPPH
aktivitenin benzer sonuglar verdigi goriilmiis olup, tuz uygulanan spermin
konsantrasyonlarinda Spm 0,1 mM+tuz’ un Spm 1 mM+tuz’ a gore daha yiiksek DPPH
aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Melatonin uygulamalarinda Mel 1 uM (% 97,06), Mel 1 uM+tuz (% 97,12) ve Mel

10 uM+tuz (% 97,24) uygulamalarinin DPPH aktivitesi Mel 10 uM (% 91,76)’a gore daha
yiiksek bulunmustur.

Genel olarak calismamizdaki tiim uygulamalarda DPPH radikal siipiiriicii etki

pozitif kontrol grubu olan BHT’ den yiiksek ¢ikmustir.

Uygulamalar incelendiginde DPPH antioksidan aktivitenin tuz stresi altinda
azaldig1, melatonin uygulamalarinin bu azalmay1 bir miktar telafi ettigi fakat tuz stresi
altindaki bitkilerin spermin uygulamalarinin kontrol tuz grubundan daha diisiik antioksidan

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Literatiirler incelendiginde; Imen ve ark. (2012), iki feslegen kiiltiirinlin (Ocimum
basilicum L. Genovese ve Fine) 15-30 giin boyunca 25 mM Na,SOy ile muamelesi sonucu,
normal sartlarda yetistirilen bitkilerdeki toplam antioksidan aktivitenin iki kiiltiirdede
kontrole gore 15 giinliik streste artis gosterdigini, 25 giinliik streste azalis gosterdigini
bildirmiglerdir. Solmaz (2017), mor reyhan bitkilerine 50 ve 100 mM tuz uygulamasinin
DPPH aktivitesini kontrole gore azalttigini bildirmistir. Geng (2016), calismasinda 39 yerli
ve 25 yabanci kokenli reyhan genotipi drneklerinin toplam antioksidan aktivitesinin %
74.11-96.25 arasinda bulundugunu bildirmistir. Sonuglarimiz, Solmaz (2017) ve Imen ve

ark. (2012) ve Geng (2016)’nin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Feslegen disindaki bazi bitkilerin tuz stresine cevaplarmin arastirildigi ¢aligmalar
incelendiginde, Taarit ve ark. (2012), Salvia sclarea’da tuz stresi altinda (0, 25, 50, 75
mM) DPPH aktivitenin 25 ve 50 mM’da kontrole gore azaldigini, 75 mM’da arttigini
bildirmiglerdir. Baatour ve ark. (2013), Origanum majorana’nin (Tunus ve Kanada
varyetesi) tuz stresi altinda DPPH antioksidan aktivitesinin Tunus varyetesinde tuz
stresinde azalirken, Kanada varyetesinde degisiklik gostermedigini, Valifard ve ark.
(2014), Salvia mirzayanii’de tuz stresi altinda (2.3, 4.5, 6.8 ve 9.1 dS m') DPPH
aktivitenin artan tuz stresinde kontrole gore azaldigini ve Bistgani ve ark. (2019), farkli tuz
konsantrasyonlar1 (0, 30, 60 ve 90 mM) altinda iki farkli kekik tiiriinde (Thymus vulgaris
ve Thymus daenensis) antioksidan aktivitenin tuz konsantrasyonu arttikca arttigini
bildirmislerdir. Sonuglarimizin Baatour ve ark. (2013)’nin Tunus varyetesi ile, Valifard ve
ark. (2014)’nin sonuglar1 ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu literatiirler
degerlendirildiginde yakin cinsler arasindaki bitkilerin tuz stresine karsi verdikleri
antioksidan cevaplarin farklilik gosterdigini ve uygulanan stresin dozunun antioksidan

aktiviteyi belirleyici etkenlerden biri oldugu sonucuna ulagilmistir.

Spermin ve melatonin uygulamalar1 ile yapilan ¢aligmalarda; Orabi ve ark. (2017)
limonotu bitkisinde spermin uygulamalarmin (50, 100 ve 200 mg/L) DPPH aktiviteyi
kontrole gore arttirdigini ve en yiliksek aktivitenin 100 mg / L’den elde edildigini
bildirmistir. Koca (2013), feslegen bitkisinde DPPH aktivitenin kontrole gére sperminin
her iki (0,1 ve 1 mM) uygulamasiyla yiikseldigini tespit etmistir. Calismamizda Koca
(2013) ve Orabi ve ark. (2017)’nin ¢alismalarinin aksine kontrolde DPPH aktivite daha
yiiksek tespit edilmistir.

Sarrou ve ark. (2015), melatoninin (1.5, 15 uM mel) ac1 portakal (Citrus aurantium

L.) bitkisine uygulamalarinda DPPH aktivitenin 1 uM’da azaldigini, 5 uM ve 15 uM’da
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artis gosterdigini, Xu ve ark. (2017), 100 uM uygulanan melatonin iiziimiin kabuk ve 6z
ekstraktalarinin DPPH aktivite de artis goriildiigiinii bildirmislerdir. Bulgularimiza gore

melatonin uygulamalar1 antioksidan aktiviteyi kontrole gore anlamli olarak etkilememistir.

4.1.2. Toplam fenolik miktar:

Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucu elde edilen
toplam fenolik miktar1 degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2°’de verilmistir. Melatonin,
spermin ve tuz stresinin feslegende toplam fenol miktarina etkisi istatistiksel agidan 6nemli
bulunmustur (p<0,01). Uygulamalar i¢inde en yliksek toplam fenol miktar1 Spm 0,1 mM
(5,32 mg GAE/g) ve Mel 10 uM + tuz (5,30 mg GAE/g) da, en diisiik toplam fenolik
miktar1 ise Spm 1 mM+tuz (1,25 mg GAE/g) dan elde edilmistir.

Toplam fenolik (mg/g ekstrakt)

6 a =
L~ b
5 bc 9
a C
3 < de o
2 2 g
1+ B Toplam fenolik (mg/g
0O = ; : ; ; ; ; ; : ; T ekstrakt)
S F IS FISSSS S
o al e R G e e N ST S S ft
@ F .@‘éﬁm‘@b &8 & 7S
q,_':" é.-:& é}.» q'z' -,_H!- q__{:q\ Q-,?"
= I N & e
"-:-sz '2-{6:‘
e

Sekil 4.2. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
toplam fenol miktarina ait degerler

Spermin uygulamalart kendi aralarinda degerlendirildiginde kontrol spermin
uygulamalarindan Spm 0,1 mM’dan (5,32 mg GAE/g), Spm 1 mM (4,16 mg GAE/g)
konsantrasyonuna gore daha yiiksek toplam fenolik madde elde edilmistir. Spermin tuz
uygulamasina ait iki konsantrasyondan ise Spm 0,1 mM + tuz (2,58 mg GAE/g)’un Spm 1
mM + tuz (1,25 mg GAE/g)’a gore daha yiiksek miktarda fenolik madde igerdigi

belirlenmistir.

Melatonin uygulamalarinda toplam fenolik igerigi en yiliksek Mel 10 uM + tuz (5,3
mg GAE/g), en diisiik ise Mel 10 uM (2,15 mg GAE/g) uygulamalarindan elde edilmistir.
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Mel 1 uM (3,72 mg GAE/g) konsantrasyonunun toplam fenolik miktart Mel 1 uM + tuz
(3,14 mg GAE/g)’a gore daha yliksek bulunmustur.

Genel olarak her uygulamanin kontrol grubunun toplam fenolik miktari, tuz
uygulanmis gruplardan daha yiiksek ¢ikmustir, fakat aksi durum Mel 10 uM ve Mel 10 uM

+ tuz, uygulamalarinda goriilmiistiir.

Caligmalarimiz sonucu kontrol grubu feslegen bitkisindeki toplam fenolik madde
miktar1 4,45 mg GAE/g ekstrakt yas agirlik olarak bulunmustur. Gallik asit lizerinden
yapilan caligmalar incelendiginde Flanigan ve Niemeyer (2014), 8 farkli mor feslegen
c¢esidinde toplam fenolik madde miktarin1 13.09-26.92 mg/g kuru agirlik, Javanmardi ve
ark. (2003), 23 iran feslegeninin toplam fenolik madde miktarin1 kuru &rneklerde 22.9 -
65.5 mg/g, Juliani ve Simon (2002), 5 yesil ve 4 mor yaprakli fesle§en varyetesinin kuru
orneklerinde toplam fenolik miktarin1 morlarda 81.7- 126.2 mg/g, Kwee ve Niemeyer
(2011), 15 feslegen kiiltiiriiniin toplam fenolik madde miktarini1 3.47-17.58 mg/g, Nguyen
ve Niemeyer (2008), feslegen varyetesinde toplam fenolik madde miktarint 7-31 mg
GAE/g arasinda tespit etmisler ve miktarin azot(N) uygulamasiyla azaldigini
gozlemlemisler, Gajula ve ark. (2009), feslegen bitkisinde toplam fenolik madde miktarini
kuru agirlikta 41.12 mg/g GAE, Celebi (2010), 15 ayr1 aktardan alman kuru feslegen
orneklerinin toplam fenolik madde miktarlarin1 0,271-0,5 mg GAE /g, Moghaddam ve
Mehdizadeh (2015), O. ciliatum’da toplam fenolik madde miktarint 7.15-107.43 mg
GAE/100g, O. basicilum var. purpurascens’te 23.43-63.88 mg GAE/100g, O. basicilum
var. dianatnejadii’de 16.99-23.1 mg GAE/100g, Kayir (2014), 14 farkli yerden temin
edilen reyhanlarda lokasyona bagli olarak toplam fenolik madde miktarin1 Bursa’da yetisen
reyhanlarda 4,99-14,08 mg EGA/g kuru, Eskisehir’de 6,28-19,21 mg EGA/g kuru,
Tokat’ta 7,16-19,54 mg EGA/g kuru agirlik olarak tespit etmistir. Literatiirlere gore tespit
edilen miktarlardaki farkliliklarin bitkilerin genotipi, yetistirme kosullari, bitki
materyalinin taze veya kuru olmasi, kullanilan ekstraksiyon yontemleri ve ¢oziiciilerin

farkliligindan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Solmaz (2017), mor reyhanda 50 — 100 mM tuz uygulamasiyla toplam fenolik
maddenin artti§ini tespit etmistir. Imen ve ark. (2012), Toplam fenolik igerigi iki feslegen
tirii olan Genovese ve Fine ¢esitlerinde kontrole gore 15 ve 30 giinliikk streste azalig
gostermis, 15 giinliik stresteki farklilik istatiksel olarak 6nemsiz bulunmus olup, 30 giinliik

streste Onemli bulunmustur. Calismamizda feslegenin toplam fenolik madde miktari, stresli
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gruplarda azalma gostermistir, bu yoniiyle Imen ve ark. (2012)’nin ¢alismasiyla uyum
icindedir.

Koca (2013), feslegende toplam fenolik miktarinda Spm 0,1 mM ve Spm 1 mM
uygulamalarinda kontrole goére diisiis tespit etmistir. Calismamizda Spm 1 mM
uygulamasiyla kontrole gore toplam fenolik miktarin distiigii goriilmis ve bu
konsantrasyonda Koca (2013) ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Darvizheh ve ark.
(2019), tarla kosullarinda ve su stresi altinda ekinezya c¢i¢eklerinde (Echinacea purpurea
L.) spermin uygulamasiyla toplam fenolik madde miktarinin kontrole gore azaldigini,
spermin + kuraklik stresi altinda toplam fenolik miktarinin % 20 sulama kapasitesinde
degisiklik gdstermemis, % 40 ve %60 sulamada kontrole gore giderek artis gdstermistir.
Calismamizda toplam fenolik Spm 0,1 mM uygulamasinda kontrole gore artis goézlenirken,

Spm 1 mM’da kontrole gore azalma tespit edilmistir.

Bistgani ve ark. (2019), farkli NaCl konsantrasyonlar1 (0, 30, 60 ve 90 mM) ile
sulanan iki farkl kekik tiiriinde (Thymus vulgaris ve Thymus daenensis) toplam fenol
miktarin artan tuz konsantrasyonlarinda (0, 30, 60 mM) artis gosterdigini, 90 mM’da biraz
diisiis oldugunu tespit etmistir. Taarit ve ark. (2012), misk adagay1 (Salvia sclarea L.)
bitkisinin tuz stresi altinda (0, 25, 50, 75 mM) toplam fenol miktarinin 25 ve 50 mM’da
kontrole gore arttigini, 75 mM’da azaldigini, Valifard ve ark. (2014), Salvia mirzayanii’de
tuz stresi altnda (2.3, 4.5, 6.8 ve 9.1 dS m') toplam fenol miktarinin artan
konsantrasyonlarda arttigini, 9.1 dS m "de azaldigimi bildirmislerdir. Calismamizda
feslegende yiiksek tuzlulukla toplam fenol miktarin azalmasi Bistgani ve ark. (2019),
Taarit ve ark. (2012) ve Valifard ve ark. (2014)’nin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.
Baatour ve ark. (2012), mercankosk (Origanum majorona L.) bitkisinde tuz stresi altinda
erken, ge¢ vejetatif donem ve cigceklenme donemlerinde toplam fenol miktarinda artis

tespit etmislerdir.

Xu ve ark. (2017), iiziimiin kabuk ve 6z ekstraktalarinda 100 pM melatonin
uygulamasi ile toplam fenol miktarinda artis tespit etmislerdir. Sarrou ve ark. (2015), ac1
portakal (Citrus aurantium L.) bitkisine melatonin uygulamalarinin sonucunda toplam
fenolik maddenin kontrole gore 1 pM’da azaldigini, 5 uM’da degisiklik gostermedigini, 15
uM’da arttiginmi bildirmistir. Farouk ve Al-Amri (2019), ¢alismalarinda biberiye bitkisinde,
toplam fenol miktar1 melatonin uygulamalarinda (25, 50 puM) kontrole gore artan
konsantrasyonda artis gostermis, Wei ve ark. (2019), siis elmast (Malus hupehensis)

bitkisinde toplam fenol miktarinin 1 pM melatonin uygulamasiyla degismedigini tespit
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etmistir. Caligmamizda toplam fenolik madde miktarinda kontrole gére Mel 1 ve 10 uM

konsantrasyonlarinda azalma tespit edilmistir.

4.1.3. Toplam flavonoid miktari

Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucu elde edilen
toplam flavonoid miktar1 degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’de verilmistir. Melatonin,
spermin ve tuz stresinin feslegende toplam flavonoid miktarma etkisi istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (p<0,01). Uygulamalar arasinda en yiiksek flavonoid miktar1 Mel 10
uM+tuz (0,39 mg QE/g) ve kontrol (0,31 mg QE/g) grubundan elde edilmis olup, en diisiik
ise Spm 0,1 mM+tuz (0,019 mg QE/g)’dan elde edilmistir.

Toplam Flavonoid (mg QE/g ekstrakt)
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Sekil 4.3. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
toplam flavonoid miktarina ait degerler

Toplam flavonoid miktarinin tuz stresi altinda kontrol grubuna (0,31 mg QE/g)
gore azaldigi (0,18 mg QE/g) tespit edilmistir.

Spermin uygulamasinin her iki konsantrasyonunda toplam flavonoid miktari, tuz
stresi altinda azalmistir. Kontrol spermin uygulamalarindan Spm 1 mM (0,10 mg QE/g)
uygulamasinin Spm 0,1 mM (0,11 mg QE/g) uygulamasina gore toplam flavonoid igerigi
daha diisiik miktarda elde edilmistir. Spermin tuz uygulamasina ait iki konsantrasyondan
ise Spm 1 mM+tuz (0,06 mg QE/g)’un Spm 0,1 mM+tuz (0,02 mg QE/g)’a gore daha
yiikksek miktarda flavonoid icerdigi gorlilmistiir. Spermin uygulamalarinda 1 mM

konsantrasyonun toplam flavonoid miktar1 bakimindan daha etkili oldugu goriilmektedir.
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Genel olarak her uygulamanin kontrol grubunun toplam flavonoid miktari, tuz
grubundan daha yiiksek ¢ikmustir fakat bu durumun aksine 10 pM Mel uygulamalarinda
rastlanilmig, Mel 10 uM+tuz’un (0,39 mg QE/g), Mel 10 uM (0,09 mg QE/g)’a gore daha
fazla flavonoid igerigine sahip oldugu goriilmiistiir. Mel 1 uM konsantrasyonunun toplam
flavonoid miktart Mel 1 pM+tuz’la yaklasik ayn1 miktarda elde edilmis, istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik goriillmemistir.

Toplam fenol ve flavonoid miktarlarinda tuz stresi altinda Mel 10 pM

uygulamasinin diger uygulamalardan daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.

Calismalarimiz sonucu kontrol grubu feslegen bitkisindeki toplam flavonoid
miktar1 0,31 mg QE/g ekstrat bulunmus olup, tuz uygulamasi ile flavonoid miktar1
azalmistir. Bistgani ve ark. (2019), feslegenlere farkli tuz konsantrasyonlar1 (0, 30, 60 ve
90 mM) uygulayarak yiiksek toplam flavonoidi artan tuz konsantrasyonlarinda (0, 30, 60
mM) elde etmislerdir, 90 mM’da biraz diisiis goriilmiistiir.

Koca (2013), feslegende toplam flavonoid miktarinin kontrole gore spermin (0,1 ve
1 mM) uygulamalariyla azaldigin tespit etmis, Spm 0,1 mM uygulamasinda ki flavonoid
miktarinin Spm 1 mM uygulamasina gore daha fazla oldugunu belirlemistir. Calismamizda
spermin uygulamasi kontrole gore flavonoid miktarinda azalmaya neden olmustur ve Spm
0,1 mM uygulamasindaki flavonoid miktar1 Spm 1 mM uygulamasindan daha fazla
belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismamiz Koca (2013)’nin ¢alismas1 ile benzerlik
gostermektedir. Darvizheh ve ark. (2019), ¢alismasinda ekinezya (Echinacea purpurea L.)
ciceklerine spermin uygulamasi toplam flavonoidde degisiklik gostermedigini, Baatour ve
ark. (2013), mercankosk bitkisinde (Origanum majorana) tuz stresi altinda toplam
flavonoid miktarlar1 artis gosterdigini bildirmislerdir. Baatour ve ark. (2012), mercankosk
(Origanum majorana L.)’da tuz stresi altinda erken, gec¢ vejetatif donem ve c¢igceklenme

donemlerinde toplam flavonoid miktarlarinda artig goriildiigiinii bildirmistir.

Xu ve ark. (2017), galigmalarinda {iziimiin kabuk ve 6z ekstraktalarina 100 pM
melatonin uygulamasi ile toplam flavonoid miktarinin artis gosterdigini, Farouk ve Al-
Amri (2019), toplam flavonoid miktarinin biberiye (Rosmarinus officinalis)’de melatonin
uygulamalari ile (25, 50 uM) kontrole gore artan konsantrasyonda artig gosterdigini ve Wei
ve ark. (2019), Malus hupehensis fidelerine 1 uM melatonin ¢ozeltisi uygulandiginda
toplam flavanoid miktarinin degismedigini tespit etmislerdir. Sarrou ve ark. (2015),

melatonin uygulamalart ile act portakal (Citrus aurantium) bitkisinde toplam flavonoid
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miktarinin 1 uM ve 5 uM da kontrole gore azaldigini, 15 uM’da artis gosterdigini tespit
etmiglerdir. Feslegende 1 ve 10 uM Mel uygulamast ile flavonoid miktarinin kontrole gore
azalmasi1 yoniinde elde ettigimiz sonuclar, Sarrou ve ark. (2015)’ nin ¢alismalar ile

benzerlik gostermektedir.
4.1.4. HPLC yontemleri

4.1.4.1. Kafeik asit miktari

Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucunda elde edilen
fenolik asit (kafeik asit, sikorik asit ve rozmarinik asit) degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir.
Kafeik asit miktarlarini gosteren degerler Sekil 4.4’de goriilmektedir. Kafeik asit miktaria
ait degerler incelendiginde uygulamalar arasindaki farklilik istatiksel acidan Onemli
bulunmustur (p<0,01). Uygulamalar arasinda en yiiksek miktarda kafeik asit Mel 10
uM+tuz (0,053 mg/g) ve Mel 1 uM+tuz (0,042 mg/g) uygulamalarindan elde edilmis olup,
en diisiik ise kontrol tuz (0,006 mg/g) grubundan elde edilmistir.

Cizelge 4.2 Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucunda elde
edilen fenolik asitlere ait parametreler

Kafeik asit (mg/g)  Sikorik asit (mg/g)  Rozmarinik asit (mg/g)

Kontrol 0,016 + 0,009% 1,27 £ 0000° 1,56 + 0,020
Kontrol+tuz 0,006 + 0,008 0,12 + 0,004 tr

Mel 1 uM 0,019 + 0,004 1,04 £ 0,050 1,87 +0,140°
Mel 1 pM-+tuz 0,042 + 0,003° 0,26 + 0,035¢ 0,15 + 0,020¢
Mel 10 pM 0,013 +0,001%" 0,14 + 0,004 0,09 + 0,004
Mel 10 uM+tuz 0,053 + 0,004° 1,87 £ 0,306 3,05 + 0,380°
Spm 1 mM 0,009 + 0,001 0,53 +0,015° 0,07 £+ 0000
Spm | mM+tuz 0,017 £ 0000% 0,10 = 0000° tr

Spm 0,1 mM 0,011+ 0,001%" 1,13 £ 0000° 0,64 + 0,140°
Spm 0, mM+tuz 0,032 + 0000° 0,12 + 0,004 0,09 + 0,004
P (6nemlilik) p<0,01 p<0,01 p<0,01
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Sekil 4.4. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
kafeik asit miktarina ait degerler

Tuz stresinin etkisi kontrol gruplar: arasinda degerlendirildiginde stresin kafeik asit

miktarini azalttigi (0,016 mg/g; 0,006 mg/g) goriilmektedir.

Uygulamalarin kafeik asit miktarma etkisi degerlendirildiginde aksi durum
gozlenmekte ve stres durumlarinda spermin ve melatonin uygulamalarinda kafeik asit
miktarinin arttig1 goriilmektedir. Spm 1 mM-+tuz uygulamasinin kafeik asit miktart (0,017
mg/g) Spm 1 mM (0,009 mg/g)’dan daha yiiksek elde edilmistir. Spm 0,1 mM+tuz (0,032
mg/g) konsantrasyonun da Spm 0,1 mM (0,011 mg/g)’a gore kafeik asit miktarinin daha
yiiksek oldugu goriilmistiir. Kontrol spermin uygulamalarindan Spm 0,1 mM’in Spm 1
mM’a gore daha yliksek miktarda kafeik asit igerdigi tespit edilmistir. Tuz grubu da,
kontrol grubuna benzerlik gostererek Spm 0,1 mM+tuz uygulamasinin kafeik asit miktari

Spm 1 mM+tuz konsantrasyonuna gore daha yliksek elde edilmistir.

Tuz stresi altinda melatonin gruplarinda kafeik asit miktarinin, kontrol gruplarina
gore daha yiiksek sonuglar verdigi goriilmiistiir. Melatonin uygulamalarindan en fazla
kafeik asit igeren Mel 10 uM+tuz (0,053 mg/g) olup, en diisiik kafeik asit miktart Mel 10
uM (0,013 mg/g)’dan elde edilmistir.

Kafeik asit ile ilgili literatiirler incelendiginde Kwee ve Niemeyer (2011), 15
feslegen kiiltiirinde kuru oOrneklerde kafeik asit miktarini 0.04-0.77 mg/g arasinda,
Nguyen ve Niemeyer (2008), ii¢ feslegen varyetesinde kafeik asit miktarin1 0.195- 0.556
mg/g, Geng (2016), calismasinda Tokat ekolojisinde yetisen reyhanlarda kafeik asit
miktarmi 112.67-352.00 mg/kg olarak tespit etmistir.
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Imen ve ark. (2012), iki feslegen tiiriinii (Genovese ve Fine) 15-30 giin boyunca 25
mM Na,SO;4 ile muamele etmis, Genovese’da kafeik asit miktar1 15 ve 30 giinliik streste
kontrole gore degismemis, Fine kiiltiirtinde ise kafeik asit 15 gilinliik streste azalmis, 30
giinliik streste degismemis. Scagel ve ark. (2019), iki feslegen c¢esidinde (O. basilicum L.
'Sweet Broadleaf' (SB) ve 'Siam Queen' (SQ) tuz stresi arttik¢a kafeik asit miktarinin SB
kiiltiirtinde diizenli azalig gosterirken, SQ’da diisiik tuz konsantrasyonda kontrole gore
azalig, orta ve yliksek konsantrasyonda tekrar artig gosterdigini bildirmistir. Calismamizda
kafeik asit miktar1 kontrole gore tuzlulukta azalmistir. Bulgularimiz Imen ve ark. (2012) ve

Scagel ve ark. (2019)’nin bulgular1 ile benzerlik gdstermektedir.

Sonuglarimiza benzer sekilde Koca (2013), feslegen bitkisinde Spm (0,1 ve 1 mM)

uygulamalariyla kafeik asit miktarinin diistiigiinti bildirmistir.

Duran ve ark. (2019), ¢alismasinda 0, 100 veya 200 uM melatonin uygulanan
feslegen yaprak eksplantlarindan tiiretilen kalluslarda, kafeik asit sadece 100 uM melatonin
de artis gostermis, Xu ve ark. (2017), tiziimiin kabuk ve 6z ekstraktalarinin 100 uM
melatonin uygulamasi ile kafeik asit miktarmin her iki dokuda artis gosterdigini
bildirmislerdir, calismamizda feslegen tohumlara 1 ve 10 uM mel uygulamasiyla kafeik
asit miktar1 kontrole gore artmistir. Wei ve ark. (2019), Malus hupehensis fidelerine 1 uM
melatonin ¢ozeltisi uygulamiglar ve kafeik asit miktarinin degismedigini bildirmislerdir.
Sonuglarimiz Xu ve ark. (2017) ve Duran ve ark. (2019)’nin bulgularin1 desteklemektedir.
Bistgani ve ark. (2019) farkli tuz konsantrasyonlar1 (0, 30, 60 ve 90 mM) altinda iki farkli
kekik tiirinde kafeik asit miktarimin her iki tiirde de artan tuz konsantrasyonlari ile birlikte
(0, 30, 60 mM) artis gdsterdigini, 90 mM’da biraz diistiigiinii bildirmislerdir. Baatour ve
ark. (2013), mercankdsk (Tunus ve Kanada varyetesi)’de kafeik asit miktarmin iki
varyetede tuz stresi altinda artis gosterdigini tespit etmislerdir. Baatour ve ark. (2012),
mercankdsk (Origanum majorana L.)’da tuz stresi altinda erken, ge¢ vejetatif donem ve
ciceklenme donemlerinde kafeik asit miktarinin her {i¢ vejetasyon doneminde artig
gosterdigini  bildirmislerdir. Sonuclarimiz  Bistgani ve ark. (2019)’un yiiksek

konsantrasyonda tuz uygulamasi sonucu ile birbirini desteklemektedir.

4.1.4.2. Sikorik asit miktari

Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucunda elde edilen
sikorik asit miktarina ait degerler Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5’de verilmistir. Sikorik asit

miktarina ait degerler incelendiginde uygulamalar arasindaki farklilik istatiksel acidan
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onemli bulunmustur (p<0,01). Uygulamalar arasinda en yiiksek miktarda sikorik asit Mel
10 uM+tuz (3,75 mg/g) uygulamasindan elde edilmis olup, en diisiik ise Spm 1 mM-+tuz
(0,20 mg/g)’dan elde edilmistir.

Sikorik asit (mg/g ekstrakt)
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ekil 4.5. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
P yg g
sikorik asit miktarina ait degerler

Kontrol gruplar1 incelendiginde sikorik asit miktar1 kontrolde 1,27 mg/g tespit

edilirken, tuz stresi altinda diisiis gdstermis ve 0,12 mg/g elde edilmistir.

Spermin uygulamasinin her iki konsantrasyonunda sikorik asit miktarinin tuz stresi
altindaki uygulamalarina gore daha yiiksek sonuclar verdigi goriilmiistiir. Kontrol grubu
spermin uygulamalarindan Spm 0,1 mM (1,13 mg/g) uygulamasinda Spm 1mM (0,53
mg/g)’a gore sikorik asit daha yiiksek miktarda elde edilmistir. Tuz stresi altindaki spermin
uygulamalarinda da durum benzer olup Spm 0,1 mM+tuz (0,12 mg/g), uygulamasindan,
Spm 1 mM+tuz (0,10 mg/g) uygulamasina gore daha yiiksek oranda sikorik asit elde

edilmistir.

Melatonin uygulamalarinda en yiiksek sikorik asit miktar1 Mel 10 uM+tuz (1,87
mg/g) grubundan elde edilmis olup, en diisilk Mel 10 uM (0,14 mg/g) grubundan elde
edilmisgtir. Mel 1 uM (1,04 mg/g) grubunda sikorik asit, Mel 1uM+tuz (0,26 mg/g)
grubuna gore daha yliksek miktarda elde edilmistir.
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Uygulamalar genel olarak incelendiginde stresli gruplarda kontrol gruplarina
kiyasla sikorik asit miktarlarinda azalis kaydedilirken, 10 uM Mel uygulamalarinda aksi

durum goriilmiistiir.

Calismalarimiz sonucu kontrol grubu feslegen bitkisindeki sikorik asit miktar1 1,27
mg/g ekstrakt bulunmus olup literatiirler incelendiginde Kwee ve Niemeyer (2011) 15
feslegen kiiltlirii kuru 6rneklerinde sikorik asit miktarin1 0.03-2.56 mg/g tespit etmistir.
Geng (2016), calismasinda feslegen bitkilerini Tokat ekolojisinde yetistirerek sikorik asit
miktarimi 12.46-3788.55 mg/kg olarak tespit etmistir. Sonu¢larimiz her iki literatiir ile

uyumlu bulunmustur.

Bekhradi ve ark. (2015) mor yaprakli feslegende 40 ve 80 mM tuz stresi
uygulamalar ile sikorik asit miktarinin azaldigini tespit etmislerdir. Calismamiz Bekhradi
ve ark. (2015)’nin galismasi ile uyum igerisindedir. Scagel ve ark. (2019) iki feslegen
cesidinde [O.basilicum L. 'Sweet Broadleaf' (SB) ve 'Siam Queen' (SQ)] tuz stresi arttik¢a
sikorik asit miktarin her iki kiiltiirde kontrole gore azalis gdsterdigini, orta seviye tuz
stresinde kiiclik bir artis olurken, yiiksek seviyede geri azalis goriildiigiinii bildirmislerdir.
Calismamizda tuzlulukta sikorik asit miktarinin azaldigi tespit edilmistir. Bu yoniiyle

calismamiz Scagel ve ark. (2019)’nin ¢calismasina benzemektedir.

Darvizheh ve ark. (2018), spreyleme yolu ile spermin (Spm) uygulamasinin
ekinezya ciceginin sikorik asit miktarini1 kontrole gore kok, govde ve yaprakta arttirdigini,
Koca (2013), feslegen bitkisinde Spm (0,1 ve 1 mM) uygulamalariyla sikorik asit
miktarinin degigsmedigini tespit etmistir. Calismamiz da 0,1 mM Spm uygulamasiyla
sikorik asit miktar1 degismemis, Spm 1 mM uygulamasiyla miktarin distigi tespit

edilmistir.

4.1.4.3. Rozmarinik asit miktari

Feslegende melatonin ve spermin uygulamalar1 ve tuz stresi sonucunda elde edilen
rozmarinik asit miktarina ait degerler Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Rozmarinik
asit miktarina ait degerler incelendiginde uygulamalar arasindaki farklilik istatiksel agidan
onemli bulunmustur (p<0,01). Uygulamalar arasinda en yiiksek miktarda rozmarinik asit
Mel 10 puM+tuz (3,05 mg/g) uygulamasindan elde edilmis olup, en diisiik ise Spm 1 mM
(0,075 mg/g)’dan elde edilmistir.
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Rozmarinik asit(mg/g ekstrakt)
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Sekil 4.5. Melatonin ve spermin uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan feslegenlerde,
rozmarinik asit miktarina ait degerler

Kontrol grubunda rozmarinik asit miktar1 1,56 mg/g bulunurken, kontrol tuz

uygulamasindan elde edilememistir.

Kontrol spermin uygulamasmmin her iki konsantrasyonunda rozmarinik asit
miktarmin, tuz stresi uygulamalarina gére daha yiiksek sonuclar verdigi goriilmiistiir.
Kontrol spermin uygulamalarindan Spm 0,1 mM (0,64 mg/g) konsantrasyonundan Spm 1
mM (0,075 mg/g) konsantrasyonuna gore daha yiliksek miktarda rozmarinik asit elde
edilmistir. Spm 1 mM+tuz uygulamasinda kontrol tuz uygulamasi gibi rozmarinik asit

icerigi tespit edilememistir.

Melatonin uygulamalarinda en yiiksek rozmarinik asit miktar1 Mel 10 puM+tuz
(3,05 mg/g) grubundan elde edilmis olup, en diisiik Mel 10 uM (0,09 mg/g) grubundan
elde edilmistir. Mel 1 uM (1,87 mg/g) grubunda rozmarinik asit, Mel 1 pM+tuz (0,15
mg/g) grubuna gore daha yiiksek miktarda elde edilmistir.

Uygulamalar degerlendirildiginde tuz stresi altina rozmarinik asit miktarlarinin
yiiksek oranda azalis gosterdigi, Mel 10 pM+tuz uygulamasinda ise kafeik ve sikorik asitte

oldugu gibi tersi durum goriilmektedir.

Feslegen bitkisi ile yapilan bircok calismada rozmarinik asit fenolik maddeler
icinde ana maddelerden biri olarak tespit edilmistir (Javanmardi ve ark., 2002; Jayasinghe
ve ark., 2003; Nguyen ve Niemeyer, 2008). Nguyen ve Niemeyer (2008), azot glibresi

uygulamasiyla ii¢ feslegen varyetesinde, azot uygulamalari ile rozmarinik asit miktarinin
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azaldigin1 bildirmistir. Literatiirler incelendiginde Bekhradi ve ark. (2015), mor yaprakl
feslegende 40 ve 80 mM tuz stresi uygulamalarinin rozmarinik asit miktarini kontrol
grubuna gore giderek azalttigini, Imen ve ark. (2012), iki feslegen genotipini (O.basilicum
L. Genovese ve Fine ) 15-30 giin boyunca 25 mM Na,SOy stresi altinda yetistirmis her iki
genotipte rozmarinik asit miktarinin kontrole gore azaldigini bildirmigler. Scagel ve ark.
(2019) iki feslegen cesidi [O.basilicum L. 'Sweet Broadleaf (SB) ve 'Siam Queen' (SQ)],
yapraklarin tuz stresinde degisimini incelemek amaciyla dort farkli tuz (Kontrol, Diisiik
10-50 mM, Orta 20-100 mM ve Yiiksek 30-200 mM) konsantrasyonu uygulamis
rozmarinik asit miktari orta seviye tuz stresine kadar artis gdstermis, yliksek tuz stresinde
tekrar kiigiik bir azalis goriilmiistiir. Calismamizda 100 mM tuz stresi altinda rozmarinik
asit tespit edilememis ve Bekhradi ve ark. (2015) ve Imen ve ark. (2012)’nin sonuglarina

benzerlik gostermektedir.

Koca (2013), feslegende spermin uygulamalarinda 0,1 mM’mn rozmarinik asit
miktarinda degisime neden olmadigi ancak Spm 1 mM’mn rozmarinik asit miktarinda
azalmaya sebep oldugunu tespit etmistir. Bizim ¢alismamizda her iki Spm (0,1 ve ImM)

uygulamasinin kontrole gore rozmarinik asit miktarini azalttig: tespit edilmistir.

Duran ve ark. (2019), O.basilicum (feslegen) kallus gelisimini ve fenolik bilesik
liretimi iizerine melatoninin etkisini aragtirmiglardir. Rozmarinik asit, 100 uM melatonin
ilaveli besiyerinde kontrole gore yaklasik 5 kat artarken, 200 uM’da 2 kat kadar artig
gostermistir. Calismamizda 1 uM Mel uygulamasinda rozmarinik asit kontrole gore

degismemis olup, 10 uM Mel’de azalis saptanmuistir.

Bistgani ve ark. (2019), farkli tuz konsantrasyonlari (0, 30, 60 ve 90 mM)
kullanarak yetistirdikleri iki farkli kekik bitkisinde rozmarinik asit miktarinin her iki tiirde
de artan tuz konsantrasyonlarinda kontrole gore artig gosterdigini, Baatour ve ark. (2012),
Origanum majorana’da rozmarinik asit miktarinin erken vejetasyon ve c¢iceklenme
doneminde degisiklik gostermezken, ge¢ vejetasyon doneminde biiyiik bir diisis
gosterdigini bildirmislerdir. Baatour ve ark. (2013), mercankosk (Origanum majorana)
bitkisini (Tunus ve Kanada varyetesi) 75 mmol L™ tuz stresi altinda kontrol grubu ile
kiyaslayarak rozmarinik asiti, tuz stresi altinda Tunus varyetesinde tespit edilemedigini,
Kanada varyetesinde ise azalis gosterdigini bildirmisler. Calismamizda feslegen bitkisinde
tuz uygulamasi ile rozmarinik asit tespit edilememistir. Sonuclarimiz Baatour ve ark.

(2012, 2013)’nin ¢aligmalari ile uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda feslegen (Ocimum basilicum L.) tohumlarma iki farkl
konsantrasyonlarda BBD (Spm 0,1 ve 1mM, Mel 1 ve 10 puM) uygulanmis, normal
sartlarda ve arttirilarak uygulanan (25, 50, 75, 100 mM) tuz stresi sartlarinda iklim
odasinda yetistirilen, ciceklenme Oncesi hasat edilen feslegenlerde tuzluluk ve BBD
uygulamalar ile toplam fenolik madde, toplam flavonoid, DPPH antioksidan aktivite ve
fenolik asitler incelenmis olup alinan verim degerleri asagida maddeler halinde

belirtilmistir.
Spektrofotometre sonuclari

1. Farkli uygulamalardan elde edilen veriler incelendiginde DPPH antioksidan

etkinin kontrol grubunda diger tiim uygulamalara gore daha ytliksek oldugu bulunmustur.
2. DPPH antioksidan aktivitenin tuzlulukla azaldigi tespit edilmistir.

3. Kontrol+tuz (% 91,19) uygulamasinin DPPH aktivitesi Mel 1 uM+tuz (% 97,12)
ve Mel 10 uM+tuz (% 97,24) uygulamalarindan daha diisiik, Spm 0,1 mM-+tuz (% 88,78)
ve Spm 1 mM+tuz (o, 82,63) uygulamalarindan daha ytiksek elde edilmistir.

4. Bitkide tuzlulukla azalan DPPH {izerinden antioksidan etkinin Mel 1 ve 10 uM
uygulamalari ile tekrar yiikseldigi tespit edilmis olup, Spm uygulamasinin tuzun negatif

etkisini gideremedigi goriilmiistiir.

5. Uygulamalardan elde edilen toplam fenolik miktar1 incelendiginde en yiiksek

deger Spm 0,1 mM uygulamasi ve Mel 10 puM+tuz uygulamasindan elde edilmistir.

6. Spm 0,1 mM uygulamasinin toplam fenolik madde miktar1 kontrol
uygulamasindan yaklasik % 20 daha fazla attirdig: tespit edilmistir. Spm 0,1mM+tuz’da
ise kontrol+tuz’a gore herhangi bir degisiklik olmadigi boylece Spm 0,1 mM’1n bitkide
normal sartlar altinda fenolik madde miktarini arttirmada etkili oldugu ancak tuz stresinde

cok etki gostermedigi tespit edilmistir.

7. Spm 1 mM-+tuz uygulamalarinda toplam fenol miktari, kontrol+tuz’a gore
yaklasik % 50 daha az miktarda elde edilmistir.

8. Spm 1 mM’n ise toplam fenol miktarini biraz diislirdiigii, tuzlulukla beraber

diisiistin daha da atti1 tespit edilmis, Spm uygulamalarindan 1 mM konsantrasyonun
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bitkiye yliksek dozda gelmis olabilecegi ve toksik etki gdstermis olabilecegi

distiniilmistiir.

9. Toplam fenolik madde miktariin Mel 10 uM+tuz hari¢ tuz uygulamalarinda
azaldig1 tespit edilmis olup, kontrol+tuz uygulamasmma gore Mel+tuz (1 ve 10 puM)

uygulamalarinin toplam fenolik miktar1 arttirdig: tespit edilmistir.

10. Normal sartlar altinda Mel (1 ve 10 puM) uygulamalarinin fenolik madde
miktarmi distirdiigii gozlenirken, tuz stresi sartlarinda stresin negatif etkisini giderdigi

tespit edilmistir.

11. Uygulamalardan elde edilen toplam flavonoid miktar1 incelendiginde en yiiksek
degerlerin kontrol ve Mel 10 uM+tuz uygulamasindan elde edildigi, toplam fenolde oldugu
gibi toplam flavonoid miktarinda da yiiksek degerlerin Mel 10 pM+tuz uygulamasindan
elde edildigi goriilmiistiir.

12. Toplam flavonoid miktarinin Mel 10 pM+tuz hari¢ tiim uygulamalarda

tuzlulukla beraber azaldig1 tespit edilmistir.

13. Spm+tuz (0,1 vel mM) uygulamalarinin kontrol tuz uygulamasina gore daha
diisiik oldugu tespit edilmis olup, toplam flavonoid miktarinda, Spm uygulamasinin tuz

stresinde bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

14. Mel+tuz (1 ve 10 uM) uygulamalarindan Mel 1 uM+tuz uygulamasinin bitki
tuz stresinde bir etkisinin olmadigi ancak Mel 10 uM+tuz uygulamasinin ¢ok etkili oldugu
hatta kontrol uygulamasindan daha fazla miktarda toplam flavonoid miktar1 elde edildigi

tespit edilmisgtir.
HPLC analizleri sonucu
1. HPLC analizleri sonucu elde edilen fenolik asitlerden kafeik asit miktari

incelendiginde en yliksek miktarin Mel 10 uM+tuz uygulamasindan elde edildigi

belirlenmistir.

2. Kafeik asit, kontrol uygulamasinda kontrol+tuz uygulamasina gore daha yiiksek
miktarda elde edilmis, bu etki Mel (1 ve 10 uM) ve Spm (0,1 ve 1mM) uygulamalarinda

tuz stresi altinda aksi durumu gostermistir.

3. Mel+tuz (1 ve 10 uM) ve Spm+tuz (0,1 ve ImM) uygulamalarinda kafeik asit
miktar1 kontrol+tuz uygulamasina gore ¢cok daha fazla miktarda elde edilmis olup spermin

ve melatonin uygulamalarimin tuzlulukta etkili oldugu tespit edilmistir.
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4. Melatonin uygulamalarindan normal sartlar altinda Mel 1 pM kontrol
uygulamasinin kontrole gore kafeik asit miktarmi arttirdigi, Mel 10 uM kontrol
uygulamasinin ise azalttig1 tespit edilmis, tuzlulukla beraber her iki uygulamada kafeik asit

miktarinda 6nemli bir artis gdzlenmistir.

5. Spermin uygulamalarinda ise normal sartlar altinda spermin uygulamasi kafeik
asit miktarinda azalmaya neden olmus ve bu azalma spermin konsantrasyonu arttikca artig
gostermistir. Ancak Spm+tuz (0,1 ve 1mM) uygulanmalarinin kontrol tuz uygulamasina

gore her iki konsantrasyonda da ¢ok etkili bir artisa neden olmustur.

6. Feslegen bitkisinde tuz stresine karsi spermin ve melatonin uygulamalarinin

kafeik asit miktarini arttirmada uygulanabilir olabilecegi diistintilmektedir.

7. Uygulamalardan elde edilen sikorik asit miktar1 incelendiginde en yliksek miktar

Mel 10 pM+tuz uygulamasindan elde edilmistir.

8. Mel 10 pM+tuz uygulamasi hari¢ tiim uygulamalarda sikorik asit miktarinin

tuzlulukla beraber azaldig1 tespit edilmistir.

9. Spermin uygulamalarindan Spm 0,1 mM uygulamasinin normal sartlar altinda ve
tuzlulukta sikorik asit miktarinda kontrol ve kontrol+tuz uygulamalariyla
karsilagtirildiginda degerlerin degismedigi tespit edilmis, Spm 1 mM uygulamasinda ise
normal sartlarda sikorik asit miktarinda azalmaya neden oldugu, tuz uygulamasi ile beraber

kontrol tuz uygulamasindaki miktara yakin bir deger elde edildigi goriilmustiir.

10. Melatonin uygulamalarinda Mel 1 uM uygulamasinin sikorik asitte degisime
neden olmadigi, Mel 10 pM uygulamasinin sikorik asit miktarin1 azalttig1 tespit edilmis,
kontrol+tuz uygulamasina gére Mel 1 uM+tuz ve Mel 10 pM+tuz’un sikorik asit miktarini
artirdigr tespit edilmistir. Bitkide tuz stresinin negatif etkisine karsi melatonin (1 ve 10

uM) uygulamalarinin sikorik asit miktarini arttirmada kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

11. Uygulamalardan elde edilen rozmarinik asit miktar1 incelendiginde en yiiksek
degerin Mel 10 pM+tuz uygulamasindan elde edildigi, kontrol+tuz ile Spm ImM-+tuz

uygulamalarinda rozmarinik asit tespit edilemedigi goriilmektedir.

13. Melatonin uygulamalarindan normal sartlar altinda rozmarinik asit miktar1 Mel
1 uM uygulamasimin kontrole gore degismedigi, Mel 10 uM uygulamasiyla azaldig: tespit
edilmis, tuz uygulamalarinda Mel 1 puM+tuz uygulamasinin rozmarinik asit miktarimni

arttirdigi, Mel 10 pM’1n ise ¢ok etkili bir artisa sebep oldugu tespit edilmistir.
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13. Spermin uygulamalarinda normal sartlar altinda spermin (0,1 vel mM)
konsantrasyonu attikca rozmarinik asit miktarmin kontrole gore azaldigi tespit edilmis,
tuzlulukla beraber Spm 0,1 mM uygulamasi rozmarinik asit miktarini biraz arttirdig1 ancak

Spm 1 mM uygulamasinin miktar1 arttirmadig tespit edilmistir.

16. Genel olarak normal sartlar altinda ve tuzlulukta spermin uygulamalarmin
bitkide rozmarinik asit miktarin1 arttirmada bir etkisinin olmadigr gozlenmistir. Farkl
konsantrasyonlarda ve farkli yetistirme kosullarinda bu uygulamalar arttirilip, denemeler

yapilabilir.

Sonug olarak melatonin uygulamalarinin 6zellikle 10 uM konsantrasyonunun tuz
stresinin toksik etkisini gidermede etkili oldugu, toplam fenol, flavonoid ve fenolik asitleri

arttirdig1 goriilmiis ve ¢calismanin amacina ulagmasi saglanmustir.
Oneriler

Son yillarda yapilan arastirmalarda rozmarinik asit'in antioksidan aktivitesinin E
vitamininkinden daha gii¢lii oldugu, kanser ve damar tikaniklig: riskini azaltirken serbest
radikallerden kaynaklanan hiicre hasarlarimi1 6nledigi, gida korunmasinda da kullanildigi
bildirilmistir. Rozmarinik asit gibi sikorik asitin 6nemi de arastirmacilar tarafindan dikkat
cekmektedir. Sikorik asidin kendisinin HIV integrasyonunu inhibe ettigi ve antioksidan
aktiviteler gosterdigi bildirilmistir. Diyet takviyeleri olarak, sikorik asit kaynagi Ekinezya
bitkisel 6zleri ¢cok popiiler olmustur. ABD’nin yillik satiglar1 2000-2006 yillarinda 100-
200 milyon dolar olarak tahmin edilmistir, ancak ABD’li tiiketiciler i¢in fesle§en daha
kolay temin edilmesi ile bu bilesiklerin ucuz kaynag1 olarak gosterilmektedir. Bu énemli
fenolik bilesiklerin gelecegin tarimsal sorunlarindan birini olusturan tuz stresi kosullarinda

melatonin uygulamalar ile arttirilmasi, ¢galismamizin 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamiz sonucunda melatoninin daha yiiksek konsantrasyonlarinin bu bitkide
denenmesi, farkli feslegen genotiplerinde de denemeler yapilip sonucglarimizla
kiyaslanmasi, iklim odasi kosullarinda yetistirilen bitkilerin tarla kosullarinda verdigi
tepkilerin arastirilmasi, bitkinin stres altinda verdigi fizyolojik cevaplarin molekiiler

calismalarla desteklenmesi onerilmektedir.
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EKLER

EK Sekil 2: Ocimum basilicum’un 1pM  EK  Sekil 3: Ocimum  basilicum’™un

melatonin uygulanmis yaprak ekstrakti melatonin uygulamalar1 ile kontrol grubu

ekstrakt:
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EK Sekil 5: Ocimum basilicum’™un kontrol ve kontrol tuz uygulamasina ait ekstraktlar.
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