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OZET

ECHINACEA ANGUSTIFOLIA HELL. EKSTRAKTININ SOLANUM
LYCOPERSICUM L. BITKIiSININ TOPLAM PROTEIN MIKTARI VE
PEROKSIDAZ AKTIVITESI UZERINE ETKIiLERI

Ayse Gizem DINC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
08/01/2016, 62

Asteraceae familyasindan olan Echinacea angustifolia Hell. tibbi ve ekonomik
onemi olan 6nemli endemik bir tiirdiir. Arastirmamizda, ekinezya bitkisinin kurutulmus
toprak iistii kisimlarindan metanol ve etanol ile hazirlanarak evaporator ile ugurulup toz
haline getirilen ektrakt, bitkilere uygulanmak i¢cin DMSO ile 0.01 g/mL ve 0.03 g/mL
olacak sekilde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Bu ekstrakt in vivo olarak yetistirilen 16
haftalik Solanum lycopersicum Mill. tiiriiniin yapraklarina piiskiirtilmiistiir. Coziicli olarak
kullanilan DMSO uygulamalarda tek basina da uygulanmigtir. Uygulamadan 24 ve 48 saat
sonra yapraklarin homojenizasyonu gergeklestirilerek ekstraktin domates bitkisinde toplam
protein ve POX [EC 1.11.1.7] aktivitesinde meydana getirdigi degisimler
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Ekinezya ekstraktlarinin toplam protein miktarindaki degisimler iizerine etkilerine
bakildiginda, konsantrasyona ve zamana bagli olarak protein miktarlarinda farklh
derecelerde azalmalar saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla en fazla diisiis uygulamadan
48 saat sonra DMSO, metanol ekstraktt ve etanol ekstrakti gruplarmin 0.03g/mL’lik
konsantrasyonlarinda sirasi ile %43.16, %29.32 ve %27.26 olarak bulunmustur.

Ekinezya ekstraktinin peroksidaz aktivitesi {izerinde etkilerine bakildiginda,
konsantrasyon ve zamana bagli oalrak peroksidaz miktarlarinda artslar saptanmistir.
Kontrol grubuna kiyasla en fazla artis uygulamadan 48 saat sonra DMSO, metanol
ekstrakti ve etanol ekstrakti gruplarmmin 0.03g/mL’lik konsantrasyonlarinda sirasi ile
%62.60, %38.20, %38.95 olarak bulunmustur.

Elde edilen bu degerler dogrultusunda ekinezya ekstraktinin {i¢ farkli etmenle
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(¢6zgen, konsantrasyon, zaman) uygulanmasi ile domates bitkisindeki savunma sistemini

uyardig1 saptanmistir.

Anahtar sozciikler: Echinacea angustifolia, Toplam protein, Peroksidaz, Solanum

lycopersicum
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ABSTRACT

EFFECTS OF ECHINACEA ANGUSTIFOLIA HELL. EXTRACTS ON TOTAL
PROTEIN AMOUNT AND PEROXIDASE ACTIVITY IN SOLANUM
LYCOPERSICUM L.

Ayse Gizem DINC
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor : Prof. Dr. Ciineyt AKI
08/01/2016, 62

Echinacea angustifolia Hell. is an endemic, medicinal and economically important
plant which is belonging to Asteraceae family. In this research, the effects of ethanolic and
methanolic extracts of E. angustifolia which prepeared by evaporation system on total
protein and peroxidase [EC 1.11.1.7] levels changing in on Solanum lycopersicum Mill.
were determined. Echinacea powder extract were prepeared as a stock solution by DMSO
solvent as 0.01 g/mL and 0.03 g/mL.

Obtained extracts were applied to the S. lycopersicum Mill. species with leaf
spraying. 24 and 48 hours after this applications healthy leaf of 16 weeks old plantlets were
harvested for total protein and peroxidase analyses. Changing in total protein amount and
peroxidase activity were measured spectrophotometrically. Levels changing were occurred
in total protein amount and peroxidase activity levels after echinacea powder applications
according to exposure time and concentrations.

Amount of total protein changing after echinacea application in S. lycopersicum
plantlets when compare with control group and 24 hrs. application, protein levels were
decreased 48 hrs. after 0.03g/mL echinacea application in DMSO, methanol extract,
ethanol extract groups respectively as %43.16, %29.32 ve %27.26.

Peroxidase activity changing in S. lycopersicum plantlets when compare with control
group and 24 hrs. application, peroxidase levels were increased 48 hrs. after 0.03g/mL
echinacea application in DMSO, methanol extract, ethanol extract groups respectively as
%43.16, %62.60, %38.20, %38.95.

As a result of our MSc thesis, echinacea extracts which prepeared as three different
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factors (solvent, concentration, exposure time) induce the plant defense system as a plant

activator as well.

Keywords: Echinacea angustifolia, Total protein, Peroxidase analyses, Solanum

lycopersicum
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BOLUM 1
GIRIS

Insanligin varolusundan bu yana bitkilerin ve hayvanlarin insan yasamindaki rolii ve
yeri ¢ok onemli olmustur. Bu 6nem bitki ve hayvanlarin hem ekonomik hem de sosyal
yasamda insanlar i¢in vazgecilmez canlilar olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bitki ve
hayvanlarin olmadigi bir diinyada insan yasaminin olanaksizlig1r bilinen bir gercektir.
Ozellikle tibbi ve ekonomik 6nemi olan bitkiler insanlar tarafindan yerlesik hayata
gecilmesiyle es zamanli gerceklesen eski bir gelenek olup ¢ok yonlii olarak eczacilikta, ilag
hammaddesi olarak, kozmetik sanayiinde, tekstilde boya hammaddesi olarak, alternatif
tipta dogrudan kullanilabilmektedir. Tibbi bitkilerin insan bagisiklik sistemleri iizerinde
olan etkileri kapsaminda bir¢cok hastaliklar1 (seker hastaligi, sarilik, nefes darligi vb.)
Onleyici etkileri de bulunmaktadir. Ancak bu tiir tibbi bitkilerin kullaniminda 6zellikle doz
ayarlamasinin iyi bir sekilde yapilmast ve karma tibbi bitki regetelerinin kullanimlarinda
cok dikkatli olunmasi gerekmektedir. Aksi takdirde saglik acisindan olumsuz etkileri de
olabilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde alternatif tip uygulamalarmin o isin uzmani olan
kisilerce yapilmasinin gerekliligi ortadadir. Bitkilerin topraktan emdikleri su, mineral ve
baz1 elementleri 6zgiin biinyelerinde insan viicudunun 6ziimleyecegi bicimlere cevirirler.
Insanlar tarafindan siklikla kullanilan ve bitkilerin sekonder metabolitleri niteliginde olan
bu tiir maddelere 6rnek vermek gerekirse; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bilesikleridir.

Insanlar igin bitkiler doganin onlara sundugu en degerli hazinedir ve bitkilerle
insanlar iliskileri bu hizmette 6nemli etmendir (Gezgin, 2006). Cok eski zamanlarda elde
edilen verilere gore insanlar bu tibbi agidan degerli bitkilerden yararlanmiglardir (Kogyigit
ve Ozhatay, 2005).

Son zamanlarda doktorlar tarafindan verilen ilaglarin ylizde yirmi besi tibbi
bitkilerden ve bunlarin dogal halleridir (Farnsworth ve ark., 1985). Ilk ¢aglardan beri
bitkilerin tibbi alaninda kullanilmast mevcut olup Tiirkiye’ninde tibbi bitki habitatinin
genis oldugu ve insanlarin uzun siiredir bu bitkileri kullandig1 bilinmektedir (Baytop,
1984).

Gegmisten giiniimiize kadar insanlarin tibbi bitkileri kullanmalarindaki amag
hastaliklarina sifa bulmak, iyilesmek ve yasamlarimi saglikli bir sekilde siirdiirmek
olmustur. Bu bitkileri ¢ay haline getirerek, yiyecek olarak, bakim amacli veya bazi 6zel
amagch kullandiklar1 bilinmektedir (Anonim, 2005).

En eski caglardan beri tibbi ve beslenme amagli kullanilan bitkilerde zamanla artig
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gozlenmistir. 19. yiizyilda bitkilerin ilag olarak kullanilan kisimlar1 saptanmis olup
kullanilan tibbi bitkilerdeki artista WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafinca kayda alinmistir
(Erdemir, 1998).

Bitkiler tarafindan {iretilen sekonder ve primer metabolitler insanlar i¢in faydal
bilesiklerdir ve bitkiler bu metabolitleri insanlarin asimile etmeleri igin ¢evirirler.
Metabolitler insanlarin organlarina, viicut savunmasina ve yaralarin iyilesmesine fayda
saglar (Faydaoglu ve Siirtictioglu, 2011).

Ilk kez 19. yiizyilda belirlenen biyoteknolojinin bir alanmi olusturan bitkilerin
trlinleri yararli maddelerin olusmasini saglamistir. Arastiricilarin ilgi odagi olan ikincil
metabolitler alkaloid, terpenoid ve fenoliklerdir (Oskay ve Oskay, 2009).

Bitkinin yasamsal faaliyetleriyle dogrudan ilgisi olan primer metabolitler bitkinin
gelisimi icin 6nem arz eden kimyasal bilesenlerdir. Yeryiiziinde miktarlar1 olduk¢a fazladir
ve bitkilerin dokularinda fazla miktarda bulunurlar (Cowan, 1999; Theis ve ark., 2003).
Primer metabolitlerden sentezlenen sekonder metabolitler ise farkli ve kendilerine 6zgii
smiflandirmaya sahiptirler (Vanisree ve ark., 2004).

Bitkilerin sekonder metabolit {iriinleri olan kimyasallarin saf hali bir¢ok uygulama
alaninda kullanilmaktadir (Anonim, 2009b; Anonim, 2009c). Sanayi alaninda
kullanilmasina rastlanan bu triinler tibbi alanda da kullanilan kimyasallarin benzer oldugu
gozlenmistir halindedir (Balandrin ve ark., 1985; Han, 2001).

Sekonder metabolit tiretimi in vitro kosullarinda hiicre tiretimiyle ger¢eklesmektedir.
Tohum veya bitkinin kat1 ortamda gelistirilmesi, sert doku olusumu, olusan sert dokunun
sulu ortamda gelisimiyle hiicre eldesi seklinde ger¢eklesmektedir (Anonim, 2009a; Teli ve
Timko, 2004; Lila, 2005; Sato ve ark., 2001). Bu gergeklesen yontemle in vivo ortaminda
bitki biiylimesinden daha ¢ok yarar1 mevcuttur (Teli ve Timko, 2004; Lila, 2005; Sato ve
ark., 2001).

Chester (1933) tarafindan bildirilen dogal savunma mekanizmasinda bitkiler
kendilerini patojen saldirilarindan korunmalarina dayanir. Dogal savunma mekanizmasin
(sistemik kazanilmis dayaniklilik SAR) harekete gegiren bu etkiye bitki aktivatorii
denilmektedir (Anonim, 2000a).

Bitkilerin kendilerini yabancit maddelere ve onlarin yarattig1 zararlara kars1 kendini
koruyabilmesi i¢in savunma sistemleri mevcuttur. Bitkilerin savunma sistemlerinden biri
kendilerine 6zgii fiziksel bir yaklasim seklinde gerceklesir. Diger bir sistem ise zararlinin
bitki igerisine girmesiyle meydana gelen savunma seklidir (Creasy, 2000).

Bitkiler patojen ve zararli organizmalara kars1 fitoaleksin yolu da olmak {izere farkli
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savunma sistemi gelistirmislerdir (Lagrimni ve ark., 1993). Son zamanlardaki yapilan
aragtirmalar bitki savunma sistemleri olarak SAR mekanizmasinin varligini  6ne
stirmektedir. Bu mekanizma hastaliklarla miicadelede bitki aktivatorleri ile birlikte hareket
ederek bitkide hastaliklara ve mikroorganizmalara karsi dayamiklilik ve siireklilik
saglamaktadir (Anonim, 1999).

SAR mekanizmasi; Once aktifleyici (zarar verici unsur) uygulanmasi, sonra bu
unsurun harekete gegmesi ve en son SAR mekanizmasindan sorumlu genlerin aktif hale
gelmesiyle olusan savunma seklindedir (Anonim, 2000b).

Bitkilerdeki savunma sisteminin harekete gegiren Dbirgok enzim iretimi
gerceklesmekte ve bu enzimler sayesinde ihtiya¢ duruldugu zaman bitkinin
savunulmasinda gorev almaktadirlar. Boyle zamanlarda tepki olarak serbest elektron ve
serbest radikal diizeylerinde bir artig s6z konusudur. Savunma sisteminin ilerleyisinde aktif
olan en Onemli enzim peroksidazdir. Bu enzim bitkinin kloroplastinda sentezlenip
patojenlere karsi savunma reaksiyonlarinda rol oynamaktadir (Maleopsa ve Urbanek,
1994).

Sebze tiirli olan domates (Solanum lycopersicum L.) Solanaceae familyasina ait olup
tim diinyada en fazla yetistiriciligi yapilan sebzelerden birisidir (Oguz, 2010). Simdiki
zamanda ham olarak veya cesitli sekillerde tiikketimi gerceklesen domates ¢esidi diinyanin
hemen her yerinde yetistirilmektedir (Anonim, 2014a). 2009 yilinda 153 milyon ton yillik
iiretim ile domates diinyada ikinci en onemli sebze olmustur (Krylod, 2012). Diinya
genelinde iilkemiz domates iireticilifinde dérdiincii sirada yer aldig1 saptanmustir. Ulke
genelinde tespit edilerek toplanmis olan yaklasik seksen farkli aksesyon Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiisii Gen Bankasinda muhafaza edilmektedir (Oguz, 2010).

Dogal ve sentetik yapidaki antioksidanlar (Gokalp ve ark, 2002) canli biinyesine
beslenme sekilleriyle alakali olarak disaridan alinan ve biyolojik olaylar sonucunda serbest
radikallerin olusumu Onleyip onlar1 yok eden molekiil yapilidirlar (Elliot, 1999; Baser,
2002). Dogal antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinda bulunurlar. Domates bitkisindeki
likopen dogal antioksidanlardandir.

Tibbi bitki olan ekinezya enfeksiyonlarla savasarak savunma sistemimizi giiglendirir.
Orjini Kuzey Amerika’dir ve oradan tiim diinyaya yayilis gdstermis olup eskiden yerliler
tarafindan yaralarin iyilestirilmesinde, yilan 1sirmasinda panzehir, agr kesici, oksiiriik ve
bir¢ok tedavilerde kullanildigi bilinmektedir (Muntean ve ark., 1998).

Yiiksek lisans tez arastirmamizin amacini, tibbi ve ekonomik olan Echinacea

angustifolia Hell. tiiriiniin toprak {istii organlarindan hazirlanan ektraktlarin bitkilerdeki
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dogal savunma sistemlerini ne sekilde uyardiginin belirlenmesi olusturmaktadir. Bu amag
ile ekinezya bitkisinin metanol ve etanol ile hazirlanip buharlastirilarak toz haline getirilen
ekinezya tozunun dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan stoklari, iki farkli
konsantrasyonunda (0.01, 0.03g/mL) suyla seyreltilerek in vivo olarak yetistirilen 16
haftalik Solanum lycopersicum L. fidelerinin yapraklarmma uygulandiktan 24 ve 48 saat
sonraki toplam protein ve POX degisimleri belirlenmistir.

Yiiksek lisans tez arastirmamizin temel hedefini farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ve
farkli siirelerde uygulanmis olan ekinezya ektraktinin hem ekonomik hem de tibbi olarak
kullanilan domates bitkisi iizerinde savunma sistemini uyarici etkisini belirlemek
olusturmustur. Cilinkii glinlimiizde bitki hastaliklar1 ile miicadelede yogun miktarlarda bitki
aktivatori ve sentetik elisitor kullanilmaktadir. Tiim bunlarin ekonomik ve kolay yollarla
elde edilisi ve bu bitki ekstraktinin savunma sistemlerindeki etkisi saptanarak, bitki

savunma mekanizmasini gelistirmek adina kullanilmasi hedeflenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Asteraceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Asteraceae iiyeleri, yaygin bir alanda dagilim gosterirler. Yirmi ii¢ bin tiirii olan
Asteraceae familyasi angiospermlerin yiizde onuna denk gelir (Wilson, 1986; Bremer,
1994; Mucciarelli ve ark., 2002).

Asteraceae familya {yelerinin atasinin cografyadaki yeri cesitli arastiricilar
tarafindan arastirilmaktadir. Bazi arastiricilar ekinezya atasinin cografik yerleri olarak
Giliney Amerika'nin kuzeyi, bazilar1 da And Daglarinin kuzeyini gostermektedirler (Raven
ve Axelrod, 1974; Turner, 1977).

Asteraceae familyasina ait Tiirkiye florasinda toplam 1209 tiir kaydedilmis olup tiir
sayist bakimindan ilk sirada yer alir. Bu tiirlerin 447’si endemiktir. Bu familyanin 134

cinsi bulunmaktadir (Davis ve ark., 1988; Ozhatay ve Kiiltiir 2006; Dogan 2007).

2.2. Echinacea sp. Bitkisi

Asteraceae familyasinin en ¢ok taninan ve tibbi olarak kullanilan ekinezya bitkileri
E. purpurea, E. angustifolia ve E. pallida tiirleridir. Tibbi olarak degeri olan ve bilinen
ekinezya tiirleri eski caglardan beri bagisiklik uyarici, viriislere karsi etkili olmasi,
bakterilere karsi savunma olusturmasi, parazitlere karsi olmasi ve iltihabi reaksiyonu
onleyen madde igermesi nedeniyle bazi rahatsizliklarin tedavi siiresinde uygulanilmistir.
Gribal enfeksiyon, astim, kas tutulmalari, kadin hastaliklari, cilt problemlerinde ve daha bir
¢ok alanda kullanildig1 saptanmigtir (Muntean ve ark., 1998; Lee ve ark., 2009).

Ekinezya tiirlerinin toprak iistii, kok ve govdelerinde birgok sekonder metabolit
birikimi oldugu yapilan arastirmalar sonucunda kaydedilmistir (Mat, 2002). Sekonder
metabolitlerin birikim miktarlart ve oranlari ekinezya tiirlerinin gelisimine, onlarin
toplanma kosullarina ve ortamlarina gore degismektedir. Diinya iizerindeki birgok
arastirmaci tarim alanlarinda ve laboratuvar ortamlarinda calisma gerceklestirmektedirler
(Letchamo ve ark., 2002).

Ekinezya tiirleri ile ilgili yapilan calismalarin ilkini King ve Lloyd (1887)
gerceklestirmistir. Onlarin  yapmis olduklar1 ¢alisma ile tibbi acidan ekinezyanin
enfeksiyonlara karsi etkili oldugu ve ilag firmalar1 tarafindan bir siire ilag¢ olarak {iretime
gecmistir. Bu ¢alismalar dogrultusunda E. angustifolia koklerinin kullanimi yaygin iken

sonraki ¢alismalarda E. pallida koklerinin de tibbi agidan degeri anlagilmasiyla kullanima



uygun oldugu kanitlanmis kullanimina baglanmistir. Bu bilgiler dogrultusunda E.
angustifolia ve E. pallida 1916' da National Formulary of ABD' de sifal1 ilag olarak yerini
almistir. Bu 2 tiir gorsel olarak birbirine benzerdir (Mat, 2002).

1870 yillarinda ekinezya tiirlerinin kullaniminmi yerli halktan 6grenen H.C.F. Meyer
ekinezya iizerinde c¢alisma gerceklestirerek ‘blood purifier’ adindaki ilaci kullanima
sunmustur (Mat, 2002). 1915°te ekinezya tiirlerinin savunma sistemindeki etkisi
saptanmistir. Halkin bu bitkiyi benimsemesi iizerine bir¢cok c¢alisma gerceklesmis ve
1939°da ekinezya tiirleri yetistirilmeye baslanmistir. 1950-1960 yillarinda ise bazi

ekinezya tiirlerin kiiltiirlenmesi gerceklesmistir (Caligkan ve ark., 2011).

2.2.1. Echinacea sp. Bitkisinin Sistematikteki Yeri
Ekinezya, diger adlar1 Purple coneflower, Kansas snakeroot, Black sampson, olan
sifali bitki kuru toprak ve arazide yetisen, ince uzun, kafasi topuza benzeyen dikenli bir

bitkidir (McGregor, 1968).

Cizelge 2.1. Echinacea angustifolia cinsinin sistematik siniflandirilmasi

Bolim Magnoliophyta
Sinif Magnoliophyta
Takim Asterales

Familya Asteraceae

Alt familya Asteroideae

Cins Echinacea

Tiir Echinacea angustifolia

Orjini Kuzey Amerika olan Asteraceae familyasina ait olan ekinezya tiirlerinin
sistematik olarak ilk smiflandirmasi 1968 yilinda McGregor tarafindan olusturulmustur.
Baslangicta dokuz tiir olarak bulunan ekinezya daha sonra 2002 yilinda Binns ve
arkadaglar1 dort tiir seklinde sistematik yerlerini olusturmustur (Cizelge 2.2) (Kim ve ark.,
2004; Mechanda ve ark., 2004)



Cizelge 2.2. Farklh arastirmacilarin ekinezya tiir ve gesitlerine gore kromozom sayilari
(Kim ve ark., 2004; Mechanda ve ark., 2004)

MoGregor's (1968) Binns et all. (2002) K romozom

{9 tilr) {4 tir) sayist (2n)
Echinacea purpurea Echinacea purptired 22
Echinacea angusiffolia var angustifolta Echinacea pallida var. angusiffolia 22
Echinacea pallida Echinacea pallida var. pallida RN 2
Echinacea sanguinga Echinacea pallida var. sanguinea 22
Echinacea tennesseensis Echinacea pallida var. tennesseensis 22
Echinaceq atrorubens Echingcea atrorubens var. atrorubens 21
Echinacea paradoxa var. paradora Echinacea atrovabens var. paradoxa 22
Echinacea paradoca var. neglecta Echinaceq alrorubens var. méglecia 22
Echinacea simulaia Echinacea pallida var. simulaia 22
Echinacen loevigain Echinacea laevigate 22
Echinacea angustifolia var. sivigosa Echinacea pallida var. angusiijolia 22

2.2.2. Echinacea angustifolia Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

Ekinezya tiirlerin govdeleri diri ve ¢ok yillik bitki ozelligindedir. Yapraklar
yuvarlak ok seklinde veya sivri halde bazilar tiily seklindedir. Bu tiiriin ¢igek kisimlar
koniye benzer ve ¢icekleri farkli renklerde gozlenebilir.

Echinacea angustifolia tiiriiniin boyu 8-40 cm civarindadir. Yapraklar1 yesil renkte

olup farkli sekillerde gozlenebilir. Cigek boylar1 3-5 cm civarindadir.

Sekil 2.1. E. angustifolia (http://ecemnaturel.com/catalog/echinacea-angustifolia/)

2.2.3. Echinacea sp. Bitkisinin Kimyasal Bilesenleri

Ekinezya tiirlerinin kok, govde ve cicek kisimlarinda sekonder metabolit birikimi
olmakta ve tiim bu kisimlar tibbi alanlardaki kullanimi ile 6nemlidir. Ekonomik 6neme
sahip olan E.purpurea, E.angustifolia ve E.pallida tiirlerinin toprak tsti ve kok

kisimlarindaki metabolitler sunlardir;


http://ecemnaturel.com/catalog/echinacea-angustifolia/

Cizelge 2.3. E. angustifolia cinsinin toprak tistii ve kok kisimlarinda bulunan sekonder
metabolitler (Mat, 2002)

Toprak tstii Kok

Kafeik asit tiirevleri  (sicorik asit, Kafeik asit tiirevleri (ekinakosit, klorogenik
klorogenik  asit, isoklorogenik  asit, asit, isoklorogenik asit, sinarin)

verbaskosit asit, ekinakosit)

Flavonoitler Polisakkaritler

Alkilamidler (izobutilamidler) Glikoproteinler
Polisakkaritler Alkilamidler (izobutilamidler)
Ucucu yag Ucucu yag

Cizelge 2.4. E. purpurea cinsinin toprak iistii ve kok kisimlarinda bulunan sekonder
metabolitler (Mat, 2002)

Toprak tistii Kok
Kafeik asit tiirevleri (Sicorik asit, kaftarik Kafeik asit tiirevleri (Sigorik asit, kaftarik
asit, klorogenik asit) asit, klorogenik asit)
Alkilamidler (izobutilamidler) Alkilamidler (izobutilamidler)
Polisakkaritler Polisakkaritler
Flavonoitler Glikoproteinler
Ucucu yag Ucucu yag

Pirolizidin alkaloitleri

Yukarda gruplandirilan bilesenler ekinezya tiirlerine, iklim ve kiiltiirel islemlere gore
degisik miktar ve oranlarda bulunmaktadir (Davies, 2010; Mat, 2002). Ornegin
E.purpurea, E.pallida, E.angustifolia tiirlerinde, ¢igek komeglerinden hidrodistilasyon ile
izole ettikleri ucucu yagin bilesenlerini analiz eden Mirjalili ve ark. (2006), sirastyla 36-
30-36 adet farkli ugucu yag bileseni ve miktarlarinin farkli oldugunu tespit etmislerdir.

Ancak tiim tiirlerde ugucu yag ana bileseni germacrene-D’dir.



2.2.4. Echinacea sp. Bitkisinin Tibbi Acidan Onemi

Orijininin Kuzey Amerika olarak bilinen ve oranin halki tarafinca bitkinin yapragi ve
kokleri uzun zaman boyunca kullanilmasiyla tibbi olarak degerlendirdikleri gézlenmistir.
Halk asirlar boyunca ekinezya bitkisinin yaprak kisimlariin kendi yontemleriyle 6ziinii
¢ikartmis ve mevcut yaralarinin iyilesmesi i¢in o bdlgeye uygulamislardir. Zehirli hayvan
sokmalar1 ve bir¢ok rahatsizlik i¢in bu 6ziitlii degerlendirmislerdir. Bitkinin kok kisimlarini
ise bazi agrilarda kullanmiglardir (Mat, 2002).

Ekinezya bitkisinin aragtirmalar dogrultusunda 6nemli olan diger etkileri ise gribal
enfeksiyonlar, tekrar eden enfeksiyonlar, mantar enfeksiyonlari, bagisiklik sistem
giiclendirici, kanser vakalarindaki kemoterapide destek ve bunlar gibi bir¢ok
rahatsizliklarda yardimci unsur olarak gorev almaktadir (Ulwisik, 2010). Ekinezya
tiirlerinin biinyesindeki ugucu yaglarin 6nemli antimikrobiyal etkileri vardir (Cowan, 1999;
Hammer ve ark., 1999). Ayrica ekinezya tiirlerinde doymus ve doymamis yag asitleri
mevcuttur (Oomah ve ark., 2006).

2.3. EKinezya Ekstresi

Gliniimiliz diinyas1 ekinezya tiirlerinin tibbi 0nemini eski c¢aglardaki insanlardan
ogrenmislerdir. Habitatlarinda bulunan bitkileri ve onlarin 6ziitlerini her tiirlii aksilik veya
hastalanmalarda kullanmalar1 tibbin biraz olsun aydinlanmasinda olanak saglamstir.
Birgok hastaligin tedavisinde ekinezya bitkisini basariyla kullanmiglardir (Anonim, 2010).

Insanlar agisindan yararl bilesenleri iceren kimyasallarin, E. purpurea tiiriiniin
toprak Ustli kisimlarinin sikilarak ¢ikarilan 6z suyunda ve koklerinin alkol ekstrelerinde
oldugu bulunmustur (Melchart ve ark., 1998).

Ekinezyanin aktivitesi dogrudan spesifik olmayan hiicresel bagisiklik sistemine
yoneliktir. EKinezya ekstresi bitkinin yaprak, kok veya ¢igeginden elde edilir (Goel ve ark.,
2004).

Ortam kosullar1 ekinezya bitkisinin koklerinin kiiltiirlenmesi, gelisimi ve kimyasal
iiriin eldesinin verimli olabilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Besin ortamlariin uygun olusu
metabolit miktarindaki artis1 ve bitki gelisimini 6nemli dlglide etkilemektedir (Baque ve
ark., 2010).

Metabolit birikmesinde besin ortamlarinin etkileri arastirildiginda;

- Farkli kuvvetlerdeki MS ortamlar1 uygulanan E. purpurea tiiriinde kaftarik asit,
klorogenik asit, kikorik asit sekonder metabolitleri birikimi gozlemlenmistir (Wu ve ark.,
2007a).



- Giberalik asit uygulanan E. purpurea tiiriinde kaftarik, kikorik asit bulunmustur
(Jones ve ark., 2009; Abbasi ve ark., 2012).

- IBA, IAA ve NAA uygulanan E. angustifolia tiiriinde fenolikler ve flavonoidler
bulunmustur (Wu ve ark., 2006).

Ortam sartlarinda yapilan degisimler incelendiginde;

- Isik ortaminda E. purpurea tiirlinde antosiyanin, kafeik asitler (Abbasi ve ark.,
2007; Guarnerio ve ark., 2012).

- Sicaklik + 151k ortaminda E. purpurea tiirtinde kafeik asitler (Wu ve ark., 2007a).

- pH ortaminda E. angustifolia tiiriinde fenolik bilesikler (Praveen ve Murthy, 2012).

- Ultrasonik ses dalgalart ortaminda E. purpurea tiirlinde betalanin kafeik asit
tirevleri saptanmustir (Liu ve ark., 2012).

Kok kaynakli metabolitlerin artirilmasina yonelik E. purpurea tiiriine elisitor olarak
NO (SNP) uygulanmasi sonucu olusan sekonder metabolit olarak fenolikler, flavonoidler,

kafeik asit tlirevleri goriilmiistiir (Wu ve ark., 2007b).

2.4. Ekinezya Tiirleri Ile Yapilan Calismalar

See ve ark. (1997) kurutulmus E. purpurea ekstraktinin saglikli olan kobay farenin
katil hiicre sayisindaki artis ve yorgunluk gozlenen kobaylarm immiin sistemlerinin
dayanikliliginda artis gézlenmistir.

Wagner ve ark. (1988), deney ortamlarinda ekinezya bitkisinin kimyasal bileseni
lizerine immiin sistemin gliclenmesi adina ¢alismalar gerceklestirmislerdir. Arastiricilar E.
purpurea tiirii kullanarak elde edilen kimyasalin 1ki farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasiyla polimorfoniikleer notrofil hiicrelerde ve maya pargaciklarin fagositozunda
yiizde yirmi yedi seklinde gelistirmis oldugu gézlenmistir. Bu sonuglar neticesinde yapilan
bagka bir aragtirma ise, E. angustifolia tiiriinden elde edilen bu kimyasalin uygulanmasiyla
daha yiiksek bir oranda gelisme gozlenmistir (Bauer, 1999).

Kim ve ark. (2002), tarafindan yapilan ¢alismada E. purpurea, E. angustifolia ve
Larix occidentalis tiirlerinden elde edilen arabinogalaktan ekstresinin saglikli kadin
goniilliileri lizerindeki savunma sistemlerini ne sekilde uyardigi arastirilmistir. Yapilan
hematolojik Ol¢iimler sonucunda tedavi gruplarinin tiimiinde TNF-a diizeyinde diisiis
gbzlenmistir.

Ekinezya tiirlerinin iltihab1 Onleyici etkisinin olmasi, biinyesinde bulunan bazi
sekonder metabolitlerle alakalidir. Fenolik bilesiklerini biinyesinde daha fazla bulunduran

bazi ekinezya ekstraktlar E. purpurea tiiriiyle kiyaslandiginda lipit bilesenlerin iiretimini

10



daha fazla engelledigi arastirmalar dogrultusunda bulunmustur (Rininger ve ark. 2000).

Bir baska caligmada ise klasik ve ultrason solvent ekstraksiyonu ile elde edilen E.
purpurea ekstraktinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri karsilagtirilmistir. Bitkinin
kuru hali kati s1vi oraninin 1:10 (m/v) oldugu ve 25 °C'de %70 etanol ile 6zii ¢ikarilmistir.
Klasik solvent ekstraksiyonu ile elde edilen bu ekstrakt %29 fenolik bilesikler ve %20
flavonoid igerdigi gozlenmistir. 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl radikali (DPPH) %93.6'ya
ulagmistir. Klasik ve ultrason ekstraksiyon ile elde edilen ozler icin EC50 degerleri
sirastyla 34.16+0.65 pg.ml'1 ve 65.48+1.12 ug.ml'1 olarak bulunmustur. Uygulanan
ekstraksiyon teknigi bagimsiz olup bu ekstrakt Candida albicans ve Saccharomyces
cerevisiae tizerinde belirgin bir biiylime inhibisyon gostermis, biiylime inhibisyonu
bolgeleri gdstermemelerine karsin Aspergillus niger gozlenmistir. Inhibisyon bolgesinin
caplar1 tiim mikroorganizmalar igin gozlenmis olup ultrason ekstraksiyonu ve Klasik
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlar daha fazla oldugu saptanmistir (Stanisavljevi¢ ve
ark., 2009).

Kim ve ark. (2000) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, kafeik asit tiirevleri korumasinda
optimal kurutma usullerini belirlemek ve Kanada’da yetistirilen taze E. purpurea gigegi
icin farkli kurutma teknikleri uygulanmistir. Taze E. purpurea c¢icegi dondurularak
kurutma (FD), vakum mikrodalga kurutma ile tam vakum (VMD), hava-kurutma (AD)
teknikleri ile 25, 40 ve 70 °C ‘de kurutulmustur. HPLC kullanilarak ¢ikorik asit ve kaftarik
asit diizeyleri kurutulmus ciceklerdeki miktarlar1 belirlenmistir. Ciceklerin yliksek nemde
saklanmasindan dolay1 ¢ikorik asitin anlamli kaybi1 gézlenmis ve FD cigekleri ile VMD
cigeklerindeki ¢ikorik asit ve kaftarik asit seviyelerindeki esitlik korunmustur. AD ile 40°C
‘de kurutulmus ¢igeklerde ise nispeten yiiksek miktarlarda ¢ikorik asit ve kalfarik asit
birikmistir.

Cazip bir bitkisel tirlin olan E. angustifolia tiriiniin 10 mg kapsiil lipofilik (yag tipi
coziiciilerde ¢oziinme Ozelligi) ekstrati farmakokinetik ve immiinolojik bir calisma
gerceklestirmek i¢in 10 goniillii insanlara agizdan verilmistir. Farmakokinetik ¢alismalarin
sonuglar1 daha Once yayinlanmis calismalarla karsilastirildiginda tetraenin  agizdan
uygulanmasiyla viicut tarafindan yaklasik 3,5 kat daha fazla gelisme gosterdigi
kanitlanmigtir (Dall’ Acqua ve ark., 2015).

Bir baska c¢alisma kopegin bagisiklik sistemi iizerinde ekinezya hidroetanolik
Oziitiiniin oral uygulayarak etkilerini degerlendirmek i¢in tasarlanmistir. Kd&peklerin
bagisiklik sistemini olumlu yonde etkiledigi, fagositoz ve IgM ylizdelerinde de artis
gozlenmistir (Torkan ve ark., 2015).
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Maida ve ark. (2015) yapmis olduklar1 geleneksel dogal tibbi bitki olan E. purpurea
tirtinlin ti¢ ekolojik nislerinden (rhizospheric toprak, kokler ve kok / yaprak) izole
edilebilen bakteriler arasindan mevcut antagonistik (bir hormonun, nérotransmitterin ya da
ilacin etkisine zit etki yapan herhangi bir madde) etkilesimleri arastirilmistir. Kok / yaprak
bolimiinden elde edilen bakteri verileri rhizospheric toprak ve koklerden elde edilen
bakterilerden antagonistik aktivitesi ¢ok daha hassas oldugu bulunmustur. Farkli suslarin
antagonistik yetenegi/ hassasiyeti hem taksonomik konumunu hem de ekolojik nigini
etkileyebilir.

Chen ve ark. (2015) yaptiklari bir arastirmada dondurularak kurutulmus %50'lik sulu
etanol E. purpurea ¢igeginin ekstraktinin aktif bilesenler ve antioksidan ozellikleri ile
coklu adimlar ve ¢oklu gruplar halindeki ekstraksiyon metotlar1 degerlendirilmistir. Coklu
gruplama ekstraksiyonunda grup Orneklerindeki artis ile kuru agirlik ekstrakti ve
ekstraksiyon verimliligi artmig ve alkamid o6rneklerin 8/9 igerigi azalmistir. Toplam fenol,
bireysel ve toplam kafeik asit tlirevleri, farkl1 6rnek gruplart arasindaki ekstrakt iceriginde
ve ana fenolik bilesik olan ¢ikorik asit diizeylerinde fark bulunamamistir. Tiim hazirlanan
ekstraktlar gii¢lii antioksidan 6zellikleri sergilemistir.

E. purpurea tiiriiniin sitotoksik ve oksitatif potansiyeline sahip oldugunu kanitlamak
i¢cin Juki¢ ve ark. (2015) yapmis oldugu ¢alismada E. purpurea ekstraktinin totel fenolik
icerigine sahip oldugu, radikallerinin siipiiriicii aktivitesi 15,67 pg/ml ekinezya ekstrakt
konsantrasyonunda inhibisyon degerinin % 50 gosterdigi saptanmustir. Ekinezya ekstrakti
radikal tiirleri etkisiz hale getiren antioksidan bilesikleri i¢erdigi gbzlenmistir. In vitro
deneylerinde ekinezya ektraktinin diisiik konsantrasyonda ve kisa inkiibasyon doneminde
prooksidan etkisi oldugunu gostermistir. Yiiksek konsantrasyon 24 saatlik islemden sonra
beliren toksik daha fazla igermektedir.

E. angustifolia kokiiniin lipofilik ekstraktinin en Onemli bilesenlerinden biri
alkamidlerdir. Bu bilesenler bitkinin ¢ok yonlii farmakolojik eylemlerinde 6nemli rol
oynamaktadir. Jedlinszki ve ark. (2014) yaptiklart bir aragtirmanin amaci beyin ve peri
epididim yag dokularinda izomerik dodeka-2E, 4E, 8Z, 10E / Z tetraenoic asit
izobiitilamidlerin konsantrasyonlarin1 (DTAI) ve sicanlarin kan plazmasi karsilastirmak
olmustur. Arastirma sonucunda farmakolojik etkide katkida bulunan lipitge zengin
dokularin igeriginde biiyiik 6lctide alkamidlerin birikmesi bulunmustur.

Dapas ve ark. (2014) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada iiclii standart E. angustifolia
kok ekstraktinin  (Polinacea®) immiinomodiilatér etkisi 10 saglhikli  kiside

degerlendirilmistir. Arastirma sonucuna gore sitokin ekspresyonunun kontroliinde standart
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E. angustifolia kok ekstrakti i¢in uygun bir rol oynadigini gostermistir. Saglikli bireylerde
E. angustifolia kokii ekstraktinin immunomodiilasyon aktivitesinin olusmasi ger¢ekleserek
saglik takviyesini olarak bu iirlinlerin kullanilmas1 desteklenmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada E. angustifolia koklerinden ekstrakt elde etmek igin
karbon dioksit ile siiper kritik akigkan ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu ekstrakt Botrytis
cinerea mantar susuna karsi olarak in vitro olarak yapilan deneyde antifungal amach
degerlendirilmistir. Ekstraktin aktif bilesenleri makropor resini ile ayrilmis ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile analiz edilmistir. Sonu¢ olarak SC-CO,
ekstraksiyon teknigi kullanilarak elde edilen E. angustifolia ekstraktinin minimum inhibe
edici konsantrasyonu ve minimum fungisit konsantrasyonunda B. Cinerea tiiriine karsi
gliclii bir antifungal aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Dahui ve ark., 2011).

Wu ve ark. (2009) sigir periferal kan tek ¢ekirdekli hiicrelerinde (PBMC) E.
angustifolia ekstraktinin (Polinacea™) interferon gamma (IFN-y) salgilanmasini ve
cogalmasini etkileyip etkilemedigini aragtirmislardir. Artan Polinacea™ konsantrasyonu
mitojenik etki yaratmistir. PBMC kontrolii ile ¢ogalmanin en yiiksek ve en diisiik
seviyelerinde Polinacea™  gbzlenmistir. Sonu¢ olarak Polinacea™  kosullarin
tanimlanmasinda in vivo testinin dogrulugu ve sigir PBMC ¢ogalmasimi diizenlemesiyle
kullanimindan yararlanilabilir.

Guarnerio ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada E. angustifolia hiicre siispansiyon
kiiltiirleri karanlikta muhafaza edilerek yetistirilmis sonra tek kiiltiir dongiisii (14 giin) i¢in
hiicreler 1518a maruz edilmis ve sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile aydinlatilan
hiicreler karanlikta yetistirilenlerle karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak hiicre kiiltiirlerinin
metabolik profili aydinlatma gibi potansiyel terapétik bilesiklerin seviyelerini modiile edip
basit ¢cevresel degiskenleri kontrol etmesiyle manipiile edebilir.

2007-2008 yillarinda yapilan caligmalarda topraksiz kiiltiir iginde yetistirilen E.
angustifolia DC. var. angustifolia fidelerinde belirlenen kaffeik asit tiirevlerinin birikimi
ve gelisimi tespit edilmistir. Bu iki yilda da bitkiler kuvvetli bir sekilde biiyiime gosterip
hasat zamaninda goézlem altindaki bitkilerin yarmin ii¢ salkimm birinde gelisme
gozlenmistir. Ekinakosid, siyanarin ve Kklorojenik asit kok dokularinda degisik
konsantrasyonlarda bulunmustur. Tim ekinakosid bitki oOrnekleri E. angustifolia
materyalinin marker bilesenleri olup standart ekstrakt iretimi igin minimum Kalite
standardin1 ulasamamistir. Kisa dongli, topraksiz yiiksek yogunluklu sera kiiltiirii E.
angustifolia tiirtiniin kok tretimini ve bitki biiylimesini tesvik ettigi ama kurutulmus

koklerde CADs (kaftarik asit, klorojenik asit, ekinakosid, kafeik asit, sinarin, p-kumarik
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asit, ferulik asit ve cikorik asit) birikimi saglamak miimkiin olmadigi sonug¢ olarak
bulunmustur (Maggini ve ark., 2012).

Kabganian ve ark. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada E. angustifolia kokleri
kimyasal se¢im ile ilgili kurutma etkisini belirlemek i¢in 23, 30, 40, 50 ve 60° C’ de
kurutulmugtur. Kurutma boyunca alkamid konsantrasyonlar1 oda sicakligindaki kurutulan
kokler ile kurutma sicakligr karsilagtirildiginda azalmamistir. Kokler 30 ve 60° C’de
kurutulmus olmasiyla orijinal ekinakosit igerik hava ile kurutulmus kontrollerdeki gibi
kaybolmustur.

E. angustifolia tiiriiniin atlar iizerindeki uyarict bagisiklik sistemindeki etkinligine
iliskin O’Neill ve ark. (2002) bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. E. angustifolia ile tedavide
izole edilmis notrofillerin fagositik kabiliyetlerinde artig, periferik lenfosit sayimlari
artirdigint ve dokulara periferal dolasimdan noétrofil gecisini tesvik ettigini ortaya
koymustur. E. angustifolia periferal kirmizi kan hiicrelerinin konsantrasyonunu ve
boyutunu, hemoglobin konsantrasyonunu ve paketlenmis hiicre hacmini arttirdigi
saptanmugtir. E. angustifolia etkin at immunokompetansini uyardigi ve bitki esktrakti gibi
davrandigi ve bir hematinik ajan gibi mesela hemoglobin seviyesini arttirarak kanin

kalitesini ve eritrosit sayisinin artirdigi bulunmustur.

2.5. Domates (Solanum lycopersicum L.) Bitkisinin Onemi

Solanaceae familyasina ait bir sebze tiirii olan domates (Solanum lycopersicum L.),
diinya iizerinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan sebzelerden birisidir. Tiirkiye domates
cesitliligi agisindan genis araliga sahiptir (Oguz, 2010).

Hem giiney hem de kuzey yarim kiirede c¢ok genis ekim alanlarinda tarimi
yapilmaktadir. Anavatan1 Orta ve Gliney Amerika veya Peru olarak bilinen domates, 6nce
Avrupa kitasma getirilmistir. Ilk kez Italya’ ya getirilen domates meyveleri, buradan
Kuzey Avrupa’ ya ve Kuzey Avrupa’dan da tiim diinyaya yayilmistir (Kiitevin ve Tiirkes,
1987; Kiigiiker, 1994).

Domates bitkisi glandular tiiylii, tekyillik, dik govdeli, dallanmis ve 40-150 cm’ dir.
Yapraklar imparipinnat, ovat-lanseolat, kaliks 5 (-8) loblu, korolla sar1, 5 (-8) loblu,
stamenler 5 (-8) adettir. Meyvelerinin sekli kiiremsi, basik-kiiremsi, oval veya armut
seklindedir. Meyve rengi kirmizi, pembe veya sar1 ve ¢ap1 10 cm’ ye kadar olabilir (Davis,
1978; Se¢men ve ark., 1998). Domatesin bakka tipi meyvelerinin disinda kirmizi-turuncu
renkte eksokarp, kalin ve ¢ok sayida tohum iceren bir mezorarp kismi bulunur. Baglangigta

sert olan mezokarp, meyve olgunlagsmasina kosut olarak ortama salinan “seliilaz” gibi
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enzimlerle jelatinsi-yumusak bir durum alir (Kiigiiker, 1994).

Eski uygarlik donemlerinde domatesin adi “xtomatl” veya “tomatl” olarak
tanimlanmaktaydi. Ispanyollar tarafindan Avrupa’ ya getirilip ve “tomatl” diye tanitilmaya
baslanmustir (Kiigliker, 1994).

Domates sebzeler arasinda diinya iizerinde en fazla tiiketimi gerceklesen, tarim
alaninda ve ekonomik alanlarda kullanimi yaygindir. Domates ham olarak tiiketilmesi
haricinde bir¢ok sekilde kullanimi (sal¢a, ketcap vb.) olmasiyla 6nemini gostermektedir
(Uylaser, 1996; Keskin ve Giil, 2004).

Domates Tiirkiye’de tarlada veya serada yetistirilmesi lilkemizin ikliminin domates
yetistiriciligi icin elverisli olmasiyla miimkiin olmaktadir. En elverigli iklim bati kiy

bolgelerimizde gozlenmektedir (Arikbay 1996).

2.5.1. Domates (Solanum lycopersicum L.) Bitkisinin Sistematikteki Yeri
Alem: Plantae

Takim: Solanales

Aile: Solanacea

Cins: Solanum

Tiir: S. lycopersicum

2.5.2. Kimyasal Bilesimi

Domatesin kimyasal iceriginde kuru madde, protein, karbonhidrat, seliiloz, kiil
olarak belirlenmistir. Domatesin vitamin igerigi ise provitamin (- karoten) ve vitamin C,
B ve E grubu vitaminleri mevcuttur. Bu igeriklerin haricinde organik asitler, liopen beta

caroten, kisantofil, flavon mevcuttur (Anonim 2007).
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Cizelge 2.5. Ortalama biiytikliikte (123 g) olgun bir domatesin Birlesik Devletler Tarim
Bakanligi (USDA, United States Department of Agriculture) Milli Gida Standart Referans
Veritabani1® na gore kimyasal igerigi (Anonim, 2008)

Genel Kompozisyonu Mineral icerigi Vitamin igerigi Aminoasit icerigi
Su 116,23 g |Kalsiyum 12mg |C vitamini 15,6 mg Triptofan  |0.007 g
Enerji 22 kcal |Demir 0,33 mg |Tiamin 0,046 mg |Treonin 0,033 g
Protein |[1,08 g |Magnezyum (14 mg |Riboflavin 0,023 mg |lzolBsin 0.022 g
Toplam yag 0259 Fosfor 30 mg |Niasin 0,731 mg |Ldsin 0,031g
Doymus 0,034 g |Potasyum 292 mg |Pantotenik asit (0,109 mg |Lizin 0,033 g
:s::'lam|§ 0,038 g |Sodyum 6 mg B-6 vitamini 0.098 mg |Metionin 0.007 g
Coklu

e 0,102 g |Cinko 0,21 mg |Folat 18 pg Sistin 0,011g
Fitosterol 9 mg Bakir 0,07 3mg |Kolin 8.2mg Fenilalanin |0,082 g
Kl 0,61g |Mangan 0,174 mg |Betain 0.1 mg Tirozin 0.017 g
Seker 482g |Flor 2.8pg |B karoten 552 yg Valin 0.022 g
Diyet lif 159 a karoten 124 pg Arjinin 0.026 g
Glukoz 1,54 g A vitamini 1025 IU Histidin 0.017 g
Fruktoz 1,69g Likopen 3165 mg Alanin 0.033 g
E witamini 0,66 mg Aspartikasit |0,166 g

Glutamik
K witamini 9.7 pg - 0.5304g
Glisin 0.023 g
Prollin 0.018g
Serin 0.032 g

2.5.3. Domates Bitkisinin Saghk Acisindan Onemi

Son zamanlarda yapilmis olan caligmalar dogrultusunda domates ve iriinlerinin
icerdikleri kimyasallar nedeniyle bazi kanser ve kalp rahatsizliklarinda etkileri oldugu
saptanmistir. Kuru haldeki domatesin igerigindeki antioksidan 6zellikteki fenolik
bilesiklerden dolay1 baz1 kanserler iizerinde etkili olduklar1 bilinmektedir. Kanser {izerine
etkisinde likopenin biiylik Olclide Onemi oldugu bazi arastirmalarca kanitlanmistir
(Muratore ve ark., 2008).

Karotenoid igeriginden dolayr domatesin tibbi ag¢idan degerli bir bitki olarak rol
oynamaktadir (Abushita ve ark., 2000). Domatesin igerigindeki 6nemli antioksidanlar
sayesinde hastaliklara karsi savunma ve koruma o6zelligi mevcuttur (Willcox ve ark.,
2003).

Yapilmis olan baska arastirmalar ise domates tiiketimiyle kronik rahatsizliklarin
(Rao ve ark., 1998) ve kansere yakalanma riskinin azalmasi (Balestrieri ve ark., 2004),
alkol tiiketimiyle meydana gelen karaciger rahatsizliklarini engelledigi yoniinde

gerceklesmistir (Tapiero ve ark., 2004). Domatesteki mevcut kimyasallarim miktarlart o
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bitkinin yetistirildigi ortamla ilgili oldugu bildirilmistir (Sahlin ve ark., 2004).

2.5.4. Domates Ekonomisi
Domates diinya tizerinde en fazla {iretilen sebze olmasiyla hem iiretim miktar1 hem

de ekim alaninda diizenli olarak artmaktadir.

Cizelge 2.6. Diinyada domates ekim alanlar1 ve iiretimi (2012) (TUIK (2014) D1s
Ticaret Istatistikleri Veritabani). (Anonim, 2014d)

Ulkeler Eélcll'lr;k?;?jl“ U_I Etlm‘ Pay (%a)
! (Bin ton)
cin 1.000.000 50.000 30,9
Hindistan 870.000 17.500 10,8
ABD 150.140 13.207 8,2
Tlrkiye 300.000 11.350 7.0
Misir 216.395 8.625 5,3
fran 160.000 6.000 3,7
italya 91.850 5.132 3,2
Ispanya 48.800 4.007 2,5
Brezilya £3.859 3.874 2,4
Meksika 96.651 3.434 2,1
TOPLAM 123.120

Cizelge 2.7. Tiirkiye’de yillara gore domates iiretimi (Ton) (TUIK (2014) Bitkisel Uretim
[statistikleri Veritaban1) (Anonim, 2014d)

Yillar Salcalk Sofralik Toplam

2005 7.067.000 2.983.000 10.050.000
2006 6.912.745 2.942.132 9.854.877
2007 6.963.159 2.973.393 9.936.552
2008 7.419.814 3.565.541 10.985.355
2009 7.205.961 3.5339.611 10.745.572
2010 7.173.188 2.878.812 10.052.000
2011 7.573.431 3.430.002 11.003.433
2012 7.697.961 3.652.039 11.350.000
2013 7.941.780 3.878.220 11.820.000

Domates iiretiminin ge¢gmis yillarda Tiirkiye ortalamasina bakildiginda yiizde yetmis
sekiz oraninda iiretilmis olup en fazla iiretim Akdeniz Bolgesinde gerceklesmistir. 2013

yilindan bu yana iiretim olarak bdlgelerde artis s6z konusudur (Anonim, 2015).
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Cizelge 2.8. Tiirkiye’de Bolgelere Gore Domates Uretimi (2013) (TEPGE (2013) Domates
ve Domates Salgasi, Durum ve Tahmin, 2012/2013)

BALGELER SOFRALIK SALCALIK
Ton Payi (%) Ton Payi (%)

Akdeniz 3.618.403 45,6 77.048 2,0
Ege 1.278.414 16,1 1.504.983 38,8
Batl Karadeniz 970.796 12,2 653.047 1,6
Dodu Marmara 497,622 6,3 1.126.866 29,1
Bati Marmara 414,328 5.2 510.049 15,7
Glneydodu Anadolu 348.988 4,4 340,291 8,8
Bati Anadolu 328.305 4,1 116.012 3,0
Orta Anadolu 175.770 2,2 33,712 0,9
Ortadogu Anadolu 145.861 1,8 5.312 0,1
Kuzeydodu Anadolu 129,531 1,6 -

Istanbul 20.956 0,3 171 0,0
Dodu Karadeniz 12.806 0,2 729 0,0
TOPLAM 7.941.780 100,0 3.877.680 100,0

Cizelge 2.9. Bélgelere Gore Salgalik Domates Uretimi (2013) (TEPGE (2013) Domates ve
Domates Salgasi, Durum ve Tahmin, 2012/2013)

2041609

WEge
®Dogu Marmara

Bati Marmara
157 W Gineydogu Anadolu
® Bati Anadolu
= Akdeniz

Bati Karadeniz

® Orta Anadolu

2.5.5. Canakkale ilindeki Domatesin Durumu

Canakkale tilkemiz genelinde ilk on icerisine girerek domates iiretiminde dnemli bir
yere sahiptir. Canakkale ilinde domates harici tarimda degeri olan pek ¢ok sebze ve meyve
iretimi ger¢eklesmektedir. Domates ve salga iiretiminde alan basina tonlarca iiretim elde
edilmesiyle ekonomik agidan da degerli bir il halindedir.

Sofralik domatesin tarim alani ve iirlin miktarlarinin elde edilmesi en ¢ok Canakkale
merkezde ve daha sonra bazi ilgelerinde gerceklesmektedir. Salgalik domatesin en ¢ok
iretimi gerceklesen ilge ise Biga’dir. Canakkale’nin mevcut konumu ve ikliminin elverisli
yapist sayesinde iriiniin kendisine 0zgii yapi, tadi ve giizelli§i igermesiyle biiylik

pazarlarda Canakkale domatesi olarak bilinmektedir (Anonim, 2014b).
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2.5.6. Domates ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Yapilan bir ¢aligmada Bella Rosa kiiltivar1 kullanilmistir. Yetistirme alaninda obligat
parazitlerden Pasteuria penetrans tiiriiniin kok-ur nematodu olan Meloidogyne arenaria
irkina baskinligi ortaya ¢ikartilmistir. Bu sebzelerden sadece domates bitkisinin koklerinde
diisiik oranda nematode tiirii olan M. incognita gozlenmis olup sebzelerdeki M. arenaria
race 1 'in olusturdugu yanlisin indirgenmesi ve bu nematodun baskilanmasinda P.
penetrans tiiriiniin gergek rol oynadigini saptamistir (Akyazi ve Dickson, 2014).

Iki domates kiiltiir gesitlerinin soguk stres yanitindaki GB (glisin betain)'nin rolii;
Gerry (soguk stres hassasiyeti) ve T47657 (orta dereceli soguk stres toleransi) ve
lipoksigenaz-13 (Tom LOX) ve yag asidi desatiirazinin 7 (FAD7) gen ekspresyon
profillerinin farkliliklar1 ve bagil biiylime oranlari, oransal nem igerigi, ozmotik
potansiyeli, fotosentetik verimliligi, membran sizintisi, lipit peroksidasyon diizeyleri de
dahil olmak {iizere fizyolojik parametler karsilastirilmistir. Belirtilen bu GB, domates
bitkisinin soguk strese karsi koruma saglamak i¢cin FAD7 ve LOX ifadeleri indiikleyen bir
role sahip olabilecegi calisma sonucu olarak bildirilmistir (Karabudak ve ark., 2014).

Domatesin meyve tadinin biiylik bileseni seker olmasina ragmen, sanayi tarafindan
domates cesidinin se¢imi ve hasat sonrasi uygulanmasi tatliligin olmamasi, raf dmriiniin
uzatmak ve bitki kaybim1 azaltmak i¢in tasarlanmistir. Bu tat ve lezzet pazarlanabilir
domatesin temel bilesenleri olmasi ve seker igerigi gibi gelistirici 6zellerinde eklenmesi
gelisimi arttirmaktadir. Bu faktorlerden dolayr hasat zamanmin Oncesi ve sonrasi
faktorlerinin piyasada satilan meyvelerdeki seker igerigini etkileyip etkilemedigi
arastirilmistr. Arastirma sonucunda hasat sonrast meyve sekeri igerigini gelistirmek i¢in
uzun vadeli mevcut uygulamalar sonucunu arttirip yol acabilecegi ortaya g¢ikmustir
(Beckles, 2012)

Yapilan bir diger arastirmada domates bitkisinin bagisiklik sisteminde ve sistemik
uyarilmis dayaniklikta (SAR) 6nemli rol oynayan, mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklar ile cevresel stres kosullarina karsit direng yanitlar1 olusturulmasini saglayan
peroksidaz enzim aktivitesi ve toplam protein miktarlari incelenmistir. Bazi biyolojik
preparatlarin domates bitkisine uygulanmasi suretiyle uyarilan bitki savunma mekanizmasi
enzimlerinden POX enzim aktivitesi ve toplam protein miktarlar1 belirlenmistir (Cetin,
2004).

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) domates giivesinin Akdeniz
Bolgesindeki Simsek domates ¢esidinin de aralarinda bulundugu 4 ¢esit iizerinde gelisim

siiresi, O0lim diizeyi ve hayatta kalma cizelgeleri incelenmistir. Calisma sonucu olarak,
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domates giivesinin Simsek domates ¢esidinde diger domateslere gore giive miktari daha az
gozlenmistir (Cekin ve Yasar, 2014).

Potasyum, salisilik asit ve humik asitin domatesteki fide olusumu ve Fusarium
solgunluguna kars1 belirli ortamlarda incelenmesi sonucu fusarium kontrol (F) grubuna
gore hastalik siddetinin az goriildiigli uygulamalar sirasiyla SA ve HA uygulamarinda elde
edilmistir. Cimlenme orani en fazla HA’da, ¢imlenme en fazla SA ve potasyum-salisilik
asit uygulamalarinda bulunmustur. Sonug olarak SA ve HA uygulamalarinda solgunluk
siddetini diigiirdiigli, domateste fidelerin gelisimini olumlu yonde uyardigi bulunmustur
(Giilser ve ark., 2014).

Erdal ve ark. (2014a) yapmis olduklari1 ¢alismada hiimik ve fulvik asitli kiregli bir
toprakta yetistirilen domates bitkisinin gelisimi ile baz1 besin elementlerinin (leonarditten
elde edilmis fulvik, hiimik ve hiimik+fulvik asitleri) konsantrasyonlar1 {izerine etkileri
incelenmistir. Sonug¢ olarak bitki kuru agirhigi lizerine fulvik asit daha etkili bulunus,
hiimik madde uygulanmasinda P, Mg, Mn, Zn igeriklerine hicbir etki belirlenmemis,
bitkinin N konsantrasyonu lizerinde en etkili kaynak hiimik-+fulvik asit olmus, bitkinin Fe
konsantrasyonu iizerine tiim dozlarin etkisi olumsuzken en etkili uygulama hiimik asit
olarak bulunmustur.

Bir baska uygulamada perlit ortaminda yetistirilmis olan domates bitkisine farkl
konsantrasyonlarda demir igerikli besin ¢dzeltisi uygulanmstir. Incelemeler sonucunda
domates bitkisinin Fe uygulanmasiyla olumsuz etkilenmedigi ve bazi parametreler
arasindaki farkin 6nemli 6l¢iilerde olustugu bulunmustur (Erdal ve ark., 2014b).

Yapilan bir diger calismada fosfor ddllenme varliginda ya da yoklugunda, dort
konsantrasyonda arsenik (As) kontamineli solusyon ile sulanan kirlenmis toprakta
biliylimiis domates bitkilerinin kok, filiz ve meyvelerinde arsenik (As) ve fosfor (P) alimi
ve dagilimini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak domates bitkilerinin 6zellikle domates
meyvesinin biyokomiirii As konsantrasyonlu sulama suyunun artmasiyla azalmistir. Elde
edilen biyokdomiir sonucu forforla dollenmemis bitkilerde daha yiiksek bulunmustur. P
ilave 1ile olusan yararli etki bu besinin domates bitkilerde As toksisitesinin
hafifletilmesinde 6nemli bir rol oynadigin1 gdstermektedir. Fosfor domates meyvelerinde
As translokasyonunu azaltmak ve bitkideki P durumunu arttirmak i¢in uygulanmistir. Bu
gbzlemler neticesinde As ile kirletilmis sular diinyadaki tarimsal alanlarda faydali olabilir

(Pigna ve ark., 2012).
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2.6. Bitki Patojen liskileri

Bitkiler en gelismis organizmalar olan insanlara ve hayvanlara gére daha sade bir
bagisiklik sistemine sahiptirler. Bitkilere 6zgii sade bagisiklik sistemi kendisinin dnceden
urettigi (preformed) fiziksel (yaprak killiligi, sert hiicre duvarlar1) ve kimyasal bariyerler
(antimikrobiyal maddeler) icerdigi gibi hayatini tehdit eden patojenlere karsi savunma
sistemide icermektedir. Baz1 hastalik yapan patojenler basarili bir sekilde fiziksel ve
kimyasal bariyerleri gegebilir ama hastalik yapict 6zellik bitki tarafindan algilandiginda
bitki kendine 6zgii hiicresel savunma mekanizmasini aktif hale getirerek hastalik etmenin
konukeu icine girisi engellenir (Numberger ve ark., 2004). Bitkilerin patojenlere karsi
olusturduklart bu savunma mekanizmast dayaniklilik genleri (R) aracilign ile
algilanmasiyla olusabilmektedir ve genellikle patojenin oldugu bolgede meydana gelen
programlanmis hizli 6liimii gergeklestirmektedir (Parker, 2000).

Bitki patojeninin sahip oldugu avirulens genleri elisitdr proteinlerini kodlar, bu
kodlanan proteinlere karsi bitkinin dayaniklilig1 i¢in kodlanan reseptor proteinleri varsa
bitki patojenin varligini algiladiginda savunma mekanizmasini aktif hale getirir. Bitkideki
bu dayaniklilik geni ve patojen avirulens geni arasindaki iliskiye gen- i¢in gen teorisi
denilmektedir (Floor, 1971). Konukgu bitki hastalik etmenini korumasiyla tekrar hastalik
yapabilmek i¢in yeni mekanizmalar gelistirmeye ¢aligir (Xiao, 2006).

Hastalik etmenlerinin bitkilerde bagisiklik sistemini  olusmasint tetikleyen
patojenlerin mevcut yapilarina patojenle baglantili denilmektedir. PAMP’lara 6rnek olarak
patojen bakterilerdeki flagellin ve lipopolisakkaritler (LPS) bitkilerin immiinsistemlerini
aktif hale getirmesi verilebilir. Patojen olmayan bakterilerde ise bitkilerde bagisiklik
sistemini aktif hale getiren etmenlere mikropla baglantili ad1 verilmektedir. Bitkilerde
bulunan mevcut reseptdrler sayesinde patojenle baglantili yapilar1 veya mikropla baglantili
yapilar1 tanir ve patojenleri engelleyici savunma sistemlerini harekete gegcirir (He ve ark.,
2006; Zipfel, 2008).

Bitkilerde olusan savunma mekanizmasi bitki hiicresinin ¢eper yapisinin
saglamlagtirilmasi, ROS’larinin ve etilenin fazlalastirilmasi ve hastaligin olusumu ile
dayaniklilig1 saglayan bir¢ok genini aktif hale getirmesidir. PAMP’lar1 taniyarak bitki
savunma mekanizmasini harekete gecgiren reseptorlere denilmektedir. Bitkilerin PAMP’lar1
biraz veya hi¢ algilamamasi rahatsizligin olusumuna hassasiyet gosterdigi saptanmistir
(Ausubel, 2005).

Bitkilerde  patojen  saldirilarimi  algiladiktan  sonra  olusan  dayamiklilik

mekanizmasinda patojenin direk veya indirek yollarla taniyan iiriinlerin gelisimi savunma

21



mekanizmasint devreye sokan dominant dayaniklilik genleri tarafindan kontrol edilir
(Chisholm ve ark., 2006; Jones ve Dangl, 2006). R-proteinleri tarafindan olusan
dayaniklilik 1rk-spesifiktir ve yalmiz R-proteinleri tarafinca taninan proteinleri (avr
proteinleri) salgilayan patojenlere karsi duyarhidir. Bu duruma Hipersensitif Reaksiyon
(HR) denilmektedir. Yani HR, patojenin saldirdig1 alanin ¢evresindeki hiicreleri hizli bir
sekilde Oldiirmesi olarak tanimlanabilir (Morel ve Dangl, 1997; Parker, 2000; Health,
1987).

Saldiriya ugrayan bitki patojen saldirisinin oldugu bolgeden uzak dokularda savunma
kapasitesini arttirmak icin bazi sistemik tepkiler olusturmaktadir. Bu tepki bitkiyi patojen
istilacilarina kars1 bitkiyi bir siire koruma potansiyelindedir. Birka¢ uyarilmis sistemik
savunma sistemleri Olimciil patojenlerin tetikledigi sistemik kazanilmis dayaniklilik
(SAR) (Sticher ve ark., 1997), uyarilmis sistemik dayaniklilik (ISR) rizobakterlerin patojen
etkisi olmadan koklerde birikmesiyle aktiftir (Pieterse ve ark., 2002) ve bocekler tarafindan
istila ile meydana gelen bitkilerin dokularindaki hasarlar yara-uyarimli koruma
mekanizmasin1 (Kessler ve Baldwin, 2002) aktiflestirir. ISR’lerin uyarilmasi sonucu
olusan tepkilere verilen isaret yollariyla cevap olusur ve olusan isaret salisilik asit, ET,
yasmonik asit bilesikleri iceren hormonlardir (Pieterse ve Van Loon, 1999; Thomma ve
ark., 2001; Glazebrook, 2001). Bu hormonlar patojen enfeksiyonu veya herbivorlarin
olusturdugu yaralanmalarla birikirler ve savunma baglantili genleri aktive ederler. Aktif
olan genler (PR proteinleri) enfekte olan hiicrede ve genellikle enfekte olan hiicre
etraflarinda bulunan hiicre gruplarinda birikimi gézlenmistir. PR proteinlerinin kodladig:
enzimler arasinda peroksidaz, fitoaleksin bulunmaktadir (Somssich ve Hahlbrock, 1998).

Patojenlerin hiicrelere istilas1 sirasinda fitoaleksin PR proteinleri gibi antimikrobiyal
bilesklerinde de novo sentezi olusturarak patojenlere karsi direng olusturmaktadir. Bu
sistemik direng (SAR) fitoaleksin ve PR proteinlerin {iretimini gerceklestirerek saglikli
bitki kisimlarinda genlerin ifade edilmesini saglayarak bolgesel yanitlarin olusmasin
saglamaktadir. Fitoaleksin grubu bdlgesel yanitlarin koruyucu bilesiklerini olustururken,

patojen baglantili proteinler bdlgesel ve sistemik dayaniklilik boyunca olugmaktadir
(Mansfield, 1999).

2.6.1. Bitkilerde Uyarilmis Dayamiklihik Mekanizmasi
Bitkilerde hastalik etmenleri ile tanismadan dnce onlar1 uyarmanin en iyi yolu bu tiir
savunma yolaklarin1 onceden aktif hale getirmektir (Ramussen ve ark., 1991).

Bitkilerde patojenlere karsi uyarilmis dayanmiklilik ii¢ sekilde etkili olmaktadir
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(Schonbeck ve ark., 1993);

1. Biyotik (fungus, bakteri, viriis, yaralanma) ve abiyotik (ultraviole, cesitli

kimyasal madddeler) uyaricilar,
2. Uyaricilarin kullanilmasiyla,
3. Patojene bagl olarak bitkilerde spesifik bir sekilde etkili olabilmektedir.
Bitkilerde savunma mekanizmasi uyarilan sinyal yolaklarina ve uyarici ajana gore

uyarilmis sistemik dayaniklilik (ISR) ve sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) olarak iki
sekilde ortaya c¢ikmaktadir. ISR kimyasallarin ya da yaralanmalarin neden oldugu
nekrozlarin ¢evresinde ortaya c¢ikar. SAR durumunda ise dayaniklilik tim bitkiyi
kapsamaktadir. Sistemik dayaniklilik uyarilmig bir mekanizmayla baslayabilir (Ward ve
ark., 1991). Patojenlerce indiikklenen SAR’1n uyarilmasiyla isaret yolu olarak salisilik asiti
kullandig: bilinmektedir (Molinari ve Loffredo, 2006). ISR de bitki gelisiminde etkili olan
kok bakterilerinde birikim meydana gelir bunun sonucunda yasmonik asit ve etilen

kullanlir (Hammerschmidt, 2007).

2.6.2. Peroksidaz (POX)

Bitkilerdeki savunma sisteminde yeri olan bazi enzimlerin sentezlenmesi ve ihtiyag
kosullarinda bu enzimlerin bitkinin korunmasini saglamaktadir. Genellikle kloroplastta
sentezlenen peroksidaz bitki savunma mekanizmasinda etkili olan onciil enzim ve
patojenlere kars1 bitkide savunma reaksiyonlarinda yer almaktadir (Malolepsa ve Urbanek,
1994). Bitkilerde ayrica peroksidaz sinnamil grubunun hiicre ¢eperinin ana bileseni olan
lignine polimerizasyonunu katalizlenmesinde gorevlidir. Lignin ksilemde bulunmasiyla
bitki dokularindaki mekanik destekleyici ve patojenlere kars1 bitkiyi korur (Lagrimni ve
ark., 1993). Hiicre duvarinin gaz haline ge¢mesini ve kimyasal {iriin olan fenoligin
birikmesi peroksidaz tarafindan gergeklesmektedir (Sherf ve ark.,1993).

POX’un gorevi metabolik olaylardan sonra olusan hiicre hasar1 olusturan H,0, ’yi

suya ve oksijene ayirmaktir (Caylak, 2011).

2.6.3. Bitki Aktivatorleri

Bitki aktivatorlerinin bitkilere uygulanmasiyla iiriin artisina sebep olur ve bitki
kistmlarin1  hastaliklardan koruyarak bitkilerin hastaliklara karsi daha direngli hale
gelmesini saglar (Tosun ve ark., 2002). Bitki aktivatorleri ve stimulant yaygin olarak
kullanilan kimyasal yontemlerin olusturdugu olumsuzluklari azaltarak uygulamalar1 daha

cazip hale getirmektedir (Topal, 2003).
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Biyoaktivatorler hastalik ve zararlilara karst dayamikliligi arttirarak biyolojik
miicadelede 6nemli yere sahiptirler (Akbudak ve Tezcan, 2006).

Tahillardaki kiiflenme, tiitiindeki kiiflenme, pek c¢ok bitkide goriilen baz1 mikrobiyal
hastaliklarda bitkinin savunma mekanizmasinin bitki aktivatorlerini uyarmasiyla bitkide

sistemik diren¢ (SAR) olusturmaktadir (Sekmen ve ark., 2005).

2.6.4. Bitki Aktivatorleri Konusunda Yapilan Calismalar

Dereboylu ve Tort’un (2009) yapmis olduklar1 bir arastirmada Cucumis sativus L.
tiirtine Anvil 50SC ve Forum Blu WP 40 fungisitleri ile bitki aktivatorii olarak da Crop-Set
uygulamistir. Crop-Set aktivatoriiniin istenen boyuttaki meyve sayisinda, kontrol grubuna
gore toplam ¢igek ve meyve sayilainda artisa neden oldugu, verimi ve iiriin Kalitesinin
arttig1, fungisit uygulamalarinda ise kontol grubuna gore cicek ve meyve sayilarinda
azalma goriildiigii ve ayn1 zamanda {iriin kalitesini ve verimi olumsuz olarak etkiledigi
gozlenmistir.

Celik ve Eraslan’in (2015) yaptiklar1 ¢alismada tuz stresiyle yetisen misir bitkisine
nitrik oksidin topraktan uygulanmasiyla misir bitkisindeki gelisimini, mineral beslenmesini
ve baz1 fizyolojik 6zellikleri iizerine etkilerini incelemislerdir. Uygulamalar sonucunda
kontrole gore NaCl ve sodyum nitroprussid (SNP)’in artan dozlar1 bitkinin yas ve kuru
agirh@inda artis gézlenmistir. NaCl ve SNP uygulamalarindan membran gegirgenligi, nisbi
nem igerigi, yaprak su tutma kapasitesi, toplam antioksidan aktivitesi, prolin igerigi, lipid
peroksidasyonu ve stoma direnci istatistik olarak etkilenmemistir. Bitkinin K ve Ca
igerikleri uygulamalardan etkilenmemisken, N, Cl, Na, Mg, Fe, Zn ve Mn igeriklerinde
degisimlerin oldugu gdzlenmistir. Bu elde edilen veriler dogrultusunda tuz stresi altinda
yetistirilen misir bitkisinin stresi tolere ettigi ve nitrik oksit (NO) vericisi olan SNP’nin
olumlu etkisi olmadig1 gdzlenmistir.

Kaya ve Cali’min (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada Oberon SC 240 insektisiti sera
kosullarinda yetistirilen hiyar (Cucumis sativus L.) tiirline uygulanmasi ve sonucunda
bitkideki morfolojik ve anatomik yapisindaki etkileri saptamak olmustur. Sonu¢ olarak
insektisitin bitkinin morfolojisinde fitotoksik etkilere sebep oldugu goézlenmis, kontrol
gruplarina gore uygulanan gruplardaki yaprak ve govde kesitinde hiicre tabaka kalinlik
degerlerinin azaldig1 saptanmustir.

Tort ve Karavas’in (2002) yapmis olduklari bir arastirmada Capsicum annuum L.
biber tiiriinde fungisit olarak Quadris ve biostimulator olarak Crop-Set ve aktivator olarak

ISR-2000 kullanilmustir. Yaprak Kesitlerinde gelisimini tamamlamamis stomalara en gok
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Quadris uygulama grubunda rastlenmistir. Tiim uygulama gruplarinda kontrol gruplarina
gore sagliklt meyve sayisi ve agirligi az ya da ¢ok artis elde edilmistir.

Unlii ve Padem’in (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada Joker F; bodur domates cesidi
lizerine koncansiyonel yetistirme sistemi, organik yetistiricilikte 4 farkli ¢iftlik giibresi
dozu ile bitki aktivatorlerinden iki gesit ve giibre ¢esitlerinden de 2 farkli giibrenin
uygulanmasiyla bitkinin verimi, Kkalitesi ve bitkinin Ozelliklerine karst etkileri
arastirllmistir. Inceleme sonucunda domates meyvelerindeki C vitamini miktari, suda
¢Oziinebilir kuru madde yiizdesi, delinme direncinin miktar1 ve titre edilebilir asitliginin
yiizdesi tespit edilmistir.

Bursalioglu’nun (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada in vivo ortaminda yetistirilen C.
annuum var. grossum ve var. longum, L. esculentum Mill. cv. Riogrande ve cv. H 2274
fideleri lizerine bitki aktivatoriiniin farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi ve uygulama
sonucunda bitkilerdeki toplam protein, peroksidaz [EC 1.11.1.7] ve proteaz [EC 4.3.1.1]
diizeyi iizerindeki degisimleri arastirilmistir. Sonug¢ olarak kontrol gruplarina gore bitki
aktivatorlerin fideler iizerinde protein, peroksidaz ve proteaz diizeylerini zamana bagl
olarak farkli sekillerde etkiledigi gézlenmistir.

Oztiirk ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada domates (Lycopersicon esculentum
Mill.) bitkisinin sera ortamlarinda yetistirilmistir ve bu tiire fungisit olan Megasil fungisiti
uygulanip Megasilin bitkinin anatomik yapisina ne sekilde etkiledigi arastirilmistir. Sonug
olarak fungisit uygulanmasiyla bitkinin govde yapisinda bazi anomaliler saptinmustir.
Bitkinin anatomisinin kesitinde hiicre tabaka kalinliginin degerleri kontrole kiyasla
azaldigr gozlenmis ve bitki yapragmin parankimas: ile meyvesindeki mezokarp
hiicrelerinin bozuk oldugu gézlenmistir. Bu yilizden elde edilen {iriin miktarini ve kalitesini
olumsuz yonde etkileyebilecegi kanisina varilmstir.

Baysal ve Gilirsoy’un (2003) hazirlamis olduklar: bir derlemede domates hastalik ve
zararlilariyla miicadelede Acibenzolar-S-methyl bilesiginin alternatif direnmede domatesin
hastaligina ve zararlilarina kars1 kullanabilirligi ve olanaklar1 degerlendirilmistir.

Cal'nin  (2013) bir c¢alismasinda sera ortamlarinda gelistirilen  domates
(Lycopersicon esculentum Mill.) bitkisi tizerine Aliette WG 800 fungisiti (% 80 Fosetyl-
Al) uygulanip, fungisitin domates bitkisinin anatomik yapisindaki degisimler incelenmistir.
Sonug¢ olarak mikrometrik okiiler kullanilarak bitki anatomi yapilarinin kesitinin hiicre
tabakasindaki kalinligin degeri Olgiilerek kontrolle kiyaslandiginda degerlerde azalma
gozlenmistir. Bu azalma neticesinde bitkinin anatomik yapisini olumsuz yonde etkilemesi

bitkinin fotosentez, transpirasyon gibi fizyolojik olaylarini olumsuz yonde etkileyebilecegi
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kanisina varilmistir.

Diindar ve Paksoy’un (2011) yapmis olduklar1 bir ¢calismada G.A.B.A ve Messenger
bitki aktivatorleri ile pestisit uygulamasi yapilan ve yapilmayan sera kosullarindaki asili
domates bitkisinin gelisimi, verimi ve meyve Kalitesine etkilerinin belirlenmesi
incelenmistir. Arastirma sonucunda en yiiksek verim orani pestisit uygulanmis G.A.B.A ve
Messenger’da gozlenmis, en kiigiik verim orani ise pestisit uygulanmayan parsellerde
G.A.B.A’nin oldugu saptanmistir. Meyve mineral igerigi incelendiginde bor, bakir,
potastum, magnezyum, mangan, fosfor, kiikiirt ve ¢inko igeriklerinin bitki aktivatorlerine
gore onemsiz oldugu, kalsiyum iceriginin ise dnemli oldugu gézlenmistir. Bitki boyu ve
govde capi1 sonuglari ise bitki aktivatorleri dozlari ile kontrol arasinda istatistiksel anlamda
Oonemli oldu elde edilmistir.

Cakir ve Demirci’nin (2013) yapmis olduklar1 arastirmada alti degisik bitki
aktivatoriiniin patates sigil hastaliginin enfeksiyona karsi etkisi belirlenmistir. Bu bitki
aktivatorlerinden daha etkili olan de alt1 degisik aktivatdr denenip, bunlardan digerlerine
gore daha fazla etki gosteren Reynoutria sachalinensis, Actigard ve Cropset kullanilmistir.
Sonug¢ olarak en yiiksek etkiye sahip olan aktivator Acibenzolar-S-methyl (Actigard)
oldugu saptanmistir fakat bu aktivatoriin yumru olusumunu azalttig1 gozlenmistir.

Cal’nin (2007) bir baska ¢alismasinda ise sera kosullarinda yetistirilmis domates
bitkisi tizerine Agri-Fos 400 [Fosforoz asidi (Mono ve di-potasyum phosphanate)] fungisiti
uygulanmasi ve bu fungisitin domates bitkisindeki stomalar {izerindeki etkileri
incelemistir. Sonu¢ olarak kontrol grubuna goére bitkinin yaprak alt yiiziindeki stoma
indeksi degeri azalirken, anormal stoma ve kapali stoma sayilarinda artis gozlenmistir.

Asgroglu ve Tosun’un (2010) yaptiklar1 bir calismada farkli ilaglama programlarinin
domateste ciirlikliik hastaliklarina karst etkilerini karsilagtirmiglardir. Kontrole gore
hastaliklara kars1 en iyi etki mikorizal fungus + (Harping, proteini + H,O,+Ag++) olan
l.ilaglama programi gostermis 2.ilaglama programindan da Trichoderma virens GL-21 +
(Harping, proteini + H;O,+Ag++) diger yiiksek etkili oldugu saptanmistir. Bu

programlarin higbiri domateste fitotoksiteye neden olmadig1 gozlenmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Tezimizde bitkisel materyal olarak Solanaceae familyasina ait Solanum
lycopersicum L. SC-2121 gesidine ait tohumlar kullanilmistir. Kullanilan sertifikali
domates tohumlari Ceylan Tarim firmasindan alinmistir. Asteraceae familyasindan
Echinacea angustifolia Hell. tiiriiniin kurutulmus toprak iistii kisimlar1 Istanbul Baharat

firmasindan temin edilmistir.

3.1.1. Kimyasallar

- Saf su

- Brillant blue G-250

- Etanol

- Orto-fosforik asit

- Sodyum fosfat tamponu
- Metanol

- Pyrogallol

- Hidrojen peroksit

- BSA (Bovine Serum Albumin)
- DMSO

3.1.2. Sarf Malzemeler
Porselen havan, eppendorf, 28’li viyol, filtre kagidi, beher, mikropipet, tiilbent bezi,
erlen, deney tiipli, plastik ve quartz spektrofotometre kiiveti, piset, dereceli silindir, folyo,

toprak, sulama ibrigi, torf, perlit.

3.2. Yontem

3.2.1. Domates Bitkisinin Fidelerinin In vivo Yetistirilmesi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji béliimiine ait olan bitki yetistirme
odasinda uzun giin kosullarinda 24+1°C, %50 nem ve 28.000 liiks 151k siddeti ortaminda S.
lycopersicum L. tiirline ait olan tohumlarin ¢imlenmesi (Sekil 3.1) ve 16 haftalik fide
asamasina erigsmesi (Sekil 3.2) saglanmistir. 28’lik viyollere 3:1 torfiperlit karigimi

aktarilarak S. lycopersicum L. tohumlarimin ekimi gergeklesmistir. Denemeler her bir
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varyete i¢in seride basina 168 bitki olmak lizere {i¢ tekrarli olarak kurulmustur. Bitkiler

diizenli olarak iki gilinde bir saf su ile sulanmistir.

Sekil 3.2. On alt1 haftalik S. lycopersicum L. fideleri
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3.2.2. Echinacea angustifolia Hell. Tiiriiniin Ekstrakt Hazirlamsi

Istanbul Baharat firmasindan temin edilen E. angustifolia Hell. tiiriiniin kurutulmus
iki paket olan toprak iistii kisimlar1 (100g) (Sekil 3.3) porselen havanda toz halini elde
etmek i¢in iyice doviilmiis ve kalin parcalar atilmistir (Sekil 3.4). Kiigiik parcalar haline
gelen ekinezya bitki pargalar1 40’ar gramlik 2 esit miktarda tartilarak her bir parca 200’er
mL etanol ve metanol ile ayr1 ayri1 ekstraksiyon islemi i¢in erlenlere aktarilmistir (Sekil
3.5). Hazirlanmis olan bu c¢ozeltilerin Benchmark marka, Incu-shaker 10LR model
calkalayicili inkiibatérde 150 rpm’de, 50°C’de 5 saat boyunca ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). 5 saat sonunda ¢ozeltilerdeki metanol ve etanol heidolph
marka evaporatdrde 60°C’de yaklasik olarak 30-40dk’da buharlastirilmistir (Sekil 3.7).
Baslangigta 40g olan kiitleden buharlagtirma isleminden sonra geriye 8g kalmistir. Geriye

kalan toz halindeki 8g ekinezya buzdolabinda +4°C’de saklanmustir (Sekil 3.8).

Sekil 3.4. E. angustifolia Hell. porselen havanda doviiliip etanol veya metanol ile

karistirilmasi
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Sekil 3.5. Cozeltinin erlenlerdeki goriintiisii

Sekil 3.6. Ekstraksiyon islemini gergeklestiren ¢alkalayict

30



Sekil 3.8.a. Metanollu ¢ozelti b. Etanollu ¢ozelti

3.2.3. E. angustifolia Hell. Ekstraktlarinin DMSO Cozeltisi ile Cozdiiriilmesi

[k kez 1866 yilinda Rus bilim adami Alexander Saytzeff tarafindan sentezlenen suda
¢ozlinmeyen birgok terapotik ve zehirli maddeler dimetil siilfoksit (DMSO) ((CH3).SO)
¢Oziiciisii igerisinde ¢oziiliirler. Organokiikiirt bilesigi, renksiz ve sivi halde olan 6nemli bir
polar ¢dziiciidiir. Tkinci Diinya Savasindan sonra kimyagerler DMSO’nun hemen hemen

her seyi ¢ozebilecegini farketmislerdir. Ayrica tibbi tedavilerde alternatif olarak DMSO
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diinyada 125’ten fazla iilkede insanlar iizerinde ila¢ olarak kullanilmasi onaylanmistir
(Roy, 2002; Anonim, 2013).

Buzdolabinda +4°C’de saklanmis olan metanol ve etanol ile hazirlanip
buharlastirilarak toz haline getirilen ekinezya alinarak 40mL DMSO ile manyetik
karistiricida stok soliisyon hazirlanmistir. Bu stok saf su ile seyreltilerek 0.01 ve 0.03g/mL

uygulama konsantrasyonlar1 hazirlanmistir

3.2.4. Echinacea angustifolia Hell. Ekstraktimin Solanum lycopersicum L.
Tiiriine Uygulanmasi

Saf su ile seyreltilerek 0.01g/mL ve 0.03g/mL olarak hazirlanan ekstraklar (Cizelge
3.1.ve Sekil 3.9) 16 haftalik domates fidelerinin yapraklarina piskiirtme yolu ile
uygulanmistir. Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra domates bitkisinin saglikli olan
yapraklarindan hasat gerceklesmistir. Kontrol grubuna sadece ayni oranlarda saf su ile

uygulama yapilmistir.

Cizelge 3.1. Uygulama ekinezya ekstrakti uygulama gruplari

Uygulama gruplari
Saf su (negatif kontrol) 100mL
Ekinezya Ekstrakti
(9/mL)
0,01 0,03

DMSO 5mL DMSO+ 95mL safsu ~ 15mL DMSO+ 85mL saf su

Metanol Ekstrakt 5mL ekstrakt+ 95mL saf su  15mL ekstrakt+ 85mL saf su

Etanol Esktrakt 5mL ekstrakt+ 95mL saf su  15mL ekstrakt+ 85mL saf su

Uygulama gruplarinin kodlamasi asagidaki sekilde yapilmistir.
K= Kontrol grubu

D1= DMSO 0.01g/mL konsantrasyonu

D2= DMSO 0.03g/mL konsantrasyonu

M1= Metanol ekstrakt 0.01g/mL konsantrasyonu

M?2= Metanol ekstrakt1 0.03g/mL konsantrasyonu

E1= Etanol ekstrakt1 0.01g/mL konsantrasyonu

E2= Etanol ekstrakt1 0.03g/mL konsantrasyonu
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Sekil 3.9. Etanol, metanol veya DMSO ile hazirlanmis ekstraktli ¢ozelti

Sekil 3.10. Ekstraktin S. lycopersicum L. tiiriine uygulanmasi

3.3.Calisma i¢cin Gerekli Olan Cézeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. 0.05M Sodyum Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

- 250mL saf su igerisine 1.774g Na,HPO, eklenir ve manyetik karigtiricida
¢oziiliinceye kadar karistirilir.

- pH 6.2- 6.5 arasina ayarlanir.

- Buzdolabinda bir haftay1 gegmemek sart1 ile muhafaza edilir.
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3.3.2. Protein Boyasi Brillant Blue G-250 Hazirlanmasi

- 50mg G-250 tartilir ve iizerine manyetik karistiricida ¢ok yavas bir sekilde 25mL
%95’ lik etanol eklenir.

- Daha sonra lizerine 50mL orto-fosforik asit eklenir.

- Siseyi saf suyla son hacmi olan 500mL’ye tamamlanir.

- En son 151k gérmemesi i¢in koyu bir sise igerisinde buzdolabinda muhafaza edilir.

3.3.3. 0.1M Pyrogalloliin Hazirlanmasi
- 1.26g Pyrogallol tartilip 100mL saf su igerisinde ¢ozdiiriiliir.

3.3.4. 90mM H,0, Hazirlanmasi
- 9mL H,0, 91mL su igerisinde karistirilir.

3.4. S. lycopersicum L. Tiiriiniin Yaprak Oziitiiniin Homojenizasyonu

In vivo ortaminda yetistirilen 16 haftalik S. lycopersicum L. tiiriiniin fidelerinden 24
saat ve 48 saatlik 6rneklemeler i¢in belirli bir biiyiikliige erismis saglikli ve geng yapraklar
secilip 0.5g olacak sekilde hassas terazide tartilmistir. Tartilan bu 0.5g’lik yapraklar
porselen havan igerisinde SmL soguk 0.05M (pH 6.5) sodyum asetat tamponu ile birlikte
bir dakika boyunca ezilmistir. Bir dakika sonunda elde edilen homojen 6ziit kurutma
kagidi yardimiyla biiyiik pargalardan uzaklastirilarak buzlu ortamda bulunan behere
aktarilmistir. Beherlerden de mikropipetler ile alinarak 6nceden ornekler i¢in etiketlenmis
ependroflara esit miktarlarda boliinmiistiir. Ependorf tiipleri +4°C’de 13000 rpm 20 dakika
stire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras tiiplerin tizerindeki siipernatant (list faz) kismi
analizler i¢in kullanilmistir (Sekil 3.11). Bu tiipler daha sonraki analizler igin -20° C’deki

derin dondurucuda saklanmuistir.
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Sekil 3.11. Santrifiijden ¢ikan ependorf tiipler igerisindeki yaprak 6ziitli ve supernatant

kismi

3.5. Peroksidaz (POX) ve Toplam Protein Analizi

3.5.1. Orneklerin Peroksidaz Iceriklerinin Hesaplanmasi (Kinetik Reaksiyon)

Peroksidaz aktivitesinin spektrofotometrik Ol¢limlerinde Kanner ve Kinsella
(1983)’nin metodundan yararlanilmistir. Olgiimler quartz kiivet kullanilarak 300nm dalga
boyunda baglatilip kinetik reaksiyon takibi 120 saniye boyunca her 10 saniyede bir dl¢giim
alimarak devam etmistir. PG instruments T80+ marka spektrofotometrede gerceklestirilen
Olctimlerde iki adet kor kullanilmustir.

Kinetik reaksiyon i¢in son 6l¢iim hacmi 1000pl olacak sekilde dnce 30ul bitki 6rnegi
sonra onceden hazirlamig oldugumuz sodyum asetat tamponundan 670ul ardindan 200ul
pyrogallol (bu deger her zaman sabittir) ve en son 100ul H,O, (bu deger her zaman
sabittir) ekleyip spektrofotometreye quartz kiivetini yerlestirdigimiz gibi reaksiyon
baslatilmistir.

Reaksiyon sonucunda her 10 saniyede bir absorbans degerleri kaydedilip en biiyiik
farki gosteren aralik belirlenerek protein diizeyine ¢evrilmis mg/mL/dk POX degerleri

olarak elde edilmistir.

3.6. Toplam Protein Analizi

3.6.1. Protein Standartinin Hazirlanmasi

Kullanilan protein standartlar1 Bovine Serum Albumin (BSA) stok soliisyonundan
hazirlanmistir. Bu yiizden 2mg/mL’lik stok ampul BSA’dan 0.02mg/mL; 0,04mg/mL;
0,08mg/mL; 0,12mg/mL; 0,16mg/mL ve 0,20mg/mL konsantrasyonlar alinarak deney
tiiplerine aktarilip son hacim 1000ul’ye tamamlanmistir. Boya olarak Brilliant Blue G-250

kullanilmistir. Tim 6l¢iimler spektrofotometre’de 595nm’de gergeklestirilmistir (Cizelge
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3.2).

Cizelge 3.2. BSA protein standart absorbanslari

Protein (mg/mL) Absorbans (595nm)
0.02 0.021
0.04 0.045
0.08 0.098
0.12 0.135
0.16 0.175
0.20 0.223

Standartlarin Slgiimleri sonucu dogrusal olarak artis gdsteren bir protein standart
grafigi elde edilmistir (Sekil 3.12).

PROTEIN STANDART GRAFIGi

0,25 -

0,2 1 y=1,1029x + 0,0022
R? = 0,9972

0,15 ~

Absorbans

0,1 A

0,05

0

0o 002 004 006 008 01 0,12 0,14 0,16 0,18 O,
Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

2 0,22

Sekil 3.12. Protein standart grafigi

3.6.2. Protein Ol¢iimii

Olgiim yapmak icin her bir cam deney tiipiine ependorflardaki yaprak &ziitlerinin iist
kisimlarindan 100’er pl ve G-250’den 5’er mL aktarilarak karanlik ortamda bekletilmistir.
Spektrofotometrede 595nm dalga boyunda Ol¢iim gergeklestirilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri standart grafikte yerlerini almasiyla ekstrakt uygulanan domates

fidelerindeki protein miktari hesaplanmistir (Bradford, 1976).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Bitkisel Materyalin Cimlenmesine Ait Bulgular
Bitki yetistirme odasinda kontrollii kosullarda ekimi yapilan toplam 168 domates
tohumunun 10. giin sonunda 106 tanesinin ¢imlendigi ve ¢imlenme yiizdesinin
%63,09’nun oldugu belirlenmistir. Cimlenen tohumlardan elde edilen 16 haftalik saglikli
bitkilere ait fotograflar Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Saglikl1 16 haftalik domates fidesi

Sekil 4.2. In vivo olarak yetistirilen 16 haftalik domates fidesi
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4.2. E. angustifolia Hell. Ekstraktinin Uygulanmasiyla Domates Fidelerinde
Toplam Protein Degisim Bulgulari

16 haftalik domates fidelerine metanol ve etanol ile hazirlanan ekinezya ekstraktinin
DMSO’yla seyreltilerek iki farkli konsantrasyonu (0.01g/mL ve 0.03g/mL) el
piilverizatori ile piiskiirterek uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra, yaprak homojenizasyonu
gerceklestirilerek spektrofotometrede toplam protein analizi gerceklestirilmistir. Iki farkl
konsantrasyonda uygulanan ekstraktin domates fidesindeki toplam protein miktari tizerinde
farkli oranlarda etkili oldugu gozlenmistir.

Iki farkli konsantrasyonlardaki ektstrakt uygulamasindan 24 saat sonra kontrol

grubuna gore toplam protein miktarlarindaki disiisler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Uygulamadan 24 saat sonra toplam protein degisimleri

Uygulama Grubu %’lik dists
DMSO 0.01 g/mL 32.17
DMSO 0.03 g/mL 41.15
Metanol 0.01 g/mL 20.64
Metanol 0.03 g/mL 27.92
Etanol 0.01 g/mL 13.23
Etanol 0.03 g/mL 25.00
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Protein miktarlarinda kontrol grubuna goére uygulamadan 24 saat sonra meydana
gelen degisimler Sekil 4.3’de verilmis olup istatistiki veriler ANOVA (tek yonlii varyans

analizi) testi kullanarak belirlenerek Cizelge 4.2°de verilmistir.

1,000 - Solanum lycopersicum 24 saat
0,824
0,800 - I 0,715
0,654 cos I 0,618
c 0,600 - 0,553 I ' I
= T 0,485
[J]
° T
a 0,400 -
—
£
0,200 -
E 7
0,000
K D1 D2 M1 M2 El E2
Ekinezya Ekstrakti Uygulama Gruplari

Sekil 4.3. E. angustifolia Hell. ekstrakt uygulamasinin 24 saat sonrasindaki sonucunda

domates fidelerinde olusan toplam protein degisimleri

Cizelge 4.2. Uygulamadan 24 saat sonrasinda diigiis gosteren verilerin ANOVA analizi

sonuglart (* p<0.001)
Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arasi 0.014014 276.60 0.000*

Iki farkli konsantrasyondaki ektstrakt uygulamasindan 48 saat sonra kontrol grubuna

gore toplam protein miktarlarindaki degisimler Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Uygulamadan 48 saat sonra toplam protein degisimleri

Uygulama Grubu %/’lik distis
DMSO 0.01 g/mL 38.27
DMSO 0.03 g/mL 43.16
Metanol 0.01 g/mL 24.45
Metanol 0.03 g/mL 29.34
Etanol 0.01 g/mL 15.77
Etanol 0.03 g/mL 27.26

39




Protein miktarlarinda kontrol grubuna gore uygulamadan 48 saat sonra meydana
gelen degisimler Sekil 4.4’de verilmistir ve istatistiki veriler ANOVA (tek yonlii varyans

analizi) testi kullanarak belirlenerek Cizelge 4.4’de verilmistir.

Solanum lycopersicum 48 saat
1,000 -
0,818

0,800 - I 0,689
5 0818 o578 I 0,595
2 0,600 - 0,505 0,465 I I
& 0,400 : -
- -
E ’
®
€ 0,200 -

0,000 -

K D1 D2 M1 M2 E1l
Ekinezya Ekstrakti Uygulama Gruplari

Sekil 4.4. E. angustifolia Hell. ekstrakt uygulamasinin 48 saat sonrasindaki sonucunda

domates fidelerinde olusan toplam protein degisimleri

Cizelge 4.4. Uygulamadan 48 saat sonrasinda diisiis gosteren verilerin ANOVA analizi
sonuglar1 (* p<0.001)

Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arast 0.001939 41.64 0.000*

4.3. E. angustifolia Hell. Ekstraktimin Uygulanmasiyla Domates Fidelerinde
Peroksidaz Enzim Aktivitesindeki Degisim

16 haftalik domates fidelerine metanol ve etanol ile toz haline getirilen ekinezya
ekstraktin DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmesiyle iki farkli konsantrasyonu (0.01g/mL ve
0.03g/mL) el piilverizatorii ile piiskiirterek uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra yaprak
homojenizasyonu gergeklestirilerek spektrofotometrede peroksidaz enzim aktivitesinin
olgiimii gerceklestirilmistir. ki farkli konsantrasyonda uygulanan ekstraktin domates
fidesindeki peroksidaz aktivitesinin farkli oranlardaki etkileri belirlenmistir. Ekstrakt
uygulandiktan 24 saat sonra kontrol grubuna gére meydana gelen peroksidaz aktivite

degsimler Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Uygulamadan 24 saat sonra toplam peroksidaz degisimleri

Uygulama Grubu %’lik artig
DMSO 0.01 g/mL 32.51
DMSO 0.03 g/mL 39.72
Metanol 0.01 g/mL 12.32
Metanol 0.03 g/mL 20.37
Etanol 0.01 g/mL 16.86
Etanol 0.03 g/mL 22.49

Peroksidaz enzim degerlerinde kontrol grubuna gore uygulamadan 24 saat sonra
meydana gelen degisimler Sekil 4.5‘de verilmis olup istatistiki veriler ANOVA (tek yonlii

varyans analizi) testi kullanarak belirlenerek Cizelge 4.6’da verilmistir.

80,00 Solanum lycopersicum 24 saat

58,61 61,80

= 60,00 53,24 54,18
= 49,68 ’ 51,69
B 5000 | 44,23
§% 40,00
£
= 30,00
§_ 20,00

10,00

0,00

K D1 D2 M1 M2 E1 E2

Ekinezya Ekstrakti Uygulama Gruplan

Sekil 4.5. E. angustifolia Hell. ekstrakt uygulamasindan 24 saat sonra peroksidaz aktivitesi

degisimleri

Cizelge 4.6. Uygulamadan 24 saat sonrasinda artis gosteren verilerin ANOVA analizi
sonuglar1 (* p<0.001)

Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arast 142.804 60.10 0.000*
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Ekstrakt uygulamasindan 48 saat sonraki kontrol grubuna gore olusan POX

degisimler Cizelge 4.7 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.7. Uygulamadan 48 saat sonra toplam peroksidaz degisimleri

Uygulama Grubu %’lik artig
DMSO 0.01 g/mL 42.92
DMSO 0.03 g/mL 62.60
Metanol 0.01 g/mL 23.98
Metanol 0.03 g/mL 38.20
Etanol 0.01 g/mL 19.82
Etanol 0.03 g/mL 38.95

Peroksidaz aktivitesinde kontrol grubuna gére uygulamadan 48 saat sonra meydana
gelen degisimler Sekil 4.6°da verilmis olup ve istatistiki veriler ANOVA (tek yonli
varyans analizi) testi kullanarak belirlenerek Cizelge 4.8’de verilmistir.

Solanum lycopersicum 48 saat
80,00

70,05

70,00
61,57 59,54 59,86
60,00
53,41 51,62
! 43,08
20,00
10,00
0,00
K D1 D2 M1 M2 E1l E2

Ekinezva Ekstrakti Uveulama Grunlar

w1
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w
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Sekil 4.6. E. angustifolia Hell. ekstrakt uygulamasindan 48 saat sonrasindaki POX

degisimleri
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Cizelge 4.8. Uygulamadan 48 saat sonrasinda artis gosteren verilerin ANOVA analizi
sonuglari (* p<0.001)

Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arasi 220.660 82.86 0.000*

4.4. Tartisma

Ulkemiz genelinde ve diinyada sera ve tarla yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
degere sahip olan domates bitkisi en ¢ok zarar goren meyve gruplar1 arasindadir. Bitki
hastaliklar1 ile savasta iiriin kalitesini arttirmak, yiliksek verim kazanci amaciyla sera ve
tarlalara siklikla ilaglama, kimyasal giibre ve hormon agilamasi yapilarak bitki iiriintini
bozulmasi, ekosistemin diizensizlesmesi ve bu bitkileri tiiketen insanlar icin saglik
problemi olusturmaktadir. Ekosistem ve insan sagligini korumay:r amaglayan bilim
adamlar1 son zamanlarda bitki {irlinlerinin korunmasi i¢in giivenilir yeni ydntemler
arastirmaya ve bu ¢alismalar1 gelistirmeye yonelmislerdir. Bu amag¢ dogrultusunda bitki ve
patojenler arasindaki iligkinin anlagilmasi, bakteri ve fungisitlerden dolayr meydana gelen
hastaliklarin belirlenmesi, bitkide enfeksiyon olusmasiyla kendi savunma mekanizmasi
yeteneginin varligi, bitkilerin {irlinlerinin kaliteli ve verimli olmasi adma pek ¢ok
kayiplarin 6niine gegilebilecegi konusunda ¢aligmalar gerceklesmektedir.

Tez calismamizda in vivo olarak yetistirilen Solanum lycopersicum L. fidelerinin
yapraklarina E. angustifolia Hell. tiirlinden elde edilen ekstrakt farkli konsantrasyonlarda
ve siirelerde piiskiirtme yolu ile uygulanmis, protein ve peroksidaz enzim degisimleri
analiz edilmistir. Bitki savunma sisteminin uyarilmasi bitki aktivatorleriyle gerceklesirken,
bu durumun etkisi protein ve enzim diizeylerindeki degisikliklerle gozlenmektedir.
Calismamizda bitki aktivatorii olarak E. angustifolia Hell. ekstrakti kullanilarak bitkinin
savunma mekanizmasit uyarilmistir ve iki farkli konsantrasyonla uygulanan bu ekstraktla
uyarilan domates fide yapraklarinin fizyolojik cevaplari peroksidaz enzim diizeyinde ve
protein diizeyinde saptanmustir.

Aragtirma sonuglarimiza gore farkli konsantrasyonlarda yapilan ekinezya ekstrakt
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra domates bitkisinin toplam protein diizeylerinde farkli
oranlarda diislisler meydana getirdigi saptanmistir.

Pozitif kontrol olarak kullandigimiz ekinezya ekstrakti icermeyen DMSO, uygulama
zamani ve konsantrasyon (0.01 g/mL, 0.03 g/mL) arttik¢a kontrol grubuna gore daha fazla
protein denatiirasyonu meydana getirmistir. En fazla diistis %43.16 ile 0.03 g/mL ve 48

saat uygulamasinda olmustur. Bu konuda daha 6nce yapilan arastirmalarda bu maddenin
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yaprak mezofilinde hasar olusturdugu ve kok kiiltiiriinde kullanimiyla kiiltiir canliligi ve
ikincil metabolit {iretiminde olumsuz etkilerde bulundugu belirlenmistir (Shinde ve ark.,
2009; Panwar ve Guru, 2013).

Metanol ekstrakti ile yapilan uygulamalarda da uygulama zamani ve konsantrasyonu
(0.01 g/mL, 0.03 g/mL) artttkca DMSO kadar olmasa da kontrol grubuna gore protein
denatiirasyonu meydana gelmistir. En fazla diisiis %29.34 ile 0.03 g/mL ve 48 saat
uygulamasinda olmustur.

Etanol ekstrakti ile yapilan uygulamalarin uygulama zamani ve konsantrasyona (0.01
g/mL, 0.03 g/mL) bagh olarak DMSO ve metanoliin meydana getirdigi protein hasari
kontrol grubuna gore en az diizeyde meydana gelmistir. En fazla diisiis %27.26 ile 0.03
g/mL ve 48 saat uygulamasinda olmustur.

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, metanol ve etanol ekstraktlarin protein
hasarini sadece DMSO uygulamasina gore azalttig1 belirlenmistir.

E.angustifolia ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin toplam protein miktar1 tizerine
etkileri ile ilgili olarak yapilan tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore uygulamadan 24
ve 48 saat sonra uygulama gruplari arasinda protein miktari agisindan *p<0.01 olarak
bulundugundan istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir.

Aragtirma sonuglarimiza gore farkli konsantrasyonlarda yapilan ekinezya ekstrakt
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra domates bitkisinin peroksidaz ektivite diizeylerinde
farkli oranlarda artiglar meydana getirdigi gézlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullandigimiz ekinezya ekstrakti icermeyen DMSO, uygulama
zamant ve konsantrasyon (0.01 g/mL, 0.03 g/mL) arttikca kontrol grubuna gore POX
aktivite artis1 gozlenmistir. Artislar en fazla %62.60 ile 0.03 g/mL ve 48 saat
uygulamasinda olmustur.

Metanol ekstrakti ile yapilan uygulamalarda da uygulama zamani ve konsantrasyonu
(0.01 g/mL, 0.03 g/mL) artttkca DMSO kadar olmasa da kontrol grubuna gére POX
aktivite artis1 meydana gelmistir. En cok artis %38.20 ile 0.03 g/mL ve 48 saat
uygulamasinda goriilmiistiir.

Etanol ekstrakti ile yapilan uygulamalarin uygulama zamani ve konsantrasyona (0.01
g/mL, 0.03 g/mL) bagl olarak DMSO ve metanoliin meydana getirdigi POX aktivite artisi
kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde meydana gelmistir. En fazla artis %38.95 ile 0.03
g/mL ve 48 saat uygulamasinda olmustur.

E.angustifolia ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin POX aktivitesi iizerine etkileri

ile ilgili olarak yapilan tek yonlii varyans analizi sonuglarina gore uygulamadan 24 ve 48
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saat sonra uygulama gruplar1 arasinda POX aktivitesi ag¢isindan *p<0.01 olarak
bulundugundan istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir.

Hall (2003) ekinezyanin antioksidan aktivitesini yag sistemlerinde yaptigi bir
calismayla tespit etmeye ¢alismistir. Aygicek yaginin oksidatif stabilitesi, E. purpurea ve
E. angustifolia tiirlerinin ortalama antioksidan aktivitenin ekinezya konsantrasyonunu
%0.05’den %1’ e arttirmasiyla yiikseldigi gozlenmistir. Ikinci bir calismada bu tiirlerin
hekzan ve etanol ile ekstrakti elde edilip misir yagina eklenis ve oksidasyon peroksit
degerleri degerlendirilmistir. Diger uygulamalara gore ekinezya koklerinin etanol
ekstraktlart misir yaginin oksidasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Ekstraktlarin fenolik
bilesik icerigi ile antioksidan aktivite arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir.

Singh (2010) iki farkli ekinezya tiiriiniin sulu ve etanollii ekstraktlarin (E. purpurea
ve E. angustifolia) grip enfeksiyonuna kars1 etkilerine bakmustir. Her iki ekinezya tiirtiniin
sulu ekstrakti etanollii ekstrakttan immiin yanitlarin {izerinde fazla uyarici etki ettigi
gosterilmigtir. E. angustifolia ekstraktlari E. purpurea eckstraktlarindan daha giicli

aktiviteye sahip olma egiliminde olduklar1 belirlenmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tamamlanan tezimizde tibbi ve ekonomik olan E. angustifolia Hell. tiirliniin toprak
iistli organlarindan hazirlanan ektraktin domates bitkisinde dogal savunma sistemlerini ne
sekilde uyardigi belirlenmistir. EKinezya ekstraklarinin metanol ve etanol ile toz haline
getirilmesi ve DMSO ¢oziiciisii ile stoklanip iki farkli konsantrasyonda (0.01, 0.03g/mL)
seyreltilerek in vivo olarak yetistirilen 16 haftalik Solanum lycopersicum L. fidelerinin
yapraklarina uygulandiktan 24 ve 48 saat sonraki toplam protein ve POX degisimlerini
farkl diizeylerde uyardiklar1 saptanmistir.

Bu farkliligin sebepleri agiklanarak uygun konsantrasyonlarda kullanilacak olan
ekstraktin bitki savunma sistemleri lizerinde olumlu bir etki yaratabilecegi ve bu ekstraktin
kullanilmasmin ekosistem acisindan oldukg¢a yararli olabilecegi ortaya cikartilmistir.
Ciinkii glinlimiizde bitki hastaliklar ile miicadelede yogun miktarlarda bitki aktivatorii ve
sentetik elisitor kullanilmaktadir. Dogal ekstraktlarin elde edilmesi basit ve ekonomik
oldugundan otiirii bitki savunma sistemlerindeki etkileri saptanarak, bitkilerin sahip oldugu
bu mekanizmasini gelistirmek icin bu dogal ekstraktlarin kullanimi1 son derecede 6nemli
bir gelisme olabilecektir.

Arastirma sonucunda elde edilen bu degerler dogrultusunda ekinezya ekstraktinin ii¢
farkli etmenle (¢6zgen, konsantrasyon, zaman) uygulanmasi ile domates bitkisindeki
antioksidan sistemini uyardig: saptanmuistir.

lleride bitki ekstraktlarmin diger bitkilerin savunma sistemlerini uyarici etkilerinin
saptanmast hususunda yapilacak olan arastirmalar i¢in kaynak olusturabilecek nitelikte
hazirlanan arastirmamizin bu alanda arastirma yapmayi planlayan kisilere yarari olacag:

inancindayiz.
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