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OZET

DOKTORA TEZi

VERMIKOMPOST UYGULAMASININ REYHAN (Ocimum basilicum L.)
KEMOTIPLERININ FENILPROPANOID METABOLIZMASI UZERINE
ETKILERI

ILKER TURKAY

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BILiM DALI

DANISMAN: PROF. DR. LOKMAN OZTURK

Bu tez ¢aligmasinda, metilkavikol kemotipi (LR10A) ve metilojenol kemotipi (LR25A)
reyhanlara kati vermikompost (KV) ve sivi vermikompost (SV) uygulamalarnin
kemotiplerin gen¢ yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiiylerindeki fenilpropen
birikimi ve PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifade profilleri tizerine etkileri
aragtirtlmistir. Bu amagla, kemotiplerin kok bolgelerine %0, %10 ve %25 KV;
yapraklarina ise piiskiirtme yolu ile saf su, %10 ve %25 derisiminde SV uygulamalari
gerceklestirilmistir. KV uygulamalarinin metilkavikol kemotipi reyhanlarda metilkavikol
ile metil6jenol birikimini ve EOMT ile CVOMT genlerinin ifadelerini diistirdiigii,
metildjenol kemotipi reyhanlarda ise artirdigi belirlenmistir (P<0,05). Metilkavikol
kemotiplerine %10 SV uygulamasi kavikol ve metildjenol miktarlarini, %25 SV
uygulamasi ise 6jenol ve metilkavikol miktarlarini artirmistir. %10 SV uygulamasi1 PAL,
EOMT ve CVOMT gen ifadelerini artirirken %25 SV uygulamasi gen ifadelerini genelde
azaltmistir. Metilojenol kemotiplerine SV uygulamalari 6jenol ve metildjenol oranini
diigiirmiis, metilkavikol oraninda ise 6nemli bir degisiklige sebep olmamistir (P<0,05).
Metilojenol kemotiplerine SV uygulamalari, doz artisi ile dogru orantili olarak PAL geni
ifadesini artirirken diger genlerin ifadeleri iizerinde farkli etkileri olmustur. Sonug olarak,
reyhan kemotiplerine uygulanan vermikompost formu, dozu ve reyhanlarin kemotipik
farkliligina bagl olarak peltat salgi tiiylerindeki fenilpropen kapsami ve gen ifade
profillerinde 6nemli farkliliklar bulunmustur.
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ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

THE EFFECTS OF VERMICOMPOST APPLICATION ON
PHENYPROPANOID METABOLISM OF BASIL (Ocimum basilicum L.)
CHEMOTYPES

ILKER TURKAY

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: PROF. DR. LOKMAN OZTURK

In this thesis, the effects of solid vermicompost (KV) and liquid vermicompost (SV)
applications on phenylpropene accumulation and expression profiles of PAL, 4CL, EGS,
EOMT and CVOMT genes in peltate glandular trichomes isolated from young leaves of
methylcavicol chemotype (LR10A) and methyleugenol chemotype (LR25A) basils were
investigated. For this purpose, 0%, 10% and 25% KV to root regions of chemotypes; pure
water, 10% and 25% concentrations of SV were applied to the leaves by spraying. It was
determined that KV applications decreased the accumulation of methylchavicol and
methyleugenol and the expressions of EOMT and CVOMT genes in methylchavicol
chemotype basils, whereas increased them in methyleugenol chemotype basils (p<0.05).
The application of 10% SV to methylchavicol chemotypes increased the percentage of
chavicol and methyleugenol, and 25% SV application increased the percentage of eugenol
and methylchavicol. The application of 10% SV increased PAL, EOMT and CVOMT gene
expressions, whereas 25% SV application generally decreased gene expressions. SV
applications to methyleugenol chemotypes decreased the ratio of eugenol and
methyleugenol, but did not cause a significant change in the ratio of methylchavicol
(p<0.05). In methylogenol chemotype basils, SV treatments increased the PAL gene
expression in direct proportion with the increase in dose, while it had different effects on
the expressions of other genes. As a result, significant differences were found in
phenylpropene content and gene expression profiles in the peltate glandular hairs,
depending on the form and dose of the applied vermicompost and the chemotypic
differences of basils.

2021, 133 PAGES

KEYWORDS: Basil, Gene expression, Phenylpropanoid metabolism, Phenylpropene,
Vermicompost
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Aciklama

Polarize 15181 sola ¢eviren izomer.
Polarize 15181 saga c¢eviren izomer.
Yaklasik olarak.

Tescilli marka.

Santigrat derece.

Mikrogram.

Mikrolitre.

Mikromolar.

Kiibik santimetre, santimetre kiip.
Santimetre.

Dongii esigi.

Dalton (atomik kiitle birimi).
DesiSiemens

Elektronvolt.

Hektar.

Litre.

Molar.

Miligram.

Mililitre.

Milimolar.

Nispi molekiiler kiitle.

Nanogram.

Istatistiksel fark Snem fonksiyonu.
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pH Hidrojen potansiyeli

ppm Milyon birimde iinite.

R" Radikal grup.

rpm Dakikadaki devir sayisi.

S Saniye.

sa Saat.

t Ton.

™ Ticari marka.

Vv Hacim.

w Kiitle.

o Alfa.

§ Beta.

Y Gama.

) Delta (Kiigtik).

A Delta (Biiytik).

Kisaltmalar Aciklama

4CL p-Kumarat-KoA ligaz (4-Kumarat-KoA ligaz).
ABA (+)-absisik asit.

AM Arbuskiiler mikoriza.

AMF Arbuskiiler mikorhizal fungus.
BA NC-benziladenin.

BEG Banque Européenne des Glomales, European Bank of Glomales.
C/N Karbon/Azot orani.

C4H Sinnamat 4-hidroksilaz.
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CA Sitrik asit.

CAAT Koniferil alkol asetil transferaz.

CAD Sinnamoyil alkol dehidrogenaz.

CAF Kafeik asit.

CBG Kannabigerol.

CCoOMT Kafeoyil-KoA O-metiltransferaz.

CCR Sinnamoyil-KoA rediiktaz.

cDNA Tamamlayic1 DNA.

CS3’H p-Kumaroyil 5-O-sikimat 3’-hidroksilaz.
CvVOMT Kavikol O-metiltransferaz.

DLI Giinliik 151k integrali.

EBL Epibrassinolid.

Ec Elektriksel iletkenlik.

EC Enzim komisyonu numarasi.

EDDHA Etilendiamin-N,N'-bis(2-hidroksifenilasetik asit).
EEC Avrupa Ekonomik Toplulugu.

EFSA Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi.

EGS Ojenol sentaz.

Ent. Enantiyo.

EOMT Ojenol O-metiltransferaz.

ESTs Eksprese dizi etiketleri.

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii.
FC Tarla kapasitesi.

FID Alev iyonizasyon detektorii.

GAPDH Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz.
GC-MS Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi.
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GDO
GLC
GSM
HA
HCT
HIV
HPLC
HPS
IAA
IBA
IOMT
Ing.

iP

iIPR
KEGG
KoA
Kiiltivar
KV
LC-MS
LED
LR10A
LR25A
MeJA
NAA
NADP*

NADPH

Genetigi degistirilmis organizma.

Gaz s1v1 kromatografisi.

Mobil iletisim i¢in kiiresel sistem.
Hiimik asit.

Sikimat O-hidroksisinnamoyil transferaz.
Insan immiin yetmezlik viriisii.

Yiiksek performansh sivi kromatografisi.
Yiiksek basingli sodyum.

Indol-3-asetik asit.

4-[3-indolil]biitirik asit.

izodjenol O-metiltransferaz.

Ingilizce.

NO-[2-izopentil]adenin.
NC-izopenteniladenozin.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
Koenzim A.

Kiiltiirvaryete.

Kat1 vermikompost.

S1v1 kromatografisi kiitle spektrometresi.
Isik yayan diyot.

Metilkavikol kemotipi reyhan.
Metildjenol kemotipi reyhan.

Metil jasmonat.

1-naftalenasetik asit.

Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat.

Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat.
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PAL

gPCR
gRT-PCR
RNaz

SA

SAH
SAMe
SPE

Spm

Spp.

SV

SA

TAL

THC

tZ

UAE
UNIPROT
uv

WLAN

Normal (eslik eden hidrojen atomlariyla birlikte bir karbon
atomunun ¢ikarilmasiyla bir ana bilesikten tiiretilebilen yapisal bir
analogu adlandirmak i¢in kullanilan 6nek).

Ocimum basilicum’dan izole edilen 6jenol sentaz enzimi.
Orto pozisyon.

Keton karbonilini gdsteren onek.
Fenilalanin amonyum liyaz.

Para pozisyon.

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu.
Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
Riboniikleaz.

Salisilik asit.
S-Adenosil-L-homosistein.

S-Adenosil metiyonin.

Kat1 faz ekstraksiyonu.

Spermin.

Cinse ait tiim tiirler.

S1v1 vermikompost.

Sikimik asit.

Tirozin amonyum liyaz.
Tetrahidrokannabinol.

trans-zeatin.

Ultrason destekli ekstraksiyon.

The Universal Protein Resource.
Ultraviyole.

Kablosuz yerel alan ag1.
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1. GIRIS

Kara yasamina uyum saglayan ilk bitkilerin Charophyceae (Su Samdanlar1) sinifina
mensup yesil alglerden koken aldig1 ve gliniimiizden yaklasik 450-360 milyon yil dnce
ortaya ¢iktiklar1 bilinmektedir (Waters, 2003). Bitkilerin biinyesindeki bazi bilesikler,
Orta Paleozoik olarak adlandirilan bu dénemde, karasal yasamin abiyotik faktorlerine
kars1 bitkilere ¢ok 6nemli avantajlar saglamistir (Cheynier ve ark., 2013). Bitkilerde
fotosentez, solunum, biiyiime ve gelisme gibi primer metabolik faaliyetler i¢in elzem
olmayan ve bu nedenle “sekonder metabolitler” olarak adlandirilan bu bilesikler, bazi
primer metabolizma ara iirlinlerinin farkli metabolik yolaklarin 6nciisii olmalar1 ile

baslayan birtakim reaksiyonlar neticesinde sentezlenirler.

Sekonder metabolitlerin onemli bir simifin1 teskil eden fenolik bilesikler; bakteriler,
mantarlar ve alglerde oldukg¢a az miktarlarda bulunmaktadirlar. Bryofitler (Kara
yosunlar1); polifenoller ile flavonoidler gibi fenolik bilesikleri nispeten daha yiiksek
miktarlarda ve siirekli olarak tiretmektedirler. Vaskiiler bitkilerde ise hidroksisinnamik
asitlerin esterleri, amidleri ve glikozitleri; flavon ve flavanol gibi flavonoid glikozitleri,
proantosiyanidin ile tiirevleri; lignin, siiberin ve tanenler gibi fenolik polimerler de dahil

olmak iizere, biiyiik cesitlilikte ve miktarlarda fenolik bilesik tiretimi ger¢eklesmektedir.

Fenolik bilesikler igerisinde siniflandirilan fenilpropanoidler, aromatik bir amino asit olan
fenilalaninden (bazi tek ¢enekli bitkilerde tirozinden) tiretilen olduk¢a genis bir bitkisel
sekonder metabolit sinifidir. Farkli arastirmacilar tarafindan (Evans, 1991; Vogt, 2010;
Lattanzio, 2013) farkl: sistemlere gore siniflandirilmis olan fenilpropanoidleri kimyasal
yapilarina gore (i) hidroksisinanmik asitler ve tiirevleri, (ii) sinnamik aldehitler, (iii)
monolignoller, (iv) fenilpropenler, (v) kumarinler, (vi) izokumarinler ve (vii) kromonlar
olarak 7 gruba ayirmak mimkiindir (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).
Fenilpropanoid olarak siniflandirilan bu bilesiklerde temel olarak {i¢ karbonlu bir zincirin
bir fenil grubuna bagl oldugu bir niive yapisi mevcuttur. Bu Cs-C3 seklindeki karbon
iskeleti, genel fenilpropanoid biyosentez yolaginda fenilalanin (Phe) aromatik amino
asitinin enzimatik olarak, sinnamik asit ile sonuglanan bir deaminasyon, reaksiyonu
neticesinde elde edilir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Genel fenilpropanoid biyosentez yolagi ve bu yolaktan koken alan diger
yolaklar.

Bu yolagin son {irtinlerinin yani sira, ara Uriinleri de bitkilere 6zgii baz1 biyokimyasal
yolaklarin baslangi¢ noktasini teskil etmektedir (Vanholme ve ark., 2012). Ornegin,
feruloyl-KoA, monolignol yolaginda lignin ve siiberinin iki nemli yap1 tasi olan koniferil
alkol ve sinapil alkole donistiiriiliir ve bu bilesikler apoplastta depolanir (Vishwanath ve
ark., 2015; Mottiar ve ark., 2016). Diger yandan, fenilpropanoid yolaginin ara
rtinlerinden olan p-kumaroyil-KoA, ii¢ molekiil malonil-KoA ile birleserek

flavonoidlerin temel omurgasi olan kalkonlar1 olusturur. Kalkonlarin farkli seviyelerdeki



modifikasonlar1 neticesinde UV isinlara kars1 koruma saglamak, radikalleri temizlemek
veyahut da pigmentasyonu saglamak gibi fonksiyonlar: yerine getirebilen, 10 000 kadar
farkli bilesik sentezlenebilmektedir (Mathesius, 2018).

Genel fenilpropanoid yolagi iizerindeki diger dallanma noktalari, Ce-C3 niive yapisinda
birtakim degisiklikler yaparak yeni molekiiler yapi birimlerinin olugmasina ve
fenilpropanoid tiirevi bilesiklerin molekiiler gesitliliginin artmasina neden olmaktadir.
Ornegin, fenilpropenoik asitlerin izomerizasyonu ve laktonizasyonu kumarinlerin
olusumunu saglar. Kumarinler, kok mikrobiyomu (bitki kokleri ile iligkili dinamik
mikroorganizmalar) {lizerinde etki gdsterebilmenin yani sira alkalin topraklardan demir
allmimi da miimkiin kilabilmektedir (Vanholme ve ark., 2019). Fenilpropanoid
metabolizmasiin son {iriinleri arasinda yer alan 6jenol ve kavikoliin nematosidal ve
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu (Dixon ve Paiva, 1995; Dixon ve ark., 2002; Zhou
ve ark., 2012), bunlarin metillenmis formlar1 olan metildjenol ve metilkavikoliin
(estragol) ise antimikrobiyal etkinin yani sira tozlastiricilari cezbedici 6zellikleri oldugu

da bildirilmistir (Lewinsohn ve ark., 2000; Tan ve Nishida, 2012; Kurkin, 2013).

Canli bir hiicre, doku ya da organizmada dogrudan bir yaniti tetikleyen kiiglik molekiillere
biyoaktif bilesikler denir. Konsantrasyona bagli olarak molekiiliin biyolojik sistem
tizerine etkisi olumlu veya olumsuz olabilir. Organizmalarin biinyelerinde ger¢eklesen
metabolik faaliyetleri primer ve sekonder metabolizma olarak siniflandiran klasik
yaklagima karst kanitlar sunan calismalarin sayilar1 da giderek artmaktadir.
Fenilpropanoidlerin bitki biiylime ve gelisimini yonlendirebildigini bildiren eski ve yeni
bir¢ok aragtirma vardir (Ugochukwu ve Wain, 1968; Batish ve ark., 2008; Zanardo ve
ark., 2009; Salvador ve ark., 2013; Bi ve ark., 2017; el-awadi ve ark., 2017).
Fenilpropanoidlerden sinnamik asidin biyoaktif bir bilesik olduguna dair oldukga agik
kanitlar mevcuttur (Wong ve ark., 2005). Sinnamik asit, genel fenilpropanoid yolaginin
ilk ara triinlerindendir ve biitiin fenilpropenlerde oldugu gibi trans ve cis formunda iki

izomeri vardir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Sinnamik asitin trans ve cis-formundaki iki izomeri.

Fenilpropanoid yolaginda tiretilen bu izomerlerden cis-Sinnamik asit, t-Sinnamik asidin
UV araciligiyla olusan cis izomerinin aynisidir ve fenilpropanoid yolagma bu
izomerlerden yalnizca trans formu yonlendirilir (Pfandler ve ark., 1977; Yang ve ark.,
1999). cis-Sinnamik asidin normal kosullarda bitkide hormon diizeyleri kadar eser
miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Buna karsin, UV ile muamele edilen bitkilerde
trans-Sinnamik asidin fenilpropanoid yolagina yonlendirilmesinin engellendigi ve Cis-
Sinnamik asit miktarinin yaklagik 20 kat artig gosterdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, Arabidopsis thaliana L. fidelerinin kok bolgelerine ¢ok disiik (uM)
konsantrasyonlarda eklenen cis-Sinnamik asidin oksin benzeri etki gostererek primer kok
gelisimini inhibe ettigi ve lateral kok tiretimini artirdigi bildirilmistir (Wong ve ark.,
2005).

Lamiaceae familyas: icerisinde yer alan Ocimum cinsinin tiirleri, Tiirkiye’de Arapga
kokenli “reyhan” ve Rumca kokenli “feslegen” isimleri ile bilinmektedir. Ulkemizde
reyhan adi yalnizca mor yaprakli Ocimum basilicum L. gesitleri i¢in kullanilmaktayken,
feslegen adi yesil kiiglik yaprakli Ocimum minimum L. tiiri ve bazen de biiyiik yesil
yaprakli O. basilicum cesitleri igin kullanilmaktadir. Birgok bitki tiiriinde oldugu gibi,
reyhan yapraklarinin yiizeyinde de salgi tiiyii adi verilen, bitkinin herbivorlar, zararli
bocekler ve mikroorganizmalara kars1 korunmasini saglayan bilesikler igeren 6zellesmis
salg1 bezleri mevcuttur. Reyhan salgi tiiyleri; peltat (kalkansi) ve kapitat (bas¢ikli) olmak
tizere iki tip morfolojiye sahiptir. Reyhanin kapitat salgi tiiylerinin, mevalonik asit
yolagindan sentezlenen terpenoid bilesiklerce zengin oldugu, peltat salgi tiiylerinin ise
6jenol, metilojenol, kavikol veya estragol (metilkavikol) gibi fenilpropenlerce zengin
oldugu bildirilmistir (Gang ve ark., 2001). Terpenoid bilesiklerce zengin ugucu yag iceren

bitkilerde fenilpropanoid bilesikleri yaygin olmamasia ragmen, O. basilicum ugucu
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yaginda bu bilesikler genellikle bol miktarlarda bulunmaktadir (Tavallali ve ark., 2019).
Reyhan peltat salgi tiiylerinin, halk arasinda karanfil baharati olarak bilinen fakat aslinda
Myrtaceae familyasina mensup Szygium aromaticum L. (Syn: Eugenia caryophyllata)
tomurcuklarinin baglica bilesigi olan §jenol veya anason aromali estragol (metilkavikol)
gibi fenilpropenlerce zengin oldugu tespit edilmistir (Gang ve ark., 2001). Bu
fenilpropenlerin sentezi ile sonuglanan biyosentetik yolaktaki enzimlere yoOnelik
analizlerde, karsilik gelen enzim aktivitelerinin neredeyse tamamen peltat salgi tiiylerinde
gerceklestigi tespit edilmis ve bu enzimlerin 6zellikle peltat salgi tiiylerinde lokalize

olduklari ileri siiriilmistiir (Gang ve ark., 2002a).

Peltat salg: tiiylerinden elde edilen EST’lerin (/ng. Expressed sequence tag) analizi
sonucunda, fenilpropanoid yolagr ile ilgili oldugu bilinen genlerin, peltat salgi tiiylerinde
ifade edilen toplam EST’lerin %13’li gibi olduk¢a yiiksek bir orana tekabiil ettigi
goriilmistiir (Gang ve ark., 2001). Bu nedenle reyhanin peltat salgi tiiylerinin,
fenilpropanoidlerin sentezi ve depolanmasi igin oldukc¢a Ozellesmis yapilar oldugu
belirtilmektedir ve bu yapilar fenilpropanoid biyosentezinin arastirilmasi igin de

miikemmel bir sistem modeli olarak goriinmektedir.

Fenilalaninin, PAL enzimi ile deaminasyonu neticesinde trans-sinnamatin sentezi ile
baglayan fenilpropanoidlerin sentez yolaginda PAL enzimi énemli bir rol oynamaktadir.
Bu yolaktaki en 6nemli dallanma noktasini; 4-kumarat bilesiginden 4CL enzimi ile 4-
kumaroyil-KoA bilesiginin sentezlendigi reaksiyon basamagi teskil etmektedir (Rastogi
ve ark., 2013). Bunun yani1 sira hem kumaril asetattan kavikol sentezini hem de koniferil
asetattan Ojenol sentezini gergeklestiren Ojenol sentaz enzimi fenilpropanoid
metabolizmasi aktivitesinin belirlenmesi i¢in ifade oraninin 6l¢iimii gerekli olan 6nemli
bir enzimdir (Koeduka ve ark., 2006; Vassao ve ark., 2006). Ojenol O-metil transferaz
enzimi ve kavikol O-metil transferaz enzimi, 6jenol ve kavikoliin para-OH gruplarinin
metilasyonunu gerceklestirerek, bunlarin metil eter tiirevlerini meydana getirmektedirler

(Lewinsohn ve ark., 2000).

Fenilpropanoid smifi savunma bilesiklerini yiiksek miktarlarda igeren ve insanlar
tarafindan tiikketimlerinin yani sira sahip olduklar1 ekonomik degerleri bakimindan 6nemli

baharatlardan olan Ocimum spp. uzun zamandan beri bilinen bitkilerdir. Bu bitkilerden
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Lamiaceae familyasina ait olan Ocimum cinsi; Asya, Afrika ve Giliney Afrika’nin tropikal
ve subtropikal bolgelerinde dagilim gosteren yillik veya ¢ok yillik, otsu bitkileri ve
calilar1 kapsamaktadir (Darrah, 1988). Ocimum basilicum L., Ocimum cinsine dahil olan
tiirler arasinda ugucu yag {iretimi ve ticari amagli olarak tarimi yapilan Ocimum tiirleri
arasinda en basta yer almaktadir. Reyhandan elde edilen ugucu yag, parfiimeri ve ilag
endiistrisinin yani sira gida endiistrisinde tatlandirici olarak da kullanilmaktadir (Telci ve
ark., 2006).

Fenilpropenler; karanfil baharati (Szygium aromaticum), karabiber (Piper nigrum),
muskat cevizi (Myristica spp.), targin (Cinnamomum verum), yenibahar (Pimenta dioica),
tarhun (Artemisia dracunculus) ve reyhan (Ocimum spp.) dahil olmak iizere birgok
onemli bitki ve baharattaki anahtar aroma unsurlar1 olan ve genel fenilpropanoid
biyosentez yolagindan tiiretilen kiigiik fenolik molekiillerdir. Fenilpropenler, hayvanlara
ve mikroorganizmalara karst bitki savunmasinda rol almanin yani sira tozlayicilar ve
bocekleri ¢gekmede de onemli bir rol oynar (Gang ve ark., 2002a). Fenilpropanoid
biyosentez yolagindan tiiretilen fenilpropenler, aroma, parfiim ve ilag endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilan terpenler ile birlikte en biiyiik bitkisel ugucu organik bilesik

siniflarindan biridir ve bu da onlar1 ekonomik olarak 6nemli kilar.

Karanfil, tar¢in ve bir¢ok reyhan varyetesinde bol miktarda bulunan 6jenol, 2026 yilina
kadar 754,1 milyon Amerikan dolar1 degerinde ciroya ulasacagi tahmin edilen bir pazari
olusturan olduk¢a 6nemli bir ticari tirindiir (Anonim, 2018a). Tarhun ve reyhan ugucu
yaginin 6nemli bir bileseni olan kavikol de ugucu organik bilesikler pazarinda giderek
biiyliyen bir pazar payma sahiptir (Anonim, 2018b). Ojenol ve kavikol gibi
fenilpropenlerin ticari ve ekolojik onemi diislinlildiiglinde, bunlarin metabolik olarak
diizenlenmesine yonelik stratejiler saglamak icin bu bilesiklerin biyosentez yollarin

anlamak oldukgca ilgi ¢ekicidir.

Bazi reyhan hatlari, ugucu olarak bir ya da iki adet spesifik fenilpropen bilesigini baskin
olarak iceren ugucu yaglar iiretmektedir ve farkli ugucu yag kompozisyonuna sahip ¢ok
sayida reyhan hatti bulunmaktadir. Marotti ve ark. (1996), farkli morfolojik karakterlere
sahip reyhan hatlarinin ugucu yaglarini arastirdiklar1 caligmanin neticesinde ‘linalol’,

‘linalol-metilkavikol’ ve ‘linalol-6jenol’ olmak tizere ii¢ farkli reyhan kemotipi tespit
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etmiglerdir. Benzer sekilde, Lachowicz ve ark. (1997), Avustralya’daki reyhan
varyetelerinin ugucu yag kompozisyonlarini metilkavikol, linalol, metilsinnamat ve

linalol/metilsinnamat ile linalol/metilkavikoliin karisimi olarak tanimlamislardir.

Reyhanlar, farkli cografik kokenlerine gore de gruplandirilmaktadir. italya, Fransa,
Bulgaristan, Misir ve Giiney Afrika’da yayilis gdsteren ya da iiretilen reyhanlar Avrupa
kemotipi olarak siniflandirilmistir ve bunlar ana bilesen bakimindan linalol ve
metilkavikolce zengindirler. Hindistan, Pakistan ve Guatemala’daki reyhanlar ise
Tropikal kemotip olarak smiflandirilmistir ve metilsinnamat bakimindan zengindirler.
Tayland, Madagaskar ve Vietnam reyhanlari ise Reunion kemotipi olup yiiksek
konsantrasyonlarda metilkavikol igermeleri ile karakterize edilmistir (Vernin ve ark.,
1984; Simon ve ark., 1999). Telci ve ark. (2006), Tirkiye’de kiiltiirii yapilan 18 farkli
yerel reyhan c¢esidinin ugucu yag kompozisyonunu analiz ederek 7 farkli kemotipin
bulundugunu tespit etmisler ve bu kemotipleri (1) linalol, (2) metilsinnamat, (3)
metilsinnamat/linalol, (4) metilojenol, (5) sitral, (6) metilkavikol (estragol) ve (7)
metilkavikol/sitral olarak belirlemislerdir. Reyhanin en 6nemli antioksidan bilesikleri ise
kafeik, vanilik, rosmarinik, klorojenik ve p-hidroksibenzoik asitler ile kuersetin, rutin ve
apigenindir (Giilgin ve ark., 2007; Geng ve ark., 2020; Shahrajabian ve ark., 2020).

Xie ve ark. (2008) tarafindan dort farkli reyhan hatt1 (SW, MC, EMX-1, SD) ile yapilan
bir ¢aligmanin neticesinde, bu reyhan hatlarindan izole edilen peltat salgi tiiylerinin ugucu
yag kapsamindaki fenilpropenler ve terpenlerin kompozisyonunda énemli farkliliklar
bulundugu bildirilmistir. Sekil 1.3’te yer alan kromatogramda numaralandirilmis olarak
belirtilen baslica bilesikler sunlardir: 1; 1-8-Sineol, 2; limonen, 3; E-p-osimen, 4; cis-6-
terpineol, 5; a-terpinen, 6; fenson, 7; linalol, 8; kamfor, 9; cis-verbenol, 10; borneol, 11;
trans-verbenol, 12; a-terpineol, 13; metilkavikol, 14; kavikol, 15; neral, 16; geraniyal, 17;
bornil asetat, 18; metil nerolat, 19; a-kubeben, 20; 6jenol, 21; neril asetat, 22; kopaen, 23;
metilsinnamat, 24; metil6jenol, 25; B-karyofilen, 26; a-bergamoten, 27; a-humulen, 28;
B-farnesen, 29; muurola-4,5-dien, 30; germakren D, 31; B-selinen, 32; o-selinen +
bisiklogermakren, 33; a-bulnesen, 34; B-bisabolen, 35; y-kadinen, 36; d-kadinen, 37; a-
bisabolen, 38; Z-nerolidol, 39; kubenol, 40; a-kadinol. Kromatogramda ITS ile gosterilen

deger dahili (internal) standart olarak kullanilan 1,3,4-triklorobenzen bilesigine aittir.
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Sekil 1.3. Dort farkli reyhan hattindan etil asetat ile ekstrakte edilen ugucu yag kapsamina
ait GC-MS kromatogrami (Xie ve ark., 2008’den degistirilerek).

Biyouyaricilar olarak adlandirilan ve bunlarin humik maddeler kategorisi igerisinde yer
alan vermikompost kokenli humik ekstraktlarin, bitki bliylime ve gelisimine etkisi iy1
bilinmektedir (Kauffman ve ark., 2007; du Jardin, 2015). Vermikompostlarin bitki
biliyiimesini “hormon ile uyarilmig aktivite” mekanizmalari yoluyla stimiile ettigi
gosterilmistir (Arancon ve ark., 2006; Sinha ve ark., 2009). Vermikompost hiimik
maddesinin sahip oldugu hormon benzeri aktivitenin, vermikompostun iiretiminde
kullanilan hammaddeden (Arthur ve ark., 2007) ya da biyokiitlenin kompostlanmasi
sirasinda  Uretilen  (ex-novo)  hormonlardan  kaynaklandigi  disiiniilmektedir.
Vermikompost tiiretim kistaslarinin, toprakta bitki gelisim diizenleyicileri iireten
mikrobiyotayr etkiledigi bildirilmistir. Ozellikle, yiiksek sicakliklarda iiretilen
kompostlara kiyasla vermikompost iiretiminin daha diistik sicaklikta gergeklestirilmesi,
vermikompostun daha yiiksek konsantrasyonlarda oksin, giberellin ve sitokinin hormonu

igermesine imkan tanimaktadir (Jayakumar ve ark., 2012).



Humik asitin hormon benzeri etkilerinin arasindan oksin benzeri etkisi en iyi bilineni olup
vejetatif hiicrelerdeki pompalar1 aktive ederek kok gelisimini etkiledigi tespit edilmistir
(Muscolo ve ark., 1999; Canellas ve ark., 2002; Zandonadi ve ark., 2010). Bitkiler
tizerinde hiimik asitin etkili olmasinin en 6nemli sebebinin bazi arastirmacilar tarafindan
oksin mevcudiyetinden kaynaklandig diisiiniilse de (Canellas ve ark., 2010; Schiavon ve
ark., 2010; Muscolo ve ark., 2013) baska arastirmacilar tarafindan oksin mevcudiyetinden
bagimsiz olarak da oksin benzeri etkilerin goriildiigi ve bu etkinin hormon benzeri
bilesikler olarak adlandirilan spesifik organik molekiillerin mevcudiyetinden
kaynaklandigi bildirilmistir (Nardi ve ark., 2002; Trevisan ve ark., 2010; Scaglia ve ark.,
2016). Karboksilik organik asitler (oksalik, tartarik ve fenolik asitler) ve amino asitlerin
saf molekiiller ya da organik fraksiyonun bilesenleri olarak bulunduklarinda oksin benzeri
etkilere sahip olduklar1 da bildirilmistir (Pizzeghello ve ark., 2006; Singh ve ark., 2013;
Colla ve ark., 2014).

Humik asitlerin (HA) kimyasal karmasikligi, biyouyarici etkiye sebep olan oksin benzeri
molekiillerin analitik tanilamasimi zorlastirmis ve bu durum HA iceren organik
fraksiyonlardan hangisinin oksin benzeri 6zellikler gosterdigini belirlemeye yonelik
aragtirmalara neden olmustur (Canellas ve ark., 2010; Canellas ve ark., 2015; Scaglia ve
ark., 2016). Humik asit fraksiyonlarmin (i) diisiik molekiiler agirhikli, (ii) yiiksek
molekiiler agirlikli ve (iii) suda ¢oziinebilir fraksiyonlar seklindeki siniflandirilmast,
oksin benzeri etkinin molekiiler agirlik ile ilgili olmayabilecegini de isaret etmektedir
(Muscolo ve ark., 1999; Quaggiotti, 2004). Bu durumun en muhtemel agiklamasi ise bitki
hormon reseptdrlerinin hiimik asidin tamamu ile etkilesime girmek yerine hiimik asit
icerisindeki kii¢iik oksin benzeri molekiiller ile etkilesime girmesidir (Trevisan ve ark.,
2010; Canellas ve ark., 2011; Zandonadi ve ark., 2013). GC-MS yaklasimi, hiimik asit
kapsamindaki spesifik molekiillerin miktar1 ve mevcudiyeti hakkinda 6nemli bilgiler
saglar ve biyouyarict etkinin hangi molekiillerden kaynaklandigimin belirlenmesi

amaciyla kullanilabilir (Scaglia ve ark., 2016).

Schiavon ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir arastirmada, vermikompost humik madde
fraksiyonlar1 igerisinde yiiksek molekiil agirlikli olanlarin misirda fenilpropanoid
metabolizmas1 {riinlerini artirdigi, bu yolagin onciilleri olan fenilalanin ve tirozinin

sirastyla %16 ve %22 oraninda azaldigi, fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve tirozin
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amonyum liyaz (TAL) ifadelerini ve enzim aktivitelerini ise arttirdig1 tespit edilmistir.
Arastirmacilar bu artisin, kismen, humik madde igerisindeki indol asetik asitten (IAA)
kaynaklanmig olabilecegini de ileri siirmiislerdir. Olivares ve ark. (2015)’nin domateste
yaptigi arastirmada, vermikomposttan ekstrakte edilmis hiimik asitin yapraklara sprey
olarak uygulanmasi neticesinde meyve veriminin yani sira PAL aktivitesinin artig
gosterdigi tespit edilmistir. Hernandez ve ark. (2014) tarafindan kivircikta yapilan
calismada ise vermikomposttan ekstrakte edilen hiimik asitin yapraklara sprey olarak

uygulanmasi neticesinde PAL aktivitesinde artis tespit edilmistir.

Biyogiibre terimi, yasayan organizmalarin kullanimini ifade eden “biyolojik” ve “giibre”
terimlerinin kisaltmasindan tiiretilmistir. Bilimsel literatiirde, bitki gelisimini ilerletici
etki gosteren basit bir mikroorganizma igin de genellikle biyogiibre terimi
kullanilmaktadir. Ancak mikroorganizmalarin bitki gelisimindeki rolleri biyogiibrelerden
farkli terimlerle anilmasini gerektirmistir (Tung, 2017). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii’'niin (FAO) 2006 yilinda yaymladig1 bir rapora gore biyogiibreler, atmosferik
azotu fikse eden veya toprak besleyicilerini ¢oziindiirme/harekete gegirme konusunda
yardimct olan ve biiylimeyi tesvik eden maddeler salgilayan bakteriler, mantarlar,
aktinomisetler ve tek veya kombinasyon halindeki algler gibi yasayan veya uyku
halindeki mikro organizmalar1 igeren iiriinler i¢in kullanilan, genis kapsamli bir terimdir
(Roy ve ark., 2006; Tung, 2017). 2006 yilinda Hindistan Tarim Bakanlig: tarafindan
“Zorunlu Mallar Yasas1” altinda biyogiibreleri igeren bir yonetmelik yaymlanmis, daha
sonra 2009°da bu yonetmelik diizeltilmistir. Bu tanima gore biyogiibre terimi “sivi veya
kat1 halde, yasayan mikroorganizma igeren iiriin” anlamina gelmektedir ve bu {iriin azot
fiksasyonu, fosfor ¢oziiniirliigli veya besin aliminda toprak veya firiin verimliligini

artirmalidir (Tung, 2017).

Vermikompost caylar1 bliyiik Olcekli tarim, bagcilik, meyve bahgeleri, bahgecilik,
fidanliklar, c¢imler, ticari peyzaj ve ev bahcgelerinde kullanilmaktadir. Tarimsal
faaliyetlerde kati vermikompost yerine vermikompost c¢ayr kullaniminin uygulama
acisindan Oonemli avantajlart bulunmaktadir. Bugday iiretimi gibi genis arazilerde ve
biiyiik 6lgekli tiretimde ekonomik uygulama imkani sunmasi en 6nemli 6zelligidir. Pek
cok kullanict vermikompost cayini hem topraga hem de yapraktan uygulamaktadir. Cay

kullanim1 spreyleme ve sulama suyu ile uygulama i¢in uygun ve ekonomiktir. Uygulama
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sonrasinda vermikompost uygulama bolgesine milyonlarca bakteri ve mantar ekleyerek
oncelikle mikroorganizma yogunlugunu artirir. Vermikompostun aktif bilesenleri
mikroorganizmalar, suda ¢ozlinen fulvik asitler (humik icin yap1 taslar1) ve partikiiler
humatlar, mikroorganizmalar tarafindan iretilen bitki biiylime hormonlar1 ve
mikrobesinlerin mevcudiyetini arttiran malzemelerden olusmaktadir (Edwards ve ark.,

2010).

Vermikompost ¢ay1 iretimi basitge vermikompost, su ve zaman girdilerinden
olugmaktadir. Cayin biyolojik ve kimyasal 6zellikleri bu girdilerdeki degisikliklere bagh
olarak farklilik gostermektedir. Vermikompost c¢ayi fiiretiminde kullanilacak kati
vermikompost:su orani sabitlenebilir bir degiskendir. Kat1 ve sivi vermikompost %5 ve
%24 arasindaki uygulama oranlarimin laboratuvar ve sera denemelerinde en uygun oranlar
oldugu bildirilmistir (Edwards ve ark., 2010; Tiirkay ve ark., 2018; Tiirkay ve Oztiirk,
2019).

Vermikompost ¢ay1 depolanmak yerine hemen uygulanacaksa havalandirma ile 4 saat
calkalama sonunda ekstraksiyon ile elde edilir. Ancak vermikompost ¢ay1, yaygin olarak
kullanilan melas gibi bir materyalle mayalanarak kullanilacaksa siire 24 saattir.
Kullanilacak suyun oda sicakliginda olmasi yeterlidir. Spesifik c¢aligmalarda ve
uygulamalarda ihtiyaca bagli olarak vermikompost ¢ay1 iiretim oranlar1 son uygulama

ekstraktindan seyreltilebilir (Edwards ve ark., 2010).

Bitki biyouyarici tiriinleri tarim biliminde yeni gelistirilmekte olan iiriinlerdir. Bunun yani
sira, sekonder metabolitlerin sentez yolaklarinin genetik manipiilasyonunu miimkiin
kilabilmeleri nedeniyle, 6zellikle tibbi bitkilerde ¢ok daha etkilidirler (Rafiee ve ark.,
2016). Ayrica, biyouyarici pazarinda hali hazirda satilmakta olan, yapraklara piiskiirtme
yolu ile uygulanan ve hiimik madde kapsamina sahip olan Rygex® (Ryger Complex®)

gibi ticari biyouyarici iiriinler de bulunmaktadir (Sharma ve ark., 2016).

Ojenolii en fazla miktarda iireten bitki tiirii Myrtaceae familyasma mensup Szygium
aromaticum agacindan elde edilen karanfil baharatidir. Fakat karanfil baharatini meydana
getiren  tomurcuklarin  olgunlagsmasi  uzun yillar  aldigindan  laboratuvar

manipiilasyonlarina ve biyokimyasal incelemelere uygun degildirler. Reyhan (O.
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basilicum L.) ise, ugucu yaglarinda 6kaliptol, linalil asetat ve a-bergamoten gibi mono-
ve seskiterpenlerin yani sira 6jenol ve kavikol gibi yiiksek seviyelerde fenilpropen iireten
bir diger ¢ok yillik bitki tiirtidiir. Bu bilesikler bir¢ok aromatik bitkinin toprak iistii
kisimlarinda yaygin olarak bulunan peltat salg tiyleri ad1 verilen 6zel yapilarda tiretilir.
Farkli reyhan cesitleri, ugucu allilfenol bilesiklerinin karakteristik karisimlarini iiretir ve
bunlar arasinda 6jenol ve metilkavikol, en bol miktarda bulunan allil-fenilpropenlerdir
(Dhar ve ark., 2020). Reyhan ve birgok tibbi ve aromatik bitkinin yetistiriciliginde dogal
aroma ve ugucu yag veriminin korunmasi i¢in organik giibre uygulamalar1 tavsiye
edilmektedir (Anwar ve ark., 2005; Khalid ve El-Gezawy, 2006; Kandil ve ark., 2009;
Taie ve ark., 2010; Malik ve ark., 2011; EI-Naggar ve ark., 2015; Khalid ve ark., 2016;
Badalingappanavar ve ark., 2018).

Fenilpropanoid metabolizmas1 ile ilgili olarak sadece PAL aktivitelerini Olgen
calismalarin  haricinde, bir biyouyarici olarak smiflandirilan vermikompostun
fenilpropanoid metabolizmasi iizerine etkilerini kapsamli olarak arastiran herhangi bir
calismaya literatiirde rastlanmamaktadir. Bunun yani sira herhangi bir tibbi ve aromatik
bitkinin yapraklarina vermikompost ¢ayinin piiskiirtme yolu ile uygulanmasi neticesinde
fenilpropanoid metabolizmasi tizerindeki etkilerini gen ifadesi seviyesinde inceleyen bir

arastirmaya da literatiirde rastlanmamuistir.

Bu c¢alismada iki farkli kemotipe ait reyhan bireylerinin kok bolgelerine kat1, toprak tistii
kisimlarina ise sivi  vermikompost uygulamalarinin reyhanin  fenilpropanoid
metabolizmasi iizerine etkileri arastirilmistir. Bu ¢calismadan elde edilen sonuglar, ¢esitli
endiistrilerde hammadde olarak kullanilan birtakim fenolik bilesiklerin 6nemli bir
kaynagi olarak, vermikompost ile yetistirilen reyhanin potansiyelini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, endiistriyel hammadde eldesi amaciyla yapilan tibbi ve aromatik bitki
yetistiriciligi faaliyetlerinin giderek arttig1 giiniimiizde, vermikompostun da dahil oldugu
cesitli organik giibrelerin bitkisel sekonder metabolizma {tizerine etkileri konusundaki

perspektifimize ilk katkilarin saglanmasi amaglanmastir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Bitkisel Fenoliklerin Siniflandirilmasi

Dogal fenolik bilesikler, aragtirmacilar tarafindan birkac farkli siniflandirma sistemine
gore siniflandirilmaktadirlar. Giiniimiize degin yapilan aragtirmalarda ¢ok ¢esitli fenolik
bilesiklerin tanimlanmasi neticesinde arastirmacilarin ¢ogu, en yaygin siniflandirma
yontemi olan temel karbon iskeletine gore siniflandirma sistemini tercih etmistir. Bugiine
kadar yaygin olarak kullanilan bu siniflandirma sistemi 10’dan fazla kategori
icermektedir ve bu hiyerarsi igerisine bazi fenolik bilesikleri yerlestirebilmek miimkiin

degildir.

Tsimogiannis ve Oreopoulou (2019) tarafindan daha kapsayici bir ¢ergevede yapilan bir
calismada benimsenen yeni bir siniflandirma sisteminde monomerik fenoller 3 ana sinifta
toplanmistir ve hiyerarsi diizenlemesi, biyolojinin taksonomik seviye kurallari esas
alinarak yapilmistir. Bu sisteme gore fenolik bilesiklerin ilk 3 ana sinifi; (1) tek bir benzen
halkasi igeren fenolik bilesikler (Ce sinifi), (I1) 1°’den 4’e kadar veya 7 tane karbon atomu
iceren karbon zincirinin bagli oldugu bir Cs halkasi iceren fenolik bilesikler (Ce-Cp sinifi)
ve (I11) karbon zincirinin fazladan ikinci bir benzen halkasina baglandigi, daha karmagsik
bir karbon iskeletine sahip fenolik bilesikler (Ce-Cn-Cs sinifi) olarak belirlenmistir. Ce-
Cn-Ce sinifi; Ce-C1-Cs, Cs-C2-Cs, Cs-C3-Cs Ve Cs-C7-Ce alt kategorilerine ayrilmistir ve

bunlardan Ce-Cs3-Cs kategorisi sadece flavonoid familyasini igermektedir.

Daha karmagik yapidaki fenolikler ise oOnceki smiflara ilaveten ii¢ ana smifta

gruplandirilmistir. Bu grubun ilk sinifi (1V) fenolik dimerler [(Ce-C1),, (C6-Ca),, (Ce-Co-
Ce),, (Ce-Cs-Cs),] ve yogunlasma tepkimelerinden elde edilen oligomerik {iriinlerdir.
Sonraki smif (V), genel formiilii (Cs),, (Ce-Cs),, (Ce-C3-Ce), 0lan ve Polimerik Fenoller

siifinda yer alan polimerlerdir.

Terpenler ve lipitler gibi dogal bilesikler ile fenoliklerin hibritleri olarak bulunan
bilesikleri iceren son sinif ise (V1) Hibrit Fenoliklerdir. Bitkisel fenolik bilesiklerin,
Tsimogiannis ve Oreopoulou (2019) tarafindan belirlenen yeni siniflandirma sistemine

gore diizenlenmis baslica siniflari su sekildedir:
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I. Cs Fenolik Bilesikler
I1. C6-Cn (1=n=<4) Fenolik Bilesikler
1. Cs-Ci-Ce (1=<n<3, veya n=7) Fenolik Bilesikler
a. Ksantonoidler, Stilbenoidler, Antrakinonlar, Antronlar ve Diaril Heptanoidler
b. Ce-C3-Cs Fenolikler: Flavonoidler
IV. Fenolik Dimerler ve Yogunlasma Uriinii Oligomerler.

V. Polimerik Fenoller (Cs),, (Ce-Cs), ve (Ce-C3-Ce), (n>12)
V1. Hibrit Fenolikler

2.1.1. Ce fenolik bilesikler

Bu smifta yer alan fenolikler (Sekil 2.1), tibbi ve aromatik bitkilerde olduk¢a az
miktarlarda bulunan katekol, hidrokinon ve florogliisinol (/ng. phloroglucinol) gibi basit
fenolik bilesiklerdir.

OH

HO OH

Katekol Hidrokinon Florogliisinol

HO OH

Sekil 2.1. Baz1 Cg fenolik bilesikler.

Katekol, Gaultheria spp.’nin (Keklik {iziimii) yapraklarinda bulunmaktadir.
Hidrokinonun O-glikozitli bilesigi arbutin ise yaban mersini, turna yemisi, kirmizi yaban
mersini gibi Vaccinum tiirlerinin ve armut (Pyrus communis L.) agaglarinin yapraklarinda
bulunmaktadir (Lattanzio, 2013). Ayrica, diger bitkilere kiyasla en zengin arbutin
kaynaginin, bitki kuru agirliginin %15 ile %23 arasinda degisen miktarlarda olmak iizere
Bergenia crassifolia L. (Kis ortancasi) oldugu bildirilmistir. Florogliisinol, c¢esitli
turunggillerin meyve kabuklarinda glikozit formunda bulunmaktadir (Carmen ve ark.,

2009; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).
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2.1.2. C6-Cn (1=n<4) fenolik bilesikler

Ce-Cn smifi bitkisel fenolik bilesikler, bir 6nceki sinifa gére daha yaygindirlar. Ce-Cy
fenolik bilesikleri kategorisinde benzoik asit ve benzaldehit tiirevleri bulunmaktadir. Bu
grubun hidroksi ve/veya metoksi siibstitiisyon modelleri Sekil 2.2°de, temel iskelet
yapilari ise Sekil 2.3’te gosterilmistir. p-hidroksibenzoik asit, vanilik ve sirinjik asitlerin
glukoz esterleri sik goriilmese de hidroksibenzoik asit bilesikleri genelllikle glikozit
formunda bulunurlar. Meyve ve sebze tiirlerinin en 6nemlilerinde bilinen hidroksibenzoik
asit bilesikleri, eser miktardaki konsantrasyonlarda bulunmaktadir (<1 ppm). Vanilin,
aroma bileseni ve tatlandirict olarak yaygin kullanimi olan, muhtemelen en 6nemli
fenolik aldehittir (Herrmann ve Nagel, 1989; Tomas-Barberan ve Clifford, 2000;

Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

R R? R® R* Fenolik asit Fenolik aldehit
R H OH H H  p-OH-benzoik asit  p-OH-benzaldehit
R2 <O H H H OH Salisilik asit Salisilaldehit
o ‘. o H OMe H H p-Anizik asit p-Anizaldehit
OH OH H H Protokatekuik asit  p-Protokatekualdehit
R OH H OH H Gentisik asit Gentisaldehit
R //O OMe OH H H Vanilik asit Vanilin
OH OH OH H Gallik asit Gallik aldehit
R R OMe OH OMe H Sirinjik asit Siring aldehit

Sekil 2.2. Ce-Cy fenoliklerinin temel iskeleti ile hidroksi- ve metoksi-siibstitiisyon
ornekleri.

Ce-C2 kategorisi, feniletanoidler olarak adlandirilan fenilasetik asit, asetofon ve fenetil
alkollerin hidroksilli ve/veya metoksi tiirevleri igermektedir. Sekil 2.3’te goriildiigii tizere
bu familyalarin temel iskeletinde siibstitiisyon bigimleri 3- veya 4-monohidroksi ya da
3,4-dihidroksi seklinde olmaktadir. Cilek nektarinda tanimlanan homogentisik asit, nadir
bir durum olarak 2,5-hidroksi siibstitiisyonuna sahiptir. Feniletanoidlerin dnemli iiyeleri
olan hidroksitirozol ve oleurepin zeytin yapraklarinda ve yaginda bulunan kuvvetli
antioksidanlardir (Chimi ve ark., 1991; Cabras ve ark., 1999; Gordon ve ark., 2001;
Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).
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Sekil 2.3. Ce-Chn fenolik bilesiklerin temel iskeletleri.

Ce-Cs kategorisi; hidroksisinnamik asitler, sinnamik aldehitler, monolignoller,
fenilpropenler, kumarinler, izokumarinler ve kumaranlar1 igceren fenilpropanoidlerdir.
Hidroksisinnamik asitler, bitkiler aleminde olduk¢a yaygin bulunmalarindan dolayz, hig
siiphesiz ki bu familyalar arasinda en 6nemli olanlaridir. En yaygin hidroksisinnamik
asitler; p-kumarik (4-hidroksisinnamik) asit, kafeik (3,4-dihidroksisinnamik) asit ve
ferulik (3-metoksi, 4-hidroksisinnamik) asittir. Buna karsin, 3,4,5-slibstitiisyonu yalnizca

roybosta (Aspalanthus linearis) 3,4,5-trimetoksi-sinnamat seklinde bulunmustur (Rabe
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ve ark., 1994). Hidroksisinnamik asitler bitkilerde genellikle serbest aglikonlar halinde
bulunmazlar. Bunun yerine kinik asit gibi siklik polioller (siklitoller) veya tartarik asit ve
3,4-dihidroksifenil laktik asit gibi basit hidroksi asitlerle esterlesmis halde bulunurlar.
Hidroksi-siibstitiie karboksilik asitlerin hidroksilleri ile kafeik asit esterleri Sekil 2.4’te
yer almaktadir. Serbest veya bag yapmis kafeik asitlerin istisnai bir kaynagi ise Prunus
virginiana’nin meyvesi olan yabani kirazdir (/ng. chokecherry) (Herrmann ve Nagel,
1989; El-Seedi ve ark., 2012; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenil laktik asidin esteri rozmarinik asit, Lamiaceae familyas1
tiyelerinde olduk¢a yaygin bulunur. Rozmarinik asit, Origanum vulgare tiirliniin temel
bilesenidir ve Origanum tiirleri haricinde Satureja thymbra’da da oldukga yiiksek
miktarda bulunur (Shan ve ark., 2005). Bununla birlikte, en yiikksek konsantrasyonda
rozmarinik asit iceren bitki Melissa officinalis’tir (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).
Rosmarinik asidin, herpes viriisleri ve enteroviriis 71’e karsi virostatik oldugu
kanitlandig i¢in bu fenolik bilesik arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (Astani ve ark.,
2012; Chen ve ark., 2017).

Siklik polioller ile Hidroksi asitler ile Fenil hidroksi asitler ile
Kinik asit ile Tartarik asit ile 3,4-dihidroksifenil laktik asit ile
HO OH
HO OH
OH
35%@ X
HO :
HO_ _A~_ 4O
o} OH
jo OH jof\( WO OH
OH o o
Klorojenik asit Kaftarik asit >
HO 0]
OJ
Sikimik asit ile Malik asit ile :
HO HO
(0]
HO! \ <o \—oH o o)
HO OH
o]
HO OH OH
3-O-kafeoyilsikimik asit Kafeoyilmalik asit Rozmarinik asit

Sekil 2.4. Kafeik asidin siklitoller, hidroksil asitler ve fenil hidroksil asitler ile esterleri.

Diger Ce-C3 familyalart arasinda p-kumaroyil alkol gibi monolignoller; lignin ve

lignanlarin biyosentezi i¢in 6nciil madde olarak gorev yapar (Chiang, 2006). Monomerik
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kumarinler; basit kumarinler, furanokumarinler ve piranokumarinler olarak kategorize
edilmislerdir (Borges ve ark., 2005; Bourgaud ve ark., 2006). Izokumarinler, yiiksek
bitkilerde daha nadir bulunmalarina ragmen temel iskeletlerindeki karbon ve oksijen
gruplarindaki diizenlemeler nedeniyle oldukg¢a fazla ¢esitlilik arz ederler. Bunun yani sira,
son yapilan arastirmalara gore izokumarinler antimikrobiyal, antikanser ve anti-HIV
koruyucu etkileri ile olduk¢a genis bir farmakolojik etkinlige sahiptir (Saeed, 2016;

Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

2.1.3. C6-Cn-Cs (1=<n<3 veya n=7) fenolik bilesikler

Ce-Ch-Cs fenolik bilesikler sinifi ksantonoidleri (Cs-C1-Cs), stilbenoidler, antrakinonlar
ve antronlar1 (Ce-C2-Cs), diaril heptanoidleri (Ces-C7-Cs) ve flavonoidleri (Ce-C3-Cs)
kapsayan oldukca genis bir siniftir. Flavonoidler haricinde bu kategorilerin temel iskelet
yapilart Sekil 2.5°te verilmistir. Bitkiler aleminde oldukga genis bir yayilisi olan, ayri
gruplar arasinda ¢ok ¢esitli varyasyonlari bulunan ve belki de en ¢ok ¢alisilmis fenolikler

olan flavonoidlerin simiflandirilmasi ayr1 bir boliim olarak verilmistir.

Ksantanoidler, stilbenoidler, antrakinonlar, antronlar ve diaril heptanoidler

Ksantonoidler genel olarak en ¢ok Clusiaceae (Guttiferae), Gentianaceae, Moraceae ve
Polygalaceae familyalarinda bulunmaktadirlar. Ksantonlar ise yiiksek bitkilerin 20
familyasindan izole edilmislerdir. Monomerik ksantonlar; basit ksantonlar, ksanton
glikozitleri, prenillenmis ksantonlar ve diger ksantonlar olarak 4 ana baslik altinda
simiflandirilmiglardir (Sultanbawa, 1980; Gales ve Damas, 2005; Vieira ve Kijjoa, 2005;
Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Monomerik ve oligomerik stilbenoidler 33 bitki familyasinda tespit edilmistir (Shen ve
ark., 2009). Stilbenoidler, odunsu metabolit olarak ve ayn1 zamanda temel ve etkilesimli
savunma ajanlar1 olarak gorev yaparlar (Niesen ve ark., 2013). En iyi bilinen stilbenoid,
kirmizi sarabin Onemli bir bileseni olan ve kardiyoprotektif Ozellikleri olan
rezveratroldiir. Bunun yani sira, yer fistigi, bogiirtlen ve bazi ¢alilar gibi diger birkag
bitkide de bulunmaktadir (Sanders ve ark., 2000; Catalgol ve ark., 2012; Tsimogiannis ve
Oreopoulou, 2019).
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Antrakinonlarin kimyasal yapilar1 Cg ve Cio pozisyonlarinda iki karbonil grubu ihtiva
eden bir antrasen halkasi (trisiklik aromatik) ihtiva eder. Onemli miktarda antrakinon
ihtiva eden bitki familyalar1 Rubiaceae, Rhamnaceae, Fabaceae, Polygonaceae,
Bignoniaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae ve Liliaceae’dir (Izhaki, 2002). Bu grubun
en iyi bilinen tiyesi, ¢oklu timor hiicreleri lizerine antineoplastik etkisi kanitlanmig olan
aloe-emodindir [1,8-dihidroksi-3-(hidroksimetil)anthrakinon] (Chen ve ark., 2014; Liu
ve ark., 2018). Antronlar, antrokinonlarin bir karbonil oksijenini yitirdigi indirgenmis
formlaridir ve her iki kategori de bitkilerde genellikle birlikte bulunurlar (Evans ve ark.,

1979; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

498
Ce-C1-Cs

0]

Ksantonoidler

Joly

Stilbenoidler Antrokinonlar Antronlar

Cs-C3-Cs  FLAVONOIDLER

S

O o

Ce-C7-Cs

Diaril heptanoidler (Kurkuminoidler)

Sekil 2.5. Ce-Cn-Cs fenolik bilesiklerinin temel iskeletleri.

Diaril heptanoidler, bu kategorinin en 1iyi bilinen T{yesi kurkumin nedeniyle
kurkuminoidler olarak da adlandirilirlar. Kurkumin, Zingiberaceae familyasi iiyesi
zerdegalin (Curcuma longa) ana bilesenidir. Kan kolesterol seviyesinin diigiiriilmesi,

diisiik  yogunluklu lipoproteinlerin  oksidayonunun engellenmesi ve platelet
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agregasyonunun engellenmesi gibi gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Itokawa ve ark.,
2008).

Ce-C3-Cg fenolikleri: Flavonoidler

Flavonoidlerin alt kategorilere ayirimi; C3 kopriisiiniin agik olmasi ya da kapali ve tiglincii
bir heterosiklik halka (C halkasi) olusturmasina dayanmaktadir. Boylelikle, flavonoid
familyasi iki gruba ayirilir; agik kopriilii ve kapali kopriilii flavonoidler. Kapali kopriilii
flavonoidler de 5 veya 6 iiyeli heterosiklik halkali flavonoidler olmak tizere iki gruba
aymrilmistir. 6 tyeli heterosiklik halkali flavonoidler ise 2-, 3- ve 4-fenil-kromen
flavonoidler olmak iizere 3 gruba ayrilir. 2-fenil-kromen flavonoidler, 9 farkli tipte
fenolik bilesikler (flavanlar, flavan-3-oller, flavononlar vs.) ihtiva ederler (Tsimogiannis

ve Oreopoulou, 2019)

Acik kopriilii flavonoidler

Bu ilk grubun iiyeleri C3 halkasinda, A-halkasina bitisik bir karbonil grubunun
mevcudiyeti ile karakterize edilirler. Bu kategorinin ana alt grubu ise o, B-¢ift bagi
olusturan “kalkonlar”dir (Sekil 2.6). Kalkonlar, kapali kopriilii flavonoid biyosentezinde
onciil bilesikleri teskil ettikleri i¢in, eser miktarlarda bile olsa bircok bitkide tespit
edilmistir (Ibrahim, 2000).

2

g 6 4

’ h[} ; 3
O O

B-Hidroksikalkonlar B-Ketodihidrokalkonlar

Sekil 2.6. Acik kopriilii flavonoidlerin temel ve ikincil kategorileri.
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Dihidrokalkonlar, kalkonlarin indirgenmesi ile iiretilmektedir ve bu nedenle doymus bir
C3 kopriisiine sahiptirler. Agik kopriilii flavonoidlerin kii¢iik alt grubunu, keto-enol
tautomerlerini olusturan “B-hidroksikalkonlar” ve “B-ketodihidrokalkonlar” ad1 verilen -

oksijenlenmis tiyeler olusturur (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Kapali kopriilii flavonoidler

Bu kategorideki flavonoidlerin Cz halkasi, iigiincii bir heterosiklik halkanin yapisinda yer
alabilmektedir. Bu heterosiklik halka, kalkonlar arasinda 6-OH ile a- veya B-karbon
atomu arasinda bir bag olusumunun biyosentezi neticesinde sirasiyla 5- veya 6-iiyeli bir

heterosiklik halkanin olusumu ile gergeklesir (Sekil 2.7).

O

Sekil 2.7. Kalkonlarin, kapali kopriilii flavanoidlere biyosentetik doniisiimiinii gdsteren
ornekleri.

5 diveli heterosiklik halkali flavonoidler

5-liyeli heterosiklik halkali flavonoidler; auronlar ve auronoller olarak 2 gruba ayirilir.
Bunlarin yapilar1 ve numaralandirilma sistemleri Sekil 2.8’de gosterilmistir. Auronlarin
ilk iiyesi 1943 yilinda Geissman ve Heaton tarafindan Coreopsis grandiflora tiiriinde

tespit edilmistir ve “auron” terimi ilk kez 1951 yilinda Bate-Smith ve Geissman

21



tarafindan kullanilmistir. Ilk auronol ise 1960 yilinda Birch tarafindan tanimlanmistir

(Ibrahim, 2000; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Auronlar Auronoller

Sekil 2.8. 5 tiyeli heterosiklik halkali flavonoidlerin iki grubu.

6 tiveli heterosiklik halka flavonoidleri

Bu alt gruba ait bilesiklerin temel iskeleti olan “kromen” halkasi (benzodihidropropan)
Sekil 2.9°da gosterilmistir. Bu kategorinin alt gruplara ayirilmasinin temeli, B-halkasinin
C-halkasina, heterosiklik halkanin 2-, 3- veya 4-karbonundan baglanip baglanmamasi

durumuna dayanmaktadir.

(%]

Sekil 2.9. Kromenin yapisi.
a) 2-fenil-kromen flavonoidleri

Dogada en fazla miktarda bulunan en 6nemli flavonoidlerdir. C-halkasindaki siibstitiie
elementlere gore; 4-karbonil, 3-hidroksil, 4-hidroksil, 2,3 ¢ift bag iceren ya da farkh
kombinasyonlarda flavilum katyonlarina gore ayirt edilen tipleri mevcuttur. 2-fenil-
kromen flavonoidleri, siibstitiientlerin gesit ve sayisina gore 9 tipe ayirilir. Temel yapilari

Sekil 2.10°da verilmistir.
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Flavanlar
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OH OH

Katesinler Epikatesinler Enantiyokatesinler

O ‘\\\\\O (0) ‘\\\\‘©
O OH )

Peltoginoid flavanlar Flavan-4-oller Flavononlar

OH

Antosiyanidinler

sesgilicees

Flavan-3,4-dioller Peltoginoid flavan-4a-oller Peltoginoid flavan-4-onlar

Oln

\\\\\ : : :

Flavonlar Dihidroflavonoller Flavonoller

Sekil 2.10. 2-fenilkromen flavonoid gruplarinin temel yapilari.
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Vi.

Vil.

Flavanlar: C-halkasinda siibstitue element ihtiva etmezler ve bitkilerde nispeten nadir

olarak bulunurlar (Harborne, 2013).

. Flavan-3-oller veya Katesinler: Flavan-3-oller ve katesinler diastercomerlerdir ve

2,3-¢ift bagin bulunmamasindan dolay1 yalnizca 3-hidroksil ihtiva ederler. 2R, 3S
konfigiirasyonlar1 temel olanidir, 2R, 3R tiirevleri i¢in “epi” oneki kullanilir. 2S
konfigiirasyonlu olan flavan-3-oller i¢in “enantiyo” (ent.) Oneki kullanilir.
Peltoginoid flavanlardaki oksijenin 3-atomunun B-halkasindaki 6-metil siibstitenti
ile eter bagi olusturmasi flavan-3-oller igin 6zel bir durumdur (Tsimogiannis ve
Oreopoulou, 2019).

Flavan-4-oller: Flavan-4-ollerin spesifik tiirevleri C-halkasinda yalnizca 4-OH ihtiva

ederler.

. Flavononlar: 4-Karbonil, flavonon C-halkasinin yegane siibstitiisyonudur ve C-2

tizerinde kiral merkez ihtiva ederler. Genel konfigiirasyonlari 2S’tir (Ibrahim, 2000).

. Antosiyanidinler: Antosiyanidinlerin heterosiklik halkasi pirilyum yapisina sahip

oldugu i¢in bazi bilesikleri 2-fenilbenzopiriliyum tuzlar1 formunda bulunurlar. C-
halkas1 genellikle ilaveten 3-OH siibstitiisyonu teskil eder. Antosiyanin olarak
adlandirilan glikozitleri de dahil olmak iizere, dogada yaklasik 300 {iyesi
tanimlanmistir. Antosiyanidinler c¢igekler, yapraklar, meyveler ve hatta bitki
koklerinde gézlemlenen camgobegi (cyan), menekse ve kirmizi renklerin olugmasini

saglarlar (Harborne, 2013).

Flavan-3,4-dioller: C-halkasinda iki hidroksil ihtiva ederler. Flavan-3,4-dioller,
flavan-4-oller ile birlikte lokoantosiyanidinleri olustururlar (Harborne, 2013).
Lokoantosiyanidinler peltoginoid flavan-4a-oller ve peltoginoid flavan-4-olleri de
igerirler. Peltoginoidler (veya homoflavonoidler), 3-OH ve C-2 arasinda spesifik bir
siklizasyon ile modifiye olan nadir bir flavonoid tiirii olan peltoginan iskeleti ile

temsil edilen bir flavonoid tiiriidiir (Galarraga Montes ve Amaro-Luis, 2016).

Dihidroflavonoller, Flavanonoller veya 3-Hidroksiflavononlar: Bu grubun
tiyelerinde 4-karbonil ve 3-hidroksilin her ikisi de bulunmaktadir. Flavonol ve

antosiyanidin biyosentezinde ara tiriindiirler (Ibrahim, 2000).
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viii. Flavonlar: C-halkasinda 4-karbonil ve 2,3-¢ift bag olmak {izere iki siibstitiient igeren
flavonlar, flavonoid tipleri arasinda en Onemli olanlardan birisidir. Flavonlar,
glikozitleri ile birlikte 2500°den fazla tanimlanmis tiyeleri ile oldukg¢a biiyiik bir
gruptur (Harborne, 2013).

iX. Flavonoller: Flavonlar kadar biiyilk bir grup olan flavonoller, C-halkasinda 4-
karbonil, 3-hidroksil ve 2,3-¢ift bag olmak 3 tane siibstitiisyon elementi
bulundururlar (Harborne, 2013).

5,7,3’,4’-tetrahidroksi siibstitiisyonlu 2-fenilkromen flavonoidlerinin genel 6rnekleri
Sekil 2.11°de, bir¢ok bitki familyasinda bulunan bazi 6rnekleri ise Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. 5,7,3’,4’-hidroksi siibstitiisyonlu 2-fenilkromen temel iskeletine sahip
flavonoidler ve bulunduklari bazi bitkiler (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019’dan

degistirilerek)

Flavonoid simifi

Flavonoidin ampirik ad1

Bulundugu bashca bitki tiirleri

Flavan

Luteoliflavan

Viscum tuberculatum (Kubo ve ark., 1987)
Malus domestica (Roemmelt ve ark., 2003)

Flavan-3-ol

(+)-Katesin
(-)-Epikatesin

Lawsonia inermis (Mustafa ve ark., 2010)

Peltoginoid flavan Krombeon Acacia crombei (Brandt ve ark., 1981)
. o Sorghum vulgare (Bate-Smith, 1969)
Flavan-4-ol Lokoluteolidin Fragaria spp. (Bate-Smith ve Creasey, 1969)
Lokosiyanidin Malus domestica (Ju ve ark., 1997)
Eriyodiktiyol Eriodictyon californicum (Reichelt ve ark., 2010)
Flavanon Homoeriyodiktiyol Mentha piperita (Rodriguez-Solana ve ark., 2015)

(3’-O-metil-eriyodiktiyol)

Origanum vulgare (Rodriguez-Solana ve ark., 2015)
Thymus vulgaris (Rodriguez-Solana ve ark., 2015)

Dihidroflavonol Taksifolin Pseudotsuga menziesii (Ibrahim, 2000)
- Zea mays (Ibrahim, 2000)
Luteolinidin Sorghum spp. (Awika ve ark., 2005)
Antosiyanidin Fragaria spp. (Dzhanfezova ve ark., 2020)
Sivanidin Solanum melongena (Nifio-Medina ve ark., 2017)
y Ribes nigrum (Desjardins ve ark., 2012)
Sambucus nigra (Kaack ve Austed, 1998)
Flavon Luteolin Reseda luteola (Cerrato ve ark., 2002)
Kuersetin Quercus tinctoria (Ferreira ve ark., 2004)
(5,7,4>-hidroksi-siibstitiisyon) Allium cepa (Price ve Rhodes, 1997)
> HbsHusy Brassica oleracea (Mageney ve ark., 2017)
Phaseolus vulgaris (Hu ve ark., 2006)
Kemferol Brassica oleracea (Olsen ve ark., 2009)
Flavonol

(5.,7,4’-hidroksi-stibstitiisyon)

Camellia sinensis (Lee ve ark., 2019)
Spinacia oleracea (Roberts ve Moreau, 2016)

Mirisetin
(5,7,3,4°,5°-hidroksi-
slibstitiisyon)

Corylus avellana (Riethmiiller ve ark., 2013)
Camellia sinensis (Lee ve ark., 2019)
Fragaria spp. (Sultana ve Anwar, 2008)
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Luteoliflavan (+)-Katesin (-)-Epikatesin

OH
OH
HO l 0} IIID
OH OH

Lokoliiteolidin (Liiteoforol)
OH

OH
OH
HO. [{ 0} |Ili
OH O

Eriodiktiyol

Luteolinidin

OH OH OH

HO.

(0]

Taksifolin Luteolin Kuersetin

Sekil 2.11. 5,7,3',4'-tetrahidroksi siibstitiisyonlu 2-fenilkromen flavonoidlerinin yapilari
ve ampirik isimleri

b) 3-fenil-kromen flavonoidleri (Izoflavonoidler)

Izoflavonoidler, bitkiler aleminde en ¢ok ve baskin bir sekilde Fabaceae familyasinin
Papilionoideae alt familyasi iiyelerinde bulundugu icin 6zel bir gruptur. izoflavonoidler
ayni zamanda Iridaceae familyasi iiyelerinde de oldukga yaygin olarak bulunur (Ibrahim,

2000). Dogada smirli dagilim gostermelerine ragmen, ayni zamanda tiplerinin
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kategorizasyonunu da saglayan C-halkasindaki yapilarin cesitliligi ¢ok fazladir
(Harborne, 2013). Sekil 2.12°de, C-halkasindaki siibstitiisyonlarin tipi ve sayisina gore
izoflavonoid tiirlerinin yapis1 gosterilmektedir. En kalabalik izoflavonoid grubu, 360

kadar aglikon ihtiva eden izoflavonlardir.

C halkasinda siibstitiient icermeyenler
0)
(I

zoflavanlar

C halkasinda 1 adet siibstitiient icerenler

Yoo Py Uy P

izoflavanonlar izoflav-3-enler izoflavan-4-oller Pterokarpanlar

=

C halkasinda 2 adet siibstitiient icerenler

o} o}
OH
=
O T T

Izoflavonlar Pterokarpanlar 60-OH-pterokarpanlar 3-Aril kumarinler
o} o
(0} o}
=
g g
Rotenoidler Kumarokromenler

C halkasinda 3 adet siibstitiient icerenler

o
o]
(L) g
I

Dehidro rotenoidler

Kumestanlar 120-OH rotenoidler

Sekil 2.12. 3-fenil-kromen flavonoid gruplarinin temel yapilari.
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c) 4-fenil-kromen flavonoidleri (Neoflavonoidler)

En yeni kesfedilen flavonoid grubudur. ilk olarak 1955 yilinda Judith Polonsky tarafindan
Calophyllum inophyllum’da (Guttiferae, Clusiaceae) kesfedilmistir (Gautier ve ark.,
1972). Daha sonralar1 Guttiferae alt familyasinin diger iiyelerinin yani sira Fabaceae ve
Rubiaceae familyalarmin {iyelerinde de tespit edilmislerdir (Harborne, 2013).

Neoflavonoidlerin alt gruplar1 Sekil 2.13te gosterilmistir.

X
=
Neoflavenler 4-Aril kromen-3-onlar 3,4-Dihidro-4-aril kumarinler 4-Aril kumarinler

Sekil 2.13. Bilinen 4-fenil-kromen flavonodlerinin temel molekiiler yapilart.
2.1.4. Fenolik dimerler ve kondensasyon iiriinii oligomerler

Ce-Cn sinift dikkate alindiginda, Ce-C1 ve Ce-Cs Kkategorilerine ait iiyelerin dimerik
tirlinler olusturabildigi goriilmektedir. Ce-C1 kategorisinden gallik asitin dimerizasyonu

ile ellajik asit olarak adlandirilan karakteristik bir dimer [(Ce-C1),] meydana gelir

(Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019). Ellajik asit; Rubus idaeus, Fragaria ananassa ve
Rubus fruticosus meyvelerinde bol miktarda bulunmaktadir (Tomas-Barberan ve
Clifford, 2000).

Ce-C3 kategorisinin familyalar1 arasinda monolignoller, sinnamik asitler ve kumarinler

dimer olustururlar [(Ce-Cs),]. Monolignollerin ilgili dimerleri lignanlar olarak

adlandirtlirlar ve besin olarak kullanilan bitkiler arasinda en yiiksek lignan kaynaginin
keten (Linum usitatissimum) oldugu bildirilmistir (Touré ve Xueming, 2010). Kumarinler
ve izokumarinler de dogal fenolik dimerlerdir. Hidroksisinnamik asitlerden ferulik asitin,
dimerler ve oligomerler olusturabildigi bildirilmistir (Bunzel ve ark., 2006). Ferulik asitin

dimerlerinin ve trimerlerinin iki karakteristik 6rnegi Sekil 2.14’te gdsterilmistir.
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Ferulik asitin aksine, kafeik asit dimer olusturmaz. Bununla birlikte, kafeik asitin 3,4-
dihidroksifenil laktik asit (rozmarinik asit) ile esterleri kafeik asit ile kondensasyon
tiriinleri olusturur. Uriinler, kafeik asitin trimer ve tetramerlerine benzese de boyle
adlandirilmalari miimkiin degildir. Salvianolik asit A ve litospermik asit olarak

adlandirilan iki trimer benzeri yap1 Sekil 2.14°te verilmistir.

Kafeik Asit Ferulik Asit

Salvianolik asit A HO
?
CH, H OH
"
_0 o]
H,C

HO/\(O

4-0-8',5'-5"-Dehidrotriferulik asit

Litospermik asit

Sekil 2.14. Yogunlasma reaksiyonlari ile tiretilen hidroksisinnamik asit trimerleri.

Kafeik asit oligomerleri Origanum vulgare gibi Lamiaceae familyasi tiirlerinde ve
Satureja thymbra’da tanimlanmistir (Grevsen ve ark., 2009; Tsimogiannis ve ark., 2017).
Buna karsin, bu tiir iiriinler bakimindan en zengin olan bitki tiirii Salvia milthiorrhiza’dir
(Ho ve Hong, 2011). Temelde “trimer” ve “tetramer” olan ve salvianolik asit A, B, C, D,

vs. olarak karakterize edilen birkag benzer bilesik tanimlanmistir. Bu bilesikler
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kondensasyon, tip ve monomerlerin lokasyonlar1 bakimindan farkliliklar

gostermektedirler (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Biksantonlar (Ce-C1-Cs), genel formiilii ile karakterize edilirler. Ksantonolignoidler ise
ksantonlar ve monolignollerin birlesiminden olusan (Ces-C1-Cs)-(Ce-C3) dimerlerinden
meydana gelirler. Dimerlerin (Ce-C2-Cs), kategorisi, dimerik (ve oligomerik)

stilbenoidler, bisantrokinonlar ve antronlar olmak tzere Cg-C2-Ce¢ monomerik
familyasinin tiim bireylerini kapsamaktadir (Sekil 2.15). Di- ve oligostilbenler, homojen

ve heterojen monomerik stilbenlerin birlesmesi ile meydana gelir.

0
HO 0o
ey o) )
o] OH
0
Elajik asit
(Cs-Cz)z 8,8 -Lignanlar 3,3’-Neolignanlar 8,5’ -Diferulik asit

8,3’-Neolignanlar Dikumarol

OH

Hoii'

(Ce-C2-Ce)2 O“
OH HO 0
Dimerik stilbenler Diantronlar
(g-viniferin) Bis-antrakinonlar (Hiperisin)

Sekil 2.15. Bazi fenolik dimerlerin yapilari.
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Biflavonoidler (Ce-Cs-Ce),, flavonoid yapilarmin oksidatif baglanmalar ile meydana

gelir ve bu nedenle her C-4’te bir karbonil grubu veya her yapi biriminde bunun
esdegerini ihtiva ederler. ki birim arasindaki baglanma A halkasi-A halkasi, B halkasi-
A halkas1 ve C halkasi-A halkas1 arasinda dogrudan bir C—C bagi veya B halkasi-A
halkas1 arasinda meydana gelen bir eter baginin C—O—C her ikisi ile gergeklestirilir (Sekil
2.16). C-4’te karbonil grubu bulundurmayan biflavonoidler, 4-8 veya 4-6 bagl B tipi
prosiyanidin dimerleridir (Rasmussen ve ark., 2005; Lattanzio, 2013; Tsimogiannis ve
Oreopoulou, 2019).

B halkasi-A halkas1 arasindaki C—C bag1 B halkasi-A halkas1 arasindaki C—O-C bagi

C halkasi-A halkasi1 arasindaki C—C bag1 A halkasi-A halkasi arasindaki C—C bag1

Sekil 2.16. Biflavonoidlerin genel yapilari.

Dogada, glukoz molekiiliiniin iki monomer arasinda koprii olarak gorev yaptigi (Ce-Co)-
glu-(Cs-C3) ve (Cs-C3-Ce)-glu-(Ce-C3) gibi iki farkli kategorinin birbiri ile karigtig
dimerler de meydana gelmektedir (Sekil 2.17). Bu bakis agisina gore, rozmarinik asit, (—
)-epikatesin gallat, teaflavin gallat gibi (Sekil 2.18) farkli fenolikler arasindaki esterlerin

karisik dimerler ve oligomerler oldugu teorisi ileri siiriilebilir.
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(Ce-C2)-glu-(Cs-C3) (Ce-C3-Ce)-glu-(Cs-Cs)

O, O _uCH,
HO’Q:OH
OH

Ekinakozit

HO

Flavanolignanlar
Teaflavinler (Silibinin)

Sekil 2.17. Bazi fenolik dimerlerin yapilari.

OH o 0
OH
OH
O ‘\\\\\ O o
"0 Ko

) OH ) OH

O O

OH OH
OH OH

Sekil 2.18. Gallik asitin diger fenolik bilesiklerin alkolik hidroksilleri ile esterleri.
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2.1.5. Polimerik fenoller (Ce),,, (Ce-Cs),, ve (Ce-C3-Cs),, (n>12)

Ligninlerin kimyasal 6zellikleri nedeniyle polifenoller yerine polimerik fenol teriminin
kullanim1 daha dogru olarak kabul edilmektedir. White, Bate-Smith, Swain ve Haslam
tarafindan kabul edilen ve WBSSH tanimi olarak bilinen polifenol teriminin tanimina
gore polifenoller (1) suda ¢oziinebilen, (2) molekiiler agirligi 500 — 4000 Da arasinda
olan, (3) nispi molekiiler agirligir 1000’er Da olan 5 ila 7 aromatik halka tizerinde 12 ila
16 fenolik hidroksi grubu ihtiva eden ve (4) proteinler ve alkaloidler gibi diger
biyomolekiiller ile c¢okelebilen kompleksler olusturabilen bilesiklerdir. Bu tanim
giiniimiizde giderek gecerliligini yitirmektedir. Quideau ve ark. (2011)’na gore
polifenoller; yalnizca sikimattan koken alan fenilpropanoid ve/veya poliketid yolagindan
gelen, temel yapisinda herhangi bir azot-tabanli fonksiyonel grup ihtiva etmeyen bitkisel
sekonder metabolitlerdir. Bu tanim, en dogru tanim olmakla birlikte, bitkisel fenoliklerin
siiflandirilmaya calisildigi bu sisteme dimer ve oligomerlerin de dahil olmasi nedeniyle,
herhangi bir yanlis anlasilmaya mahal vermemek igin, daha genel bir terim olan polimerik

fenol terimi kullanilmistir (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Polimerik fenoller; tanenler ve ligninler olarak ikiye ayrilirlar. Tanenler, eksimsi-buruk
tat veren ve proteinlere baglandiginda cokelti olusturan polifenollerdir. Hidrolize
edilebilir tanenler, yogun tanenler, kompleks tanenler, tearubiginler ve florotanenler (/ng.

phlorotannins) olarak gruplara ayrilirlar.

Hidrolize edilebilir tanenler nonflavonoid fenolik polimerlere dahildir ve bir molekiil
sekerin (glukoz ya da polisakkaridin) ¢ok sayidaki hidroksili ile gallik asitin esterlesmesi
ile (galotanenler) veya gallik asidin dimeri olan ellajik asit ile esterlesmesi ile
(ellajitanenler) meydana gelirler. Nonflavonoid hidrolize edilebilir tanenler, asidik
kosullarda kolaylikla monomerlerine ayristirilabilirler. Galotanenler ve elajitanenlerin
karakteristik bazi 6rnekleri Sekil 2.19°da verilmistir. 12 kadar esterlesmis galoyil gruplari
ve merkezi glukoz tinitesi olan basit galotanenler, sumak (Rhus spp.) ve mazida (Thuja
spp.) bulunmaktadir (Hagerman, 2002). Elajitanenler ise meyveler, findiks1 meyveler,
dutsu meyveler ve ahudududa (frambuaz) bol miktarda bulunmaktadir (Clifford ve

Scalbert, 2000; Mullen ve ark., 2003; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).
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Elajitanen
(Lambertianin C)

OH
HO I O
OH

H

HO OH
o)
HO o)
HO OH
OH
Yogun tanen Florotanen
(Sorgum prosiyanidin) (Fukodifloretol)

Sekil 2.19. Tanenlerin karakteristik 6rnekleri.
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Flavanlarin ve flavan-3-ollerin oligomerleri proantosiyanidinler ya da yogun tanenler
olarak adlandirilir (Hagerman, 2002). Bu oligomerlerde yapisal birimler, prosiyanidin
dimerlerinin B tipinde oldugu gibi, birbirlerini C—C bagi ile baglanmistir (Sekil 2.19).
Yogun tanenlerin asit ile muamelesi neticesinde flavonoidler arasindaki bagin oksidatif

yikimi gerceklesir.

“Kompleks tanenler” ya da “flavanoelajitanenler” terimleri, yogun tanenlerin yapisal
eleman1 olan katesin monomerlerinin C—C bagi ile hidrolize edilebilir galo- veya
elajitanenler ile birlesmesinden olusan polifenol sinifini tanimlamak i¢in kullanilir. Bu
maddelerin 6nemli bir kismi, kesiflerinin hemen ertesinde tanimlanmistir (Hagerman,
2002; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019). Florotanenler, tanenlerin dogada ¢ok az
mevcudiyeti olan bir kategorisini olusturur. Ozellikle alglerde bulunmaktadirlar ve
kimyasal olarak floroglusinollerin oligomerleridirler (Sekil 2.19). Yiiksek derecede
hidrofiliklerdir ve monomerler arasindaki bag C—C ve/veya C—O—C oksidatif baglanma
ile olur (Catarino ve ark., 2017; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019). Tearubiginler siyah
cayda bulunurlar ve yesil caymn enzimatik oksidasyonu ile olusurlar. Yesil ¢ayin
oksidasyonu ile olusan benzer bilesikler olan teaflavinlerin aksine, tearubiginler polimer
yapilarinda polisakkaritler ve proteinler icermektedirler (Izawa ve ark., 2010; Kuhnert ve

ark., 2010; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Polimerik fenoller smifinin ikinci kategorisini ligninler olusturmaktadir. Lignin,
bitkilerde en bol bulunan organik polimerlerden birisidir. Monolignollerin (kumaroyil,
koniferil ve sinapil alkol) ve rastgele ve dogrusal olmayan baglanmalar ile {i¢ boyutlu bir
ag hasil eden bir polimer olan lignanlarin karmasik olarak bir araya gelmeleri ile
olusmaktadirlar (Vanholme ve ark., 2010; Chen, 2014; Tsimogiannis ve Oreopoulou,
2019).

2.1.6. Hibrit fenolikler

Hibrit fenolikler sinifi, fenolik terpenler ve fenolik lipitler olarak iki alt kategoriye
ayrilmaktadir. Bu sinif fenoliklerin hepsi nispeten nadir bilesikler olup biyolojik ve

kimyasal olarak oldukca aktiftirler.
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Fenolik terpenler smifi ti¢ familyaya ayirilir; fenolik monoterpenler, fenolik diterpenler
ve fenolik triterpenler. Izomerler olan Karvakrol ve timol Lamiaceae familyasinin
karakteristik fenolik monoterpenleridir. Lamiaceae familyasinin tiim cinslerinin ugucu
yaginda karvakrol bulunmakta, hatta bazi tiirlerde ucucu yagin %95 kadarini teskil
edebilmektedir (Baser, 2008; Pilau ve ark.,, 2011). Kanabinoidler de fenolik
monoterpenler kategorisine dahildir. THC ve CBG, Cannabis cinsinde bulunan

karakteristik fenolik monoterpenlerdir (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Karnosik asit ve tiirevi karnosol, fenolik diterpenler kategorisine dahildir (Sekil 2.20).
Karnosik asit Lamiaceae familyasi cinslerinin sadece %4’iinde bulunan ve yaygin
olmayan bir bilesiktir. Karnosik asidin en Onemli kaynagi biberiye (Rosmarinus
officinalis) ve sonrasinda adagayidir (Salvia officinalis). Origanum ve Thymus cinsleri de
cok diisiik miktarlarda bu bilesigi ihtiva ederler. Karnosik asit ve karnosol yiiksek
antoksidan aktiviteye sahip olduklar i¢in biberiye ekstraktraktlarinin gida katkist olarak
kullanilmasina kiiresel olgekte izin verilmistir (EFSA Panel on ANS, 2018). Bir O-
difenolik olan 23-nor-6-oxo-tingenol, triterpenik yapidaki bir fenoliktir ve Peru’nun
Amazon bolgesindeki biiyilk bir aga¢ olan Maytenus amazonica C. Martius
(Celestraceae)’de tanimlanmistir. m-alkil fenoller (kardanoller) ve alkil resorsinoller
(kardoller) gibi basit fenolik lipitler dogada olduk¢a nadir olup esas olarak kaju ve daha
sonra Ginkgo biloba’nin meyvesinde bulunmustur. 5-n-alkilresorsinoller ve 5-n-
alkenilresorsinoller, kardol ve biloboliin yiiksek derecede homologlaridirlar (Chavez ve

ark., 1999; Angelo ve ark., 2016; Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Anakardik asit olarak da bilinen ginkgolik asitler (Sekil 2.20) 6-alkilsalisilik asit
yapilarina sahiptirler. Genellikle kontakt alerjik olduklari kanitlanmistir. Ginkgo biloba
meyvelerinin kabuklarinda 14.6 g/kg'a kadar miktarlarda bulunduklar1 belirlenmistir
(Wang ve ark., 2016). Kardanoller, ilgili ginkgolik asitlerin 1s1 ile muamelesi neticesinde
olusan dekarboksilasyon {irtinleridirler. Kardanoliin kimyasal 6zelliklerinden birisi de
polimerizasyon reaksiyonlart oldugu i¢in biyotabanli polimerlerin sentezinde bu

bilesikten faydalanilabilmektedir.

Gingeroller, zencefil rizomlarinin aci tadini veren temel bilesiklerdir ve kimyasal olarak

stibstitlie uzun alifatik zincirli f-hidroksi ketonlar iceren gayakol molekiilleridirler (Sekil
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2.20). Bu bilesikler sicakliga bagl olarak degiskenlik gosterirler ve yiiksek sicakliklarda
dehidrasyon reaksiyonlari ile sogaollere (shogaols) déniisiirler. Gingeroller ve sogaollerin
her ikisinin de faydali tibbi 6zellikleri oldugu bilinmektedir. Antikanser, antioksidan,
antidiabetik, antimikrobiyal, antiobezite, analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar
etkilerini gosteren arastirmalarin sonuglart sunulmustur (Semwal ve ark., 2015;

Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Fenolik monoterpenler

CH, CH,
CH,
OH H,C OH
AN
OH
H,C | HO CH,
H,C~ CH, H,C CH, CH, 3

Karvakrol Timol THC CBG

Fenolik diterpenler Fenolik triterpenler

H,C CH,
Karnosik asit Karnosol 23-nor-6-oxo-tingenol
Fenolik lipitler
Alkil fenoller AlKil resorsinoller
HO N —
HO Bilobol
Kardanol CH,
H,c” HO
Gingeroller Sogaoller Ginkgolik asitler

(o] OH (o]
/Q/\JKJ\R /Q/\JK/\R
HO Hooc
H,C H,C
O\ O\

Sekil 2.20. Hibrit fenolikler sinifina dahil olan fenolik terpenler ve fenolik lipitler.
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2.2. Fenilpropanoid Metabolik Yolaginda Metilkavikol ve Metilojenol Ucucu
Fenilpropenlerinin Biyosentezi

Ce-Cskisa formiilii ile gosterilen fenilpropanoidler, birgok bitkide aromatik bir amino asit
olan fenilalaninden (veya bazi tek ¢enekli bitkilerde tirozinden) tiiretilen biiyiik bir bitki
sekonder metabolitleri sinifidir. Genel fenilpropanoid sentez yolaginin (Sekil 2.21) ilk
tirtinleri olan hidroksisinnamik asitler ve tiirevleri ile birlikte, yolaktaki dallanma
noktalar: ve kaskatlarda bu ilk iiriinlerin doniistimii ile sentezlenen sinnamik aldehitler,
monolignoller,  kumarinler,  izokumarinler,  kromenler ~ ve  fenilpropenler

“fenilpropanoidler” olarak siniflandirilmaktadirlar (Tsimogiannis ve Oreopoulou, 2019).

Giinlimiize kadar reyhan ugucu yaginda 140’tan fazla bilesigin bulundugu tespit
edilmistir (Grayer, 2001). Reyhan kemotiplerinin aroma, yaprak ve ¢i¢ek rengi, bitki
dokularinin biiylime ve gelisme agamalarindaki farkliliklari, bitkilerin cografi kokenleri
ve yetistirildikleri cevresel kosullara bagli olarak ugucu yaglarinin kapsaminda
farkliliklar bulundugu bildirilmistir (Telci ve ark., 2006; Ghasemi Pirbalouti ve ark.,
2013; Khakdan ve ark., 2017).

O. basilicum'un ugucu yaglari; &jenol, metiléjenol, kavikol, metilkavikol gibi
fenilpropenler ve terpenoid bilesikler bakimindan zengindir (Gang, 2005). Karanfil
baharati tomurcuklar1 (Szygium aromaticum L.), tar¢in yapraklart (Cinnamomum verum
J.Presl) ve muskat cevizinin (Myristica fragrans Houtt.) ugucu yaglarinda ise %70-90

oraninda ¢jenol ve kavikol bulunabilmektedir.
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Sekil 2.21. Reyhanm fenilpropanoid metabolizmasinda rol alan bazi enzimler! ve
metilgjenol ile metilkavikoliin tiretim yolagi.

1 pAL, fenilalanin amonyaliyaz; C4H, sinnamat 4-hidroksilaz; 4CL, 4-kumarat-KoA ligaz; CCR, sinnamoyil-KoA
rediiktaz; CAD, sinnamoyil alkol dehidrogenaz; CAAT; koniferil alkol asetil transferaz; EGS, 6jenol sentaz; CVOMT,
kavikol O-metiltransferaz; HCT, sikimat O-hidroksisinnamoyil transferaz; CS3’H, p-kumaroyil 5-O-sikimat 3’-
hidroksilaz; CCOMT, kafeoyil-KoA O-metiltransferaz; EOMT, 6jenol O-metiltransferaz; SA, sikimik asit.
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Fenilpropenler, bir propenil yan zinciri (C3) tasiyan modifiye edilmis bir benzen (Ce)
halkasindan olusur. Fenilpropenlerin yapisal ¢esitliligi, hem propenil c¢ift baginin
konumundan hem de benzen halkasi iizerindeki siibstitiie gruplarin mevcudiyetinden
kaynaklanmaktadir (Sekil 2.22).

Benzen halkasina bagli olan propenil yan zinciri, bir vinil grubuna bagli olan bir metilen
kopriisiinden, yani bir allil grubundan (H.C=CH—CH>—R) ibaret ise bu tiir fenilpropenler
“allil-fenilpropenler” olarak adlandiriimaktadir. Ojenol, metildjenol, kavikol ve
metilkavikol bilesikleri allil-fenilpropenlerdir. Propenil yan zincirinin vinil grubundan
benzen halkasina bagl oldugu (R—HC=CH—CH3) bilesikler ise “propenil-fenilpropenler”
olarak adlandirilmaktadir. Izodjenol, metilizodjenol, t-Anol ve t-Anetol bilesikleri

propenil-fenilpropenler sinifina ait bilesiklerdir.

Allil-fenilpropenler Propenil-fenilpropenler
= AN
R! R
R? R?

R!= OH, R? = H; Kavikol R'= OH, R? = H; t-Anol
R!= OCHjs, R? = H; Metilkavikol R!= OCHgs, R? = H; t-Anetol
R!= OH, R? = OCHj3; Ojenol R!= OH, R? = OCHj3; izodjenol
R = OCH3, R? = OCHj3; Metilsjenol R!= OCHjs, R? = OCHs; Metil izoGjenol

Sekil 2.22. Fenilpropen ugucu bilesiklerinin yapilari.

Terpenoid bilesiklerin biyosentezinde rol alan proteinlerin ve genlerin tanimlandigi ¢ok
sayida calisma yapilmis olmasina ragmen 6jenol ve kavikol ile bunlarin tiirevlerinin
sentezlendigi yolagin detaylar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir (Withers ve Keasling,
2007; Vogt, 2010; Abdollahi Mandoulakani ve ark., 2017; Khakdan ve ark., 2017).
Bununla birlikte, bugiine kadar yapilmis calismalardan elde edilen bilgiler 1s18inda,
fenilpropanoid smifi Dbilesiklerin sentezlendigi yolak, birkag asama dahilinde
simiflandirilabilmektedir.  Fenilalanin ~ veya  tirozinden  p-kumaroyil-KoA’nin
sentezlendigi asamaya kadar olan kisim “genel fenilpropanoid biyosentez yolag1” olarak

tanimlanmaktadir ve bu yolak biitiin bitkilerde aynidir. Bu asamadan itibaren, p-
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kumaroyil-KoA’nin, yolagin farkli yondeki dallarinda oncii bilesik olarak kullanilmasi
neticesinde metildjenol ve metilkavikol gibi fenilpropenlerin yani sira flavonoidler,
kurkuminoidler (diaril heptanoidler), stilbenoidler veya monolignollerin sentezi ile lignin
biyosentezi de gerceklestirilebilmektedir (Sekil 2.23) (Vogt, 2010; Koeduka, 2014; Deng
ve Lu, 2017).

H,N <OH
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Q—// o) — Kumarinler o
(Ce-C3)
N
Sinnamik asit
lCAH
<OH w Ho
— - Fenolik asitler cool o
HOO_/ o — (Ce-C1) /©/ Ho <o
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Sekil 2.23. Genel fenilpropanoid biyosentez yolaginda sentezlenen bazi bilesikler ve bu
bilesiklerin 6ncii olarak kullanildig: yolaklar.



Fenilpropanoid biyosentez yolaginin ilk reaksiyonu, sikimat yolagi ile sentezlenmis olan
fenilalanin aminoasitinin (Phe), fenilalanin amonyum liyaz (PAL, EC:4.3.1.24) enzimi

ile trans-sinnamik asite dontistiiriilmesidir (Gang ve ark., 2001; Dixon ve ark., 2002).

"2 PAL
S + NH3
L-fenilalanin t-sinnamik asit

trans-sinnamat, Sonraki asamada bir sitokrom p450 monoksijenaz sinifi enzim olan
Sinnamat 4-hidroksilaz (C4H, EC:1.14.14.91) ile p-kumarik asite (4-kumarik asit)

doniistirilir.
Ow_ _OH
\/
Oj/OH )
C4H
+ NADPH+H* + 02 5 <5 + NADP* + H20
OH

t-sinnamik asit p-kumarik asit

p-kumarik asit bilesigi, 4-kumarat-KoA ligaz (4CL, EC:6.2.1.12) enzimi ile p-kumaroyil-

KoA’ya doniistiirtiliir.

O/\’\/OH
@)

+ AMP

54©7\\_/<o

<5 + ATP + CoASH _*Ct,

H

p-kumarik asit p-kumaroyil-KoA
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p-kumaroyil-5-O-sikimat bilesiginin sentezlendigi asama, fenilpropen biyosentezinde
onemli bir dallanma noktasini teskil etmektedir. Bu noktadan itibaren yolagin bir kolu
diger koluna gore fazladan 4 enzimatik reaksiyon icerir ve neticede 6jenol ve metildjenol

allil fenilpropenlerinin biyosentezi gergeklestirilir.

Metilgjenol biyosentez yolaginda, metilkavikolin sentezlendigi diger yolakta rol
almayan 3 farkli enzim (HCT, CS3’H ve CCOMT) ile 4 farkli reaksiyon katalizlenir. Bu
enzimatik reaksiyonlarin sonucunda sentezlenen Feruloyl-KoA bilesiginin 6ncii olarak
kullanildig1 reaksiyonlar, yolagin diger kolunun baslangi¢ bilesigi olan p-kumaroyil-
KoA’nin CCR enzimi ile aldehite indirgenmesi ile baslayan reaksiyonlar ile temel olarak
aynidir. Bu agamadan itibaren her iki yolakta da dncii molekiilden koenzim-A yapisinin
uzaklagtirilarak bir aldehit bilesigin sentezlenmesi, aldehitin bir alkole doniisiimii, propen
zincirine bir molekiil asetatin transferi ve nihayetinde her iki yolagin ilk ugucu
fenilpropenlerinin biyosentezini tamamen ayni enzimler (CCR, CAD, CAAT, EGS)
katalizlemektedir.

Iki farkli fenilpropen biyosentez yolunun son fiiriinleri olan &jenol ve kavikoliin
sentezlenmesinden sonra gerceklesen metilasyon reaksiyonlarini ise iki farkli enzim
katalizlemektedir. Ojenoliin metilasyonu EOMT enzimi ile, kavikoliin metilasyonu ise

CVOMT enzimi ile gerceklestirilmektedir.

Genel fenilpropanoid biyosentez yolaginda 4CL enzimi ile p-kumaroyil-KoA’nin
sentezinden sonra metilgjenol biyosentez yolaginin diger yolakta bulunmayan enzimatik
reaksiyonlar1 gosterilecektir. Bu reaksiyonlar tamamlandiktan sonra metilkavikol ve
metilojenol biyosentez yolaklarinda ayni enzimler tarafindan gergeklestirilen

reaksiyonlar birlikte gosterilecektir.

Metilojenol biyosentez yolagindaki ilk reaksiyon, sikimat O-hidroksisinnamoyil
transferaz (HCT, E2.3.1.133) enzimi ile p-kumaroyil-KoA’nin, p-kumaroyil 5-O-

sikimata dontistimiidiir.
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Sonraki asamada p-kumaroyil 5-O-sikimatin, p-kumaroyil 5-O-sikimat 3’-hidroksilaz
(CS3’H, EC:1.14.14.96) enzimi ile kafeoyil-5-O-sikimat bilesigine doniistimii
gerceklestirilir.
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]

H

On

+ NADP* + H:0

p-kumaroyil 5-O-gikimat Kafeoyil-5-O-gikimat

Daha sonra, kafeoyil-5-O-sikimat bilesiginden, yine sikimat-O-hidroksisinnamoyil
transferaz (HCT, E2.3.1.133) enzimi ile bir molekiil sikimik asitin uzaklastirilmasi ve

koenzim A molekiiliiniin yapiya katilmasi ile kafeoyil-KoA bilesigi sentezlenmektedir.
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Kafeoyil-KoA molekiiliine, kafeoyil-KoA-O-metiltransferaz (CCOMT, EC:2.1.1.104)
enzimi ile bir molekiil metilin transfer edilmesi neticesinde feruloyil-KoA bilesigi
sentezlenmektedir. Bu asamadaki metil transferi S-Adenosil metiyonin (SAMe; metil
grubu transferlerinde yer alan yaygin bir kosubstrat) yardimi ile ger¢eklesmektedir. Bu
reaksiyonun sonucunda feruloyil-KoA’nin yan1 sira S-Adenosil metiyoninin

demetilasyonu sonucunda olusan S-Adenosil-L-homosistein (SAH) de meydana

gelmektedir.
O/\’\/SC oA Oj/SCoA
CCOMT
+ SAMe R + SAH
OH OMe
HO OH
Kafeoyil-KoA Feruloyil-KoA

Metilojenol biyosentez yolaginda feruloyil-KoA bilesiginin sentezlenmesinden sonraki
enzimatik reaksiyonlar, metilkavikol biyosentez yolaginda p-kumaroyil-KoA
bilesiginden sonraki reaksiyonlari katalizleyen ayni enzimler ile gergeklestirilmektedir.
Bu asamada, metildjenol biyosentez yolaginda Feruloyil-KoA’dan sinnamoyil-KoA
rediiktaz enzimi ile (CCR, EC:1.2.1.44) koniferil aldehit bilesigi sentezlenirken,
metilkavikol biyosentez yolaginda yine ayni enzim ile p-kumaroyil-KoA bilesigi p-

kumaraldehite indirgenir.
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7
+ NADPH + H+ _CCR + KoA + NADP*
RN 0
OMe OMe
OH OH
Feruloyil-KoA Koniferil aldehit
=
+ NADPH + H+ _CCR KoA NADP*
R + KoA +
HO OH
p-kumaroyil-KoA p-kumaraldehit

Her iki fenilpropen yolaginda da ilgili aldehitlerin sentezinden sonra metilkavikol
biyosentez yolaginda p-kumaraldehit bilesiginden p-kumaril alkol bilesiginin,
metildjenol biyosentez yolaginda ise koniferil aldehit bilesiginden koniferil alkoliin

biyosentezi koniferil alkol dehidrogenaz (CAD, EC: 1.1.1.194) tarafindan katalizlenir.

_0 OH
= =
+ NADPH + H+ _AD + NADP*
OMe OMe
OH HO
Koniferil aldehit Koniferil alkol
_0 OH
V =
+ NADPH + H* CAD) + NADP*
OH HO
p-kumaraldehit p-kumaril alkol
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Metilkavikol biyosentez yolaginda p-kumaril alkoliin p-kumaril asetata, metil6jenol
biyosentez yolaginda ise koniferil alkoliin koniferil asetata doniistimii koniferil alkol
asetil transferaz (CFAT, EC:2.3.1.-) enzimi ile katalizlenir. Bu reaksiyonlarda asetil-KoA

bilesiginden her iki alkol bilesiginin propen zincirine bir molekiil asetil grubu transfer

edilir.
Ox_-CH;
OH o
= =
+ Asetil-KoA CFAT) + KoA
OMe OMe
HO HO
Koniferil alkol Koniferil asetat
OQT/CH3
OH o
= =
+ Asetil-KoA CFAT) + KoA
HO HO
p-kumaril alkol p-kumaril asetat

Bu agamadan sonra, her iki fenilpropen biyosentez yolaginin son ortak enzimi olan 6jenol
sentaz (EGS, EC:1.1.1.318) aktivitesi ile fenilpropanoid yolagimnn ilk ugucu fenilpropen

bilesikleri olan 6jenol ve kavikol bilesikleri sentezlenmektedir.

Oy _-CH.
(0]
= 0
+ NADPH + H+ _EGS + NADP* + JL
—_—
HO™ CH,
OMe
OMe HO
HO
Koniferil asetat Ojenol
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p-kumaril asetat Kavikol

Ojenol ve kavikol ugucu fenilpropenlerinin biyosentezinden sonra her iki yolagin en
sonunda yer alan Gjenol O-metiltransferaz (EOMT, 2.1.1.146) ve kavikol O-
metiltransferaz (CVOMT, 2.1.1.146) enzimleri ile sirasiyla metilojenol ve metilkavikol
(estragol) ugucu fenilpropenlerinin biyosentezi gergeklestirilmektedir. Bu asamadaki
metil transferi S-Adenosil metiyonin (SAMe) yardimi ile gergeklesmekte ve yan iiriin

olarak S-Adenosil-L-homosistein (SAH) de meydana gelmektedir.

+ sAMe _“OMT + SAH
OMe OMe
HO MeO

Ojenol Metil6jenol
CVOMT
+ SAMe N + SAH
HO MeO
Kavikol Metilkavikol
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Ojenol O-metiltransferaz enzimi kavikoliin, metilkavikole déniisiimiinii katalizlemenin
yan1 sira bazi bitkilerde bulunan bir propenil-fenilpropen olan izodjenoliin,
izometil6jenole doniisiimiinii de katalizleyebilmektedir. Benzer sekilde, kavikol O-
metiltransferaz enzimi de §jenoliin, metildjenole doniistimiiniin yaninda, bazi bitkilerde
bulunan bir propenil-fenilpropen olan t-anoliin (izokavikol), anetole doniisimiinii de
katalizleyebilmektedir. Bu enzimler birbirlerinin homologudur ve KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) veritabaninda ortolog enzimler olarak
kaydedilmislerdir (Kanehisa ve Goto, 2000; Kanehisa, 2019; Kanehisa ve ark., 2021).

Farkli bitkisel organizmalardaki fenilpropanoid bilesiklerinin biyosentezini konu alan
arastirmalarin  sonucunda bu yolakta yer alan birgok enzim ve bu enzimlerin
katalizledikleri reaksiyonlarda oncii ve iriin olarak yer alan bir¢ok metabolit
tanimlanmistir. KEGG veritabanina kayitli olan bu enzimler ve metabolitlerin yolaktaki
gorevleri ve aralarindaki iligkileri gosteren fenilpropanoid biyosentez yolaginin haritasi
Sekil 2.24’te sunulmustur (Qiu, 2013). Bu haritada, reyhanin genel fenilpropanoid
biyosentez yolagi ve sonrasindaki fenilpropen biyosentezini gerceklestiren dallanma

noktalar1 farkli renkler ile vurgulanarak gosterilmistir.

Fenilalanin amonyum liyaz (PAL), sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumaroyil-KoA
ligaz (4CL) enzimleri tarafindan katalize edilen yolun ilk ii¢ ana adimi, bu yolagin en
onemli dallanma noktasi olan 4-kumaroyil-KoA bilesiginin olusumunu saglar. 4-
kumaroyil-KoA bilesigi fenilpropen biyosentezine ek olarak lignin, flavonoidler,

antosiyaninler, fenolik asitler ve stilbenler gibi bir¢ok bilesigin sentezinde oncii gorevi

goriir (Weisshaar ve Jenkins, 1998; Vogt, 2010).

Fenilpropen ve lignin yolu, monolignollerin, yani kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil
alkollin olusumundan sonra ikiye ayrilir (Hamberger ve ark., 2007). Bu monolignoller
bitkilerde fenilpropen, lingin ve lignan biyosentezi i¢in ortak ara maddeler olarak
kullanilir. Lignin olusumu, aktive edilmis monolignollerin eter ve karbon-karbon baglari
yoluyla rastgele polimerizasyonunu igerir (Ferrer ve ark., 2008). p-kumaril alkol,
koniferil alkol, ve sinapil alkolden polimerize edilen ligninler, sirasiyla hidroksifenil (H),

guayasil (G) ve siringil (S) lignin olarak adlandirilir (Vanholme ve ark., 2010).
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Sekil 2.24. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) veritabanindaki fenilpropanoid biyosentez yolagi ve Ocimum spp.’de
fenilpropenlerin biyosentezi (Qiu, 2013’ten degistirilerek).
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2.3. Kaynak Ozetleri

Reyhan (O. basilicum) kemotiplerinde metilkavikol (estragol) ve metil6jenol
biyosentezini arastiran ilk kapsamli ¢alisma Lewinsohn ve ark. (2000) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada 6zellikle fenilpropen biyosentez yolaginin son
asamasinda rolii olan O-metiltransferaz aktivitelerinin kemotipik ve reyhan bireylerinin
gelisim donemlerine bagli olarak degisimi arastirilmistir. Arastirmacilar, geng reyhan
yapraklarinin yiiksek seviyelerde kavikol O-metiltransferaz aktivitesi sergiledigini, ancak
bu aktivitenin yasl yapraklarda ihmal edilebilir diizeyde oldugunu tespit etmislerdir. Bu
durum kavikoliin O-metilasyonunun oncelikle yaprak gelisiminin erken evrelerinde
gerceklestigini  gostermistir. Calismada, farkli reyhan genotiplerinde saptanan O-
metiltransferaz aktivitelerinin, metil transferi gergeklesen substrata karsi 6zgiilliigiiniin
farkli oldugu ifade edilmektedir. Yiiksek estragol iceren kemotipte, O-metiltransferaz
aktivitesi kavikol i¢in oldukga spesifiktir fakat bu kemotipte Gjenol ise neredeyse O-
metillenmemistir. Bunun aksine, esit miktarda estragol ve metil6jenol igeren kemotipte
O-metiltransferaz hem kavikol hem de &jenoli katalizleyerek sirasiyla estragol ve
metiléjenol liretimini gergeklestirmistir. Yiiksek seviyelerde 6jenol igeren, fakat estragol
ve metilgjenol icermeyen kemotipin ise, allil-fenilpropen bagimli O-metiltransferaz
aktivitesine sahip olmadigi belirtilmistir. Bu sonuglar, reyhan kemotiplerinde en az iki tip
allil-fenilpropen  bagimli O-metiltransferaz  aktivitesinin = varligin1  gostermistir.
Arastirmacilar, bunlardan birisinin kavikol i¢in oldukga spesifik, digerinin ise djenolii
substrat olarak kabul edebilen farkli bir O-metiltransferaz olabilecegini ileri stirmiislerdir.
O-metiltransferaz aktivitelerinin nispi mevcudiyeti ve substrat 6zgiilliklerinin, reyhan
kemotiplerinin ugucu yaglarinin kompozisyonundaki varyasyonu biyokimyasal olarak

acikladigini bildirmislerdir.

Reyhanin peltat salgi tiiylerinin izole edilerek ugucu yag kapsaminin belirlenmesini ve bu
yapilarda fenilpropen biyosentez yolagi enzim aktivitelerini arastirmayr amaglayan ilk
caligma Gang ve ark. (2001) tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar, reyhanin ugucu yag
bilesenlerinden 6jenol ve metilkavikoliin, sirasiyla, SW (ugucu yagi 6jenolce zengin) ve
EMX-1 (ugucu yagr metilkavikolce zengin) reyhan hatlarinin peltat salgi tiiylerinde

biriktigini gostermislerdir. Bu fenilpropenlerin tretildigi biyosentetik yolakta rol aldigi
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varsayilan enzim aktivitelerine yonelik ¢alismalar yapilmis ve karsilik gelen enzim
aktivitelerinin ¢ogunun neredeyse yalnizca peltat salgi tiiylerinde lokalize olduklari tespit
edilmistir. Peltat salg tiiylerinde ifade edilen eksprese dizi etiketlerinin (ESTs) analizi,
fenilpropanoid biyosentezinde rolii bilinen genlerin bu yapilarda ¢ok yiiksek seviyelerde
ifade edildigini ve toplam eksprese dizi etiketlerinin %13'iinii olusturdugunu ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte, elde edilen toplam cDNA'larin %14'{iniin, substrat olarak
S-adenozil-metiyonin kullanarak metilkavikol ve metilojenol biyosentezini katalizleyen

enzimleri kodladigini tespit etmislerdir.

Gang ve ark. (2002a) bir sonraki ¢alismalarinda, Lewinsohn ve ark. (2000)’nin ortaya
koydugu fakat tespit edemedigi, reyhan kemotiplerinde kavikol O-metiltransferaz
(CVOMT) enziminden farkli bir allil-fenilpropen bagimli O-metiltransferaz enzimi olan
6jenol O-metiltransferaz (EOMT) enzimini ve bu enzimi kodlayan transkriptleri tespit
etmisler ve enzimin 2002 yilinda UNIPROT (The Universal Protein Resource)’a kaydin
gerceklestirmiglerdir. S6z konusu calismada, kavikol O-metiltransferaz (CVOMT) ve
6jenol O-metiltransferaz (EOMT) enzimlerine ait cDNA'lar, biyokimyasal bir genomik
yaklagim kullanilarak EMX-1 kemotipinden izole edilmistir. Bu cDNA'larin, Clarkia
breweri’de (Onagraceae) 2,7,4-trihidroksiizoflavanon'un 4-O-metilasyonunu katalize
eden ve birbirine %90 6zdes olan ve IOMT (izoGjenol O-metiltransferaz) gibi birkag
izoflavon O-metiltransferaza ¢ok benzeyen proteinleri kodladigi tespit edilmistir.
Aragtirmacilar, CVOMT1 ve EOMT1 transkriptlerinin, gen¢ reyhan yapraklarinin
yiizeyindeki peltat salgi tiiylerinde yiiksek oranda ifade edildigini bildirmislerdir. Ayrica,
CVOMT1 ve EOMT1 cDNA'larinin Escherichia coli'de ifadesini ve aktif proteinlerin
tiretimini de gerceklestirmislerdir. Enzim aktivite analizi sonuglarina gore CVOMT1’in
kavikoliin O-metilasyonunu Kkatalize ettigini ve EOMTL2’in ise kavikolin O-
metilasyonunu CVOMT1'e esit verimlilikle katalize ettigini, ancak 6jenoliin O-
metilasyonunu ¢ok daha hizli katalizledigini tespit etmislerdir. IOMT'nin kristal yapisina
dayanan molekiiler modelleme neticesinde, CVOMT1 ve EOMT1 arasindaki substrat

ozgiilligii farkinin tek bir amino asit farkindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

Reyhanin peltat salg tiiylerinin izole edilerek ugucu yag kapsaminin belirlenmesini ve bu
yapilarda fenilpropen biyosentez yolagi enzim aktivitelerini arastirmaya Gang ve ark.

(2002b) devam etmislerdir. Arastirmacilar, fenilpropen biyosentezinin ilk adimini
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katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz ve son adimini katalizleyen kavikol O-
metiltransferaz enzim aktivitelerinin salgi tiiylerinin izole edilmedigi gen¢ yapraklarda
yapilan enzim aktivite analizleri ile kiyaslandiginda, neredeyse sadece peltat salgi
titylerinde lokalize oldugunu bildirmislerdir. Cok daha kiigiik olmakla birlikte daha fazla
sayida bulunan kapitat salgi tiiylerinin bu bilesikleri depolamadigini1 ve olusmalari igin
gerekli olan enzimatik aktiviteleri igermedigini bildirmislerdir. Bunun aksine, peltat salgi
titylerinin ise metilkavikol biyosentezindeki ilk ve son asamalar1 katalize eden enzimleri,
yapragin diger dokularindan ¢ok daha yiiksek seviyelerde igerdigini gostermislerdir. SW
ve EMX-1 reyhan kemotipinin peltat salg: tiiylerinin, salgi tiiyleri izole edilmemis
yapraklara gore PAL icin ¢ok daha yiiksek spesifik aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Yiiksek seviyelerde metilkavikol biriktiren EMX-1 gesidinden elde edilen peltat salgi
tiylerinin yliksek seviyede CVOMT ve EOMT aktivitesine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Bununla birlikte, 6jenol biriktiren ancak metildjenol veya metilkavikol
biriktirmeyen SW ¢esidinin peltat salgi tiiylerinden elde edilen ekstraktlarda, CVOMT ve
EOMT aktivitelerinin hem salgi tiiylerinde hem de salgi tiiyleri izole edilmemis yaprak

ekstraktlarinda biiyiik 6l¢lide azaldigini belirlemislerdir.

Deschamps ve ark. (2006), dort farkl bitki gelisim evresinde fenilpropen biyosentezinde
rol alan bazi genlerin ekspresyonu, kavikol O-metiltransferaz (CVOMT) ile 6jenol O-
metiltransferaz (EOMT) enzim aktivitelerini ve metilkavikol birikimi tizerine etkilerini
aragtirmiglardir. Metilkavikol birikiminin, yapraklar olgunlastikca zamanla azaldigini
tespit etmislerdir. Metilkavikol birikimi ile CVOMT ve EOMT enzim aktiviteleri
arasinda 6nemli bir korelasyon bulundugunu ve bu enzim seviyelerinin ugucu yagin
icerigi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. CVOMT ve EOMT gen ifade seviyelerinin,
yaprak yasinin ilerlemesine bagli olarak hem salg tiiyii izole edilmemis yapraklarda hem
de izole salgi tiiylerinde azaldigimi tespit etmislerdir. Yaprak gelisiminin erken
donemlerinde hiicre sayisi artirilirken ilerleyen dénemde hiicre boliinmeleri ve hiicre
sayisindaki artisin durdugu bilinmektedir. Bundan sonraki yaprak biiyiimesi, hiicre
hacminin artmasi ve hiicre uzamasi ile ger¢eklesmektedir. Erken donemde birim yiizey
alanda daha fazla sayida hiicre bulunmaktadir. Fakat ilerleyen yaprak yasi ile birim
alandaki hiicre say1si (peltat salgi tityleri de dahil olmak iizere) azalmaktadir. Deschamps

ve ark. (2006), Salg: tiiyii izole edilmemis olgun yapraklarda ve olgun yapraklardan izole
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edilmis peltat salgi tiiylerinde enzim aktivitesi ve gen ifade profillerinin benzer oldugunu
belirtmislerdir. Reyhan yapraklarindaki CVOMT transkript seviyelerinin ve CVOMT
ekspresyonundaki farkliliklarin yalnizca peltat salgi tiiyii yogunlugundaki farkliliklardan
kaynaklanmadigini, bu farkliligin reyhanin peltat salgi tiiylerinde gelisim donemine bagl

olarak diizenlenmesinden kaynaklandigini bildirmislerdir.

Yaprak yasinin ve pozisyonunun reyhanin ugucu yag miktar1 ve kompozisyonu iizerine
etkisini arastirmayi amacglayan bir diger ¢alisma Fischer ve ark. (2011) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada, ana gévde tizerinde farkli konumlarda bulunan geng ve yash
yapraklardaki ugucu yag igeriginin, bitkinin yasam dongiisii boyunca gelisim dénemine
bagl olarak degistigi ileri siirtilmiistiir. 16. haftada hasat edilen bitkilerin ana gévde ve
yan siirglinlerindeki deki geng yapraklarinda 6jenoliin daha yiiksek (~%53), daha yash
yapraklarda ise metildjenol seviyelerinin baskin (~%68) oldugunu bildirmisler. Fischer
ve ark. (2011) gozlemledikleri bu durumun yaprak olgunlastik¢a 6jenoliin metil6jenole
dontstirilmesinden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir. Fischer ve ark. (2011) bu
caligmanin sonuglarinda, yapragin govde tizerindeki pozisyonunun bitkinin gelisim
donemi ile ilgili oldugunu ve ilk (primordiyal) dokudan yaprak olusumu sirasindaki
bitkinin fizyolojik yasimin yapragin ugucu yag bilesimini etkileyen 6nemli bir faktor

oldugunu bildirmislerdir.

Ojenol biyosentezi ile ilgili calismalar genellikle bitkinin toprak iistii kisimlarinda
yapilmig ve bugiine kadar sadece reyhan salgi tiiylerinden bir adet 6jenol sentaz
(ObEGS1) geni tanimlanmistir. Reddy ve ark. (2021), son zamanlarda koklerde 6jenol
varhigmi bildiren bazi ¢alismalarin sonuglar itizerine koklerdeki diger EGS genlerini
aragtirmay1 amaglamislar ve reyhan koklerinden elde ettikleri RNA-Seq verilerinde tiim
PIP (Fosfatidilinositol 4-fosfat) ailesi rediiktaz transkriptlerini taramislardir. Sekans
analizi sonucu belirlenen ilgili tim genlerin E. coli'de in vivo fonksiyonel
karakterizasyonu, bu genlerin §jenol iiretme yetenekleri oldugunu gostermis ve bu genleri
ObEGS2, ObEGS3, ObEGS4, ObEGS5, ObEGS6, ObEGS7 ve ODEGS8 olarak
adlandirmiglardir. Peltat salg tiiylerinde ObEGS1 geninin, koklerde ise ObEGS4 geninin
en yiksek diizeyde ifade edilen genler oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte,
yalnizca toprakta yetistirilen bitkilerin koklerinde Gjenoliin, tretildigini, ancak doku

kiltiiri  yontemi ile aseptik olarak yetistirilen bitkilerin koklerinde djenoliin
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tiretilmedigini tespit etmislerdir. Aseptik olarak yetistirilmis bitki topraga sasirtildiginda
6jenol tretiminin gerceklesebildigini belirlemis ve aseptik olarak yetistirilen bitki

koklerinde 6jenol iiretiminin uyarilabildigini tespit etmislerdir.

Koca ve Karaman (2015), metil jasmonat (MeJA), spermin (Spm), epibrassinolid (EBL)
bitki biliyiime diizenleyicileri ve L-fenilalanin uygulamalarinin reyhanda fenolik
bilesikler ve fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzim aktivitesi lizerine etkilerini
arastirmiglar ve en yiiksek toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriklerini 1,0 mM Spm
+ MeJ A uygulamasindan elde etiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan yapilan
elisitor uygulamalarindan sonra rozmarinik asit ve kafeik asit igeriklerinde énemli 6lgiide
artis tespit edilmis ancak kikorik asit igerigi veya PAL aktivitesinde bu tiir farkliliklar
gozlenmemistir. Rozmarinik asidin, tiim uygulama gruplarinda baskin fenolik bilesik
oldugunu ve konsantrasyonunun yas agirlikta 1,04 — 2,70 mg/g arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Sonug olarak, Spm+MeJA ve EBL+MeJA kombinasyonlarinin sekonder
metabolitleri etkili bir sekilde indiikleyebildigini ve bu etkilesimlerin bitkilerde

fitokimyasallarin tiretiminde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Arbuskiiler mikorizal (AM) mantarlardan Glomus mosseae BEG 12, Gigaspora
margarita BEG 34 ve Gigaspora rosea BEG 9 ile kolonizasyonun, reyhanin siirgiin ve
kok biyokiitlesi ile yapraklardaki salgi tiiyii bollugu, u¢ucu yag miktar1 ve kapsami
tizerine etkileri incelenmistir (Copetta ve ark., 2006). AM mantarlar ile kolonizasyon
uygulamalarinin, arastirma parametrelerinde ¢esitli degisimlere neden olmakla birlikte
bunlardan yalnizca G. rosea’nin, kontrol bitkileri veya diger mantar muamelelerine
kiyasla tiim parametrelerde onemli degisimler meydana getirdigi bildirilmistir. G.
rosea’nin biyokiitleyi, kok dallanmasini ve uzunlugunu ve toplam ugucu yag miktarini
(0zellikle a-terpineol) dnemli Sl¢lide artirdigi gosterilmistir. Artan yag verimi, reyhan
yapraklarinin bazal ve merkezi bolgelerinde 6nemli 6lgiide arttigi goriilen peltat salgi
tityleri ile iliskilendirilmistir. Ayrica, G. margarita ve G. rosea uygulamalarinin ugucu
yag kapsaminda 6jenol ylizdesini artirdigi ve linalol verimini diigiirdiigli saptanmustir.
Sonuglar, farkli mantarlarin ayn1 bitkide farkli etkilere neden olabilecegini ve kolonilesen

AM mantarina gore ugucu yag veriminin modiile edilebilecegini ortaya koymustur.
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Mirzajani ve ark. (2015), reyhan yapraklarina piiskiirtme yolu ile sitrik asit ve salisilik
asit uygulamalarinin u¢ucu yag miktar1 ve reyhanin bazi fenolojik karakterleri tizerine
etkilerini arastirmiglardir. Bu c¢alisma kapsaminda sitrik asit (CA) {i¢ farkli
konsantrasyonda (0, 4 veya 7 mM) ve salisilik asit (SA) ise (0,5 veya 1 mM) iki farkli
konsantrasyonda uygulanmistir. 1 mM konsantrasyondaki SA uygulamasi neticesinde,
kontrol islemine kiyasla tekerriir gruplarinda en yiiksek ugucu yag iiretiminin elde

edildigi bildirilmistir.

Mikropropagasyon (in vitro), aklimasyon (ex vitro) ve tarla kosullarinda yetistirilen
reyhanlarin ugucu yag kapsamindaki farkliliklar1 aragtirmay1 amaglayan Amaral-Baroli
ve ark. (2016) Ocimum basilicum'un tepe siirgiinlerinin eksplant olarak kullanilarak doku
kiiltiiri ortaminda gogaltilmasi igin bir in vitro protokol gelistirmislerdir. Bu ¢alismada
kapsaminda in vitro biiyiiyen bitkiler sekiz ay sonra ex vitro kosullara alistirilmistir. Daha
sonra, tarla kosullarinda yetistirilmis, mikro ¢ogaltilmig (in vitro) ve iklimlendirilmis
reyhanlarin (ex vitro) tretilen ugucu yaglari hidrodistilasyon ile ekstrakte edilmistir.
Ugucu GC/MS ile analizleri neticesinde tarla kosullarinda yetistirilmis reyhanlarin ugucu
yagindaki baskin ugucu bilesenin a-murolol (%30,62), mikrogogaltilmig (in vitro)
reyhanlarda metilojenol (%27,38) ve ex vitro iklimlendirilmis reyhanlarda ise ana
bilesenin linalol (%23,31) oldugu bildirilmistir.

Lung ve ark. (2016), siirekli diisiik yogunluklu mikrodalgaya maruz kalmanin, bitkiler
icin bir stres olusturabilecegini, ancak bunun bitki sekonder metabolizmasi tizerindeki
etkilerinin yeterince bilinmedigini diisiinerek GSM ve WLAN frekansli mikrodalgalarin
Ocimum basilicum’un ugucu organik bilesiklerinin miktar1 ve ugucu yag igerigi
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, mikrodalgaya maruz kalmanin
sekonder metabolizma faaliyetlerini ve stres kaynakli sentezlenen ugucu bilesikleri
artirdigint ~ belirtmiglerdir. Kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda, mikrodalga
radyasyonu pinen, a-felandren, bornil asetat, f-mirsen, a-karyofilen ve benzaldehit
miktarinin azalmasina, ancak dkaliptol, metilkavikol, karyofilen oksit ve a-bergamoten

miktarimi artirmistir.
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Ticari sera iiretiminde 151k yayan diyotlarin (LED'ler) kullanimi spektral kontrol ve enerji
verimligin sagladigindan LED’lerin seralarda geleneksel 1siklandirma sistemlerine gore
etkinligini belirlemek igin ¢alismalara ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir. Hammock ve ark.
(2018), hidroponik kiiltiirde yetistirilen reyhan bitkisinde dar band mavi ve kirmizi LED
151tk oranlarinin reyhanlarin ucucu bilesikleri iizerindeki etkilerini belirlemeye
calismiglardir. Pek ¢ok anahtar ugucu bilesigin kontrasyonlarinin gelisme sezonu ve 1s1k
uygulamalariyla degistigini  gozlemlemislerdir. Bir¢ok ©Onemli aroma ugucu
konsantrasyonu, aydinlatma uygulamalar1 arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik gostermistir.
Dogal fotoperiyodlart desteklemek i¢cin LED'lerin kullanilmasimin  sekonder
metabolizmay1 ve ugucu bilesik kapsamini manipiile etme potansiyeline sahip oldugunu

belirtmislerdir.

Zlotek ve ark. (2016) tarafindan jasmonik asidin bitki verimi, reyhan ugucu yaginin
miktar1 ve kompozisyonu iizerindeki etkisi arastirildigi bir diger c¢alismada JA
uygulamasinin bitki verimini hafifce etkiledigi ve reyhan ugucu yag miktarini dnemli
olglide artirdig@r tespit edilmistir. JA uygulanmasinin, reyhan ugucu yaglarinin kimyasal
bilesimini de etkiledigi arastirmanin sonuclarinda gosterilmistir. Bu c¢aligmanin
sonuglarinda 100 pM JA uygulamasmin Gjenol seviyesini artirdigi, 1 puM JA

uygulamasinin ise metilgjenol iceriginde en yiiksek artisa neden oldugu bildirilmistir.

Li ve ark. (2007), metil jasmonat (MeJA) uygulayarak reyhan bitkisinde biyoaktif
kimyasallarmin {iretimi ve gen ekspresyon profili tizerine etkilerini aragtirmig ve 0,5 mM
MeJA uygulamasi sonucunda toplam fenolik bilesik miktarinin énemli Glglide arttigini
bildirmiglerdir. Fenolik bilesikler arasinda 6zellikle rozmarinik ve Kkafeik asit
miktarlarinin sirasiyla %55 ve %300 oraninda, Gjenoliin ise %56 oraninda arttigini

bildirmislerdir.

Kahveci ve ark. (2021), NaCl'den kaynaklanan tuzluluk stresinin salisilik asit, triptofan
ve [P-karoten ile astarlanan tohumlarindan iretilen reyhanlar {izerine etkilerini
arastirmiglardir. Tohumlarina astarlama yapilmayan kontrol grubunda tuz stresinin ugucu
yag bilesenlerinden 06jenol yiizdesini digiirdigiinii, ancak metildjenol yiizdesini
artirdigin1 tespit etmislerdir. Astarlama uygulanan bitkilerde ise tuz stresinin 6jenol

yiizdesini artirirken metiléjenol yiizdesini disiirdiigii bildirilmistir. Bununla birlikte, tuz
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stresinin genel olarak toplam fenolik, flavonoid, kafeik asit, kikorik asit ve rozmarinik
asit iceriginde 6nemli azalmalara neden oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak, 100 mM
tuz uygulamasinda reyhanlarin verim ag¢isindan olumsuz etkilendigi, ancak ozellikle 1
mM triptofan hazirlanmasinin bitkileri tuzun toksik etkisinden koruyabilecegi ve stres

altindaki bireysel fenoliklerin miktarini artirabilecegi goriilmiistir.

Abdollahi Mandoulakani ve ark. (2017), kuraklik stresinin O. basilicum’un
fenilpropanoid biyosentez yolaginda yer alan bes genin (CVOMT; kavikol O-metil
transferaz, EOMT; Gjenol O-metil transferaz, C4H; sinamat 4-hidroksilaz, 4CL; 4-
kumarat-KoA ligaz, CAD; sinamil alkol dehidrojenaz) ekspresyon seviyeleri tizerindeki
etkisini incelemek igin bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar, kuraklik
stresinin ugucu yag bilesikleri iizerindeki etkisi ve incelenen genlerin ekspresyon
seviyeleri ile iligkilerini de arastirmislardir. Sonuglar, kuraklik stresinin metilkavikol ve
metilojenol miktarini artirdigini, bu bilesiklerin maksimum miktarinin ise %50 tarla
kapasitesi uygulamasinda elde edildigini géstermistir. qRT- PCR analizi, siddetli kuraklik
stresinin CVOMT ve EOMT ekspresyon diizeyini sirasiyla yaklasik 6,46 ve 46,33 kat
artirdigini, buna karsilik CAD ifade seviyesinin nispeten degismedigini, 4CL ve C4H
ekspresyon seviyelerinin ise kuraklik stresi kosullarinda azaldigini ortaya koymustur.
Bununla birlikte, CVOMT ve EOMT ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin,
metilkavikol ve metil6jenol igerigi ile onemli olgtide iliskili oldugu bildirilmistir.
Aragtirmacilar, bu sonuglara dayanarak, kuraklik stresinin kismen CVOMT ve EOMT
ekspresyon seviyelerini artirarak ucgucu yag kompozisyonunda metilkavikol ve

metiléjenol igerigini arttirdigini belirtmislerdir.

Khakdan ve ark. (2017), farkli su stresi uygulamalari altinda, ¢iceklenme asamasindaki
{ic Iran reyhan kiiltivarinda metilkavikol, metildjenol birikim miktarlar1 ve bu bilesiklerin
biyosentezinde rol alan bes genin (4CL; 4-kumarat coA ligaz, C3’H; p-kumaril sikimat
3’hidroksilaz, COMT,; kafeik asit O-metiltransferaz, CVOMT; kavikol O-metiltransferaz,
EOMT,; 6jenol O-metiltransferaz) ifade profillerini arastirmislardir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda metilkavikol tiretiminin CVOMT sentazlarin transkripsiyonel regiilasyonu
yoluyla kontrol edilebilecegi saptanmistir. Arastirmacilar bu verilere dayanarak, kiiltivar
farklilig1 gbzetmeksizin "su stresi ne kadar biiyiikse, metilkavikol birikimi o kadar yiiksek

olur ve bunun tersi de gecerlidir" ifadesini rapor etmislerdir. Calismanin sonuglari,
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metildjenol iiretiminin sistemik bir ritmi takip etmedigi ve sozkonusu genlerin
regiilasyonu ile metikavikol ve metilgjenol iiretiminin kiiltivara ve kuraklik stresine

bagimli oldugunu gostermistir.

Tavallali ve ark. (2019), farkl1 Fe kaynaklariin (Fe-arginin, Fe-glisin ve Fe-histidin nano
kompleksleri ve Fe-EDDHA) reyhan yapraklarina piiskiirtme yolu ile uygulanmasi
neticesinde reyhan ugucu yagindaki antioksidan ve antimikrobiyal aktivite degisimlerini
incelemislerdir. Uygulanan ¢esitli Fe kaynaklarinin reyhan ugucu yagindaki metilojenol

ve metilkavikol oraninda 6nemli bir azalmaya yol agtigini bildirmislerdir.

Khalid ve EI-Gezawy (2006), ana materyali ahir giibresi olan statik yigin kompostu ve
cayl ile siralt y1gin (windrow) kompostu ve ¢ay1 uygulamalarinin reyhanin biiyiime ve
gelisme parametrelerinin yani sira ugucu yagi ve toplam flavonoid miktar1 tizerine etkisini
incelemislerdir. Tiim uygulama gruplarinda metilkavikol oraninin arttigini; en yiiksek
metilkavikol oranmin statik kompost ile statik komposttan elde edilen ¢aymn birlikte

uygulanmasi neticesinde elde edildigini bildirmislerdir.

Baczek ve ark. (2019), organik tarim esasina dayanan reyhan yetistiriciligi i¢in agik
arazide ve algak tiinel altinda olmak iizere iki yontem uygulamistir. Arastirmacilar, orta
Avrupa iklim kosullarinda, birbirini takip eden dort bitki kesimi ile hasadin
gerceklestirilebildigini bildirmislerdir. Hasat edilen bitkiler ugucu yag, fenolik bilesik ve
flavonoid miktarinin belirlenmesi amaciyla kimyasal analizlere tabi tutulmustur. Algak
tiinel altinda yetistirilen bitkilerden toplanan 6rneklerin ugucu yag, flavonoid ve fenolik
asit igeriklerinin agik arazide yetistirilen bitkilerden daha yiiksek miktarlarda

bulundugunu tespit etmislerdir.

Zhang ve ark. (2015), vermikompostun biinyesindeki sitokininlerin ve oksinlerin basarili
bir sekilde tespiti ile kantitasyonunu saglamislar ve vermikompost uygulamasinin bitki

bliylimesini tesvik etmede etkinligini aciklayan kanitlar sunmuslardir.

Taie ve ark. (2010), ¢cesitli dozlarda organik (bitkisel artiklardan windrow yontemi ile
elde edilen) kompost ve biyogiibre (Bacillus megatherium var. phosphaticum,

Azospirillum lipoferum ve Pseudomonas fleurosences bakteri kiiltiirlerinin inokiilasyonu)
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uygulamalariyla yetistirilen reyhanlarin toplam fenolik ve flavonoid miktarlar ile ugucu
yaglarinda meydana gelen degisimleri ve bunlarin antikanser aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Bu amagla biyogiibre varliginda veya yoklugunda ii¢ farkli dozda
organik giibre (kompost) ile tohumlardan reyhan bireylerini yetistirmislerdir.
Arastirmacilar, uygulama gruplarina ait reyhan bireylerinin yapraklarindan
hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilen ugucu yaglart GLC ile analiz ederek reyhan
ucucu yaginda bulunan on bir bilesigi tanimlamislardir. Aragtirmanin sonuglarina gore,
en yiiksek antioksidan ve antikanser aktivitelerinin, biyogiibre + %50 kompost ve
biyogiibre + %75 kompost uygulamalarinda yetistirilen reyhan bitkilerinden elde edilen
ekstrakt ve ugucu yaglarda tespit edildigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, reyhan
ekstraktlariin fenolik, flavonoid ve reyhan ugucu yaglarinin antioksidan aktivitesini

artirmak i¢in organik giibre ve biyogiibre kullaniminin 6nemini vurgulamaktadir.

Ramezani ve ark. (2013), ana materyali ahir giibresi olan vermikompostun bes farkli
dozdaki (%0, %2, %4, %6, %8) uygulamalarinin reyhanin yas agirlik, kuru agirlik, ugucu
yag verimi ve ugucu yag kompozisyonu lizerine etkilerini arastirmislardir. Calismanin
sonuglarinda, vermikompost uygulamalarinin reyhan ugucu yagidaki metilkavikol ve
metilojenol oranlar1 iizerine etkilerinin doz artisina bagli olmaksizin degisiklik
gosterdigini fakat tespit edilen en yiiksek metilkavikol ve metil6jenol oranlarinin %8

vermikompost uygulama grubunda bulundugunu bildirmislerdir.

Shokooh ve ark. (2013) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada bazi biyouyaricilar ve
biyogiibrelerin reyhanin morfolojik karakterleri ile ugucu yag verimi ve kapsami {lizerine
etkileri incelenmistir. Arastirmacilar, Aminol Forte™, Kadostim™ ve Fosnutren™
(Inagrosa Industries Agro Biologicals, Madrid, ispanya) biyouyaricilarini yapraklara (1,5
L.ha') piiskiirtme yolu ile; Nitroxin™, Super-Nitro Plus™ ve Barvar II™ biyogiibrelerini
ise reyhan tohumlarina inokiilasyon (0,5 L.ha) seklinde uygulamislardir. Arastirmanin
sonuglarinda, reyhan ugucu yagindaki en yiiksek metilkavikol oraninin Fosnutren™ ve

Super-Nitro Plus™ ikili uygulama grubunda (%37,13) elde edildigi bildirilmistir.

Singh ve ark. (2013), Ocimum basilicum var. CIM-Saumya tohumlarina biyogiibreler ile

(Pseudomonas monteilii — susu CRC1, Cronobacter dublinensis — susu CRC3 ve Bacillus
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spp. — AZHGF!1 susu) inokiilasyon uygulamasinin ugucu yagin kapsamindaki

metilkavikol miktar1 tizerine 6nem arz eden bir etkisinin bulunmadigini bildirmistir.

Klimankova ve ark. (2008), geleneksel tarim yontemi veya Avrupa Birligi’nin belirledigi
organik tarim diizenlemelerine gére (EEC Regiilasyon No. 2092/91, 1991) yetistirdikleri
bes reyhan kiiltivarinin ugucu yag profillerindeki degisimleri arastirmislardir. Bu ¢caligsma
kapsaminda, geleneksel tarim grubundaki reyhan kiiltivarlarina mineral giibre ve herbisit
uygulamalari yapilmis, organik (ekolojik) tarim grubundaki bireylere ise sadece organik
giibre uygulamalari gerceklestirilmistir. Calismanin sonuglarinda reyhanlarin ugucu yag
profilinin geleneksel yontem veya organik tarim yontemi ile yetistirilmelerine gore
degistigi bildirilmistir. Bununla birlikte, ayn1 ekolojik kosullarda (geleneksel tarim veya
organik tarim) yetistirilen farkli kiiltivarlarin ugucu yagindaki degisimlerin de farkli
oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Geleneksel tarimla yetistirilen reyhanlarin
ucucu yag kapsami ile karsilastirildiginda organik tarima dayali yontemle yetistirilen
reyhanlarin ugucu yagindaki metilkavikol oraninin Kiiltivar 1, Kiiltivar 3 ve Kiiltivar 5’te
arttig1 fakat Kiiltivar 4’te ise azaldigi bildirilmistir. Ojenoliin ise Kiiltivar 1°de artis
gosterdigi fakat Kiiltivar 2, Kiiltivar 4 ve Kiiltivar 5’te azaldigi bildirilmistir. Bu
caligmayla ayni ekolojik sartlarda yetistirilen reyhanlarin da kiiltivar farkliligi (kemotipik
farkliliklar) nedeniyle sekonder metabolizmalarinin farkli yonlerde regiile edilebilecegi

belirtilmektedir.

Verma ve ark. (2016) tarafindan toprak verimliligini artirmanin alternatif bir yontemi
arastirildigr bir ¢alisma kapsaminda farkli kombinasyonlarda vermikompost ile verimli
bazi1 biyogiibrelerin (nitrojen fiksatorii Bacillus sp., fosfat ¢oziicti Bacillus megaterium,
bitki biiyiime destekleyici Pseudomonas monteilii, arbuskiiler mikorhizal fungus (AMF)
Glomus intraradices) Ocimum basilicum L. tizerine etkileri arastirilmistir. Reyhanin
ucucu yagmdaki metilkavikoliin vermikompost + Bacillus sp., vermikompost + P.
monteilii ve vermikompost + G. intraradisler ikili uygulama gruplarinda 6nemli 6l¢iide

artig gosterdigi bildirilmistir.

Reyhanin fenilpropanoid biyosentez yolaginin bir diger kolunun son iiriinlerinden olan
allil-fenilpropenler, bir¢cok endiistride hammadde olarak kullanilabilen onemli ticari

bilesiklerdir. Abiyotik stres faktorleri, cesitli elisitdrler, biyouyaricilar ve biyogiibre
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uygulamalari neticesinde allil-fenilpropenlerin reyhan ugucu yagindaki miktarlar: tizerine
etkilerini bildiren bu tiir ¢alismalarin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Onemli bir
biyouyarici ve organik giibre olan vermikompostun sivi ve kati haldeki iki farkli formda
reyhan kemotiplerine uygulanmasi neticesinde allil-fenilpropenlerin kapsami ve
yolaktaki belli bagli genlerin ifadeleri iizerine etkileri ilk kez bu tez ¢aligsmasi kapsaminda

arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihazlar

“Thermo Scientific™ ISQ™ Series Single Quadrupole GC-MS Systems” Gaz
kromatografisi ve kiitle spektrometresi cihazi.

“Bead Beater” cihazi (Sinbo SHB-3150 Smothie Blender’in modifiyesi ile yapildi).

“Biotium AccuLite™ Mini Fluorometer” RNA kantitasyon cihazi.

“Life Technologies QuantStudio 3D Digital PCR System” Ger¢ek zamanli polimeraz

zincirleme reaksiyon cihazi.
“Biologix” Santrifiij cihazi.

“Regal” Derin donduruculu buzdolabi.
“Velp Scientifica” Vorteks cihazi
“Velp Scientifica” Manyetik karistirict
“ISOLAB” Terazi

Klimatik Kontrollii Bitki Biiyiitme Odas1

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

“EURX® GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit” RNA saflastirma kiti
“GeneAll® Ribosaver™” RNA stabilizasyon soliisyonu

“EURX® NG dART RT” cDNA sentez kiti.

“GeneAll RealAmpTM SYBR qPCR Master Mix” RT-PCR Kiti

Tris-HCI “Sigma”

D-Sorbitol “Sigma”

Siikroz “Sigma”

B-merkaptoetanol “Sigma”
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KCI “Sigma”

MgCl; “Sigma”

K2PO4 “Sigma”

Siiksinik asit “Sigma”

EGTA (Egtazik asit) “Sigma”

Metilseliiloz “Sigma”

Polivinilpirolidon (360.000 Mr) “Sigma”

Etil asetat “Sigma”

PBS (fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi) “NZY Tech”

Tween® &0 “Merck”

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Bu ¢alismanin aragtirma materyali olan reyhan kemotipleri, Isparta Uygulamali Bilimler

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Isa

TELCI’den temin edilmistir. Bitkilerin yetistirilmesi, Kirsehir Ahi Evran Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii Laboratuvarinda bu ¢alisma i¢in

insa edilmis olan otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda gerceklestirilmistir.

Bu amagla, LR10A (metilkavikol) ve LR25A (Metiljenol) reyhan kemotiplerinden

yaklasik ii¢ yiizer adet tohum ¢imlendirilmek i¢in secilmistir. Tohumlarin en az 3-4 yillik

olmas1 nedeniyle ¢imlenme yiizdelerinin diisiik olabilecegi varsayilmis ve ¢imlendirme

basarisini artirmak i¢in su yerine %20’lik vermikompost ¢ay1 kullanilmistir (Sekil 3.1).

Tohumlarin ¢imlendirilmesi islemi inkiibatorde 35 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir

(Zhou ve Welbaum, 2012; Zhou ve ark., 2016).
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Sekil 3.1. Cimlenmeye baslayan reyhan tohumlarinin {igiincii giiniindeki goriiniimleri.

Inkiibatérde gegen 3 giiniin sonunda, her iki kemotipin tohumlarmda %100’e yakin
¢imlenme basaris1 elde edilmistir. Cimlenmis tohumlar torf, toprak ve vermikiilit (2:1:1)
igeren 1000 cc hacmindeki saksilara aktarilmistir. Kati vermikompost (KV) uygulama
gruplarinin yetisme ortamina, sakstya koyulan torf ve toprak toplam hacminin %10°u ve

%25°1 kadar vermikompost ilave edilmistir.

%10 KV uygulama gruplarinin saksilarina 75 cc vermikompost, 225 cc toprak ve 450 cc
torf; %25 KV uygulama gruplarinin saksilarina ise 185 cc vermikompost, 185 cc toprak
ve 380 cc torf koyulmustur. Cimlenen reyhan bireyleri, her saksiya ikiser adet olarak

yerlestirilmistir.

S1v1 vermikompost (SV) uygulama gruplarina, haftada bir kez olmak {iizere, %10 veya
%25 konsantrasyonlarinda vermikompost ¢ay1 uygulanmistir. %25 konsantrasyonundaki
sivi vermikompost ¢ayi, uygulama giiniinden bir Onceki giinde hazirlanmaya
baglanmistir. 1 L saf suya 250 g vermikompost eklenmesi ile hazirlanan, 1:4 (w/v)
oraninda hazirlanan kat1 vermikompost:saf su karigimi akvaryum tipi bir havalandirma
motorundan iiretilen havanin yardimi ile 24 saat siireyle havalandirilmis ve calkalayici ile

karistirtlmistir (Edwards ve ark., 2010).

Elde edilen karisim, 40 pm gozenek agikligina sahip bir filtreden 5 kez gegirilerek
stiziilmistiir. Filtreden gecen soliisyona bir damla Tween® 80 eklenerek kullanima hazir
hale getirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. SV uygulamalar1 i¢in vermikompost ¢ayinin hazirlanmasi.

%10 konsantrasyonundaki SV uygulamasi igin gerekli soliisyon, %25 derisimdeki SV
¢ozeltisinden alinan yeterli hacimdeki 6rnegin 1:2,5 oraninda sulandirilmasi ile elde
edilmistir. Bu metot ile elde edilmis olan SV c¢ozeltileri spreyleme ile haftada bir kez
yapraklara uygulanmigtir. SV uygulamalari esnasinda yaprak ylizeylerinin tamamen
islandigmin  kontrolii saglanmistir. Yaprak ylizeyinin kaplayan SV’un topraga
damlayarak kok bolgesine ulagmasini engellemek igin yeterli miktarda kullanilmasina
dikkat edilmistir. Kontrol grubundaki bireylerin yapraklarina ise SV uygulanan gruplarda
tilkketilen sollisyon miktar1 kadar distile su puskiirtiilmiistiir. Arastirmada kullanilan
vermikompostun ham materyali ahir giibresi olup Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan desteklenen Vermikiiltiir Uretim
Projesi kapsaminda iiretilmis olan vermikomposttan temin edilmistir. Otomatik iklim

kontrollii bitki biiyiitme odasinda 16 saat 1siklanma, %50-%60 nem, 25-18 °C sicaklik
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kosullarinda yetistirilen ve gelisim asamalar1 Sekil 7.1 — 7.6’da gosterilen reyhan
kemotipleri 1-4 Aralik 2019 tarihleri hasat edilmislerdir.

3.2.2. Peltat salg tiiylerinin yapraklardan izolasyonu

Cimlenmeyi takiben 10. haftada yapraklardan salgi tiiylerinin izolasyonu i¢in agagida
basamaklar1 agiklanan Glass Bead Abrazyon protokolii uygulanmistir (Gang ve ark.,
2001). Bu metoda gore 2 cm uzunluktan kii¢iikk geng yapraklar pens ile kesilerek 15 g
yaprak ornegi toplandi (Sekil 3.9). Toplanan materyal buz igerisine oturtulmus olan 300
mL’lik behere aktarildi. Behere buz sicakligindaki saf su koyuldu ve 30-60 dakika su
igerisinde bekletilerek yapraklarin sismeleri saglandi. Su bosaltildiktan sonra yapraklar
Bead Beater cihazinin 300 ml hacimli bir haznesine aktarildi. Hazneye 40-50 g kadar 0,5
mm ¢apindaki cam boncuklar ve ardindan 250 ml hacminde buz sicakligindaki salgi tiiyii
izolasyon tamponu (50 mM Tris-HCI, 200 mM d-Sorbitol, 20 mM Siikroz, 14 mM -
merkaptoetanol, 10 mM KCI, 5 mM MgClz, 0.5 mM K2PO4, 5 mM Siiksinik asit, 1 mM
EGTA, %0.6 (w/v) Metilseliiloz, %1 (w/v) Polivinilpirolidon (360 000 M) eklendi. Bead
Beater cihazi ¢alistirilarak dakikada yaklasik 4200 devirde birer dakikalik fasilalar ile 3
kez 1 dakikalik karigtirma islemi gerceklestirildi (Sekil 3.10).

-

Sekil 3.3. Iki cm'den kiigiik yapraklarm pens yardimi ile toplanmasi.
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Sekil 3.4. Toplanan yapraklarin ve Bead Beater cihazina aktarimi.

Karistirma isleminden sonra haznedeki karisimin tamami 350 pum gozenek agikligina
sahip siizgecten gegirilerek yapraklar ayiklandi. Daha sonra karisimdan yaprak
kalintilarin1 uzaklasgtirmak amaci ile 105 pm gozenek agikligindaki siizgegten gegirildi.
Stizgeglerden akisi saglamak ve tiiyleri yitkamak amaci ile yaklasik 300 ml kadar buz
sicakligindaki metilseliiloz ve polivinilpirolidon icermeyen depo salgi tiiyii izolasyon

tamponu kullanildi (Sekil 3.11).

Sekil 3.5. Bead Beater’dan ¢ikarilan salgi tiiyii izolasyon tamponu ve yaprak karisiminin
350 um gozenek acikligina sahip filtreden siiziilmesi ve yapraklarin uzaklastirilimasi.
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Sekil 3.6. Salg tiiyii izolasyon tamponunun sirasi ile 105 pm ve 40 um boyutlarinda
gozenek acgikligina sahip filtrelerden gegirilmesi ve elek istiiniin pastor pipeti ile
toplanmasi.

Ortalama ¢ap1 80 um olan peltat tiiyler, siizme ve yikama islemlerinin neticesinde 40
um’lik gézenek agikligina sahip siizgecin ylizeyinde biriktirilerek elde edildi (Sekil 3.12).
Toplanan tiiyler, 40 pm’lik siizgeg¢ iizerinde depo salgi tiiyli tamponu ile en az 8 kez
yikandi ve 5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra buzdolabina yerlestirildi.
Elde edilen salgi tiiylerinin tamaminin siispansiyonun igerisinde ¢okelmesi (6-8 saat
kadar) beklendi (Sekil 3.13). Bu metotla 15 g yaprak 6rneginden yogunlasmig olarak
yaklasik 300 mikrolitre peltat salgi tiiyli igeren stoklar elde edildi. Bekleme siiresi
sonunda tiipiin dibine ¢okelen salgi tiiylerinin {izerindeki salgi tiiyli izolasyon tamponu
pipetlenerek uzaklastirildiktan sonra salgi tityii hacminin 10 kat1 kadar RNA stabilizasyon
soliisyonu (RNAsaver, GeneAll) ilave edildi. GC-MS ile fenilpropenlerin analizi igin
ayrilan tiiplerin salgi tilyli izolasyon tamponu da uzaklastirildiktan sonra tiipler -20 °C’ye
ayarli dondurucuya yerlestirildi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.7. Reyhan yapraklarindan izole edilen salgi tiiylerinin tiip igerisindeki ve 151k
mikroskobu altindaki goriintiileri.

Sekil 3.8. Reyhan yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiiylerini igeren tiiplerin -20
°C'de muhafazasi.
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3.2.3. Total RNA izolasyonu

Reyhan kemotiplerinin yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiiylerinden total RNA
izolasyonu yapilmistir. Bu islem EURx® GeneMATRIX Universal RNA Purification
Kit’in bitkisel dokulardan RNA izolasyonu protokoliine gore yapilmistir. Salgi tiiyii
stoklarinin muhafaza edildigi tiiplerdeki siipernatant (GeneAll® Ribosaver™ RNA
stabilizasyon soliisyonu) pipetlenerek uzaklastirildi. Doku igerigine niifuz etmis olan
RNA stabilizasyon soliisyonunu uzaklagtirmak i¢in 6ncelikle her tiipe RNaz icermeyen
su ile hazirlanmis 5 mL PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) eklenerek 12 000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildi ve tekrar 5 mL PBS
soliisyonu eklenerek 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Santriflij sonrasinda

stipernatant uzaklastirildi.

50 mg peltat salgi tiiyli materyali RNaz icermeyen 2 mL hacmindeki Eppendorf tiipe
yerlestirildi. Bitki dokusuna 200 puL LG tamponu ve 100 uL RL tamponu eklendi.
kuvvetlice vortekslenerek iyice karistirildi (Uygulama oOncesinde RL ve LG
tamponlarinin 1 mL’sine 10 pL olmak tizere [1M] B-merkaptoetanol (B-ME) eklenerek
tamponlar uygulamaya hazir hale getirildi). Ornekler 4 dakika 15 000 rpm’de (en yiiksek
hizda) santrifiij edildi. Siipernatant, RNaz icermeyen yeni Eppendorf tiipiine aktarildi ve
200 pL RL tamponu eklendi. Pipetleme yaparak iyice karistirildi. Siipernatant, 2 mL
hacimli toplayici tiip igerisindeki homojenizasyon spin kolonuna dikkatlice aktarildi. 15
000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek homojenizasyon spin kolonunda santrifiigasyon
lizat1 filtre edildi ve boylelikle DNA uzaklastirildi. Kolondan akan kisma 300 pL etanol
(%96) eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi. Ornek, 2 mL hacimli alic1 tiip icerisindeki
RNA baglayict spin kolonuna yiiklendi, 12 000 rpm’de 1 dakika santriiflij yapild1 ve
santrifiij sonrasinda alici tiip i¢ine akan kisim atildi. 400 uL. Wash DN1 tamponu eklendi
ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Spin kolonu alict tiip i¢inden ¢ikartildi, slipernatant dokiildii ve alict tiip igerisine tekrar
yerlestirildi. 650 pL Wash RBW eklendi ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Spin kolonu alici tiip i¢cinden ¢ikartilds, slipernatant1 dokiildii ve alici tiip icerisine tekrar
yerlestirildi. 350 uL. Wash RBW eklendi ve 12 000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi.

Spin kolonu yeni bir alici tlipe yerlestirildi (2 mL hacminde) ve direkt olarak membranin
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iistline dogru 40-60 pL RNaz igermeyen su ilave edildi. 1 dakika 12 000 rpm’de santrifiij
yapildi. Spin kolonu ¢ikartildiktan analize hazir RNA ornekleri, i¢inde bulunduklari
tiiplin kapagi kapatilarak -80 °C’de cDNA asamasina kadar muhafaza edildi.

3.2.4. Total RNA karakterizasyonu

Reyhan kemotiplerinin kontrol ve uygulama gruplarindan izole edilen RNA’larin miktar
tayinleri Biotium AccuLite™ Mini Fluorometer ile yapilmistir. Izole edilmis olan total
RNA’larin konsantrasyon tayininde kullanilan Biotium AccuLite™ Mini Fluorometer
cihazinda kullanilan sarf malzemeleri RNA ipligi icin oldukca yiiksek 0Ozgilliik
gostermektedir. Bu nedenle tuzlar, ¢oziiciiler, serbest niikleotidler, deterjanlar, DNA ve
protein kirliliginin 6l¢tim sonuglarini etkilemesi pek olasi degildir. Biotium AccuLite™
Mini Fluorometer ile RNA konsantrasyon ol¢limleri %2 daha kiigiik hata pay: ile
gerceklestirebilmektedir.

3.2.5. cDNA sentezi

mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi asamasina ge¢ilmistir. cDNA sentezi i¢in
E0801-01 katalog numarali EURx® NG dART RT kit kullanilmistir. Sentez reaksiyonlari
icin 0.2 mL hacmindeki RNaz icermeyen PCR tiiplerine 4 uL 5X NG cDNA Buffer, 1
uL 50 uM Oligo(dT)20, 1 L NG dART RT mix ve 14 uL RNA 6rnegi eklenmistir. CDONA
sentezi i¢in mastermix hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon reaksiyonuna
gecilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun kosullar

Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezi igin gergeklestirilen reverse transkripsiyon reaksiyonlarinin
calisma kosullari.

Parametre \ Adim 1 Adim 2
Sicaklik (°C) 55 85
Siire 60 dk. 5 dk.

Elde edilen cDNA 6rnekleri Real-Time PCR asamasina kadar -20 °C sicaklikta muhafaza

edilmistir.
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3.2.6. Real-Time RT-PCR (Reverse Transcription PCR)

cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasina gegilmistir. Real-Time qPCR
asamasinda 801-051 katalog numarali GeneAll RealAmpTM SYBR gPCR Master Mix
kullanilmistir. Ekpresyon analizi i¢in kullanilan master mix bilesenleri Cizelge 3.2°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Real-Time qPCR i¢in kullanilan mastermix bilesenleri.

MasterMix Bilesenleri Hacim

2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 uL
ROX Dye 1ulL
Forward Primer (10 pM) 1puL
Reverse Primer (10 pM) 1puL
cDNA Template 4 pL
RNase-Free Distilled Water 3uL
TOPLAM 20 pLL

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecilmistir. Real-Time
gPCR igin kullanilan reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.3’te belirtilmistir. Real-Time gPCR
reaksiyonu  Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda
gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.3. qPCR ¢alisma kosullar1.

PCR Step Sicaklik (°C)
Baslangic Denatiirasyonu 95 °C 300s 1
Denatiirasyon 95°C 15s 40
Primer Baglanmasi 55-68 °C 60 s
Erime Egrisi 65— 95 °C 2 - 5s/step 1

3.2.7. Relatif kantitasyon hesaplamasi

MRNA ekspresyonlari kantitasyonu GAPDH transkripti referans olarak kullanilip kontrol
grubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon hesaplamasinda “AACt
Yontemi” kullanilmigtir. Bu amagla hem hedef grupta hem de referans grupta her bir
ornegin hem hedef mRNA hem de referans MRNA i¢in Real-Time PCR sonucunda Ct
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degerleri elde edilmistir. Iki tekrarli calismada Ct degerlerinin ortalamasi alinarak
hesaplamaya devam edilmistir. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA
Ct degeri ¢ikarilarak hedef grup ACt degerleri elde edilmistir. Referans grupta hedef
mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak referans grup ACt degerleri
elde edilmistir. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak
AACt degerleri elde edilmistir. AACt degerleri 224 seklinde isleme alinarak kat degisimi
(Fold Change) hesaplanmasi yapilmistir. Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi
durumunda hedef grubu mRNA ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna
gore relatif olarak artis gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Fold Change degeri 1’in
altinda ¢ikmasi durumunda ise hedef grubu mRNA ekspresyonunun referans grubun

mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde yorumlanmastir.

3.2.8. Primer secimi

Reyhan (Ocimum basilicum L.) kemotiplerinin fenilalanin amonyum liyaz (PAL), 4-
Kumarat-KoA ligaz (4CL), 6jenol sentaz (EGS), 6jenol O-metiltransferaz (EOMT) ve
kavikol O-metiltransferaz (CVOMT) genlerine ve housekeeping olarak kullanilan
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genine 6zgii primerlerin dizileri ve

alindiklar ¢aligmalar Cizelge 3.4 te gdsterilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan primerler ve dizileri.

Primer Ad1 Primer Dizisi Referans
Diiz | GGCTACTCCGGCATAAGATTC (Ziaei ve ark., 2012)
PAL Ters | GTACGAGCTTCCGTCGAGGATG (Ziaei ve ark., 2012)
Diiz | AAGGCTGCTTGGATTTCTCG (Khakdan ve ark., 2017)
act Ters | TTTTCACCGTCGACTTGCTG (Khakdan ve ark., 2017)
Diiz | ATGGAGGAARAAGGGTCGAAAAGC (Anand ve ark., 2016)
EGS Ters | TTATGCTGCTGAAGCAGGCGC (Anand ve ark., 2016)
EOMT Diiz | TGAGGCAGCAAACGGATG (Khakdan ve ark., 2017)
Ters | CCATCGTTCCATTACCACCAC (Khakdan ve ark., 2017)
Diiz | ACGCCACCCAGTTTGAGG (Khakdan ve ark., 2017)
CVOMT Ters | CCATTACCACCCCCAACATC (Khakdan ve ark., 2017)
Diiz | AACATTATCCCCAGCAGCAC (Kwon ve ark., 2017)
GAPDH Ters | TAGGAACTCGGAATGCCATC (Kwon ve ark., 2017)
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3.2.9. Peltat salg tiiylerinin ug¢ucu organik bilesik kapsaminin belirlenmesi

Reyhan kemotiplerinin vermikompost uygulama gruplarina ait peltat salgr tiyl
stoklarindan elliser mikrolitre (50 uL) alind1 ve 100 pL etil asetat ile iki kez ekstrakte
edildi. Ekstraktin son hacmi 20 pL olana kadar 50 °C sicakliktaki su banyosunda yaklasik
1 saat konsantre edildi. Konsantre edildikten sonra ekstrakt 80 uL etil asetat ile tekrar

¢oziildii ve GC-MS analizi i¢in hazir hale getirildi (Gang ve ark., 2001).

Ekstraktin kapsamindaki ugucu bilesikler, bir ISQ Qd Kiitle Spektrometresine bagli olan
ve bir TG-5 MS Kkapiler kolonu (30m x 0.25mm, film kalinligi 0.25um; Thermo
Scientific) ile donatilmis bir Thermo Scientific TRACE 1300 Gaz Kromatografi iizerinde
analiz edildi. Tasiyic1 gaz olarak 1 mL/dk akis hizinda helyum kullanilmistir. Firin
sicakligi 2 dakika siireyle 60°C'de programlandi, ardindan 5°C/dk'da 160 °C'ye
yiikseltildi ve 2 dakika tutuldu, ardindan 20°C/dk'da 260°C'ye yiikseltildi ve 20 dakika
stireyle muhafaza edildi. Enjektor ve MS transfer hattinin sicakligi 280 °C'ye ayarlandi;
iyon kaynaginin sicakligi 320 °C olarak ayarlandi. Kiitle spektrumlari, 70 eV'de elektron
iyonizasyonu ile kaydedildi. Tarama araligi 35 ila 550 m/z arasindaydi. Ekstrakttaki
ucucu bilesiklerin tanimlanmasi, tutunma endekslerinin Wiley 9 kiitle spektral

kitapliginin arama sonuglar ile karsilagtirilmasina dayanmaktadir.

3.2.10. Verilerin analizi

PCR sonuglarina ait nispi gen ifade verileri AACt metodu kullanilarak belirlenmistir
(Livak ve Schmittgen, 2001). Tim verilerin varyans analizleri SPSS 15 paket
programinin genel dogrusal model prosediirii kullanilarak gergeklestirilmistir. Alt grup

ortalamalarinin karsilastirilmasinda Duncan ve T testi kullanilmistir (Eymen, 2007).
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4. BULGULAR

Kontrol ve vermikompost uygulama gruplarina ait reyhan kemotiplerinin 2 cm’den kiigtik

yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiylerinden total RNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyon degerleri Biotium AccuLite™

Mini Fluorometer cihazinda 6l¢iilmiis ve 6l¢iilen sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Reyhan kemotiplerinin peltat salgi tiiylerinden izole edilen total RNA'larin

konsantrasyon degerleri.

No

Kemotip

Metilkavikol

Uygulama Gruplari

1 Kat1 Vermikompost (KV) Uygulamas: | Kontrol.1 221.672
2 | Metilkavikol | Kati Vermikompost (KV) Uygulamasi | Kontrol.2 244.299
3 | Metilkavikol | Kati Vermikompost (KV) Uygulamasi | %10.1 285.076
5 | Metilkavikol | Kati Vermikompost (KV) Uygulamas: | %25.1 234.619
6 | Metilkavikol | Kati Vermikompost (KV) Uygulamast | %25.2 259.182
7 | Metilkavikol | Stvi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | Kontrol.1 247.929
8 | Metilkavikol | Sivi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | Kontrol.2 246.114
9 | Metilkavikol | Sivi Vermikompost (SV) Uygulamas: | %10.1 255.312
10 | Metilkavikol | Sivi Vermikompost (SV) Uygulamast | %10.2 194.205
11 | Metilkavikol | Sivi Vermikompost (SV) Uygulamast | %25.1 253.132
12 | Metilkavikol | Sivi Vermikompost (SV) Uygulamasi | %25.2 249.865
13 | Metiljenol Kat1 Vermikompost (KV) Uygulamas: | Kontrol.1 254.826
14 | Metilojenol Kati Vermikompost (KV) Uygulamas:1 | Kontrol.2 268.983
15 | Metilgjenol Kat1 Vermikompost (KV) Uygulamas1 | %10.1 273.218
16 | Metilojenol Kat1 Vermikompost (KV) Uygulamas1 | %10.2 202.554
17 | Metilojenol Kat1 Vermikompost (KV) Uygulamas1 | %25.1 188.518
18 | Metilojenol S1vi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | %25.2 266.079
19 | Metilgjenol Sivi Vermikompost (SV) Uygulamasi Kontrol.1 229.295
20 | Metilojenol Sivi Vermikompost (SV) Uygulamasi Kontrol.2 249.865
21 | Metildjenol Sivi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | %10.1 247.808
22 | Metilgjenol Sivi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | %10.2 197.956
23 | Metilgjenol Sivi Vermikompost (SV) Uygulamas1 | %25.1 243.573
24 | Metildjenol Sivi Vermikompost (KV) Uygulamas1 | %25.2 252.164
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4.1. Vermikompostun Kimyasal Ozellikleri

Bu calisma kapsaminda reyhanlara uygulanan vermikompost, Kirsehir Ahi Evran
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Vermikiiltiir Uretim Tesisinden temin edilmistir. Ziraat
Fakiiltesinin Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii Laboratuvarinda elde edilen analiz

degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Reyhan kemotiplerine uygulanan vermikompostun genel kimyasal
ozellikleri.

ANALIZ DEGER

pH 7.00
Ec (dS/m) 0.05
Organik Madde (%) 33-35
Toplam Azot (%) 1.5-1.75
C/N 9-11
Nem 25-30
Agir Metal Kontaminasyonu Yoktur
Patojen Mikroorganizma Yoktur

4.2. Vermikompost Uygulamalarimin Reyhan Kemotiplerinden izole Edilen Peltat
Salg1 Tiiylerindeki PAL, 49L, EGS, EOMT ve CVOMT Genlerinin ifadesi ve
Fenilpropenlerin Birikimi Uzerine Etkileri

Metilkavikol ve metilojenol kemotipi reyhan bireylerinin kok bolgelerine %10 ve %25
dozlarinda uygulanan kat1 vermikompostun ve toprak istii kisimlarina piiskiirtme yolu ile
%10 ve %25 konsantrasyonlarinda wuygulanan sivi vermikompostun, reyhan
fenilpropanoid metabolizmasinda rol alan PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin
ifadeleri iizerine etkileri belirlenmistir. Vermikompost uygulama metoduna ve dozuna

bagli olarak gen ifadelerinde degisimler gozlenmistir.

4.2.1. Kati vermikompost (KV) uygulamalarnin metilkavikol kemotipi
reyhanlardan izole edilen peltat salg tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve
CVOMT genlerinin ifadesi ve fenilpropenlerin birikimi iizerine etkileri

Metilkavikol kemotipi reyhan bireylerinin kok bolgelerine %0, %10 ve %25 oranlarinda
eklenmis olan vermikompostun, reyhanin PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin

ifade oranlar iizerine etkileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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OKontrol E2%10 KV B%25 KV

Nispi Gen ifadesi

1 L —
b
b b P b b
0 I % m I I [ 1 . I
4CL EOMT CVOMT

Sekil 4.1. Kati vermikompost (KV) uygulamalarinin metilkavikol kemotipi reyhanin
PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri lizerine etkisi.

Metilkavikol kemotipi reyhan bireylerinin kok bolgelerine vermikompost eklenmesi ile
PAL ve EGS genlerinin ifade oranlarinda doz artigina bagl olarak onemli degisiklikler
gozlenmemistir. Buna karsin, doz artisindan bagimsiz olarak, kati vermikompost
uygulanmas1 4CL, EOMT ve CVOMT genlerinin ifadelerinde biiyiik bir azalmaya yol

agcmuistir.

Metilkavikol kemotipi reyhanin kok bolgesine %10 KV uygulamalarinin §jenol miktarini
kismi olarak artirdigi fakat kavikol birikimi iizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadigi
belirlenmistir (p < 0.05). Buna karsin, kok bolgesine %10 ve %25 KV uygulanmasi
neticesinde metilojenol birikiminin sirasiyla yaklasik %50 ve %76 azaldigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2). Bu sonuglar, KV doz artig1 ile metildjenol birikimi arasinda ters

orantili bir iliski bulundugunu géstermektedir (p < 0.05). Peltat salgi tiiylerinin Ugucu
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yagindaki metilkavikol profili ise KV uygulama dozlarinin her ikisinde de kontrol

grubuna kiyasla benzer bir azalma orani (%51) sergilemistir.

O Kontrol B8%10 KV B %25 KV

24t

20
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Ojenol Kavikol Metiljenol Metilkavikol

Sekil 4.2. Kati vermikompost (KV) uygulamalarinin metilkavikol kemotipi (10A)
reyhanlarin fenilpropen kapsamu iizerine etkisi (p < 0.05).

Cizelge 4.3’te, artan KV dozlaria bagl olarak PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT
genlerinin ifade oranlar1 ve ugucu yagin kapsamindaki fenilpropenlerin bolluk yiizdeleri
arasindaki korelasyon analizinin sonuglar1 yer almaktadir. Analiz sonuglarina gore, en
kuvvetli ve pozitif yondeki korelasyon iliskisi CVOMT gen ifadesi ile metilkavikol
birikimi arasinda bulunmaktadir (p < 0.01). Ayrica, fenilpropanoid biyosentez yolaginin
en 6nemli dallanma noktasinda yer alan 4CL geninin ifade orani ile peltat salgi tiiylerinde
metildjenol ve metilkavikol tiretimi arasinda pozitif yonlii bir korelasyon tespit edilmistir
(p < 0.05). Bununla birlikte, peltat salg: tiiylerinde metilojenol birikimi ile EOMT ve

CVOMT genlerinin her ikisinin ifadeleri arasinda da pozitif bir korelasyon bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Farkli dozlarda KV uygulamalarina bagli olarak metilkavikol kemotipi
reyhanlardaki PAL, 4CL, EGS, EOMT, CVOMT genlerinin ifade oranlari ile fenilpropen
birikimi arasindaki korelasyon analizinin sonuglari.

Korelasyon \ PAL EOMT CVOMT
Ojenol -0.242 -0.018 -0.268 -0.120 0.199
Kavikol 0.152 0.515 0.230 0.681 0.049
Metildjenol -0.282 0.873* 0.029 0.838* 0.710*
Metilkavikol 0.082 0.738* 0.496 0.549 0.993**
*p<0.05**p<0.01
42.2.Stv1  vermikompost (SV) uygulamalarmmim  metilkavikol  kemotipi

reyhanlardan izole edilen peltat salg tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve
CVOMT genlerinin ifadesi ve fenilpropenlerin birikimi iizerine etkileri

Metilkavikol kemotipi reyhan bireylerinin yapraklarina sivi vermikompost (SV)
uygulamasinin gen ifade oranlarina etkisi Sekil 4.3’te gosterilmistir. %10 oraninda sivi
vermikompost (SV) uygulamasi neticesinde PAL enzimini kodlayan gen ifadesinin %25
oraninda arttig1, 4CL gen ifadesinin %56 azaldigi, EGS gen ifadesinin ise %25 arttigi
tespit edilmistir.

OKontrol [%10 SV E%25 SV

3 ¢ 1800
a
7 a
77 1 1500
2 | 1 1200
E a 1 900 3
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b
7 1 300
b b b c
0 ' ' 0

PAL 4CL EGS EOMT CVOMT

Sekil 4.3. Stvi vermikompost (SV) uygulamalarinin metilkavikol kemotipi reyhanin PAL,
ACL, EGS ile EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri iizerine etkisi.
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%10 SV uygulamasi neticesinde EOMT ve CVOMT enzimlerini kodlayan genlerin ifade
oranlarinda ise (sirasiyla yaklasik 400 kat ve 1150 kat kadar) ¢ok biiyiik artislarin
gerceklestigi tespit edilmistir (p < 0.05). %25 SV uygulama grubunda ise EGS haricinde,
diger genlerin ifadelerinde 6nemli diisiisler oldugu Sekil 4.3’te yer alan veri tablosu ve

diyagramda gosterilmistir.

Metilkavikol kemotipi reyhanlarin yapraklarina piiskiirtme yolu ile uygulanan %10
SV’nin kavikoliin birikimini yaklasik 2.5 kat (%243), metilojenoliin birikimini ise
yaklagik 6 kat (%613) artirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.4). %25 SV uygulama grubunda
ise ¢jenol oranmnin kontrol grubuna kiyasla yaklasik 6.5 kat, metilkavikoliin ise %56
oraninda arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 grupta metildjenol oldukga diisiik bir oranda (0.39)

tespit edilmis, kavikol ise hig tespit edilememistir.

O Kontrol B%10SV  ®E%25SV
24 +

20 r

[N
»
T

[EnN
N
T

Nispi bolluk (%)

\y

4 -
b 2 ;
. Y, s N
Ojenol Kavikol Metilsjenol Metilkavikol

Sekil 4.4. Sivi vermikompost (SV) uygulamalarinin metilkavikol kemotipi (10A)
reyhanin fenilpropen kapsami tizerine etkisi (p < 0.05).

Cizelge 4.4’te SV uygulamalaria bagl olarak metilkavikol kemotipi reyhanlarin peltat
salgi tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlar ile

fenilpropen birikimi arasindaki korelasyon analizi sonuglarina yer verilmistir. Analiz
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sonuglarina gore peltat salgi tiiylerinin ugucu yag kapsaminda metildjenoliin birikimi ile
EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlar arasinda pozitif yonlii bir korelasyon tespit

edilmistir.

Bu genlerin ifade triinleri olan EOMT ve CVOMT enzimlerinin (afiniteleri farkli olsa
da) 6jenol bilesigini metildjenole doniistiirebilme kabiliyeti vardir (Gang ve ark., 2002a).
Ayrica kavikol ve metilojenol ile EOMT ve CVOMT gen ifadeleri arasinda da pozitif

yonlii bir korelasyon tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli dozlarda SV uygulamalarina bagli olarak metilkavikol kemotipi
reyhanlardaki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlari ile
fenilpropen birikimi arasindaki korelasyon analizi sonuglari.

Korelasyon PAL 4CL EGS

Ojenol 0.321 -0.520 0.077 -0.244 0.253
Kavikol 0.274 -0.245 0.592 0.699* 0.711*
Metil6jenol 0.377 -0.169 0.407 0.716* 0.733*
Metilkavikol -0.396 -0.402 -0.043 -0.421 -0.433
*p<0.05

4.2.3. Kati vermikompost (KV) uygulamalarimin metilojenol kemotipi (25A)
reyhanlardan izole edilen peltat salg tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve
CVOMT genlerinin ifadesi ve fenilpropenlerin birikimi iizerine etkileri

Metilojenol kemotipi reyhan bireylerinin kok bolgelerine %0, %10 ve %25 oranlarinda
eklenmis olan vermikompostun, reyhanin peltat salg tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS,
EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlar iizerine etkileri Sekil 4.5°te gosterilmistir.
Metiljenol kemotipi reyhanlara %10 KV uygulamasi neticesinde KV kontrol grubuna
gore 4CL ifadesinin yaklasik 2.5 kat, EOMT ifadesinin yaklasik %50, CVOMT ifadesinin
ise yaklasik %77 artig gosterdigi tespit edilmistir. %25 KV uygulama grubundaki
reyhanlarin yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiiylerinde ise EGS ifadesinin %62
oraninda artig gosterdigi, O-metiltransferaz aktivitesi gosteren enzimleri kodlayan EOMT
ve CVOMT genlerinin ifadelerinin ise sirasiyla 6632 kat ve 14 bin 443 kat artig gosterdigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.5. Kat1 vermikompost (KV) uygulamalariin metiléjenol kemotipi reyhanin PAL,
4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri {izerine etkisi.
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Sekil 4.6. Kat1 vermikompost (KV) uygulamalarinin metiléjenol kemotipi reyhanlarin
fenilpropen kapsami tizerine etkisi (p < 0.05).
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Metilojenol kemotiplerine farkli dozlardaki (%10 ve %25) KV uygulamalarinin 6jenol
birikimi tizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadigi (p < 0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.6).
Buna karsin, %10 KV ve %25 KV uygulamalarinin reyhan yapraklarindan izole edilen
peltat salgi tiiylerinde kavikol biyosentezini baskiladigi goriilmektedir. %10 KV
uygulamasinin metilkavikol birikimini %12 kadar artirdigi tespit edilmistir. Kati
vermikompost uygulamalar1 doza bagli olarak metildjenol ve metilkavikol birikimini

artirmustir. Bu artis %25°1ik KV uygulamasinda istatistiki agidan énemlidir (p < 0.05).

Cizelge 4.5’te, artan KV dozlarina bagli olarak peltat salg: tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS,
EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlar1 ve fenilpropenlerin bolluk yiizdeleri
arasindaki korelasyon analizi sonuglar1 yer almaktadir. Analiz sonuglarina gore, artan
dozlarda KV uygulamalar1 neticesinde CVOMT ifadesi ile metilojenol ve metilkavikol
fenilpropenlerinin peltat salg: tiiylerindeki birikim oranlari arasinda pozitif yonli bir

korelasyon tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli dozlarda KV uygulamalarina bagli olarak metilgjenol kemotipi
reyhanlardaki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifade oranlar1 ile
fenilpropen birikimi arasindaki korelasyon analizinin sonuglart.

Korelasyon PAL ACL EGS EOMT CVOMT
Ojenol 0.466 -0.320 0.274 0.062 -0.033
Kavikol -0.380 0.151 -0.108 0.077 -0.223
Metilojenol 0.277 -0.347 0.555 0.539 0.827*
Metilkavikol 0.010 0.006 0.357 0.551 0.797*
*p<0.05

4.2.4. Stvi vermikompost (SV) uygulamalarmmin metiljenol kemotipi (25A)
reyhanlardan izole edilen peltat salg tiiylerindeki PAL, 4CL, EGS, EOMT ve
CVOMT genlerinin ifadesi ve fenilpropenlerin birikimi iizerine etkileri

Metildjenol kemotipi reyhan bireylerine %25 SV uygulamasi neticesinde PAL, 4CL ve
EOMT gen ifadeleri artmig, EGS ve CVOMT gen ifadeleri ise azalmistir (Sekil 4.7). %10
SV uygulama grubunda ise PAL geni ifadesi artarken diger genlerin ifade oranlari

azalmistir.
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Sekil 4.7. Sivi vermikompost (SV) uygulamalariin metildjenol kemotipi reyhanin PAL,
4CL, EGS, EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri iizerine etkisi.
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Sekil 4.8. Sivi vermikompost (SV) uygulamalarinin metildjenol kemotipi reyhanlarin
fenilpropen kapsami oranlari iizerine etkisi (p < 0.05).
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Metilojenol kemotipi reyhan bireylerine SV uygulamalarinin peltat salgi tiiylerindeki
djenol ve metildjenol miktarlarini nispeten azalttig1 goriilmektedir (Sekil 4.8). Ozellikle
%10 SV uygulama grubundaki metiléjenol miktarinin SV Kontrol grubuna kiyasla %53
azaldig1 tespit edilmigtir. Metilkavikol kemotipi reyhanlara SV uygulamalariin

metilkavikol kapsami tizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.6’da artan SV dozlarina bagl olarak PAL, 4CL, EGS, EOMT ve CVOMT
genlerinin ifade oranlar1 ve ugucu yagin kapsamindaki fenilpropenlerin bolluk yiizdeleri
arasindaki korelasyon analizi sonuglar1 yer almaktadir. Analiz sonuglarina gore, SV
uygulamalarina bagli olarak PAL ifadesi ile 6jenol birikimi arasinda negatif bir
korelasyon bulundugu tespit edilmistir (p < 0.01). Buna karsin EGS ifadesi ile kavikol
kapsami arasinda ve CVOMT ifadesi ile metilkavikol kapsami arasinda pozitif yonde bir

korelasyonun bulundugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Farkli dozlarda SV uygulamalarina bagl olarak metilgjenol kemotipi
reyhanlardaki PAL, 4CL, EGS, EOMT, CVOMT genlerinin ifade oranlari ile fenilpropen
birikimi arasindaki korelasyon analizinin sonuglari.

Korelasyon | ACL EOMT CVOMT
Ojenol -0.901** -0.315 0.242 -0.594 0.247
Kavikol -0.366 0.170 0.654* -0.421 0.598
Metildjenol -0.159 0.055 0.157 0.156 0.242
Metilkavikol 0.220 0.487 0.591 0.310 0.643*
*p<0.05
**p<0.01
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5. TARTISMA VE SONUC

Tarimsal faaliyetlerde iiriin verimini artirmak amaciyla hibrit ve GDO’lu tohumluklar,
pestisitler ve kimyevi giibrelerin yogun ve yanlis kullanimi ¢evre ve insan sagligini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Thtiyacindan fazla veya uzun siireli kimyevi giibre
kullanim1 nedeniyle topraklarda besin maddesi dengesizligi, mikroorganizma etkinliginin
azalmasi, tuzlanma meydana gelmektedir. Bu topraklarin yikanmasi sonucunda nitrat ve
fosfat gibi tuzlarin akarsu, gol ve denizlere tasinmasi neticesinde Otrofikasyon gibi
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Tung, 2017). Ulkemizde Nisan 2021°den itibaren Marmara
Denizi’nde ortaya ¢ikan miisilaj sorunu 6trofikasyona bir 6rnektir. Marmara Deniz’indeki
miisilaj tek hiicreli bir fitoplankton olan Gonyaulax fragilis isimli dinflagellat basta olmak
tizere ¢esitli fitoplanktonik tiirlerin asir1 ¢cogalmasi ve ortamda vuku bulan baz1 sartlara
tepki olarak biraktiklar salgidan kaynaklanmaktadir (Escalera ve ark., 2019; Kurt ve ark.,
2020). Sera etkisinin deniz suyu sicakligini yiikseltmesi ve bilingsiz kimyevi giibre
kullaniminin su kaynaklarinda ve denizlerde sebep oldugu nitrat kirliliginin de énemli
etkisinin oldugu miisilaj sorunu, tarimsal faaliyetlerde organik giibre kullaniminin

Onemini ortaya koymaktadir (Anonim, 2021).

Bitki biyouyaricilari, besin igeriklerinden bagimsiz olarak beslenme etkinligini, abiyotik
stres toleransini ve/veya iriinlerin kalite 6zelliklerini gelistirmek amaciyla bitkilere
uygulanan herhangi bir madde veya mikroorganizmalardir (du Jardin, 2015).
Biyouyaricilarin humik maddeler kategorisi igerisinde simiflandirilan vermikompost
kokenli humik ekstraktlarin, bitki biiylime ve gelisimini biinyesindeki bitkisel hormonlar
ve hormon benzeri molekiiller ile uyardig: bir¢cok ¢alismanin sonuglarinda bildirilmistir
(Arancon ve ark., 2006; Arthur ve ark., 2007; Kauffman ve ark., 2007; Sinha ve ark.,
2009; Scaglia ve ark., 2016). Biyouyaricilarin gesitli konsantrasyonlarda bitkilere
uygulanmasi ve bunlarin etki mekanizmalarina bagli olarak tibbi ve aromatik bitkilerin

sekonder metabolit kapsami tizerinde ¢ok farkli etkilere sebep oldugu bildirilmektedir

(Rafiee ve ark., 2016).

Reyhan ugucu yaglarinin ekonomik degeri, igerigindeki &jenol, kavikol ve bunlarin
tiirevleri olan fenilpropanoidler ve terpenoidlerin mevcudiyetinden kaynaklanmaktadir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, esas olarak serbest radikalleri absorbe etme ve
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notralize etmede, singlet ve triplet oksijeni sondiirmede veya peroksitleri pargalamada
onemli bir rol oynayabilen redoks 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.(Elmastas ve ark.,
2004; Kisa ve ark., 2016). Bu fitokimyasallarin bir¢cogu, kanser insidansin1 ve 6liim
oranlarin1 diistirebilen 6nemli antioksidan kapasitelere sahiptir ve organik tarim
kosullarinda yetistirilen reyhanlarda bu 06zelliklere sahip fenolik bilesiklerin artis

gosterdigi bildirilmistir (Taie ve ark., 2010).

Bu ¢alisma kapsaminda metilkavikol kemotipi reyhanlarin kok bolgesine %10 ve %25
oraninda uygulanan katt vermikompost uygulamasmin, reyhan bireylerinin
yapraklarindan izole edilen peltat salgi tiiylerindeki fenilpropen bilesiklerinin kapsamini
diisliren bir etkisi oldugu tespit edilmistir. %10 ve %25 KV uygulama gruplarinin her
ikisindeki metilkavikol kapsami, kontrol grubuna gore yaklagik %50 oraninda azalmustir.
GC-MS analiz sonuglarina gore elde edilen bu veriler, Taie ve ark. (2010)’un bitkisel
atiklardan  tretilen kompost ve komposttbiyogiibre uyguladigi reyhanlarda
metilkavikoliin azalmasi ile uyumludur. Singh ve ark. (2014) ise ahir giibresi ve kimyevi
giibrenin birlikte uygulandigi reyhanlarin metilkavikol kapsaminda bir degisiklik
gergeklesmedigini bildirmislerdir. Metilkavikol kemotipinde metil6jenoliin ise KV doz
artigt ile ters orantili bigimde giderek azaldigi tespit edilmistir. Fenilpropanoid
metabolizmasinda 6nemli bir dallanma noktasinda bulunan 4CL enzimini kodlayan genin
ifadesi ile bu yolagin son iirlinleri olan metillenmis fenilpropenleri kodlayan CVOMT ve
EOMT genlerinin ifadelerinin ise KV uygulamalar1 ile olduk¢a azaldigi belirlenmistir.
Boylelikle GC-MS ve qRT-PCR analizlerinin sonuglarmin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmistiir. KV uygulamalart neticesinde peltat salgi tiylerinin kapsamindaki
metilkavikol ve metil6jenol fenilpropenleri ile 4CL, EOMT ve CVOMT genlerinin ifade

oranlari arasinda goriilen pozitif yonlii iligki, korelasyon analizi ile de dogrulanmistir.

Metilkavikol kemotipi reyhan bireylerinin yapraklarina piiskiirtme yolu ile uygulanan sivi
vermikompostun metilkavikol kapsami iizerine etkisinin en fazla %25 SV uygulanan
grupta gerceklestigi tespit edilmistir. Bu grupta metilkavikol oraninin kontrole kiyasla
%356 oraninda artt1g1 belirlenmistir. %10 SV uygulama grubunda ise metildjenol oraninin
kontrole kiyasla yaklasik 6 kat, kavikoliin ise yaklasik 2.5 kat artis gosterdigi tespit
edilmistir. Metilkavikol kemotipine %25 SV uygulamasi 6jenol oranini kontrole gore

yaklagik 6.5 kat artirirken metilojenol oranin1 %70 oraninda azalttigi belirlenmistir. SV
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uygulamalari neticesinde gen ifade profilindeki en biiyiik degisim %10 SV uygulama
grubunda gerceklesmistir. Bu grupta EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri kontrole
kiyasla sirasiyla yaklasik 390 kat ve 1150 kat artmistir. %10 SV uygulama grubunda
metilkavikol oraninda 6nemli bir degisim olmamis fakat metildjenol oraninda yaklasik 6
katlik bir artis tespit edilmistir. Metilgjenol oranindaki bu artisa EOMT ve CVOMT
genlerinin ifadelerindeki bu biiylik artisin sebep oldugu diisiiniilmektedir. EOMT
enziminin ojenole olan yiiksek afinitesinin yaninda, nispeten diisiik de olsa, kavikole de

afinitesinin bulundugu Gang ve ark. (2002a) tarafindan bildirilmistir.

SV uygulamalarina bagli olarak metilkavikol kemotipi reyhanlarin peltat salg tiiylerinde
fenilpropen birikimi ve gen ifadelerinin degerlendirildigi korelasyon analizi neticesinde
de metildjenol oran1 ile EOMT ve CVOMT genlerinin ifadeleri arasinda pozitif yonlii bir

iliski bulundugu tespit edilmistir.

Metilkavikol kemotipi reyhanlara %10 ve %25 KV uygulamalarinin peltat salgi
tilylerindeki metillenmis fenilpropenlerin yiizdesini ve ilgili O-metiltransferaz genlerinin
(EOMT ve CVOMT) ifade oranlarmi disiirdiigii goriilmektedir. Buna karsin, bu
kemotipin yapraklarina piiskiirtme yolu ile farkli dozlarda SV uygulanmasi neticesinde
fenilpropenler ve bunlarin metillenmis formlarinin yani sira EOMT ve CVOMT genlerinin
ifadelerinde de artislar oldugu goriilmektedir. Ayni materyalin iki farkli yontem ile
uygulanmasinin fenilpropen biyosentezi iizerine farkli etkiler gdstermesi dngoriilebilir bir
sonugtur. Vermikompost, bilesimindeki hiimik maddenin yani sira sahip oldugu zengin
mikrobiyota nedeniyle bir biyouyarict olarak smiflandirilmistir (du Jardin, 2015).
Metilkavikol kemotipine SV uygulamalari neticesinde bitki dokularina vermikompost
icerigindeki mikroorganizmalarmn da niifuz etme potansiyelleri vardir. Bu yiizden kontrol
grubuna kiyasla metillenmis fenilpropenlerde gorillen artisin vermikompostun
biinyesindeki zengin mikrobiyotadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Pauli ve Kubeczka
(2010) metillenmis fenilpropenlerin daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu ve biyotik stres sirasinda daha fazla sentezlendiklerini ifade etmektedir. Pauli
ve Kubeczka (2010)’nin caligmasinda Gjenol ve kavikol fenilpropen bilesiklerinin
metillenmis formlarinin metillenmemis formlarina kiyasla antimikrobiyal etkinliklerinin
¢ok daha yiiksek (metil6jenol > metilkavikol > 6jenol > kavikol) oldugu bildirilmistir.

Metilkavikol kemotipi reyhanlara %10 SV uygulamasi sonrasi ugucu yag kapsamindaki
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EOMT geni ifadesi ve metilgjenol oranindaki artisin, yapraklara uygulanan
vermikompostun biinyesindeki mikroorganizmalara karsi daha etkili bir savunma
amaciyla gerceklesmis olmas1 muhtemeldir. Daha yiliksek konsantrasyonda gerceklesen
%25 SV uygulama grubunda ise metilkavikol birikiminin en yiiksek orana ulagsmasi (her
ne kadar EGS haricindeki genlerin ifade oranlar1 diismiis olsa da) biyotik strese karsi

verilen bir cevabin devamliligin1 géstermektedir.

Metilojenol kemotipi reyhan bireylerine %10 KV uygulamalari neticesinde metillenmis
fenilpropenlerin birikiminde ve 4CL, EOMT ve CVOMT genlerinin nispi ifadelerinde
artiglar oldugu goriilmekte fakat EOMT ve CVOMT ifadelerindeki en yiiksek artigin %25
KV grubunda gergeklestigi dikkat gekmektedir. Metildjenol kemotipi reyhanlara %10 ve
%25 KV uygulamalari neticesinde, peltat salgi tiiylerinin ugucu yag kapsamindaki 6jenol
oraninin anlaml derecede degismedigi, kavikol oraninin azaldigi fakat metilgjenol ve
metilkavikol oranlarinin arttig1 goriilmektedir. Reyhan kemotiplerine kati vermikompost
uygulamalarinin metilkavikol ve metildjenol fenilpropenleri iizerine etkileri farklilik arz
etmektedir. Metillenmis fenilpropenler metilkavikol kemotipinde azalirken metilojenol
kemotipinde artig gostermistir. Bu durumun kemotipik farkliliktan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. KV uygulamalarina bagli olarak metilgjenol kemotipi reyhanlarin
peltat salgi tiiylerindeki fenilpropen kapsami ve gen ifadeleri arasindaki iligkinin
degerlendirildigi korelasyon analizi neticesinde de CVOMT gen ifadesi ile metil6jenol ve

metilkavikol kapsami arasinda pozitif yonlii bir iliski bulundugu tespit edilmistir.

Metilgjenol kemotipi reyhan bireylerine SV uygulamalarinin metilkavikol kapsaminda
onemli bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin, 6jenol ve metildjenoliin
ise azaldig1 goriilmiistir. SV uygulamalari neticesinde fenilpropenler arasinda en biiyiik
dalgalanma metilgjenol kapsaminda gergeklesmistir. %10 SV uygulama grubunda
yaklasik %50 oraninda azalan metildjenol, %25 SV uygulama grubunda, %10 SV
uygulama grubuna kiyasla yaklasik %80 artis gdstermektedir.

SV uygulamalar1 neticesinde peltat salgi tiiylerinin ugucu yag kapsamindaki metilgjenol
oraninin dalgalanmas1 ile  EOMT ifade oranindaki degisimler de paralellik
gostermektedir. EOMT ifadesi %10 SV uygulama grubunda kontrol grubundaki ifade
oranina kiyasla %80 azalirken, %25 SV uygulama grubunda ise %10 SV uygulama
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grubundaki ifadesine kiyasla yaklagik 140 kat artmistir. SV uygulamalarina bagli olarak
metil6jenol kemotipi reyhanlarin peltat salgi tiiylerindeki fenilpropen kapsami ve gen
ifadeleri arasindaki iligskinin degerlendirildigi korelasyon analizi neticesinde Gjenol
birikimi ile PAL ifadesi arasinda negatif yonlii, kavikol birikimi ile EGS ve metilkavikol
birikimi ile CVOMT gen ifadeleri arasinda pozitif yonlii bir iliski bulundugu tespit

edilmistir.

Genel olarak reyhanla yapilan ¢alismalar incelendiginde; Khakdan ve ark. (2017), farkli
reyhan Kkiiltivarlarin1  kuraklik stresine maruz birakarak bazi fenilpropanoid
metabolizmasi enzimlerini kodlayan genlerin ifade oranlarindaki degisimleri arastirmig
ve gen ifade diizeyinde strese verilen cevabin kiiltivara gore farklilik gosterdigini
bildirmistir. Klimankova ve ark. (2008) ile Burducea ve ark. (2018), organik giibreleme
ile yetistirilen reyhan kiiltivarlarinin ucucu yag kapsamindaki fenilpropenlerin,
kiiltivarlara gore degistigini bildirmislerdir. Yukaridaki ¢alismalar dikkate alindiginda
bizim ¢alismamizdaki sonuglarla uyumlu oldugunu séyleyebiliriz. Ciinkii bu ¢alismada

kemotipe bagl olarak fenilpropen bilesiklerinin temel olarak degistigini gérmekteyiz.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, reyhanlarin peltat salgi tiiylerinde EOMT ve CVOMT
genlerinin ¢ok biiylik oranlarda ifade edilebildiginin tespiti, reyhan peltat salgi tiiylerinin
fenilpropanoid metabolizmasi arastirmalari i¢in ne denli 6nemli bir arastirma materyali
oldugunu bir kez daha kanitlamaktadir. Metilkavikol ve metilgjenol kemotipi reyhanlarin
yapraklar1 ve yapraklardan izole edilen peltat salgi tiiylerinden elde edilen protein
ekstraktlarinda PAL, EOMT ve CVOMT enzim aktiviteleri ¢alisilmis ve peltat salgi
tilylerinde &zellikle EOMT ve CVOMT enzim yiiksek bulunmustur (Gang ve ark.,
2002b). Bu ¢alismada da peltat salgi tiiylerinde EOMT ve CVOMT genlerinin diger

genlere oranla daha fazla ifade edildigi belirlenmistir.

Fenilpropanoid biyosentez yolaginin birgok noktasindaki ara tirtinlerin 6nciil molekiil
olarak kullanmilabilmesi 1ile lignin sentezinden flavonoidlere, stilbenoidlerden
diarilheptanoidler ve gingerollere kadar ¢ok c¢esitli fenolik molekiillerin biyosentezine
dogru metabolik regiilasyonlar gergeklesebilmektedir (Sekil 2.24). Fenilpropanoid
biyosentez yolagindaki bu muazzam dallanma ve son iiriin ¢esitliligi birgok arastirmaciyi

cezbetmekte fakat ayn1 zamanda da yolagin dinamiklerinin kesfinde bir¢cok zorluk
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cikartmaktadir. Ortaya ¢ikan bu zorlugu asabilmek i¢in fenilpropanoid metabolizmasin
konu edinen arastirmalarin ¢ok yonlii olarak planlanmasi1 gerekmektedir. Yolagin bir
ucundaki son iirlinler olan fenilpropenlerin biyosentezini arastirmayr amaclayan
gelecekteki c¢aligmalarin, Onemli bir biyokiitle kazanim gostergesi olan lignin
biyosentezini ve/veya cesitli stres faktorlerine cevap olarak sentezlenen flavonoidlerin

biyosentezini de konu edinmesinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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7. EKLER

Ek 1. Otomatik iklim kontrollii bitki biiylitme odasinda yetistirilen reyhan kemotiplerinin
gelisim donemlerine ait gorseller.

Sekil 7.1. Saksilara yerlestirilen reyhan kemotiplerinin bitki bilylitme odas1 igerisindeki
genel goriintimleri.
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Ek 1 (Devam). Otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen reyhan
kemotiplerinin gelisim donemlerine ait gorseller.

Sekil 7.2. Reyhan bireylerinin 4. haftadaki gortintimleri (30 Ekim 2019).
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Ek 1 (Devam). Otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen reyhan
kemotiplerinin gelisim donemlerine ait gorseller.
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Sekil 7.3. Reyhan bireylerinin 5. haftadaki gortintimleri (8 Kasim 2019).
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Ek 1 (Devam). Otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen reyhan
kemotiplerinin gelisim donemlerine ait gorseller.

Sekil 7.4. Reyhan Bireylerinin 7. haftadaki goriintimleri (18 Kasim 2019).
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Ek 1 (Devam). Otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen reyhan
kemotiplerinin gelisim donemlerine ait gorseller.

Sekil 7.5. Reyhan bireylerinin 8. haftadaki goriiniimleri (21 Kasim 2019).
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Ek 1 (Devam). Otomatik iklim kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen reyhan
kemotiplerinin gelisim donemlerine ait gorseller.

Sekil 7.6. Reyhan bireylerinin 9. haftadaki gortintimleri (1 Aralik 2019).
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8. OZGECMIS
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