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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

LINALOOL'UN Fusarium graminearum'DAKI ETKILERININ HUCRESEL
GOSTERIMI

Biisra Nur CETIN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Danisman : Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK
II. Damisman: Doc. Dr. Emre YORUK

Yiiksek lisans tezi kapsaminda ugucu esansiyel yag (EY) bilesenlerinin terpen alkolii bir
fitokimyasali olan linalooliin Fusarium graminearum PH-1 referans susu lizerine etkileri
hiicresel diizeyde (oksidatif stres, apoptoz siirecleri ile hiicre canlilig1 ve mikotoksin tiretimi ile
iligkili olarak) arastirildi.

Linalooliin F. graminearum PH-1 referans susu iizerindeki minimum inhibit6r konsantrasyonu
(MIK) 52,2 mg/L olarak bulundu. Deneylerde linalool icermeyen patates dekstroz agar (PDA)
besi ortaminda yetistirilen kiiltiirler kontrol grubu olarak ifade edildi. Linalooliin radyal
iremeyi maksimum inhibe eden konsantrasyonun %25, %50 ve %75’ ine karsilik gelen 1Czs,
ICso ve IC75 dozlar sirasiyla 13,05 mg/L; 26,1 mg/L ve 37,15 mg/L olarak hesaplandi. Bu
dozlarin radyal biiylime oranimi azalttigi, azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0,0001) belirlendi. Linalooliin hiicre canlilig1 iizerine etkisi WST-1 testi ile belirlendi. 1Czs,
ICs0 ve IC7s dozlar1 canli hiicre sayisint kontrole gore sirastyla %33,09; %76,44 ve %86,03
oraninda azaltt1 (p<0,0001). Linalooliin lipid peroksidasyonu tizerine etkisi TBARS testi ile
incelendi. Lipid peroksidasyonun ICzs, 1Cso Ve IC75 dozlarinda kontrol grubuna gore sirasiyla
%64,68; %145,16 ve %392,47 oraninda arttig1 belirlendi (p<0,0001). Linalooliin 1Czs, ICso Ve
IC7s dozlarinin hiicre i¢i oksidasyonu kontrol grubuna gore sirastyla %467, %1477 ve %3523
oraninda artti1 spektrofotometrik yontemle ortaya kondu (p<0,0001). Linalool dozundaki
artisa bagli olarak peroksidaz (POD) enzim aktivitesinde 1C2s i¢in %83,6; 1Cso igin %213,7 ve
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IC7s5 igin %407,7 artis oldugu gosterildi. Katalaz (KAT) enzim aktivite deger artiglari sirasiyla
%180 (I1C25), %409 (ICs0) ve %1180 (ICss) olarak hesaplandi. Siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivite artiglart da %847 (I1Czs), %1840 (1Cs0) ve %2340 (1Cs) olarak belirlendi (p<0,0001).
SOD aktivitesindeki siddetli artisin, linalooliin oksidatif stresi arttirmasina bagli olarak hiicre
icindeki H2O2 konsantrasyonunu arttirmasindan kaynaklandigi diisiniildi. POD ve KAT
aktitivetisinin SOD’a gore diisiik olmasi ve KAT aktivitesinin 1Cs’teki artisi ise POD’un H20»
acisindan doyma noktasina ulagtigini diisiindiirdii. Isik mikroskobu incelemesinde, linaloolle
muamele edilmis PH-1 referans susunda hiicresel diizeyde farkliliklar izlendi. Linalool
konsantrasyon artisi deney gruplarinin hiicre ve organellerinde kontrole gore sismeye,
miselyum yapisinda kalinlagmaya neden oldu. Ek olarak klamidospor-benzeri yapi olusumlari
gozlendi. Stres etkisi spor olusumunu baskiladi. Linalool tarafindan tetiklenenen oksidatif stres
ve apoptotik etkiler sirasiyla 2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (H.DCF-DA) boyamasi ve
akridin  turuncusu/etidyum bromiir (AYEtBr) ikili boyamas: kullanilarak floresan
mikroskobunda hiicresel diizeyde goriintiilendi. Linalool konsantrasyonu artigina bagli olarak
oksidatif stresteki artis H-DCF-DA boyamasi sonucu artan yesil 1s1k siddeti ile ortaya kondu.
Ayrica, linalooliin neden oldugu deoksinivalenol (DON) mikotoksini iiretim miktari tizerindeki
etkisi ince tabaka kromatografisi (ing., thin layer chromatography-TLC) ile gosterildi. DON
mikotoksininin incelendigi 0,28 Rf degerinde spot gézlemlenmedi.

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, aromatik bitki tiirlerinde ¢igek aromasina sahip ve dogal olarak
bulunan, monoterpen bir EY bileseni olan linalool fitokimyasalinin ¢ok diisiik konsantrasyonda
fungal biiylimeyi inhibe ettigi F. graminearum PH-1 referans susu iizerinde gosterildi.
Linalooliin hiicrelerde oksidatif strese bagli olarak meydana getirdigi etkiler gergek zamanli
olarak incelenerek hidrofobik yapidaki EY’larin patojenik mantar tiirleri ile miicadelede giiglii
bir antifungal ajan olarak kullanilma potansiyelini ortaya kondu.

Agustos 2021, 88 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fusarium graminearum, oksidatif stres, esansiyel yag, antioksidan enzim.
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In this master thesis, the effects of linalool, which is a terpene alcohol phytochemical of volatile
essential oil (EO) components on Fusarium graminearum PH-1 reference strain at the cellular
level (associated with oxidative stress, apoptosis processes, cell viability and mycotoxin
production).

The minimum inhibitory concentration (MIC) of linalool on the F. graminearum PH-1
reference strain was found as 52,2 mg/L. In the experiments, cultures without linalool addittion
was grown on potato dextrose agar (PDA) medium called as a control group. The ICzs, ICso and
IC75 doses of linalool corresponding to 25%, 50% and 75% of the concentration that maximally
inhibits radial growth were calculated as 13,05 mg/L; 26,1 mg/L; and 37,15 mg/L. It was shown
that these doses decreased the radial growth rate and the decrease was statistically significant
(p<0,0001). Effect of linalool on cell viability was determined via WST-1 test. 1Czs, 1Cs0 and
IC75 doses reduced number of viable cells in the ratio of 33,09%; 76,44% and 86.03%
(respectively) compared to the control group (p<0,0001). The effect of linalool on lipid
peroxidation was studied via TBARS test. It was measured that 1Czs, ICso and I1C7s doses
increased lipid peroxidation 64,68%; 145,16% and 392,47% (respectively) compared to the
control group (p<0,0001). Intracellular oxidation of linalool at 1Cs, 1Cso and 1C75 doses was
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demonstrated by spectrophotometric method, which increased by 467%, 1477% and 3523%,
respectively, compared to the control group (p<0,0001). It was shown that peroxidase (POD)
enzyme activity increased by 83,6% for I1Cas; 213,7% for 1Cso and 407,7% for 1C7s depending
on the increase in linalool dose. Catalase (KAT) enzyme activity value increases were
calculated as 180% (ICzs), 409% (1Cso) and 1180% (1C+s), respectively. Superoxide dismutase
(SOD) activity increases were also determined as 847% (1Czs), 1840% (ICso) and 2340% (1Cs)
(p<0,0001). It was thought that the severe increase in SOD activity was due to the fact that
linalool increased the H.O> concentration in the cell due to increasing oxidative stress. The fact
that POD and CAT activity were lower than SOD and the increase in CAT activity at ICys
suggested that POD had reached the saturation point in terms of H20-. In the light microscopy
examination, differences at the cellular level were observed in the reference strain PH-1 treated
with linalool. The increase in linalool concentration caused swelling in the cells and organelles
of the experimental groups compared to the control, and thickened the mycelium structure. In
addition, chlamidospore-like structure formations were observed. The stress effect suppressed
spore formation. Oxidative stress and apoptotic effects induced by linalool were visualized at
the cellular level in fluorescence microscopy using 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H2.DCF-DA) staining and acridine orange/ethidium bromide (AtEtBr) dual staining,
respectively. The increase in oxidative stress due to the increase in linalool concentration was
revealed by increasing green light intensity as a result of H.DCF-DA staining. In addition, the
effect of linalool on the amount of deoxynivalenol (DON) mycotoxin production was
demonstrated via thin layer chromatography (TLC). No spot was observed at an Rf value of
0,28; where DON mycotoxin was examined.

In the context of the master thesis, it was demostrated that linalool; which have flower aroma,
and naturally exist in aromatic plant species, is a compound of monoterpene EOs, inhibates
fungal growth at very low concentrations on F. graminearum PH-1 reference strain. By
simultaneously examined that the effects of linalool on cells due to oxidative stress, it was
revealed thet the potential of using hydrophobic EOs as a potent antifungal agent in the fight
against pathogenic fungal species.

August 2021, 88 pages.

Keywords: Fusarium graminearum, oxidative stress, essential oil, antioxidant enzyme.
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1. GIRIS

Fusarium graminearum diinya ¢apinda kiigiik taneli tahillarda Fusarium basak yanikligina
(ing., Fusarium Head Blight-FHB) neden olarak ¢ok sayidan iilkede ekonomik agidan kayiplara
yol acan ve tirettigi mikotoksinler sebebiyle insan ve hayvan sagligini tehdit eden Fusarium
ailesindeki en baskin, yaygin ve yikici patojendir. Patojen ile miicadelede geleneksel olarak
kullanilan esansiyel yaglar (EY) ise, 6zgiin hiicresel hedefleri olmaksizin hidrofobik yapilar ve
sahip olduklar1t OH gruplar ile hiicrede oksidatif stres sonucu sitotoksik etki gostermektedir.
Diisiik konsantrasyonlarda yiiksek antifungal etki gostermeleri sebebiyle, karisim formdaki EY
bilesenlerinin saf formlarmin etkileri giiniimiizde popiiler bir arastirma konusudur. Ozellikle de
suda ¢oziinerek hem ekonomik hem de ¢evreye toksik etkisi olmayan bilesenler ile ¢alisiimasi
patojen ile miicadelede 6nemli bir yol olmaktadir (Bakkali ve dig., 2008; Trail, 2009; da Cruz

Cabral, Fernandez Pinto ve Patriarca, 2013).

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismasinda EY bilesenlerinden ve monoterpen ailesinden
olan linalooliin F. graminearum PH-1 referans susu tizerinde etkili oldugu minimum inhibisyon
konsantrasyonlari belirlendi. Bu degerin %25 (IC2s), %50 (ICs0) ve %75 (IC7s)’ine karsilik
gelen dozlarinin uygulandigi kiiltiirlerde linalooliin hiicre canliigina olan etkisi suda
¢ozlinebilir tetrazolyum tuzu (ing., Water Soluble Tetrazolium-WST) testi ile analiz edildi.
Linalooliin lipid peroksidasyonu iizerine etkisi tiyobarbiitirik asitin belirte¢ olarak kullanildigi
TBARS (ing., Thiobarbituric acid reactive substances) yontemi ile incelendi. Linalooliin hiicre
ici oksidasyonu iizerine etkisi spektrofotometrik yaklasimla 2’,7'-diklorodihidrofloresein
diasetat (H.DCF-DA) metodu ile incelenirken; antioksidan enzim aktiviteleri peroksidaz
(POD), katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) miktarlarinda meydana gelen degisimler
ile incelendi. Oksidatif stres ve apoptoz siiregleri hiicresel diizeyde floresan mikroskobu ile
goriintiilendi. Linalooliin deoksinivenol (DON) mikotoksini iiretimi {izerindeki etkisi de ince
tabaka kromatografisi (ing. thin layer chromatography-TLC) kullanilarak ortaya kondu. Tez
kapsaminda linalooliin F. graminearum PH-1 referans susunda radyal iiremeyi gii¢lii bir sekilde
inhibe edebildigi hiicresel diizeyde gergek zamanli belirlenerek hidrofobik yapidaki bu EY’1n

hiicrede oksidatif strese bagli olarak etkili oldugu ortaya kondu.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.BITKI PATOJENI Fusarium spp.

Filamentli mantar ailesinden toprak kaynakli bitki patojeni olan Fusarium spp. rekabetgi
saprofitik ozellige sahip; bugday, arpa, yulaf, cavdar ve musir gibi tahil bitkileri ile seker
pancari, keten, fasulye, bezelye, kuskonmaz, kirmizi yonca, pirasa, ¢ilek gibi farkli bitkilerde
baslica kok ¢iirtimesi ile FHB hastaliklarina neden olabilen, nemli ve yar1 nemli habitatlarda
etkili olan mantarlardir. Bu cins, igerisindeki 9 monotipik tiir ve 60 alt tiirden olusmaktadir.
Resmi olarak adlandirilmamis 300’e yakin susun oldugu da bildirilmektedir. Ureme &zellikleri
ile iliskili olarak simdiye kadar en az yedi isim (Giberella, Nectria, Neocosmospora vb.)
verilmis olan cins, karisikligi onlemek i¢in temelde Fusarium olarak adlandirilmistir (Geiser ve
dig., 2013). F. graminearum basta olmak iizere pek ¢ok filamentli mantar tiirii, evrensel olarak
korunmus biyolojik sistemleri ve liretim siireclerindeki uygun maliyet ve kisa zamanli tireme
dongiileri nedeni ile model organizma olarak kullanilmaktadir (Brennan ve dig., 2003; Lopez-

Berges ve dig., 2010; Guo ve dig., 2015; Stepien ve Lalak-Kanczugowska, 2020).

Fusarium tiirlerinde esem tipi genomda tasinan esemle iliskili genlerin allellerine (Matl-1 ve
Mat 1-2) gore tayin edilir. Esem tipine gore mayotik (eseyli-seksiiel) ve ii¢ tipi bulunan mitotik
(eseysiz-aseksiiel) sporlar tiretirler (Sekil 2.1). Haploid miseller hem mayotik hem de mitotik
sporulasyon siirecleri sonucunda olusan spor yapilarindan gelisir. Seksiiel sporulasyonla
iiretilen askosporlar, peritesyum igerisindeki askus kesesinde sekizli grup olarak yer alir.
Homotallik tiirlerde esem tipine ait hem Mat 1-1 hem de Mat 1-2 genleri bulundugundan, klonal
askospor doliinii (apomiksis), kendine dollenerek tiretme yetenegindedirler. Heterotallik
tiirlerde ise esem tiplerine ait genlerden yalnizca bir tanesi bulunmaktadir. Bunun sonucu olarak
ayni tiirdeki iki ayr1 mantarin sporlarina ait nukleuslarin birlestigi gézlenmistir (Yun ve dig.,

2000; Kerényi ve dig., 2004).

Fusarium tiirlerinde ti¢ ana mitotik (eseysiz) spor tipi tanimlanmistir. Miselyumda basit spor
olusturan konidiyofor yapilarindan kii¢iik asekstiel sporlar (mikrokonidiyum) tiretilirken; uzun,
kano seklinde, septat sporlar (makrokonidiyum) sporodokiyum ad1 verilen konidiyoforlarin ve/
veya hava miselyumundaki konidiyofordaki yastik seklindeki yapilardan iretilirler.
Klamidosporlar ise hifin veya makrokonidiyumun iginde veya iizerinde iiretilen, sitolojik olarak

kalin duvar yapisina sahip zorlu ortam kosullarina direncli olan sporlardir. Hem eseyli hem de



eseysiz iireme ile gerceklesebilen yasam dongiisii sirasinda bitki dokularini enfekte edebilen ve

sekonder metabolizma {iriinii olan mikotoksinleri de tasiyan bu sporlar hava yoluyla

yayilmaktadirlar (Ma ve dig., 2013).
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Sekil 2.1: Fusarium spp.’de degisken iireme dongiileri (Ma ve dig., 2013). F. graminearum (Fg); F.
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol); F. pseudograminearum (Fp); F. solani f. sp. pisi (Fs); F.
verticillioides (Fv).

Yasam dongiilerinde enfeksiyon siirecinin baslangicinda canli bir konak¢iya bulasan tiirler
biyotrofik, enfeksiyonun ilerlemesi ile konak hiicrelere zarar vererek 6liime yol aganlar ise
nekrotrofik olarak isimlendirilmektedir. Hemibiyotrofik olarak adlandirilan bazi tiirler ise
yasam ¢evrimlerinin farkli siire¢lerinde biyotrofik ve nekrotrofik davranig gosterebilirler
(Kerényi ve dig., 2004). Konak 6zgiinliigli tiirden tiire degiskenlik gosterir. Ayni konakta
patojenik etkili olan tiirler genellikle ayn1 grup igerisinde adlandirilmaktadir. F. oxysporum f.
sp. lycopersici tek bir bitki tiiriinde (6rnegin domates) patojenik etki gosterebilirken (Baayen
ve dig., 2000); F. graminearum gibi tahillar1 hedefleyen konak araligi siirh tiirler ile F.
culmorum gibi genis konak aralikli (tahillardan siis bitkilerine kadar genis yelpazede) tiirler de
bulunmaktadir (Ozer, 1991; O'Donnell ve dig., 1998).

Fusarium tiirleri metabolik etkinlikleri sirasinda primer metabolizma tiriinleri ile ¢ok ¢esitli
sekonder metabolitleri de liretmektedirler. Bunlar arasinda mikotoksin olarak adlandirilan grup

hububatta 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olup hububatin hem insan hem de hayvanlar



icin potansiyel bir saglik tehlikesi olmasina neden olur. Fusarium’un major mikotoksinleri
deoksinivalenol (DON), 3-asetil deoksinivalenol (3ADON), 15-asetil deoksinivalenol
(15ADON), nivalenol (NIV) ve fusarenon X (Fus-X); T-2 toksini, HT-2 toksini, neosolaniol
(NEO) ve diasetoksisirpenol (DAS); zearalenon (ZEN), fumonisin B1 (FB1), fumonisin B2
(FB2) ve fusarik asittir (Shi ve dig., 2016). Bu mikotoksinler farkli grup ve altgruplar altinda
toplanarak incelenmektedirler (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Fusarium tiirlerinin mikotoksin tiretme yeteneklerine gore gruplandirmasi (Shi ve dig.,
2016).

Grup Tiir Ad1 Major Mikotoksinleri Urettigi Diger Mikotoksinler
F. proliferatum FB1, FB2, Fusarik Asit
(Fu?&lltri?(ruA?s-ii ve F. verticillioides FB1, FB2, Fusarik Asit
Fumonisin) F. fujikuroi FB1, FB2, Fusarik Asit
F. solani FB1, FB2, Fusarik Asit
F. temperatum Fusarik Asit
F. subglutinans Fusarik Asit
(Fusi:?lf,l\sit) F. musae Fusarik Asit
Alt grup-I1 F. tricinctum Fusarik Asit
(Sadece Fusarik  F. oxysporum Fusarik Asit
Asit) F. equiseti Fusarik Asit
F. sacchari Fusarik Asit
F. concentricum Fusarik Asit
F. andiyazi Fusarik Asit
F. langsethiae T-2, HT-2, NEO, DAS
Grup Il (Tip A Trikotasen) F. sporotrichioides T-2, HT-2, NEO, DAS
F. polyphialidicum DAS
F. culmorum NIV, Fus-X T-2, HT-2, NEO, ZEN
F. poae NIV, Fus-X T-2, HT-2, NEO, DAS
Grup 11 (Tip B Trikotasen) —
F. meridionale NIV, Fus-X NEO, ZEN
F. graminearum DON, 15ADON, 3ADON ZEN

2.1.1. Fusarium graminearum

F. graminearum, taksonomik olarak Ascomycota boliimii, Sardoriomycetidae smifi,
Hypocreales takimi, Nectriaceae ailesinin bir iiyesidir ve telemorf ismi Giberella zeae’dir (Ozer
ve dig., 1991; Goswami ve Kistler, 2004). Telemorf ismi populasyon terminolojisinde hala
kullanilsa da giiniimiizde kararlastirilarak tek ve en yaygin kullanilan ismi F. graminearum’dur
(Samuels ve dig., 2001; Leslie ve Bowden, 2008; Geiser ve dig., 2013).

Sitolojik yontemler ile gozlenebilen dort kromozomu “pulse filed” jel elektroforezinde

goriintiilenemeyecek kadar biyiiktiir (Taga ve dig., 2003). Fusarium’un genom projesinden



elde edilen verilere gore, F. graminearum referans susu olan PH-1"in genom boyutu 36,5 Mb,
protein kodlama yapan gen sayist 13.321 olarak belirlenmistir. Farkli irklarda da tiim genom,
mitokondriyal genom ve tek nukleotid polimorfizmi (ing., single nucleotide polymorphism-
SNP) analizine dayali ¢alismalar gerceklestirilmistir!. Ureme déngiisiinde homotallik askospor
uretirler. Homotallik durumu, heterotallik irklarda ayri ¢ekirdeklerde bulunan MAT lokusunun
(idiomorflar) alternatif formlarinin (Matl-1 ve Mat1-2) F. graminearum’daki ayni lokusta yan
yana bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Yun ve dig., 2000). ilk olarak Aspergillus tiirlerinde
tanimlanmis Velvet protein kompleksinin transkripsiyon diizenleyici islevleri ile F.
graminearum’da seksiiel askospor gelisiminde 6nemli oldugu ortaya konmustur (Calvo ve dig.,
2016). Velvet proteinleri (VeA, VelB ve VelC) mantara 6zgii DNA-baglanma bolgesi ile ¢cok
sayida kompleks olusturabilmektedir. Boylece i¢ ve dis sinyallere (1s1k, osmotik stres vb.) yanit
olusturmada birbirleri ve diger proteinler ile etkilesime girebilmektedir. F. graminearum’da,
delesyonlu VeA genine sahip suslarda, hava hiflerinin olusumunda ve DON biyosentezinde

azalma gozlenmistir (Jiang ve dig., 2011; Merhej ve dig., 2012).

F. graminearum tiir kompleksine dahil olan iiyeler, tip B trikotesen iireticileridir. izolatlar,
trikotesen liretme yetenegine gore siniflandirildiginda kemotip olarak adlandirilan 3 metabolit
profili gozlenmistir. 3ADON kemotipi DON’un {i¢iincii karbonuna konumlu oksijenle asetile
3ADON’u iiretmektedir. 15ADON kemotipi DON’un on besinci karbonuna konumlu oksijenle
asetile olan 15ADON’u iiretmektedir. NIV kemotipi NIV ve NIV’in karbon 4 asetile formu
olan 4ANIV’i iiretmektedir (Miller ve dig., 1991). DON ve NIV iiretiminde, bu mikotoksin
grubunun tiretiminden sorumlu biyosentetik yolagin enzimlerini kodlayan Tri5 gen kiimesinde
yer alan Tri7 ve Tril3 genlerinin belirleyici oldugu ortaya konmustur (Lee ve dig., 2002). NIV
treticileri islevsel Tri7 ile Tril3 genlerini tasirken, DON f{ireticilerinde genlerin islevsel
olmayan kopyalari bulunmaktadir (Brown ve dig., 2001). Tri7 ve Tril3 genlerindeki
polimorfizm bu ii¢ kemotipin etkin bir sekilde ayirt edilmesinde kullanilmaktadir (Chandler ve
dig., 2003; Jennings ve dig., 2004; Wang ve dig., 2008). Major iirettigi trikotesenlerin yaninda
F. graminearum tiir kompleksine dahil olan iiyeler, mindr olarak ZEN ve Fusarin C mikotoksini

de iretmektedir. Yapilan yeni ¢alismalar, bazi iiyelerin tip A trikotesenlerinden NX-2 (ing.,

! Uniprot.org. 2020, Gibberella zeae (Strain ATCC MYA-4620 / CBS 123657 / FGSC 9075 / NRRL 31084 / PH-
1) (Wheat Head Blight Fungus) (Fusarium graminearum), https://www.uniprot.org/proteomes/UP000070720,
[Ziyaret Tarihi: 14 Mayis 2021].
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new trichothecene mycotoxin-2) ve NX-3 (ing., new trichothecene mycotoxin-3) iirettigine
isaret etmektedir (Desiardins ve dig., 2007; Varga ve dig., 2015; Munkvold, 2016).

F. graminearum diinya ¢apinda kiigiik taneli tahillarda FHB’ye neden olan Fusarium
ailesindeki en baskin, yaygin ve yikict patojendir. Tiir kompleksi iiyeleri hem eseyli hem
eseysiz lireme yetenegine sahiptir (Sekil 2.2). Kist gegiren F. graminearum miselyumlari ve
sporlart mahsullerde cogalmakta ve basaklanma doneminde periteka, ¢ok sayida askosporu
ortama salarken; makrokonidiyum antez siiresince bugday basaklarini enfekte etmektedir
(Trail, 2009). Bu sebeple enfeksiyonun iki farkli yolla baslayabilecegi kabul edilmektedir.
Enfeksiyon ksilem ve 6z boyunca asemptomatik olarak ilerlemektedir. Kolonizasyon siireci
ilerledik¢e hiicrelerde nekroz baslamaktadir. Bu asamada klorenkimalarin su ile dolmasiyla
bugday ve arpa basak¢iklarinda gozlenen erken agarma, hastaligin en 6nemli semptomlarindan
biridir. Patojen, gelismekte olan hububatta kolonize oldugunda semptomlar gesitlenir ve
ilerleyerek tohum basinin i¢ine biiziilmesine ve burusmasina neden olmaktadir (Drakopoulos
ve dig., 2020). FHB’nin Saggittario, Tosunbey, Golia ve Yunak bugday c¢esitlerinde dane
agirligi ve karbonhidrat igeriginde azalmaya da neden oldugu ortaya konmustur (Mert Tiirk ve

dig., 2013).
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Sekil 2.2: F. graminearum tiir kompleksinin yasam dongiisti (Trail, 2009).

Gidalarin ve yemlerin mikotoksinlerle kontaminasyonu 6nemli bir sorundur. DON, patojenin
bugdayin govdesi ve kokii igerisinde yayilmasinda etkili olan en 6nemli virulans faktoriidiir.
Gelismekte olan tohumlarda, patojenin kolonizasyon siirecinde tirettigi DON endotoksininin
birikimi, tohumlarda gelisim sorunlarina sebep olmaktadir. Cogu zaman, enfekte olmus
tohumlar, pembe, agik griden acik kahverengiye kadar degisen renkte; sert ve burusuk bir
yapidadir ve hastalik iiriinii kullanilamaz hale getirmektedir (Jansen ve dig., 2005). Cogu
mikotoksin gidalarin iglenmesi siiresince kararlidir, yani kimyasal islemler ve termal
uygulamalara direnclidir. Kontamine olmus yulaf, arpa, bugday, misir veya diger tarim
bitkilerinin ya da islenmis {irinlerinin tiiketilmesi yoluyla mikotoksinlere maruz kalinmasi,
insan ve hayvan sagligi agisindan tehdit unsurudur. Ciinkii mikotoksinler, serbest radikallerin
olusumu, protein sentezinin engellenmesi ve hiicreler arasi sinyallesme ile etkilesim yoluyla
oksidatif stres hasarina neden olmaktadir (Rocha ve dig., 2005). Dolayistyla kisa siireli yiiksek
dozda veya diisiik dozda uzun siireli maruziyet kronik hastaliklara yol agabildigi gibi 6liime de
neden olabilmekte ve ayni zamanda diger patojenlere karsi direnci de azaltabilmektedir

(Escriva, Font ve Manyes, 2015). Karsilasilan semptomlar arasinda pek ¢ok vakadan



kaydedilen kisa siireli bulant1 ve kusma; diyare, karin agrisi, bas agrisi, bag donmesi ve ates yer
almaktadir (Perkowski ve dig., 1990). Domuz ve farelere uzun siireli DON uygulamasinin
apoptoz ve nekrozu arttirdig1 gézlenmistir (Sobrova ve dig., 2010). Mikotoksinlerin insanlara,
mikotoksine maruz kalan hayvanlarin {irinlerinin tiiketilmesi ile de gegebildigi ortaya
konmustur (Zain, Bahkali ve Al-Othman, 2012; Marin, Ramos, Cano-Sancho ve Sanchis,
2013). ABD’de 1998-2000 yillar1 arasinda F. graminearum’un neden oldugu mahsul
kayiplarinin neden oldugu zarar 2,7 milyar dolar olarak kayda ge¢mistir (Nganje ve dig., 2002).

2.2.STRESE YANIT MEKANIiZMALARI
2.2.1.Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde siiperoksit radikali (O¢), hidrojen peroksit (H.02) ve
hidroksil radikali (OHe) basta olmak iizere oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan radikal ve
radikal olmayan oksijen tiirleri olusur (Perrone ve dig., 2008). Bu oksijen tiirleri, eslesmemis
elektronlar1 sebebiyle molekiiler oksijenden daha giiglii reaktivite sergileyerek hiicresel
bilesenlere zarar verme kapasitesine de sahip olduklarindan reaktif oksijen tiirleri (ing. reactive
oxygen species-ROS) olarak adlandirilmaktadir. Prokaryotlarda hiicre membrani, 6karyotlarda
ise mitokondrideki aerobik metabolizmada, endoplazmik retikulum ve Kkloroplast gibi

organellerde gergeklesen elektron tasima sistemi (ETS) siiresince olusturulmaktadir.

ROS’un temel kaynagi molekiiler oksijendir (O2). Hiicre icerisinde bulunan gecis metallerini
(Fe, Cu vb.) igeren enzimlerle ETS’inde meydana gelen elektron kagislart sonucu molekiiler
oksijene tek elektron transferi gerceklestiginde oksitlenme reaksiyonu meydana gelmektedir
(Gutteridge, 1994). Molekiiler oksijenin (O2) eslesmemis elektronu ile etkilesimleri siiperoksit
radikalinin  (Oz¢) olusumunda onciildir. Mitokondride olugan O¢ yiikiinden dolayi
membrandan gecemez, matrikste kalir. Ancak, ROS taniminda Oz kadar aktif olan hidrojen
peroksit (H202), singlet oksijen (2 O2) ve OHe de yer almaktadir. Bu molekiiller, mitokondride
kalan Oz¢’nin mitokondri digina gegememesi sonucu gergeklestiremedigi zararin olusmasinda

gorev almaktadir (Kohen ve Nyska, 2002).

Oge, yiiksek derecede reaktif olmamasina karsin olduk¢a dnemlidir. Bunun bir sebebi, hiicre
icinde iki O2*’nin iki proton almast ile H2O2 ve O; olusturmasidir. Bu reaksiyon, SOD enzimi
ile katalizlenir. Ayrica bu siire¢ kendiliginden de gergeklesebilmektedir (Sekil 2.3) (Miao ve
St. Clair, 2009).



SOD
202’ + 2H+ ﬂHzOZ + 02

Sekil 2.3: SOD enziminin kataliz ettigi
reaksiyon.

O2¢’nin 6nemli olmasindaki bir diger sebep ise, geg¢is metallerinin indirgeyicisi olmasidir.
Indirgenmis gecis metallerinin (Fe*?, Cu®) oto-oksidasyonu sonucunda Oz¢ olusmaktadir (Sekil
2.4) (Valko, Morris ve Cronin, 2005).

1) Fe; + 0, - Fei + Oye
2) Cu+ + 02 - Cu2+ + 02‘
Sekil 2.4: Gegis metallerinin oto-

oksidasyonu sonucu Oz¢ olusumu.

1) Fe'™®nin oto-oksidasyonu. 2)
Cu™1n oto-oksidasyonu.

H20,, serbest radikal olmadig1 halde, serbest radikal olusumunda 6nemli bir rol oynadigindan
ROS kapsamina girmektedir. Hiicre i¢i H20,, gecis metalleri (Fe™ Cu*) varliginda Fenton
reaksiyonu, O, varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu DNA, organel ve hiicre zari
lipidleri, proteinler, aminoasitler, glukoz ve metallerle etkilesime girebilen en giiglii oksitleyici

konumundaki OH+’ni olusturmaktadir (Sekil 2.5) (Cheeseman ve Slater, 1993).

1)H,0, + Fe?t — OH « +OH™ + 0,
2) 02“" H202 d OH L +0H_+ 02

Sekil 2.5: Gegis metalleri varliginda OHe olugumu.
1) Fenton reaksiyonu. 2)Haber-Weiss
Reaksiyonu.

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucunda meydana gelen OHe lipidler (LH) ile
etkileserek lipid radikallerini (L¢) olustururlar (Volinsky ve Kinnunen, 2013). Bu ilk asama,
membran hasarlar1 ile sonuglanabilecek lipid peroksidasyonu siirecinin baslangic asamasi
olarak kabul edilmektedir. ilerleme asamasinda, Le’ne O, eklenmesi sonucu lipid peroksit
radikali (LOO¢) olusur ve bu radikal ortamdaki herhangi bir diger LH’den ayrilan hidrojen
atomu ile birleserek lipid peroksidasyonunun birincil iiriinii olan lipid hidroperoksidi (LOOH)
olusturur. Sonu¢ agamasinda ise olusan Le’leri birbirleriyle reaksiyona girerek radikal olmayan
ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi stabil bozunma f{iriinlerine doniismekte ve lipid

stabilitesini negatif olarak etkilemektedir (Sekil 2.6) (Yin, Xu ve Porter, 2011).
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2.2.1.1. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Oksidatif Stres

Hiicrede redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin ve protein kinazlarin aktivasyonu basta
olmak iizere ¢esitli etkilere sahip olan ROS un hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre igi
redoks homeostazini saglanmasi i¢in diisiik seviyede gerekli oldugu ortaya konmustur (Droge,
2002; Theopold, 2009; Bigarella ve dig., 2014). Ancak bu molekiiller, elektrona olan ilgileri
sebebi ile hiicre icerisinde yliksek konsantrasyonda bulunduklarinda niikleik asitler, hiicre i¢i
proteinler ve membran lipitleri ile etkileserek hiicre i¢i hasar meydana getirebilmektedir.
Ozellikle DNA ile etkilesime girerek hem purin ve pirimidin bazlarma hem de deoksiriboz
omurgasina zarar vererek mutasyon, karsinojenez ve yaslanma mekanizmalarinda etkili olan bu
hasarlarin biitiiniine oksidatif stres denilmektedir (Ayer ve dig., 2013; Halliwell ve Gutteridge,
2015; Brown ve dig., 2017).

Yagda ¢oziiniir oldugundan olustugu yerden uzakta olan ve gecis metalleri (Fe™?, Cu®) igeren
hiicresel membranlar ile etkileserek OHe’ni olusturan H>O: baslica hiicre i¢i hasardan
sorumludur. En giiclii oksitleyici konumundaki OHe’nin yarilanma 6mrii 97%° saniye olup,
olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden proton kopararak hiicrede

hasara neden olmaktadir (Yin, Xu ve Porter, 2011; Ayala, Mufioz ve Argiielles, 2014).

OH-<’nin lipidler ile etkilesiminden ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu sonucunda ikincil olarak
iiretilen aldehitlerden malondialdehit (MDA), propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal (4-
HNE) biyolojik olarak aktiftir (Esterbauer, Schaur ve Zollner, 1991). MDA, lipid
peroksidasyonunun en mutajenik {irtinii gibi gériiniirken, 4-HNE en toksik olandir (Esterbauer,
Eckl ve Ortner, 1990). MDA, DNA ve proteinler gibi ¢oklu biyomolekiiller ile reaksiyona
girebilmekte, hiicre igerisinde diizenleyici ve haberci olarak islev gosterebilmektedir (Garcia-

Ruiz ve dig., 2002; Blair, 2008; Wang, Lei ve Wang, 2014).

ROS’un hiicre icerisinde meydana getirdigi hasari, oksidasyonu 6nlemede veya azaltmada
gorevli sisteme antioksidan savunma sistemi denilmektedir. Oksidatif strese karsi sistemde
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar hiicrenin dengesini saglamaktadir.
Mekanizmalar; (i) 6nleyici mekanizmalar, (ii) onarim mekanizmalari, (iii) fiziksel savunmalar
ve (iv) antioksidan savunmalar olarak 4 grup altinda incelenmektedir. Enzimatik olmayan

antioksidanlar askorbik asit (Vitamin C), o-tokoferol (Vitamin E), glutatyon (GSH),
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karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlar ile temsil edilmektedir (Cadenas, 1997).

SOD, glutatyon peroksidaz (GPx) ve KAT enzimatik antioksidanlardandir.
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Sekil 2.6: Hiicre i¢ci ROS dongiisii. ETC’de bulunan ve gecis metalleri igeren enzimler ile O2’nin
etkilegimi sonucu Oz olusur. Olusan Oz¢ SOD araciligi ile H.O»’ye, sonrasinda ise KAT veya POD
araciligi ile O2’ye doniistiriilir. Ancak H.O,, gecis metalleri ile etkileserek Haber-Weiss veya
reaksiyonlariyla giiclii bir ROS olan OHe’a doniistiiriiliir. Olusan OHe, LH ile etkileserek lipid
peroksidasyonu siirecini baslatabilir. Lipid radikalleri, elektron donorii olarak indirgenmis
glutatyonu (GSH) kullanan glutatyon disilfit (GSSG) ile etkileserek birbirlerine ve stabil bozunma
iirlinlerine doniistiiriilmektedir (Yin, Xu ve Porter, 2011; Rama ve Garcia, 2016).

Enzimatik savunmalarin hepsinin merkezinde, detoksifikasyon islemi sirasinda elektronlari
aktarirken farkli degerler alabilen bir gecis metali vardir. SOD’un mitokondri ile sinirl
manganez formu ve sitosolde bulunan bakir ve ¢inko formu bulunmaktadir. Bu iki izoform ile
O2¢’ni H202’e ve O2’e doniistirmektedir. H202 daha sonra, tetramerik bir selenoprotein olan

KAT veya GPx araciligiyla suya par¢alanmaktadir (Sekil 2.7) (Burton ve Jauniaux, 2011).
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1) 20,¢ + 2H+SLDH202 + 0,
2) 2H,0, Kﬂ»ZHZO + 0,
3)2GSG + H,0, 2 6SSG + H,0
4) 2GSG + ROOH X GSSG + ROH + H,0

Sekil 2.7: Enzimatik oksidatif stres mekanizmasi. 1)
SOD’un gerceklestirdigi  reaksiyon. 2) KAT’m
gerceklestirdigi  reaksiyon. 3  ve 4) GPx’in
gergeklestirdigi reaksiyonlar.

2.2.2. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Hiicre 6liim mekanizmalar1 akla ilk apoptozu getirse de otofaji ve nekroz da bulunmaktadir.
Otofaji, hiicresel lizozomal mekanizma kullanilarak  sitoplazmik  materyallerin
degradasyonunu, otofajik vakuollerin olusumunu, mitokondri, endoplazmik retikulumun ve
golginin sismesini i¢eren hiicresel bir yikim siirecidir (Denton ve Kumar, 2018). Hiicrede temel
besin maddesi kitliginda otofajinin indiiklenebildigi azot ve karbon fakiri besiyerlerinde yapilan
calismalarla da gosterilmistir (Takeshige ve dig., 1992; Moriyasu ve Ohsumi, 1996; Y oshimato
ve dig., 2004). Hem prokaryot hem de 6karyotik hiicrelerde stres durumunda 30’dan fazla atg
(ing.; autophagy related genes-atg) geninin otofajinin programli bir sekilde diizenlenmesinden

sorumlu oldugu belirlenmistir (Lee, Giordano ve Zhang, 2011).

Nekroz, hiicre zarinin yapisini kaybetmesi ile karakterize enflamatuar bir hiicre 6liimii olarak
siiflandirilmaktadir (Green ve Llambi, 2015). Apoptoz ve Otofaji goz Oniinde
bulunduruldugunda nekroz sirali ve programlanmis sinyal iletim yolaklar1 ile gergeklesmez.
Cok hiicreli okaryotik organizmalarda 6zellikle enfeksiyon, yiiksek doz radyasyon, elektrik,
kimyasal veya septik sok, yliksek basing ve nekroza neden olabilir. Nekroz sirasinda, hiicre zari
biitiinliigli bozulur ve sitoplazmik bilesenler hiicre disina sizar. Nekroz, canli hiicre dokularinda
yer alan hiicrelerde gergeklestigi gibi in vitro hiicre kiiltiirlerinde de meydana gelmektedir
(Bernd ve Rohrbach, 2016).

Apoptoz, siki bir sekilde diizenlenmis ve yiiksek diizeyde korunmus hem prokaryotik hem de
okaryotik hiicrelerde gergeklesen programli hiicre oliimiidiir. Cok hiicreli organizmalarda,
gelisim sirasinda istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda veya DNA hasar1 sonucu
potansiyel olarak zararli hale gelen hiicrelerin viicutta karsinogenezi baslatmadan ortadan

kaldirilmasinda gorev alan programli bir siirectir (Pallepati ve Averill-Bates, 2012). Hiicre
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kiiclilmesi, zar yapisinin diizensizlesmesi, kromatin yogunlagmasi ve nuklear parcalanma ¢ok
ve tek hiicreli organizmalarda ortak gozlenen agamalarken, ¢ok hiicreli organizmalarda siireg
komsu hiicreler ya da makrofajlarca sindirilen apoptotik cisimlerin olusmasi ile ilerler. Bu siireg
programsiz bir sekilde ilerleyen nekrozun aksine oldukca programli, ¢evredeki hiicre ve
dokulara minimum hasar verecek sekilde gergeklestirilmektedir (Nirmala ve Lopus, 2019).
Fizyolojik ve patolojik olarak ele alindiginda apoptozu diizenleyen 5 farkli yolak belirlenmistir.
En yaygin bilinenleri metabolik ve hipoksik stres ile tetiklenebilen insintrik (i¢) yolak ve 6liim
ligandlar1 olarak bilinen FasL (ing., Fas Ligand-FasL) veya TNF-a (ing., tumor necrosis factor
a-TNF-a) gibi dis uyaranlar ile tetiklenerek Bax kanallar1 iizerinden ilerleyen eksintrik (dis)
yolaktir. Bu yolaklarin disindaki yolaklar sirast ile DNA hasar1 sonucu p53 ile aktive olan
kaspaz-2 bagimli yolak, kaspaz-3 aktivasyonu iizerinden ilerleyen granzim-B yolag1 ve kaspaz

bagimsiz bir sekilde diizenlenen granzim-A yolagidir (Grilo ve Mantalaris, 2019).
2.3. ESANSIYEL YAGLAR

EY’lar, ilk olarak Asya ve Orta Dogu’da, sonrasinda Kuzey Afrika ve Avrupa’da dini
ritiiellerde kullanilmis, halen kozmetik ve tibbi amacl olarak etkin bi¢imde kullanilmaktadir.
Eski Misir’da ise bitkiler mumyalama islemlerinde aromatik 6z ve recine iiretimi igin tercih
edilmistir. Bu islemlerde ¢esitli ¢oziiciilerle ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ugucu yag terimi
ilk defa Alman doktor ve kimyager Paracelsus von Hohemheim (1493-1541) tarafindan
kullanilmistir. Cesitli bitki 6zleri ile EY’lar clizzam hastaligi iizerinde denenmistir. Ugucu
yaglarin etkilerini incelendigi aromaterapi terimi ilk kez 1937°de Fransiz kimyager ve parfiimcii
Rene Maurice Gattefosse tarafindan kullanilmistir. Rene, 1910 yilinda saf lavanta yagini yanik
cilt bolgesine uyguladiginda agriy1 hafiflettigini, enfeksiyonu ve yara izi olusumunu 6nledigini
ortaya koymustur. Farkl esansiyel ugucu yaglar Ikinci Diinya Savasi sirasinda semptomik ve

travmatik durumlar igin aktif olarak kullanilmigtir (Romane ve dig., 2012).

Avrupa Kimyasallar Ajansi (ing., European Chemicals Agency-ECHA), Avrupa Ugucu Yaglar
Federasyonu (ing., European Federation of Essential oil-EFEO) ve Uluslararas1 Koku Birligi
(ing., The International Fragrance Association-IFRA) bitkisel hammaddelerden buharla
damitma ya da ekspresyon yolu ile elde edilebilen ve ¢ogunlukla hidrokarbon igeren ugucu

yaglari, bitkiye Ozgii bir koku ve/veya tat Ozelligi tasimasi sebebiyle EY olarak
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tanimlamaktadir?. Dogal habitatlarinda ugucu yaglarin ozellikle insektisit direncinde ve
otcullarin bitkilere karsi ilgisini azaltarak otcullara karsi bitkinin korunmasini destekledigi
ortaya konmustur. Bununla beraber ugucu yaglar ¢esitli mikroorganizma ve bocekleri bitkiye
cekerek polen ve tohumlarin taginmasinda gorev almaktadirlar. EY bilesenleri terpenoid
olmayan hidrokarbonlar ve terpenler olarak siniflandirilmaktadir. Bu bilesenler tomurcuk,
meyve, kok, odunsu doku veya kabuk dahil tiim bitki kisimlarinda sentezlenebilir ve salgi
hiicreleri, kanallar, epidermis hiicreleri veya trikomlarda depolanabilir. Buhar yolu ile ya da
damitma islemi uygulanarak antibakteriyel, antimikrobiyal, antiseptik, aneljezik, sedatif,

spazmolitik ve lokal anestezik amagl da kullanilmaktadirlar (Smith ve dig., 2005).

EY’larda bulunan kisa zincirli alkoller ve aldehitler gibi terpenoid olmayan hidrokarbonlar,
fosfolipidlerin ve yag asitlerinin metabolik doniisiimii veya bozulmasi sonucu olugmaktadir
(Croteau ve Karp, 1991). Hidrokarbonlar karbon ve hidrojenden olusmaktadir. Bazi terpenoid
olmayan hidrokarbonlar oksijen, azot veya kiikiirt de igerebilmektedir. Dogal yollarla olusan
terpenler, izopren biriminden (CsHs) tiiretilen biiyiikk bir hidrokarbon sinifidir. Terebent
icerisindeki CioHzs bilesikleri Kekule tarafindan 1880°de terpenler olarak adlandirilmistir (Niu
ve Gilbert, 2004; Hyldgaard ve Meyer, 2012).

Terpenlerin biyosentezi, izoprenildifosfat (IPP) ve dimetilasilidifosfat (DMAPP)’1n mevalonat
yolagi (MVA) ya da mevalonat-bagimsiz yolagi (DXP, 1-Deoksi-D-Ksiliiloz-5-Fosfat
Yolag1)/MEP (2C-Metil-D-Eritritol-4-Fosfat Yolagi) ile baslamaktadir. Sekil 2.8’de gosterilen
reaksiyonlar sonucu olusan IPP ve DMAPP, monoterpenlerin onciisii olan geranilpirofosfat
(GPP) biyosentezine yol acar. GPP’nin yeniden diizenlenme, oksidasyon, indirgenme ve
dehidrasyon gibi reaksiyonlara girmesi sonucu sayisiz terpen tiirevi olusturulur (Gershenzon ve
Cmteau, 1993). Tek basma bulunan izopren birimi hemiterpenlerdir (CsHs). Ug izopren
biriminden olusan terpenler seskiterpenler, dort izopren biriminden olusanlar da diterpenler
olarak isimlendirilmektedir. Genellikle diterpenlerden daha agir terpenler EY’da
bulunmamakla birlikte, prenol ve izovalerik asit gibi oksijen igeren hemiterpenlerin bulundugu
EY’da mevcuttur. 20.000’den fazla terpenin bitkiler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir
(Connolly ve Hill, 1992).

2 Essential Oils - ECHA, 2020, https://echa.europa.eu/support/substance-identification/sector-specific-support-
for-substance-identification/essential-oils, [Ziyaret Tarihi:14 May1s 2021].
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2.3.1. MONOTERPENLER VE ETKi MEKANIiZMALARI

Baslica ugucu yag bilesenleri terpenler ve polipropanoidler olarak iki ana grupta toplanir ve
bilesenlerinin %90’m1 olusturan alt kategori monoterpenler olarak tanimlanmistir (Loza-
Tavera, 1999; Bakkali ve dig., 2008). Monoterpenlerin bilinen 30’dan fazla iskeleti asiklik,
siklik veya aromatik olarak yeniden diizenlenebilmektedir. Siklik monoterpenler halka sayisina
bagl olarak monosiklik ve bisiklik monoterpenler olarak siiflandirilir (Griffin ve dig., 1999;

Sangwan ve dig., 2001).

EY’larin koku ve tadin olusumunu saglayan bilesen oranlari; bitki ¢esidine, iiretildigi organa,
bitkinin yetistigi cografi konuma, hasat mevsimine, kurutma bi¢cimine ve ekstraksiyon
yontemine bagli olarak degismektedir (Verma ve dig., 2017). Cogu EY enantiyomer yapisina
sahiptir. Bu yapilarin farkl oranlar1 yagin etki ve koku profilini degistirmektedir. Ayni bitkide
dretilen farkl tiir ya da enantiomer yapidaki EY’lar, birbirleri iizerine tekli etkilerinin
toplamindan daha yiiksek bir etki sunarak sinerjetik, ya da birbirlerinin tekli etkilerinin
toplamindan daha diisiik bir etki sunarak antagonistik etkilesim gosterebilmektedir (Bassolé ve

Juliani, 2012).

OH grubuna sahip olan terpenoidler hidrojen baglar1 olusturarak hiicre ici islevleri diizenleyen
enzimler lizerinde etkilidirler. Membran enzimleri ile etkilesime girdiklerinde hif hiicre
duvarmin sertlik ve biitiinliiglinii degistirmekte, hiicre ve organel zarlarmin gecirgenligini de
degistirerek graniilasyon ve zar yirtilmasina yol agmaktadirlar. Hiicre zarin1 gegmeleri, hiicre
bilesikleri ile etkilesime girmeleri, hiicre i¢i ve disindaki enzimleri etkilemeleri hidrofobik
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Sitoplazmik zar bitiinliigiiniin bozulmasi; hiicre igi
ozmotik basing dengesizligi, hiicre i¢i organellerin bozulmasi, sitoplazmik iceriklerin hiicre
disina sizmasi ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Sahip olduklar1 katyonlar ile ATP iiretim
sistemindeki proton akisinda ve hiicre pH’s1 iizerinde de etkilidirler (da Cruz Cabral ve dig.,
2013). Ergosterol, mayalarda ve hifli mantarlarda hiicre zar biitiinliigiiniin korunmasi ve
islevinin gerceklestirilmesi i¢in gerekli olan temel steroldiir. Membranin akigkanligi, asimetrisi
ve biitiinliigiiniin kontroliinlin yaninda, membrana bagli enzimlerin ¢aligmasina katkida bulunur
(Weete ve Gandhi, 1996). EY’lerin lipid peroksidasyonunu indiikleyerek ergosterol
biyosentezine etki ettigi ve hiicre membranin yapisin1 bozarak antifungal ajan olarak

kullanilabilecegi ortaya konmustur (Gao ve dig., 2016).
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2.3.1.1. Linalool

Linalool (3,7-dimetil-1,6-oktadien-3-ol), lavanta (Lavandula sp.) ve bergamot (Citrus
bergamia) dahil olmak iizere feslegen (Perilla frutescens), biberiye (Rosmarinus officinalis L.),
adacay1 (Salvia officinalis) ve sakiz (Pistacia lentiscus) gibi ¢esitli aromatik bitki tiirlerinin
cicek aromasina sahip birincil ugucu EY bilesenlerinin terpen alkolii olan bir fitokimyasaldir.

Cicek kokularini olusturan terpenoidlerin yaklasik %70’1 linalooldiir (Stashenko ve Martinez,
2008).

Linalool hidroksile olan igiincii karbonu sebebiyle enantiyoselektiftir. Linalool sentaz
tarafindan katalize edilen bir reaksiyon ile (S)-(+)-linalool (koriandrol) ve (R)-(+)-linalool
(lisareol) olarak sentezlenir (Sekil 2.9). Endiistriyel iiretim ile ugucu yaglardan izole edilen
linalooliin enantiyomer bilesenlerinin orani, ekstraksiyon teknigine bagli olarak degiskendir
(Rothe, 1997). Enantiyomer yap1 farki, linalooliin farkli bitkilerdeki farkli koku profili ile
iligkilidir (Tablo 2.10). Bir¢ok bitkide her iki linalool enantiyomeri bulunurken, birkag tiirde
sadece biri sentezlenir (Dudareva ve dig., 1996; Cseke ve dig., 1998). Koriandrol,
turunggillerde benzer bir aromadan sorumluyken meyveli, otsu, ¢igeksi, tath bir koku profili
sergiler. Lisareol ise lavanta ailesindeki bitkilerde odunsu bir koku profili olusturmaktadir.
Yapilan ¢alismalar koriandroliin havadaki esik degerinin lisareolden daha yiiksek (3,5-4 kat)
oldugunu ortaya koymustur (Boelens ve dig., 1993).
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QPP
: ;‘\ Linglool seniaz

Geranil Pirofosfat

S-(+)-linalool

Sekil 2.9: Linaloolin biyosentezi ve olusan

enantiyomer yapilari.

Sentetik linalool viicut losyonlari, sampuanlar, dus jelleri, sabunlar, kremler gibi ¢esitli

kozmetik iirtinleri ile ev deterjanlari, mobilya bakim iirtinleri ve balmumlarinin yani sira

islenmis yiyecek ve igeceklerde koku ve aroma maddesi olarak da kullanilmaktadir (Matura ve

dig., 2005). Bu nedenle linalooliin diinya iizerinde yillik tiikketimi 1000 tonu asmaktadir
(Aprotosoaie ve dig., 2014). 1965 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (ing., US Food &

Drug Administration-FDA) tarafindan linalool, genel olarak giivenli olarak kategorize

edilmistir. Bunun sonucunda linalool; insan tiiketimi i¢in gida maddelerinde tatlandirict ve

katki maddesi olarak, ayrica hayvansal ilaglarda, yemlerde ve ilgili iirlinlerde bilesen olarak

dogrudan kullanim1 onaylanmustir. Uluslararasi ortak FAO/WHO gida katki maddeleri uzman
komitesi (ing., Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives-JECFA) bireylerin

viicut kiitlesine oranla linalooliin bir giinde 0,5 mg/kg oraninda tiiketimini kabul edilebilir

olarak gormektedir®.

3

Morrill,

S,

2020, Biopesticides registration action

document

linalool,

https://www3.epa.gov/pesticides/chem_search/reg_actions/registration/decision_PC-128838_10-Jun-08.pdf,
[Ziyaret tarihi: 6 Haziran 2021]


https://www3.epa.gov/pesticides/chem_search/reg_actions/registration/decision_PC-128838_10-Jun-08.pdf
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Tablo 2.2: Bitkilerdeki EY’larda linalooliin enantiyomer yapilarinin oran1 ve kaynaklari.

Linalool Oram
(%), Karakteristik
Biyolojik Kaynagi Enantiyomeri Referanslar
Aniba rosaeodora (Giil Agacr) Odunsu Gévde 100; R-(-) (Chantraine ve dig, 2009)
Cinnamomum camphora (Kafur Agact) Yaprak 66-94; R-(-) (Frizzo ve dig., 2000)
Cinnamomum camphora (Kafur Agaci- .
Odunsu Gévde 90; R-(-) (Oyen ve dig., 1999)
Japonya/Tayvan)
Coriandrum sativum (Kisnis) Meyve 45-85; S(+) (Ozek ve dig., 2010; Tsagkli ve dig., 2012)
Lavandula officinais (Lavanta) Cigek 25-38; R-(-) (Lis-Balchin, 2004; Ozek ve dig.,2010)
Lavandula latifolia (Portekiz Lavantasi) Cigek 19-48; R-(-) (Lis-Balchin, 2004)
Bursera delpechiana (Linaloe Agaci) Odunsu Govde 30; R-(-) (Theagarajan ve Prabhu, 1987; Yukawa ve dig., 2006)
. - (Tateo, 1989; Klimankova ve dig., 2008; Chanotiya ve
Ocimum basilicum (Feslegen) Yaprak 26-50; R-(-)
Yadav, 2009)
Ocimum sanctum (Kutsal Feslegen) Yaprak 26; S-(+) (Kliméankova ve dig., 2008; Khan ve dig., 2010)
Ocimum canum (Afrika Mavi Feslegeni) Yaprak 25; S-(+) (Board, 2003)
Cananga odorate (Ylang-Ylang Bitkisi) Cigek 15-24; R-(-) (Benini ve dig., 2010; Stashenko ve René, 2019)
Citrus aurantium (Turung Agacr) Meyve 28-40; R-(-) (Surburg ve Panten, 2006; Ravid, 2008)
Citrus sinensis (Portakal) Cigek 15-32; S-(+) (Miguel ve dig., 2008; Ravid, 2008)
Origanum majorana (Mercankosk) Toprakiistii 30-40; S-(+) (Lis, Piter ve Gora, 2007)
Salvia aurantium (Adagayt) Toprakiistii 10-21; Rasemik (Sharopov ve Setzer, 2012)
Laurus nobilis (Defne) Yaprak 16; R-(-) (Quijano ve Pino, 2007)
Citrus bergamia (Bergamot Bitkisi) Meyve Kabugu 9-17 (Bouzouita ve dig., 2010; Baser ve Ozek, 2011)
. . . Kok ve/veya .
Hedychium species (Zencefilgiller) <0,1-56% (Sakhanokho ve Rajasekaran, 2019)
Yapraklar
Jasminum sambac (Arap Yasemini (Tamogami, Awano ve Kitahara, 2001; Edris, Chizzola ve
o Tomurcuk 6,3-10,6; R-(-)
Bitkisi) Franz, 2007)

Parfiim, kozmetik ve gida endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmasinin yani sira linalool
bakterisit ve fungisit olarak da test edilmistir (Blank ve dig., 2007; Luz ve dig., 2009; Bezerra
ve dig., 2013). Sclerotium cepivorum ve F. oxysporum f. sp. dianthi’de yapilan ¢alismada,
linalooliin MIK degeri saptanarak, F. oxysporum igin mantar biiyiimesinin %50 inhibe eden
konsantrasyon (ECso) degeri 563,94 uL/L olarak gézlemlenmis, boylece linalooliin antifungal
etkisinin radyal biiyimeyi etkiledigi ortaya konmustur (Pitarokili ve dig., 2002). Dereotu, kisnis
ve okaliptlis ugucu yaglarmin tek tek ve karigik fraksiyonlarinin antimikrobiyal aktivitesi
incelendiginde, linalooliin mayalarda ve Gram negatif bakterilerde antibakteriyel etkisi ortaya

konmustur (Delaquis, 2002). Insanda bilek bdlgesinde median sinirin sikigmasi ile olusan
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Karpel Tiinel Sendromu (ing., Carpal Tunnel Syndrome-CTS)’na sahip hastalar ile yapilan bir
caligmada, artmig ROS’un hastalarda sinoviyal hiicre ve sinir hiicresi ile g¢evre doku
hiicrelerinde oksidatif hasar meydana getirerek sinyal iletimini etkilemekte oldugu, bu
hastalarda goriilen klinik semptomlarin ortaya ¢ikisinda ve/veya ilerlemesinde rol
oynayabildigi ortaya konmustur (Demirkol, 2010). Yapilan bir diger ¢alismada ise, CTS’li
hasta grubu ve saglikli bireylerde, her iki ¢alisma grubunda da linalooliin giiglii antioksidan
etkisi ortaya konarak, hastalik tedavisinde linalooliin potansiyel antioksidan ajan olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Seol ve dig., 2016). Deney gruplarinda uygulanan diyet sonucu
beyinlerinde oksidatif stres seviyesi indiiklenen kobay farelerinin beyinlerine intraperitonal
olarak uygulanan linalooliin, lipid peroksidasyonunu 6nlemek i¢in E vitamini ve lipoik asit ile
ayni1 olan antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ortaya konmus olup, doymamais yag asitlerindeki
oksidasyon reaksiyonundan kaynaklanan hasarin simirlandirilmasinda kullanilabilecegi ve
oksidatif hasarin komplikasyonlarinin tedavisi i¢in mevcut tedavilere tamamlayici olabilecegi
gosterilmistir (Celik ve Ozkaya, 2002). Linalooliin tiimoérlii dokularda, hiicre dongiisiinde timér
baskilayici protein olarak gorev alan p53’i indiikledigi sarkoma-180 solid tiimor modelinde
ortaya konmustur (Jana ve dig., 2014). Normal hiicrelerde minimum toksitite gosteren
linalooliin, kanser hiicrelerinde antikanser ajan olarak kullanilmasi, hedefli kematerapotik
ajanlarin yaninda linalool gibi fitokimyasallarin 6nemini ortaya koymustur. Ayrica linalooliin
okaliptol ile kombine kullanilmasinin da antikanser etkinlikte artisa yol actig1 tespit edilmistir

(Kladniew ve dig., 2014).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILACAK SOLUSYONLAR VE BESIi ORTAMLARININ
HAZIRLANMASI, iZOLATLARIN YETISTIRILMESI

3.1.1. Besi Ortamlarmin Hazirlanmasi

Kiiltiirlerin tretilmesinde patates dekstroz agar (PDA), suslarin canlandirilmasi ve stoklarin
hazirlanmasinda ise sentetik nutrient agar (SNA) besi ortamlar1 kullanildi. PDA besi ortamu,
distile su icerisinde 39 g/L olacak sekilde final hacme tamamlanarak ¢ozdiiriildiikten sonra
121°C ve 1,2 atmosfer basing altinda 15 dk boyunca otoklavlanarak steril edildi. SNA besi
ortami ise distile su icerisinde Tablo 3.1°de verilen bilesenlerin uygun miktarlarda bir araya
getirilerek hazirlandi. Besi ortamlar1 121°C ve 1,2 atmosfer basing altinda 15 dk boyunca
otoklavlanarak steril edildi.

Tablo 3.1: Besi ortamlarina ait bilesenler ve miktarlari, pH 5,6.

Bilesenleri Miktarlar: (g/L)
Patates Dekstroz Agar (PDA)
Patates dekstroz agar 39
KH2PO4 1
KClI 0,5
KNOs 1
Sentetik Nutrient Agar (SNA) MgS0O4.7H.0 0,5
CeH1206 0,2
C12H2011 0,2
Agar 20

3.1.2. TBA Reaktifinin Hazirlanmasi

Hiicre i¢i lipid peroksidasyon degerlerinin dl¢iilmesi i¢in kullanilan tiyobarbitiirik asit (ing.,
thiobarbituric acid-TBA) reaktifi [0,25 M HCI; %15(w/v) trikloroasetik asit (ing.,
trichloroacetic acid-TCA); %0,375 (w/v) TBA] formiilasyonunda sicak su banyosunda

TCA’nin ¢ozdiiriilmesi ile hazirlandi.
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3.1.3. Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

Enzim aktivite tayininde kullanilmak iizere hazirlanan fosfat tamponun igerigi Tablo 3.2’de
belirtildi. Bilesenler finalde 0,1 M ve pH 7,0 olacak sekilde distile suda hazirlandi. Final hacme
tamamlanan tampon 121°C ve 1,2 atmosfer basing altinda 15 dk boyunca otoklavlanarak steril
edildi.

Tablo 3.2: Fosfat tamponun bilesen ve miktarlari, pH 7,0.

Bilesenleri Miktarlar
Fosfat Tamponu NaH2PO4 0,2M
Naz2HPO4 0,2M

3.1.4. Protein Derisimi Belirlemede Kullanilacak Tamponlarin Hazirlanmasi

Protein derisiminin belirlenmesinde uygulanan Lowry metodu igin kullanilan ¢ozeltiler
Waterborg ve Matthews (1984) tarafindan yapilan ¢alismaya uygun olarak Tablo 3.3’te verildi.
Standart olarak kullanilan sigir serum albiimini (BSA) uygulanacak yontemin duyarlilik
smirlaria (100-8000 pg/mL) gore farkli derisimlerde (250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000
ug/mL) hazirlandi. Steril distile su ile 10 kat sulandirilmis 0,1 mL ham 6ziit ve 0,1 mL BSA
iizerine 0,1 mL baz ¢6zeltisi eklendi (Tablo 3.3). Elde edilen karisim, 10 dk boyunca kaynar su
banyosunda inkiibe edildikten sonra oda sicakligina gelinceye kadar sogumaya birakildi.
Karigimlara 1’er mL kompleks olusturma reaktifi eklendi (Tablo 3.3). Karisim oda sicakliginda
10 dk bekletildikten sonra tizerine 100 uL folin belirteci ilave edildi.

Tablo 3.3: Protein derisimi belirlemede kullanilacak tampon bilesenleri ve miktarlari.

Cozeltiler icerik Miktarlar:
Baz Cozeltisi NaOH 2N
A Na2COs3 %2 (w/v)
B Cus04.5H20 %1 (w/v)
C Naz2C4H406.2H20 %2 (w/v)
Kompleks Olusturma Reaktifi A B, C 100 mL, 1 mL, ImL

Folin Belirteci Folin-Ciocalteau 1N
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3.1.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilacak

Tamponun Hazirlanmasi

SOD enzim aktivitesi deneyinde kullanilan substrat tamponu ve katalizor igerigi Tablo 3.4 teki

konsantrasyon ve igeriklerde distile suda hazirlandi.

Tablo 3.4: SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler.

Cozeltiler icerik Konsantrayon

Na2COs 15M

CsH11NO2S 200 mM

Substrat Tamponu

NBT 2,5mM

C10H16N20s 3mM

Katalizor Fosfat Tamponu 50 mM
Folin Belirteci C17H20N4Os 2 },lM

3.1.6. Fosfat Tamponu Tuzu Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hiicresel gosterim deneylerinde kullanilan fosfat tamponu tuzu (ing., phosphate buffer saline-
PBS) soliisyonu, 1x konsantrasyonunda pH 7,2 olacak sekilde hazirlandi. Soliisyon igerigi
Tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.5: Hiicresel gosterim deneylerinde kullanilacak bilesenler ve miktarlari.

icerik Miktarlari
K2HPO4 1,1g/L
Fosfat Tamponu Tuzu (PBS)
H2KO4P 0,32 g/L
(PH7.2)
NaCl 8,5¢9/L
dH20 1L

3.1.7. Ao/EtBr Boyalarinin Hazirlanmasi

Akridin turuncusu (Ao) ve etidyum bromiir (EtBr), ayr1 ayri final konsantrasyonlar: 1 mg/mL
olacak sekilde 1x PBS soliisyonunda ¢6zdiiriildii. Sonrasinda 60 uL Ao ve 100 uL EtBr 840
pL 1x PBS’e eklenerek boyalar hazir hale getirildi.
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3.1.8. Fungal Suslarin Yetistirilmesi

Tez calismasi, Dog. Dr. Tapani Yli-Mattila (Turku Universitesi)’nin degerli katkilar1 ile
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
koleksiyonuna kazandirilan F. graminearum PH-1 susu kullanilarak gergeklestirildi. Stok
olarak -80°C’den alinan sus PDA besi ortaminda 7 giin boyunca 25°C’de %50 nem varliginda
7 giin siire ile kontrollii biiylitme kabininde tiretildi. Saklanacak susun tiretiminde ise SNA besi
ortami1 kullanildi (Tablo 3.1).

3.2. MiK DEGERININ BELIRLENMESI

MIK degerinin belirlenebilmesi i¢in besi ortamlari iki ayr1 grup halinde hazirland1. Birinci grup
besi ortamu ile linalooliin MiK degerinin saptanabilmesi i¢in, polimerizasyonu tamamlanmamis
PDA’ya Pitarokili ve dig. (2002)nin belirledigi MIK degeri baz alinarak logaritmik
konsantrasyonlarda (%00,5-1,5 (v/v) deger araliginda olacak sekilde) linalool eklendi ve besi
ortamlar1 6nceden 180°C’de 2 saat steril edilmis cam petrilere aktarilarak sivi formdaki besi
ortamiin polimerize olmasi sagland. ikinci grupta ise, dnceden 180°C’de 2 saat steril edilmis
cam petrilere aktarilarak polimerizasyonu tamamlanmis PDA besi ortamlarinin yiizeylerine
linalool, steril cam baget kullanilarak yayildi. Steril ve kiiltiire hazir bu besi ortamlarina PH-1

ekilerek koloniler 7 giin boyunca 25°C’de iiretildi. Deney li¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
3.3. WST-1 HUCRE CANLILIK TESTLERI

MIK degeri belirlenen linalooliin logaritmik olarak belirlenen ICso degerleri uygulanarak PH-
1’deki canlilik tlizerine etkisi WST-1 kimyasali (Sigma Aldrich) ile incelendi. Radyal {lireme
gosteren hiicre kiiltiirlerinin dis sinirindaki 1 cm?’lik alanda bulunan hiicreler 2 mL’lik propilen
mikro tiip icinde 1 mL 1x PBS’de (Tablo 3.5) topland1 (Khan ve dig., 2016). 96 kuyucuklu elisa
plakasinda 100 pL hacimle 1x PBS’te toplanmis hiicreler ve 10 pL kullanima hazir WST-1
kimyasali pipetaj ile karistirildi ve karanhik etiivde 25°C’de 3 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Optik densite (OD) 450 nm’de spektrofotometre ile belirlendi. Kor drnek olarak tek
basina 100 pL 1x PBS kullanildi. Deney {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Tiim 6rnekler icin
yiizde hiicre canlilig1, 6rnek absorbans degerinin kontrol grubu absorbans degerine oranlanmasi

ile hesaplandi (Denklem 3.1). Elde edilen veriler tek yonliit ANOVA analizi ile analiz edildi.

.. o Ornek absorbans degerix100
% Hiicre canliliglr = 3.1
( % g Kontrol absorbans degeri ) ( )
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3.4. HUCRE iCi LiPiD PEROKSIDASYON DEGERLERININ BELIRLENMESI

Lipid peroksidasyonu, tiyobarbiitirik asitin belirte¢ olarak kullanildigi TBARS yontemi ile
belirlendi (Hodges ve dig., 1999). Kiiltiirlerden alinan 500’er pL ornegin tizerine 1 mL TBA
reaktifi eklendi ve steril mikrosantrifiij tiiplerinin igerisinde 15 dk kaynar su banyosunda
bekletildi. Bu siire sonunda hiicre kalintilarindan kurtulmak amaciyla 1000 rpm hizda 5 dk siire
ile santrifiij yapildi. Hazir hale gelen oOrneklerden ve standartlardan 200 pL alinarak
spektrofotometre cihazi (BioTek® Instruments, ABD) ve KCjuniorTM programi kullanilarak
535 nm’de spektrofotometrik Ol¢iim alindi. Reaksiyonun baglatilmasindan itibaren
spektrofotometrede okunan ilk ve son degerler kaydedilerek aktivite hesaplandi. Hesaplamada
formiil olarak Abs = &.C.I kullanildi (Misra ve Gupta, 2006). Deney ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi. Elde edilen veriler tek yonli ANOVA analizi ile analiz edildi. MDA

ieriklerinin tespiti i¢in kullanilan molar sogurma degeri 155 mM™ cm™ dir (Denklem 3.2).

MDA Birikimi =

Absl x1000pg / 1 pg/mL (3.2)

€x0
3.5. HUCRE iCi OKSIDASYON DEGERLERININ BELIRLENMESI

Mantar kiiltiiriinden alinan 1’er cm?’lik hiicre kesiti 1’er mL 1x PBS icerisine kondu ve hiicreler
pipet ucu ile kaldirildi. 1x PBS igerisinde ¢oziindiiriilen hiicreler yeni tiiplere aktarilarak kati
besi ortamindan uzaklastirildi. Boyamaya hazir olan bu hiicrelere 1’er uL. H.DCF-DA eklendi
ve hiicreler 1 saat boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Boyama isleminden sonra, hiicreler iki kez
1x PBS ile yikand1 ve 200 puL 1x PBS ile siispanse edildi. Vortekslendikten sonra 96’lik siyah
floresan plakasina 200’er pL yiiklenerek 2 saat 10 dk’lik 14 kez 600 kinetik interval olacak
sekilde kinetik okuma saglandi. Deney ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Elde edilen veriler tek
yonlii ANOVA analizi ile analiz edildi.

3.6. ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIiVITESININ INCELENMESI

Linalooliin 6nceki ¢aligsmalarda gozlemlenen antifungal ve antioksidan etkileri gz Oniine
alinarak; F. graminearum PH-1 susundaki antioksidanlardan POD, KAT ve SOD enzim

aktivitelerindeki degisimin incelenmesi amaglandi.
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3.6.1. Protein izolasyonu ve Protein Derisiminin Belirlenmesi

Fungal materyal 0,1 M fosfat tamponu (Tablo 3.2) ile havanda ezildi. Homojenat 4 °C’de 15000
rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Ham 6ziitii igeren iist stvi POD, KAT ve SOD aktivitelerinin
tayininde kullanildi. Protein derisimi Lowry metodu ile Waterborg ve Matthews (1984)’a gore
belirlendi (Tablo 3.3).

Derisimin belirlenmesinde standart olarak yontemin duyarlilik sinirlara (100-4000 pg/mL)
uygun farkli konsantrasyonlardaki (250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/mL) sigir serum albumin
(ing. “bovine serum albumin-BSA”), kor 6rnek olarak da 0,1 M pargalama tamponu kullanildi.
Steril saf suda hazirlanmis ve 2 kez sulandirilmis 0,1 mL ham 6ziit ve standart iizerine 0,1 mL
baz ¢ozeltisi eklendi. Karigimlar 10 dk kaynar su banyosunda bekletildikten sonra oda
sicakligina gelene kadar sogutuldu. Her bir karisima 1’er mL kompleks olusturma reaktifi
eklendi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Siire sonunda her bir 6rnege tiip karistiricida,
100’er uL folin belirteci eklendi ve tiipler oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Orneklerin 550 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri spektrofotometre cihazi (BioTek® Instruments, ABD) ve
KCjuniorTM programi kullanilarak okundu. Protein derisimleri “Microsoft Excel 2016
programinda X ekseninde BSA derisimleri ve Y ekseninde ise BSA karisimlarinin 550 nm’de
Olciilen absorbans degerleri olacak sekilde olusturulan standart grafiginden elde edilen egim

denkleminden R? formiilii kullanilarak belirlendi.
3.6.2. Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Askorbat spesifik peroksidazlar, kloroplast ve sitozolde H2O2’nin ayrismasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Askorbik asit, H202’nin siipiiriilmesinde elektron vericisi olarak goérev
yapmaktadir. Aktivite 6l¢iimii, 290 nm’de askorbik asidin tiiketilme hizinin 6l¢iilmesi temeline
dayanarak gerceklestirildi. Kiiltiirlerden elde edilen ham protein 6ziitii (2 puL); 0,5 mM askorbik
asit ve 0,5 mM H20: iceren 198 uL fosfat tamponuna (50 mM, pH 7,0) eklendi. Enzim
aktivitesindeki artis spektrofotometrede 290 nm dalga boyundaki absorbsiyona bakilarak
belirlendi. Bunun i¢in 10 saniye araliklarla 3 dk boyunca absorbans degerleri okundu. POD
aktivitesi, spektrofotometre cihazi (BioTek® Instruments, ABD) ve KCjuniorTM programi
kullanilarak 290 nm dalga boyunda reaksiyonun baslatilmasindan itibaren okunan ilk ve son

degerler kaydedilerek hesaplandi. Hesaplamada formiil olarak AAbs= ¢.C.| kullanildi (Misra ve
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Gupta, 2006). Deney li¢ tekrarl olarak gergeklestirildi. Elde edilen veriler tek yonliit ANOVA

analizi ile analiz edildi. Askorbatin molar sogurma katsayisi 2,8 mM 1 cm™"dir (Denklem 3.3).

__ AAbs
T ex01

SA

x 1000pg / 1 pg/mL (3.3)

3.6.3. Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

KAT aktivitesi, hidrojen peroksidin yikiminin, spektrofotometrik olarak, 240 nm dalga
boyundaki absorbans degerindeki degisimin izlenmesi temeline dayanan Cho ve dig. (2000)
yontemi ile belirlendi. Bu amagla dncelikle 680 uL fosfat tamponu (50 mM; pH 7,2) ve 480 puL
H20, (40 mM) igeren reaksiyon karigimi 30 °C’de 2,5 dk inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon
40 pL ham protein Oziitiiniin bu karisima eklenmesi ile baglatildi. Spektrofotometre cihazi
(BioTek® Instruments, ABD) ve KCjuniorTM programi kullanilarak 240 nm’deki absorbans
degerindeki azalma 2 dk boyunca izlendi. Katalaz aktivitesi 1 mg ham protein oziitiiniin 240
nm dalga boyunda dakikada okunan absorbans degerleri kullanilarak spesifik aktivitenin
hesaplanmasi ile degerlendirildi. Hesaplamada formiil olarak AAbs\dk=¢.C.| kullanildi (Misra
ve Gupta, 2006). Deney ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Elde edilen veriler tek yonlii
ANOVA analizi ile analiz edildi. H,O2 ‘nin molar sogurma katsayis1 40 mM ! cm™’dir
(Denklem 3.4).

__ AAbs\dk
- €x0,1

SA x1000pg / 1 pg/mL (3.4)

3.6.4. SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Stres altinda olusan siiperoksit radikalleri “nitroblue” tetrazolyum (NBT) ile reaksiyona girerek
renkli formazon kristalleri olusturmaktadir. Reaksiyon ortaminda bulunan SOD enzimi
stiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirdigi icin formazon olusumu inhibe olmaktadir. SOD
enziminin tiiketildigi oksidatif stres durumunda, siipiiriilemeyen siiperoksit radikalleri ile
reaksiyona giren NBT olusturdugu renkli formazon kristalleri ile kuvvetli 1s1ma vermektedir.
Elde edilen 1g1ma hiicredeki oksidatif stresle paralel olarak tiikketilen SOD enziminin stiperoksit
radikallerini siipiirmede yetersiz kalmasi sonucu % inhibisyon olarak ifade edilmektedir. SOD
aktivitesini belirlemek icin kiiltiirlerden elde edilen ham protein 6ziitiinden 30 pL alinarak
tizerine 2 mL substrat tamponu ve riboflavin eklendi (Tablo 3.4). Bu karigim 15 dk 15 W’lik
floresan 151k altinda bekletildi. Kariggmm 560 nm dalga boyundaki absorbans degeri
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spektrofotometre cihazinda (BioTek® Instruments, ABD) 6l¢iildii (Sairam ve Srivastav, 2012).
Deney 1li¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Tiim Ornekler ig¢in % inhibisyon degeri, Ornek
absorbans degerinin, koriin absorbans degerine oranlanmasi ve 100’den ¢ikarilmasina gore

hesaplandi (Denklem 3.5). Elde edilen veriler tek yonliit ANOVA analizi ile analiz edildi.

(% inhibisyon degeri = 100~ [Ornek Absorbans degerixloo]) (3.5)

Kor Absorbans degeri
3.7. FLORESAN MiKROSKOBUNDA HUCRESEL GOSTERIM
3.7.1. Hiicre Fiksasyonu

Radyal iireme gosteren hiicre kiiltiirlerinin dis sinirindaki 1 cm?’lik alanda bulunan hiicreler 2
mL’lik propilen mikro tiip icindelx PBS’de toplandi (Khan ve dig., 2016). 1x PBS ile final
hacmi 1,5 mL olan hiicreler daha sonra sabit bir sekilde 90 puL %4 formaldehid ve 3 puL %0,1
Triton X-100 ile karanlik etiivde 25°C’de 15 dk boyunca gegirgen hale getirildi. Sabit ve boya
gegirgen olan hiicreler, 5 dk boyunca 14,000 rpm’de santrifiij edildi. Hiicreler, bir kez 1,5 mL
1x PBS ile yikanip floresan mikroskobunda incelenmek iizere boya uygulamalarina hazir hale

getirildi.
3.7.2. Ao/EtBr Cift Boyama Deneyleri

Boyama deneylerine hazir hiicrelere 75 pL Ao/EtBr (60 pg/mL-100 ug/mL) ilave edildi ve
hiicreler 5 dk boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Boyama isleminden sonra, hiicreler iki kez 1x
PBS ile yikand1 ve 100 puL 1x PBS ile siispanse edildi. Cift boyama, GFP (Ao 502/526 nm,
EtBr 510/595 nm) ve Texas RED (595/613 nm) filtreleri bulunan floresan mikroskop (Carl

Zeiss, Almanya) ile incelendi. Deney ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.
3.7.3. H.DCF-DA Analizleri

Boyama deneylerine hazir hiicrelere 1,5 pL. H.DCF-DA eklenmis ve hiicreler 1 saat boyunca
25°C’de inkiibe edildi. Boyama isleminden sonra, hiicreler iki kez 1x PBS ile yikandi ve 100
pL 1x PBS ile siispanse edildi. Gorlintiilenmeye hazir hiicreler FITC filtresi (494/518nm)
bulunan floresan mikroskop (Carl Zeiss, Almanya) ile ROS tespitinde kullanildi. Deney {i¢
tekrarl olarak gergeklestirildi.
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3.8. LINALOOLUN DON URETIMINE ETKIiSI

Linalooliin F. graminearum PH-1 suslarinda mikotoksin iiretimine etkisi ince tabaka
kromatografisi (ing., thin layer chromatography-TLC) yontemi ile test edildi. Deney i¢ kontrolii
olarak 7 giinliik PDA besiyerinde iiretilen, DON kemotipinde oldugu bilinen F. graminearum
H-11 susu, kontrol ve deney gruplarindan mikotoksin izolasyonu i¢in 0,1’er gr siipiiriilen
ornekler soguk ve steril havan igerisinde 5 mL etil asetat ile homojenize edildi. Homojenizasyon
sonrasi etil asetat ¢ceker ocak icerisinde uguruldu. Homojenat asetonitril (100 pl) ile slispanse
edildi. Sabit faz olarak silika jel, hareketli faz olarak asetat:toluen (1:1), reaktif madde olarak
etanol:aliiminyum kloriir (99:1) kullanildi. Ornekler, DON referansi (Sigma/34134-2mL) ile 10
uL hacimde silika jele yiiklendi. Silika jel cam sale igerisine konarak drnekler 30 dk yiirtitiildi.
Silika jel kurutulup iizerine etanol:aliiminyum kloriir (99:1) karisgimi sprey yardimiyla
uygulandiktan sonra silika jel plakalar1 365 nm’de UV 1s1k altinda incelendi. Orneklerin Rf (ing.
“retention factor”) degerleri hesaplandi (Denklem 3.6). Deney ii¢ tekrarli olarak

gergeklestirildi.

Rf = Ornegin yiiriidiigii mesafe/ Hareketli fazin yiiriidiigii mesafe (3.6)
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4. BULGULAR

4.1. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Gergeklestirilen ¢oklu tekrarlar sonucunda, besi ortamlarina linalool konsantrasyonlarinin
%00,10 ve 1 (v/v) degerleri arasinda logaritmik artis saglanarak eklenmesine karar verildi. Ticari
olarak satin alinan linaloole goére mg/L hesaplamalar1 yapildi. Deney gruplar1 bu derisimlerle
olusturuldu ve deney 3 tekrarli gerceklestirildi. Bu deneyler sonucunda 1Csg degerinin %00,30
(v/v) oldugu ortaya kondu. Linaloolin F. graminearum’daki hiicresel etkilerinin
incelenmesinde linalooliin su ¢6zgeninde kontrol grubu ve bu degere gore olusturulan 1Czs
(%00,15; 13,05 mg/L), 1Cso (%00,30; 26,1 mg/L) ve 1C7s (%00,45; 39,15 mg/L) degerlerinde
deney gruplar ile ¢calismalar gergeklestirildi. Linalooliin kullanima hazir PDA besi ortamina
yayma yontemi ile eklenmesi sonucu olusturulan ikinci deney grubunda radyal lireme ¢aplari

acisindan anlamli bir sonug gosterilemedi.
4.2. MINIMUM INHIiBIiTOR KONSANTRASYONU DEGERININ BELIRLENMESI

PH-1 icin denenen %00,60 (v/v) konsantrasyonundaki linalooliin {iremeyi1 inhibe ettigi ortaya
kondu. Uygulanan ara konsantrasyonlarda (%00,15-0,60 (v/v)) aktif bilesigin derisimi arttik¢a

ayni oranda PH-1’1in radyal iireme ¢apinda azalma gozlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Kontrol ve deney gruplarinin 7. giindeki petri goriintiisii. 1A: Sadece PDA besi ortaminda
tiretilen PH-1 kontrol grubu, 2A: %00,15 (v/v) linalool igeren besi ortaminda iiretilen PH-1 deney
grubu, 3A: %00,30 (v/v) linalool iceren besi ortaminda iiretilen PH-1 deney grubu, 4A: %00,45 (v/v)
linalool igeren besi ortaminda iiretilen PH-1 deney grubu, SA: %00,60 (v/v) linalool igeren besi
ortaminda iiretilen PH-1 deney grubu.

Deney gruplar1 Tablo 4.1°de belirtildigi sekilde olusturuldu. Kontrol grubu ve aktif bilesigin
inhibisyona yol aci81 ICzs, ICso Ve 1C7s degerleri iceren ortamlardaki kiiltiirlerin ireme caplari
Olciildii. Referans susun 3., 5. ve 7. giinlerdeki kaydedilen radyal iireme c¢aplar1 ortalama

degerleri hesaplanarak Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Polimerizasyonu tamamlanmamis PDA besiyerlerine linalooliin v/v olarak eklenmesi sonrast
MIK degeri taramas1 deneylerinde radyal iireme caplari.

Radyal Ureme Caplari (cm)

Uygulama
3.giin 5.giin 7.giin
Kontrol 7,53+0,08 9 9
+13,05 mg/L Linalool 4,38+0,09 6,06+0,03 7,38+0,04
+26,1 mg/L Linalool 2,31£0,09 3,29+0,14 4,49+0,2
+39,15 mg/L Linalool 1,28+0,07 2,3+0,15 2,98+0,13

+52,2 mg/L Linalool - - -
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Linalool aktif bilesiginin ¢ok diisiik konsantrasyonlarin fitopatojenin tiremesi lizerindeki
etkisi ortaya kondu, konsantrasyon artisi ile biliylimenin inhibisyonu arasindaki iligki de

gosterildi.

Radyal tireme ¢ap degerlerinin deney gruplarindaki etkisi olusturulan grafikle degerlendirildi.
Sekil 4.2, aktif bilesik olan linalooliin PH-1 susunun {iremesi tizerindeki etkisinin grafikle
gosterimidir. IC2s dozu kontrole goére inhibitor etki ortaya koydu (%18). Ancak en etkin
inhibisyonun, 1Cso’de oldugu, ICzs’e gore daha dramatik diistise (%39,15) yol agtig1 saptanda.
IC7s, 1Cs0’ye gore %33,63 oraninda inhibisyona yol agti.

Radyal lireme ¢aplarn {cm)

Sekil 4.2: F. graminearum PH-1 susunun 3., 5. ve 7., giinlerde deney
ve kontrol gruplarinda iireme miktari.

4.3. WST-1 HUCRE CANLILIK TESTLERI

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda linalool uygulanmis 7 giinliik kiiltiirlerden alinan F.
graminearum PH-1 referans susuna ait miselyumlarin WST-1 toksisite testi 3.3’teki yonteme
gore Ui¢ biyolojik tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve elde edilen veriler ortalama degerleri
standart hatalariyla birlikte Tablo 4.2’de sunuldu.

PH-1 susunun PDA besi ortami kiiltiirlerinde hiicre canlig1 %99,5441.39; %00,15 (v/v), %00,30
(v/v) ve %00,45 (v/v) linalool dozlar1 uygulanan (ICzs, 1Cso Ve ICrs) kiiltiirlerde ise sirasiyla
%66,6£1,61, %23,46+1,77 ve %13,91+0,67 olarak bulundu.
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Tablo 4.2: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda % Hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi (SH: standart
hata).

Tiir Sus Uygulama % Hiicre Canlihig1 =SH
Kontrol 99,54+1,39
) IC2s 66,6+1,61
F. graminearum PH-1
I1Cso 23,46+1,77
ICss 13,91+0,67

Artan linalool konsantrasyonunun F. graminearum PH-1 referansinda canli hiicre sayisinda
azalmaya neden oldugu gosterildi. Canli hiicre sayisinin ICzs, 1Cso ve 1C7s5 dozlarinda kontrole
gore sirastyla %33,09; %76,44 ve %86,03 oraninda azaldigi, en diisiik canli hiicre sayisinin IC7s
linalool dozu uygulanan grupta oldugu belirlendi. Tek yonliit ANOVA testine gore artan dozlar
arasindaki canli hiicre sayisindaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0,0001). Kontrol ve deney gruplar1 ile canli hiicre sayis1 degisimi Sekil 4.3’teki grafikte
gosterildi.
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Sekil 4.3: F. graminerum PH-1 referans susunda
kontrol ve deney gruplarindaki % hiicre
canlilig.

4.4. HUCRE iCi LiPiD PEROKSIDASYON DEGERLERININ BELIRLENMESI

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda linalool uygulanmis 7 giinliik kiiltiirlerden alinan PH-1
susuna ait miselyumlarin hiicre i¢i lipid peroksidasyon degerlerinin belirlenmesi deneyi 3.4 teki
yonteme gore ii¢ biyolojik tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve 532 nm’de elde edilen

absorbans degerlerine bagli olarak hesaplanan MDA konsantrasyonlar1 Tablo 4.3’te sunuldu.
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Tablo 4.3: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda hiicre igi lipid peroksidasyonu iizerine etkisi (SH:
standart hata).

Tiir Sus Uygulama MDA Birikimi (nM/mg)+SH
Kontrol 16,34+1,34
IC2s 26,9142,7
F. graminearum PH-1
ICso 40,06+2,65
ICss 80,47+4,85

PH-1 susunun PDA besi ortamindaki kiiltiirlerinde MDA birikimi 16,34+1,34; %00,15 (v/v),
%00,30 (v/v) ve %00,45 (v/v) linalool dozlar1 uygulanan (IC2s, 1Cso ve ICys) kiiltlirlerde ise
sirastyla 26,91+2,7; 40,06+2,65 ve 80,47+4,85 nM/mg olarak hesaplandi. Artan linalool
konsantrasyonuna paralel olarak F. graminearum PH-1 susunda MDA birikiminde artig oldugu
belirlendi. Kontrol grubuna gore ICz2s, ICso Ve 1C7s dozlarinda sirasiyla %64,68; %145,16 ve
%392,47 oraninda arttig1, en yiiksek seviyedeki MDA birikimi IC7s linalool dozu uygulanan
grupta oldugu belirlendi. Tek yonlii ANOVA testine gore artan dozlar arasindaki MDA
birikimindeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001). Kontrol ve deney

gruplarinda MDA birikimindeki degisim sekil 4.4’teki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.4: F. graminearum PH-1 referans
susunda kontrol ve deney gruplarinin 7
ginlik kiiltiirlerinden  belirlenen MDA
birikimindeki degisimlerinin grafikle
gosterimi.

4.5. HUCRE iCi OKSIDASYON DEGERLERININ BELIRLENMESI
Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda linalool uygulanmis 7 giinliik kiiltlirlerden alinan PH-1

susuna ait miselyumlarin hiicre i¢i oksidasyon degerleri 3.5’teki yonteme gore ii¢ biyolojik

tekrarli olacak sekilde belirlendi ve elde edilen maksimum slope degerleri standart hatalariyla
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birlikte Tablo 4.4’te sunuldu. 2 saat 10 dk boyunca 600 kinetik interval okunmasi sonucu elde
edilen maksimum slope degerleri kontrolde 0,0088+0,0007; %00,15 (v/v), %00,30 (v/v) ve
%00,45 (v/v) linalool dozlar1 uygulanan (ICzs, 1Cso ve [Cys) kiiltiirlerde ise sirasiyla
0,0499+0,0085; 0,1388+0,0086 ve 0,3189+0,0044 olarak hesaplandi.

Tablo 4.4: F. graminerum PH-1 referans susunda kontrol ve deney gruplarinda hiicre igi oksidasyon
deneyinde elde edilen maksimum slope degerleri (SH: standart hata).

Tiir Sus Uygulama Maksimum Slope+SH
Kontrol 0,0088+0,0007
IC2s 0,0499+0,0085
F. graminearum PH-1
ICso 0,1388+0,0086
IC7s5 0,3189+0,0044

Linalool konsantrasyonu artisi ile hiicre i¢i oksidasyon degerlerinin paralel olarak arttig1 tespit
edildi. Kontrol grubuna gore ICzs, I1Cso Ve 1C7s dozlarinda sirasiyla %467, %1477 ve %3523
oraninda maksimum slope degerlerinin arttig1, en yiiksek seviyedeki hiicre i¢i oksidasyonun
IC75s grubunda oldugu belirlendi. Tek yonlii ANOVA testine gore artan dozlar ile hiicre igi
oksidasyon artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001). Kontrol ve deney

gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon degerlerinin degisimi Sekil 4.5°teki grafikte gosterildi.

L L L

wEF

Maksimum Slope Degerleri

0.0- m

|
3 K E3 ICs B2 1Cs [ Crs

Sekil 4.5: F. graminerum PH-1 referans
susunda kontrol ve deney gruplarinda hiicre
ici oksidasyon degerleri.
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4.6. ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIVITESININ iINCELENMESI
4.6.1. Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Kontrol ve deney gruplarinda 7 giin boyunca iiretilmis kiiltiirlerdeki POD enzim aktiviteleri
3.6.2°deki yonteme gore belirlenerek tli¢ biyolojik tekrardan elde edilen verilerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 hesaplanarak Tablo 4.5’da 6zetlendi. PH-1 susunun PDA besi
ortaminda tiretilmesi ile POD enzim aktivitesi 2,32+0,10; %00,15 (v/v), %00,30 (v/v) ve %00,45
(v/v) linalool dozlari uygulanan (ICzs, 1Cso ve 1C7s) kiiltiirlerde ise sirasiyla 4,26+0,11,
7,28+0,25 ve 11,78+0,36 olarak bulundu.

Tablo 4.5: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda spesifik POD enzim aktiviteleri (SH: standart
hata).

Tiir Sus Uygulama Spesifik Aktivite+SH
Kontrol 2,32+0,10
I1Cys 4,26+0,11
F. graminearum PH-1
1Csp 7,28+0,25
IC75 11,78+0,36

Linalool konsantrasyonu artist ile POD enzim aktivitesinin paralel olarak arttig1 tespit edildi.
Kontrol grubuna gore ICzs, 1Cso ve 1C75 dozlarinda sirasiyla %83,6; %213,7 ve %407,7
oraninda spesifik aktivitenin arttigi, en yiiksek seviyedeki POD aktivitesinin IC7s grubunda
oldugu belirlendi. Tek yonlii ANOVA testine gore artan dozlar ile POD enzim aktivitesinin
artisinin istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001). Kontrol ve deney gruplarinda

spesifik aktivite degisimi Sekil 4.6’daki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.6: F. graminerum PH-1 referans susunda
kontrol ve deney gruplarinda spesifik POD
enzim aktiviteleri.

4.6.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Kontrol ve deney gruplarinda 7 giin boyunca tiretilmis kiiltiirlerdeki KAT enzim aktiviteleri
3.6.3°deki yonteme gore belirlenerek ii¢ biyolojik tekrardan elde edilen verilerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 hesaplanarak Tablo 4.6’da 6zetlendi. PH-1 susunun PDA besi
ortaminda {iiretilmesi ile KAT enzim aktivitesi 0,021+£0,004; %00,15 (v/v), %00,30 (v/v) ve
%00,45 (v/v) linalool dozlar1 uygulanan (IC2s, ICso ve ICrs) Kkiiltiirlerde ise sirasiyla
0,059+0,018; 0,107+0,023 ve 0,269+0,014 olarak bulunmustur.

Tablo 4.6: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda spesifik KAT enzim aktiviteleri (SH: standart
hata).

Tiir Sus Uygulama Spesifik AktivitexSH
Kontrol 0,02140,004
. ICys 0,059+0,018
F. graminearum PH-1
ICso 0,107+0,023
IC75 0,269+0,014

Linalool konsantrasyonu artist ile KAT enzim aktivitesinde paralel olarak arttig1 tespit edildi.
Kontrol grubuna gore 1Czs, 1Cso Ve 1C7s dozlarinda sirasiyla %180, %409 ve %1180 oraninda
spesifik aktivitenin arttig1, en yiiksek seviyedeki KAT aktivitesinin IC7s grubunda oldugu
belirlendi. Tek yonlii ANOVA testine gore artan dozlar ile KAT enzim aktivitesinin artiginin
istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001). Kontrol ve deney gruplarinda spesifik
aktivite degisimi Sekil 4.7°deki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.7: F. graminerum PH-1 referans susunda
kontrol ve deney gruplarinda spesifik KAT
enzim aktiviteleri.

4.6.3. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Kontrol ve deney gruplarinda 7 giin boyunca tiretilmis kiiltiirlerdeki renkli formazon kristalleri
3.6.4°deki yonteme gore Olciilerek iic biyolojik tekrardan elde edilen verilerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 hesaplanarak Tablo 4.7°da 6zetlendi. PH-1 susunun PDA besi
ortaminda iiretilmesi ile SOD enziminin tiiketilmesine sonucu % inhibisyon olarak ifade edilen
SOD aktivitesi kontrol grubunda 3,02+0,91; %00,15 (v/v), %00,30 (v/v) ve %00,45 (v/v) linalool
dozlar1 uygulanan (ICzs, 1Cso ve ICys) kiiltiirlerde ise sirasiyla 28,60+1,49; 58,17+1,23 ve
72,61+0,80 olarak bulundu.

Tablo 4.7: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda spesifik SOD enzim aktivitelerini ifade eden %
inhibisyon degerleri (SH: standart hata).

Tiir Sus Uygulama % Inhibisyon Degerleri+SH
Kontrol 3,02+0,91
) ICss5 28,60+1,49
F. graminearum PH-1
ICso 58,17+1,23

ICrs 72,61%0,80
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Linalool konsantrasyonu artisi ile % inhibisyon degerlerinin paralel olarak arttig1 tespit edildi.
Kontrol grubuna gore 1Cas, 1Cso Ve 1C75 dozlarinda sirasiyla %847, %1840 ve %2304 oraninda
% inhibisyonun arttig1, en yiiksek seviyedeki inhibisyonun 1C7s grubunda oldugu belirlendi.
Tek yonlit ANOVA testine gore artan dozlar ile % inhibisyondaki artiginin istatistiki olarak
anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001). Kontrol ve deney gruplarinda % inhibisyon degisimi
Sekil 4.8’deki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.8: F. graminearum PH-1 referans susu
kontrol ve deney gruplarinda SOD enzim
aktivitelerini ifade eden % inhibisyon degerleri.

4.7. FLORESAN MiKROSKOBUNDA HUCRESEL GOSTERIM

Linalooliin F. graminearum iizerindeki oksidatif ve apoptotik etkilerinin ortaya konulmasi igin
AO/EtBr ¢ift boyama ve HoDCF-DA analizleri kontrol grubu, ICzs, 1Cso ve IC7s deney
gruplarinda floresan mikroskobu kullanilarak gergeklestirildi. Linalool konsantrasyonu artisi
ile strese bagl olarak organellerde ve hiicre yapisinda sisme, miselyum yapisinda kalinlasma
ve klamidospor-benzeri yapilarin gelistigi ortaya konuldu. Ancak, kontrol ve deney gruplarinda

spor olusumu gozlemlenmedi.

Kontrol ve deney gruplarinda 7 giin boyunca iretilmis kiiltiirlerdeki misel ¢aplar1 151k
mikroskobunda incelenerek 6l¢iim alinmis ve 50°ser noktadan alinan 6l¢timlerden elde edilen
verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesaplanarak Tablo 4.8’de 6zetlendi. PH-1
susunun PDA besi ortaminda iiretilmesi ile misel ¢aplarinda gézlemlenen degerler kontrol
grubunda 6,281+0,190 um; %00,15 (v/v), %00,30 (v/v) ve %00,45 (v/v) linalool dozlari
uygulanan (ICxs, 1Cso ve 1Czs) Kkiiltiirlerde ise sirasiyla 8,029+0,174, 9,9334+0,238 ve
11,380+0,284 um olarak bulundu.
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Tablo 4.8: Linalooliin F. graminearum PH-1 susunda doz artigina bagl misel ¢aplar1 (SH: standart
hata).

Tiir Sus Uygulama Misel Caplar1 (um) £SH*
Kontrol 6,281+0,190
) I1Cys 8,029+0,174
F. graminearum PH1
1Cso 9,933+0,238
1C7s 11,380+0,284

Linalool konsantrasyonu artisi ile misel ¢aplarinin paralel olarak arttig1 tespit edildi. Kontrol
grubuna gore 1Czs, ICso ve IC7s dozlarinda sirasiyla %27,8; %58,1 ve %81,1 oraninda misel
caplarinda artis oldugu ortaya kondu. Tek yonlit ANOVA testine gore artan dozlar ile misel
caplarindaki artisinin istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (p<<0,0001). Kontrol ve deney
gruplarinda misel ¢aglarindaki artis Sekil 4.9’daki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.9: F. graminerum PH-1 referans susunda
kontrol ve deney gruplarinda misel caplari.

4.7.1. Ao/EtBr Cift Boyama Deneyleri

Saglikli hiicrelerin zarlarindan gegebilen A0 boyasi hiicrelerin floresan 1s1k altinda yesil renk
1s1ma yapmasini saglamaktadir. EtBr ise saglikli hiicrelerin zarlarindan gegemezken, apoptotik
sirece girmesinden dolay1 zar gecirgenligi bozulan hiicrelere girebilmekte ve hiicrelerin
floresan 151k altinda kirmizi 151ma yapmasini saglamaktadir. Ao/EtBr ikili boyamasinda saglikli
hiicreler yesil 1s1ma yaparken apoptoza giren hiicreler hem Ao hem de EtBr’yi igerisine
aldigindan floresan 1s1k altinda turuncu 1s1ma yapmaktadir. Ao/EtBr floresan mikroskobu

goriintiileri (Sekil 4.10) incelendiginde deney grubu hiicrelerinin turuncu renk 1s1ma yaptigi,
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kontrol grubundaki hiicrelerde ise yesil renk 1s1ma yaptigi gozlendi ve fotograflandi. Bu

dogrultuda linalooliin IC2s, 1Csg Ve IC7s konsantrasyonlarinda apoptoza neden oldugu ve

konsantrasyon artis1 ile apoptotik aktivite arasinda parelel bir iligkinin oldugu ortaya kondu.

Sekil 4.10: Ao/EtBr boyamasi yapilan hiicrelerin 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. 1A: Sadece
PDA besi ortaminda iiretilen PH-1 kontrol grubu, 2A: %00,15 (v/v) linalool igeren besi ortaminda
tiretilen PH-1 deney grubu, 3A: %00,30 (v/v) linalool igeren besi ortaminda iiretilen PH-1 deney
grubu, 4A: %00,45 (v/v) linalool iceren besi ortaminda tretilen PH-1 deney grubu*: Floresan
mikroskobu.

4.7.2. Ho.DCF-DA Analizleri

Hiicre ici serbest radikalleri, ROS, hiicrede ve ¢evresinde siirekli olarak iiretilerek hiicrenin
yasam dongiisiinde pek ¢ok sinyalizasyon yolaginda mesajci olarak gérev yapmaktadir. Ancak
ortamda kosullar1 sonucu olusan stres sonucunda artan serbest radikaller oksidatif stres
olusturarak hiicre lipid yapisi basta olmak iizere cesitli organellere zarar verebilmektedir.
H>DCF-DA ortamda bulunan ROS ile reaksiyona girerek DCF-DA’ya ¢evrilmektedir. Hiicre
ici reaktif oksijen miktar1 arttikca 1s1ma miktar: da artmaktadir. Yesil floresan 1s1ma yapip
goriintiilenmeyi saglayan, miselyumdaki oksidatif stres etkisiyle olusan DCF-DA’dir. DCF-DA
floresan mikroskobu goriintiileri (Sekil 4.11) incelendiginde deney gruplarinda linalool
konsantrasyonuna bagli olarak parlak yesil bir 1s1ma gozlemlenirken kontrol gruplarindan yesil
1s1ma elde edilemedi. Bu dogrultuda, linalool konsantrasyonu artisiyla birlikte oksidatif stres
olustugu ve stres diizeyinin de arttif1 hiicresel diizeyde de gosterildi ve fotograflandi.

Konsantrasyon artis1 ile oksidatif stresin anlamli bir iligkisinin oldugu ortaya kondu.
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Sekil 4.11: H,DCF-DA boyamasi yapilan hiicrelerin 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. 1A:
Sadece PDA besi ortaminda iiretilen PH-1 kontrol grubu, 2A: %00,15 (v/v) linalool igeren besi
ortaminda iiretilen PH-1 deney grubu, 3A: %00,30 (v/v) linalool i¢eren besi ortaminda {iretilen PH-1
deney grubu, 4A: %00,45 (v/v) linalool igeren besi ortaminda iiretilen PH-1 deney grubu. *: Floresan
mikroskobu.

4.8. LINALOOLUN DON URETIMINE ETKIiSi

TLC’de ticari DON mikotoksini Rf degerinin 0,28 oldugu belirlendi (Sekil 4.12). DON
mikotoksini iireticisi oldugu bilinen F. graminearum H-11 susundan elde edilen mikotoksin
ekstresinde 0,28 Rf degerli spot gbzlemlenmesi, pozitif kontrol olarak TLC’de belirlenebilecek
kadar DON mikotoksini tirettigini ortaya koydu. F. graminearum PH-1 referansinin kontrol ve
deney gruplarindan elde edilen mikotoksin ekstresinde 0,28 Rf degerli bir spotun
gozlenmemesi, PH-1’in DON mikotoksinini {iretmedigini ve/veya TLC’de belirlenebilecek

kadar tiretmedigini ortaya koydu.
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Sekil 4.12: F. graminearum PH-1 kontrol
ve deney gruplarindan ve H-11"den elde
edilen mikotoksin ekstrelerinin 356 nm
UV 1s1k altindaki TLC plaka goriintiileri
(ok isareti 0,28 Rf degerindeki DON
spotunu gostermektedir).
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5. TARTISMA VE SONUC

EY’lar dogal olarak bulunan ve bitkilerin patojenik olarak istenmeyen mikroorganizmalara ve
boceklere karsi korunmasinda aktif rol oynayan fitokimyasallardir. Yapilarinda ¢ok sayida
bilesen igerdikleri i¢in, hiicrede spesifik bir hedefleri bulunmasa da tipik olarak sahip olduklari
OH gruplari sayesinde hiicrede membran yapilarini etkileyerek sitotoksik etki saglamaktadirlar.
Membran hasar1 ve iliskili olarak gerceklesen oksidatif stres yaninda hiicre duvarma hasar
vererek makromolekiillerin s1izmasinda ve hiicresel parcalanmaya sebep olmaktadirlar (Bakkali
ve dig., 2008). Mevcut tez Onerisinde esansiyel yag bilesiklerinden linalooliin antifungal
etkilerinin denendigi Fusarium spp. ise toprakta, tahillarda, ¢esitli organik kosullarda yayilan
ve agirhkli olarak tahillar, meyveler ve sebzeler tarafindan barindirilan 80’den fazla
fitopatojenik tiirli iceren mikroskobik filamentli mantar sinifidir. Bu tiirler belirli kosullar
altinda insan ve hayvan sagligini tehdit edici mikotoksinler sentezleme yetenegine sahiptir.
Uriin verim kaybima ve FHB’ye neden olan F. graminearum ise diinya ¢apinda kiiciik taneli
tahillar1 tehdit eden en baskin ve yikici patojendir (Trail, 2009). F. graminearum ile miicadelede
EY’larin kullanimi 6nem kazanmaktadir (Gazdagh ve dig., 2018; Harcarova ve dig., 2021;
Teker ve dig., 2021). Yapilan pek ¢ok ¢alisma, EY’larin en biiylik sinifi olan monoterpenlerin
potansiyel antifungal ajan olduklarin1 géstermektedir. Birbirleri ile antagonistik ve sinerjetik
bir etkilesimleri bulunabilen EY bilesenlerinin saf formlarda etkilerinin incelendigi calismalar
ise oldukea smirhidir. Gergeklestirilen yiiksek lisans projesinde ¢esitli bitkilerde major bilesen
olan ve monoterpenler sinifinda bulunan linalool fitokimyasalinin F. graminearum PH-1

referans susu iizerindeki etkileri hiicresel diizeyde arastirilmistir.

Bir bilesenin etkilerinin dogada in vivo ya da laboratuvar kosullarinda in vitro analizinde ilk ve
en Oonemli basamak bilesenin ¢oziindiigii ¢oziiclidiir. Bilesenin organik ya da inorganik
coziiciiler ile uygulanabilir oldugu durumlarda, bilesenin etkilerinin ¢oziicii etkilerine gore
yorumlanmasi gerekmektedir. Bu durum hem uygulama maliyetini hem de analiz sonucunu
etkileyen bir faktordiir. Yanic1 ve toksik olmayan, ¢evrenin kirlenmesine sebep olmayan ve
maliyetin diisiik kalmasini saglayan suyun ¢oziicli olarak kullanilabilmesi, bilesenin etkilerinin

gozlemlenmesinde avantaj saglamaktadir. Linalool suda nispeten ¢oziinmektedir (25°C’de
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1590 mg/L)*. Pitarokili ve dig. (2002) nin belirledigi MIK degeri baz alinarak hazirlanan deney
gruplarinda polimerizasyonu tamamlanmamis besiyerlerine 8,7 mg/L (%00,1 v/v) ile 87 mg/L
(%00,1 v/v) araliginda linalool eklenmis olup, besiyeri icerisinde linalooliin tamamen
¢oziindliigli gozlenmistir. Linalooliin besiyerleri hazirlamasinda kullanilan suyun igerisinde
¢oziinebilmesi sayesinde, deney siiresince normalizasyon grubu kurulmasma gereksinim
duyulmamustir. Linalool icermeyen besiyerleri ile kurulan deney grubu kontrol grubu olarak

ifade edilmistir.

MIK, etkinligi tahmin edilen antifungal ajanlarin hiicrelerdeki etkilerinin incelenmesinde
saptanmasi gereken en 6nemli parametredir. Uygulanacak antifungal ajanin MIK degerinin
diisik olmasi, uygulama siiresince olusabilecek yan etkilerin minimum tutulmasinda ve
maliyetin  diisiiriilmesinde olduk¢a Onemlidir. Uremenin inhibe edildigi minimum
konsantrasyon saptandiktan sonra, bu degerin logaritmik degerleri olan ICzs, ICso ve ICys
kullanilarak olusturulan deney gruplarinda degisikligi incelenmek istenen parametreler
degerlendirilir. Elde edilen sonuglar konsantrasyon degisimi ve degerlendirilen etkilerin
stirdiiriilebilirligi arasinda da yorum yapma olanagi tanimaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda da
linalooliin F. graminearum PH-1 referans susu tizerindeki hiicresel etkilerini incelemek tizere
MIK degeri belirlenmis, IC2s, ICso ve 1C7s dozlar1 hesaplanmistir. PDA besiyerinde uygulanan
%00,60 (v/v) linalool konsantrasyonunun F. graminearum PH-1 referans susunun iiremesini
inhibe ettigi belirlenmistir (p<0,0001). Deney siiresince ticari olarak kullanilan linalooliin
konsantrasyonu ele alindiginda, ICso grubunda uygulanan yag derisiminin 26,1 mg/L oldugu
hesaplanmistir. Gao ve dig. (2016) monoterpen ailesinden olan timol ile yaptiklar1 ¢aligmada,
timoliin PDA besiyerinde F. graminearum PH-1 referans susu tizerindeki ICso degerinin 26,68
mg/L oldugunu rapor etmistir. Gazdagli ve dig. (2018) Saf kamfor ile yapmis olduklari
calismada, F. graminearum ve F. culmorum’da ICsp degerinin 500 mg/L oldugunu saptamistir.
Daferera ve dig. (2003) major bileseni linalool olarak saptanan (%25,5) lavanta yagi ile PDA
besiyerinde yaptiklari ¢aligmada, F. solani var. seruleum tiiriinde lavanta yaginin ICso degerinin
520 mg/L oldugu rapor etmistir. F. solani iizerinde yapilan bir diger ¢alismada ise, Hussain ve
dig. (2008) PDA besiyerinde major bileseni linalool olarak saptanan (%56,7-60,6) ve dort farkli

mevsimde toplanan feslegen bitkisi ile ticari saf linaloolii kullanarak ICso degerlerini sirasi ile

4 National Center for Biotechnology Information, 2021, PubChem Annotation Record for LINALOOL, Kaynak:
Hazardous Substances Data Bank (HSDB), https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/source/hsdb/645, [Ziyaret Tarihi:
12 Haziran 2021].


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/source/hsdb/645
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1350 mg/L; 2450 mg/L ve 800 mg/L olarak bulmuslardir. Naveen Kumar ve dig. (2016) F.
graminearum’da major bileseni ar-Turmeron olan zerdegal yagi ile yaptiklari ¢aligmada, I1Cso
degerini 1225 mg/L olarak bildirmistir. Hamdani ve dig., (2017) saf timol, karvakrol, 6janol ve
mentol ile F. oxysporum f. sp. dianthi’de yaptiklar1 ¢calismada, ICso degerlerini sirasi ile 250
mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L ve 2000 mg/L bulmuslardir. Saf 6janol, metil 6janol ve dstragol ile
yapilan bir ¢alismada ise (Khan ve dig., 2010) C. albicans’da ICso degerleri sirasi ile 250 mg/L,
175 mg/L ve 100 mg/L seklinde hesaplanmistir. Tiim bu ¢aligmalar hem linalooliin etkinliginin
karisim haldeki EY’lar igerisinde diger bilesenler ile etkilesimi sonucu degisken olabilecegini
hem de ayni1 cins i¢inde farkli tiirlerin (F. graminearum ve F. solani var. seruleum) linaloole
hassasiyetlerinin farkli olabilecegini ortaya koymustur. Ayni zamanda tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilen ICso derisiminin Onceki caligmalarda kullanilan monoterpen
derisimlerine gore diisiik degerde olmasi, linalooliin antifungal etki siiresince giiclii bir ajan

gorevi gorebilecegini diistindiirmiistiir.

Antifungal ajanlarin etkileri incelenirken, uygulanan ajanin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
cesitli sitotoksik testler ile incelenebilmektedir. Formazan tuzlari [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolyum bromii, 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid ve WST-1] proliferasyona ugrayan hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz
enzim aktivitesi ile formazon kristallerine doniismektedir. Olusan formazon tuzlar
spektrofotometrik olarak Olgiilerek hiicre canliligi yiizde (%) degerleri belirlenebilmektedir
(Erkekoglu ve Baydar, 2021). Cesitli mantar tiirleri ile yapilan bir ¢calismada, WST ile hiicre
canliliginin mantarlarda da incelenebildigi ortaya konmustur (Tsukatani ve dig., 2014). Yapilan
tez ¢alismasi kapsaminda, linalooliin hiicre canlilig1 lizerine etkisi WST-1 ile basarili bigimde
incelenmistir. Linalooliin F. graminearum PH-1 referans susu {izerinde, doz artis1 ile yiizde (%)
hiicre canliligini azalttigr gézlenmistir. Canli hiicre sayisinin 1Czs, 1Cso Ve 1C7s dozlarinda
kontrole gore sirasiyla %33,09; %76,44 ve %86,03 oraninda azaldigi, en diisiik canli hiicre
sayisinin IC7s linalool dozu uygulanan grupta oldugu belirlenmistir (p<0,0001). 1C2s’e gore
ICso’deki canli hiicre sayisindaki giiglii diisis Meletiadis ve dig. (2000)’nin belirledigi gibi
antifungal ajan konsantrasyonuna bagli olarak canli hiicre sayisindaki azalig1 ortaya
koymaktadir. Bununla beraber IC7s dozunda canli hiicre sayisindaki diisiis azalmistir. Elde
edilen bulgu, Kuhn ve dig. (2003) tarafindan bildirilen, doz artis1 ile antifungal ajanlarin canli
hiicre sayisin diislirdiigli ancak doz ylikseldik¢e bu diisiisiin azaldigini belirttikleri ¢alisma

bulgusu ile paraleldir. EY’larin mitokondriyal membran ve DNA iizerinde olusturduklari stres
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ile hem mitokondriyal aktiviteyi arttirdig1 hem de hiicrede sitotoksik bir etki olusturabilecekleri
yapilan c¢aligmalarla da ortaya konmustur (Bakkali ve dig., 2005). Linaloolin de F.

graminearum PH-1 susunda mitokondri aktivitesini arttirmis olabilecegi diistiniilmdistiir.

EY’larin antifungal ajan olarak kullanildig1 calismalarda, yagin ilk asamada hiicre zar1 ve
lipidleri ile etkilestigi diistiniilmektedir. EY’1n, uygulanan hiicreye girerken hiicre zarindaki
lipidler ile etkilesime giren OH gruplart sayesinde lipid peroksidasyonu siirecini
hizlandirabilecegi ve oksidatif stresin ilk basamaginin gerceklesecegi ongoriilmektedir. Bu
basamaktan sonra ise, hiicre i¢i stresin basamaklar halinde tiim hiicre i¢i ve organellere, protein
ve DNA f{izerine yayildig1 yapilan ¢aligmalarca ortaya konmustur (Fukumoto ve Mazza, 2000;
Burt, 2004; Barbehenn ve dig., 2005). Ayrica, hiicre i¢i oksidatif stresin artmasinin bir etkisi
olarak olusan serbest ROS’lerinin de elektron dengesini bozarak lipid peroksidasyonunu
ilerlettigi gbzlenmistir (Khan ve dig., 2013). Lipid peroksidasyonunun incelenmesi i¢in temelde
ii¢ yol izlenmektedir. Bunlar sirasi ile oksijen aliminin Ol¢iilmesi, lipid yapisinda bulunan
hidroperoksitlerin olgiilmesi ve lipid peroksidasyonu sonucu olusan aldehitlerin dl¢iilmesidir
(Yarsan, 1998). Lipid peroksidasyonu stiresince olusan aldehitlerden biri olan MDA’ nin TBA
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan kirmizi-pembe tonlarindaki i1sima, spektrofotometrik
olarak olglim imkani saglayarak yorum yapilmasini saglamaktadir (Aguilar Diaz De Leon ve
Borges, 2020). Linalool ile yapilan tez ¢alismasinda, EY konsantrasyonuna paralel olarak F.
graminearum PH-1 susunda MDA birikiminde artis oldugu saptanmistir. Kontrol grubuna gore
IC2s, 1Cs0 Ve 1C7s dozlarinda sirasiyla %64,68; %145,16 ve %392,47 oraninda artis oldugu, en
yiiksek seviyedeki MDA birikiminin 1Czs linalool dozu uygulanan grupta oldugu belirlenmistir
(p<0,0001). Esas bileseni geraniol (%19,06) olan Palmarosa EY ile F. graminearum {izerinde
yapilan bir ¢aligmada (Kalagatur ve dig., 2018) konsantrasyon artist ile MDA miktari
artisindaki paralelligi isaret etmektedir. Gao ve dig., 2016’da yaptiklar1 ¢alismada F.
graminearum PH-1 susunda 100 mg/L timol uygulanan deney grubunda MDA birikiminin
%160 arttigin1 ortaya koymustur. Linalooliin ICso degerinde (26,1 mg/L) MDA birikimini
%145,16; 1C7s degerinde (39,15 mg/L) %392,47 arttirmasi, linalooliin timole gore lipid
peroksidasyonu lizerinde ¢ok daha kuvvetli bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Khan ve
dig. (2010b) saf Gjanol, metil 6janol ve Ostragol ile yaptiklari ¢caligmada ise C. albicans’da
EY’larin konsantrasyonuna bagl olarak lipid peroksidasyonunda kuvvetli bir artig saptamistir.

Gao ve dig. (2016)’nin lipid peroksidasyonundaki artisin hiicre zarinda bulunan NADPH
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oksidazlarin ROS iiretimini arttirmast ile baglantili oldugunu belirtmesi, linalooliin de NADPH

oksidazlar iizerine etkisi olabilecegini diistindiirmiistiir.

EY’lar ile yapilan calismalarda, membran yapilarinin bozulmasi ve organellerinin sismesi
prooksidan aktivite ile oksidatif stresin artigini akillara getirmektedir. Bunun sebebi olarak ilk
etapta hidrofobik yapilarinin hiicre zar ve organelleriyle etkilesime girerek hiicre igindeki
radikallerin, sitokrom C’nin, kalsiyum iyonlarnin ve proteinlerin yapt ve oranlarini
degismesidir. Sonug¢ olarak da membran yapis1 anormal derecelerde etkilenmektedir. Tiim
hiicreyi etkileyen bu siireg, hiicre ici oksidatif stresi de beraberinde getirmektedir (Sakagami ve
Satoh, 1997; Cowan, 1999; Sakagami ve dig., 1999; Fukumoto ve Mazza, 2000; Sakihama ve
dig., 2002; Burt, 2004; Barbehenn ve dig., 2005). Hiicre i¢i oksidatif stresin incelenmesinde
pek cok metot mevcuttur. Hidrofobik yapida ve floresan ozelligi olmayan H.DCF-DA
molekiilii hiicre iginde bulunan esteraz enzimleri tarafindan hidroliz edilmektedir. Sonrasinda
ROT tarafindan okside edilmesiyle floresan bir bilesik olan DCF-DA ortaya ¢ikmaktadir
(LeBel ve dig., 1992; Naveen Kumar ve dig., 2016). Hiicre ici reaktif oksijen molekiilleri ile
floresan 1s1ma arasinda paralel bir iligki kurulmaktadir. Istma hem floresan mikroskop ile hem
de spektrofotometrik yontemler ile incelenebilmektedir. Hiicre i¢i oksidatif stresin filamentli
mantarlarda Ho.DCF-DA analizi ile incelendigi pek ¢ok ¢alismada mevcuttur (Liu ve dig.,2010;
Gazdagl ve dig., 2018; Kalagatur ve dig., 2018; Yoriik, 2018; Valenzuela-Cota ve dig., 2019,
Teker ve dig., 2021). Tez ¢alismasi kapsaminda da linalooliin F. graminearum PH-1 referans
susunda kontrol ve deney gruplarinda olusturdugu oksidatif stres, hiicresel diizeyde H.DCF-
DA boyas1 kullanilarak spektrofotometrik Olgiimle analiz edilmistir. PDA besiyerinde
kiiltiirlenmis kontrol ve deney gruplardan alinmis 1’er cm?’lik alandaki hiicreler H.DCF-DA
boyasi ile boyanmistir. Kontrol grubuna gore 1Czs, 1Cso Ve 1C7s dozlarinda sirasiyla %467,
%1477 ve %3523 oraninda hiicre i¢i oksidasyonun arttidi, en yiliksek seviyedeki hiicre igi
oksidasyonun IC7s grubunda oldugu belirlenmistir. Kalagatur ve dig., 2018 yilinda yapmis
oldugu calismada, esas bileseni geraniol (%19,06) olan Palmarosa EY’inin konsantrasyon
artisina bagl olarak F. graminearum’da hiicre i¢i oksidasyonunun artigin1 ortaya koymustur.
Major bileseni ar-Turmeron olan zerdegal yagi ile F. graminearum iizerinde yapilan ¢aligmada
ise Naveen Kumar ve dig. (2016) EY oran ile hiicre i¢i oksidasyonun paralel bir sekilde

arttigini bildirmislerdir.
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Terpenlerin sahip olduklar1 fenolik hidroksil (OH) gruplar ile hiicre i¢i redoks dengesini
etkileyerek prooksidan etkisi gosterip oksidatif stresi arttirdiklar1 ortaya konmustur (Ultee ve
dig., 2002; Ben Arfa ve dig., 2006; Veldhuizen ve dig., 2006). Angelova ve dig. (2005) yapmis
olduklar1 ¢aligmada, endojen ROS uygulamasi sonucu ¢esitli filamentli mantarda enzimatik
savunma sistemlerinin 6nemini ve enzim diizeylerinde asagi ve yukari diizenlenmeler
olabilecegini gostermistir. Hiicre i¢i oksidatif stresin enzimatik savunma sistemlerine dahil olan
SOD, POD ve KAT’in bitki patojeni olan F. graminearum’da hem bitkiyi enfekte etme
stiresince hem de antifungal ajan uygulamalar1 sonucunda aktif rol alarak ROS dengesini
sagladiklar1 bilinmektedir. Hiicre igerisinde derisimi artan serbest radikallerin 6énce SOD ile
H>0>’ye, sonra da KAT ya da POD aracilig1 ile suya par¢alanmasi ile oksidatif stresin olusmast
engellenmektedir (Droge, 2002). Bu enzimlerin hiicre i¢cindeki seviyelerinin takibi ile hiicre i¢i

oksidatif stres ile ilgili bilgi edinilmektedir (Burton ve Jauniaux, 2011).

Peroksidazlar, elektron alicilar1 olarak H20, veya organik hidroperoksitleri kullanarak g¢esitli
organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyonunu katalize eden baslica H2O, pargalayici
enzimlerdir. POD’un H2O>’ye ilgisinin KAT ten daha yiiksek oldugu, bu sebeple de oksidatif
stres durumunda hiicre i¢i ROS seviyesinin dengelenmesinde olduk¢a 6nemli oldugu da yapilan
calismalarda belirtilmistir (Davletova ve dig., 2005). Ortamda bulunan askorbik asit, elektron
vericisi olarak gorev yaparak indirgenmis askorbatin olusmasini saglar (Heller ve Tudzynski,
2011). Yapilan tez ¢alismasinda, indirgenmis askorbatin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi ile
hiicre i¢i POD aktivitesi incelenmistir. F. graminearum PH-1 referans susunda linalool
konsantrasyon artisina paralel olarak kontrol grubuna gore ICzs, 1Cso ve IC75 dozlarinda
sirastyla %83,6; %213,7 ve %407,7 oraninda spesifik aktivitenin arttig1 saptanmistir. Benzer
bir sekilde monoterpen ailesinin iiyesi olan kamfor EY ile yapilan bir ¢aligmada Gazdaglh ve
dig. (2018), doz artisina bagli olarak POD aktivitesinin arttigin1 gen anlatimi diizeyindeki
degisimi belirleyerek ortaya koymustur.

POD gibi KAT da elektron alicisi olarak H202 veya organik hidroperoksitleri kullanarak gesitli
organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyonunu kataliz eden baslica H20: pargalayici
enzimlerdendir. Her ne kadar POD’un H202’ye ilgisi KAT ’tan yiiksek olsa da POD’un ortamda
bulunan H20; konsantrasyonundaki artigta doyum noktasina ulagsma siiresi KAT’dan diisiiktiir.
Bu sebeple POD diisiik konsantrasyondaki H»O’ye yiiksek ilgi gosterse de yiiksek
konsantrasyondaki H2Oz’ye yiiksek ilgi gosterip suya pargalanmasinda KAT biiyiik bir nem
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tagimaktadir (Aslanko¢ ve dig., 2020). Linaloolin F. graminearum PH-1 referans susu
iizerindeki oksidatif stres etkisi KAT seviyesinde de incelenmistir. Kontrol grubuna gore
linalooliin 1C2s5, 1Cso ve IC7s dozlarinda spesifik aktiviteyi sirasiyla %180,%409 ve %1180
oraninda arttirdig1 saptanmistir. Gazdagl ve dig. (2018) kamfor aktif bilesigi konsatrasyonuna
baglh KAT aktivitesindeki artig1 gen anlatimi diizeyindeki artigla gostermislerdir.

SOD’lar hem mitokondride hem de sitozolde siiperoksit radikalini (Oz¢) hidrojen perokside
(H202) ve molekiiler oksijene (O2) doniistiirerek antioksidan savunma sisteminin ilk
basamagini olusturmaktadir (Burton ve Jauniaux, 2011). Hiicre icerisindeki artan ROS ile
membran yapilarinin bozulmasi, lipid peroksidasyonunun artmasi ve mitokondriyal aktivitenin
yikselmesi sonucu redoks dengesinin kurulmasimi saglamak icin SOD aktivitesi, oksidatif
stresin incelenmesinde kilit rol oynamaktadir. Bu sebeple, linalooliin F. graminearum PH-1
susu lizerindeki etkisi incelenirken SOD aktivitesi de analiz edilmistir. Yiiksek oksidatif stres
sonucu SOD enziminin tiiketilmesi, 1s1ma siddetinin artist ile yorumlanmis ve bulgular %
inhibisyon olarak ifade edilmistir. 1Czs, ICs0 Ve 1C75 doz uygulamalarinin SOD aktivitesini

kontrol grubuna gore sirasiyla %847, %1840 ve %2304 oraninda arttirdigi saptanmustir.

Ayar-Kayali ve dig. (2002)’nin F. acuminatum ile yaptig1 ¢alismanin aksine, gergeklestirilen
calismada saptanan SOD, KAT ve lipid peroksidasyonu seviyeleri arasindaki korelasyon,
linalooliin hem lipid hem de hiicre icerisinde oksidatif hasar1 arttirarak antifungal etki
sagladigini ortaya koymustur Linalooliin C. albicans tizerindeki etkisinin incelendigi bir baska
caligmada ise (Maté ve dig., 2017) konsantrasyon artisina bagli olarak lipid peroksidasyonu
seviyesinde artis gozlense de hiicre ici ROS seviyesinde diisiis meydana gelmistir. Enzim
aktiviteleri incelendiginde ise, POD aktivitesinde konsantrasyon artisina bagli olarak artis
gozlenmistir. SOD ve KAT aktivitelerinde ise 6nce diisiis sonrasinda da artig saptanmistir. Bu
durum linalooliin lipid peroksidasyonunu ve hiicre i¢indeki H2O. konsantrasyonunu arttirmasi
sonucu POD aktivitesini arttirdigini; POD’un H20: ag¢isindan doyma noktasina ulastiginda
KAT aktivitesinin artisa gegtigini diisiindiirmiistiir. Khan ve dig. (2010b) C. albicans {izerine
yapmis olduklar1 bir diger caligmada ise saf Gjanol, metil &janol ve Ostragol EY’larin
konsantrasyonuna bagli olarak SOD ve KAT aktivitesinde kuvvetli bir artis gdzlemisken, POD
aktivitesinin kuvvetli artisin ardindan diisiis egilimine gegtigini gézlemistir. Bu durumda da
Aslankog ve dig. (2020)’nin belirttigi gibi POD’un H2O: agisindan doyma noktasina ulastigini

diisiindlirmiistiir. Yapilan tez c¢alismasinda linalool konsantrasyonu sonucu POD aktivitesine
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gore ayn1 konsantrasyonlarda KAT aktivitesindeki artisin yliksek olusu, oksidatif stres ile SOD
aktivitesindeki kuvvetli artis sonucu yiiksek miktarda olusan H2O>’nin detoksifikasyonunda

POD’un yetersiz kaldig1 ve KAT aktivitesinin yiiksek oranlarda devam ettigini gostermistir.

Hem eseyli hem de eseysiz tireme dongiilerinde tiretilen sporlar, Fusarium tiirlerinin farkl
uyaranlara maruz kalmasina karsilik ¢cok ¢esitli nislerde hayatta kalarak fitopatojenin genis
alanlara yayilmasini saglamaktadir. Bu uyaranlar arasinda bakteri, virlis ve mantar gibi
organizmalarin neden olabilecegi hasarlar ve sicaklik, pH, besin kisitlamasi, oksidatif stres,
ozmotik stres ve UV radyasyonundaki degisiklikler gibi biyotik ve abiyotik stresler
bulunmaktadir (Aghcheh ve Braus, 2018). F. graminearum bitki patojeni in vitro kosullarda,
PDA besiyerinde spor iliretmezken gesitli stres kosullar ile karsilastiginda spor tiiretimini
gerceklestirmektedir (Wing ve dig., 1995; Leslie ve Summerell, 2006; Seifert, 2006). Bu
nedenle, Fusarium spp. ile miicadelede uygulanan antifungal ajanin meydana getirdigi stres
sonucu spor Uretiminin gézlenmemesi oldukca 6nemlidir. OH grubuna sahip terpenoidlerin
hidrojen baglar1 olusturarak hidrofobik yap1 sayesinde hiicre ve organel zarlarinin
gecirgenligini etkiledikleri de bilinmektedir. Isik mikroskopisi goriintiileri incelendigi zaman,
F. graminearum PH-1 referans susunda kontrol ve deney gruplarinin PDA besiyerinde linalool
konsantrasyonu artisi ile strese bagl olarak organellerde ve hiicre yapisinda sisme, miselyum
yapisinda kalinlasma ve klamidospor-benzeri yapilarin gelistigi ortaya konmus ancak olgun
spor yapilar1 gozlenmemistir. Kontrol grubuna gore 1Cas, ICso ve 1Css dozlarinda sirasiyla
%27,8; %58,1 ve %81,1 oraninda misel ¢aplarinda artis oldugu ortaya konmustur. Okaliptus
yag1 ile yapilan bir ¢alismada, konsantrasyon artisi ile zar biitiinliigii bozulmasimin F.
oxysporum’da baglantili oldugu, sismis ve atipik klamidospor yapilarinin olustugu ortaya
konmustur (Arango ve dig., 2011). Gao ve dig. (2016) monoterpen olan timoliin ergostrol
biyosentezine etki ederek F. graminearum’da membran biitinliigiinic bozdugunu
belirlemislerdir. Ayrica yapilan c¢alismalar, zar bilesenlerinin kiral bilesenler icermesinden
Otiirli, izomer yapilarina sahip monoterpenler ile etkilesimde izomerler arasi etkinin de farklh
olabilecegini gdstermistir (Bernardini ve dig., 2009). Dambolena ve dig., 2008’da yaptiklari
calismada mentol monoterpeni uygulanmis F. verticillioides susunda membran yapisini
bozdugunu (+)-mentoliin (-) mentole gore zar lipidleri ile etkilesiminin ise daha gii¢lii oldugunu
ortaya koymustur. Yapilan tez ¢aligmasi sirasinda linalool konsantrasyonundaki artigin yol
actigl miselyum kalinlagmasi ve klamidospor-benzeri yapt olusumu, hiicre membran

yapisindaki bozulmay1 isaret etmektedir. Ticari olarak satin alinan linalool (Sigma Aldrich,
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#L.2602) hem (S)-(+)-linalool (koriandrol) hem de (R)-(+)-linalool (lisareol) igeren rasemik bir
bilesendir. iki izoformun ayr1 ayr1 incelenememesi, tez ¢alismasinda linalooliin kiral yapilarinin

F. graminearum iizerindeki etkisinin degerlendirilmesini sinirlandirmstir.

Hidrofobik yapidaki terpenler ile yapilan dnceki ¢alismalardan farkli olarak, gergeklestirilen
tez calismasinda hiicre i¢i ROS birikimi sonucu olusan oksidatif stresin H.DCF-DA analizi ile
spektrofotometrik olarak ortaya konmasinin yani sira hiicresel diizeyde floresan mikroskopisi
ile de goriintiilenmistir. F. graminearum PH-1 referans susunda linalool konsantrasyon artisina
paralel olarak kontrol grubuna gore 1Czs, 1Cso Ve 1C7s dozlarinda ROS’a bagli olarak yesil 1s1ma
gozlenmistir. Hiicrelerde redoks dengesi durumunda var olan ROS’un olusturabilecegi soluk
yesil 1s1ma g6z Oniline alinsa da doz artisina bagli olarak 1s1ma siddetinin  artis
spektrofotometrik Ho.DCF-DA analizi ile uyum gostermistir. Elde edilen bulgular, literatiir ile
paralellik gostermistir. Kalagatur ve dig. (2018) de yapmis olduklar1 ¢alismada esas bileseni
geraniol (%19,06) olan Palmarosa EY uygulanmis F. graminearum’da konsantrasyon artisi ile
1stma miktarinin siddetlendigini bildirmistir. Kamforun F. graminearum ve F. culmorum’da
oksidatif stres etkisini inceleyen Gazdagl ve dig. (2018), spektrofotometrik H,DCF-DA analizi
ile paralel floresan mikroskopisi ile Ho.DCF-DA analizini gergeklestirerek EY uygulamasi
sonucu yesil 1s1ma siddetinin arttigini goriintiilemislerdir. Naveen Kumar ve dig. (2016)’da
major bileseni ar-Turmeron olan zerdegal yag: ile F. graminearum’da yaptiklar1 ¢alismada,
konsantrasyon artisina paralel olarak yesil istmanin arttigini gozlemleyerek spektrofotometrik

analizlerini desteklemislerdir.

Hiicre i¢i ROS seviyesinin artist lipid sistemlerinde olusan hasarin yaninda DNA, RNA ve
proteinler de tahrip olmaktadir. Bu siireg, spor ¢imlenmesi ve biyokiitle iiretimini inhibe ederek
mantarlarda oksidatif stres aracili apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Liu ve dig., 2010;
Kalagatur ve dig., 2018). Apoptoz, mikroskobik olarak hiicrede hematoksilen-eozin ve giemsa
boyamalari ile 151k mikroskopisinde incelenebilecegi gibi Ao/EtBr, 4'-6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), propidium iyodiir, floresan izotiyosiyanat (FITC) boyalar1 ile floresan
mikroskopisinde, elektron mikroskopisinde ve faz kontrast mikroskopisinde de
incelenebilmektedir (Giiles ve Eren, 2008). Floresan mikroskopisinde hem saglikli hem de 6lit
hiicrelerin i¢ine girip DNA igerisine kenetlenerek yesil 1s1ma saglayan Ao ile sadece olii
hiicrelerin i¢ine girip DNA igerisine kenetlenerek kirmizi 1is1ma saglayan EtBr boyalarinin

kullanildig1 Ao/EtBr ¢ift boyama analizi yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontem hizli ve
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giivenilir olmasinin yaninda filamentli mantarlarda da kullanilmaktadir (Kosalec ve dig., 2013;
Leles ve dig., 2013; Gazdagh ve dig., 2018; Yorik, 2018; Teker ve dig., 2021). Yapilan tez
calismasinda linalooliin kontrollii hiicre 6liimii yoluyla etkili oldugu hiicresel diizeyde Ao/EtBr
ikili boyamastyla analiz edilmistir. Linalool konsantrasyonunun artig1 ile paralel olarak yesil
1simadan kirmizi 1simaya dogru gegisin gézlenmesi, WST-1 hiicre canlilig1 deneylerinin sonucu

ile uyumlu bulunmustur.

D1s ve i¢ mitokondriyal zarlarin gecirgenligindeki degisiklikler apoptoz ve nekroz yoluyla
hiicre 6liimiine yol agcabilmektedir. Filamentli mantarlarda apoptoz disinda otofaji ve nekroz da
gozlenmektedir. Otofajinin mantar biiylimesi, hava hif iiretimi, konid liretimi ve ¢imlenmesi ve
bitkileri enfekte etme siirecinde 6nemli bir rol istlendigi yapilan g¢alismalarda ortaya
konmustur. Farkli filamentli mantarlarla yapilan ¢alismalar, stres kosullarinda bu siirecin
otofajik hiicre 6liimii ile sonlandigini gostermistir (Pinan-Lucarré, Balguerie ve Clavé, 2005;
Veneault-Fourrey, 2006). F. graminearum’da ise otofaji stres kosullar1 altinda hiicre igi
lizozom ve vokuollerle zar yapilarinin yeniden diizenlenmesi siirecinden sorumludur (Lv ve
dig., 2017). Nekroz ise, filamentli mantarlarda hiicre zarinin ve duvarinin pargcalanmasi olarak
tanimlansa da bu konuda yeterli galisma mevcut degildir (Laporte ve dig., 2006; Aryamloo ve
dig., 2019). Tez galismasi kapsaminda linalooliin F. graminearum’da otofaji ve nekroz
mekanizmalari lizerine etkisinin arastirilmamis olmasi hiicresel 6liim mekanizmalar1 tizerindeki

etkisinin degerlendirilmesini sinirlandirmistir.

Filamentli mantarlarin oksidatif strese yanit mekanizmalar1 arasinda mikotoksin iiretiminde
artig, yapilan c¢alismalarda ortaya konmustur (Ponts ve dig., 2006; Reverberi ve dig., 2010;
Temme ve dig., 2012; Yin ve dig., 2013; Hayes ve dig., 2014; Montibus ve dig., 2015).
Antifungal ajan uygulamalarinda, tiiketilmesi hem insan hem de hayvanlar i¢in riskli ve toksik
olan mikotoksin liretiminin baskilanmasi énemlidir. Yapilan tez ¢alismasinda, linalooliin F.
graminearum PH-1 referans susunda DON mikotoksininin {iretimi tzerindeki etkisi
incelenmistir. Ticari olarak temin edilen DON standartinin TLC’deki Rf degeri 0,28 olarak
hesaplanmistir. Ayni yontemin uygulandig: farkli caligmalarda da DON Rf degeri 0,28 olarak
bildirilmistir (Gazdagh ve dig., 2018; Yoriik ve Albayrak, 2019). Kontrol ve deney gruplarinda
DON mikotoksinine ait Rf degerli (0,28) bir spot saptanmamuistir. Bu nedenle linalooliin PH-1
referans susu iizerindeki DON {iretimine etkisi analiz edilememistir. Zengin besi ortamlarinda

F. graminearum’un trikotosen iiretiminin ¢ok az oldugu Ochiai ve dig. (2007) tarafindan
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bildirmigtir. PH-1 referans susunun PDA besi ortami kiiltiirlerinde DON {iretiminin
belirlenememesinin nedeni olarak kullanilan besi ortaminin besleyici bakimindan zengin
olmasi ve susun stres kosulunda dahi TLC’de belirlenebilecek kadar DON iiretmedigini
diistindiirmiistiir. Timol ve karvakrol ile yapilan bir ¢alismada, konsantrasyon artigina bagl
olarak DON iiretiminin azaldig1 gen diizeyinde analiz edilmistir (Lahooji ve dig., 2010). Benzer
bir sekilde esas bileseni geraniol (%19,06) olan Palmarosa EY ile F. graminearum tizerinde
yapilan bir calismada (Kalagatur ve dig., 2018) konsantrasyon artisi ile DON iiretiminde diisiis
gozlemlenmistir. DON disinda ZEN ve diger tip-B trikotesenler ile yapilan ¢aligmalarda da
EY’lar ile mikotoksin iiretimi arasinda negatif bir iliski oldugunu ortaya konmustur. Bununla
birlikte, literatiirde bazi EY’larin mikotoksinleri degrede edebildigi belirtilmistir (Velluti ve
dig., 2004; Sumalan ve dig., 2013; Xing ve dig., 2014; Perczak ve dig., 2019). Tez ¢alismasi
kapsaminda DON iiretim yolagindan sorumlu enzimleri sifreleyen genlerin, gen anlatimi
diizeyindeki farkliliklarmin galisiilmamis olmasi, mikotoksin tiretiminin analiz edilmesini

sinirlandirmastir.

Gergeklestirilen yiiksek lisans tezi kapsaminda linalooliin F. graminearum PH-1 referans susu
iizerine etkileri hiicresel diizeyde gosterilmistir. Bu yiiksek lisans tezinden elde edilen bulgular,
farkli etki mekanizmalarina sahip EY’larin Fusarium spp.’deki etkilerinin hiicresel diizeyde
belirlenebilecegini ve bu bilesenlerin mikotoksin {iretimi iizerine etkilerinin incelenebilecegini
gostermistir. Bu dogrultuda yapilacak ¢alismalar sayesinde Fusarium spp. ile miicadele daha
etkin bir sekilde yonlendirilebilecektir. Ayrica gergeklestirilen yiiksek lisans tezi, linalooliin
Fusarium spp.’deki etkilerinin arastirilmasina yonelik olarak yapilacak yeni ¢alismalara temel

olusturma niteligine sahiptir.
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