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OZET

TURKIYE’DE YETISEN SWERTIA TURLERI UZERINE TAKSONOMIK VE
FITOKIMYASAL CALISMALAR

Fatmanur TUNC
Farmasotik Botanik Anabilim Dah
Tezli Yiiksek Lisans Programm
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2025
Damisman: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE
2.Damisman: Prof. Dr. Funda Nuray YALCIN

Bu ¢alismada Tiirkiye’de yetisen Swertia longifolia Boiss. ve Swertia iberica Fischer. ex
C. A. Mey. turleri Uzerinde morfolojik, mikromorfolojik, anatomik, palinolojik,

molekdler, fitokimyasal ve biyolojik aktiviteleri ¢alismalar1 yapilmustir.

Tirlerin morfolojik o6zellikleri Tiirkiye Florasindaki morfolojik karakterler ile
karsilastirmali olarak incelenmistir. Tohum, stigma, stoma, polen, nektaryum, sepal, petal
ve kapsile ait mikromorfolojik yiizey 6zellikleri SEM ile goriintiilenmistir. Anatomik
caligma kapsaminda kok, govde ve yaprak enine kesiti alinarak 6zellikleri belirlenmistir.
Palinolojik ¢alismada tdrlerin trikolporat polen tipinde oldugu gozlenmistir. TUrlere ait
DNA dizi sekanslar1 kullanilarak NCBI veri tabanindaki verilerle karsilastirilmig, Blast
program araciligiyla yakin akraba olan tiirler belirlenmis ve aga¢ dendrogramlari
olugturulmustur. Biyolojik etki ¢aligmalar1 kapsaminda in vitro antioksidan,
antimikrobiyal ve noroprotektif etkileri aragtirilmigtir. EKstrelerin BV-2 hiicre hatt1
tizerinde MTT yontemi ile sitotoksite ¢calismasi yapilmistir. Mikrodistilasyon yontemiyle
ciceklerden elde edilen ugucu bilesenler GC ve GC/MS sistemiyle analiz edilmistir.
Bitkilerin ana ekstreleri UPLC/Q-TOF-MS yontemi ile karsilagtirilmigtir. Ayrica S.
iberica iizerinden izolasyon ve saflagtirma ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. N-butanol

ekstresinden dekussatin bilesigi izole edilmistir.

Anahtar Sozcukler: Swertia, Morfoloji, Anatomi, Molekuler, Palinoloji, Biyolojik

Aktivite, Fitokimya.



ABSTRACT

TAXONOMICAL AND PHYTOCHEMICAL STUDIES ON SWERTIA SPECIES
GROWING IN TURKIYE

Fatmanur TUNC
Department of Pharmaceutical Botany
Programme in Master
Graduate School, Anadolu University, June 2025
Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE
Co-Supervisor: Prof. Dr. Funda Nuray YALCIN

Morphological, = micromorphological, anatomical,  palynological, = molecular,
phytochemical, and biological activity studies were carried out on Swertia longifolia

Boiss. and Swertia iberica Fischer. Ex C. A. Mey. species from Turkiye.

Morphological characteristics of the species were examined comparatively with
morphological characters in the Flora of Turkey. Micromorphological surface features of
seed, stigma, stoma, pollen, nectary, sepal, petal and capsule were visualized by scanning
electron microscope (SEM). Within the scope of anatomical study, cross-sections of root,
stem and leaf were specified. Palynological studies illustratedthat pollensof the were
tricolporate. Closely related species were determined by Blast program using DNA
sequences and tree dendrograms were created. Within the scope of biological effect
studies in vitro antioxidant, antimicrobial and neuroprotective effects were evaluated.
Cytotoxicity study of the extracts was performed on BV-2 cell line using the MTT
method. Essential oils from flowers were obtained by microdistillation and analysed by
GC and GC/MS. Plant extracts were compared by UPLC/Q-TOF-MS according their
polarity. In addition, isolation and purification studies were carried out on S. iberica
extract. Decusatin compound was isolated from n-butanol extract. The structure of the
compound was elucidated by MS, *H, and 3C NMR.

Keywords: Swertia, Morphology, Anatomy, Molecular, Palynology, Biological Activity,
Phytochemistry.
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1 GIRIS VE AMAC

Tarihsel siire¢ incelendiginde, bitkilerin hastaliklarin tedavisinde basvurulan ilk dogal
kaynaklar arasinda yer aldig1 gériilmektedir. ilk caglardan itibaren bitkiler yalnizca tibbi
amagclarla degil; beslenme, baharat tretimi, kozmetik ve parfim endustrisi, tekstil Gretimi

ve barinma gibi ¢esitli ihtiyaglarin kargilanmasinda da kullanildigi goriilmektedir.

Su anda bilinen, tanimlanmis ve kabul edilmis bitki tiirlerinin sayis1 yaklagik 374.000
olarak tespit edilmistir. Her yilda yaklasik 2000 bitki tiirii yeniden tespit ediliyor (1).
Tibb1 bitkiler ve bitki kaynakli ilaglar, tiim diinyada geleneksel kiiltiirlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tim damarli bitkilerin yiizde onu tibbi bitki olarak kullanildig:
bildirilmistir (2). Diinya Saglik Orgiitii tarafinda yapilan bir calismada diinyada tibb1 bitki
olarak kullanilan bitkiler ve kullanildig: iilke bilgilerinin yer aldigi listede 20.000’den
fazla tiir dahil edilmistir. Cin Halk Cumhuriyeti'nde yetisen 35.000 bitki tiiriinden
5.000'nin Cin Geleneksel Tibbi’nda ilag olarak kullanildig1 bilinmektedir. NAPRALERT
(Natural Products Alert) veritabaninda yer alan 33.000 bitki tiirlerinin 9.200’nin sadece
etnomedikal olarak kullanildigi bildirilmistir (3,4). Dogal ilaglarin ticarilesmesiyle
birlikte, bitkiler ve bitkisel iirlinler tizerine yapilan bilimsel arastirmalarin sayis1 giderek

artmaktadir.

Dinyada Gentianaceae familyas1 289 cins, 6410 tiir, 8822 takson ile temsil edilmektedir.
Bu familyaya ait Swertia L. cinsi de 172 takson ile temsil edilen biylk bir gruptur (5).
Turkiye de ise bu familyaya ait 8 cins, 29 tur, 44 takson ile temsil edilir; Swertia cinsine

ait ise 2 tiir bulunmaktadir: S. iberica ve S. longifolia (6).

Familyada yer alan tiirler, siis bitkisi olarak yetistirilmelerinin yani sira, diinya genelinde
farkli geleneksel tedavilerde yaygin sekilde kullanilan bitkiler arasinda yer almaktadir.
Bu 0Ozellikleri nedeniyle, Gentianaceae familyasi hem ticari hem de tibbi agidan 6nemli

bir yere sahiptir (7).

Swertia L. cinsinin dogal yayilis alani Asya, Afrika, Avrupa, Kuzey Amerika ve
Avustralya kitalaridir. Diinya genelinde genis yayilim gosteren kozmopolit bir cinstir (5).
Bu cinse ait pek ¢ok tiir geleneksel ve modern tipta ¢esitli rahatsizliklarm tedavisinde
kullanilmaktadir. Ozellikle Asya iilkelerinde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ¢ok sik
kullanilmaktadir. Cok fazla Swertia turunin farkli farmakopelerde yer aldigi
bilinmektedir. S. mileensis T.N.Ho & W.L.Shih, 1985’ten beri Cin Farmakopesinde

kayitli olmastyla beraber Cin geleneksel tibbinda, Swertia cinsinin yaklasik 20 tiirii gesitli
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rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (8-10). S. chirata (Roxb.) H. Karst. Hint
Farmakope’sinde yer alir (11,12). Ayrica pek ¢ok tiir Hint geleneksel tip sistemlerinden
olan Ayurveda, Siddha ve Unnani tibbinda da kullanilir (13). S. japonica (Schult.)
Makino Japon Farmakope’sinde yer alir. Japon Farmakope’sinde g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde tentiir olarak hazirlanarak recete edildigi goriilmektedir (14). Bununla beraber
Ingiliz ve Amerikan Farmakopesi’nde de infiizyon ve dekoksiyon yontemi kullanilarak

hazirlanan gesitli formilasyon ve regeteler yer alir (13).

Bu tezin amaci iilkemizde Gentianaceae familyasinda yer alan Swertia cinsini temsil
eden S. iberica ve S. longifolia tirleri tizerinde morfolojik, mikromorfolojik, anatomik,
palinolojik ve molekiiler calismalar yiiriiterek iki tiirlin Farmasotik Botanik yonden
detayli sekilde incelenerek literatiirdeki kisith ¢alismalara katki saglamaktir. S. iberica
ve S. longifolia bitkilerinin ugucu yag bilesenleri belirlenip, ekstreleri hazirlanip in vitro
antioksidan ve antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. S. iberica tir( (zerinde
kromatografik caligmalar yiiriiterek izole edilen bilesiklerin ve ekstrelerinin ndroprotektif

etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir.



2 KAYNAK BILGiSi

2.1 Gentianaceae Familyasi

Gentianaceae Juss. familyas: diinyada 289 cins, 6410 tir, 8822 takson ile temsil edilir
(5). Gentianales ordosunun tip familyasidir. Bu familyada yer alan bitkilerin ¢ogunlugu
monokarpik ve ¢ok yillik otsu bitkiler olmakla beraber, cali, agag, liana ve epifitik
ornekleri de bulunmaktadir (15). Diinya genelinde genis bir dagilima sahip olan
kozmopolit bir familyadir (Gorsel 1.1). Iliman ve tropikal bolgelerde fazla gesitlilk
gostermektedir. Bununla beraber artrik ve subtropikal bolgeler, savan, ¢ayirlik ve sulak
alanlarda yetismektedir. Diinya genelinde sadece Antartika kitasinda yer almamaktadir
(15-19). Familyaya ait en biiyik 3 cins olan; 357 tiir ile Gentiana, Iliman Asya kitasinda
ozellikle Cin‘de yiiksek rakimli daglarda; 316 tiir ile temsil edilen Gentianella Iliman
Giliney Amerika kitasinda 6zellikle And Daglarinda; 172 tiir ile temsil edilen Swertia cinsi
ise daha ¢ok Asya kitasinda dagilim gostermektedir (5, 15, 19, 20). Familyada yer alan
tiirler siis bitkisi olarak yetistirilmekle beraber halk arasinda yaygin kullanim olan tibb1

bitkilerde yer almaktadir. Bu nedenle ticari ve tibbi 6nemi olan bir familyadir (7).

Tiirkiye’de ise bu familya 8 cins, licl endemik olmak Uzere 29 tir, 44 takson ile temsil
edilmektedir (6,21). Tirkiye de yer alan taksonlarin Karadeniz, Ege ve Akdeniz
bolgesinde yogunlasmustir (Gorsel 1.2).

Gorsel 1.1

Gentianaceae Familyasinin Diinyada Dagilimi (22)

Kaynak: GBIF- https://www.gbif.org/species/2503. Erigim tarihi: 21.01.2025.



Gorsel 1.2

Tiirkiye 'de Gentianaceae Familyasimin Dagilimi (22)

Kaynak: GBIF- https://www.gbif.org/species/2503. Erisim tarihi: 21.01.2025.

Gentianales ordosunda 5 familya yer almaktadir: Apocynaceae (992 cins), Gelsemiaceae
(9 cins), Gentianaceae (289 cins), Loganiaceae (59 cins), Rubiaceae (1383 cins) (5, 23).
Gentianaceae familyasi ilk kez Fransiz botanik¢i Antoine Laurent de Jussieu tarafindan
1789 yilinda tanimlanmustir (5,16). Bu familya ismini tip cinsi olan Gentiana’dan
almaktadir (23). “’Flora of Turkey and the East Aegean Islands’’ kitabinda 6. Ciltte yer

alan botanik tanimlamalar su sekildedir:

“Tek, iki ve ¢ok yillik otsu bitki. Yapraklar glabrus (tlysuz), diz, genellikle tabanda
rozet yapraklar, govde yapraklar genellikle opposit (karsilikli) ve sesil (sapsiz), siklikla
tabanda govdeye bitisik. Cigekler 4-8 pargali, aktinomorfik. Kaliks derince pargalanmis.
Korolla loplar1 tomurcuk seklinde kivrilmig, genelikle glabrus (tiiysiiz). Stamenler
korolla tublnun i¢inde; (stamenler epipetaldir yani stamenler petallere bagli) anterler
tabanda hafifce kordat (kalpsi), bazifiks (tabandan bagli) veya nadiren versatil (hareketli).
Ovaryum tist durumlu (hipogin), tek gozlii (unilokular), iki parietal plasentali (¢evresel

plasentalanma), cok ovilli. Meyve 2 valv (kapak, agiklik, goz) ile agilan kapsiil (21).”


https://en.wikipedia.org/wiki/Antoine_Laurent_de_Jussieu
https://en.wikipedia.org/wiki/Antoine_Laurent_de_Jussieu

Gorsel 1.3
Gentianaceae Familyasinin Morfolojik Ozelliklerinin Modellenmesi (24)

Gentianaceae Familyasimin Ozellikleri

calycosa

Kaynak: F. Mirzaee et. al., Journal of Traditional and Complementary Medicine 7 (2017) 400-408.

Tirkiye Florasi 6. cildinde Gentianaceae familyasi 7 cins ile temsil edilmektedir:
Gicendia (Cicendia) Adanson, Blackstonia Hudson, Centaurium Hill, Gentiana L.,
Gentianella Moench, Lomatogonium A.Br., Swertia L. Giincel verilere gore Tiirkiye’de
bu familyaya ait Schenkia cinsinde tek tir olan Schenkia spicata (L.) G. Mans. ile temsil
edilmektedir. Centaurium spicatum tur Schenkia cinsine aktarilarak Schenkia

spicata olarak adlandirilmistir (5,6,16,25).
Cins Tayin Anahtan
1. Korolla =+ rotat, tiip loblardan ¢cok daha kisadir.
2. Cicekler 6-8 pargali; korolla loblarinda nektaryum yok 2. Blackstonia
2. Cicekler 4-5 pargali; korolla loblarinda 1-2 fimbriath nektaryumlar var
3. 10 cm'ye kadar, ince, bir yillik 6. Lomatogonium

3. 90 cm'ye kadar, kalin, ¢ok yillik 7. Swertia



1. Korolla infundibular-hipokrateriform (korolla yayik laminali boru seklinde), tupsu,

loblar esit veya daha uzundur.
4. Stilus ince, belirgin

5. Stilus tam, stigma peltat; kaliks yaklasik 1/3'e kadar boliinmiis; anterler agildiktan

sonra dénmez 1. Gicendia

5. Stilus bifid, stigma 2; kaliks neredeyse tabana kadar boliinmiis, anterler agildiktan

sonra spiral olarak déner 3.Centaurium
4. Ovaryum tepede kisa, sert stilusa daralir veya stigma sesil

6. Korolla loblar1 tiiysiiz, genellikle ana loblar arasinda ikincil loblar (plicae, kivrim)

bulunur 4. Gentiana
6. Korolla loblar1 genellikle silli, ikincil loblar eksik 5. Gentianella
2.2 Swertia L. Cins Ozellikleri

Swertia cinsi ismini bu grupta yer alan bitkilerin resimlerinin editérii ve cins yazari olan
Hollandali bahgivan Emanuel Swert’den dolay1 bu ismi almistir (26). Gentianaceae
familyasmin 3. biiyiik cinsi olan bu cins Tiirkiye’de 2 tiir ile temsil edilmektedir: S.

iberica ve S. longifolia. (6,16)

Bu cins, diinya genelinde genis bir yayilima sahip olup Afrika, Avrupa, Asya, Kuzey
Amerika ve Avustralya kitalarinda dogal olarak dagilmaktadir (Gorsel 2.1). Tiirkiye’de
ise Kuzeydogu ve Dogu Anadolu bolgelerinde yetismektedir (Gorsel 2.2) (5,27). Cinsin
genig bir cografi dagilima sahip olmasi, morfolojik karakterler arasinda belirgin
farkliliklarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Tiirkiye Florasinda bu cinse ait

morfolojik karakter su sekilde tanimlanir:

“Kalin ¢ok yillik otsu. Govde basit, dik, 90 cm. Cicek durumu dar piramidal,
rasemiform simoz dalli. Cigekler 4-5 pargali. Kaliks tabana kadar boliinmiis; loblar
linear-lanseolat. Korolla rotat, sarimsi, mavimsi veya morumsu, daha koyu ¢izgili veya
damarly; loblar eliptik, akut, her lobda tabana yakin 1 veya 2 fimbriath, nektaryum
bulunur. Anterler bazifiks, sagitat. Stigma sesil, 2 loblu, ovaryuma bagl degil. Kapsul
2 kapakl, tek lokiilli.””



Gorsel 2.1
Swertia Cinsinin Diinyada Dagilimi (22)

Kaynak: GBIF- https://www.gbif.org/species/2503. Erisim tarihi: 21.01.2025.

Gorsel 2.2
Swertia Cinsinin Tiirkiye 'de Dagilimi (22)

Kaynak: GBIF- https://www.gbif.org/species/2503. Erigim tarihi: 21.01.2025.

Swertia cinsine ait tiirlerin tayin anahtari (Flora of Turkey) (21)

1. Govde vyapraklar1 alternan; bazal yapraklarithizlica petiole dogru attenuat;

nektaryumlar her bir korolla lobunda ¢ift 1. S. iberica

1. Govde yapraklar1 opposit; bazal yapraklarityavasca petiole dogru attenuat; her korolla
lobunda tek nektaryum 2. S. longifolia



2.3 S. iberica Fischer ex C. A. Mey. (Safraca) tur ozellikleri (Flora of Turkey, 6. Cilt)
S. iberica Fischer ex C.A.Meyer, Beitr. Pfl Russ. Reichs 6:61 (1849).

Sinonim: S. stigmantha C. Koch in Linnaea 23:586 (1850); S. balansae Boiss., Fl, Or. 4:
78 (1875); S. punctata sensu Boiss., loc. cit. (1875) non Baumg. (1816); S. caerulea
Hausskn., ms. (1890) non Royle (1836); S. haussknechtii Gilg ex Pissjauk. in Not. Syst.
(Leningrad) 1964:276 (1964)! Map 18, p. 191.

Govde 65-90 cm, siklikla morumsu renkte. Taban yapraklart 10-25x4-11 cm, genis
eliptik-dar ovat, + hizlica daralmis, petiyol 15 ¢cm; gévde yapraklari gogunlukla alternan,
nadiren subopposit, dar, alt yaprak sapl, tist yaprak sesil. Cicek durumu spikat,
kesintisiz, siméz daralmis. Cicekler ¢ogunlukla 5 pargali. Kaliks + tabana kadar
bolinmiis, loblar linear-lanseolat, 5-8 mm. Korolla loblar1 11-15 mm, beyazimsi, soluk
miirekkep mavisi veya kirmizimsi mor, genellikle daha koyu mavi veya mor ¢izgilli veya
damarli; tabana yakin, ¢ift, fimbriatlh nektaryumlu. Kapsil yaklasik 10 mm, dar
eliptik. Ciceklenme zamam 7-8. Habitat Picea ve Alnus ormanlarmin st
kesimlerindeki dere kenarlari. Rhododendron c¢aliliklari, alpin c¢ayirlar1  ve
batakliklar1, 1600-2700 m. Karadeniz (Dag)(Euxine) elementi. Avrupa S. perennis L.

tirdyle benzerlik gostermektedir.
Lektotip ornegi: [USSR] prope pagum Kobi, 1000 hexaped. fc. 2000 m], 4 ix 1843,
Kolenati 1181 (LE).

Yayihs: Baslica Kuzeydogu Anadolu. A7 Giresun: Yavuzkemal yakiinda, 1600 m, D.
20738! Trabzon: Tasli Ova, 2285 m, Balls 560! A8 Trabzon: Soganli Dagi'nin kuzey
yakas1 Caykara Ust(i, 2000-2200 m, D. 32145! Rize: ikizdere, Baltas Tepesinden Haros'a
Daglari, 2700 m, D. 20958! Coruh: Murgul iizeri Sevval Tepe, 1600 m, D. 32246! A9
Coruh: Ardanug, Kutul Yaylasi., 2200 m, 5.8.1966, Steinerl B7 Erzincan: Sipikor Da.,
Sint. 1890:3175 (S. haussknechtii tipi).

Tiirkiye’de Artvin, Erzincan, Giresun, Rize, Trabzon sehirlerinde dagilim gostermektedir

(Gorsel 2.3).



Gorsel 2.3
S. iberica’min Tiirkiye’'de Yayilhs Gosterdigi Kareler: A7, A8, A9, B7 (27)

( N
[ )
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Kaynak: Tiibives. http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php. Erisim tarihi: 19.05.2025.

Swertia iberica Fischer ex C. A. Mey. tirinin sistematikteki yeri
Alem: Plantae

Sube: Streptophyta

Simf: Equisetopsida

Altsimf: Magnoliidae

Takim: Gentianales

Family: Gentianaceae

Cins: Swertia

Tur: Swertia iberica Fischer ex. C. A. Mey.

2.4 S. longifolia Boiss. (Uzun Safraca) tur 6zellikleri (Flora of Turkey, 6. Cilt)
S. longifolia Boiss., Diagn. ser. 1(5):90 (1844).

Sinonim: S. auclwri Boiss., loc. cit. (1844); S. persica Griseb. in DC, Prodr. 9: 132
(1845). Ic: Jaubert & Spach. I11. PL Or. 3: t. 235 (1848). Map 18, p. 191.

S. iberica'ya benzeyen ancak bazal yapraklar1 30x4-5 cm, daha uzun ve dar, dar spatulat,
eliptik-spatulat, yavasga petiyole dogru attenuat, govde yapraklar: opposit, sesil, tabanda
yaklasik 2 mm birlesmis, farkli seviyelerde gruplanmis, 4 parcali gicek, kesintisiz gicek
durumu ve soluk saridan sarims1 beyaz korolla, her bir lob fimbriath tek nektaryumlu.

Ciceklenme zamam 7-9. Habitat dere kenarlari, sulak alanlar, 1750-3290 m. Hirkan-



Karadeniz (Dag)(Hyrcano-Euxine) elementi. Afganistan ve Pamir-Alai'den S. lactea

Bunge tird ile benzerlik gosterir.

Tip ornegi: [N. Iran] in Persiae alpibus Elamout (Alamut), Aucher 4960 (holo. G, iso.
W).

Yayihis Dogu Anadolu. B6 Maras: Binboga Dagi, Isik Dagi iizerinde, Karli Yaylasi {istii,
2200 m, D. 20011! B7 Erzincan: Erzincan’in Refahiye yoniine dogru 52 km'yi gectikten
sonra, 2000 m, Rech. 15183! B8 Giimiisane: Askale- Bayburt, Kop Dagi kuzey tarafi,
2250 m. Hub.-Mor. 15630. Erzurum: Kop Dagmin dogu tarafi gectikten sonra, 2300 m,
Buttler 14302! B9 Van: Hosap, Kepir Dagi, 2900 m, D. 23330! B10 Kars: 1gdir
(Grossheim 7: map 231). C9 Hakkari: Kara Dag, 3290 m, D. 24441! C10 Hakkari: Cilo
Dagi, Resko vadisi, 2000 m, Graham (Buncan &Tait 238)!

Tirkiye’de Igdwr, Hakkari, Erzincan, Erzurum, Kahramanmaras, Van, Bayburt
sehirlerinde dagilim gostermektedir (Gorsel 2.4).

Gorsel 2.4
S. longifolia 'min Tiirkiye 'de Yayihs Gosterdigi Kareler: B6, B7, BS, B9, B10, C9, C10 (27)

< N ey
,w{;:

— /_J/
7 } e
[~ 0 s G [

Kaynak: Tibives. http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php. Erisim tarihi: 19.05.2025.

Swertia longifolia Boiss. trtnin sistematikteki yeri
Alem: Plantae

Sube: Streptophyta

Sumf: Equisetopsida

Altsimf: Magnoliidae
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Takim: Gentianales

Family: Gentianaceae

Cins: Swertia

Tur: Swertia longifolia Boiss.

2.5 Swertia Cinsinin Geleneksel Kullanim

Diinya genelinde kozmopolit bir yayilis gosteren Swertia cinsi 6zellikle Hindistan ve Cin
geleneksel tibbinda genis bir kullanimi olan bitkiler igermektedir. ingiliz, Amerikan, Cin,
Japonya ve Hindistan Farmakope’lerinde tentiir, inflizyon ve dekoksiyonlar1 hazirlanarak
kullanilan 6nemli tibb1 bitkiler olarak tanimnmistir. Ayurveda, Siddha ve Unani gibi Hint
geleneksel tibbi sistemlerinde ve Tibet tibbin da belgelenmistir. Swertia tirlerinin

geleneksel kullaniliglar1 Tablo 1.1°de 6zetlenmistir. Tiirkiye’de dagilim gosteren 2 tur

icin geleneksel kullanima dair bilgiye rastlanmamustir.

Tablo 1.1
Swertia Tiirlerinin Geleneksel Kullanim
Bitki turu Kullanilan | Kullanim Sekli Kullanilan Hastalik/Durum Ulke Ref
Kisim *

S. chirayita | Tum bitki, | Maserasyon, Sitma, oOksiirtik, soguk | Nepal, Hindistan, | 28,
(Roxb.) H. | kok, dekoksiyon, algmligi, bas agnsiy, ates, | Cin 29,
Karst. (Syn: | tohum, macun, kok suyu, | karaciger rahatsizliklari, 31,
S. toprak Ustl | ekstre diyabet, eklem agrilari, uyuz, 32,
chirata Buch | kismu ¢iban, GIS rahatsizliklarinda, 36,
~Ham. ex anemi, bronsiyal astim, cilt 44
Wall.) hastaliklar, kurt, epilepsi,

iilser, idrar  yetersizligi,

hipertansiyon, safra

salgilanmast, kanin

temizlenmesinde, mide

rahatsizliklarinda tonik olarak

kullanilir.
S. cordata | Yaprak, Dekoksiyon, GIS ve karaciger | Hindistan 37
(Wall. ex G. | gicek, inflizyon rahatsizliklari, ates,
Don) C.B. | toprak usti antihelmentik olarak kullanilir.
Clarke kismi
S. Tum bitki, | Dekoksiyon, kok | Sitma, oksiiriik, soguk | Nepal, Hindistan | 28,
angustifolia | kok suyu algmhg, GIS ve safra 39,
Buch.-Ham. rahatsizliklarinda kullanilir. 45
ex D.Don
S.  ciliata | Tum bitki | Dekoksiyon Oksiiriik, soguk  algmligi, | Nepal 28,
(D.Don  ex ateste kullanilir. 44
G.Don) B.L.
Burtt

11




Tablo 1.1

(Devam) Swertia Tiirlerinin Geleneksel Kullanimi

Bitki turu Kullanilan | Kullanim Sekli Kullanilan Hastalik/Durum Ulke Ref
Kisim *

S. deltatavar | Tim bitki | Macun,  ekstre, | Eklem agrilari, uyuz, ates, bas | Nepal 28

pilosa C.B. inflzyon agrisinda kullanilir.

Clarke

S. Tim bitki, | Macun, Yara iyilestirici, ates, Oksiirtik, | Nepal, Cin, | 28,

multicaulis toprak Ustli | dekoksiyon soguk alginhigi ve anthelmintik | Hindistan 33,

D. Don kismi, kok, olarak kullanilir. 44,
yaprak 45

S. nervosa | Tum bitki, | Ekstre, GIS rahatsizliklari, cilt | Nepal 28,

(Wall. ex G. | kok dekoksiyon, hastaliklari, sitmada kullanilir. 46

Don) C.B. macun

Clarke

S. paniculata | Tim bitki, | Dekoksiyon Tonik olarak, ates, sitma, | Nepal 28,

Wall. yaprak, karaciger rahatsizliklari, 40
kok diyabette kullanilir.

S. Tum bitki | Macun Bag agrist Nepal 28

pedicellata

Baneriji

S. racemosa | Tum bitki, | Dekoksiyon, Tonik olarak, ates, Oksiiriik, | Nepal 28,

(Wall. ex | yaprak, macun egzama, sivilce, sarilikta 42,

Griseb.) C.B. | gévde kullanilir. 43

Clarke

S. mussotii Toprak - Hepatit, kolesistit, safra kesesi | Cin 29,

Franch. st kismu hastaliklarinda kullanilir. 35

S. japonica | Toprak Ekstre, bitki ¢ayi, | GIS bozuklarinda, diyabet | Japonya 31,

Makino iistii kismu | dekoksiyon tedavisinde kullanilir. 34

S. alata C.B. | Tum bitki | - Tonik ve ates diisiiriicii olarak | Hindistan 11,

Clarke ve diyabet tedavisinde 41

kullanilir.

S. densifolia | Kok Kok suyu Clizzamda kullanilir. Hindistan 38

(Griseb.)

Kashyapa.

S.  hookerii | Kok - Sarilikta kullanilir. Hindistan 44

C.B. Clarke

S. Tim bitki | - Ishal, ates, sarilik, diyabet, | Hindistan 47,

corymbosa iltihaplanma ve sinir 48

(Griseb.) bozukluklarmm  tedavisinde

Wight  ex. kullanilmustir.

C.B.Clarke

*Ref: Referans
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/medicinal-plant
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/medicinal-plant

2.6 Swertia Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Gentianaceaea familyasi kimyasal icerik olarak baslica irioditleri icerir ve bu
bilesiklerden kaynakli olarak bitkilerin tatlar1 acidir (49). Bu familyada yer alan Swertia
cinsinden ise simdiye kadar izole edilen bilesik smiflar1 iridoitler, sekoiridoitler,
ksantonlar, lignanlar, alkaloitler, flavonoitler ve triterpenoitlerdir. Pant ve arkadaslari
(2000) tarafindan yapilan bir derleme ¢alismasinda 41 farkli Swertia tirlerinden 164
bilesik izole edildigi tespit edilmistir (50). Swertia tiirlerine ait yapilmis izolasyon
caligmalari, maddelerin kimyasal yapilarina gore gruplandirilmistir ve Tablo 2.1 ile Tablo
3.6 araliginda verilmistir. Fitokimyasal ¢calisma sonuglarina gore en ¢ok rastlanan madde
grubu ksantonlar, sekoiridoitler ve flavon C-glikozitleri oldugu goriilmiistiir. Swertia'dan
izole edilen baslica ksanton bilesikleri bellidifolin, mangiferin, dekussatin, swerchirin ve
swertianin; sekoiridoit bilesikleri swertiamarin, swerosit, amarogentin, amaroswerin ve
gentiopikrozit; flavon C-glikozitleri ise izoorientin ve izoviteksindir. Bu bilesikler,
Swertia tiirlerinin farmakolojik 6zelliklerinin arastirmasinda ¢ok fazla incelenmistir.

Tablo 2.1
S. iberica ve S. longifolia Tiirlerine Ait Izole Edilen Bilesikler

Bitki Bilesik simifi Bilesik Referanslar

S.  iberica | Ksanton Swertiaperenin 50-56
Fischer ex.
C. A. Mey.

Dekussatin
Gentiakochianin
Norswertinin
Izogentiakochianin
Swertiaiberin
Mangiferin

1-0-B-D-Glukopiranosil-3,7,8-
trihidroksiksanton

1-0-B-Primeverosil-3,7,8-
trimetoksiksanton

1-0-Primeverosil-3,7-8-
trihidroksiksanton

Bellidifolin

S. longifolia | Sekoiridoit Swertiamarin 51-57
Boiss.

Gentiopikrozit

13



Tablo 2.1

(Devam) S. iberica ve S. longifolia Tiirlerine Ait Izole Edilen Bilegikler

Bitki

Bilesik sinifi

Bilesik

Referanslar

Ksanton

1,5-Dihidroksi-3-metoksi-6-O
primeverosil ksanton
8-Hidroksi-3,5-dimetoksi-1-O
primeverosil ksanton
izobellidifolin

Bellidin

Gentisein

Gentiakaulein

Swerchirin

Swertiaperenine

52,53

2.6.1 Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Major Bilesik Gruplarn

2.6.1.1 Sekoiridoitler

Tablo 3.1

Sekoiridoit Bilesiklerinin Kimyasal Yapisi

Bilesikler

Yapr* (58)

Swertiamarin

14




Tablo 3.1
Sekoiridoit Bilesiklerinin Kimyasal Yapisi

Bilesikler Yapr* (58)

Swerosit

Amarogentin

Amaroswerin

Gentiopikrozit

Kaynak: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
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Tablo 3.2

Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Sekoiridoit Bilesikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

Swertiamarin

S. longifolia Boiss.

S. angustifolia Buch.-Ham. ex
D. Don

S. angustifolia var. pulchella
(D. Don) Burkill.

S. bifolia Franch.

S. bimaculata (Siebold &
Zucc.) C. B. Clarke

S. binchuanensis T.N. Ho&
S.W. Liu

S. chirayita (Roxb.) H. Karst.
(Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex
Wall.)

S. ciliata (D.Don  ex
G.Don)B.L.Burtt

S. cincta Burkill.
S. cordata Wall. ex G. Don

S. corymbosa (Griseb.) Wight
ex. C.B. Clarke.

S. davidi Franch.
S. decora Franch.
S. delavayi Franch.

S. densifolia (Griseb.)
Kashyapa.

S. dilatata C. B. Clarke.

S. diluta (Turcz.) Benth. &
Hook.f.

S. erythrosticta Maxim.

S. franchetiana Harry Sm.

S. japonica Makino

S. kouichensis Franch.

S. lawii Burkill.

S. macrosperma C. B. Clarke.

S. mileensis T.N. Ho & W.L.
Shih

S. minor (Griseb.) knobl.
S. mussotii Franch.

S. nervosa (G. Don) C. B.
Clarke.

51,59-72
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Tablo 3.2

(Devam) Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Sekoiridoit Bilesikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

Swerosit

S. angustifolia Buch.-Ham. ex
D. Don

S. bimaculata (Siebold &
Zucc.) C. B. Clarke

S. calycina Franch.

S. chirayita (Roxb.) H. Karst.
(Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex
Wall.)

S. ciliata (D.Don  ex
G.Don)B.L.Burtt

S. cincta Burkill.

S. fasciculate T.N. Ho & S.W.
Liu

S. franchetiana Harry Sm.

S. japonica Makino

S. macrosperma C. B. Clarke.

S. mileensis T.N. Ho & W.L.
Shih

S. nervosa G. Don) C. B.
Clarke.

S. paniculata Wall.
S. pseudochinensis H. Hara.

S. pubescens Franch.

65,70-75

Amarogentin

S. angustifolia Buch.-Ham. ex
D. Don

S. binchuanensis T.N. Ho&
S.W. Liu

S. chirayita (Roxb.) H. Karst.
(Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex
Wall.)

S. cordata Wall. ex G. Don
S. japonica Makino

S. mileensis T.N. Ho & W.L.
Shih

S. pseudochinensis H. Hara.
S. punicea Hemsl.

S. nervosa (G. Don) C. B.
Clarke.

S. paniculata Wall.

63,71,76-78
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Tablo 3.2

(Devam) Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Sekoiridoit Bilesikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

Amaroswerin

S. chirayita (Roxb.) H. Karst.
(Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex
Wall.)

S. japonica Makino
S. pseudochinensis H. Hara.

S. punicea Hemsl.

63,71,78

Gentiopikrozit/Gentiopikrin

S. bimaculata (Siebold &
Zucc.) C. B. Clarke

S. binchuanensis T.N. Ho&
S.W. Liu

S. calycina Franch.

S. chirayita (Roxb.) H. Karst.
(Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex
Wall.)

S. cincta Burkill.

S. ciliata
G.Don)B.L.Burtt

S. fasciculate T.N. Ho & S.W.
Liu

(D.Don  ex

S. franchetiana Harry Sm.
S. japonica Makino
S. macrosperma C. B. Clarke.

S. mileensis T.N. Ho & W.L.
Shih

S. mussotii Franch.

S. nervosa (G. Don) C. B.
Clarke.

S. pseudochinensis H. Hara.

S. pubescens Franch.

64,65,70,72,74,75,79-81
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2.6.1.2 Ksantonlar

Tablo 3.3

Ksanton Bilesiklerinin Kimyasal Yapist

Bilesikler Yapr* (58)

Mangiferin (2-C-p-D-glukopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroksiksanton)

Bellidifolin (Desmetilbelliddifolin)

Dekussatin (1-hidroksi-3,7,8- trimetoksi ksanton)

Swertianin (1,2,8-trihidroksi-6-metoksiksanton)
(gentiakochianin)

H H
0 0 0
0,
\‘O' O 0 O
Swerchirin (Metilbellidifolin)
H 0 o 0 H
\"O O 0 ‘
0 ~
™~

Kaynak: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
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Tablo 3.4
Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Ksanton Bilesikleri

Bilesikler Bitkiler Referans

Mangiferin (2-C-g-D- | S. angustifolia 54,61,65,71,72,76,82-85
glukopiranosil-1,3,6,7- .
tetrahidroksiksanton) var. pulchella (D. Don) Burkill.
S. bifolia Batalin.

S. bimaculata (Siebold & Zucc.) C.
B. Clarke

S. chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn:
S. chirata Buch.-Ham. ex Wall.)

S. corymbosa (Griseb.) Wight ex.
C.B. Clarke.

S. ciliate (D. Don ex G. Don)
B.L.Burtt

S. cincta Burkill.

. cordata Wall. ex G. Don

. davidi Franch.

. delavayi Franch.

. densifolia (Griseb.) Kashyapa.
. dilatata C. B. Clarke.

. erythrosticta Maxim.

. franchetiana Harry Sm.

. kouichensis Franch.

. lawii Burkill.

. macrosperma C. B. Clarke.

. mindr (Griseb.) knobl.

. mussotii Franch.

. nervosa (G. Don) C. B. Clarke.
. paniculata Wall.

. pubescens Franch.

mw 0O O unu uOu unu O unu O 0 mu unu mu unu umu m

. punctata Baumg.
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Tablo 3.4

(Devam) Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Ksanton Bilegsikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

Bellidifolin
(Desmetilbelliddifolin)

S. binchuanensis T.N.Ho&S.W. Liu

S. chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn:
S. chirata Buch.-Ham. ex Wall.)

S. ciliata (D.Don ex
G.Don)B.L.Burtt

S. corymbosa (Griseb.) Wight ex.
C.B. Clarke.

S. davidi Franch.

S. franchetiana Harry Sm.
S. japonica Makino

S. macrosperma C. B. Clarke
S. mussotii Franch.

S. pseudochinensis H. Hara.
S. pubescens Franch.

. punctata Baumg.

. punicea Hemsl.

. speciosa Wall.

. alata C.B. Clarke.

w 0 unu um

35,54,63,67,86-91

Dekussatin

. alata C.B. Clarke

. bifolia Batalin.

. decora Franch.

. franchetiana Harry Sm.

. macrosperma C. B. Clarke

. nervosa (G. Don) C. B. Clarke
. punicea Hemsl.

. chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn:
. chirata Buch.-Ham. ex Wall.)

mw unuumw O 0O O nmu unu u om

. iberica Fischer ex. C. A. Mey.

92-98
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Tablo 3.4

(Devam) Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Ksanton Bilegsikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

Swertianin (1,2,8-trihidroksi-
6-metoksiksanton)
(gentiakochianin)

S
S
S
S
S
S
S

S
S
S

. decora Franch.
. delavayi Franch.
. punicea Hemsl.

. yunnanensisi Burkill.

. chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn:

. chirata Buch.-Ham. ex Wall.)
. densifolia (Griseb.) Kashyapa.
. dilata C. B. Clarke

. japonica Makino

. corymbosa (Griseb.) Wight ex.

C.B. Clarke.

94,99-104

Swerchirin (Metilbellidifolin)

S

mw 0O O 0O nu unu nu unu umu om

S

. chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn:

. chirata Buch.-Ham. ex Wall.)
. calycina Franch.

. longifolia Boiss.

. paniculata Wall.

. speciosa Wall.

. bifolia Batalin.

. macrosperma C. B. Clarke

. mussotii Franch.

. pseudochinensis H. Hara.

. punctata Baumg.

. yunnanensis Burkill.

35,52,54,78,87,93,96,101,105
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2.6.1.3 Flavon C-glikozitler

Tablo 3.5
Flavon C- Glikozitleri Bilesiklerinin Kimyasal Yapist

Bilesikler Yapr* (58)

[zoviteksin

izoorientin

Kaynak: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Tablo 3.6

Bazi Swertia Tirlerinden Elde Edilen Flavon C- Glikozitleri Bilesikleri

Bilesikler Bitkiler Referans
izoviteksin S. bimaculata (Siebold & Zucc.) | 52,29,53,54,55,56
C. B. Clarke
S. diluta (Turcz.) Benth. &
Hook.f.

S. swertopsis Makino

S. pseudochinensis H. Hara.
S. japonica Makino.

S. randaiensis Franch.

S. perennis L.

S. delavayi Franch.

S. corymbosa (Griseb.) Wight
ex. C.B. Clarke

S. puncata Baumg.
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Tablo 3.6

(Devam) Bazi Swertia Tiirlerinden Elde Edilen Flavon C- Glikozitleri Bilesikleri

Bilesikler

Bitkiler

Referans

izoorientin

S. japonica Makino.
S. perennis L.

S. swertopsis Makino
S. delavayi Franch.
S. pubescens Franch.

S. punctata Baumg.

29,56, 58,59,60
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Tablo 4.1

Kullanmlan Kimyasallar

Kimyasal Madde

Marka

Solvanlar: n-Butanol, n-Hekzan, Diklorometan,
Etilasetat, Kloroform, Metanol, Etanol.

Merck, Sigma, Carlo Erba

ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1

Applied Biosystems, Foster City, CA

Cycle Dizileme Kiti

BigDye Terminator v3.1, (Applied Biosystems,
Foster City, CA.)

Saflastirma kiti (PCR)

MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System"
(AC-60005)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum
bromiir (MTT)

Sigma-Aldrich

Folin-Ciocalteau reaktifi Merck

Gallik asit Sigma
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") TCI

Dimetil siilfoksit (DMSO) Applied Chem.

Tripsin-EDTA %0.25

Capricorn Scientific

DNA izolasyon kiti

EurX GeneMATRIX Plant & Fungi
izolasyon kiti (Polonya)

DNA

Polymerase Taq polimeraz enzimi

Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA

3.2 Kullanilan Cihazlar

Tablo 4.2

Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Marka

Isik mikroskobu ve goriintiileme sistemi

Olympus SZX12 ve Kameram

Binokiiler mikroskop

Nikon SMZ645
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Tablo 4.2
(Devam) Kullanmilan Cihazlar

Cihaz Marka

GC/MS Sistem (Gaz Kromatografisi/Kiitle | (Agilent 5975 GC MSD)
Spektroskopisi)

Ultra Plus Fesem taramali elektron mikroskobu | Zeiss

(SEM)

Liyofilizator Labconco

Rotavapor Heidolph, BUCHI-R210
ELISA Okuyucu ELx808 IU

Vortex Heidolph

Calkalayici Orbital

Hassas terazi

Radwag, Denver instrument-SI-234

Distile su cihaz1 GFL-2004

Ultrasonik banyo ELMA S100H (Elmasonic)

Etiiv Electro mag-M5040

Plak 1sitic CAMAG-022.3306

Uv Kabini CAMAG-022.9120

Spektrofotometre Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA)

3.3 Bitkisel Materyaller

Tez materyali olan S. iberica tiirii Rize’den, S. longifolia tiirii ise Van’dan toplanmustir.

““Flora of Turkey and the East Aegean Islands (Davis, 1982)’’ cilt 6’dan yararlanilarak

teshis edilmistir. Ornekler herbaryum materyali haline getirilerek Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu'nda (ESSE 16199, 15924, 15925) saklanmaktadir. Bu

calismada kullanilan tiirlerin lokalite bilgileri Tablo 5.1° de verilmistir.
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Tablo 5.1
Tez Materyallerinin Lokalite Bilgileri

2800m

Tiir Ad1 Lokalite GSP Kaydi Toplanma ESSE
Tarihi No

S. longifolia B9, Van:Giirpmar, Yoldisti, 38°07'32" K 30.07.2023 16199
2690m 43°36'18" D

S. iberica A8, Rize:Camlihemsin, 40° 54' 55" K 15.08.2023 15924
Yukar1  Ceymakgur  Yaylasi, | 41°9'50" D
2800m

S. iberica A8, Rize:Camlthemsin, 40°55'13" K 15.08.2023 15925
Yukar1  Ceymakgur  Yaylasi, | 41°9'50" D

Gorsel 3.1

S. iberica Herbaryum Ornegi
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Gorsel 3.2
S. longifolia Herbaryum Ornegi

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu (ANK), Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu (GAZI), Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu (HUB) ziyaret
edilmis ve Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE), Kew
Herbaryumuna ait 6rnekler dijital olarak erisim saglanarak Swertia cinsine ait érnekler
incelenmistir. Cinse ait herbaryum ornekleri Gorsel 3.3 ile Gorsel 3.9 araliginda

verilmistir.
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Gorsel 3.3
S. iberica ANK Herbaryum Ornegi

%1 [

—

Gorsel 3.4
S. iberica HUB Herbaryum Ornekleri

g
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—— VO e
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Gorsel 3.5
S. iberica GAZI Herbaryum Ornekleri

Gorsel 3.6
S. longifolia ANK Herbaryum Ornekleri

[ 2

30



Gorsel 3.7
S. longifolia GAZI herbaryum 6rnekleri

Gorsel 3.8
S. perennis GAZI herbaryum 6érnekleri
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Gorsel 3.9

S. caerulea ANK herbaryum érnegi

3.4 Morfolojik Cahsmalar

Bitki 6rnekleri gigeklenme zamaninda dogal yayilis alanlarindan toplanmis ve toplanan
orneklerden 20 birey se¢ilmistir. Segilen bu 6rneklerin bitki boyu, bazal yaprak eni-boyu,
petiyol, kaliks, korolla ve kapstl boyu milimetrik kagit ile binokiler stereo mikroskop
(Nikon SMZ645) altinda ve cetvel kullanilarak 6l¢tim yapilmistir. Flora of the Turkey
and the East Aegean Islands 6. cildinden (Davis, 1982) yararlanilarak morfolojik
karakterlerin karsilastirilmast yapilmistir (21). Tirlerin morfolojik terminolojileri

yazilirken, Prof. Dr Asuman Baytop’ un botanik kilavuzundan faydalanilmistir (112).
3.5 Mikromorfolojik Calismalar
Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Tez materyallerine ait tohum, stigma, stoma, polen, nektaryum, sepal, petal ve kapsul
mikromorfolojik yiizey 6zelliklerinin analizi Anadolu Universitesi Bitki Ilag¢ ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezinde yer alan taramali elektron mikroskobunda (SEM- Hitachi
TM3030 Plus Tabletop Microscope) goriintiilenmistir. Bitki kisimlar1 stap yapistirilmis

ve ylizey ornemantasyonlarinin belirlenmesi i¢in fotograflanmastir.
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3.6 Anatomik Calhismalar

Arazi ¢aligmasi sirasinda, anatomik incelemeler i¢in %70 etil alkol (EtOH) iceren cam
kavanozlara tiim bitki 6rnekleri alimmistir. Anatomik ¢alismalarda, Metcalfe ve Chalk

(1950) tarafindan gelistirilen modifiye edilmis standart yontemler uygulanmistir (113).

Ayn1 zamanda bitki drneklerinin kok, govde ve yaprak kisimlarindan jilet yardimi ile
enine ve yizeysel kesitler alinip kloralhidrat ile saydamlastirilmistir. Govde ve yaprak
kismi sartur, floroglusin ve %25’lik HCI reaktifleri ile boyanmistir. Miisilaj varhigini
kontrol etmek igin kesitler ¢ini miirekkebi ile muamele edilmistir. Alinan kesitler,

trinokuler mikroskop (Olympus BX51T) ile fotograflanmistir.

%70’lik EtOH ¢ozeltisinde bulunan 6rneklerin ¢alisilacak olan organlarindan 5-10 mm
kalinliginda kesitler olabildigince dik alinir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda etanol
(EtOH) ve ksilol serileri kullanilmistir. Her bir seri i¢in belirlenen inkiibasyon sureleri

asagida detaylandirilmistir:

Tablo 6.1
Anatomik Kesitlerde Uygulanan Protokol
Seriler Bekleme siiresi
% 85’lik EtOH 1 saat
% 95°lik EtOH 1 saat
% 100 EtOH 1 saat
2 EtOH + 1 ksilol 30 dakika
1 EtOH + 1 ksilol 30 dakika
1 EtOH + 2 ksilol 30 dakika
%100’lik ksilol 1 saat

%100 ksilol iginde 1 saat bekledikten sonra, 18-23 adet parafin boncugu eklenir ve 1 giin
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin ardindan, iizerine tekrardan parafin
boncugu eklenmis ve 60°C’deki etiivde, ksilol kokusu uzaklasana kadar beklenmistir.
Ksilol kokusu c¢iktiktan sonra, kesit alma islemi i¢in Ornekler parafinle kasetlere
gomiilmiistiir. Kesit alma sirasinda, parafinle doygun hale gelen bitki 6rnekleri, bloklar

seklinde diizenlenip, Leica RM2125RT rotary mikrotom ile 5-10 pm kalinliginda enine
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kesitler alimmistir. Alan kesitler, 1 giin siireyle 60°C etiivde tutulmustur. Ardindan,
boyama islemine gecilmistir. Boyama i¢in safranin-fast green protokolii kullanilmigtir

(Tablo 6.2). Boyama islemi sonrasinda preparatlar entellan ile kapatilmistir.

Tablo 6.2

Anatomik Kesitlerde Uygulanan Boyama Protokol
Seriler Bekleme siiresi
%100 'luk Ksilol 15-30 dakika
2 Ksilol+1 EtOH 2 dakika
1 Ksilol+1 EtOH 2 dakika
1 Ksilol+2 EtOH 2 dakika
(%100, %96, %90, %80, %70) EtOH 10 dakika
Safranin 4-5 dakika
Saf Su 5 dakika
%100 'luk Ksilol 15 dakika
1 Ksilol+1 EtOH 4-5 dakika
(%100, %96) EtOH 8-10 dakika
Fast Green 1-2 dakika
(%100, %96, %90, %70, %50) EtOH 25 dakika

3.7 Palinolojik Cahsmalar

Herbaryum o6rnegi haline getirilmis bitkilerin kapali ¢iceklerinden polen Ornekleri
alimmigtir. Polen preparatlari, Wodehouse yontemine gore hazirlanmistir. Polenlerin
morfolojik incelemesi, 151k mikroskobu (Olympus BX51T) ile yapilmistir. Polen
ylizeyindeki ornemantasyon detaylari i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
fotograflar ¢ekilmistir. "lllustrated Polen Terminology" kitabi ve " Illustrated Pollen

Terms " terminoloji kilavuzu kullanilmistir (114,115).
Wodehouse Metodu

Polenler, anterlerden alinarak lam {izerine yerlestirilmistir. Anterlerin re¢ine ve yaglardan
arindirilmasi i¢cin %96’lik alkolden 1-2 damla damlatilmis ve alkoliin buharlagsmasi

saglanana kadar 1siticida bekletilmistir. Safraninli gliserin jelatinden bir miktar alinip,
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polenlerin tzerine koyulup erimesi saglanmistir. Polenlerin dagilmasi igin temiz bir igne
ile karigtirilmigs ve {izerine lamel kapatilmistir. Polenlerin tek bir diizlemde

g6zlemlenebilmesi icin preparatlar ters ¢evrilip oda sicakliginda bir giin bekletilmistir.
3.8 Molekiiler Calismalar

Tirlerin molekiiler Ozelliklerini belirlemek icin, ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)-1TS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATA TGC-3") gen
bolgeleri kullanilarak DNA dizi analizi yapilmustir. ITS1-1TS4 evrensel primerleri (White
ve ark., 1990), niikleer ribozomal DNA'nmn dahili transkripsiyonlu aralayicit (ITS)
bolgelerini c¢ogaltmak icin kullamilmustir (116). PCR kosullar1 su sekildedir: Ilk
denattrasyon 95°C'de 5 dakika 40 dongi: Denatlirasyon 95°C'de 45 saniye, Yapisma
(annealing) 57°C'de 45 saniye, Uzatma 72°C'de 60 saniye, Son uzatma 72°C'de 5 dakika,
Hol: 4°C. PCR iiriinleri, downstream uygulamalarmdan 6nce dogrulama icin agar jel
elektroforezi ile incelendi. Dizi analizi i¢in BM Labosis firmasindan hizmet alim1 yapildi
ve yakin akraba tiirler https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki dizileri kullanilarak
BLAST programi ile bulunmus ve iligkileri belirlenerek bir aga¢ dendrogrami
olusturulmustur (National Library of Medicine n.d). Aga¢ dendrogramlari hizli minimum

evaluation yontemi kullanilarak ¢izilmistir.
3.9 Ucgucu Yag Eldesi
Mikrodistilasyon Metotu

S. iberica ve S. longifolia ait ¢igeklerden 1’er gram tartilarak Anadolu Universitesi
BIBAM’da (Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi) bulunan Mikrodistilasyon

cihazi ile ugucu bilesenler elde edilmistir (117).
3.10 Ucucu Yag Analizi

Mikrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaglarin GC (Gaz Kromatografisi) ve GC/MS
(Gaz Kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi) analizleri yapilmistir. Gaz Kromatografisi
(Agilent 6890N GC); Gaz Kromatografisi/Kutle Spektrometresi (Agilent 5975 GC-MSD)
sistemleri kullanilmistir. BASER Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi, Wiley ve Adams-
LIBR (TP) Kiitiiphane tarama Yazilimlar1 kullanilarak bilesenler belirlenmistir.

GC/MS sistemi (izerinde kolon olarak HP-Innowax Silika kapiler (60 m x 0.25 mm @,
0.25 mm film kalinlig1) kullanilmistir.
Sicaklik programi 60°C de 10 dakika, dakikada 4°C artisla 220°C ye, 220°C de 10 dak,
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dakikada 1°C artigla 240°C’ye, 240°C’de 20 dakika ve enjektor sicakligi 250°C’ye
ayarlanmistir. Tastyict gaz olarak helyum (0.8 ml/dak) kullanilmistir.

Split oran1 40:1, elektron enerjisi 70 eV, kiitle araligi m/z 35-450 olarak ayarlanmuistir.
GC analiz kosullart; es zamanli olarak GC/MS sistemindeki madde ¢ikis zamanlari ile

ayni olacak sekilde ayarlanmistir (FID 300°C).
3.11 Ekstrelerin Elde Edilmesi

Tirlerin n-hekzan, etil asetat, metanol ve %70’lik etil alkollii ekstresi hazirlanmistir.
Golgede kurutulmus bitkilerin ¢igekli toprak tiistii kisimlar1 parcalanarak 30 ‘ar gram
tartildi. 300 mL ¢oziicii eklenerek 150 rpm’de 24 saat calkalayicida (Orbital)
maserasyona birakilmistir. Bu islem 3 tekrarl sekilde yapilmistir. Maseratlar siizgec
kagid1 yardimiyla siiziildiikten sonra siiziintii rotavapor ile diisiik basing altinda ve 38°C
sicaklikta ¢oziiciisiinden uzaklastirilmistir. Ornekler liyofilize edilerek kullanilincaya

kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Kuru bitki 6rneklerinden 5’er gram tartilarak {izerine 80°C sicaklikta 100 mL distile su
eklenerek %5 lik infiizyon hazirlanmistir. Hazirlanan inflizyon ornekleri liyofilize

edilerek kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmaistir.
3.12 Biyolojik Aktivite Calismalar:

3.12.1 Antioksidan aktivite cahismalari

3.12.1.1 DPPH-" serbest radikalini siipiiriicii etki

DPPH radikal siipiiriicii etki tayini i¢in Kumarasamy ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem
kullanilmistir (118). DPPH stok ¢dzeltisi son konsantrasyonu 80 pg. mL™ olacak sekilde
hazirlanmustir. 11k satira 200’er pl ekstre, diger satirlara ise 100’er L. metanol (MeOH)
eklenmistir. Platede yukaridan asagiya dogru seri seyreltme yapilmistir. 100 uL DPPHe
¢Ozeltisi eklenmistir. Plate 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak
gallik asit, negatif kontrol olarak ¢o6ziici (MeOH) kullanilmugtir. Plate, 517 nm
spektrofotometrede okunmustur. Gen5 Data Analysis programi (BioTek) kullanilmigtir
ve sonuclar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir. Deney 3 tekrarl

yapilmustir. % inhibisyon asagida verilen formiil ile hesaplanmustir.
% Inhibisyon = [(Abs kontrol — Abs 6rnek) / Abs kontrol] x 100

Abs: Absorbsiyon
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ICso degerleri Nonlineer regresyon egrileri yardimiyla (Sigma 12.0) belirlenmistir.

3.12.1.2 Toplam fenol miktar tayini (Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) Ydntemi)

Bu c¢alismada, oOrneklerin toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu ydntemi
kullanilarak gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden tespit edilmistir (119). Analiz igin
ekstrelerden metanol (MeOH) kullanilarak 10 mg/mL konsantrasyonda ¢0zeltiler
hazirlanmistir. Ardindan, derin mikroplate kuyucuklarina her bir 6rnekten 20 uL alinarak
transfer edilmis ve iizerine 1560 pL distile su ile 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenmistir. 3-5 dakika bekletildikten sonra, 300 pL. %20’lik sodyum karbonat (Na2COs)
cozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 6rnekler oda sicakliginda 2
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, her bir kuyucuktan 200 pL
almarak mikroplate aktarilmis ve 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri
spektrofotometrik  olarak  Olglilmiistiir. Tim  analizler ¢ tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.

Kalibrasyon egrisinin olusturulmas ve hesaplamalar:
Toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesinde, standart gallik asit ¢ozeltileri (1, 0.5,
0.25, 0.125, 0.06 ve 0.03 mg/mL) kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Orneklerdeki fenolik bilesiklerin konsantrasyonu, bu kalibrasyon egrisinin denklemine
dayanarak hesaplanmis ve sonuglar "mg GAE/g ekstre" (gram ekstre basma miligram

gallik asit esdegeri) cinsinden ifade edilmistir.

3.12.2 Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi
3.12.2.1 Antibakteriyel aktivite testi

Biyootografi Dot-Blot Yontemi

Staphylococcus aureus (B2) ATCC 6538 susuna karsi ekstrelerin antibakteriyel
aktiviteleri, biyotografi dot-blot yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Deneylerde, 13
cm ¢apindaki steril petri kaplarina 20 mL Mueller Hinton agar (MHA) besiyeri
eklenmistir. Analiz 6ncesinde metanol ile yikanarak kurutulan ve 7x7 cm boyutunda
kesilen silikajel GF254 plaklara, 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerden
Drummond mikro pipetler yardimiyla 5 pL uygulanmistir. Kromatografik yiiriitme islemi
gerceklestirilmeden, Ornekler steril pensetler kullanilarak dogrudan petri kaplarina

transfer edilmistir.

37



Test mikroorganizmasi, bir giin 6nceden MHA besiyerinde aktive edilmis ve %0.085
NaCl soliisyonunda McFarland 0.5 standartina gore ayarlanmistir. Ardindan, 9 mL’lik
Molten agar (%]1.5 agar) steril tiiplere dagitilmis ve uygun sicakliga ulastiginda,
hazirlanan bakteri slispansiyonundan 1 mL eklenerek homojen bir karisim elde edilmistir.
Besiyerinin polimerizasyonu gerg¢eklesmeden once, ince tabaka kromatografi (ITK)
plaklarinin  yerlestirildigi petrilere dokilmiis ve oda sicakliginda katilagmaya
brrakilmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, %0.25’lik tetrazolium tuzu
cozeltisi (distile su bazl) plaklara piiskiirtiilmiis ve inhibisyon zonlarmin belirginlesmesi
amaciyla ek 3 saatlik inkiibasyon siireci uygulanmistir. Sonug olarak, bakteri tremesinin
gergeklestigi bolgeler, silikajel plak tizerinde karakteristik kirmizi renkli zonlar seklinde
gozlemlenmistir (120).

Kuyu Diftizyon Protokolu

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve
Escherichia coli NRRL B-3008 susu kullanilarak kuyu difiizyon yontemi uygulanmustir.
Deneylerde, 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarina 25 mL Mueller Hinton Agar (MHA)
besiyeri homojen sekilde dagitilmistir. Mikrobiyal siispansiyon, %0.85 steril salin
solusyonunda McFarland 0.5 standartina gore ayarlanmis ve besiyeri yilizeyine 200 puL
hacminde eklenerek Drigalski yardimiyla esit sekilde yayilmustir. Besiyerinin yiizey
kurulugunu saglamak amaciyla 20 dakika beklenmis ve ardindan steril delici yardimiyla
6 mm ¢apinda kuyular ag¢ilmistir. Test edilen ekstreler, 16 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanmis ve her bir kuyuya 30 pL olacak sekilde dikkatlice eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak Kloramfenikol (128 pg/mL) kullanilmustir. Petri kaplari, 37°C’de 24 saat inkube
edilmis ve inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zonlari, milimetrik cetvel kullanilarak

degerlendirilmistir.

Mikrodillsyon ProtokolU
Calismada antimikrobiyal aktivite testleri, klinik laboratuvar standartlarina uygun olarak
kismen modifiye edilmis CLSI (NCCLS) M7-A7 protokoli temel alinarak
gerceklestirilmistir (121). Test mikroorganizmalar1 olarak Escherichia coli NRRL B-
3008, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 13311,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus cereus NRRL B-3711, Serratia

marcescens NRRL B-2544 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 suslar1 kullanilmis
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olup, bu suslar -85°C'de %50'lik steril gliserol soliisyonu igerisinde saklanmigtir. TUm
deneyler  steril sartlar altinda ve li¢ tekrarhh  olarak  yiiriitiilmiistiir.
Deney oncesinde, Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarinda 24 saat inklbe edilen bakteri
kiiltiirleri, McFarland 0.5 bulaniklik standardina (BIOSAN marka bulaniklik 6lger
kullanilarak) ayarlanmistir. Ayarlanan siispansiyonlar, son konsantrasyon 1x10°¢
KOB/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Test edilecek ekstreler, 16 mg tartilarak 1 mL
steril %100 dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢Oziindiirilmiistiir. S. iberica ve S.
longifolia tirlerine ait %70 etanol, metanol, etil asetat, hekzan ve infuzyon ekstreleri test
edilmistir.

Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplatelere, 100 uL Muller Hinton Broth (MHB)
besiyeri eklenmistir. Test ornekleri soldan saga dogru seri diliisyonlar1 yapilarak her bir

kuyuya 100 pL eklenmistir. Kontroller kapsaminda:

. DMSO c¢o6zicl kontroli
. Besiyeri sterilite kontroli
. Kloramfenikol (Sigma) pozitif kontrol

calismaya dahil edilmistir.

. Daha oOnceden McFarland 0.5 bulaniklik standardina gore ayarlanan
mikroorganizma kiltirleri son konsantrasyon 1 x 106 KOB/mL olacak sekilde multikanal
otomotik  pipet yardimiyla her bir slituna 20°ser ML eklenmistir.
Plaklar 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda resazurin boyama ydntemi
uygulanarak Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir. Standart

antibakteriyel ajan olarak kloramfenikol kullanilmisgtir.
3.12.2.2 Antikandidal aktivite testi
Kuyu Diftizyon ProtokolU

Antikandidal aktivitenin belirlenmesi Candida utilis NRRL-Y-900 ve C. parapsilosis
ATCC 22019 suslarina karst kuyu difiizyon yontemi uygulanmistir. 9 cm’lik petrilere
Sabouraud Dekstroz agar (SDA) 25 mL porsiyonlanir. %0.085 steril salin soliisyonunda
Mcfarland 0.5°e gore ayarlanan kiiltiirlerden 200 pL eklenerek Drigalski yardimiyla
petrinin yiizeyine esit sekilde yayilir. Besiyerlerinin kurumasi i¢in 20 dakika beklenir. 6
mm c¢apinda kuyular agilir. 16 mg/mL dozunda tartilan ekstreler 30 puL olacak sekilde

kuyulara yavasca eklenir. 24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
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zone c¢aplart mm cinsinden Olgiilir. Mayalar i¢in Ketokonazol 160 pg/mL dozda

kullanilmistir.

Mikrodilisyon Protokoli
Antifungal aktivite testleri, Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitlisi (CLSI)
tarafindan yayinlanan M27-A2 protokolii temel alinarak kismen modifiye edilmis sekilde
uygulanmistir (122). Calismada Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
90028, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 ve
C. utilis NRRL Y-900 suslar1 kullanilmis olup, tiim suslar -85°C'de %50 steril gliserol
soliisyonu igerisinde saklanmistir. Tiim deneyler steril sartlar altinda ve ii¢ tekrarh olarak
yurltilmistiir. Test mikroorganizmalari, deney oncesinde Patates Dekstroz Agar (PDA)
besiyerinde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, steril %0.85'lik salin
soliisyonu igerisinde McFarland 0.5 standardina (BIOSAN bulaniklik 6lcer kullanilarak)
ayarlanmustir. Test edilecek ekstreler, 16 mg olarak hassas sekilde tartilmis ve 1 mL steril
%100 dimetil stilfoksit (DMSO) icerisinde ¢Oziindurilmiistir.
Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplatelere, 100 pL RPMI 1640 besiyeri eklenmistir.
Test drnekleri vortekslenerek homojenize edildikten sonra kuyucuklara pipetlenmis ve
soldan saga dogru seri diliisyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan Candida siispansiyonlari
1:1000 oraninda seyreltilerek multikanal otomatik pipet yardimiyla her bir kuyuya

eklenmistir. Calismada asagidaki kontroller uygulanmistir:

. DMSO ¢o6zici kontrolii
. Besiyeri sterilite kontrol
. Standart antifungal ajan olarak ketokonazol (Sigma)

Plaklar 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyuya mavi renkli
resazurin boyasi eklenmis ve tekrar inkiibasyona birakilmistir. Canli hiicrelerde enzimatik
reaksiyonlar sonucu resazurinin resorufine indirgenmesiyle pembe renk olusumu
gozlenirken, inhibisyonun gerceklestigi kuyularda mavi rengin korundugu tespit

edilmistir. MiK degeri, mavi rengin korundugu son kuyucuk olarak belirlenmistir.
3.12.3 Noroprotektif aktivitenin incelenmesi
Hiicrelerin ¢ogaltilmast

BV-2 (Murin mikroglia hiicreleri) hiicre hattina ait hiicreler daha 6nceki ¢alismalarimizda

dondurulup -80 °C’de saklanmakta olan stok hiicrelerden ¢ogaltilmistir. Bunun igin -
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80°C’de muhafaza edilen hiicrelere ait krio wvialler 37°C’deki su banyosunda
¢oziindiiriiliip daha 6nceden hazir edilen laminar kabin igerisinde 9 mL tamamlanmis besi
yeri (%10 Fetal sigir serumu + %1 Penisilin-Sterptomisin igeren L-Glutaminli RPMI-
1640 besiyeri) icerisinde ilave edilerek 15 mL’lik steril santrifiij tiiptinde 1000 rpm’de 5
dk siire ile santrifiij edilmistir. islem sonunda hiicrelere ait pellet iizerindeki siipernatant
uzaklagtirilmistir ve 10 mL taze tamamlanmis besi yeri ilave edilerek pelletin dagitilmasi
ve homojen bir hiicre silispansiyonunun olusturulmasi saglanmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonu steril 75 cm?’lik filtre kapakl flasklara alinmistir. Mikroskop yardimu ile
hiicrelerinin durumu kontrol edilen flasklar 37°C’deki %5 COg icgeren inklbatore
yerlestirilmistir. Hiicrelerin flask yilizeyine tutunmasi ve ¢ogalmasi her giin mikroskop
yardimiyla kontrol edilmistir. Giin asir1 besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicre yogunlugu

%70-80 oranina ulastiginda ise hiicreler pasajlanmistir.
Hiicrelerin pasajlanmast

Flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra 6 mL PBS (Phosphate buffer saline;
fosfat tampon ¢Ozeltisi) ile yikanmustir. Flask i¢erisine 3 mL Tripsin-EDTA ¢6zeltisi ilave
edilerek yaklasik 2 dk siire ile inkiibatorde bekletilmistir. 2 dakikanin sonunda mekanik
darbe uygulanarak hiicrelerin tutunduklar1 yiizeyden kalkmalar1 saglanmistir. 7 mL taze
besiyeri ilave edilen hiicreler steril santriflij tiiptine alinip 5 dk siire ile 1000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Ardindan elde edilen hiicre pelleti T{zerindeki siipernatant
uzaklastirilip taze besiyeri ilave edilip hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglanmustir.
Hucre sayis1 hemositometre lamindan sayilip gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra yeni
pasajlar i¢in her bir flaska yaklasik 1 x 10° hiicre toplamda 10 mL besiyeri icinde
ekilmistir. Flasklardaki hiicrelerin ¢ogalmasi amaciyla 37°C sicakliktaki %5 CO> igeren

inkiibatore yerlestirilmistir.
Hucrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekimi

Hiicrelerin pasajlanmasi kisminda detayli sekilde anlatildigr gibi flasklardaki hiicreler
kaldirilip santrifiij edilip taze besiyerinde slispande edilmistir. Daha sonra hiicreler
hemositometre laminda sayilmistir. Sayilan hiicrelerden besiyeri ile gerekli seyreltmeleri
yapilarak 100000 hiicre/mL konsantrasyonunda 11 mL hiicre siispansiyonu hazirlanip her
bir kuyucuga 100’er pL hiicre siispansiyonu olacak sekilde ¢cok kanalli pipet yardimiyla
96 kuyucuklu plakalara hiicre ekimi yapilmigtir. Ekim sonras1 kapagi kapatilan plakalar
37°C sicakliktaki %5 COz2 igeren inkiibatore yerlestirilmistir.
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Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi kisminda detayli sekilde anlatildig1 gibi flasklardaki hiicreler
kaldirilip santrifiij edilip taze besiyerinde siispande edildikten sonra hemositometre
laminda sayilmistir. 1 mL dondurma besiyerinde (%10 dimetil siilfoksit iceren fetal sigir
serumu) 1x10° hiicre olacak sekilde konsantrasyonlarda hazirlanan hiicre siispansiyonlar1
kriyo viallere dagitilmistir. Her bir kriyo vial {izerine tarih, dondurma islemini yapan
kisinin ad1, hiicre hattinin adi1 ve pasaj numaras1 yazilmistir. Once -20 °C 2 saat tutulan

kriyo vialler daha sonra -80°C’de saklanmustir.
Ekstrelerin ve pozitif kontroliin hiicrelere uygulanmast

Ekstrelere ait stok ¢ozeltiler 100 upg/mL konsantrasyonda DMSO igerisinde
coziindiiriilerek hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapilan hiicrelerin
kontrolleri ekimin ertesi giinii yapilmistir. Hiicrelerin uygun oldugu mikroskop kontrolii
aracilifiyla belirlendikten sonra 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,125 pg/mL
konsantrasyonlarda besiyeri ile seyreltilen ekstrelere ait stok ¢ozeltiler besiyeri dikkatlice
uzaklastirilan kuyucuklara 100’er uL hacimde eklenmistir. Negatif kontrol olarak ise
ekstre igermeyen tastyict kullanilmistir. Islem tamamlandiginda kapagi kapatilan plakalar
37°C sicakliktaki %5 CO2 iceren inkiibatorde 48 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Calismada deneysel hatalar1 en aza indirebilmek i¢in her test edilecek numuneye ait
deneyler en az 3 kuyucukta ve en az 3 bagimsiz deneyle tekrar edilerek

gergeklestirilmistir.
MTT Sitotoksisite Testi

1983’te Mossman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir] yonteminin modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir
(123,124). Bu yontem canli hiicreler tarafindan ortama verilen sari1 renkli MTT
maddesinin mitokondriyal rediiktaz aktivitesiyle mor renkli formazon kristallerine
doniistiiriilmesi ve olusan formazon kristallerinin ¢6ziindiiriilmesi ile elde edilen farkli
renk siddetlerindeki ¢ozeltilerin absorbanslarmin kolorimetrik olarak 570 nm’de
dlciilmesi esasma dayanmaktadir (123). Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuktaki
besiyeri dikkatle uzaklastirildiktan sonra %10 oraninda MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL; steril
PBS igerisinde) iceren besiyeri 100’er pL hacminde kuyucuklara dagitilmistir. 4 saat
inkube edilen plakalardaki besiyerleri MTT Kkristallerine zarar verilmeden dikkatlice

uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 100’er L hacminde DMSO eklenip ¢alkalayicida 5
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dk siire ile calkalanarak MTT kristallerinin ¢6ziindiiriilmesi saglanmistir. Ardindan
mikroplate okuyucuda 570 nm’de absorbans 6lgiimii gergeklestirilmistir. Negatif kontrol
grubundaki canlilik %100 olarak kabul edilerek her bir ekstreye ait her bir

konsantrasyonun % canlilig1 asagidaki formiille hesaplanmistir.
% Canlilik= Absorbans numune / Absorbans negatif kontrol x 100
Noroprotektif etki calismalari

96 kuyucuklu plakalara 10000 hiicre/kuyucuk oraninda ekilen hiicreler tutunmalar1 i¢in 1
giin 37°C, %5 CO2 iceren ortamda inkiibe edilmistir. Ertesi giin ekstre ve fraksiyonlar
50, 25, 12,5 ve 6,25 pg/mL iceren konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanip 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin sonunda her bir kuyucuga son konsantrasyonu 4 mM
olacak sekilde skopolamine hidrokloriir igeren besiyeri eklenmis ve 24 saat inkiibasyona
brrakilmistir. Pozitif kontrol olarak 12,5 pg/mL konsantrasyonda sodyum valproat
kullanilmistir. Siirenin sonunda MTT sitotoksisite testi uygulanmistir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1
Noroprotektif Etki Calismast (Sekil BioRender.com ile tasarlanmistir)
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Tiim deneyler en az ii¢ kez, 3 tekrarli olarak yapilmistir ve sonuglar ortalama + standart
hata olarak verilmistir. Bagimsiz deneylerin Varyans homojenligini degerlendirmek icin

Levene testi kullanilmistir. Ikiden fazla grup arasindaki karsilastirmalarda tek yonlii
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varyans analizi kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar icin post hoc Tukey testi
kullanilmistir. Veriler GraphPad Prism 8.0.1 yazilim paketi ile degerlendirilmistir.
Anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak belirlenmistir. ICso degerleri ayn1 yazilimla dogrusal

olmayan regresyon analizinden hesaplanmistir (n=9).
3.13 Fitokimyasal Cahsmalar
3.13.1 Kromatografik Yontemler

Bu caligsmada, S. iberica bitkisinin metanol ekstresinin biyoaktif bilesiklerin izolasyonu
ve saflastirilmasi amaciyla ¢esitli  kromatografik teknikler sistematik olarak
uygulanmistir. Poliamit kolon kromatografisi ile polar fenolik bilesiklerin 6n aymrimi
gerceklestirilmistir. Silika jel kolon kromatografisi kullanilarak orta polariteye sahip
bilesikler fraksiyonlanmistir. Sephadex LH-20 jel filtrasyon kromatografisi ile molekl
agirhigina gore aymim yapilmistir. Ters faz silika jel kolon kromatografisi yontemiyle
apolar bilesiklerin saflastirilmas1 saglanmistir. Elde edilen tim fraksiyonlar ve
saflastirilan bilesikler, normal faz silika jel ince tabaka kromatografisi (TLC) ile analiz
edilmistir. UV lamba altinda 366 ve 254 nm’de floresans 6zellikleri degerlendirilmistir.
Vanilin siilfirik asit puskirtilen plaklar 100°C’de 1-2 dakika 1sitilarak lekeler

belirlenmistir.

Kolon Hazirlanmast: Her kolon kromatografisi yontemine uygun olarak segilmis gerekli
miktar adsorban (poliamit, sephadex, silika jel, LiChroprep RP-18) yeterli miktarda mobil
faz ile karisim olusturulur. Uygun boyutlarda cam bir kolon segilerek, kolonun alt kismi
pamuk ile kapatilir. Hazirlanan karisim kolona aktarilir. Kolondan yeterli miktarda mobil
faz gecirilerek kolon sartlanir. Adsorbanin iyice yerlesmesinden sonra numune tatbiki

yapilir.

Kolona numune tatbiki: Numune miimkiin olan en diisiik miktarda uygun ¢ozlclde
coziilerek cam pipet yardimiyla adsorbanin yiizeyi bozulmadan kolona tatbik edilmistir.
Kolon muslugu acilarak numune ¢dzeltisinin adsorbana ge¢mesi saglanmis, daha sonra

adsorban ylizeyine pamuk yerlestirilerek eliisyona baslanmustir.
Poliamit Kolon Kromatografisi (Poliamit KK)

Poliamit (Polyamide 6, Fluka, 50-160 pum) adsorbani kullanilarak hazirlanan kolonun,
H20: MeOH (100:0—0:100) mobil fazi ile kolon takibi yapilmistir.
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Silika Jel Kolon Kromatografisi (Silika jel KK)

Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, 0.063-0.2 mm, Merc 7734) adsorbani kullanilarak
hazirlanan kolonun, CHCIz: MeOH (100:0, 95:5, 90:10), CHCls: MeOH: H20 (90:10:1,
85:15:1.5, 80:20:2, 75:25:2,5, 70:30:3, 65:35:3,5, 60:40:4, 55:45:4,5, 50:50:5, 0:100:0)

mobil fazi ile kolon takibi yapilmustir.
Sefadeks Kolon Kromatografisi (Jel Filtrasyon) (Sefadeks KK)

Sephadex LH-20 adsorbani kullanilarak hazirlanan kolonun, MeOH (%100) mobil fazi
ile kolon takibi yapilmistir.

Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK)

LiChroprep C18 (40-63 mm, Merck) adsorbani kullanilarak hazirlanan kolonun, H>O:
MeOH (100:0—0:100) mobil fazi ile kolon takibi yapilmstir.

Orta Basin¢h Stvi Kromatografisi (OBSK, MPLC)

LiChroprep C18 (40-63 um, Biichi) adsorbaninin oldugu hazir kolonun, H.O: MeOH
(100:0—0:100) mobil fazi ile kolon takibi yapilmistir. Dionex P680 HPLC Pumps marka
pompa ve Rheodyne (Loop 2 ml) enjektére sahip cihazla, akis hiz1 15 mL/dk, basing 5 —
15 bar ayarlanarak 75-80 mL hacminde 100 ml’lik tiiplerde fraksiyonlar toplanmustir.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Silika jel (Aliiminyum tabanli hazir plak, Kieselgel 60 F254, 0,20mm, Merck, Art. 5554),
adsorbanma sahip hazir plaklar, numune tatbiginden sonra CHClz: MeOH: H,O (61:32:7,
80:20:2, 90:10:1), CHCIz (%100) solvan sistemlerine sahip tanklarda yuritiilmiistiir.
Numune tatbigi; cam kilcal pipet yardimi ile plagin alt ucundan 1 cm yukarisina ve tatbik
noktalar1 arasinda en fazla 1 cm olacak sekilde bant veya nokta seklinde uygulanmustir.

7-10 cm siireklenmistir.
Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi (Prep-ITK)

Silika jel (60 F254, 0.2 mm) kaplh plaklara, CHCls (%2100), MeOH (%100) ile ¢oziinmiis
numuneler mikropipet yardimiyla plagm (20%20 c¢m) alt kenarinm 2,5 cm yukarisina plak
kenarlarmdan 1 cm kalacak sekilde ince bant seklinde uygulanmustir. Solvan sistemi 100
mL olacak sekilde kromatografi tanklarina konulmustur. 17-20 cm suriklemesi
saglanmistir. UV lambas1 altinda istenen maddeye ait lekeler isaretlendikten sonra

maddeye ait plak kismi kiglk parcalar halinde kesilerek ve uygun ¢Ozucu igerisinde

45



¢oziildiikten sonra siiziilmiistiir. Bu islem 3 kere tekrarlanmis ve silikajel tamamen

uzaklastirilmistir. Stiziintiiler birlestirilip ¢ozlcu rotavaporda uzaklastirilmstir.
3.13.2 Ekstraksiyon ve Izolasyon Cahsmalari
Saf bilesik izolasyonu igin ekstrelerin hazirlanmast

S. iberica bitkisinin kurutulmus toprak tistii kisimlar1 457 g tartilmis ve 3 L MeOH ile 40
OC sicakliktaki su banyosunda; geri ¢eviren sogutucu esliginde ekstre edilmistir ve bu
islem toplam 4 kez tekrarlanmistir. Birlestirilen ekstreler rotavaporda diistik sicaklikta
yogunlastirilip liyofilize edilerek 162.81 g (verim %29.7 g/g) MeOH ekstresi elde
edilmigstir. S. iberica bitkisinin liyofilize metanol ekstresi 220 mL HO ile ¢ozullp, 220
mL n-hekzan ve n-butanol ile ayirma hunisinde sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmus
ve ayrilan n-BUOH ekstresi (44.44 g), H20 ekstresi (45.39 g) ve n-hekzan ekstresi (14.99
g) ucurularak kromatografik calismalara hazir hale gelmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1

S. iberica Ait Ekstraksiyon Semast

Swertia beris 10°C Db
10°C. Diis L
(Cicekli herha-457 g) altmda, Ueurma
n-Hekzan ile H.0 ile Ekstraksivon n-BuOH ile Ekstraksiyon
Ekstraksivon (11.99g) i (111412
(15.392)

S. iberica bitkisinin n-BuOH ekstresi iizerindeki izolasyon ¢calismalari

39.98 g S. iberica n-BuOH ekstresi poliamit kolona (250 g) uygulanarak H>O: MeOH
(100:0 — 0:100) solvan sistemi ile fraksiyonlanmis ve 33 ana fraksiyon (Fr. 1- Fr. 33)
toplanmistir. Bu fraksiyonlar iizerinde siirdiiriilen kromatografik ¢aligmalar asagida ve

Sekil 2.2, Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te 6zetlenmistir:
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PK-1 Fr. 3-5 (10.44 g): Fraksiyon 3-5, VSK (LiChroprep C18, 1000 g) sistemine
uygulanmis ve H20: MeOH (100:0— 0:100) solvan sistemi ile 26 fraksiyon toplanmistir
(Fr. 1-Fr. 26).

VSK-11 Fr. 3-4 (8.06 mg), tekrardan VSK (LiChroprep C18, 800 mg) sistemine
uygulanmis ve H20: MeOH (100:0— 0:100) solvan sistemi ile 155 (25 mL’lik tiipte) ve
35 (erlende) fraksiyon toplanmistir (Fr. 1-Fr. 155 ve E. 1-E. 35). VSK-53 Fr. 10-17 (1.65
g) ve VSK-69 E. 3 (337 mg) fraksiyonlar1 benzer profillere sahip olduklari igin
birlestirilip CHCl3: MeOH: H20 (100:0:0—50:50:0) solvan sistemi ile sartlanmis
silikajel kolona (200 g) uygulanip toplamda 152 fraksiyon toplanmistir. Birlestirilen
fraksiyonlardan SK-79 Fr. 84-90 (10 mg), Fr. 101-111(10 mg), Fr. 112-118 (10 mg) saf

olarak elde edilmistir.

SK-79 Fr. 65-67 (10 mg), Sephadex LH-20 (1 g) kolonda MeOH ile fraksiyonlanmis ve
16 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 16) elde edilmistir. SPH-101 Fr. 6 (0.5 mg) saf olarak elde
edilmistir.

SK-79 Fr. 142-143 (16 mg), Sephadex LH-20 (1.6 g) kolonda MeOH ile fraksiyonlanmis
ve 17 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 17) elde edilmistir. SPH-105 Fr. 11 (3.3 mg) saf olarak elde
edilmistir.

VSK-53 Fr. 22-31 (160 mg) ve VSK-69 E. 6-9 (61 mg) fraksiyonlar1 benzer profillere
sahip olduklar1 i¢in birlestirilip CHCl3: MeOH: H20 (95:5:0.5—50:50:0) solvan sistemi
ile sartlanmis silikajel kolona (0.22 g) uygulanip toplamda 77 fraksiyon toplanmuistir.
Birlestirilen fraksiyonlardan SK-77 Fr. 24-27 (5.90 mg), Fr. 33-34 (4 mg), Fr. 37-39 (15

mQ) saf olarak elde edilmistir.

VSK-11 Fr. 6-11 (180.5 mg), CHCl3: MeOH: H20 (100:0:0—60:40:4) solvan sistemi ile
sartlanmus silikajel kolona (18 g) uygulanmis toplamda 117 fraksiyon elde edilmistir. SK-
111 Fr. 37-43 (11 mg) Sephadex LH-20 (1.1 g) kolonda MeOH ile fraksiyonlanmis ve 8
fraksiyon (Fr. 1-Fr. 8) elde edilmistir. Bu kolondan alinan SPH-142 Fr. 5-8 (9.1 mg)
fraksiyonuna preparatif ITK yontemi uygulanmis ve Per-6 Fr. 4 (1.5 mg) bilesigi saf
olarak elde edilmistir (Sekil 2.2.).

PK-1 Fr. 8-12 (923.1 mg): Silikajel kolonda (92 g), CH:Cl;: MeOH: H20
(100:0:0—70:30:3) solvan sistemi ile 20 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 20) elde edilmistir. SK-25
Fr. 6-7 (88 mg), silikajel kolonda (8.8 g), CH3sCIl: MeOH (95:5—0:100) solvan sistemi ile
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17 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 17) elde edilmistir. SK-33 Fr. 8-9 (10 mg), Sephadex LH-20 (1 g)
kolonda MeOH ile fraksiyonlanmis ve 24 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 24) elde edilmistir. Bu
kolondan alman tiim fraksiyonlara preparatif iITK ydntemi uygulanmis ve Prep-1 Fr. 2

(1.4 mg) bilesigi saf olarak elde edilmistir (Sekil 2.3).

PK-1 Fr. 15-17 (1552 mg): OBSK (MPLC) (LiChroprep C18, 155 g) sistemine
uygulanarak H>O: MeOH (100:0—0:100) solvan sistemi ile fraksiyonlanmig 179
fraksiyon elde edilmistir. MPLC-1 Fr. 23-25 (11.9 mg) Sephadex LH-20 (11.9 g) kolonda
MeOH ile fraksiyonlanmis ve 14 fraksiyon (Fr. 1-Fr. 14) elde edilmistir. Bu kolondan
alinan tiim fraksiyonlara preparatif ITK yontemi uygulanmis ve Prep-7 Fr. 3 (1.9 mg) ve
Prep-7 Fr. 7 (2 mg) bilesigi saf olarak elde edilmistir.

MPLC-1 Fr. 62-71 (90 mg) fraksiyonu preparatif ITK plagina tatbik edilmis Prep-3 Fr. 1
(1.9 mg), Prep-3 Fr. 2 (9.3 mg), Prep-3 Fr. 3 (2.5 mg), Prep-3 Fr. 4 (1.4 mg) bilesikleri

saf olarak elde edilmistir.

MPLC-1 Fr. 72-73 (20.3 mg) fraksiyonu preparatif ITK plagma tatbik edilmis Prep-4 Fr.
1 (1.1 mg), Prep-4 Fr. 2 (1.7 mg), Prep-4 Fr. 3 (1.4 mg), Prep-4 Fr. 4 (1.9 mg) bilesikleri

saf olarak elde edilmistir.

MPLC-1 Fr. 81-83 (24.2 mg) fraksiyonu preparatif ITK plagma tatbik edilmis Prep-5 Fr.
2 (1.3 mg), Prep-5 Fr. 3 (1.8 mg), Prep-5 Fr. 4 (2.5 mg) bilesikleri saf olarak elde
edilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.2
S. iberica n-Butanol Ekstresinde PK-1 Fr. 3-5 Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar1

*{zolasyon semasmin okunabilirligi agisndan, madde izolasyonu ile sonuglanmayan fraksiyonlar semaya
dahil edilmemistir.

Swertia iberica n-Biitanol ekstresi
(39,58 g)

Fr. 2427

5.90 mg
SK-77 (Sllkajel KK) Fr. 333K
4.00 mg

Fr. 37-39*
15.00 mg

SPH-142 (Sephadex KK)
(MeOH)

2 — e
Fr.5-8
9.10 mg



Sekil 2.3
S. iberica n-Butanol Ekstresinde PK-1 Fr. 8-12 Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalart

*{zolasyon semasmin okunabilirligi agisindan, madde izolasyonu ile sonuglanmayan fraksiyonlar semaya
dahil edilmemistir.

Swertia ibevica n-Bitanol ekstresi
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Sekil 2.4
S. iberica n-Butanol Ekstresinde PK-1 Fr. 15-17 Uzerinde Yapilan Izolasyon Calismalari

*{zolasyon semasmin okunabilirligi agisindan, madde izolasyonu ile sonuglanmayan fraksiyonlar semaya
dahil edilmemistir.

Siwertia iberica n-Bitanol ekstresi
(39,58 )

PK-1 (Poliamit KK}
{¥el 00 H2ZO->% 100 MeOH)

(HUS-U
- MPLC-1 (OBSK)
ISSLIOmE (o100 H,0-2%100 MeOH)

Fr. 23-28 SPH-140 (Sephadex KK) _ Prep-T (Preparatif iTK) -> m3 x mr *
2110 myg (MeOH)-(Tiim Fr.) (MeOH) 1.9mg 3.2 mg

6371 Prep.3 (Preparatif ITK) oy, Frd * gk i % Fra *
90 mg (MeOH) 1.9mg 9.3 mg 25 mg I1dmg

B 7273 e PrpAPrepanati ITK) 3 Pl ok F2 X F3 X me K
20.3mg (MeOH) L1mg 1.7 mg 14 mg 19mg

\ Fr8183 P-r-st"rqmﬂml_} 2k 3 *X  pa X
4.2mg (MeOH) Limg 12mg 2.5 mg

3.13.3 Ekstrelerin Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UPLC)/Quadrupole-
Time of Flight (Q-TOF) Kutle Spektrometresi ile Analizler

Bitki 6rneklerinden elde edilen ekstreler, son konsantrasyonu 10 pug/mL olacak sekilde
hazirlanmis ve %50 su — %50 metanol (v/v) karigimi igerisinde ¢dziilerek analiz
vial’lerine aktarilmistir. Tiim ¢oziicii ve ¢ozeltiler, LC/MS-grade Kkalitesinde veya daha

yiiksek saflikta secilmistir. Analizlerde enjeksiyon hacmi 2 pL olarak belirlenmistir.

Kromatografik ayrim, Agilent 1260 serisi Ultra Performansli Sivi Kromatografisi
(UPLC) sistemi ile gerceklestirilmis; dedeksiyon ise Agilent 6530 Quadrupole-Time of
Flight (Q-TOF) kiitle spektrometresi kullanilarak yapilmistir. Ayirma islemleri, 10 cm
uzunluk, 1.7 mm i¢ ¢ap ve 2.5 um partikiil boyutuna sahip ters faz C18 kolonu (Waters
Co.) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Mobil faz olarak %0.1 formik asit iceren ultra saf
su (faz A) ve %0.1 formik asit iceren LC/MS-grade asetonitril (faz B) kullanilmistir. Akis
hiz1 0.3 mL/dk olarak ayarlanmistir. Kiitle spektrometrisi, MS1 tarama modunda, 100—

1200 m/z araliginda ve negatif iyonizasyon modunda ¢alistirilmistir.
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Gradient eliisyon programi asagidaki sekilde uygulanmistir:
. 0-1 dakika: %5 B (baslangi¢ dengeleme)

. 1-10 dakika: %5°ten %95 B’ye lineer artis

. 10-11 dakika: %95 B (kolon yikama)

. 11-11.5 dakika: %5 B’ye hizli doniis

. 11.5-14 dakika: %5 B (yeniden dengeleme)

Cihazdan elde edilen ham veriler “.d” formatinda kaydedilmis ve istatistiksel analizlerde
kullanilmak iizere “ProteoWizard” yazilimi ile “.mzXML” formatina doniistiiriilmiistiir.
Pik tespiti, hizalama ve karsilagtirma islemleri “MZmine 2.54” yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Rastgele teknik varyasyonlardan kaynaklanabilecek hatalarin etkisini
azaltmak amaciyla, diisiik giivenilirlikteki pikler filtrelenmis ve tiim orneklerdeki sinyal
alanlar1 toplam sinyal yogunluguna gore normalize edilmistir. Pik tanimlama ve metabolit
anotasyonu iglemleri “MetaboAnalyst 5.0” platformu {izerinden yiiriitiilmiis; bu platform
ayni zamanda istatistiksel analizler ve biyolojik yolak degerlendirmelerinde

kullanilmastir.

52



4 BULGULAR

4.1 Morfolojik Bulgular

4.1.1 S. iberica Fischer ex C. A. Mey.
Beitr. Pfl Russ. Reichs 6:61 (1849).

Sinonim: S. stigmantha C. Koch in Linnaea 23:586 (1850); S. balansae Boiss., Fl, Or. 4:
78 (1875); S. punctata sensu Boiss., loc. cit. (1875) non Baumg. (1816); S. caerulea
Hausskn., ms. (1890) non Royle (1836); S. haussknechtii Gilg ex Pissjauk. In Not. Syst.
(Leningrad) 1964:276 (1964)! Map 18, p. 191.

Cok yillik, otsu. Bitki boyu 32-99 cm araligindadir. GOvde sert, kalin, basit, dik. Bazi
orneklerde koyu mor renklenme ve belirgin ¢izgiler yer almaktadir. Rozet yapraklar 4-
20 x 2.5-11.5 cm, eliptik-ovat, lamina kenar1 diiz, lamina tepesi mukronat (aniden daralan
kii¢iik ¢ikintili), lamina tabani aniden daralan akut . Petiyol (yaprak sap1) 2-16 cm. Yaprak
alt ve st ylizeyinde orta damara yakin yerde ¢ok seyrek basit, beyaz ortii tiiyleri vardir.
Govde yapraklan eliptik, lamina tepesi mukronat-akut, kenari1 diiz, tabani akut.
Govdenin alt kismindaki yapraklar petiyole sahipken {istte kalan yapraklarin sesil (sapsiz)
ve govdeye dekurrent olarak baglandigi1 gozlenir. Yapraklar genellikle alternan (almasik)
nadiren opposit (Karsiliklr). Yapraklarin alt ve iist ylizeyinde ¢ok seyrek basit, beyaz ortii
tiyleri mevcuttur. Infloresans (Cicek durumu) rasemus. Ana gévde biiyiimeye devam
eder, govde tepesinde pediselli (¢igek sap1) ¢igek bulunmaktadir. Lateral (yan) eksenler
alternan dizilmistir. Bu eksenlerdeki ¢igekler opposit olarak dizilmistir. Tepe
noktalarmda siyah mukrolar olan sesil brakte ve brakteoller mevcuttur. Brakteler gévde
yapragima benzer, brakteol lanseolat seklindedir. Cigekler ¢ogunlukla 5 pargali, nadiren
4 parcali. Cigekler mavi-mor. Korolla loplar1 tabana kadar pargalanmis 5 petalli. Petal
tabaninda, cok sayida fimbriat tasiyan (sagak) 2 nektaryum var. Petal ylizeyinde koyu
mavi-mor renkte belirgin veinler (damar, ¢izgi) mevcuttur. Petaller; 9-14 mm, eliptik-
ovat, uglar1 akut kivrilmis. Kaliks tabana kadar parcalanmis, serbet 5 sepalli. Sepaller;
4-8 mm, linear-lanseolat. 5 stamene sahip tlrin anterleri sagitat ve anterler bazifiks
(filament anterin tabanindan baglanmistir). Stigma 2 loplu, sesil. Kapsul 2 valvh
(kapakli), septisit kapsiil, tek lokullii (unilocular-tek gozlu) eliptik. Cok sayida, kiiciik,
farkli sekillerde tohumlar igerir. Tohum renginin kahverengi, kahverengi-siyah oldugu

goriilmiistiir.
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Ciceklenme zamam temmuz-agustos. Habitat ormanlik alanda-Alnus glutinosa, Picea
orientalis agag¢ altlarinda-Rhododendron altlarinda, sulak, nemli alanlarda, dere
kenarlarinda ve kayalik diplerinde yetisir. 1600-2700 m de subalpin kusakta yayilis
gosterir (Gorsel 4.1).

Gorsel 4.1
S. iberica Orneginin Dogal Yayilis Alam Ve Genel Goriiniigii
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Gorsel 4.2
S. iberica Orneginin Cicek Durumu ve Tek Cicegi

& z . . ‘ l“? % '

Gorsel 4.3

S. iberica 'min Cigeginin Stereo Mikroskopta Gorinumi

*a:5 parcali ¢igek, b: 4 parcali ¢igek c: brakte d: kaliks, e: sepal, f: petal g: stigma, h: kapsiil, 1: stamen
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4.1.2 S. longifolia Boiss.
S. longifolia Boiss., Diagn. ser. 1(5):90 (1844).

Sinonim: S. auclwri Boiss., loc. cit. (1844); S. persica Griseb. in DC, Prodr. 9: 132
(1845). Ic: Jaubert & Spach. 111. PL Or. 3: t. 235 (1848). Map 18, p. 191.

Cok yillik, otsu. Bitki boyu 31-76 cm arasindadir. GOvde sert, kalin, basit, dik. Govde ve
taban yapraklar1 mevcuttur. Rozet yapraklar 5.5-14 x 1-2.5 cm, oblanseolat-spatulat,
lamina tepesi akut, kenar1 diiz, taban1 petiyole dogru daralan atenuat. Petiyol 4-9 cm.
Govde yapraklan linear-eliptik, kenarlar1 diiz, tepesi akut, tabani akut, opposit, sesil,
dekurrent. Infloresans rasemus. Cicekler farkli nodlarda kiimelenmis sekilde bulunur.
Sesil brakte ve brakreolleri vardir. Brakte ve brakteoller gévde yapragina benzer.
Cicekler 4 pargali, beyazimsi-sar1 renkte. Korolla loplar1 tabana kadar pargalanmis 4
petalli. Petal tabanina yakin, ¢ok sayida fimbriatlara sahip 1 nektaryum vardir. Petal
yiizeyinde belirgin saydam renkli ¢izgiler vardir. Petaller 9-14 mm, eliptik-ovat, uglari
akut, kivrilmis. Kaliks tabana kadar par¢alanmis, serbest, 4 sepalli. Sepal 5-10 mm,
lanseolat. Stigma 2 loblu, sesil. Stamenler sagitat, anterler bazifiks. 4 stamen mevcuttur.
Kapsul 2 valvli, tek lokulli, eliptik. Cok sayida, kiigiik, farkl sekillerde tohumlar igerir.
Tohum renginin kahverengi, kahverengi-siyah.

Ciceklenme zamam temmuz-eylil. Habitat kayalik dipleri, dere kenarlari, sulak

cayrrlarda, 1750-32907 m yayilis gbsterir.

Gorsel 4.4

S. longifolia Orneginin Dogal Yayilis Alant ve Genel Goriiniisii *

*a: Genel Gorliniis, b: Cigek Durumu, c: Cigek Halkasi
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Gorsel 4.5

S. longifolia’nin Cigeginin Stereo Mikroskopta Gériintimii

*a:4 pargali ¢igek, b: kaliks, c: brakte, d: sepal, e: petal, f: stigma, g: stamen, h: kapsul

4.2 Mikromorfolojik Bulgular
4.2.1 S. iberica ait Mikromorfolojik Bulgular:
4.2.1.1 Tohum

Tohum yiizey ornamentasyonlar1 retikulat (agsi)-alveolat. (Alveolat, petek gibi ¢ukurlu;
foveolata benzer, ancak cukurluklar yuvarlak olmaktan ziyade ag¢ihidir) S. iberica
tohumlar1 sekil ve boyut olarak genis cesitlilik gosterir. Tohumlarin sekilleri kiiresel,
elipsoidal, dikdortgensel ve yanal olarak genislemis olarak cesitlilik gosterdigi
gozlenmistir (Gorsel 5.1).
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Gorsel 5.1
S. iberica Tohum SEM Goruntileri

2024/03/14  14:13 HMMDS.3 x80

AUBIBAM 2024/03114  14:20 HMMD8.4 x500 200 um AUBIBAM 202410314 14:21 HMMD8.2 x1.0k 100 pm

*A: Genel goriniim B: Tohum ylizey ornamentasyonu
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4.2.1.2 Stigma
Stigma 2 loplu, sessildir.

Gorsel 5.2
S. iberica Stigma SEM Gorintisu

20240314 14:39 HMMDE.0 x250 300 pm

* A: Stigma yuzeyinde bulunan polenler ile genel gériniim B:2 loplu stigma gorlntisi
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4.2.1.3 Stoma

Stoma anizositik tipte gorilmektedir.

Gorsel 5.3
S. iberica Ait Yapraktaki Stomalarin SEM GOruntisi

Em NG 1T FUNDRS 50 BOj ALBBAN 2N 1120 HWWOL3 X\ 1ym ABBAY AMOH 12HNDE 2N S

4.2.1.4 Polen

Polen monad (polenler tek tek yayilir) ve trikolporattir. Polen ylizey ornamentasyonu

(striat) cizgili, (retikulat) agsidir.

Gorsel 5.4

S. iberica’mn Anter Uzerindeki Polenleri

7

[N

D04 1011 HMMD42 X1 100ym AUBIBAM AWM TLISHMNDAT 220k 30m ALBBAM

O8N I HMVDAS 0k 20
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4.2.1.5 Nektaryum

Nektaryum petal tabaninda, fimbriath ve 2 adettir.

Gorsel 5.5
S. iberica Nektaryumlari

AUBIBAM 2024/03/14  14:47 HMMD7.8  x30 2mm

4.2.1.6 Sepal

Sepal 4-8 mm, linear-lanseolat sekildedir.

Gorsel 5.6

S. iberica Sepal SEM Goruntisu

2024/03/14  14:50 HMMD8.4 %500 200 pm

ALBBAN AR SIS X S0,

*A: Sepal B: Sepal yiizeyi
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4.2.1.7 Petal

Petal tabaninda, ¢ok sayida fimbriat tasiyan (sagak) 2 nektaryum vardir. Petal yiizeyinde
koyu mavi-mor renkte belirgin veinler (damar, ¢izgi) mevcuttur. 9-14 mm, eliptik-ovat,
uglar1 akut kivrilmis sekildedir.

Gorsel 5.7
S. iberica Petal SEM Gorintisi

AUBIBAM 20240314 1447 HMMD7.8 x30  2mm

*A: Petal yiizeyi B: Petal tabanmndaki nektaryumlar

4.2.1.8 Kapsul

Kapsul eliptik, 7-13 mm, 2 valvli (kapakli), septisit kapsiil, tek lokullii (unilokuler-tek
gozli). Cok sayida, kiiclik, farkli sekillerde tohumlar igerir. Kapsiil yiizey

ornamentasyonu retikulat-striattir.

62



Gorsel 5.8
S. iberica Kapsil Ylzeyi Sem Goriintist

AUBIBAM 2024/03/14  14:26 HMMD7.7 x800 100 pm
4.2.2 S. longifolia ait Mikromorfolojik Bulgular

4.2.2.1 Tohum

Tohum yiizey ornamentasyonlar1 retikulat (agsi)-alveolattir. S. longifolia tohumlar1 sekil
ve boyut olarak genis cesitlilik gosterir. Tohumlarin sekilleri kiiresel, elipsoidal,

dikdortgensel ve yanal olarak genislemis olarak ¢esitlilik gosterdigi gozlenmistir.
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Gorsel 6.1
S. longifolia Tohum SEM Gériintileri

AUBIBAM 2024/03/14  15:30 HMMD8.2 x100

*A: Genel gorinim B: Tohum ylizey ornamentasyonu
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4.2.2.2 Stigma

Stigma 2 loplu, sesildir.

Gorsel 6.2
S. longifolia Stigma SEM Gorintiist

AUBBAM 040314 1544 HVND4S X100 T

4.2.2.3 Stoma

Stoma anizositik tipte gortlmektedir.

Gorsel 6.3
S. longifolia Yapraginda Yer Alan Stoma

AUBIBAM 2024/03114  15:16 HMMD8.3 x400 200 um AUBIBAM 2024/0314  16:18 HMMDS.2 x2.0k  30ym
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Gorsel 6.4
S. longifolia Sepalinde Gdériilen Stomalar

AUBIBAM 202403114 15:27 HMMD8.2 800 200 pm

4.2.2.4 Polen

Polen monad ve trikolporattir. Polen ylzey ornamentasyonu heterobrokat

(heterobrochate); farkli boyutta liimenlere sahip retikulat polen duvari vardir.

Gorsel 6.5

A0 155 HAMDSA xSk Sdpm AUBBAM 40314 1547 HMVDA1 220k 30pm AUBIRAM A0 1553 HMVDSS 30k 30pm
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4.2.2.5 Nektaryum

Nektaryum petal tabanina yakin mesafede, fibriatli, 1 adet.

Gorsel 6.6
S. longifolia Nektaryumu SEM Goruntiisu

AUBIBAM 2024/03/14  15:10 HMMD8.2 x30 2mm

4.2.2.6 Sepal

Sepal 5-10 mm, lanseolat, tepesi akuttur.

Gorsel 6.7
S. longifolia Sepal SEM Goruntisu

AUBIBAM 2024/03/14  15:26 HMMD8.2 x100 1mm AUBIBAM 2024/0314  15:28 H‘2 xk 50 ym

*A: Sepal B: Sepal yizeyi
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4.2.2.7 Petal

Petal 9-14 mm, eliptik-ovat, uglar1 akut, kivrilmig. Petal tabanina yakin, ¢ok sayida
fimbriatlara sahip 1 nektaryum vardir. Petal yiizeyinde belirgin saydam renkli ¢izgiler
(vein) vardir.

Gorsel 6.8
S. longifolia Petal Yiizeyi SEM Gorlntusu

A
S

o

2024/03/14 1508

[ —

HMMD7.9 x600

AUBIBAM 100 pm

4.2.2.8 Kapsul

Kapsul 9-15 mm, eliptik, 2 valvli (kapakli), tek lokulli (unilokular-tek gozli). Cok
sayida, kiigiik, farkli sekillerde tohumlar igerir. Kapsul yizeyi ornamentasyonu striat
(cizgili).

Gorsel 6.9

S. longifolia Kapsul Yuzeyi SEM Gorintusi

o — e T N R Dy, e
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4.3 Anatomik Bulgular
4.3.1S. iberica

4.3.1.1 Kok

Kokte en dista yer yer parcalanmis, 1-2 swrali, diizensiz sekilli hiicrelerden olusan
epidermis tabakasi goriiliir. Epidermisten sonra gelen korteks tabakasi 4-8 sirali biiyiik,
oval, ince ceperli, yer yer bosluklu ve nisasta taneleri tasiyan parankimatik hiicrelerden
olusur. Endodermis; tek sirali, biiyiikli kii¢iiklii, boyuna ¢eperleri uzamis hiicrelerden
olusur. Endodermis tabakasi altinda tek sirali periskil tabakasi yer yer kesintili olarak
gOzlenir. Merkezi silindirin vaskiiler dokularini olusturan floem ve ksilem bulunur. En
icte 6z bolgesi bulunur. Oz bdlgesi ksilem elamanlar1 ierir (Gorsel 7.1).

Gorsel 7.1

S. iberica Kok Enine Kesiti

*e: epidermis, k: korteks, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem, 6: 6z
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4.3.1.2 Govde

Govde enine kesiti hafif dort koselidir. Bir ¢ift ve bir tek kanath yapi tasir. Epidermisin
dis kismui ince bir kiitikiila tabakasi ile kaplidir. Epidermis 2 siraly, kiiciik, dikdértgen veya
kare sekilli hiicrelerden olusur. Epidermisten sonra 7-8 sirali, farkli biiyiikliikte oval
sekilli ve yer yer nisasta taneleri tasiyan parankimatik hiicrelerden olusan korteks yer
almaktadir. Korteks tabakasindan sonra tek sirali, dikdortgenimsi, yer yer nisasta taneleri
tagtyan endodermis bulunmaktadir. Endodermisten sonra tek sirali, yer yer kesintili
periskil tabakas1 yer almaktadir. Periskil tabakas1 altinda 4-5 sirali floem ve 18-19 sirali
ksilem yer almaktadir. Bu tabakanin altinda internal floem (interksiler floem) bulunur.
Oz tabakas1, 9-10 sirali oval, hiicreler aras1 bosluklari ¢ok az olan parankimatik hiicreler
yer alir. Bu hiicrelerden sonra daha genis hiicreli parenkimatik hiicreler gézlenir (Gorsel

7.2 ve (Gorsel 7.3).

Gorsel 7.2

S. iberica Govde Enine Kesiti

A
LTa . -t

B 4
e ol { o
L A g
ol AT L

™., (¥}
Ui O.\'.\

*e: epidermis, k: korteks, ka: kanat, fl: floem, ks: ksilem, ifl: internal floem &: 6z
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Gorsel 7.3
S. iberica Govde Enine Kesit-Sartur

*e: epidermis, k: korteks, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem

4.3.1.3 Yaprak

En dista tek sirali, kare ya da dikddrtgenimsi hiicrelerden olusan, kiitikula tabakasi ile
kapl epidermis tabakasi yer alir. Epidermis ¢ok seyrek ortii tiiyleri tasir. Epidermis
tabakas1 miisilaj tagir. Orta damar alt epidermise dogru belirgin bir ¢ikint1 yapar. Alt
epidermadan sonra 7-8 siwrali, yer yer hafif bosluklu ve nisasta taneleri tasiyan
parenkimatik hiicreler bulunur. 2-3 sirali floemi, 3-5 sirali ksilem takip eder. iletim

demetleri agik kollateraldir.

Stomalar yapragin sadece alt ylizeyinde bulunur, hipostomatik yapraktir. Stomalar
anizositik tiptedir. Yaprakta palizat ve siinger parankimasindan olusan mezofil tabakasi
bulunmaktadir. Palizat parankimasi 1-2 swiraly, silindiriktir. Siinger parankimasi 1-2

siralidir. Yaprak bifasiyal tiptedir (GOrsel 7.4-Gorsel 7.6).

71



Gorsel 7.4
S. iberica Govde Yaprak Enine Kesiti

"

5
\ /

5

LA
4
,l
e

1TAee s, A (4

"\’1@.‘:‘&@“4‘ %)
Voao:ol4 e
' "‘.Oo.-"’.
0..

*k: kitikula, Ue: Ust epidermis, ae: alt epidermis, pa: parankima, fl: floem, ks: ksilem, sp: sunger
parankimast, pp: palizat parankimast

Gorsel 7.5
S. iberica Yaprak Alt Yiizeyinden Alinan Yiizeysel Kesitte Anizositik Stoma

*ae: alt epidermis, st: stoma
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Gorsel 7.6
S. iberica Yaprak Ust Yiizeyinden Alinan Yiizeysel Kesitte Epidermis Hiicreleri

*Ue: Ust epidermis

4.3.2 S. longifolia
4.3.2.1 Kok

Yer yer parcalanmis, 1-2 sirali, diizensiz sekilli hiicreler epidermis tabakasini olusturur.
Epidermis tabakasmdan sonra korteks tabakasi bulunur. Korteks tabakasi 4-5 sirali,
biiyiik, oval, yer yer bosluklu, ince g¢eperli ve nisasta taneleri tasiyan parankimatik
hiicrelerden olusur. Endodermis tek sirali, biiyiikli kiigiiklii hiicrelerden olusur.
Endodermis tabakasindan sonra periskil tabakasi yer almaktadiwr. Tek sirali periskil
tabakasi yer yer kesintili olarak gozlenir. Merkezi silindirin vaskiiler dokularini olusturan
floem ve ksilem bulunur. En igte &z tabakasi bulunur. Oz bolgesi ksilem elemanlarmi

icerir (Gorsel 7.7).
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Gorsel 7.7
S. longifolia Kok Enine Kesiti

* ¢: epidermis, k: korteks, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem, 6: 6z

4.3.2.2 Govde

GoOvde enine kesiti hafif dort koselidir. Epidermis dis kismi kalin kiitikiila tabakas ile
kaphdir. 2 sirali, dalgali, kiiciik, dikdortgen veya kare benzeri hiicrelerden olusur. Basit
ortil tiiyleri goriilmiistiir. Epidermisten sonra 3-4 siraly, farkl biiytikliikte, oval sekilli ve
yer yer nisasta taneleri tagiyan parankimatik korteks tabakasi yer almaktadir. Korteks
tabakasindan sonra tek sirali, dikdortgenimsi endodermis bulunmaktadir. Endodermisten
sonra tek sirali, yer yer kesintili periskil tabakasi yer almaktadir. Periskil tabakasi altinda
1-2 sirali floem ve floemden sonra 22-27 sirali ksilem vardir. Ksilemden sonra interksiler

floem yer almaktadir. Govde i¢i bostur. Oz bolgesi yoktur.

74



Gorsel 7.8
S. longifolia Gévde Enine Kesiti
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* e: epidermis, k: korteks, fl: floem, ks: ksilem, ifl: interksiler floem
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Gorsel 7.9
S. longifolia Gévde, Kloralhidrat

* ku: kiitikula, e: epidermis, k: korteks, en: endodermis, fl: floem, ks: ksilem, pe: periskil

4.3.2.3 Yaprak

Epidermis tabakasi tek sirali, kare veya dikdortgenimsi hiicrelerden olusur. Kiitikula
tabakasi ile kaplhidir. Epidermis ¢ok seyrek ortii tiiyleri tasir. Epidermis tabakasi miisilaj
tagir. Orta damar alt epidermise dogru belirgin bir ¢ikint1 yapar. Alt epidermadan sonra
4-5 sirali, yer yer bosluklu ve nisasta taneleri tagiyan parenkimatik hiicreler bulunur. 4-5

sirali floemi, 4-8 sirali ksilem takip eder. Iletim demetleri agik kollateraldir.

Stomalar yapragin her iki yiizeyinde de bulunur, amfistomatik yapraktir. Stomalar
anizositik tiptedir. Yaprakta palizat ve siinger parankimasindan olusan mezofil tabakasi
bulunmaktadir. Palizat parankimasi 1-2 siraly, silindiriktir. Siinger parankimasi 1-2

siralidir. Yaprak bifasiyal tiptedir (Gorsel 7.10-Gorsel 7.12).
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Gorsel 7.10
S. longifolia Gévde Yaprak Enine Kesiti

*ku: kdtikula, Ue: Ust epidermis, ae: alt epidermis, pa: parankima, fl: floem, ks: ksilem, sp: stinger
parankimast, pp: palizat parankimast

Gorsel 7.11

S. longifolia Yaprak Alt Yiizeyinden Alinan Yiizeysel Kesitte Stomalar-Anizositik Stoma
A R N RS oy

*ae: alt epidermis, st: stoma
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Gorsel 7.12
S. longifolia Yaprak Ust Yiizeyinden Alinan Yiizeysel Kesitte Stomalar-Anizositik Stoma

*Ue: Ust epiderma, st: stoma
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4.4 Palinolojik Cahsmalar
4.4.1 S. iberica turtne ait palinolojik bulgular

Polenlerin monad ve trikolporat oldugu goriilmektedir. Polen yilizey ornamentasyonu

(striat) cizgili, (retikulat) agsidir.

Gorsel 8.1
S. iberica Polenine Ait Isik Mikroskobu Goriintiisii
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4.4.2 S. longifolia tirune ait palinolojik bulgular

Polenler monad ve trikolporattir. Polen ylizey ornamentasyonu heterobrokat; farkli

boyutta liimenlere sahip retikulat polen duvari vardir.

Gorsel 8.2
S. longifolia Polenine Ait Isik Mikroskobu GOruntusi

4.5 Molekuler Bulgular
DNA dizi analizi sonuclarn

S. iberica ve S. longifolia tirlerine ait ITS1-1TS4 bolgesi dizi analizleri icin BM Labosis
firmasindan hizmet alimi1 yapilmistir. Asagida 2 tiir ait DNA dizi sonuglar1 verilmistir ve

dizi sonuglar1 Blast programi kullanilarak yakin akrabalar1 olan tiirler bulunmustur (Tablo
7.1, Tablo 7.2).
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S. iberica-1TS1-1TS4 bolgesi sekansi

TCGTAGCAGGCGTCGTGACGACGCATGCATCAGGGTCGGATAATCTCC
TCGTTCGACGGGCGTCGCGCGACAGCACCTTAGTTGAGGCAATCAACC
ACCACTTGTCGTCGCGTCCGTCGCAAGGGACTCGCATTTAGGACAGCC
GCATCAAGCACGGGAAGCCATTTTCCGCCCCCACACGTCATCCGTACG
ATTTAACACACGGGGTTGGGGGCGACGCGATGCGTGACGCCCAGGCAG
ACGTGCCCTCGGCCTGATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTC
GATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCAGTTCGCTAC
GTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTT
TGTTTCTTCAGACGCCTGTTGCCCTCCCGTGCACTCCGCGTACGGCGCA
TCGAGAGGAAGGCCATCCCTTCCTTGTCTTCCTTGGCGCTTTTATGCGC
CCGGGGTTGTTTGTCTGCACGAAGAGCGACCGTTGGTCGACGCCGTGCT
TGGGGCGCCGGTCCGTGGTTTCCCGCATCCCGGACGCCCGTGCTTTAAA
CATGTTCTCGGGTCGTCTGCTTCGCAGGATTCGACAATGATCCTTCCGC
AGGTTCACCTACGGAA

S. longifolia-1TS1-1TS4 bolgesi sekansi

CTGCGGAAGGATCATTGTCGAATCCTGCGAAGCAGACGACCCGAGAAC
ATGTTTAAATCACGGGCGTCCGGGACGCGGGAAACCACGGACCGGCAT
CCCAAGCACGGCGTCGACCAATGGTCGCTCTTCGTGCACACAAACAAC
CCCGGGCGCATAAAAGCGCCAAGGAAGACAAGAAAGGGATGGCCTTC
CTCTCGCAGCGCCGTACGCGGAGTGCACGGGAGGGCAACAGGCGCCTG
AAGAAACAAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG
ATGAAGAACGTAGCGAACTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATCAGGC
CGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCCCCCCAACCC
CGTGTGTTAACTCGTACGGGTGACGTGTGGGGGCGGAAAATGGCTTCC
CGTGCTTGGTGCGGCTGGCCTAAATGCGAGTCCCTTTCGACGGACGCG
ACGACAAGTGGTGGTTGATTGCCTCAACTAAGGTGCTGTCGCGCGACG
CCCGTCGAACGAGGAGACTACCCGACCCTGATGCGTGAGTAGT
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Tablo 7.1

S. iberica’dan Elde Edilen Dizilerin Gen Bankasi 'ndaki En Yakin Temsilcileri

ve Benzerlik Oranlar

Gen Bankasindaki Benzerlik Gen Bankas1 Numarasi
Benzer Tiirler Oram %
Swertia marginata 98.77% OR019698.1
Swertia graciliflora 98.77% MT923713.1
Swertia obtusa 97.53% ORO019118.1
Swertia perennis 97.07% AJ580550.1
Swertia banzragczii 96.92% OR034098.1
Swertia bifolia 98.38% KC861298.1
Swertia przewalskii 98.06% AF255913.1
Swertia wolfgangiana 97.90% AF255914.1
Swertia gyacaensis 97.58% KC861317.1
Swertia phragmitiphylla 97.09% KC861312.1
Swertia erythrosticta 96.93% AF251122.1
Swertia nervosa 94.14% FJ010794.1
Swertia chirayita 93.85% JX569817.1
Swertia franchetiana 93.70% JF978826.2
Swertia angustifolia 93.68% FJ010793.1
Swertia lurida 93.54% FJ010795.1
Swertia bimaculata 93.39% MN561248.1
Swertia macrosperma 93.23% MHI117778.1
Swertia decora 93.25% MN561235.1
Swertia punicea 93.09% JF978828.2
Swertia alpestris 97.14% KF747367.1
Swertia leducii 92.94% MNS561211.1
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Tablo 7.1
(Devam) S. iberica'dan Elde Edilen Dizilerin Gen Bankasi 'ndaki En Yakin Temsilcileri

ve Benzerlik Oranlar

Gen Bankasindaki Benzerlik Gen Bankas1 Numarasi
Benzer Tiirler Oram %
Swertia mussotii 92.79% MN561214.1
Swertia multicaulis 92.92% FJ010799.1
Swertia japonica 92.65% LC645204.1
Megacodon stylophorus 94.18% MT446378.1
Gentianella germanica 92.79% AJ580564.1

Tablo 7.2

S. longifolia dan Elde Edilen Dizilerin Gen Bankasi 'ndaki En Yakin Temsilcileri

ve Benzerlik Oranlar

Gen Bankasindaki Benzerlik Gen Bankas1 Numarasi
Benzer Tiirler g %o

Swertia obtusa 99.51% ORO018860.1
Swertia perennis 98.52% AJ580550.1
Swertia banzragczii 98.36% OR034098.1
Swertia marginata 97.70% OR019698.1
Swertia graciliflora 97.54% MT923713.1
Swertia gyacaensis 97.99% KC861317.1
Swertia phragmitiphylla 97.49% KC861312.1
Swertia erythrosticta 97.30% AF251122.1
Swertia bifolia 97.29% KC861298.1
Swertia przewalskii 97.13% AF255913.1
Swertia wolfgangiana 96.79% AF255914.1
Swertia alpestris 99.25% KF747367.1
Swertia franchetiana 94.76% JF978826.2
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Tablo 7.2
(Devam) S. longifolia 'dan Elde Edilen Dizilerin Gen Bankasi 'ndaki En Yakin Temsilcileri

ve Benzerlik Oranlar

Gen Bankasindaki Benzerlik Gen Bankas1 Numarasi
Benzer Tiirler Oram %

Swertia chirayita 94.75% JX569817.1
Swertia nervosa 94.42% FJ010808.1
Swertia punicea 94.27% JF978828.2
Swertia macrosperma 94.26% MH117778.1
Swertia lurida 94.26% FJ010795.1
Swertia angustifolia 94.09% FJ010793.1
Swertia bimaculata 93.94% MN561248.1
Swertia japonica 93.82% LC645204.1
Swertia multicaulis 93.93% FJ010799.1
Swertia mussotii 93.79% MN561214.1
Swertia decora 93.79% MN561235.1
Megacodon stylophorus 95.11% MT446378.1
Gentianella germanica 93.79% AJ580564.1
Comastoma cyananthiflorum 93.95% KC861320.1

4.6 Ucucu Yag Analiz Bulgulan

Tez bitkilerim olan S. iberica ve S. longifolia ait ¢iceklerden mikrodistilasyon ydntemi
ile elde edilen ugucu yaglar GC-GC/MS yontemi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda
S. iberica % 90.1 analiz edilip 24 bilesik tanimlanirken; S. longifolia ise % 71.5 analiz
edilip 23 bilesik tanimlanmistir. Her iki tiir i¢inde major bilesik tekrakozan olarak
belirlenmistir (Tablo 10.1).
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Tablo 8.1
Swertia Tiirlerine Ait Ugucu Yag Bilesenleri

RRI Compunds S. S. IM
iberica | longifolia
% %
1093 Hekzanal 0.8 1.1 tr, MS
1194 Heptanal - 0.3 MS
1244 Amil furan 0.7 0.6 MS
1335 (E)- 2-Heptenal 0.5 - MS
1393 3-Octanol 0.3 - MS
1399 Nonanal 0.8 3.2 MS
1400 Tetradekan - 0.3 MS
1452 1-Octen-3-ol 2.3 0.3 tr, MS
1479 (E,Z)-2,4-Heptadienal - 0.3 MS
1503 Dihidroedulan 11 1.0 - MS
1507 (E,E)-2,4-Heptadienal 0.4 0.5 MS
1553 Linalool 3.5 - tr, MS
1655 (E)-2-Dekenal 0.1 - MS
1658 Benzen asetaldehit 0.6 - MS
(= Fenil asetaldehit)
1827 (E,E)-2,4-Dekadienal 0.4 0.8 MS
1868 (E)-Geranil aseton - tr tr, MS
1882 - 0.7 MS

1-1sobutil 4-isopropil 3-isopropil -
2,2-dimetil suksinat

1900 Nonadekan 0.8 0.9 tr, MS
2000 Eikozan 1.4 1.0 tr, MS
2041 Pentadekanal - 15 MS
2100 Heneikozan 2.8 1.2 tr, MS
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.4 0.8 tr, MS
2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)- 1.3 - tr, MS
furanon
2194 3,4-Dimetil-5-pentil-5H- furan-2- | 0.4 - tr, MS
one
2200 Dokozan 3.1 1.4 tr, MS
2300 Trikozan 28.1 10.9 tr, MS
2400 Tetrakozan 31.0 25.2 tr, MS
2500 Pentakozan 1.9 2.4 tr, MS
2600 Hekzakozan 2.7 47 tr, MS
2700 Heptakozan 4.8 11.4 tr, MS
2800 Oktakozan - 2.0 tr, MS
Toplam % 90.1 71.5
Bilesik sayisi 24 23

* %: FID kramatogramlarindan hesaplanan, RRI: n-alkanlara kars1 hesaplanan bagil alikonma endeksleri
tr: Iz miktar (<0.1 %)

4.7 Ekstrelerin Ozellikleri ve Verimleri

Kurutulup, uygun boyuta getirilen bitki toprak {istii kistmlari; n-hekzan, etil asetat, %70’lik etanol
ve metanol ile masere edilmistir. Elde edilen ekstrelerin verimi kuru bitki materyali iizerinden (g

ekstre /100 g bitki) hesaplanmigtir. Ekstre verimleri bilgileri asagidaki Tablo 9.1’de gosterilmistir.
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Tablo 9.1
Ekstre Verimleri

S. iberica 8. longifolia
Ekstre Tiird Ekstre Miktary, g | Verim, % (g/g) Ekstre Miktari, g | Verim, % (g/g)
N-hekzan ekstresi 1.05 3.5 0.79 2.6
Etil asetat ekstresi 1.08 3.6 1.09 3.6
Metanol 7.65 25.5 8.33 27.7
%70’lik Etil alkol | 8.20 273 11.69 38.9
ekstresi

4.8 Biyolojik Aktivite Bulgular:
4.8.1 Antioksidan aktivite ¢calismalari sonuclar
4.8.1.1 DPPH?" serbest radikalini siipiiriicii etki degerleri

S. iberica ve S. longifolia toprak tistii kisimlarindan elde edilen n-hekzan, etil asetat,
metanol ve %70’lik etil alkol ve infiizyon &rneklerinin DPPHe yontemi kullanilarak
antioksidan Ozelligi arastirilmistir. Standart madde olarak gallik asit kullanilmistir.
Deneylerde sonuglar inhibisyon degerleri kullanilarak SigmaPlot programinda ICso

degerleri bulunmustur. Sonug¢lar mg/mL cinsinden degerlendirilmistir (Tablo 10.1, Tablo
10.2).

Tablo 10.1
S. iberica ait DPPH Test 1Cso (mg/mL)
Ekstreler DPPH Test ICso (mg/mL)
%70 lik Etanol 0.3527+0.0059
Metanol 0.2985+0.0241
Etil asetat 0.3005+0.0261
N-Hekzan 1.5193+0.0877
Infiizyon 0.3034+0.0163
Gallik asit 0.0016+0.0001
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Tablo 10.2
S. longifolia Ait DPPH Test ICsp (mg/mL)

Ekstreler DPPH Test ICso (mg/mL)
%70 lik Etanol 0.2500+0.0119
Metanol 0.5012+0.0175
Etil asetat 1.2997+0.1020
N-Hekzan 0.9390+0.1483
Inflizyon 0.4723+0.0061
Gallik asit 0.0016+0.0001
Gorsel 9.1

Swrasiyla VE, VM, VEA, GA, M Ait DPPH Deney Gorseli

PO =

i
fl

*V: S. longifolia E:%70 etanol, M:metanol, EA:etil asetat, GA:gallik asit
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Gorsel 9.2
Sirastyla VH, VI, RI, GA, M Ait DPPH Deney Gorseli

*V: S. longifolia R: S. iberica H:hekzan, I:infiizyon, GA:gallik asit, M:metanol

Gorsel 9.3

Swrasiyla RE, RM, REA, GA, M Ait DPPH Deney Gorseli

*R: S. iberica, E:%70 etanol, M:metanol, EA:etil asetat, GA:gallik asit, M:metanol
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Gorsel 9.4
Swrasiyla RH, GA, M Ait DPPH Deney Gorseli

*R: S. iberica, H: hekzan, GA:gallik asit, M:metanol

4.8.1.2 Toplam fenolik madde miktar tayini sonuglar

S. iberica ve S. longifolia bitkilerine ait ekstrelerin toplam fenol miktar1 gallik asite
esdeger olarak Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak belirlenmistir. Test edilen
orneklere ait toplam fenol miktari, kalibrasyon egrisi denklemi (Sekil 2.5) kullanarak g
ekstrede mg gallik asite esdeger olarak (mg GAE/g ekstre) hesaplanmistir (Tablo 10.3 ve
Tablo 10.4).

Tablo 10.3
S. iberica Ait FCR Test (mg GAE/g ekstre)
Ekstreler FCR Test (mg GAE/g ekstre)
%70 lik Etanol 38.77+0.1784
Metanol 27.69+0.1272
Etil asetat 17.94+0.0792
N-Hekzan 29.23+0.1315
Infiizyon 16.52+0.1377

*GAE: mg/g Gallik asite esdeger olan fenol miktar
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Tablo 10.4

S. longifolia Ait FCR Test (mg GAE/g ekstre)

Ekstreler FCR Test (mg GAE/g ekstre)
%70 lik Etanol 46.25+0.0745
Metanol 27.36+0.0183

Etil asetat

38.77+0.0343

N-Hekzan

16.87+0.0711

Inflizyon

23.76+0.0237

*GAE: mg/g Gallik asite esdeger olan fenol miktari

Sekil 2.5

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

3

2,5

1,5

Absorbans

0,5

y=2,636x+0,1219
R?=0,9992

0,2 0,4 0,6 0,8
Konsantrasyon mg/mL
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Gorsel 10.1
VE, VM, VEA, VH, VI Ekstrelerine Ait Toplam Fenol Miktar Tayini Sonucu

*V: S. longifolia E:%70 etanol, M:metanol, EA:etil asetat, H:hekzan, I infiizyon GA:gallik asit

Gorsel 10.2
RE, RM, REA, RH, RI Ekstrelerine Ait Toplam Fenol Miktar Tayini Sonucu
5 0,12 0,06 0,03 M

\ ,
e RS

*V: 8. longifolia E: %70 etanol, M:metanol, EA:etil asetat, H:hekzan,I: infiizyon GA:gallik asit
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4.8.2 Antimikrobiyal Aktivite Cahismalar:
4.8.2.1 Antibakteriyel Aktivite Sonugclar

S. iberica ve S. longifolia turlerine ait ekstrelerin antibakteriyel etkileri biyootografi, kuyu
difuzyon ve mikrodiliisyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen veriler Tablo
11.1, Tablo 11.2 ve Gorsel 11.1, Gorsel 11.2 ve Gorsel 11.3’te verilmistir.

Biyootografi Dot-Blot Yontemi deney sonuclar

Literatiir taramalar1 sirasinda ekstre hazirlarken en ¢ok tercih edilen ¢oziiciilerin %70°1ik
etanol ve metanol oldugu gorilmiistiir. Bu sebeple 2 tiire ait bu ekstrelerin Biyootografi
Dot-Blot yontemi kullanilarak Staphylococcus aureus ATCC 6538'a kars1 antibakteriyel
Ozellikleri igin On tarama yapilmistir. S. iberica turine ait %70 lik etanol ekstresinde

kirmizi zon olustugu gozlenmistir. Gorsel 11.1°de deneye ait sonuglar gorilmektedir.

Gorsel 11.1
Biyootografi Dot-Blot Yontemi

Kuyu Diflizyon yontemi deney sonuclart

Tez materyallerine ait ekstreler Escherichia coli NRRL B-3008 ve Staphylococcus aureus
ATCC 6538 suslarmna karsi Kuyu Diflizyon yontemi ile antibakteriyal 6zellikleri
arastirtlmistir. Escherichia coli NRRL B-3008 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538
susuna kars1 test edilen tiim 6rneklerde zon olusumu goriilmemistir. Tablo 11.1 ve Gorsel

11.2°de deneye ait veriler gortlmektedir.
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Gorsel 11.2

Kuyu difiizyon yontem sonuglart

Tablo 11.1
Antibakteriyel Kuyu Diflizyon Verileri

Zonecappmm |R | R | R R [R|V |V |V A\ \% Kloramfenikol

E |M|EA |H |i |E |M |EA |H |i

Escherichia coli | - - - - - |- - - - - 9
NRRL B-3008

Staphylococcus | - - - - - |- - - - - 35
aureus ATCC

6538

*R: S. iberica, E: %70 etanol, M: metanol, H: i{ekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon, V: S. longifolia, E: %70
etanol, M: metanol, H:hekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon

Mikrodilisyon Ydntemi

Ekstrelerin yedi bakteri tiiriine kargina mikrodiliisyon yontemi kullanilarak antibakteriyal
etkisi degerlendirilmistir. Sonuglar minimun inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak
verilmistir. 16000-15 pg/mL araliginda diliie edilen ekstreler, yapilan deney sonucunda
2000-4000 pg/mL MIK araliginda etkiler gdstermistir. Minimum bakterisidal etki, tiim
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test edilen orneklerde 4000 pg/mL’nin iizerindedir. Standart antibakteriyal madde

kloramfenikol ile karsilastirildiginda 6rneklerin, kullanilan bakteri suslarma kars1 zayif

inhibitor etkileri oldugu belirlenmistir. Tablo 11.2 ve Gorsel 11.3’te deneye ait veriler

gorulmektedir.

Gorsel 11.3

Tablo 11.2

Ekstrelerin Antibakteriyel Etki Sonuglar: (ug/mL)

(MIC, pg/mL)

RE

RM

REA

RH

VEA

KLRM.

Escherichia coli

NRRL B-3008

>4000

>4000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

>4000

2000

Staphylococcus
aureus ATCC
6538

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

16

Salmonella
typhimurium

ATCC 13311

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000

>4000
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Tablo 11.2
(Devam) Ekstrelerin Antibakteriyel Etki Sonuglart (ug/mL)

(MIC, pg/mL) | RE RM REA | RH Ri VE VM VEA | VH Vi KLRM.

Staphylococcus | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | 2000 8
epidermidis

ATCC 12228

Bacillus cereus | 2000 >4000 | 2000 >4000 | >4000 | 2000 2000 2000 >4000 | >4000 | 8
NRRL B-3711

Serratia >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | 8
marcescens

NRRL B-2544

Pseudomonas >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | 2
aeruginosa
ATCC 27853

Not.KLR: Kloramfenikol (128 mg/mL)

*R: S. iberica, E: %70 etanol, M: metanol, H: hekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon, V- S. longifolia, E: %70
etanol, M: metanol, H:hekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon

4.8.2.2. Antikandidal Aktivite Sonucu

S. iberica ve S. longifolia bitki tirlerine ait ekstre ve inflizyon drneklerinin antikandidal

etkileri kuyu diflizyon ve mikrodiliisyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen

veriler Tablo 13.3, Tablo 13.4 ve Gorsel 11.4, Gorsel 11.5 ve Gorsel 11.6°da verilmistir.
Kuyu Difiizyon Yontemi deney sonuclart

Tez materyallerine ait ekstrelerin Candida utilis NRRL-Y-900 ve C. parapsilosis ATCC
22019 suslarmna karg1 Kuyu Difilizyon yontemi ile antikandidal 6zellikleri aragtirilmstir.
C. parapsilosis ATCC 22019 susuna karst sadece S. longifolianm %70’lik etanol
ekstresinde zon olusumu goriilmiistiir. C. utilis NRRL-Y-900 susuna kars1 ise tiim test
edilen orneklerde zon olusumu goriilmistiir. Tablo 11.3 ve Gorsel 11.4° de deneye ait

veriler gorilmektedir.
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Gorsel 11.4

Kuyu Difiizyon Yontemi Deney Sonuglart

Tablo 11.3
Antikandidal Kuyu Diflizyon Yontemine Ait Veriler

Zone ¢api |RE [RM |REA |RH |Ri |VE | VM | VEA | VH | VI | Ketokonazol

mm

Candida 12 |18 | 14 16 14 17 18 14 19 17 16
utilis
NRRL-Y-
900

Candida - - - - - 10 - - - - 22.5
parapsilosis
ATCC
22019

*R: S. iberica, E: %70 etanol, M: metanol, H: hekzan, EA: etilasetat, [ infiizyon, V: S. longifolia, E: %70
etanol, M: metanol, H:hekzan, EA.: etilasetat, I: infiizyon

Mikrodilisyon Yodntemi

Ekstrelerin alti1 Candida referans susuna karsi Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
antikandidal etkisi degerlendirilmistir. Sonuglar minimun inhibitér konsantrasyonu
(MIK) olarak verilmistir. 16000-15 pg/mL arahiginda diliie edilen ekstreler, yapilan
deney sonucunda 31,25-1000 pg/mL MIK araliginda etkiler gdstermistir. Minimum
fungisidal etki, tiim test edilen orneklerde 1000 pg/mL’nin iizerindedir. Standart
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antikandidal madde ile karsilastirildiginda 6rneklerin, kullanilan Candida’lara kars1 zayif

inhibitor etkileri oldugu belirlenmistir.

Gorsel 11.5
Candida parapsilosis ATCC 22019 Susuna Ait Sonug

Gorsel 11.6
Candida utilis NRRL Y-900 Susuna Ait Sonug
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Tablo 11.4

Ekstrelerin Antikandidal Etki Sonuglar: (ug/mL)

MIC, pg/mL) | R R R R R A% A% Vv Vv Ketokonazol
E M EA | H i E M EA | H I

Candida 250 1000 | 250 | 1000 1000 250 | 1000 500 1000 1000 1

albicans

ATCC 10231

Candida wutilis | 31.25 | 500 | 62.5 | >1000 | 500 125 | 500 125 250 500 0.5

NRRL Y-900

Candida 125 500 | 250 | >1000 | >1000 | 500 | >1000 | 500 >1000 | >1000 | 0.5

albicans

ATCC 90028

Candida 500 1000 | 500 | 1000 1000 500 | 1000 1000 | 1000 1000 0.0625

tropicalis

ATCC 750

Candida 62.5 500 | 125 | >1000 | >1000 | 250 | 500 250 500 >1000 | 0.5

parapsilosis

ATCC 22019

Candida krusei | 125 500 | 125 | 1000 1000 250 | 500 500 1000 1000 0.5

ATCC 6258

Not. Ketokonazol (16 mg/mL)
*R: S. iberica, E: %70 etanol, M: metanol, H: hekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon, V- S. longifolia, E: %70

etanol, M: metanol, H:hekzan, EA: etilasetat, I: infiizyon

4.8.3 Noroprotektif Aktivite Sonuglar

S. iberica tiriine ait ana metanol ekstresi ve partisyon ile elde edilen fraksiyonlarimimn

noroprotektif etkisi BV-2 hiicre hatti lizerinde MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir.

Sekil 2.6 da test edilen drneklerin 3.125-200 pg/mL konsantrasyon arasinda BV-2 hiicre

hatt1 iizerinde sitotoksik etkileri gosterilmistir. Tablo 12.1’de S. iberica ekstre ve

fraksiyonlarinin BV-2 hiicre hattinda ICso degerleri verilmistir. N-hekzan fraksiyonuna

ait Oldiiriici etki en yiiksek olarak gozlemlenmistir. Sekil 2.6 ve Tablo 12.1

incelendiginde BV-2 hiicrelerine ekstre ve fraksiyonlarin uygulanmasi sonucu
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hesaplanan I1Cso degerlerinin 50 pg/mL’nin tizerinde oldugu tespit edilmistir. Sekil 2.7°de
S. iberica ekstrelerinin BV-2 hiicre hattindaki ndroprotektif etkileri gosterilmistir.

Sekil 2.6
S. iberica Ekstre ve Fraksiyonlarimin BV-2 Hiicre Hattindaki Sitotoksik Aktiviteleri

BV-2 Hicre hatti, 24 h

150 ]
El MeOH ekstresi
Bl n-Hexan fraksiyonu
= 100 n-BuOH fraksiyonu
{)Ccs mm H,O fraksiyonu
R 50 Bl Sodyum valproat
0 T T T T T T T T
0 31256.25 125 25 50 100 200
Konsantrasyon (gg/mL)
Tablo 12.1
S. iberica Ekstre ve Fraksiyonlarinin BV-2 Hiicre Hattinda Hesaplanan |Csy Degerleri
Ekstreler ICso + Standart hata (ug/mL)
MeOH ekstresi >200
N-Hekzan fraksiyonu 85.74+1.872
N-BuOH fraksiyonu >200
H>0 fraksiyonu >200
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Sekil 2.7

S. iberica Ekstre ve Fraksiyonlarimn BV-2 Hiicre Hattindaki Noroprotektif Etkileri. Gosterilen degerler

ortalama + Standart hatadir (n = 9). **p <0.01, ***p<0.001 kontrole kiyasla;, ###Hp <0.001,
skopolaminle indiiklenenlerin kontrole kiyasi. a.d.= Anlamli degil

150+ .

Hl MeOH ekstresi
El n-Hexan fraksiyonu

x 1004 " O - n-BuOH fraksiyonu

E fidiiid a— - o ok a_d_ .

S z = z ad. mm H,O fraksiyonu

O]
|

g~ Sodyum valproat

$ g S S § §
< W S S > >
o Na < 3 < S
N $ & o & 8§
S L Q%
N © ~
N
(bgq + Skopolamin (4 mM)

Konsantrasyon (mg/mL)

S. iberica ait Ekstrelerin BV-2 Hiicre Canhihgina Etkisi

Sekil 2.8

S. iberica ait ekstrelerin BV-2 hiicre hattinda 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasi konsantrasyona karst hiicre
canliligr (n=6).

BV-2 Hiicre hatti, 24 h

150=
< 100-
= T
5]
o T
S 50-

0=

0 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200
Konsantrasyon (jg/mL)
Bl R-Hekzan EE R-Etil asetat Hl R-Metanol M R-Etanol (%70) R-Su
*R: S. iberica
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Sekil 2.8 incelendiginde metanol, etanol ve su ekstrelerinin ortak olarak 25 pg/mL
konsantrasyonda giivenli oldugu belirlenmistir. Ancak su ekstresinin 200 pg/mL
konsantrasyon ve altinda giivenli oldugu belirlendigi i¢in ve tiim ekstreleri
kiyaslayabilmek i¢in noroprotektif etki calismalarma 50 pg/mL  ve altindaki

konsantrasyonlarin ¢alisilmasi uygun goriilmiistiir.

S. iberica Ait Ekstrelerin BV-2 Hiicrelerinde Skopolaminle Indiiklenen Hiicre

Oliimiine Kars1 Koruyucu Etki Calismalari Sonuglar

Sekil 2.9

S. iberica Ekstrelerinin BV-2 Hiicre Hattindaki Noroprotektif Etkileri. Sonuglar ortalamatstandart hata
(n=06) ###p < 0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, *** p < 0.001 Skopolamin grubu ile tedavi gruplar
kiyaslandiginda. a.d. Istatistiksel olarak anlamli degil. Herhangi bir ifade belirtiimeyen gruplar
skopolaminle kiyaslandiginda p< 0.05.

BV-2, Noroprotektif etki
150

=
o
o
1
i
o
=%

ad. ad ad.

% Canlihk
ol

o o

L []

+ 4 mM Skopolamin

Konsantrasyon

Bl R-Hekzan EE R-Etil asetat Hl R-Metanol M R-Etanol (%70) R-Su EE Sodyum valproat

*R: S. iberica

Sekil 2.9 incelendiginde hekzan ekstresinin c¢aligilan konsantrasyonlarda néroprotektif
etki gostermedigi, etil asetat ve metanol ekstrelerinin hiicre canliligmi azaltmayan
konsantrasyonlarindan 3.125 ve 6.25 pg/mL konsantrasyonlarda etki gosterdigi, %70
etanol ekstresinin 12.5 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlar etki gosterdigi, su ekstresinin
ise 1.562 ug/mL gibi ¢ok kiigiik konsantrasyon hari¢ ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda

etki gosterdigi goriilmektedir. Ilave olarak su ekstresinin konsantrasyona bagli olarak
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noroprotektif etkisinin arttig1 anlasilmaktadir. Ayrica 12.5 pg/mL konsantrasyonda etanol
ve su ekstrelerinin etkileri bilinen bir noéroprotektif ajan olan sodyum valproat ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik icermedigi dikkat ¢cekmektedir.

Yani 12.5 pg/mL konsantrasyonda etanol ve su ekstreleri sodyum valproat kadar etki
gostermektedir.
S. longifolia Ait Ekstrelerin BV-2 Hiicre Hattinda Canlhihiga EtKkisi

Sekil 2.10

S. longifolia ait ekstrelerin BV-2 hiicre hattinda 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasi konsantrasyona karsi
hiicre canliligi (n=6)

BV-2 Hiicre hatti, 24 h

150+
-

x 100+
<
3
O

8 504

0_

Kontrol 3.125 6,25 12,5 25 50 100 200
Konsantrasyon (gg/mL)
El \-Hekzan EE V-Etil asetat Hl V-Metanol EE V-Etanol (%70) V-Su
*V: S. longifolia

Sekil 2.10 incelendiginde metanol, etanol ve su ekstrelerinin ortak olarak 25 pg/mL
konsantrasyonda giivenli oldugu belirlenmistir. Ancak su ekstresinin 100 pg/mL
konsantrasyon ve altinda giivenli oldugu belirlendigi i¢in ve tiim ekstreleri

kiyaslayabilmek i¢in noroprotektif etki calismalarma 50 pg/mL  ve altindaki

konsantrasyonlarin ¢alisilmas1 uygun goriilmiistiir.
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S. longifolia Ait Ekstrelerin BV-2 Hiicrelerinde Skopolaminle indiiklenen Hiicre

Oliimiine Kars1 Koruyucu Etki Calismalar1 Sonuglar

Sekil 2.11

S. longifolia Ekstrelerinin BV-2 Hiicre Hattindaki Noroprotektif Etkileri. Sonuclar ortalamaztstandart hata
(n=6) #H p < 0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Skopolamin grubu ile tedavi gruplar
kiyaslandiginda. a.d. Istatistiksel olarak anlamli degil. Herhangi bir ifade belirtilmeyen gruplar
skopolaminle kiyaslandiginda p< 0.05.

BV-2, Noroprotektif etki

150+
~ 100+ a.d.
= - ad 4 ad ad._ad ]
= -
]
O T
S 504
O_
&o\ D 6‘\' 6‘\/ 6‘\' 6‘\' 6‘\' 6‘\’
S ¢ & S & & & &
&© & 3 ¥ 3 3 3 ¥
© 4 0 + © + N
N Ng o © NG
0\’0
o
) +4 mM Skopolamin
Konsantrasyon
Bl V-Hekzan EM V-Etil asetat Hl V-Metanol HE V-Etanol (%70) V-Su EE Sodyum valproat
*V: S. longifolia

Sekil 2.11 incelendiginde hekzan ekstresinin ¢alisilan konsantrasyonlarda noroprotektif
etki gostermedigi, etil asetat ekstrelerinin hiicre canliligin1  azaltmayan
konsantrasyonlarindan 3.125 pg/mL konsantrasyonda, metanol ekstresinin 1.562 ve
3.125 pg/mL konsantrasyonlarda, %70 etanol ekstresinin 25 pg/mL ve altindaki
konsantrasyonlar etki gosterdigi, su ekstresinin ise 6.25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlar1
arasnda noroprotektif etki gosterdigi goriilmektedir. Ilave olarak su ekstresinin bu
konsantrasyon araliginda konsantrasyona bagli olarak noroprotektif etkisinin arttigi
anlasilmaktadir. Ayrica 12.5 pg/mL konsantrasyonda su ekstresinin etkileri bilinen bir
noroprotektif ajan olan sodyum valproat ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik icermedigi dikkat cekmektedir. Yani 12.5 pg/mL konsantrasyonda su ekstresi
sodyum valproat kadar etki géstermektedir.
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4.9 Fitokimyasal Calisma Bulgular
S. iberica bitkisinin n-BuOH ekstresi iizerindeki izolasyon ¢alismalar

Fitokimyasal ¢alismalar sonucunda; n-BuOH ekstresinde bir dizi kromatografik yontemle
sekonder metabolitlerin izolasyon ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmistir. Bu yontemler materyal

metot yonteminde detayli bir sekilde verilmistir.

n-BuOH ekstresinden poliamit kolon fraksiyonlar1 iizerinden yiiriitiilen izolasyon
calismalarida toplam 22 bilesik izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapis1 *H, *C
NMR spektrometresi ve kiitle spektrometresi kullanilarak aydinlatilmaya calisilmistir.
Ancak NMR solvani temininde yasanan zorluklar nedeniyle sadece bir bilesigin yap1
aydinlatma caligmalar1 tamamlanabilmistir. Geride kalan 21 bilesigin yapisi
aydmlatilmamis olup, bu bilesikler igin NMR analizleri tekrar gerceklestirilecektir. Prep-
1 Fr. (2) kodlu bilesiginin yapisi 1-hidroksi-3,7,8-trimetoksiksanton-dekussatin-olarak
bulunmustur. Bilesigin *H NMR verileri literatiir ile karsilastirilarak Tablo 12.2°de
verilmistir (Sekil 3.1- Sekil 3.4).

Dekussatin

Sekil 3.1

Dekussatin bilegiginin kimyasal yapuist

C16H1406 formiiliine sahip, molekiil agirligi 302 g/mol olan dekussatin (1-Hidroksi-3, 7,
8-trimetoksiksanton) bilesigi S. iberica bitkisinin n-butanol ekstresinden elde edilen sar1
renkli, amorf bir toz seklinde elde edilmistir. Bilesigin ITK de sar1 renk vermesi flavonoit

veya ksanton yapisinda olabilecegini diigiindlirmiistiir.
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'H NMR spektrumunda aromatik bolgede ikisi meta pozisyonunda (8H 6.55, d, J= 2.2
Hz; 6.35, d, J= 2.2 Hz); diger ikisi de orto (6H 7.64 d, J= 9.7) Hz; 7.35, d, J= 8.9 Hz)
pozisyonunda konumlanmis toplam 4 protona ait sinyaller gdzlenmistir. *H NMR
spektrumunda dH 3.87 de 6 H yiiksekliginde bir genis singlet ve 6H 3.82 ‘de 3H
siddetinde gbzlenen singlet proton sinyalleri ti¢ metoksil grubuna aittir. Spektroskopik
bulgularin 1s1ginda  bilesigin  yapist 1-Hidroksi- 3,7,8-trimetoksiksanton olarak
aydmlatilmistir. Spektroskopik bulgular literatiir ile karsilastirildiginda bulgularm 1-
hidroksi 3,7,8-trimetoksiksanton olarak isimlendirilen dekussatin bilesigi ile eslestigi
tespit edilmistir (125,126).

Tablo 12.2

Dekussatin’in *H NMR spektral degerleri (DMSO-d6, *H: 300 MHz) ve literattirdeki spektral verisi *H-
NMR (DMSO-d6, *H:400MHz)

C/H Aglikon oH ppm/ J (Hz) Literatiirdeki oH ppm/ J (Hz)
(125,126)

1-OH 13.22 s 13.21s

2-H 6.35d(2.2) 6.32s/(6.25d(2.1))

3 - -

4-H 6.55d(2.2) 6.50s/(6.30d (2.1))

4a - -

10a - -

5-H 7.35d(8.9) 7.30d(9.2)

6-H 7.64d(9.7) 7.61d (9.6)

7 - -

8 - -

8a - -

9 - -

9a - -

7-OCH; 3.87s 3.87s

8-OCH; 3.825 3.82s

3-OCH; 3.87s 3925
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Sekil 3.2

Dekussatin (S-19) ’in *H-NMR spektrumu (DMSO-d6, *H: 300 MHz).
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Sekil 3.3

Dekussatin (S-19)’in *H-NMR spektrumunda (DMSO-d6,
integrasyonlar
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Sekil 3.4

Dekussatin (S-19)’in *H-NMR spektrumunda (DMSO-d6, *H: 300 MHz) metoksil gruplarina ait piklerin
integrasyonlar:

Fitokimyasal ¢aligmalar oncesinde ilk olarak S. iberica ve S. longifolia tirlerinin toprak
istii  kisimlarminda hazirlanan metanol ekstrelerin  kromatografik ayrimi, Ultra
Performansli Sivi Kromatografisi (UPLC) sistemi ile gerceklestirilmis; dedeksiyon ise
Quadrupole-Time of Flight (Q-TOF) kiitle spektrometresi kullanilarak yapilmistir. iki
tiriin metanol ekstrelerine ait kromatogramlar tek tek ve st liste ¢akistirilarak Sekil 3.5,
Sekil 3.6 ve Sekil 3.7 de verilmistir.
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Sekil 3.5
S. iberica metanol ekstresi LC/MS Temel Pik kromatogramlart

x10 8 |+ESI BPC Scan Frag=175.0V iber3.d Smooth
42
1

4
38
36
34
32

3
28
26
24
22

2
18
16

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 O 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.6

S. longifolia metanol ekstresi LC/MS Temel Pik Kromatogramlart

x106 |+ESIBPC Scan Frag=175.0V long3.d Smooth
334 i
3.24
3.14
34
294
2.84
2.74
264
259
24
234
2.29
2.14
24
1.94
184
174
16
154
144
1.34
124
114
1
0.94
0.84
0.74
0.6
0.54
0.44
0.34
0.24
0.14

04

05 1 15 2 25 5 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 135
Counts vs. Acquisition Time (min)
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Sekil 3.7

Iki tiiriin metanol ekstresinin kromatogramlar: ¢akistirilmg

x106 [+ESI BPC Scan Frag=175.0V long3.d Smooth
42
1

E:: K\/\ N N JXI\MJ \ ‘ -

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 45 15 155 1 165 17 115 18 185 19 195
Counts vs. Acquisition Time (min)
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5 SONUC, TARTISMA VE ONERILER

5.1 Morfolojik Sonuc, Tartisma ve Oneriler

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de yetisen Swertia cinsine ait tiirler incelenmistir. S. iberica
tiirli Rize’den 2 farkli lokaliteden, S. longifolia tiirii ise Van’dan toplanmistir. Toplanan
orneklerin morfolojik 6zellikleri Tiirkiye Florasi temel alinarak incelenmistir. Tiirlerin
morfolojik bulgular1 Tiirkiye Florasi’nda gecen tiir betimleriyle uyumlu oldugu
goriliirken, morfolojik dl¢ctimler kapsaminda bazi farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.
S. iberica ve S. longifolia ait bulgular ile Florada yer alan bulgular karsilagtirmali olarak
Tablo 13.1 ve Tablo 13.2 verilmistir. 2 tiire ait 6zelliklerin nitel olarak karsilastirilmasi
Tablo 13.3 verilmistir. Tiir teshisinde temel karakterlerin ¢icek parca sayisi ve nektaryum
say1s1 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Tiirkiye Florasindaki Swertia cinsine
ait tilir teshisinde tiirlerin govde yapraklarmin alternan/opposit, bazal yapraklarin
petiyoliindeki attenuat yapisinin hizli veya yavasca olusmasi ve nektaryum sayisimin 1
veya 2 olmasina gore teshis edildigi bilgisi ile uyumlu oldugu goriilmektedir (21). Arazi
calismalari sirasinda, S. iberica tiiriine ait popiilasyonlarda beyaz renkli korollaya sahip
bireyler tespit edilmistir. Bu fenotipik varyasyon, tiiriin karakteristik morfolojik
ozelliklerinden (genellikle mavi-mor tonlarinda korolla rengi) belirgin sekilde sapma
gostermektedir. Bu durum, s6z konusu bireylerde albino mutasyon oldugunu
disiindiirmektedir. Calismamiz kapsaminda Tiirkiye’de yetisen Swertia tiirleri ilk kez

morfolojik olarak incelenmistir.

Tablo 13.1

S. iberica min Morfolojik Ozelliklerinin Karsilastiriimast

Morfolojik karakterler = Bulgular Bulgular Tiirkiye Florasi (6. Cilt)
Lokalite-1 Lokalite-2

Bitki Boyu 32-99 cm 32-87 cm 65-90 cm

Bazal Yapraklar 6.5-20x2.5-11.5cm  4-17x2.5-7.5 cm 10-25x4-11cm

Petiyol 4-16 cm 2-15cm 15 cm

Sepal boyu 5-8 mm 4-6 mm 5-8 mm

Petal boyu 10-13 mm 9-14 mm 11-15mm

Kapsiil Boyu 7-13 mm 8-12 mm 10 mm
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Tablo 13.2

S. longifolia Tiiriiniin Morfolojik Ozelliklerinin Karsilastirilmast

Morfolojik Karakterler Bulgular Tiirkiye Florasi (6. Cilt)
Bitki Boyu 31-76 cm -

Bazal Yapraklar 5.5-14x1-2.5 cm 30x4-5 cm

Petiyol 4-9 cm -

Sepal Boyu 5-10 mm -

Petal boyu 9-15 mm -

Kapsiil Boyu 8-15 mm -

Tablo 13.3

S. iberica ve S. longifolia Ait Ozelliklerin Nitel Olarak Karsilastiriimast

petiyollii; govde yapraklari
eliptik, altta kalan yapraklar
petiyollii  istteki yapraklar
sesil, dekurrent, genellikle
alternan (almagik) nadiren
opposit

Karakterler S. iberica 8. longifolia

Habitat Orman altlarinda, | Kayalik  diplerinde, dere
Rhododendron altlarinda, | kenarlarinda, sulak alanlarda
sulak alanlarda, dere | yetisir.
kenarlarimda, kayalik
diplerinde yetisir.

Govde Cok wyillik, kalin, basit, dik, | Cok yillik, kalin, basit, dik,
dallanmamis, tek govdeli, | dallanmamis, tek govdeli,
hafif dort koseli, kanatly, | hafif dort koseli, yesilimsi
yesilimsi-morumsu renkte renkte

Yapraklar Rozet yapraklar eliptik-ovat, | Rozet yapraklar oblanseolat-

spatulat, petiyollii; goévde
yapraklari linear-eliptik, sesil,
dekurrent, opposit

Cicek durumu

Rasemus

Rasemus

Cicek

Genellikle 5 pargali, nadiren 4
parcali, pediselli, mavi-mor
renk, nadiren beyaz renkli,
hipogin, brakte ve brakteol
sahip, biseksuel ¢icek (hem
erkek hem disi ¢igek wvar),
aktimorfik

4 parcali, pediselli, beyaz-sar1

renk, hipogin, brakte ve
brakteol sahip, biseksuel,
aktimorfik

111




Tablo 13.3

(Devam) S. iberica ve S. longifolia Ait Ozelliklerin Nitel Olarak Karsilastirilmas:

Karakterler S. iberica S. longifolia

Kaliks 5 sepalli, tabana kadar | 4 sepalli, tabana kadar
parcalanmis, linear-lanseolat | parcalanmis, lanseolat

Korolla 5 petalli tabana kadar | 4 petalli, tabana kadar
parcalanmis, tabanda  ¢ok | parcalanmig, tabanda  ¢ok
sayida fimbriata sahip 2 | sayida fimbriata sahip 1
nektaryumlu, eliptik-ovat nektaryumlu, eliptik-ovat

Andrekeum 5 stamenli, anterler sagitat, | 4 stamenli, anterler sagitat,
bazifiks baglanma gosterir. bazifiks baglanma gosterir.

Ginekeum Stigma 2 loblu, sesil, | Stigma 2 loblu, sesil,
ovaryuma dekurrent bagh | ovaryuma dekurrent bagh
degil. degil.

Kapsiil 2 valvli, unilokular, eliptik 2 valvly, unilokular, eliptik

S. iberica tirindn "Flora of the USSR"da diger tiirler ile karsilastirildiginda temel
morfolojik karakteri 5 pargali ¢icek, tohumlarin oval, oldukca genis halkasal bir kanatla
cevrili, govde yapraklar1 basit, opposit veya alternan olarak tanimlanan gruba dahil
oldugu goriilmektedir. Bitkinin morfolojik 6zellikleri USSR Florasinda su sekilde

tanimlanir.

“Cok yillik; dik, kalin, fibroz (lifli) koklerle kapli. Govde dik, basit, genellikle
dallanmamus, 20-40 (60) cm . Yapraklar alternan, bazen Ustteki yapraklar opposit, taban
ve alttaki yapraklar diiz kenarli, lamina 5 damarl, ovat, ovat-oblong, 7-10 (14) cm
uzunlugunda (3) 4-8 mm genisliginde, obtus-mukronat, gévde yapraklar1 3-4 (5),
alternan, boyutlar1 kademeli olarak azalir, oblong-ovat ile lanseolat, sesil veya kisa
petiyolli, akut, en Ustteki 2-4 cm uzunlugunda. Cicek durumu 10-30 cm, uzun
panikulat, alt ¢icek saplar1 uzun, digerleri ¢igekler kadar uzun. Cigekler 5 parcali. Kaliks
5-7 mm uzunlugunda, linear-lanseolat, yaklagik korollanin yaris1 uzunlugunda. Korolla;
11-13 mm uzunlugunda, oblong-lanseolat, akut, beyaz-sari, genellikle noktali koyu mavi
nadiren soluk mavi, lob tabaninda ¢ift olarak nektarl ¢ukurlar, yuvarlak, uzun fimbriath.
Kapsul oblong-ovoid, yaklasik 10 mm uzunlugunda. Tohum flat, kahverengi, oval,
halkali kanath. Temmuz-eyliil aylarinda cigeklenir. Yiiksek daglk bolgelerde sulak

alanlarda yetisir. Endemik olarak tanimlanir.’’(26).
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USSR Florasinda yer alan bitki morfolojik karekterleri ile karsilagtirma yaptigimizda

calismamiza ait bulgular buradaki veriler ile de uyumludur. USSR ve Tiirkiye

Florasindaki 6zellikler karsilastirilmali olarak Tablo 13.4’te verilmistir.

Tablo 13.4

S. iberica ‘mn USSR ve Tiirkive Florasindaki Ozellikleri

Karakterler

USSR Florasi

Tiirkiye Florasi

Habitat

Yiiksek daghk bolgelerde
sulak  alanlarda  yetisir.
Endemik

Picea ve Alnus ormanlarinin
st kismindaki dere
kenarlarinda, Rhododendron
caliliklari, alpin ¢ayirlik ve
batakliklarinda  yetigir.1600-
2700 m

Ciceklenme Zamam

Temmuz-Eyliil

Temmuz-Agustos

iistteki  yapraklar  opposit,
taban ve alttaki yapraklar diiz
kenarls, yaprak ayasi 5
damarli, ovat ile ovat-oblong,
7-10 (14) cm uzunlugunda,
(3) 4-8 mm genisliginde,
obtus-mukronat, govde
yapraklar1 3-4 (5), alternan,
boyutlar1 kademeli olarak
azalir, oblong-ovat ile
lanseolat, sesil veya kisa
petiyollii, akut, en istteki 2-4
cm uzunlugunda

Govde Govde dik, basit, genellikle | Govde 65-90 cm, siklikla
dallanmamis, 20-40 (60) cm | morumsu renkte
uzunlugunda

Yapraklar Yapraklar alternan, bazen | Bazal yapraklar 10-25x 4-11

cm, yaprak ayasi genisge
eliptik-dar ovat, petiyol 15
cm. Govde yapraklari
alternan, nadiren subopposit,
dar, alttakiler  petiyolli,
iistekiler sesil

Cicek durumu

Cigek durumu 10-30 cm
uzunlugunda, uzun panikulat,
alt c¢icek saplari  uzun,
digerleri cicekler kadar uzun

Spika, kesitisiz, daralmis
simoz.

linear-lanseolat, yaklagik
korollanin yarist uzunlugunda

Cicek 5 pargal, beyaz-sari, | Cogunlukla 5 parcali
genellikle noktali koyu mavi
nadiren soluk mavi

Kaliks Kaliks 5-7 mm uzunlugunda, | Kaliks tabana kadar

parcalanmis, linear-lanseolat,
5-8 mm
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Tablo 13.4
(Devam) S. iberica ‘mn USSR ve Tiirkiye Florasindaki Ozellikleri

Karakterler USSR Florasi Tiirkiye Florasi

Korolla Korollo 11-13 mm | Korolla 11-15 mm, beyazimst,
uzunlugunda, oblong- | soluk miirekkep mavisi,
lanseolat, akut, lob | kirmizzimst mor, genellikle

tabanindaki nektaryumlar ¢ift, | koyu mavi veya menekse
cukur seklinde, yuvarlak, | moru ¢izgi veya damarls,
uzun fimbriath korolla tabaninda ¢ift halinde
fimbriatli nektaryumlu

Andrekeum 5 stamenli 5 stamenli, anterler bazifiks,
sagitat
Ginekeum Stigma reniform seklinde 2 | Stigma 2 loblu, sesil, ama
loblu ovaryuma dekurrent degil
Kapsiil Kapsiil oblong-ovoid, | 10 mm, dar eliptik, 2 valvli,

yaklasik 10 mm uzunlugunda; | tek lokullii
tohum flat, kahverengi,oval,
halkali kanath

Dilli Prasad Rijal ve Kunjani Joshi (2007) 11 Swertia tlrlne ait morfolojik incelemelerde
bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda tiir anahtarinda tiirleri temel olarak ¢icek pargasi,
nektaryum sayist ve nektaryumlarinin fimbriathh veya fimbriatsiz olusuna gore
gruplandirmistir (127). Calismamizda S. iberica’nin 5 pargali ¢igek ve 2 nektaryuma
sahip; S. longifolia’nin ise 4 pargali ¢igek ve 1 nektaryuma sahip oldugu goézlenmistir.
Tirkiye Florasinda yer alan tiir anahtarinda da tiirler icin ayirt edici 6zellik olarak

nektaryum sayisi1 belirtilmistir.

Hint tibbinda offisinal tiir olan S. chirayita’nin morfolojik 6zellikleri ile bu tiir ile ¢ok
sik karistirilan dort tiiriin (S. alata, S. cordata, S.angustifolia, S. purpurascens) morfolojik
Ozellikleri nitel ve nicel verilerle karsilastirilmali olarak incelenmistir. Morfolojik
calisma sonucunda, ¢igek (S. chirayita, S. alata ve S. angustifolia‘'da 4 pargali; S. cordata
ve S. purpurascens'te 5 pargali) ve gévdede (S. alata, S. cordata, S. angustifolia ve S.
purpurascens'te belirgin sekilde dortgen; S. chirayita'da ise alt yarida yuvarlak, iist yarida
dortgen) belirgin farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. S. chirayita ¢icegindeki her bir
petal tabaninda bir ¢ift nektaryum varken diger Swertia tiirlerinde bu say1 yalnizca birdir

(128). Bu detayli morfolojik gozlemler, her bir Swertia tiiriiniin dogru bir sekilde
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tanimlanmasina yardimci olmaktadir. Ayni sekilde tez bitkilerim olan iki tiir i¢in

nektaryum sayisi ayirt edici 6zelliktir.

Offisinal tir olan S. chirayita ile yapilan baska bir ¢alismada, bu tiir ile sik¢a karistirilan
tirler olan S. angustifolia, S. ciliata, S. cuneata, S. dilatata, S. nervosa, S. paniculata ve
S. racemosa morfolojik olarak incelenmistir. Sekiz Swertia tiirii izerinde yapilan bu
calismada en Onemli tanmimlayici morfolojik karakterlerin korolla  rengi, cigek
parcalarmnin sayist (dortlii veya besli) ve nektaryum sayis1 oldugu belirlenmistir. Bu
ozellikler tiirlerin tanimlanmasi i¢in temel morfolojik karakterler olarak listelenmistir
(129). Bu galisma sonucu ile tez bitkilerim igin elde edilen veriler karsilastirildiginda
bizim ¢alismamizda da korolla rengi, ¢igek parcalarmin sayisi (dortlii veya besli) ve

nektaryum sayisi iki tiir iginde ayrt edici oldugu goriilmiistiir.

Bitkiler tarih boyunca c¢esitli rahatsiziliklarin tedavi edilmesinde bagvurulan ilk kaynaklar
olmustur. Bu sebeple ilag kaynagi olarak kullanilan temel tirtinler haline gelmistir. Tibb1
bitkilerin etkili, giivenilir ve standart ila¢ olarak kullanilmasinda ilk basamak olan dogru
bitkinin secilmesi Onem kazanmig ve bitkileri detayli sekilde morfolojik olarak
tanimlamak zorunlu hale gelmistir. Bitkinin teshisinin dogru olmasi, bitki kaynakli
iirtinlerin giivenli kullanimmim temelidir ve dogru bitki se¢imi yapilmadan, bitkilerin
givenli kullanimi garanti edilemez (128). Bu sebeple bitkilerin morfolojik olarak
tanimlanmas1 bitkisel tibbi ila¢ kullanimda dogru bitkiden dogru sekilde faydanilmasi
konusunda &nemlidir. Ulkemizde geneksel kullanim1 olmamasima ragmen Swertia cinsi;
Ayurvedik, Unani, Sidha Tibbinda ve Hint, ingiliz, Cin, Japonya ve Amerikan
Farmakope’sinde yer almaktadir (13). Bu sebeple bu cinse ait tlrlerin morfolojik olarak

tanimlanmasi onemlidir.
5.2 Mikromorfolojik Sonug, Tartisma ve Oneriler

S. iberica ve S. longifolia tirlerine ait tohum, stigma, stoma, polen, nektaryum, sepal,
petal ve Kkapsullerin  mikromorfolojik yiizey 6zellikleri SEM  kullanilarak
goriintiilenmistir. Iki tiir arasinda polen, sepal, petal, kapsiil yiizey ornamentasyonlarmin
ve nektaryum sayilarinin farkli oldugu goriilmektedir. Iki loblu, sesil stigma; iki valvh
kapsiil tipi meyve, fimbirath nektaryumlar ve anizositik stoma karakterleri her iki tiirde
de goriilmektedir. Mikroformolojik 6zellikler iki tiir i¢in karsilatrimali olarak Tablo
14.12°de verilmistir. Bu turlere ait mikromorfolojik ¢aligmalar ilk defa bu ¢alisma ile

gerceklestirilmistir.
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Gentianaaceae familyasinin polen morfolojisinin detayli sekilde incelendigi bir
calismada 32 Swertia tiirii dahil edilmistir. Familya polen ylizey ornamentasyonun
temelde li¢ grupta toplanmustir. 1. grupta temelde goriilen striat-retikulat (cizgili-agsi)
yapmin striat deseninin tamamen kaybolup retikulat hale geldigi goriilmiistiir. Bunu
perforat (delikli), rugulat, punktat (noktali, punctate), piiriizsiiz ekzin tabakasi izlemistir.
S. hookeri tiirlinde gozlenmistir. 2. grupta striat-retikulat (¢izgili ags1) yapmin sadece
striat hale geldigi goriilmiistiir. S. teres tiirlinde gozlenmistir. 3. grupta ekinat (genis bir
tabandan + keskin bir tepeye dogru daralan kii¢iik c¢ikintilar) yapi goriilmektedir. S.
tashiroi, S. swertopsis, S. cuneata tiirlerinde gozlenmistir. Swertia cinsine ait polen
sekillerinin ise subprolat, prolat (Ekvator ¢apindan daha uzun bir kutup eksenine sahip
polen tanesi= kiiresel bir sekle sahip, kutuplara dogru g¢ekilmis), spheroidal (kiresel),
perprolat oldugu goriilmiistiir. Chassot ve Von Hagen’nin (2008) yaptigi bu ¢alisma ile
bulgularimiz karsilastirildiginda polenlerin 1. gruba dahil oldugu goriilmektedir (130).
Tez bitkilerinin polen yiizey ornamentasyonlar1 SEM ile incelendiginde “Illustrated
Pollen Terminology’’ kitab1 temel alnarak S. iberica turunin striat-retikulat, S.

longifolia ise heterobrokat olarak tanimlanmistir (114).

S. cordata ve S. paniculata tirlerinin yapraklar1 151k mikroskobi (DM 1000) ile
incelendiginde tiirlerin alt ve Ust epidermisinde de stoma tiplerinin anizositik olarak
gortintiilenmistir (131). Tez c¢alismasit kapsaminda iki tiire ait stomalarm SEM ve

anatomik c¢alismalar sonucunda anizositik tipte oldugu goriilmektedir.

S. chirayata tohum, kapsiil ve polenlerinin SEM ile incelendigi bir ¢alismada tohumlarin
sekil ve boyut olarak ¢ok fazla ¢esitlilk gosterdigi goriilmiistiir. Polen tanelerinin trikolpat
ve ylizey ornamentasyonunun retikulat oldugu belirtilmistir. Kapsiiliin lanseolat sekilde
ve ¢ok fazla sayida tohum igerdigi goriilmiistiir. Tohum sekillerin oval-kiresel, eliptik,
yuvarlak, dikdortgen ve bazen yanlardan basik olarak, renginin kahverengi veya
kahverengi-siyah oldugu goriilmiistiir. Tohum kabugu deseni retikiilat-alveolat olarak
belirtilmistir (132). S. chirayata turi ile tizerinde ¢alistigimiz bitkiler olan S. iberica ve
S. longifolia tiirlerine ait kapsiil ve tohum 6zellikleri karsilastirildiginda benzer oldugu,
polen yiizey ornamentasyonlart ve polen sekli olarak farkli Ozellikte oldugu

gorulmektedir.
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2 loblu stigma, 2 valvli kapsiil tipi meyve , nektaryum varhigi tim Swertia turlerine ait
oOzelliklerdir. Tohum ve polen morfolojilerindeki farkliliklar ise tiir tanimlanmasi ve

filogenetik iliskilerin belirlenmesi i¢in dnemli karakterlerdir ( 21,26,127).

Nektaryumlar1 korolladan hafif¢e disar1 dogru ¢ikint1 yapan diiz yapilar olarak gozlenen
S. kouitchensis ve S. bimaculata tiirleri lizerine yapilan ¢alismalarda, S. kouitchensis
korolla lobunda fimbriatli nektaryumlar, S. bimaculata ait nektayumlarin ise fimbiatsiz
oldugu gozlenmistir. Bu tiirler i¢in nektaryumlarmn fimbriath olusu ayirt edici olmustur
(133). Tez galismalar1 sonucunda ise incelenen iki Swertia tiiriniin de nektaryumlarin
fimbriatl, ¢ukur seklinde, petal tabanina yakin bir konumda oldugu goriilmiistiir. Bu iki

ozellik tiirler i¢in ayirt edici 6zellik olmadig: tespit edilmistir.

Tablo 14.1

SEMile Incelenen Morfolojik Karakterler
incelenen Morfolojik | S. iberica S. longifolia
Karakter
Tohum yiizey | Retikulat-alveolat Retikulat-alveolat
ornamentasyonu
Tohum sekil ve boyutu Genis cesitlilik gosterir. Genis cesitlilik gosterir.
Tohum rengi ve sayisi Kahverengi, kahverengi- siyah, | Kahverengi, kahverengi- siyah,

cok sayida tohum igerir. cok sayida tohum igerir.

Stigma 2 loplu 2 loplu
Stoma Anizositik Anizositik
Polen yiizey ornamentasyonu | Retikulat-Striat Heterobrokat
Polen sekli Trikolporat Trikolporat
Nektaryum 2 nektaryum, fimbriath 1 nektaryum, fimbriath
Kapsiil 2 valvl, eliptik 2 valvly, eliptik
Kapsiil yiizey ornamentasyonu | Retikulat-Striat Striat

5.3 Anotomik Sonug, Tartisma ve Oneriler
S. iberica ve S. longifolia tiirlerinin kok, govde ve yaprak kesitleri alinarak
fotograflanmistir (Gorsel 7.1- GOrsel 7.12). Turlere ait anatomik 6zellikler Metcalfe and

Chalk (1950)’da belirtilen Gentianaceae ait genel 6zellikler ile kargilagtirilmistir (Tablo
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15.1). Bu tiirlere ait yapilmis anatomik ¢aligmalar literatiirde yer almamaktadir. Tiirlerin
anatomik caligmalari ilk kez bu tez ¢caligmasi ile yapilmistir. Tez kapsaminda incelenen 2

tiiriin anatomik bulgular1 Metcalfe and Chalk (1950)’nin verileri ile genel anlamda

uyumludur.

Tablo 15.1

S. iberica ve S. longifolia 'mn Anatomik Ozelliklerinin Karsilagtirilmast

Bitki S. iberica S. longifolia Metcalfe and Chalk (1950)

organi

Kok o 12 strali, e Yer yer e Swertia tiirlerinde kalin
diizensiz sekilli pargalanmis, 1-2 koklerde misilaj ve
hiicrelerden sirali, diizensiz kortekste regineli
olusan epidermis sekilli  hiicreler maddeler bulunabilir.
tabakasi yer epidermis e Interksiler floem
almaktadir. tabakasini (Interxylary ~ Phloem)

e Korteks tabakasi olusturur. vardir.

4-8 sirali, biiyiik, e Korteks tabakasi e Kok tlyleri genellikle
oval, ince 4-5 sirali, biiyiik, bulunmaz.
ceperli, yer yer oval, yer yer e Endodermis genellikle
bosluklu ve bosluklu, ince iyi tanmmlanmigtir  ve

nisasta taneleri geperli ve nisasta cogunlukla baslangigta
tasiyan taneleri tastyan tegetsel yonde uzamis
parankimatik parankimatik hiicrelerden olusur.
hicrelerden hiicrelerden Swertia’nimn bazi

olugur. olusur. turlerinde ise iki
e Endodermis; tek e Endodermis tek endodermal zonun,
sirali,  biiyiikli sirali,  biytikli araya giren  birkag
kiclkll, boyuna kicuklu parankimatik hicre
ceperleri uzamis hicrelerden tabakasi ile birbirinden
hicrelerden olusur. ayrildig: bildirilmistir.
olusur. e Tek sirall e Primer vaskiler yapi,
e Tek sirali periskil tabakasi neredeyse her zaman
periskil tabakasi yer yer kesintili diark tiptedir.
yer yer kesintili olarak gozlenir. e Floem cogunlukla

olarak gdzlenir.

Merkezi

parankimatik yapidadir

o Merkezi silindirin ancak seyrek olarak elek
silindirin vaskuler borusu dokularma
vaskiler dokularim1 rastlanir;  bu  yap1
dokularmni olusturan floem Ozellikle baz1 Swertia
olusturan floem ve ksilem tdrlerinin yumrulu
ve ksilem bulunur. (tuberous)  koklerinde
bulunur. e En icte 0z genislemektedir.

e En icgte 0z tabakasi bulunur. e Ksilem, kiguk koklerde
bélgesi bulunur. Oz bolgesi tamamen lignifikedir;
0z bolgesi ksilem blyik  koklerde ise
ksilem elemanlarin yalnizca damar
elamanlari igerir. icerir. elemanlar1 lignifikedir,

geri kalan1 lignin
icermez.
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Tablo 15.1

(Devam) S. iberica ve S. longifolia 'nmin Anatomik Ozelliklerinin Karsilagtirilmas

hiicrelerden

olusan  korteks
yer almaktadir.
o Tek sirali,

dikdortgenimsi,
yer yer nisasta
taneleri tasiyan
endodermis

bulunmaktadir.

e Tek smali, yer
yer kesintili
periskil tabakasi
yer almaktadir.

o 4-5 sirali floem
ve 18-19 sirali
ksilem yer
almaktadir. Bu
tabakanm altinda
internal  floem
(interksiler
floem) bulunur.

o Oz tabakasinda,
9-10 sirali oval,

hiicreler arasl
bosluklar1 ¢ok az
olan

parankimatik
hiicreler yer alir.
Bu hicrelerden
sonra daha genis
hicreli
parenkimatik
hicreler
gozlenir.

parankimatik
korteks tabakast
yer almaktadir.

e Tek sirali,
dikdortgenimsi
endodermis
bulunmaktadir.

e Tek smrall, yer
yer kesintili
periskil tabakasi
yer almaktadir.

e 1-2 sirali floem
ve floemden

sonra 22-27
sirali ksilem
vardir.

e Ksilemden sonra
internal  floem
(interksiler
floem) yer
almaktadir.

e Govde ici bostur.
e Oz bélgesi
yoktur.

Bitki S. iberica S. longifolia Metcalfe and Chalk (1950)

organi

Govde e Hafif dort e Gobvde enine e Govde cogunlukla dort
koselidir. Bir ¢ift kesiti hafif dort rib ya da kanat (wing)
ve bir tek kanatli koselidir. icerir;,  bu  kanatlar
yapi tasir. e  Epidermis dis yalnizca epidermal

e Epidermisin dig kismi kalmn hiicrelerden
kism1 ince bir kitikila tabakasi olusabilecegi gibi,
kutikula tabakasi ile kaplidir. 2 kollenkima da igerebilir.
ile kaplidir. sirali,  dalgal, e Epidermis siklikla
Epidermis 2 klgik, papillali (papillose)
sirali, kiiciik, dikdortgen veya yapidadir. Primer
dikdortgen veya kare benzeri korteks ¢ogu zaman
kare sekilli hiicrelerden lakunar (lakinld,
hicrelerden olusur. bosluklu) ya da sikisik
olusur. e Basit orti tlyleri durumdadir.

o 7-8 sirali, farkli goriilmiistiir. e Endodermis genellikle
buylklukte oval o 3-4 sirali, farkh iyi tanimlanmustir.
sekilli ve yer yer blyuklikte, oval e  Perisikl, cogunlukla
nigasta taneleri sekilli ve yer yer yalmizca  tek  hiicre
tagiyan nisasta taneleri kalinliginda ince geperli
parankimatik tagiyan dokulardan olusur.

Ksilem, belirgin
medullar 1ginlar
olmaksizin kapali bir
silindir yapisindadir.
Swertia turlerinde floem,
yalnizca ksilem halkasi
icinde yer alan kiglk
elek tiipleri gruplarindan
ibarettir. Dis  floem,
stirekli ksilem halkasina
sahip tiirlerde yalnizca
birkag katmanlik
parankimatik hiicrelerle
cevrili az miktarda elek
tiiplerinden olusur.
Internal  (intraxylary)
floem, incelenen tim
trlerde mevcuttur ya
stirekli halka seklinde ya
da vaskuiler demetlerin i¢

tarafinda izole
demetgikler seklinde
bulunur.

Otsu turlerde 6z bolgesi
fistuler hale gelir ve

cigeklenme sonrasi
medullar floem
pargalanir.

Kew’de incelenen
materyalde salgi yapilar1
ve kristallere
rastlanmamistir.
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Tablo 15.1

(Devam) S. iberica ve S. longifolia 'nin Anatomik Ozelliklerinin Karsilastirimast

hiicrelerden
olusan, kiitikula
tabakasi ile kaph
epidermis
tabakast yer alir.
Cok seyrek orti

tiiyleri tasir.
Epidermis
tabakast miisilaj
icerir.

e Orta damar alt
epidermise dogru
belirgin bir ¢ikintt
yapar. Alt
epidermadan
sonra 7-8 sirali,
yer yer hafif

bosluklu ve
nisasta  taneleri
tastyan

parenkimatik
hicreler bulunur.

e 2-3 sirali floemi,
3-5 sirali ksilem
takip eder. iletim
demetleri acik
kollateraldir.

e  Stomalar
yapragin  sadece
alt ylizeyinde
bulunur,
hipostomatik
yapraktir.

e  Stomalar
anizositik tiptedir.

e Yaprakta palizat
ve stinger
parankimasindan
olusan  mezofil
tabakasi
bulunmaktadir.

e Palizat
parankimasi  1-2
siral1, silindiriktir.

Stinger
parankimasi 1-2
sirahdir.

e Yaprak bifasiyal
tiptedir.

sirali, kare veya
dikddrtgenimsi
hicrelerden
olusan, kutikula

tabakast ile
kaplhdir. Cok
seyrek orth
tiiyleri tagir.
Musilaj icerir.

e Orta damar alt
epidermise

dogru  belirgin
bir ¢ikint1 yapar.
Alt epidermadan
sonra 4-5 siral,
yer yer bosluklu
ve nisasta
taneleri tasiyan
parenkimatik
hicreler bulunur.
e 4-5 sirali floemi,
4-8 sirali ksilem

takip eder.

e letim demetleri
acik
kollateraldir.

e Stomalar

yapragin her iki
ylzeyinde  de
bulunur,
amfistomatik
yapraktir.

e Stomalar
anizositik
tiptedir.

e Yaprakta palizat
ve stinger
parankimasindan
olusan mezofil
tabakasi
bulunmaktadir.

e Palizat
parankimasi 1-2
sirali,
silindiriktir.
Slnger
parankimasi 1-2
stralidir.

e Yaprak bifasiyal
tiptedir.

Bitki S. iberica S. longifolia Metcalfe and Chalk (1950)

organi

Yaprak e  Tek siral, kare ya e Epidermis e Yaprak tipi
da dikdortgenimsi tabakasi tek dorsiventral veya

isobilateral;  mezofil
homojen yapidadir.

e Tuyler nadir gorullr.
Swertia’da tek ve iki

hucreli trikomlar
vardir.
o Ust epidermis,

antiklinal duvarlari diiz
ya da hafifce dalgali
olan hicrelerden
olusur; alt
epidermisteki
hiicrelerin ~ duvarlar
daha belirgin sekilde
dalgalidir.

e Swertia tdrlerinde
yaprak ve  goOvde
epidermisinde konik ya
da uzun silindirik,
siklikla cizgili
papillalara rastlanir.

e Genellikle
ranunculaceous
(Anomositik) tipte
stoma gorilir. Ancak
Cruciferous
(Anizositik) tipte olan
stomalarin yer aldig1
orneklerde vardir.
Cogunlukla yapragin
alt yuzeyinde bulunur.
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S. iberica ve S. longifolia tlrlerininn kok enine kesitine ait anatomik Ozellikleri biribiri
ile benzerlik gdstermektedir. Govde enine kesiti incelendiginde her iki tiir i¢inde hafif
dort koseli olarak gozlenmekte olup, S. iberica tiiriiniin govdesi kanath iken S. longifolia
govdesinde kanat yapisi gozlenmemistir. Gentianaceae familyasi i¢in Metcalfe and
Chalk (1950)’ e gore karakteristik olarak ifade edilen interksiler floem yapisi her iki
tiirlin govde enine kesitinde yer alirken kok enine kesitinde gozlenmemistir. Yaprak
enine kesiti karsilastirildiginda S. iberica anizositik tipte stomalar sadece alt yuzeyde yer
alirken, S. longifolia tiiriinde ise yapragin her iki yiizeyinde de yer aldigi gozlenmistir.

Tirlerin anatomik ¢aligsmalar1 ilk kez bu tez caligmasi ile yapilmistir.

S. kingii turine ait  hem alt ylizey hem de (st yuzey yaprak epidermis yuzeyleri
incelenmistir. Epidermis hiicre sekli poligonal ve tetragonal; antiklinal duvari
kivrimli/dalgali ve hafif diiz olarak goézlenmistir. Anizositik stoma ve glandular tek

hicreli taylerin bulundugu goriilmistiir (134).

S. cordata ve S. paniculata'min yaprak epidermal anatomisinin kantitatif karakterleri
incelendiginde her iki tiirde de yaprak iist ve alt yiizeyinde de yer alan anizositik tipte
stoma bulunup; epidermal hiicre sekillerinin, antiklinal duvar deseni ve trikomlar arasinda

farklilik oldugu gozlenmistir (131).

Tirler arasindaki anatomik 6zelliklerde gézlemlenen bu farkliliklar, geleneksel kullanimi
yaygm olan bu cinse ait tiirlerin mikroskobik diizeyde ayirt edilmesinde 6nemli
tanimlayic1 belirtegler sunabilir. Bu farkliliklar, taksonomik arastirmalarda tiirlerin

birbirinden ayrilmasinda ayirt edici anatomik karakterler olarak degerlendirilebilir.
5.4 Palinolojik Sonug, Tartisma ve Oneriler

Tez bitkileri olan S. iberica ve S. longifolia tiirlerinin polenleri 11k mikroskobu ve SEM
ile ilk kez incelenmistir. Her iki tiiriin de polen seklinin monad ve trikolporat oldugu
goriilmiistiir. Polen seklinin bu 2 tiir icin ayurt edici olmadigi goriilmektedir. Polen

ozellikleri karsilastirmali olarak Tablo 16.1 verilmistir.
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Tablo 16.1
Karsilagtirmali Nitel Polen Morfolojisi

Tiir adx Polen tipi Polar goriintii | Ekvatoral Ekzin Yapisi
sekli goriintii sekli

S. Trikolporat Dairesel Dairesel Striat -Retikulat

iberica

S. Trikolporat Dairesel Dairesel Heterobrokat

longifolia

S. perennis tiiriine ait polen sekli monad ve trikolporat olarak goriintiilenmistir. Polen
duvar suslemeleri ise striat-retikulat olarak gortlmektedir (115). S. cordata ve S.
paniculata tiirlerinin SEM ile polenleri goriintiilendiginde 2 tiirlin poleninin trikolporat
ve ekzin yapisinin retikulat oldugu goriilmiistiir (131). S. chirayita poleninin trikolpat ve

ekzin ornamentasyonun retikulat oldugu goriilmistiir (132).

Swertia cinsinden 16 tiire ait toplam 100 6rnegin incelendigi bir ¢alismada polen
morfolojisinin tiirlerin gruplandirilmasinda yararli oldugu, ancak ayni gruptaki tiirler
arasinda ayrim yapmada bir faydasi olmadigi bulunmustur. Daha 6nce belirlenmis ti¢
polen tipi, Crassiuscula, Kilimandscharica ve Volkensii tipleri dogrulanmustir.
Crassiuscula tipindeki tiirler aras1 ve tiir i¢i varyasyonun, sexin kalinligi, bakula sekli ve
uzantilarinda oldugu belirlenmistir. Diger iki tipteki varyasyon ise sexin deseni, lirane
sekli ve genisliginde oldugu belirtilmistir. Ug¢ polen tipi taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile gosterilmistir. Bu 3 temel polen
tipi ve smiflandirmasi su sekildedir. 1. Crassiuscula tipi: Polen taneleri dikenli, kirik
benzeri veya sirt benzeri ¢ikintilara sahip (Swertia abyssinica, S. calycina, S.
crassiuscula, S. eminii, S. polytnectaria, S. quartiniana, S. usambarensis, S. welwitschii
). 2. Kilimandscharica-tipi: Polen taneleri spinulosa degil, ¢izgili, striat-retikulat. Ince
striat-retikulat desenli ve sexin kalin (S. engleri, S. fimbriata, S. kilimandscharica, S.
mannii, S. welwitschii ). 3. Volkensii-tipi: Polen taneleri spinulosa degil, striat, striat-
retikulat. Kaba ¢izgili desene ve nexin kadar veya daha kalin sexine sahiptir. (S.
macrosepala, S. subnicalis, S. uniflora, S. volkensii) (135). Bu c¢alisma ile
karsilastirildiginda, S. iberica ve S. longifolia tiirlerinin polenleri spinulosa degil,
retikulat, sexin kalin oldugu goriilmektedir. Bu smiflandirmaya gére Kilimandscharica-

tip polen tagirlar (136).
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5.5 Molekiiler Sonug, Tartisma ve Oneri

S. iberica ve S. longifolia turlerinin ITS1-1TS4 bolgesi dizi analizleri belirlenerek NCBI
Genbankas1 veri tabanindaki diger tiirlerin verileriyle BLAST programi yardimiyla
benzerlik oranlar1 tespit edilmistir. (Sekil 2.8 ve Sekil 2.9). S. iberica tlrinin %98.77
benzerlik orani ile S. marginata; S. longifolia 'nin %99.51 benzerlik orani ile S. obtusa
benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Blast programi kullanilarak olusturulan filogenetik
agaclarda S. longifolia tlrd, S. obtusa ve S. alpestris tiirleriyle ayni kiimede yer alirken,
S. iberica‘nin ise S. marginata, S. gracilififlora, S.przewalskii, S. bifolia, S. wolfgangiana

tiirleri ayn1 kiimede yer almaktadir.
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Sekil 4.1

S. iberica-Taksonlarin ITS Baz Dizilimlerine Gore Olusturulan Filogenetik Agag¢ (Dendrogram)

E Swertia nervosa
Swertia angustifolia

“Megacodon stylophorus

Swertia chirayita

Swertia lurida

@ Swertia macrosperma
Swertia multicaulis
Gentianella germanica

Swertia punicea

9 Swertia mussotii
Swertia franchetiana
Swertia japonica
@ Swertia leducii
| At? @ Swertia bimaculata

© Swertia decora

Swertia iberica

Swertia marginata
Swertia graciliflora
Swertia przewalskii
Swertia bifolia

Swertia wolfgangiana
Swertia banzragezii
Swertia perennis

Swertia obtusa

Swertia alpestris

Swertia erythrosticta

Swertia gyacaensis

Swertia wardii
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Sekil 4.2

S. longifolia ITS Baz Dizilimlerine Gore Olusturulan Filogenetik Aga¢ (Dendrogram)

E Swertia nervosa
Swertia angustifolia

|

© Comastoma cyananthiflorum

Swertia chirayita

Swertia lurida

© Swertia macrosperma

© Swertia japonica

@ Swertia multicaulis

© Gentianella germanica
Swertia franchetiana
Swertia punicea

© Swertia mussotii

“Megacodon stylophorus

© Swertia bimaculata

© Swertia decora

Swertia graciliflora

Swertia marginata

Swertia przewalskii

Swertia bifolia

Swertia wolfgangiana
Swertia bifolia

Swertia erythrosticta

Swertia gyacaensis

Swertia wardii
Swertia banzragezii
Swertia perennis
Swertia longifolia
Swertia obtusa

Swertia alpestris
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Yapilan literatiir taramalarinda, Swertia cinsinin kozmopolit bir dagilim gdsterdigi ve bu
ekolojik cesitlilik nedeniyle ¢esitli ekotipler olusturdugu ve polimorfik bir cins oldugu
belirlenmistir (129). Bu sebeple bitkilerin siiflandirilmasinda ve teshisinde DNA tabanli
molekiiler markerler etkili bir arag¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda, 6zellikle Uzak
Dogu geleneksel tibbinda 6nemli bir cins olan Swertia cinsine ait bitkilerin, molekuler
cesitliligin degerlendirilmesi, gelecekte siirdiiriilebilir biyogesitlik ve genetik 1slah
calismalar1 acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bilingsiz kullanima bagli olarak nesli
tilkenme altinda olan bir ¢ok tibb1 bitki i¢in molekiiler ¢caligmalar 6nem kazanmaktadir.
Bu duruma 6rnek olarak, Uluslararas1 Dogay1 Koruma Birligi (IUCN) tarafindan, 2004 ’te
Hindistan’in Himalaya bolgelerinde “kritik tehlike altinda™, diger bolgelerde ise
“savunmasiz” Kategorisinde yer alan S. chirata 6rnek verilebilir. Bu sebeple tibbi
bitkilerin  genetik iligkilerinin molekiiler belirtecler kullanilarak  genotiplerin

tanimlanmas1 6nemlidir (60).
5.6 Ugucu Yag Analiz Sonuclari, Tartisma ve Oneri

Tez bitkilerimin gigeklerinden elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri GC/GC-MS ydntemi
ile belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore bu iki bitkiye ait major bilesik 24 karbon atomu
iceren diiz zincirli alkan sinifi bilesik olan tetrakozan bilesigidir. S. iberica’da %31, S.
longifolia’ da ise %25.2 oraninda bulunmaktadir. Her iki tirde de uzun zincirli
hidrokarbonlar en yaygin bilesik smifidir. Calismamiz bu iki tiir i¢in ugucu yag analizinin

yapildigi ilk calismadir.

Swertia tiirleri ile daha 6nce yapilmis ugucu yag ¢alismalarina baktigimizda; S. densifolia
bitkisinin yapraklarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yag1 incelenmistir. Ugucu
yagm (%0.026 w/w) GC/MS analizlerinin sonucunda ana bilesen olarak linalool, min6r
bilesen olarak ise a-terpineol, oktadekanal, stearik asit ve hidrokinon icerdigi
bulunmustur (137). S. densifolia ¢iceklerinden hidrodistilasyon yontemi ile %0.024 w/w
verimle elde edilen ugucu yag GC-MS kullanilarak analiz edilmistir. Linalool (%31.7),
oktadekanoik asit (%16.64), a-terpineol (%8.58) major bilesik olarak bulundugu
goriilmiistiir (138).

S. ciliata 'nin taze toprak tistii kismmdan buhar distilasyonuyla elde edilen ugucu yagi
GC/GC-MS ile analizi yapilarak toplam 54 bilesen tanimlanmustir. Bu bilesenler arasinda
bulunan ana bilesikler oktadekanal %14.36, nonanal %8.56, B-linalool %7.35, 7-oktiliden
bisiklo [4.1.0] heptan %6.94, metil-mirtenat %4.21 dir. Calisma sonucuna gore
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diterpenler mindr bilesenler olarak bulunurken oksijenli monoterpenler ve seskiterpen

hidrokarbonlar ugucu yagda ana bilesen olarak bulunmustur (139).

S. cordata 'nin taze toprak iistii kismmdan buhar distilasyonuyla elde edilen ugucu yaginin
kimyasal bilesimi GC/GC-MS tarafindan analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda ugucu
yagm monoterpen hidrokarbonlar (%4.96), oksijenli monoterpenler (%3.88), diterpenler
(%2.30), oksijenli seskiterpenler (%17.58), seskiterpen hidrokarbonlar (%14.48)
bakimindan zengin bilesiklere sahip oldugu gosterilmistir (140).

S. iberica ve S. longifolia tiirlerine ait ugucu yag bilesenleri, literatiir arastiriimasi
sonucunda, Swertia cinsinin diger tiirlerinde (S. densifolia, S. ciliata, S. cordata) rapor
edilen linalool, oktadekanal gibi oksijenli monoterpen/seskiterpen ve hidrokarbon sinifi
bilesiklerin agirlikli profillerinden farklilik gostermektedir. Bu durum, cins i¢indeki
kimyasal ¢esitliligin tiirlere 6zgli oldugunu ve ekolojik adaptasyonla iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, ugucu yag veriminin diisiikk oldugu tiirlerde (S. densifolia‘’da
%0.024-0.026 w/w) ekstraksiyon yontemlerinin optimize edilmesi ve tiirlerin cografi
varyasyonlarinin  karsilastirilmasi  gelecek  calismalar  i¢cin  6nemli  oldugu

diistiniilmektedir.

5.7 Biyolojik Aktivite Sonuclari, Tartisma ve Oneri

5.7.1 Antioksidan Aktivite Sonuclari, Tartisma ve Oneri
5.7.1.1 Serbest radikal siipiiriicii etki (DPPH- testi) degerleri

S. iberica ve S. longifolia toprak iistii kismindan hazirlanan ekstrelerin antioksidan
kapasitesi DPPH yontemi ile hesaplanmistir. S. iberica ait en ylksek aktivite metanol
ekstresinde (ICso 0.2985+0.0241 mg/mL) gorulmektedir. S. longifolia ait en yiiksek
aktivite ise %70 lik etanol ekstresinde (ICso 0.2500£0.0119 mg/mL) hesaplanmustir.
Sonuglar karsilastirildiginda S. longifolia ait %70 etanol ekstresinin en yiiksek aktiviteye

sahip oldugu goriilmiistiir.

S. longifolia’nin toprak iistii kisimlarindan ve koklerinden hekzan, kloroform, etil asetat,
metanol, metanol:su (1:1) ve su kullanilarak ekstre elde edilmistir. Ekstrelerin antioksidan
kapasitesi DPPH yontemi ile belirlenmistir. Toprak iistli kisminda en yiiksek antioksidan
aktivitesi C vitamine (ICso 2.3 pg/mL) kiyasla metanol ekstresinde (ICsp 28 pg/mL)
gOriilmiistiir. S. longifolia’nin kok ekstrelerinde ise en yiiksek aktivite etil asetat [Cso 44.7

pg/mL goriilmiistiir. Diger toprak iistii ekstrelerine ait ICso degerleri sirasiyla metanol: su
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ekstresi 46.8 pg/mL, kloroform ekstresi 109 pg/mL, etil asetat ekstresi 112.9 pug/mL, su
ekstresi 243.1 pg/mL ve hekzan ekstresi 249 pg/mL hesaplanmistir (141).

S. chirayita (SCH), S. angustifolia (SAN), S. paniculata (SPA), S. racemosa (SRA), S.
nervosa (SNE), S. ciliata (SCI) ve S. dilatata’'nin (SDI) bitkilerine ait metanol ekstreleri
hazirlanmistir. Bu ekstrelerin antioksidan 6zelligi DPPH yontemi ile belirlenmistir.
DPPH serbest radikalleri Uzerindeki supuricu etkileri SCH (23.35+0.59 1Csp pg/mL)>
SPA (29.53£1.17 ICso pg/mL)> SCI (29.9940.96 1Cso pg/mL)> SDI (30.04+0.93 ICsxo
pg/mL)> SRA (30.34+1.14 ICso pg/mL)> SNE (32.1940.63 ICso pg/mL)> SAN
(45.81%+1.54 pg/mL) sirasi ile gostermektedir. Askorbik asit i¢in ICso degeri 26.734+2.13
ug/mL olarak bulunmustur (69).

S. chirata’min antioksidan kapasitesi standart madde olarak askorbik asit kullanilarak
DPPH serbest radikal temizleme testiyle hesaplanan bir ¢alismada, S. chirata metanol
ekstresi 200 pg/mL konsantrasyonda %70 inhibisyon gostermistir. ECso degeri 937.5
pg/mL olarak 6lgtilmiistiir. ECso, baglangic DPPH'n1 %50 oraninda azaltmak icin gereken
antioksidan miktarini ortaya koymaktadir (142).

S. chirayita’nin yapraklarindan etanol, hekzan ve etil asetat ekstreleri hazirlanmistir.
DPPH yontemi kullanilarak antioksidan aktivitesinin yiizdesi hesaplanmustir. EKstrelerin
% 1inhibisyon degerleri su sekildedir; etanol ekstresi %69.3+0.08, hekzan ekstresi
%04.7+0.02, etil asetat ekstresi %48.7+0.07 (143).

S. bimaculata kok, yaprak ve govde kisimlari ile yapilan metanol ve kloroform ekstresinin
antioksidan kapasitesi DPPH yontemi ile hesaplanmistir. Yaprak metanol ekstresinin en
yiksek antioksidan etki (1Cs04.80 pg/mL ile %93.14 inhibisyon) gosterdigi belirtilmistir
(144).

Yapilan caligmalar ile calistigimiz tiirlerin antioksidan kapasitesi kiyaslandiginda
bitkilerin c¢alisilan bitki kisimlar1 ve ekstre hazirlama sekilleri farkliligina bagh olarak

antioksidan kapasitede farklilik oldugu goriilmiistiir.

5.7.1.2 Toplam Fenol Miktar Tayini

S. iberica ve S. longifolia bitkilerine ait ekstrelerin toplam fenol miktar1 gallik asite
esdeger olarak Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak belirlenmistir. Analiz
sonuglarina gore en yliksek igerik her iki tiirde de %70 etanol ekstresinde gozlenmistir ve

S. longifolia ait toplam fenol iceriginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. S. iberica’da
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en diisiik icerik infiizyonda (16.52+0.1377 mg GAE/g ekstre) hesaplanirken; S. longifolia
da ise hekzan ekstresinde ( 16.87+0.0711 mg GAE/g ekstre) gozlenmistir.

S. chirayita (SCH), S. angustifolia (SAN), S. paniculata (SPA), S. racemosa (SRA), S.
nervosa (SNE), S. ciliata (SCI) ve S. dilatata'nin (SDI) bitkilerine ait metanol ekstreleri
hazirlanmistir. Toplam fenol igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
Swertia ekstrelerinin gallik asit esdegeri cinsinden toplam fenol i¢erikleri SCH 67.49+0.5
mg GAE/g, SAN 22.68+0.78 GAE/g, SPA 34.01+0.67 GAE/g, SRA 66.91+1.02 GAE/q,
SNE 54.36+0.76 GAE/g, SCI 42.53+0.91 GAE/g ve SDI 67.00+3.63 GAE/g olarak
hesaplanmstir (69).

S. densifolia, S. lawii, S. minor ve S. chirayita su, metanol, etanol ve aseton ¢oziicleri ile
hazirlanmis ekstrelerin toplam fenolik icerik (TPC) gallik asite esdeger olarak Folin-
Ciocalteu yontemi ile hesaplanmistir. Dort tiire ait en yliksek toplam fenol icerigi aseton
ekstresinde gozlenmistir. Sonuglar tiirler arasinda S. chirayita'min en yuksek TPC
miktarina (102.04 mg GAE/g) sahip oldugunu, bunu sirasiyla S. minor, S. densifolia ve

S. lawii'nin izledigini gostermistir (145).

S. chirayita govde, yaprak ve ¢igek kisimlarindan maserasyon (metanol), inflizyon ve
soxhlet ekstraksiyon (metanol) yontemleri kullanilarak ekstre hazirlanmustir. S. chirayita
govdelerindeki toplam fenolik icerik 37.57-39.58 mg GAE/g arasinda degismis olup,
maksimum fenolik icerik sulu infiizyon yoluyla elde edilmistir. S. chirayita'nin yaprak ve
cicek kisimlarma ait toplam fenolik igerik 45.07-70.27 mg GAE/g arasinda degismis olup,

maksimum fenolik icerik metanol soksilasyonu yoluyla elde edilmistir (146).

Literatlr verileri ve caligtigimiz tiirlerin toplam fenol igerikleri karsilastirildiginda
tiirlerin ¢caligilan bitki kisimlari, ekstre hazirlama sekilleri farkliligina bagli olarak toplam

fenol miktarinin degistigi goriilmiistiir.
5.7.2 Antimikrobiyal Sonuglar, Tartisma ve Oneri
5.7.2.1 Antibakteriyel Aktivite Sonu¢lar, Tartisma ve Oneri

S. iberica ve S. longifolia turlerine ait ekstrelerin antibakteriyel etkileri biyootografi, kuyu
difiizyonu ve mikrodilusyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Biyootografi Dot-Blot
yontemi sonucunda Staphylococcus aureus ATCC 6538'a kars1 sadece S. iberica tlrline
ait %70 lik etanol ekstresinde kirmizi zon olusumu gézlenmistir. Kuyu Difliizyon yontemi

sonucunda ise Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve Escherichia coli NRRL B-3008
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suglarma karst herhangi bir zon olusumu gorilmemistir. Mikrodillisyon yontemi
sonucunda test edilen 7 susa kars1 tiim 6rneklerin 4000 pg/mL’nin iizerinde MiK degeri
gosterdigi goriilmiistiir. Sonug olarak test edilen 6rneklerin kullanilan suslara karsi zayif

inhibitor etki gostermistir.

S. chirata'nin herbasi kullanilarak hazirlanan metanol ve su ekstresinin antibakteriyal
etkisi kuyu difiizyon yontemi ile 10 bakteri susuna kars1 degerlendirilmistir. Gentamisin
antibakteriyel aktivite i¢in standart ilag olarak kullanilan bu ¢aligmada metanol 6ziitii E.
coli kars1 orta diizeyde aktivite (800 pg/mL'de 4 mm), S. aureus ve P. aeruginosa'ya karsi
ise hi¢bir aktivite gostermedigi bildirilmistir. Sulu ekstrede ise E. coli, 800 pg/mL'de 2
mm zon olusturdugu, S. aureus ve P. aeruginosa'ya karsi etkisiz oldugu bildirilmistir
(147).

S. cordata ve S. chirayita, Hint geleneksel tip sistemlerinde giiclii bitkisel ilaglar olarak
kullanilan tibbi bitkileridir. Bu iki Swertia tiiriiniin kok, govde ve yapraklart ile hazirlanan
metanol ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi Kirby-Bauer agar kuyu diflizyon
yontemiyle cesitli bakterilere karsi degerlendirilmistir. S. chirayita ve S. cordata
ekstrelerin E. coli susuna kars1 herhangi bir zon olusumu goriilmemistir. S. aureus susuna
kars1 ise en yiiksek zon ¢ap1 yaprak metanol ekstresinde S. chirayita igin 13.05+£0.71 mm,

S. cordata igin ise 14.0+0.7 mm olarak Ol¢iilmiistiir (148).

S. angustifolia turiinin metanol ekstresi agar kuyu difiizyonu ile Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Salmonella setubal (ATCC 19196),
Entarobacter aerogenase (ATCC13048), Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705) ve
Escherichia coli (ATCC5224) suslarina kars1  test edilmistir. Higbir bakteri susuna kars1

aktivite gostermemistir (149).

S. chirata metanol ekstresinin antibakteriyel aktivitesi, 11 gram pozitif ve 17 gram negatif
bakteri iizerinde Gentamisin'e (standart ilag) karsi kuyu difiizyon yontemi ile test
edilmistir. Ekstrelerin minimum inhibitér konsantrasyonlar: (MiK) Broth mikrodiliisyon
seyreltme yontemi ile belirlenmistir. Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus
epidermidis’de herhangi bir inhibisyon aktivite gortilmezken, Serratia marcesens karsi
19 mm zon inhibisyonu goriilmiistiir. Serratia marcesens’e karsi MIK degeri ise 20

mg/mL olarak bulunmustur (142).

S. chirayitanin sulu ve etanol ekstresinin antibakteriyel aktiviteleri, CLSI yonergeleri

kullanilarak Kirby Bauer'in disk diflizyon yontemi ve agar kuyusu yontemi ile bazi
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patojenik bakterilere karsi in vitro taramasi yapilmistir. Sonuclar, standart antibiyotigin
(Gentamisin) inhibisyon bolgesi (mm cinsinden) temelinde degerlendirilmistir. Minimum
Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBC) da
degerlendirilmistir. Etanollii ekstrenin su ekstresine kiyasla daha fazla etkinlige sahip
oldugu goriilmiistiir. E. coli ATCC 25922 kars1 inhibisyon zonu sulu ekstrede 12.4+0.60
mm, etanolli ekstrede ise 15.8+0.37 mm iken; P. aeruginosa ATCC 25619 susuna kars1
sulu ekstrede 6.4+0.24 mm, etanolli ekstrede ise 19.840.20 mm’dir (Gentamisin
14.0+£0.54 mm). E. coli ve P. aeruginosa karsi etanol ekstresinde MIK degeri >500
mg/mL, MBC degeri ise 2500 mg/mL oldugu bildirilmistir (150).

S. chirata'nin tiim bitki kisimlaridan petrol eteri, kloroform, aseton ve metanol ekstresi
elde edilmistir. Bu ekstreler Staphylococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis
bakterilerine karsi agar disk diflizyon yontemi ile antibakteriyel aktivite acisindan
degerlendirilmistir. Petrol eteri ve kloroform ekstreleri tiim mikroorganizmalara karsi
etkisiz bulunmustur. Aseton ekstresinde S. epidermis kars1 12 mm zon ve 20 mg/mL
MIK; metanol ekstresinde S. aureus kars1 12 mm zon ve 10 mg/mL MIK, S. epidermis
kars1 15 mm zon ve 10 mg/mL MIK degeri hesaplanmustir. E. coli (izerinde ise tim
ekstreler etki gostermemistir (151).

Antibakteriyel test calisma bulgularimizin literatiirde yer alan veriler ile uyumlu oldugu
gorulmektedir. Ekstrelerin Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Bacillus cereus NRRL B-3711, Serratia marcescens NRRL B-2544,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine kars1 antibakteriyel —etki

gostermedigi goriilmiistiir.
5.7.2.2. Antikandidal Aktivite Sonuclart, Tartisma ve Oneri

Tez materyallerine ait ekstreler Candida utilis NRRL-Y-900 ve C. parapsilosis ATCC
22019 suslarina kars1 kuyu diflizyon yontemi ile antikandidal 6zellikleri arastirilmistir.
Mikrodillsyon yontemi ile C. albicans ATCC 10231, C. utilis NRRL Y-900, C. albicans
ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC
6258 suslarma karst MiK degeri belirlenmistir. C. utilis NRRL-Y-900 susuna kars1 tiim
orneklerde zon olusumu goriilmiistiir. C. parapsilosis ATCC 22019 kars1 ise sadece S.

longifolia’nin %70 lik etanol ekstresi 10 mm ¢apinda zon olusturmustur. 16000-15
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pg/mL araliginda diliie edilen numuneler, yapilan deney sonucunda 31.25-1000 pg/mL
MIK araliginda etkiler gostermistir. Standart antikandidal madde Ketokonazol ile
karsilastirildiginda  orneklerin, Candida’lara karst zayif inhibitér etkileri oldugu

belirlenmistir.

S. chiriyata nin yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin, oral kaviteden alinan C.
albicans'a kars1 biyoaktivitesini aragtirmak i¢in, disk difiizyon ve broth diliisyon yontemi
kullanilmistir. 5 mg/mL konsantrasyonunda olusturdugu zon ¢ap1 10+0.43 mm, MiK

degeri ise 16+0.43 mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir (152).

S. chirata metanol ekstresinin antikandidal aktivitesi, 5 Candida tirl Uzerinde
Griseofulvin kars1 kuyu difiizyon yontemi ile test edilmistir. Orneklerin minimum
inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) Broth mikrodiliisyon seyreltme yontemi ile C.
albicans, C. albicans ATCC 0383, C. galbrata, C. tropicalis, C. kruzei karsi
belirlenmistir. MiK degerleri sirasiyla C. albicans kars: 128 mg/mL, C. albicans ATCC
0383 kars1 120 mg/mL, C. galbrata kars1 100 mg/mL, C. tropicalis kars1 10 mg/mL, C.
kruzei kars1 42 mg/mL Ol¢iilmiistiir (147).

S. trichotoma’nin yapraklarinin metanol, diklorometan, hekzan ve aseton ekstreleri C.
albicans kars1 seri seyreltme deneyi kullanilarak MIK degerleri belirlenmistir. S.
trichotoma'nin MiK degerleri 0.02-0.46 mg/mL arahigindadir. Metanol ekstresinde 0.02
mg/mL MIK degeri ile en yiiksek, hekzan ekstresinde ise 0.40 mg/mL MIK degeri en
diistik antifungal etki gostermistir (153).

Yapilan c¢alismalarda kullanilan bitki kisimlar1 ve ¢6ziicli polaritelerinin degiskenligi
ekstrelerin antibakteriyel, antikandidal ve antioksidan aktivitelerini etkiledigi
goriilmiistiir. Calisma sonuglar literatiir verileri ile kiiciik farkliliklar ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. S. iberica ve S. longifolia turlerinin biyolojik aktivite ¢aligmalarinin kisitlh

olmas1 sebebiyle ¢calismamiz bu alanda 6nem kazanmaktadir.
5.7.3 Noroprotektif Aktivite Sonug, Tartisma ve Oneri

S. iberica’nin ana metanol ekstresi, alt fraksiyonlar1 ve her iki tiiriin ayn1 yontemle
hazirlanmis 5 farkli ekstresinin sitotoksisite ve noroprotektif etkisi MTT testi kullanilarak

BV-2 hiicre hattinda incelenmistir.

Turlere ait hekzan ekstrelerinin ¢alisilan konsantrasyonlarda noroprotektif etki

gostermedigi goriiliirken, S. iberica ait etil asetat ve metanol ekstrelerinin hiicre
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canliligin1 azaltmayan konsantrasyonlarindan 3.125 ve 6.25 pg/mL konsantrasyonlarda
etki gosterdigi, %70 etanol ekstresinin 12.5 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlar etki
gosterdigi, su ekstresinin ise 1.562 pg/mL gibi ¢ok kiiciik konsantrasyon hari¢ calisilan
tim konsantrasyonlarda etki gosterdigi goriilmektedir. S. longifolia ait etil asetat
ekstrelerinin  hicre canliligini azaltmayan Kkonsantrasyonlarindan 3.125 ug/mL
konsantrasyonda, metanol ekstresinin 1.562 ve 3.125 pg/mL konsantrasyonlarda, %70
etanol ekstresinin 25 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlar etki gosterdigi, su ekstresinin
ise 6.25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlari1 arasinda noroprotektif etki gdsterdigi
gorulmektedir.

12.5 pg/mL konsantrasyonda BV-2 hiicre hatt1 iizerinde S. iberica’nin etanol ve su
ekstrelerinin etkileri bilinen bir noroprotektif ajan olan sodyum valproat ile
kiyaslandiginda sodyum valproat kadar etki gosterirken; ayni konsantrasyonda S.
longifolia tiirtiniin ise sadece su ekstresinin sodyum valproat kadar etki gosterdigi

gorulmektedir.

S. iberica’nin ana metanol ekstresi ve alt fraksiyonlarmin ait sonug¢larm, test edilen tim
ekstrelerin BV-2 hiicrelerinde skopolamin kaynakli hiicre hasarini iyilestirdigini, ancak
Su ve n-butanol fraksiyonlarmin 6zellikle 12.5-50 ug/mL dozlarinda anlamli etkiye sahip
oldugunu gostermektedir (p<0.001). Bu ¢alisma, S. iberica ekstrelerinin nérodejeneratif
hastaliklar1 ve beyin yaslanmasini dnlemek i¢in kullanilabilecek ndroprotektif bir ajan
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple fitokimyasal ¢galismalarin 6ncelikli olarak n-

butanol ekstresi tizerinde devam edilmistir.

Swertia tiirlerinin farkli kisimlarindan ¢esitli ekstrelerin ve fitokimyasallarin ¢ok ¢esitli
biyolojik aktive gosterildigi ¢esitli caligmalar ile kanitlanmistir. Swertia cinsi, antikanser,
anti-diyabetik, antibakteriyel, antioksidan, anti-hepatit, antelmintik, anti-leishmanial,

noroprotektif aktivite dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli etkilere sahiptir (42,154,155).

S. longifolia'min herba ve koklerinden hazirlanan hekzan, kloroform, etil asetat, metanol,
metanol:su (1:1) ve su ekstreleri MDBK, MCF7, HepG2, A549 ve HT29 hiicre hatlarinda
MTT testi kullanilarak sitotoksitesi incelenmistir. Sonug olarak tiim hiicre hatlarinda 100

ng/mL'den daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksisite gostermedigi goriilmistiir (141).

S. punicea'dan izole edilen 3 bilesik H2O2 ile uyarilan PC12 hiicrelerine karsi
noroprotektif aktivitesi MTT testi yontemiyle incelenmistir. Ksanton grubu bilesikler

olan puniceaside B, swertiabisxanthone-I 8'-O-B-D-glucopyranoside ve 3-O-
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demethylswertipunicoside bilesiklerinin  noroprotektif aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (156).

S. pseudochinensis toprak iistii kismindan izole edilen bilesikler, ndéroprotektif etkileri
SH-SYS5Y hiicrelerinde MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir. Ksanton yapisindaki
bellidifolinin oksidatif stresi azaltarak SH-SYSY hiicre hattinda 6nemli néroprotektif
potansiyel etki bildirildi. Bilesiklerin sitotoksik etkilerini ilk olarak MTT tahlilini
kullanarak incelendiginde sonuglar, bilesiklerin higbirinin 20-100 mM konsantrasyon
araliginda belirgin bir toksisiteye sahip olmadigini géstermistir. Ayni zamanda 6, 1.0 mM
MPP+ ile islenmis SH-SYSY hiicrelerinin hayatta kalma oranmi (yaklasik %91) dnemli
Olglide artirdig1 goriilmiistiir (P<0.05). Bilesik gentiakaulein, norswertianolin, 1-hidroksi-
3,5,8-trimetoksiksanton ile tedavi edilen hiicrelerin canlili§i 6nemli oranda artmustir.
Apoptoz yolunun ve oksidatif stres hasarinin inhibisyonu yoluyla néroprotektif etki

gosterdigi goriilmiistiir (157).

Iridoid glikozitleri sinifinda yer alan Swertiamarin, noroinflamasyon (izerindeki
noroprotektif aktivesi incelenmistir. BV-2 hiicre hatt1 {lizerinde LPS kullanarak
olusturulan inflamasyon, 10, 25, 50 ug/mL swertiamarin bilesigiyle tedavi edilen deney
sonuglarma gore bu bilesigin IL-1B, IL-6, IL-18, TNF-a ve diger proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini doza bagimli bir sekilde inhibe edebildigini gosterilmistir

(158).

Son zamanlarda Swertia cinsi tizerinde yapilan noroprotektif etki ¢aligmalar1 S. iberica
ve S. longifolia tiirlerinin  daha kapsamli  arastirilmasmin  gerektirdigini

disiindiirmektedir. Bu sebeple bu iki tiire ait daha kapsamli ¢calismalar planlanmaktadir.
5.8 Fitokimyasal Calisma Sonugclan, Tartisma ve Oneriler

Swertia cinsi, Antartika kitasi hari¢ 1liman bolgelerde dogal olarak yayilis gdstermektedir.
Cins, morfolojik ve ekolojik farkliliklar sergileyen genel olarak ¢ok yillik olmak iizere
tek yillik bitkilerde igermektedir. Swertia turleri, fitokimyasal agidan zengin bir bilesen
profiline sahiptir. Major sekonder metabolit grubu olarak ksanton ve iridoitleri
bulundurmaktadir. Bununla birlikte bu cinste triterpenoitler, sekoiridoitler ve flavonoitler
gibi biyoaktif bilesikler de tespit edilmistir. Bu sekonder bilesiklerin birgok farmakolojik
etkisi bulundugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢caligmalar bu cinse ait tiirlerden
elde edilen kimyasallarin antioksidan, hepatoprotektif, antiinflamatuvar, antimikrobiyal

ve noroprotektif aktiviteleri lizerine gesitli calismalar rapor edilmistir (159).
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Bu ¢aligmada, S. iberica ve S. longifolia tiirlerinin toprak {istii kisimlarininda hazirlanan
metanol ekstrelerin  kromatografik ayrimi UPLC/Q-TOF-MS analiz sonucuyla
incelendiginde 2 tiir arasinda belirgin benzerlikler oldugu ve her iki tiiriin de ksanton
bilesikleri agisindan zengin bir igerige sahip oldugu gézlemlenmistir. Bununla beraber bu
tirler arasmnda igerik profillerinde de farklilik goriilmektedir. UPLC/Q-TOF-MS
analizleri, s0z konusu bitki ekstrelerinin, 1,3,5,8-
tetrahidroksiksanton, norswertianin ve mangiferin dahil olmak tizere biyolojik aktiviteye
sahip ksanton bilesikleri ig¢erdigini dogrulamistir (Ek-1). Veriler karsilastirildiginda

benzer igerik profili sebebiyle izolasyon galismalari tek tiir tizerinden devam etmistir.

Yapilan izolasyon ¢aligsmalar1 sonucunda S. iberica tirlne ait n-butanol ekstresinden 22
saf madde izole edilmistir. 21 bilesigin yapis1 aydinlatilmamis olup, bu bilesikler i¢cin
NMR analizleri tekrar gergeklestirilecektir. Bu maddelerden sadece 1 bilesigin yapisi
aydmnlatilmistir. Literatiir ile veriler karsilastirildiginda bu bilesigin ksanton yapisinda 1-

hidroksi-3,7,8-trimetoksiksanton, dekussatin isimli bilesik oldugu anlasilmustir.

S. alata C.B. Clarke, S. bifolia Batalin., S. decora Franch., S. franchetiana Harry Sm., S.
macrosperma C. B. Clarke, S. nervosa (G. Don) C. B. Clarke, S. punicea Hemsl., S.
chirayita (Roxb.) H. Karst. (Syn: S. chirata Buch.-Ham. ex Wall.) S. calycina Franch. S.
paniculata Wall., S. angustifolia Buch.-Ham. ex D.Don, S. lawi Burkill., S. bimaculata
(Siebold & Zucc.) C. B. Clarke, S. racemosa (Wall. ex Griseb.) C.B. Clarke, S. swertopsis
Makino, S. cuneata D.Don tiirlerinden dekussatin bilesiginin elde edildigi bildirilmistir
(50,92-98).

Swertia iberica'nin toprak istii kisimlarindan izole edilen bilesikler literatiirde
bellidifolosid (5-O- beta -glukopiranosil-3-metoksi-1,8-dioksiksantin), mangiferin (2-C-
beta-D-glukopiranosil-1,3,6,7-tetraoksiksantin) ve 1-O-beta-primverosil-3,7,8-
trimetoksiksantin olarak tanimlanirken; koklerinden elde edilen ksanton bilesikleri ise
swertiaperenin, dekussatin, gentiakochlanin, norswertianin, izogentiakochianin ve

swertiaiberin olarak tanimlanmistir (51,160).

Ksantonlar, dibenzo-y-piron heterosiklik yapisina sahip oksijenli dogal bilesiklerdir. Bu
bilesikler, hidroksil, metoksil, alkil ve glikozit gibi ¢esitli fonksiyonel gruplarin
baglanmasiyla yapisal ¢esitlilik gosterir. Ksanton tiirevlerinden biri olan dekussatin de bu
grubun 6nemli bir iiyesidir. Bu bilesikler, antimikrobiyal, antioksidan, antitlseratif,

antihiperlipidemik, antikanser ve antienflamatuvar aktiviteler dahil olmak iizere genis bir
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biyolojik etki spektrumuna sahip olduklarindan farmakolojik ve fitokimyasal

aragtirmalarda onemli bir ilgi odagi olusturmaktadir (58,161-164).

Gentianaceae familyasinda, Swertia cinsine ait Tirkiye’de yetisen S. iberica ve S.
longifolia tiirleri ilk defa detayl sekilde incelenmistir. Bu tiirlere ait ¢alisma bulgulari

Farmasotik Botanik ve Farmakognozi alaninda literatiire katkida bulunmustur.
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