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OZET

ENDEMIK BUPLEURUM ANATOLICUM Hub.-Mor.et&Reese ve BUPLEURUM
EUBOEUM Beauverd&Topali TURLERININ TAKSONOMIK VE FITOKIMYASAL
OZELLIKLERI

NURCIN ALTINEL

Farmasotik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2023

Danisman: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

Bu c¢alismada endemik Bupleurum anatolicum Hub.-Mor.et&Reese ve
Bupleurum euboeum Beauverd tiirlerinin dogal yayilis alanlarindaki 6 farkli
popiilasyondan toplanarak Tiirkiye Florasi ile karsilastirmali olarak morfolojik,
anatomik, mikromorfolojik, molekiiler taksonomik 6zellikleri ve ugucu yag bilesenleri
ortaya konulmustur. Morfolojik ¢aligmalarda dogal ortaminda fotograflanmis 6 farkli
lokaliteden toplanan sayisi degisken Orneklerle 1s1n, brakte, petal, anter, stilopodyum,
stilus, meyve boy olglimleri ve istatistiksel analizleri tablolastirilmis, Tiirkiye Florasi
deskripsiyonu ile karsilastirilmistir. Anatomik ¢alismalarda kok, govde ve yapraklardan
mikrotomla kesit alinarak fotograflanmis, i¢ yapilart aydinlatilmistir.

Mikromorfolojik c¢alismalarda meyve ve polen yiizeyleri SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu)’ de fotograflanmistir. Kimyasal ¢alismalar icin 6 farkli lokasyon ig¢in
kurutulup parcalanmis Orneklerden mikrodistilasyon ydntemiyle ugucu yag eldesi
saglanmistir. Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri GK/KS ve GK ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore B. euboeum tiirii 3 lokasyon i¢in undekan ve
heptanal, ugucu yag ana bilesenleri olarak belirlenmistir. B. anatolicum tiirii 3 lokasyon
i¢in tridekan ve tetradekan ana bilesen olarak belirlenmistir.

Molekiiler caligmalarda ITS1-ITS4 gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmig, bu bolgelerin baz
dizilimleri DNA sekanslama ile belirlenmistir. Baz dizilimleri diinya gen bankasindaki
veriler ile karsilastirilmis ve filogenetik agac ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bupleurum, Morfoloji, ITS, Ugucu Yag, SEM.



ABSTRACT

TAXONOMIC AND PHYTOCHEMICAL PROPERTIES ON ENDEMIC
BUPLEURUM ANATOLICUM Hub.-Mor.et Reese and BUPLEURUM EUBOEUM
Beauverd SPECIES

Nur¢in ALTINEL

Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2023

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

In this study, the morphological, anatomical, micromorphological, molecular
taxonomic characteristics and essential oil components collected from 6 different
populations in their natural distribution areas endemic Bupleurum anatolicum Hub.-
Mor.et&Reese and Bupleurum euboeum Beauverd species which were comparatively
investigated with Flora of Turkey. In morphological studies, ray, bract, petal, anther,
stylopodium, stylus, fruit height measurements and statistical analyzes were tabulated
with samples collected from 6 diffrent localities photographed in their natural
environment, compared with the Flora of Turkey description. In anatomical Studies,
roots, stems and leaves were cross-sectioned with a microtome and photographed, and
their internal structures were illuminated. In morphological studies, fruit and pollen
surfaces were photographed in SEM (Scanning Electron Microscopy). For chemical
studies, essential oil was obtained by microdistillation method from dried and crushed
samples for 6 different locations. The chemical compositions of the essential oils
obtained were determined by GC/MS and GC. According to the results obtained,
undecane and heptanal were determined as the main components of essential oil for
B.euboeum species for 3 locations. Tridecane and tetradecane were determined as the
main components for the 3 locations of B. anatolicum. In molecular studies, ITS1-1TS4
gene regions were amplified by PCR, and the base sequences of these regions were
determined by DNA sequencing. The base sequences were compared with the data in
the world gene bank and a phylogenetic tree was drawn up.

Keywords: Bupleurum, Morphology, ITS, Essential oil, SEM.
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1. GIRIS

Diinya iizerinde giinlimiizde kabul edilmis olarak yaklasik 400.000 tohumlu bitki
tiiri oldugu tahmin edilmektedir. Angiosperm sayis1 13.553 cins ve 258.650 tiir olarak
kabul gormiistiir (Thorne, 2002).

Tiirkiye, bitki cesitliligi agisindan diinyada iliman iklime sahip iilkeler arasinda en
zengini, fazla sayida bulunan endemik tiir agisindan da en ilgincidir (Ekim, 2005; Sirin
ve Ertugrul, 2015).

Tiirkiye’de yetismekte olan yaklasik 12.000°den fazla bitki taksonunun 3/1°lik orani
endemik bitki taksonlarindan olusmaktadir (Giiner vd., 2012; Senkul ve Kaya, 2017).

Asya ve Avrupa kitalarmin ve Vavilov gen merkezlerinden ikisi olan Akdeniz ve
Yakin Dogu kesisimlerinde bulunmasi, ti¢ tarafi denizlerle gevrili Tiirkiye’nin bitkisel
zenginligi iklimsel degisiklikler, morfolojik farkliliklar ve toprak tiplerinin farkliligi
gibi cografi 6zelliklerden gelir ve flora bolgeleri agisindan sahip oldugu bu 6zellikler
bitki ¢esitliligi acisindan biiylik 6nem tasimaktadir (Avci, 2005; Uyanik vd., 2013;
Yildirim, 2016).

Tiirkiye florasi ile ilgili ilk calismalar, Tirkiye’den topladigi orneklerin Paris
Herbaryumunda muhafaza edilen Fransiz botanik¢i J. Pitton de Tournefort (1656-1758)
tarafindan  18. ylizyilin  baslarinda  gergeklestirilmistir.  Tiirkiye florasinin
hazirlanmasinda biiyiik katkilar1 olan bir diger botanikgi Isvigreli Arthur Huber-Morath,
1935-1969 yillar1 arasinda Anadolu’dan topladigi bitkilerden bir koleksiyon
olusturmustur (Ipek, 2018). Tiirkiye floras1 hakkinda ilk ve uzun yillar en bilgilendirici
sayilacak eser Isvigreli botanik¢i P.E. Boissier tarafindan yazilan 5+1 ciltlik Flora
Orientalis’tir. Zaman iginde kesfedilen tiirlerle yeniden bir flora yazma gerekliligi
ortaya ¢ikmasiyla P.H. Davis editorliigiinde 9+2 ciltlik Flora of Turkey and the East
Aegean yayimlanmistir (Erik ve Tarikahya, 2004). Giinlimiiz teknolojisiyle yapilan ve
gelecekte yapilacak olan ¢alismalarin kesfedilen yeni bitki tiirleriyle beraber flora ve
revizyon c¢alismalarina ihtiyaci vardir.

Ilerleyen teknolojiyle birlikte modern cihazlar gelistirilmis ve gelistirilen modern
cihazlarin revizyon c¢alismalarma dahil edilmesiyle biyokimyasal, sitogenetik ve
molekiiler ydntemler kullanilmaya baslanmistir (Karahisar, 2021). Ozellikle taksonomik
sorunlarla ilgili calismalar gerceklestiren botanikgilerin yaptiklart revizyonlarda

morfolojik karakterlere ek olarak calistiklari gruplarin sistematigine katki saglayacak



anatomik, palinolojik ve DNA dizi analizi yontemleri kullanmaya baglamislardir
(Karakaya, 2018).

Ulkemizde 455 tiir, 130 endemik tiirii bulunan Apiaceae (Umbelliferae) familyasi
102 cins ile takson siralamasinda 3. Sirada gelir (Erik ve Tarikahya, 2004). Cigek
yapraklarinin yapist bilesik semsiye (umbel) olarak nitelendirildigi igin Umbelliferae
iIsmini buradan alir ve sizokarp tipte meyve ozelligiyle karakteristiktir (Davis, 1970).

Familyaya ait baz1 bitkiler, halk tarafindan farkli sekillerde yaygin olarak tiiketilen
ekonomik Oneme sahip bitkilerdir. Regine, zamk veya miisilaj igeriginden dolay1
kendine has bir kokuya sahip olmasiyla yiyeceklerde baharat olarak ve parfiimeride
kullanilmakta, {iyelerin igerdigi alkaloitlerle ila¢ endiistride kullanilmaktadir (Tanker
vd., 1998; Shahsavari vd., 2008).

Diisiik taksonomik kategorideki bitki taksonlarinin teshisinde morfolojik ve
anatomik analizler kullanilabilirken, yiiksek kategorideki taksonlarin soylarinin ve
filogenetik iliskilerinin belirlenmesi molekiiler sistematikle miimkiindiir. Caligmada
kullanilan iki bitki tlirii icin literatiirde molekiiler ¢alisma ve ucgucu yag bilesenleri
analizi ile ilgili veri bulunmadigi géz 6niine alinarak, bu ¢aligmada Bupleurum euboeum
ve endemik Bupleurum anatolicum tiirlerinin dogal yayilis alanlarindan toplanarak
Tiirkiye florasindaki deskripsiyonu ile karsilastirilmak amaciyla morfolojik olgtimler
yapilip genisletilmis bir deskripsiyon yazilmasi, anatomik 6zelliklerinin belirlenmesi,
molekiiler ¢alismalar ile tiirlerin kendi aralarinda ve diger Bupleurum L. tiirleri
arasindaki iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi ve ugucu yag bilesenlerinin belirlenerek cesitli

biyolojik etki caligmalarinda kaynak olusturmasi hedeflenmistir.



1.1. Genel Bilgi

1.1.1. Apiaceae (Umbelliferae) familyasi temel 6zellikleri

Apiaceae (Maydanozgiller), ismini Pliny tarafindan kereviz bitkisi igin
kullanilan Apium L. cinsinden alir. Diinyada 3.780 tiir ve 434 cinse sahiptir (Simpson,
2019).

Diinyada tiir say1s1 en fazla bulunan cins Apiaceae cinsidir. Bunlar Eryngium L.,
Bupleurum L. (185-195 tiir), Ferula L., Pimpinella L., Heracleum L. Ve Seseli L. ‘dir
(Giiner, 2006). Ulkemizde ise bu say1 Bupleurum L., 49, Ferulago L., 28, Pimpinella L.,
24, Heracleum L., 23, Eryngium L., 22, Ferula L., 17 tiir ile sayilidir. En fazla biyolojik
cesitlilige sahip Asya iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye ikinci sirada yer alir. Ilk sirada
Cin daha sonra Iran, Rusya ve Kazakistan gelir. Cin’e gore Tiirkiye’nin yiizol¢iimii
oldukea kiigiik olmasina ragmen listede ikinci siray1 ¢ekmesinin anlami ise sudur; Asya
kitasinda ve muhtemelen Diinya’da Umbelliferae familyasinin ¢esitliliginin en yiiksek
konsantrasyona sahip oldugu anlamina gelmektedir (Pimenov ve Leonov, 2004).

Diinya ¢apinda ¢oller dahil, batakliklar, bazaltik kayaliklar, ormanlar, subalpin
tundralar1 olmak iizere ¢ok cesitli habitatlarda bulunabilir (Berenbaum, 2001).

Ulkemizde yayilis alani genis olup, 1liman daghk bélgelerde yayilis
gostermektedir. Cok soguk bolgelerde bulunabilecegi gibi nadiren de tropikal
bolgelerde bulunabilir, ¢ogunlugu Akdeniz bolgesinden koken alir (Giiner, 2006;
Emmanuel ve Philipp, 2020).

Apiaceae familyasinin tanimlayici 6zelliginden biri ¢iceklenmedir. Basit veya
bilesik semsiye (umbella), ¢igekler kiigiik, hermafrodit, epigin (ovaryum alt durumlu) ve
aktinomorftur (ismnsal simetrili). Familya iiyeleri nadiren ¢alilardan veya agacglardan
olusur, bir yillik, iki ve ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar1 degisken biiyiikliiktedir, palmat
ya da pinnat, tabana dogru toplanmistir. Genellikle karakteristik bir 6zellik olan anacin
tepesinde bulunan lifli yaprak sap1 kalintilar1 lifli yaka olarak adlandirilir ve bu yaka
bazen ag liflidir. Brakte ve brakteol var veya yoktur, brakte var ise umbel iginlarinin
tabaninda meydana gelir, bilesik umbella involukrum, brakteol var ise pedisellerin
tabaninda meydana gelir ve involusel olusturur. Kaliks indirgenmis ama
indirgenmemigse serbest ya da bilesik durumlu, 5 loblu, aposepal (¢anak yapraklar
ayr1). Sepaller yok veya kiiciik, korolla serbest, apopetal (tag yapraklar ayr1), 5 petalli ve
bazen uglart kivrik, beyaz, sari, sarimsi- yesil, pembe veya mor renkte olabilir.

Andrekeum 5 stamenli ve uzun filamentli, tek bir cigeklenme icinde islevselliginde
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farkliliklar vardir. Bir pistilin mevcut olabilecegi ancak dollenecek oviillerin olmadigi
durumlarda bazi ¢icekler islevsel olarak pistillidir. Ayni bitkinin farkli bir ¢iceginin
poleni ile bir ¢icegin tozlagmasi (Geitonogamy) yaygindir. Ginekeum ovaryum alt
durumlu olan iki karpelden olusur. Stilus tabani stilopodyumludur. Stiluslar ovaryumun
iist kismmi saran nektaryum adli organ meydana getirir, sinek, bocek ve ar1 gibi
tozlayicilart kendine ¢eker. Apiaceae familyasinda anatomi ve morfoloji taksonomik
olarak ¢ok onemlidir ve familyanin neredeyse tiim geleneksel siiflandirma sistemleri
bilhassa meyve 6zelligine dayandirilmistir (Saltan ve Kaya, 2020). Meyveler her biri tek
bir tohuma sahip iki merikarptan olusan etli olmayan sizokarptir; olgunlukta ayrilirlar
ve riizgarla dagilirlar. Merikarplar birbirine karpofor adi verilmis ince bir sapla baghdir.
Her merikarp genellikle 5 birincil ¢ikint1 ve siklikla bunlarin arasinda bazen kanath
veya tepeli 4 ikincil uzunlamasina ¢ikintiya (valekiil) sahiptir. Cikintilar arasindaki
girintilerde vitta ad1 verilen re¢ine kanallar1 neredeyse her zaman mevcuttur. Tohumlar
yagli bir endosperme sahiptir. Familyanin genel ¢i¢ek formiilii Ks Cs As G(p) dir (Davis,
1970; Lariushin, 2012; Simpson, 2019). (Sekil 1.1.).

NWIAL:
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\ stilopodyum

bilesik umbella

involukrum

iki hicreli meyve

Sekil 1.1. Apiaceace ¢icek meyve gorinimii  (https://www.mountainherbalism.com/wp-

content/uploads/2020/02/apiaceae.jpg
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Familyaya ait ayirt edici taksonomik karakterleri saymak gerekirse; umbellerin
sayist ve uzunlugu, yaprak uzunlugu, brakte ve brakteoliin varligi ya da yoklugu, meyve
tipi ve meyvedeki salgi kanali, gdvdenin altinda kalan fibrilli kisim olarak ayrilmaktadir
(Davis, 1972; Lariushin, 2012).

Bitkiler aleminde bulunan 17.500 aromatik bitki tliriinden yaklagik 270’inin
ticari ugucu yaglar iiretmek icin kullanildigi tahmin edilmektedir. Bu ticari ugucu
yaglarin da %40’1 kiiltiir bitkilerinden elde edilir. Geri kalan %60’1 ise dogadan
toplanilarak elde edilmektedir. Ekonomik agidan en 6nemli ugucu yaglarin ¢ogunlugunu
veren tiirlere sahip bitki ailesinin basinda Apiaceae (Umbelliferae) gelir (Goodman,
2004). Meyvelerde, ¢igeklerde, yapraklarda, koklerde ve govdede ugucu yaglar igerirler.
Kimyasal ¢esitlilik ¢ok fazla oldugu icin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindaki ugucu
yag bilesenleri 6nemli 6l¢iide degisiklik gosterir. Meyve ugucu yagi vitta adi verilen yag
kanallarinda bulunur (Baser ve Kirimer, 2014).

Kullanim kategorisine bagl olarak en ¢ok Apiaceae familyasinin farkli bitki
kisimlar1 kullanilmistir. En sik kullanilan kisimlar tohumlar %26, onu takip eden
yapraklar %19, toprak iistii kisimlar1 %11 ve kokler %10 olmustur (Sekil 1.2). (Farida
vd., 2018).
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Sekil 1.2. Apiaceae familyasinda etnobotanik amac¢h kullanilan farkh bitki par¢alarinin orani



Apiaceae diinyanin birgok yerinde yemeklerde ¢esni ve baharat olarak yaygin
kullanilan 6nemli sayida tiir igerir. Dereotu (Anethum graveolens), Maydanoz
(Petroselinum  crispum), Kisnis (Coriandrum sativum), Melekotu (Angelica
archangelica), Frenk maydanozu (Anthriscus cerefolium), Kereviz (Apium graveolens),
Kimyon (Carum carvi) bunlardan bazilaridir.

Sokrates’i Oldiiren Baldiran otundaki (Conium maculatum) zehirli alkaloid
koniinin kaynag1 olmasiyla tin salmis Apiaceae, Benekli baldiran otu (Cicuta maculata)
ve Kopek maydanozu (Aetusa cynapium) gibi sarsict zehirler igeren bir dizi zehirli tiir
igerir. Yabani havug¢ (Pastinaca sativa), Yabani Frenk maydanozu (Anthriscus
sylvestris), Dev tavsancilotu (Heracleum mantegazzianum) gibi birkag tiir daha bu tip
etkilere sahiptir.

Hint kerevizi (Heracleum maximum) ile Cayir tavsancilotu (Heracleum
sphondylium) igerdigi Furanokumarinler ile UV 1s181yla aktive edildiginde ciltte tahris
ve iltihaplanma nedeni olarak ortaya c¢ikmaktadir. Centella asiatica (Gotu kola)
Hindistan, Cin ve Endonezya’da binlerce yildir bir¢cok hastaligi tedavi etmek icin
kullanilan tibbi bitkidir. Aktif bilesenleri pentasiklik triterpen tiirevleri asiatikosid,
asiatik asit, madekassosid ve madekassik asit igerir. Tarihte Gotu kola sifilis, hepatit,
mide tlseri, epilepsi, ishal, ates ve astim tedavisinde kullanilmistir ve halen giiniimiizde
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Bugiin ABD ve Avrupa’da en ¢ok varisli damarlar1 ve
kronik vendz yetmezligini tedavi etmek i¢in kullanilir (Heywood, 2014).

Apiaceae familyasina ait Ammi majus’un (Dis otu) meyve kisimlar1 agiz ve dis
eti agrist giderici olarak, Coriandrum sativum L. (Kisnis) meyvesi istah agici ve
hazmettirici olarak, Ferula eleaochytris Kor. (Seytan teresi) kok kisimlari kisirliga
kars1, Foeniculum vulgare Mill. (Rezene) meyvesi gaz soktiiriicli ve siit arttirict olarak,
Eryngium L. (Bogadikeni) oksiirtige karsi, ditiretik, istah arttiric1 ve afrodizyak etki gibi
tedavi yontemlerinde kullanilmaktadir (Ayanoglu, Mert, Kaya, 1999).

Prangos cinsi yaklagik 30 tiirden olusur ve bunlardan bazilar1 halk hekimliginde
gaz giderici, tonik, siskinlik onleyici, antihelmintik ve antifungal ajanlar olarak
kullanilmistir (Ceylan, 1987; Coruh, Celep, Ozgokge, 2007). Antioksidan etkiye de
sahip Chaerophyllum macropodum (Koca hilakotu) ise Dogu Anadolu’da ¢i¢eklenme
doneminden Once peynir yapiminda ot olarak kullanilan yaygin bir bitkidir (Coruh,

Celep, Ozgokee, 2007).



Umbelliferae ~ familyas1  kemotaksonomik  agidan  Hydrocotyloideae,
Saniculoideae ve Apioideae olarak ii¢ alt familya olarak diizenlenmis, 3000’den fazla
tire sahip biiylik bir familyadir. Buna ek olarak sekonder metabolitler
furanokumarinler, terpenoidler ve poliasetilenler agisindan olduk¢a zengindir. Ayni
zamanda flavonoidler, fenilpropanoidler, asetilenler, terpenoidler ve kumarinler
karakteristik kimyasal bilesenleridir. Apiaceae bitkilerinin flavonoidleri esas olarak
flavonoller ve flavonlar seklinde biriktirdigi bilinmektedir (Crowden vd., 1969; Saleh

vd., 1983; Abdulmaneae vd., 2012).



1.1.2. Bupleurum L. cinsinin temel ézellikleri

Bupleurum cinsi Kuzey Yarim Kiirenin iliman bdélgelerinde yaygindir. Tiirkiye
florasinda bu cins ¢ok sayida tiir icermesi ve endemik oraninin yiiksek olmasi nedeniyle
onemlidir (Ozcan, 2002). Yaklasik 150 tiirii bulunan Bupleurum L., Apiaceae
(Umbelliferae) familyasinin en biiylik cinslerinden biridir. Cins birkag santimetre
boyutundaki kiigiik bitkilerden 3 metre yiikseklige ulasan calilara kadar yillik ve ¢ok
yillik tiirleri igerir. Bupleurum morfolojik olarak ¢esitlidir ancak basit ve biitiin olan
yapraklarin neredeyse benzersiz Ozellikleri nedeniyle familya icinde kolaylikla ayirt
edilir (Neves ve Watson, 2004).

Bupleurum’daki tiim tiirler tamamen tiiysiizdiir, bazilarinin tiylii damarh
yapraklar1 vardir, yapraklar tam veya ince tirtikli, cogu paralel damarli yapraklara
sahiptir. Yapraklar sari, beyaz veya morumsu, iyi gelismis biikiilmiis apikal loblu,
biikiilme noktas1 ‘petal kivrim’ olarak adlandirilir. Involukral brakte genellikle
mevcuttur, involusel brakteol her zaman mevcuttur. Meyve silindirik ve ¢ok degisken,
yiizeyi piiriizsiizdiir, merikarp izodiametrik veya hafif yandan sikistirilmistir, sirttaki
salgi kanallar1 1 ile 5 adet arasindadir. Merikarp komissiiriinde (birlesme bolgesinde) 2-
10 adet arasi salgi kanali bulunur. Olgun meyvelerde belirgin degildir (Davis, 1970;
Neves ve Watson, 2004).

Bupleurum L. tiirlerinin teshisinde kullanilan taksonomik karakterler; tek veya
cok yillik olusu, govdenin genel sekli ve dallanma 6zelligi, yapraklarinin perfoliat
(saric1) ya da linear olmasi, brakteole ait Ozellikler, umbelladaki 151 adedi,
umbelliildeki ¢igek adedi, petalin yapisi, meyve boyutlart ve meyve yiizey 6zellikleridir
(Ozcan, 1999).

Geleneksel Dogu tibbinda 6nemli bir yeri olan Bupleurum cinsi son 2000 yildir
Asya’da bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bupleurum
cinsine ait bitkiler antipiretik Ozellikler, siganlarda antioksidan aktivite ve immiin
uyarici aktivite bildirilen gesitli farmakolojik fonksiyonlara sahiptir (Cheng vd., 2018).
Bupleurum cinsinde yaklasik dortte biri fitokimyasal arastirmalara tabi tutulan 150’den
fazla tlir vardir. Cinsin ana bilesenleri oleanane serisinin triterpen glikozitleridir. Ek
olarak ugucu yaglar, lignanlar, flavanoidler, kumarinler, polisakkaritler, poliasetilenler,
fitosteroller ve fenilpropanoidler bulunmaktadir. Ucgucu yaglarin ve bunlarin

bilesenlerinin tibbi uygulamalarda antimikrobiyal ajan olarak potansiyel gosterdigi,



bitki 6zleri ve ugucu yaglarin da antiinflamatuar ve antiseptik aktiviteleri ilag olarak
biiylik 6l¢iide kullanilmaktadir (Saraccedil vd., 2012).

Bupleurum adi bitkinin yaygm olarak kullanilan kisim koklerinin  seklini
tanimlayan Latince Boupleuron (bous= ox ve pleura/on=rib/s) kelimesinden
gelmektedir. Bupleurum tiirii, soguk alginligi, inflamatuar bozukluklar, hepatit, kanser
ve ates diisirmede tek basina veya diger bilesenlerle kombinasyon halinde, regetesiz
satilan bitki caylar1 halinde kullanilmistir. Gogiis hipokondriyak bolgesindeki
siskinliklerin ve agrilarin tedavisinde ve amenoreye kars1 analjezik olarak kullanilmistir.
Bir¢cok Bupleurum o6ziitii kronik hepatit, nefrotik sendrom ve otoimmiin hastaliklara
kars1 iyilestirme ve koruma igin kullanilmistir. Ayrica Bupleurum’un Ginseng ve
Astragalus ile kombinasyonlar1 hemoroidde, anal ve uterus komplikasyonlar1 ve ishale
kars1 kullanilmaktadir (Ashour ve Wink, 2011).

Cin farmakopesine gore Radix Bupleuri ilaci (Cin’deki adi) Bupleurum
Chinense DC ve Bupleurum scorzonerfolium WILD’ i kurutulmus koklerinden elde
edilir. Ug ana saikosaponin -a (1), -¢ (2), -d (3) adli oleanane saponinler ve bircok
kiigiik saponin bu bitki koklerinden izole edilmistir. Saikosaponin -a ve -d’nin anti
kanser aktivite, hemolitik aktivite ve karaciger hasarina karsi koruyucu etkisi
bulunmaktadir (Li vd., 2005).

Ulkemizde Gokgeada’da Erken Tung Cagi tabakalarindan ele gegirilen 5000 yil
Once yasayanlar tarafindan kullanim alanlarinda Bupleurum’un bir siirahi iginde
bulunan tohumlarimin bitkinin toprak alt1 ve {istii kisimlarmi elde etmek igin
depolandigi, bitkisel ilag hazirlama, hayvan yemi takviyesi, yagini ¢ikarma ya da

yiyecek hazirlanmasi i¢in saklandig1 varsayilmaktadir (D6nmez ve Hiiryllmaz, 2022).

1.1.3. Bupleurum L. cinsinin taksonomide yeri

Bupleurum cinsi taksonomik olarak asagidaki gibi siniflandirilmistir (Davis,
1972; Tanker, 1998);

Kingdom (Alem): Plantae

Divisio (Boliim): Spermatophyta

Subdivisio (Altbdliim): Angiospermae

Classis (Sinif): Magnoliopsida

Ordo (Takim): Apiales

Familya (Aile): Apiaceae (Umbelliferae)

Genus (Cins): Bupleurum



1.1.4. Cahsmada kullanilan Bupleurum L. tiirlerinin genel 6zellikleri

1.1.4.1. Bupleurum anatolicum Hub.-Mor. et.Reese

Tavsankulagi (Gole vd., 2007). Anadolu seytanayagi (Fener ve Aykurt, 2019).
Tek yillik, 20-35 cm boyunda, dallar zayif ve dik, iist kisimda egik, 15 cm’den
kiigtiktiir. Isin sayis1 1 veya 2, eger iki ise esit degil, pedikiil esit, 8-15 mm boyunda.
Brakte 2-3 adet esit degil ve 2-3 mm boyunda. Brakteoller 4-5 adet ¢i¢eklerden daha
kisa, eliptikten ovale gider ve 1,5-2 mm boyunda. Brakteoller, 1sinlar, yapraklar ve
meyve st kismi diislik biiyiitmede piirlizsiiz goriintiiye sahiptir. Umbellerdeki ¢icek
sayist 3-5 adettir. Petaller 0,65 mm boyunda, biikiilmiis lob kism1 uzun ve degisken
genisliktedir. Anterler 0,4 mm boyutundadir. Stilopodyum 0,65-0,8 mm boyunda genis,
stiller 0,3-0,4 mm boyunda. Meyve piiriizsiiz, ¢cok genis, 3 mm boyundadir. Cigeklenme
zamani Mayis-Haziran ay1 arasindadir. Yetisme ortami; agik Pinus brutia ormani,
kismen serpantin tizerinde, 70-1100 m (Davis, 1972). Mugla iline 6zgii endemik
bitkidir, IUCN (International Union for Conservation of Nature) tehlike kategorisine
gore NT (Neredeyse Tehdit Altinda) kategorisindedir (Yesilyurt ve Akaydin, 2012).

1.1.4.2. Bupleurum euboeum Beauverd

Kum seytanayagi (Fener ve Aykurt, 2019). B. tenuissimum ile benzerdir ancak
aslinda B. tenuissimum subsp. Gracile, B. marschallianum C. A. Mey’in homotipik es
anlamlisidir (= B. gracile (M.Bieb.) DC., nom. illeg.,, non B. gracile d’Urv.). B.
euboeum, B.tenuissimum L. ile karistirtlir ¢iinkii her iki tiriin de merikarp yiizeylerinde
papilla benzeri yapilar bulunur, tuzlu habitatlarda bir arada bulunurlar, biiyiiyen
halofitlerdir (Stoyanov ve Goranova, 2009; Straube ve Raus, 2021). B. euboeum; tek
yillik, 15-63 cm boyutunda, 1sinlar 3-30 mm. Brakte 3 1,5-6 mm uzunlukta. Brakteoller
2,5-4 mm uzunlukta. Petaller sar1, 0,4-0,65 mm uzunlukta hafif bifid. Anterler 0,35-0,4
mm uzunlukta. Stilopodyum 0,5-0,7 mm uzunlukta, stiller 0,4- 0,5 mm uzunlukta.
Merikarp 1,5-1,8(-2) mm boyunda, enine yuvarlak besgen, karin tarafinda dar bir oluk
ve beyazimsi papilla benzeri rugulalar mevcuttur. Cigceklenme Haziran-Agustos aylari
arasinda, Agustos- Ekim aylar1 arasinda ise meyve verir. Yetisme ortami; kum tepeleri,
tuz batakliklari, nadiren denize yakin dag yamaglari, 0-500 m (Davis, 1972; Snogerup
ve Snogerup, 2001).

Calismada kullanilan iki tliriin lokalite kayitlar1 Davis’in  Grid/Kareleme
sistemine gore hazirladigi yayilis haritasindan alinmistir (Davis, 1972). B. euboeum igin

mavi renk, B. anatolicum i¢in mor renk harita iizerinde isaretli lokalitelerdir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. B. euboeum ve B. anatolicum 'un Tiirkiye 'deki yayilisi
(http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?sayfa=karsilastir)
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2. KAYNAK OZETLERIi

B. fruticescens’in ugucu yagi, 1993 yilinda GC ve GC-MS analizleri ile kalitatif ve
kantitatif olarak incelenmistir. Tim ugucu yagin ve temel bilesenlerinin anti-
enflamatuar aktivitesi, karajenin veya PGE 1 tarafindan indiiklenen si¢an arka penge
6dem modelinde de arastirilmistir. Ugucu yagin gosterdigi anti- enflamatuar aktivite, iki
ana bilesene, a-pinen ve [B-karyofilene baglanmistir. Ugucu yagin iki ana bileseni
tarafindan uygulanan anti-enflamatuar aktivitede adrenal bezlerin roliinii bilmek igin,
adrenolektomi uygulanmis sicanlarda carrageenin kaynakli arka penge ddemine karsi
cikilmistir. Adrenolektomi uygulanmis hayvanlarda da aktif olan B-karyofilenden farkli
olarak a-pinenin anti-enflamatuar aktivitesini sergilemek igin adrenal bezlerin
biitiinliigline ihtiya¢ duydugu sonucuna varilmistir (Martin vd.,1993).

Iki kesiti temsil eden dért Bupleurum tiirii (B. rotundifolium L., B. croceum Fenzl,
B. flavum Forssk. and B. gracile d’Urv.) dogal yasam alanlarindan toplanmis ve meyve
yaglarinin yag asidi ve sterol bilesimleri ve a-tokoferol icerikleri incelenmistir. Tim
tiirlerde major yag asitleri oleik, linoleik ve palmitik asitlerdir (sirastyla %41.13- 79.12,
%11.07-23.21 ve %3.52-7.60). A-5-Avenasterol, stigmasterol, [-sitosterol, A-5.24-
stigmastadienol ve kampesterol tiim tiirlerde 6nemli konsantrasyonlarda sergilenmistir
(%9.63-48.79, %15.42-33.44, %16.11-25.35, %12.67-22.97 ve 3.10 - %4.86). Her iki
tirde de Eubupleura boliimiinden (2.55-2.70 mg/100g) Perfoliata boliimiine gore daha
yuksek a-tokoferol konsantrasyonlari Ol¢iilmiistiir. Yag asidi ve fitosterol miktarlar
arasinda 6nemli korelasyonlar bulunmustur (Ozcan, 2016).

Alt1 saikosaponin, yani saikosaponin a, saikosaponin c, saikosaponin d, 6’- O-
acetylsaikosaponin a, 3> — O- asetilsaikosaponin d ve 6°’- olmak iizere alti
saikosaponin eszamanli tespiti i¢in 2009 yilinda evaporatif 151k sacilimi algilama
yontemi ile birlestirilen hizli ¢ozlniirliiklii bir sivi kromatografisi olusturulmustur.
Bupleurum’un farkli tiirlerden veya konumlardan alinan toplam 23 kok ornegi bu
analitik yontemle incelenmis ve bunlarin kimyasal profilleri kemotaksonomik arastirma
icin bilgi saglamistir. Sonuglar, analitik yontemin Bupleurum tiirlerinin Kkalite
degerlendirmesinde oldukga etkili oldugunu gostermistir (Zhang vd., 2019).

Cin’in giineybat1 bolgesinde tibbi olarak kullanilan Bupleurum cinsinin alti
tiriiniin (B. kummingense, B. poyclonum, B. wenchuanense, B. longicaule var.

Franchetti, B. rockii ve B. chaishoui) hava kisimlarinin kimyasal bilesenleri 1991
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yilinda sekiz flavanoid bilesigi ve alt1 triterpenoid saponin elde etme sonuglariyla
aragtirtlmistir. Bu sekiz flavanoid bilesigin aglikonlari, Cin Farmakopesindeki resmi tiir
olan B. chinense’nin hava kisimlarindan izole edilen flavanoid bilesiklerinin
aglikonlarindan farkli olan Kuersetin isorhamnetin’dir. Ikinci durumda, aglikon
kaempferoldiir. Bu fark, Bupleurum cinsinde kemotaksonomik degere sahip olabilir
(Tan vd., 2007).

B. chinense DC’deki vejetatif organlarda saponinlerin ve flavanoidlerin
lokalizasyonu ve igerik degisikliklerinin ¢alismasinda parafin kesit, histokimya ve
fitokimya yontemleri uygulanmistir. Sonuglar saponinlerin vaskiiler kambiyum ve
kokiin ikincil floeminde dagildigini gostermistir; govdede epiderm, kollensim ve
korteks ve O6zde uzanan salgi kanallarinin epitel hiicrelerinde dagilirlar; yaprakta,
epidermde dagilmislardir. Bununla birlikte, gévdenin epiderm, kollenkim, korteks, 6z
yolu ve miyelin hiicrelerinde dagilan flavonoidler; yaprakta esas olarak epiderm ve
kollensimde bulunmustur. Vejetatif organlardaki saponin igerigi degisen bir yapi
gostermistir, bunlarin kokte birikimi ilk sirada yer alir, yaprak onu takip eder ve govde
en sonda yer alir. Ancak yapraktaki flavonoid igerigi govdeden daha yiiksek
bulunmugtur ve bunlarin govdedeki igerigi kokteki iceriginden daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica, yapraktaki flavanoid igerigi oldukga yiiksektir bu nedenle B.
chinense DC’nin kapsamli kullanimi igin temel olusturabilir (Ashour ve Wink, 2011).

B. montanum’un (Coss. &Dur.) (Apiaceae) hava kisimlarmin kimyasal bir
arastirmasi, bes bilesigi; kuersetin 1, tamareksetin 2, isorhamnetin-3-rutinosid 3,
kaempferol-3- O —rutinosid 4 ve 3’1 vermistir, 4-dihidroksibenzoik asit (Protokatekuik
Asit) 5. Yapisal agiklama esas olarak MS, 1D ve 2D NMR spektrum verileri ile
gerceklestirilmistir (Benahmed vd., 2014).

B. spinosum koklerinin etanol ekstresinin biitanolik fraksiyonunda iki yeni
saikosaponin tanimlanmistir: 3, 160, 23,28- tetrahidrokannabinol-11,13 (18) — dien-30-
oic asit 3- O -pB- D- glukopiranosil- (1—2) -B- D- glukopiranosil- (1—3) -B- D-
frukopiranosid ve 38, 16a, 23,28,30- pentahidroksiolen-11,13 (18)- dien 3 - O -f- D —
glukopiranosil- (1—2) -pB- D — glukopiranosil- (1—3) -p- D- fukopiranosit. 3, 16, 23-
trihidroksi-13,28-epokyolenan-11-en 3- O - — D- glukopiranosil- (1—2) — B- D-
glukopiranosil- (1—3) -p- D- fokopiranosid de izole edilmistir ve bu yapi, Bupleuroside
L. ile uyumludur ancak spektroskopik verileri simdiye kadar agiklanmamistir. B.

gibraltaricum koklerinin ayni fraksiyonundan, bilinen bilesik buddleja saponin IV,
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baskin bilesen (%90) olarak izole edilmistir. Yapilar spektroskopik analiz, 6zellikle 2D-
NMR deneyleri kullanilarak aydinlatilmistir (Barrero vd., 2000).

Cezayir’e 6zgt ii¢ Bupleurum (Apiaceae) tiirtinde (B. plantagineum Desf, B.
fruticosum L., B. spinosum L.) flavanoid dagilimi arastirtlmistir. Endemik B. tiirlerinde
kuersetin, kuersetin 3-rutinosid ve isorhamnetin 3-rutinosid bulunmustur. Plantagineum
Desf. Ug¢ kaempferol glikozit, kaempferol 3-glukozit, kaempferol 3-galaktosid,
kaempferol 3-rutinosid ve ii¢ kuersetin glikozit, kuersetin 3-rutinosid, kuersetin 3-
glukozit ve kuersetin 3-galaktosid, B. fruticosum L’den izole edilirken, isorhamnetin,
isorhamnetin B. spinosum L ‘de 3-galaktosid ve izorhamnetin 3-galaktorhamnosid
bulunmustur. Burada yedi flavanol ilk kez cins diizeyinden rapor edilmistir (Bencheraiet
vd., 2012).

B. falcatum’un kurutulmus koklerinden ii¢ yeni saponin ve bilinen dokuz
saponin izole edilmistir. Kimyasal ve spektral analizlere dayanarak, 4’ — O-
asetilsaikosaponin d ve hidroksisikosaponinlere a ve ¢ adli yeni bilesiklerin yapilar
olusturulmustur. Sulu asidik kosullarda, saikosaponinler a ve d sadece bilinen
bilesiklere, saikosaponinler b 1 ve b 2’ye degil, aym1 =zamanda sirasiyla
hidroksisikosaponinlere a ve d’ye de doniistiiriilmiistiir. Ayrica HPLC tarafindan
Bupleuri Radix’in kaynatilmasmin kantitatif analizi, saikosaponinler a, ¢ ve d ile
hidroksisikosaponinleri a,c ve d icerdigini gostermistir (Ebata vd., 1996).

Bupleurum L. (Apiaceae) tiirleri, Cin geleneksel tibbinda bitkisel ilag olarak
kullanilmaktadir. Amag, B. baldense, B. affine ve B. flavum dahil olmak tizere ti¢ yillik
Avrupa Bupleurum tiiriindeki flavanoidleri arastirmak ve bunlarin antioksidan ve olasi
hepatoprotektif etkilerini test etmekti. Metanol sulu ekstraktlardan elde edilen
flavanoidler, kati faz ekstraksiyonu yiiksek performansh sivi kromatografisiyle
nicelendirilmistir. Bupleurum ekstreleri (1-220 mg/ ml), DPPH ve ABTS testlerinde ve
ayrica izole karaciger sigan mikrozomlarinda antioksidan aktiviteleri agisindan test
edilmistir. B. flavum flavanoid (BFF) karigimi ile rutin ve ayni karisimdan izole edilen
narsisin in vitro hepatoprotektif aktivitesi, izole sican hepatositlerinde karbon
tetrakloriir (CCl 4) ve tert-butil hidroperoksit (t-BuOOH) toksisite modellerinde
degerlendirilmistir. BFF’de rutin ve narsisin sinerjizmi, mitokondriyal kaynakli
oksidatif strese kars1 daha gii¢lii korumadan sorumlu olabilir (Gevrenova vd., 2015).

B. fruticescens’in hava kisimlarinin metanol ekstrakti, 3- O- (O -a-L

ramnopiranosil- (1—4) — O - [B-D-glukopiranosil- (1—6) olarak tanimlanan ii¢ yeni
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saponin vermistir. — O -B-D-glukopiranosil) 3B -hidroksi-lup -20 (29) -en -23,28-dioik
asit (2), 3- O — (O-a-L- ramnopiranosil- (1—4)- O—D-glukopiranosil) 3p-hidroksi-lup-
20 (29)-en- 23,28-dioik asit 28- O —D-glukopiranosil ester (3) ve 3- O- (O- a-L-
ramnopiranosil- (1—4)- O [B-D-glukopiranosil-(1—6)] — O-B-D-glukopiranosil) 3p-
hidroksi-lup-20 (29) -en-23.28-dioik asit 28- O — D-glukopiranosil ester (4). Bu
bilesikler sirasiyla fruticesaponin A, fruticesaponin B ve fruticesaponin C olarak
adlandirilmis ve yapilarinin aydinlatilmasi esas olarak NMR spektroskopisine dayali
olarak saglanmistir. Ayrica betulin (1), isorhamnetin-3-O-rutinosid (5) ve rutin (6) tespit
edilmistir (Just vd., 1997).

Yeni bir triterponoid saponin, 23-asetoksi, 16a-hidroksi-13,28-epoksiolean-11-
en-3p-yl- [B-d- glukopiranosil- (1—2)] - [B- d- glukopiranosil (1<3)]- B- d-
fukopiranosid, B. fruticosum koklerinden, sekiz kumarin, skopoletin, skoparon,
preniletin, capensin, fraxetin, aeskuletin, 7- (3-metil-2-buteniloksi-6- ile birlikte izole
edilmistir. Metoksikumarin, 7- (2-hidroksi-3-metil-3-buteniloksi) -6- metoksikumarin
ve 5,7-dihidroksi-6-metoksi-8-(3-metil-2-butenil) kumarin yapilar iki boyutlu teknikler
de dahil olmak iizere NMR spektral verilerinin analizi ile belirlenmistir (Pistelli vd.,
1996).

Cezayir dahil Kuzey Afrika’ya endemik olan B. montanum ve B.
plantagineum’un hava kisimlarindan elde edilen hidro damitilmis yaglar, gaz
kromatografisi- kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilmistir. B. montanum
yaginda toplam yagin %98.6’sin1 temsil eden ve B. plantagineum yaginda 68 tane,
toplamin %99.8’ini temsil eden doksan sekiz bilesik tespit edildi. Megastigma-4,6- €, 8
(2) -trien, B. montana yaginin (%25.3) ana bileseniydi. Tersine, B. plantagineum
yaginin ana bilesenleri a-pinen (%31.9), cis-krizantenil asetat (%28.2) ve mirsen
(%24.8), ardindan monoterpen hidrokarbon limonen (%5.1) olmustur. Mutajenik, ugucu
yaglarin antiplasmodial ve antimikrobiyal aktiviteleri, MIC degerleri belirlenerek agar
difizyon yontemi kullanilarak on bir mikroorganizmaya karsi ayr1 ayn
degerlendirilmistir. Incelenen yaglar orta diizeyde antimikrobiyal aktivite sergilemistir.
Yaglarin maksimum aktivitesi Nocardia asteroides, Staphylococcus aureus Ve
Enterococcus faecalis’e karsi gézlemlenmistir. Her iki yag i¢in de Candida albicans’a
kars1 fungisidal aktivite bulunmustur (Laourer vd., 2009).

Dogu Akdeniz bolgesinde bir yerli bitki olan B. flavum’un hava kisimlarindan
iki yeni triterpenoid, lup-20 (29)-en-3 o , 28-diol (1) ve lup-20 (29) -en-3 a , 28,30-triol
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(2) izole edilmistir. Yapilar spektral analiz ile agiklanmistir. Bilinen bilesikler betulin,
betulinik asit, jasminol, lignan nemerosin ve sekiz flavonoid (kaempferol,
isokaempferid, gossipetin, kuercetin, luteolin, isorhamnetin 3- O-  -D-glukopiranosid,
isorhamnetin 3-rutinosid ve rutin) ile birlikte karakterizedir (Pistelli vd., 2005).

Iran’in kuzeybatisindan toplanan B. lancifolium Hornem’in yaprak ve
tohumunun hekzan ekstraktlar1 Soxhlet cihaz1 ile elde edilmistir. Yag asitleri metil
esterlerden tiiretilmis ve gaz kromatografisi/ alev iyonizasyon detektérii (GC/FID) ve
gaz kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC/MS) sistemleri ile belirlenmistir. Yaprak
ve tohumdan elde edilen heksanik 6ziit, P-3 iceriyordu (sirasiyla % 17.1 ve 48.1). B.
lancifolium’dan yaprak ve tohumun hekzan ekstraktlari, birkag Bupleurum arasinda ®-3
ve -6 bilesiklerinin 6nemli bir kaynagi olarak tespit edildi. Tiirler her iki heksan
ekstraktinin antioksidan aktivitesi 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi ile
degerlendirilmistir. Sonuglar, B. lancifolium’un farkli kisimlarindan elde edilen heksan
Ozlerinin 6nemli antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bu numunelerin
ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesi yedi Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriye
(Bacillus subtilis, Enterococcus faelis, Staphylococcus aureus, S. Epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae) Kkarsi
belirlenmistir. Ayrica ii¢ mantar (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve
Aspergillus niger) dahildir. Biyolojik tahlil, yagin orta diizeyde antimikrobiyal aktivite
sergiledigini gostermistir. Bu ¢alisma, bu bitkinin tiim kisimlarinin, 6zellikle gerekli
olan yag asidi bilesenlerinin ¢ekici kaynaklar1 ve etkili dogal antioksidanlar oldugunu
ortaya koymustur (Shafaghat, 2011).

B. chinense ve B. commelynoideum’un plastid genomlar1 sekanslanmis ve gen
igerikleri, diizeni ve yapilart sayilmis ve analiz edilmistir. Yayimlanan yalnizca {i¢
Bupleurum tiirii (B. boissieuanum, B. falcatum ve B. latissimum) ve diger on bes
baglasik tiir, bir dizi karsilastirmali ve filogenetik analiz yapmak i¢in secilmistir.
Filogenetik analiz, tim Bupleurum tiirlerinin yiiksek on yiikleme destegine sahip
monofiletik bir grupta kiimelendigini ve Chamaesium sinifindan sonra ayrildigin1 ortaya
¢ikarmistir (Huang vd., 2009).

Yang ve digerleri, Bupleurum cinsinin 32 tiirii 35 takson arasindaki filogenetik
iliskiler, 1826S niikleer ribozomal DNA tekrarmin ITS bdlgesinin karsilastirmali
sekanslamasiyla arastirmigtir. Cinsin halihazirda kabul edilen tiim bdliimleri ve alt

boliimlerinden 6rnek taksonlari, diger dort erken dallanan Apoidae cinsinin (Anginon,
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Heteromorpha, Physospermum ve Pleurospermum) dis gruplariyla birlikte dahil
edilmistir. Bu filogenetik sonuglar, cinsin onceki siniflandirmalariyla uyusmamustir.
Molekiiler veriler ayrica, endemik Macaronesian tiirii B. salicifolium’un, Madeira ve
Kanarya Adalari’ndaki popiilasyonlar ile kuzeybati Afrika’daki daha yakin anakara
akrabalar1 arasindaki sekans farkliligi kiiciik oldugu icin neoendemik oldugunu
gostermistir. Tiim endemik kuzey-bati Afrika taksonlari, tek bir ¢oziimlenmemis ancak
1yi desteklenen bir kiimeye dahil edilmistir ve ITS nin diisiik niikleotid varyasyonu, bu
grup i¢inde yeni bir radyasyon oldugunu diisiindiirmiistiir. Tek giiney yarimkiire tiirii
olan B. mundii (Giiney Afrika), bir Avrasya tiirii olan B. falcatum ile yakin akraba olan
neoendemik oldugunu belirlemistir (Yang vd., 2020).

B. chinense DC. Cin’in ¢ogu ilinde yaygin olarak dagitilan geleneksel bir sifali bitki
tirtidiir. 2019 yilinda, bu ¢alismada, B. chinense’nin tam bir dairesel koloroplast (cp)
genomu olusturulmustur. Bir maksimum olasilik filogenomik analizi, Bupleurum’un
monofiletik bir grup olusturdugunu ve diger Apiaceae gruplarinin kardes oldugunu
gostermistir (Neves, 2004).

Luo ve Jin, 2020 yilinda, B. longicaule var. igin tam koloroplast genom dizileri
belirlemistir. Kloroplast genomu, 15 protein kodlayan gen ve 36 tRNA dahil olmak
tizere toplam 51 fonksiyonel gen igerir. Yedi tRNA ve {i¢ protein kodlayan gen dahil
olmak tizere IR bolgelerinde toplam 10 gen kopyalanmistir. Filogenetik analiz, B.

longicaule var. Katum, monofiletik bir sinif olusturmustur (Luo ve Jin, 1991).

3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Bitki Materyali

Bupleurum cinsine ait tiirler 2021 yili Mayis-Haziran ayinda toplanmistir. Her
lokaliteden popiilasyon durumuna gore 10-20 arasinda ornek alinmis ve herbaryum
Oornegi haline getirilmistir. Anatomik incelemeler i¢in alkol ornekleri hazirlanmistir.

Bitkilerin toplandig1 lokalite bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Tez materyali lokalite bilgileri

Tiir Adi Lokalite Tarih
Bupleurum euboeum C2 Mugla: Beyobasi- 31.05.2021
Kd&ycegiz 36°56 41'K 28° 49
19D 330 m
Bupleurum euboeum C2 Mugla: Dogiisbelen Koyt- | 01.06.2021
Koycegiz 36° 58 49'K 28° 35
4D40m
Bupleurum euboeum C3 Antalya:Kags 36°12 46 "K 02.06.2021

29°46'7'D 520 m

Bupleurum anatolicum C2 Mugla: Datca- Emecik 05.06.2021
Koyl mevki 36° 45'47"K 27°
49'16'D20m

Bupleurum anatolicum C2 Mugla: Yesilgam Koyt 05.06.2021
36°59'28"K 28°25'6"'D 170
m

Bupleurum anatolicum C2 Mugla: Coriis Koyt mevki | 05.06.2021
36°59'23"K 28°29'21"'D
110 m

3.2. Taksonomik Cahsmalar

Toplanan bitki materyali tayini Davis’in Flora Of Turkey and the East Aegean
Islands adli eserinden yararlanilarak gerceklestirilmistir (Davis, 1972). Tayinleri yapilan
orneklerin karsilastirmasit Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu (GAZI)’ndaki
fotograf ile yapilmistir. Museum National d’Histoire Naturelle (MNHN), Botanic
Garden and Botanical Museum Berlin, Meise Botanic Garden Herbarium (BR), US
National Herbarium, Natural History Museum Vienna, Royal Botanic Garden
Edinburgh, Herbarium of Université de Montpellier, Moscow University Herbarium

(MW), National Herbarium Nederland’de bulunan fotograflardan da yararlanilmistir.

3.3. Morfolojik Calismalar

Calisma, her bir lokaliteden sayilar1 12-16 arasinda degisen Ornekler lizerinden
yapilmistir. Kantitatif 6zellikler; bitki boy, brakte-brakteol boy, petal boy, anter boy,
stilus, stilopodyum, meyve, 1sin boylar1 belirlenmistir. Tiir dlglimleri suda 1slatilmis
orneklerden yapilmistir. Yapilan tiir dlglimlerinin maksimum ve minimum degerleri

tablo haline getirilmistir. Bitkilerin genel goriiniisii gibi kalitatif 6zellikleri ile de
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birlikte Tiirkiye Florasindaki verilerle karsilastirilarak benzerlik ve farkliliklar ortaya

konmustur.
3.4. Anatomik Calismalar

Arazi calismasi sirasinda bitki materyalinin bir kism1 anatomik caligmalar ic¢in
ayrilmis, igerisinde %70’lik etil alkol (EtOH) bulunan kavanozlara konulmustur.
Anatomik ¢alisma, Metcalfe ve Chalk (1950) tarafindan belirlenmis, tez ¢alismasi igin
biraz degistirilmis standart protokol uygulanmistir (Metcalfe ve Chalk, 1965).
Bupleurum cinsine ait tiirlerin anatomik yap1 Ozelliklerinin tespit edilmesi igin
caligilacak olan organlardan 7-10 mm kalinliginda olabildigince dik kesitler alinmistir.
Alinan kesitler %70 lik etanol iginde 1 saat bekletildikten sonra asagidaki kosullar
uygulanmustir (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Anatomik kesit uygulama kosullar:

% 85 lik EtOH 1 saat
%95 lik EtOH 1 saat
%2100 EtOH 1 saat
2 EtOH + 1 ksilol 30 dakika
1 EtOH + 1 ksilol 30 dakika
1 EtOH + 2 ksilol 30 dakika
%3100 ksilol 1 saat

Tiim uygulama kosullarindan sonra 18-23 boncuk parafin atilmis, 1 giin boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. Uzerine biraz daha boncuk parafin eklenerek 60° C lik
etiivde ksilol kokusu ¢ikana kadar bekletilmis ve kesit alma islemi i¢in kaldirilmistir.
Parafine doyurulan galisilacak bitki kisimlari bloklar haline getirilmis Leica RM2125RT
rotary mikrotom ile 5-8 um enine ve boyuna kesitler alinmstir. 1 giin 60° C lik etiivde
bekletilmistir. Bekleme siiresi ardindan safranin-fast green boyama islemine gegilmistir.

Safranin- fast green boyama kosullar1 asagidaki gibidir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Safranin-fast green uygulama kosullar:

Safranin Fast green

% 100 ksilol 15- 30 dakika % 50 alkol 10 dakika
2 ksilol + 1 alkol 2 dakika % 70 alkol 10 dakika
1 ksilol +1 alkol 2 dakika % 90 alkol 10 dakika
1 ksilol + 2 alkol 2 dakika % 96 alkol 10 dakika
% 100 alkol 2 dakika % 100 alkol 5 dakika
% 96 alkol 2 dakika Fast green 1 dakika
% 90 alkol 2 dakika % 96 alkol 5 dakika
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% 80 alkol 2 dakika % 100 alkol 5 dakika
% 70 alkol 2 dakika 1 ksilol + 1 alkol 5 dakika
Safranin 15 dakika % 100 ksilol 5 dakika
Saf su 10 dakika

Boyama isleminden sonra ornekler entellan kullanilarak kapatilmig, mikroskop

altinda fotograflanmistir.

3.5. Mikromorfolojik Caliymalar

B. euboeum ve B. anatolicum tiirlerinin polen, yaprak yiizeyleri, tohum ve tohum
ylizeyleri incelenmek i¢in ¢ift tarafli yapiskan karbon bantli staplar {izerine alinarak
Scanning Electron Microscope (SEM) ile fotograflanmistir. Anadolu Universitesi Bitki,
llag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (AUBIBAM) ‘nde
gerceklestirilmistir.
3.6. Molekiiler Calismalar

1) Bitki DNA izolasyonu igin EurX GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
izolasyon kiti (Polonya) kullanilmstir.

2) DNA izolasyonundan sonra elde ettigimiz DNA’larin miktar ve safligini
kontrol etmek icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda
spektrofotometrik dl¢tim gerceklestirilmistir.

3) PCR c¢alismasinda universal primer olarak ITS1- ITS4 primerleriyle, tiir tayini
icin hedeflenen gen boélgeleri ¢ogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR
kosullar1 asagida verilmistir (Tablo 3.4.).

ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3

ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

Tablo 3.4. PCR reaksiyon igerigi

Bilesen Stok Kons. Reak. Kon.
PCR Buffer 10X 1X

MgCI2 25mM 1,5mM
dNTP mix 20mM 0,2 mM

F. Primer 10 uM 0,3 uM

R. Primer 10 uM 0,3 uM
Tag DNA Polymerase SU/ ul 2U

DNA template 3ul 3ul

PCR grade su ile 35 ul’ye

tamamlanir
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e 95°C 5 dakika initial denaturation
30 dongti: 95°C for 45 saniye denatiirasyon
57°C for 45 saniye primer baglanmasi (annealing)
72°C for 60 saniye uzama (extension)
72°C for 5 dakika final extension
e Sicaklik 4°C ‘ye diisiiriiliip PCR tamamlanmustir.

PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglari 1x TAE
tampon ile hazirlanan %1.5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde
yuritilmistir ve ethidium bromide boyast kullanilarak UV 1s1ginda goriintiisii
alinmustir.

Yaklagik 700 bazlik bolgeyi cogaltmak icin tek asamali PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol ® DNA
Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekler i¢in PCR sonrasinda
agaroz jelde tek bant elde edilerek PCR isleminin basarili oldugu goriilmiistiir.

1) PCR iiriinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO
““HighPrep ™ PCR Clean- up System >’ (AC-60005) saflastirma kiti kullanilmus,
kitin prosediirlerine uygun saflastirilmistir.

2) Sanger dizileme ornekleri igin, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster
City, CA).

ITS1 ve ITS4 primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak
amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gerg¢eklesmesinde BioEdit yazilimi
icinde CAP contig assembly algoritmas1 kullanilmistir.

Sekans analizi i¢in hizmet alim1 BM Labosis firmasindan gergeklestirilmistir.

3.7. Mikrodistilasyon islemi

Tez materyalinden ucucu yag elde etmek i¢in Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve
Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (AUBIBAM)’ da Eppendorf
Micro Distiller® cihazi kullanilarak mikrodistilasyon islemi uygulanmistir (Sekil 3.1).
(Sekil 3.2.). 6 lokasyon i¢in; 6 adet 1 gr hik kurutulmus ve dovilmiis ornekler
kullanilmistir. Bitkisel materyal mikrodistilasyon isleminin gerceklestirilecegi 6zel

tiiplere konup tizerine 10 ml distile su ve kaynama tasi1 ilave edildi. Daha rahat akis
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saglanmast i¢in kapaklar ¢ok sikilmadan isitma isleminin gergeklestirilecegi boliime
yerlestirildi. Toplama siselerine 2,5 gr NaCl-tuz, 1 ml distile su ve ugucu bilesenleri
tutabilmek i¢in 350 pl hekzan ilave edilip sogutma boliimiine yerlestirildi. Isitict
boliime konulan bitkisel materyalin bulundugu kap sogutucu boliimdeki toplama
kabiyla i¢i bos kapiler kolon ile birlestirilmis ve 6rnek ucucu yag eldesi i¢in uygun
programla 1 saat siireli mikrodistilasyon islemi gérmiistiir. Islem tamamlandiktan sonra
toplama kabindaki organik faz su fazindan ayrilarak GK (Gaz Kromatografisi) ve

GK/KS (Gaz Kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi) analizleri yapilmistir.

Sekil 3.1. Eppendorf Micro Distiller®
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Sekil 3.2. Mikrodistilasyon ¢alisma prensibi
3.8. Analitik calismalar

Mikrodistilasyon ile elde edilen ucucu yag oOrneklerinin rolatif yiizdesinin
belirlenmesi GK (Gaz Kromatografi), kiitle spektrumlarinin belirlenmesi i¢in GK/KS
(Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometrisi) analizi yapilmistir.
GK/KS Analiz Kosullari

Agilent 5975 GK/KS sistemi, HP- Innovax (60m x 0.25 mm @, 0.25 um film
kalinligi) polar kolon, tasiyic1 gaz olarak helyum (0.8 mL/dk akis hizi) enjeksiyon
port sicakhigi 250°C kullanilmigtir. 70 eV elektron enerjisi, kiitle araligr 35-450 m/z
madde analizi ger¢eklestirilmistir. GK firin sicakligi 60° C de 10 dk tutulmus, 4 °C /dk
artis 220° C, 220° C 10 dk sabit tutulmus ardindan 1° C/dk artis 240° C yiikselen
toplam 80 dakikalik program uygulanmistir.
GK Analiz Kosullar

Agilent 6890N GK sistemi, FID dedektor sicakligi 300° C. GK/KS ile ayni
eliisyon sirasii elde etmek i¢in ayni ¢alisma kosullar1 uygulandi. Ayrilan bilesiklerin

nispi yiizde miktarlar1 FID kromatogramlarindan hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Bulgular

4.1.1. Bupleurum anatolicum Hub.-Mor. & Reese

Bitki tek yillik, tiiysiiz, 7-40 cm uzunlugunda, iist kisimlar egik ve dallar1 zayif,
isinlar 1-2 adet, 5-20 mm uzunlugunda, pedinkiiller esit. Govde dik ve esnek, yapraklar
stipiilsiiz, lineer-oblanseolat, alternat dizilisli, yaprak kenar1 entire. Yapraklar kivrimda
papillidir. Ci¢ek hermafrodit, umbeller kisa pedinkiillii ve esit biiyiikliikkte, umbellalar 3-
5 ¢icekli, petal 5, sar1 renkte 0.65-0.7 mm uzunlugunda. Brakteler lanseolat (mizrak
seklinde), 1-2 adet ve esit degiller, 1.5-3 mm uzunlugunda, brakteol eliptik-mizrak
seklinde, cigeklerden daha kisa, bazen var veya yok 1-2 mm uzunlugunda. Stamen 5,
anterler 0,3-0,4 mm uzunlugunda. Stilus 0.3-0.4 mm uzunlukta, stilopodyum 0.65-0.8
mm uzunlugunda. Meyve sizokarp, hafif basik siskince, 5 dar oluk, piirlizsiiz 2-3 mm
(Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. B. anatolicum genel géoriiniim, ¢icekli goriiniim, meyveli goriiniim
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4.1.1.1. Bupleurum anatolicum Hub.-Mor. & Reese Lokalitelerine Gore Morfolojik
Ol¢ciim Bulgular

Tablo 4.1. 4 No’lu Lokalite Olgiim Bulgular:

B. anatolicum |Isin |Boy |Brakteol | Brakte | Petal | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok. No: 4 (mm) | (cm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm)
1 15 30 |2 15 0.65 |0.65 0.3 3

2 15 20 |2 2 0.65 |0.7 0.4 3

3 17 |15 2 0.65 |0.8 0.3 2.8

4 22 |25 2 0.65 |0.75 0.4 25

5 13 22 |1 2 0.65 [0.75 0.3 3

6 10 23 |15 3 0.65 |0.8 0.3 3

7 15 40 |15 3 0.65 |0.8 0.4 2.5

Tablo 4.2. 5 No’lu Lokalite Ol¢iim Bulgular

B. anatolicum |Isin |Boy |Brakteol | Brakte | Petal | Anter | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok. No: 5 (mm) | (cm) | (mm) (mm) [ (mm) |(mm) | (mm) (mm) | (mm)
1 5 7 15 2 0.65 |0.3 0.8 04 |25
2 6 12 |2 3 0.65 |0.4 0.65 04 |2
3 5 7 2 2 0.65 |0.4 0.65 04 |25
4 8 13 |15 2 0.65 |0.4 0.65 04 |2
5 7 16 |15 15 0.65 |0.4 0.7 04 |25
6 7 14 |2 2 07 |04 0.7 04 |2
7 7 14 |2 2 0.65 |0.4 0.7 04 |2
8 6 16 |2 2 0.65 |0.3 0.6 04 |2
9 6 17 |15 2 0.65 |0.3 0.7 04 |2
10 10 18 |2 2 07 |03 0.7 04 |2

Tablo 4.3. 6 No’lu Lokalite Olciim Bulgular:

B. anatolicum |Isin |Boy |Brakteol | Brakte | Petal | Anter | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok. No:6 (mm) | (cm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm)
1 8 13 |2 3 0.65 |0.4 0.6 0.4 1.8

2 9 13 |2 2 0.65 |04 0.65 0.4 1.8

3 11 20 |2 2 0.65 |0.4 0.65 0.4 2.5

4 9 19 |2 2 0.65 |0.4 0.6 0.4 2.5

5 13 |2 2 0.65 |0.4 0.65 0.4 1.8

6 14 18 |15 3 0.65 |0.4 0.8 0.4 2

7 13 20 |2 2 0.7 (045 |07 0.4 2
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Tablo 4.3. (Devami) 6 No’ lu Lokalite Olgiim Bulgular

8 13 19 2 3 0.65 | 045 |0.65 0.4 2
9 11 28 2 2 0.65 | 0.4 0.7 0.4 2
10 20 33 2 2 0.65 |04 0.7 0.4 2
11 9 24 2 3 065 |04 0.8 0.4 2
12 16 24 2 3 065 |04 0.8 0.4 2

4.1.2. Bupleurum euboeum Beauverd&Topali

Bitki tek yillik, 12-56 cm uzunlugunda, govde dik ve biikiilgen, kotiledonlar
solmus ve cizgisel, 1sinlar 1-5 adet 10-30 mm uzunlugunda ve esit degil, ikincil
brakteler soluk, apikulat, 3 damarli, kauline (sap) yapraklar oblanseolat ve lineer,
umbellerin pedinkiilleri 5 ve 40-45 mm uzunlukta, brakteol 5 ve mizrak seklinde, esit
degil var veya yok 3-6 mm uzunlugunda, brakte 3 mizrak seklinde 2-5 mm
uzunlugunda, petaller sar1 renkte kivrimli biikiilmiis loblu ve lob {izeri beyazimsi
damarli 0.50-0.65 mm uzunlugunda, anterler 0.3-0.4 mm uzunlugunda, stilopodyum
0.3-0.55 mm uzunlugunda, stiluslar 0.2-0.4 mm uzunlugunda, meyve ince uzun
yuvarlak, 5 dar oluklu, 1-1.3 mm uzunlukta, sirtlarda belli belirsiz beyaz renk papilla
benzeri dalgali ¢ikintilar mevcut (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. B. euboeum genel goriiniim, ¢igekli goriiniim
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Sekil 4.3. B. euboeum stereo mikroskop goriiniimii

28



4.1.2.1. Bupleurum euboeum Beauverd&Topali Lokalitelerine Gore Morfolojik

Ol¢ciim Bulgular

Tablo 4.4. 1 No’lu Lokalite Olgiim Bulgular:

B. euboeum | Isin | Boy | Brakteol | Brakte | Petal | Anter | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok.1 (mm) | (cm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm)
1 30 54 |5 4 0.55 |[0.35 |0.55 0.2 1
2 10 15 |3 2 05 1|03 0.3 0.1 1
3 20 44 13 2 055 035 |05 0.3 1.2
4 25 18 |4 3 05 |03 0.3 0.1 1
5 10 16 |4 3 05 |03 0.3 0.1 1
6 25 56 |4.7 25 0.65 0.4 0.55 0.2 1.3
7 22 32 |5 4 055 |0.3 0.5 0.1 1.2
8 20 30 |5 4 0.55 |03 0.5 0.4 1
9 21 25 |4 25 055 |0.35 |05 0.4 1.2
10 20 25 |4 3 05 1|03 0.5 0.3 1.2
11 22 43 |5 4 05 |03 0.5 0.3 1.2
12 25 47 |5 4 055 035 |05 0.3 1.3

Tablo 4.5. 2 No lu Lokalite Ol¢iim Bulgular

B. euboeum | Isin | Boy | Brakteol | Brakte | Petal | Anter | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok. No: 2 | (mm) | (cm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm)
1 7 14 |5 4 0.65 |0.35 |0.35 02 |13
2 6 12 |3 4 0.55 |0.3 0.3 02 |1
3 7 14 |3 4 0.55 |0.3 0.5 03 |13
4 15 17 |4 3 0.5 0.3 0.4 0.3 1
5 11 17 |4 4 055 |0.35 |04 0.3 1.2
6 10 12 |47 3 06 |03 0.4 03 |14
7 20 25 |5 4 0.55 |0.3 0.5 03 |1
8 20 22 |5 5 05 |04 0.5 03 |1
9 25 21 |4 4 05 |03 0.4 03 |1
10 30 30 |4 4 055 |0.3 0.3 02 |1
11 21 32 |5 5 06 |03 0.4 02 |1
12 30 52 |5 5 0.65 |0.35 |0.55 03 |12

Tablo 4.6. 3 No’lu Lokalite Olciim Bulgular:

B. euboeum | Isin | Boy |Brakteol | Brakte | Petal | Anter | Stilipodyum | Stilus | Meyve
Lok. No:3 | (mm) | (cm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm)

1 25 27 |4 6 0.65 |0.35 |05 0.3 1.2
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Tablo 4.6. (Devami) 3 No'lu Lokalite Ol¢iim Bulgular

2 20 24 4 5 065 |03 0.5 0.4 1
3 20 17 5 6 065 |04 0.5 0.3 1.2
4 15 18 4 5 0.65 | 0.35 0.5 0.4 1
5 22 17 3 3 065 |03 0.5 0.4 1
6 20 17 5 3 0.65 | 0.35 0.5 0.3 1
7 10 14 3 4 055 |03 0.5 0.4 1
8 15 13 3 4 055 |03 0.5 0.3 1.2
9 20 14 3 3 065 | 0.3 0.4 0.2 1
10 13 16 5 6 055 | 0.35 0.4 0.3 1
11 20 19 4 4 0.65 |03 0.4 0.2 1
12 15 14 3 3 0.6 0.3 0.4 0.2 1
13 15 15 3 5 055 |0.35 0.4 0.3 1
14 21 23 4 4 0.6 0.3 0.5 0.3 1.2
15 20 22 3 3 0.6 0.3 0.4 0.3 1
16 23 25 3 3 0.65 | 0.35 0.5 0.3 1
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4.2. Anatomik Bulgular
4.2.1. Bupleurum anatolicum Hub.-Mor. & Reese

4.2.1.1. Kok Anatomisi

Kok enine kesitte genel itibariyle distan merkeze dogru periderma, korteks,
iletim dokusu olmak iizere 3 kisimdan olugsmaktadir. En dista periderma dokusu mevcut,
altta ince ¢eperli ve diizensiz sekilli Korteks tabakasi bulunmaktadir. Vaskiiler silindirde
floem korteks arasindaki dokular iyi se¢ilememektedir. Ksilem ve floem yuvarlak veya
ovalimsidir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. B. anatolicum kok enine kesit; x10; pe: periderma; ko: korteks; f: floem; ks: ksilem
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4.2.1.2. Govde Anatomisi

Govde dista elipsoid epidermis hiicrelerden olusmakta, altta korteks ovalimsi
yuvarlak 3-4 sirali hiicrelerden olugmaktadir. Korteksin altinda i¢ kisma dogru cep
olusturan floem bulunmaktadir. Floem ile korteks arasinda kalan bolgelerde elipsoid
bicimli salgi kanali mevcuttur. Vaskiiler silindirin genis bir boliimiinii hiicrelerarasi
bosluklar da barindiran parenkimatik doku kaplamaktadir. Sklerankima hiicrelerinin

arasinda ksilemi olusturan kiigiik trakeler mevcuttur. Oz kismi tamamen ksilem

hiicreleriyle doludur (Sekil 4.5).

P
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Y

Sekil 4.5. B. anatolicum gévde enine kesiti; x10; e: epidermis; ko: korteks; s:salgi kanali; f: floem;
ks:ksilem
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4.2.1.3. Yaprak Anatomisi

Enine kesitte yaprak dorsoventraldir. Her iki yilizeyi de ince bir kutikulayla sarili
ve dikddrtgensi-elipsoid epidermis hiicrelerine sahiptir.Ust epidermisin altinda mezofil
2-3 hiicre sirali ince uzun palizat parankimasindan, alt epidermisin tizerinde 1-2 sirali
siinger parankimasindan olugsmaktadir. Yapragin alt ylizeyine denk gelen kisimda kubbe
bigimli ¢ikinti mevcuttur. Diger yan damarlarin alt veya iist yiizeyinde boyle bir ¢ikinti

bulunmamaktadir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. B. anatolicum yaprak enine ve boyuna kesiti; x10; iie: iist epidermis; pp:palizat parankimasi;
sp: stinger parankimasi; f: floem; ks: ksilem; ae: alt epidermis; ku:kutikula; t:trake; kb: kalburlu boru
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4.2.2. Bupleurum euboeum Beauverd&Topali
4.2.2.1. Kok Anatomisi

Kok enine kesitte en dista oval sekilli siki dizilisli epiderma hiicreleri
bulunmaktadir. Merkez kisma gidildik¢e epiderma hiicreleri altinda diizenli sekilli
korteks tabakas1 mevcuttur. Korteks tabakasinin altinda genis salgi kanallar1 mevcuttur.
Floem ve ksilemi mevcuttur. iletim demetleri iyi gelismistir. Merkezi silindir cok sayida

parankimatik hiicreden olusmaktadir. Oz boslugu bulunmaktadir (Sekil 4.7).

St a ’ &

Sekil 4.7. B. euboeum kok enine kesiti; x10, ep: epidermis; ko:korteks; ks:ksilem; sk:salgi kanali; f-floem
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4.2.2.2. Govde Anatomisi
En dista dikdortgen-elipsoid sekilli periderma hiicresi bulunmakta, altta diizensiz
sekilli ve parcalanmis hiicrelerden olusan korteks tabakasi yer almaktadir. Salgi kanali

floem tizerinde gevrede bulunmakta, ksilem merkeze dogru yer almaktadir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. B. euboeum govde enine kesiti; x10; ep:epidermis; ko: korteks; t:trake; ks: ksilem
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4.2.2.3. Yaprak Anatomisi

Yaprak enine kesit dorsoventraldir.Dista her iki yiizeyi de elipsoid epidermis
hiicresine sahiptir. Ust epidermis sirali ince uzun palizat parankimasindan olusmaktadur.
Alt epidermis siinger parankimasi mevcuttur. Boyuna kesitte spiralli odun borular1 ve

merdivenli borular géze carpmaktadir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. B. euboeum yaprak enine ve boyuna kesit; x10, ae: alt epidermis, iie: iist epidermis; pp. palizat
parankimasi, sp: siinger parankimasi; mb: merdivenli borular; sp:spiralli odun borusu; t: trake
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4.3. Mikromorfolojik Bulgular

4.3.1. Bupleurum anatolicum Hub.-mor et. Reese

1) Bupleurum anatolicum tiiriine ait polen morfolojisi asagidaki gibidir;

Polen sekli: Perprolat, P/E=2.18 um

Polar Eksen (P): 24.5 um

Ekvatoral Eksen: 11.2 um

Polen Apertiir Karakteri: Kolpat

Polen tipi monad, kolpus dar ve uzun sinirlart belirgin, apertiir sayis1 kolporat,

polen yiizey ornamentasyonu psilat, ekvatoral goriniim eliptik, polar goriiniim
triangular (Sekil 4.10).

AUBIBAM 2022/02/10  10:30 HL MD5.3 x4.0k 20 pm

AUBIBAM 2022/02/10  10:31 HMMD5.3 x500 200 pm

Sekil 4.10. B. anatolicum SEM polen goriiniimii

2) Bupleurum anatolicum tiiriine ait meyve mikromorfolojisi;

Meyve eliptik, boyu min.-max. 1-3 mm. Yiizey ornamentasyonu rugose-ruminate.
Morfolojik olarak piiriizsiiz ancak SEM goriintiilemesinde burusuklar goze
carpmaktadir. 5 birincil ¢ikintiya sahip kostalar, valekulum ve sekonder valekulum

diizensiz kivrimli, az burusuk-rugulose (Sekil 4.11).
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AUBIBAM 2022/02/10  10:26 HL MD4.2 x60 1mm  AUBIBAM 2022/02/10 10:18 HL MD4.3 x500 200 pym

Sekil 4.11. B. anatolicum SEM meyve gortintimii

3) Bupleurum anatolicum tiiriine ait yaprak mikromorfolojisi;
Bitki petal yiizeyi rugulose, ¢ignenmis izlenimi veren diizensiz dizilimli-

ruminate, kii¢iik gukurlarla bezeli yiizeye sahip-foveolate (Sekil 4.12).

¢ o
P >

AUBIBAM 2022/02/10  10:23 HL MD4.2 x100 1mm AUBIBAM 2022/02/10  10:24 HL MD4.2 x250 300 pm

Sekil 4.12. B. anatolicum SEM petal gériiniimii

4.3.2. Bupleurum euboeum Beauverd&Topali
1) Bupleurum euboeum tiiriine ait polen morfolojisi asagidaki gibidir;
Polen Sekli: Prolate, P/E= 1.45 um
Polar Eksen: 64.6 um
Ekvatoral Eksen: 44.5 um
Polen Apertiir Karakteri: Kolpat
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Polen tipi monad, polen yiizey ornamentasyonu psilat, kolpuslar ince, uzun, sinirlari
belirgin-sinkolpus, apertiir sayis1 trikolpat, ekvatoral goériiniim eliptik, polar goriiniim
triangular (Sekil 4.13).

AUBIBAM 2022/02/10 10:54 HL MD5.4 x2.0k 30 pm

Sekil 4.13. B. euboeum SEM polen goriintimii

2) Bupleurum euboeum tiiriine ait meyve morfolojisi;
Meyve az eliptik ve oblong, boyu min.- max. 1-3 mm, morfolojik olarak piiriizsiiz,
sirt kivrimlarn diizensiz, st yilizey ornamentasyonu yivli- striat, meyve yiizey

ornamentasyonu pustulat (Sekil 4.14).

= T & t BN 4 PR

AUBIBAM 2022/02/10  10:50 HL MD4.8  x100 1mm AUBIBAM 2022/02/10 :51 HMMDS5.0 x250 300 pm

Sekil 4.14. B. euboeum SEM meyve goriiniimii
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4.4. Ucucu Yag Bilesimleri

B. anatolicum ve B. euboeum tiirlerinden mikrodistilasyon yontemiyle elde
edilen ugucu bilesenlerin analizi Gaz Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/
Kiitle Spektrometresi (GC/MS) sistemiyle gerceklesmistir. Bilesiklerin relatif yiizde
miktarlar1 Tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.7. B. anatolicum ugucu yag bilesenleri (BA4: B. anatolicum No 4, BA5: B. anatolicum No 5,
BAG6: B. anatolicum No 6)

Bupleurum anatolicum
RRI- Relatif Bilesenler% BA4 | BA5 | BA6 Tanimlama
Tutulma % % % Yontemi
Indeks
1032 a-Pinen 4.3 116 | 2.8 MT tr, MS
1093 Heksanal 5.3 4.5 52 D tr, MS
1100 Undekan 3.1 4.4 41 D tr, MS
1194 Heptanal 4.1 1.6 0.8 D MS
1203 Limonen 6.7 4.1 4.4 MT tr, MS
1244 Amyl furan 2.0 1.9 2.6 D MS
1280 P-Simen 1.2 - - MT tr, MS
1300 Tridekan 323 | 428 |305 | D tr, MS
1399 Nonanal 1.0 0.6 0.4 D MS
1400 Tetradekan 11.0 | 103 |93 D MS
1483 1-Oktil asetat 15 - - D MS
1612 B-Karyofilen - 25 41 ST tr, MS
1726 Germakren D - - 6.8 ST MS
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Tablo 4.7. (Devamy) B. anatolicum ugucu yag bilesenleri ( BA4: B. anatolicum No 4, BA5: B.anatolicum
No 5, BA6: B. anatolicum No 6)

1945 1,5-Epoksi-salvial(4)14-ene 2.8 1.1 1.7 OST MS
1958 ( E)-B-iyonon - - 0.5 D MS
2008 Karyofilen oksit - 8.9 10.8 | OST tr, MS
2029 Perilil Alkol - 0.8 0.8 OMT | MS
2037 Salvial-4(14)-en-1-one 13 0.8 15 OST MS
2071 Humulen Epoksit-11 0.8 0.5 0.8 OST MS
2104 Viridiflorol 6.3 - - OST MS
2130 Salviadienol - 0.8 OoSsT MS
2131 Heksahidrofarnesil aseton 0.9 0.5 0.7 D tr, MS
2144 Spathulenol 2.3 1.8 6.0 OST tr, MS
2255 a-Kadinol - - 0.7 OST | tr, MS
2278 Torilenol 11 - 1.2 OST MS
2296 Miristisin D MS
2316 Karyofiladienol | - 0.3 tr OST MS
2369 Eudesma-4(15), 7-dien-1p-ol 11 tr OST MS
2622 Fitol 3.9 - 2.3 D MS

Monoterpen hidrokarbonlar — 122 | 157 | 7.2

MT

Oksijenli monoterpenler - - 0.8 0.8

oMT

Seskiterpen hidrokarbonlar - - 2.5 10.9

ST

Oksijenli seskiterpenler - OST | 15.7 | 134 | 235

Diger - D 65.1 | 66.6 | 56.4

Belirlenmis Bilesenler

Toplam % 93 99 98.8

RRI: Alkan serisi kullanilarak hesaplanan Relatif Tutulma Indeksi, %: FID kromatogramindan
hesaplanan, tr: Trace, standart limitin altinda (<0.1 %). (IM): Tamimlama yontemi, tr: Orijinal
bilesiklerin HP Innovax siitununda alikonma siirelerine dayall tanimlama, MS: Baser U¢ucu Yag
Bilesimleri Kitapligi, Adams, MassFinder ve Wiley Kiitiiphanesindekilerle kiitle spektrumun bilgisayar
eslesmesi temeline dayanan tanimlama
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Tablo 4.8. B. euboeum ugucu yag bilesimi (BEI: B. euboeum No 1, BE2: B. euboeum No 2, BE3: B.
euboeum No 3)

Bupleurum euboeum

RRI- Bilesenler%o BE1 | BE2 | BE3 Tammlama
Relatif % % % Yontemi

Tutulma

Indeks
1032 a-Pinen 2.6 14 4.0 MT tr, MS
1100 Undekan 35.0 | 428 | 135 D tr, MS
1194 Heptanal 328 | 25.7 | 213 D MS
1300 Tridekan 6.3 | 106 | 15.1 D tr, MS
1399 Nonanal 0.4 - D MS
1452 Oktenol tr - - D tr, MS
1466 a-Kubeben - - tr ST MS
1497 a-Kopaen 0.6 0.8 1.5 ST MS
1500 Pentadekan 0.3 0.6 1.4 D tr, MS
1506 Dekanal 0.1 - - D MS
1544 B-Kubeben 0.1 - 0.4 ST MS
1548 ( E)-2-Nonenal 0.6 - - D MS
1589 B-Ylangene - - 14 ST MS
1591 B-Funebrene 0.5 0.8 1.0 ST tr, MS
1612 B-Karyofilen 11 1.0 34 ST tr, MS
1645 Thujopsene 15 24 35 ST MS
1726 Germakren D 13 0.6 9.8 ST MS
1762 a-Kamigren - - 0.2 ST MS
1773 d-Kadinen - - 0.7 ST tr, MS
1849 Cuparene 0.5 0.6 0.6 ST MS
1945 1,5-Epoksi-salvial(4)14-ene 0.3 - - OST MS
2008 Karyofilen Oksit 4.8 3.1 5.3 OST tr, MS
2029 Perilla alkol - tr 0.2 | OMT MS

42




Tablo 4.8. (Devami) B. euboeum ugucu yag bilesimi (BEI: B. euboeum No 1, BE2: B. euboeum No 2,
BE3: B. euboeum No 3)

2037 Salvial-4(14)-en-1-one 0.9 1.0 1.4 OST MS
2130 Salviadienol 0.5 0.3 0.8 OSsT MS
2131 Heksahidrofarnesil aseton 0.2 0.2 - D tr, MS
2144 Spathulenol 0.9 0.6 2.1 OST | tr, MS
2162 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0.3 - - OST MS
2278 Torilenol 0.8 0.8 15 OST | MS
2296 Miristisin D MS
2316 Karyofiladienol | - 0.3 0.2 OST MS
2324 Karyofiladienol I 0.5 - - OST MS
2369 Eudesma-4(15), 7-dien-1p-ol 1.3 11 1.9 OST MS
2389 Karyofilenol | 0.2 - 0.1 OST MS
2392 Karyofilenol I 0.6 0.4 0.7 OST MS

Monoterpen hidrokarbonlar - MT 2.6 14 4.0

Oksijenli monoterpenler - OMT - tr 0.2

Seskiterpen hidrokarbonlar - ST 5.6 6.2 225

Oksijenli seskiterpenler — OST 111 | 7.6 14

Diger - D 75.7 | 79.9 | 513

Belirlenmis Bilesenler

Toplam%o 95 95.1 |92

RRI: Alkan serisi kullanilarak hesaplanan Relatif Tutulma Indeksi, %: FID kromatogramindan
hesaplanan, tr: Trace, standart limitin altinda (<0.1 %). (IM): Tanimlama yontemi, tr: Orijinal
bilesiklerin HP Innovax siitununda alikonma siirelerine dayali tamimlama, MS. Baser Ugucu Yag
Bilesimleri Kitapligi, Adams, MassFinder ve Wiley Kiitiiphanesindekilerle kiitle spektrumun bilgisayar
eslesmesi temeline dayanan tanimlama
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4.5. Molekiiler Bulgular

B. anatolicum ve B .euboeum tiirlerinin ITS1 ve ITS4 gen bolgesine ait dizi
analizlerinin NCBI veri bankasindaki tiirleri ile kiyaslama sonuglar1 her iki takson igin
en yakin Blast sonuglarina ait veriler sekans tablosunda verilmistir (Tablo 4.9), (Tablo

4.10.), (Tablo 4.11.), (Tablo 4.12.). Her iki tiire ait dendogram olusturulmustur.

Tablo 4.9. B. euboeum ITS1-ITS4 primerleri sekanst

AACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAACCCTGAATCCTAGAACGACCCGAGAACATGTTTCA
ATGCA

GGCCGGGGGCGCATCGATCCGATGCGCACGTCGTCCGAAAAAAACTAACCGGGCGCGGA
AT

GCGCCAAGGAAACGTAAACTGAATGGGATGTCTCCCCCTCGTCCGAGGGGGCCGACAGC
CTTC

TGAGAAACCAACGACTCTCGGCAACGGATATCCCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTA
GCGA

AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGT
TGCGCCC

GATGCCATTAGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTATAGCTTTGCCCCTCCGCT
GCTCGT

TCAAAATGAGACGTTGCTGCTCGGGGGACGGAATGTGACCTCCCGTGCCTCGTTGCGCGG
CTGG

TTTAAAAAACAATCGCCGGAGACCGGAAAATGCAACATTGGTGGTGGGCACTCCAAACC
TCTTGC

CATGCTGCGCTGGTTCCGTTTGCTCCGTGCGCGTAAGTGACCCCTTTGGCGCCGCCCCAGG
CGC

GCGCTCGAACTGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAATTTAAGCATAT
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Tablo 4.10. B. anatolicum ITS1-1TS4 primerleri sekanst

AATATTAACCGGGCGCGAAATGCGCCAAGGAAACTGAAAGTGAATAGGATGTCTCCTCTCC
GTTTG

ACGGGTGGCGTCATCCTTCTGAGAAACCAATGACTCTCGGCAACGGATATCCCGGCTCTCG
CATC

GATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG
AGTTTTT

GAACGCAAGTTGCGCCCGATGCCATTTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTAAA
GCTTT

TCCCATACTCTGCTCGCTCATTTCGAGTTGTTGCAGTTTGGGGGGATGGAAAGTGACCTCCC
GTGCCT

CGTTGTGCGGCTGGTTTAAAAGAGAGTCCCCGGTGAACAGAAAACGCAACATTGGTGGAA
GGCA

TTACTAACCTCTTGCCATATTGTGTCTAATCCGATCAACTGTGAGTGACAGAGACCCTATGG
TGCCGC

CTCAGGTGCGCGCTCAAATTGTGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
TATC

AATAA

Tablo 4.11. B. euboeum tiiriiniin NCBI veri bankasindaki tiirler ile kryaslanma sonuglar

NCBI Gen Bankasindaki Benzerlik Oram Eslesen Baz GenBank
En Yakin Karsihg: Sayisi Numarasi
B. stenophyllum % 91 480/530 LC489164.1
B. falcatum % 91 480/530 KP058322.1
B. chinense % 91 480/530 OL472906.1
B. commelynoideum %90 480/531 KR902799.1
B. scorzonerifolium % 90 474/524 HM114235.1
B. smithii % 90 479/532 KR902823.1
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Tablo 4.12. B. anatolicum tiiriiniin NCBI veri bankasindaki tiirler ile kiyaslanma sonuglart

NCBI Gen Bankasindaki Benzerlik Orani Eslesen Baz GenBank
En Yakin Karsihg Sayisi Numarasi
B. gerardii % 92 460/500 AF479849.1
B. gracillimum %91 487/534 LC489178.1
B. candollei % 91 486/536 LC489177.1
B. hamiltonii % 91 485/535 KR902804.1
B. scorzonerifolium % 91 484/534 AY551294.1
B. marginatum % 91 483/533 KR902809.1
B. amplexicaule % 90 484/536 KR063569.1
B. falcatum % 90 479/531 KR902800.1
B. commelynoideum % 90 479/531 KR902799.1
B. smithii % 90 479/532 KR902826.1
B. praealtum % 91 456/499 AF481390.1
B. wenchuanense % 90 479/532 KR133200.1

46




5. TARTISMA VE SONUC

5.1.  Morfolojik Sonu¢ ve Tartisma

Davis’in Tiirkiye Florasindaki B. euboeum tiirtine ait morfolojik bulgular ile bu
tez ¢alismasi i¢in yapilan Ol¢timler birkag fark disinda birbiriyle uyusmaktadir. Davis’in
Tiirkiye Florasinda bitki boyu 15-63 cm, 1sin boy 3-30 mm, petal boy 0.4-0.65 mm,
brakteol 2.5-5 mm, meyve boy 1.5-1.8 mm belirtilmistir. Tez ¢alismas1 gozlemlerimize
gore B. euboeum bitki boy 13-56 cm, 1sin boy 6-30 mm, petal boy 0.5-0.65 mm,
brakteol boy 3-6 mm, meyve boy 1-1.4 mm olarak ol¢iilmiistiir.

Stoyanov B. euboeum’ un ayirt edici morfolojik karakteri i¢in meyve iizerinde
beyaz renkte papilla benzeri yapi varligindan bahsetmistir (Stoyanov ve Goranova,
2009). Tez calismasi gozlemlerimize gore beyaz renk belli belirsiz ancak sirtlar
tizerinde papilla benzeri ¢ikintilar mevcuttur.

Endemik B. anatolicum gozlemlerimize gore Tiirkiye Florasina ait bitki boy ve
meyve boy verileri disinda farklilik géstermemistir. Buna gore Tiirkiye Florasinda bitki
boy 20-35 cm, meyve boy 3 mm verilmistir. Tez ¢alismamizdaki morfolojik 6lgtimlere
gore bitki boy 7-40 cm, meyve boy 1.8-3 mm olarak 6l¢iilmiistiir.

B. euboeum tiiriiniin toplandig1 3 lokasyon ve endemik B. anatolicum tiiriiniin
toplandig1 3 lokasyona ait morfolojik Ol¢limlerine ait sayisal veriler IBM SPSS
Statistics 29.0.0.0 paket programinda Repeated Measures- ANOVA testi ile anlamlilik
dereceleri belirlenmis, ¢coklu karsilastirma testleri (Bonferroni) ile de grup i¢i anlamlilik
incelenmistir. B. euboeum tiirii i¢in incelenen bitki organi adi ile birlikte le, 2e, 3e
kodu, B. anatolicum tiirii igin 4a, 5a, 6a kod adlar1 sonuna eklenmis ve 3’er lokasyona
ait bitki boy, 151n boy, petal boy, brakte boy, brakteol boy, stilus boy, stilopodyum boy,
anter boy, meyve boylart degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglarda B. euboeum ve B. anatolicum tiirlerinin ayirt edilmesinde
kullanilan morfolojik karakterler arasinda B. anatolicum i¢in 1s1n, boy, stilus, anter ve
meyve, B. euboeum tiirii i¢in boy, petal, brakte, anter i¢in anlamli farkliliga sahip
oldugu sonucuna varilmistir. (p<0,05) (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. B. euboeum ve B. anatolicum tiirlerinin morfolojik karakterlerinin istatistiksel anlamiiik
sonuglart

B. euboeum B. anatolicum
Lok 1 Lok 2 Lok 3 Lok 4 Lok 5 Lok 6
Isin - - - + + +
Boy + + + + + +
Petal + + + - - -
Brakte + + + - - -
Brakteol - - - - - -
Stilus - - - + + +
Stilopodyum | - - - - - -
Anter + + + + + +
Meyve - - - + + +
5.2. Anatomik Sonuc¢ ve Tartisma

Tez ¢alisma bitkilerimiz B. euboeum ve endemik B. anatolicum tiirlerinin kok,
govde ve yaprak kisimlarindan mikrotom ile enine kesitler alinip fotograflanmistir. B.
euboeum ve B. anatolicum tiirlerinin vejetatif organlarina ait anatomik ¢alisma ilk kez
bu tez calismasi ile ortaya konmustur.

B. euboeum ve endemik B. anatolicum tiirleri tek yillik bitkilerdir. Tek yillik
bitkilerde sekonder kok yapisi gozlemlenmesi beklenmemelidir. B. euboeum ve B.
anatolicum i¢in kok enine kesitlerinde periderma tabakasi gdzlenmistir. Bupleurum
cinsinin kokii diizenli olarak diizenlenmis bes ile on mantar hiicre katmanindan olusan
periklinal olarak uzatilmig dértgen hiicrelerden olusan periderm ile kaplidir (Pan, 2006).
Misir, yaptigi ¢alismada B. heldreichii kok enine kesitinde periderm tabakasinin
oldugunu bildirmistir (Misir vd., 2008). Tiim bu goézlemler bizim g¢alismamizda B.
anatolicum ve B. euboeum i¢in uyumluluk gostermektedir.

Wang ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi caligmada Bupleurum cinslerinin
gbvde anatomisinde 6z boslugunun varlig1 veya yoklugunun tiirlerin belirlenmesinde rol
oynadigini diistinmektedir. Ayn1 ¢alismada B. hamiltonii var. hamiltonii tiiriiniin gévde
enine kesitinde 6z bolgesi tamamen parankimatik hiicreyle doludur (Wang, Ma, He,
2011). Bizim galisma bitkilerimiz olan B. euboeum ve B. anatolicum tiirlerinde de
govde enine kesitinde 6z boslugu bulunmamaktadir.

Bupleurum tiirlerinin ¢ogunun yaprak diziliglerinin dik olmasi giines 1s18inin
etkisinin de her iki tarafina esit olmasina etki eder ve bu sebeple ¢ogu tiiriin yaprak
yapist izolateral yapi olarak gozlenir, bununla birlikte kurake¢il karaktere sahip olan
cogu tiiriin belirgin kutikul yapisinda oldugu sonucuna varilmistir ( Wollf, 1958; Ozcan,

2016). Pan, Bupleurum yapraklarmi bir sira palizat parankimasindan ve bes ile sekiz
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hiicreli siingerimsi parankima tabakasindan olugmus iki yiizeyli olarak tanimlamistir
(Pan, 2006). Calisma bitkilerimiz tanimlamayla paralellik gostermektedir. Ozellikle B.
anatolicum enine kesitinde bir sira palizat parankimasi ve bes sirali siinger parankimasi

net bir sekilde goriilmektedir.

5.3. Mikromorfolojik Sonuc¢ ve Tartisma

Bupleurum tiirlerine ait polen, meyve ve yaprak mikromorfolojisine ait ¢aligmalar
siirli olup, tez ¢aligma bitkilerimize ait bir mikromorfolojik ¢alisma ilk kez bu tez
calismasi ile aydinlatilmistir.

De Leonardis ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptig1 ¢alismada Bupleurum polen
tanelerinin neksin anahatli radyal simetrik monad polenler olarak karakterize etmistir
(De Leonardis vd., 2009). Citak, Dural, Génen’in yaptigi ¢alismada B. rotundifolium
tiiriine ait polen ¢alismasinda polen apertiirii trikolpat, polen sekli subprolat ve ekzin
skiilptiirii rugulat olarak belirlemistir (Citak, Dural, Gonen, 2016). Perveen ve Qaiser’in
yaptig1 c¢alismada B. tenue Buch-Ham, B. linearifolium DC., B. subuniflorum
Boiss&Heldr., bitkilerinin polen tanelerini prolate olarak gozlemlemistir (Perveen,
Qaiser, 2006). Bizim gozlemlerimize gore B. euboeum polen sekli prolate, polen apertiir
kolpat, ylizey ornamentasyonu psilattir. B. anatolicum polen sekli ise perprolat, apertiirii
kolporat ve ylizey ornamentasyonu psilattir.

Umbelliferae meyve yapisinin tekdiizeligine ragmen, meyve morfolojisi ve
anatomisinin ayrintilarindaki 6nemli farkliliklarin tiir ayirt etmede yeterli seviyede
oldugu bildirilmistir, ancak bunlarin tst-spesifik ve iist-jenerik taksonlar1 tanimlamak
icin etkili bir sekilde kullanilip kullanilmayacag: siipheli goriinmektedir (Davis, 1972;
Ozcan, 2004).

Ozcan’in 2004 yilinda yaptig1 ¢alismada B. nodiflorum, B. flavum, B. gracile ve B.
pulchellum’un yiizeyinin morfolojik betiminde piiriizsiiz oldugu belirtilse de
mikromorfolojisinde tiirlerin ayirt edici kirigikli farkli yiizey desenleri bildirilmistir.
Bizim tez calismamiz B. anatolicum ve B. euboeum meyveleri morfolojik olarak
piiriizsiiz goriinse de B. anatolicum yiizeyi rugose-ruminate, B. euboeum yiizeyi de
yivli-striat olarak gdzlemlenmistir (Ozcan, 2004).

B. anatolicum petal yiizey mikromorfolojisi az burusuk-rugulose ve c¢ignenmis

izlenimi veren diizensiz dizilimli sirta sahiptir.
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(Ozcan, 2002), Bupleurum tag yapraklarmin karakteristik yiizey dzelliklerinin gevreye
yapisal uyumu yansittigini ve Bupleurum tiirleri igin taksonomik karakter olarak

morfolojiye ek kullanilabilecegini gbzlemlemistir.

5.4. Ucucu Yag Analiz Sonug¢ ve Tartisma

B. euboeum ve endemik B. anatolicum tiirlerinin 6 farkli lokasyondan toplanan
ornekleri kurutulup doviilmiis ve mikrodistilasyon yontemiyle ucucu yag analizi ilk kez
bu tez ¢alismasiyla gerceklestirilmistir.

B. euboeum tiirii i¢in 1, 2, ve 3 no’lu lokasyonlarda undekan (%35.0- %42.8-
%13.5) ve heptanal (%32.8- %25.7- %21.3) ana bilesen olarak gozlenmis, 2 ve 3 no’lu
lokasyonlarda ana bilegsene ek olarak tridekan gozlenmistir (%10.6- %15.1). En az
oksijenli monoterpenler, onu takip eden monoterpen hidrokarbon ve seskiterpen
hidrokarbon olmustur. En yiiksek seviyede 3 lokasyon i¢in de diger olarak adlandirilan
bilesen yiizdesi gozlenmis ve toplamda 35 bilesen tespit edilmistir. Endemik B.
anatolicum icin 4 no’lu lokasyonda tridekan (% 32.3), tetradekan (% 11.0), 5 no’lu
lokasyon i¢in a- pinen (%11.6), tridekan (% 42.8), tetradekan (% 10.3), karyofilen oksit
(%8.9), 6 no’lu lokasyon igin tridekan (% 30.5), tetradekan (% 9.3), karyofilen oksit
(%10.8) ana bilesen olarak belirlenmis, en diigiitk oksijenli monoterpenler, onu takip
eden seskiterpen hidrokarbon, monoterpen hidrokarbon, oksijenli seskiterpenler ve en
yiiksek yiizde 3 lokasyon i¢in diger olarak adlandirilan bilesenler olmus ve toplamda 29
bilesen tespit edilmistir.

Baser ve Kirimer’in yaptigi ¢alismada undekan bileseni B. cappadocicum, B.
croceum, B. gerardii, B. intermedium, B. sulphureum tiirlerinde, tridekan B.
lycaonicum, B. rotundifolium tiirlerinde, a pinen B. falcatum subsp. cernuum ve B.
rotundifolium tiirlerinde rastlanmistir (Baser, Kirimer, 2014).

Kirct ve arkadaslarinin yaptigi ugucu yag calismasinda B. lophocarpum’da o
pinen (%8.4) ve undekan (% 3.6) ana bilesenlerine rastlanmistir (Kirct vd., 2019).

Gozlemlerimiz bu caligmalar1 destekler niteliktedir.
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5.5. Molekiiler Sonug¢ ve Tartisma
B. euboeum ve endemik B. anatolicum tiirlerinin evrimsel iliskilerini ve
soyagacini belirlemek i¢in ITS1-ITS4 gen bolgeleri dizi analizi ¢alisilmistir. Filogenetik
iliskileri gérebilmek i¢in aga¢ dendogrami olusturulmustur (Sekil 5.1) (Sekil 5.2).

Sekil 5.1. B. anatolicum aga¢ dendogrami.
Bupleurum anatolicum
Bupleurum gerardii
Bupleurum praealtum
Bupleurum candollei
Bupleurum hamiltonii
Bupleurum amplexicaule
Bupleurum gracillimum

Bupleurum scorzonerifolium

Bupleurum marginatum

Bupleurum stenophyllum

=OO4 |

Sekil 5.1. NCBI Genbank 'ta daha énce bilinen taksonlarla bu ¢alisma ile olusturulan ITS dizilerinin
iligkisini gosteren B. anatolicum filogenetik agaci.
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Sekil 5.2. B. euboeum agag¢ dendogramu.

Bupleurum euboeum
Bupleurum acutifolium
Bupleurum angustissimum
Bupleurum longiradiatum
Bupleurum boissieuanum
Bupleurum smithii
Bupleurum sibiricum
Bupleurum stenophyllum
Bupleurum falcatum
Bupleurum chinense
Bupleurum scorzonerifolium

Bupleurum commelynoideum

I 0.03 I Bupleurum longicaule

Bupleurum marginatum

Sekil 5.2. NCBI Genbank 'ta daha once bilinen taksonlarla bu ¢alisma ile olusturulan ITS dizilerinin
iliskisini gosteren B. euboeum filogenetik agaci.

Filogenetik agaca gore; hem B. euboeum hem de endemik B. anatolicum tiirleri
daha 6nce yapilmis Blast analizleri i¢in tamamen ayr1 bir gruba ayrilmis dig grup olarak
goriilmektedir.

B. euboeum ve endemik B. anatolicum tiirlerinin morfolojik, anatomik,
mikromorfolojik, molekiiler ve wugucu yag calismalari bu tez ¢alismasiyla
aydmlatilmistir. Bupleurum L. cinsinin Tirkiye Florast ve diger yerli galigmalardaki
sinirli bilgileri goz oniine alindiginda bu tez caligmasinin diger ¢alismalara ve gelecekte

Bupleurum L. cinsi ile ¢alisacak arastiricilara oncii olacagi diistiiniilmektedir.
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