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OZET

ENDEMIK ASPERULA LILACIFLORA SUBSP. PHRYGIA(Bornm.) Schonb.- Tem. ve
ENDEMIK ASPERULA PESTALOZZAE Boiss. (RUBIACEAE) UZERINDE
FARMASOTIK BOTANIK ARASTIRMALAR

Kader KAYIS

Farmasotik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021

Danisman: Prof. Dr. Ayla KAYA

Bu ¢aligmada Rubiaceae familyasina ait Asperula pestalozzae Boiss. endemik tiirii
ve Asperula lilaciflora subsp. phrygia (Bornm.) Schonb.-Tem. endemik alttiirii
farmasotik botanik yonden arastirilmis, tiirlerin morfolojik, anatomik, tily yapisi,
palinolojik ve kimyasal (antioksidan aktivite ve toplam fenolik bilesikler) 6zellikleri
ayrintili olarak ilk kez ortaya konmustur.

Morfolojik c¢alismalarda tiirlerin ayrintili deskripsiyonlart verilmis, ¢izim ve
fotograflarla desteklenmistir. Tily morfolojisi i¢in SEM’de ayrintili inceleme yapilmus,
tilylerin vejetatif ve generatif organlardaki yapisi ve dagilimi verilmistir. Anatomik
caligmalarda kok, govde ve meyveden enine; yapraktan ise enine ve yiizeysel kesitler
alinarak anatomik yapilar1 aydinlatilmistir. Polen morfolojisi i¢in SEM’de 6rneklerin
fotograflar1 ¢ekilmis ve palinolojik 6zellikleri belirlenmistir. Kimyasal ¢aligmalarda
tiirlerin toplam fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan ozellikleri analiz edilmistir.
Metanol ekstrelerin  antioksidan &zellikleri, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikalini
(DPPH?*) siipiiriicii etki tayini ve 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit radikal
katyonu (ABTS**) siipiiriicii etki ile belirlenmistir. Kimyasal sonuglara gore, Asperula
pestalozzae tiiriiniin toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH* siipiiriicii etkisi Asperula
lilaciflora subsp. phrygia’dan daha fazladir. ABTS*" siipiiriicii etki ise ekstrelerin
konsantrasyonlari ile dogru orantili sekilde artmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Asperula, Morfoloji, Anatomi, Palinoloji, Antioksidan aktivite.



ABSTRACT

THE PHARMACEUTICAL BOTANICAL INVESTIGATIONS ON THE ENDEMIC
ASPERULA LILACIFLORA SUBSP. PHRYGIA (Bornm.) Schonb.-Tem. AND
ASPERULA PESTALOZZAE Boiss. (RUBIACEAE)

Kader KAYIS

Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Ayla KAYA

In this study, Asperula pestalozzae Boiss. endemic species and Asperula lilaciflora
subsp. phrygia (Born.) Schonb.-Tem. endemic subspecies in Rubiaceae are investigated
in aspects of pharmaceutical botany, morphological, anatomical, trichomes,
palynological and chemical (antioxidant activity and total amount of phenolic substance)
characteristics of these species presented in the first time detail.

Morphological studies have given detailed descriptions of the species, supported by
drawings and photographs. Detailed examination was made in SEM for trichomes
morphology, and the structure and distribution of the trichomes in vegetative and
generative organs were given. In anatomic studies, cross-section from the root, stem,
seed; transverse and superficial sections from the leaf were taken and anatomical
structures were illuminated. In the palynological studies, samples were photographed on
SEM and their palynological properties were determined. In chemical studies, total
amount of phenolic substance and antioxidant activities of species were analyzed.
Antioxidant properties of methanol extracts were investigated by the 1,1-diphenyl-2-
picrylnydrazyl (DPPH) free radical scavenging effect and 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radical cation (ABTS*") scavenging effect.
According to chemical results, DPPH* scavenging effect and total phenolic substance
amounts of Asperula pestalozzae species is more than Asperula lilaciflora subsp. phrygia.
ABTS*" scavenging effect increases in direct proportionally to the concentration of
methanol extracts.

Keywords: Asperula, Morphology, Anatomy, Palynology, Antioxidant activity.
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1. GIRIS VE AMAC

Ulkemizde goriilen biyolojik ¢esitliligi, gecmiste yasanan iki Onemli siireg
saglamistir. Bunlardan ilki, Anadolu ile Arap levhasinin yaklagik 12 milyon 6nce
carpigmasi sonucu farkli ylikseltilerin olusmast; ikinci 6nemli siire¢ ise Buzul Cagi’nin
goriilmesidir. Bu siiregler, geg¢misten gilinlimiize pek¢ok canli tiiriniin  Tirkiye
sinirlarinda  kalip, yayilis goOstermesine yardimci olmustur. Ayrica sinirlar iginde,
mikroklimatik alanlarin yer almast tiir zenginligini daha da arttirmustir. Iklimsel dzellikler
ve buna bagli olarak degisen toprak yapisi ile jeomorfolojik farkliliklar fiziksel bir bariyer
olusturmaktadir. Bu bariyer tiirlerin belli alanlar digina ¢ikmasini engelleyerek, endemik
tirlerin meydana gelmesini saglamaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde Tiirkiye’de tiir
zenginligine ek olarak, endemik tiirlerin zenginliginden de bahsedilmektedir (Eken ve
Ataol, 2006).

Endemik Yunanca “endemos” kelimesinden tiirevlenir ve “yerli” anlaminda
kullanilir. Endemik tiir ise, belli bir iilke veya bolgeye ait olan tiirler olarak
tanimlanmaktadir (Gemici vd., 1992). Bununla birlikte yurdumuzun sinirlar1 igerisinde
dogal olarak yetistigi halde bagka hicbir bolgede yetismeyen bitkiler, “Tiirkiye endemik
bitkileri” olarak anilmaktadir. Tiirkiye’de bulunan yaklasik 12000 bitki takson sayisi,
Avrupa’daki sayi ile neredeyse esdegerdir. Bu zenginlik i¢inde ise 3649 endemik bitki
bulunmakla birlikte, her gecen giin bu say1 artmaktadir. Bitki sayisinin toplamina
bakildiginda ise iilkemizin endemiklik orani yaklasik %30 ¢ikmaktadir. Veriler diger
tilkelerin sayilari ile karsilagtirildiginda, Tiirkiye’nin endemizm orani oldukga ytiksektir.
Tiirkiye’nin yiiksek endemizm oranina sahip olma nedenleri arasinda, iklim kosullari,
jeolojik cesitlilik, zengin su kaynaklari, yiikseklik farklar1 ve en Onemlisi ise iig
fitocografik bolgenin (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan, Akdeniz) kesisme alaninda bulunmasi
sayilabilmektedir (Avci, 2005; Giiner ve Akgigek, 2014; Senkul ve Kaya, 2017).

Diinya tizerinde 37 farkli bitki cografyast bulunmakla birlikte, ii¢ bitki flora
bolgesinin bir arada olmasi sadece yurdumuzda goriilmektedir. Bu bolgelerden Iran-
Turan alan1 i¢ Anadolu, Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu bdlgelerini i¢ine almaktadir
(Vural ve Adigiizel, 2006). Iran Turan Flora Bolgesi'ni temsil eden bitki ortiisii
cogunlukla bozkirlardir. Bozkirlar Anadolu’nun biiyiik bir kismmi kaplamaktadir. Bu
alanlar otsu ve ¢alimsu tiirler ile karakterize edilmekte olup, bitki tiirleri agisindan olduk¢a

zengin alanlardir. Ayrica igerdigi endemiklerin orani da fazladir. Rubiaceae familyasi da



bu alanlarda bulunan ve endemik tiirleri biinyesinde bulunduran bir bitki ailesidir (Ulgen,
2019).

Rubiaceae familyasindaki ¢ogu tiir, eski zamanlardan bugiine degin boyamacilikta
kullanilmistir. Koklerin boyama 6zelliginden dolay1 familya “Kokboyasigiller” ismiyle
anilmaktadir (Ozgen ve Coskun, 1999).

Diinyada yaklasik 620 cins ve 13000 kadar tiir ile temsil edilen bu familya tiir sayis1
acisindan, familyalar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Kozmopolit bir familyadir
(Bremer ve Eriksson, 2009). Bu familyaya ait Tirkiye iizerinde 13 cins ve 234 takson
bulunmaktadir (http-1). Familyadaki bazi tiirlerin ekonomik degerinin olmasiyla beraber;
Cinchona L., Coffea L., Uncaria Schreber gibi bazi cinslerden drog elde edilmekte ve
tedavi amagh kullanilmaktadir. Asperula L. bu familyaya dahil Tirkiye’de bulunan
cinslerden biri olup, tedavi 6zelligine sahiptir. Lenf ve kan temizlenmesinde, bobrek
rahatsizliklarinda, cilt hastaliklarinda ve kanser tedavisinde etki gdstermektedir. Ayni
zamanda sedatif etki gosterdigi de bilinmektedir (Baytop, 1977; Akdeniz, 2019;
Yurchenko vd., 2015).

Asperula cinsi Diinya tizerinde alt tiir ve varyeteleri igeren 230 takson ile temsil
edilir (Akdeniz, 2019). Tiirkiye’de ise cinse ait 58 takson bulunmaktadir. Bu tiirlerin 26
tanesi endemik olup, %45 oraninda endemizm oranina sahiptir (http-1).

Anadolu’da bozkir alanlarda yayilisa sahip Asperula cinsi ile ilgili, ilkemizde
bugiine kadar yapilmais belli basli caligmalar bulunmaktadir. Kok ve rizomlarin anatomik
karsilastirmas1 yapilmistir (Ozgen ve Coskun, 1999). Asperula arvensis L. tiiriiniin
flavonol glikozidleri analiz edilmistir (Giivenalp ve Demirezer, 2005). Endemik olan 5
tane Asperula cinsinin agar difiizyon ve sivi diliisyon metotlartyla aktimikrobiyal
aktiviteleri test edilmistir (Kalyoncu vd., 2009). Bazi endemik Asperula cinslerinde
kimyasal bilesenler, toplam flavanoid ve a-tokoferol (e-vitamini) miktarlart ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir (Mineraci vd., 2011). Endemik Asperula daphneola
O. Schwarz morfolojik, anatomik ve sitolojik agidan incelenmistir (Giicel, 2015).
Asperula cinsinin 5 tanesinin karyotip c¢aligmasi yapilarak, kromozom sayilar1 ortaya
cikartlmistir (Mineraci ve Yildiz, 2011). Anadolu’nun giiney-batisinda Sirnak
Uludere’den toplanan Asperula cinsinin bazi tiirleri arasinda yapilan, morfolojik inceleme
sonucunda Asperula anatolica M.Ozturk yeni tiir olarak Tirkiye florasina
kazandirilmistir (Oztiirk, 2013).



Bunun yani sira, yurdumuzda yapilan pekgok flora ¢aligsmasi ile Asperula cinsine
ait baz1 taksonlarin kayitlar1 alinmistir. Bilecik Abbaslik kdyiinde yapilmis bir tez
calismasinda, Asperula cinsinin 4 tiiriine ait (A. pestalozzae Boiss, A. tenella Hauffel Ex
Degen, A. involucrata Wabhlenb., A. arvensis) lokasyon bilgisine yer verilmistir (Erdem,
2018). Ahi Dagi’nin vaskiiler bitki ¢esitliligi ve ekolojisi ilizerine yapilan bir calismada
ise Asperula cinsine ait 3 tiir bildirilmistir (Tiire vd., 2007). Afyonkarahisar’da endemik
bitki ve vejetasyondaki tehlike altindaki bitkileri arastiran bir makalede 5 adet endemik
Asperula cinsine ait kayitlara rastlanilmistir (Kargioglu vd., 2007).

Yurdumuz diginda Asperula ile ilgili yapilmis ¢aligmalarda bulunmaktadir. Bu
calismalardan birinde, Asperula cinsinin filogenetik iligkisi tekrardan yorumlanmistir
(Gargiulo vd., 2015). Ukrayna’da Asperula odorata L. tiriinin kuru ekstraktinin
antihipoksik ve sedatif aktivitesi test edilmistir (Yurchenko vd., 2015). Ukrayna’daki bir
diger c¢alismada ise Asperula odorata’nin aminoasit bilesenleri tespit edilmistir
(Yurchenko vd., 2013).

Ulkemizde yayilis gosteren Asperula cinsinin 26 endemik taksonu arasinda
bulunan, Asperula pestalozzae tirii ve Asperula lilaciflora Boiss. subsp. phrygia
(Bornm.) Schonb.-Tem alttiiriine genellikle flora ¢alismalarinda rastlanilmakla birlikte;
detayli anatomik, morfolojik, palinolojik ve kimyasal ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizin amaci Asperula cinsinin Cynanchicae (DC.) ex. Boiss grubu iginde
yer alan, Asperula pestalozzae tiirii ve Asperula lilaciflora subsp. phrygia. alttiiriiniin
farmasotik botanik agidan morfolojik, anatomik, palinolojik 6zelliklerini ayrintili olarak
incelemek; kimyasal agidan antioksidan etkilerinin olup olmadigini tespit etmektir. Bu
iki endemik bitki ile ilgili detayl bir calisma olmamasi nedeniyle, elde edilen bulgularin
literatiirdeki eksikleri gidermesi agisindan Oncii bir ¢alisma olacag diisiiniilmektedir.
Ayrica, ¢alisma sonucunda ortaya konulan verilerin ileride yapilacak g¢alismalara 151k

tutacag1 ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Arazi Alanlar1 Hakkinda Genel Bilgi
2.1.1. Bilecik ili ve Boziiyiik ilcesi

Bilecik ili, Marmara Bolgesi’nin gliney dogusunda; Eskisehir’in kuzeybatisinda
yer alir. Ayrica I¢ Anadolu, Ege, Karadeniz ve Marmara bélgelerinin kesisim alaninda
bulunur. Yiiz 6l¢iimii 4.321 km? olup, rakimi 500 m’dir. Sehir bolgelerin kesisim
noktasinda oldugundan, geg¢is iklimine sahiptir ve mikro-klima iklim boélgeleri goriiliir.
Genel olarak tepelik alanlar, dik ve derin vadilerle yarilmis asinim diizliikler ilin
topografik yapisini olusturur. ilin en 6nemli su kaynag1 Sakarya Nehri’dir. Ug bitki
cografyasi olan Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan bélgelerin kesisim noktasinda
bulundugu icin dogal bitki drtiisii oldukca zengindir. ilin yaris1 ormanlar ile kaphdir ve
cesitli endemik bitki tiirlerine de ev sahipligi yapar. il smirlarinda 292 bitki taksonu
bulunmakla birlikte, bu taksonlarin 49 tanesi endemik bitkidir (http-2; http-3; http-4).

Bilecik’in giineyinde kalan ilgesi Boziiyiik’tiir. Marmara Bolgesi sinirlart i¢inde
yer alir. Doguda Eskisehir, giineyde Kiitahya, batida Inegdl ve Domanig ilceleri,
kuzeybatisinda Pazaryeri ilgesi ile cevrilidir. Yiiz 6l¢iimii 928 km?, rakimi 740 m’dir.
Marmara’da olmasina ragmen karasal iklim goriiliir. Genel olarak dogal bitki Ortiistinde
karagam, kizilcam, kayin ve meselerden olusan ormanlar goriilmekle birlikte; algak

alanlarda otsu bitkiler ve ¢aliliklar bulunur (http-5).
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Sekil 2.1. Bilecik ilgelerini gosteren harita (http-5)



2.1.2. Eskisehir ili ve inonii ilgesi

Eskisehir ili, I¢ Anadolu Bolgesi’nin kuzeybatisinda yer alir. Yiizél¢iimii 13.902
km? olup, rakim1 792 m’dir. Sehrin biiyiik kisminda karasal iklim mevcut iken; kuzeyinde
Bat1 Karadeniz Boliimii’niin yar1 nemli iklimi, bat1 ve giineyinde ise Akdeniz gecis iklimi
etkileri goriliir. Sakarya ve Porsuk havzalarini gevreleyen daglar ve diizliikler ilin
topografik yapisini meydana getirir. En 6nemli su kaynaklar1 ise Porsuk baraji,
Gokgekaya baraji ve Yenice barajidir. Iran-Turan bitki cografyasinda bulunan ilin dogal
bitki ortiisii cogunlukla bozkirlar olup, bu dogal goriinlime agaclar da eslik etmektedir.
I1 smirlarinda 538 bitki taksonu bulunmakla birlikte, bu taksonlarin 122 tanesi endemik
bitkidir (http-2; http-6).

Eskisehir’in kiigiik ilgelerinden biri de Inénii’diir. Marmara, I¢ Anadolu ve Ege
Bolgelerinin kesistigi alanda yer alir. Bat1 ve kuzeyde Bilecik, giineyde Kiitahya, doguda
Eskisehir Merkez ile cevrilidir. Yiizolciimii 341 km?, rakimi1 840 m’dir. Karasal iklim
goriilmekle birlikte, genel olarak bozkir ve ormanlar dogal bitki ortiisiinii olusturur (http-
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2.2. Rubiaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. Rubiaceae familyasinin Diinya’da ve Tiirkiye’deki yayilisi

tiyelerinin diinya tizerinde 620 cins ve yaklasik 13000 tiirii yayilis gostermekte (Bremer,
1996; Bremer ve Eriksson, 2009) ve bu say1 tiim ¢igekli bitkilerin yaklasik % 4’{ine
karsilik gelmektedir (Robbrecht ve Manen, 2006). Rubiaceae liyeleri, genellikle tropikal-
subtropikal bolgelerde yetisen, birgok ¢evresel kosula uyum saglayan (Baytop, 1977) ve
diinya genelinde hemen hemen her alanda yayilis gosterebilen kozmopolit bir familyadir

(Soza ve Olmstead, 2010). Tiirkiye’de 13 cins ve 234 takson ile temsil edilen familyanin

Kapal1 tohumlularin (Angiospermae) en genis dordiincli familyasi olan Rubiaceae

endemizm orani yaklasik %38,5 olarak ¢ikmaktadir (http-1).

Sekil 2.3. Rubiaceae familyasinin Diinya iizerindeki yayilisi (hitp-8)

Tiirkiye’de bu familyaya ait 13 cinsin kaydi bulunmaktadir. Bu cinslerin isimleri

asagidaki gibidir (http-1).

Asperula L. (Belumotu)
Callipeltis Steven (Nermik)
Crucianella L. (Hagotu)
Cruciata Mill. (Sarilikotu)
Galium L. (Yapiskanotu)

Mericarpaea Boiss. (Merikarpotu)



. Oldenlandia L. (Bataklikotu)

. Plocama Aiton (Belumgalisi)
. Rubia L. (Kokboyast)

. Sherardia L. (Gokorenotu)

. Theligonum L. (Kusyiiregi)

. Valantia L. (Orenotu)

. Wendlandia Bartl. ex DC. (Yalancikurtbagri)

2.2.2. Rubiaceae familyasinin sistematikteki yeri ve filogenisi

Regnum (Alem): Plantae —Bitkiler

Subregnum (Alt Alem): Tracheobionta — Damarli Bitkiler
Superdivisio (Ust BSliim): Spermatophyta —Tohumlu Bitkiler

Divisio (Boliim): Magnoliophyta —Cig¢ekli Bitkiler
Subdivisio (Alt Bliim): Angiospermae —Kapali Tohumlu Bitkiler
Class (Sinif): Magnoliopsida —Cift ¢enekli Bitkiler
Subclass (Alt Sinif): Asteridae

Order (Takim): Rubiales

Family (Aile): Rubiaceae —Kokboyasigiller

(Bremer ve Eriksson, 2009; http-9)

Magnoliopsida bulunan en genis siniflardan biridir. Rubiaceae familyas1 dogal ve
monofiletik bir grup olarak kabul edilmistir. Rubiaceae familyasinin taksonomik
siniflandirmasi oldukg¢a karigiktir ve halen doldurulmasi gereken bazi bosluklar
bulunmaktadir. Schumann 1891 yilinda familyay: 2 alt familyaya ayirmistir ki bunlar;
Cinchonoideae ve Coffeoideae’dir. Buna ilaveten daha sonra gelistirilen yontem ve
analizler ile alt familya simiflandirmasi bircok kez degismistir. Robbrecht’e gore
(1988,1993) yapilan smiflandirmada familya Rubioideae, Cinchonoideae, Antirheoideae
ve Ixoroideae olmak tizere 4 alt familyaya ayrilmistir.

Fakat son yapilan filogenetik c¢alismalar ile Rubioideae, Cinchonoideae ve

Ixoroideae olarak 3 alt familyaya ayrilmaktadir (Sekil 2.4). Molekiiler ¢aligmalar



tarafindan, Antirheoideae’nin polifiletik oldugunun gosterilmesi, onun bir alt familya
olarak kabul edilmesini engellemistir. Bununla birlikte tiirlerin zenginliginden dolay1 da
bu alt familyalar toplamda 43 gruba (tribe, oymak) ayrilmistir (Bremer, 1996; Jansen vd.,
2002; Bremer ve Eriksson, 2009; Martins ve Nunez, 2015).

RUBIACEAE
FAMILYASI

A Ve Lo 3.

S Alt familya : :
INTEY B e = T S Y . >
Alt familya - Alt family:
Alt familya roRider: Alt family

Rubioideae

Sekil 2.4. Rubiaceae familyasina ait alt familyalarin sematik gosterimi (Martin ve Nunez, 2015)

Bu familya i¢indeki 43 gruptan, Rubieae grubu (Oymak) en genis olanidir. 12 cinsi
ve 1000 tiirii kapsamaktadir. Rubieae makro ve mikro evrim ¢alismalari i¢in 6nemli bir
gruptur. Rubieae grubunun one ¢ikan o6zellikleri, 4 ya da daha fazla parga ile yaprak-
halkalarinin gelisimidir. Grubun temel kromozom sayist x=9-12’dir. Bununla birlikte,
taksonomik ayrim i¢in yasam formu, korolla tiibii, meyve yapisi, polen tipi gibi baska
karakterlerde kullanilmaktadir (Bremer ve Manen, 2000; Ehrendorfer vd., 2018).

Rubieae monofiletik bir gruptur, morfolojik ve molekiiler sinapomorfinin her
ikisini de tasirlar. Bunun yani sira, Rubieae’nin siniflandirilmasi ve tanimlanmasi
ozellikle Asperula ve Galium gibi biiylik cinslerde problemli olabilmektedir. Ciinkii
Asperula igindeki bazi taksonlar Galium’a morfolojik olarak benzerlik gosterirler (Soza
ve Olmstead, 2010; Akdeniz, 2019).



2.2.3. Rubiaceae familyasinin morfolojik ozellikleri

Otsu, odunsu, tek ya da ¢ok yillik bitkiler. Yapraklar tam, karsilikli ve stipulali.
Stipula yaprak saplar1 arasinda ve birbiriyle kaynagmis ya da cogunlukla yaprak seklinde.
4-10 ya da daha fazla yapraklar halka seklinde. Ci¢cek durumu tirsus. Brakteli ya da degil.
Cicek durumu seyrekten yoguna dogru kapitat ya da spikat. Cigekler cogunlukla
hermafrodit, ¢ok nadir tek eseyli, genellikle 4-5 pargali ve aktinomorf simetrili. Sepaller
cogunlukla serbest, bazen indirgenmis, halde. Korolla gamopetal, yayik, boru, huni,
tekerlek ya da ¢an seklinde. Tiip kisadan uzuna dogru, loblar burulmus, {ist {iste binmis
ya da kenarlar1 birbirine degen sekillerde. Stamenler petallerin {lizerinde, korolla parcalar1
ile almagik dizili. Ovaryum alt durumlu, ¢ogu zaman sadece 2-gozlii. Her bir géz 1 ya da
daha ¢ok oviilli. Meyve bir drupa, bakka, kapsiil ya da 2 merikarpa ayrilan bir sizokarptir
(Davis, 1982).

2.2.4. Rubiaceae familyasinin kimyasal icerigi

Rubiaceae ailesi biiyiik farmakolojik potansiyelli biyoaktif metabolitler iiretmeleri
ile karakterizedirler. Bu metabolitler, tibbi amagla ve kemotaksonomik calismalarda
kullanilmaktadir. Bu maddeler ¢ok ¢esitli olmakla birlikte; agirlikli olarak iridoid, indol
alkoloidleri, antrakinonlar, terpenodiler (diterpenler, triterpenler), kumarin, flavanoidler
ve diger fenolik tiirevleri igermektedir. Ornegin; Cinchona tiirlerinin gévde ve kok
kabuklari, kinin alkaloidini tasimaktadir. Asperula odorata, kumarin igeren tiirlerden biri
olarak bilinmektedir (Baytop, 1977; Minareci vd., 2011; Martins ve Nunez, 2015; Kala,
2015).

Monoterpen indol alkaloidleri Rubiaceae familyasi i¢in karakteristik olup, yapilan
kemotaksanomik ¢alisma sonucunda alt familyalarin kimyasal icerikleri tespit edilmistir.
Ixoroideae alt familyasinda iridoidler; Cinchonoideae alt familyasinda diger maddeler
tizerinde daha agirlikli olarak indol alkaloidleri; Rubioideae alt familyasinda ise
antrakinonlar sekonder metabolitlerin ana siniflar1 olarak (Sekil 2.5) ortaya konulmustur.
Bunun yani sira, alt familyalarda bulunan diger metabolitlerde gosterilmistir (Martins ve

Nunez, 2015).
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Sekil 2.5. Rubiaceae familyasimin alt familyalarimin kimyasal ¢esitliligi ve baslica sekonder metabolitleri

(IXO: Ixoroideae RUB: Rubioideae CIN: Cinchonoideae) (Martins ve Nunez, 2015)

2.2.5. Rubiaceae familyasinin ekonomik ve tibbi 6nemi

Rubiaceae familyasi, lilkemizde yogurtotu ailesi, kokboyasi ailesi ve kahve ailesi
gibi farkl adlarla isimlendirilirler (Kala, 2015). Bu isimlerden kokboyasi1 isminin verilme
nedeni, Rubia tinctorum L. tiriiniin ¢ok eski zamanlardan beri yiin boyamacilikta
kullanilmas: gosterilmektedir (Ozgen ve Coskun, 1999). 18. yiizyilda Rubia tinctorum
bitkisinin koklerinden drog elde edildiginden kiiltiirii yapilip, ¢ok miktarda {iretimi
yapilmistir. Kokte bulunan boyar maddeler purpurin ve alizarin olup, elde edilen boyaya
ise "Tirk kirmizis1” veya "Edirne kirmizisi" adi verilmistir. Familyadaki Galium tiirleri,
tasidig1 enzim nedeniyle, yogurt mayalanmasinda kullanilmistir. Buna ilaveten, Galium
tiirlerinin ¢cogundan, ester ve lakton grubu tasiyan asperulozit elde edilmektedir. Bu
madde, bir iridoit heteroziti olup, ditiretik, antiromatizmal ve antispazmodik etkileri ile
tibbi agidan 6nem tagimaktadir (Tanker ve Tanker, 1991).

Aktif molekiiller ya da ilag prototipleri olarak, yeni biyoaktif maddeleri liretebilen
yeni bir kaynak olarak bu familya gosterilmektedir. Bu familyadaki bitkilerin ¢ogunun
halk tibbinda kullanimi1 yaygindir. Bazi tiirlerin antienflamatuar, analjezik, antibakteriyel,
mutajenik, antiviral, antioksidan etkilere sahip olmasiyla birlikte, merkezi sinir sistemi
tizerinde ve damar hastaliklar1 tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Martins ve Nunez,
2015).

Ixoroideae altfamilyasinda bulunan Coffea cinsi ekonomik olarak en Onemli
cinslerden biridir. En bilinen tiiri ise Coffea arabica L.’dir. Vatan1 Afrika olmakla

birlikte, tropik bolgelerde yetistirilen kiigiik bir aga¢ veya agacciktir. Tohumlar1 kafein
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alkaloidi igermektedir. Bu alkaloid bronkodilator, vazokontriktor olarak, ditiretik,
merkezi sinir sistemini uyarict ve hazmi kolaylastiric1 olarak etki eder. Ayrica migren
ilaglarinin bilesenleri arasinda da yer almaktadir. Ayrica i¢ecek olarak kullanilmasiyla,

ticareti yapildigindan dolayr ekonomik agidan biiyiik 6neme sahiptir (Baytop, 1977;
Martins ve Nunez, 2015).
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2.3. Calisilan Cins Hakkinda Bilgiler
2.3.1. Asperula cinsinin Diinya’da ve Tiirkiye’deki yayilisi

Asperula cinsinin Diinya’da 183 tiiri ve 230 taksonu yayilis gostermektedir
(Mineraci ve Yildiz, 2010; Oztiirk, 2013).

B egzotik 0 verli

Sekil 2.6. Asperula cinsinin Diinya’daki yayilist (http-10)

Tiirkiye’de ise toplam alttiir ve varyeteler ile birlikte 58 taksonu yetigir (Tablo 2.1).
Anadolu’nun kuzeydogusu ile giineybatisinda yayilis gosteren taksonlarin 26 tanesi
endemiktir. Rakamlar dikkate alindiginda, cinsin endemizm orani, yaklasik olarak

%45°dir (Kalyoncu vd., 2009; Minareci ve Yildiz, 2010; http-1).

Tablo 2.1. Tiirkiye deki Asperula taksonlarimin isimleri, endemikligi ve tehlike kategorileri (http-1)

TAKSON ADI | Endemik | Kategori
Asperula affinis Boiss. & A.Huet
Asperula anatolica
Asperula arvensis L.
Asperula bargyli Gomb.

Asperula bornmuelleri Velen. END LC
Asperula brevifolia Vent. END LC
Asperula bryoides Stapf END CR
Asperula capitellata Hausskn. & Bornm. END VU
Asperula cilicia Hausskn. ex Ehrend. END CR
Asperula cymulosa (Post) Post END VU

12



Tablo 2.1. (Devam) Tiirkiye 'deki Asperula taksonlarimin isimleri, endemikligi ve tehlike kategorileri
(http-1)

Asperula daphneola O.Schwarz END VU
Asperula glareosa Ehrend.

Asperula glomerata (M.Bieb.) Griseb.

Asperula glomerata subsp. condensata (Ehrend.) Ehrend.

Asperula glomerata subsp. condensata var. condensata (Ehrend.) Ehrend.
Asperula glomerata subsp. condensata var. filiformis Bornm.

Asperula glomerata subsp. eriantha (Hausskn. ex Bornm.) Ehrend.
Asperula glomerata subsp. glomerata (M.Bieb.) Griseb.

Asperula gracilis C.A.Mey.

Asperula involucrata Wahlenb.

Asperula kotschyana (Boiss. & Hohen.) Boiss.

Asperula lilaciflora Boiss.

Asperula lilaciflora subsp. lilaciflora Boiss. END NT
Asperula lilaciflora subsp. mutensis Schonb.-Tem. END VU
Asperula lilaciflora subsp. phrygia (Bornm.) Schonb.-Tem. END LC
Asperula littoralis Sm. END VU
Asperula lycia Stapf END CD

Asperula molluginoides (M.Bieb.) Rchb.
Asperula nitida Sm.

Asperula nitida subsp. hirtella (Boiss.) Ehrend. END NT
Asperula nitida subsp. nitida Sm.

Asperula nitida subsp. subcapitellata Ehrend. END
Asperula orientalis Boiss. & Hohen.

Asperula pestalozzae Boiss. END LC

Asperula pontica Boiss.

Asperula prostrata (Adams) K.Koch

Asperula pseudochlorantha Ehrend.

Asperula pseudochlorantha var. antalyensis (Ehrend.) Minareci & K.Y1ldiz END
Asperula pseudochlorantha var. pseudochlorantha Ehrend. END
Asperula purpurea (L.) Ehrend.

Asperula purpurea subsp. apiculata (Sibth. & Sm.) Ehrend.

Asperula rumelica Boiss.

Asperula serotina (Boiss. & Heldr.) Ehrend. END NT
Asperula setosa Jaub. & Spach

Asperula sintenisii Asch. ex Bornm. END EN
Asperula stricta Boiss.

Asperula stricta subsp. elmaliensis Schonb.-Tem. END
Asperula stricta subsp. grandiflora Schénb.-Tem. END
Asperula stricta subsp. latibracteata (Boiss.) Ehrend. END LC
Asperula stricta subsp. monticola Ehrend. END LC
Asperula stricta subsp. stricta Boiss.

Asperula suavis Fisch. END LC

Asperula taurina L.

Asperula tenella Heuff. ex Degen

Asperula tenuifolia Boiss.

Asperula virgata Hub.-Mor. ex Ehrend. & Schonb.-Tem. END EN
Asperula woronowii V.I.Krecz. END VU
Asperula xylorrhiza Nabelek

**END: Endemik, EX: Tiikenmis, CR: Kritik, EN: Tehlikede, VU: Duyarli, CD: Korumaya tabi,
LC: Diigiik Riskli, NT: Tehdite Yakin (http-1; http-11)
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Bu listedeki taksonlar incelendiginde, Bilecik ilinde yayilis gdsteren taksonlarin
Asperula lilaciflora alttiir phrygia, Asperula pestalozzae, Asperula rumelica Boiss.,
Asperula arvensis; Eskisehir ilinde yayilis gosterenlerin Asperula bornmuelleri Velen.,

Asperula involucrata, Asperula arvensis oldugu goriilmektedir (http-12).

© Asperula lilaciflora alttiir phrygia
@ Asperula pestalozzae

O Asperula rumelica

© Asperula arvensis

Sekil 2.7. Bilecik 'te (isaretli alan) bulunan Asperula taksonlarinin yayilisi (http-12)

© Asperula bornmuelleri
@ Asperula involucrata
© Asperula arvensis

Sekil 2.8. Eskisehir de (isaretli alan) bulunan Asperula taksonlarmmn yayilist (http-12)
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2.3.2. Asperula cinsinin sistematikteki yeri ve filogenisi

Regnum (Alem): Plantae —Bitkiler

Subregnum (Alt Alem): Tracheobionta — Damarh Bitkiler
Superdivisio (Ust Béliim): Spermatophyta —Tohumlu Bitkiler
Divisio (Bdliim): Magnoliophyta —Cigekli Bitkiler
Subdivisio (Alt Bolim): Angiospermae —Kapali1 Tohumlu Bitkiler
Class (Simif): Magnoliopsida —Cift ¢enekli Bitkiler
Subclass (Alt Sinif): Asteridae

Order (Takim): Rubiales

Family (Aile): Rubiaceae —Kokboyasigiller
Subfamily (Alt Aile): Rubioideae

Tribe (Oymak): Rubieae

Genus (Cins): Asperula L. — Belumotu

(Bremer ve Eriksson, 2009; http- 9)

Asperula cinsi, Rubiaceae familyasinin, Rubioideae alt familyasinda yer
almaktadir. Rubioideae 16 (tribe) gruba ayrilir ki, bu gruplardan biri de Rubieae’dir.
Rubieae’nin temel kromozom sayisi x=9-12 olup, iginde 9 cinsi (Rubia, Asperula,
Galium, Relbunium, Didymaea, Cruciata, Phuopsis, Sherardia, Valantia)
bulundurmaktadir (Bremer ve Manen, 2000; Bremer ve Eriksson, 2009).

Ehrendorfer ve Barfuss tarafindan, 2014 yilinda atpB- rbcL ve rpL32-trnL DNA
dizilerinin analizi ile biitiin temel Rubieae kladlarinin filogenetik iligkisine bakilmis ve
bir filogenetik aga¢ modellemesi yapilmistir (Sekil 2.9). Sonuglara bakildiginda ise
Kelloggiinae, Rubiinae (Didymaea, Rubia) ve genis bir st kladin yer aldigi
goriilmektedir. Polifiletik Asperula cinsi, V numarali kladin B kolunda yer alir
(Ehrendorfer ve Barfuss, 2014).
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Sekil 2.9. Rubiaceae-Rubieae 'nin ileri stiriilen filogenetik agact
(Ehrendorfer ve Barfuss, 2014)

Daha sonrasinda yapilan bir baska ¢alismada, Rubieae grubunun hem morfolojik
ve biyocografik 6zellikleri hem de kloroplast DNA dizileri kullanilarak filogenetik iligkisi
incelenmistir. Calismanin sonuglar1 dikkate alindiginda, Kelloggiinae, Rubiinae ve
Galiinae isminde 3 biiyiik kladin grubu olusturdugu goriilmektedir. Galiinae kladi en
genis cinsler olan Galium ve Asperula cinslerini igerir (Ehrendorfer vd., 2018).

Bununla birlikte, Asperula cinsi alt1 ayr1 seksiyona ayrilir. Bunlar; Oppositifoliae
Schischkin., Asperula, Cruciana Griseb., Glabella Griseb., Thliphthisa (Griseb.) Ehrend.
ve Cynanchicae’dir (Davis, 1982; Oztiirk, 2013). Asperula cinsinin tanimlanmasinda
cogunlukla cicek durumu kullanilmaktadir (Tablo 2.2). Birbirine yakin akraba olan
Asperula ve Galium arasindaki en 6nemli farkin ise ¢igek sapi, gicek tiipii ve brakteolde
oldugu (Tablo 2.3) goriilmektedir (Akdeniz, 2019; Gargiulo, 2013).
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Tablo 2.2. Asperula cinsi ve yakin cinslerin teshis anahtarindaki ayrimi (Davis, 1982)

1. Cigekler basaklarda, her braktenin ekseninde sapsiz 1(-3)¢i¢ekli ------------------ 1. Crucianella
1. Cicekler kimdz panikiil ya da bagak
2. Tek yillik; kaliks 4-6 disli, meyvede kalict 2. Sherardia

2. Tek ya da ¢ok yillik; kaliks diismiis

3. Cigekler sapsiz ya da ovaryumdan daha kisa sapli, genellikle brakteollii----3. Asperula

3. Cigekler ovaryumdan daha uzun sapli, brakteolsiiz 4. Galium

Tablo 2.3. Asperula ve Galium arasindaki farkiklar

CINSLER
Asperula Galium

Yapraklar e 4-6yadadaha fazla e 4-14 sayida
Cicek sap1 o Pedisel yok veya pediseller e Pediseller  genellikle

ovaryumdan daha kisa ovaryumdan daha uzun
Brakteol e  Cigekler brakteollii e  (Cigekler brakteolsiiz
Kaliks e Yok e  Genellikle yok
Korolla e (3-) 4-5 pargali, loblar e (3-) 4 pargali, loblar

tiipten daha kisa tiipten daha uzun

2.3.3. Asperula cinsinin morfolojik 6zellikleri

Tek ya da ¢ok yillik otsular, algak ¢alilar. Yapraklar 4-6 veya ¢ok sayida cevrel
diziligli. Stipullar nadiren indirgenmis. Cicekler gevsek panikulalarda ya da basciklarda.
Cicekler hermafrodit, sapsiz veya ovaryumdan daha kisa sapli ve genellikle braktelerin
koltugunda ve brakteollerin karsisinda yer alirlar. Kaliks eksiktir. Korolla (3-)4-5 pargali,
cansi, yayik laminali boru ya da huni seklindedir. Korolla loblari tiipten daha kisadir. Cok
nadir + tekerleksi ve indirgenmis, genellikle sarimsi, kirmizimsi veya yesilimsi, bazen
beyaz renktedir. Stilus 2, + esit dalli ve stigmalar klavat-kiiremsidir. Meyve 2 kuru,
yumurtamsi sekilde, papillaly, tiiysiiz veya tliylii (fakat asla ucu kanca gibi kivrilmis degil)

merikarplardan olusur (Davis, 1982; Minareci, 2007).
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Sekil 2.10. @) Yapraklarn dizilis sekli sematik (http-13) b) Cigek durumunun yapist sematik
(http-14) ¢) Korolla sekilleri sematik (http-15)

2.3.3.1. Asperula pestalozzae Boiss. tiiriiniin morfolojik ézellikleri ve yayilist

Kiimeler halinde yetisen yar1 ¢alimsilar. Govde tabanda yogun yaprakli, ¢igekli
govdeler (13-)20-60 cm, dort koseli, tiiysiiz ya da alt kisimlarda kisa sert tiiylii. Yapraklar
4-15(-25)x0,3-0,75 mm, seritsi - ipliksi, u¢ta mukronat- aristat, yaklasik 0,7 mm, belirgin
geriye kivrik, kisa sert tiiyld, tliysiiz ya da tliyler hemen hemen yayik-geriye yatik. Cigcek
durumu dallarin ug koltugunda bas seklinde simdz, nadiren 1-2 vertisilli. Brakteler 2-4
mm, lanseolat -ovat, ¢ogunlukla aristali, kenar1 ince disli ya da tam ve tiiysiiz. Korolla
acik pembe, 2-3 mm, huni seklinde, tiibiin 2 kat1 kadar uzun ya da daha kisa, sivri loblar,
dis ylizeyde hemen hemen kisa sert tiiylii, bazen tiiysiiz. Ovaryum papillali. Merikarplar
2 mm, sigilli ve koyu kahverengidir (Davis, 1982).

Kayalik yamaglarda, steplerde, kalker tasi, kumtasi, kiregli toprak ile killi alanlarda
300 ila 2300 m yiiksekliklerde yetisir. Endemik olup, Karadeniz ve Orta Anadolu’daki
alanlarda yayilis (Sekil 2.11) gostermektedir (Davis, 1982; http-1).
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Sekil 2.11. (I¢) Giiney Marmara Béliimii, (2a) Bati Karadeniz Boliimii, (2b) Orta Karadeniz Boliimii,
(2¢c) Dogu Karadeniz Béliimii, (4b) Orta Kizilirmak Boliimii, (4c) Yukarit Kizilirmak Boliimii
(http-1)

2.3.3.2. Asperula lilaciflora Boiss. tiiriiniin morfolojik ézellikleri ve yayilist

Algak, gevsek bigimde kiimeler olusturan yari ¢alimsilar. Govdeler (10-)15-35 cm,
dik ya da yiikselici, alt kisimlar hemen hemen yuvarlak, kisa tiiylii; tist kisimlar kdseli +
tilysliz, bazen ¢igek durumuna kadar tiiylii. Taban yapraklar 2-7x0,6-1 mm, oblong -
oblanseolat; iist govde yapraklari (8-)10-20x0,3-0,75 mm, seritsi-biz seklinde, 1 mm
saydam ug¢lu, belirgin geriye kivrik, genellikle kisa hispit tiiylii. Cigek durumu basit ya da
dallanmis, az ya da ¢ok ¢igekten olusan simozler halinde, vertisiller mesafeli. Brakteler
1,5-6 mm, lanseolat - genisce ovat, aristali, genellikle diizensiz disli. Korolla a¢ik pembe
- pembe, 3-8 mm, huni-boru seklinde, dis yiizeyi tiiysiiz ya da tiiylii. Lanseolat-akuminat
loblar 1,5-3 mm, korolla loblari tiipe esit ya da tiibiin 3 kat1 kadar daha kisa. Ovaryum
papilali- tiiylii. Merikarp 2-3 mm. Tiir, belli morfolojik farkliliklar ile 5 alttiire (Tablo
2.4) ayrilmaktadir (Davis, 1982).
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Tablo 2.4. Asperula lilaciflora alttirlerinin ayrim anahtar: (Davis,1982)

1.0varyum hispit tiiylii; bitki + yogun olarak tiiylii; korolla 4-4,5 mm ------------ subsp. mutensis

1. Ovaryum sadece papilli; bitki az yogun olarak tiiylii; korolla 4-8 mm

2. Korolla tlipii + 2-3 mm loblara esit sekilde; ¢icekli govdeler alttan 1/3 de dallanmuis; bitki 15-20(-
25) cm, oldukga sert ve = tityli subsp. lilaciflora

2. Korolla tiipii 1,5-2 mm loblardan 2-3 kat kadar uzun; ¢icekli govde orta kismin yukarisindan
dallanmig ya da + basit; bitki genellikle daha uzun, 35 cm kadar, ¢ok gevsek ve egik, en azindan
yukarida tiiysiiz

3. Korolla (4-)5-8 mm; ¢igek durumu + dallanmig subsp. phrygia
3. Korolla 4-5 mm; ¢igek durumu hemen hemen dallanmamis
4. Bitki beyazimsi, mum tabalali; yapraklar 0,6-0,75 mm genisliginde ------------- subsp. runemarkii

4. Bitki beyazimsi, mum tabalali degil; yapraklar 0,4-0,6 mm genisliginde --------------- subsp. coa

Korolla tiipiiniin uzunlugu ve ¢icek durumunun dallanmis ozelligiyle diger alt
tiirlerden ayrilan Asperula lilaciflora subsp. phrygia, stepler, mese ve ¢am ormanlarinda,
300 ila 1400 m yiksekliklerde yetisir. Endemik olup, Bati ve Orta-Bati Anadolu’daki
alanlarda yayilis (Sekil 2.12) gostermektedir (Davis, 1982; http-1).

Sekil 2.12. (I¢) Giiney Marmara Béliimii, (3a) Asil Ege Boliimii, (3b) I¢ Bati Anadolu Boliimii,
(4a) Yukar: Sakarya Boliimii, (4¢) Konya Béliimii, (6a) Antalya Boliimii (http-1)
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2.3.4. Asperula cinsinin kimyasal icerigi ve tibb1 6nemi

Asperula tiirlerinin ¢icekli dal uglarinda, siitii kestirmekte kullanilan bir enzim
bulunmakta ve bu enzim yogurt yapiminda kullanilmaktadir. Bu yilizden “yogurt otu”
olarak isimlendirilmektedir. Fakat “yapiskanotu” adinin kullanimi daha yaygindir.
Giincel kaynaklarda ise, “belumotu” olarak gegmektedir. Asperula cinsini temsil eden
tirtic Asperula arvensis olup, igerdigi polifenol asitler, iridoitler, tanen ve flavonlar
sayesinde kan ve lenf sistemi temizleyicisi, cilt hastaliklar1 ve kanser tedavileri igin tibbi
amagla kullanilmaktadir (Baytop, 1999; http-1).

Asperula octonaria Klokov tiiriiniin toprak {istii kistmlarinin (herba) infiizyonu halk
tibbinda ditiretik olarak kullanim1 bulunmaktadir. Ayrica yapilan kimyasal ¢alismalarda,
toprak alt1 kisimlarinin antrakinonlar; toprak istii kisimlarinin da hidroksisinnamik asit,
flavonoid ve iridoid i¢erdigi belirlenmistir (http-16).

Asperula odorata tiirii kumarin igerigine sahip olup, ¢icekli siirgiinleri diyare
karsiti, tonik ve ditiretik etkisiyle halk ilac1 olarak kullanilmaktadir. Aynu tiir ile yapilan
calismada fenolik bilesenlerin iginde, klorojenik asitin en etkili bilesen oldugu tespit
edilmistir (Baytop, 1977; Yurchenko vd., 2015). Diger tiirlerin ¢ogu ise iridoid glikozit,
kardenolitler, flavonoitler, kinonik bilesenler igerir. Asperula arvensis ile yapilan
kimyasal ¢alismalarda dokuz farkli flavonol glikozitin izole edildigi goriilmektedir
(Giivenalp ve Demirezer, 2005; Ozgen vd., 2006). Asperula lilaciflora tiiriiniin kimyasal
iceriginde de iridoitler ve flavonoitlerin oldugu bir c¢alisma ile gosterilmistir

(Kirmizibekmez vd., 2014).
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2.4. Literatiir Bilgisi

Asperula ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, genellikle fitokimyasal ve
filogenetik ¢aligmalarin ¢ogunlukta oldugu goriilmektedir. Tiirkiye endemikleri olan
taksonlar tizerinde caligmalar az sayida olmakla birlikte, genellikle kok-polen morfolojisi
ve anatomisi arastirilmistir. Ayrica ¢alismadaki endemik taksonlarin daha c¢ok flora
caligmalarinda yer aldigi goriilmiistiir. Cins ile ilgili yapilan literatiir incelemesinin

sonugclari, asagida kronolojik olarak siralanmistir.

2.4.1. Flora ¢calismalari

Bilecik-Bursa florasini belirlemek i¢in, 1992-1995 yillar1 arasinda bitki drnekleri
toplanmis, A2 ve B2 karelerinden 505 takson sunulmustur. Bunlarin 9 tanesinin A2; 56
tanesinin B2 karesi i¢in yeni kayit oldugu belirlenmistir. Caligmanin son kisminda
taksonlar listelenmis olup, listede 3 adet Asperula cinsine ait takson (Asperula
pestalozzae, A. tenella, A. involucrata) rapor edilmistir. (Tiire ve Tokur, 2000).

Baska bir ¢alismada Bilecik ilinde bulunan Giiliimbe Dagi’nin bitki ¢esitliligi
incelenmis ve inceleme alanindan 1035 6rnek toplanmustir. Tespit edilen 456 tiir ve tiir
alt1 taksonun 63 tanesi A2 karesine yeni kayit olarak gecirilmistir. Floristik listenin
icerisinde Asperula pestalozzae, A. tenella, A. arvensis tiirlerinin isimleri de bildirilmistir
(Ocak ve Tokur, 2000).

2001°de Bolu-Bartin-Zonguldak illerinin findik bahgelerinden 6rnekler toplanarak,
alanin florasi ¢ikarilmigtir. 1999-2000 yillar1 arasinda 710 bitki 6rnegi toplanmaistir.
Ornekler arasinda 4 adet endemik bitki; A3 karesi igin 31; A4 karesi igin 7; A3 ve A4
karelerinin her ikisini kapsayan alanda ise 5 yeni kayit elde edilmistir. Florada, Asperula
involucrata tiiriiniin de listelendigi goriilmiistiir (Basaran ve Adigiizel, 2001).

Arazi calismast 1996-1998 yillar1 arasinda yapilan, floristik baska bir ¢calismada
Musaozii goleti (Eskisehir) ve cevresinin ekolojik ozelligi ile bitki cesitliligi
incelenmigstir. 302 takson tespit edilmis ve risk kategorilerine bakilmistir. Floraya gore
endemizm oraninin ise %9,2 oldugu bildirilmistir. Ayrica floristik listede, Asperula
lilaciflora subsp. phrygia ve A. arvensis takson isimlerinin varligi tespit edilmistir (Erdir
ve Tiire, 2003).

B3 karesinde yer alan Emirdaglarinin kuzey yarisinin florasi arastirilmistir.

Inceleme alanindan toplanan 754 bitkinin teshisi yapilmis olup, 47 taksonun B3 karesinde
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yeni kayit olduklari tespit edilmistir. Listelenen taksonlar arasinda, Asperula lilaciflora
subsp. phrygia ve A. arvensis kayitlarinin oldugu goriilmektedir (Kose ve Ocak, 2004).

2004 de Eskisehir, Mihalicgik ilgesinin florasi ¢alisilmis ve 85 familya, 302 cins ve
539 takson tespit edilmistir. %12,57 endemizm orani1 bulunmustur. 24 taksonun A3; 40
taksonun B3 taksonu i¢in yeni kayit oldugu tespit edilmistir. Tiim flora kaydi icerisinde
Asperula cinsine ait 4 taksonun bulundugu gézlemlenmistir. Bunlar; Asperula glomerata
(Bieb.) Griseb. subsp. glomerata, A. lilaciflora subsp. phrygia, A. stricta Boiss. subsp.
latibracteata (Boiss.) Ehrend. ve A. involucrata’dir (Ozaydin ve Yiicel, 2004).

Bilecik ilinde yer alan, Ahi dag1 ve ¢evresinin bitki ¢esitliligi ile ekolojik 6zellikleri
yiiksek lisans tezi olarak aragtirilmistir. Calisma alanindan 461 takson elde edilmistir. 22
taksonun kiiltiir bitkisi, 43 taksonun caligma alani i¢in yeni kayit ve 25 taksonun ise
endemik oldugu tespit edilmistir. Ayrica floristik listenin i¢inde Asperula tenella,
Asperula involucrata, Asperula arvensis taksonlar bildirilmistir (Tiire vd., 2007).

Afyonkarahisar’da yapilan floristik ¢aligmada, yayilis gosteren 2000 farkli tiir ve
alttiir tespit edilmistir. Bu taksonlarin 5 tanesinin Afyonkarahisar iline, 330 tanesinin
Tiirkiye’ye endemik oldugu bulunmustur. Bitkilerin tehlike kategorileri de belirlenip liste
yapilmustir. Bu listede Asperula cinsinden 5 taksona yer verilmistir. Bunlar; Asperula
lilaciflora subsp. lilaciflora, A. lilaciflora subsp. phrygia, A. nitida Sm. subsp. hirtella,
A. stricta subsp. latibracteata, A. stricta Boiss. subsp. monticola olarak goriilmektedir
(Kargioglu vd., 2007).

Eskisehir ili, Kalabak havzasindan 2001-2003 yillarinda toplanan bitki 6rnekleri
incelenip, 575 takson bulunmustur. Bu taksonlardan 80 tanesinin endemik, 91 taksonun
ise B3 karesi icin yeni kayit oldugu bulunmustur. Olusturulan flora listesine bakildiginda
ise 2 taksonun Asperula’ya ait (A. lilaciflora subsp. phrygia ve A. involucrata) oldugu
tespit edilmistir (Ocak vd., 2008).

2008 yilinda, Bursa ili Uludag floras1 doktora tezi i¢in arastirtlmistir. Bitki
orneklerinin teshisi sonucunda, 1308 takson belirlenmistir. Calisma sonucunda
taksonlardan 82 tanesinin A2 ve B2 kareleri i¢in yeni kayit oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda Cirsium eriophorum (L.) Scop.’un varliginin ispatlandigi, Dactylorhiza
maculata (L.) So6 subsp. maculata taksonunun da yeni kayit oldugu sdylenmistir. Ayrica
tiim taksonlarin 169 tanesinin endemik ve 31 tanesinin de Uludag’a 6zgii bitkiler oldugu

belirtilmistir. Flora listesine bakildiginda ise Asperula cinsine ait 5 taksonun (A. nitida
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Sm. subsp. nitida, A. lilaciflora subsp. phrygia, A. taurina L. subsp. taurina, A.
involucrata, A. arvensis) isminin yer aldig1 gortilmiistiir (Daskin, 2008).

B3 karesinde bulunan Hekimdag (Bozdag) flora incelemesi sonucunda 467 takson
belirlenmistir. Taksonlarin 43 tanesinin endemik oldugu; 13 tanesinin ise B3 karesi i¢in
yeni kayit oldugu bilgisine yer verilmistir. Tespit edilen taksonlarin listesinde, Asperula
lilaciflora subsp. phrygia ve A. arvensis kayitlarina rastlanilmistir (Ardig vd., 2011).

Osmaneli (Bilecik) florast 2012 yilinda arastirilmis olup, 969 takson tespit
edilmistir. Flora listesinde, Asperula cinsine ait 4 takson (A. lilaciflora subsp. phrygia, A.
pestalozzae, A. arvensis, A. rumelica) kayit altina alinmistir (Koyuncu vd., 2012).

Kirka (Eskigehir) ve ¢evresinin damarl bitki florasi i¢in yapilmis ¢alismada ise 1
adet Asperula cinsinin alttiiriine ait kayit bulunmaktadir. Bu taksonun Asperula lilaciflora
subsp. phrygia oldugu ve Kunduzlar Baraj sapagi yol kenarlarinda bulundugu bilgisi
verilmistir (Dere vd., 2013).

Bilecik ili Pazaryeri ilgesi ve gevresine ait damarli bitkilerden 2472 tane 6rnek
toplanarak, flora incelemesi yapilmistir. Orneklerin teshisi yapilip, APG III sistemi
kullanilarak floristik bir liste meydana getirilmistir. Asperula arvensis tiiriniin ismi
listede kayit altina alinmistir (Kocaman vd., 2017).

Eskisehir, Yazlikaya vadisi ve ¢evresinin bitki ¢esitliligi incelenmistir. 1130 bitki
ornegi 2009-2010 yillar1 arasinda toplanmistir. 470 takson tespit edilmis olup, bunlarin
70 tanesinin endemik oldugu bulunmustur. Olusturulan floristik listede 2 adet Asperula
taksonuna yer verilmistir (Cingay vd., 2017).

B3 karesinde yer alan Frigya vadisinin floristik listesi ¢ikarilmistir. 2012-2015
yillar1 arasinda 2214 bitki 6rnegi toplanmis ve teshis sonrasi 855 takson tespit edilmistir.
Bitki listesinin diizenlenmesinde ise, APG III sistemi kullanilmistir. Listede A. arvensis,
A. involucrata, A. lilaciflora subsp. phrygia taksonlarinin yer aldig1 goriilmiistiir (Sezer
vd., 2017).

2018 yilinda Ceren Bati Erdem tarafindan, Bilecik Abbaslik kdyiiniin floras1 ve
etnobotanik Ozellikleri incelenmistir. A2 karesinde yer alan kdyden, 1276 Ornek
toplanmis olup bunlarin 650 tanesi tespit edilmistir. Taksonlarin 48 tanesinin endemik,
18 tiiriin ise A2 karesi i¢in yeni kayit oldugu bulunmustur. Calisma sonunda diizenlenen
listede A. pestalozzae, A. tenella, A. involucrata ve A. arvensis tiirlerine yer verilmistir
(Erdem, 2018).
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2.4.2. Morfolojik, anatomik ve palinolojik ¢calismalar

Asperula taurina L. subsp. caucasica (Pobed.) Ehrend. (Syn.: A. caucasica Pobed.)
bitkisinin toprakalti1 kisimlarinda anatomik c¢aligmalar yapilmistir. Bu calismalar
sirasinda, siirinlicii rizom ve koklerden enine ve boyuna kesitler elde edilmistir.
Kesitlerden sematik ve anatomik ¢izimler yapilarak, kok ve rizomlarin farkliliklar
aciklanmistir. Kokteki siiberin tabakanin rizomlardakinden daha kalin oldugu
goriilmistiir. Kok ve rizomlarin her ikisinde de bol miktarda nisasta tanesi ve rafit
demetleri tespit edilmis; kambiyum her ikisinde de gdzlenmemistir (Ozgen ve Coskun,
1999).

Italya’da 2009 yilinda yapilan bir calismada Asperula gussonei Boiss., A.
peloritana Brullo C., Brullo, Giusso & Scuderi, sp. nov. tiirleri arasindaki temel
morfolojik ve ekolojik farkliliklar arastirilmistir. Tirlere ait ¢izimler ayrintili olarak
verilmistir. Yakin oldugu diisiiniilen tiirler ile morfolojik farkliliklar tablolar halinde
Ozetlenmistir (Brullo vd., 2009).

Tirkiye i¢in endemik olan iki yakin akraba Asperula cinsinin karsilastirmali
morfolojik ve polen analizi ¢alismast yapilmistir. Morfolojik 6zelliklerinin ¢ok ufak
farkliliklar gosterdigi saptanmugtir. A. serotina ve A. purpurea subsp. apiculata arasindaki
morfolojik farkliliklar listelenmistir ve en belirgin farkin sadece internod uzunluklari,
yapragin damar kalinlig1 ve pedisel uzunlugu oldugu goriilmiistiir. Polenlerin oranlarinda
belirgin bir fark bulunmamistir. Her iki taksonda da polen tipi sferoidal, seksin yapisi
perforat, siislemesi ise mikroekinat olarak kayit edilmistir (Minareci vd., 2010).

2009-2010 yillarinda Sirnak/Uludere’den toplanan oOrnekler arasinda Asperula
taksonlar1 da bulunmustur. Bunlardan biri yeni tiir Asperula anatolica M. Ozturk sp. nova
olarak kayit edilmistir. Yakin akrabasi olan Asperula comosa ile morfolojik ve palinolojik
olarak karsilagtirllmas1 yapilmis, polen ozellikleri taramali elektron mikroskobu ile
goriintiilenmistir. Asperula comosa polen tipi oblat-sferoidal; Asperula anatolica polen
tipi ise sferoidal olarak tanimlanmistir. Tohumlarimin karsilastirilmasinda testa
hiicrelerinin boyu ve genisligi, 0,1 mm?’de bulunan testa hiicrelerinin sayisinda belirgin
farklar gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda c¢i¢cek durumu, brakte boyutlar1 ve korolla
loblarinda da farkliliklar ortaya konulmustur (Oztiirk, 2013).

Endemik Asperula daphneola’nin, morfolojik anatomik ve palinolojik caligmasi
sonucu elde edilen veriler 2015 yilinda Salih Giicel tarafindan acgiklanmistir. Tohumlarin

1,3-1,8x2,3-2,9 mm ebatlarinda olup ovat sekilde oldugunu; polen tipinin stefanokolpat
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ve polen seklinin ise (P/E=1,06) sferiodal oldugunu belirtmistir. Ayrica kokiin sekonder
bir gelisim gosterdigi, ince kollenkimatik korteks tabakasindaki hiicrelerin rafit kristalleri
igerdigine de deginilmistir. GOvdenin enine kesitinde sirasiyla, ince bir periderm,
parankimatik hiicrelerden olusan bir korteks, merkezde ise sklerankimatik 6z hiicrelerinin
oldugu bildirilmistir. Yapraklarin izolateral sekilde oldugu, orta damar boyunca alt
epidermise kadar kollenkimatik hiicreler i¢erdigi, iletim demetlerinin demet kini1 hiicreleri
ile ¢evrelendigi, alt ve iist epidermisin altinda palizat parankimasinin yer aldigi rapor
edilmistir (Gticel, 2015).

Bir tez galismasi igin, Asperula xylorrhiza Nabelek (siirt belumotu), Asperula
orientalis Boiss. & Hohen. (gbkge belumotu), Asperula arvensis (tarla belumotu)
arastirilmistir. Ornekler Elazig ve Bitlis ¢evresinden toplanmus, taksonlara ait polenler
hem 151k mikroskobu hem de taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir.
Isik mikroskobunda inceleme yapmak i¢in, preparatlar Wodehouse (1935) Metodu ile
hazirlanmistir. Polen morfolojilerinde; polen tipi ve sekli, ekvatoral sekil, ekzin kalinligi,
kolpus eni ve uzunlugu, struktiir, ornamentasyon ve intin kalinlig1 gibi 6zellikler dikkate
alimmustir. Polen sekillerinin prolat-sferoidal ve oblat-sferoidal; ornamentasyonunun

skabrat ve perforat oldugu rapor edilmistir (Akdeniz, 2019).

2.4.3. Kimyasal icerik ve aktivite calismalari

Asperula arvensis tiiriine ait, 9 adet flavonol glikozid analiz edilerek kimyasal
yapilar1 tanimlanmistir. Bilesenler; kersetin; izokersitrin; hiperin; kersetin 7-O-f
galaktopiranozit; kersetin 4’-O-f galaktopironozit; izorhamnetin 3-O-3 galaktopiranozit;
izorhamnetin  5-O-B  galaktopiranozit; aromadendrin 7,4’-dimetil eter 3-O-B
glukopiranozit; izorhamnetin 3-O-f rutinosid’tir. (Giivenalp ve Demirezer, 2005)

Asperula taurina subsp. caucasica alt tiiriiniin toprak alti kisimlari iizerinde
fitokimyasal calisma yapilmistir. Trabzon Magka’dan toplanan bitkinin, rizom ve
koklerinden metanol ile elde edilen ekstraktin igerigi incelenmistir. Sonucunda ise
mollugin, B-sitosterol, munjistin gibi kimyasal bilesikler ve formiilasyonlar1 rapor
edilmistir (Ozgen vd., 2006).

Tiirkiye’de yayilis gosteren Asperula cinsinin Thlipthisa seksiyonunun revizyonu,
2007 yilinda yapilmistir. Calismada Asperula taksonlar1 (A. antalyensis, A. brevifolia
Vent., A. pseudochlorantha Ehrend., A. purpurea subsp. apiculata ve A. serotina)

fitokimyasal, toprak analizi agisindan incelenmistir. Arastirilan tiirlerin hepsinde tanen,
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flabotanen, steroid, flavonoid, ve antrakinon tespit edilirken, saponin hig¢birinde
goriilmemistir. a-tokoferol miktari en yiiksek A. antalyensis ¢ikmistir. Ayrica yetistikleri
topragin pH degerinin 7,1-7,4 degerleri arasinda ve tuzsuz ozellikte oldugu bildirilmistir
(Minareci, 2007).

Baska bir c¢alismada, Liibnan geleneksel tibbinda kullanilan bazi bitkilerin
anjiotensin dondstiiriici (ACE) ve diyabet ile ilgili sindirim enzimlerinin in-Vitro
inhibitor etkileri arastirilmistir. Tibbi kullanimi olan bitkiler arasinda, Rubiaceae
familyasindan Asperula glomerata (M. Bieb) Griseb tiirii de incelenmistir. Kloroform ve
n-hekzan ile ektreleri elde edilmistir. Gaz kromatografisi/Kiitle spektrofotometre yontemi
ile bilesenleri tespit edilmistir. Ayrica Folin—Ciocalteu metodu ile total fenolik bilesen
miktarmnin tayini yapilmigtir. Asperula glomerata total fenolik bilesen miktar1 81,5 +0,13
(mg/g) bulunmustur. Ayrica Asperula glomerata metanol ektresinin glukosidaz ve ACE
enzimlerinin her ikisini de inhibe ettigi tespit edilmistir (Loizzo vd., 2008).

5 endemik Asperula cinsinin (A. antalyensis, A. brevifolia, A. pseudochlorantha,
A. purpurea subsp. apiculata ve A. serotina) metanol ve eter ekstraktlarinin agar difiizyon
ve s1vi diliisyon metotlariyla aktimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Testler sonucunda
en aktif tiirler Asperula brevifolia ve A. serotina ¢ikmistir. Asperula tiirlerinin metanol
ekstraktlarinin en aktif oldugu MIC degerleri 7,6 mg/mL ila 14,8 mg/mL arasinda oldugu
saptanmistir (Kalyoncu vd., 2009).

Rubiaceae familyasina ait, 5 endemik Asperula cinsinin  (A. brevifolia, A.
pseudochlorantha var. antalyensis, A. pseudochlorantha var. pseudochlorantha, A.
purpurea subsp. apiculata ve A. serotina) kimyasal bilesenleri, toplam flavanoid ve a-
tokoferol (e-vitamini) miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. DPPH radikal
sliptirme aktivitesi en ¢ok olan Asperula brevifolia ¢ikmistir. Total flovanoid miktari en
fazla olan %2,90 ile A. purpurea subsp. apiculata, a tokoferol miktari en yiiksek olan ise
% 0,66 ile A. pseudochlorantha var. antalyensis bulunmustur (Mineraci vd., 2011).

Yunanistan’in giineydogusunda yetisen endemik Asperula lutea subsp. rigidula
kullanilarak, etonal ekstraktin polar olmayan kirilma analizi ile ¢gogunlugu yag asidi
esterleri olan 18 bilesen tanimlanmistir. Bu bilesenlerden en yiiksek orana sahip olanlarin
sirastyla %10,5 linoleik asit etil ester, %20,1 linolenik asit etil ester, %32,7 etil palmitat
oldugu belirtilmistir (Tzakou vd., 2011)

Asperula odorata bitkisinin toprak istii kisimlarinda bulunan esansiyel yag

bilesenleri ¢alisilmis olup, kimyasal icerikte bulunan serbest ve esansiyel amino asitler
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belirlenmistir. A. odorata toprak istii kisimlarinda, glutamik asit, prolin, 16sin, alanin,
serin, glisin ve arjinin hakim oldugu bulunmustur (Yurchenko vd., 2013).

Asperula lilaciflora tiirtiniin flovanol glikozitleri ve iridoitleri iizerine ¢alisma
yapilmistir. Toprak iistii kisitmlarindan yeni bir flovanol glikozit bulunmustur ve adina
“lilaciflorosit” denilmistir. Ayni zamanda “asperulojenin” ismi verilen yeni bir iridoit
tespit edilmistir. Bunlara ilaveten; kamferol, kuersetin, klorejenik asit, asperulosit gibi
bilinen diger sekonder metabolitler de izole edilmistir (Kirmizibekmez vd., 2014).

Asperula odorata kuru ekstraktinin antihipoksik ve sedatif aktivitesi test edilmistir.
Kuru ekstrakt icinde bulunan fenolik bilesenleri saptamak i¢in, yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) analizi kullanilmistir. Sedatif aktivite ise agik alan testi ile
calisilmistir. Kuru ekstraktin 100 mg/kg dozu antihipoksik etki gostermistir. Ekstraktin
Merkezi Sinir Sistemi lizerinde sedatif etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica bilesenlerinde
en ¢ok klorojenik asit ve sinarozit bulundugu gézlemlenmistir (Yurchenko vd., 2015).

fran’da yapilmis bir calismada Asperula oppositifolia Regel & Schmalh.
kullanilmigtir. 2010 yilinda toplanan bitkinin toprak iistii kisimlarindan yararlanilmistir.
Toprak {istli kisimlarin metanol ile elde edilen eksraktlarinin esansiyel yag bilesenleri ve
antioksidan aktivitesi test edilmistir. Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi
yontemiyle 42 bilesen tespit edilmistir. Ayrica DPPH siipiiriicii aktivite testi ile
antioksidan ajanlar i¢in yeni tibbi bir kaynak olabilecegi ortaya konulmustur (Halimi ve
Nasrabadi, 2015).

Ukrayna’da yapilmis olan bagka bir calismada Asperula octonaria tiiriiniin toprak
istii kisimlarinin (herba) infiizyonunun halk tibbinda diiiretik olarak kullanildigi
belirtilmistir. Bitkinin daha 6nceki kimyasal ¢aligmalarinda, toprak alti kisimlarinin
antrakinonlar; toprak istii kisimlarinin da hidrosisinnamik asit, flavonoid ve iridoid
icerdigine deginilmistir. Temel bilesenleri de incelenen bitkide 6 makro, 13 mikro
element tespit edilmis, makro elementlerden miktar1 fazla olanlarin ise potasyum,
silisyum ve kalsiyum oldugunu bulmustur (http-16).

Asperula involucrata tiiriiniin toprak iistii kisimlart ile yapilan bir ¢alismada ii¢ yeni
iridoid glikozitleri bulunmustur. Bitkinin toprak iistii kistmlarinin metanol ile ekstresi
elde edilmistir. Kromatografi yontemi kullanilarak, involucratosit A-C adi verilen ii¢ yeni
bilesen tespit edilmis ve molekiil yapilar1 agiklanmistir. Ayrica toprak {istii ekstrelerinin,

ksantin oksidaz inhibitdr testi ve antioksidan aktivite testleri de yapilmistir. Tiirlin
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kimyasal bilesen ve biyoaktivitesini gosteren ilk ¢alisma oldugu da vurgulanmistir
(Kirmizibekmez vd., 2017).

Asperula taurina subsp. caucasica taksonunun toprak istli kisimlarmin
fitokimyasal, antikolinesteraz ve antioksidan 6zellikleri ile ilgili bir ¢alisma yapilmustir.
Toprak {istii kisimlarin metanol ile esktresi c¢ikarilmig ve yiiksek performansl sivi
kramatografisi yontemi kullanilarak fenolik icerigi tespit edilmistir. Igeriginde
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit ve benzoik asit bulunmustur. Fitokimyasal ¢alisma
sonucunda ise kersetin 3-O-B-galaktozit izole edilmistir. Bunlara ilaveten, bitkinin
metanolik ekstresinin asetilkolinesteraz inhibitor etki gostermedigi; orta diizeyde lipit

peroksidasyonu 6nleyici aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ozgen vd., 2018).

2.4.4. Sitogenetik ve filogenetik ¢calismalar

Asperula cinsi de dahil, 10 cins ve toplamda 129 taksonun yer aldigi Rubieae
grubunun filogenetik incelemesi yapilmistir. Taksonlarin DNA’lar1 izole edilip,
tasarlanan primerler ile karsilagtirilmistir. Bayes analizi ve Maksimum parsimony
analizleri kullanilmistir. Taksonlarin baglantilar1 ve iliskileri filogenetik agaglar tizerinde
gosterilmistir (Soza ve Olmstead,2010).

Thlipthisa seksiyonundan, 5 Asperula taksonu iizerinde (A. brevifolia, A.
pseudochlorantha var. antalyensis, A. pseudochlorantha var. pseudochlorantha, A.
purpurea subsp. apiculata ve A. serotina) karyotip ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada
kromozom sayilarini bulmak i¢in, kok uglart kullanilmigtir. Taksonlarin somatik
kromozom sayis1 2n=22 olarak bulunmustur. Ayrica kromozom uzunluklarinin 0,80 um-
2,40 um arasinda degistigi gosterilmistir. A. serotina ve A. purpurea subsp. apiculata ve
A. Dbrevifolia taksonlarinin kromozom ¢alismasit olarak, ilk kez yapildigi da
vurgulanmistir (Minareci ve Yildiz, 2011).

Italya’da yapilmis doktora tezinde, Asperula cinsinin takson sayis1 bakimmdan en
zengin Cynanchicae seksiyonunun filogenisi yeniden revize edilmistir. “Bayes ¢ikarimi,
Maksimum parsimony, Maksimum olabilirlik” gibi farkli filogenetik yaklasimlar
kullanilarak taksonlarin kendi aralarindaki ve dis gruplar ile baglantilar1 kladistik agaglar
izerinde tanimlanmistir (Gargiulo, 2013)

Filogenetik bir bagka ¢alismada, Asperula sect. Cynanchicae (Rubiaceae: Rubieae)
hem niiklear hem de kloroplast DNA markerlar1 kullanilarak yeniden incelenmistir.

Arastirilan hipotez sonucunda, seksiyonun en yaygin iki tiirii olan; Asperula aristata ve
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A. cynanchica L. monofiletik olmadigi ortaya ¢ikmistir. Kullanilan taksonlarin yakinlik
uzaklik iligkisi kladistik agaclar lizerinde gosterilmistir (Gargiulo vd., 2015)

Bagka bir ¢alismada sadece Nif Dagi’nda yayilis gosteren, Asperula daphneola
kullanilmistir. Endemik tiir sitolojik acidan incelenmis ve A. daphneola nin diploit
kromozom sayis1 20 olarak tespit edilmistir. Calismanin ileride yapilacak biyosistematik
calismalara, temel olusturacagi diisliniilmiistiir (Giicel, 2015).

Almanya’da yapilan filogenetik bir galisma Rubieae grubu temel alinmis. Bu gruba
dahil olan, Galium ve Asperula cinslerini de kapsayan ii¢ ana kladin birbiriyle iliskisi ve
baglantilar1 ortaya konulmustur. Materyal olarak total genomik DNA kullanilmistir.
Sonuglar ise kladistik agaglarda ayrintili sekilde gosterilmistir (Ehrendorfer vd., 2018).

Akdeniz bolgesinde, sizoendemik yayilima sahip oldugu diisiiniilen Asperula
crassifolia L. tiirtindeki genetik varyasyonlar agiklanmaya caligilmistir. Kromozomal
DNA dizileri kullanilmigtir. Tiir igindeki ¢esitlilik ve farklilagsma igin veriler nSSR ile
analiz edilmistir. 4 farkli ptDNA haplotipleri i¢erdigi, mikrosatellit analizler ile ¢aligilan
poplilasyonun genetik ¢esitliliginin diisiik seviyelerde oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Gargiulo vd., 2019).

2.4.5. Diger ¢calismalar

Italya’da, Asperula neglecta Guss. and Asperula nitens Guss. (Rubiaceae)’in
taksonomik kayitlar1 ve isimlerinin tiplestirilmesi ile ilgili bir ¢calisma yapilmustir. iki
tirtin morfolojik ozelliklerine gore, belli seviyeye kadar giiclikle ayirt edilebildigi
gozlemlenmistir. Bu yiizden alttiir seviyelerinde ayirimlar1 dnerilmistir (Del Guacchio ve
Caputo, 2005).

Britanya Adalari’nda yetisen Asperula cynanchica tiirtindeki varyasyonlar
arastirillmistir. Bitki 6rnekleri herbaryum materyallerinden saglanmistir. Birden fazla
Asperula karakterinin, Temel Bilesen Analizi (PCA) ile iliskisi ortaya konulmustur.
Sonuglar grafik lizerinde 6zetlenmistir (Codd ve Rich, 2007).

Bati Anadolu endemik bitkilerinden olan Asperula daphneola’nin sinirli yayilis
nedenleri arastirilmistir. Calismada bes farkli lokasyon belirlenmis olup, buradaki
popiilasyon sayilar1 incelenmistir. Sonuglara gore, tiiriin tehlike kategorisi i¢in “Kritik
Tehlike Altinda” (CR) olmasi Onerilmistir. Ayrica tozlasma ekolojisi sonucunda, tiiriin

zorunlu otogam oldugu tespit edilmistir (Glicel ve Se¢gmen, 2009).
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Cynanchicae seksiyonunda yer alan Asperula daphneola endemik tiiriiniin, yapilan
flora ¢alismas1 sonucunda yeni bir lokasyonda daha yayilis gosterdigi tespit edilmistir.
2009’un Mayis ay1 icinde yapilan arazi c¢alismasinda Murat Dagi’nda (Izmir)
toplanmistir. Floradaki anahtarlara gore tiir teshis edildikten sonra, Murat Dag1 yeni

lokasyon olarak kayda gegmistir. Tiiriin popiilasyonunun 200 m?

kadar oldugu
bildirilmigtir. Ayn1 zamanda ¢alismada, tiirlin taksonomik betimlemesi de yapilmigtir
(Senol ve Yildirim, 2010).

1958 yilinda Tiirkiye florasinda tanimlanmis olan, Asperula pseudochlorantha ve
Asperula antalyensis daha onceki ¢aligmalarda taksonomik ayrim i¢in karsilastirilmis ve
morfolojik olarak ayirt edilmesinin zor oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, ayn
habitat i¢cinde yayilis gosterdikleri ve her ikisinin kromozom sayisinin 2n=22 oldugu
bulunmustur. Biitiin bu sonuglar1 dikkate alan arastirmacilar, A. antalyensis taksonunun,
A. pseudochlorantha Ehrend. var. antalyensis (Ehrend.) Minareci & K. Yildiz, comb. et
stat. nov. olarak kabul edilmesini dnermiglerdir (Minareci ve Yildiz, 2010)

Yunanistan, Pindus kuzeyinde Asperula tymphaea Rubiaceae) yeni bir tiir olarak
kesfedilmistir. Bulunan bitki, simpatrik A. aristata subsp. thessala (Boiss. & Heldr.)
Hayek taksonu ile mukayese edilmistir. Elde edilen veriler bolgede yayilis gosteren yeni
bir tiir oldugunu dogrulamistir (Gregor vd., 2016).

Italya Apennine Daglari’nin giineyindeki Asperula calabra (Rubiaceae) ve akraba
taksonlar arasindaki iliski arastirilmis ve inceleme i¢in, taksonlara ait makromorfolojik
veriler iizerinde biyometrik metodlar kullanilmustir. Istatiksel analizlerde, Temel Bilesen
Analizi (PCA) ve Kategorik Temel Bilesen Analizi (CatPCA) tercih edilmistir.
Analizlerin sonuglari tablolar halince 6zetlenmistir (Del Guacchio vd., 2017).

Yuninastan’da yapilmis bir calismada Asperula cinsine ait yeni kayitlar
bildirilmistir. Inceleme sonucunda Asperula taurina taksonunun varlig kesinlesirken; A.
taurina subsp. taurina alt tiiriiniin varligi ise yeni kayit olarak degerlendirilmistir
(Zografidis, 2017).

Romanya’da yapilan bir baska caligma, herbaryumda bulunan ana temsilci
Asperula tiirlerinin genel 6zellikleri ve sayisal verileri iizerine yapilmistir. Romanya
ormanlarindan toplanilmis olan 25 takson {izerinde ¢alisilmistir. Herbaryumda bulunan
Asperula rumelica and A. graveolens subsp. graveolens taksonlarinin tehlike kategorileri

nedeniyle koruma altinda olduklar1 bildirilmistir (Plesca vd., 2020).
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Italya’da yapilan diger bir calismada Asperula cinsinin Cynanchicae, Thliphthisa
ve Hexaphylla seksiyonlarinda 139 tane yeni adlandirma kombinasyonu olusturulmustur.
Daha 6nce yapilan bir¢ok filogenetik ¢alismanin sonucunda, bu degisimin gerekli oldugu
gorilmistiir. Rubieae grubundaki tiim tiir seviyesinde yapilan filogenetik ¢alismalar
temel alinarak, sadece filogenetik durumu sabit goriilen Asperula cinsinin seksiyonlari
tercih edilmistir. Sonucunda ise Asperula pestalozzae Boiss. adlandirmasi yerine
Cynanchica pestalozzae (Boiss.) P.Caputo & Del Guacchio, comb. nov.; A. lilaciflora
subsp. phrygia (Bornm.) Schonb.-Tem. yerine Cynanchica lilaciflora subsp. phrygia
(Bornm.) P.Caputo & Del Guacchio, comb. nov. isimlendirmesi yapilmistir (Del
Guacchio ve Caputo, 2020).

Yunanistan’da, Zakintos adasi endemigi olan ¢ok yillik kasmofit Asperula
naufraga Ehrend. & Guterm tizerinde ¢alisilmigtir. Bitkinin adaya endemik oldugu, 2-25
m yiikseklikte yetistigi ve nesli “Tiikenme Tehlikesi Altinda” (EN) oldugu calismada
belirtilmistir. A. naufraga bes alt popiilasyonu, bes yil boyunca kayit altina alinmistir.
Popiilasyon boyutunun silire¢ boyunca, ©Onemli derecede dalgalanma yaptigi
gbzlemlenmistir. Tiirlin neslinin tiikenme olasilig1 “Niifus Canlilig1 Analizi” (Population
viability analysis: PVA) ile incelenmistir. Sonuglar, gelecek 50 yil iginde, tiirlin yok olma
riskinin %47,8 arttigin1 géstermistir ve bu nedenle tehlike kategorisinin “Kritik Tehlike
Altinda” (CR) olarak degistirilmesi onerilmistir (Valli vd., 2021).

32



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Cihazlar
3.1.1. Bitkisel materyaller

Arastirma konusunu meydana getiren Asperula pestalozzae ¢igeklenme déneminde
(Mayis-Temmuz) Bilecik ili Boziiyiik ilgesinden, Asperula lilaciflora subsp. phrygia ise
Eskisehir ili indnii ilgesinden toplanmustir. Bitkileri teshis edebilmek i¢in P.H. Davis’in
“Flora of Turkey and the Aegenan Islands” adli eseri kullanilmistir. Preste kurutulan
bitkilerin bir kismi numaralandirilip Herbaryum 6rnegi haline getirilmis ve Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na (ESSE) yerlestirilmistir. Anatomik
calismalarda kullanilmak tizere bir kisim bitki %70’lik alkolde kavanozlara konularak
etiketlenmistir. Bununla birlikte, diger bir kismi ise golgede kurutularak kimyasal
calismalar i¢in ayrilmistir. Polenlerin SEM incelemeleri yapilmasi amaciyla, ¢igeklerden
alan polenler zarflara konulmustur. Bitkilere ait lokasyon yerleri Davis’in kareleme
sistemindeki haritada gosterilmis (Sekil 3.1) ve drneklerin ESSE numaralari ile ayrintili

yer bilgileri belirtilmistir (Tablo 3.1).
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Sekil 3.1. Davis’in kareleme sisteminde isaretli alan, lokasyonlar
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Tablo 3.1. Taksonlara ait herbaryum numalar: ve lokasyon bilgileri

Bitki Ada Lokasyon Bilgisi ESSE No.

Asperula pestalozzae (Has Bilecik: Bozilyiik: Sarar Avm tir parki sol yan
Belumotu) aciklik arazi (tepe). 750 m. 30°049.485" E-39°54 15610
48.482'N

Asperula lilaciflora subsp. B3: Eskisehir: Inonii: Dutluca kéyii i¢ yolu
phrygia (Sarmas Belumotu) ~ Dutluca Cami, 500 m ilerisi, sol kayalik alan. 1040
m. 30°10'1.555"E-39°4421.496'N 15611

. .M’ﬂ&!%i .- "A\:ﬁ

AR TR D

fh i{%’;‘
AW,
ri ,gr,;,ziwv

3

Loc = Bilecit : Boxgyit : Jo:vc:k Jowor Avm , he

Ppackr_yonr acik Orak' (tepe)
J0" 0" 49.USS"E 9% 4f. 842N

Dac: 05.07. 2020 Al - P50 m

Leg . K. Kay's Det.: K- 591:’; ﬂ@q
No.: IS&/0

Sekil 3.2. Asperula pestalozzae herbaryum érnegi
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ANADOLU UNIVERSITESI
ECZACILIK FAKULTESI HERBARTUMU

Aspenvia Hu',am ubgp. pheggia (Bocnm.) e hdnb.Tem.
. Rubiaceae .. . S

B3 Eskigehic: Indnis : Dthna Ly ic golo, Duthvca
Cami. 500 m lerisi, solkopalt alon
JO0'kSSS"E ITWALUTEN

. 20,00.2020. .. Ale . {04Om. .
K Zya; P Det - K, 19';. H.Kyn

ESSE No.: Skl .

Sekil 3.3. Asperula lilaciflora subsp. phrygia herbaryum érnegi
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3.1.2. Kullanilan kimyasallar
o Kiloralhidrat
e Sartur reaktifi
e Qallik asit standart1

e Folin-Ciocalteu Reaktifi

e CH3OH Metanol (%99,8°lik)

e C;HsOH Etanol (%70’lik)

e NaCOs Sodyum karbonat (9%20°1ik)

e DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

e ABTS 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit

3.1.3. Kullanilan cihazlar ve markalar1

e Binokiiler Stereo Mikroskop WILD TYP 181300

e Trinokiiler Isik Mikroskobu Olympus BX51

e Digital Mikroskop Kamerasi Kameram 318CU

e Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) TM3030 Plus Tabletop
Microscope-HITACHI

e Sputtering (Piiskiirtme) SBC-900 Single Target Plasma

Sputtering Coater
e Rotary Evaporator (Doner Buharlastiric1) ~ Vacuum Pump V-100 BUCHI
Heating Bath B-100 BUCHI

e Rotator (Calkalayici) ORBITAL

e Ultrasonik Banyo Ultrasonic LC30

e ELISA Mikroplaka Okuyucu Biotek SYNERGY HTX
e Hassas Terazi OHAUS Explorer E14130
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3.2. Deneysel Caliymalar
3.2.1. Morfolojik ¢alismalar

Toplanan Orneklerin tayininde Tiirkiye Florasinin 7. cildinden yararlanilmistir.
Tayin sonrasi yapilan incelemelerle, her iki tiire ait morfolojik 6zellikler belirlenmis ve
tiirlerin habitati, rakimi, gigeklenme dénemleri, lilkemiz iizerindeki yayilislari haritalarda
gosterilmistir.

Morfolojik bulgular tanimlanirken herbaryum Ornekleri ile taze Ornekler
kullanilmistir. Toplama sonrasi kaybolabilecek 6zellikler igin ise, bitkiler dogal
ortamlarinda bir¢cok agidan fotograflanmistir. Her iki bitki i¢in ortalama 20 &rnek
tizerinden alinan Slglimlerin bazilar1 dogal ortaminda yapilirken, bazilari herbaryum
ornekleri tlizerinden alimmistir. Daha sonra morfolojik oOzellikler ayrintili olarak
tanimlanmis ve genel goriiniis, gévde yapisi ve tityleri, yaprak yapisi ve tiiyleri, ¢igek
durumu, korolla yapisi, boyuna agilmig korolla, anter, ovaryum, meyve, brakte, brakteol
sekilleri ayrintili ¢izilmistir. Cizimler i¢in WILD TYP 181300 stereo mikroskobu ve
resim ¢izme tiipti (Sekil 3.4) kullanilmistir. Her ¢izim Kullanilan biiyiitme oranina gore
Olgeklendirilmis ve daha sonra tiirlere ait elde edilen genel ¢izimler, aydinger {izerine
aktarilarak diizenlenmistir. Morfolojik terminolojide Baytop (1998)’un Ingilizce-Tiirkce

Botanik Kilavuzu ismli eseri kullanilmistir.

Sekil 3.4. WILD TYP 181300 stereo mikroskobu
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Deskripsiyonda kullanilacak o6l¢iimler, organlarin en genis bdliimlerinden
almmustir. Olgiimler Excel dosyasi iizerinde diizenlenmis ve morfolojik karakterlere ait
Olgiiler iki tiir arasinda karsilastirilmistir.

Mikromorfolojik calismalar icin bitkilerin gdvde, yaprak, korolla, ovaryum ve
merikarp yiizeylerindeki tiiy ve yapilar1 arastirilmis, bunun icinde Anadolu Universitesi
Bitki, ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezinde bulunan masa iistii taramali elektron
mikroskobu kullanilmistir. inceleme yapilacak 6rneklerden alian kiigiik parcalar stab

tizerindeki cift tarafli karbon bant tizerine yapistirtlmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Cift taraflt bant kapli stab iizerindeki ornekler

Inceleme &ncesi, AUBIBAM’da bulunan SBC-900 Tek Hedefli Plazma (Altin)
Sagtirmali Ince Film Kaplama cihazina konularak altin ile kaplanmis (Sekil 3.8), daha
sonra altin ile kaplanan 6rnekler masa istii taramali elektron mikroskobunda (TM3030
Plus  Tabletop  Microscope-HITACHI)  ayrintili  olarak  incelenmis  ve
fotograflandirilmistir (Sekil 3.9).

3.2.2. Anatomik ¢caliymalar

Deneysel calismanin bu asamasinda %70’lik alkolde muhafaza edilen kok, govde,
yaprak ve meyve ornekleri kullanilmigtir. Kok, govde ve meyvenin orta kisimlarindan
enine ince kesitler, yapraklarin ise hem orta bolgelerinden enine, hem de alt {ist
kisimlarindan yiizeysel kesitler alinmistir. Hazirlanan preparatlarda, hiicreleri net
goriintiilenen tiim kesitler saydamlasmasi i¢in kloralhidrata maruz birakilmistir, daha
sonra Sartur reaktifi ile boyanmistir. Boyanmis preparatlar Olympus BX51T marka

trinokuler mikroskop (Sekil 3.5) ve Kameram digital mikroskop kamerasinin yardimiyla
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farkl1 biiylitme objektiflerinde (4x, 10x, 20x) fotograflanmis, Slgeklendirilmis ve daha

sonra anatomik yapilar ayrintili olarak tanimlanmaistir.

Sekil 3.6. Olympus BX51T marka trinokuler mikroskop ve Kameram digital mikroskobu

3.2.3. Palinolojik calismalar

Her iki bitkiye ait polenlerin yiizeylerini incelemek adina, yaklagik 20 adet kuru
korolla 6rneklerinden polenler, ok uglart yardimiyla ¢ikarilmistir. Daha sonra, ¢ift tarafli
bantlar 6rnek tutucu (stab) lizerine yapistirilmistir (Sekil 3.7). Bantlarin yapigskan
yiizeyleri polen ile kaplanmistir. Hazirlanan ornekler inceleme yapilmadan once,
Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi (AUBIBAM)’da
bulunan SBC-900 Tek Hedefli Plazma (Altin) Sagtirmali Ince Film Kaplama cihazina
(Sekil 3.8) konularak belli siire altin kaplama islemine maruz birakilmistir. Daha sonra
altin ile kaplanan polenler AUBIBAM biinyesindeki, masa {istii taramali elektron
mikroskobunda (TM3030 Plus Tabletop Microscope - HITACHI) ayrintili olarak
incelenmis ve fotograflandirilmistir (Sekil 3.9).

Fotograflar ¢ekilen polenlerin, polar eksen ve ekvatoral eksen 6lgiimleri alinmis ve
polar eksenin degerinin (P), ekvatoral eksen degerine (E) boliinmesiyle polen sekli
belirlenmistir. Ayn1 zamanda polenlerin yiizeyleri, kolpatlarin sayis1 ve uzunluguda
tamimlanmistir. Polen morfolojisinde Walker ve Doyle, (1975), Pinar vd., (2003), Punt
vd., (2007) terminolojilerinden yararlanilmistir. Orneklere ait polen ozellikleri, tablo

halinde birbiriyle kiyaslanmig ve aralarindaki farklar ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.7. Ornek tutucu (stab) iizerine alinan polenler

Sekil 3.8. @) SBC-900 Tek hedefli plazma (altin) sa¢tirmali ince film kaplama cihazi

b) Altin kaplama sirasinda olusan 1sima

Sekil 3.9. Gériintiileme yapilan, TM3030 Plus Tabletop Microscope — HITACHI
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3.2.4. Kimyasal calismalar
3.2.4.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ekstraktlarin hazirlanmasi i¢in, oda sicakliginda kurutulan bitkilerin toprak iistii
kisimlar1 kullanilmistir. Bu toprak {istii kisimlar, elle iri taneli toz haline getirilmistir. Toz
halindeki 6rneklerden 20 g tartilmistir. Kaba toz ornekler kapakli erlenmeyer igine
doldurulmus ve disaridan 151k almamasi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmigtir. Daha
sonra, tizerine meziir ile Olglilen 100 ml %70’lik etanol konularak 24 saat calkalama
islemine (ORBITAL, Calkalayic1) maruz birakilmistir (Sekil 3.9). Siire sonunda karisim
siiziiliip, alinan siiziintii iizerine tekrar 100 ml etanol ilave edilmistir. Islem 3 kez
tekrarlanip sonlandirilmistir.

Tiim stiziintiiler bir kap igerisinde toplanip dolaba konulmus, daha sonra saklanan
stiziintiilerdeki etanol evaparatérde (Sekil 3.10) 30 dk. boyunca 41 °C’de kontrollii bir
sekilde ugurulmustur. Etanolii uzaklastirilan 6rnekler kiigiik saklama kaplarina alinmis ve
yapisindaki suyun kristallesmesi i¢in derin dondurucuya kaldirilmistir. Buz haline gelen
orneklerdeki suyu uzaklastirmak amaciyla liyofilizatdr kullanilmistir. Materyallerin
agizlart siki sekilde kapatilip, derin dondurucuda kimyasal analizlerde kullanilincaya

kadar saklanmastir.

Sekil 3.10. Rotator (¢alkalayic)-ORBITAL
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Sekil 3.11. Evaporator ile alkoliin uzaklastiriimasi

3.2.4.2. Toplam fenolik madde miktari tayini

Toplam fenolik madde miktar1 tayini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
yapilmistir. Bu yontem spektrofotometrik olup, standart olarak gallik asit kullanilir ve
sonuglar gallik asit esdegeri olarak ifade edilir (Biiyiiktuncel, 2013; Attard, 2013). ilk
olarak, 20 mg bitki ekstreleri, 2 ml metanolde ¢6ziindiiriilmistiir. Boylece A. pestalozzae
ekstresinden 10 mg/ml; aym sekilde A. lilaciflora subsp. phrygia ekstresinden de 10
mg/ml derigime sahip ¢dzeltiler hazirlanmistir. Ayrica standart olarak kullanilan gallik
asitten de farkli derisimlerde (0,1 mg/ml, 0,35 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,7 mg/ml, 1 mg/ml)
¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan ¢ozeltilerden 20 pl numune alinarak
mikroplak kuyucuklarina sirasiyla konulmustur. Ekstre ve gallik asit ¢ozeltileri iizerine
1560 pl distile su ve 100 pl Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Reaktifin homojen
dagilmasi i¢in 1-2 dk. bekledikten sonra, 300 ul %20’lik sodyum karbonat (Na2COz)
eklenerek reaksiyon baslatilmistir (Sekil 3.12).

Ekstre igermeyen reaktif-metanol karisimi, kor kontrol olarak kullanilmstir.

Karanlik ortamda 2 saat oda sicakliginda bekledikten sonra absorbans degerleri 760
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nm’de 6l¢iilmiistiir. Analiz i¢in ti¢ tekrar yapilmistir. Toplam fenolik madde miktarinin

tayini, gallik asit standart egrisi lizerinden hesaplanmustir.

Sekil 3.12. Toplam fenolik madde miktar: tayini i¢in hazirlanan érnekler

3.2.5. Antioksidan aktivite caliymalar
3.2.5.1. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikalini (DPPH?*) siipiiriicii etki tayini

Ekstraktlarin miktarlar1 hassas terazi ile Olg¢lilmiistiir. Asperula pestalozzae
ekstraktindan 20 mg, Asperula lilaciflora subsp. phrygia ekstraktindan 20 mg alinip
tizerlerine 2 ml metanol konulmustur. Pozitif kontrol amaciyla kullanilacak olan, toz
halindeki gallik asitten 2 mg alinip ve {izerine 2 ml metanol eklenmistir. Tiim hazirlanan
¢ozeltilerin homojen olmasi igin, vortekste karistirma iglemi yapilmistir.

DPPH radikal siipiiriicii etki tayini 1995°te Brand-Williams ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmistir. Yontem, antioksidanin DPPH serbest radikaline proton
transferi reaksiyonu temeline dayanmaktadir (Okan vd., 2013). Bu amagla 96-kuyucuklu
mikrotitrasyon plak kullanilmis olup ilk siitunlarina sirasiyla, 200’er ul MeOH’de
(metanol) ¢6ziilmiis 6rnekler aktarilmistir. Diger kuyucuklarin hepsine, ¢ok-kanalli pipet
araciligiyla 100’er pl MeOH konulmustur. ilk kuyucuktan 100 ul numune almarak,
sirasiyla 10 seri seyreltme islemi yapilmustir. Seyreltilmis 6rnekler tizerine 100 pl DPPH**
cozeltisinden eklenmistir (Sekil 3.13). Boylece plakta tepkime baslatilmis olup, 30 dk.
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karanlik bir ortamda bekletilmistir. Mikrotitrasyon plak, spektrofotometrede UV

absorbans degeri 517 nm segilerek okutulmustur. Deneyin ii¢ tekrar1 yapilmustir.

Sekil 3.13. DPPH radikalini siipiiriicii etki tayini i¢in hazirlanan numuneler

SigmaPlot programu, istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda kullanilmistir.
Radikal uzaklastirma aktivitesi, %350 inhibisyon konsantrasyonu denklemi kullanilarak
hesaplanmistir (Minareci vd., 2011).

ICs0 = [(Ao—A1)/A0)] x 100 (3.1)

Denkleme gore; ICso: %50 inhibe eden konsantrasyon, Ao: kontrol absorbans, Au:

numune absorbanstir.

3.2.5.2. 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit radikal katyonu (ABTS*")
siipiiriicii etki tayini

Gelistirilen bu yontemde (TEAC), 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit (ABTS)’in persiilfatla oksidasyonuyla, ABTS** radikali olusturulmakta ve
molekiillerin toplam radikal siipiirme kapasitesi dl¢iilmektedir. Standart olarak vitamin
E’nin suda ¢6ziinebilen bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametilkroman-
2-karboksilik asit) kullanilmakta ve standart ile karsilastirilmasi yapilmaktadir
(Biiyiiktuncel, 2013). ilk olarak, 7 miliMolar (mM) ABTS** ve 2,5 mM sodyum persiilfat
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(Na2S20g) ile karigtirtlmistir. Karisim 12-16 saat karanlikta bekletilmis ve mavi-yesil
renkli radikal olusumu saglanmistir. Hazirlanan radikal ¢ozeltinin absorbans degerinin
734 nm’de 0,7-0,8 olmas1 igin etanol ile seyreltme yapilmustir. Ikinci olarak, her iki bitki
ekstresinden de 0,1 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edilmistir.
Daha sonra ise, standart olarak kullanilacak 3 mM Troloks’dan farkli derisimler (2,5 mM,
2 mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM ve 0,1 mM) hazirlanmistir. 0,1 mg/ml ve 1 mg/ml
yogunluga sahip gallik asit ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hem bitki hem de
standartlar ile hazirlanan numunelerden 10 pl mikroplak kuyucuklarina sirasiyla
konulmus ve tizerine 990 ul ABTS** eklenmistir (Sekil 3.14). 30 dk. sonunda 734 nm’de
absorbans1 Ol¢iilmiistiir. Troloksa esdeger antioksidan kapasite hesabi i¢in, standartin
kalibrasyon egrisi kullanmistir. Numunelerin % inhibisyonlar1 kalibrasyon denklemine

gore bulunmustur.

Sekil 3.14. ABTS radikalini siipiiriicii etki tayini i¢in hazirlanan numuneler
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Bulgular
4.1.1. Asperula pestalozzae Boiss.

Syn: Asperula bornmuelleri subsp. cappadocica Bornm.
Asperula cynanchica var. supina Griseb.

Asperula graveolens var. majoriflora Bornm.

Asperula graveolens var. pestalozzae (Boiss.) Bornm. (http-17)

Bitki ¢cok govdeli, tabanda yogun yaprakli, yar1 ¢calimsidir. Cigekli govdeler 18-63
cm, yiikselici-dik, dort koseli, ya da hafifce yuvarlak, alt kisitmlarda puberulent - hispit
tiylii (Sekil 4.4), iist kisimlarda tiiystiz (Sekil 4.3).

Yapraklar her nodda dort adet ve gevrel dizilisli, linear veya filiform. Taban
yapraklar 5-20 x 0,2-1 mm, tepede aristat, ucu seffaf 0,2-0,6 mm; iist yapraklar 5,8-16
x0,3-08 mm tepede aristat ucu seffaf 0,2-0,7 mm. Tiim yapraklar kenarda diiz, tabanda
trunkat, belirgin geriye kivrik. Taban yapraklar1 yogun hispit tiiyli, tiiyler dik ya da hafif
geriye yatik, tist govde yapraklar1 daha az tliyld, hatta ¢icek durumuna yakin kisimlarda
tilysiiz (Sekil 4.5).

Cicek durumu basit ya da hemen hemen dallanmis, panikula ¢igek durumunda bir
araya gelen cicekler dallarin ucunda siméz seklinde, nadiren 1-2 vertisilli. Simozlarda bir
araya gelen c¢iceklerin sayis1 3-15, ¢igcek durumunun saplart 5-35 mm (Sekil 4.2).

Brakte simozlarda 2 adet, 2-4,3 x 0,5-1,3 mm, lanseolat-ovat alt kisim yanlarda
kulakg¢ikli, kenarlart diiz, tepelerde aristali. Aristalar 0,2-0,7 mm, seffaf diiz ya da hafif
geriye kivrik, tiiysiiz (Sekil 4.6).

Brakteoller 1,5-3,3 mm x 0,4-1 mm, oblong-lanseolat, kenarlar diiz, alt kisimlarda
ice kivrik, tepede aristali. Seffaf aristalar 0,2-0,5 mm, tiiysiiz (Sekil 4.6).

Korolla gamopetal, huni seklinde, 2,2-3,3 mm, loblarda pembemsi beyaz, tiip
kisminda pembe. Loblar 4 pargali, akuminat, 1-1,2 X 2-3 mm, tiip 1-2,2 mm. Tiip boyu
loblara neredeyse esit ya da 2 kat daha uzun. Korolla hemen hemen hispit tiiylii ya da
tiiystiz (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Kaliks eksik.

Pistil pembemsi mor, hemen hemen ikili esit dallanmis, yuvarlak stigmali, stilus
0,5-1,6 mm, Ovaryum 1 x 0,5 mm, dis ylizeyi yogun papilli (Sekil 4.6).

Stamenler 4 adet, 1-1,2 mm, loblar ile almasik dizili, dorsifiks. Anterler linear,

kahverengi filamentler kisa (Sekil 4.5)
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Meyve iki merikarpa ayrilan sizokarp, ovat-oblong, 1,2-2 x 1 mm, gen¢ merikarplar
yesil, olgun merikarplar koyu kahverengi, dis yiizey yogun papilli (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Ciceklenme zamani: Temmuz- Agustos.

Habitati: Kayalik yamaglar ve stepler, kiregtasi, kumtasi, marl, kil alanlar.

Yiiksekligi: 300-2300 m.

Endemik

Sekil 4.1. A. pestalozzae tiiriintin genel gértiniigii

47



Sekil 4.3. A. pestalozzae tiiriiniin c) taban yapisi ve kok d) olgun meyve
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1 mm

Sekil 4.4. A. pestalozzae a) bitki genel goriiniis b) govde tiiyleri ¢) ¢igek durumu
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Sekil 4.5. A. pestalozzae a) yapraklarin dizilisi b) yaprak iist yiizey c) yaprak alt yiizey d) yaprak tiiyleri
e) ovaryumlu korolla f) ovaryumsuz korolla g) korolla i¢ yiizey
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1 mm

Sekil 4.6. A. pestalozzae a) anter b) ovaryum c) merikarplar(meyve) d) cicegi saran brakteler
e) brakte i¢ yiizey f) brakte dis yiizey g) brakteol i¢ yiizey h) brakteol dis yiizey
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Sekil 4.7. A. pestalozzae a) merikarp genel goriiniis b) merikarp dis yiizey siislemesi

C-d) merikarp dis yiizey yakin gériiniim
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4.1.2. Asperula lilaciflora subsp. phrygia (Bornm.) Schonb.-Tem.

Syn: Asperula phrygia (Bornm.) Bornm.
Asperula stricta var. phrygia Bornm.
Asperula stricta var. scabrida Boiss. (http-18)

Bitki ¢ok govdeli, tabanda yogun yaprakli, yar1 ¢alimsidir. Cigekli govdeler 16-
35(-39) cm, yiikselici - dik, dort koseli, ya da hafifge yuvarlak, yogun puberulent ya da
hispit tiiyli, tist kisimlarda tiiysiiz (Sekil 4.8 ve Sekil 4.11).

Yapraklar her nodta dort adet ve ¢evrel dizilisli, linear-subulat. Taban yapraklar
2-10 x 0,2-1 mm, yogun hispit tliylii, tepede aristat, seffaf arista 0,5-1 mm; tist yapraklar
10-20 x 0,2-1 mm, tiiy daha az ya da eksik, seffaf arista 1 mm, kenarlar diiz, tabanda
trunkat ve belirgin geriye kivrik (Sekil 4.12).

Cicek durumu basit ya da hemen hemen dallanmis, panikula ¢igek durumunda bir
araya gelen ¢igekler dallarin ucunda simoz seklinde, simozlarda bir araya gelen gigeklerin
sayist 3-12, ¢icek durumunun sap1 8-47 mm (Sekil 4.9).

Brakte simozlarda 2 adet, 2,4-4,5 x 1-1,6 mm, ovat-iiggen, alt kisim yanlarda
kulakgikli, diiz veya belirgin seffaf kenarlar genellikle diizensiz disli. Tepede aristali,
aristalar 0,5-1 mm, seffaf, hafif geriye kivrik, tiiysiiz (Sekil 4.13).

Brakteoller 2-3,6 x 0,4-0,8 mm, lanseolat, kenarlar diiz, alt kisimlarda i¢e kivrik,
genellikle diizensiz disli, tepede aristali. Seffaf aristalar 0,5-1 mm, tiiysiiz (Sekil 4.13).

Korolla gamopetal, huni ya da loblar1 yayik boru seklinde, 5-10 mm, loblarda
pembemsi beyaz, tiip kisminda pembe (Sekil 4.9). Loblar 4 pargali, lanseolat, akuminat,
2-3 x 0,8-1,2 mm, tiip 5-7,5 mm, tiipten 2 ya da 3 kat kadar daha kisa, ¢ok nadiren tiip ve
lob neredeyse esit, tiiysiiz (Sekil 4.12).

Kaliks eksik.

Pistil agik pembe, hemen hemen ikili esit dallanmis yuvarlak stigmali, stilus 6-6,5
mm. Ovaryum 0,5-1,2 x 0,5-0,8, mm, dis yiizeyi yogun papilli (Sekil 4.12).

Stamenler 4 adet, 1-1,3 mm, loblar ile almasik dizili, dorsifiks. Anterler linear,
sarimsi-Koyu kahverengi, filamentler ¢cok kisa (Sekil 4.13).

Meyve iki merikarpa ayrilan sizokarp, ovat-orbikular, genis¢e oblong, 2-3 x 1-2
mm, gen¢ merikarplar pembemsi, olgun merikarplar kahverengi (Sekil 4.10), dis ylizey
yogun papilli (Sekil 4.14).

NOT: Bitki kurudugunda korolla ve {ist gdvdelerin bazilar1 belirgin mor.
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Ciceklenme zamani: Haziran - Temmuz.
Habitati: Tepe stepleri, mese ve cam ormanlart.
Yiiksekligi: 300 — 1400 m.

Endemik

Sekil 4.8. A. lilaciflora subsp. phrygia alttiiriiniin genel goriiniisii
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Sekil 4.10. A. lilaciflora subsp. phrygia c) taban yapisi ve kék d) olgun meyve
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Sekil 4.11. A. lilaciflora subsp. phrygia a) bitki genel goriiniis b) govde tiiyleri c) ¢igek durumu
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0,5 cm
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Sekil 4.12. A. lilaciflora subsp. phrygia a) yapraklarin dizilisi b) yaprak iist yiizey c) yaprak alt yiizey
d) yaprak tiiyleri e) ovaryumlu korolla f) ovaryumsuz korolla g) korolla i¢ yiizey
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1 mm

Sekil 4.13. A. lilaciflora subsp. phrygia a) anter b) ovaryum c) merikarplar(meyve) d) ¢i¢egi saran
brakte e) brakte i¢ yiizey f) brakte dis yiizey g) brakteol i¢ yiizey h) brakteol dis yiizey
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Sekil 4.14. A. lilaciflora subsp. phrygia a) merikarp genel gériiniis b) merikarp dis yiizey siislemesi

c-d) merikarp dis yiizey yakin goriiniim
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4.2. Tiiy Morfolojisi Bulgular:
4.2.1. Asperula pestalozzae

Tiire ait vejetatif (govde, yaprak) ve generatif organlardaki (gigek: korolla ve
ovaryum) tiily yapilari taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve
fotograflanmistir (Sekil 4.15- 4.18).

4.2.1.1. Govde

Govde lizerinde Ortii tiiyleri ve stomaya rastlanilmistir. Tiiyler alt gdvdede daha
yogun iken, iist kisimlarda daha azdir. Ortii tilyleri basit, tek hiicreli, genelde kisa- konik,

dik ya da egik, hispit, 88,3 um-196 um, tizeri yogun kiitikula kabarciklidir.

AUBIBAM 2021/01/11  12:49 HMMD4.5 x250 300 pm
7 AT s g

L——u;' M Y A & n 5 J i

AUBIBAM 2021/01/11  12:44 HMMD4.4 x400 200 p AUBIBAM 2021/01/11 1247 HMMD4.6 x600 100 pm

Sekil 4.15. A. pestalozzae SEM de gévde a) ortii tiiyleri genel goriiniis b-C-d) ortii tiiyleri yakin goriiniim
ve stoma
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4.2.1.2. Yaprak

Yapragn alt ve iist yiizeyinde ortii tiiyleri yogun. Ortii tiiyii tek hiicreli, uzun, iizeri
yogun kiitikula kabarcikli, egik ya da hafif geriye yatik, hispit, 55,2- 298 pm. Stomalar
yaprak iist yiizde, alt yiize oranla daha yogundur.

2021/01/11 7 HMMD4.8 x400 200 pm

i

AUBIBAM
7

(0 TR ) 0

20210111 13:20 HMMD5.0 x120

AUBIBAM 0 500 pm

Sekil 4.16. A. pestalozzae SEM 'de yaprak yiizeyi a-b) yaprak iist yiizde ortii tiiyleri

¢) yaprak iist yiizey stoma d-e) yaprak alt yiizeyde ortii tiiyleri
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4.2.1.3. Korolla

D1s yiizey epidermal katlanmalarin olusturdugu dalgali ¢izgiler halinde. Korolla
loblarinin altindan ovaryuma kadar olan kisim yogun hispit ve dis tiiylerle kapli. Tiiyler,
32,9 um-91,3 um ve iizeri kiitikula kabarcikli.

2021/01/11  13:03 HMMD5.2 x50 2mm

AUBIBAM 2021/01/11  13:06 HMMD5.1 x1.5k 50 ym

Sekil 4.17. A. pestalozzae SEM 'de korolla a) korolla genel goriiniis b) korolla dis tiiyleri
C-d) dis tiiyler yakin gériiniim
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4.2.1.4. Ovaryum

Ovaryum 1 x 0,5 mm boyutunda, yiizeyi genelde yuvarlak goriiniimlii yogun
papilla’lar igermektedir. Irili-ufakli konveks papillalarmn iizeri epidermal katlanmalarin

olusturdugu diiz ya da kivriml ¢izgiler tasir.

AUBIBAM 13:06 HMMD5.2  x250 AUBIBAM

Sekil 4.18. A. pestalozzae SEM de ovaryum a) ovaryum yiizeyi b) papilla yakin gériintim
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4.2.2. Asperula lilaciflora subsp. phrygia
4.2.2.1. Govde
Alt govde yogun tiyli, list gdvde tiiysiiz, gévde lizerinde ¢ok sayida stoma

bulunur. Ortii tiiyleri tek hiicreli, basit, genelde uzun-yatik hispit, 101 um-174 pm ve
yogun kiitikula kabarciklidir.

AUBIBAM 2021/01/11  11:31 HMMD4.5 x40 2mm

= 4
AUBIBAM

Sekil 4.19. A. lilaciflora subsp. phrygia SEM de a) gévde genel goriiniis b-c) govde tiiyleri ve stoma

d) govde tiiyii yakin goriiniim
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4.2.2.2. Yaprak
Alt ve iist yiizey yogun ortii tiiylii. Ortii tiiyleri basit, tek hiicreli, uzun-yatik, hispit,
50,3 um-265 pum, yogun kiitikula kabarcikli. Her iki yiizde de stoma olup, iist yiizde daha

fazladir.

e et ) i - PP e K :
AUBIBAM HMMD5.3 x50

2021/01/11  11:56 HMMD5.3 x200 500 pm

AUBIBAM

Sekil 4.20. A. lilaciflora subsp. phrygia SEM de a) yaprak iist yiizey tiiyler b) iist yiizey tiiyler yakin

goriintim c¢) iist yiizde stoma d) alt yiizey tiiyler €) alt yiizey tiiyler yakin goriiniim
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4.2.2.3. Korolla
Korolla dis yiizeyi diizensiz ¢izgili ve yer yer elipsoid-oblong sekiller igerirken, i¢

yiizey diizensiz epidermal katlanmalarin olusturdugu yogun sekilsiz kabartilar halindedir.

AUBIBAM

AUBIBAM 2021 1 :21 HMMD5.3 x500 200 pm

Sekil 4.21. A. lilaciflora subsp. phrygia SEM de a) korolla loblar b) dis yiizey yakin gériiniim

¢) i¢ ytizey yakin gortiniim
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4.2.2.4. Ovaryum

Ovaryum 0,5-1,2 mm boyutunda, tiim yiizeyi sik1 dizilimli, cok sayida, irili ufakls,
konveks sekilde papiller ile kaplidir. Papillerin iizerinde agik renkte kii¢iik yogun ikincil
papil kabarciklar yer alir.

AUBIBAM

AUBIBAM 2021/01/11  11:24 HMMD4.7 x1.5k 50 pm

Sekil 4.22. A. lilaciflora subsp. phrygia SEM de a) ovaryum genel gériiniis b) ovaryum yiizeyi
¢) papilla yiizeyi yakin gériiniim
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4.3. Anatomik Bulgular
4.3.1. Asperula pestalozzae
4.3.1.1. Kok

Kok orta bolgeden alinan enine kesitte sekonder yapiya rastlanmistir (Sekil 4.23).
Dista koruyucu doku periderma yer alir. Periderma 4-6 sira, biiyilk dortgenimsi
hiicrelerden olusan fellem (mantar doku) ile 3-4 sira, kii¢iik, enine uzamis fellodermadan
meydana gelir. Parankimada fellogen tabakanin aktivitesiyle olusan bosluklar
gozlenmektedir. En distaki mantar hiicreleri genellikle par¢alanmis ve tizerinde yer yer
ezilmis primer kortekse ait doku kalintilar1 bulunmaktadir. Peridermanin altinda 10-15
stra, kii¢iik kare-oval sekilli, diizensiz sirali, halka seklinde sekonder floem yer alir ve bu
hiicrelerde rafit kristallerine rastlanmistir. Kambiyum belirsizdir. Sekonder ksilem genis
bir alan1 kaplar ve sklerenkimatik bir temel doku i¢inde biiyiik ve kiiglik capli trakeal
elemanlardan olusmustur. Oz kollar1 1-2 siralidir. Dar bir alam kaplayan &z bdlgesi

sekonder ksilem tarafindan doldurulmustur (Sekil 4.24).

Sekil 4.23. A. pestalozzae kok enine kesit rf: rafit kristali sfl: sekonder floem sks: sekonder ksilem o: 6z
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Sekil 4.24. A. pestalozzae kok 1-2) enine kesit fe: fellem fld: felloderma rf: rafit kristali sfl: sekonder
floem sks: sekonder ksilem
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4.3.1.2. Govde

Enine kesitlerde govdeler genellikle dort koseli-yuvarlaktir (Sekil 4.25). Govdenin
dis kisminda dikdortgen ya da kare sekilli, tek sira, iist ve alt ¢eperleri daha kalin olan
epiderma hiicreleri bulunur. Epidermanin tizeri kalin-dalgali bir kiitikula tabakasi ile
ortiliidiir (Sekil 4.26). Govdelerde basit, tek hiicreli kisa ya da uzun Ortii tliylerine
rastlanmistir (Sekil 4.27). Koselerde epiderma altinda 5-10 sirali enine oval ¢eperli
hiicrelerden olusan kollentimatik doku yer alir. Kollekimanin altinda 3-5 sira korteksi
olusturan, yuvarlak-oval sekilli, yogun ergastik maddeler ve rafit kristali igeren
parankimatik doku korteksin neredeyse tamaminda, koyu renkte ve halka seklindedir.
Endoderma tek sira, olduke¢a belirgin, biiyiik enine dikdértgenimsi hiicrelerden olusur ve
govdeyi halka seklinde kusatmistir. Endoderma altinda yer alan iletim demetleri gdvdeyi
tiimiiyle sarar. Floem tabakasi 3-5 sirali basik diizensiz dortgen sekilli hiicrelerden olusur.
Floem altinda, belirsiz ya da 1-2 sira ezilmis hiicrelerden olusan kambiyum yer alir. Trake
ve trakeidlerden olusan ksilemde, trakeler biiyiik oval-yuvarlak sekilde, trakeidler ise
kiiciik diizensiz sekillidir. Oz kollar1 1-2 siralidir. Oz bodlgesindeki hiicreler ksilemin
altinda kiigiik capli, 6ze dogru biiyiik ¢aphidir. Oz bélgesi yuvarlak-poligonal, ince
ceperli, hiicreler arasinda bosluklar igeren parankimatik hiicrelerden meydana gelir. Oz

bolgesinin merkezinde hiicreler parg¢alandigi i¢in genis bir bosluk igerir.

Sekil 4.25. A. pestalozzae govde enine Kesit genel goriiniis ot: ortii tiiyii e: epidermis ko: kollenkima 6. oz
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Sekil 4.26. A. pestalozzae enine kesitte 1) govde kdse kismi ot: ortii tiiyii ku: kiitikula e: epidermis
ko: kollenkima kp: korteks parankimasi en: endodermis fl: floem 2) trakeal elemanlar ve

merkez ks: ksilem ok: oz kollart o: 0z
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Sekil 4.27. A. pestalozzae govde enine kesitte tiiy yapist 6t: ortii tiiyii ku: kiitikula e: epidermis
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4.3.1.3. Yaprak

Enine kesitte genel goriinlim enine oval-dikdortgenimsidir (Sekil 4.28). Geriye
kivrik olan yapraklar alt yiizeyde hafif girintilidir. Yaprak enine kesitte alt ve st
epidermis hiicreleri; tek sirali, dikdortgenimsi ya da oval hiicrelerden olusur ve hiicrelerin
alt ve iist ¢eperleri yan ¢eperlere gore daha kalindir. Yiizeysel kesitlerde iist-alt epiderma
hiicreleri uzun dikdortgen sekilli ve c¢ok sayida basit gegitli; alt epidermalar, st
epidermadan daha uzun ve daha dalgali ¢eperlidir (Sekil 4.31). Alt ve iist epiderma
tizerinde kalin, diiz ya da hafif dalgali bir kiitikula tabakasi ve tek hiicreli, konik-uzun,
basit Ortii tiiyleri bulunur (Sekil 4.30). Epidermanin iki yliziinde yer alan stoma
(amfistomatik), parasitik tiptedir. Epiderma hiicreleri ile stomalar ayni seviyede
(mezomorf) olup, list ylizde stoma sayisi, alt yilize oranla daha fazladir. Alt epidermada
kollenkimanin saginda ve solunda yer alan stoma alt1 bosluklar1 dikkat ¢ekecek kadar
genistir. Yaprak monofasiyaldir (Sekil 4.29). Mezofil tabakasinda {ist epidermanin hemen
altinda, 2 sira, siki dizili, uzun, silindrik, bol kloroplast i¢eren palizat parankimasi
yanlarda 1 sira halinde alt epidermaya kadar devam eder. Alt epidermada palizat
parankimasinin iizerinde 3-4 sira, boyuna silindrik ya da oval, gevsek dizilimli slinger
parankimasi yer alir. Mezofil tabakasinda yer yer rafit kristalleri goriilmektedir. Orta
damarin altinda dikeyde 12-18 sira, yatayda 6-12 sira, oval-yuvarlak hiicreli genis bir
kollenkima tabakasi ayirt edilir. Kollenkima tabakasinin iizerinde, demet kini ile ¢evrili
bliyiik bir iletim demeti ve demetin saginda ve solunda 3-5 adet kiictlik iletim demetleri
bulunur. Iletim demetlerinde ksilem iist epiderma, floem ise alt epiderma yoniindedir

(Sekil 4.29).

s p# Lo &‘
'ﬂ vw-’\gf‘ﬂ"‘" ot

Sekil 4.28. A. pestalozzae yaprak enine kesit genel gériiniis 6t: ortii tiiyii tie: tist epidermis id: iletim

demeti ko: kollenkima ae: alt epidermis
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Sekil 4.29. A. pestalozzae yaprak 1-2) enine Kesit ku: kiitikula iie: iist epidermis d:demet kini
id: iletim demeti ko: kollenkima ae: alt epidermis pp: palizat parankimasi sp: siinger

parankimasit m:mezofil s:stoma
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Sekil 4.30. A. pestalozzae yaprak iist yiizeysel kesit tiiyler genel goriiniis

Ot: ortii tiiyii tie: iist epidermis

Sekil 4.31. A. pestalozzae yaprak 1) iist yiizeysel kesit 2) alt yiizeysel kesit

tie: iist epidermis ae: alt epidermis s: stoma bg: basit gecit
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4.3.1.4. Meyve

Iki merikarpa ayrilan bir sizokarptir. Merikarp enine kesitinin genel goriiniisii oval-
oblong olup, ventral bolgede igeriye dogru ¢okiintii yapmis haldedir (Sekil 4.32). Dis
epidermis (ekzokarp) tek sira hiicrelerden olusur ve yer yer disa dogru papilsi
kabarciklidir. Ekzokarpin iizeri ince dalgali kiitikula ile kaplhidir. Ekzokarpin altinda,
birkag sira ince ¢eperli enine uzamis hiicrelerden olusan mezokarp bulunur. Mezokarp
tabakasi icinde aralikli iletim demetleri ve demetlere ardisik sekilde yer yer hiicrelerin
erimesiyle olusan bosluklar yer alir. Mezokarp tek sira, ince geperli, yer yer ezilmis, dar
uzun hiicrelerden olusan endokarp tabakasi izler. Testa, endosperm dokuyu g¢epecevre
sarar ve ezilmis hiicrelerden olustugu i¢in endosperm ile birlikte kahverengi bir ¢izgi
seklinde gorilir. Endosperm doku, biiyiik, poligonal sekilli, organik maddeler igeren
parankimatik hiicrelerden meydana gelir ve oldukg¢a genis yer kaplar (Sekil 4.33).

Sekil 4.32. A. pestalozzae meyve enine kesit genel gériiniis P papil b: bosluk id: iletim demeti te: testa
endo: endosperma
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Sekil 4.33. A. pestalozzae meyve enine kesitte kisimlar ek: ekzokarp Ku: kiitikula p: papil me: mezokarp

end: endokarp b:bogsluk id: iletim demeti te: testa endo: endosperma
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4.3.2. Asperula lilaciflora subsp. phrygia
4.3.2.1. Kok

Kok orta bolgeden alinan enine kesitte sekonder yapiya rastlanmistir (Sekil 4.34).
Dista koruyucu doku periderma yer alir. Periderma 4-5 sira, biiyiik dortgenimsi
hiicrelerden olusan fellem (mantar doku) ile 3-4 sira, kiigiik, enine uzamis, yer yer ezilmis
fellodermadan meydana gelir. Parankimada fellogen tabakanin aktivitesiyle olusan
bosluklar gdzlenmektedir. En distaki mantar hiicreleri yer yer pargalanmis ve iizerinde
ezilmis primer kortekse ait doku kalintilar1 bulunmaktadir. Peridermanin altinda 10-13
stra, kiiciik karemsi sekilli, dlizensiz sirali, halka seklinde sekonder floem yer alir ve bu
hiicrelerde az da olsa rafit kristallerine rastlanmistir. Kambiyum belirsizdir. Sekonder
ksilem genis bir alan1 kaplar ve sklerenkimatik bir temel doku i¢inde biiyiik ve kiiciik
capli trakeal elemanlardan olusmustur. Oz kollar1 1-2 siralidir. Dar bir alan1 kaplayan 6z

bolgesi sekonder ksilem tarafindan doldurulmustur (Sekil 4.35).

Sekil 4.34. A. lilaciflora subsp. phrygia kék enine kesit genel goriiniis rf: rafit kristali sfl: sekonder

floem sks: sekonder ksilem 6: oz
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Sekil 4.35. A. lilaciflora subsp. phrygia 1-2) kék enine kesit fe: fellem fld: felloderma

sfl: sekonder floem rf: rafit kritali sks: sekonder ksilem
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4.3.2.2. Govde

Enine kesitlerde alt govdeler dort koseli-yuvarlak; {ist govdeler belirgin dortgendir
(Sekil 4.36). Govdenin dis kisminda dikdortgen ya da kare sekilli, tek sira, iist ve alt
ceperleri daha kalin olan epiderma hiicreleri bulunur. Epidermanin iizeri diiz kalin bir
kiitikula tabakasi ile ortiiliidiir. Alt govdelerde seyrek, basit tek hiicreli ortii tiiylerine
rastlanmistir (Sekil 4.38). Koselerde epidermanin altinda 3-7 sira, enine oval hiicreli
kollekimatik doku yer alir. Hemen altinda korteksi olusturan, 2-4 sira, biiyiik, yuvarlak-
oval hiicrelerin meydana getirdigi parankimatik doku vardir. Yogun ergastik maddeler ve
rafit kristalli iceren parankima dokusu iist gévdelerde neredeyse korteksin tamaminda
koyu renkte ve halka sekliyle dikkat ¢ekicidir. Alt gdvdelerde ise ergastik maddeler iceren
parankima dokusu daha azdir. Endoderma tek sira, belirgin, biiyiik enine dikdortgenimsi
hiicrelerden olusur. Endoderma {ist govdelerde govdeyi halka seklinde ¢evrelerken, alt
govdelerde parankima hiicreleriyle yer yer kesintiye ugramistir. Endoderma altinda yer
alan iletim demetleri gdvdeyi tiimiiyle sarar. Floem tabakasi 4-5 sira, basik diizensiz
sekilli hiicrelerden olusur (Sekil 4.37). Floemin altinda, belirsiz ya da 1-2 sira ezilmis
hiicrelerden olusan kambiyum yer alir. Trake ve trakeidlerden olusan ksilemde, trakeler
biiyiik oval-yuvarlak sekilde, trakeidler ise kii¢iik diizensiz sekillidir. Oz kollar1 1(-2)
siradir. Oz bolgesini dolduran hiicreler ksilemin altinda kiigiik, 6ze dogru biiyiik,
poligonal, ince ¢eperli, hiicreler arasinda bosluklu parankimatik hiicrelerden olusur.
Merkeze dogru pargalanan parankima hiicrelerinden dolayr orta kisim bostur. (Sekil

4.37).

Sekil 4.36. A. lilaciflora subsp. phrygia a) alt gévde genel goriiniis b) iist govde genel goriiniis ot: ortii

tiiyii e: epidermis ko: kollenkima 6. 6z
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Sekil 4.37. A. lilaciflora subsp. phrygia govde enine kesit ku: kiitikula e: epidermis ko: kollenkima

kp: korteks parankimasi en.: endodermis fl: floem ks: ksilem ok: 6z kollari 6. oz
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Sekil 4.38. A. lilaciflora subsp. phrygia gévde enine kesitte tiiy yapisi ot: ortii tiiyii

ku: kiitikula e: epidermis rf: rafit kristali
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4.3.2.3. Yaprak

Enine kesitte genel goriiniim ovaldir. Geriye kivrik olan yapraklar alt yiizeyde hafif
girintilidir. (Sekil 4.39). Yapraktan alinan enine kesitte; alt ve {ist epidermis hiicreleri tek
sirali, dikdortgenimsi olup, alt ve list ¢eperle yan ¢eperlere gore daha kalindir. Yiizeysel
kesitlerde iist-alt epiderma hiicreleri uzun dikdortgen sekilli, hemen hemen esit uzunlukta
ve ¢ok sayida basit gecitli; alt epidermalar, iist epidermadan daha dalgali ¢eperlidir (Sekil
4.42). Alt ve iist epiderma lizerinde kalin, diiz ya da hafif dalgal1 bir kiitikula tabakas1 ve
tek hiicreli, konik-uzun, basit ortii tiiyleri bulunur (Sekil 4.41). Epidermanin iki yiiziinde
yer alan stoma (amfistomatik), parasitik tiptedir. Epiderma hiicreleri ile stomalar ayni
seviyede (mezomorf) olup, iist yiizde stoma sayisi, alt yiize oranla daha fazladir. Alt
epidermada kollenkimanin saginda ve solunda yer alan stoma alti bosluklar1 dikkat
cekecek kadar genistir. Yaprak monofasiyaldir. Ust epidermanmn altinda mezofili
olusturan 2 sira, siki dizilimli, uzun, silindrik, bol kloroplast igeren palizat parankimasi
yan yiizlerde tek sira halinde devam eder. Alt epidermada palizat parankimasinin iizerinde
3-4 sira boyuna silindrik ya da oval, gevsek dizilimli siinger parankimasi bulunur. Mezofil
tabakasinda yer yer rafit kristalleri goriilmektedir. Orta damarin altinda dikeyde 15-19
sira, yatayda 6-15 sira oval-yuvarlak hiicreli kollenkimatik doku yer alir. Kollenkima
tabakasinin iizerinde demet kini ile ¢evrelenmis biiyiik bir iletim demeti, bu demetin
saginda ve solunda ise 4-5 adet kiigiik iletim demetleri vardir. Iletim demetlerinde ksilem

st epiderma, floem ise alt epiderma yoniindedir (Sekil 4.40).

Sekil 4.39. A. lilaciflora subsp. phrygia yaprak enine kesit genel goriiniis ot: ortii tiiyii iie: iist epidermis

id: iletim demeti ko: kollenkima ae: alt epidermis
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3) yaprak enine kesit ku: kiitikula iie: iist epidermis

2
id: iletim demeti ko: kollenkima ae: alt epidermis pp: palizat parankimasi sp: stinger

Sekil 4.40. A. lilaciflora subsp. phrygia 1

parankimast m:mezofil
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Sekil 4.41. A. lilaciflora subsp. phrygia yaprak iist yiizeysel kesit tiiyler genel

goriiniiy 6t ortii tiyii tie: iist epidermis bg: basit gegit s: stoma

Sekil 4.42. A. lilaciflora subsp. phrygia yaprak 1) iist yiizeysel kesit 2) alt yiizeysel kesit

tie: tist epidermis ae: alt epidermis s: stoma bg: basit gegit
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4.3.2.4. Meyve

Iki merikarpa ayrilan bir sizokarptir. Merikarp enine kesitinin genel goriiniisii
yuvarlak-oval olup, ventral bolgede hafifce igeriye dogru ¢okiintii yapmis haldedir (Sekil
4.43). Ekzokarp tek sira genelde biiyiik, kare-oval hiicrelerden olusur ve yer yer disa
dogru papillidir. Ekzokarpin iizeri ince dalgali kiitikula ile kaplidir. Ekzokarpin altinda,
birkag sira ince ¢eperli enine uzamis hiicrelerden olusan mezokarp bulunur. Mezokarp
tabakasi icinde iletim demetleri ve demetlere ardisik sekilde yer yer hiicrelerin erimesiyle
olusan bosluklar yer alir. Mezokarp1 tek sira, ince geperli, dar uzun hiicrelerden olusan
endokarp tabakasi izler. Testa, endosperm dokuyu ¢epecevre sarar ve genelikle hiicreleri
ezildigi i¢in kahverengi bir ¢izgi seklinde goriliir. Endosperm doku, biiyiik, poligonal
sekilli, organik maddeler igeren parankimatik hiicrelerden meydana gelir ve oldukga

genis yer kaplar (Sekil 4.44).

Sekil 4.43. A. lilaciflora subsp. phrygia meyve enine kesit genel goriiniis p: papil b: bosluk id: iletim
demeti te: testa endo: endosperma
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Sekil 4.44. A. lilaciflora subsp. phrygia meyve enine kesitte kisimlar ek: ekzokarp p: papil me: mezokarp

end: endokarp id: iletim demeti b: bosluk te: testa endo: endosperma
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4.4. Palinolojik Bulgular
4.4.1. Asperula pestalozzae

Polen taneleri monad, radyal simetrili, izopolar, hegzakolpat (bazen heptakolpat).
Polar eksen (P) 16,9-20,6 um, ekvatoral eksen (E) 10,9-14,3 um. P/E orami 1,44-1,55 pm.
Polen tanelerinin sahip oldugu sekil Oprolat. Polen tanelerinin ekvatoral goriintiileri
eliptik, polar goriintiileri hemen hemen daire seklindedir. Kolpus boyu 12,5 um-15,8 pum,

kolpus eni 1um’den kiigiik. Skulptur (ornemantasyon) skabrat-perforat.

AUBIBAM 2021/01/21  14:34 HMMD5.2 x1.8k

AN N
2021/01/21 1429 HMMD5.2 x5.0k 20 pm

AUBIBAM 2021/01/21  14:06 HMMD5.2  x7.0k

e s S —

AUBIBAM 2021/01/21  14:23 HMMD5.3 8.0k 10pm AUBIBAM 2021/01/21  14:11 HIMIVIDS. 0 pm

Sekil 4.45. A. pestalozzae SEM mikrofotograflar: a-c) polen taneleri d) ekvatoral goriiniim

e) polar goriiniim f) polen yiizeyi yakin goriiniim

88



4.4.2. Asperula lilaciflora subsp. phrygia

Polen taneleri monad, radyal simetrili, izopolar, hegzakolpat (bazen heptakolpat).
Polar eksen (P) 17,3-21,2 um, ekvatoral eksen (E) 11,4-14,8 um. P/E oranmi 1,43-1,51 pm.
Polen tanelerinin sahip oldugu sekil Oprolat. Polen tanelerinin ekvatoral goriintiileri
eliptik, polar goriintiileri hemen hemen daire seklindedir. Kolpus boyu 11,9 pm-15,2
um’dir, kolpus eni 1um’den kiigiik. Skulptur (ornemantasyon) skabrat-perforat.

AUBIBAM 2021/01/21  13:56 HMMD5.2 x2.5k 30 pm

AUBIBAM 13:35 HMMD5.2 x2.0k 30|

AUBIBAM 2021/01/21  13:59 HMMD5.2  x8.0k 10pm  AUBIBAM 13:33 .2 x15k 5.0 pm

Sekil 4.46. A. lilaciflora subsp. phrygia SEM mikrofotograflar: a-c) polen taneleri

d) ekvatoral goriiniim e) polar goriiniim f) polen yiizeyi yakin gériiniim
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4.5. Kimyasal Bulgular

Bu kisimda A. pestalozzae tiirii ve A. lilaciflora subsp. phrygia alt tiiriiniin toplam
fenolik madde miktarinin tayini ve antioksidan aktivite testlerine ait, elde edilen veriler

aciklanmistir.

4.5.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Toplam fenolik madde miktarin1 tayin etme yontemi, temel olarak renk
reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyonda mavi renkli kompleks olusumuna bakilir.
Renk ne kadar koyu ise, bitki ekstresindeki total fenolik madde miktar1 da o kadar fazla
olmaktadir. Sonuglar1 degerlendirebilmek i¢in; hesaplama ile standart gallik asit egrisi
cizilmistir (Sekil 4.47), daha sonra standart egri denklemine gore ekstrelerin icerdigi
fenolik madde miktarlar1 bulunmustur. Sonuglara bakildiginda (Tablo 4.1); 1 g A.
pestalozzae ekstresinde 53 mg gallik asite esdeger (GAE), 1 g A. lilaciflora subsp.
phrygia ekstresinde 31 mg gallik asite esdeger (GAE) olarak hesaplanmistir. Ayrica A.

pestalozzae ekstresine ait renk kompleksinin de daha koyu oldugu gozlemlenmistir.

Standart Gallik Asit Egrisi ve Denklemi

0,700
¥ =0,5063x+0,1103
0,600 R =0,9835
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Sekil 4.47. Hesaplamada kullanilan GA egrisi

Tablo 4.1. 1 gr ekstrede mg gallik asite esdeger toplam fenolik madde miktar

Ekstreler Gallik Asit Esdeger (GAE)
1 A. pestalozzae 53 mg GAE
2 A. lilaciflora subsp. phrygia 31 mg GAE
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Sekil 4.48. Ekstrelerin GAE gdosteren siitun grafigi

4.5.2. Antioksidan aktivite calismalar:

Radikal uzaklastirma aktivitesi, DPPH %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICso)
olarak hesaplanmistir. ICso degeri standart gallik asit igin 0,0011 mg/ml olarak
bulunmustur. A. pestalozzae ekstresi i¢in 0,134 mg/ml, A. lilaciflora subsp. phrygia

ekstresinde ise 0,382 mg/ml olarak elde edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Ekstrelerin serbest radikal iizerinden hesaplanan inhibisyonu degerleri

Ekstreler 1Cs0 Degerleri (mg/ml)

A. pestalozzae 0,134

2 A. lilaciflora subsp. phrygia 0,382
3 Gallik asit 0,0011

0,4
0,35
03
0,25
0,2

0,15

inhibisyon degerleri

0,1

0,05

1 2 3

Esktreler

Sekil 4.49. Ekstrelerin 1Csq degerlerini gosteren siitun grafigi
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Ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan kapasite (TEAC) testi igin, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan troloksun % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Elde
edilen veriler ile kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve denklemi olusturulmustur (Sekil 4.50).
Denklem {izerinde yapilan hesaplamalar ile; 0,1 mg/ml A.pestalozzae ekstresi i¢in 0,022
mM TEAC, 10 mg/ml A. pestalozzae ekstresi igin 1,437 mM TEAC; 0,1 mg/ml A.
lilaciflora subsp. phrygia ekstresi i¢in 0,371 mM TEAC, 10 mg/ml A. lilaciflora subsp.
phrygia ekstresi i¢in 0,901 mM TEAC olarak bulunmustur (Tablo 4.3). Standart olarak
kullanilan gallik asitin 0,1 mg/ml i¢in 1,436 mM, 1 mg/ml i¢in 2,630 mM TEAC aktivite

belirlenmistir.
% inhibisyon Troloks Egrisi
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Sekil 4.50. Hesaplamada kullanilan egri ve denklemi

Tablo 4.3. Ekstrelerin mM TEAC degerleri

Ekstreler mM TEAC (mg/ml)
1 A.pestalozzae (0,1 mg/ml) 0,022
2 A.pestalozzae (10 mg/ml) 1,437
3 A. lilaciflora subsp. phrygia (0,1 mg/ml) 0,371
4 A. lilaciflora subsp. phrygia (10 mg/ml) 0,901
5 Gallik asit (0,1 mg/ml) 1,436
6 Gallik asit (1 mg/ml) 2,630
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Sekil 4.51. Ekstrelerin mM TEAC degerlerini gosteren siitun grafigi
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5. SONUC VE TARTISMA

Davis’in kareleme sistemine gore, bu c¢alismada B3 karesinden toplanan A.
pestalozzae tiirii ve endemik A. lilaciflora subsp. phrygia alt tiirii farmasétik botanik
yonden arastirilmistir. Bu ¢ergevede bitkilerin anatomik, morfolojik, mikromorfolojik
(tity ve meyve yapisi) ve palinolojik 6zellikleri incelenmis, kimyasal ¢alismalarla toplam

fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktiviteleri aydinlatilmaya calisilmistir.

5.1. Morfolojik Sonuclar ve Tartisma

ki endemik taksonun morfolojik arastirma bulgular1 ayrmtili tanimlanmis ve

Tiirkiye Florasi’inda (Davis,

karsilastirilmistir (Tablo 5.1).

1982) yer

alan

tanimlamalar ve

Olgiitleri ile

Tablo 5.1. A. pestalozzae ve A. lilaciflora subsp. phrygia morfolojik ozelliklerinin karsilastirimast

Ozellikler A. pestalozzae A. lilaciflora subsp. phrygia
Bulgular Tiirkiye Bulgular Tiirkiye
Florasi Florasi
Hayat formu Cok yillik, yar1 Cok yillik, yar1 Cok yillik, yart Cok yillik, yar1
call cali cali calt
Bitki boyu 18-63 cm (13-)20-60 cm 16-35(-39) cm (10-)15-35cm
Yiikselici-dik, Yikselici ile Yiikselici-dik, Yikselici ile dik
dort koseli ya da dik, dort koseli | dort koseli ya da altlarda hafif
Sekli altlarda hafif altlarda hafif yuvarlak, tist
yuvarlak yuvarlak daha koseli
Govde
Alt puberulent- | Tiysiizyadaaz | Alt puberulent Alt puberulent
hispit tiiyld, tst tiyld, altlarda ya da hispit ya da kisa hispit
Tiiyleri kisim tiiysiiz puberulent tiyld, tst kisim | tiiyld, st kisim
skabrit-hispit tilysliz tilysiiz
Taban yaprak 4-15(-25) x 0,3~ Taban yaprak Taban yaprak
5-20 x 0,2-1 mm, 0,75 mm 2-10x0,2-1 mm, | 2-7 x0,6-1 mm,
Boyutu iist yaprak 5,8-16 iist yaprak iist yaprak
Yaprak x 0,3-0,8 mm 10-20 x 0,2-1 (-8)10-20x0,3-
mm 0,75 mm
Sayisi 4, gevrel diziligli - 4, gevrel dizilisli -
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Tablo 5.1.

(Devam) A. pestalozzae ve A.

lilaciflora subsp. phrygia morfolojik ozelliklerinin

karsilagtiriimasi
Sekli Linear veya Linear veya Linear-subulat, Oblong
filiform, belirgin | filiform, belirgin | belirgin geriye oblanseolat,
geriye kivrik geriye kivrik kivrik linear-subulat
geriye kivrik
Tepesi Aristat, u¢ seffaf | Aristat u¢ seffaf | Aristat, u¢ seffaf | Aristat, ug seffaf
Yaprak  Cafistalar 0,2-0,7 mm 0,7 mm 0,5-1 mm 1mm
Kenari Diiz - Diiz -
Tabam Trunkat - Trunkat -
Tiiyleri Yogun hispit, Skabrit ile Yogun hispit Genellikle kisa
tilyler dik ya da hispit, tityler tiyli, yapraklar hispit, bazen
hafif geriye yatik; hafif geriye tilysiiz ya da az sadece skabrit
tilysiiz ya da az yatik ya da tiyli tiyli
tiylii tilysiiz
Tipi Panikulalardan Dal ucunda Panikulalardan Dal ucunda
olusan dal ucunda simdz olusan dal simoz
simoz ucunda simoz
Dallanma Basit ya da Dallanmis Basit ya da Dallanmus
Cigcek dallanmis dallanmis
durumu
Cigcek Simozlarda 3-15 - Simozlarda 3-12 -
say1st
Cigek 5-35 mm - 8-47 mm -
durumu
sap1
Boyutu 2-4,3x0,5-1,3 2-4 mm 24-45x1-1,6 1,5-6 mm
mm mm
Sekli Lanseolat- ovat alt | Lanseolat-Ovat Ovat-liggen alt Lanseolat ile
kisim kulakgiklt kisim kulakegikl genisge ovat
Kenari Diiz Diiz ya da disli Seffaf kenar, Seffaf kenar
Brakte diizensiz disli diizensiz disli
Tiiyleri Tlysiiz Tlystiz Tlysiiz -
Tepesi Avristat Aristat Aristat Avristat
Aristalar | 0,2-0,7 mm, seffaf 0,5-1 mm, seffaf

diiz ya da hafif
kivrik

hafif geriye
kivrik
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Tablo 5.1. (Devam) A. pestalozzae ve A. lilaciflora subsp. phrygia morfolojik ozelliklerinin
karsilagtiriimasi
Boyutu 1,5-3,3x0,4-1 - 2-3,6 x0,4-0,8 -
mm mm
Sekli Oblong-lanseolat - Lanseolat -
Brakteol | Kenar Diiz - Diiz ya da -
diizensiz digli
Tepesi Aristat - Aristat -
Aristalar | 0,2-0,5 mm, seffaf - 0,5-1 mm, seffaf -
Boyutu 2,2-3,3mm 2-3 mm 5-10 mm (4-)5-8 mm
Sekli Gamopetal, huni Huni Gamopetal, huni | Huni ila yayik
ya da yayik laminali boru
laminali boru
Rengi Loblar pembemsi- Agik pembe Loblar Acik pembe-
beyaz, tiip pembe pembemsi- pembe
beyaz, tiip
Korolla pembe
Tiip 1-2,2 mm, loblara | 2 kat uzun ya da 5-7,5 mm, Loblara esit ya
Boyu esit ya da 2 kat ovat-oblongdan | loblardan 2 yada | da 3 kat kadar
daha uzun daha kisa 3 kat uzun uzun
Lob 1-1,2 x 2-3 mm - 2-3x0,8-1,2 mm 1,5-3 mm
Boyu
Lob sekli | Ovat-oblong, akut Ovat-oblong, Lanseolat, Lanseolat,
akut akuminat akuminat
Tiiyleri Yogun hispit-dis Hispit tiiyli, Tiiysiiz Tiiysiiz ya da
tiiylii loblarda az bazen tiiysiiz hispit tiiylii
ya da tilysiiz
Sayisi 4 - 4 -
Sekli Dorsifiks - Dorsifiks -
Stamen
Konumu | Petale bagl, loblar - Petale bagli, -
ile almagik loblar ile almasik
Boyu 1-1,2 mm - 1-1,3mm -
Anter Sekli Linear - Linear -
Rengi Kahverengi - Sarimsi-koyu -
kahverengi
Filament | Boyu Korollaya yapisik, - Korollaya -
kisa yapisik, kisa
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Tablo 5.1. (Devam) A. pestalozzae ve A. lilaciflora subsp. phrygia morfolojik ozelliklerinin
karsilagtiriimasi

Boyutu 1x0,5mm - 0,5-1,2x0,5-0,8 -
mm
Ovaryum | Rengi Koyu kahverengi - Koyu kahverengi -
Yiizeyi Yogun papilli Papilli Yogun papilli Papilli ila hispit
Boyu 0,5-1,6 mm - 6-6,5 mm -
Sekli Ikili esit dallanmus - ikili esit -
Stilus dallanmis
Rengi Pembemsi, - Agik pembe -
morumsu
Sekli Yuvarlak - Yuvarlak -
Stigma
Sayis1 2 - 2 -
Boyutu 1,2-2x1 mm 2mm 2-3x1-2mm 2-3 mm
Sekli Ovat-oblong - Ovat-orbikular -
Meyve Rengi Once yesil, Koyu kahve Once pembemsi, -
olgunlarda koyu olgunlarda
kahverengi kahverengi
Yiizeyi Yogun sigilli Sigilli Yogun sigilli -

Endemik Asperula taksonlari ile yaptigimiz arastirma sonuglarimizin Tirkiye
Florasi ile genelde benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsin, bazi yapilarda ufak
farkliliklar saptanmigtir.

A. pestalozzae bitki boyu Tiirkiye Florasi’'nda 13-60 cm iken, caligmamizda 18-63
cm arasinda ¢ikmistir. Govde seklinin dort kdseli olmasi sonuglarimiz ile uyumlu iken,
alt kisimlarda farkli olarak hafif yuvarlak gozlenmistir. Calismamizda taban yapraklar 5-
20 x 0,2-1 mm, iist yapraklar 5,8-16 x 0,3-0,8 mm olarak tanimlanirken; florada yapraklar
genel olarak 4-15(-25) x 0,3-0,75 mm verilmistir. Yaprak eni floradan daha fazla, seffaf
ucu ise daha kii¢iik bulunmustur. Florada brakte 2-4 mm, sonuc¢larimizda 2-4,3 x 0,5-1,3
mm’dir. Korolla boyu floradan farkli olarak 2,2-3,3 mm arasinda; rengi ise loblarda
pembemsi beyaz, tiipte ise pembe olarak belirlenmistir. Merikarplar ¢alismamizda daha
kiiclik boyda ve yogun sigilli olarak gézlenmistir. Ayn1 zamanda yaprak sayisi, yaprak
kenar1 ve tabani, ¢i¢ek sayisi, ¢igek durumu sapi, brakte ucu, brakteol, korolla lob boyu,

stamen, anter, filament, ovaryum boyu ve rengi, stilus, stigma ve meyve sekli
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morfolojileri ¢alismamiz ile ilk kez belirlenmis, tiim morfolojik gorseller ¢izilmis ve
floradaki bu eksiklikler giderilmistir.

A. lilaciflora subsp. phrygia bitki boyunun, ¢alismamizda (16-35(-39) cm) Tiirkiye
Florasi’ndan ((10-)15-35 cm) daha fazla belirlenmistir. Govde sekli ve tiiy yapisi flora ile
uyumludur. Bulgularimizda taban yaprak 2-10 x 0,2-1 mm, {ist yaprak 10-20 x 0,2-1 mm;
florada taban yaprak 2-7 x 0,6-1 mm, ist yaprak (-8)10-20 x 0,3-0,75 mm’dir. Floraya
gore calismamizdaki taban yapraklar daha uzun, {ist yapraklar ise benzerdir. Yaprak
enleri ise ayn1 ya da daha dardir. Florada brakte 1,5-6 mm, sonuglarimizda 2,4-4,5 x 1-
1,6 mm olup daha kiigiiktiir. Brakte sekli ovat-licgen ile floradan farkli bulunmustur.
Korolla boyu floradan farkli olarak 5-10 mm mm; rengi ise loblarda pembemsi-beyaz,
tiipte pembe olarak belirlenmistir. Florada korolla loblarinin boyu 1,5-3 mm olup, tiip
boyu loblara esit ya da 3 kat uzun iken; ¢alismamizda lob boyu 2-3 x 0,8-1,2 mm ve tiip
boyu loblardan 2 ya da 3 kat uzun ¢ikmigtir. Ayrica yaprak sayisi, yaprak kenari ve tabani,
cigek sayisi, ¢icek durumu sapi, brakte ucu, brakteol, stamen, anter, filament, ovaryum
boyu ve rengi, stilus, stigma, meyve sekli, rengi, yiizeyi ¢alismamiz ile ilk kez belirlenmis
tiim morfolojik gorseller ¢izilmis ve floradaki eksiklikler giderilmistir.

Iki endemik taksonun morfolojik &zelliklerinin benzer oldugu bulunmustur.
Ancak, bazi 6zelliklerde farkliliklar saptanmistir. Bu farkliliklardan en belirgin olanlari
A. pestalozzae’da govde boyu ve taban yapraklarinin daha uzun; ¢igek durumu sapi,
korolla ve stilus boyunun ise daha kisa olmasidir. Diger farkliliklar ise yaprak seffaf
uclarinda, ¢icek sayisinda, brakte seklinde, brakte kenar1 ve seffaf uclarinda, lob sekli ve
tilylerinde, ovaryum boyutunda, stilus renginde, meyve boy ve seklinde gézlemlenmistir
(Tablo 5.1).

Mikromorfolojik ¢alismalarimizda endemik taksonlarin vejetatif-generatif
organlar: ve tizerinde yer alan tiiy yapist SEM’de ayrintili olarak tanimlanmis ve Tablo
5.2°de karsilagtirtlmistir. Tablo 5.2”ye gore, her iki taksonun govde ve yaprak tiiyleri sekil
ve uzunluk agisinda genelde benzer iken, taksonlarda yaprak tiiy uzunluklarinin, gévde
tilylerine gore daha uzun oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bulgularimizdaki tiy
yogunluklarinin da korolla hari¢ birbiriyle uyumlu oldugu tespit edilmistir. A.
pestalozzae’da korolla yiizeyi tiiyli iken, diger taksonda hig tiiy yoktur. Korolla yiizey
mikromorfolojisine baktigimizda A. pestalozzae epidermal katlanmalardan olusan dalgali

cizgilere sahip iken, digerinde diizensiz ¢izgiler arasinda yer yer elipsoid-oblong sekiller
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bulunur. Her iki taksonun ovaryum yiizeyinde papiller gozlenmistir. Papillerin yiiksek

biiylitmelerde sekilleri taksonlar arasinda kiiciik farkliliklar gostermektedir.

Tablo 5.2. A. pestalozzae ve A. lilaciflora subsp. phrygia vejetatif ve generatif organlarinda tiiy ozellikleri

ve yogunlugu
A. pestalozzae A. lilaciflora subsp. phrygia
Ozellikler Yogunluk | Ozellikler Yogunluk
Givde 88,3 um-196 um | Ust + 101 pm-174 pm | Ust +
Hispit Hispit
Tek hiicreli Tek hiicreli
Alt ++ Alt ++
Yaprak 55,2- 298 um Ust yiiz + 50,3 pm-265 pm | Ust yiiz +
Hispit Hispit
Tek hiicreli Tek hiicreli
Alt yliz + Alt yiiz +
Korolla 32,9 um-91,3 um | Tip ++ Tiiysiiz Tiip -
Yogun hispit-dis
tivlii
R Lob + Lob -
veya
Ovaryum Yuvarlak ve ++ Yuvarlak ve ++
konveks konveks
Papillalt Papillalt

() yok, (%) seyrek, (+) yogun, (++) ¢ok yogun

Bulgularimiza gére, merikarplar A. pestalozzae’da 1,2-2 x 1 mm boyunda, ovat-
oblong sekilde, yesil ya da koyu kahverengi, yiizeyi yogun papiller icermektedir. A.
lilaciflora subsp. phrygia’da ise 2-3 x 1-2 mm boyunda, ovat-orbikular, pembemsi ya da
kahverengi, yiizeyi yogun papillidir. A. lilaciflora subsp. phrygia merikarplar1 daha
biiyiikk olup; ovat-orbikular sekilde ve erken donemde pembemsi renkte olmasiyla
calismamizdaki diger tiirden ayrilmaktadir.

Giicel, (2015)’de yaptig1 bir ¢alismada ayni seksiyonda yer alan A. daphneola
tiirliiniin merikarplarin1 incelemistir. Bulgularinda merikarplar 1,3-1,8 x 2,3-2,9 mm,
yiizeyi oluklu ve tiiylli, sarimsi-yesil olarak rapor edilmistir. Sonuglarimiz Giicel’in
yaptig1 calisma ile merikarplarin boyutu, sekli, rengi ve ylizey yapistyla farklilik
gostermektedir.

Gicel, (2015) ayn1 ¢aligmada tiire ait diger morfolojik 6zellikleri de aragtirmistir.
Bulgularina gore bitki boyu maksimum 60 cm, yapraklar imbrikat, brakte koltugunda 8
kadar ¢icek, korolla rengi canli pembe, korolla boyu 10-12 mm, genellikle 4 stamen
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epipetal olarak agiklanmistir. Stamen sayisi ve durumu ¢alismamizdaki sonuglar ile
uyumlu bulunmustur. Yaprak 6zelligi tiimiiyle farkl: olup, ¢igek sayisi bulgularimizdan
daha azdir. Korolla boyu ve renginin galistigimiz iki endemik 6rnekten farkli olmasi; bu
karakterlerin anahtar ayriminda kullanilan 6zellikler oldugunu dogrulamaktadir.
Minareci vd., (2010) yaptig1 calismada A. serotina ile ilgili govde boyunu 20-45
cm, govdeyi puberulent tiiylii, yapraklar1 4-6 halkasal, yaprak boyunu 6-13 x 0,6-1 mm,
braketeol boyu 0,5 mm, korolla seklini tekerleksi, korolla tiibiinii sarimsi-yesil, lamina
disin1 yesilimsi-mor ve igini mor renkte, stigmalar1 kiiresel sekilde, merikarplar1 0,85-
1,25 mm ve tiiylii olarak rapor etmislerdir. Calisma sonuglarina gore, govde ve yaprak
boylari, merikarp boyutu ve tiiyli, korolla sekli ve rengi calismamiz ile farklilik

gosterirken; halkasal yaprak sekli ve yuvarlak stigma 6zellikleri uyumlu bulunmustur.

5.2. Anatomik Sonuclar ve Tartisma

Arastirma bitkilerimiz olan A. pestalozzae tiirii ve A. lilaciflora subsp. phrygia alt
tiiriniin kok, gévde ve meyvelerinden enine kesitler, yapraklarindan hem enine hem de
yiizeysel kesitler alinmig, fotograflandirilarak i¢ yapilart tanimlanmis ve
karsilastirilmistir.

Kok enine kesitlerde, her iki taksonda da sekonder gelisim gozlenmis ve rafit
kristallere rastlanmigtir. En digta yer alan periderma; A. pestalozzae’da 4-6 sira, A.
lilaciflora subsp. phrygia’da 4-5 sira biiyiik dortgenimsi hiicreli fellem ile 3-4 sira kiigiik,
enine uzamis, yer yer ezilmis fellodermadan olusur. Periderma altinda bulunan sekonder
floem A. pestalozzae’da 10-15 sira, A. lilaciflora subsp. phrygia’da ise 10-13 sira, kiigiik
karemsi sekilli, diizensiz sirali, halka seklindedir. Her iki ornekte kambiyum belirsiz;
sekonder ksilem genisce ve sklerenkimatik bir temel doku i¢inde, biiyiik ve kiigiik ¢apl
trakeal elemanlardan olusmus; 6z kollar1 1-2 sira ve 6z bolgesi ksilem ile doludur.

Govde enine kesitlerde, A. pestalozzae dort koseli-yuvarlak iken; A. lilaciflora
subsp. phrygia’da alt govde dort koseli-yuvarlak, iist govde belirgin dortgendir.
Epiderma her iki 6rnekte dikdortgen sekilde, tek sirali, iist ve alt ¢ceperleri daha kalindir.
A. pestalozzae epidermasi kalin-dalgali kiitikula ile kapli iken, A. lilaciflora subsp.
phrygia’da diiz-kalin kiitikula ile kaplidir. Epidermada basit, tek hiicreli orti tiyleri
bulunur. Koselerde epiderma altinda A. pestalozzae tiiriinde 5-10 sira, A. lilaciflora subsp.
phrygia da 6-7 sira enine oval ¢eperli kollenkimatik doku bulunur. Kollenkima altinda

yogun ergastik maddeli, rafit kristalli, yuvarlak-oval hiicreli, korteksi dolduran
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parankimatik doku yer alir ve A. pestalozzae tiirinde 3-5 sira; A. lilaciflora subsp.
phrygia’da 2-4 siradir. Her iki 6rnekte de endoderma tek sira, belirgin dikdortgenimsi
hiicrelerden olusur, A. lilaciflora subsp. phrygia alt govdesinde endoderma yer yer
kesintiye ugramistir. Floem gévdeyi tiimiiyle sarar; basik diizensiz dortgen hiicreli olup
A. pestalozzae tiirtinde 3-5 sira, A. lilaciflora subsp. phrygia’da 4-5 siradir. Kambiyum
genelde belirsiz olup, ksilemi olusturan trakeal elemanlarin 6zellikleri, 6z kollarinin
sayis1 ve 0ziin bosluklu yapisi iki 6rnekte de benzerdir.

Yaprak enine kesitlerde, genel goriiniim her iki tiirde de geriye kivrik oldugundan
alt ylizeyde hafif girintili; A. pestalozzae’da oval-dikdortgenimsi, A. lilaciflora subsp.
phrygia’da ovaldir. Her iki tiirde de epiderma tek sira, dikdortgenimsi, alt ve tist ceperleri
kalindir. Epidermanin her iki yiiziinde de oOrtii tiiylerine ve stomaya rastlanilmistir. Her
iki drnekte de oOrtil tiiyleri basit, tek hiicreli, kisa ya da uzun, stoma ise parasitik tiptedir.
Mezofil tabakast her iki 6rnekte de ayni sirali olup, yaprak monofasiyaldir. Orta damarin
altinda genis bir kollenkima tabakasi bulunur. Kollenkima tabakasi iizerinde her iki
ornekte de demet kini ile ¢evrili biiyiik bir iletim demeti bulunur. A. pestalozzae’da biiyiik
demetin saginda ve solunda 3-5 adet; A. lilaciflora subsp. phrygia’da 4-5 adet kiigiik
iletim demetleri bulunur. Demetlerde ksilem iist epiderma, floem alt epiderma
yoniindedir.

Meyve enine kesitlerde, A. pestalozzae oval-oblong, ventral bolgede igeri ¢okiik
sekilde iken; A. lilaciflora subsp. phrygia yuvarlak-oval, ventral bolgede igeri ¢okiiktiir.
Her iki 6rnekte de diger tabakalarin 6zellikleri ortaktir. Ekzokarp tek sira hiicreli, dista
papilsi ve iizerindeki ince kiitikula dalgalidir. Mezokarp birkag sira ince g¢eperli enine
uzamis hiicreden olusur ve aralikli iletim demeti ve hiicrelerin erimesiyle olusan bosluklar
tasir. Endokarp tek sira, ince ¢eperli, dar uzun hiicrelidir; testa endospermay1 sarar ve
ezilmig hiicrelerden olustugu i¢in kahverengi cizgi seklindedir; endosperm biiylik ve
poligonal sekilde parankimatik hiicrelerden olusur.

Metcalfe ve Chalk’a (1950) gore familyanin kok yapisinda kambiyum yoktur.
Bununla birlikte felloderm doku iyi gelismistir. Parankimada fellogen tabakanin
aktivitesiyle olusan bosluklar gozlenmektedir. Asperula cinsinin gévdeleri kollenkimatik
kose ¢ikintilarinin oldugu poligonal sekle sahiptir ve mantar gériilmez. Endoderma iyi
gelismistir, bununla birlikte sklerankimatik periskl bulunmaz. Ksilem dar, silindirik bir
yapidadir ve trakeal elemanlariin c¢aplari kiigiiktiir. Metcalfe ve Chalk gore Rubiaceae

familyas1 genellikle dorsiventral yaprak yapisina sahip iken, bazi iiyelerinde sentrik
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(Asperula) ya da homojen (Borreria) bir yap1 goriilebilmektedir. Tiiyler Asperula ve bazi
cinslerin tiirlerinde uzun tek hiicreli ve bazen u¢ kisimlarda kivriktir. Bazi cinslerin
tirlerinde tiiyler kiigiik kristaller igerebilmektedir. Stoma neredeyse sadece yaprak alt
yiizde bulunsa da, Asperula ve bazi cinslerin tiirlerinde Ust yiiziinde de yer alir ve
rubiaseus (parasitik) tiptedir. Epiderma hiicreleri diiz ya da dalgali ¢eperlidir. Familya
tiyelerinde kristaller genellikle yaprak ve govdelerde yogun olup kum kristali, rafitler,
kiime kristaller seklindedir ve kristallerin tipi cinslerin ve tiirlerin tanimlanmasinda son
derece 6nemlidir. Rafitler ya yalniz olarak ya da kiime kristallerle birlikte Asperula dahil
birgok cinste bulunmaktadir. Asperula govdelerinde kristaller sadece rafitlerden
olusmaktadir.

Yukarida Metcalfe ve Chalk’in Rubiaceae familyasi ve Asperula cinsi i¢in yapmis
oldugu kok, govde, yaprak anatomik 6zellikler ve kristal tanimlamalarin bir¢ogu ¢alisma
sonuglarimizla uyumludur.

Giicel’in (2015) yaptig1 Asperula daphneola tiiriiniin anatomik ¢alismasinda kokte
sekonder biiylimenin oldugunu, dis yiizeyde periderm tabakasinin varligini, peridermin
altinda rafit kristallerinin bulundugu ve merkezde sklerankimatik 6z’iin yer aldigini rapor
etmisdir ki bu tanimlamalar bizim kok sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Govde
de ise ince bir tabaka periderm ve altinda ince bir parankimatik hiicrelerden olusan
korteksi tanimlamis ve kortekste rafit kristallerinin oldugundan séz etmistir. Ayrica
kollenkima, endoderma ve iletim demetlerini tanimlayarak merkezde sklerankima
hiicrelerinden bahsetmistir ki bizim govde kesitlerimizde 6z parankimatik olup
pargalanmistir. Ayrica gévdede periderm yapiya rastlanmamustir. Yaprakta orta damar
altinda biiyiik kollenkimatik dokunun varligi, demet kini hiicreleri ile ¢evrelenmis iletim
demetleri, alt ve iist epidermisin altinda palizat parankimasinin yer aldig1 ve yapragin
izolateral oldugu ve mezofilde rafit kristallerinin varligi rapor edilmistir. Bu sonuglar
bizim sonuglarimizla genel olarak uyum i¢indedir.

Ozgen ve Coskun’un (1999) yaptig1 Asperula taurina subsp. caucasica alttiiriiniin
kok anatomik ¢alismasinin sonuglarina gore; en distaki epiderma tabakasinin par¢alanmis
oldugu, kambiyum tabakasinin ise gozlenmedigi, ksilem elemanlarinin kokiin i¢
tabakasini timiiyle doldurdugu ve bol miktarda nisasta tanesi ile rafit demetlerinin varlig
rapor edilmistir. Bu sonuglar, bizim ¢alismamiz ile genelde paralellik gostermektedir.
Bununla birlikte arastirmacilarin kokte rapor ettigi endoderma, periskl’a bizim

orneklerimizde rastlanmamistir.
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5.3. Palinolojik Sonuglar ve Tartisma

Endemik iki taksonun palinolojik ozellikleri arastirilmis ve elde edilen sonuglar

Tablo 5.3’de karsilagtirilmistir.

Tablo 5.3. Palinolojik ozelliklerin karsilagtiriimast

OZELLIKLER A. pestalozzae A. lilaciflora subsp. phrygia
Ornamentasyon Skabrat-Perforat Skabrat-Perforat
Apertiir tipi Kolpus Kolpus
Polen sekli Oprolat Oprolat
Apertiir sayisi 6-7 6-7
Kolpus genislik <1 pum <1 pum
Kolpus Boyu Max. Min. Max. Min.
15,8 um 12,5 pm 15,2 ym 11,9 pm
Polar Max. Min. Max. Min.
uzunluk (P) 20,6 um 16,9 um 21,2 ym 17,3 um
Max. Min. Max. Min.
Ekvatoral 14,3 pm 10,9 pm 14,8 pm 11,4 pm
uzunluk (E)
Max. Min. Max. Min.
P/E degeri 1,44 pm 1,55 um 1,43 pm 1,51 um

Tablo 5.3 degerlendirildiginde, iki endemik taksonun polen 6zelliklerinin birbiriyle
hemen hemen ayn1 oldugu bulunmustur. Bu nedenle polen 6zellikleri bu iki takson i¢in
ayirict bir karakter degildir. Bununla birlikte, taksonlar arasindaki tek fark, perforat
(delik) yogunlugunda goriilmiis olup (Sekil 4.54), A. lilaciflora subsp. phrygia poleninde
perforasyon daha fazladir.

Akdeniz (2019) yaptig1 tez ¢alismasinda, Asperula cinsine ait bazi taksonlarin
palinolojik ozelliklerini ortaya koymustur. Calisilan taksonlarda polen seklini oblat-
sferoidal ve prolat- sferoidal, polar eksen 17,03-20,53 pum, ekvatoral eksen 18,41-20,02
um, ornemantasyonu skabrat-perforat, kolpus sayilarimi 6-8, kolpus boyunu 12,41-15,40
um, kolpus enini 0,95-1,38 pum arasinda bulmustur. Calismanin sonuglarina gore;
Asperula arvensis polenleri oblat-sferoidal, P/E oran1 0,99 um, kolpus sayisi ¢cogunlukla
6-7, kolpus boyu 13,20 um, kolpus eni 1,38 um, ornemantasyonu skabrat-perforat’dir.

Asperula xylorrhiza polenleri oblat-sferoidal, P/E orant 0,92 pm, kolpus sayisi
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cogunlukla 6, kolpus boyu 12,41 pm, kolpus eni 0,95 pum, ornemantasyonu skabrat-
perforat’dir. Asperula orientalis polenleri prolat-sferoidal, P/E orani 1,03 pm, kolpus
say1s1 ¢ogunlukla 7, kolpus boyu 15,40 um, kolpus eni 1,09 um, ornemantasyonu skabrat-
perforat olarak rapor edilmistir.

Bu sonuglar ile bizim sonuglarimiz (Tablo 5.3) kiyaslandiginda kolpus sayisi ve
ornemantasyon tipi uyumluluk gostermektedir. Asperula xylorrhiza poleni kolpus eni ile
benzerlik gosterirken, tiim taksonlarin P/E oranlari, ¢alisma sonuglarimiza gore daha
diisiik ¢ikmistir. Kolpus boyu en yiiksek-en diisiik degerleri 12,41-15,40 um iken; bizim
calismamizda elde edilen kolpus boylar1 11,9-15,80 um olarak belirlenmistir.

Minareci (2007), tez c¢alismasinda bazi Asperula cinsinin  Thlipthisa
seksiyonunundaki taksonlarin palinolojik 06zelliklerini 151k mikroskobu ve SEM ile
incelemistir. Bulgularinda polar ¢ap, ekvatoral ¢ap, P/E orani, kolpus boyu, kolpus eni,
ekzin kalinligi, kolpus sayisi, ornemantasyon gibi 6zellikleri tanimlamistir. Yapilan
calismanin sonuglarina gore; polenlerin P degeri 15-20 um, E degeri 15-20 pm, P/E orani
0,88-1,09, kolpus uzunlugu 11-14,5 um, kolpus eni 1 um’den kiigiik, kolpus sayis1 6-7-8,
ylizey siislemesi perforat ve mikroekinat olarak tespit edilmistir.

Calismanin sonuglarinda belirlenen 6-7-8 kolpus sayisi, 1 um’den kiiciik kolpus
eni ve perforat yiizey siislemesi, bizim c¢alismamiz ile uyumluluk gostermektedir.
Bununla birlikte, P/E orani1 ¢alismamizda 1,43-1,55 iken, yapilan ¢aligmada 0,88-1,09;
kolpus uzunlugu 11,9-15,80 pm iken, yapilan c¢alismada 11-14,5um arasinda
goriilmektedir. Ayrica polen seklinin sferoid olmasiyla da ¢aligmamizdan farklilik
gostermektedir.

Giicel (2015) yaptig1 arastirmada, ¢alismamizda kullanilan 6rnekler ile ayni
seksiyonda yer alan A. daphneola tiiriiniin polen 6zellikleri incelemistir. Tiire ait polenin
P degerini 18,47+0,78 pum, E degerini 17,37+0,67 pum, P/E degerini 1,06, kolpus
uzunlugunu 9,60+0,50 pm, kolpus enini 0,90+0,10 pm, kolpus sayisint 6,
ornemantasyonunu ise granulat bulmustur. Bulgular goz 6niine alindiginda, kolpat sayisi
ve kolpus genisliginin ebat1 ¢aligmamiz ile uyum i¢indedir. Arastirmadaki polar ¢ap ve
ektoral ¢ap degerlerinin daha yiiksek, kolpus uzunlugunun daha diisiik ve polen seklinin
prolat-sferoidal olmasi sonuglarimiz ile farkliligin1 géstermektedir.

Oztiirk (2013) yeni olarak tanimladigi Asperula anatolica tiiriiniin polen
ozelliklerini rapor etmis ve taksonun yakin akrabasi A. comosa ile karsilastirmistir. Iki

taksonun P ve E degerleri bizim sonuc¢larimizdan daha fazla, P/E orani ise daha diisiiktiir.
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Ayrica kolpus boy ve enlerinin sahip oldugu deger aralig1 da daha genistir. A. comosa
tiiriiniin polen sekli oblat-sferoidal, A. anatolica tiiriiniin polen sekli sferoidal ¢ikmasi
sonuglarimizla uyusmamaktadir. Her iki tiire ait polen kolpus sayisinin 7-8 olmasi,

calismamiz ile uyumlu oldugu tek 6zelligidir.

5.4. Kimyasal Sonuclar ve Tartisma

Bu ¢alismada endemik A. pestalozzae ve A. lilaciflora subsp. phrygia alttiiriiniin
toprak dtstii kistmlar1 kullanilmis, bitkilerin toplam fenolik madde igerikleri ve
antioksidan aktivite gibi kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Deneylerden elde edilen
sonuclar ayrintili sekilde agiklanmistir. Bu calismadaki bitkiler ile ilgili kimyasal
analizlerin olmamasi, bizi diger Asperula tiirleri ile karsilastirmaya yonlendirmistir.

Yapilan toplam fenolik madde miktar1 analizinde; ekstrelerin igerdigi fenolik
madde miktar1 gram ekstrede, mg gallik asite esdeger olarak belirlenmistir. 1 g A.
pestalozzae ekstresinde bulunan fenolik madde miktar1 53 mg GAE olup, 1 g A. lilaciflora
subsp. phrygia ekstresinde bulunan fenolik madde miktarindan daha fazla ¢ikmustir.

DPPH radikali siipiiriicii etki tayininde sonuglar, test edilen konsantrasyonlarda
ICs0 degeri olarak verilmistir ve standart antioksidan gallik asit degeri ile kiyaslanmistir.
Ekstrelerin elde edilen ICso degerleri; gallik asit 0,0011 mg/ml, A. pestalozzae ekstresi
0,134 mg/ml, A. lilaciflora subsp. phrygia ekstresi 0,382 mg/ml’dir. Diisiik ICso degeri,
yiiksek antioksidan aktivite olarak degerlendirilmektedir (Seyhan, 2019). Buna gore;
ekstreler karsilastirildiginda A. pestalozzae ekstresindeki antioksidan aktivitenin daha
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, toplam fenolik madde miktar: tayini ile
paralellik gostermektedir. Yiiksek fenolik madde miktari ile yiiksek antioksidan aktivite
arasinda dogrusal bir iligki oldugu sdylenebilir.

ABTS radikali siipiiriicli etki tayininde sonuglar, test edilen konsantrasyonlarda
mM TEAC degeri olarak verilmistir. 0,1 mg/ml A. pestalozzae ekstresi 0,022 mM TEAC,
10 mg/ml A. pestalozzae ekstresi i¢in 1,437 mM TEAC; 0,1 mg/ml A. lilaciflora subsp.
phrygia ekstresi 0,371 mM TEAC, 10 mg/ml A. lilaciflora subsp. phrygia ekstresi 0,901
mM TEAC ve gallik asitin 0,1 mg/ml 1,436 mM TEAC, 1 mg/ml 2,630 mM TEAC
¢ikmistir. Bu durumda ekstrelerin konsantrasyonlari arttik¢a, radikal siipiiriicii etkilerinin
de arttig1 soylenebilir.

Loizzo vd. (2008) tibbi kullanim1 olan bitkiler arasinda, Rubiaceae familyasindan

Asperula glomerata tiiriinii incelemistir. Folin—Ciocalteu metodu ile total fenolik bilesen
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miktarmin tayinini yapmustir. A. glomerata ekstresinin toplam fenolik bilesen miktarini
81,5 £ 0,13 (mg/g) bulmustur. Calismaya gore; A. glomerata ekstresi toplam fenolik
madde miktarinin, ekstrelerimizin sonucundan daha fazla oldugu goriilmektedir.

[ran’da yapilmis bir ¢alismada, Halimi ve Nasrabadi (2015) Asperula oppositifolia
tirtinii  kullanmistir. Bitkinin toprak {stli kisimlarinin metanol ile elde edilen
eksraktlarinin antioksidan aktivitesi test edilmis ve yiiksek konsantrasyonda yiiksek
inhibitor etki goriilmiistiir. Bu sonug, bizim ¢alismamiz ile uyumluluk gostermektedir ve
calistigimiz bitkilerin de antioksidan ajanlar i¢in yeni bir kaynak olabilecegi sOylenebilir.

Minareci vd. (2011) Rubiaceae familyasina ait, 5 endemik Asperula cinsinin (A.
brevifolia, A. pseudochlorantha var. antalyensis, A. pseudochlorantha var.
pseudochlorantha, A. purpurea subsp. apiculata ve A. serotina) antioksidan aktivitelerini
arastirmistir. Caligma sonucunda, Asperula taksonlarinin antioksidan aktivite gostermesi,
calismamizdaki Asperula taksonlarinin antioksidan aktivite 6zelligini desteklemektedir.

Kirmizibekmez vd., (2014) Asperula lilaciflora tiiriiniin toprak istii kisimlari ile
calismis ve yeni bir flavonol glikozit ile yeni bir iridoid tespit etmislerdir. Flavonol
glikozitin adin lilaciflorasit; iridoitin’i ise asperulojenin olarak bildirmislerdir. iridoidler
dikotil familyalar1 ic¢in taksonomik degere sahip olup, bitkilere antioksidan 6zellik

kazandirmaktadir.

5.5. Genel Sonug¢

Endemik A. pestalozzae tiirii ve A. lilaciflora subsp. phrygia alttiiriiniin morfolojik,
anatomik, palinolojik ve kimyasal 6zellikleri ilk kez bu calismayla ayrintili sekilde
karsilastirilarak incelenmistir. Bu durum, arastirmamizin 6zgiin degerini olusturmakta ve
daha sonraki arastirmalar i¢in katki veren dncii bir calisma oldugunu gostermektedir.

Morfolojik ¢aligsmalarda tiirlerin ayrintili tanimi Flora of Turkey (Davis, 1982) ile
karsilastirmali olarak verilmistir. Daha 6nce higbir kaynakta 6rneklerimize ait ¢izimler
bulunmadig i¢in, ilk kez bu ¢aligmada ¢izimlerinin verildigini sdyleyebiliriz. Calisilan
bitkiler, tilkemizde yayilis gosteren diger Asperula tiirleri ile karsilagtirilarak benzerlik ve
farkliliklar1 ortaya konulmustur. Ayrica SEM de tiiy mikromorfojiler ve meyve yapilari
ayrintili olarak icelenmis ve fotograflandirilmistir. Morfolojik acidan tiirler arasinda
govde uzunlugu, ¢icek durumunun uzunlugu, korolla boyu, stilus rengi, kismen meyve

boyu ve sekli ayirt edici 6zellikler olarak dikkat ¢cekmektedir.
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Mikromorfolojik agidan; A. pestalozzae korollasi tiiylii yapisiyla, diger taksondan
kolayca ayrilmaktadir. Ayrica her iki taksonun Kkorolla ve ovaryum yiizey
mikromorfolojisinde farkliliklar bulunmaktadir.

Anatomik ¢alismalarda o6rneklere ait kok, govde, yaprak ve meyve anatomilerine
ilk kez bu caligmada yer verilmis, i¢yapilart fotograflandirilarak tanimlanmis bununla
birlikte sonuglarin genelde taksonlari birbirinden ayirici 6zellikte olmadigi belirlenmistir.

Palinolojik calismada SEM de goriintiilenen polenlerin ayrintili tanimlar1 yapilmis
ve elde edilen 6zelliklerin taksonlar1 ayirici karakteristikte olmadigi saptanmaistir.

Taksonlarin kimyasal 6zellikleri hem kendi aralarinda, hem de diger Asperula
tirlerinin kimyasal 6zellikleri ile karsilagtirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda Asperula tiirleri
antioksidan 6zelliktedir. Orneklerimizin antioksidan aktivite gostermesi fenolik
bilesenlerinde flavanoid ve iridoid yapilar1 tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle Orneklerimizin flavanoid, iridoid, fenolik bilesenlerinin tespiti, ileriki

calismamizin konusu olarak ongoriilmektedir.
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