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OZET

NEPETA PHYLLOCHLAMYS P. H. DAVIS TURU UZERINE TAKSONOMIK,
FITOKIMYASAL VE BiYOLOJIK ARASTIRMALAR

Zeynep GULCAN
Farmaso6tik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2023

Danisman: Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE

Tez kapsaminda Lamiaceae familyasina ait ve lokal endemik bir tiir olan Nepeta
phyllochlamys P. H. Davis tiirii ile calisgtlmistir. N. phyllochlamys tiiriiniin farkli
popiilasyonlardan ornekleri toplanarak morfolojik ve anatomik 6zellikleri incelenmis ve
bulgularin Tiirkiye Florasi’'nda gegen tiir betimleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Ayrica tiiriin dogal yayilis alanlardaki farkli popiilasyonlardaki bireylerin morfolojik ve
fitokimyasal 6zellikleri arasindaki iligki ortaya konmus ve molekiiler ¢alismalar yapilarak
genetik varyasyonlari, ugucu yag bilesenleri, ekstrelerin biyolojik etkileri belirlenmistir.
Yapilan antioksidan (DPPHe deneyi), antibakteriyel, antikandidal ve toplam fenol miktar
deneyleri sonucunda bitkinin dikkat ¢ekici seviyede aktif olmadigi gozlenmistir. Ancak
verilerin literatiire kazandirilmasi agisindan tez kapsaminda yapilan deneyler 6nem
tasimaktadir. Tez calismamizda farkli lokalitelerden toplanan tiiriin ana bilesenlerinin
karyofillen oksit, B-pinen, linalol, T-kadinol, a-pinen ve 14-nor-kadin-5-en-4-on (izomer
A) gibi bilesenlerden olustugu goriilmiistiir. Yapilan DNA dizi analizleri ile N.
phyllochlamys’in %96 oraninda N. cataria L. ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Blast
analizlerine gore olusturulan dendrogramda ise N.heliotropifolia, N. cataria ve N.
grandiflora tiirii ile kiime olusturduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Nepeta phyllochlamys, Biyolojik Aktivite, ITS, Anatomi-Morfoloji,
GK/GK-KS.



ABSTRACT

TAXONOMIC, PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDIES ON THE
SPECIES OF NEPETA PHYLLOCHLAMYS P. H. DAVIS

Zeynep GULCAN
Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Institute of Health Sciences, January 2023

Advisor: Prof. Dr. Yavuz Bulent KOSE

In this thesis, Nepeta phyllochlamys P.H. Davis species, which belongs to
Lamiaceae family and is a locally endemic species, were studied. Specimens of N.
phyllochlamys were collected from different populations and their morphological and
anatomical features were examined it was seen that the findings were compatible with the
species descriptions in the Flora of Turkey. In addition, the relationship between the
morphological and phytochemical characteristics of individuals in different populations
in the natural distribution areas of the species has been revealed and molecular studies
have been carried out to determine genetic variations, essential oil components, and
biological effects of extracts. As a result of the antioxidant (DPPHe test), antibacterial,
anticandidal, and total phenol amount tests, it was determined that the plant was not active
remarkably. However, the experiments carried out within this thesis are important in
terms of bringing the data to the literature. In our thesis study, it was observed that the
main components of the species collected from different localities consisted of
components such as caryophyllene oxide, B-pinene, linalool, T-cadinol, a-pinene and 14-
nor-cadin-5-en-4-one (isomer A). DNA sequence analyzes showed that N. phyllochlamys
was 96% similar to cataria. In the dendrogram created according to blast analysis, it was
determined that they formed clusters with N. heliotropifolia, N. cataria and N. grandiflora

species.

Keywords: Nepeta phyllochlamys, Biological Activity, ITS, Anatomy-Morphology,
GC/GC-MS.
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higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1.GIiRIS ve AMAC

On giinde bir yeni bir bitkinin kesfedildigi Tiirkiye ’mizde, bitki floramiz olduk¢a
zengindir. 3 fitocografik bolgede olmasi ve farkli iklimlere sahip olmasiyla 6zel
habitatlarin ve dolayisiyla cesitli bitkilerin bulunmasina olanak saglamaktadir (Giiner vd.,

2012).

Ulkemizde tanimlanmis olan 11.707 (13 kibritotu, 73 egrelti, 42 agik tohumlu,
11.579 kapali tohumlu) bitki tiirii vardir (Giiner vd., 2012), bunlarin 3754 tanesi
endemiktir (http-1). Bu yiiksek endemizm diizeyi, Tiirkiye’de bu tiirlerin yeterince
korunmasi, tehlike altina girmemesi veya yok olmamasi konusunda daha da biiyiik bir

sorumluluk yiiklemektedir.

Bitkiler acisindan Tiirkiye Diinya’nin zengin iilkelerinden birisidir. Bu durum
tilkemizin farkli iklim tiplerinin yaninda, jeolojik durumu, cografik konumu, farkl
topografik 6zelliklere ve toprak cesitlerine sahip olmasi ve Anadolu’nun ti¢ farkl bitki
cografyasiin ¢akistig1 yerde olmasindan kaynaklanir (Davis, 1975).

Tibbi bitkiler binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak ve
giiniimiizde modern fitoterapide kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda bitkisel
ekstrelerin, diinyada dogal tedavilere yonelik artan talep nedeniyle daha popiiler hale
geldigi gozlenmektedir. Tibbi bitkilerin etkilerinin arastirilmasi, hangi hastaliklara iyi
geldigi ve etkiden sorumlu olan bilesigin ne oldugu gibi arastirmalarin yapilmasi
Eczaciligin ¢aligma alanlarindandir. Aktif bulunan bitkilerin ve bilesenlerinin ilag aday1

olabilme potansiyeli ile arastirmalar olduk¢a 6nem kazanmaistir.

Tiirkiye’de giinmiizde dogal olarak yetisen 12.000’den fazla bitki taksonu olup,
bunlarin yaklagik 3/1’lik kismi endemik taksonlardan olusmaktadir. Yaklasik 500 tiir

iceren Lamiaceae (Labiatae) familyasinin ise yarisi endemiktir (Giiner vd., 2012).

Lamiaceae familyasina ait Nepeta cinsi diinya ¢apinda yaklasik 300 tiire sahiptir
(http-2). Tirkiye’de ise Nepeta cinsine ait 19’u endemik olmak iizere toplamda 50 takson
vardir (http-3).

Bu ¢alismanin amacit endemik Nepeta phyllochlamys P. H. Davis tiiriiniin
morfolojik, anatomik oOzelliklerini, farkli popiilasyonlardaki bireyler arasi anatomik,

fizyolojik, fitokimyasal farkliliklar1 gézlemlemek ve genetik varyasyonlari belirlemektir.



Bu ¢alismayla tiiriin ugucu yag bilesenleri, ekstre ve ugucu yaglarin biyolojik etkileri

belirlenmistir. Ayrica tiiriin filogenetik iligkileri ise dizi analizleriyle agiga ¢ikarilmustir.

Yapilan bu tezde tiiriin hem lokal endemik olmasi hem de N. phyllochlamys
tizerinde daha Once yapilan arastirma sayisinin ¢ok az olmasi ve antifungal etkisinin
belirlenmesi, genetik varyasyon iizerine yapilmis c¢alisma bulunmamasi nedeniyle
bilimsel agidan 6zgiinliige sahip olacaktir. Lokal endemik olan N. phyllochlamys tiirii
tizerinde M. tuberculosis Ra, Rv izolatlarina kars1 aktivitesi (Askun vd., 2017) disinda
antibakteriyel, antifungal gibi antimikrobiyal ¢alismalarina rastlanmamistir. N.
phyllochlamys tiiriine ait molekiiler ¢alismalar da bulunmamaktadir. Proje kapsaminda
molekiiler ¢alismalar yapilarak farkli popiilasyonlardaki genetik varyasyonlarin, ekstre
ve ucucu yaglarin biyolojik etkilerinin belirlenmesi, literatlire kazandirilmasi agisindan

Onem arz etmektedir.
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi

Lamiaceae familyas1 Lamiales ordosu igerisinde yer alir. Lamiales ordosu tek
veya ¢ok yillik otlar, calilar, sarilic1 ve agaglardir. Iridoidler, alkaloidler ve aromatik
maddeler bakimindan olduk¢a zengindir (Yildiz ve Aktoklu, 2010, s. 306). Lamiaceae
familyasi, diinyada yaklasik 269 cins ve 8135 tiir icermektedir (http-4). Insanlik icin
faydali ugucu yaglar, aromatik ve sifali bitkiler bakimindan olduk¢a zengin bir familyadir.
Ulkemizde 46 cinsi barindiran Lamiaceae familyas1 592 tiir, 193 alttiir ve 42 varyete ile
Tiirkiye’nin familya biiyiiklilk siralamasinda icilinclidiir. Endemizm orani oldukca
yiiksektir, 844 taksondan 326’s1 endemik bitkidir (http-5). Ayrica Tiirkiye florasi,
diinyadaki Lamiaceae bitkilerinin yaklagik %]10'unu barindirir. Takson sayisina
bakildiginda en biiyiikk bes cins sirasiyla Stachys (118 takson), Salvia (107 takson),
Sideritis (54 takson), Phlomis (53 takson) ve Teucrium'dur (49 takson) (Celep ve
Dirmenci, 2017). Son verilere gore 50 takson sayisi ile Nepeta 5. sirada yer almaktadir
(http-6). Tibbi ve aromatik bitkiler bakimdan zengin olan bu familya Tiirkiye’nin giiney
kesimlerinde, Akdeniz bdlgesinin daglik yerlerinde olduk¢a yaygindir. Diinyada’da
Akdeniz ve subtropik bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Ekonomik ve tibbi yonden
onemleri yiiksektir. Aroma verici, baharat, cay tiiketimi ve geleneksel ila¢ olarak

kullanilmalarinin yani sira, siis bitkisi olarak veya parfiimeride de kullanimlar1 vardir



(Davis, 1975). Lamiaceae familyasinin tiyeleri, bir¢ok hastaligin tedavisinde hem halk
tarafindan hem de tipta kullanilmaktadir. Kalp, damar rahatsizliklar, kas iskelet
rahatsizliklari, kadin hastaliklarinin yaninda; géz ve agiz problemlerinde de kullanimlari

oldukca yaygindir (Catak ve Atalay, 2022).

Lamiaceae familyas1 otsu veya calimsi formda, salgi tliyli tasiyan, ugucu yag
igeren bitkilere sahiptir. Familyanin ayirt edici 6zellikleri 4 koseli govdeye sahip olmasi,
Labiatae (Lamiaceae) tipi salgi tiiyleri (sap1 tek, basi 8 hiicreli) tagimasi, biiyiik
¢ogunlugunun ugucu yag icermesi, yapraklarmin dekussat diziligli olmas1 ve ¢igeklerin
her nodusta vertisillastrum dizilisli, zigomorf ve bilabiat olmasidir. Yapraklari ¢ogu
zaman basit veya bazen parcalidir. Cigekler hermafrodittir, kaliks 5 loblu kalici bazen
bilabiat; korolla bilabiat {ist dudak bazen eksiktir. Cicekler zigomorf, ¢cogunlukla iki
eseyli ve iki dudaklidir. Ajuga L. ve Teucrium L. gibi cinslerde st dudak koérelmistir.
Ziziphora L., Mentha L. ve Nepeta L. gibi cinslerde ise tiirlerin ¢ogunun erkek organlari
korelmistir ve ¢icekler disi olarak fonksiyon goriirler. Stamenler 4 tanedir ve genellikle
didinam seklindedir, bazen 2 stamen bulunur (Salvia, Lycopus, Dorystoechas, Ziziphora,
Rosmarinus). Ginekeum 2 karpelden meydana gelmistir, 4 gozli ve tist durumludur. Her
gbziinde 1 oviil bulunmaktadir ve stilus ginobaziktir. Meyveleri 4 nukstan meydana gelen

sizokarp tipi meyvedir (Tanker, 2014, s. 290; Yildiz ve Aktoklu, 2010, s. 307).
Lamiaceae familyasi farkli botanikgiler tarafindan birgok altfamilyaya ayrilmistir.

Genetik olarak smiflandirma yapan APG-4 (Angiosperm Phylogeny Group)
sistemi ile gliniimiizde familya 12 altfamilyaya (Prostantheroideae, Callicarpoideae,
Viticoideae, Symphorematoideae, Nepetoideae, Tectonoideae, Premnoideae, Ajugoideae,
Peronematoideae, Scutellarioideae, Cymarioideae, Lamioideae) ayrilmistir. Nepeta cinsi,

Mentheae oymaginda ve Nepetoideae alt familyasinda yer almaktadir (http-7).
1.1.2. Nepeta L. cins ézellikleri

Nepeta tiirlerinin (Lamiaceae) halk arasinda sinir yatistirict ve antispazmodik
etkilerinden dolay1 uykusuzluk, oksiiriik, stres, bagirsak rahatsizliklar1 gibi durumlarda

kullanimlar1 vardir (Yilmaz, 2011).

Nepeta cinsi Diinya’da son kayitlara gére 386 taksona (323 kabul edilmis tiir)
sahiptir (http-2). Nepeta cinsi; Avrupa, Kuzey ve Orta Amerika, Cin, Hindistan, Kuzey
Afrika, Giineybat1 Asya ve Suudi Arabistan olmak iizere genis bir bolgede yetismektedir.
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http://www.worldfloraonline.org/search?query=nepeta&view=&limit=24&start=0&sort=&facet=taxon.taxonomic_status_s%3aAccepted&facet=taxon.family_ss%3aLamiaceae

Nepeta tiirleri ¢ogunlukla 1000-3000 m yiikseltilerinde yetisirler bu yiizden Iran,
Afganistan, Tiirkiye ve kuzey Rusya’da daha yogun olarak yayilig gdstermistir (Dirmenci,
2003).

Tiirkiye Florasi’na (Davis, 1982) gore Tiirkiye’de 33 tiir Nepeta bulunmakta iken son
zamanlarda ilave olan yeni tiirlerle (N. trautvetteri, N. janthinostegia, N. leptantha, N.
roopiana, N. argolica, N. humilis) glinimiizde tiir sayis1 39’a yiikselmistir (http-3).
Takson sayis1 19°u endemik olmak iizere 50’ye ulagsmistir. Endemik Nepeta tiirleri Tablo
1.1°de verilmistir. Tiirkiye’deki yayilis alanlarinin baglicalar1 Bati, Dogu ve Giiney
Anadolu bolgeleridir. Nepeta tiirleri Iran ve Afganistan’da genellikle perikarptan,
nutletlerin sekil, boyut ve yiizeyinden ayirt edilebilirken; Tiirkiye’de bunlar belirgin
olmadig1 i¢in resmi olmayan, ¢icek durumu ve rengi baz alinarak 3 grup olusturulmus ve
bu gruplara gore bir siniflandirma yapilmistir (Davis, 1982). Asagida Davis’in Tiirkiye

florasi kitabinda yaptig1 siniflandirma verilmistir:

Grup A: Cigeklerin rengi beyaz, pembe veya sar1, genellikle leylak renginde ve benekli.
Kaliks tiipii kavisli veya diiz, agiz kismi1 egik veya kavisli. Brakteolleri kalikslerden daha
kisa veya uzun. Bitki erkek organi steril veya hermafrodit. Nutletleri sadece ugta veya
tamamen tiiberkiillii. Genellikle I¢ ve Bati Anadolu’da yetisen Akdeniz veya Avrupa-

Sibirya elementleridir (Tiir 1-14).

Grup A Tiirleri: N. italica L., N. cadmea Boiss., N. sulfuriflora P.H. Davis, N. flavida
Hub.-Mor, N. pilinux P.H. Davis, N. conferta Hedge & Lamond, N. cataria L., N. nuda
L., N. phyllochlamys P.H. Davis, N. isaurica Boiss. & Heldr. apud Bentham, N. viscida
Boiss., N. caesarea Boiss., N. crinita Montbret & Aucher ex Bentham, N. sorgerae Hedge
& Lamond.

Grup B: Cigeklerin rengi leylak veya koyu menekse. Kaliks tiipii kivrik ve agiz kismi
kismen egik. Brakteoller kalikslerden kisa. Bitki hermafrodit veya erkek organ steril.
Nutletler diiz veya tiiberkiillii. Genellikle Dogu ve Giiney Anadolu’da yetisen Akdeniz

veya Iran- Turan elementleridir (Tiir 15-30).

Grup B Tiirleri: N. racemosa Lam., N. transcaucasica Grossh., N. betonicifolia C.A.
Meyer, N. stenantha Kotschy & Boiss. ex Boiss., N. trachonitica Post, N. supina Steven,
N. cilicia Boiss. apud Bentham, N. concolor Boiss. & Heldr. apud Bentham, N. glomerata
Montbret & Aucher ex Bentham, N. aristata Boiss. & Kotschy ex Boiss, N. lamiifolia
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Willd., N. fissa C.A. Meyer, N. obtusicrena Boiss. & Kotschy ex Hedge, N. macrosiphon
Boiss., N. baytopii Hedge & Lamond, N. meyeri Bentham.

Grup C (Seksiyon Oxynepeta Bentham): Cigeklerin rengi beyaz, leylak veya mor. Kaliks
tiipli ve agiz kismi diiz. Brakteoller kaliksten daha kisa veya uzun. Bitkiler hermafrodit
veya ¢ok eseyli. Nutletleri kiiresel ve tiiberkiillii. Dogu ve I¢ Anadolu’da yetisen Iran-

Turan elementleridir (Ttr 31-33).

Grup C Tiirleri: N. congesta Fisch. & Mey., N. stricta (Banks & Sol.) Hedge & Lamond,

N. heliotropifolia Lam.

Nepeta tiirleri terpenoidler ve flavonoidler bakimindan zengin bir kimyasal igerige
sahiptir. Kimyasal bilesenleri arasinda nepetalakton, diterpen, triterpen, seskiterpen,
iridoid gibi bilesenler yer alir (Dirmenci, 2003; Sharma vd., 2021). Birka¢ Nepeta tiiriiniin
kedileri cezbedici 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Cinsin kedileri cezbedici etkisinin
nepetalakton ve izomerlerinden kaynaklandigi disiiniilmektedir (Baser vd, 2000).
Farmakolojik ve biyolojik etkiler genellikle, 6zellikle Nepeta tiirlerinde bulunan
nepetalaktonlara atfedilmektedir. Nepetalaktonlar, dogada farkli izomerik formlarda
bulunabilen iridoid monoterpenoidlerdir. Trans- ve cis-izomerler baz1 bocekler igin gok
toksiktir ve Nepeta’nin birgok tiiriiniin kedileri cezbedici ve sivrisinek kovucu 6zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Tiirkiye'de yetisen Nepeta tiirlerinden izole edilen basglica
bilesikler 4aa,7a,7ap-nepetalakton, 4aa,7a,7aa-nepetalakton, karyofillen oksit ve 1,8-
sineol, linalol’diir (Baser vd., 2000; Iscan vd., 2011).

Nepeta tiirleri genellikle bronkodilator, ditiretik ve spazmolitik olarak
kullanilmaktadir. Mide rahatsizliklari, gz sikayetleri, solunum rahatsizliklari, astim,
soguk alginligi, oksiiriik gibi ¢esitli rahatsizliklarda da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Nepeta cinsinin tiirleri, antiinflamatuar, antinosiseptif, antialzheimer, antikanser ve
sitotoksik, antioksidan, immiinomodiilatér, antimikrobiyal, antifungal, bocek 6ldiiriicti
gibi bir¢ok biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptir. (Sharma vd., 2021) Bazi
toplumlar Nepeta tiirlerini ziihrevi hastaliklar, afrodizyak, bas agrilari, sirt agrilari,
romatizmal agrilar, giines yanigi, idrar soktiiriicli, yara iyilestirici ajanlar gibi tibbi
amaglarla birlikte 6ncelikle lezzet i¢in kullanmay1 6grenmislerdir (Koyuncu vd., 2010;
Miikemre vd., 2015; Gomes vd., 2020). Ancak Tiirkiye’de Nepeta’larin kullanimi g¢ok

yaygin degildir. Baharat olarak veya karin agrisi1 i¢in kullanimlari vardir (Dirmenci, 2003).



Tablo 1.1. Tiirkiye 'de yetisen endemik Nepeta tiirleri (http-3)

Bitki (latince) Tiirkcesi

N. argolica subsp. tumeniana Giilnanesi

N. baytopii Beynanesi

N. cadmea Honaz Pisikotu
N. caesarea Ariotu

N. concolor Geyikpisigi

N. conferta Saricapisik

N. congesta subsp. congesta Bozkir Pisigi
N. crinita Pisikkuyrugu
N. isaurica Kirk Pisikotu
N. leptantha Berit Kedinanesi
N. nuda subsp. glandulifera Yaglikiinci

N. nuda subsp. lydiae Babakiincii

N. obtusicrena Kumpisigi

N. phylloclamys Kaya Pisikotu
N. pilinux Toros Pisikotu
N. sorgerae Nemrut Pisigi
N. sulfuriflora Sar1 Pisikotu
N. trichocalyx Dislek Pisikotu
N. viscida Yagl Pisikotu

1.1.3. Nepeta phyllochlamys P. H. Davis (Kaya pisikotu) tiir 6zellikleri

Halk arasinda kaya pisikotu olarak bilinen N. phyllochlamys P. H. Davis, Akdeniz

elementi olan, sadece Antalya ve ¢evresinde yetisen lokal endemik bir bitkidir (Sekil 1.1.).

N. phyllochlamys cok yillik bir bitkidir. Govdesi uglarda kalkik ve tiylidiir.
(5-)15-25 c¢m boylarinda bir bitkidir. Yapraklari tiggenimsidir, grimsi beyaz kegemsi
tiiylere sahiptir. Petiyoller 2-12 mm araligindadir. Infloresans; dallanmamus, kisa, simoz
+ vertisillatlarda yogunlagmis, kisa pedunkulludur. Brakteler yaprak benzeri, sapli ve
tomentoz tiiylidiir. Kaliks tiipii, yaklasik 6.5 mm boylarindadir. Korollanin {ist dudagi
acik sari, alt dudagi ise pembemsi-beyaz renklidir, yaklagik 10 mm boyundadir. Nutlet
oblong seklindedir. Haziran, Agustos aylarinda ¢icek agar ve yiikseltisi ¢ok olan (60-2900
m) kayalik yamaglarda yetisir (Davis, 1982). Olimpos-Beydaglar1 Milli Parkina 6zgii bir
tirdiir. [IUCN Kirmiz1 Kategori Listeleri'ne (Red List Categories) gore vulnerable
(duyarli) kategorisinde yer almaktadir (Goktiirk, 2017).
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Tiirkiye’de Nepeta’larin kullanim1 ¢ok yaygin degildir. Baharat olarak veya karin
agrist igin kullanimlari vardir (Dirmenci, 2003). Tiiriin taksonomik hiyerarsisi Tablo

1.2°de gosterilmistir.

Tablo 1.2. N. phyllochlamys Taksnomoik Hiyerarsi (http-8)

Species:
N.
phylloc
hlamys

Subkingdo Divisio: Class: Subclas
Magnoli Magnoli ses:Aste

Family:
Lamiace
ae

Kingdom Order:

m:
: Plantae Tracheobio

nta ophyta psida ridae LS

Tiir, Nepeta isaurica Boiss. & Heldr. ex Benth. ile olduk¢a benzemektedir.
Braktelerinden ayirt edilirler. N. phyllochlamys’de brakteler yapraga benzer ve en distaki
brakteoller spatulat yapisindadir; N. isaurica’nin ise brakte ve brakteolleri linear veya
linear-lanseolattir. N. isaurica’nin daha fazla ve daha uzun ortii tiiylerine sahip olmasi iki
tiirin birbirinden ayirt edilmesine yardimei olur. Anatomik olarak karsilastirildiginda N.
isaurica’da sklerenkima 2-3 sirali iken N. phyllochlamys’te ise 1-2 siralidir. Mezofil

tabakasi her iki tiirde de bifasiyal olup palizat ve siinger siralari farklilik gostermektedir.

N. phyllochlamys’de siinger parankimasi sirasinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Ozcan
vd., 2012).

Ty,

el

Sekil 1.1. N. phyllochlamys’in Tiirkiye 'deki yayilisi: C3 bélgesi, Antalya ili (http-9)
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2. KAYNAK BIiLGiSi
2.1. Nepeta Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar

Baser ve digerlerinin 2000 yilinda yaptigi calismada, Tiirkiye’de yetisen 22
Nepeta tiirliniin ugucu yagi incelenmistir. Ugucu yaglarin GK-KS analizlerinin sonuglari,
dort Nepeta tiirliniin ana bilesen olarak 4aa-7a-7aa-nepetalakton igerdigini géstermistir.
4ao-7a-7ap-Nepetalakton, N. racemosa'daki ana bilesendi. Yedi Nepeta tiirli, ugucu
yaglarinda ana bilesen olarak karyofillen oksit igeriyordu. 1,8-Sineol/linalol, alt1 tiiriin
ucucu yaglarindaki ana bilesenlerdi. B-pinen, a-terpineol, germakren-D ve spathulenol
sirastyla N. phyllochlamys, N. viscida, N. sorgerae ve N. trachonitica'dan elde edilen
ucucu yaglarin ana bilesenleriydi. Antalya Kemer’den toplanan ve endemik tiir olan N.
phyllochlamys’in toprak {istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ana bileseni - pinen
(%16.3) olarak bulunmustur ancak yapilan bitki tayini sonucu bitkinin baska tiir oldugu

ortaya ¢ikmistir (Baser vd., 2000).

Nostro ve digerlerinin 2001 yilinda yaptigi ¢alismada, N. cataria tiiriiniin dietil eter
ekstrelerinin mantarlara ve Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada minimum inhibitdr konsantrasyonlarinin koagiilaz,
DNAz, termoniikleaz, lipaz liretimi ve in vitro yapisma ve enzimler iizerindeki etkisini
degerlendirerek, bazilar1 metisiline direngli 44 Staphylococcus aureus susu ve S. aureus
6538P (ATCC) tizerinde N. cataria ekstrelerinin aktivitesini incelemek amaglanmistir.
DNAse, termoniikleaz ve lipaz, 1/2 ve 1/4 MiK (Minimum inhibitor konsantrasyonu)'e
esit konsantrasyonlarla inhibe edilmistir. N. cataria ekstresinin S. aureus MRSA ve
MSSA suslarinin enzimatik aktivitelerini esit sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. ATCC
susunda ve test suslarinin ¢cogunda DNAse, termoniikleaz ve lipazin toplam inhibisyonu
varken her iki seyreltme ile de koagiilaz aktivitesinde azalma olmamistir (Nostro vd.,

2001).

Yunanistan'in endemik bitkisi olan N. sibthorpii Bentham'in toprak tistii kisimlari
tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarin sonuglari bildirilmektedir. N. sibthorpii
metanol Oziitliiniin radikal siipliriicii aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe)
yontemiyle test edilmistir. Ayrica, sicandaki karragenan kaynakli penge ddeminde N.
sibthorpii metanol 6ziitii (50 mg/kg, os), ursolik asit ve polifenol fraksiyonunun (50

mg/kg metanol 6ziine karsilik gelen doz, os) antiinflamatuar aktivitesi incelenmistir. Bu
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deneysel modelde, penge ddeminde Onemli bir inhibisyon gozlemlenmistir. Metanol
ekstrelerinin antiinflamatuar etkisinden ursolik asit ana sorumlu olarak kabul edilse de
etkinin, serbest radikal siipiirme aktivitesi ile iligkili olabilecegi ve metanol ekstrelerinin

tiim bilesenlerinin sinerjik etkisine bagli oldugu varsayilmistir (Miceli vd., 2005).

Kaya ve Dirmenci’nin 2007 yilinda yaptig1 ¢calismada, Tiirkiye Nepeta tiirlerinin
39 taksonunun nutlet morfolojisi hem stereoskopik hem de taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak incelenmistir. Yiizey siislemelerine gore diiz, kismen pliriizsiiz ve
oymali olmak tizere 3 ana tip ve dalgali-sirth, gozenekli, agsi, ¢ikintili, papil, verrukat ve
yumrulu olmak iizere 7 alt tip tanimlanmis ve resimlenmistir. D1s nutlet karakterlerinin,
ozellikle yiizey dokusunun, gelecekte karmasik Nepeta cinsinin tiirlerinin
siiflandirilmasina yardimci olabilecegi disiiniilmiistiir. Calismada N. phylochlamys
tiirliniin belirgin duvarlara sahip biiylik yuvarlak poligonal hiicrelerden olusan ve retikulat
(ags1) ornamentasyon gosteren bir nutlete sahip oldugu goézlemlenmistir (Kaya ve

Dirmenci, 2008).

Adigiizel ve digerlerinin 2009 yilinda yaptigi calismada, N. cataria'dan elde
edilen ugucu yag ve metanol ekstresinin ve ugucu yag bilesiminin in vitro antimikrobiyal
ve antioksidan aktiviteleri arastirilmigtir. Ugucu yagi, 12.50 ila 250 ul/ml arasinda
degisen Minimum Inhibitér Konsantrasyonlar: (MIC) degerleri ile on bir bakteriye ve on
iki mantar ve bir maya C. albicans'a kars1 aktivite sergilemis; metanol ekstresi ise daha
zayif aktivite gostermistir. Antioksidan aktivite i¢in yapilan DPPHe analizinde, ekstre
hafif antioksidan aktivite gosterirken, ucucu yag inaktif kalmistir. Ekstrenin zayif
antioksidatif dogasi, 22.6 +/- 2.07 pg/ml veya %2.26'da gallik asit esdegeri olarak tahmin
edilen diisiik fenolik igerigine baglanmistir (Adigiizel vd., 2009).

Yildiztugay ve digerleri 2010 yilinda, Anamur Antik Kenti ve ¢evresinin (Mersin)
florasini belirlemek amaciyla arastirma yapmustir. Arastirma alani grid sistemine gore C4
karesindedir. 2006-2008 yillar1 arasinda alandan 350 takson, 260 cins ve 74 familyaya ait
bes yiiz on bitki 6rnegi toplanmis ve teshis edilmistir. Yapilan ¢alismada endemik tiir olan
N. phyllochlamys Anamur Antik Kenti’nden toplanmistir. Toplanan tiir [UCN Kirmizi
Kategori Listelerine (Red List Categories) gore Duyarli (VU=Vulnerable) olarak
smiflanir ve bu nedenle neslinin dogada tiikenme riskinin yiiksek oldugu kabul edilir

(Yildiztugay vd., 2010).



2011 yilinda Roh ve Jung tarafindan yapilan ¢alismanin amaci, in vitro lipaz
inhibisyon aktivitesi iizerinde 400 dogal {irinden ham anti-obezite ilaglarin1 taramakt.
Incelenen dogal {irtinler arasinda, 31 ekstre, 2,4-dinitrofenilbiitirat bir substrat ile
spektrofotometri kullanarak domuz pankreas lipazina (triagilgliserollipaz, EC3.1.1.3)
kars1 6nemli 6lclide inhibisyon aktivitesi gdstermistir. Ayrica, 3T3-L1 hiicrelerinde lipid
inhibisyonlar1 agisindan 31 dogal iiriin aragtirilmistir. Bunlar arasinda en umut verici olani,
3T3-L1 adipositlerinde trigliserit birikiminin inhibisyonunu goésteren ve anti-obezite

aktivitesi gosteren N. japonica Maximowicz ekstresi olmustur (Roh ve Jung, 2012).

N. cataria L. popiiler tipta gesitli gastrointestinal bozukluklarin tedavisi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Nepeta cataria'nin kurutulmus toprak {istii
kisimlarindan %10 ve %15 (a/h) oraninda hazirlanan infiizyonlara kurutma prosediirleri
uygulanmistir. Dondurarak kurutulmus ekstreler (FDE'ler) ve spreyle kurutulmus
ekstreler (SDE'ler) elde edilmistir. FDE'ler, 10 ve 0.31 mg/ml'de degerlendirilen ii¢ susta
H. pylori'ye kars1 aktif bulunmustur. SDE'ler higbir konsantrasyonda H. pylori'ye karsi
aktif olmadig1 gdzlenmistir. Infiizyon, SDE ve FDE profilleri benzer bir kimyasal bilesim
gostermistir. 10 ve 0.31 mg/ml'de %10 ve %15 (a/h)lik hazirlana N. cataria dondurularak
kurutulan ekstreleri (FDE'leri), diger Nepeta tiirlerinin c¢esitli raporlarina gore
degerlendirilen H. pylori suslarina karsi aktif bulunmustur. N. camphorata ve N.
argolica'nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar, H. pylori'ye kars1 dnemli
antibakteriyel aktivite sergilemistir ve N. septemcrenata'nin nepetalakton bilesigi, gram
pozitif ve gram negatif bakterilere karsi 6nemli antibakteriyel aktivite gdstermistir. Ote
yandan, spreyle kurutulan ekstreleri (SDE'ler) bu tahlilde kullanilan herhangi bir
konsantrasyonda H. pylori'ye karsi aktif olmadigi gézlenmistir (Arcea vd., 2012).

Manzoor ve digerleri 2012 yilinda, Hindistan’da bulunan Kesmir Vadi’sinden
toplanan N. raphanorhiza tiirii ile bir c¢alisma yapmuslardir. Tiriin toprak st
kisimlarinin ugucu yag bilesimi ilk kez rapor edilmistir. Ugucu yagin analizi Kapiler Gaz
Kromatografi Alev Iyonlagsmali Dedektdr (GK-AID) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GK-KS) ile yapilmistir. Elde edilen ugucu yagin toplaminin %97,5'ini
olusturan 16 bilesen tanimlanmigtir ve Seskiterpen hidrokarbonlar %65.3'liik bir paya
sahiptir ve bunu, toplam yag bilesiminin %19,5'ini olusturan monoterpen hidrokarbonlar
izlemistir. Ana bilesenler (Z)-B-farnesen (%49.2), 8-3-karen (%12.3), a-bisabolen (%9.4)
ve germakren-D-4-ol (%5.8) olarak tespit edilmistir (Manzoor vd., 2012).
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Mahnaz ve digerlerinin yaptigi ¢alismada, N. menthoides'in ugucu yagi ve
metanol ekstrelerinin ana sitma vektorii olan Anopheles stephensi've karsi larvisidal
aktivitesini arastirmak amaglanmistir. Calismanin sonuglarina gore bitkinin metanolik
ekstresi, ugucu yagdan daha fazla larvasit aktivite sergilemistir. Bu, yeni dogal larva
oldiiriicii  bilesiklerin arastirillmasi i¢in faydali olabilir. Mahnaz ve digerleri, N.
menthoides ekstresinin ve ugucu yaginin ana bilesikleri olarak Nepetalakton izomerleri
ve 1,8-sineoliin larvisidal aktivite ile ilgili etkili bilesikler olarak belirtilmesi gerektigi
seklinde fikir beyan etmislerdir. Ayrica ekstredeki nepetalakton ve 1,8-sineol miktarinin

ucucu yagdakinden daha fazla oldugu goriilmiistiir (Mahnaz vd., 2012).

N. phyllochlamys’a ait ilk anatomik calisma 2012 yilinda Taner Ozcan, Ozal
Giliner ve Tuncay Dirmenci tarafindan yapilan calismadir, baska c¢aligmaya
rastlanmamustir. N. phyllochlamys P.H. Davis ve N. isaurica Boiss & Heldr. ex Benth.’in
karsilastirilmali anatomisine yer verilmistir. Calismada bulunan en 6nemli fark orti
tiiylerinin uzunluklaridir. N. phyllochlamys’te 4-5 hiicreli uzun ortii tiiyleri ve Labiatae
tipi kapitat tiiylerin fazla oldugu goriilmiistiir. Mezofil tabaka iki tiirde de bifasiyal oldugu
ancak stinger parankimasi sirasinin N. phyllochlamys’te daha fazla oldugu goriilmiistiir

(Ozcan vd., 2012).

N. baytopii, N. cataria ve N. fissa'min kurutulmus toprak istii kisimlarinin
kimyasal bilesimi, ugucu yag1 GK ve GK-KS ile analiz edilmistir. N. baytopii, N. cataria
ve N. fissa'da sirasiyla 46, 47 ve 49 bilesik tanimlanmistir ve ugucu yagin %90.2-92.5'ini
olusturmustur. Toplamda 59 bilesik tanimlanmistir. Yaglarin verimi sirasiyla 0,40, 0,50
ve 0,45 mL/100 g’dir. N. baytopii'de 1,8-sineol (%23,2), nepetalakton (%12,8); N.
cataria'da nepetalakton (%27,5), 1,8-sineol (%10,8) ve germakren-D (%9,2); N. fissa'da
1,8-sineol (%24.3), nepetalakton (%17.6) ana bilesenler olarak tanimlanmistir (Kilig¢ vd.,
2013).

Shakeri ve digerlerinin 2014 yilinda yaptigi ¢alismada N. ucrainica L. subsp.
kopetdaghensis'in toprak {iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi,
antibakteriyel aktivitesi ve sitotoksisitesi arastirilmigtir. Ugucu yagin %98.7'sini temsil
eden 60 bilesik karakterize edilmistir. Yagda seskiterpen hidrokarbonlar baskin ve ana
bilesenler germakren-D (%53.0), bisiklogermakren (%6.4), p-borbonen (%4.3), B-elemen
(%3.3), spatulenol (%3.2), kiibenol (%2.8), trans-karyofillen (%2.8), germakren-A (%2.1)
ve 6-kadinen (%2.0) olarak gozlenmistir. Ugucu yagin antibakteriyel aktivitesi, diliisyon

11



serisi yontemi kullanilarak 6 bakteri susuna karsi arastiritlmistir. Ugucu yag, 6zellikle
Staphylococcus aureus olmak iizere Gram pozitif bakterilere karsi iyi bir aktivite
gostermistir ancak Gram negatif bakteriler ugucu yaga karsi1 direng gostermistir. Ayrica,
ucucu yagin insan yumurtalik kanseri A2780 hiicre dizisi ve insan meme adenokarsinomu
MCEF-7 hiicre dizisi tizerindeki sitotoksik etkileri, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-bifenil
tetrazolyum bromiir [MTT] analizi kullanilarak incelenmistir. Ugucu yagin; hem A2780
hem de MCF-7 hiicreleri igin 50 g/mL'den diisiik ICso degerleriyle, test edilen hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik oldugu bulunmustur (Shakeri vd., 2014).

Bellahsene ve digerleri, N. nepetella subsp. amethystina'nin hidrodistilasyon
yoluyla elde edilen ve GK, GK-KS, *H ve ¥C- NMR ile analiz edilen ugucu yag ve
hidrosol ekstresini, disk diflizyon yontemi ve on ii¢ patojenik mikroorganizmaya karsi
MiK'ler kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri agisindan degerlendirmistir. Candida
albicans suslari, en biiyiik inhibisyon bdlgelerine (>30mm) ve daha diisiik MIK
degerlerine (<%1.25) sahip olan N. amethystina ugucu yag ve hidrosol ekstresine karsi en
duyarli mikroorganizmalar oldugu gozlenmistir. Difiizyon yontemiyle gergeklestirilen
kif onleyici aktivite, N. amethystina ugucu yaginin Aspergillus flavus ve Cladosporium
herbarium'a kars1 ¢ok ilging bir aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Bellahsene vd.,
2015).

Emami ve digerlerinin 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada, N. satureioides Boiss.
ekstresinin metanol (MeOH), n-hekzan ve diklorometan (CH2Cl2) fraksiyonlarinin
B16F10 melanom hiicre hattinda melanin sentezi ve oksidatif stres iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. MeOH ve CH2Cl: fraksiyonlari tarafindan melanin sentezi miktari ve
MeOH fraksiyonu tarafindan mantar tirozinaz aktivitesi B16F10 hiicrelerinde azaldigi
gbzlenmistir. Bu, N. satureioides'in melanin {iretimi iizerindeki etkisine iliskin ilk
rapordur. N. satureioides'in ayrica antioksidan aktivite ifade ettigi bulunmustur. Sonuglar,
N. satureioides'in melanin iiretimini azaltma yeteneginin, tirozinaz aktivitesini veya
hiicresel ROS'un tiikenmesini diizenleyen sinyal yolu iizerindeki inhibitor etkisine
atfedilebilecegini ileri stirmiistiir. N. satureioides'in B16F10 hiicreleri tizerindeki
melanogenezi Onleyici ve antioksidan etkileri, bu bitkinin kozmetik endiistrisinde cilt
pigmentini ve cilt yaslanmasini azaltmada yeni bir farmasotik ajan olarak

kullanilabilecegi hakkinda bilgi vermektedir (Emami vd., 2016).
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Yapilan bir diger ¢alismada Nepeta'nin sekiz taksonu (N. nuda subsp. nuda, N.
viscida, N. phyllochlamys, N. stricta var. stricta, N. lamiifolia, N.cadmea, N. cilicica, N.
nuda subsp. lydiae) 2000 ve 2014 yillar1 arasinda farkli lokalitelerden toplanmustir.
Nepeta metanol ve etanol ekstrelerinin M. tuberculosis Ra, Rv ve hastalardan alinan iki
izolata kars1 aktivitesi Microplate Presto Blue Assay (MPBA) kullanilarak test edilmistir.
Mirsetin, N. phyllochlamys etil asetatli ekstresi igin baglica fenolik iken; Naringenin, N.
stricta var. stricta metanol ekstresinde yiiksek miktarda bulunmustur ve luteolin, N.
lamiifolia metanol ekstresi ve N. cilicica etil asetatli ekstrelerinde yiiksek miktarda
bulunmustur. Etil asetat ekstrelerinin altisi, metanol ekstrelerinden 4'a tim
Mycobacterium suslarinda etkili olmustur. Yapilan bu ¢alismanin, Nepeta tiirlerinin dort
M. tuberculosis susuna karsi mikobakterisidal aktivitesinin ilk raporu oldugu
belirtilmistir (Askun vd., 2017).

2018 yilinda Jagdeep Singh ve Amarjit Singh Dhaliwal; biyolojik tabanli glimiis
nanopartikiilleri, N. leucophylla'nin toksik olmayan, ¢evre dostu ve yeni kok ekstresini
kullanarak sentezlemislerdir. Sentezlenen giimilis nanopartikiillerin antioksidan
potansiyeli 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe) testi kullanilarak degerlendirilmistir ve
onemli Olglide antioksidan potansiyel gosterdigi gozlemlenmistir (Singh ve Dhaliwal,

2018).

Kaska ve digerleri 2019 yilinda, N. italica L. subsp. cadmea (Boiss.) A. L.
Budantsev ve Teucrium sandrasicum O. Schwarz, Lamiaceae familyasina ait ve
Tiirkiye'de endemik olan 2 tiiriin ekstrelerinin biyolojik aktivitelerini (antioksidan ve
toksisite) ve fenolik icerigini arastirmak ve ayrica mineral elementlerini belirlemek igin
calismalar yapmiglardir. Yapilan g¢aligmalara gore, N. italica subsp. cadmea'nin
hidroetanolik ekstresi, incelenen ekstreler arasinda en yiiksek miktarda antioksidan
aktivite (B-karoten, ~%93) gostermistir. Tim ekstreler selatlama ve indirgeme aktiviteleri
sergilemistir. N. cadmea ve T. sandrasicum ekstrelerinin radikal siipiiriicii aktiviteleri
arasinda istatistiksel farkliliklar goriilmiistiir. Fosfomolibden testi ile degerlendirilen
ekstrelerinin toplam antioksidan kapasitesi 61.54-143.97 pg/mg araliginda olup bu
bitkilerin mineral elementlere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu tiir arastirmalar, gesitli
Lamiaceae bitkilerinden potansiyel dogal antioksidanlar hakkinda daha fazla bilgi

edinmek i¢in 6nemlidir (Kaska vd., 2019).
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2020 yilinda yapilan bir ¢aligmada N. curviflora Boiss ugucu yaginin; in vitro
antioksidan, domuz pankreas lipazi, a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitor aktivitelerinin
fitokimyasal bilesiminin tanimlanmasi ve miktariin belirlenmesi arastirilmistir. N.
curviflora ugucu yagmin %100'ini temsil eden 20 bilesik tanimlanmistir. N. curviflora
ucucu yagindan, en bol bulunan bilesikler; 1,6-dimetil spiro[4.5]dekan (%27.51),
karyofillen oksit (%20.08) ve B-karyofillen (%18.28) olarak tanimlanmustir. Karyofillen
oksit ve karyofillenin yiiksek konsantrasyonlarinin, ugucu yagin antioksidanina énemli
o6l¢iide katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Elde edilen ugucu yag, pozitif kontrol orlistat
ve akarboz ile karsilagtirildiginda, a-glukosidaz, a-amilaz ve domuz pankreas lipaz
inhibitér aktiviteleri sergilemistir. N. curviflora ugucu yaginin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlari, 24 saatlik tedaviden sonra rahim agzi kanseri hiicrelerinin gog
potansiyelini 6nemli 6lgiide engellemis ve yag konsantrasyonunun ve tedavi siiresinin
rahim agz1 kanseri hiicresi canlilig1 lizerindeki engelleyici etkiyi arttirdigini ortaya

koymustur (Jaradat vd., 2020).

N. cataria’nin ¢igekli ve yaprakli dallarindan buhar distilasyonu ile elde kedi
nanesi ucgucu yaginin sakinlestirici, idrar arttirici, spazm ¢oziicii, ferahlatict ve kas
gevsetici etkisi bulunmaktadir. Midedeki siskinlik ve gaz sorunlariin hafifletilmesi i¢in
bir yemek kasiy1 tasiyict yag icine 1-2 damla ugucu yag eklenir, bu seyreltilmis haliyle
karin bolgesine dairesel hareketlerle uygulanir. Soguk hava difiizériine 3-5 damla ugucu
yag damlatilarak ferahlatici, sakinlestirici, terletici, idrar arttirict Ozelliklerinden

faydalanilir (Demirezer vd., 2021).

Iki endemik Nepeta tiirii, N. nuda subsp. glandulifera ve N. cadmea'nin ugucu
yaglarinin kimyasal bilesimi, antioksidan aktivitesi ve ¢esitli enzim inhibisyonlar1 ilk kez
aragtirtlmistir. N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagmin ana bilesikleri geijerene
(%61.02) ve neointermedeol (%6.07) idi. Aksine, N. cadmea'nin ugucu yagi 4ap,7a,7ap-
nepetalaktonun %70.94'ini iceriyordu. N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagi, hem
indirgeyici metal iyonlarina hem de radikallere kars1 N. cadmea yagindan daha iyi aktivite
gostermistir. Ayrica, her iki yag da asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraza karsi nispeten
zay1f ama yine de fark edilebilir aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir; alfa-glukozidaza
kars1 zayif aktivite, ancak alfa-amilaza kars1 oldukea yiiksek aktivite gdstermistir. Ote
yandan, her iki ugucu yag da tirozinaza kars1 6nemli aktivite gdstermistir (Sarikurkcu vd.,

2018).
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2016’da Akaberi ve digerlerinin yaptigi c¢alismada, N. sintenisii Bornm.
bitkisinden izole edilen n-hekzan, MeOH, CH2Cl2, n-BuOH, EtOAc ve H20 ekstrelerinin
B16 melanom hiicrelerinde anti-melanogenez etkileri arastirilmistir. Melanogenez
inhibisyonu iizerindeki bitki aktivitelerini degerlendirmek ig¢in sitotoksisite, mantar
tirozinaz inhibisyonu, hiicresel tirozinaz inhibisyonu, melanin igerigi, reaktif oksijen
tirlerinin miktar1 ve western blot gibi gesitli testler yapilmistir. Tim N. sintenisii
ekstreleri, hem tirozinaz aktivitesini hem de hiicresel melanin igerigini énemli 6l¢iide
azaltabilir. Reaktif oksijen tiirleri de hiicrenin n-BuOH ve EtOAc ekstreleri ile
sitotoksisite olmadan muamele edilmesinin ardindan 6nemli Slgiide azalmistir. Bitki,
mikroftalmi ile iligkili transkripsiyon faktorii proteinlerinin miktarin1 énemli 6lciide
azaltmistir. Toplu olarak, N. sintenisii, sitotoksik etkisi olmaksizin B16 melanom
hiicrelerinde melanin sentezini ve tirozinaz aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir

(Akaberi vd., 2018).

Bitkinin yapraklarindan 100-500mg/ml arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda
sulu N. cataria (AENC) ekstresi, segilen bes bakteriye (Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Bacillus subtillis)
ve iki mantar (Aspergillus flavus ve Candida albicans) susuna karsi disk difiizyon
yontemiyle antimikrobiyal taramaya tabi tutulmustur. Ekstrelerin, test edilen tiim bakteri
ve mantar organizmalarinin biiyiimesini engelledigi bulunmustur. Ekstre, segilen
mikrobiyal suslar arasinda S. aureus, B. subtillis'e karsi maksimum inhibitor etki

gosterirken, A. flavus'a karsi hafif inhibitor etki gozlenmistir (Bandh vd., 2011).
3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitkisel Materyal

N. phyllochlamys tiirii Antalya ve Datca lokalitelerinden 3 farkli lokasyondan
toplanmistir. Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE tarafindan ‘‘Flora of Turkey and the East
Aegean Islands (Davis, 1982)’’ cilt 7°den yararlanilarak teshis edilmistir. Toplanan bitki
ornekleri herbaryum ornegi haline getirilmistir ve Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu'nda (ESSE 15855, 15856, 15857) saklanmaktadir. Tiiriin

bolgedeki fotograflar1 Gorsel 3.1. de sunulmustur.
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Gorsel 3.1. Nepeta phyllochlamys P. H. Davis

N. phyllochlamys P. H. Davis tiiriiniin toplandig1 3 farkli lokasyon bilgileri Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. N. phyllochlamys P. H. Davis lokasyon bilgileri

Ornek No Lokasyon GPS Kaydi Toplanma Tarihi

1 Kemer-Antalya 36°29'53"" K 06.06.2022
1420m 30°24°3" D

2 Kumluca- Antalya 36°31'22"" K 06.06.2022
1420m 30°21'49"'D

3 Datca-Mugla radar 36°43°17" K 08.06.2022
yolu 790m 27°34°18"" D

3.2. Morfolojik incelemeler

3 farkli lokaliteden toplanan tiir 6rnekleri tamamen kurutulduktan sonra 20’ser
ornek segilmistir. Segilen bu 6rneklerin bitki boy 6l¢timleri cetvel ile; yaprak eni-boyu,
petiyol, kaliks eni-boyu, korolla eni-boyu ve nutlet eni-boyu milimetrik kagit ile
binokiiler stereo mikroskop (Nikon SMZ645) altinda yapilmistir. Tiirkiye Florasinin 7.
cildinden (Davis, 1982) yararlanilarak morfolojik karakterlerin karsilagtirilmasi

yapilmuigstir.
3.3. Mikromorfolojik cahismalar

Tiirlin polen, yaprak, kaliks, korolla, tliylenme yapis1 ve nutletlerinin

mikromorfolojik yiizey ozellikleri Anadolu Universitesi BIBAM’da (Bitki ilag ve
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Bilimsel Arastirmalar Merkezi) bulunan taramali elektron mikroskobunda (SEM- Hitachi

TM3030 Plus Tabletop Microscope) incelenmis ve fotograflar gekilmistir.

Bitki kisimlar ¢ift tarafli yapiskan karbon banta (stap) yapistirilmis ve ylizey

ornemantasyonlar1 belirlenmistir.
3.4. Anatomik incelemeler

Anatomik incelemeler igin tiir, %70 lik etil alkolde muhafaza edilmistir. Tiirtin
yaprak, petiyol, gévde ve kok kisimlarindan jilet yardimi ile enine veya boyuna kesitler
alinip kloralhidrat ile saydamlastirtlmistir. Govde kismi floroglusin ve %25lik HCL
reaktifileri ile boyanmistir. Kesitler, trinokuler mikroskop (Olympus BX51T) (Gorsel 3.2.)
ile 4%, 10x ve 20x’lik objektiflerde 6l¢eklendirilip fotograflanmustir.

Gorsel 3.2. Trinokiiler (Olympus BX51T) stk mikroskobu

3.5. Molekiiler ¢calismalar

1. Bitki DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Plant & Fungi DNA izolasyon kiti
(Polonya) kullanilmistir.

2. DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek
icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik ol¢iim
gergeklestirilmistir.

3. PCR (Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu) c¢alismasinda

universal primer olarak ITS1-1TS4 ve ITS2-ITSS primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen
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gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1 asagida

verilmigtir.

Tablo 3.2. Kullanilan forward (F) ve reverse (R) primer dizileri

ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

Tablo 3.3. PCR deney asamalart

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

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

F. Primer 10 uM 0,3 uM

R. Primer 10 uM 0,3 uM
Tagq DNA Polymerase 50/ ul 2U

DNA template 3ul

PCR grade su ile35 pl’ye tamamlanir.

95°C 5 dakika — Baslangic denatiirasyonu
* 30 dongii
> 45 saniye 95°C - denatiirasyon

> 45 saniye 57°C - baglanma

> 60 saniye 72°C - uzama
* 72°C 5 dakika — son uzatma
* Sicaklik 4°C’ ye diistirtiliip PCR tamamlanmustir.

PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1X TAE tampon ile
hazirlanan %1.5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiiliip

etidyum bromiir boyasi kullanilarak UV 1518inda goriintiisii alinmistir.

Yaklasik 700 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak icin tek asamali PCR islemi ger¢eklestirilmistir.
PCR reaksiyonunuz Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz
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enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekleriniz i¢cin PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant

elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir.

4. PCR iriinii saflastirma asamasinda, eclde edilen tek bant Ornekler igin
MAGBIO"HighPrep™ PCR Clean-up System™ (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip,

kitin prosediirlerine uyarak saflagtirilmistir.

5. Sanger Dizileme 6rneklerimiz i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA.)

ITS1 ve ITS4 primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla
kontig haline getirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi iginde CAP

contig assembly algoritmas1 kullanilmstir.

Sekans analizleri icin BM Labosis firmasindan hizmet alimi yapilmis ve dizileri
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden faydalanilarak Blast programi ile yakin

akrabalari olan tiirler bulunmustur (http-10).
3.6. Ucucu Yag Eldesi

Ugucu yag , bitkinin gélgede kurutulmus toprak iistii kisimlarindan (herba) elde
edilmistir. Uygun boyutlara getirilen materyalden 60 g tartilmis, balon jojeye konulmus,
tizerine 10 kat1 kadar distile su ilave edildikten sonra Clevenger apareyinde 3 saat
boyunca su distilasyonu islemine tabi tutulmustur (Gorsel 3.3.). Elde edilen ugucu yagin
miktar1 ¢cok az oldugundan ortamdan hekzan yardimiyla alinmistir. Ugucu yag, amber

cam viale aktarilarak buzdolabinda +4°C’de saklanmuistir.
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Gorsel 3.3. Clevenger apareyi ve Ugucu yag eldesi

3.7. Ekstrelerin Elde Edilmesi

Tirtin n-hekzan, etil asetat ve %70’lik etil alkollii, olmak iizere 3 ekstresi
hazirlanmistir. Bitkinin toprak iistii kisimlar1 bag makas1 yardimiyla kii¢iik pargalar
haline getirilmistir. Ornekten 18’er gram tartim alinarak 200 mL ¢oziicii eklenmistir.
Ornekler oda sicakhiginda 150 rpm’de 48 saat galkalayicida (Orbital) maserasyona
birakilmistir (Gorsel 3.4.). Maseratlar slizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra ¢oziiciileri
rotavapor ile diisiik basing altinda uzaklagtirilmistir. %70’lik etil alkollii ekstre ise
20 °C’de dondurulmak tizere liyafilizatorde bekletilmistir. Coziiciilerinden arindirilan

ekstreler kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.

Gorsel 3.4. Calkalayici (Orbital) ve Rotavapor (Heidolph)
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3.8. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.8.1. Antioksidan aktivitenin incelenmesi
3.8.1.1. DPPH?e serbest radikalini siipiiriicii etkinin incelenmesi

DPPHe- (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) siipiiriicii etki deneyi elektron transferiyle
gergeklesen bir antioksidan testidir. DPPHe kararli serbest radikaldir ve 1 Hidrojen
atomunu veren bilesiklerle tepkimeye girer (Gorsel 3.5.). Mor renklidir, tepkime sonucu
indirgenmesi ile sar1 renge doniisiir. Arastirilacak materyale DPPHe’1 eklendikten 30
dakika sonra serbest radikal siipiiriicii etki 517nm’de spektrofotometrik (Gorsel 3.6.)
olarak tayin edilir. Reaksiyon karisiminin absorbansindaki biiylik bir azalma, bilesigin

onemli serbest radikal siipiirme aktivitesini gostermektedir (Krishnaiah vd., 2011).

S - )
NO, NO,

Gorsel 3.5. DPPH- serbest radikali ve indirgenme tepkimesi (http-11)

DPPH+’1n son konsantrasyonu 80 pg.mL™ olacak sekilde DPPHe stok ¢dzeltisi
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakalar kullanilmustir. ik satira 200’er pl ekstreler ve diger
satirlara ise 100’er uL metanol (MeOH) eklenmistir. Cok kanalli pipet araciligiyla,
siitunda yukaridan asagiya dogru seri seyreltme yapilmistir. Her kuyucuga DPPHe
cozeltisi 100 pL eklenmistir. 96 kuyucuklu plaka, 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.
Pozitif kontrol olarak gallik asit, negatif kontrol olarak ¢oziicii (MeOH) kullanilmstir.
Plaka, 517 nm UV absorbansta spektrofotometrede okunmustur. Gen5 Data Analysis
programi (BioTek) kullanilmistir ve sonuglar ortalama + standart sapma seklinde (n=8)

ifade edilmistir. Deneyin 3 tekrar1 yapilmistir.
% inhibisyon yiizdesi asagida verien formiil ile hesaplanmistir (Kumarasamy vd., 2007).
% Inhibisyon = [(ABSkontrol — ABSérnek) / ABSkontrol] x 100

ABS: Absorbsiyon
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ICs0 degerleri Nonlineer regresyon egrileri yardimiyla (Sigma Plot 13. version, SPSS Inc.,

Chicago, IL) belirlenmistir.

Gorsel 3.6. Serbest radikal siipiiriicii etki 517 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilir

3.8.1.2. Toplam Fenol Miktar Tayini (Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile)

Ekstrelerin toplam fenol miktar1 Gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) kullanilarak belirlenmistir. Ekstrelerden metanol ile 20 mg/mL
konsantrasyonunda c¢ozeltiler hazirlanmigtir.  Hazirlanan numunelerden mikroplak
kuyucuklarina 20’er pL konulmustur, sirasiyla tizerlerine 1560 pL distile su ve 100 pL
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. 3-5 dk bekletildikten sonra 300 pl %20’lik
Na2COs ¢ozeltisi eklenmistir ve 2 saat oda sicakliginda, karanlik ortamda tepkimenin
sonuglanmasi beklenmistir. Bekleme sonrasi otomatik pipetor yardimiyla derin
kuyucuktaki karisimdan 300 pL 96-kuyucuklu mikroplaga aktarilip 760 nm’de absorbans
degerleri Olgiilmistiir. Deneyler 3x3 tekrar {izerinden yapilmistir ve toplam fenolik
madde tayini gallik asit kalibrasyon egrisi {izerinden karsilastirilarak hesaplanmustir.
Gallik asit kalibrasyon egrisi, gallik asitin 1-0.03 (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03) mg/mL
farkli konsantrasyon araliklarinda ¢ozeltileri hazirlanip, 760 nm’de absorbans
degerlerinin kaydedilmesiyle olusturulmustur. Ekstrelerdeki toplam fenol miktari,
kalibrasyon egrisi denklemi kullanarak g ekstrede mg gallik asite esdeger olarak

(mgGAE/g ekstre) hesaplanmustir (Singleton vd., 1999; Kosar vd., 2008).
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3.8.2. Antimikrobiyal Aktivitenin incelenmesi

Bu ¢alismada N. phyllochlamys’in toprak {istii kisimlarindan elde edilen n-hekzan,
etil asetat ve %70’lik etil alkol ekstrelerinin antibakteriyel ve antifungal etkileri
arastirilmistir.  Antikandidal etkinin ve MIK (Minimum inhibitdr konsantrasyon)
degerinin belirlenmesinde CLSI (eski ismiyle NCCLS) M27-A2 sivi mikro diliisyon ve
antibakteriyel etkinin belirlenmesinde ise CLSI (NCCLS) M7-A7 protokolii
kullanilmistir. Standart antifungaller ve ekstreler steril DMSO (Dimetil siilfoksit, Carlo
Erba®) icinde ¢oziilerek kullanilmistir. Antibakteriyal testlerde pozitif kontrol olarak
Ampisilin (Sigma aldrich®) ve Kloramfenikol (Sigma aldrich®), antikandidal testlerde

ise Amfoterisin-B (Sigma aldrich®) ve Ketokonazol (Thermo scientific®) kullanilmistir.
3.8.2.1. Antibakteriyel Aktivite Testi

Ekstrelerin minimum inhibitdr ve bakterisidal (MIK ve MBK) konsantrasyonlari
standart protokoller (CLSI M7-A7) kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan suslar ve sus
numaralari; Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeuroginosa
ATCC®27853, Serratia marcescens NRRL B-2544, Klebsiella pneumoniae NCTC
9633 diir.

3.8.2.2. Antikandidal Aktivite Testi

Ekstrelerin minimum inhibitor ve bakterisidal, (MIK ve MBK) konsantrasyonlari
standart protokoller (CLSI M27-A2) kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan suslar ve sus
numaralari; Candida utilis NRRL Y-900, C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC
750, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258’dir.
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Bulgular

N. phyllochlamys (Goérsel 4.1); ¢ok yillik, ¢cok sayida govdeye sahip, dekumbent
bir bitkidir. Bitki boyu 11-28 cm araliginda degismektedir. Salgi tiiysiiz yogun tomentoz
veya villoz tiiylere sahip steril siirgiin sayisi1 oldukc¢a fazladir. Yapraklar triangular-ovat,
4.5-12 x 3-11 mm, grimsi beyaz renklidir. Yogun sikistirllmig kadifemsi (velutinus,
velutinous) ve yiinlii (tomentose) tiiylerle kaplhidir. Lamina sekli deltoid, lamina kenari
Krenat ve tabani asimetrik veya trunkat olarak gozlenmistir. (Gorsel 4.8). Petiyol (yaprak
sap1) 0.3-15 mm araliklarinda degistigi gozlenmistir. Infloresans (cicek durumu);
dallanmamus, kisa, simozdiir, ¢igeklerin dizilisi vertisillastrumdur, kisa pedisele sahiptir.
Brakteleri yapraga benzer; yiinlii (tomentos), petiyolliidiir. Brakteolleri lineardir; kalikse
esit veya kaliksten daha kisadir. Kaliks tiipsiidiir, ¢. 4-10 mm boy araliginda hafif kavisli,
agiz kismi hemen hemen egik, salgisiz kilimsi ince (villous) tiiyler, ¢cok kisa glandiiler
papilla ve sapsiz salgi bezlerine sahiptir. Kaliks disleri dar, lanseolat, akut, diizenli ve
tiptin 1/30 kadardir. Korolla rengi pembemsi ve sar1 renklidir. Korolla boyu 7-12 mm
araliginda, korolla tiipii dar, kavislidir. Bogazda aniden genisler. Kaliks disleri i¢inde
kalmaktadir (Gorsel 4.9 ve 4.10). Nutletler oblong, 1-1.5 boy 1.5-2.5 mm araliginda ene
sahiptir ve tiim ylizeyi tiiberkiilliidiir (Gorsel 4.7). Cigeklenme donemi Haziran-Agustos
aylaridir. Kayaliklarda yetisir. 60-2900 m yiiksekliginde yetisir. Dogu Akdeniz
elementidir, endemik bir tiirdiir ve Giiney Bat1 Anadolu’da yayilis gosterir.

Antalya’ya 6zgili endemik bir bitkidir. Calismamizda tiire Datga lokalitesinde de
rastlanmistir ve 6rnek toplanmistir. Morfolojik 6l¢iimler 20 birey iizerinden yapilmustir.
Datga’da bulundugu ortamda diisiik popiilasyon yogunluguna sahip oldugu i¢in bitkiye
zarar vermemek amagli az sayida 6rnek toplanmistir. Datga lokalitesinden 5-6 birey
tizerinden morfolojik 6l¢iimler alinmustir. N. phyllochlamys tiiriiniin 3 farkli lokaliteden

toplanan 6rneklerinin morfolojik bulgular: Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Farkl: lokalitelerden toplanan N. phyllochlamys d&rneklerinin morfolojik karakterlerinin

karsilastirilmasi

Morfolojik
Karakterler

N. phyllochlamys
1. Lokalite Antalya-

N. phyllochlamys
2. Lokalite

N. phyllochlamys
3. Lokalite

Kemer Antalya- Kumluca Mugla- Dat¢a
Bitki Boyu 15-28 cm 11-28 cm 15-17 cm
Yaprak boyu 4.5-11 mm 5.5-9.5 mm 6.5-12 mm
Yaprak eni 4-11 mm 3-9mm 4.5-10 mm
Yaprak sap1 3.5-15mm 2.5-9 mm 0.3-10 mm
(Petiyol)
Kaliks boyu 6-10 mm 4-7mm 6-10 mm
Kaliks eni 1-3mm 1-2.5 mm 2-3mm
Korolla boyu 7-12 mm 7-13 mm 7-12 mm
Korolla eni 0.5-2 mm 0.5-2 mm 0.5-2 mm
Nutlet en-boy En: 1-1.5mm En: 1-1.5 mm En: 1-1.5 mm

Boy:2-2.5 mm Boy:1.5-2 mm Boy:2-2.5 mm

Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE), Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Herbaryumu (ANK), Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu (GAZI)

ziyaret edilmis olup N. phyllochlamys ve braktelerinin farkliligindan ayirt edilen yakin

akraba olan N. isaurica bitki 6rnekleri incelenmistir. Bitkinin herbaryum 6rneklerine ait

fotograflar Gorsel 4.3. ile Gorsel 4.6 araliginda verilmistir.
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Gorsel 4.1. N. phyllochlamys genel gériiniis
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B

Gorsel 4.2. N. phyllochlamys bitki kisimlari

A:Yaprak B: Nutlet C: Kaliks-korolla D: Korolla
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Gorsel 4.3. N. phyllochlamys ESSE herbaryum ornekleri
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Gorsel 4.4. N. phyllochlamys ISTE herbaryum ornekleri

Gorsel 4.5. N. phyllochlamys ANK herbaryum ornekleri (sag gorseldeki izotip ornegi)
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Gorsel 4.6. N. isaurica GAZI herbaryum érnekleri

Gorsel 4.7. N. phyllochlamys nutletlerin stereo mikroskopta goriintimii
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Gorsel 4.8. N. phyllochlamys yapraklarinin stereo mikroskopta goriiniimii

Gorsel 4.9. Kaliks ve Korolla Gorsel 4.10. Kaliks ve icinde bulunan nutletler
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4.2. Mikromorfolojik bulgular

Korolla boyu yaklagik 10 mm civarlarindadir, korolla tiipii dar, kavislidir.

Bogazda aniden genisler. Kaliks disleri iginde kalmaktadir (Gorsel 4.11.)

ALUBIBAM x 20220722 1010 HMMDE.1  x30 2tmen

Gorsel 4.11. N. phyllochlamys korolla SEM fotograflar:

Stamenler 4 adet, 2’si kisa 2’si uzun (didinam) seklindedir (Gorsel 4.12.)

AUBBAM 20220722 10:10 HMMDS.1  x60 1imm AUBIBAM 202207722 1015 HMMDS.7 x120 500 pm

Gorsel 4.12. N. phyllochlamys stamenlerin SEM fotograflari

31



20220722  10:92 HMMDE.7 %250 ?30 AUBIBAM 20220722 1012 HMMD88 x500 200 pm

Gorsel 4.13. Stamen anteri ve polenlerin ¢ikis

202207722 1015 HMMDBS  x2.0k 30 pm  AUBBAM X 10:16 HMMDE.S 4.0k 20 pm

Gorsel 4.14. Polen (19.0 um en- 39.6 um boy)  Gorsel 4.15. Polen yiizey ornamentasyonu

Kaliks tlipstidiir, c. 6,5 mm boyunda hafif kavisli, agi1z kism1 hemen hemen egik, salgisiz
kilimst ince (villous) tiiyler, ¢ok kisa glandiiler papilla ve sapsiz salgi bezlerine sahiptir.

Kaliks disleri dar, lanseolat, akut, diizenli ve tiibiin 1/3li kadardir (Gorsel 4.16.)

ALBIBAM 20229722 W35 HMMDS0 x30 2mm  AUBBAM 20220722 10:35 HMMDS 0 x30 2 mm

Gorsel 4.16. Kaliks dus yiizey
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202207722 10:22 HMMDB.S x120 500 pm

ALBBAM 20220722 1020 HMMOS.9 <30 Zmm

Gorsel 4.17. Kaliks i¢ yiizey Gorsel 4.18. Kaliks tiiy yapisi

Nutletler oblong, 1-1.5 boy 1.5-2.5 mm araliginda ene sahiptir ve tiim yiizeyi

tiberkualludiir.

ALBIBAM 20220722 1031 HMMDS 1 x50 2mm  AUBIBAM

20220722 10.32 HMMDED 80

Gorsel 4.19. Nutletler

Yaprak yiizeyi loplu, grimsi beyaz renkli, yogun sikistirilmis kadifemsi (velutinus,

velutinous) ve yiinlii (tomentose) tiiylerle kaplidir.

20220722 1004 HMMOR 2 40 2 mm

ALBIBAM 202207722 10:09 HMMOZ. 1 %30 2mm  AUBBAM
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20220722 10.08 HMMDS.) x50 2men  AUBIBAM 20220722 10.06 HMMD8.2 x100
Gorsel 4.20. Yaprak yiizeyi ve tiiylenme yapisi

4.3. Anatomik Bulgular
4.3.1. Kok

Bitki ¢ok yilliktir bu yilizden en dista par¢alanmis mantar doku olan peridermis bulunur.
Peridermis; parcalanan epidermisin yerine gegen ikincil bir koruyucu dokudur.
Peridermisin altinda korteks tabakasi bulunur. Korteks tabakasi 4-5 sirali biiyiik, oval,
ince ¢eperli hiicrelerden olusmustur. Korteksin altinda iletim demetleri olan ksilem ve
floem bulunur. iki iletim demeti arasinda kambiyum tabakas1 bulunur ve bitkinin enine
biiyiimesini saglar. En igte 6z tabakas1 bulunur. Oz bolgesi ksilem elemanlarini igerir,

trake ve trakeidler bulunmaktadir (Gorsel 4.22).

Gorsel 4.21. N. phyllochlamys kék enine kesiti x4
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Gorsel 4.22. N. phyllochlamys kok anatomisi x10, pe: peridermis, sfl: sekonder floem, sk:
sklerenkima, ks: ksilem, 6. 6z bolgesi.

43.2. Govde

Govdenin tipik Lamiaceae govde ozelliklerini tasidigi gozlemlenmistir, dort
koseli govdeye sahiptir. En dista kiitikula tabakasi yer almaktadir. Govdede ¢ok hiicreli
ortii ve ¢ok veya tek hiicreli salgi tiiyleri bulunmaktadir. Epiderma tek siralidir ve
izodiyametrik (esit ¢caplara sahip) hiicrelerden olusmustur (Gorsel 4.23).

Govdenin koselerinde diizensiz c¢eperlere sahip hiicrelerden olusan kose
kollenkimalar1 bulunmaktadir. Kose kollenkimalarin altinda ise 2-3 siradan olusan
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korteks parankimasi yer alir. Korteks parankimasimin altinda 1-2 sirali endodermis
bulunmaktadir (Gorsel 4.25).

Endodermisin altinda koselerde 3-5 sirali, orta kisimlarda 1-2 sirali olarak yer alan
sklerenkima bulunur. Periskl; merkezi silindirin ilk tabakasini olusturur, parankimatik
hiicreler de barindirmasina ragmen sklerenkimatik hiicrelerden olugmustur (Gorsel 4.25).

Skelerenkimanin altinda 2-3 sirali floem yapis1 yapisi vardir ve diizensiz geperli
hiicrelerden olusmustur. Floemin altinda 2-3 sirali ksilem tabakas: bulunur. Ksilemde
trakeidler cokgen sekilliyken, trakeler yuvarlak veya oval sekillidirler. En i¢ kisimda 6z
bolgesi bulunmaktadir. Oz bélgesi yuvarlak veya cokgen, ince ceperli parankima
hiicrelerinden olusmustur (Gorsel 4.25).

Gorsel 4.23. N. phyllochlamys govde enine kesiti x4
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Gorsel 4.24. N. phyllochlamys gévde anatomisi x4, en: endodermis, sk: sklerenkima, fl: floem,
ks: ksilem, 6: 6z bélgesi.

Gorsel 4.25. N. phyllochlamys gévde anatomisi x10; ku: kiitikula, e: epidermis, ko: kollenkima,
en: endodermis, sk: sklerenkima, fl: floem, ks: ksilem, o: dz, t: trikom.
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Gorsel 4.26. N. phyllochlamys govde anatomisi x10; ku: kiitikula, e: epidermis, ko: kollenkima,
en: endodermis, sk: sklerenkima, fl: floem, ks: ksilem, o: 6z bolgesi.

- 4 (

Gorsel 4.27. N. phyllochlamys gévde anatomisi x20; fl: floem, ks: ksilem, 6: oz bélgesi.
4.3.3. Yaprak

Alt ve Ust epidermis kare, oval veya dikdortgen sekilli hiicrelerden meydana
gelmigtir ve lizerleri ince bir kiitikula tabakasi ile ¢evrilidir. Epidermis tek siralidir.
Epidermisin farklilasmasiyla tiiyler olusmustur (Gorsel 4.29). Tek veya ¢ok hiicreli ortii
ve salg1 tiiyleri bulunmaktadir. Labiatae tipi bas1 sekiz hiicreli salgi tiiyleri igerir. Ortii
tiiyleri genellikle cok hiicrelidir. Yapragin tiim yiizeylerinde tiiyler oldukca fazla sayida
olduklar1 goriilmistiir (Gorsel 4.32).
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Yaprakta palizat ve siinger parankimasindan olusan mezofil tabakasi
bulunmaktadir. Yaprak bifasiyal tiptedir. 1-2 sira siinger parankimasina, 1 sira palizat
parankimasina rastlanmistir. Palizat parankimasi silindirik sekilli siki  dizilmis
hiicrelerden olusmustur, siinger parankimasi, daha gevsek dizilmis ve hava bosluklari
igceren sekli daha az diizenli olan hiicrelerden olusmustur (Gorsel 4.30 ve 4.31).

Ksilem fiist epidermise dogru i¢ kisimda bulunurken, floem daha dis kisimda alt
epidermise bakan kisimda bulunmaktadir. Iletim demetleri agik kollateraldir (Gorsel
4.29).

Stomalar yapragin her iki yilizinde bulunmaktadir. Amfistomatik yapraktir.

Stomalarin g¢eperleri komsu hiicrelerin ¢eperlerine diktir. Diasitik stoma gdézlenmistir
(Gorsel 4.33).

Gorsel 4.28. N. phyllochlamys yaprak enine kesiti x10
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Gorsel 4.29. N. phyllochlamys yaprak anatomisi x20; ku: kutikula, tie: iist epidermis, ae: alt epidermis,
ko: kollenkima, pp: palizat parankimasi, sp: siinger parankimasi, pa: parankima, fl: floem, ks: ksilem, dt:
ortii tiiyti

Gorsel 4.30. N. phyllochlamys yaprak anatomisi x20 (Kloralhidratli); sp: siinger parankimast,
pp: palizat parankimasi, 6t: ortii tiiyleri.
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Gorsel 4.31. N. phyllochlamys yaprak anatomisi x20 (Kloralhidratl); sp: siinger parankimast,
pp: palizat parankimasi, ét: ortii tiiyleri, St: salg tiiyii.

Gorsel 4.32. st: Labiatae tipi salgi tiiyii, 6t: orti tiyii, S: stoma (diasitik stoma); x40.
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Gorsel 4.33. s: Lamiaceae tipi diasitik stoma stoma; x40. Yaprak st ve alt yiiziinden yiizeysel kesit

4.3.4. Petiyol

Ust parankimatik hiirelerin sekilleri diizensiz, eliptik veya dikddrtgen olarak gdzlenmistir.
Alt parankimatik hiicreler diizensiz, eliptik veya daireseldir. Epidermis hiicreleri ise
dikdortgenimsi veya daireseldir (Gorsel 4.35). Petiyol anahatti u seklindedir (Gorsel 4.34).

Gorsel 4.34. N. phyllochlamys petiyol enine kesiti x10
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Gorsel 4.35. N. phyllochlamys petiyol anatomisi x10; ko: kollenkima, ks: ksilem, fl: floem, sk:
sklerenima, pa: parankima, e: epidermis.

4.4. Molekiiler Bulgular

Sekans analizleri icin BM Labosis firmasindan hizmet alim1 yapilmis ve dizileri
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/ (http-10) adresinden faydalanilarak Blast programi ile
yakin akrabalari olan tiirler bulunmustur (Tablo 4.2) ve filogenetik iliskileri belirlenerek
aga¢ dendrogrami olusturulmustur (Sekil 4.1.).

DNA dizi analizi sonuglarma goére N. phyllochlamys P. H. DAVIS’in %96
oraninda N. cataria L. ile benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Blast analizlerine gore
olusturulan dendrogramda ise N.heliotropifolia, N. cataria ve N. grandiflora tiirii ile

kiime olusturduklar belirlenmistir (Sekil 4.1).
Np — trnL-F-trnl-R: Nepeta cataria

CTGCTCTACCAGCTGAGCTATCCCGACCATTTCCAATGTAGCATCCCACCCC
CATTTTATTAGATGACTGGAGTCGATGTCAATTAAAGGGACACGGGGGATT
ACAAAGTTTTCTCCAAGTCCTGTAATTTCAATGCTATTCATTCATATCGGCAT
TCCTTGCTTCATTTCATTTGTAATGTGTATTCTATATCACATGTGATAAGAGA
AAGTACTTTATACCAAAATACGTTTGTCAAAGAATCAGAAGGATAAGGGAA
TTTCGAACCGCTAACGAAAAAGGGCGATAGGGTAACTATTTTAGGGGTCAA
ATAGGCTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTTTAAAGTCGA
CGGATTTTCCTATTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGACATGTAGCAT
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GTAGAATGGGACTCTATCTTTATTCTCGTCGGATTAATCAGTTATTTAAAAG
ATCTATCGGACTATGGAGTGAATGAGTTGATGAATATTCGATTTTTTCTTCA
ACGTGAAATAAATTCACACCTATTTTTTCCATTTTTTCATTTTCATATTAAAA
AAGGGGATTCGGGCCAACATTAATCATTTATTAATCATTTGATATAGTATTC
AATAGATGCGTTTATCCTTTCTAAAGTTTCCACGGAAAGATTCCTCTACCGG
CGCAGTCAACTCCATTTGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATC
CTTTGCTTTGAGAAAACAGGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTTTTAATTC
CAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTTATCACTTAGTAAGTTTCCATACCAAGG
CTCAATCCAATT AAGTCCGTAGCGTCTACCGATTTC

Benzerlik Orani: %96

*Nepeta pogonosperma
; \ “®Nepeta menthoides
T:Ncpela crispa
> Nepeta stewartiana
v:'Nepcla stewartiana

Q@ P *Nepeta hemsleyana

*Nepeta bracteata

¥ Nepeta allotria
')fj *Nepeta oxyodonta
o Nepeta makuensis
*Nepeta glomerulosa var. stapfiana
' »Nepeta sp. BSh-2015
i ;-‘Nepela racemosa
Nepeta glomerulosa
ey ?Nepeta denudata
Nepeta straussii
*Nepeta cephalotes
-::‘N'cpela gloeocephala
*Nepeta supina
*Nepeta fissa

@ @Nepeta cataria

:" *Nepeta grandiflora
1 0.009
|

e

0'0 Nepeta phyllochlamys
? Nepeta heliotropifolia

Sekil 4.1. Taksonlarin ITS baz dizilimlerine gére olusturulan filogenetik agag (dendrogram)
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Tablo 4.2. N. phyllochlamys den elde edilen dizilerin Gen Bankast ’ndaki en yakin temsilcileri ve benzerlik

oranlart
Gen Bankasindaki Benzerlik Oram % Dizi Benzesme Oram Gen Bankasi
Benzer Tiirler Numarasi
(yakin temsilcileri)
Nepeta cataria 99.64 835/838 (%99) DQ667487.1
Nepeta racemosa 98.21 821/836 (%98) AJ505432.1
Nepeta heliotropifolia 98.32 819/833 (%98) KX641665.1
Nepeta straussii 98.31 813/827 (%98) AJ505433.1
Nepeta hemsleyana 96.67 842/871 (%97) MW387500.1
Nepeta supina 98.99 783/791 (%699) GU381479.1
Nepeta grandiflora 98.37 784/797 (%98) AY506621.1
Nepeta stewartiana 95.77 837/874 (%96) NC_057283.1
Nepeta glomerulosa 98.96 759/767 (%99) LC316167.1
Nepeta denudate 98.83 759/768 (%99) LC316169.1
Nepeta cephalotes 98.83 758/767 (%99) LC316172.1
Nepeta gloeocephala 98.70 759/769 (%99) LC316170.1
Nepeta bracteata 95.60 803/840 (%96) KX641663.1
Nepeta menthoides 95.23 799/839 (%695) AJ505431.1
Nepeta fissa 97.53 750/769 (%98) LC316171.1
Nepeta pogonosperma 95.83 736/768 (9%96) LC316164.1
Nepeta crispa 95.70 735/768 (%96) LC316161.1
Nepeta allotria 95.70 735/768 (%96) LC316151.1
Nepeta oxyodonta 95.57 734768 (%96) LC316152.1
Nepeta makuensis 95.44 733/768 (%95) LC316158.1

4.5. Fitokimyasal Bulgular

Ucg lokaliteden toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlarmin hidrodistilasyon iglemi
sonucunda keskin kokulu, hafif sar1 renkli ugucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu
yaglarin miktarlar1 ¢ok az oldugu i¢in hekzanla alinmistir, bu ylizden yiizde verim
hesaplanamamistir. Elde edilen ugucu yagin bilesenleri gaz kromatografi yontemi
(GK/GK-KYS) ile belirlenmis ve Antalya- Kemer’e ait veriler Tablo 4.3’de, Antalya-
Kumluca’ya ait veriler Tablo 4.4’de, Mugla- Dat¢a’ya ait veriler Tablo 4.5’de
gosterilmistir. Antalya- Kemer’e ait verilerde ana bilesenler sirasiyla karyofillen oksit
(%18.2), B-pinen (%15.6) ve linalol (%11.0) olarak belirlenmistir (Tablo 4.3). Antalya-
Kumluca bdolgesinde ana bilesenler sirasiyla -pinen (%23.3), karyofillen oksit (%10.5)
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ve linalol (%7.4)’diir (Tablo 4.4). Mugla- Datc¢a’ya ait verilerde ise ana bilesenlerin T-
kadinol (%14.9), a-pinen (%6.8), 14-nor-kadin-5-en-4-on (izomer A) (%6.8) oldugu
goriilmiistlir (Tablo 4.5).

Tablo 4.3. Antalya-Kemer lokalitesi ugucu yag bilesenleri

RRI Bilesenler Nepeta IM
E1265C6
%
1032 a-Pinen 3.1 tr, MS
1035 a-Tuyen 0.9 MS
1076 Kamfen 0.1 tr, MS
1118 B-Pinen 15.6 tr, MS
1132 Sabinen 4.0 tr, MS
1174 Mirsen 0.2 tr, MS
1188 a-Terpinen 0.1 tr, MS
1213 1,8-Sineol 6.4 tr, MS
1246 (2)-B-Osimen 0.3 tr, MS
1255 y -Terpinen 0.3 tr, MS
1266 (E)-B-Osimen 1.4 tr, MS
1267 3-Oktanon 0.1 tr, MS
1280 p-Simen 15 tr, MS
1290 Terpinolen 0.1 tr, MS
1450 trans-Linalol oksit (Furanoid) tr MS
1452 1-Octen-3-ol tr tr, MS
1478 cis-Linalol oksit(Furanoid) tr MS
1523 Krizanthenon tr MS
1544 a-Gurjunen tr MS
1553 Linalol 11.0 tr, MS
1586 Pinokarvon 1.3 MS
1601 Nopinone 1.0 MS
1612 B-Karyofillen 10.0 tr, MS
1641 Tuy-3-en-10-al 1.6 MS
1648 Mirtenal 14 MS
1670 trans-Pinokarveol 5.2 tr, MS
1686 Lavandulol 1.6 tr, MS
1690 trans-Verbenol 2.6 MS
1706 a-Terpineol 1.1 tr, MS
1726 Verbenon 0.3 tr, MS
1755 Bisiklogermakren tr tr, MS
1804 Mirtenol 2.0 MS
1953 Palustrol tr MS
2008 Karyofillen oksit 18.2 tr, MS
2050 (E)-Nerolidol 0.8 tr, MS
2057 Ledol 0.6 MS
2071 Humulen epoksit-II 0.7 MS
2096 Elemol 2.2 MS
2113 Kumin alkol tr tr, MS
2144 Spatulenol 0.9 tr, MS
2185 v-Odesmol tr MS
2250 a- Odesmol 0.4 MS
2257 B- Odesmol 0.6 MS
2324 Karyofilladienol 11 tr MS
2389 Karyofillenol | tr MS
2392 Karyofillenol 11 1.3 MS
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Tablo 4.3. (Devam) Antalya-Kemer lokalitesi ugucu yag bilesenleri

Gruplandirilmis bilesikler (%)

Monoterpen hidrokarbonlar 27.6
Oksijenli monoterpenler 34.5
Seskiterpen hidrokarbonlar 10
Oksijenli seskiterpenler 25.7
Digerleri 1.1
Total % 98.9

Tablo 4.4. Antalya-Kumluca lokalitesi ugucu yag bilesenleri

RRI Bilesenler Nepeta IM
E1265C6
%
1032 a-Pinen 15 tr, MS
1035 a-Tuyen 0.8 MS
1076 Kamfen 0.2 tr, MS
1118 B-Pinen 23.3 tr, MS
1132 Sabinen 4.9 tr, MS
1174 Mirsen 0.3 tr, MS
1188 a-Terpinen 0.2 tr, MS
1203 Limonen 0.4 tr, MS
1213 1,8-Sineol 3.6 tr, MS
1246 (2)-B-Osimen 0.6 tr, MS
1255 y-Terpinen 0.3 tr, MS
1266 (E)-B-Osimen 24 tr, MS
1267 3-Oktanon 0.1 tr, MS
1280 p-Simen 0.9 tr, MS
1290 Terpinolen 0.1 tr, MS
1409 Rosefuran 0.1 MS
1450 trans-Linalol oksit (Furanoid.) 0.3 MS
1452 1-Octen-3-ol 0.1 tr, MS
1457 B-Tuyon 0.4 MS
1474 trans-Sabinen hidrat 0.7 tr, MS
1478 cis-Linalol oksit(Furanoid) 0.3 MS
1553 Linalol 7.4 tr, MS
1556 cis-Sabinen hidrat 0.3 tr, MS
1571 cis-dihidro-a-terpineol 0.1 MS
1586 Pinokarvon 2.9 MS
1601 Nopinone 13 MS
1611 Terpinen-4-ol 1.2 tr, MS
1612 B-Karyofillen 44 tr, MS
1648 Mirtenal 3.7 MS
1651 Sabinaketon 0.2 MS
1670 trans-Pinokarveol 4.7 tr, MS
1686 Lavandulol 0.6 tr, MS
1690 trans-Verbenol 1.1 MS
1706 a-Terpineol 0.7 tr, MS
1726 Verbenon 0.1 tr, MS
1726 Germakren-D 0.3 MS
1755 Bisiklogermakren 0.1 tr, MS
1802 Kumin aldehit 0.3 tr, MS
1804 Mirtenol 3.0 MS
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Tablo 4.4. (Devam) Antalya-Kumluca lokalitesi u¢ucu yag bilesenleri

1845 trans-Karveol 0.2 tr, MS
1864 p-Simen-8-ol 0.2 tr, MS
2001 Izokaryofillen oksit 1.0 MS
2008 Karyofillen oksit 10.5 tr, MS
2050 (E)-Nerolidol 0.6 tr, MS
2057 Ledol 0.5 MS
2058 p-Mentha-1,4-dien-7-ol 0.4 MS
2071 Humulen epoksit-II 0.5 MS
2096 Elemol 3.1 MS
2113 Kumin alkol 0.3 tr, MS
2144 Spatulenol 1.0 tr, MS
2185 y-Odesmol 1.0 MS
2250 a- Odesmol 0.4 MS
2257 B- Odesmol 0.5 MS
2324 Karyofilladienol 11 0.7 MS

Gruplandirilmis bilesikler (%)

Monoterpen hidrokarbonlar 39.5
Oksijenli monoterpenler 32.1
Seskiterpen hidrokarbonlar 4.8
Oksijenli seskiterpenler 19.8
Digerleri 2.2
Total % 98.4

Tablo 4.5. Mugla- Datca lokalitesi u¢ucu yag bilesenleri

RRI Bilesenler Nepeta IM
E1267B1
%
1032 a-Pinen 6.8 tr, MS
1035 a-Tuyen 0.4 MS
1076 Kamfen 0.1 tr, MS
1118 B-Pinen 3.6 tr, MS
1132 Sabinene 35 tr, MS
1138 Tuya-2,4 (10)-dien 0.2 MS
1174 Mirsen 0.3 tr, MS
1188 a-Terpinen 0.2 tr, MS
1203 Limonen 0.5 tr, MS
1213 1,8-Sineol 2.4 tr, MS
1246 (2)-B-Osimen 0.2 tr, MS
1255 y-Terpinen 0.5 tr, MS
1266 (E)-B-Osimen 0.9 tr, MS
1267 3-Oktanon 0.2 tr, MS
1280 p-Simen 1.3 tr, MS
1290 Terpinolen 0.1 tr, MS
1409 Rosefuran tr MS
1450 trans-Linalol oksit (Furanoid) 0.7 MS
1452 p-Simen tr MS
1457 B-Tuyon tr MS
1465 Okarvon tr MS
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Tablo 4.5. (Devam) Mugla- Datca lokalitesi ugucu yag bilesenleri

1474 trans-Sabinen hidrat 0.3 tr, MS
1478 cis-Linalol oksit (Furanoid) 0.4 MS
1535 Pinokamfon 0.4 MS
1553 Linalol 4.1 tr, MS
1556 cis-Sabinen hidrat 0.2 tr, MS
1571 trans-p-Menth-2-en-1-ol tr MS
1586 Pinokarvon 0.8 MS
1601 Nopinon 0.4 MS
1611 Terpinen-4-ol 1.1 tr, MS
1612 B-Karyofillen tr tr, MS
1648 Mirtenal 0.9 MS
1651 Sabinaketon 0.3 MS
1668 cis-Verbenol 0.7 MS
1670 trans-Pinokarveol 1.6 tr, MS
1686 Lavandulol 0.6 tr, MS
1690 trans-Verbenol 3.9 MS
1706 a-Terpineol 0.4 tr, MS
1725 Verbenone 0.5 tr, MS
1726 Germakren D tr MS
1747 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 0.8 MS
1755 Bisiklogermakren 0.3 tr, MS
1773 5-Kadinen 0.2 tr, MS
1776 y-Kadinen 5.0 MS
1802 Kumin aldehit 0.2 tr, MS
1804 Mirtenol 0.8 MS
1807 a-Kadinen tr MS
1845 trans-Karveol 1.0 tr, MS
1871 trans-Kalamenen 0.5 MS
1941 a-Kalakoren tr MS
2008 Karyofillen oksit 2.4 tr, MS
2050 (E)-Nerolidol 0.3 tr, MS
2057 Ledol 2.6 MS
2058 p-Mentha-1,4-dien-7-ol 0.2 MS
2069 GermakrenD-44-ol 0.5 MS
2080 Kiibenol 1.8 MS
2089 6-Metil-5 (3-metil fenil)-2-heptanon 1.6 MS
2144 Spatulenol 2.2 tr, MS
2187 T-Kadinol 14.9 MS
2255 Kadalen 1.6 MS
2264 4,7-dimetil-1-tetralon 0.9 MS
2320 14-Nor-kadin-5-en-4-on 6.8 MS

(izomer A)
2349 Kadina-4, 10 (15)-dien-3-on 5.6 MS
2411 4-1zopropil-6-metil-1-tetralon 0.7 MS

Gruplandirilmis bilesikler (%)

Monoterpen hidrokarbonlar 18.6

Oksijenli monoterpenler 21.8

Seskiterpen hidrokarbonlar 8.1

Oksijenli seskiterpenler 31.4

Digerleri 9.5

Total % 89.4
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RRI: n-alkanlara kars1 hesaplanan bagil alikonma endeksleri

%: FID kramatogramlarindan hesaplanan

tr: Iz miktar (<0.1 %).

Tammmlama yontemi: tR, HP Innowax kolonunda orijinal bilesiklerin alikonma
stirelerine dayali tanimlama; MS, kiitle spektrumlarinin sirket i¢ci Baser Library of

Essential Oil Constituents, Adams, MassFinder ve Wiley Kkiitiiphanelerininkilerle

bilgisayar eslestirilmesi ve literatiir verileriyle karsilastirilmasi temelinde tanimlanmaistir.
4.6. Ekstrelerin Ozellikleri ve Verimleri

Kurutulup, uygun boyuta getirilen bitkinin toprak istii kisimlari; n-hekzan, etil asetat
ve %70’lik etil alkol ile 48 saat boyunca g¢alkalayicida masere edilmistir. Elde edilen
ekstrelerin verimi kuru bitki materyali {izerinden (g ekstre /100 g bitki) hesaplanmuistir.

Ekstre verimleri bilgileri agagidaki Tablo 4.4°de gosterilmistir.

Tablo 4.6. Ekstre verimleri

Ekstre Tiirii Kodu Ekstre Miktari, g Verim, %
n-hekzan ekstresi ZG1D 1lg 55

Etil asetat ekstresi ZG1D1 1lg 55
%70’lik Etil alkol ekstresi ZG1D2 19¢ 10.56

4.7. Biyolojik Aktivite Sonug¢lari
4.7.1. Antioksidan aktivite bulgulari
4.7.1.1. Serbest radikal siipiiriicii etki (DPPH?- testi) degerleri

N. phyllochlamys P. H. Davis toprak iistii kisimlarindan elde edilen n-hekzan, etil asetat
ve %70’lik etil alkollii ekstrelerinin DPPHe serbest radikalini siiptirme etkileri
spektrofotometrik yontemle analiz edilmistir. Standart madde olarak gallik asit
kullanilmistir. Ekstrelerin inhibisyon degerleri kullanilarak SigmaPlot programinda ICso

degerleri bulunmustur. Sonuglar mg/mL cinsinden degerlendirilmistir (Sekil 4.2).

N. phyllochlamys'in %70 etil alkolli ekstresi, diger ekstrelere gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir (ICso: 0.32+0.025 mg/ml). Bununla birlikte, N.
phyllochlamys'in tiim ekstreleri, standart gallik asitten daha zayif antioksidan aktivite
gostermistir.
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Sekil 4.2. Ekstrelerin DPPH?e siipiiriicii etkisi

NA: N. phyllochlamys %70’lik etil alkol ekstresi, NEA: N. phyllochlamys etil asetat ekstresi, NH: N.
phyllochlamys hekzan ekstresi, GA: Gallik asit.

mg GAE/g ekstre: Gallik asit olarak ifade edilen toplam fenoller, ekstrenin grami (kuru agirlik) bagina

miligram gallik aside esittir.

Sekil 4.3. Ekstrelerin DPPH« deney plag:

NA: N. phyllochlamys %70°lik etil alkol ekstresi, NEA: N. phyllochlamys etil asetat ekstresi, NH: N.
phyllochlamys hekzan ekstresi, GA: Gallik asit, M: Metanol
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4.7.1.2. Toplam Fenol Miktar Tayini Sonuclari

Ekstrelerin toplam fenol miktar1 Gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
kullanilarak belirlenmistir. Deneyler 3x3 tekrar iizerinden yapilmistir ve toplam fenolik

madde tayini gallik asit kalibrasyon egrisi lizerinden karsilastirilarak hesaplanmistir.

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari, kalibrasyon egrisi denklemi (sekil 4.4.) kullanarak g

ekstrede mg gallik asite esdeger olarak (mgGAE/g ekstre) hesaplanmistir. Cikan

sonuglara bakildiginda, 3 farkli ¢6ziicii ile elde edilen ekstrelerde en yiiksek toplam fenol

miktarinin etil alkollii ekstrede (88.8+0.04 mg GAE/g ekstre) oldugu gorilmistiir. En

diisiik toplam fenol igerigi ise etil asetath (29.4+0.02 mg GAE/g ekstre) ekstrede tespit

edilmistir (Tablo 4.5).

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Sekil 4.4. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Tablo 4.7. Ekstrelerin igerdigi gallik aside esdeger toplam fenol miktarlart

Ekstre GAE
n-hekzan (NH) 41.6+0.04
Etil asetat (NEA) 29.4+0.02

%70’lik etil alkol (NA) 88.8+0.04

GAE: mg GAE/g esktre Gallik asite esdeger fenol miktari
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NH NEA NA GA1 GAO0,5 GA025 GAO0.125 GA0,06 GAO0.03

Sekil 4.5. Toplam fenol miktar deney sonucu

4.8. Antimikrobiyal Aktivite Sonugclari
4.8.1. Antibakteriyel Aktivite Sonucu

Ekstreler, dort bakteri tiirline karsi degerlendirilmistir. 8000-62,5 pg/mL
araliginda diliie edilen ekstreler, yapilan deney sonucunda 2000-8000 pg/mL MIiK
araliginda etkiler gostermistir. Etil alkollii ekstresi S. aureus ve S. marcescens’e karsi
denenen en yliksek dozda da etki gostermemistir. Minimum bakterisidal etki, tiim

ekstrelerde 8000 pg/mL nin iizerindedir (Tablo 4.6).

Tablo 4.8. Ekstrelerin antibakteriyel etki sonuglart (ug/mL)

Bakteri N-H N-EtOAC N-EtOH KLR AMP
Staphylococcus aureus 1
2000 2000 >8000 4
ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa
4000 2000 4000 8 >64
ATCC 27853
Serratia marcescens
4000 4000 >8000 4 >64
NRRL B-2544
Klebsiella pneumoniae
4000 4000 8000 2 >16
NCTC 9633

N-H: N. phyllochlamys hekzan ekstresi, N-EtOAc: Etil asetat ekstresi, N-EtOH: %70’lik etil alkol ekstresi,
KLR: Kloramfenikol, AMP: Ampisilin- Na.
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B18: Serratia marcescens NRRL B-2544 plagi

Sekil 4.6. Ekstrelerin Antibakteriyel Etki Plakiar:
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4.8.2. Antikandidal Aktivite Sonucu

Ekstreler, bes Candida referans susuna kars1 degerlendirilmistir. En diisiik MIK degeri
ile (125 pg/mL) en yiiksek antikandidal etki C. tropicalis'e (ATCC 750) karst n-hekzan

ekstresinde oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).
Tablo 4.9. Ekstrelerin antikandidal etki sonuglar: (ug/mL)

CANDIDA N-H N-EtOAc N-EtOH AMP-B Keto
C. utilis NRRL Y-900 500 500 1000 1 0,5
C. albicans ATCC 90028 2000 2000 4000 1 0,5
C. tropicalis ATCC 750 125 500 250 2 0,25
C. parapsilosis ATCC 22019 2000 2000 4000 2 0,125
C. krusei ATCC 6258 4000 4000 4000 1 1

N-H: N. phyllochlamys n-hekzan ekstresi, N-EtOAc: Etil asetat ekstresi, N-EtOH: %70’lik etil alkol
ekstresi, AMP-B: Amfoterisin B, Keto: Ketokonazol

N m

/6

\ N

O
©

Sekil 4.7. C. krusei ATCC 6258 Plagi

A: N. phyllochlamys n-hekzan ekstresi, B: Etil asetat ekstresi, C: %70’lik etil alkol ekstresi, D: DMSO,
E: Amfoterisin- B, F: Ketokonazol
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5. TARTISMA
5.1. Morfolojik Bulgular ve Tartisma

3 farkli lokaliteden toplanan N. phyllochlamys tiiriine ait morfolojik bulgularin
Tirkiye Florasi’nda gegen tiir betimleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Davis, 1982).
Olgiimler ve Tiirkiye Florasinda belirtilen dlgiiler Tablo 5.1°de verilmistir. Dirmenci’nin
yaptig1 revizyon calismasi disinda N. phyllochlamys’e ait calismaya rastlanmamistir
(Dirmenci, 2003). Bizim ¢alismamiz N. phyllochlamys tiiriiyle yapilmis ilk morfolojik

calisma niteligini tagimaktadir.

Tablo 5.1. Farkli lokalitelerden toplanan N. phyllochlamys érneklerinin ve Flora’da belirtilen morfolojik

karakterlerin karsilastiriimasi

Morfolojik N. phyllochlamys  N. phyllochlamys  N. phyllochlamys  Davis 1982
Karakterler 1. Lokalite 2. Lokalite 3. Lokalite Tiirkiye
Antalya- Kemer  Antalya- Mugla- Datga Florasi tiir
Kumluca ozellikleri
Bitki Boyu 15-28 cm 11-28 cm 15-17 cm (5-)15-25 cm
Yaprak boyu 4.5-11 mm 5.5-9.5 mm 6.5-12 mm 7- 14 mm
Yaprak eni 4-11 mm 3-9 mm 4.5-10 mm 5-12 mm
Petiyol 3.5-15 mm 2.5-9 mm 0.3-10 mm 2-12 mm
Kaliks boyu 6-10 mm 4-7 mm 6-10 mm 6.5 mm
Kaliks eni 1-3mm 1-2.5 mm 2-3mm -
Korolla boyu 7-12 mm 7-13 mm 7-12 mm 10 mm (9)
Korolla eni 0.5-2 mm 0.5-2 mm 0.5-2 mm -
Nutlet en-boy En: 1-1.5 mm En: 1-1.5 mm En: 1-1.5 mm En: 1.8 mm
Boy:2-2.5 mm Boy:1.5-2 mm Boy:2-2.5 mm Boy: 1 mm

5.2. Mikromorfolojik Bulgular ve Tartisma

Tiiriin polen, yaprak, kaliks, korolla, tiiylenme yapisi ve nutletlerinin
mikromorfolojik ylizey 6zellikleri ortaya konmustur. Nepeta nutletleri tiiysiiz, nadiren
tepede tiiylii, siyah, siyahimsi-kahverengi veya kahverengi, dikdoértgen ila + yuvarlak
ticgen seklinde ve areolii iki loblu veya diizdiir. Nepeta tiirlerindeki nutletler genellikle U
veya V seklinde areollere sahiptir. Kaya ve Dirmenci’nin 2007 yilinda yaptig1 ¢calismada,

Tiirkiye Nepeta tiirlerinin 39 taksonunun nutlet morfolojisi hem stereoskopik hem de
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taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. SEM kullanilarak
yapilan gozlemler sonucunda 3 temel mikromorfolojik nutlet tipi ayirt edilmistir:
pliriizsiiz, kismen piiriizsiiz veya oymali. Calismada N. phyllochlamys P. H. Davis
tiirtinlin nutletlerin belirgin duvarlara sahip biiyiik yuvarlak poligonal hiicrelerden olusan
ve retikulat (ags1) ornamentasyon gosterdigi; nutletlerin boyutlarmin 1.8-2.2-1-1.2 mm
ve oblong sekilli, siyahims1 kahverengi renkli oldugu bildirilmistir. Tepeye dogru kismen
pliriizsiiz, ags1 bir yiizeye sahip olan N. betonicifolia (sect. Stenostegiae) ve N.
phyllochlamys (sect. Pycnonepeta) disinda, diger tiirlerin ¢ogunda nutlet yiizeylerinin
oyuklu (verrukat ve yumrulu) oldugu gézlemlenmistir (Kaya ve Dirmenci, 2008). Bizim
buldugumuz bulgularla (Nutletler oblong, 1-1.5 boy 1.5-2.5 mm araliginda ene sahiptir
ve tlim yiizeyi tiiberkiilliidiir) ortlistiigii gériilmiistiir. Kaya ve Dirmenci’nin nutlet ylizey
mikromorfoloji ¢alismas1 disinda N. phyllochalmys ile yapilan mikromorfolojik

calismaya rastlanmamistir (Kaya ve Dirmenci, 2008).

Nutletlerin dis karakterlerinin (renk, boyut, sekil ve areol) Tiirkiye Florasi ve
yapilan ¢aligmalara gore taksonomik degere sahip oldugu gorilmiistiir (Kaya ve Dirmenci,
2008). Bu yiizden bitkinin kisimlarmin yapisinin = aydinlatilmasi taksonomik

siniflandirmalar agisindan énemlidir.
5.3. Anatomik Bulgular ve Tartisma

Tirtin anatomik bulgulariin Metcalfe and Chalk’ta belirtilen Lamiaceae
familyasina ve Nepeta cinsine ait anatomik bulgularla genel olarak uyum sagladigi
goriilmiistiir. Nepeta cinslerinde tliylerin farkliliklarina gore ayrilan siniflandirmada N.
phyllochlamys’e ait tiiy ozellikleri belirlenmistir (Metcalfe ve Chalk, 1950). Tiire ait
belirtilen; dallanmis veya piiskiillii ok hiicreli ortii tiiyleri ve bast 2, 4 veya 8 hiicreli,

sap1 kisa salg tiiylerin tlirlimiizde de bulunmastyla bulgularin 6rtiistiigli gézlemlenmistir.

N. phyllochlamys’a ait ilk anatomik calisma 2012 yilinda Taner Ozcan, Ozal
Giiner ve Tuncay Dirmenci tarafindan yapilan c¢alismadir, bagka c¢alismaya
rastlanmamistir. N. phyllochlamys P.H. Davis ve N. isaurica Boiss & Heldr. apud
Bentham’in karsilagtirilmali anatomisine yer verilmistir. Calismada bulunan en 6nemli
fark ortii tiiylerinin uzunluklaridir. N. phyllochlamys 'te 4-5 hiicreli uzun orti tiiyleri ve
Labiatae tipi kapitat tiiylerin fazla oldugu goériilmistiir. Yapragin iki tiirde de bifasiyal

oldugu ancak siinger parankimasi sirasinin N. phyllochlamys’te daha fazla oldugu
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goriilmiistiir (Ozcan vd., 2012). Bizim ¢alismamizda da 4-5 hiicreli uzun ortii titylerinin

ve Labiatae tipi kapitat tiiylerin oldukc¢a fazla oldugu goriilmiistiir.
5.4. Molekiiler Bulgular ve Tartisma

DNA dizi analizleri son zamanlarda taksonomide sik¢a kullanilmaktadir. Son
gelistirilen APG4 (Angiosperm Phylogeny Group) sistemi buna ornektir (http-7). ITS
bolgesi de c¢ok calisilan bolgelerden olmustur. Tiirler her zaman fiziksel, kimyasal
Ozelliklerinden ayirt edilemeyebilirler, boylelikle molekiiler yontemler devreye girer
(Saltan, 2021). Bu nedenle ¢alismamizda molekiiler arastirmaya yer verilmistir. DNA
sekans analizi ile N. phyllochlamys tiiriiniin yakin akraba tiirleri ITS1-1TS4 gen
bolgelerinin dizi analizleriyle belirlenmistir. DNA dizi analizi sonuglarmma gore N.
phyllochlamys tiiriiniin %96 oraninda N. cataria L. ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Blast analizlerine gore olusturulan dendrogramda ise dendrogramda ise N.heliotropifolia,
N. cataria ve N. grandiflora tiirii ile kiime olusturduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.1). N.
phyllochlamys tiiriiniin molekiiler 6zellikleri ile ilgili literatiirde ¢aligmaya rastlanmamasi

nedeniyle bulgular olduk¢a 6nemlidir.
5.5. Fitokimyasal Bulgular ve Tartiyma

Ug lokaliteden toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlarinin hidrodistilasyon iglemi
sonucunda elde edilen ucgucu yaglarin bilesenleri gaz kromatografi yontemi ile

belirlenmistir.

Antalya- Kemer’e ait verilerde ana bilesenler sirasiyla karyofillen oksit (%18.2),
B-pinen (%15.6) ve linalol (%11.0) olarak belirlenmistir (Tablo 4.3). Antalya- Kumluca
bolgesinde ana bilesenler sirastyla B-pinen (%23.3), karyofillen oksit (%210.5) ve linalol
(%7.4)’dir (Tablo 4.4). Mugla- Datca’ya ait verilerde ise ana bilesenlerin T-kadinol
(%14.9), a-pinen (%6.8), 14-nor-kadin-5-en-4-on (izomer A) (%6.8) oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.5).

e

Lokalitelere gore bitkinin kimyasal igeriginin degistigi gézlenmistir. Bulundugu
yer, baki, yiikselti farkliliklarindan dolayi bitki ¢evresine uyumlu adaptasyon gelistirir ve
boylelikle barindirdig1 kimyasal icerik de farklilagir.

N. phyllochlamys tiiriiniin i¢eriginde bolca bulunan birkag bilesene yer verecek

olursak ilki;
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Pinenler; igne yaprakli agaclar (¢cam), biberiye, lavanta, dkaliptus ve terebentin
gibi ugucu yaglarda bulunabilir. Pinenlerin iki aktif yapisal izomeri vardir: a- ve -pinen.
Bitkilerde, pinenler mantar 6ldiiriicii etkiye sahiptirler ve ylizyillardir tat ve koku tiretmek
icin kullanilirlar. Dogal bir insektisit olarak kullanimlari vardir ve ¢esitli biyolojik
aktiviteler pinenlerle iligkilidir. Negatif enantiyomerler, enfeksiy6z bronsit viriisiine (IBV)

kars1 antiviral etkiler gosterdigi goriilmiistiir (Rivas da Silva vd., 2012).

Kemer ve Kumluca lokalitelerinin bilesenlerinde bolca bulunan karyofillen oksit,
bir seskiterpenoid oksittir. Toksik degildir ancak bdcek kovucu ve mantar onleyici
(antifungal) 6zelligi vardir. Bitkinin kendisini savunmada kullandig1 6nemli bir bilesendir.
Ayrica karyofillen oksit, uyusturucu koklayan kopeklerin esrar1 tanimasini saglayan

sorumlu bilesendir (Russo ve Marcu, 2017).

Linalol bir¢ok aromatik bitkide bulunan monoterpen bir bilesiktir. Lezzet ve koku
endiistrisinde oldukg¢a kullanilir. Linalol ve linalol bakimindan zengin ugucu yaglarin
antimikrobiyal, antienflamatuar, antikanser, antioksidan 6zellikler gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteler sergiledikleri bilinmektedir ve ¢esitli in vivo ¢alismalar ile linaloliin merkezi
sinir sistemi iizerindeki ¢esitli etkilerini dogrulanmistir. Linalol bitki tozlasmasinda da rol

oynar. Bocek oldiiriicli (insektisidal) etkisi de vardir (Kamatou ve Viljoen, 2008).
T-kadinol, seskiterpen alkoldiir (Kocakulak, 2007).

Nepeta cinsinin fitokimyasal icerigine ait bir derlemede Nepata tiirlerinin ana
bilesen olarak genellikle nepetalakton tlirevlerini icerdigi goriilmiistiir. (4ap,7a,7a0-
nepetalakton;  4aa,7a,7ac-nepetalakton;  4aa,7B,7aa-nepetalakton;  4aa,7p,7ap-
nepetalakton; 4ap,7a,7ap-nepetalakton). Yogun olarak bulunan diger bilesikler arasinda
1,8-sineol; o veya B-karyofillen; B-karyofillen oksit; a-pinen; -pinen vardir (Bhat vd.,
2018).

Tez calismamizda farkli lokalitelerden toplanan tiiriin ana bilesenlerinin
karyofillen oksit, p-pinen ve linalol, T-kadinol, a-pinen ve 14-nor-kadin-5-en-4-on
(izomer A) gibi bilesenlerden olustugu goriilmiistiir. Yogun olarak bulunan bilesiklerle
ortigsmektedir ancak nepelaktonlu bilesige rastlanmamistir. Elde edilen N. phyllochlamys
ugucu yaglarinin; oksijenli monoterpenler, monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli

seskiterpenler bakimindan olduk¢a zengin oldugu goriilmiistiir.
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2000 yilinda Baser ve digerleri Antalya Kemer’den toplanan ve endemik tiir olan
Nepeta phyllochlamys’in toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ana bileseni
- pinen (%16.3) olarak bulunmustur ancak yapilan bitki tayini sonucu bitkinin baska tiir
oldugu ortaya ¢ikmistir. (Baser vd., 2000). Bu nedenle ¢aligmamiz bu tiir i¢in ilk

fitokimyasal ¢aligma olma niteligi tasimaktadir.

5.6. Biyolojik Aktivite Sonuglar1 ve Tartisma

5.6.1. Antioksidan aktivite bulgulari ve Tartisma

5.6.1.1. Serbest radikal siipiiriicii etki (DPPH- testi) degerleri ve Tartisma

N. phyllochlamys'in %70 etil alkolli ekstresi, diger ekstrelere gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir (ICso: 0.32+0.025 mg/ml). Bununla birlikte, N.
phyllochlamys'in tim ekstreleri, standart gallik asitten daha zayif antioksidan aktivite
gostermistir. Bu tez ¢alismasi ile N. phyllochlamys tiiriiniin serbest radikal siipiiriicii etki

deneyi DPPH?- testi ile ilk defa yapilmustir.

2016 yilinda yapilan bir doktora tezinde N. nuda subsp. lydiae bitkisinden elde
edilen etil alkol ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPHe siipiiriicii etki deneyi ile
belirlenmistir. Etil alkol ekstresi igin 52.3 ug/mL ve su ekstresi igin 30.7 ug/mL ICso
degerleri bulunmustur (Aras, 2016).

Nasirkandi ve digerleri, DPPHe siipiiriicii etki deneyi sonucu N. fissanin
metanolik ekstresinin ICso degerini 197.85 mg/mL olarak bulmuslardir. Sonuglar, N.
fissa'nin metanol ekstresinin 6nemli antioksidan potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

(Nasirkandi vd., 2019).

Teber ve Bursal’in tarafindan N. nuda subsp. albiflora’nin antioksidan potansiyeli
ve toplam fenol igerigi calisilmistir. Sonuglar, N. nuda subsp. albiflora’nin hem toplam
fenolik hem de toplam flavonoid igeriginin yiiksek miktarda oldugunu gostermistir.
DPPH?e radikal siipiiriicii etki sonuglari ise su ekstresi i¢in 113+42 ug/mL, etanol ekstresi
icin 54.4+6.7 ng/mL’dir. Etanol ekstresinin su ekstresinden daha etkili serbest radikal

stiptirticii aktivitesi oldugu goriilmistiir (Teber ve Bursal, 2020).

Bu ii¢ ¢alisma ile karsilastirma yapacak olursak N. phyllochlamys’in, diger tiirlere

gore oldukga diisiik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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5.6.1.2. Toplam Fenol Miktar Tayini Sonuc¢lari ve Tartisma

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari, kalibrasyon egrisi denklemi (sekil 4.4.)
kullanilarak g ekstrede mg gallik asite esdeger olarak (mgGAE/g ekstre) hesaplanmustir.
Cikan sonuglara bakildiginda, 3 farkli ¢oziicii ile elde edilen ekstrelerde en yiiksek toplam
fenol miktarnin etil alkollii ekstrede (88.8+0.04 mg GAE/g ekstre) oldugu goriilmiitiir.
En diisiik toplam fenol icerigi ise etil asetatli (29.4+0.02 mg GAE/g ekstre) ekstrede tespit

edilmistir.

Antioksidan degerleri biiyiikten kii¢iige sirasiyla Etil alkol> n-hekzan> Etil
asetatl ekstreler seklindedir. Toplam fenol miktar1 bakimindan da bu sira aymidir.
Antioksidan aktivitenin fenolik bilesiklerle alakali oldugu yapilan deneylerle
desteklenmistir. Bu tez ¢alismasi ile N. phyllochlamys tiiriiniin toplam fenol miktar tayini

ilk defa yapilmustir.

Nasirkandi ve digerleri, N. fissa'nin antioksidan aktivitesini ve fenolik bilesik
karakterizasyonunu incelemislerdir. DPPHe siipiiriici etki deneyi sonucu N. fissa'nin
metanolik ekstresinin I1Cso degerini 197.85 mg/mL olarak bulmuslardir. Toplam fenolik
igerik ise 43,07 mgGAE/qg ekstre olarak bulunmustur. Arastirmacilar; antioksidan aktivite
fenolik bilesiklerle iliskilendirmislerdir (Nasirkandi vd., 2019).

Sarikiirk¢ii ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada; N. cadmea ve N. nuda subsp.
glandulifera'nin metanolik ekstrelerinin toplam fenol miktarlar1 belirlenmistir. N. nuda
subsp. glandulifera'nin N. cadmea'dan daha yiiksek miktarda fenolik madde igerdigi
goriilmistiir. N. nuda subsp. glandulifera’ daki fenolik miktar 86.30 mg GAE/g ekstre
iken, N. cadmea igindeki miktar 55.17 mg GAE/g ekstre olarak bulunmustur (Sarikiirk¢ii
vd., 2019). Bizim ¢alismamizdaki etil alkol ekstresi ile Sarikiirk¢ii ve digerlerinin yaptigi

calismadaki metanol ekstresi ile yakin toplam fenol miktar1 icerdigi gézlenmistir.

5.7. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar1 ve Tartisma
5.7.1. Antibakteriyel Aktivite Sonug¢lar:1 ve Tartisma

Ekstreler, dort bakteri tlirtine karst degerlendirilmistir. 62,5-8000 pg/mL
araliginda diliie edilen ekstreler, yapilan deney sonucunda 2000-8000 pg/mL MIK

araliginda etkiler gostermistir. Etil alkol ekstresi S. aureus ve S. marcescens’e karsi
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denenen en yiiksek dozda da etki gostermemistir. Minimum bakterisidal etki, tiim
ekstrelerde 8000 pg/mL’nin iizerindedir (Tablo 4.6).

Nadeem ve digerlerinin yaptigi bir ¢alismada; N. cataria’nin toprak iistii
kisimlarindan metanol, etanol, su, aseton, hekzan ¢oziiciileri ile ekstreler elde edilmistir.
Bu ekstreler {izerinde 5 gram negatif, 5 gram pozitif bakteri ile disk difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemleri ile antibakteriyal aktivite deneyleri yapilmistir. N. cataria'nin
etanol, metanol ve su ekstreleri, 250-1.000 ug/ml konsantrasyonlarinda test edilen tiim
bakterilerde maksimum yilizde inhibisyon gosterirken; aseton ve hekzan ekstreleri
standart maddeler ile karsilastirildiginda test edilen tiim bakteri izolatlarini1 6nemli 6l¢iide
inhibe etmedigi goriilmiistir (Nadeem vd., 2022). Bizim c¢alismamizda ise dort bakteri
tiiriine kars1 2000-8000 pg/mL MIK araliginda etkiler gézlenmistir. N. phyllochlamys

ekstrelerinin diisiik aktiviteli oldugu goriilmiistiir.

5.7.2. Antikandidal Aktivite Sonugclari ve Tartisma

Ekstreler, bes Candida referans susuna karsi degerlendirilmistir. En diisiik MIK
degeri ile (125 pg/mL) en yiiksek antikandidal etki C. tropicalis'e (ATCC 750) kars1 n-
hekzan ekstresinde oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).
Standart antikandidal maddelerle karsilagtirildiginda ekstrelerin, kullanilan Candida’lara

kars1 zayif inhibitor etkileri oldugu belirlenmistir.

Adigiizel ve digerlerinin yaptigi ¢alismada, N. cataria'dan elde edilen ugucu yag
ve metanol ekstresinin antimikrobiyal aktivitesine bakilmistir. Ugucu yagi, 12.50 ila 250
ul/ml arasinda degisen Minimum Inhibitér Konsantrasyonlar1 (MIC) degerleri ile on bir
bakteriye ve on iki mantar ve bir maya C. albicans'a kars1 aktivite sergilemistir; metanol
ekstresi ise daha zayif aktivite gdstermistir (Adigiizel vd., 2009). Calismamizda C.
albicans’a karst MIK degerleri hekzan ve etil asetat icin 2000 ul/ml iken etil alkol igin
4000 pl/ml olarak bulunmustur. MIiK degerlerinin; Adigiizel ve digerlerinin yaptigi
calisma ile karsilastirdigimizda oldukga fazla oldugu goriilmiistiir, N. phyllochlamys
diistik aktivite gostermistir, ancak ¢alismamiz N. phyllochlamys e ait ilk antikandidal etki

deneyi niteligi tasimaktadir.
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6. SONUC

Tez kapsaminda Antalya ve ¢evresinde yetisen endemik N. phyllochlamys P. H.
Davis tiiriniin morfolojik, anatomik, biyolojik, fitokimyasal ve dizi analizleriyle
filogenetik ozellikleri belirlenmistir.

3 farkli lokaliteden toplanan N. phyllochlamys tiiriine ait morfolojik bulgularin
Tirkiye Florasi’nda gegen tiir betimleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Davis, 1982).
Olgiimler ve Tiirkiye Florasinda belirtilen 6l¢iiler Tablo 5.1°de verilmistir.

Tiirlin polen, yaprak, kaliks, korolla, tiiylenme yapisi1 ve nutletlerinin
mikromorfolojik yiizey 6zellikleri ortaya konmustur. Nepeta nutletleri tiiysiiz, nadiren
tepede tiiylli, siyah, siyahimsi-kahverengi veya kahverengi, dikdortgen ila + yuvarlak
ticgen seklinde ve areolii iki loblu veya diizdiir. Nepeta tiirlerindeki nutletlerin genellikle

U veya V seklinde areollere sahip oldugu belirlenmistir.

Tiriin anatomik bulgularinin Metcalfe and Chalk’ta belirtilen Lamiaceae
familyasina ve Nepeta cinsine ait anatomik bulgularla genel olarak uyum sagladigi
gorililmiistiir (Metcalfe ve Chalk, 1950). Tiire ait belirtilen; dallanmis veya piiskiillii cok
hiicreli ortii tiiyleri ve basi1 2, 4 veya 8 hiicreli, sap1 kisa salgi tiiylerinin tiiriimiizde de
bulunmasiyla bulgularin ortiistiigii gézlemlenmistir. N. phyllochlamys 'te 4-5 hiicreli uzun

ortii tiiyleri ve Labiatae tipi tliylerin fazla oldugu gorilmiistiir.

Ug lokaliteden toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlarinin hidrodistilasyon iglemi
sonucunda elde edilen ucucu yaglarin bilesenleri gaz kromatografi yontemi ile
belirlenmistir. Tez caligmamizda farkli lokalitelerden toplanan tiiriin ana bilesenlerinin
karyofillen oksit, p-pinen ve linalol, T-kadinol, a-pinen ve 14-nor-kadin-5-en-4-on
(izomer A) gibi bilesenlerden olustugu goriilmiistiir. Lokalitelere gore bitkinin kimyasal
iceriginin degistigi gbézlenmistir. Bulundugu yer, baki, yiikselti farkliliklarindan dolay1
bitki ¢evresine uyumlu adaptasyon gelistirir ve boylelikle barindirdig1 kimyasal icerik de
farklilagir.

Yapilan DNA dizi analizleri ile N. phyllochlamys P. H. DAVIS’in %96 oraninda
N. cataria L. ile benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Blast analizlerine gore olusturulan
dendrogramda ise N.heliotropifolia, N. cataria ve N. grandiflora tiirii ile kiime

olusturduklar1 belirlenmistir.
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N. phyllochlamys P. H. Davis tiirii iizerinde yapilan ¢alismalar sunlardir:

1) Tuncay Dirmenci 2003 yilinda yaptigi doktora tezinde Tiirkiye’de yetisen
Nepeta L. tiirleri tizerinde taksonomik arastirmalar yapmustir. Tezinde N. phyllochlamys’e
ait Turkiye Florasi’'nda (Davis, 1982) da belirtilen 6zelliklere yer verilmistir.

2000 yilinda Bager ve digerleri Antalya Kemer’den toplanan ve endemik tiir olan N.
phyllochlamys’in toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ana bileseni - Pinen
(%16.3) olarak bulunmustur ancak yapilan bitki tayini sonucu bitkinin bagka tiir oldugu
ortaya c¢ikmistir. (Baser vd., 2000). Bu nedenle calismamiz ilk fitokimyasal c¢alisma

niteligi tagimaktadir.

2) Nepeta'nin sekiz taksonun (N. nuda subsp. nuda, N. viscida, N. phyllochlamys,
N. stricta var. stricta, N. lamiifolia, N. cadmea, N. cilicica, N. nuda subsp. lydiae) metanol
ve etanol ekstrelerinin M. tuberculosis Ra, Rv ve hastalardan alinan iki izolata karsi
aktivitesi Microplate Presto Blue Assay (MPBA) kullanilarak test edilmistir. Myricetin,
N. phyllochlamys etil asetatli ekstresi igin baslica fenolik olarak bulunmustur. Etil asetat
ekstrelerinin altisi, metanol ekstrelerinden 41 tiim Mycobacterium suslarinda etkili
olmustur. Yapilan bu ¢alismanin, Nepeta tiirlerinin dért M. tuberculosis susuna karsi

mikobakterisidal aktivitesinin ilk raporu oldugu belirtilmistir (Askun vd., 2017).

3) Kaya ve Dirmenci’nin 2007 yilinda yaptigi ¢alismada, Tiirkiye Nepeta
tiirlerinin 39 taksonunun nutlet morfolojisi hem stereoskopik hem de taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. SEM kullanilarak yapilan goézlemler
sonucunda 3 temel mikromorfolojik nutlet tipi aywrt edilmistir: piiriizsiiz, kismen
plirlizsiiz veya oymali. Calismada N. phylochlamys P. H. Davis tiiriniin nutletlerin
belirgin duvarlara sahip biiyiik yuvarlak poligonal hiicrelerden olusan ve retikulat (ags1)
ornamentasyon gosterdigi; nutletlerin boyutlarinin 1.8-2.2-1-1.2 mm ve oblong sekilli,
siyahims1 kahverengi renkli oldugu bildirilmistir. Tepeye dogru kismen piiriizsiiz, ags1
bir yiizeye sahip olan N. betonicifolia (sect. Stenostegiae) ve N. phyllochlamys (sect.
Pycnonepeta) disinda, diger tiirlerin ¢ogunda nutlet yiizeylerinin oyuklu (verrukat ve

yumrulu) oldugu gézlemlenmistir (Kaya ve Dirmenci, 2008).

4) N. phyllochlamys’a ait ilk anatomik ¢alisma 2012 yilinda Taner Ozcan, Ozal
Giiner ve Tuncay Dirmenci tarafindan yapilan c¢aligmadir, bagka caligmaya
rastlanmamustir. N. phyllochlamys P.H. Davis ve N. isaurica Boiss & Heldr. apud

Bentham’in karsilagtirilmali anatomisine yer verilmistir. Calismada bulunan en 6nemli
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fark ortii tilylerinin uzunluklaridir. N. phyllochlamys ‘ze 4-5 hiicreli uzun ortii tiiyleri ve
Labiatae tipi kapitat tiiylerin fazla oldugu goriilmiistiir. Yapragin iki tiirde de bifasiyal
oldugu ancak siinger parankimasi sirasinin N. phyllochlamys’te daha fazla oldugu

goriilmiistiir (Ozcan vd., 2012).

Yapilan bu tezde, tiiriin hem lokal endemik olmasi hem de N. phyllochlamys P. H.
Davis iizerinde daha Once yapilan arastirma sayisinin ¢ok az olmasi ve morfolojik,
mikromorfolojik, molekiiler, fitokimyasal, antikandidal, antioksidan analizlerinin ilk
olmas1 nedeniyle bilimsel ac¢idan Ozgiinliige sahiptir. Proje kapsaminda molekiiler
calismalar yapilarak farkli popiilasyonlardaki genetik varyasyonlarinin belirlenmesi,
ekstre ve ugucu yaglarin biyolojik etkilerinin belirlenmesi, literatiire kazandirilmasi
acisindan 6nem arz etmektedir.

Yapilan antioksidan (DPPHe deneyi), antibakteriyel, antikandidal ve toplam fenol
miktar deneyleri sonucunda bitkinin yeterli derecede aktif olmadigi; diger Nepeta
tiirleriyle yapilan calismalarla karsilastirildiginda degerlerinin diistik kaldig1 gézlenmistir.
Ancak verilerin literatiire kazandirilmasi agisindan tez kapsaminda yapilan deneyler

Onem tagimaktadir.
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