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OZET

Acteraceae (Compositae) familyasina ait Bellis pereennis L. tiirii Avrupa’da
genis bir yayilis gosteren beyaz, pembe, mor ve kirmiz cicekleriyle popiiler bir
siis bitkisidir. Geleneksel olarak romatizma tedavisinde, balgam ve idrar
soktiiriicii, kas gevsetici ve iltahap onleyici olarak kullanilmaktadir. Veteriner
tipta ekimoz’a kars1 ve yara lyilestirici olarak kullanilmaktadir. Bu calismada
dort farkhh lokaliteden (Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohcer,
Antalya/Alanya) toplanan Bellis pereennis L. orneklerinin birbirinden
farklihklar1 ve biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Dort farklh populasyonun
polimorfizmi ve genetik uzakhigi Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz
zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigi ile belirlenmistir. Sonucta incelenen
populasyonlar arasinda tiirlerarasi bir farkhilik gozlenmistir. Ayrica elektron
mikroskobu ile Bellis perennis poleninin ince yapisi incelenmistir. Polen
calismasi ve molekiiler calisma sonuclar1 populasyonlar arasi farkhhiklar
acisindan uyumlu olmustur. Ucucu yaglar hidrodistilasyonla elde edilmistir.
Daha sonra gaz kromatografisi (GS) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi
(GS/MS) ile analiz edilmistir. Ucucu yaglarmn biyolojik aktiviteleri bir grup
insan patojeni bakterileri olan Escherichia coli (NRRL B-3008), Staphylococcus



aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter
aerogenes (NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-123 ), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), Bacillus cereus (NRRL B-3711) , Candida albicans
mayas1 ve Aspergillus flavus fungusun’a karsi cahsilmistir. Ayrica ugucu
yaglarin radikal siipiiriicii etkisi TLC-biyootografi ve mikrodiliisyon yontemleri
ile Kkalitatif ve kantitatif olarak arastirilmistir. MIC degerleri uygulanan
konsantrasyonlardan daha biiyiik olarak belirlenmistir. Ucucu yaglarin analizi
sonucunda hexadekanoik asit (% 14-88), fitol (%4-30), ve y-himakalen (%5-17)
ana bilesikler olarak bulunmustur. Bellis perennis (Rize/Sivrikaya) ucucu
yaglarimin ve metanolik ekstresinin radikal siipiiriicii aktiviteleri sirasiyla ICsy =

0,113 mg/ml ve ICs¢> 0.5 mg/ml olarak belirlenmistir.
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ABSTRACT

Bellis perennis L. (Asteraceae) is a popular ornamental plant with red, red
purple, pink and white flowers widely distributed in Europe. Bellis perennis L.
used in the treatment of rheumatism, as an expectorant, diuretic, spasmolytic
and anti- inflammatory remedy. It has been employed as a vulnerary and
against ecchymoses in veterinary medicine. In the present study, genetic
differences of B. perennis collected from four different localities (Rize/Sivrikaya,
Rize/Derekoy, Rize/Kohcer, Antalya/Alanya) were determined and their
biological activities were measured. Genetic distance and polymorphism of the
four different populations were determined by the RAPD-PCR (Random
Amplified Polymorphic DNA technique). The results proved the existance of
differences among the investigated populations. Furthermore, the fine structure
of Bellis perennis pollens was examined by electron microscopy. The results of
molecular analysis were in broad agreement with the results of morphological
studies on pollen. Volatiles were obtained by hydrodistillation which were
subsequently analyzed both by gas chromatography (GC) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Biological activity of the volatiles
were subjected to a microbroth dilution assay against a group of human

pathogenic bacteria Escherichia coli (NRRL B-3008), Staphylococcus aureus



vii

(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter aerogenes
(NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-123 ), Salmonella typhimurium (ATCC
13311), Bacillus cereus (NRRL B-3711) , the yeast Candida albicans and the
fungus Aspergillus flavus. Also 1,1-dipehnyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe) radical
scavenging activities of the B. perennis volatiles and methanol extracts were
determined qualitatively and quantitatively by TLC-bioautography and
microdilution methods. Minimum inhibitory concentrations (MIC) were
determined greater than used concentrations. The analysis of the volatiles
showed that hexadecanoic acid (14-88%), phytol (4-30%), and y-himachalene
(5-17%) were the major constituents. The radical scavenging activities of the B.
perennis volatiles and methanol extracts were determined as ICsy = 0,113 mg/ml

and ICs¢> 0.5 mg/ml, respectively.
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1.GIRiS

Insanlar varhiklarini siirdiirebilmek icin yasamin baslangicindan bu yana bitkilere
bagimli kalmiglardir. Thtiyaclarin giderek artmasi ham maddeleri faydali maddelere

ve iiriinlere doniistiirme ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir [Ketenoglu, 2003].

Uzun zaman Once mikroplarin varligi kesfedilmis ve belirli bitkilerin iyilestirme
potansiyeline sahip oldugu fikri kabul edilmistir. Antik ¢aglardan beri insanlar
bitkileri genel olarak bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanmakta ve bu geleneksel
ilaglarin  bazilar1 hala cesitli hastaliklarin  bilinen tedavisinin bir kismini
kapsamaktadir. Ogul otu (Melissa officinalis), sarimsak (Allium sativum) ve cay
agaci (Melaleuca alternifolia) gibi tiirlerin genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri
tanimlanirken, ay1 tiziimii (Arctostaphylos uva-ursi) ve yaban mersini (Vaccinium
macrocarpon) ekstrelerinin triner bolge infeksiyonlarinda kullanimi farkli tibbi
bitkilerle tedavi el kitaplarinda rapor edilmistir [Heinrich, 2004]. Ayni bitkilerin
ucucu yaglariin, solunum sistemi, liriner bolge, gastrointestinal ve safra sistemi, deri
istii gibi yerlerde olusan bulagici hastaliklarin tedavisinde de ©nemli oldugu

bildirilmistir [ Vanaclocha, 2003].

Bitkiler aleminde her bitki tiiriinde yaklasik bes yiiz binin iizerinde dogal iiriinlerin
tretildigi tahmin edilmektedir [Bhatt, 1995]. Epidomiyolojik ve hayvan
caligmalarinda, hastaligit oOnlemede oOnemli rol oynayan gidalardaki besin
bilesenlerinin bitkiler tarafindan saglandig: belirtilmektedir [Willet, 1897]. Baz1 gida
bilesenlerinin kanserin baglamasini ve ilerleyisini engelledigi ya da baska bir deyisle
hastaligin sonucu i¢in potansiyel etkili oldugu saptanmistir [Stampfer, 1997]. Baz
epidomiyolojik calismalar, koroner kalp hastali§i ve meme kanseri goriilme hizinin
digmesi ile dogal polifenolik bilesikler iceren kirmizi sarabin Olgiili tiiketimi

arasinda yakin bir iligski oldugunu gostermistir [Renaud, 1992; Gronbaek, 1995].

Yiiksek bitkiler antiviral, antifungal ve antimikrobiyal ozellikli metabolitler
icermektedir. Klinik olarak kullanilan kanser ilaclarinin hemen hemen hepsi (taksol
ve vinkristin gibi laboratuar ortaminda sentezi zor olan, yapisal olarak kompleks

metabolitler hari¢) laboratuvar ortaminda kimyasal olarak sentezlenmektedir. [EI-



Shemy, 2007]. Sentetik ilaglarin yan etkileri ve maddi giderlerinden kacinmak igin
gelismis iilkelerde insanlar alternatif tibbi arastirmalara yonlenmistir [Wood, 1992].
Alternatif calismalar bitkilerin biyolojik olarak aktiviteleri ve dogal tiirevleri
tizerinde yogunlagsmistir. Ucucu yaglar ve tiirevleri, bitki yaglarn, bitki ekstreleri
bunlardan bazilaridir [Botelhol, 2007]. Sentetik olarak {iretilen ilaglar, bitkilerdeki
herhangi bir aktif maddenin izole edilmesi suretiyle yapilmakta ve bu nedenle
hastalik etmenleri sade bir yapisi bulunan sentetik ilaclara karst kisa zamanda
dayanikli rklar olusturarak ilaclari etkisiz hale getirebilmektedir. Buna karsilik;
bitkilerdeki aktif maddeler diger maddelerle birlikte karistk bir yap1
olusturduklarindan hastalik etmenlerinin bu yapiy1 ¢ozerek dayanikli 1rklar

olusturmasi daha zor olmaktadir [Ozer, 2001].

Aromatik bitkiler ve baharatlar, antimikrobiyal aktiviteye sahip ucgucu yaglarca
zengindir [Huntaen, 1980]. Bu sebeple patojen mikroorganizmalarin gelisimin inhibe
etmede ya da geciktirmede kullanilabilirler. [Conner, 1984]. Ayrica, baz1 baharatlar
ve aromatik bitkiler besinlere 6zel tat ya da kokular vermede kullanilir. Ayni
zamanda, sogan, tarcin, hindistan cevizi, karabiber, kekik, mercankosk, adacayi,
biberiye, anason, fesle§en, kirmizibiber, hint safrani, kakule, ¢in tar¢ini, arnavut
biberi, kereviz, frenk sogani, yonca, kisnis, dereotu, zencefil gibi bu baharatlarin

antimikrobiyal 6zelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir [Marino, 2001].

Bitki ekstraktlarinin ve bitki yaglarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri,
dogal terapilerin, farmasotik ve bircok gida koruyucularin temelini olusturmaktadir.
Dolayisiyla dogal katkilar icin bitki kaynaklarina yonelik arastirmalar giderek
artmaktadir [Lis, 1997].

Marketlerde gidalarin patojen mikroorganizmalara karsi korunmasi ve uzun raf
Omriintin  gerekliligi icin yeni {irlinlere ihtiyac duyulmustur. Patojen
mikroorganizmalarin gelisimini engellemek ve besinlerin depo siiresini uzatmak igin
cesitli katki maddeleri kullanilmaktadir. Bununla beraber alternatif maddelerin

ozellikle dogal iiriinlerin kullanimu biiyiik ilgi gébrmektedir [Marino, 2001].



Tiirkiye mevcut bitkisel cesitliligi yoniinden oldukca dikkate deger ve zengin bir
bitki ortiisiine sahiptir. Ulkemizin mevcut bitki potansiyelinin, cesitli endiistri
sahalarinda kullanimi, diinyada yapilan ¢alismalar genel olarak degerlendirildiginde
cok onemli olabilecegi goriilebilmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de
son yillarda dogal zenginliklerin yavas yavas tilkkenmesi ve ekonomik olarak girilen

cikmazlar, dogal tiriinlerin ¢cok amagh kullanilmalarimi zorunlu kilmstir.

Ulkemizde de cesitli bitkiler yillardan beri halk arasinda tedavi amacli olarak
kullanilmaktadir. Bakterilerde antibiyotik direngliliginin artmasina karsilik
antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilere ve bitkisel iiriinlere kars1 direng kazandigi

goriilmemektedir [Toroglu, 2006].

Bu calisma i¢in Tiirkiye’nin farkli lokalitelerinden, Compositae familyasina ait Bellis
perennis tiirleri toplanmistir. Teshisleri morfolojilerine bakilarak yapilmistir. Polen
yapilar taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Farkli lokalitelerden
alman populasyonlar aras1 farkliliklar Rastgele Cogaltlmis Polimorfik DNA
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-PZR) yontemi ile belirlenmistir. Bu bitkilerin
ucucu yaglari elde edilerek antimikrobiyal etkileri Escherichia coli (NRRL B-3008),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeouginosa (ATCC 27853),
Enterobacter aerogenes (NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-123 ), Salmonella
tphymirium (ATCC 13311), Bacillus cereus (NRRL B-3711), Candida albicans ve
Asergillus flavus (ATCC 9807)’a karst denenmistir. Ayrica ugucu yaglarinin
kimyasal analizleri yapilmistir. Ugucu yag ve Bellis perennis metanol ekstresinin

radikal siipiiriicii 6zellikleri aragtirllmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitkinin Teshisinde Kullanilan Yontemler

Bitkiler binokiiler yardimi ile morfolojilerine bakilarak teshis edilirler. Morfolojik
caligmalardan birisi de polen analizleridir. Bitkilerde tiirler aras1 ve tiir ici

varyasyonlar da molekiiler yontemlerle belirlenebilir.

2.1.1. Polen morfolojisi

Cicekli bitkilerde erkek gametofit olan polen, bocekler tarafindan toplanilan ve besin
rezervi olarak depo edilen yiiksek enerjili bir materyaldir [Lisnkens, 1997]. Bir polen
tanesi bir tiip hiicresi ve daha kiiciik olan bir generatif hiicre icerir. Polen taneleri
direncli bir yapida olan sporopolenin maddesinden olusan dayanikli bir dig ortii ile
kaplidir. Bu ortii aginmaya kars1 ¢cok direngli oldugu i¢in polenlerin fosil olusumu
icin uygundur. Bu nedenle cevrede ¢ok sayida polen fosili bulunabilir [Graham,

2004].

Polen tanelerinin biiyiikliigii 20 um ile 250 pm arasinda degisir. Ayrica polen
tanelerinin {lizerindeki deliklerin ve oluklarin sayilar1 ve diizenlenisi de farklidir.
Cicekli bitkilerin hemen biitiin familyalari, cinsleri ve birgok tiirii, polen tanelerinin
dis yiizey desenine, deliklerin ve oluklarin sayisina ve diizenlenisine bakilarak teshis

edilebilir [Graham, 2004].

Polen morfolojisinde esas olarak alinan karakterler sunlardir

a- Polen tipi
b- Polen sekli; polar eksen uzunlugunun (P), ekvatoral eksene (E) orani ile elde
edilen say1 polen seklini verir.

C

Polen boyutlar1 P ve E olgiiliir.
d- Polar ( amb) sekline bakilir, ¢cap1 dlciiliir ve sekli belirtilir.
e

f

Ekzin kalinlig1 ve ornemantasyonu belirtilir.

Colpuslarin polar yondeki uzunlugu (Clg) ve ekvatoral yondeki eni ( Clt), colpus

sekli, kenar1 ve membraninin 6zelligi belirtilir.



g- Porlarin polar yondeki capi (Plg) ve ekvatoral yondeki capi ( Plt) por sekli, kenar
ve membraninin 6zelligi belirtilir.

h- Annulus var ise capi ve optik kesitte kalinlig ol¢iiliir.

i- Intin kalihg olgiiliir.

j- Operkulum sekli ve dl¢iisii verilir.

k- Polar goriiniiste polar alan 6l¢iiliir [Bostanci, 2001].

2.1.2. Bitki tiir ici ve tiirler aras1 varyasyonlarmm belirlemede kullanilan

molekiiler yontemler

Polimorfizm, DNA’daki yer degistirmeler, ters donmeler, parca eksilmeleri ve parca
yerlesmeleri ile meydana gelir ve genleri, onlarin diizenlenmelerini, biyokimyasint,
gelismeyi, morfolojiyi, davranig1 etkileyeceginden evrim siirecinde fenotipik
varyasyonun da kaynagidir. Bu varyasyonlar1 tespit amaciyla, sitolojik veriler,
izoenzimler, tohum depo proteinleri gibi biyokimyasal isaretleyiciler ve Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-PZR), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Cogaltilmis
Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) gibi molekiiler isaretleyiciler basariyla
kullamilmaktadir [Stuber, 1992].

Her biri 6karyotik DNA’daki 6zelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal olarak
izlenebilen molekiiler belirleyiciler giiniimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler belirleyicilerin bitki molekiiler
biyolojisinde kullanildigi alanlara ©rnek olarak bitki genom haritalanmasi, bir
belirleyici yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen klonlama, tohum safligi
testleri verilebilir. Molekiiler belirleyiciler olduk¢a biiyilk ve kompleks genom
yapisina sahip bitki cesitlerinde (yulaf ve ekmeklik bugday gibi heksaploid
bitkilerde) yapilan calismalarda sagladiklar kolayliklar nedeniyle yogun bir sekilde
kullanilmaktadirlar [Biiyiikiinal, 2003].



Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) olarak adlandirilan bu yontem,
restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA pargalarinin jel elektroforezi yontemiyle
yiiriitiilerek ayristirilmasi ve bu parcalarin membrana transferi sonucu prob DNA’ya

hibridize islemini icermektedir [Botstein, 1980].

Restriksiyon fragmentleri, jel elektroforezi ile uzunluklarina goére ayrilmaktadir.
Ancak, cok miktardaki fragmentlerin jel iizerine yayilmasindan dolayi, okaryotik
DNA’dan fragment uzunluk dagilimindaki farklann gozlemlemek miimkiin
olmamaktadir. Bu nedenle Southern’in (1975) gelistirmis oldugu teknikle,
fragmentler jelden nitroseliilloz membran gibi kat1 bir ylizeye aktarilmaktadir (Sekil

2.1) [Southern, 1975].

Restriksiyon Kurutma
DMA + Restriksiyon enzimi fragrentleri Kagid
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Sekil 2.1. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
[http://www.usask.ca/agriculture/plantsci/classes/plsc416/projects_2002/pa
wlin/resources/rflp.html]



Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

“PZR” olarak bilinen “Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi Mullis ve ark. (1986)
tarafindan gelistirilmistir [Montaldo, 1998]. Niikleik asitlerin istenilen bolgelerinin,
bolgeye 6zel, sentetik oligoniikleotid primerleri kullanilarak, in vitro ortamda yiiksek
sicakliga dayanikli Taq polimeraz enzimi varliginda ¢ok sayida ¢ogaltilmasini esas

alir [Hasaneen, 2003].

PZR’1n bir dongiisii ii¢ basamaktan olusur;

1-Hedef DNA’nin denatiirasyonu: Bu basamakta Once g¢ogaltilacak DNA parcasi
yiiksek sicakliklarda (94°C-96°C) 1sitilarak tek zincirlere ayrilir yani denature edilir.

Bunlar yeni sentezlenecek DNA icin kalip islevi goriirler.

2- Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasi: 17-35 niileotidden olusan 6zgiin sentetik
oliginiikleotid primerlerin hedef bolgeye uygun sicaklikta (37°C -65°C) baglanmasi.
Kullanilan primerlerin niikleotid dizisi ¢ogaltilmasi istenilen gen bolgesine
tamamlayicidir. Isitilarak denature edilmis DNA sogutularak oligoniikleotidler ile

hibridize edilir ve bu basamaga primer baglanmasi ad1 verilir.
3- DNA’nin polimerizasyonu: DNA polimeraz tarafindan hedef bolgeye baglanan
primerlere uygun niikleotidlerin takilmasi yani polimerizasyon asamasi (72 °C)

gergeklesir (Sekil 2.2) [Mullis, 1986].

Bu ii¢ basamak da 35 ve 45 kez tekrarlanarak cogaltilir.
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Sekil 2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
[http://campus.quens.edu/faculty/jannr/bio103/helpPages/C16DNAtech. htm]

Rasgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-PZR)

William ve ark.(1990) ve Welsh ve Mc Clelland (1990), rastgele primerler
kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu ile rastgele DNA dizilerinin ¢ogaltilmasinda
yeni bir teknik bulmuslardir. RAPD niikleotid dizilimi rasgele secilmis primerler
kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu olup, niikleotid dizi bilgisine sahip

olmaksizin polimorfizmin belirlenmesini saglar [Yu, 1993].

Bugiinlerde onemli iiriinlerin genis bir ¢ogunlugunda, bitki tiirlerinin taninmas,

taksonomik tartismalarin ¢oziimii ve tiir i¢i ve tiirler arast genetik farkliligin



gosterilmesinde PZR’a dayali molekiiler markirlarla gerceklestirilir. Son yillarda
RAPD markirlarinin gelisimi arttinnlmis, yabani ve evcillestirilmis populasyonlardaki
genetik varyasyonlart ortaya c¢ikarmak, bitki hiicrelerindeki calismalarda
baslangictaki biyogesitlilik taramalar icin faydali oldugu kamtlanmistir. Ayrica son
zamanlarda RAPD markirlar ile Allium cepa ve Allium kermesinum, Ocimum spp.,
Rosmarinus officinalis ve R. tomentosus, Thymus vulgaris’i igeren tibbi bitkilerin

calismasinda basartyla kullanilmigtir [Masi, 2007].

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP)

Genomik DNA’dan kesilen restriksiyon fragmentlerinin secici 6zel primerler
kullanilarak PZR ile c¢ogaltilmasina dayali bir tekniktir. Genomik DNA
endoniikleazlar ile kesilir ve bu kesilen DNA fragmentlerine 6zel adaptorler baglanir.
Adaptor ve restriksiyon bolgelerinin tamamlayicisi olan primerler sentezlenirken bu
primerlerin 3’ uglarina segici niikleotitler ilave edilir. Boylece PZR boyunca sadece
primerlerin segici niikleotidleriyle birlesen ve restriksiyon bolgelerinde uzanan

niikleotidleri bulunduran DNA fragmentleri cogaltilmis olur [Vos, 1995].

Basit dizi tekrarlari (SSR)

Mikrosatelitler olarak da bilinen basit DNA tekrarlar1 birbiri ardina gelen iki ile bes
niikleotid {initesi tekrarlar1 olup tiim genomda dagilmis olarak bulunurlar. Bu gruplar
(CA)n, (AAT)n, (GATA)n seklinde gosterilmekte ve n ardasik tekrar sayisini
belirtmektedir. Basit dizi tekrarlarim1 ¢evreleyen korunmus DNA dizileri primer
olarak kullanmilmakta, PZR yontemi ile tekrarlarin sayindaki degisiklikler
belirlenmektedir. Boylece ardasik basiz dizi tekrarlarmin sayisindaki farkliliklar PZR

sonucu farkli uzunlukta parga cogaltilmasi ile sonuglanmaktadir [Tautz, 1984].

Ribotiplendirme

Ribozomal DNA’lar kromozomlarin ¢ekirdek olusumundan sorumlu bolgelerinde

bulunan ¢ok iyi bir sekilde korunmus ardi ardina dizilmis tekrar eden birimlerdir.
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Tekrar eden birimlerin kopya sayisi populasyonlarda biiyiik degisiklikler gosterir.
Cekirdek DNA’sinin ribozomal genlerinin bilesenleri farkli oranlarda evrimlesmistir.
Bu nedenle evrimsel caligmalarda tercih edilirler. Gen bolgeleri transkribe
edilemeyen bolgeler (NTS), ITS1 ve ITS2 (transkribe edilebilen bolgeler) olarak
birka¢ bolgeye ayrilmaktadir. ITS bélgelerinin yanindaki yiiksek derecede korunmus
bolgelerden diizenlenen PZR primerleri ile, rDNA tekrarlarinin kopye sayisinin fazla
olmasindan dolay1r ITS bdlgelerinin kolayca ¢ogaltilmasi saglanir [Baldwin, 1995;

Dubouzet, 1999].

2.2. Bellis perennis

2.2.1. Bitkinin sistematik yeri

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta (kapali tohumlular)

Smnif: Magnoliopsida (dikotiledonlar)

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Bellis

Tiir: Bellis perennis (koyun gozii) (Resim 2.1) [Davis, 1975].

Resim 2.1. Bellis perennis
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2.2.2. Cins ozellikleri

Gelisimi yavas olup siklikla toprak iistiinde belirli bir gévdeye sahip olmayan ya da
yalmizca toprak icinde ¢ok kisa bir govdesi olabilen ¢ok yillik ya da tek yillik
otsulardir. Yapraklar rosulat ya da yalmzca bazal kisminda alternat ya da
oblanseolattir. Kapitula heterogam, 1sinsal, yapraksiz cicek sapi, ya da pedinkul
lizerinde tektir. Involukrum c¢anak bi¢iminde olup, fillariler bir-iki ardasik dizilimli,
otsu, siklikla siyahimsi yesil renkte ve ergindir. Cicek tablasi koni biciminde ve
ciplaktir. Isinsal ¢igekler sar1 olup, ligulalar beyaz ya da pembedir. Akenler obovat,
basik, kenarlarda yogunlagsmistir. Pappus yoktur [Davis, 1975].

2.2.3. Tiir ozellikleri

Tek yillik, genellikle rosulat bitkidir. Yapraklar spatulat, 2-30 x 0,5-1,5 cm, lamina
tepesi obtus, ya da genisleyen akuttur. Apeksin her iki yaninda bes yiizeysel dis olup
erginde yiizeyde seyrektir. Kapitula 1,5-10 (25) cm’lik sap iizerindedir. involukrum
0,5-1 cm genisliginde; fillariler ovat-lanseolat, 3-6 x 0,72 mm, apeks obtus ya da
akuttur. 30-50 1s1nsal ¢icek olup ligulalar 5-7mm, beyaz ve siklikla pembedir. Disk
korollalar 1,5-2 mm. Akenler apekste daire olusturur, 1,3-1,5 x 0,7-0,8 mm, erginde
zayiftir. Kapitulum biiyiikliigii ve ligula renklenmesi cok degisiklik gosterir [Davis,

1975].

2.2.4. Yayihs Alanlar1

Bellis perennis L. Tirkiye’de Kirklareli, Canakkale, [stanbul, Bolu, Kastamonu,
Sinop, Samsun, Giimiishane, Rize, Konya, [zmir, Antalya, 1(;61, Hatay bolgelerinde
genis bir yayilis gostermektedir [Davis,1975].

2.2.5. Kullanim alanlar

Geleneksel olarak romatizma tedavisinde, balgam soktiiriicii, idrar soktiiriicti, kas

gevsetici ve iltahap oOnleyici olarak kullanilmaktadir [Hansel, 1994; Ozarowski;
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1989]. Veteriner tipta ekimoz’a kars1 ve yara iyilestirici olarak kullanilir. Ayrica
antifungal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [Desevedavy, 1989; Hiller, 1990].
Sakarya yoresinde halk tarafindan taze kisimlar1 ezilerek, kina ve sirkeyle
karistirilarak bas agrisi i¢in kullanilmaktadir [Uzun, 2004]. Bellis perenis’in (koyun
gozil) toprak iistii kisimlarini hipertansiyon ve kalp hastaliklarinda kullamldig rapor
edilmistir. Kirmizi, mor, pembe ve beyaz cicekleriyle popiiler bir siis bitkisi olup

Avrupa da kiiltiirleri yapilmaktadir [Davis, 1975; Toki, 1991].

2.3. Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar bitkilerden ya da bitkisel droglardan elde edilen, oda sicakliginda sivi
halde olan, ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karistmlardir. Ugucu yaglar bitki
organlarinin herhangi birinde (¢icek, yaprak, kabuk, kok vb.) bulunabilirler. Bazen
kozalaklilarda oldugu gibi bitkinin biitiin dokularinda olusabilir, bazen de sadece
0zel organ ve dokularda meydana gelirler. Ugucu yag bitkinin bulundugu familyaya
gore, belli bir organda, ya salgi tiiyiinde, ya salgi ceplerinde, salg1 kanallarinda ya da
salgi hiicrelerinde toplanmaktadir. Coniferae, Rutaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Rosaceae, Labiateae, Umbelliferae ve Compositae familyalann ucucu yag

bakimindan zengindir [Tanker, 1990; Baytop, 1972].

Ucucu yagin bitkide ya dogrudan dogruya protoplazmada olustugu veya hiicre
ceperinin 6zel bir tabakasinda meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Ucucu yaglarin
bitkide bir biyolojik olaya katilmak icin olugsmadiklari, bitkinin yararsiz metabolizma
Uriinlerinin atilmasinda rol oynadiklar1 disiiniilmektedir yani detoksifikasyon
riinleridir. Baz1 arastirmacilara gore artik iiriin olarak kabul edilen ugucu yaglar
koruyucu ajan olarak kabul edilmekte ve bitkinin yaralanmasi sonucu meydana gelen
recinelerin ¢oziilmesini sagladiklan diisiiniilmektedir. Ayrica bocekleri kagirma ve
cekme gorevleri oldugunu savunanlarda bulunmaktadir. Bocekleri kacirici etkide
olanlar bitkinin o6zellikle yaprak ve ciceklerinin korunmasinda yardim etmekte,
bocekleri cekici etkide olanlar ise tozlasmaya yardimci olmaktadir. Ugucu yagin
yiizey gerilimi ve buharlagsma {izerindeki etkilerini géz Oniinde tutan arastirmacilar

bunlarin bitkilerde su kaybini 6nleyici bir rollerinin bulundugunu ileri siirmektedir.
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Ozellikle kurak ve sicak bolgelerde yasayan ekseri bitkilerin ucucu yag tasimakta

olmasi bu fikri kuvvetlendirmektedir [Tanker, 1990; Baytop, 1972].

2.3.1. Ucucu yaglarin elde edilme yontemleri

Ucgucu yaglarin elde edilmesi bitkideki ugucu yag miktar1 ve cinsine, bitki kismina

gore degisik yontemlerle elde edilmektedir. Bugiin baglica dort yontem kullanilir.

1- Anfloranj yontemi
2- Tiiketme yontemi
3- Mekanik yontem

4- Distilasyon yontemi

Anfloranj yontemi (yag ekstraksiyonu)

Bu yontem genellikle materyaldeki ucucu yagi az olan Onemli droglar igin
kullanilmaktadir. Taze materyaller tercih edilmektedir. Taze materyallerden 6zellikle
cicekler ince tabaka yag siiriilmiis cam plaklar iizerine konur, birka¢ saat veya giin
bekletilir. Cam plaket {izerine siiriilmiis yagdan alkol ekstraksiyonu ile ucucu yag
elde edilmektedir. Bu yontem parfiimeride ¢ok onemli olan, fakat drogtaki orani
diisiik olan ugucu yaglarin elde edilmesinde kullanilir. Diger bir anfloranj yontemi
ise drogun maserasyona kisa bir siire birakilmasi ve daha sonra 5-80 °C’de
bekletilmesi ile yapilan sicak anfloranj yontemidir. Giiniimiizde giil ve karanfilden

ucucu yaglarin elde edilmesinde kullanilmaktadir [Ceylan, 1987].

Tiiketme yOntemi

Bu yontemde, genelde bir organik c¢oziicii ile sokselet (Resim 2.2) prensibine
dayanarak droglardan yag elde edilmektedir. Materyal ucucu yag kolaylikla
¢Ozebilen bir organik c¢oziicii (hekzan, alkol, eter) ile kisa bir siire muamele
edilmektedir. Bu esnada ucucu yag, sabit yag, mum, boya maddeleri vs. gibi organik

¢oziiciilerde ¢oziinebilen maddeler organik ¢oziiciiye gecer. Siiziilerek alinan organik



14

¢oziicii Rotary Evaporator de tamamen ugurulur. Sabit yaglar1 ve mumlarida tasiyan
bu renkli madde eger taze materyalden elde edilmisse ‘konkret’, kurutulmus
materyalden elde edilmisse ‘rezinoit’ olarak adlandirilir. Elde edilen konkret ya da
rezinoit ugucu yag yaninda kokulu olmayan maddeleri de icermektedir. Ucucu yag,
etanol ya da sulu etanol ile tiiketilir. -15 °C bir siire, genellikle bir gece bekletilir,
¢Oken kisimlar sogukta ¢oziindiikten sonra, ¢oziicli vakumda ugurularak ucucu yag
elde edilir. Bu yontemle elde edilen ugucu yaga ‘absolii’ denir [Ceylan, 1987;
Baytop, 1995].

S pilas

Sogutucu
Su mnig

Zoxhlet cithan

Elstre edileck katuun
konuldugn kagit ot

CaEici

Resim 2.2. Sokselet cihazi
[http://www.usask.ca/agriculture/plantsci/classes/plsc416/projects_2002/p
awlin/resources/rflp.html]
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Mekanik yontem

Baz1 ugucu yaglarin yapisi distilasyon yontemi kullanildigi zaman bozulmaktadir
(limon esansi, bergamat esansi gibi). Bu gibi yaglarin elde edilmesi i¢in sikma yada
benzeri mekanik yollar uygulanir. Turunggiller gibi tiirlerinin ugucu yaglarinin elde
edilmesinde kullanilir. Limon esansi elde edilirken meyve iizeri yeterince keskin ve
cikintili bir kesenin i¢ ¢eperinde yuvarlanir, bdylece ugucu yag tasiyan salgi cepleri
parcalanmis olur. Keseye diisen yag damlalar1 sonradan toplanir. Bir ¢ok narenciye
esanst da bu yontemle elde edilir. Bazen narenciye kabuklari siinger arasinda
sikilarak salgi ceplerinin ezilmesi ve cikan ucucu yaglarin siinger tarafindan
emilmesi de saglanabilir. Sonradan siinger sikilarak akan sivinin iizerinde toplanan

ucucu yag almir [Ceylan, 1987; Tanker, 1990; Baytop, 1995].

Distilasyon yontemi

Su distilasyonu: Kurutulmus olan ve kaynatilmakla bozulmayan bitkisel materyal ile
calisihyorsa bu yontem segilir. Materyal distilasyon aygitina (clevenger cihazi)
(Resim 2.3) yerlestirilir ve biitiin ugucu kisimlar yani ugucu yag, su toplama kabinda

yogunlasana kadar 1sitilir ve distile edilir [Douissa, 2005].
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Resim 2.3. Clevenger cihazi

Su ve buhar distilasyonu: Bu yontemde bitki dogrudan dogruya sicak su ile degil,
buhar ile temasta birakilir. Ister kuru ister taze bitki olsun, 1s1 etkisi ile bozulan
maddeler varsa bu yontem uygulanir. Kuru materyalden hareket ediliyorsa drog once
toz haline getirilir, sonra su ile ortiillerek maserasyona birakilir. Bu maserattan su
buhan gecirilmek suretiyle ucucu kisimlar ayrilir. Taze materyalden hareket
ediliyorsa uzun siire maserasyona gerek yoktur. Su buhar1 genellikle baska bir yerde
elde edilir ve bir boru aracilig1 ile su-drog karisimi icine yoneltilir. Boylece 1s1 ile

parcalanma ihtimali ortadan kaldirilmis olur [Ceylan, 1987; Baytop, 1995].

Buhar distilasyonu: Taze materyale uygulanan yontemdir. Bitki canli oldugunda ve
yeterince su tasidiginda bu yontemde su ile maserasyona birakma geregi yoktur.
Bitkisel materyal toplanir, kesilir, tel sepet yada benzeri kaplar i¢ine konularak
distilasyon kazanina yerlestirilir. Basing ile taze bitki parcalarina yoneltilen buhar,
yag damlaciklarini da siiriikleyerek toplama kabina gelir [Ceylan, 1987; Baytop,
1995].
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2.3.2. Ucucu yaglarm kimyasal yapisi

Ucgucu yaglar oldukca fazla sayida bilesigin karisimindan olusur. Bu nedenle
kimyasal yap1 bakimindan biiyiik ayricaliklar gosterirler. Ucucu yaglarda bulunan

maddeleri dort grup altinda toplayabiliriz [Baytop, 1972].

A) Terpenik maddeler
B) Aromatik maddeler
C) Diiz zincirli hidrokarbiirler

D) Azot ve kiikiirt tagiyan bilesikler

Ucucu yaglarin biiyiilk cogunlugu terpenik maddelerden olusur. Terpenler ve
terpenlerin oksijenli tiirevleri ucucu yaglarin belli bagh bilesiklerini olustururlar.

Terpen adi verilen madde iki izopren ( Sekil 2.3) molekiiliinden olusur.

CH,
CH
HEC'A\? ?

Sekil 2.3. izopren molekiiliiniin kimyasal yapist
[http://faf.vfu.cz/html/images/strs/terpeny/izopren. gif]

Iki izopren molekiilinden olusan on karbonlu terpenlere ‘“monoterpen”, on bes

karbonlu terpenik bilesikler “seskiterpen” adin1 alir. Ugucu yaglarda cogu kez

monoterpen yapisinda olan maddelerle baz1 seskiterpenlere rastlanir. Ciinkii bunlar

ucucu karakterde olan maddelerdir [Baytop, 1972].

Bitkiler hemen hemen sinirsiz aromatik madde sentezi yapabilme kabiliyetine sahip
olup bircogu fenoller ve tiirevleridir [Geissman, 1963]. Bir¢ok durumda maddeler
mikroorganizmalarin, boceklerin ve herbivorlarin saldirilarina karsi bitki savunma
mekanizmasi olarak yardim eder. Bazilar1 da; terpenoidler gibi bitkilere kokularini

verir, kuinon ve taninler de bitki pigmentlerinden sorumludur (kirmizi biberdeki
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acilik tadi veren kapsaisin bir terpenoiddir). Bu bitkiler ve diger baz1 bitki tiirleri de

insanlar tarafindan yemeklere lezzet vermek i¢in kullanilir [Cowan, 1999].

2.3.3. Ucucu yaglarin ve bitkisel ekstrelerin kullamim alanlar1 ve etkileri

Gidalarda koruyucu madde olarak kullanilmalari

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde gida kaynakli hastaliklar halen onemli bir
problemdir. Hastalik olaylarinin 81 milyonda 6 milyonu gida kaynakli olup, sadece
Amerika’da yilda 9000°’den fazla sayida insan gida kaynakli patojenlerden
Olmektedir.  Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve Campylobacter jejuni
zehirlenme olaylarindan sorumlu onemli patojenlerdendir [Mead, 1999]. Gergekte,
gida zehirlenmesi koruyucu yontemler kullanilmasina ragmen halen hem tiiketicileri
ve hem de gida endiistrisini tehdit etmektedir. Buna ragmen tiiketicilerin, koruyucu
iceren gidalarin giivenligi konusunda endiseleri vardir. Bu nedenle, gida kaynakli
hastalik olaylarinin azaltilmasi i¢in daha yeni ve daha etkili tekniklere artan bir
sekilde ilgi vardir. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumayi basardigi bulunmustur

[Alzoreky, 2003].

Tibbi amacli olarak kullanilmalari

Helicobacter pylori, gastrik mukozada kolonize olan Gram negatif, sarmal sekilli,
mikroaerofilik bir bakteridir [Warren, 1983]. Insanlarda gastroduodenal
hastaliklarindan sorumlu en Onemli patojenlerinden birisidir. Gastroduodenal
hastaliklar1 gelistiren H. pylori’nin yok edilmesinde antibiyotiklerin kullanilmasi, bu
antibiyotiklere kars1 hizli bir sekilde direnglilik kazanmalarina yol agmistir. Bundan
dolay1 laboratuar ortaminda (in vitro) ve canlilar iizerinde (in vivo) denenen bazi
ucucu yaglarin etkisi arastinldiginda; in vitro olarak yaglarmn @ %1’lik
konsantrasyonda kullanmildiginda H. pylori’nin ¢ogalmasini tamamen inhibe ettigi
bulunmustur. Ornegin Cymbopogon citratus (limonotu) ve Lippia citriodora (mine

cicegi) ucucu yaglarmin % 0.01’lik konsantrasyonda pH 4.0 ve 5.0’da H. pylori’ye
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kars1 bakterisidal etki gosterdigi bulunmustur. Farelerde yapilan in vivo caligmalarda
ise, limonotu ile muamele edilen farelerin midesindeki H. pylori’nin yogunlugu,
muamele edilmeyenlere oranla 6nemli derecede diisiis gOstermistir. H. pylori’ye
kars1 direnclilik gelisimini 6nlemede ugucu yaglarin, yeni ve giivenli bir anti-H.

pylori ajan olabilecegi ileri siiriilmiistiir [Ohnu, 2003].

Eddouks ve ark. (2002) Fas’in Giineydogu bolgesinde diyabet, hipertansiyon ve kalp
rahatsizliklart tedavisi igin tibbi bitkilerin kullanimi iizerine bir inceleme
yapmislardir. 320 diyabet ve 380 hipertansiyon ya da kalp rahatsizlig1 olan toplam
700 hasta iizerinde calisilmistir. Fitoterapinin kullanim yiizdesi %80 olarak
bildirilmistir. Sonuglar, hastalarin diyabet, hipertansiyon ve kalp hastaliklarinin
tedavisinde tibbi bitkileri kullandiklar1 ve bunun nedeninin modern tiptan daha ucuz
(%58), daha etkili (%40) ve daha iyi olmasina bagladiklarim gostermistir. Hastalar
okuma yazma bilmeyen (%63) ve profesyonel olarak aktif olmayan Kkisilerin
olusturdugu bildirilmistir. Biitiin bu gruplar icinde bitki kullanicilarinin sayisinin ¢ok
onemli oldugu ve cinsiyete, yasa ya da sosyokiiltiirel diizeye bagli olmadigi

bildirilmistir [Eddouks, 2002].

Diyabet tedavisi i¢in Allium sativum, Olea europaea, Artemisia absinthum, Thymus
vulgaris, Nigella sativa ve Rosmarinus officinalis vb. bitkilerin aralarinda bulundugu
bir cok bitki kullanilmaktadir. A.sativum, N. sativa ve R.officinalis gibi 6rnekler
deneysel olarak ¢alisilmis ve hipoglisemik aktivitesi kanitlanmistir. Hipertansiyon ve
kalp hastaliklan1 i¢in A. sativum, O. europaea, Artemisiaherba alba, Fumaria
officinalis, Marribium vulgare, Origanum vulgare ninde aralarinda bulundugu 73

bitki bulunmustur [Eddouks, 2002].

El-shemy ve ark. (2007) Salix safsaf (sogiit) yapraklarim gesitli ¢oziiciilerdeki (petrol
eter, su, kloroform, aseton, etanol, dietil eter) ekstraktlarinin igerdigi antitimor
ajanlarinin ii¢ farkli hiicre tipine kars1 etkisini arastirmistir. Yaklasik 300 tiir iceren
Salix geleneksel tipta kullanilmaktadir [Eddouks, 2002]. Aga¢ kabugunun altinda

bolca depo edilen salisilik asidin kaynagidir. Bazi caligmalarda Salix yaprak



20

ekstraktlarinin etkin maddesi olan salisin ve saligenin’in antilosemi ajanlar1 oldugu

bildirilmistir [Claudia, 2003].

Laboratuar ortaminda ve canli kanser hiicrelerine kars1 aktivite i¢in Salix’in geng
yapraklarindan sulu ekstre elde edilmistir. In vivo da Ehrlich Ascites kanser hiicreleri
farenin interperitonal bosluguna enjekte edilmis ve sulu ekstre mide yoluyla
verilmigtir. Sogiit’tin  sulu ekstresinin Ehrlich Ascites karsinoma hiicrelerinin
(EACC) tiimor gelisimini indirgedigi ve oliimii 35 giin geciktirdigi bildirilmistir. In
vitro da akut myeloid l6semi (AML)’li 13 ve akut lemfoblastik 16semi (ALL)’li 7
hastadan alinan primer hiicrelerin arasindaki anormal hiicrelerin biiyiik bir boliimiinii
(%70-80) oldiirdiigii bildirilmistir. Muamele edilen hiicrelerdeki DNA parcalanmasi
apoptozisle meydana gelen programlanmis hiicre 6liimiinii ifade etmektedir. Salix’ile
muamele edilen ALL mononiikleer hiicrelerinde 24 saat inkiibasyondan sonra
kontrolden (hastalikli hiicreler) daha yiiksek bir verimlilikte lenfoblastiklerin yikimi
goriilmiistiir. AML hiicrelerinde benzer tepki vermistir. Sogiit ekstraktiyla muamele
edilen hiicreler kontrolle (%96.9) karsilastirldiginda ortalama yasayan hiicre sayisi

%26,2 oraninda bulunmustur.

Farkli yaprak ekstrelerini igeren cesitli fraksiyonlar AML ve ALL hiicrelerine
verilmistir. Polar olmayan ¢oziiciiler (petrol eteri, eter ve kloroform) ile ekstre edilen
sogiit yapraklarinin fraksiyonu ile muamele edilen tiimor hiicrelerinde ¢ok yiiksek bir
canlilik oran1 (%80-90) gozlenmistir. Yani bu ¢oziiler ile muamle edilen ekstrelerin
cok diisiik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Her bir ekstraktin etkisi %1.5 ve 2.9
arasinda saptanmistir. Fakat polar organik c¢oziiciiler (su ve %70’lik etanol) ile
olusturulan fraksiyonlar AML, ALL ve EACC hiicreleri iizerinde ¢ok biiyiik bir etki
yapmistir. Bu incelemelerden sonra sogiit yapraklarinin antitiimor aktivitesine etanol
ya da sulu ekstrelerindeki bilesiklerin neden oldugu bildirilmistir. Bu aktif parcalar
sicak suda kolaylikla coziilebilir ve dogal bir antitimor olarak kullanilabilir [El-

Shemy, 2007].

Sogiit ekstraktinin etkili maddeleri olan salisin ve saligeninin olgunlasmamis beyaz

kan hiicreleri ile birleserek DNA hasariyla alakali olan apoptosize neden olmustur.
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Sogiit ekstraktindaki metabolitlerin apoptozis artmasinda, DNA hasarinda ve
proteinlerin denatiirasyonu ve hiicre membranina etkide tiimor inhibitorii gibi rol

oynayabilecegi bildirilmistir [Shemy, 2007].

Fenolik bilesikler, glikozitler ve tanin tipleri de su yada etanol cozeltilerinde
¢Oziiniirler. Bu nedenle bu gruptaki bilesikler 16semi ve kanser hiicrelerinin yikimi

icin major aktif bilesikler icerebilir [Bravo, 1988].

Tosun ve ark. (2005) bitki materyallerinden hazirlanan etanol ekstraktlarini
Mycobacterium tuberculosis Hi7R, (ATCC 27294) iizerinde denemislerdir. 107
bitkiden Usnea barbata (L.) Mott, Inula helenium L. subsp. turcoracemosa,
Tripleurospermum conoclinium, Veratrum album L., Picea orientalis (L.),
bitkilerinin 100 pg/ml’den daha diisiikk konsantrasyonlarda M. tuberculosis’in
gelisiminde %90’dan daha yiiksek seviyelerde inhibisyonlar1 bildirilmistir. Veratrum
album’dan  jervin, U. barbata’dan usnik asit, [  helenium L. subsp.
Turcoracemosa’dan  alantolakton elde edilmis ve minimal inhibisyon
konsantrasyonlart (MIC) degerleri sirasiyla 25, 125 ve 3,125 upg/ml oldugu
bildirilmistir [Tosun, 2005].

Zingiberaceae familyasina ait Curcuma mangga, Kaempferia galanga, Kaempferia
parviflora, Zingiber cassumunar, Zingiber officinale ve Zingiber zerumbet olmak
izere alt1 bitkinin rizomlarindan elde edilen ugucu yaglarla birlikte su ve etanolik
ekstreleri RBL-2H3 hiicre dizisine karsi anti alerjik aktiviteleri arastirilmistir
[Tewtrakul, 2007]. Alerji ciddi bir saglik problemi olan immiin bozukluklardan
biridir. Polen, gida, toz parcacgiklari, kozmetikler ve hayvan tiiyleri gibi alerjen
maddeler sonucu ortaya cikar [Goldsy, 2002]. Bazofilik yada mast hiicrelerinde
graniillerin salimmi sirasinda histamin ile beraber salinan B-heksozaminidaz fare
bazofilik 16semi dizisinde degraniilasyona neden olan antijen icin bir biomarker

olarak kullanilir [Cheong, 1998].
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Kaempferia parviflora etanolik ekstresi fare RBL-2H3 hiicrelerinde degraniilasyonda
marker olarak kullanilan B-heksozaminidaz salinimina neden olan antijen kars1 ICsy:
10.9 pg/ml degeriyle ¢cok giiclii antialerjik etki gosterdigi bildirilmistir. Bunu takiben
Zingiber cassumunar etanol ekstresi ICsy: 12,9 ug/ml, Curcuma mangga su ektresi

ICsp: 36.1 pg/ml antialerjik etki gdstermistir [ Tewtrakul, 2007].

Ucucu yaglar ve bilesim maddeleri farkli tibbi {iiriinlerin bilesenleri olarak da

kulanilmaktadir [Cowan, 1999].

Anti-Helmintik olarak kullanilmalar1

Sindirim sisteminde bulunan parazitlerin kontrol edilmesi i¢in genellikle
antihelmintik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ila¢ artiklarinin hayvansal iiriinlerde
goriilmesi, tiiketicileri diisiindiirmektedir [Jackson, 1993]. Bu yiizden, parazitlerin
sayilarin1 ve etkilerini azaltan bitki tiirlerinin kullanimasi, bu ilaclarin kullanimini
azaltmaktadir. Ornegin; Lantana camara (Ada ¢ay1) sindirim sistemindeki parazit ile
nematotlarinin kontroliinde énemli bir bitki oldugu bilinmektedir [Chandel, 1990].
Ayrica Artemisia tiirlerininde insanlar tarafindan antihelmintik olarak kullanildigi

bildirilmektedir [Ramezani, 2004].

Anti-Fungal olarak kullanilmalar

Topraga, suya, havaya ve canlilara olumsuz etkisi olmayan zararsiz dogal bitki
ekstraktlarindan elde edilen maddeleri kullanarak patojen fungusa karsi etkili olan
bitki tiirleri ve bu tiirlerin icerdikleri etken maddeler tespit edilmesi, diinyada tiim
ilkelerin yogun bir sekilde iizerinde calistigi biyolojik miicadele yontemlerinden
birisidir. Maya benzeri mantarlara kars1 yapilan ¢calismalarda, Cyclamen (C. coum ve
C. mirabile) tiirlerinden elde edilen saponozoitlerin etkili oldugu rapor edilmistir

[Calis, 1996].

Mullerriebau ve ark. (1995) tarafindan, Thymbra spicata, Satureja thymbra’nin

ucucu yaglarindan baska Salvia fruticosa, Laurus nobilis, Mentha pulegium, Inula
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viscosa, Pimpinella anisum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum minitiflorum’un
Phytophthora capsici’ye karst fungal toksiklik gosterdigi ve bu toksikligin ugucu
yaglardaki  farkli  fenolik fraksiyonlarindan  kaynaklandigi  bildirilmistir
[Mullerriebau, 1995].

Papatya, nane, feslegen ve kekik ucucu yaglarinin bitki patojen fungusuna karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [Edris, 2003]. Fungal
miselyumlar {izerinde ugucu yaglarin dogrudan bir etkisinin oldugu goézlenmistir

[Inouye, 2000].

Bitki zararlhilarina ve yabanci otlara karsi kullanilmalari

Kiiltiir bitkilerinin hastalik ve zararlilardan korunmasi, boylece kaliteli ve artan
diinya niifusunun beslenme ihtiyacim1 karsilayacak diizeyde iiriin elde edilmesi
amaciyla hastalik etmeni olan ¢esitli zararlilar ve yabanci otlara karsi miicadele
yontemleri gelistirilmistir. Miicadele yontemlerinden birside kimyasal yontemdir.
Bunu kiiltiirel ve biyolojik savas yontemleri izlemektedir. Tarim alanlarinda yogun
olarak kullanilan pestisit, giibre ve bitki biiyiime hormonlarimin tarimsal riinler
izerinde biraktiklar1 kalintilardan, topraga, suya, havaya ve diger canlilara olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Bunun yaninda, bitkinin ve topragin verimliligini ve
direncini arttirici ve diger canlilar icin zararsiz dogal bitki ekstraktlarindan elde
edilen maddeleri kullanmak biyolojik savas yOntemlerinin amaclarindan birisidir

[Tiirkiisoy, 1998].

Soylu ve ark. (2006) domateste ge¢ yaniklik hastaligina sebep olan Phytophthora
infestans patojeninin neden oldugu harabiyeti kontrol etmede kullanilacak bir
alternatif sentetik fungisitlerin bulunmasin1 amaglanmislardir. Origanum syriacum
var. bevanii, Thymbra spicata subsp. spicata, Lavandula stoechas subsp. stoechas,
Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare ve Laurus nobilis gibi aromatik
bitkilerin toprak {iistii kisimlarindan elde edilen ucucu yaglarin Phytophthora
infestans patojenine karst antifungal aktivitesi ¢alisilmistir. Biitiin ugucu yaglarin

tiriin dozuna baglh olarak Phytophthora infestans’in gelisimini engelledigi
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bildirilmistir. Ayrica fungusun spor iiretimini de engelledigi bildirilmistir. Patojen
hifler iizerinde yapilan 151k ve taramali elektron mikroskop calismalari hiflerde
sitoplazmik koagiilasyon, vakualisyon (bosluk olusmasi), hif biiziilmeleri ve
protoplast sizmasi1 gibi pek ¢ok morfolojik degisikliklerin oldugunu gostermistir

[Soylu, 2006].

Ucucu yaglar ve bilesim maddeleri besin endiistrisinde lezzet verici olarak ve giizel

koku verici olarak kozmetikte genis bir sekilde kullanilmaktadir [Cowan, 1999].

Portakal, o©kaliptus, rezene, turnagagasi, ardi¢, nane, giil, kekik, saflastirilmig
terebentin ugucu yaglarinin ve nanenin ana bileseni olana mentoliin antiplazmit etkisi
aragtiritlmistir. Antiplasmit etki E. coli F’lac bakteri suslar iizerinde arastirilmistir.
Nane yaginin E.coli F’lac metabolik plazmit replikasyonunu inhibe ederek %37,5’e
kadar azalttigr bildirilmistir. Nane yaginin bilesenleri mantol ve tiirevleridir. Bu
nedenle mentoliin antiplazmit etkiden sorumlu olup olmadigim karar verilmesi igin
saf mentoliin etkisi arasgtirilmis ve mentoliin %100’e yakin 6nemli bir antiplazmit
etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bu, mentoliin antiplazmit etkide Onemli rol

oynadigimi gostermektedir [Schelz, 2006].

Knio ve ark. (2007) Ochlerotatus caspius sahil sivri sineginin kontroliinde ¢evresel
giivenlik tedbiri olarak, Liibnan da mutfakta ve medikal olarak kullanilan bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin potansiyelinin arastirmistir. Maydanoz tohumu ve
yapraklari, kekik, anason, tohumu ve kisnis meyvelerinden elde edilen ugucu
yaglarin etkileri incelenmistir. En cok etkili ucucu yag kekik yagi olup bunu
maydanoz tohum yagi, anason yag ve kisnis meyve yagi olmak iizere test edilen
biitiin yaglarin Ochlerotatus caspius’a karst LCsp: 15-156 ppm degerleri arasinda

giiclii larval aktivite gosterebilmistir [Knio, 2007].

2.3.4. Ucucu yaglarin etki mekanizmasi

Birgok bitkiden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri kapsamli bir

sekilde incelenmesine ragmen amtimikrobiyal mekanizmalarn ¢ok detayli rapor
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edilmemistir. Dogadaki ucucu yaglarin aktif antimikrobiyal bilesiklerinin fenoller ve
terpenler olmasi bunlarin hareket tarzinin diger fenolik bilesiklerle benzer
olabilecegini diisiindiirmektedir. Fenolik bilesiklerin hiicre membran1 {iizerinde
etkilidir. Fenolik bilesikler hiicre duvar ve hiicre membranina baglanmakla kalmaz;
gecirgenlik ve riboz, sodyum glutamat gibi hiicreler arasi bilesiklerin saliniminida
ortadan kaldirir, enzim aktivitesi, protein ve niikleik asit sentezi, elektron tasinmasi,
besin alinimi gibi membran fonksiyonlarina engel olur. Yani, aktif bilesikler
bakterilerin inhibisyonuna neden olabilen birkag¢ istilac1 hedeflere sahip olabilirler.
Ayrica hiicreler aras1 materyal sizmasi, bir¢ok antibakteriyal maddelerin neden
oldugu genel bir olgu olup, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterisinden
elde edilen sizma oranlariyla fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 arasinda

korelasyon oldugu gozlenmistir [Denyar, 1991; Tassou, 2000].

2.2.5. Ucucu yaglarin radikal siipiiriicii etkisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), serbest radikal olmayan hidrojen peroksit ve serbest
radikal olan siiperoksit iyonlar ve hidroksil radikallerini iceren aktive edilmis cesitli
oksijen tiirleridir. Canl1 organizmalardaki ¢esitli reaktif oksijen tiirleri farkli yonlerde
bicimlenebilir. Serbest radikaller organizma i¢i veya disindan kaynaklanabilir.
Normal oksijenli solunum ile uyarilmis polimorfoniikleer 16kositler ve makrofajlar
ve peroksizomlar tarafindan i¢ kaynakli serbest radikaller {iretilir. Serbest
radikallerin dis kaynaklarini tiitin dumani, iyonize radyasyon, bazi kirleticiler,

organik ¢oziiciiler ve pestisitler olusturur [Yildirim, 2000].

Serbest radikaller gidalarin bozulmasina neden olan lipit oksidasyonuna neden
olabilir. Lipid oksidasyonu, besinlerin kalitesini kaybetmesinin diger bir ifadeyle
renk, koku, tat, goriiniis ve besin degeri gibi énemli 6zelliklerinin kaybolmasinin
nedenidir [Shahidi, 1995]. Bunun yaninda reaktif oksijen tiirevleri sitma, sonradan
kazanilmig bagisiklik eksiklik sendromu, kalp hastaligi, inme (felc), diyabet, kanser,
damar sertligi’nin dahil oldugu yiizden ¢ok hastalikla iligkilendirilir [ Y1ldirim, 2000].
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Reaktif oksijen tiirleri asir tiretildiginde doku zedelenmesine neden olabilir. Bununla
beraber zedelenmis doku da kendi kendine reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine sebep
olabilir [Auroma, 1998]. Basta insanlar olmak iizere biitiin aerobik organizmalar
oksidatif hasarlara kars1 koruyucu, c¢ogu hasarlart yok eden antioksidant
koruyuculara ve hasarli molekiillerin tamiri ya da ortadan kaldirilmasi i¢in tamir
enzimlerine sahiptirler. Bununla beraber bu dogal antioksidan mekanizmasi etkili
olmayabilir. Bundan dolay1 besinle alinan antioksidan bilesikler Onemli hale
gelmistir. Gidalarin islenisinde kullanilan butil hidroksitoluen (BTH) ve butil
hidroksi anizol (BHA) gibi sentetik antioksidan bilesikler olmasina ragmen bu
maddelerin yan etkileride rapor edilmistir. Bu nedenle dogal antioksidanlarin
belirlenmesi ¢cok énem kazanmaktadir [ Yildirim, 2000]. Ayrica besinle antioksidanca
zengin gidalarin alinmasi ve insanlarin hastalifa yakalanma orani arasinda ters bir

iliskinin oldugu ileri siiriilmiistiir [Rice, 1997].

Yildirim ve ark. (2000) thlamur (Tilia argentea ), adagay1 (Salvia triloba L.) ve ticari
olarak Rize ¢ay1 ve Geng Filiz ¢ay1 adi1 verilen iki siyah cay (Camellia sinensis) sulu
ekstrelerinin antioksidan etkileri karsilastirilmistir. Biitiin 6rnekler antioksidan etki
gosterebilmistir. Cay ekstrelerinin her ikisi digerlerinden daha yiiksek antioksidan

etki gosterirken aralarinda 6nemli bir fark goriilmemistir [ Y1ldirim, 2000].

Salah ve ark. (2006) Teucrium sauvagei Le Houerou metanol ekstresinin ve ugucu
yaginin antioksidan aktivitelerini degerlendirmistir. Metanol ekstraktin serbest
radikalleri siipiiriicii etkisinin ucucu yagdan daha iyi oldugunu fakat sentetik
antioksidan olan trolox kadar iyi olmadigi saptanmistir. Ugucu yagin, metanolik
ekstrenin ve trolox’un DPPH radikali tizerindeki etkileri sirasiyla %6,.3-53,3, %8,0-
8.5, %24,0-99,2 olarak saptanmistir. Serbest radikallerin %50’sini gidermek icin
gerekli olan antioksidan degerleri ucucu yaglarin ICsp: Img/ml, metanolik ekstre

ICsp: 0.104 mg/ml, trolox ICsg: 0.033 mg/ml olarak belirlenmistir [Salah, 2006].
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2.4. Ekstraksiyon Yontemleri
Ekstraksiyon yapiminda ¢oziicii olarak aseton, metanol, kloroform, etil asetat
kullanilirken, bazen de petrol eter, diklorometan, diklorometan:metanol (9:1),

kullanilmaktadir [Toroglu, 2006].

Su, ekstrakti aktivitesi hemen hemen diinya ¢apinda kullanilan bir ¢oziiciidiir. Evde
kurutulan bitkiler cay olarak, nadiren renk verici ya da bitkilerin kaynamig
cozeltilerinden buhar yoluyla tenefiis etmede kullanilabilir [Branther, 1994;

Thomson, 1978].

Bitki bilesiklerinin bilimsel analizi mantikli bir yol izlemelidir. Bitkiler rastgele ya
da bitkilerin bulunmus oldugu cografik alanlardaki bilir kisilerin sagladigi yollar
takip edilerek toplanir. Bitkilerin olas1 antimikrobiyal aktiviteleri i¢in baglangicta
sulu ya da alkol ekstraksiyonlar1 yapilir. Bitkilerden mikroorganizmalara kars1 aktif
olarak teshis edilen bilesiklerin hemen hemen hepsi aromatik ya da doymus organik
bilesikler oldugundan dolay1 etanol ya da metanol ektraksiyonu iginde elde edilirler.
Cizelge 2.1°de ektraksiyon coziiciileri ve calisma sonuglarinda rapor edilen sonucta

olusan aktif fraksiyonlar verilmistir [Cowan, 1999].

Cizelge 2.1. Aktif bilesik ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢oziiciiler ve olusan aktif

fraksiyonlar
Su Etanol Metanol Kloroform Dikloroform | Eter Aseton
Antosiyaninl | Taninler Antosiyaninler | Terpenoidler | Terpenoidler | Alkaloidler Flavonoll
er Polifenoller Terpenoidler Flavonoidler Terpenoidler | er
Nisasta Poliasetilenler | Saponinler Kumarinler
Terpenoidler | Flavonol Taninler Yaga asitleri
Polipeptitler | Terpenoidler Flavonlar
Lektinler Steroller polifenoller

Alkaloidler

Recineler
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Bitkilerin herhangi bir parcasi aktif bilesik icerebilir. Ornegin; okaliptus yapraklari
ucucu yaglari ve taninleri icin toplanirken, ginseng bitkisinin kokleri aktif saponinler

ve ucucu yaglar icermektedir [Thomson, 1978].

Alkolik ekstraksiyonlar icin bitki kisimlar kurutulur ve sonra etanol yada metanolde
islatilir. Sonra bu ekstre filtre edilir ve yikanmir, sonra algak basin¢ altinda
kurutulabilir ve konsantrasyonu belirlenmis alkolde tekrar tekrar c¢oziilebilir.
Ekstraksiyon icin su kullanildig1 zaman bitkiler genellikle distile su icinde 1slatilir,
kurutma kagidi ile kurutulur, karistirilarak ekstre haline getirilir ve filtre edilir. Filtrat
aritma icin bir ¢ok kere santrifiij edilmelidir. Ham iiriinler sonra disk difiizyon ve
broth dilisyon yontemlerinde antifungal ve antibakteriyal 6zelliklerinin
belirlenmesinde ve antiviral aktivitesinin taranmasi yontemlerinden birinde

kullanilabilir [Cowan, 1999].

Saflastirilan materyallerin  kimyasal analizleri icin teknikler, kromatografi,
biyootografi, radyoimmiinoassay, yapi teshisi icin cesitli yontemler ve hizli atom
bombardimanli kiitle spektrometresi, ¢ift kiitle spektroskopisi, HPLC, kapiler bolge
elektroforezi, niikklear magnetik rezonans spektroskopi gibi araglari icerir [Rineart,

1990; Borris, 1996].

2.5. Antimikrobiyal Aktivite ve Test Yontemleri

Direngli bakteriyal tiirlerin gelisiminden dolay1r bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesi lizerinde yayinlanmis raporlarin sayisinda bir artis vardir [Eloff, 1998].
Bitkilerin antimikrobiyal aktivitesi, mikroorganizmalarla temas halinde yerlestirilen
bitki kiiltiirlerine veya ekstraktlarina karsi cesitli mikroorganizmalarin gelistirdigi

tepkinin goz Oniine alinmasiyla ortaya cikarilabilir [Dey, 1991].

Bitki ekstraktlarindaki antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin:
1-IIk olarak ekstraktin secilen mikroorganizmlarin hiicre duvariyla temas etmesi

saglanir.
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2-Antimikrobiyal ajanlarin olmadigi, mikroorganizmalarin gelisebilecegi ortamlar
hazirlanir.

3- Gelisim miktarinin baz1 belirleyicileri olmalidir [Skinner, 1955].

Ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi ve test edilmesi
ucucu olmalari, suda ¢oziinmemeleri ve kompleks olmalarindan dolay1 zordur.
Ucucu yaglarin test edilmesinde ozellikle; test teknigi, gelisme ortami,

mikroorganizma ve ucgucu yag olmak iizere dort faktor onem tasir [Janssen, 1986].

Aktivitenin belirlenmesi i¢in bir¢ok yontem vardir. Fakat bu yontem esit duyarlilikta
yada ayn1 prensiplere baglh degildir. Kullanilan test teknigi genellikle, ugucu yaglarin
suda homojen bir dagilim gerektirip gerektirmemesine gore simiflandirilir. Ayrica

steril orneklerin gerekli olup olmamasina bagli olarak da siniflandirilabilir.

1- Suda homojen bir dagilma gerektirmeyen teknik difiizyon yontemidir. Bu
yontemde test edilecek bitki ekstraktini iceren bir rezervuarin inokiile edilmis ortam
ile temas etmesi saglanir. inkiibasyondan sonra rezervuar etrafindaki seffaf zon capi
Olciiliir. Filtre kagit diskler, ortama yerlestirilmis porselen yada paslanmaz celik
silindirler ve ortamda a¢ilmis kuyucuklar gibi farkli tipte rezervuarlar
kullanilmaktadir. Biitiin bu durumlarda yag miktar1 ve rezervuarlarin capi 6nemli
parametrelerdir. Baz1 calismalarda bir filtre kagidi’'nmin emdigi yag miktarlar

hesaplanmistir [Dey, 1991; Janssen, 1986] (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Biiyiikliiklerine gore bir filtre kagidi’nin emdigi yag miktar

Kagit disk cap1 Miktar
4 mm 3.3 mg
5 mm 4-10 pl
5 mm 2 mg

6 mm 2-3 ul
6 mm 2,5-5 ul
6 mm 20 ul
9.5 mm 20 ul
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2- Suda homojen bir dagilma gerektiren teknikler, minimal inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) yada minimal latent konsantrasyonu (MLC) degerlerini,
mikroorganizmalarin gelisim egrilerini, gelisimi engelleyen ozellikleri, fungal
gelisimin olusumundan Onceki periyot ve antiseptik aktivitenin belirlenmesinde
kullanilan diliisyon teknigi olarak adlandirilir. Homojen sistemlerde cesitli test
yontemleri uygulanmakla beraber daha cok MIC ya da MLC degerleri belirlenir.
MIC inhibitorlere organizmalarin duyarliligini 6l¢mek i¢in kullanilan ve kabul edilen
bir kriterdir. Bununla birlikte genel olarak MIC 6nemli bir organizmanin gelisimini
inhibe etmede gerekli olan antimikrobiyal diizeylerin kalitatif bir indikatoriidiir.
Inkiibasyon sicakligi, inokiile dilen organizmanmin sayis1 ve biiyiikliigii gibi bircok

faktor elde edilen MIC degerlerinin etkilemektedir [Dey, 1991; Janssen, 1987].

Diliisyon metoduyla ¢esitli test mikroorganizmalari aynm seyreltmede test edilebilir.
Baz1 aragtirmacilar ¢ok noktali bir inokiilasyon sistemi kullanmir. Bu yontemle 25
kadar farkli mikroorganizma 9 cm capl agar levhalarina inokiile edilebilir. Ayrica
sinirlandirilmis sayidaki mikroorganizmalarin testi i¢in miniplateler kullanilabilir. 96
kuyucuk iceren mikrotitrasyon petrilerinde ayn1 zamanda 12 yada 24 den daha az
olmayan mikroorganizmalara kars1 bir yada iki bitki ekstraksiyonunun ii¢

diliisyonunun testi yapilabilir [Dey, 1991].

3- Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde diger bir yontem biyootografi yontemi
dir. Bir kromatogram iizerinde lokalize antibakteriyal aktivite i¢in bir yontem olan
biyootografi mikroorganizmalardan yeni antibiyotiklerin arastirilmasinda yaygin
uygulamalari bulunur. Yayinlanmis bir¢ok yontem agar difiizyon teknigini
dayandirilir ki bu sekilde bir bir difiizyon islemi boyunca antimikrobiyal ajan ince
tabaka iizerinden ya da kagit kromatogram iizerinden inokiile edilmis agar levhaya
transfer edilir. Daha sonra inhibisyon zonlar1 ayirt edici uygun boyalarla goriilebilir
hale getirilir. Bilesiklerin kromatogramdan agar levhasina farkli difiizyonlarindan
dolay1 olusan problemler kromatografik tabaka iizerinde dogrudan biyootografik
belirleme ile kolaylastirilabilir. Bununla beraber bu yontem ¢ok kompleks biyolojik
ekipman gerektirir ve havada iireyen bakterilerden kontaminasyonla etkilenebilir

[Dey, 1991].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada materyal olarak kullanilan Bellis perennis tiirleri Tiirkiye’nin
Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizeredort farkli
lokalitesinden toplanmistir. Bitki teshisleri Gazi iiniversitesi Ogretim Uyesi Prof. Dr.

Mecit VURAL tarafindan yapilmistir.

Calismada kullanilan 6rneklerin lokaliteleri, toplama tarihleri, habitatlari, toplayict

adi ile birlikte Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma ornekleri, lokaliteleri, toplama tarihleri, habitat, toplayic1 ad1

Bitki Ismi Lokalite - Tarih (T) Habitat Toplayici adi

Rize/Ikizdere/Derekoy

1 | Bellis perennis Cayirlik alan Neslihan Kavalcioglu
12.08.06
Rize/ Tkizdere/ K6hger

2 | Bellis perennis Cayirlik alan Neslihan Kavalcioglu
13.08.06
Rize/ Tkizdere/ Sivrikaya

3 | Bellis perennis 13.08.06 Cayirlik alan Neslihan Kavalcioglu

Antalya/Alanya/Degirmenonii
4 | Bellis perennis Mah./Okul Bahgesi Cayirlik alan Bilgehan Bilgili
08.03.06

3.1.2. Molekiiler calismalar icin tampon ve c¢ozeltiler

DNA izolasyonu icin gerekli ¢ozeltiler

o Stok Tris ¢ozeltisi: 500 mM Tris ( pH: 8.0)
e Stok EDTA tamponu: 500 mM EDTA ( Etilendiamin-tetra asetik disodyum
tuzu), SM NaOH ( pH: 8.0)
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e Ekstraksiyon tamponu: 50 mM Tris ( pH:8), 50 mM EDTA ( pH:8), 100 mM
NaCl

e Fenol-Kloroform (1:1) ¢ozeltisi: Fenol ve Kloroform 1:1 oraninda karistirlir.

*  %99.5 Etanol

e TE tamponu: 10 mM Tris (pH:8), ImM EDTA (pH:8)

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

¢ Niikleotid karisimi: 25 mM dNTP ( dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

e MgCly: 25 mM

e Taq polimeraz tamponu 10 x: 100 mM Tris- HCL (pH:8,3), 500 mM KCl,
Img/ml Jelatin.

e Taq polimeraz: Su/ul

® Primerler: Kullanilan primerler Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. RAPD-PZR’da kullanilan primerler ve dizileri

Primerin Adi Primerin Dizisi (5’ — 3°)
Al CAGGCCCTTC
A2 TGCCGAGCTG
A7 GAAACGGGTG
B4 GGACTGGAGT
B6 TGCTCTGCCC
B7 GGTGACGCAG
B18 CCACAGCAGT
LA-1 GGGTAACGCC
LA-12 ACGACCCACG
LA-13 CACCACGCCT
OPAO07 GAAACGGGTG
OPA17 GACCGCTTGT
OPBO05 TGCGCCCTTC
OPBO08 GTCCACACGG
OPB10 CTGCTGGGAC
OPC02 GTGAGGCGTC
OPO04 AAGTCCGCTC
OPO06 CCACGGGAA
OPWO06 AGGCCCGAT
OPI18 TGCCCAGCCT
OPU16 CTGCGCTGGA
OPW10 TCGCATCCCT
OPRO3 ACACAGAGGG
SCO23

SCI1079 CGCCACGTTC
M13 GAGGGTGGCGGTTCT

Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

e Agaroz: % 0.8 ve % 2 ( w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazilanir.

o Tris asetat ( TAE) tamponu: 242g Tris base, 57,1 ml Glasial asetik asit, 100
ml 0.5M EDTA ( pH:8), saf su

e Yiikleme tamponu: % 40 sukroz, % 0.025 bromfenol mavisi, % 0.25 ksilen

siyanol
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e FEtidyum bromiir: 10mg/ml derisimde hazirlanir. Koyu renkli siselerde

muhafaza edilir.

3.1.3. Antimikrobiyal testler icin kullanilan besiyerleri ve kimyasal maddeler

Muller Hinton Broth

Et ekstresi......c...c....... 2.0gr
Kazein hidrolizati......17.5 gr
Nisasta.....ccceeeeereeeenen. 1.5 gr
Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir.
121 °C basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tiiplere

dagitilmastir.

Muller Hinton agar

Et ekstresi................... 5gr

Nigasta....ccceeeereeennenne 1.5 gr
Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir
121 °C basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 15’er ml 90 mm capindaki

steril petrilere dagitilmistir.

Sabouraud Dextrose Agar

Bacto pepton................. 10 gr
Bacto Dekstroz.............. 40 gr
Bacto Agar........c.c....... 15 gr

Distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmigtir

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir

TTC Tuzu
2,3,5- Triphenytetrazolium chlorid.......250 mg
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Etanol (%96)........cccoueeeecceeeeeceeeeenne.. 100 ml
Madde tartilarak etanol de iyice c¢oziilmiis ve sprey oOzellikli cam sise icinde

buzdolabinda saklanmaistir.

Mc Farland No: 0.5 bulaniklik standardi
BaCly (%1.175).c.cccceecenenne.. 0.5 ml

BaCl, ve H,SO, kanistirilarak 15 ml’lik kapakl tiiplere dagitilir. Kapag parafilm ile

kapatilan tiip, karanlikta oda sicakliginda saklanir.

3.1.4. Sterilizasyon

Steril kullanilmas1 gereken tiim tampon ve c¢ozeltiler 121°C basingta 20 dakika

sterilizasyona tabi tutulmustur.

3.2. Metot

3.2.1. Polen analizi

Taramal1 elektron mikroskobu i¢in polen taneleri kurutulmus ve ¢ift yonlii bantla
yapistirildiktan sonra altinla (Polaron SC502 Sputter Coater) kaplanmigtir. Genel
terminoloji takip edilmistir. SEM incelemeleri Gazi Universitesi taramali elektron

mikroskobunda (JEOL JSM 6060 LV) yapilmistir.

3.2.2. Bitki yapraklarindan DNA izolasyonu

CTAB yontemi

Bu yontemde bitki materyallerinin genomik DNA izolasyonlar1 Clark’in (1997)
onerdigi yonteme gore yapilmistir. Farkli lokalitelere ait kuru yapraklar havanda
doviilerek toz haline getirilmis ve steril ependorf tiiplerine alinmistir. Her bir tiipe

Iml 1xCTAB ekstraksiyon tamponu ilave edilerek ve 65 °C de 90 dakika su
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banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Uzerine kloroform:izoamilalkol (24:1)
karisimindan ilave edilmistir. 5 dakika 10.000rpm de santrifiijlenerek iist faz temiz
ependorf tiipiine almmustir. Uzerine izopropanol ilave edilerek 40 dakika oda
sicakliginda bekletilmis ve daha sonra 5000 rpm de 3 dakika santrifiij edilerek
siipernatant kisim dokiilmiistiir. Uzerine % 76’lik alkol ilave edilmis ve 20 dakika
buzda bekletilmistir. 5000 rpm de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisim
uzaklagtirilmigtir. Pellete %70 lik alkol konularak tekrar 5000 rpm de 3 dakika
santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve tiipler kurutulumustur. Kurutulan tiiplere TE

(Tris-EDTA) tamponu eklenmis ve —20 C de saklanmistir.

3.2.3. DNA derisim tayini

NanoDrop spektrofotometresi ile 260 nm de olgiimler yapilmistir. Buna gore A : 1
oldugunda DNA miktar1 50 pg/ml ‘dir. DNA saflit Aysy / Azgp = formiilii ile
hesaplanmistir. Elde edilen deger 1,8’e esitse saf DNA elde edildigine karar

verilmistir [Maniatis, 1989].

3.2.4. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu

RAPD-PZR uygulamalari i¢in Wiliams "1n (1990) 6nerdigi yontem kullamilmistir. 25
mM dNTP’den 1ul (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 25 mM MgCl,’den 4 ul, Su/ul Taq
polimeraz’dan 0,1 ul ,Taq polimeraz (Su/ml) tamponundan 5 ul alinmis ve Cizelge
3.2’de verilen primerlerle karisim hazirlanmistir. Cizelge 3.2°de baz dizilimleri
verilen rastgele secilmis primerlerin her biri ile hedef DNA’nin herhangi bir boliimii

rastgele cogaltilmistir.

Uygulanan PZR progamu:
96 C ‘da 40 saniye
30C ‘da 40 saniye 45 dongii

72C ‘da 40 saniye =~ ——
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Elde edilen PCR iiriinleri -20 C de saklanmig ve agaroz jel elektroforezi ile

incelenmistir.

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

% 2 (w/v) agaroz, TAE tamponu icinde kaynatilarak c¢oziildiikten sonra 1 pl etiyum
bromiir ¢ozeltisi eklenmis ve jel tabagina dokiilmiistir [Maniatis, 1989]. Jel
polimerlestikten sonra 15 pl PZR iiriinii ile yilikleme tamponu karistirilarak jelde
olusan kuyucuklara yiiklenmis ve 40-90 V arasinda serbest akimda yiiriitiilmiistiir.
Jellerin goriintiilenmsi BioDoc Analyze (Biometra) goriintiileme cihazinda yapilmis

ve bilgisayar ortaminda fotograflar1 alinmistir.

3.2.6. Genetik uzaklhk tayini

Calisma boyunca her tiir icin her bir primer ile elde edilen PZR iiriiniiniin jel
tizerinde olusturdugu DNA bantlar birbiriyle karsilastirillmis ve bant varliginda 1,
yoklugunda ise O olarak sayilmistir. Tiirler arasindaki genetik uzakliklar POPGEN
bilgisayar programi kullanilarak hesaplanmis ve UPGMA ile tiirler arasindaki

filogenetik iligkiyi gosteren dendrogramlar olusturulmustur [Nei, 1992].

3.2.7. Ucucu yaglarin elde edilmesi

Bellis perennis’in herba kisimlarinin ugucu yaglar1 Clevenger cihazinda elde

edilmistir. Koyu renkli siselerde +4 °C de saklanmistir.

3.2.8. Ucucu yaglarm antimikrobiyal etkileri

Mikrobroth seyreltme teknigi

Kiiltiirler canlandirilmak iizere -80° C den ¢ikarilarak icinde MHA bulunan petrilere
ekilerek, 37°C de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondan sonra

gelisen kolonilerden alinarak 10 ml MHB bulunan tiiplere aktarilmis ve 37 °C de
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inkiibasyona birakilmistir. S1v1 besiyerinde gelisen kiiltiirler MHB bulunan tiiplerde
McFarland No: 0.5 (yaklasik 10%cfu/ml) bulanikligina gore ayarlanmistir. Kullanilan
mikroorganizmalar (Anadolu Universitesi Farmakognozi bakteri ve fungi

koleksiyonundan temin edilmistir) Cizelge 3.3’de verilmistir.

Denenecek ugucu yaglar steril flakonlarda tartildiktan sonra DMSO (%25, %100),
metanol ve MHB icinde coziilerek stok ¢ozeltileri elde edilmistir. Elde edilen stok
cozeltilerden baglayarak ucucu yaglarin icinde MHB bulunan mikrotitrasyon
petrilerinde iki kath seri seyreltmeleri hazirlanmistir. Seyreltilen karigimlardan her
bir kuyucuga 100’er pl aktarilmistir. Ayrica mikroorganizmalarin kontroli i¢in
sadece 100 ul MHB koyulmustur. Denenecek ugucu yaglarin yani sira ¢oziiciiler ve
bakteriler icin standart antibiyotik olan kloramfenikol kullanilmigtir. Tiim
konsantrasyonlar kuyucuklara aktarildiktan sonra mikroorganizma kiiltiirleri bir
kuyucuk satirina bir mikroorganizma gelecek sekilde 100’er pl aktarilmistir. Son
siitiin mikroorganizma kontroliine ve son satidra maddenin kontroliine ayrilmistir.
Daha sonra mikrotitrasyon petrileri parafilmle kapatilarak 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Uremenin varliginin ya da yoklugunun daha iyi
gozlemlenmesi icin 100’er ul TTC (2,3,5-Trifeniltetrazolyum klorit) tuzu
aktartlmistir. Renklenmeyen alanlar liremenin olmadigi konsantrasyonlar olarak

belirlenmistir [Bese, 1989; Dorman, 2000; Iscan, 2000]

Cizelge 3.3. Biyolojik aktivite i¢in kullanilan mikroorganizmalar ve kaynaklar

Mikroorganizma* Sus No Ortam Sicaklik
1 Eschericia coli NRRL B-3008 MHA 37°C Patojen
2 Staphylococcus aureus ATCC 6538 MHA 37°C Patojen
3 Pseudomonas aureginosa ATCC 27853
4 Enterobacter aerogenes NRRL 3567
5 Proteus vulgaris NRRL B-123 " " "
6 Salmonella tphymirium ATCC 13311 " " "
7 Bacillus cereus NRRL B-3711
8 Candida albicans NRRL,Maya MHA
9 Aspergillus flavus ATCC 9807 SGA 26-28

* Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi
MHA: Mueller Hinton Agar SGA: Sabouroud Dextrose Agar
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Kagit disk difiizyon yontemi

Agar diifiizyon teknigi Aspergillus flavus fungusuna karsi antimikrobiyal etkinin
denenmesinde kullanilmistir. Once 120 mm capindaki steril cam petrilere steril
edilmis 25 ml Sabouraud Dextrose Agar (SDA) dokiilmiis ve petri diiz bir zemin
tizerinde donmaya birakilmistir. Besiyeri’nin katilagsmasindan sonra Onceden
hazirlanmus spor ¢ozeltisi (107 spor/ml) 500 ul besiyeri yiizeyine aktarilarak drigalski
spatiilii ile sporlarin besiyerine yayilmasi saglanmistir. Daha sonra steril kabin i¢inde
kapagi yan acik halde kurumaya birakilmistir. Yiizeyi kurumus olan besiyerine
onceden hazirlanmis olan, stok ¢ozeltilerden Sul emdirilmis yaklasik 6mm ¢apindaki
steril kagit diskler yerlestirilmistir. Standart antifungal olan ketokonazol pozitif

kontrol olarak kullanilmistir [Demirci, 2002].

3.2.9. Bellis perennis ucucu yaglari ve metanol ekstresinin serbest radikal

siipiiriicii etkisi

Maddelerin muhtemel serbest radikal siipiiriicii etkisini belirlemek amaciyla 0.5
mg/ml konsantrasyonda hazirlanan maddeler ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
plaklarina uygulanmis ve 1,1,- Difenil-2-pikril Hidraliz (DPPH) c¢ozeltisi
puskiirtiilerek kalitatif olarak 6n tarama testleri yapilmistir. Aktif oldugu goriilen
bilesiklerin UV-spektroskopik mikrodiliisyon yontemi kullanilarak kantitatif olarak

inhibisyon konsantrasyonlar standartlara kars1 belirlenmistir [Kumarasamy, 2002].

Kalitatif yontem

Her bir test 6rneginin stok ¢ozeltilerden ve kontrol grubundan silika jel iizerine 1 ml
uygulanmistir ve c¢oOziiciiniin  buharlagmasinin  tamamlanmasi i¢in havada
kurutulmustur. Her bir 6rnegin iizerine % 0.2’lik DPPH piiskiirtiilmiistiir. Kontrol

olarak Vitamin C (0.5mg/ml) kullanilmistir.
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Kantitatif yontem

Her bir test orneginin stok cozeltilerin son konsantrasyonlart 0.5 mg/ml olacak
sekilde hazirland1 ve 96 kuyucuklu levhanin ilk sirasina her bir test ¢ozeltisinden
100ul aktarilmigtir. Multikanal pipet kullanilarak esit miktardaki metanollerde 10 kat
seridiliisyonlar1 hazirlanmistir ve bes dakika vortekslenmistir. Son konsantrasyonu
80 pg/ml olan bir belirleyici stok ¢ozelti elde etmek icin 25 ml metanolde 2mg
DPPH c¢oziilmiigtiir. Reaksiyonun baglamasi igcin DPPH c¢o6zeltisinden her bir
kuyucuga 100ul eklenmis ve 30 dakika karanlik ortamda birakilmistir. Vitamin C
ayn1 konsantrasyonda pozitif kontrol olarak, DPPH+metanol (MeOH) negatif kontrol
olarak ve yalnizca metanol (MeOH) aynmi test levhasi iizerinde kor olarak
kullanilmistir. Mikroplate spektrofotometre (Biotek, Poverwawe) kullanilarak 517
nm’de UV absorbans1 okunmustur. Deney birkag kez tekrarli yapilmistir. Istatistiksel
degerler ve hesaplamalar i¢in Gen5 Data Analysis programi (BioTek) kullanilmistir.

%350 inhibisyon konsantrasyonu degeri (ICsp) asagidaki formiille hesaplanmistir.

IC50: [( AO- A1)]x100
AQ: Kontrol absorbansi

Al:Test 6rneginin absorbansi [Kumarasamy ve ark. 2002].
3.2.10. Ucucu yaglarin analizi

Analiz kosullari

Ucucu yaglar Agilent 5975 GC-MSD cihazinda kapiler es zamanli GC ve GC/MS

sisteminde analiz edilmistir.

Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi Analiz Sartlari

Agilent 5975 GC-MSD sisteminde Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25 um
film kalinlig1) ve tasiyict gaz olarak helyum (0.8 ml/dk) kullamilmistir. GC firin
sicakligt 60°C’de 10 dk tutulup daha sonra 4°C/dk artig ile 220°C ulastiktan sonra
ayni sicaklikta tekrar 10 dk sabit tutulmustur. 240°C’ye ise 1°C/dk’lik artisi
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programlanmustir. Split oram1 40:1 olarak uygulanmistir. Enjeksiyon port sicakligi ise
250°C’ye ayarlanmistir. Kiitle spektrumlart 70 eV’da ve 35-450 m/z Kkiitle

araliklarinda kayit edilmistir

Gaz Kromatografisi Analiz Kosullart

Agilent 6890N GC sistemi kullanilmigtir. GC-MS ile aym eliisyon sirasini
saglayabilecek kosullarda ayni1 kolon ve es zamanli enjeksiyon gerceklestirilmistir.

Alev iyonlagma detektorii (FID) 300°C’ye ayarlanmustir.

Bilesiklerin teshis ve tayini

Degerlendirme islemleri "Baser Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi"’nin yam sira
Wiley GC/MS, Adams ve MassFinder 2.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar
kullanilarak yapilmistir (1-3). Relatif tutunma indislerinin (RRI) hesaplanmasinda n-
alkanlar referans olarak kullanilmistir. Ayirimi gergeklesmis maddelerin relatif ylizde
miktarlan ise FID kromatogramindan elektronik olarak hesaplanmistir [Mclafferty,

1989; Adams, 2001; Joulain, 2001].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bitkilerin teshisi

Tiirkiye Florasindaki teshis anahtarlart kullamilarak bitkiler teshis edilmistir. Buna
gore, Rize Sivrikaya, Rize Kohcer, Rize Derekoy ve Antalya Alanya’dan toplanan
ornekler Bellis perennis olarak isimlendirilmistir. Ayni tiir olmalarina ragmen
aralarinda varyasyon olup olmadigi polen morfolojileri ve RAPD-PZR teknigi

kullanilarak arastirilmistir.

Polen Morfolojisi

Rize/Derekdy, Rize/Sivrikaya, Rize/Kohcer ve Antalya/Alanya lokalitelerden
toplanan Bellis perennis Orneklerinin polen morfolojileri taramali elektron
mikroskobu (JEOL JSM 6060 LV) ile incelenerek fotogroflari ¢ekilmistir (Resim
4.1). SEM incelemeleri 15181 altinda tiirlerin polen ol¢iimleri yapilmistir (Cizelge
4.1). SEM incelemeleri sonucu Sivrikaya orneginin polar eksen uzunlugu 21um,
ekvatoral eksen uzunlugu 22 um, polen sekli sferoid, ornamentasyon ekinat-perforat,
omurga uzunlugu 3-4 pm, perforasyon 4-5 pmz, apartiir tipi trikolporat olarak,
Kohcer 6rneginin polar eksen uzunlugu 20um, ekvatoral eksen uzunlugu 20 pm,
polen sekli sferoid, ornamentasyon ekinat-perforat, omurga uzunlugu 3-4 pm,
perforasyon 2-3 pmz’ apartiir tipi trikolporat olarak, Derekdy orneginin polar eksen
uzunlugu 22 pm, ekvatoral eksen uzunlugu 23 pm, polen sekli sferoid,
ornamentasyon ekinat-rugulat-perforat, omurga uzunlugu 2.5-3, perforasyon 4-5 pm2
apartiir tipi trikolporat olarak, Antalya Orneginin polar eksen uzunlugu 20 um,
ekvatoral eksen uzunlugu 25 um, polen sekli oblat, ornamentasyon ekinat-perforat
omurga uzunlugu 3-4 um, perforasyon 7-8 pmz, apartiir tipi trikolporat olarak

bulunmustur.

Sonu¢ olarak, Rize/Derekdy oOrneginin polen ornemantasyonun Rize/Sivrikaya,

Rize/Kohger ve Antalya/Alanya orneklerinden farkli bulunmustur.



Cizelge.4.1. Farkli lokalitelerdeki Bellis perennis tiirlerinin polen olctimleri

Lokalite P E Polen sekli | Ornamentasyon Omurga Perforasyon Aciklik tipi
(Hm) | (um) uzunlugu (um?
Rize/Sivrikaya 21 um | 22 um | Sferoid Ekinat-perforat 3-4 um 4-5 Trikolporat

( operkulat)

Rize/Kohger 20 um | 20 um | Sferoid Ekinat-perforat 3-4 um 2-3 Trikolporat
( operkulat)

Rize/Derekdy 22 um | 23 um | Sferoid Ekinat-Rugulat- 2.5-3 um 4-5 Trikolporat
Perforat ( operkulat)
Antalya/Alanya 20 um | 25 um | Oblat Ekinat-perforat 3-4 um 7-8 Trikolporat

( operkulat

P: Polar eksen, E: Ekvatoral eksen

134
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¥4, 588

c) d)

Resim 4.1. Bellis perennis polenlerinin SEM (Taramali Elektron Mikroskop)
goriintiileri, a) Rize/Sivrikaya, b) Rize/Sivrikaya, c) Rize/Kohger, d)
Rize/Kohger



45

#18, BEe

F

—— -
X4, 5ed =1 A1E5 008

g) h)
Resim 4.1 (Devam). Bellis perennis polenlerinin SEM (Taramali Elektron

Mikroskop) goriintiileri, e)Antalya/Alanya, f)
Antalya/Alanya, g) Rize/Derekoy, h) Rize/Derekoy

Bellis perennis tiirlerine uygulanan RAPD-PCR analizi

Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohcer, Antalya/Alanya olmak iizere

Tiirkiye’nin dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerine ait bireylerden
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DNA izolasyonu yapilmis ve 26 ayn rastgele primer ile DNA’lan ¢ogaltilmistir.
RAPD-PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiillerek DNA goriintiileme
cihazinda ultraviole 1s181nda bakilarak fotograflar ¢ekilmistir (Resim 4.2, Resim 4.3,

Resim 4.4, Resim 4.5).

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu A2, OPAO7, OPA17, OPB10, OPC02, OPO04,
OPU16, OPW10, OPR03, M13 primerlerinin polimorfik bantlar verdigi gozlenmistir.
PZR reaksiyonu sonucu primerlere gore pozitif/negatif reaksiyon gosteren ornekleri
Cizelge 4.2°’de verilmistir. Buna gore OPWO6 primerleri ile, Rize/Kohger,
Rize/Derekdy ve Antalya/Alanya ornekleri pozitif reaksiyon verirken Rize/Sivrikaya
ornegi porzitif reaksiyon vermemistir. B18 primeri ile Rize/Sivrikaya, Rize/Derekoy
ve Antalya/Alanya ile pozitif reaksiyon verirken, Rize/Kohger 6rnegi pozitif bir
reaksiyon vermemistir. LA-12 ve OPOO06 primerleri ile Rize/Sivrikaya, Rize/Kohger
ve Antalya/Alanya ornekleri pozitif reaksiyon verirken Rize/Derekdy Ornegi pozitif
bir reaksiyon vermemistir OPWO06 primeri ile Rize/Kohger Rize/Derekdy ve
Antalya/Alanya 6rnekleri pozitif reaksiyon verirken Rize/Sivrikaya 6rnegi pozitif
reaksiyon vermemistir. A2, OPA07, OPA17, OPB10, OPC02, OPO04, OPU16,
OPW10, OPR0O3, M13 primerleri ile biitiin 6rnekler pozitif reaksiyon verirken Al,
A7, B4, B6, LA-1, LA-13, OPB5, OPB08, OPI18 SCO23, SC1079 primerleri ile

Bellis perennis tiiriiniin ¢aligilan hicbir tiirii pozitif reaksiyon gostermemistir.

Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizere
Tiirkiye’nin dort farkli lokalitesinden toplanan Bellis perennis tiirlerinin pozitif
reaksiyon verdigi A2, B7, OPAO7, OPA17, OPB10, OPC02, OPO04, OPUI16,
OPW10, OPRO3, M13 primerleri ile yapilan RAPD-PZR sonucunda tiirlerin jel
izerinde olusturdugu DNA bantlari birbirleriyle karsilastirilarak her bir bantin her tiir
icin varhigr 1, yoklugu O olarak sayilmis tiirler arasindaki genetik uzaklik POPGEN
istatistik programi kullanilarak hesaplanmis (Cizelge 4.3) ve genetik benzerliklerine

gore dendogram olusturulmustur (Sekil 4.1).

Buna gore Bellis perennis/Rize/Sivrikaya orneginin Rize/ Kohger, Rize/Derekdy ve

Antalya/Alanya oOrneklerine olan genetik uzakligi sirasiyla 00,5390, 0,6931,
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07621dir. Rize/Kohger 6rneginin Rize/Derekdy ve Antalya/Alanya 6rneklerine olan
genetik uzakligi, 0,7985, 0,6604’dir. Rize/Derekdy Orneginin Antalya/Alanya
ornegine olan genetik uzakhigi 0,7621°dir (Cizelge 4.3). Rize/Derekdy Ornegi

digerlerinden en uzak bulunmustur.

Resim 4.2. Rize/Sivrikaya, Rize/Derekoy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizere
Tiirkiye’nin dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin
OPCO,, M13, OPO04 primerleri ile yapilan RAPD-PCR fiiriinleri

Resim 4.3. Rize/Sivrikaya, Rize/Derekoy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizere
Tiirkiye’nin dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin
OPU16, OPW10, OPRO3 primerleri ile yapilan RAPD-PCR iiriinleri
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Resim 4.4. Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohcer, Antalya/Alanya olmak iizere
Tiirkiye’nin dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin A2,
OPAOQ7 primerleri ile yapilan RAPD-PCR iiriinleri

Resim 4.5. Rize/Sivrikaya, Rize/Derekoy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizere
Tiirkiye’nin dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin
OPA10, OPA17 primerleri ile yapilan RAPD-PCR fiiriinleri



Cizelge.4.2. Dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin RAPD-PCR islemleri sonucunda elde edilen

sonuglar

1-Tiir Ad1 ve lokalite Al | A2 A7 | B4 B6 | B7 B18 LA-1 LA | LA | OPAO | OPA1 | OPB5
-12 | 13 7 7

2- Bellis perennis/Sivrikaya _ _ _ _ _ + + _ + _ + + _

3- Belis perennis/ Kohger _ + _ _ _ + _ _ + _ + + _

4- Bellis perennis/ Derekdy _ + _ _ _ + + _ _ _ + + _

5- Bellis perennis/Antalya + + + + +

ov



Cizelge 4.2 (Devam). Dort farkli lokaliteden toplanan Bellis perennis tiirlerinin RAPD-PCR islemleri sonucunda elde edilen

sonuglar
1-Tiir Ad1 ve lokalite OPB OPB OPCO | OPOO | OPOO | OPW | OPIL OPUl | OPW | OPRO | SCO SC M13
08 10 2 4 6 06 18 6 10 3 23 1079
2- Bellis perennis/Sivrikaya _ + + + + _ _ + + + _ _ +
3- Belis perennis/ Kohger _ + + + + + _ + + + _ _ +
4- Bellis perennis/ Derekdy _ + + + _ + _ + + + _ _ +
5- Bellis perennis/Antalya + + + + + + + + +

0s
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Cizelge 4.3. Rize/Sivrikaya, Rize/ Kohce, Rize/Derekdy, Antalya/Alanya Bellis
perennis Orneklerinin genetik uzaklik diyagrami

popID Rize/Sivrikaya Rize/ Kohger Rize/Derekdy Antalya/Alanya

Rize/Sivrikaya  ****

Rize/Kohger 0.5390 ook
Rize/Derekdy  0.6931 0.7985 okl
Antalya/Alanya 0.7621 0.6604 0.7621 Ak

Rize/Derekiy

Amntalya/Alanya

Rize/Sivrikaya

Rize/Kihcer

Sekil 4.1. Tiirlerinin birbirlerine genetik uzakliklarin1 gosteren dendrogrami

Antimikrobiyal Aktivite Testi

Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya olmak iizere Tiirkiye nin
dort farkli lokalitesinden toplanan Bellis perennis bitkisinin Rize- Sivrikaya/ ¢igek
sap1, Rize- Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/cicek, Rize-Derekoy/ toprak iistii,
Rize-Kohger/ Toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak iistii kismlan belirlenmis ve bu

kisimlarin  (Cizelge 4.1) ucucu yaglari Clevenger cihaz1 ile; Bellis perennis
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yapraginin ektresi metanol de karistirma yoluyla elde edilmistir. Elde edilen ucucu
yaglar steril flakonlarda tartilmis ve %25’lik Dimetil siilfoksit (DMSO) ve metanolde

stok ¢ozeltileri hazirlanmistir (Cizelge 4.4).

Hazirlanan stok ugucu yag ve metanol ekstresinin aktiviteleri mikrobroth seyreltme
yontemi ile cesitli patojen bakteriler ve bir maya iizerinde; kagit agar difiizyon
yontemi fungus {izerinde denenmistir. Rize- Sivrikaya/ c¢icek sapi, Rize-
Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/cicek, Rize-Derekoy/ toprak iistii, Rize-Kohger/
toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak {iistii kistmlarindan elde edilen ugucu yaglardan
olusturulan ¢ozeltiler ve Bellis perennis yapraginin metanol ekstresinin Escherichia
coli (NRRL B-3008), Staphlococcus aureus (ATCC 6538) Pseudomonas aureginosa
(ATCC 27853), Enterobacter aerogenes (NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-
123), Salmonella tphymirium (ATCC 13311), Bacillus cereus (NRLL B-3711)
bakterileri ve Candida albicans mayast iizerindeki minimal inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIC) ve Aspergillus flavus fungusuna karsi etkili oldugu
konsantrasyon materyal ve yontemde belirtildigi sekilde hesaplanmistir. Pozitif
kontrol olarak bakteriler kloramfenikol, maya ve fungus ketokonazol antibiyotigi

kullanilmustir.

Cizelge 4.5°deki sonuglara gore Rize- Sivrikaya/ ¢igek sapi, Rize- Sivrikaya/yaprak,
Rize- Sivrikaya/gicek, Rize-Derekdy/ toprak iistii kismi, Rize-Kohger/ Toprak iistii
kismi, Antalya-Alanya/toprak iistii kistmlarindan elde edilen ucucu yaglardan
hazirlanan Ornek stok cozeltilerin ve Bellis perennis/yaprak metanol ekstresinin
Escherichia coli NRRL B-3008), Staphlococcus aureus (ATCC 6538) Pseudomonas
aureginosa (ATCC 27853), Enterobacter aerogenes (NRRL 3567), Proteus vulgaris
(NRRL B-123), Salmonella tphymirium (ATCC 13311), Bacillus cereus (NRLL B-
3711), Candida albicans (NRLL) suslarina karst MIC degerlerinin sirasi ile 1,9
(ug/ml), 2,2 (ug/ml), 0,35 (ug/ml), 0,75 (ug/ml), 0,75 (ug/ml), 0,85 (ug/ml), 3
(ug/ml), 2,05 (ug/ml) konsantrasyonlarindan daha biiyiik oldugu bulunmustur.

Kagit disk difiizyon yontemi icin Aspergillu flavus fungusunun spor ¢ozeltisi (10

spor/ml) hazirlanmis ve katilasmigs SGA yiizeyine 500 pl aktarilmigtir. Rize-
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Sivrikaya/ cicek sapi, Rize- Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/cicek, Rize-Derekoy/
toprak iistii, Rize-Kohger/ toprak {istii, Antalya-Alanya/toprak iistii kisimlarindan
elde edilen ugucu yaglardan hazirlanan stok cozeltiler ve Bellis perennis/yaprak
metanol ekstresi 6 mm ¢apindaki kagit disklere 5 ul emdirilmis ve ytizeyi kurutulmus
besi yerine yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak ketakonazol antibiyotigi
kullanmilmigtir.  Rize-Sivrikaya/cicek  sapi,  Rize-Sivrikaya/yaprak,  Rize-
Sivrikaya/¢igek, Rize-Derekdy/toprak iistii, Rize-Kohger/ Toprak iistli, Antalya-
Alanya/toprak iistii kisitmlarimdan elde edilen ugucu yaglarla hazirlanan ¢ozeltilerin
ve Bellis perennis/yaprak metanol ekstresinin Aspergillus flavus fungusuna kars1 5 pl

konsantrasyondan daha yiiksek bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Calismada kullanilan bitki kisimlar1 ve stok ¢ozeltiler

. Yag
feerfgiinis Lokaliteler Bitki kismi| oram
. (ng/ml)

Rize-Ikizdere- .

A Sivrikaya cicek sapt | 1,9
Rize-ikizdere-

B Sivrikaya yaprak 2,2
Rize-ikizdere- .

¢ Sivrikaya cigek 0,35

D Rize—ikizdere—Derekby herba 0,75

E Rize-Ikizdere-Kohger | herba 0,85

F Antalya-Alanya herba 3
Bellis

G perennis/yaprak/metan | yaprak 2,05
ol ekstresi
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Cizelge 4.5. Antimikrobiyal aktivite degerleri (MIC, pg/ml)

Microorganisms | A B C D E F G Std*
Escherichia >1,9 >2.2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.016
coli
Staphlococcus | >1,9 >2.2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2.05 0.031
aureus
Pseudomonas | >1,9 >2.2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2.05 0.062
aureginosa
Enterobacter | >1,9 >2,2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.001
aerogenes
Proteus >1,9 >2.2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.001
vulgaris
Salmonella >1,9 >2,2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.016
tphymirium
Bacillus >1,9 >2,2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.016
cereus
Candida >1,9 >2.2ug >0,35 >0,75 >0,85 >3 >2,05 0.125%*
albicans

*Kloramfenikol, ** Ketokonazol

Kimyasal Analiz

Antimikrobiyal aktivite degerleri tesbit edilen Rize-Sivrikaya/cicek sapi, Rize-
Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/¢icek, Rize-Derekoy/ toprak iistii, Rize-Kohger/
toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak {iistii kistmlarindan elde edilen ugucu yaglardan
hazirlanan stok c¢ozeltiler ve Bellis perennis/yaprak metanol ekstresinin kimyasal
analizleri es zamanlh olarak GS/MS ve GS sistemlerinde yapilmis ve kimyasal
kompozisyonlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kimyasal analiz sonucunda major

bilesikler olarak y-himakalen, fitol ve hekzadekanoik asit tespit edilmistir.
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RRI BILESIK A B C D E F
1032 A- pinen 0,2 0,2 2 0,5 1 0,2
1093 Hekzanal 0,1 0,5 0,7

1118 - pinen 0,1 0,5 0,1 0,8 0,2
1174 Mirsen e e 0,7 3,2 0,8
1194 Heptanal e

1218 B-fellandren 0,8
1225 (Z)-3- hekzenal 0,1

1244 2-pentilfuran 0,1 0,7 0,1
1246 (Z)-B-osimen 0,5

1386 Oktenilasetat 0,04
1398 2-nonanon 0,2

1400 Nonanal 0,2 0,3 0,1 0,3 0,1
1400 Tetradekan e 0,2 0,1
1443 Dimetiltetradekan* 0,2

1452 1-okten-3-ol 0,3 0,4

1479 (E,Z)-2,4-heptadienal 0,2

1492 Siklosativen e 0,1

1497 o-kopaen e 0,1

1507 (E,E)-2 4-heptadienal 0,3

1500 Pentadekan 0,3
1506 Dekanal e e 0,7 0,2 0,8

1516 (E)-Theaspiran 0,3

1520 3,5-oktadien-2-one e

1548 (E)-2-nonenal 0,1

1549 B-kubeben e 0,4 1,0 0,7

1553 Linalool

1553 (Z)-Theaspiran 0,2

1562 Oktanol e

1571 trans-p-ment-2-en-1-ol e 0,2

1582 cis-krizantenilasetat 1,1 1,7 1.4 2,2 1,1
1597 (E,Z)-nonadienal 0,2

1600 Hekzadekan 0,2 0,2 0,2
1612 B-karyofillen 0,2 0,8 2 0,5 1 0,3
1638 B -siklositral e 0,4 0,3

1661 o-himakalen 0,1 0,4 0,1
1663 Fenilasetaldehit 0,2 0,4

1668 (Z)-beta-farnesen 0,1 e

1687 o-humulen 0,1 0,2 0,7 e

1700 Heptadekan 0,2 0,1
1711 y-himakalen 5,2 16,2 11 17,4 16,6 5,8
1725 cis-piperiton oksit 0,2

1726 Germakren-D 0,6 2,7 6,4 2,2 4 0,2
1733 Nerilasetat 0,2
1743 Eremofilen 0,2 0,6 0,8 0,8 0,1
1744 o-selinen e

1755 Bisiklogermakren 0,3 0,9

1758 (E,E)-o-farnesen 0,2 0,1
1763 Naftalen 0,3 0,3

1765 Geranilasetat 0,8
1773 d-kadinen 0,1 0,3 1 0,2 0,7 e
1779 (E,7)-2,4-dekadienal 0,1 0,6 0,5

1786 ar-kurkumen e

1800 Oktadekan e

1838 (E)-B-damaskenon e

1868 (E)-geranilaseton 0,3 0,2 0,1
1830 Desilbutirat 0,2
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Jizelge 4.6 (Devam). Bellis perennis ugucu yaglarinin kimyasal madde

kompozisyonlar
1900 epi-kubebol e 0,2
1900 Nonadekan 0,1
1933 Tetradekanal 0,1 8,6 6,4 1.4 7,3
1957 Kubebol 0,7 0,2 1,1
1958 (E)-B-iyonon 0,1 1,9 0,4 1,7 0,6 0,2
1969 cis-jasmone 1
1973 1-dodekanol 0,1
1983 Piperiten oksit 0,4 0,7 0,3
2000 Eikosan 0,5
2008 Karyofillenoksit 0,1
2036 2-pentadekanon e e 1
2041 Pentadekanal 0,3 4.4 e 3,7 0,7 1
2088 1-epi-kubenol e 0,3
2100 Heneikosan 0,3
2131 Hekzahidrofarnesilaseton 1,1 1,7 1.4 2,2 1,1
2135 Hekzadekanal
2179 3,4-dimetil-5-pentiliden-2(5H)- e 0,8 0,6 e
furanon
2179 1-tetradekanol e 0,3 0,4 e
2200 3,4-dimetil-5-pentil-5SH-furan-2- e e e e 0,2
one
2200 Dokosan e
2210 Kopaborneol 0,1 0,5 1,3 0,3 1
2239 Karvakrol 0,4 0,4
2240 metil etil hekzadekonoat e 0,3 e e
2255 a-kadinol e e
2296 Isophytol e
2300 Trikosan 0,1
9,12-hekzadekadienoik 1,2
asit metilester
2384 1-hekzadekanol 1 e 0,3
2500 Pentakosan e
2503 dodekanoik asit
2509 metil linoleat e 0,5
2538 etil linoleat
2583 Metillinolenat e e e
2607 1-oktadekanol 1,1
2613 Etillinolenat e 1,1
2622 Fitol 3,5 22,8 134 30,4 8,9 22,2
2670 Tetradekanoikasit 8,4
2700 Heptakosan e
2900 Nonakosan 3,2 2 1,7
2931 hekzadekanoik asit 87,63 14 32,2 15,6 28,6 40,1
Toplam 99,43 87,2 86 89,2 80,5 96,44
e :Eser

RRI: Bagil tutunma indisi

*Kiitle spektrumu benzerliginden

A, Bellis perennis/ ¢icek sap1 Rize/Sivrikaya), B, Bellis perennis/ yaprak (Rize / sivrikaya), C, Bellis
perennis/ ¢igek (Rize / sivrikaya), D, Bellis perennis /herba (Rize / Derekdy), E, Bellis perennis /herba
(Rize / Kohger), F, Bellis perennis/ herba (Antalya/Alanya).
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Antioksidan aktivite

A, Bellis perennis, c¢icek sap1 (Rize/Sivrikaya), B, Bellis perennis, yaprak (Rize /
sivrikaya), C, Bellis perennis, cicek (Turkey, Rize / sivrikaya), D, Bellis perennis,
herba (Rize / Derekdy), E, Bellis perennis herba (Rize / Kohger), F, Bellis perennis
herba  (Antalya/Alanya) kisimlarindan elde edilen ucucu yaglarla hazirlanan
cozeltiler ve G, Bellis perennis metanol ekstresi silika jel {izerine uygulanarak
kalitatif olarak degerlendirmeleri yapilmistir (Resim 4.6) Degerlendirmede kuvvetli

antioksidan olan Vitanin C ile karsilastirma yapilmistir.

Kalitatif olarak kuvvetli antioksidan etkileri bulunan B, Bellis perennis, yaprak (Rize
/sivrikaya), G, Bellis perennis metanol ekstre numunelerini DPPH’in %50 sini
siipiirdiigii konsantrasyonlarinin (ICs0) bulunmasi icin kantitatif degerlendirmeleri
yapilmigtir. Mikroplate spektrofotometre (Biotek, Poverwawe) kullanilarak 517

nm’de UV absorbansi okunmustur.

B, Bellis perennis, yaprak (Rize / sivrikaya), G, Bellis perennis metanol ekstresi ve
Vitamin C’nin serbest radikal siipiiriicii etkileri stabil bir serbest radikal olan DPPH
tizerinde test edilmistir. Serbest radikal siipiiriicii etki sonuclar1 30 dakika icerisinde
DPPH’1n %50 sini siipiirdiigii konsantrasyon olarak (ICso0) hesaplanmistir. B, Bellis
perennis, yaprak (Rize / sivrikaya), G, Bellis perennis metanol ekstresi ve Vitamin
C’nin ICso degerleri sirasiyla >0,5 (mg/ml), 0,113 (mg/ml), 0,008 (mg/ml) olarak
bulunmustur (Cizelge 4.7). Diisitk ICso degeri yiiksek antioksidan etkiyi

gostermektedir.



Resim 4.6. Radikal siipiiriicii etkinin kalitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.7. Radikal Siipiiriicii Aktivite’nin kantitatif degerlendirmesi

Numuneler IC 50: mg/ml
B (Bellis perennis, yaprak (Rize / sivrikaya) |> 0.5+ 0.001

G (Bellis perennis metanol ekstresi) 0,113 £0.001
Vit C ( standart) 0.008 + 0.002
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin amaci1 Tiirkiye’nin dort farkli lokalitesinden (Rize/Sivrikaya,
Rize/Derekdy, Rize/Kohger, Antalya/Alanya) toplanan Compositae familyasina ait
Bellis perennis tiirlerinin polen morfolojileri ve populasyonlar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesi, bu 6rneklerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin ve metanolik ekstrelerin cesitli insan patojen bakterilerine, Candida
albicans mayas1 ve Asergillus flavus fungusuna karsi antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi, ayrica ucucu yaglarinin kimyasal analizleri yapilarak ana bilesenlerin
belirlenmesi, ugucu yaglarin ve Bellis perennis metanol ekstresinin radikal siipiiriicii

ozelliklerinin arastirilmasidir.

Cicek tozlarmin morfolojik o6zellikleri incelenirken ele alinan kriterler baglanti
durumlari, simetri eksenleri, biiyiikliikleri ve sekli, kutuplardan polen cevresi, agiklik
(apartiir) sayisi, agikliklarin polen iizerindeki yerleri, agikliklarin sekil ve yapilaridir

[Sawyer, 1978; Straka, 1975].

Thormo ve ark. (1985) Compositae familyasi polenlerinde polar eksen uzunlugu,
ekvatoral eksen uzunlugu, ekzin, spin taban uzunlugu, spin yiksekligi ve
apokolpium’un ayristirici  6zellikler olarak ©nemli olduklarini belirlemislerdir

[Thormo, 1985].

Rowley ve ark. (1979) Ambrosia’nin dort tiirliniin morfometrik polen analzileri
sonucunda ayrnstirict Ozelliklerden biri olan ekzinin en Onemli ayristirict 6zellik

oldugu saptanmistir [Robbinson, 1985].

Calismamizin birinci asamasinda Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohger,
Antalya/Alanya olmak iizere Tiirkiye’nin dort farkli lokalitesinden toplanan Bellis
perennis tiirleri’nin polen yapilan taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM 6060
LV) ile incelenerek fotogroflar1 ¢ekilmistir. Biitiin hesap ve Sl¢iimler her bir 6rnegin

on tanesi iizerinde yapilmistir.
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Bizim c¢alismamizda polen Olgiimlerinde ekzin siislenmesi ayirt edici faktor olup
Rize/Derekdy Orneginin ornemantasyonun Rize/Sivrikaya, Rize/Kohcer ve
Antalya/Alanya Orneklerinden farkli oldugu goriilmiistiir. B. perennis polen
morfolojileri ile ilgili bir literatiire rastlanmadigindan yapilacak olan morfolojik

caligsmlara i¢in Oncii bir calisma niteligindedir.

Masi ve ark. (2007) sekiz Capsicum annum ssp. (ac1 biber) ‘nin genetik cesitliligi
izerinde calismislardir. Genetik arastirmalar RAPD-PZR ile yapilmistir. Segilen
sekiz ornek icin genetik benzerlik degerleri hesaplanmis ve genetik benzerlik
dendogram1 yapilmistir.  Capsicum annum populasyonlari arasindaki genetik
benzerlik bir 0-1 kalibina doniistiiriilen tek ve ortak amplifikasyon iiriinlerinin her
ikisine dayandirilmigtir. AN10, AX20, G02, G19, Q05, R19, S07, U4, US, U13 ve
V17 olmak tiizere 12 primer kullanilmistir. AX20 ve GO2 primerleri hari¢ diger on

primer ile polimorfizm tespit edilmistir [Masi, 2007].

Sarkhosh ve ark. (2006) irandaki baz1 Punica granatum L. (nar) genotipleri
arasindaki polimorfizmi gostermeyi amaglamistir. Genotipler arasindaki farklilik
oraninin belirlenmesi i¢in RAPD markirlar kullanmilmistir. PZR reaksiyonlart igin
kullanilan primerler rasindan 16 primerin giivenilir polimorfik oldugu gézlenmistir.
Bu primerler 102 polimorfik olmak iizere 178 bant olusturmustur. Genotip analizleri
UPGMA (Unweighted Pair-Group method using arithmetic Averages) kiimelendirme
yontemi, Jaccord benzerlik katsayisi, polimorfik RAPD analizlerinden elde edilen
bilgilere dayanarak gerceklestirilmistir. Genotipler arasinda en yiiksek ve en diisitk

benzerlikler sirasiyla 0,89 ve 0,29 olarak belirlenmistir [Sarhosh, 2006].

Calismamizin ikinci asamasinda Rize/Sivrikaya, Rize/Derekdy, Rize/Kohger,
Antalya/Alanya olmak {iizere Tiirkiye’nin dort farkli lokalitesinden topalanan Bellis
perennis populasyonlart RAPD-PZR molekiiler yontemi kullanilarak karsilastirilmis
ve molekiiler tanimlamalar1 yapilmistir. Tiirler arasindaki genetik uzaklik POPGEN
bilgisayar programi kullanilarak hesaplanmis ve filogenetik iliskiyi gosteren

dendrogramlar olusturulmustur.
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PZR reaksiyonlar1 i¢in kullanilan primerler rasindan 16 primer polimorfik sonuglar
vermistir. Dendrogram sonucuna gore Rize/Sivrikaya, Rize/Kohger ornekleri kendi
aralarinda birinci grubu olustururken, yine bu iki ornek ve Rize/Sivrikaya Ornegi
ikinci grubu olusturmustur. Rize/Derekdy Ornegi bu iki gruba en uzak 6rnek

olmustur.

Hem polen hem de RAPD-PZR analizi sonucu ile Rize/Derekdy ¢rneginin diger B.

perennis Orneklerinden farkli oldugu bulunmustur.

Calismamizin ~ {igiincii  basama@inda  Rize-Sivrikaya/cicek  sapi,  Rize-
Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/¢icek, Rize-Derekoy/ toprak iistii, Rize-Kohger/
toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak {istii kisimlarindan Clevenger cihazinda
distilasyon yolu ile ucucu yaglar elde edimeye ¢alisilmis ancak yok denecek kadar
az ucucu yag elde edilmistir. Yag verimi diisiik olan bu 6rneklerden ugucu yag eldesi
hem zor hemde ekonomik acidan elverigli olmayacag icin organik coziiciiler
kllanarak stok cozeltiler elde edilmistir. Hazirlanan cozeltiler ve Bellis perennis
metanolik ekstresinin Escherichia coli (NRRL B-3008), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeouginosa (ATCC 27853), Enterobacter aerogenes
(NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-123 ), Salmonella tphymirium (ATCC
13311), Bacillus cereus (NRRL B-3711), Candida albicans ve Asergillus flavus’a (
ATCC 9807) kars1 antimikrobiyal aktiviteleri Mikrobroth Diliisyon Teknigi (MIC)

ve Kagit Disk Difiizyon teknigi ile belirlenmistir.

MIC sonuglarina gore elde edilen konsantrasyonlarda (Cizelge 4.2) Escherichia coli
(NRRL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeouginosa
(ATCC 27853), Enterobacter aerogenes (NRRL 3567), Proteus vulgaris (NRRL B-
123 ), Salmonella tphymirium (ATCC 13311), Bacillus cereus (NRRL B-3711),
Candida albicans mikroorganizmalarina ve Aspergillus flavus fungusuna kars1 higcbir

antimikrobiyal aktivite saptanmamistir.

Antimikrobiyal aktivite degerleri tesbit edilen Rize- Sivrikaya/ cicek sapi, Rize-

Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/cicek, Rize-Derekoy/ toprak iistii, Rize-Kohger/
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toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglardan
hazirlanan stok ¢ozeltiler ve Bellis perennis/yaprak metanol ekstresinin kimyasal
analizleri es zamanh olarak GS/MS ve GS sistemlerinde yapilmis ve kimyasal
kompozisyonlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.3). Kimyasal analiz sonucunda fitol

hekzadekanoik asit vey-himakalen ana bilesikler olarak bulunmustur.

GS/MS ve GS analizleri sonucunda -mirsen, a-pinen, B-pinen, B-fellandren, geranil
asetat gibi monoterpenler ve B-kubeben, B-karyofillen, a-himakalen, o-humulen, o-
selinen, y-kadinen gibi seskiterpen bilesikleri bulunmustur. Cesitli calismalarda
terpenlerin bakteri, fungus, viriis ve protozoolara karst aktif bilesikler oldugu
bildirilmistir [Cowan, 1999]. Ucucu yaglarin antimikrobiyal etkileri icerdikleri
bilesenlerin oranlarina bagh olarak degismektedir [Marino, 2001]. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak calismis oldugumuz ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zellikte olabilecegi
fakat elde etmis oldugumuz konsantrasyonlar da bu aktivitenin gozlenemedigi

diisiiniilmektedir.

Salah ve ark. (2006) Teacrium sauvagei ugucu yagi ve yaprak metanol ekstresinin
antioksidan aktivitesinin arastirmislardir. Antioksidan, DPPH- Radikal Siipiiriicii
Aktivitesi yontemi ile belirlenmis ve sentetik bir antioksidan olan trolox ile
karsilastirilmistir. IC 5o degerleri ugucu yagin 1 mg/ml, yaprak metanolik ekstresinin

0,104 mg/ml olarak bulunmustur [Salah, 2006].

Calismamizin dordiincii basamaginda Bellis perennis’in Rize- Sivrikaya/ ¢icek sapi,
Rize- Sivrikaya/yaprak, Rize- Sivrikaya/cicek, Rize-Derekdy/ toprak iistli, Rize-
Kohger/ toprak iistii, Antalya-Alanya/toprak iistii (Cizelge 4.1) kisimlarindan elde
edilen ucucu yaglarin ve Bellis perennis metanol ekstresinin radikal siipiiriicii etkisi
DPPH yontemi ile calisgilmistir. Kontrol olarak bir antioksidan olan Vitamin C

kullanilmustir.

A, Bellis perennis, c¢icek sap1 (Rize/Sivrikaya), B, Bellis perennis, yaprak (Rize /
sivrikaya), C, Bellis perennis, cicek (Tirkiye, Rize/sivrikaya), D, Bellis
perennis,herba ( Rize / Derekoy), E, Bellis perennis herba (Rize /Kohger), F, Bellis
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perennis herba  (Antalya/Alanya) kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarla
hazirlanan ¢o6zeltiler ve G, Bellis perennis metanol ekstresi silika jel iizerine
uygulanarak  kalitatif  olarak  degerlendirmeleri  yapilmistir ~ (Resim.4.1.)
Degerlendirmede kuvvetli antioksidan olan Vitanin C ile karsilastirma yapilmistir.

Kalitatif yontem sonucunda B, Bellis perennis, yaprak ( Rize / sivrikaya), G, Bellis
perennis metanol ekstresi kuvvetli radikal siipiiriicii etki gostermis olup A, Bellis
perennis, c¢icek sap1 (Rize/Sivrikaya), C, Bellis perennis, cicek (Turkey, Rize /
sivrikaya), D, Bellis perennis, herba (Rize /Derekdy), E, Bellis perennis herba (Rize
/ Kohger), F, Bellis perennis herba  (Antalya/Alanya) ornekleri zayif etki

gostermistir.

Kuvvetli etki gosteren B, Bellis perennis, yaprak (Rize/sivrikaya), G, Bellis perennis
metanol ekstresi Orneklerinin DPPH in %50 sini siipiirdiigii konsantrasyon olan

(ICs0) degerlerinin bulunmasi i¢in kantitatif yontem kullanilmistir.

Bizim caliygmamizda da kantitatif yontem sonucunda B, Bellis perennis, yaprak/
ucucu yagi (Rize / sivrikaya), G, Bellis perennis metanol ekstresi ve Vitamin C’nin
ICs0 degerleri sirasiyla >0,5 (mg/ml), 0,113 (mg/ml), 0,008 (mg/ml) olarak
bulunmustur. Diisiik ICso degeri yiiksek antioksidan etkiyi gostermektedir. Bu
calismamiz diger ¢alismalar i¢in Oncii niteliginde olup antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bilinen Bellis perennis, yaprak/ ucucu yagi (Rize / sivrikaya), G, Bellis

perennis metanol ekstresindeki etken maddeler tespit edilebilir.

Hem polen hem de RAPD-PZR analizi sonucu Rize/Derekdy oOrneginin diger B.
perennis Orneklerinden farkli olmasina ragmen antioksidan ve siipiiriicii etkileri
bakimindan karsilagtirildiklar1 zaman ise daha farkli sonu¢ bulunmustur. En kuvvetli
radikal siiptiriicii etki Rize/Sivrikaya ugucu yagi ve metanol -ekstresinde

gbzlenmemistir.

Bundan sonraki ¢alismalarda ornekler arasinda ITS bolgeleri ¢cogaltilip dizi analizi
yapilarak tiir teshisi daha giivenilir olabilir. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde ¢alismalar

yapilarak elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin hastaliklara etkisi belirlenebilir.
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