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OZET

Yuksek Lisans Tezi

Spartium junceum L. TURUNUN MORFOLOJIK, ANATOMIK, PALINOLOJIK,
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIKANSER OZELLIKLERI

Selime ACAR

Bartin Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog. Dr. Mehmet Cengiz KARAISMAILOGLU

Bartin-2025, sayfa: 82

Bu tez ¢alismasinda, Spartium junceum L. turinin morfolojik, anatomik ve palinolojik
oOzellikleri ile antibakteriyel ve antikanser aktiviteleri arastirilmistir. Tiirkiye Florasi’ndaki
literatiir arastirmalart sinirli oldugundan, bu calismada tiirlin taksonomik deskripsiyonu
genisletilmis ve tiirtin kok, anter, filament, ovaryum ve tohum gibi 6zellikleri ilk defa detayl
bir sekilde ortaya koyulmustur. Meyve ve tohum yiizeylerinin mikromorfolojik yapilari
detayli olarak incelenmistir. Calismada, S. junceum tlriinin anatomik yapist incelenmis,
kok, govde, yaprak ve tohum yapilariin su depolama ve iletim mekanizmalarina nasil uyum
sagladigi belirlenmistir. Polen karakterleri 151k mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu
kullanilarak detayl sekilde incelenmis ve palinolojik deskripsiyon yapilmistir. Bu bulgular,
tirdn sistematik ve taksonomik iligskilerinde 6nemli roller oynamaktadir. Spartium junceum
metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi Disk Difiizyon ve Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu ile Minimum Bakterisidal Konsantrasyonlar1 incelenmis gram pozitif ve
gram negatif bakteriler tizerinde giiglii antibakteriyel etkinlik gosterdigi ortaya koyulmustur.
S. junceum metanol ekstrakti, MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif ve sitotoksik

etkiler gostererek potansiyel antikanser 6zellikler sergilemistir.



Bunun yaninda, S. junceum ekstraktinin, CuSO. ile muamele edilen Allium cepa kok
hiicrelerinde toksik etkileri iyilestirme potansiyeli incelenmis; mitotik indeks ve
kromozomal anormallikler iizerinde iyilestirici etkiler gozlemlenmistir. Bu ¢alisma ile S.
junceum tiirliniin antibakteriyel, antikanser ve toksik etkilere karsi koruyucu ozellikler
tasiyan Onemli bir biyolojik potansiyele sahip oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica bu
bulgular, S. junceum’un farmasétik ve biyoteknolojik uygulamalar icin potansiyel bir kaynak

olusturabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anatomi, antibakteriyel etki, antikanser, morfoloji, palinoloji,

Spartium junceum.

Bilim Alam1 Kodu: 20305, 20306, 20316, 20320, 20325.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

MORPHOLOGICAL, ANATOMICAL, PALYNOLOGICAL, ANTIBACTERIAL,
AND ANTICANCER PROPERTIES OF Spartium junceum L. SPECIES

Selime ACAR

Bartin University
Graduate School

Department of Moleculer Biology and Genetics

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz KARAISMAILOGLU
Bartin-2025, pp: 82

In this thesis study, the morphological, anatomical, and palynological characteristics of the
Spartium junceum L. species, as well as its antibacterial and anticancer activities, have been
investigated. Due to the limited literature research available on the Flora of Turkey, the
taxonomic description of the species has been expanded, and the characteristics of the
species such as roots, anthers, filaments, ovary, and seeds have been detailed for the first
time. The micromorphological structures of fruit and seed surfaces have been studied in
detail. The anatomical structure of S. junceum has been examined, determining how the
structures of roots, stems, leaves, and seeds adapt to water storage and transport mechanisms.
Pollen characteristics have been studied in detail using light microscopy and scanning
electron microscopy, and a palynological description has been made. These findings play an
important role in the systematic and taxonomic relationships of the species.

Antibacterial effect of the S. junceum methanol extract has been shown to exhibit strong
antibacterial activity against gram-positive and gram-negative bacteria when examined using
Disk Diffusion and Minimum Inhibitory Concentration as well as Minimum Bactericidal
Concentration methods. Additionally, the S. junceum methanol extract has demonstrated
antiproliferative and cytotoxic effects on the MCF-7 cell line, exhibiting potential anticancer

properties. Furthermore, the potential of S. junceum extract to ameliorate toxic effects in

vii



Allium cepa root cells treated with CuSOs has been investigated, revealing remedial effects
on the mitotic index and the chromosomal abnormalities. In conclusion, this study has shown
that the S. junceum species has significant biological potential, bearing antibacterial,
anticancer, and protective properties against toxic effects. Moreover, these findings suggest
that S. junceum could serve as a potential source for pharmaceutical and biotechnological

applications.

Keywords: Anatomy, antibacterial effects, anticancer, morphology, palynology, Spartium

junceum.

Scientific Field Code: 20305, 20306, 20316, 20320, 20325.
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1. GIRIS

Dogadaki hayvanlar, bitkiler ve insanlar ekolojik dengenin birer parcasi olarak birbirlerine
bagimlhidirlar. Mitolojik anlatilarda bitkilerin tanrilar tarafindan insanlara sunulan en degerli
armaganlar oldugu ifade edilmistir. Bu anlatilarda, bitkilerin insanin yagamina hizmet ettigi
ve insanin varolusuyla birlikte bitkilerle kurdugu iliskinin bagladigi bildirilmektedir
(Gezgin, 2006). Insanlik tarihi boyunca dogadaki bitkilerin farkli amagclarla kullanildig
goriilmiistiir. Bitkilerin 6zellikleri ve kullanim alanlarina dair bilgiler, kusaktan kusaga
aktarilarak giiniimiize ulasmustir (Lew, 2000). Insan ve bitkiler arasindaki yiizyillardir
stiregelen giiclii iliski, doganin sundugu kaynaklar1 anlama ve kullanma birikimlerinin bir
araya gelmesiyle giiniimiizde her kesimin 6nemini kabullendigi etnobotanik bilimin ortaya
¢ikmasina zemin hazirlamistir (Kogyigit, 2005). Deneme-yanilma yontemiyle elde edilen
degerli veriler, doganin sundugu bitkisel kaynaklarin dogru ve etkin kullanimina rehberlik
eden onemli bir bilgi birikimi olusturmustur. Hem gec¢misin geleneksel bilgileri hem de
modern bilimsel yaklasimlar birleserek, bitkilerin saglik, gida, tarim ve ¢evre tizerindeki

onemli rollerini daha iyi anlamamiza olanak tanimaktadir (Farnsworth ve Soejarto, 1985).

Insanlik tarihi boyunca bitkiler, dogayla kurulan baglarm en somut yansimasi ve cesitli
ithtiyaclarin karsilanmasinda temel bir unsur olmustur. Mitolojik anlatilarda tanrilarin
insanlara armagan ettigi kutsal varliklar olarak goriilen bitkiler, Anadolu’da Yontma Tas
Devri'nden itibaren toplumlarin hayatinda beslenmeden tedaviye, insaattan tekstile kadar
pek cok alanda onemli bir rol lstlenmistir. Farkli donemlerin gereksinimlerine gore
sekillenen bu kullanim alanlari, zengin bitki Ortiisiiyle Anadolu’nun kiiltiirel mirasina katk1
saglamis ve nesiller boyunca aktarilarak insan-doga iliskisinin derinligini ortaya koymustur
(Ozbek, 2005). Insanin var oldugu siire boyunca bircok hastalik i¢in de bitkiler kullanilarak
tedavi yontemleri gelistirilmeye calisilmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), diinya
genelinde 4 milyardan fazla insanin saglikla ilgili sorunlarini oncelikli olarak bitkisel
ilaclarla tedavi etmeye c¢alistigini belirtmistir. Ayrica, gelismis iilkelerde, receteyle satilan
ilaclarin yaklasik %25'inin bitkisel kaynakli etken maddelerden firetildigi aktarilmigtir
(Farnsworth ve Soejarto, 1985). Dunya genelinde 1 milyonun (zerinde bitki tlrinin
bulundugu tahmin edilmektedir (Kaya, 2022). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, tedavi amagh
kullanilan 20 binden fazla bitki tiirii tespit edilmistir (IUCN, 1993). Bitkilerden nasil
yararlanilabileceginin belirlenmesi, ancak etnobotanik caligmalar dogrultusunda ortaya

cikmaktadir (Kendir ve Giiveng, 2010). Farkli cografik bolgelerde sistemli arastirmalarla



tanimlanan ve geleneksel bilgi igeren bitkilerin tibbi agidan degerlerini incelemek, heniiz
aragtirtlmamis bitkilerin potansiyel terapotik 6zelliklerini belirlemek i¢in 6nemlidir. Bu tiir
bitkilerin sistemli bir sekilde analiz edilmesi, iilkemiz bitki ¢esitliliginin sadece sayisal bir
veri olmasinin 6tesine gegerek, bu bitkilerin tibbi dnemini ve potansiyel kullanim amaglarini
anlamamiza katki saglayacaktir. Boylece bitkiler yalnizca ge¢misin bir mirast degil, ayni

zamanda gelecegin tibbinda da vazgecilmez bir hazine olarak varligini siirdiirecektir.

Tirkiye, cografi konumu, iklim kosullari, bitki g¢esitliligi ve genis ylizol¢limii ile tibbi ve
aromatik bitkiler pazarinda diinya capinda 6nemli bir konuma sahiptir. Ulkemizin bu
stratejik onemi, gelismis iilkelerde yaygin olarak kullanilan bitkisel ilaglar, bitki kokenli
kimyasallar, kozmetik Grlnleri ve parfumeri endustrilerinin temel bilesenlerini saglayan
bir¢ok bitkisel iiriinlin Tiirkiye Florasi’nda yer aliyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
bitkisel tiriinlerin biiyiik bir kismi, 6zellikle Ege, Marmara, Akdeniz, Dogu Karadeniz ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinden toplanmakta olup, Tiirkiye'deki tibbi ve aromatik bitkiler
Uretimini ve ticaretindeki roliinii pekistirmektedir (Bayram vd., 2010). Ulkemiz gesitlilik
sayesinde, tibbi ve aromatik bitkiler gibi bir¢ok 6zel bitki materyalinin yetismesi i¢in son
derece uygun kosullar sunmaktadir. Zengin flora potansiyeline ragmen, dogal bitkiler
bitkilendirme ve iiretim ¢alismalarinda yeterince kullanilmamaktadir. Ulkemizin biyolojik
cesitliligi ve florasi, aragtirma ve iretim igin biiylik bir deger tasisa da etkin sekilde
degerlendirilememektedir. Son yillarda artan saglikl ve siirdiiriilebilir yasam ilgisi, bireyleri
beslenme aligkanliklarini degistirmeye, bitkisel tedavilere yonelmeye ve cevresel

sorumluluklarini artirmaya tesvik etmektedir.

Gecgmisten giliniimiize bitkiler, tip, kimya ve sanayi alanlarinda temel hammadde kaynagi
olarak kullanilmistir. Sanayi Devrimi'yle sentetik iiriinlerin diisiik maliyet avantajiyla
yayginlagsmasina ragmen, bu kimyasallarin saglik ve ¢evre lizerindeki olumsuz etkilerinin
anlasilmasiyla dogal kaynaklara ilginin yeniden artmasina sebep olmustur. Tiirkiye nin
zengin florasi ve etnobotanik mirasi, modern bilimsel yontemlerle arastirildiginda saglik,
kozmetik, gida ve endiistri alanlarinda siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu ¢oziimler sunabilecek
biiylik bir potansiyele sahiptir. Bitkisel kaynaklarin yeniden degerlendirilmesi hem yerel
bilgi birikiminin korunmasini hem de kiiresel saglik ve ¢evre sorunlarina yonelik etkili
coziimler gelistirilmesini miimkiin kilarken, bu siire¢ ayni zamanda c¢evresel
strdurdlebilirlik, yerel ekonomilerin guclendirilmesi ve yeni terap6tik drinlerin

gelistirilmesi agisindan kritik bir rol tistlenmektedir.



1.1. Fabaceae Familyasi

Fabaceae familyasi, ayn1 zamanda Leguminosae familyasi olarak da bilinir. Diinya ¢apinda
en biiyiik bitki familyalarindan biridir (Nelson ve Moser, 1994). Fabaceae familyasi, 700'den
fazla cins ve 19.000'in Uzerinde takson barindirir ve gigekli bitkiler arasinda tigiincii biiyiik
familyadir. Tiirkiye Florasi’nda Fabaceae familyas1 83 cins ve bu cinslere ait 1145 turle
temsil edilmekte olup, bunlardan 472 takson Turkiye'ye Ozgudir. Bu familya,
Papilionoideae, Caesalpinioideae ve Mimosoideae olarak (¢ alt familyaya sahiptir. The Plant
List verilerine gore, Fabaceae familyasinda 917 cins ve 63.525 tiir diizeyinde bitki adi
bulunmaktadir. Bunlardan 29.470’i gecerli kabul edilen tiir isimleridir. Ayrica, intraspesifik
diizeyde 10.354 bilimsel bitki adi yer almakta olup, bu say1 ¢ogunlukla tiir seviyesindeki
kabul gormiis intraspesifik isimlerin sinonimlerini igermektedir. Cins sayisindaki bu arts,
cogunlukla daha dnce dogal siirlar1 belli olmayan biyuk cinslerin yeni sistematik revizyon

calismalariyla birden fazla yeni cinse ayrilmasindan kaynaklanmaktadir (Lock vd., 2005).

Morfolojik ac¢idan, Fabaceae familyasinin {iyeleri farkli yaprak tiplerine sahip olabilir;
paripinnat, bipinnat, imparipinnat ya da seyrek olarak palmat loblu yapraklar ile fillot,
trifoliat, tendrilli ya da dikenli yapraklar bulunur. Cogunlukla stipula bulunduran taksonlarin
bazilari, stipulalarii1 diken big¢iminde gelistirmistir. Cicekler, diizenli ya da diizensiz
simetrik olup, ovaryum durumuna goére hipogin ya da perigin durumunda olabilir. Cicekler
hermafrodit Ozellik gosterir. Cigekler, tek, rasemodz, semsiye ya da spika durumlarinda
bulunur. Sepaller (4-) 5 iken petaller (1-) 5 olup, serbest ya da birlesik durumda olabilirler.
Stamenler genellikle 5 ya da 10 adet olup, monodelf ya da diyadelf olabilir, bazi durumlarda
ise tamami serbestte olabilir. Bu familyanin en Kkarakteristik 6zelligi, meyve tipi olarak

leglimen bulundurmalaridir (Polhill, 1985).

Antik caglardan beri, Fabaceae familyasinda bulunan 6zellikle korunga, yonca ve fig gibi
bitkiler hem insan hem de hayvan beslenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Bu tiirlerin tarimina
Hitit donemine kadar uzanan bir gecmis atfedilmektedir (Tarman, 1972). Bu bitkiler,
dayanikliliklar1 ve tarimda verimli {iretim saglamalar1 nedeniyle 6zellikle hayvan yemi
olarak tercih edilirken, gida giivenligi ve siirdiiriilebilir tarim agisindan da Onem

tasimaktadirlar.

Fabaceae familyasi, insanlik i¢in en 6nemli besin kaynaklarindan birini olusturur. Fabaceae



tiirleri, eski zamanlardan itibaren toplayicilar tarafindan agaca tirmanmayr veya topragi
kazmay1 gerektirmeyen, besleyici ve doyurucu gidalar olarak bilinmektedir. Ayrica, bu
bitkiler kolayca yetistirilebildikleri ve bozulmaya kars1 uzunca bir suire dayanabildikleri igin
tercih edilmistir. Romalilar tarafindan kabuk icinde saklanabilen yenilebilir tanelere,
toplayicilikla iliskilendirdikleri "legum" kelimesinden tiiretilen "legumen" adi verilmistir.
Asya ve Akdeniz'de yaygin olarak bulunan Fabaceae tiirleri, ilk tarimi yapilan bitkiler
arasinda gosterilmektedir (Ertug, 2014).

Tiirkiye’de yapilan etnobotanik arastirmalara gore, Fabaceae familyasinda dogadan
toplanarak veri tabanina kaydedilen taksonlarin sayist 60 civarindadir. Bu taksonlar
cogunlukla yem amagli kullanilirken, bunun yaninda gida, yakacak, tibbi ve boyar madde
gibi farkli alanlarda da kullanilmaktadir. Fabaceae familyasi, diinya tariminda tahillarin
ardindan yiyecek saglayan besin elementleri agisindan ikinci sirada bulunmaktadir. Taneli
gidalarla kiyaslandiginda, Fabaceae tohumlar yiliksek kaliteli protein icerigine sahiptirler.
Fasulye, bezelye, mercimek ve soya gibi temel gida maddelerinin tamami Fabaceae

familyasina aittir (Rubatzky, 1997)

Fabaceae familyasindaki bazi tiirler koklerinde Rhizobium sp. bakterileri ile kurduklar
simbiyotik iligki sayesinde havadaki serbest azotu topraga baglayarak diger bitkiler i¢in
yararli bir forma donistiirlirler. Bu 0Ozellikleri nedeniyle Fabaceae, diger bitki
familyalarindan farkli ve daha kritik bir yere sahiptir. Yillik olarak 110 milyon ton’a yakin
azot, Fabaceae ve Rhizobium sp. bakterileri arasindaki simbiyotik iligki sayesinde topraga
sabitlenir; bu azotun %33’liik kismu1 ise bitkiler tarafindan kullanildig1 belirtilmektedir (Kog
ve Gokkus, 1993; Halitgil vd., 2007). Azot sabitleme yetenekleri, verimsiz ya da azotca fakir
topraklar1 iyilestirmesi agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Boylece toprak sagligini
tyilestirerek ve ciftcilerin giibre ihtiyacini azaltarak cevresel siirdiiriilebilirlik i¢in 6nemli bir

katki saglamaktadirlar.



1.2. Spartium junceum L.

Halk arasinda “Katirtirnagi” olarak bilinen Spartium junceum L. (S. junceum), Fabaceae
familyasina dahildir. Tibbi ve aromatik bir bitki olan S. junceum, diinyada Giiney Avrupa ve
Kuzey Afrika, Turkiye ve Orta Dogu da dahil olmak {izere Akdeniz bdlgesine 6zgii bir bitki
tirii olmasina ragmen, giinlimiizde diinyanin bir¢ok tropikal, subtropikal ve 1liman
bolgesinde bulunmaktadir (Sanhueza ve Zalba, 2012; Gavilan vd., 2016). Ulkemizde ise
baslica Kuzey ve Giiney Anadolu’da denize yakin fundaliklarda yetisir (Se¢men vd., 1995).
Ulkemizde, bu bitkinin yayilim gésterdigi iller arasinda Istanbul, izmir, Antalya, Mersin,
Hatay, Canakkale, Kastamonu, Kocaeli, Mugla, Samsun, Sinop, Bartin ve Trabzon gibi
cesitli bolgeler bulunmaktadir (TUBIVES, 2012). Belitrilen illerde S. junceum ciceklerinin
metabolitleri, ilkbahar ¢iceklenme sezonu sirasinda incelenmistir. Bitkilerdeki sekonder
metabolitlerin, mevsimsel kosullar ve sezonlara bagli olarak degisim gosterdigi
belirtilmektedir. Trabzon ilinde ise bitkinin estetik, tibbi ve aromatik 6zellikleri peyzaj
mimarisinde degerlendirilmis ve farkli ortamlarin tohum ¢imlenmesi tizerindeki etkileri
incelenmistir (Yildirim vd., 2017; Karaboyaci ve Kilig, 2019). Bitkinin bu illerdeki varligi
hem yerel ekosistemlerin g¢esitliligini artirmakta hem de tarimsal {iretimdeki potansiyelini
ortaya koymaktadir. Tirkiye’de S. junceum’un ozellikle denize yakin fundaliklarda
yetismesi, bitkinin tuzlu ve kiyr ekosistemlerine olan uyumunu ve bu bolgelerin bitkinin
dogal habitati olarak islev gordiigiinii gostermektedir. Bitkinin dagiliminda daha ¢ok kayalik

ve tahrip edilmis toprak arazilerinde yayildigi gozlemlenmektedir.

Spartium junceum, halk arasinda Katirtirnagi, Boruk, Kus Cubugu, Ispanyol Katirtirnagi,
Katirkuyrugu gibi farkli Tiirk¢e isimlerle bilinmektedir (Nadaf vd., 2012). Bilim
diinyasinda, bitkilerin igerdikleri biyoaktif molekiiller araciligiyla antioksidan ve
antienflamatuar etkiler gosterdigi, bu sayede bircok hastaligin tedavisine katki sagladig:
yoniinde birgok arastirma bulunmaktadir. Ayn1 zamanda halk tarafindan etnobotanik
kullanimda gdvde ve yaprak kismi cali, sepet ve siipilirge olarak, cigek kismi ise mide
rahatsizliklarinda yaygin kullanilmistir (Senkardes ve Tuzlaci, 2014). Bu nedenle, bitkisel
kaynakli beslenme ve tedavi yontemleri giinlimiizde bilimsel temellere dayanan 6nemli
stratejiler olarak degerlendirilmektedir. Spartium junceum’un potansiyel terapotik
degerlerini ortaya koyan mevcut bulgular, bu bitkinin saglik alanindaki roliiniin daha iyi
anlasilmasina onemli katkilar saglamakta olup, ayn1 zamanda bitkisel kaynaklarin modern

tiptaki yerini pekistirmektedir.



1.3. Bitki Sistematiginin Onemi

Bitkiler lizerine gercgeklestirilen ilk calismalarda, genellikle tiirlerin dis gériintisleri, zehirli
ya da zehirsiz oluslar1 gibi temel oOzelliklere dayali olarak siniflandirilmalarina
odaklanilmistir. Zamanla bu yaklasimlar, bilimsel yontemlerle sistematik bir temele
oturtulmug ve giiniimiizde yaklasik 13.000°den fazla oldugu diisiiniilen bitki tiiriiniin
akrabalik iliskileri ger¢evesinde incelenmesi miimkiin hale gelmistir. Bu baglamda, bitki
sistematigi veya sistematik botanik olarak adlandirilan bilim dali ortaya ¢ikmustir. Bitki
sistematigi, bitkileri belirli bilimsel kurallar ve prensipler dogrultusunda siniflandirmay1
hedefleyen taksonomi bilimine dayanmaktadir. Taksonomi, tiirlerin evrimsel benzerliklerini
esas alarak gruplandirilmasini ve bu tiirlerin daha {ist diizey kategorilere yerlestirilmesini
saglamaktadir. Bitki sistematiginin temel amaci, bitki alemini bilimsel bir diizen igerisinde
ele alarak genetik ve filogenetik iligkiler 1s1ginda tiirlerin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesini miimkiin kilmaktir. Bu siiregte, filogenetik yaklagimlar, bitkilerin
genetik akrabaliklarini ve evrimsel baglarini analiz ederek siniflandirma ¢alismalarina katki

sunmaktadir (Haston vd., 2009).

Anadolu bitkileriyle ilgili ilk bilgilere, Dioscorides’in "Materia Medica" adli 13. yy.’da
yazilmis olan kitabindan ulasilmaktadir. Bu eser, ¢ogunlukla tibbi amaclarla kullanilan
bitkilerle sinirlidir. Anadolu'ya bitki toplamak i¢in gelen ilk bilim insanlari arasinda Joseph
Pitton de Tournefort ve Pierre Belon, Leonhard Rauwolf yer almistir. Rauwolf, Anadolu’dan
topladig1 338 6rnekten olusan bir herbaryum koleksiyonu hazirlamistir. John Sibthorp, Bati
Anadolu’dan 1786-1794 yillar1 arasinda bir¢ok bitki tiirl toplamigtir. Daha sonra, J.F.N.
Bornmdiller, B. Balansa, G.T. Kotschy, ve G.A. Oliver gibi bilim insanlar1 da Tiirkiye'de
bitki toplama faaliyetlerini stirdiirmiislerdir (Giiner vd., 2000). Bu erken donem calismalari,
Anadolu’nun zengin bitki cesitliligi ve ekosistem dinamiklerinin anlagilmasina 6nemli
katkilar saglamisg, giinlimiiz botanik aragtirmalarina ilham vererek surdurulebilir koruma ve

kullanma stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanimistir.

Isvigreli botanik¢i Pierre Edmond Boissier tarafindan yayimlanan alti ciltlik Flora
Orientalis, Tiirkiye florasiyla ilgili yapilan ilk biiyiikk ve onemli arastirmalardan biridir
(Ekim, 1997). Bu eserin iizerinden bir asir gegtikten sonra, Peter Hadland Davis tarafindan
editorliigiiniin Ustlenildigi Flora of Turkey and the East Aegean Islands (Tiirkiye ve Dogu

Ege Adalart Florasi) adli ¢alisma ele alinmistir (Davis, 1965; 1985). Tiirkiye Florasi



kaynaginin dokuz cildinin yayimlanmasinin ardindan ¢ok fazla bitki tlrl kesfedilmis ve yeni
kesfedilen turler ek olarak ¢ikarilan ciltlerde yer almislardir; boylelikle Tiirkiye Florasi
toplamda on cilt haline gelmistir (Davis, 1988). Daha sonraki ¢alismalar, Tiirkiye Florasi’na
eklenen yeni kesfedilen taksonlarin ek bir cildin yayinlanmasini zorunlu hale getirdigini
gostermistir (Gner vd., 2000). Turkiye Florasi tizerine yapilan bu ¢alismalar, Anadolu’nun
zengin bitki ¢esitliligini belgeleyerek botanik biliminin gelisimine 6nemli katkilarda

bulunmus ve Tiirkiye bitki sistematigi bilgilerinin temelini atmuistir.

2000 yilindan bu yana Tirkiye Florasi’nda siirekli olarak yeni taksonlarin ve kayitlarin
eklenmesi, bu floranin heniliz tam anlamiyla kesfedilmedigini ortaya koymaktadir. Bu
durum, flora iizerine yapilan ¢aligmalarin ardindan belirli cinslerde taksonomik sorunlarin
kesintisiz olarak siirmesi ve yeni taksonlarin siirekli bir bicimde tanimlanmasi nedeniyle
Tiirkiye Florasi’nin yeniden ele alinmasinin gerekliligini ortaya c¢ikarmistir (Davis ve
Hedge, 1975). Ancak, bu yeniden yazim siirecinin 6n kosulu olarak, glinlimiizdeki gelismis
tekniklerin kullanimiyla cins ve seksiyon diizeyinde kapsamli revizyonlar yapilmasi

gerektigi vurgulanmaktadir.

Son donemlerde, modern teknolojilerin sundugu olanaklarla gerceklestirilen revizyon
caligmalari, taksonlarin morfolojik Ozelliklerinin yan1 sira palinolojik, sitogenetik,
molekiler ve biyokimyasal tekniklerle kapsamli bir sekilde aragtirilmaktadir. Bu ¢aligsmalar
sonucunda, sitogenetik, anatomik ve palinoloji gibi alanlardaki artig, filogenetik verilerin
akrabalik iligkileri ile morfolojik benzerlikler arasindaki tutarsizliklari ortaya ¢ikarmistir.
Sistematik filogeni lizerinde calisan arastirmacilar, bu tutarsizliklarin giderilmesi icin DNA
sekans caligmalarina yonelmektedir (Felsenstein, 1985). Bdylece, Tiirkiye Florasi’nin
dinamik yapisinin daha 1yi anlasilmasi hem bilimsel ilerlemeler hem de dogal kaynaklarin

stirdiirtilebilir yonetimi agisindan biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Tiirkiye Florasi’nin sistematik agidan daha kapsamli bir sekilde incelenmesi, yalnizca
bilimsel bilgi birikimine katki saglamakla kalmayacak, ayn1 zamanda biyolojik cesitliligin
korunmasi ve siirdiiriilebilir yonetimi i¢in de hayati bir 6neme sahip olacaktir. Tiirlerin
sistematik caligmalarinin artirilmasi, Tiirkiye’nin zengin ekosisteminin daha iyi anlasilmasi

ve korunmasi agisindan kritik bir adim olacaktir.



1.4. Antibakteriyel Calismalar

Bitkiler, tarih 6ncesi donemlerden bu yana gida, barinak gibi temel ihtiyaclarin yani sira sifa
kaynag1 olarak da 6nemli bir rol oynamistir. Son donemde sentetik ilaglarin yan etkilerinin
artmasi, bitkisel kaynaklara olan ilginin ve bu alandaki bilimsel ¢aligmalarin
yogunlagmasma yol agmistir. Sentetik ilaclara alternatif olarak bitkisel kaynakli ham
maddelerin bulunmasina yonelik biyolojik aktivite ve farmakoloji aragtirmalar1 sonucunda

pek ¢ok yeni bitkisel kaynak belirlenmistir (Konyalioglu ve Karamenderes, 2006).

Yirminci ylizyilin baslarina kadar, mikroorganizmalar {izerinde etkili tedaviler uygulanirken
insan viicuduna zarar vermemenin imkéansiz oldugu diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte,
M.O. 2500°1ii y1llardan itibaren bilingsiz olarak antimikrobik tedavi yontemleri uygulanmus;
bitki kokleri ve sarap enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir. Cin’de stafilokoksik deri
enfeksiyonlariin tedavisinde kiif kullanimi1 yaygin bir yontem olmustur. Giiney Amerika’da
kinakina bitki tlrtinin kabugu sitmadan korunmak, ipeka kok ekstresi ise amipli dizanteriyi
tyilestirmek icin kullanilmistir; bu bitkilerdeki aktif maddeler sonradan tespit edilmistir

(Agacfidan vd., 2002)

Son yillarda, bitkilerden elde edilen antimikrobiyal bilesiklere olan ilgi giderek artmaktadir.
Arastirmacilar, farkli bitkilerin ve c¢esitli morfolojik ekstraktlarin terapdtik etkilerini
inceleyerek dogal koruyucularda ve tibbi kullanimda etkin bilesenler olarak potansiyellerini
degerlendirmektedir. Bitkilerden elde edilen bu dogal maddeler, glgli antimikrobiyal
ozellikleri sayesinde hem koruma amach hem de tedavi edici iirlinlerin gelistirilmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Cucu vd., 2021). Bu gelismeler dogrultusunda, bitki kaynakl
antimikrobiyal bilesiklerin 6zelliklerini daha iyi anlamak adina kapsamli biyokimyasal ve
farmakolojik arastirmalar yapilmasi 6nem arz etmektedir. Ozellikle farkli bitki tiirlerinin
etkili oldugu mikroorganizma tiirlerinin belirlenmesi, etkinlik mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 ve bu bilesiklerin giivenli kullanim sinirlarmin tespit edilmesi, yeni tedavi
edici iriinlerin gelistirilmesi agisindan kritik adimlardir. Cevresel faktorlerin, bitkilerin
antimikrobiyal bilesenlerinin ¢esitliligi ve miktar1 tizerindeki etkilerinin incelenmesi, bitki

temelli tedavi yontemlerinin daha etkin bir sekilde gelistirilmesine olanak saglamaktadir.



1.5. Antikanser Calismalar

Kanserin ortaya ¢ikis mekanizmasi, hiicrelerin ¢ogalmasinda etkili olan sinyalleme
yollarinin siirekli olarak aktive olmasi, biiylimeyi engelleyici faktorlerin etkisiz hale
getirilmesi ve hiicre nekrozuna karsi direng gdsterilmesi gibi karmasik siiregler igerir.
Ayrica, bu siiregler sirasinda meydana gelen genomik mutasyonlar, tiimoérlerin olusumunda
ve ilerlemesinde Oonemli bir rol oynamaktadir. Bu mutasyonlar, hiicrelerin 6limsuzlik
kazanmasina ve kontrolsiiz bir sekilde boliinmesine olanak taniyarak malignite siirecini
tetiklemektedir. Kanser belirtecleri, timor olusum siireci boyunca maligniteyi asamali bir
bigimde tamamlayarak, hastaligin seyrini izlemeye yardimci olur (Ska vd., 2017; Ozmen,
2018). Kanser, giiniimiizde hayati bir saglik sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
hastaligin arastirilmasina, dnlenmesine yonelik ¢aligmalar ve tedavi alanindaki modern
ilerlemelere ragmen, kanser diinya genelinde milyonlarca insani etkileyerek cok sayida
6lime neden olmaktadir. Bircok iilkede kanser, hastaliklar arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Dolayisiyla, mutasyonlarin anlasilmasi, kanserin erken teshis ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bazi testler bitkisel bilesiklerin hiicre saglig1 iizerindeki etkilerini degerlendirerek, bitkisel
tedavi yontemlerinin potansiyel yararlarini bilimsel bir temele oturtmaktadir. Dolayisiyla,
bu arastirmalar, bitkilerin dogal kaynaklar olarak saglik alaninda sagladig1 faydalar1 daha
net ortaya koymaktadir. Hiicre canliligini belirlemede enzimatik bir yontem olan MTT (3-
(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolium  Bromir) metodu, MTT bilesiginin
tetrazolium halkasin1 pargalama yetenegine dayanir. Bu bilesik, canli hiicreler tarafindan
absorbe edilir ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalize edilen bir
reaksiyon sonucu, mavi-mor renkte, suda ¢oziinmeyen formazan bilesigine indirgenir
(Denizot ve Lang, 1986; Horakova vd., 2001). Yalnizca aktif mitokondrileri bulunan canli
hiucrelerde bu tepkime gergeklesir. Bu durum, hiicre canliliginin bir gostergesi olarak bilinir
ve meydana gelen renk degisikligi, spektrofotometrik dl¢limlerle tespit edilerek hiicrelerin
canlilik orani ile iliskilendirilir. BOylece mutajenlerin DNA (izerindeki etkilerini belirlemek
i¢in bitkiler, hizli tepki verme, memeli hiicreleriyle korelasyon gosterme, maliyet etkinlik ve
giivenilirlik gibi avantajlar1 nedeniyle daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Grant, 1978).
Bitki ekstraktlartyla yapilan MTT testleri ise hiicre canliligini belirlemede etkili bir
yontemdir.



Artan dinya nifusu ve beraberinde getirdigi ¢evre kirliligi, canlilart olumsuz sekilde
etkilemektedir. Ayrica, sanayilesme, kimyasal ilaglar, gidalarda bulunan renklendirici
koruyucular ile tarimda zararlilara karst uygulanan pestisitler, ¢evre kirliliginin 6nemli
nedenlerindendir. Bu kirlilik, canlilarin yasamini dogrudan ya da dolayli olarak olumsuz
etkileyerek, cevre kirliligini toplumlar i¢in biiyiik bir sorun haline getirmektedir. Canlilarin
olumsuz etkilenmesinde hem dogal hem de sentetik kimyasal maddeler etkili olmaktadir
(Akyil, 2006). Cevresel faktorlerin, genetik dogum kusurlari, kalp hastaliklari, yaslanma,
katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklar1 tizerindeki etkileri gibi hastaliklarin yani sira
kanserin de temel sebeplerinden olmasi, hiicrelerdeki DNA hasarinin gelecek kusaklarda
genetik bozukluklara yol agabilecegi diisiincesi giderek daha fazla destek bulmaktadir
(Vural, 1996).

Bu nedenle antimutajenik Ozelliklere sahip kimyasal bilesiklerin arastirilmasi, kanser riski
ve mutasyon oranlarindaki artisla birlikte giiniimiizde biiylik 6nem kazanmistir (Hartman ve
Shankel, 1990). Bitkiler, 6zellikle antikanser bilesenlerin kaynagi olarak biyoaktif bilesikler
sunmaktadir (Cragg vd., 2009; Cano-Campos vd., 2011). 1967'de Hartwell'in baslattig
"insanlarin kansere kars1 kullandig: bitkiler" adli makalesinde, antikanser 6zelliklere sahip
3000 'den fazla bitki taksonu yer almistir. Ayri1 bir ¢alisma ise Chicago Illinois
Universitesine ait NAPRALERT veri tabaninda, Hartwell'in ¢aligmasinda yer almayan
350'den fazla kanser tedavisinde kullanilan bitki taranmistir (Graham vd., 2000). Bu
calismalar, kanserle micadelede bitki tirlerinden yeni bilesiklerin elde edilmesine ve
mevcut tirlerle karsilagtirilmasina olanak saglamaktadir. Giintimiizde, kanser tedavisinde

kullanilabilecek bitkisel ekstraktlarla ilgili klinik aragtirmalar hala devam etmektedir

(Ozmen, 2008).

Bitki kokleri, cevresel kirleticilerin mutajenik etkilerini, yani kromozom kirtlmalar1 ve
duzensizlikleri meristematik hticrelerde belirlemek icin uygun bir sitogenetik materyal
saglar. Bu sayede cevresel faktorlerin genetik hasar iizerindeki etkileri incelenebilmektedir
(Ma vd., 1995). Bu baglamda, bitki kokleriyle gerceklestirilen testlerin sonuglari, ¢gevredeki
canli organizmalar i¢in dogrudan veya dolayl riskler tagiyan belirli sitotoksik maddelerin
varligint gosterebilmektedir (Fiskesjo, 1985). Kimyasal maddelerin genetik yapiya
etkilerinin arastirilmasinda Allium cepa L. (A. cepa) gibi model bitkiler, polen ana hucreleri
ve aktif kok uglar1 materyal olarak siklikla kullanilirlar (Fiskesjo, 1985). Bu baglamda,

bitkilerin sagladigi bilgiler hem ekotoksikoloji alaninda hem de genetik arastirmalarda
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onemli veriler sunarak, c¢evresel kirleticilerin etkilerini anlamamiza katkida
bulunmaktadirlar. Bitki kokleri ile yapilan Allium test cevresel Kirleticilerin sitotoksik

etkilerini degerlendirmek i¢in 6nemli bir aragtir.

Giliniimiizde, kanser tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecek bitkilerden elde edilen
oziitlerle ilgili klinik arastirmalar devam etmektedir (Ozmen, 2008). Bitkilerde bulunan
fitokimyasallar, farkli etkilesimlerle kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilir ve
antimutajenik etki gosterebilir. Ozellikle alkaloidler ve fenolik bilesikler, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilir; alkaloidler hiicre dongiisiinii engellerken, fenolik
bilesikler, hiicre diizenleme proteinlerini etkiler ve apoptozisi tetikler (Pillai vd., 2004).
Modern tibbin yani sira, kanser tedavisinde alternatif olarak arastirilmasi gereken pek ¢ok
bitki ve bitkisel formiilasyon bulunmaktadir. Bu dogal kaynaklarin incelenmesi,
antimutajenik etkilerin ve yeni tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir (Ozmen, 2008). Mutajenite arastirmalari, kimyasal maddelerin genetik
materyal lizerindeki zarar verici etkilerini ortaya koyarak, genetik hasarin kaynaklarinm
anlamamiza olanak tanir. Bu calismalar, ¢evresel ve endiistriyel kirleticilerin potansiyel
risklerini belirleyerek genetik sagligin korunmasina yonelik stratejilere 6nemli katkilar

saglar.
1.6. Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasimin amaci, Spartium junceum tlrtinin morfolojik, anatomik, palinolojik,
antibakteriyel ve antikanser 6zelliklerinin ilk kez derinlemesine galigilarak bu alanlardaki

bilgi eksikliklerinin giderilmesidir.

Spartium junceum tiiriinin makromorfolojik ozelliklerinin tanimlanmasiyla, tiiriin dig
yapisinin  detayli  deskripsiyonu  yapilarak  mevcut  eksikliklerin  giderilmesi
hedeflenmektedir. Bu kapsamda, tiiriin makromorfolojik 6zelliklerinin mevcut literattrle
karsilastirilarak giincellenmesi, taksonomik siniflandirmasina netlik kazandiracaktir.
Meyve, tohum ve polen yiizeylerinin mikromorfolojik karakterlerinin 151k ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilmasiyla yapilan incelemeler, bu yapilarin
mikromorfolojik detaylarini ortaya koyarak bitki tlirliniin tanimlanmasini ve ekolojik
adaptasyonlarini daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir. Kok, govde ve yapraklarin
anatomik yapilarmin derinlemesine analizi, tiiriin sistematik karakterlerine katkida

bulunacaktir. Spartium junceum metanol ekstraktinin Bacillus subtilis, Enterobacter
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aerogenes ATCC13048, Enterococcus durans, Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus aureus ATCC25923 ve Salmonella enteritidis ATCC13075 bakterileri
tizerindeki antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi, bitkinin geleneksel kullanimlarinin tibbi
olarak bilimsel temellerle desteklenmesine olanak taniyacaktir. Bu c¢alisma, potansiyel
terapotik faydalari ortaya koyarak bitkisel tedavi yaklasimlarimi bilimsel bir perspektifle
destekleyecektir.

Calisilan tiirin antikanser etkilerinin incelenmesi, kanser hiicreleri iizerinde gosterdigi
biyolojik aktivitelerin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Tiirlin metanol ekstraktinin MTT
yontemi ile hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesiyle potansiyel sitotoksik
ozellikleri bilimsel bir temele oturtulacaktir. Tiirlin antimutajenik etkilerinin mutajenik
ozelligi bilinen CuSOs4 (Bakir Siilfat) ile muamele yapilan Allium cepa somatik
kromozomlar1 {izerindeki etkilerinin incelenmesiyle genetik materyal {izerine iyilestirici

0zelliginin olup-olmadig1 sorgulanacaktir.
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2. LITERATUR OZETi

Bezic vd. tarafindan yapilan arastirmada S. junceum tiiriiniin kuru iklim kosullarina
adaptasyonunu incelemislerdir. Bitkide yapilan anatomik c¢alismalar, yapragin kserofit
Ozellik gosterdigini ve kisa omrii ile palizat parankimasinin baskin oldugunu ortaya
koymustur. Govde, yaprak fonksiyonunu tistlenmis olup, sklerenkima lifleri ve iletim
elemanlar1 govdenin ¢ogunu olusturdugunu belirtmislerdir. Kokiin birincil yapisinda tam
gelismemis bir endodermis bulunurken, sekonder yap1 depolama ve mekanik destek islevi
gormekte oldugunu sdylemislerdir. Ayrica, esansiyel yaglar, a-tujen bilesigi agirlikli
monoterpen hidrokarbonlardan olustugunu ve bitkinin kseromorfik adaptasyonuna katki

sagladigini aktarmislardir (Bezic vd.,2002).

Yildirim vd. tarafindan yaymlanan makalede Spartium junceum’un Akdeniz ikliminin
belirleyici tiirlerinden biri oldugunu ve kirsal peyzajda estetik katki saglarken, egimli
araziler, otoyol kenarlar1 ve kiy1 ekosistemlerinde islevsel olarak kullanildigin1 belirtmistir.
Tibbi ve aromatik oOzelliklere sahip olan tiirlin ¢imlenme basaris1 farkli yetistirme
ortamlarinda degerlendirilmis; en yiliksek ¢cimlenme orani (%42,67) ve kok gelisimi turba-

kum (7:3) ortaminda tespit edilmistir (Yildirim vd., 2017).

Preti ve Giadrossich’in ¢alismasindaki bulgularinda ise, tiiriin kok sisteminin kurakliga
uyum saglama ve direnme kapasitesi arastirilmis ve bitkinin biyomekanik 6zellikleri kok
takviyeleri ile govde celiklerinin tarla koklenme yetenegi degerlendirilmistir. Tek kok
ornekleri gekme dayanimi agisindan test edilmis ve kok yogunlugu ile kok alan orani analizi
yapilmistir. Elde edilen veriler, yapay bir yamacta kararliligi degerlendirmek icin
kullanilmistir. Sonuglar, bitkinin dik egimlerde bile 1y1 biyomekanik 6zellikler gosterdigini
ortaya koymustur (Preti ve Giadrossich, 2009). Gabriel ve arkadaslarinin yaptigi caligmada
bitkinin govdesini lif liretiminde dnemli bir kaynak olarak kullanmislardir. Elde edilen lif,
yiiksek mekanik dayanimi ve ¢evre dostu olma 6zelliginden dolayr biyolojik bozunmaya

dikkat ¢ekmistir (Gabriel vd., 2010).

Masoumi vd. tarafindan yapilan ¢alismada, S. junceum polen tanelerinin SEM ile incelemis
sferoid, trikolpat ve mikroretikulat 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu
polen tiirli Bat1 iran'da énemli bir alerjen olarak tanimlanmis ve yiizey ornamentasyon ile

polen dis hatt1 gibi 6zellikleri ayrintili sekilde belirtilmistir (Masoumi vd., 2019).
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Rezanejad tarafindan yayinlanan makalede ise S. junceum tlrunin polen tanelerinin hava
kirliliginden nasil etkilendigi arastirmistir. Kontrollii ve kirli bdlgelerden toplanan anterlerin
yapisi karsilastirilmis ve kirli havaya maruz kalan polenlerin kiigiildiigii, deforme oldugu ve
ekzin tabakasinin inceldigini sOylemistir. Ayrica, kirli havaya maruz kalan polen tanelerinde

partikiillerin birikmesi ve hiicresel madde salinimi gozlemlemistir (Rezanejad, 2007).

Falsini vd. tarafindan yayimnlanan makalede S. junceum tdrinin Xylella fastidiosa
bakterisiyle enfekte oldugunu gostermek i¢in c¢alisma yapmistir. Monte Argentario,
Toskana'daki bitkilerde bakterinin yalnizca ksilem iletken elemanlarini kolonize ettigi
belirlenmistir. Enfekte kanallarda gozlemlenen pembe/mor matris, bakteriyel yayilmaya
kars1 bir savunma tepkisi olarak degerlendirilmistir. Ayrica, bakteriyel enfeksiyon yalnizca

yesil siirgiin ve yapraklarda tespit edilmistir (Falsini vd., 2022).

Yesilada vd. yaptigi aragtirmalara gore, S. junceum tirinun cigekleri tzerine Turk halk
tibbinda uzun yillardir mide ilseri tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
bitkinin tedavi edici 6zellikleri, yapilan deneysel calismalarda daha da detaylandirilmistir.
Ozellikle ratlar iizerinde gergeklestirilen biyolojik fraksiyonlama c¢alismalar1 ve cesitli
kimyasal ile kromatografik yontemlerin kombinasyonu sayesinde, S. junceum'un guclu
antiiilserojenik ozelliklere sahip oldugu ortaya konmustur. Arastirmalarda, bu bitkinin
icerdigi saponin maddesinin mide {ilserine kars1 etkili bir bilesen oldugu belirlenmis ve bu
bilesigin aktif madde olarak 6nemli bir potansiyel tagidigi vurgulanmistir. Bu ¢alismanin en
dikkat gekici sonucu, S. junceum'dan izole edilen "Spartitriosid" adli yeni triterpenik
saponinin, mide iilseri tedavisinde gii¢lii bir etkiye sahip aktif bilesen olarak tanimlanmasi
olmustur (Yesilada vd., 2000a). Yesilada ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada S.
junceum ciceklerinden elde edilen {iriinlerin ve bilesiklerin potansiyel antiiilserojenik
aktivitelerini incelemeleri amaciyla elektron spin rezonans spektroskopisi kullanmiglardir.
Yapilan analizlerde, flavonoid icerigi yogun olan molekdller, belirgin bir antioksidan etki
gostermistir. Ayn1 zamanda, flavonoid glikozlar (izokersitrin, luteolin 4' 5 —glukozit,
kuersetin, 4’-diglukozid, azaleatin 3 - glukozid, kuersetin 4'B-glukozid) izole edilmistir. Bu
flavonoidler, sirasiyla 22,59 pu/ml ve 19,08 u/ml konsantrasyonlarda en gii¢lii in vitro
antioksidan aktivitelerini sergilemislerdir. Ayn1 g¢alismada, S. junceum tdrinin bitanol
ekstraktinin giiglii bir antiiilserojenik etkiye sahip oldugunu, ancak metanol ekstraktinin bu

etkinin engellenmesine yol actigini ortaya koymustur (Yesilada vd., 2000b).
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Menghini vd. fareler lizerinde yaptiklari diger bir ¢aligmada, S. junceum g¢igek kismi
kurutulup toz haline getirmis ve hekzan ile metanol kullanilarak ekstrakt elde etmistir.
Ekstraktlar, ratlarda antiinflamatuar ve analjezik testlere tabi tutulmus ve hekzan 6ziitiiniin
bazi kisimlari etkili bulunmustur. Sonuglar, S. junceum c¢icek 6zitiinin belirgin analjezik
aktivite gosterdigini, ancak iilserojenik etkiler olusturmadigini ortaya koymustur (Menghini

vd., 2006).

Nadaf ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir diger ¢alismada etanol ekstraktinin kimyasal bilesenleri
ve proantosiyanidin 6zellikleri lizerinde yapilan bir incelemede, belirli kimyasal bilesiklerin
ayri ayri toplanip ti¢ farkli boliime ayrildigi ve igeriginin GC-MS (Gaz Kromotografisi/Kitle
Spektrometresi) cihazi ile belirlendigi gozlemlenmistir. Yapilan analizlerin sonuglarina
gore, bu bitki tliriiniin agr1 kesici (analjezik) 6zellikleri goz dntnde bulundurularak daha

ayrintili bir sekilde incelenmesi gerektigi one stiriilmistiir (Nadaf vd., 2012).

Samejo vd. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada S. junceum ile ayni familyaya ait olan Alhagi
maurorum Medik. tarinun, antitlserojenik, farmakolojik, antidiyare, antiinflamatuar, treaz
inhibisyonu, analjezik, antiproliferatif, antioksidan ve antinosiseptif 6zellikler sergiledigini
bildirmistir. Ayrica, Alhagi maurorum fizerinde yapilan fitokimyasal incelemeler,
karbonhidratlar, tanenler, doymamis steroller, flavonoidler ve flavanoid glikozitleri gibi

bilesenlerin varligini tespit etmistir (Samejo vd., 2012).

Cerchiara vd. tarafindan yaymlanan makalede turun giceklerinin sakinlestirici, mide tilserine
kars1 etkili, idrar soktiiriicii, agr1 kesici, antienflamatuar ve antitiimor etkilerinin oldugunu
bildirmiglerdir. Aynm1 zamanda, S. junceum metanol ekstraktinin antimikrobiyal etkinlik
gostermedigini, ancak antioksidan ve sitotoksik aktiviteler sergiledigini belirtmistir. Tiiriin
ekstraktinin, S. aureus'a karsi antibakteriyel etki yaratmazken, melanoma hiicreleri ve
keratinositler iizerinde sitotoksik etki gostermis ve bunun sonucunda farmasotik
uygulamalar i¢in potansiyel tagidigini belirtmistir (Cerchiara vd., 2013). Cerchiara vd.
tarafindan 2017 yilinda yayinlanan makalede ise yara Ortiisii olarak kullanilmak {izere
vankomisin yiikli kitosan nanopartikiilleri ile zenginlestirilmis S. junceum lifleri
gelistirilmistir. Kitosan nanopartikiilleri, iyonik jelasyon yontemiyle hazirlanmis ve en iyi
formiilasyon olarak kitosan/tripolifosfat oram1 4:1 secilmistir. Bu formiilasyon, yiiksek
enkapsiilasyon verimi ve etkinlik gdstermistir. Antibakteriyel testlerde, nanopartikiillerle
zenginlestirilmis lifler, S. aureus’a karsi yiliksek aktivite sergilemis ve insan keratinosit

hiicreleri tizerinde toksik olmamuistir. Sonug olarak, bu lifler yara ortiisii uygulamalari i¢in
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umut verici bir ¢alisma olarak degerlendirilmistir (Cerchiara vd., 2017).

Diger bir ¢calismada, Baytop tiiriin ¢icek kisimlariin diiiretik ve analjezik 6zelliklere sahip
oldugunu bildirmistir. Ugulu vd. yaptig1 bir calismada tiiriin yapraklarinin balgam atici,
sindirimi kolaylastirici, romatizma, kalp hastaliklari, nefrit, bobrek taslari, idrar soktiiriicl
ozelliklerinin oldugunu agiklamislardir (Ugulu vd., 2009). Ghasemi vd. (2015)’nin
yaptiklar1 ¢alismada, ugucu yag ekstraksiyonu igin S. junceum turiinun ciceklerinden elde
edilen yagin yiiksek diizeyde linalool (C10H160) bulundurdugunu gostermislerdir (Ghasemi
vd.,2015). Bu bilesigin hos kokulariin yaninda cilt Uzerinden hizli emilimini sagladigin
belirtmislerdir (Baytop, 1999).

Habibatni vd. tarafindan yayinlanan arastirmada, S. junceum govdelerinden elde edilen
hidroalkolik ekstraktin (%80 metanol) ve farkli fazlarmin antibakteriyel aktiviteleri
incelenmistir. Arastirmada, ekstrakt ve fazlarin yalnizca Gram-pozitif bakteriler karsisinda
basarili oldugu ifade edilmistir. Calismada, antibakteriyel etkinligin degerlendirilmesi
amaciyla alt1 adet standart Gram-pozitif bakteri (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus
durans EDO010, Enterococcus hirae ATCC 10541, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 49134) ile yedi
adet standart Gram-negatif bakteri (Enterobacter cloacae EC02, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 10536, Proteus mirabilis PM02, Serratia marcescens
ATCC 19980, Salmonella tiphy ATCC 13311 ve Klebsiella pneumoniae KP01) kullanilmus;
ayrica, deri ve cerrahi enfeksiyonlardan izole edilen bes klinik S. aureus susu da testlere
dahil edilmistir. Ozellikle S. aureus ATCC6538, en duyarli bakteri olarak belirlenmis ve
minimum inhibitér konsantrasyon degerleri 15.60-250.00 pg/mL araliginda bulunmustur.
Kloroform fazi, bu bakteriye karsi en yiliksek antibakteriyel aktiviteyi gostermistir. Bu
sonuglar, S. junceum’un dogal antimikrobiyal bilesiklerin potansiyel bir kaynagi oldugunu
gostermektedir (Habibatni vd., 2016).

Zahrddin ve arkadaglar1 2022 yilinda yaptiklari galigmalarinda, Liibnan'da yetisen S.
junceum tdriinin esansiyel yagi, antibakteriyel, antioksidan ve bocek kovucu etkinlikleri
acisindan degerlendirmislerdir. Esansiyel yag, S. aureus ve E. coli bakterilerinin
cogalmasina kars1 inhibisyon etkisini ortaya ¢ikarmistir. Yagin antibakteriyel aktivitesi de
incelenmis ve terapotik uygulamalar i¢in potansiyel tasidigi bulunmustur. S. junceum

esansiyel yagmin E. coli ve S. aureus iizerinde antibakteriyel etkili oldugunu goéstermistir.
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Sonuglara gore, yag E. coli lizerinde daha diisiik konsantrasyonlarda etkili olup, S. aureus
icin bu degerler daha yiiksektir. Bu sonuglara gore, esansiyel yagin her iki bakteri tiiriine

kars1 da antibakteriyel potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir.

Bagka bir ¢aligmada ise S. junceum ¢igeklerinden elde edilen ekstraktin melanom hiicreleri
tizerinde giiclii bir antikanser etkisi oldugunu belirtmislerdir. HFE (Hemokromatozis), B16-
F10 fare melanom hiicrelerinin metastazini ciddi sekilde engellerken, saglikli hiicreler olan
C2C12 miyoblastlar1 iizerinde ¢ok hafif bir antimutajenik etki gostermistir. Ekstrakt,
melanom htcrelerinde prooksidan bir etki olusturarak hiicreleri strese sokmus, melanin
tiretimini baskilamis, hiicre dongusiini Go/M fazinda durdurarak boliinmeyi engellemis ve
hiicre yaslanmasini tetiklemistir. Bu etkilerin, HFE’nin HPLC-DAD (Diyot-dizi algilamali
yiksek performansli sivi kromatografisi) ve GC-MS analizleriyle belirlenen zengin
kimyasal icerigiyle baglantili oldugunu tespit etmislerdir. Zengin vd. yaptiklari ¢alismada S.
junceum turuniin tirozinaz inhibitori ve antioksidan o6zelliklere sahip oldugunu tespit
etmislerdir (Zengin vd., 2019). Bu 6zelligin S. junceum'u epidermal hiperpigmentasyonun

yOnetimi i¢in potansiyel bir aday haline getirdigini belirtmislerdir (Nanni vd., 2018).

Abusamra ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada Onopordum acanthium
yapraklari ve S. junceum ciceklerinden elde edilen hidrometanol ekstraktlarin, glioblastoma
U-373 tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Onopordum acanthium
ekstrakti, S. junceum ekstraktina kiyasla yaklasik 5 kat daha giiglii bir sitotoksik etki
gostermistir (ICso sirasiyla 309 pg/mL ve 1602 pg/mL). Onopordum acanthium, hicreleri
apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) yoluyla 6ldiirmiis ve bu mekanizma kaspaz-3
aktivasyonu ile dogrulanmigtir. S. junceum ise apoptozdan bagimsiz, nekrotik benzeri
programlanmis hiicre 6liimii ile daha zayif bir sitotoksik etki gostermistir (Abusamra vd.,
2015).

Bilimsel arastirmalarla kanitlanmis etkileri nedeniyle, S. junceum tiirii iizerine yapilan
caligmalarin sayis1 her gecen giin artmakta ve bu bitkinin potansiyel faydalar1 hakkinda daha

fazla bilgi edinilmeye ¢alisilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Tez calismasinda, S. junceum tirdnin morfolojik, anatomik, palinolojik, antibakteriyel ve
antikanser 6zellikleri asamali olarak incelenmis olup, kullanilan materyal ve yontemler ilgili

basliklar altinda detaylandirilmistir.

3.1. Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak Spartium junceum tlr( ve ¢esitli bakteri suslar1 kullanilmistir.
Bitki materyali dogal yayilis alanindan toplanmis ve laboratuvar ortaminda uygun kosullarda
kurutulmustur. Antibakteriyel aktivite testlerinde kullanilan bakteri suslari ise referans
koleksiyonlarindan temin edilmistir.

3.1.1. Cahsilan Bitki Turt

Arastirmada kullanilacak S. junceum tiirii Bartin’da yayilis gosterdigi dogal lokasyonlardan
Mayis-Eyliil aylarinda alindi ve Tiirkiye Florasi ile ¢esitli arastiricilarin deskripsiyonlarina
gore teshis edildi (Tablo 3.1). Daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere toprak istii

kisimlar1 rutubetsiz ortamda kurutuldu (Chamberlain, 1968).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan tiir ve lokalitesi.

Bitki Ismi Koordinat Toplanma Tarihi | Lokalite Rakim
Spartium 41°44'27.5"N | Mayis- Eylil 2023 | Bartin-Amasra, yol | 50-120 metre
. 32°22'34.1"E P
junceum L. kenar1 egimli yamaglar,
acik alanlar,
Karaismailoglu 548

3.1.2. Kullamlan Mikroorganizmalar

Bu arastirmada, S. junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel biyolojik aktiviteleri i¢in
bakteriler kullanildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Antibakteriyel testlerde kullanilan bakteri suslari.

Bakteri Sus Adi Bakteri Suslarin Gram Tiirleri ve
Sekilleri
Bacillus subtilis DSMZ 1971 Gram pozitif, Cubuk
Enterobacter aerogenes ATCC13048 Gram negatif, Cubuk
Enterococcus durans Gram pozitif, Kokus
Escherichia coli ATCC25922 Gram negatif, Cubuk
Salmonella enteritidis ATCC 13075 Gram negatif, Cubuk
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram pozitif, Kokus

3.2. Yontemler

Bu ¢alismada S. junceum tdriinin morfolojik, anatomik, palinolojik ve biyolojik 6zellikleri
detayli olarak incelenmistir. Caligmalar kapsaminda hem makroskobik hem de mikroskobik
analizler gergeklestirilmis, cesitli laboratuvar teknikleri kullanilarak bitkinin tanimlayici ve
biyolojik ozellikleri belirlenmistir. Antibakteriyel etkinin degerlendirilmesinde disk
difiizyon ve minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ile minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) testleri uygulanmistir.

Antikanser etkinin degerlendirilmesi i¢cin MTT testi kullanilarak hiicre canlilig1 analiz
edilmis ve bitki ekstraktlarinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Sitogenetik analizler kapsaminda ise kromozom anormallikleri ve mikroniikleus testi

uygulanarak ekstraktlarin sitotoksik potansiyeli arastirilmigtir.
3.2.1. Morfolojik Calismalar
Bu bolimde, S. junceum tiiriiniin morfolojik o6zellikleri detayli olarak incelenmistir.

Makromorfolojik ve mikromorfolojik analizler gergeklestirilerek tlirlin tanimlayic

karakterleri belirlenmistir.
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3.2.1.1. Makromorfolojik Calismalar

Makromorfolojik 6l¢limler arazide canli materyal iizerinde ve herbaryum 6rnekleri tizerinde
gergeklestirildi. Saptanan morfolojik karakterler her bir takson i¢in 20 farkli bireyden en az
20 kez 6l¢iildii. Meyve ve tohumlara ait sekil, boyut, renk ve lokulustaki tohum sayist gibi
makromorfolojik O6zellikler stereo mikroskoba (Olympus ZS51) bagli Canon markali
fotograf makinesiyle fotograflandi. Ayrica, fotograflar lizerinden KAMERAM Imaging
Software bilgisayar programi yardimiyla belirtilen karakterlerle ilgili Olgiimler yapildi

(Karaismailoglu, 2015).

Meyve ve tohum morfolojik karakterlerinin tanimlanmasinda Harris ve Harris (1994)’ten
faydalanilmistir. Bu ¢aligmalarda, S. junceum tiiriiniin teshislerinde kullanilan Tiirkiye

Florasi’ndaki taksonomik karakterler revize edildi.

3.2.1.2. Mikromorfolojik Calismalar

Polen, tohum ve meyvelere ait ylizey ornamentasyonlari, hiicre duvari ve epidermal hiicre
yapilar1 gibi mikromorfolojik 6zellikler SEM ile ¢alisildi. Oncelikle polen, tohum ve
meyveler bir 6rnek tablasina (Stub) glimiis yapistirici (Agar Silver Paint) veya ¢ift tarafh
karbon bant ile yapistirildi. Ardindan altin—paladyum ile 90 sn. kaplandi. Ornekler Bartin
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan TESCAN MAIA3 XMU markali
SEM’de gorintiilendi (Sekil 3.1). Resimleri kaydedilerek mikromorfolojik yapilar
adlandirildi. Polen, tohum ve meyvelerin ylizey ornamentasyonlarinin belirlenmesinde

Stearn (1992)’den faydalanildu.
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Sekil 3.1: Spartium junceum tiiriine ait meyve, tohum ve polenlerin SEM’de
mikromorfolojik olarak incelenmesi; 1: Orneklerin tablaya yerlestirilmesi 2:
Orneklerin ~ Altin-Paladyum ile kaplanmasi1 3: Orneklerin cihaza

yerlestirilmesi 4: SEM genel gortnum.
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3.2.2. Anatomik Cahismalar

Araziden alinan S. junceum 6rnekleri %70°1ik etanol igerisinde muhafaza edilerek anatomik
caligmalarda kullanildi. Tirlerin kok, gdévde, yaprak ve tohum yapilarinin anatomik
ozellikleri, 10 bireyden en az 10 kez dlglim yapilarak kapsamli bir sekilde analiz edildi.
Kesitler mikrotom veya elle alindi. Mikrotomla kesit alma isleminde, materyal parafine
gomiildiikten sonra mikrotom kullanilarak kesitler alindi. Daha sonra parafini uzaklastirmak
ve hiicresel yapiy1r korumak i¢in ¢esitli alkol ve ksilol serilerinden gecirildi. Lamlar doku
boyayicida (ASC 720 Medite) hematoksilen veya safranin boyasi kullanilarak boyandi.
Boyama isleminden sonra preparatlar Entellan ile kaplanarak stirekli hale getirildi (Algan,
1981; Karaismailoglu, 2015).

Anatomik yapilari incelemek icin ZEISS / Axio Scope.Al 151k mikroskobu ve Zeiss Zen 2
Blue Editionx64 Software adl1 bir bilgisayar programi kullanilarak goriintiileme yapildi. Bu
asamada mikroskop altinda gozlemler yapildi ve anatomik karakterler {izerinde detayli

Olctimler gergeklestirildi

3.2.3. Palinolojik Calismalar

Isik mikroskobu gozlemleri igin polen preparatlart Wodehouse yontemi (1935) kullanilarak
hazirlandi. Her taksonun ¢igek drnekleri Carnoy ¢ozeltisinde sabitlendi. Cigekler ¢ozeltiden
ayrildi ve daha sonra diseksiyon ignesi yardimiyla olgun ¢igek tomurcuklarindan alinan
anterler, gliserin-jelatin-siv1 safranin karisimu ile kaplandi. Incelemeler bes preparattan 50
veya daha fazla polen ile yapildi (Karaismailoglu ve Erol, 2019). Hazirlanan preparatlar
ZEISS / Axio Scope.Al 151k mikroskobu altinda incelendi ve Zeiss Zen 2 Blue Editionx64
Software adl1 bilgisayar programi ile fotograflandi. Kullandigimiz polen terminolojisinde

Faegri ve Iversen (1989), Brochmann (1992) ve Punt vd. (1994)’dan faydalanilda.
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3.2.4. Spartivm junceum Metanol Ekstraktinin Eldesi

Oda sicakliginda kurutulmus olan S. junceum tiiriiniin ekstraktlarin1 hazirlamak amaciyla
toprak iistii kisimlar1 ayirildi. Ogiitiicii ile toz haline getirildi. Ogiitiilen érneklerden 30 gr
tartilarak ¢oziicii olarak metanol (%95) kullanildi. Silifli balon joje dikkatle soxhlet cihazina
yerlestirildi. Soxhlet cihazinda 55 °C’de 8 saat boyunca ekstraksiyon elde etmek i¢in isleme
tabii tutuldu (Sekil 3.2).

Siire sonunda, metanol igerisinde ¢6ziinmiis S. junceum metanol ekstraktlarini ¢oziiciiden
uzaklastirmak amaciyla vakumlu evaporator cihazi kullanildi (Sekil 3.2). Homojeniteyi
saglamak i¢in, ¢oziicliden uzaklastirilan metanol ekstraktindan 8 gr alinarak 10 mL DMSO

(5§ mL DMSO+5 mL dH20) igerisinde vorteks ve sonikasyon cihazinda ¢ozdiiriildii.

Elde edilen ekstrakt kullanima kadar +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Bitki tiiriinden

elde edilen metanol ekstraktinin verimi hesaplandi (Tablo 3.3).

% Verim = (Elde Edilen Ekstrakt Miktar1 / Baslangic Numune Miktar1) x 100 (Soxhlet,
1879).

Bitki ekstraksiyonunun antibakteriyel karakterlerini saptamak amaciyla Disk Difilizyon,
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK), Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu

(MBK), antikanser ¢alismalari i¢in MTT ve Allium test kullanildi.
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Sekil 3.2: Spartium junceum metanol ekstraktinin eldesi; 1: Tiir materyalinin 6giitiicii ile toz
haline getirilmesi 2: Soxhlet ekstraksiyonu 3: Metanoliin evaporator ile

uzaklastirilmasi 4: Elde edilen ekstrakt.

Tablo 3.3: Elde edilen metanol ekstraktinin miktar1 ve verim hesabi (gr = gram, mL=
mililitre, mg= miligram).

Bitki 6z(itu (mg) Metanol (mL) | Ekstrakt (mg) Verim (%)
30000 250 150 0,50
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3.2.5. Antibakteriyel Calismalar

Bu ¢alismada, S. junceum tiiriiniin metanol ekstraktlarinin antibakteriyel etkinlikleri farkli
bakteri suslar1 iizerinde test edilmistir. Disk difiizyon metodu, antibakteriyel etkinin
degerlendirilmesinde kullanilan ilk teknik olup, gram pozitif (+) ve gram negatif (-) bakteri
suslarina karsi bitki ekstraktinin etkisi gozlemlenmistir. Minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIK) testi ile bitki ekstraktlarin bakteriyel biiyiimeyi engelleme seviyeleri belirlenmis,
ardindan minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testi ile antibakteriyel aktivitenin

bakteriler lizerindeki oldiiriicti etkisi degerlendirilmistir.

3.2.5.1. Disk Diftizyon

Gram (+) bakteri suslar1 (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus durans) ve
Gram (-) (Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Enterobacter aerogenes) bakteri suslari
kullanilarak Kirby ve Bauer tarafindan gelistirilen disk diflizyon duyarlilik testi yapildi
(Hudzicki, 2009). Spartium junceum metanol ekstraktinin antimikrobiyal aktiviteleri disk
diflizyon metodu igin gram pozitif (+) ve gram negatif (-) olmak {izere alt1 farkli bakteri
tiiriiniin diliisyonlar1 Nutrient Agar besiyerine dikkatlice ekimi yapildi. Stok bakterilerden

elde edilen suslar, Luria Bertoni (LB) besiyerinde siispanse edilerek canlandirildi.

Canlandirilmis suslar Nutrient Agar ortamina, her ¢izimde ¢aprazlayarak ekim yapildi ve bu
sekilde homojen bir yayilim saglanmasi1 hedeflendi. Petri kaplar1 24 saat boyunca inkiibe
edildi, bu siiregte bakterilerin biiyiimesi gézlemlendi. Inkiibasyonun ardindan canlandirilan
bakteriler, 0,5 McFarland (1,5x10® hiicre/mL) degerinde hazirlandi. Mikroorganizma
siispansiyonu, Nutrient Agar ortamina mikropipet kullanilarak transfer edildi. Steril bir swap
yardimiyla, yayma plaka yontemi kullanilarak bakteriler besiyerine diizgiin bir sekilde
dagitild.

Ekimi yapilan petrilere diskler yerlestirildi. Steril kosullar altinda dort farkli konsantrasyon
(800, 400, 200 ve 100 mg/mL) hazirlandi. Disk difiizyon ydntemiyle test edilen
konsantrasyonlar, uygun sekilde yerlestirilen diskler iizerine emdirildi. Steril kosullar
altinda, sirasiyla 800, 400, 200 ve 100 mg/mL konsantrasyonlardaki ekstraktlar, dort ayri
diske 10 uL olacak sekilde uygulandi. Hazirlanan petri kaplari, 37 'C de 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Ardindan disklerin ¢evresinde olusan bakteri inhibisyonu zonlari, bakteri

biliylimesini engelleyen bdlgeler olarak belirlendi. Zon c¢aplar1 dikkatlice 6l¢iilerek sonuglar
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kaydedildi. Caligsma, her biri dort tekrar igerecek sekilde yiiriitiildii ve sonuglar, aritmetik
ortalamalar ile birlikte standart sapmalar hesaplanarak raporlandi.

3.2.5.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Belirlenmesi

Gram (+) (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus durans) ve Gram (-)
(Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Enterobacter aerogenes) bakteri suslar1 MIK
degerinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Bakteriler, steril L.B. broth besiyerinde canlandirildi

(Tozyilmaz, 2019).

Bakteri yogunlugu McFarland 0,5 degerine gore ayarlandi (Sekil 3.3-1). 96 kuyucuklu
plakanin tiim kuyucuklarina steril LB broth eklendi ve ilk kuyucuga stok bitki ekstrakti
eklenerek seri diliisyon yapilarak seyreltme yapildi (800, 400, 200, 100, 50 , 25 mg/mL).
Bitki ekstrakti eklenen kuyucuklara ve pozitif kontrol kuyucuguna bakteri ekimi yapildi
(Sekil 3.3-2). Ayrica negatif kontrol kuyucuguda calisilmistir.

Sekil 3.3: Spartium junceum metanol ekstraktinin MIK-MBK degerlerinin elde edilmesi; 1:

McFarland ile bakteri yogunlugu gosterimi 2: 96 kuyucuklu LB Broth
mikroplaklara bakteri ekimi ve seri diliisyon yontemiyle hazirlanmig farkl

bolgelerdeki metanol ekstrakti uygulamasi.
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Daha sonra plaka 37°C’de bir gece etiivde birakildi. Inkiibe edilen plakadaki ekstrakt
bulunan kuyucuklardan ve bakteri biiylimesi olmadig1 diisiinlilen kuyucuklardan alinan
orneklerin, petride daha 6nce hazirlanmis Nutrient Agar besiyerine ekimi yapildi. Ekimi

yapilan petriler 37 C’de bir gece inkiibasyona birakildi (Tozyilmaz, 2019).

3.2.5.3. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) Belirlenmesi

Calismada kullanilan S. junceum metanol ekstrakt konsantrasyonlarinin bakteri suslarina
kars1 gosterdigi Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu belirlenmesinin ardindan ayni
konsantrasyonlarin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu incelendi. MIK degerlerinin
tespit edilmesinin ardindan, bakterilerin iireme gostermedigi kuyucuklar belirlendi.
Kuyucuklardan steril bir 6ze ile alinan 6rnekler, Nutrient Agar besiyerine ekilerek 37 "C'de
18-24 saat boyunca inkube edildi. Bu inkubasyon suresinin sonunda, besiyerlerinde
mikroorganizmalarin =~ %99,9’unu  inhibe eden minimum antimikrobiyal —madde

konsantrasyonu, MBK degeri olarak kaydedildi (Tozyilmaz, 2019).
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3.2.6. Antikanser Arastirmalar

Antikanser arastirmalari, S. junceum tiiriiniin metanol ekstraktinin hiicre kiiltiiri ve
sitogenetik testlerle incelenmesini igermektedir. Hiicre Kkiiltiiri denemelerinde, farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlar kullanilarak hiicre canliligt MTT testiyle Ol¢iilmiis ve
veriler istatistiksel analizle degerlendirilmistir. Sitogenetik testlerde ise Allium cepa

kullanilarak, bitkinin genotoksik etkileri aragtirilmistir.

3.2.6.1. MTT Testi

Antikanser deneyleri, hiicre kiiltiiri yontemleriyle gergeklestirilmistir. Calisma igin gerekli
hiicre hatlari, ATCC (American Type Culture Collection) veya benzeri uluslararasi biyolojik
koleksiyonlardan temin edildi. Kiiltiirleme islemleri, steril kosullar altinda DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri kullanilarak yapildi ve hiicre yogunlugu (1 x
108 hiicre/mL) ayarland: (Riss vd., 2013).

Hicreler %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve 0.01 mg/mL insan rekombinant insulin
sollisyonu ile zenginlestirilmis besiyerinde, %5 CO: ortaminda 37 °C’de inkiibe edildi.
Spartium junceum metanol ekstrakti 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat uygulandi1 ve ardindan kiiltiirlerdeki hiicre canlilig

MTT testi kullanilarak belirlendi.

Arastirma insan meme kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) gergeklestirildi. Hlcreler DMEM
ortaminda kiiltiire edildi. Hiicre siseleri, uygulama siiresi boyunca %5 CO: igeren bir
ortamda 37 'C’ de (N-Biotek, Giiney Kore) inkiibasyona birakildi. Maruz kalman hiicre
dizisi, tripsin-EDTA c¢ozeltisiyle toplandi. Hiicreler tripan mavisiyle boyandi ve canli

hiicreler sayildi.

Deney i¢in 96 kuyucuklu test plakalar1 kullanildi. Her kuyucuk i¢ine yaklasik 10.000 hiicre
kiiltiir edildi. Inkiibasyondan sonra, hazirlanan metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlar
ve ¢oziicii ile besleme ortaminda 24 (saat) boyunca uygulama gerceklestirildi. Daha sonra
uygulama gruplarindaki hiicre canlilik seviyesi MTT metoduyla saptandi. Ekstrakt
muamelesinin sonrasinda plaklarin  her bir kuyucugundaki kiiltiir ayrildi. MTT
solisyonundan 50 pL kuyucuklara eklenerek 3 saat boyunca inkiibasyona tutuldu.
Sonrasinda MTT ayrildi, her kuyucuga 100 pL DMSO aktarildu.
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Kuyucuklardaki yogunluklarin ELISA plaka okuyucusunda (BMG SPECTROstar Nano,
Almanya) 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri alindi (Mosmann, 1983). Uygulama
yapilmadan sadece besiyeri igeren kuyucuklar kontrol grubu olarak degerlendirildi, 6lgiilen
degerlerin ortalamasi alindi. Bu %100 canli hiicre iceren deger olarak baz alindi. Sonuglar,
kontrol grubu ile karsilastirilarak canlilik degisimi ylizdesel olarak hesaplandi. Her
uygulama grubu 8 Ol¢limiin ortalamasi alinarak degerlendirildi (Riss vd., 2013). MTT
analizinden elde edilen tiim degerler SPSS 20 (Statistical Package for the Social Sciences)
bilgisayar programinda varyans analizi kullamlarak degerlendirildi. Izlenen varyanslar
arasindaki istatistiksel anlamliligin ortaya ¢ikarilmast i¢in Duncan’s Multiple Range Test

kullanildi ve anlamlilik diizeyi olarak p= 0,05 uygulandu.

3.2.6.2. Allium Test

Bu ¢alismada, Allium testi kullanilarak Spartium junceum tdrinin sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Bu testte A. Cepa Uzerinde S. junceum tiiriiniin iyilestirici etkileri
sitogenetik hesaplamalar ile mitotik indeks ve kromozom anormallikleri gézlenmis ve
etkileri olgiilmiistiir. Allium cepa lzerinde S. junceum tiiriiniin olasi iyilestirici etkileri
incelenmis; sitogenetik hesaplamalar yoluyla mitotik indeks ve kromozom anormallikleri
belirlenerek etkileri dl¢iilmiistiir. Calismada test materyali olarak A. cepa kullanilmistir.
Denemeler dncesinde A.cepa saf su ile yikanmis, tabana yakin dig kabuklari soyulmus ve
temizlenmistir. Ayn1 boyutta olan 10 A. cepa se¢ilmis ve saf su ile doldurulmus kaplarda,
oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda ¢imlenmeye birakilmistir. Daha sonra homojen kok

bilylimesi gosteren A. Cepa tercih edilmistir (Inceer ve Beyazoglu, 2000) (Sekil 3.4-a).

Cimlendirilen soganlardan benzer kok uzamasina sahip olanlar, 24 saat siire ile 100 ppm’lik
CuSOs konsantrasyonuna maruz birakildi. Sonrasinda kullanilan metanol ekstraktinin
antigenotoksik 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in pozitif kontrole maruz birakilan koklere
12 ve 24 saat uygulama siirelerinde sirasiyla 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ppm’lik
S. junceum metanol ekstrakti ile muamele edildi. Uygulama siiresinin sonunda negatif
kontrol, pozitif kontrol ve uygulama dozlari ile muamele edilen aktif kok uglart alindi (Sekil
3.4-b). Kok ornekleri etil alkol-asetik asit (3v:1v) karisiminda bir gece boyunca +4 °C’de
bekletilerek fikse edildi. Sabitleme isleminin ardindan materyalin uzun bir siire daha
korunabilmesi icin kokler stok c¢ozeltiye (%70’lik etil alkol) aktarildi. Sonrasinda
materyaller +4 °C’de muhafaza edildi (Jones ve Rickards, 1990). Stok kokler saf suyla

29



yikanmasinin ardindan, 1 N HCl igerisinde 60 °C’de 10-12 dakika boyunca hidrolize edildi
(Jones ve Rickards, 1990). Hidroliz islemi, hiicrelerin birbirinden ayrilmasini ve daha iyi
boyanmasini saglamak amaciyla gerceklestirildi. Hidrolizden sonra kdkler saf su ile yikandi
ve Shiff reagent soliisyonuna aktarildi. 1,5 saatlik islem sonrasinda kok 6rnekleri boyandi.
Boyamanin ardindan belirgin olan kok uclar1 kesilerek lama alind1 ve %45’lik asetik asitle
preparatlar1 hazirlandi. Hazirlanan preparatlar, saf etil alkol iceren bir salede 4°C’de gece
boyunca bekletildi. Son asamada preparatlar Entellan ile kalic1 hale getirildi (Elgi, 1994)
(Sekil 3.4-c-d).

Her uygulama konsantrasyonu i¢in hazirlanan preparatlardan rastlantisal olarak segilen 5
alandaki hiicreler incelenmistir (Sekil 3.4-¢). 5 farkli preparatta hiicre sayimlar
gerceklestirilmistir. Hiicre boliinmesinin farkli evrelerindeki hiicreler izlenerek kromozom
anormallik tipleri belirlenmistir (Inceer ve Beyazoglu, 2000). Ardindan, her bir uygulama
grubunda boliinen hiicrelerin  toplam hiicrelere oranin1 ifade eden mitotik indeks

hesaplanmistir. Mitotik indeks asagidaki formiille belirlenmistir:
Mitotik Indeks (%) = (Béliinen Hiicre Sayis1 x 100) / Toplam Hiicre Sayist

Her uygulama grubu icin béliinme asamalarinin her bir evresindeki hiicre oranlar
saptanmistir. Ayrica, her evredeki anormal hiicrelerin orani ve bu anormalliklerin tiirleri
belirlenmistir. Normal ve anormal hiicre oranlar1 asagidaki formiillerle hesaplanmistir (Kara

vd., 1994):
Normal hiicreler igin: % = (Profazdaki Hiicre Sayis1 x 100) / Toplam Mitotik Hiicre Sayis1

Anormal hiicreler igin: % = (Profazdaki Anormal Hiicre Sayisi x 100) / Profazdaki Toplam

Hiicre Sayis1

Allium test analizinden elde edilen tiim veriler SPSS 20 bilgisayar programinda
degerlendirildi. Negatif kontrol ile pozitif kontrol ve uygulama gruplari arasindaki

varyasyonlar, SPSS 20 yaziliminda iki yonlii Dunnett t-testi kullanilarak analiz edilmistir
(p=0,05).
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Sekil 3.4: Allium testin bazi asamalari: a: kullanilan A. Cepa etiive yerlestirilmesi, b:
uygulama gruplarindan alinan kok ornekleri, c: kok uglarinin boyanmasi, d:

hazirlanan daim? preparatlar e: daimi preparatlarin mikroskopta incelenmesi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, S. junceum tlrlne ait morfolojik, anatomik, palinolojik, antibakteriyel ve
antikanser Ozellikler detayli olarak incelenmis ve elde edilen bulgular dnceki literatirle

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

4.1. Morfolojik Calismalar

Bu calismada, bitkinin morfolojik yapilarinin makromorfolojisi, meyve ile tohum

yuzeylerinin mikromorfolojik yapilar1 giincellenmis ve sunulmustur.

4.1.1. Makromorfolojik Calismalar

Spartium junceum tirinin makromorfolojik karakterlerini iceren deskripsiyon ézellikleri bu
calisma kapsaminda giincellenmistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Tiirlin deskripsiyonu asagidaki
gibidir;

Cok yillik, tek veya kiime halinde, 1 — 5 m boyunda, ¢ali formundadir. Kok: Kalinlagsmis
odunsu, kazik kok seklindedir. Govde: Dik, ¢ok dallanmus, yivli, tiiysiizdlr. Yapraklar: gri-
yesil siirgiinler {izerinde, seyrek, basit, yapraklarini doken, stipullar yoktur, 1 — 5 cm
boyunda X 2 -5 mm eninde, yaprak ucu akut veya obtus, yaprak kenarlar1 dissizdir. Cigek
durumu: rasemoz, ¢igekler ¢evresel dizilisli, salkimlar gevsek, salkimlardaki ¢igek sayisi 5
— 30, meyvede uzar, salkim boyu 4 - 25 cm’dir. Kaliks: birlesik 5 sepalli. Sepaller: oval,
kahverengi-sar1, 4 — 7 mm boyunda X 3 — 4,5 mm eninde. Petaller bayrakg¢ik, kanat¢iklar ve
kayikeiklar seklinde, altin sarisi, bayrakcik ve kayikciklar ugta gaga seklinde disa dogru
cikintili. Bayrakeik oval, 22 — 31 mm boyunda X 14 — 18 mm eninde. Kanatgiklar oval-
dikdortgenimsi, 13 — 20 mm boyunda X 4 — 7 mm eninde, ugta yuvarlak veya obtus.
Kayikgiklar, oval-dikddrtgenimsi, 17 — 22 mm boyunda X 4 — 6 mm eninde. Stamenler:
monodelf. Anterler: 1,7 — 2,1 mm boyunda. Filamentler: diz 14 — 18 mm boyunda.
Ovaryum: linear, 6 — 8 mm boyunda X 1 — 1,2 mm eninde, tuyli. Meyve: yatay olarak
baskilanmis bir leglimen, kahverengi, linear-dikdortgenimsi, 50 — 110 mm boyunda X 5 -9
mm eninde, 10 — 24 tohumlu, kendiliginden agilan sekildedir. Tohum: oval-dikdortgenimsi,
4 — 5,5 mm boyunda X 3 —4 mm eninde, kahverengi, yiizey yapisi diizdir. Ciceklenme: 4 —
7. Meyvelenme: 6 — 8 aylarindadir.
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Tablo 4.1: Spartium junceum tardnun gincellenen makromorfolojik karakterleri.

Karakterler

Tiirkiye Florasi

Calisma Sonuclar:

Bitki

Dik ¢al1, 1-3 m boyunda.

Cok willik, tek veya kiime halinde, 1-5 m boyunda, ¢ali

formunda.
Kok - Kalinlasmis odunsu, kazik kok.
Govde Silindirik, yarikl:. Dik, ¢ok dallanmus, yivli, tlysuz.
Yaprak Az, kiigUk, basit, dar eliptik, dokilen, stiplller yok. | Gri-yesil siirgiinler iizerinde, seyrek, basit, dokiilen, stipiiller
yok, 1-5 cm boyunda ve 2-5 mm eninde.
Sepal Kaliks diizensiz yirtilmis veya biitiin, u¢ kisminda | Birlesik 5 sepalli, oval, kahverengi-sari, 4-7 mm boyunda ve 3—
bes ¢ok kiiciik dis var. 4,5 mm eninde.
Petal Petaller 20-30 mm, ugta gaga seklinde 2 mm | Petaller bayrak¢ik, kanatgiklar ve kayikgiklar seklinde, altin
cikintilt saris1, bayrakeik ve kayikgiklar ucta gaga seklinde disa dogru
cikintili. Bayrakeik oval, 22 — 31 mm boyunda X 14 — 18 mm
eninde. Kanatgiklar oval-dikdortgenimsi, 13 — 20 mm boyunda
X 4 —7 mm eninde, ugta yuvarlak veya obtus. Kayik¢iklar, oval-
dikdortgenimsi, 17 — 22 mm boyunda X 4 — 6 mm eninde
Stamenler Monodelf Monodelf
Anterler - 1,7 — 2,1 mm boyunda
Filamentler - Diz 14 — 18 mm boyunda
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Ovaryum

Linear, 6-8 mm boyunda ve 1-1,2 mm eninde, tlyl.

Infloresans Gevsek salkimlarda sirayla yer almakta. Rasemoz, salkimlar gevsek, 5-30 ¢igek icerir. Salkim boyu 4-25

cm.

Meyve Yanlamasina sikismis, tilysiiz legiimen, 6,5-8,5 | Yatay olarak baskilanmis legiimen, kahverengi, 50-110 mm
cm boyunda ve 0,6 cm genisliginde, 12-20 | boyunda ve 5-9 mm eninde, 10-24 tohumlu, kendiliginden
tohumlu. acilan.

Tohum - Oval-dikdortgenimsi, 4 — 5,5 mm boyunda X 3 — 4 mm eninde,

kahverengi, yiizey yapisi diizdiir

Ciceklenme 4-7. 4-7.

Meyve Verme - 6-8.
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Sekil 4.1: Spartium junceum makromorfolojik gorinimu; A: genel gérinim, B: ¢icek, C: gévde, D ve E: meyve, F: tohum.
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Polhill yaptig1 ¢calismasinda, Fabaceae familyasinin {iyelerinin yaprak tipleri, ¢igek yapilari
ve meyve Ozellikleri hakkinda genel bir ger¢eve sunmustur. Polhill’e gdre, bu familya
iiyeleri paripinnat, imparipinnat, bipinnat gibi farkli yaprak tiplerine sahip olabilir ve
cicekler dizenli ya da dizensiz simetrik olup, hipogin ya da perigin durumunda
olabilmektedir. Ayrica, giceklerin hermafrodit oldugu ve leglimen tipi meyve tasidigi
belirtilmistir (Polhill, 1985). Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, Polhill’in genel
gozlemleriyle baz1 benzerlikler ve farkliliklar gostermektedir. Spartium junceum tird, ¢ok
yillik ve cali formunda olup, 1-5 m boyunda ve kok yapisi kalinlagmis odunsu kazik kok
olarak tanimlanmugtir. Yapraklar, gri-yesil siirgiinler tizerinde basit ve dokiictidiir. Yaprak
ucu akut veya obtus seklindedir. Polhill'in ¢alismasindaki yaprak ozelliklerine benzer
sekilde, yaprak kenarlar1  digsizdir. Familyadaki tlrler  genellikle stipula
bulundurmaktadirlar. Bu ¢alismada, S. junceum tirli Fabaceac familyasinin diger
tiyelerinden farkli olarak stipula tasimamaktadir. Cigekler rasemoz diizenle yer almakta
olup, salkimlar gevsek ve 5-30 cicek icermektedir. Kaliks 5 sepalli birlesik yapida olup,
Polhill (1985)’in ¢alismasinda belirtilen sepallerin oval ve kahverengi-sar1 renkli olmasiyla
benzerlik gostermektedir. Petaller ise bayrakeik, kanatgik ve kayik¢ik seklindedir, ancak
uclar1 disa dogru ¢ikintili olup, altin sarist renktedir. Stamenler monodelfus (birlesik) olup,
filamentler duz ve uzunluktan 14-18 mm arasinda degismektedir. Bu durum Polhill
(1985)’in ¢alismasindaki genel monodelf yapisina paraleldir. Meyve, yatay olarak
baskilanmis legiimen seklinde olup, kendiliginden acilan kahverengi renkte ve linear-
dikdortgenimsi bir yapiya sahiptir. Polhill'in calismasindaki legiimen meyve yapisina benzer
olarak, tohumlar kahverengi ve yiizeyi diizdir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, Polhill
(1985)’in ¢alismasindaki genel morfolojik 6zelliklerle biiyiik 6lgiide ortiigmektedir. Ancak,

yapraklar ve stipula durumu gibi baz1 detaylar arasinda farkliliklar gézlemlenmistir.

Spartium junceum tlrindn deskripsiyon o6zellikleri Tiirkiye Florasi’nda verilmistir
(Chamberlain, 1969). Bu kapsamda verilen 6zelliklerin az sayida birey ve taksonomik
karakter iizerinden yapildigi, glincellenmeye ve gelistirilmeye ihtiyaci oldugu goriilmiistiir.
Bu baglamda, bu tez caligmasinda tiiriin makromorfolojik 6zellikleri ¢cok sayida birey
Uzerinden yeni eklenen birgok karakterle giincellenmistir. Bu ¢aligmada, bitki boyu, govde,
yaprak, sepal, petal, infloresans ve meyve karakterleri gibi Tiirkiye Florasi’nda yeralan
karakterler revize edilmistir. Bunun yaninda, tiiriin kok, anter, filament, ovaryum ve tohum

karakterleri deskripsiyonuna ilk defa eklenmistir.
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4.1.2. Mikromorfolojik Calismalar

Incelenen tiiriin meyve ve tohum yiizeylerinin mikromorfolojik yapilar1t SEM araciligiyla
incelenmis ve mikro yapilarint gosteren SEM resimleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de
sunulmustur. Meyve yiizeyinde belirgin olmayan antiklinal ve periklinal hiicre duvarlar1 ve
tuberkulat ornamentasyon tipini igeren mikromorfolojik yapilara rastlanmistir (Sekil 4.2).
Tohumlar i¢biikey periklinal duvarlara, yilikseltilmis antiklinal duvarlara ve retikulat yiizey

ornamentasyona sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3).

SEM HV: 20.0 kV WD: 9.00 mm | | MAIA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 9.00 mm | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 100 x Det: SE 500 ym SEM MAG: 200 x Det: SE 200 pm
BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY

o)

SEM HV: 20.0 kV WD: 9.00 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 9.00 mm NN MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 300 x Det: SE 200 pm SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm
BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4.2: Spartium junceum tlrinin meyve yizeyi SEM resimleri; 1: 100X, 2: 200X, 3:
300X ve 4: 500X.
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SEM HV: 20.0 kV WD: 7.20 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 7.20 mm 11| MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50 x Det: SE SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY

© WD:7.20 mm e MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 um
BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY BI: 16.00 Date(m/dly): 10/31/23 BARTIN UNIVERSITY

. ) {
SEM HV: 20.0 kV WD: 7.20 mm 1l MAIA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV

Sekil 4.3: Spartium junceum tirlinin tohum yuzeyi SEM resimleri; 1: 50X, 2: 1000X, 3:
2000X ve 4: 3000X.

Son yillarda, tiirlerin iligkilerini belirlemek i¢in yapilan molekiiler ve filogenetik ¢alismalara
ek olarak, mikromorfolojik bilgiler de filogenetik iliskilerin anlasilmasinda destekleyici bir
rol oynamaktadir. Meyve ve tohum morfolojik yapilart genellikle taksonlar arasinda
varyasyon gosterir ve bu varyasyonlar taksonomik seviyelerin ayirt edilmesine yardimci olur
(Karaismailoglu vd., 2018; Palabas Uzun vd., 2020). Bu ¢alismada, monotipik S. junceum
tiirliniin meyve ve tohum mikromorfolojik yapilari ilk kez detayli olarak ¢aligilmis ve cinsin
dolayistyla da familyanin bu alandaki veri tabanina katki saglanmistir. Elde edilen sonuglar
daha onceki yillarda familyanin farkli tiirleri iizerine yapilan calismalarla paralellik
gostermistir (Vural vd., 2008; Turki vd., 2013; Shemetova vd., 2018; Palabas Uzun vd.,
2020; Waheed vd., 2021; Zhao vd., 2023; Zarre vd., 2024).
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4.2. Anatomik Cahsmalar

Bu tez ¢alismasinda, S. junceum tiiriiniin kék, gévde, yaprak ve tohum anatomik yapilari ilk
kez detayli bir sekilde incelenmistir (Sekil 4.4-4.7). Tiirin kok kesitlerinde, en dis kisimda
pargalanmis bir epidermis tabakasi bulunmaktadir. Epidermisin altinda, ¢ogunlukla
dikdortgen veya diiz hiicrelerden olusan 4-6 sira rizoderma tabakasi gézlemlenmistir. Bu
tabakanin kalinligr 98.25 + 9.14 um'dir. Rizoderma tabakasinin altinda, biiyiik yassi
hiicrelerden olusan 4-5 sira korteks tabakas1 gézlemlenmistir. Bu tabakanin kalinligi 173.83
+ 15.36 um'dir. Korteksin altindaki floem tabakas1 56.19 um + 8.41 genisligindedir. Floem
dokusunun arasinda, iletim bolgesinden kortekse uzanan 6z bdlgesi goriilmiistiir. Oz bolgesi
6,4-25 um x 180-220 pum arasinda degismektedir. Floemden sonra ¢ok ince bir kambiyum
tabakas1 goriinmektedir. Kambiyumun altinda, ksilem genis bir sekilde trake ve trakeidlerle
kaplanmustir. Trakeidlerin boyutlar1 12-25 um x 28-42 um'dir. Merkezi 6z hiicrelerinin ise
8-32 um x 10-35 um boyutlarinda oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.4).

Tiirlin govde enine kesitlerinde, en dista tek sirali dikdortgen veya yassi sekilde bir epidermis
tabakas1 yer almaktadir. Epidermis tabakasinin kalinligi 2,61-33,14 um arasinda degiskenlik
gostermistir. Epidermis tabakasi hiicrelerinin disa bakan yiizeyinde kalin bir kutikula
tabakasina rastlanmistir. Epidermisin altinda, sklerenkima ve asimile eden parankima hiicre
topluluklartyla dolu bir korteks tabakasi bulunur. Korteks tabakasinin kalinliginin 96,55-
110,27 pm arasinda oldugu ol¢iilmistiir. Sklerenkimatik hicre kimeleri 39,78-44,03 pm x
57,11-63,29 um boyutlarindadir. Korteksin altinda 6-8 siradan olusan kiiciik yassi
hicrelerden meydana gelen 34,96-44,65 pum kalinliginda bir floem tabakasi vardir.
Floemdeki sklerenkima kesintilidir. Govde iletim demetleri agik yan yana ve tek sirada
diizenlenmistir. Ksilem tabakasinda, trakeler 4-7 radyal sirada diizenlenmistir. Meristem
bolgesi biylk yuvarlak parankimatik hiicrelerden olusmustur. Gévde ikincil kalinlagsma
gOstermistir (Sekil 4.5).

Turin yaprak enine kesitlerinde, Ustte ve altta bir sirali yassi hiicrelerden olusan epidermis
tabakasi yer almaktadir. Ustteki epidermis tabakasinin kalmhgi 28,54-34,76 um iken, alt
epidermis tabakasinin 23,18-32,10 pum araliginda oldugu belirlenmistir. Epidermis
tabakasimnin altinda bifasiyal tipte bir mezofil tabakasina rastlanmistir. Tiriin mezofil
tabakasinin kalinlig1 108,44-132,15 pm olarak kaydedilmistir. Orta damarda floem ve ksilem
kisimlar1 oldukga belirgindir. Orta damar boyutlarinin genislik olarak 62,05 ile 91,28 pm

o

arasinda, uzunluk olarak 75,16 ile 103,07 um arasinda degistigi gdzlenmistir. Orta damarlar
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oval sekildedir. Kollateral vaskiiler demetler tek bir sira halinde diizenlenmis ve parankimal
kilif hiicreleri ile ¢evrelenmistir. Yaprak yiizeylerinde poligonal sekilde epidermal hiicreler
gbzlenmistir. Stoma indeksi iist yiizeyde 36,15 iken alt yiizeyde 41,28 olarak hesaplanmistir.
Aragtirilan tiirlin stoma tipi anomositik olarak tanimlanmis ve stomalarin epidermisle ayni
seviyede oldugu goriilmiistiir. Stoma boyutunun st ylzeyde alt ylizeye gore belirgin bir
sekilde daha biiylik oldugu izlenmistir (Sekil 4.6).

Incelenen tiirlin tohum testa anatomik yapilar1 Sekil 4.7'de gosterilmistir. Epidermis
tabakasi, diiz veya kalin duvarli ¢okgen sklerenkimatik htcrelerden olusmustur. Bu
tabakanin kalinligi 91,89 + 8,62 um olarak Olclilmiistiir. Testanin altinda 2-3 sira yassi
hiicrelerden olusan bir endosperm parankimasina rastlanmistir. Bu tabakanin kalinligida

81,39 £ 14,58 um olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.4: Spartium junceum tiiriiniin kdk anatomik yapisi; a: genel goriiniim, b: korteks yakin goriiniim, c: 8z bolge yakin gériiniim (e: peridermis,
Ri: rizoderma, Co: Korteks, Ca: Kambiyum, Ph: Floem, t: trake, Pi: Oz bélge. Olgekler; 100 pum).
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Sekil 4.5: Spartium junceum tiiriiniin govde anatomik yapisi; A: genel goriiniim, B, C ve D:
yakin goérinim (e: epidermis, ap: asimileme parankimasi, sc: sklerankimatik
kiimeler, ph: Floem, xy: ksilem, pa: parenkima. Olgekler: 100 pum).
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Sekil 4.6: Spartium junceum tiiriiniin yaprak anatomik yapilari; 1: orta damar, 2 ve 3: lateral
kisimlar, 4: {ist yilizey ve 5: alt yiizey (st: stoma, e: epidermis, ue: iist epidermis, le:
alt epidermis, vb: damar demeti, pp: palizat parankimi, sp: slinger parankimi, m:
mezofil, Olgekler: 100 pm).

Sekil 4.7: Spartium junceum tohum testasmnin anatomik yapusi (t: testa, e: endosperm, Olgek:
100 pm).
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Metcalfe ve Chalk, anatomik karakterlerin ve bunlarin sistematik uygulamalarinin Fabaceae
familyasinin taksonomisine katki sagladigini belirtmistir (Metcalfe ve Chalk, 1957). Ayrica, bu
familyaya dayanan anatomik ¢alismalar da rapor edilmistir (Pirani vd., 2006; Mehrabian vd.,
2007; Kahraman vd., 2014; Dural ve Yilmaz Citak, 2015; Saghi vd., 2015; Tekin ve Akyol,
2018; Ozbek vd., 2021). Buna bagh olarak, bu calismada S. junceum'un kok, gévde, yaprak ve
tohumlarinin anatomik karakterleri ilk kez detayli olarak incelenmistir (Sekil 4.4-4.7). Koklerin
sen dis kisminda ince bir parcalanmis epidermis tabakasi, bu tabakanin hemen altinda daha
kalin bir rizoderma tabakasi, biiylik 6z ile ana ksilem bilesenlerini ve sklerenkimatik yapilari
iceren bir yap1 gozlenmistir. KOk anatomisi ile ilgili olarak, Bezic ve arkadaslariin
caligmasinda S. junceum tiriinde kokiin birincil yapisinda tam gelismemis bir endodermisin
bulundugunu, sekonder yapinin ise depolama ve mekanik destek islevi gordiigiind
belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise, kok enine kesitlerinde rizoderma tabakasinin 4-6 sirali oldugu
ve bunun altinda genis yass1 hiicrelerden olusan korteks tabakasinin yer aldigi kaydedilmistir.
Korteks tabakasiin olduk¢a kalin (173,83+15,36 um) olmasi, tiirlin su ve besin depolama
kapasitesine katkida bulundugunu gostermektedir. Ayrica, floem tabakasinin genisligi ve 6z
isinlarinin  korteks boyunca belirgin bir sekilde uzanmasi, kokiin su ve besin iletim
mekanizmalarina uyum sagladigimi ifade etmektedir. Kambiyumun altindaki ksilem
tabakasinda genis trake ve trakeidlerin bulunmasi, yayinlanan makalesinde sekonder yapinin

mekanik destek islevini gii¢lendirdigi bulgusunu desteklemektedir (Bezic vd., 2002).

Spartium junceum'un gévdesinde karakteristik olarak, epidermis tabakasinin hemen altinda bir
bant olusturan asimilasyon parankimasi ve sklerenkima hiicre kiimeleri yer almistir. Familya
icinde yapilan govde anatomisi ¢alismalarinda benzer bir durum Astragalus L. cinsinde
gozlenmistir (Ozbek vd., 2021), ancak Hedysarum (Tekin ve Akyol, 2018) ve Trifolium L.
(Zoric vd., 2012) cinslerinde govdede asimilasyon parankimasina rastlanmamustir. Ayrica, bu
caligmada tUrun govde enine kesitinde sklerenkimatik hiicre kiimelerinin bulundugu ve korteks
tabakasinin altinda floem tabakasinin kesintili bir sklerenkima dokusu ile desteklendigi
gozlemlenmistir. Bu durum, govdenin mekanik dayanikliligint artirdigi  gibi iletim
elemanlarinin islevselligini de optimize ettigi disiinilmistiir. Bunun yaninda, sekonder
kalinlasmanin agik bir sekilde gézlenmesi, gévdenin kserofit 6zelliklere katki saglayarak uzun

stireli su iletimi ve depolama kapasitesine uyum sagladigini gostermistir.

Yaprak izobilateral ve bifasiyaldi. Yapragin enine kesitlerinde mezofil tabakasindaki siinger

parankimasinin, palizat parankimasindan daha genis bir alan1 kapladigi goriilmiistiir.
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Yapraktaki stomalar anomositik tiptedir. Bu tip, Fabaceae familyasinda yaygindir (Ozbek vd.,
2021). Ancak, bazi cinslerde anizositik tip stomalarin bulundugu da rapor edilmistir (Tekin ve
Akyol, 2018). incelenen tiirde, iist yiizeydeki stomalarin boyutlarini alt yiizeydekilerden daha
biiyiik oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, familya i¢indeki cinsler iizerine yapilan onceki

anatomik caligmalarda rapor edilmemistir.

Tohum testa anatomik karakterleri, ¢evresel kosullardan az etkilendikleri i¢in taksonomide
tutarli 6zellikler olarak bilinirler (Marzouk 2006; Karaismailoglu ve Erol, 2018). Fabaceae
familyasindaki bazi cinslerin tohum testa yapilari, Vaughan vd. ve Marzouk tarafindan
anatomik olarak belirlenmistir (Vaughan vd., 1976; Marzouk, 2006). Bu ¢aligmada incelenen
taksonun tohum kabugu, onceki caligmalarda yalnizca parankimatik tabakalarin varligr ile
karsilagtirildiginda, sklerotik epidermis ve parankimatik yapilardan olusan iki tabakadan

olustugu gdzlenmistir.

45



4.3. Palinolojik Calismalar

Calisilan tiirtin polen karakterleri 1s1k mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu ile
incelenmistir. Sonuglar tiiriin polenlerinin radyal simetrili, prolat ve izopolar oldugunu
gostermistir. Polenler, 31,67 £ 0,18 um polar eksene ve 22,39 + 0,12 um ekvatoral eksene
sahiptir (Sekil 4.8-4.9). Eksen boyutlari, polenlerin taksonomik ayriminda 6nemli bir gosterge
olarak siklikla kullanilmaktadir. Polenlerin intin hiicre duvar1 kalinlig 0,44 + 0,04 um
genigliginde iken ekzin tabakasi kalinliginin ise 2,53 + 0,08 um genisliginde oldugu
belirlenmistir. Polen agikliklar1 trikolpat olup, kenarlar1 olduk¢a diizenli ve u¢ kisimlari
nispeten dar bir formdadir. Polen yiizey ornamentasyonu mikroretikulat tipte olup, polen yuzeyi

genel anlamda ince ve detayli bir yapiya sahiptir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: Spartium junceum tiiriiniin polenlerin 11k mikroskobu goriintiileri; 1: ekvator eksen,

2: polar eksen (Olgekler: 10 um).
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Sekil 4.9: Spartium junceum turinun polenlerinin SEM resimleri; 1 ve 2: ekvatoral eksenleri,

3: polar eksen, 4 ve 5: ylizey ornamentasyonu.

Bu tez calismasinda monotipik S. junceum tiirlinin polenleri ilk kez 151k ve elektron
mikroskoplar ile calisilarak; tiirlin palinolojik deskripsiyonu yapilmistir. Familya iizerinde
diger cinsler lizerine yapilan palinolojik calismalar, tiirlerin tanimlanmasi ve sistematik
iliskilerinin belirlenmesi agisindan kritik bilgiler sunmustur. Pinar vd. tarafindan Astragalus L.
cinsinin Onobrychoidei DC. seksiyonunda yer alan tirlerin polen morfolojisini incelenmis ve
polenlerin gogunlukla trikolporat oldugunu, prolat veya prolat-sferoidal sekillerde bulundugunu
bildirmislerdir (Pinar vd., 2009). Benzer sekilde, Millettieae tribusuna ait tirlerin polen
morfolojisi de detayli bir sekilde galisilmis ve polenlerin benzer ekzin stratifikasyonu ile
karakterize oldugu belirlenmistir (Hsu ve Huang, 2001). Ayrica, Tiirkiye'de endemik olan
Astragalus tmoleus Boiss. var. bounacanthus (Boiss.) Chamberlain 'un morfolojik, anatomik
ve palinolojik dzelliklerinin arastirildigi diger bir ¢alismada polenlerin trikolpat apertire sahip
oldugu ve subprolat seklinde bulunduklari agiklanmistir (Kaya, 2022). Polen yizeyinin
mikroretikulat oldugu ve bu ozelliklerin taksonomik ayrimda 6nemli oldugu vurgulanmstir.
Onobrychis Mill. cinsine ait tiirlerin polen morfolojisi lizerine yapilan bir baska calismada ise
tlrlerin polen boyutlar1 ve morfolojisi incelemis ve polenlerin trikolpat tipte oldugu ve prolat
sekline sahip olduklari bildirilmistir (Avci vd., 2013). Ayrica, polen boyutu ile kromozom sayist
arasinda bir iliski oldugu gézlemlenmistir. Trigonella tirlerinin polen morfolojisi Uzerine
yapilan bir diger ¢alismada ise, polenlerin genellikle trikolporat oldugu ve taksonomik ayrimda

kolaylik saglayacak gesitli ornamentasyon tiplerine sahip olduklar1 gézlemlenmistir (Pinar vd.,
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2014). Tirkiye'de Fabaceae familyasi tizerine yapilan palinolojik ¢alismalar, bu familyanin tiir
cesitliligini ve morfolojik 6zelliklerini anlamak i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Bu ¢alismalar,
bitki sistematigi ve taksonomisi ag¢isindan Onemli veriler sunmakta ve Tiirkiye flora

zenginliginin ortaya c¢ikarilmasina katki saglamaktadir.
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4.4. Antibakteriyel Calismalar

Bu ¢aligmada, S. junceum metanol ekstraktinin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon, MIK,
MBK yodntemleriyle 3 tane gram (+) bakteri (Enterecoccus durans, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Bacillus subtilis DSMZ1971) ve 3 tane gram (-) bakteri (Escherichia coli ATCC
2592, Enterobacter aerogenes ATCC13048, Salmonella Enteritidis ATC13075) suslarina kars1
degerlendirilmistir.

Spartium junceum metanol ekstraktinin E. durans, S. aureus ATCC25923, B. subtilis
DSMZ1971, E. coli ATCC2592, E. aerogenes ATCC13048, S. enteritidis ATC1307 bakteri
suslarina karst MiK ve MBK 6l¢iilmiistiir.

4.4.1. Disk Difiizyon Calismalari

Spartium junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi, disk difiizyon yontemiyle yapilan
denemeler sonucunda elde edilen zon caplarinin milimetrik aritmetik ortalamalar1 ve standart
sapmalarinin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2). Tirln metanol
ekstraktinin farkli konsantrasyonlar (800, 400, 200, 100 mg/mL) ile belirtilen bakteri suslari

iizerinde yapilan testler, ekstraktin mikroorganizmalari inhibe ettigini gostermistir.

Enterococcus durans bakteri susu iizerinde yapilan testte, 800 mg/mL'de 8,5+0,5 mm, 400
mg/mL'de 8+0,70 mm, 200 mg/mL'de 7,75£0,82 mm ve 100 mg/mL'de 7,25+1,08 mm'lik
aritmetik ortalama inhibisyon zon caplart gozlemlenmistir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2).
Staphylococcus aureus ATCC25923 (zerindeki testlerde ise, 800 mg/mL'de 7,25+0,82 mm,
400 mg/mL'de 7£1,22 mm, 200 mg/mL'de 6,75+£0,82 mm ve 100 mg/mL'de 6,25+0,43 mm'lik
ortalama inhibisyon zon ¢aplari elde edilmistir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2). Bacillus subtilis
DSMZ1971 tizerinde yapilan testlerde, 800 mg/mL'de 8+0 mm, 400 mg/mL'de 8,12+0,89 mm,
200 mg/mL'de 7,12+0,73 mm ve 100 mg/mL'de 6,75+0,82 mm'lik ortalama zonlar saptanmigtir
(Sekil 4.10 ve Tablo 4.2). Escherichia coli ATCC2592 tizerindeki testlerdeki zon buyuklukleri,
800 mg/mL'de 7,5+£0,5 mm, 400 mg/mL'de 8+0,70 mm, 200 mg/mL'de 7,5£0,5 mm ve 100
mg/mL'de 7,25+1,08 mm olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2). Enterobacter aerogenes
ATCC13048 iizerinde yapilan deneylerde, 800 mg/mL'de 7,75+0,82 mm, 400 mg/mL'de
7,75+0,82 mm, 200 mg/mL'de 7,25+£0,43 mm ve 100 mg/mL'de 6,5+0,5 mm 'lik bir inhibisyon
zon ortalamast bulunmustur (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2). Salmonella enteritidis ATCC1307
Uzerindeki testlerde ise, 800 mg/mL'de 7,62+0,81 mm, 400 mg/mL'de 7,25+0,82 mm, 200
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mg/mL'de 7,25+£0,43 mm ve 100 mg/mL'de 6,37+0,41 mm 'lik ortalama inhibisyon zon ¢aplar1

elde edilmistir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2).

5 = 800 mg/m) Py o
- o Y,
. > “,

»ﬁ

g 100 mg/m)

S 400 gl

Sekil 4.10: Spartium junceum metanol ekstraktinin bakteri suslarina karst 800 mg/mL, 400
mg/mL, 200 mg/mL, 100 mg/mL konsantrasyonlarindaki antibakteriyel aktivitesi (1:
Staphylococcus aureus ATCC25923, 2: Bacillus subtilis DSMZ1971, 3: Escherichia
coli ATCC2592, 4: Enterobacter aerogenes ATCC13048, 5: Salmonella enteritidis

ATC13075, 6: Enterecoccus durans).
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Tablo 4.2: Spartium junceum metanol ekstraktinin disk diflizyon yontemi ile zon ¢aplarinin
milimetrik aritmetik ortalamasi ile standart sapmasi (6l¢limler mm bazinda

yapilmistir).
Bakteri Sus Adi Spartium junceum Metanol Konsantrasyonlar: (mg/mL)
800 400 200 100
Enterecoccus durans 8,50+0,50 8,00+0,70 | 7,75+0,82 7,25%1,08
Staphylococcus  aureus
ATCC25923 7,25%0,82 7,00+1,22 | 6,75%0,82 6,25+0,43
Bacillus subtilis
DSMZ1971 8,00+0 8,12+0,89 | 7,12+0,73 6,75+0,82
Escherichia coli ATCC
2592 7,50+0,50 8,00+0,70 | 7,50+0,50 7,25+1,08
Enterobacter aerogenes
ATCC13048 7,75%0,82 7,75+0,82 | 7,25%0,43 6,50+0,50
Salmonella  enteritidis
ATC1307 7,62+0,81 7,25+0,82 | 7,25%0,43 6,37+0,41

Spartium junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi tizerine yapilan disk difiizyon
denemeleri, mikroorganizmalarin biiylimesini engelleme kapasitesinin, uygulama sonuglarinin
tutarliligina gore degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuclar 6zellikle
standart sapmanin yiikseldigi durumlarda antibakteriyel etkinin tutarsiz oldugu ve
mikroorganizmalar {izerindeki etkisinin azaldigmi gostermektedir. Kullanilan yiiksek
konsantrasyonda (800 mg/mL) standart sapma sifira yakinken daha giiglii ve tutarhi
antibakteriyel etki gostermistir. Diisiik konsantrasyonlar (100 mg/mL) ise daha degisken veya
az etkili sonuglar ortaya koymustur. Bu durum, diisiik konsantrasyonlardaki antibakteriyel
etkinin daha az oldugunu ve test sonuglarinda dalgalanma oldugunu gostermektedir. Standart
sapma yukseldikce, antibakteriyel etkinlik azalir. Bu da diisiik konsantrasyonlarin
antibakteriyel etkinin daha az oldugunu ve bazi durumlarda mikroorganizmalara karsi etkisiz
olabilecegi anlamma geldigi disiiniilmektedir. Spartium junceum metanol ekstraktinin
antibakteriyel etkisi yapilan testler sonucunda, en yiiksek etki standart sapmasi sifir ve sifira
yakin oldugu i¢in B. subtilis DSMZ1971 ve E. durans iizerinde goézlemlenmistir. Bacillus
DSMZz1971'de 800 mg/mL konsantrasyonunda 400 mg/mL

subtilis 8+0,5 mm,
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konsantrasyonunda ise 8,12+0,89 mm'lik inhibitor bolge ¢aplar1 elde edilmistir. Bu durum B.
subtilis tizerinde giiclii bir antibakteriyel etkinin oldugunu gostermistir. Ayrica, E. durans
tizerinde yapilan testlerde 800 mg/mL konsantrasyonunda 8,50+0,50 mm'lik en genis inhibitor
bolge c¢ap1 gozlemlenmistir. Bu sonuglar, dogal bir antibakteriyel bilesik olarak S. junceum
metanol ekstraktinin mikroorganizmalar iizerinde 6nemli bir etkinlige sahip oldugunu ve
Ozellikle B. subtilis gibi mikroorganizmalar iizerinde giiglii etkiler gosterdigini ortaya
koymaktadir. Bu veriler, dogal bilesiklerin antibakteriyel tedavi alaninda potansiyel bir

alternatif olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir.

Habibatni vd. ve Cerchiara vd. ¢alismalarinda, S. junceum'un sadece Staphylococcus aureus'a
karst etkili oldugunu, E. coli gibi gram-negatif bakteriler (zerinde belirgin bir etki
gostermedigini soylemislerdir (Habibatni vd., 2016; Cerchiara vd., 2017). Bu ¢alismada ise,
disk diflizyon testiyle yapilan testlerde S. aureus'un yiiksek etki gosterdigi bildirildi. Bu
sonucun daha 6nce Cerchiara vd. ve Habibatni vd. ¢alismalariyla ortiistiigii gorilmektedir.
Zahrddin vd. esansiyel yaglarin S. aureus gibi bakteri tiirlerine karsi etkili oldugunu belirtirken,
E. coli'ye kars1 etkinligin daha diisiik oldugunu ortaya koymuslardir (Zahrddin vd., 2022).
Ancak bu ¢aligmada, S. junceum metanol ekstrakti ile yapilan disk difiizyon testlerinde, E. coli,
E. aerogenes ve S. enteritidis gibi bakterilere karsi da belirgin bir etki gézlemlenmistir.
Ozellikle E. coli ve E. aerogenes'in daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon gosterdigi ve

etkili oldugu saptanmustir.

Falsini vd. ¢aligmasi, Spartium junceum’'un Xylella fastidiosa ile enfekte oldugunu ve bakterinin
yalnizca ksilem iletken elemanlarin1i kolonize ettigini gostermistir. Enfekte dokularda
gozlemlenen pembe/mor matris, bitkinin bakteriyel yayilmaya kars1 savunma tepkisi olarak
degerlendirilmistir (Falsini vd., 2022). Bakteriyel enfeksiyonun yalnizca yesil siirgiin ve
yapraklarda tespit edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada ise, S. junceum metanol ekstraktinin
yalnizca S. aureus tizerinde degil, E. coli, E. aerogenes ve S. enteritidis gibi Gram-negatif
bakterilere kars1 da belirgin bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Falsini vd. ¢alismasinda
Gram-negatif bakterilere kars1 etkinin vurgulanmamis olmasi, kullanilan metodoloji veya
ekstrakt bilesenlerinin farkliligindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ayrica, bu ¢alismada
yuksek konsantrasyonlarin etkinligi dogrulansa da diisiik konsantrasyonlarda gozlenen etkinin
Falsini vd. calismasina kiyasla daha stabil oldugu goézlemlenmistir. Bu durum, metanol
ekstraktinin genis spektrumlu bir antibakteriyel ajan olarak degerlendirilebilecegini

desteklemektedir.
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Bu durum, S. junceum metanol ekstrakti'nin daha genis bir antibakteriyel etki spektrumu
sundugunu ve literatiirdeki ¢alismalara nazaran E. coli, E. aerogenes, ve S. enteritidis gibi
gram-negatif bakteriler iizerinde de etkili oldugunu gosterir. Bu c¢alisma, daha Onceki
caligmalara kiyasla, bitkinin antimikrobiyal etkinliginin farkl1 metotlarla degerlendirildiginde

farkli sonuglar ortaya koyabilecegini kanitlamistir.

4.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon ve Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu

Sonuclan

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu belirlemek i¢in mikroplakalara yerlestirilen drnekler,
inkiibasyon sonrasinda 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiilmistiir. (Sekil 4.11).
MIK ve MBK sonuglar1 Tablo 4.3‘de gosterilmistir. Minimum Inhibisyonu Konsantrayonu ile
belirlenen mikroorganizmalar iizerinde yapilan deneylerde, antibiyotik icermeyen besiyerine
aktarilan suslarin iiremesi gozlemlenmistir. Bu siirecte, bakterilerin liremesini biiyiik oranda
durduran Minimum Bakterisidal Konsantrasyonlar: tespit edilmistir sonuglar ilgili tablo ile
sunulmustur. Bu ¢alisma, farkli konsantrasyonlardaki (800, 400, 200, 100 mg/mL) S. junceum
metanol ekstraktinin belirtilen mikroorganizmalar Uzerindeki etkilerini inceleyerek, bu

maddelerin etkinligini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Spartium junceum metanol ekstrakti E. durans bakteri susuna karsi 100 mg/mL minimum
inhibisyonu gosterirken, minimum bakterisidal konsantrayonu 200 mg/mL olarak bulundu.
Staphylococcus aureus bakteri susunun minimum inhibisyonu konsantrasyonu 100 mg/mL
olarak kaydedildi. Minimum bakterisidal konsantrasyonu ise 200 mg/mL olarak gorulda.
Bacillus subtilis mikroorganizmasina karst minimum inhibisyonu konsantrasyonu 100 mg/mL
bulunurken minimum bakterisidal konsantrasyonu 400 mg/mL olarak kaydedildi. Escherichia
coli susunun minimum inhibisyonu konsantrasyonu 200 mg/mL bulunurken minimum
bakterisidal konsantrasyonu 400 mg/mL oldugu izlendi. Enterobacter aerogenes susunun
minimum inhibisyonu konsantrasyonu 200 mg/mL bulunurken minimum bakterisidal
konsantrasyonu 400 mg/mL oldugu tespit edildi. Salmonella enteritidis bakteri susunun
minimum inhibisyonu konsantrasyonu 100 mg/mL olarak kaydedildi. Minimum bakterisidal

konsantrasyonu ise 200 mg/mL olarak tespit edildi (Sekil 4.11 ve Tablo 4.3).

53



Tablo 4.3: Bakteri suslarmin S. junceum metanol ekstraktina karsi MIK-MBK sonuglari

(Konsantrasyonlar mg/mL olarak verilmistir).

Kullanilan Bakteri Suslar

Test E. aerogenes S. enteritidis E.durans |S.aureus |B.subtilis |E. coli
MIK 200 100 100 100 100 200
MBK |400 200 200 200 400 400
MiK-MBK

450

400

350

300

250

200

150

100

S R R RE

0

E. aerogenes

S. enteritidis E. durans

= MiK mMBK

S. aureus

B. subtilis

E. coli

Sekil 4.11: Bakteri suslarma uygulanan S. junceum metanol ekstraktinin MIK ve MBK

sonuglar1 (Konsantrasyonlar mg/mL olarak verilmistir).
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Spartium junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisini degerlendirilirken MiK ve
MBK o6l¢timleri, bu ekstraktin bakteri suslarina kars1 ne kadar etkili oldugunu anlamamiza
yardimc1 olmustur. Spartium junceum tlriiniin metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisini
degerlendirildiginde, elde edilen sonuclar dogrultusunda bazi bakteriler {izerinde gii¢lii bir
inhibisyon ve bakterisidal etki goézlemlenmistir. Ozellikle, E. durans, S. aureus ve
Salmonella enteritidis suslar1 iizerinde, minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak 100
mg/mL degerine ulasilarak en diisiik konsantrasyonda dahi en etkili oldugu tespit edildi.
Salmonella enteritidis gram negatif bir bakteri olmasina ragmen diger bakteriler hususunda
ekstraktin gram pozitif bakterilere benzer bir duyarlilik gostermesi dikkat ¢ekmistir. Gram
pozitif bakterilere karsi metanol ekstraktinin daha diisik MIK ve MBK degerleriyle
duyarlilik gosterdigi belirlendi. E. durans ve S. aureus suslarinda MiK ve MBK arasindaki
oran iki kat olurken, gram pozitif bakterilerin genel olarak %50-75 arasinda degisen bir
etkiyle daha hassas oldugu kaydedildi. Gram negatif bakterilerde ise daha yiiksek
konsantrasyonlara ihtiya¢ duyuldugu gozlemlendi. Gram negatif bakteri olan S. enteritidis
bu genellemenin disinda kalarak gram pozitif bakterilere benzer bir etki diizeyi gosterdi ve
bu durum dikkat ¢ekici bir sonug olarak degerlendirildi. Ornegin, E. aerogenes ve E. coli
ATCC2592 i¢in MIK degeri 200 mg/mL, E. durans, S. aureus ATCC25923, B. subtilis
DSMZ1971 icin ise 100 mg/mL'dir. Bu sonug, 6zellikle B. subtilis ve S. aureus (zerinde
daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugunu gosteriyor (Tablo 4.3 ve Sekil 4.11)

MBK degerlerine bakildiginda ise, bakterileri inhibe etme glcl daha yuksek
konsantrasyonlarda elde edilmistir. Enterobacter aerogenes, S. enteritidis ve E. coli igin
MBK degeri 400 mg/mL iken, E. durans, S. aureus ve B. subtilis i¢in MBK degeri 200
mg/mL'dir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.11). Bu ekstraktin bakteri suslar1 tzerinde 6lduricu
etkisinin de oldukg¢a belirgin oldugunu ve bakterileri tamamen o6ldiirme kapasitesinin,
blylmelerini inhibe etme kapasitesinden genellikle daha ylksek konsantrasyonlara ihtiyac

duydugunu gostermektedir.

Habibatni vd. tarafindan yapilan ¢alismada, yalnizca Gram-pozitif bakteriler Uzerinde
antibakteriyel etkinlik gézlemlenmistir ve 6zellikle S. aureus ATCC6538'e karst kloroform
faz1 en yiiksek etkinligi gostermistir. Habibatni vd.’nin yaptig1 bu calisma, Gram-pozitif
bakterilere kars1t yiiksek bir etkinlik saglarken, Gram-negatif bakterilerde etkinlik
gostermemistir (Habibatni vd., 2016). Staphylococcus aureus suslari iizerine yapilan

testlerde, minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 15,60 pg/mL ile 250,00 pg/mL arasinda
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degisirken, Gram-negatif bakterilere kars1 herhangi bir etkinlik gozlemlenmemistir. Bu
caligmada ise S. jJunceum metanol ekstraktinin, farkli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri
suglar1 tlizerinde antibakteriyel etkileri incelenmistir. Sonuglar, metanol ekstraktinin E.
durans, S. aureus ATCC25923, B. subtilis, E. coli, E. aerogenes ve S. enteritidis gibi bakteri
suslarina kars1 antibakteriyel etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, 6zellikle
Gram-negatif bakterilerde de etkinlik sergileyen genis bir etki yelpazesi sundugu i¢in, diger
benzer ¢alismalardan farklilik arz etmektedir. S6z konusu mikroorganizmalar {izerinde elde
edilen MIK 100 mg/mL ile 400 mg/mL arasinda degisirken, bu sonuglar, Gram-pozitif
bakterilere yonelik yiiksek etkinligi de gdstermektedir. Ornegin, S. aureus igin MiK degeri
100 mg/mL olarak bulunmus ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bakterisidal etkinlik
gozlemlenmistir. Bu bulgular, S. junceum'un antibakteriyel potansiyelinin hem Gram-pozitif
hem de Gram-negatif bakterilere karsi genis bir etkinlik sundugunu isaret etmektedir.
Habibatni vd.’nin elde edilen bulgularla karsilagtirildiginda, S. junceum'un Gram-negatif
bakteriler {izerinde de 6nemli bir antibakteriyel etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu
farklilik, kullanilan ekstraktlarin  bilesiminden veya farkli test ydntemlerinden

kaynaklanabilmektedir.

Cerchiara vd. yaptiklari ¢alismada nanopartikiillerle zenginlestirilmis liflerle yalnizca S.
aureus’a kars1 giiclii bir etki elde ederken, Habibatni vd. (2016) hidroalkolik ekstraktlarin
yalnizca Gram-pozitif bakterilere 0zellikle S. aureus ATCC6538 etkili oldugunu
gostermistir (Habibatni vd., 2016; Cerchiara vd., 2017). Zahrddin vd. ise tiiriin esansiyel
yaginin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 inhibisyonu arttirdigini, ancak E. coli
tizerinde daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugunu ifade etmistir (Zahrddin vd., 2022).
Bu ¢alismada ise S. junceum metanol ekstraktinin hem Gram-pozitif (E. durans, S. aureus,
B. subtilis) hem de Gram-negatif (E. coli, E. aerogenes, S. enteritidis) bakterilere kars1 genis
spektrumlu bir antibakteriyel etki sagladig: tespit edilmistir. Ozellikle E. durans, S. aureus
ve S. enteritidis tizerinde diisiikk konsantrasyonlarda giigli minimum inhibisyon ve
bakterisidal konsantrayon etkileri gdzlenmistir. Buna karsin, E. coli ve E. aerogenes gibi
Gram-negatif bakterilerde daha yiiksek konsantrasyonlarin gerekmesi, Gram-negatiflerin
hiicre duvar yapisindan kaynaklanan direng ile iligskilendirildi. BOylece S. junceum metanol
ekstraktinin genis bir antibakteriyel etki spektrum sundugunu ve 6nceki ¢aligmalardan farkli
olarak Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 6nemli etkilerinin oldugu ortaya

koyuldu.
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4.5. Antikanser Calismalar

Bu ¢alismada, S. junceum bitkisinin metanol ekstraktinin, MCF-7 hiicre hatti iizerindeki
etkileri MTT testi kullanilarak degerlendirilmis, sitotoksisitesi ise Allium testi ile dl¢lilmiis

bulgular1 sunulmustur.

45.1. MTT Testi

Calismada kullanilan metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki etkileri MTT testi
ile degerlendirilmistir. Sonuglar, ekstraktin konsantrasyona bagli olarak belirgin bir
sitotoksik ve antiproliferatif etkisi gozlemlenmistir. Bu bulgular, metanol ekstraktinin

potansiyel antikanser 6zelliklerini desteklemektedir.

Tablo 4.4'de gosterilen MTT sonuglarina gore ¢alismada kullanilan metanol ekstrakti, MCF-
7 hiicre hatt1 iizerinde konsantrasyona bagli sitotoksik ve antiproliferatif etki gostermistir
(Sekil 4.12). Sitotoksik etki, kontrole gore 24 saatte uygulanan ¢dztici, 10 ve 50 ppm dozlar
disinda kalan tiim konsantrasyonlarda goriilmiis ve istatistiksel olarak saptanmistir (p=0.05).
Bu dozlar, hiicre canliliginda sirasiyla %7,95 (100 ppm), %12,11 (200 ppm), %41,09 (400
ppm), %53,22 (600 ppm), %55,31 (800 ppm) ve %64,22 (1000 ppm) oraninda bir azalma
gostermis ve kontrol ile karsilagtirildiginda kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini 6nemli 6lclide
inhibe ettigi goriilmiistiir (Tablo 4.4). LDsg degerinin 400 ve 600 ppm arasinda oldugu elde

edilen sonuglara gore saptanmustir.
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Sekil 4.12: MCF-7 hiicre hatlar1 izerine Spartium junceum metanol ekstrakti uygulamasi; 1:
Kontrol, 2: Cozucd, 3: 10 ppm, 4: 50 ppm, 5: 100 ppm, 6: 200 ppm, 7: 400 ppm, 8:
600 ppm, 9: 800 ppm ve 10: 1000 ppm.



Tablo 4.4: Kullanilan Spartium junceum metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi (SD: Standard sapma, Farkli harfler

alfabetik sirayla p=0,05 anlamlilik diizeyinde anlamli farkliliklar gostermistir).

Konsantrasyonlar | Kontrol Kullanilan 10 ppm | 50 ppm | 100 ppm | 200 ppm | 400 ppm | 600 ppm | 800 ppm | 1000

¢cozucu ppm
Hiicre  Canlihg | 100 96,19+3,80° | 96,9243, | 98,61+1, | 92,05+7, | 87,89+2, |58,91+2, | 46,7843, | 44,6945, | 35,7844,
(%) + SD 072 382 99% 39P 64° 224 09¢ 44%
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Bu ¢alismada, S. junceum metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki mutajenik ve
antiproliferatif etkileri, konsantrasyona bagli olarak belirgin bir sekilde gdzlemlenmistir.
Bulgular, ekstraktin yliksek dozlarda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini ve
hicre nekrozunu artirdigin1 gostermektedir. Diisiik konsantrasyonlarda ise hiicre canlilig
biiyiik Ol¢lide korunmus, bu da ekstraktin toksik etkilerinin smirli oldugunu ve diisiik
dozlarin hiicreler tizerinde minimal bir stres yarattigini ortaya koymaktadir. Orta ve ylksek
dozlarda gozlenen mutasyon etkisinin artmasi, ekstraktin bu dozlarda hiicre yapisini bozarak
hlcre nekrozuna yol agtigini ve bu etkinin dozla orantili olarak arttigina isaret etmektedir.
Ozellikle 400 ppm ve (zerindeki dozlarda hiicre zarlar1 bozulmus ve canliliklarim
kaybetmistir. Spartium junceum metanol ekstraktinin yiiksek dozlarda gii¢lii bir sitotoksik
etki gosterdigini ve kanser hiicrelerinin metastazin1 6nemli derecede engelledigini ortaya
koymaktadir (Sekil 4.12). Ancak, hiicre popiilasyonunun bir kisminin daha direngli oldugu
ve sitotoksik etkinin bu hiicrelerde daha gec ortaya ciktigi gozlemlenmistir. Bu durum,
ekstraktin heterojen etkiler gosterdigini ve bazi hiicrelerin toksik etkilere karsi daha
dayanikli olabilecegini disiindiirmektedir. Genel olarak, bu sonuglar metanol ekstraktinin
potansiyel antikanser 6zelliklerine 151k tutmakta ve bu etkinin mekanizmalarinin daha detayl
bir sekilde incelenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Ayrica, ekstraktin daha yliksek
dozlarda htcre nekrozunu hizlandirarak etkili bir antikanser ajan olabilecegi potansiyelini

tasimaktadir.

Bu calismada, S. junceum metanol ekstresinin MCF-7 hucre dizisinde gosterdigi sitotoksik
ve antiproliferatif etkiler, Nanni vd. yaptiklar1 ¢alismada S. junceum ciceklerinden elde
edilen ekstraktlarinin melanom hiicreleri iizerinde gii¢lii bir antikanser etkisi oldugunu
belirtmislerdir (Nanni vd. 2018). Zengin vd. tarafindan yapilan S. junceum tlirlintn tirozinaz
inhibitord ve antioksidan o6zelliklere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Calisma bu
caligmalardaki bulgularla benzerlik gostermektedir (Zengin vd., 2019) Yiksek dozlarda
hiicre ¢ogalmasi inhibe olmus ve hiicre 6liim orani artmistir. Bu da ekstraktin giiclii
antikanser etkisini desteklemektedir. Diisiik dozlarda ise hiicre canliligi korunmus, toksik
etkiler sinirli kalmistir. Her iki calisma da ekstraktin dozla artan etkiler gosterdigini ve
yuksek dozlarda hiicre nekrozunu hizlandirarak antikanser ajan olma potansiyeli tagidigin

ortaya koymaktadir.

Abusamra vd. yaptig1 ¢calismada S. junceum'un glioblastoma U-373 hiicreleri iizerinde zayif

sitotoksik etki gosterdigini ve bunun apoptozdan bagimsiz bir mekanizmayla gergeklestigini
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rapor etmislerdir (Abusamra vd., 2015). Bu ¢alismada ise ayni tiiriin MCF-7 meme kanseri
hlcre hattinda konsantrasyona bagli giiglii sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi ortaya
koyulmustur. Bu fark, tiirlin kanser hiicre tiirtine gore farkli mekanizmalarla etkili
olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular, gelecekteki ¢alismalar i¢in umut verici olmakla
birlikte, daha kapsamli aragtirmalar ve farkli kanser hiicre hatlariyla yapilan analizler bu

etkilerin dogrulugunu ve etkinligini daha da pekistirecektir.

4.5.2. Allium Test

Daha 0nceden toksisitesi bilinen CuSOj4 ile muamele edilmis A. cepa kok 6rnekleri Gizerinde
S. junceum metanol ekstraktinin iyilestirici etkisi degerlendirilmistir. Mitotik indeks 12 ve
24 saatlik siireler boyunca incelenmis ve bu siireler icinde A. Cepa 10, 50, 100, 200, 400,
600, 800, 1000 ppm uygulama dozu ile degerlendirilmistir.

Spartium junceum metanol ekstraktinin iyilestirici etkilerini degerlendirmek amaciyla,
toksik dzellikleri bilinen CuSOs ile muamele edilen A. cepa kok ornekleri lizerinde yapilan
incelemelerde, mitotik indekste doza ve zamana bagl olarak belirgin azalmalar oldugu
izlenmistir. 12 saat boyunca muamelede, negatif kontrol mitotik indeksi 20,15 + 2,79 olarak
belirlenmis, pozitif kontrol grubunda bu deger 11,27 + 1,44'e diigmiistiir. Bu diisiis bakir
stilffatin toksisitesini gozler oniine sermektedir. Spartium junceum metanol ekstrakti ile
muamele edilen gruplarda, diisiik dozlarda (10 ppm: 13,48 &+ 3,15; 50 ppm: 13,05 + 2,96)
mitotik indeksin pozitif kontrol grubuna gore iyilestirici etkisi oldugu goriilmiistiir. Yiiksek
dozlarda (400, 1000 ppm) ise mitotik indeks degerleri pozitif kontrol grubuna kiyasla daha

yiiksek Ol¢iilmiis lakin negatif kontrol seviyelerine erisilememistir (Tablo 8).

24 saatlik uygulamalarda negatif kontrol grubunda mitotik indeks 21,48 + 1,76 olarak
olglilmiis, pozitif kontrol grubunda ise bu deger 10,92 + 1,65'e diismiistiir. Spartium junceum
metanol ekstrakti ile diisiik doz uygulamalarinda (10 ppm: 12,56 + 0,89) pozitif kontrol
grubuna gore bir iyilesme gézlenmis ancak bu iyilesmenin smirlt oldugu tespit edilmistir.
Yuksek dozlarda (800-1000 ppm), mitotik indeks pozitif kontrol grubuna kiyasla daha

yiiksek olmakla birlikte, negatif kontrol grubunun seviyelerine ulagilamamistir (Tablo 8).

Mitotik anomali analizlerinde, pozitif kontrol grubunda anormal metafaz ve anafaz-telofaz
oranlarinin belirgin sekilde arttigi, S. junceum metanol ekstrakti uygulanan gruplarda bu

oranlarin doza bagl olarak azaldig1 ve 6zellikle orta dozlarda iyilesme isaretleri gosterdigi
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belirlenmistir. Bu bulgular, S. junceum metanol ekstraktinin CuSOa toksisitesine bagli olarak
azalan hiicre boliinme aktivitesini iyilestirebildigini ve bu etkinin uygulama dozu ve siiresine

bagli olarak degistiginin kanit1 niteligindedir.

CuSO.ile muamele edilen A. cepa meristematik kok hiicrelerinde, hiicre bélinmesinin farkli
sathalarinda ¢esitli kromozomal anormallikler gbzlemlenmistir (Sekil 4.13 ve Tablo 4.6).
Genel olarak, diizgiin dagilmayan profaz (Sekil 4.13-a), yapiskan kromozom (Sekil 4.13-b),
kromatid koprusi (Sekil 4.13-c), C- mitoz (Sekil 4.13-d) ve geri kalmis kromozom (Sekil
4.13-e) kromozomal anormalliklerinde artiglar gozlemlenmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda, mitotik hucrelerde metafaz anormalliklerinin daha fazla goriildiigii saptanmustir.
Ayrica, konsantrasyon uygulama gruplarinda ise bu anormalliklerin 6énemli 6l¢iide azaldig

tespit edilmistir.

P % el
4

v \‘éc
»

«
¥

Sekil 4.13: Allium cepa somatik hiicrelerine yapilan uygulamalar sonucunda olusan
kromozomal anormallikler; a: diizgiin dagilmayan profaz, b: yapiskan kromozom,
c: kromatid koprisu, d: C- mitoz ve e: geri kalmig kromozom.
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Tablo 4.5: A. cepa somatik hiicrelerinde uygulama dozlarinin mitotik indeks ve mitotik fazlar iizerine etkisi (Pozitif Kontrol= 100ppm CuSOs,

Negatif Kontrol= Distile Saf Su, * p= 0,05 derecesinde 6nemlidir).

0 0 _ 0
Uygulama Uygulama Dozu | Degerlendirilen o Profaz (%) Metafaz (%) Anafaz-Telofaz(%)
Zamani (ppm) Hiicre Savist Mitotik Indeks
(Saat) pp y Toplam [ Anormal | Toplam [ Anormal [ Toplam [ Anormal
Negatif kontrol |4015 20,15 +2,79 56,94 |- 21,18 |- 21,88 -
Pozitif kontrol | 3369 11,27 £ 1,44%* 40,37* |8,26 19,14* | 8,88 40,49* 12,33
10 3564 13,48 + 3,15%* 37,56*% 2,78 16,64* |3,93 45,80* [3,53
50 3458 13,05 +2,96* 38,65* |3,44 17,03* 4,15 44,32* 11,08
12 100 3433 12,26 +3,42* 44,78* 2,51 20,86 |3,61 3436* |1,95
200 3615 12,98 £3,67* 56,88 |1,07 20,65 |2,48 22,47 2,63
400 3520 18,09 £ 3,12 5591 191 18,71* | 1,75 25,38* |1,65
600 3488 20,36 £ 1,14 55,65 0,89 19,43* 12,04 23,92* |1,81
800 3619 17,61 £ 1,38 48,74* | 1,05 20,95 2,62 30,31* [1,92
1000 3574 17,55 £2,05 44.39* 10,96 21,27 10,92 34,34* |0, 89
Negatif kontrol | 4226 21,48 £1,76 49,71 |- 22,64 |- 27,65 |-
Pozitif kontrol | 3210 10,92 £ 1,65* 44,56* | 11,46 17,19% | 11,46 38,25*% 12,39
10 3318 12,56 £ 0,89* 49,59 14,90 16,51* 14,90 33,90* 16,36
50 3397 12,44 £ 1,19* 49,88 16,64 20,17* | 6,64 29,95* 6,18
24 100 3284 14,65 +2,02* 41,50* 16,96 20,55 16,96 35,95% 16,43
200 3603 14,02 + 1,83* 44 23* 15,57 22,48 5,57 33,29* 15,93
400 3965 16,47 £ 0,94* 45,11%* 5,27 20,03* |5,27 34,86* 4,90
600 3650 18,40 £2,07 49,77* 16,20 17,39* 16,20 32,84* 15,03
800 3851 19,13 + 1,88 41,06* 4,74 18,58* 4,74 40,36* 14,20
1000 3779 18,52 £ 1,34 42.35% 14,24 18,07* 4,24 39,58* 15,02
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Tablo 4.6: A. cepa somatik hiicrelerinde uygulama dozlarmin etkisiyle goriilen kromozomal anormallikler (Pozitif Kontrol= 100 ppm CuSO4
Negatif Kontrol= Distile Saf Su).

Uygulama Uygulama dozu dDalglz%;Eyan Yapiskan K{Otg:dtid C- Mitoz Geri  kalmis | Toplam .

zamani kromozom Koprisi o Kromozom Anormallik

(Saat) (ppm) 1((02)0)mozom (%) (%) (%) (%) Siklig1
Negatif kontrol - - - - - -
Pozitif kontrol 8,26 4,69 8,58 4,19 3,75 29,47
10 2,78 3,05 2,43 0,88 1,10 10,24
50 3,44 3,12 1,08 1,03 - 8,67

12 100 2,51 2,17 1,95 1,44 - 8,07
200 1,07 2,48 1,74 - 0,89 6,18
400 1,91 1,75 1,65 - - 5,31
600 0,89 2,04 1,81 - - 2,93
800 1,05 1,88 1,92 - 0,74 5,59
1000 0,96 0,92 0,89 - - 2,77
Negatif kontrol - - - - - -
Pozitif kontrol 8,63 5,94 9,33 5,52 3,06 32,48
10 3,84 3,06 4,45 1,84 1,91 15,10
50 3,51 2,98 3,64 3,66 2,54 16,33

24 100 3,92 3,79 4,11 3,17 2,32 17,31
200 4,05 2,58 3,88 2,99 2,03 15,53
400 3,77 2,44 3,02 2,83 1,88 13,94
600 3,19 3,15 3,69 3,05 1,34 14,42
800 2,74 2,30 2,44 2,44 1,76 11,68
1000 2,93 2,01 2,83 2,23 2,19 12,19
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100 ppm CuSOs uygulamasi sonrasinda A. cepa’da, yapisik metafaz, c-mitoz, kromatid
kopriisii ve geri kalmig kromozomlar olarak kromozomal anormallikler gézlemlenmistir
(Sekil 4.13 ve Tablo 4.6). Buna ek olarak, mitotik hicrelerdeki kromozomal anormalliklerin
siklig1, uygulanan konsantrasyon ve slireye gore farklilik gostermistir. Konsantrasyon
uygulamasinin ardindan ise kromozom anormalliklerinin sikliginda belirgin bir azalma
gozlemlenmistir (Tablo 4.6, p=0,05). Calismada edinilen bu sonuglar S. junceum
ekstraktlariin, CuSOs toksisitesine karsilik, A. cepa meristematik hiicrelerini koruyucu ve
iyilestirmeye yonelik etkiler gosterdigi belirlenmistir. Bu sonucun, S. junceum’un giiglii
antioksidan ozellikleri icermesinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Glinska vd. (2007),
lahanadan elde edilen antosiyanin iceren ekstraktin, A. cepa somatik hiicrelerini kursun ve
krom gibi toksik maddelerin etkisinden korudugunu 6nceki bir ¢alismasinda bildirmistir.
Ayni sekilde, Bayrak yaptigi c¢alismada Vaccinium arctostaphylos tirinin yiksek
antosiyanin igeren ekstraktinin, A. cepa somatik hiicrelerini CuSO.'iin yol agtigi genotoksik
etkilerden korudugunu ve bu hiicrelerin iyilesmesini sagladigini ifade etmistir (Bayrak,
2012).

Gergeklestirilen mutajenite testleri sonucunda, A. cepa mitotik hiicrelerinde en sik
karsilagilan kromozomal anormalliklerin C-mitoz oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.13-d ve
Tablo 4.6). Bu kromozom anormalligi tiirlerinden C-mitoz, ilk olarak Levan tarafindan
gozlemlenmistir (Levan, 1938). Bu anormallikte kullanilan kimyasal, kolsisin etkisi
gostererek ig ipliklerinin olusumunu engeller. Bunun sonucunda sentromer bélinmesi
gecikerek kromozomlar birbirlerinden ayrilmadan hiicre i¢inde daginik bir sekilde
kalmaktadirlar. Metafaz evresinde gozlemlenen bu tiir anormallikler, ayn1 zamanda mitotik
indeksin diigmesine de neden olmaktadir. Mutajen 6zellik tasiyan bilesiklerin, ig ipliklerinin
olusumuna engel olarak C-mitoz etkisi yarattig1 ifade edilmistir (Liu vd., 1995; Inceer ve
Beyazoglu, 2000; Bayrak, 2012; Inceer vd., 2004; 2009). CuSO.'iin A. cepa somatik
hlcrelerinde olusturdugu diger bir yaygim anormallik tiiri olarak yapismis kromozomlar
gozlemlenmistir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.13-b).

Oztiirk tarafindan yapilan diger bir arastirmada ise, Imazethapyr herbisitinin A. cepa somatik
hlcrelerinde mitoz bélinme ve kromozomlar izerindeki etkileri incelenmis; herbisitin tim
dozlarinda mitotik indeks degerlerinin kontrol grubuna gore azaldig1 belirlenmis ve ayrica
kalinti kromozomlar, bozulmus anafaz-telofaz, yapigsma, anafaz kopriisii, prometafaz, c-

mitoz, poliploidi ve biniikleer hiicreler gibi kromozomal hasarlarin olustugu gézlemlenmistir
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(Oztiirk, 2013). Patil ve Bhat, bu tiir anormalligi, kromatin materyaliyle birlikte protein
matriksini igeren fizyolojik bir yapigsma bi¢imi olarak tanimlamistir (Patil ve Bhat, 1992).
Mitotik hiicrelerdeki yapisik kromozom anormalliginin olusumu, hiicrelerdeki toksik etkinin
yaygin bir belirtisi olarak kabul edilmekte olup, bu durumun hiicre nekrozuna yol agtigi
bildirilmistir (Fiskesjo ve Levan, 1993; Liu vd., 1995; Ergin, 2020). Darlington ve Mc-Leish
(1951). Kromozom yapismasinin, kromozomal DNA'nin bozulmasi ve depolimerizasyonu
sonucu olustugunu belirtmislerdir. CuSO4’lin yol agtig1 bir diger anormallik tiirii olarak
anafaz kopriisi.  gozlenmistir  (Sekil 4.13-c).  Anormallik tlrinin, kromozom
segmentlerindeki diizensiz translokasyon veya inversiyonlar sonucunda ortaya ¢ikabilecegi
belirtilmistir (Gémiirgen, 2005). Ozellikle anafaz képriisiiniin, diizensiz translokasyon ve
inversiyon gibi kromozomal yapisal degisikliklerden kaynaklanabilecegi belirtilen bu durum
CuSOg4 benzeri toksik maddelerin hucresel bolinme Uzerindeki etkilerini anlamak igin
onemli bir temel sunmaktadir. Mutajenik ya da toksik etkilerle meydana gelen kromozom
kopriilerinin ¢ogunlukla geri doniisii olmayan bir kromozomal anormallik tiirii oldugu
bildirilmistir (Liu vd., 1996). Gergeklestirilen mutajenite testleri sonucunda geri kalmis
kromozom anormalligi tespit edilmistir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.13). Geri kalmis
kromozomlarin anormalliginin, ¢ogunlukla kromozomlarin kutuplarina dogru hareket
ederken basarisizlik gostermesinden kaynaklandigi belirtilmistir (Tkalec vd., 2009).
Bununla birlikte, geri kalmig kromozomlarin yalnizca ig ipliklerinin fonksiyonlarini yerine
getirememesinden kaynakli degil, kromozom kinetekorlarinin toksik maddelerle etkilesimi
nedeniyle de olusabilecegi ifade edilmistir (Brinkley, 1985; Acar vd., 2015) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise Paraquat herbisitinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde neden oldugu
anatomik degisiklikler incelenmis; Paraquat uygulamasinda, kOk ucu hcrelerinde
yassilasmig durumda hticre cekirdekleri, nekroz, net bir yapis1 olmayan iletim doku, iletim
dokusunda bazi maddelerin birikimi ve hiicre deformasyonu gibi anatomik hasarlarin
olustugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, CuSO4'iin DNA sentezini engelleyici ve
mitotik hiicre bdlinmesini inhibe edici etkilerine karsi, S. junceum konsantrasyonlarinin
DNA sentezini yeniden aktif hale getirici ve mitotik hiicre bélinmesini diizenleyici rolline
dair onemli veriler elde edilmistir. Ayrica, S. junceum konsantrasyonlarinin CuSOa

toksisitesine kars1 mitotik hiicreleri koruyucu ve iyilestirici etkileri ortaya konulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasimna baslamadan once tiir c¢alismalari incelenmis kaynak ve literatiir
aragtirmalart sinirli sayida bulunmustur. Taksonomik agidan S. junceum turtunin 6zellikle
Tirkiye Florasi’nda morfolojik, anatomik ve palinolojik ¢alismalarinin deskripsiyon olarak
sinirlt oldugu sonucuna varilmistir. Bu calismada daha 6nceden antibakteriyel ve antikanser
aktivite ¢alismasi yapilmadigini tespit edilen S. junceum tiiriiniin toprak tstii kisimlarinin
metanol ekstraktlarindan farkli metotlar kullanilarak antimikrobiyal, ve antikanser
aktiviteleri incelenmistir. Calisilan tiir literatiir ¢aligmalarindaki benzer verilerle

karsilastirarak sonuclar degerlendirilmistir.

Spartium junceum tlrinun makromorfolojik ozellikleri yeni eklenen karakterlerle
giincellenmis, Tiirkiye Florasi'nda yer alan karakterler revize edilmistir. Ayrica, tiiriin kok,
anter, filament, ovaryum ve tohum gibi 6zellikleri ilk kez deskripsiyona dahil edilerek, tirtin

taksonomik deskripsiyonu genisletilmistir.

Bu caligmada, S. junceum tiiriiniin meyve ve tohum yiizeylerinin mikromorfolojik yapilari
ilk kez detayli olarak incelenmistir. Meyve yiizeyinde belirgin olmayan antiklinal ve
periklinal hiicre duvarlar1 ile tuberkulat ornamentasyon tipi goézlemlenmistir. Tohum
yiizeyinde ise igblikey periklinal duvarlar, yiikseltilmis antiklinal duvarlar ve retikulat yiizey
ornamentasyonu tespit edilmistir. Bu bulgular, tiirin taksonomik ayriminda ve filogenetik

iligkilerinin anlagilmasina 6nemli bir katk1 saglamstir.

Caligsmada, S. junceum tiiriiniin kok, govde, yaprak ve tohumlarinin anatomik yapilari detayli
bir sekilde incelenmis ve bu tiirlin bu agidan ilk defa sistematik bir degerlendirmesi
yapilmustir. Kok kesitlerinde, su ve besin iletimine katki saglayan genis korteks tabakasi ve
floem 06z 1sinlan tespit edilmis, ksilemdeki genis trake ve trakeidlerin mekanik destek
islevine vurgu yapilmistir. Govde anatomisinde, sklerenkimatik hiicre kiimeleri ve kesintili
floem dokusunun gévde dayanikliligini artirdigi ve sekonder kalinlasma ile uzun siireli su
iletimi ve depolama kapasitesine uyum sagladigi belirlenmistir. Yapraklarda izobilateral ve
bifasiyal mezofil tabakasi gbzlenmistir. Stomalarin anomositik oldugu ve iist yiizeydeki
stomalarin alt yiizeydekilerden daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Tohum anatomisinde ise

sklerotik epidermis ve parankimatik tabakalardan olusan iki tabakali yap: ilk kez detayl bir
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sekilde tanimlanmistir. Bu bulgular, S. junceum'un su depolama, iletim ve mekanik
dayaniklilik mekanizmalarina uyum sagladigini ve Fabaceae familyasi icinde sistematik

degerlendirmeye katki sundugunu géstermektedir.

Spartium junceum tiiriiniin polen karakterleri 11k mikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu kullanilarak detayli sekilde incelenmis ve tiiriin palinolojik deskripsiyonu ilk
kez yapilmistir. Elde edilen bulgular, polen morfolojisinin S. junceum'un sistematik
iliskilerinde ve taksonomik ayriminda énemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Calisma,
Fabaceae familyasinda yapilan diger palinolojik aragtirmalara benzer sekilde, tilirlerin polen

morfolojisinin sistematik iliskileri anlamada kritik bilgiler sundugunu ortaya koymustur.

Spartium junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisi, disk difizyon yontemleriyle
incelenerek farkli gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerinde test edilmistir. Sonuglar,
metanol ekstraktinin 6zellikle B. subtilis ve E. durans tzerinde gii¢li antibakteriyel etkinlik
gosterdigini ortaya koymustur. En yiiksek etki, 800 mg/mL konsantrasyonunda
gbzlemlenmis ve bu konsantrasyonlarda inhibitor bolge caplari daha yiiksek gozlenmistir.
Diisiik konsantrasyonlarda ise etkinlik daha degisken olmustur, bu da antibakteriyel etkinin
konsantrasyona bagli olarak degistigini gostermektedir. Caligmada S. junceum metanol
ekstraktinin gram negatif bakteriler tizerinde de etkili oldugu, 6zellikle E. coli, E. aerogenes
ve S. enteritidis gibi mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon gosterdigi saptanmistir. Bu
bulgular, S. junceum’un genis bir antibakteriyel etki spektrumu sundugunu ve literatiirdeki
onceki caligmalara kiyasla gram negatif bakteriler iizerinde de etkili oldugunu
gostermektedir. Sonuglar, dogal bilesiklerin antibakteriyel tedavi alaninda potansiyel bir

alternatif olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Spartium junceum metanol ekstraktinin antibakteriyel etkinligi, MiK ve MBK &l¢iimleriyle
degerlendirilmistir. S. junceum metanol ekstraktinin hem gram pozitif hem de gram negatif
bakterilere karsi genis bir etki spektrum sundugu goézlemlenmistir. En diisiik minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) 100 mg/mL olarak E. durans, S. aureus ve S.enteritidis
izerinde gozlemlenmistir. B. subtilis gibi bazi1 gram pozitif bakterilerde daha diisiik
konsantrasyonlarla etkili oldugu belirlenmistir. Gram negatif bakterilerde ise daha yiiksek
konsantrasyonlar (400 mg/mL) gerekmektedir, ancak Salmonella enteritidis gram negatif bir
bakteri olmasina ragmen gram pozitiflere benzer bir etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum

S. junceum metanol ekstraktinin bakteri lizerinde antibakteriyel etkinliginin yiiksek
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oldugunu gostermektedir. MBK 06l¢lim sonuclari ise bakterilere karsi antibakteriyel etkisi
icin daha yiiksek konsantrasyonlarin gerektigini ortaya koymustur. Sonuglar, S. junceum
metanol ekstraktinin antibakteriyel tedavi icin potansiyel bir alternatif olarak

degerlendirilebilecegini ve genis bir etki spektrumuna sahip oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alisma ayni zamanda S. junceum metanol ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde
konsantrasyona bagli olarak belirgin bir sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigini ortaya
koymustur. Yiiksek dozlarda ekstrakt, kanser hiicrelerinin cogalmasini inhibe etmis ve hticre
canliligmi azaltmistir. Spartium junceum metanol ekstraktinin diisik dozlarinda
uygulanmasi ise hiicre canliligi korunmus, toksik etkiler smirli kalmistir. Bulgular,
ekstraktin potansiyel antikanser 6zelliklerini desteklerken, 6zellikle 400 ppm ve tizerindeki
dozlarda giiclii bir etki gdsterdigini ve hiicre zarlarin1 bozarak kanser hiicrelerinin nekrozunu
hizlandirdigin1 gostermektedir. Bu etkinin dozla orantili olarak arttig1 ve bazi hiicrelerin
daha direngli oldugu gozlemlenmistir. Calisma, S. junceum metanol ekstraktinin kanser
hiicreleri tizerindeki etkisini ortaya koymakta olup, bu etkinin mekanizmalarinin daha
ayrintili bir sekilde incelenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Ayrica, metanol ekstraktinin

antikanser ajan olarak kullanilma potansiyeli tagimaktadir.

Yine bu galigmada S. junceum metanol ekstraktinin, CuSOa ile muamele edilmis A. cepa kdk
hiicrelerindeki toksik etkileri iyilestirme potansiyeli incelenmistir. Elde edilen sonugclar, S.
junceum ekstraktinin mitotik indeks tizerinde iyilestirici bir etki gosterdigini ve CuSOs
toksisitesine bagli olarak meydana gelen kromozomal anormallikleri azaltabilecegini ortaya
koymustur. Diisiik dozlarda mitotik indeksin pozitif kontrol grubuna gore iyilesme
gosterdigi, yiiksek dozlarda ise iyilesmenin sinirh kaldig belirlenmistir. Ayrica, S. jJunceum
ekstraktinin, CuSO+’lin yol actifi mitotik bozukluklart diizelterek hiicre bdliinmesini
yeniden diizenleyici ve DNA sentezini aktive edici bir rol listlendigi sonucuna varilmistir.
Bu bulgular, S. junceum'un gicli bir antioksidan 6zelligi tasidigin1 ve CuSO. gibi toksik

maddelere kars1 koruyucu bir etki sundugunu gostermektedir.

Bu ¢aligmanin bulgular1 1s18inda, S. junceum’un yakin akrabalarindan ayirt edici 6zellikleri
daha kesin bir sekilde ortaya konulabilir ve taksonomik siniflandirma tizerinde katkilar
saglanabilir. Spartium junceum tiiriiniin biyolojik aktivitelerinin daha kapsamli bir sekilde
aragtirilmas1 gerektigi sonucuna vartmugtir. Ozellikle, tiiriin antioksidan kapasitesi

belirlenebilir ve serbest radikallere karsi koruyucu etkileri detaylandirilabilir. Ayrica,
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icerdigi biyoaktif bilesiklerin kimyasal profili ¢ikarilabilir ve bu bilesiklerin farmakolojik
etkinlikleri daha ileri diizeyde degerlendirilebilir. Tiiriin metanol ekstraktindan elde edilen
aktif bilesiklerin, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norolojik bozukluklar gibi farkli
hastalik modelleri iizerinde in vitro ve in vivo testlerle etkinlikleri arastirilabilir. Diger
solventlerle hazirlanmis ekstrelerin biyolojik aktiviteleri karsilastirilarak en etkili
formulasyonlar belirlenebilir ve bu bilesiklerin kombinasyon tedavileri ile sinerjik etkileri
incelenebilir. Ayrica, S. junceum'un toksik maddelere karsi koruyucu etkileri derinlemesine
incelenebilir ve cevresel toksisitelerle micadeledeki rolii ortaya konulabilir. Bu ¢alismalar,

bitkinin farmasdtik alandaki potansiyel kullanimini artirabilir.
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