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Abstract 

Cadmium (Cd) is among the heavy metals causing environmental pollution and can cause temporary or 

permanent oxidative stress in the cells. Antioxidative enzyme mechanisms may be inadequate in the response of living 

organisms to oxidative stress caused by these toxic substances. In this study, in order to prevent Cd induced oxidative 

stress, the possible protective effects of (TA), cacao oil (CO) and St. John’s Wort oil (JWO) on lipid erythrocytes and 

antioxidant enzymes were investigated. We prepared packed erythrocytes from the blood samples of 7 healthy volunteers. 

Experiment groups consisting of control, Cd, TA, CO, JWO and their combinations (Cd+TA, Cd+CO ve Cd+JWO) were 

arranged. In all groups, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were measured. 

Comparisons between groups of normally distributed variable were evaluated by One-Way variance analysis (ANOVA). 

Comparisons between groups of not normally distributed variable wereevaluated by Kruskal-Wallis test. After Cd 

administration SOD activity was increased in TA (3507± 68.2 u/gHb), CO (3518 ±170.0 u/gHb) and JWO (3469±249.5 

u/ gHb) groups compared to Cd group. After Cd administration MDA levels were decreased in CO (52,1±24,3 nmol/gHb) 

and JWO (54,1±23,7 nmol/gHb) groups compared to Cd group. However, it did not change in the TA (61,5±50,0 

nmol/gHb) group. After Cd administration CAT activity was increased in TA (228,2±31,3 u/gHb), CO (281,6±295,3 

u/gHb) and JWO (267,8±69,4 u/gHb) groups compared to Cd group (196,2±223,0 u/gHb). These results indicate that HF 

and SCI may reduce Cd-induced oxidative stress, but TA is not very effective in terms of MDA levels. These data obtained 

in terms of other studies may be guiding.  

 

Key words: cadmium, oxidative stress, human erythrocytes 

 

----------  ---------- 

 

İnsan eritrosit paketinde kadmiyum ile indüklenen oksidatif strese tannik asit, kakao ve sarı kantaron yağının 

antioksidatif etkileri 

 

Özet 

Kadmiyum (Cd), çevre kirliliğine neden olan ağır metaller arasında yer almakta ve hücrelerde geçici veya kalıcı 

oksidatif strese sebep olabilmektedir. Bu toksik maddelerin oluşturduğu oksidatif strese canlı organizmaların oluşturduğu 

yanıtta antioksidatif enzim mekanizmaları yetersiz kalabilmektedir. Bu çalışmada, Cd ile indüklenen oksidatif stresi 

önlemek amacıyla, antioksidan etkileri bilinen tannik asit (TA), kakao yağı (KY) ve sarı kantaron yağının (SKY) insan 

eritrositlerindeki lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzimler üzerine olası koruyucu etkileri araştırılmıştır. Bu amaçla 

yapılan çalışmada, 7 sağlıklı gönüllüden kan örnekleri alınarak eritrosit paketleri hazırlanmıştır. Hazırlanan eritrosit 

paketlerinden kontrol, Cd, TA, KY, SKY ve kombinasyonlarını (Cd+TA, Cd+KY ve Cd+SKY) içeren deney grupları 

oluşturulmuştur. Tüm gruplarda süperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve katalaz (KAT) enzim düzeyleri 

ölçülmüştür. Normal dağılım gösteren ve göstermeyen değişken grupları arasındaki karşılaştırmalar Tek Yönlü Varyans 
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analizi (ANOVA) ve Kruskal-Wallis testi ile değerlendirilmiştir. SOD aktivitesinin Cd grubuna göre (3231±214,6 ü/gHb), 

Cd uygulaması sonrası TA (3507±168,2 ü/gHb), KY (3518±170,0 ü/gHb) ve SKY (3469±249,5 ü/gHb) uygulanan 

gruplarda arttığı gözlendi. MDA aktivitesinin Cd grubuna göre (60,3±14,9 nmol/gHb), Cd uygulaması sonrası KY 

(52,1±24,3 nmol/gHb) ve SKY (54,1±23,7 nmol/gHb) uygulanan gruplarda azaldığı ancak TA (61,5±50,0 nmol/gHb) 

uygulanan grupta değişmediği gözlendi. KAT aktivitesinin Cd grubuna göre (196,2±223,0 ü/gHb), Cd uygulaması sonrası 

TA (228,2±31,3 ü/gHb), KY (281,6±295,3 ü/gHb) ve SKY (267,8±69,4 ü/gHb) uygulanan gruplarda arttığı gözlendi. Bu 

sonuçlar KY ve SKY’nin Cd ile indüklenen oksidatif stresi azaltabileceğini ancak MDA düzeyleri açısından TA’in çok 

fazla etkili olmadığını göstermektedir. Yapılacak diğer çalışmalar açısından elde edilen bu veriler yol gösterici 

olabilecektir. 

 

Anahtar kelimeler: kadmiyum, oksidatif stres, insan eritrositi  

 

1. Giriş 

 

Oksijen, yaşam için oldukça önemlidir. Fakat metabolizma sonucu ortaya çıkan bazı reaktif oksijen türleri hücre 

ve dokulara zarar verme potansiyeline sahiptir [1, 2]. Reaktif oksijen türleri moleküler oksijenle kıyaslandığında kimyasal 

olarak daha aktif yapıdadırlar [3]. Hücrelerdeki oksijen metabolizması gibi endüstriyel atık kirliliği, radyasyon, pestisitler 

ve kirlenmiş sular serbest radikallerin oluşumuna yol açabilmektedir [4]. Metabolizma sonucu oluşan, O2- (süperoksit 

radikali), OH (hidroksil radikali) ve H2O2 (hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen türleri (ROS) DNA’da kırıklara neden 

olurken bazların yapısını bozmaktadırlar [4]. Hücrenin normal redoks durumunun bozulmasıyla peroksitler ve serbest 

radikallerin üretilmesiyle protein, lipit ve DNA’da dahil olmak üzere hücrenin tüm kısımları zarar görmektedir [5]. 

Kadmiyum (Cd), nikel-kadmiyum piller, boyalar, plastikler, elektrokimya gibi endüstriyel atıkların suya ve 

çevreye karışmasıyla bitkilerde birikmektedir. Bitkilerde biriken bu Cd’un büyük bir kısmı gıda ve suyolu ile birlikte 

canlıya geçmektedir. Bunların yanında sigara tüketimiyle de Cd maruziyeti olmaktadır. Cd insanlarda ve hayvanlarda 

serbest radikal oluşumuna yol açarak, hücresel seviyede hasarı indüklemekte aynı zamanda hücresel redoks 

tepkimelerinde önemli olan onarım sürecine de hasar vermektedir  [6]. 

Sıçan karaciğer, böbrek ve beyin dokularında oluşan oksidatif hasara karşı antioksidan ajanlar olan vitamin C, 

vitamin E ve tannik asit gibi polifenolik bileşenler etkili olabilmektedir. Taninlerce zengin tannik asit, çay, kahve, üzüm, 

fındık gibi bitkilerde yaygın olarak bulunmakta ve bitkinin predatörlerine karşı savunmasında görev yapmaktadır. Ayrıca 

tannik asidin antioksidan etkisinin olduğu da belirtilmektedir Yaptığımız bir başka çalışmada da tannik asidin beyin 

dokusundaki MDA seviyelerini azaltıcı etkili olduğu belirlendi [7-9].  

Hypericum cinsi Clusiaceae familyası ve Hypericoideae alt familyasına dahil olan Hypericum perforatum L. 

(sarı kantaron) yağı (St. John's Wort Oil) Türkiye’de çeşitli bölgelerde bulunmaktadır. Geçmiş tarihlerden günümüze 

kadar mide ağrısı, sinir hastalıkları yaraları iyileştirici etkisi bilinen sarı kantaron, son zamanlarda klinik deneylerde 

kullanılan ve tıpta popüler olarak kullanılan bir bitkidir [10, 11]. 

 Hypericum perforatum örnekleri in vitroda iyi derecede antioksidan aktivite göstermektedir [12]. 

Kakao, Theobroma cacao bitkisinin tohumlarından üretilmektedir. Milattan önce 600 yılından itibaren Mayalar 

ve Azteklerin bu bitkiyi kullandığı bilinmektedir. Kakao, epikateşin, kateşin ve prosiyanidinler gibi yüksek miktarlarda 

flavonoidler ihtiva eder. Kakao flavonoidleri güçlü antioksidanlar olarak kabul edilir ve radikal süpürücü etkilidirler [13]. 

Ağır metal toksisitesinin en çok etkilediği hücreler eritrositlerdir, in vitro çalışmalarda Cd’un eritrositlerde 

oksidatif stresi arttırdığı bazı çalışmalarda gösterilmiştir [14, 15]. Eritrositler, oksidatif strese karşı oksijenle yüksek 

konsantrasyonda karşılaşmaları sonucu yapılarındaki hemoglobinin kolayca otooksidasyona uğraması ve membranlarının 

lipit peroksidasyona duyarlı olması ve hasar gören yapı taşlarını tamir etme yeteneklerinin az olması olması nedeniyle 

oldukça hassas yapılardır [16]. 

Cd gibi oksidatif stres oluşturan bazı ajanların neden oldukları hasarı azaltmak ya da tamamen ortadan kaldırmak 

için çeşitli antioksidan maddeler uygulanmaktadır. Bu çalışmada, ağır metal Cd’un uygulanması sonucu insan 

eritrositlerinde meydana gelen hasarın belirlenmesi, antioksidan enzim sistemlerinde meydana gelen değişikliklerin 

incelenmesi için etkinlikleri çeşitli çalışmalarla gösterilmiş olan TA, KY ve SKY’nın olası etkilerinin karşılaştırılmalı 

olarak araştırılması amaçlanmıştır.  

 

2. Materyal ve yöntem 

 

Çalışmada sigara ve alkol kullanmayan 23-47 yaş arası 7 sağlıklı gönüllüden alınan 6 ml kan örneğinden eritrosit 

paketi hazırlandı (Etik kurul no: 80558721/14) Deney için kontrol grubu ile Cd sonrası TA, KY ve SKY uygulanan 8 

deney grubu oluşturuldu [17-19] (Tablo 1). Tüm gruplara ait 7 örnekte SOD, MDA ve KAT ölçümleri yapıldı.  

Sağlıklı gönüllülerden alınan kanlar EDTA’lı tüplere kondu. 6 ml kan 3000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant atılarak kalan kana 3 ml serum fizyolojik kondu. 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant 

atılarak kalan kana 3 ml PBS kondu. Bu işlem 3 kez tekrar edildi. Süpernatant atılıp kalan kana 3 ml RPMI 1640 besiyeri 

koyduktan sonra içerisinde 7 ml besiyeri bulunan tüplere aktarıldı. Total hacim 13 ml’ye tamamlanarak 1’er ml olacak 

şekilde 8 tüpe dağıtıldı. Bu tüplere uygun solüsyonlar eklenerek 37oC’de su banyosunda 1 saat inkübe edildi. 



 

Antioxidative effects of tannic acid, cacao oil and st. john’s wort oil on the oxidative stress induced by cadmium in packed human erythrocytes 

İbrahim Uğur ÇALIŞ, Ahu SOYOCAK, Aylin DAL, Hülyam KURT, Ertuğrul ÇOLAK, 

Didem TURGUT COŞAN 

Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019)          3 

İnkübasyonun ardından örneklerde MDA, SOD ve KAT spektrofotometrik olarak ölçülerek enzim aktiviteleri belirlendi.  

Serbest radikal analizleri için; süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite düzeyi (ünite/gram hemoglobin)  Yi Sun ve ark. 

(1988) metodu ile; malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyon düzeyi (nanomol/ gram hemoglobin)  Uchiama ve Mihara 

(1978) metodu ile, katalaz (KAT) enzim aktivite düzeyi (ünite/gram hemoglobin) Goth L. (1991) metodu ile, hemolizat 

(kan) örneklerinde belirlendi [20-22]. Normal dağılım gösteren değişken grupları arasındaki karşılaştırmalar tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ve normal dağılım göstermeyen değişken grupları arasındaki karşılaştırmalar Kruskal-Wallis 

testi ile değerlendirildi. 

Tablo 1. Deney grupları ve uygulanan madde miktarları 

Deney Grupları (n=7) Madde miktarları 

Kontrol - 

Kadmiyum (Cd) 150 µM 

Tannik Asit (TA) 50 µM 

Kakao yağı (KY) 1 µl/ml 

Sarı Kantaron Yağı (SKY) 1 µl/ml 

Cd+ TA 150 µM+50 µM 

Cd+ KY 150 µM+1 µl/ml 

Cd+ SKY 150 µM+1 µl/ml 

 

3. Bulgular 

 

Çalışmada kontrole grubuna göre (49,7 ± 18,4 nmol/gHb) MDA seviyesinin Cd uygulanan grupta (60,3 ±14,9 

nmol/gHb) arttığı, KAT aktivitesinin kontrol grubuna göre (508,7 ü/gHb) Cd uygulanan grupta (196,2 ü/gHb) azaldığı, 

SOD aktivitesinin ise, kontrol grubuna göre (3531 ± 140,4 ü/gHb), Cd grubunda (3231 ± 214,6 ü/gHb) azaldığı 

gözlenmiştir. SOD aktivitesinin Cd grubuna göre (3231 ± 214,6 ü/gHb), Cd uygulaması sonrası TA (3507 ± 168,2 ü/gHb), 

KY (3518 ±170,0ü/gHb) ve SKY (3469 ±249,5 ü/gHb) uygulanan gruplarda arttığı gözlendi. MDA aktivitesinin Cd 

grubuna göre (60,3 ±14,9 nmol/gHb), Cd uygulaması sonrası KY (52,1 ±24,3 nmol/gHb) ve SKY (54,1 ±23,7 nmol/gHb) 

uygulanan gruplarda azaldığı ancak TA (61,5 ±50,0 nmol/gHb) uygulanan grupta değişmediği gözlendi. KAT 

aktivitesinin Cd grubuna göre (196,2 ±223,0 ü/gHb), Cd uygulaması sonrası TA (228,2 ±31,3 ü/gHb), KY (281,6 ±295,3 

ü/gHb) ve SKY (267,8 ±69,4 ü/gHb) uygulanan gruplarda arttığı gözlendi. (Tablo 2). Bu sonuçlara göre Cd uygulanan 

gruplarda SOD ve KAT düzeylerinin kontrole göre daha düşük, MDA değerlerinin daha yüksek olduğu, kadmiyum 

uygulaması sonrası antioksidan madde uygulanan gruplarda TA’nın MDA değerlerini değiştirmediği gözlenmiştir. Cd’un 

neden olduğu oksidatif stresi ortadan kaldırmada TA’ya göre, KY ve SKY daha etkili bulunmuştur. Gözlenen farklar 

bulunmakla birlikte sonuçların istatistiksel açıdan anlamlılığı gösterilememiştir.  

 

Tablo 2. Deney grupları ve bunlara ait SOD (ü/gHb), MDA (nmol/gHb) ve KAT (ü/gHb) aktiviteleri (ortalama ± 

standart sapma; p<0.05) 

Gruplar SOD 

ü/gHb 

(ortalama ± ss) 

MDA  

 nmol/gHb 

(ortalama ± ss) 

KAT 

ü/gHb 

(ortalama ± ss) 

Kontrol 3531 ± 140,4 49,7 ± 18,4 252,0 ±78,0 

Kadmiyum (Cd) 3231 ± 214,6 60,3 ±14,9 196,2 ±223,0 

Tannik Asit (TA) 3531 ± 159,1 45,6 ±19,0 254,1 ±66,6 

Kakao Yağı (KY) 3543 ± 159,4 41,3 ±16,0 245,8 ±68,3 

Sarı Kantaron Yağı (SKY) 3554 ± 136,4 52,5±27,7 243,2 ±33,9 

Cd+ TA 3507 ± 168,2 61,5 ±50,0 228,2 ±31,3 

Cd+ KY 3518 ±170,0 52,1 ±24,3 281,6 ±295,3 

Cd+ SKY 3469 ±249,5 54,1 ±23,7 267,8 ±69,4 

Gruplar arası fark p=0,050 p=0,347 p=0,709 

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Sunulan bu araştırmada oksidatif stres ajanı olarak eritrositlere uygulanmak üzere Cd seçilmiştir. Cd 

zehirlenmelerinde birçok organ zarar görür. Kadmiyumun vücuttaki dağılımı, alınış yolu, dozu ve süresine bağlı olarak 

değişmektedir. Kadmiyum vücutta kan hücrelerine ve kan dolaşımındaki proteinlere bağlanarak diğer organlara taşınır.  

Elimine edilmesinde rol oynayan karaciğer ve böbrek kadmiyum toksisitesinin ana hedefidir. Kadmiyum serbest radikal 
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oluşumuna neden olması ve antioksidan savunma sisteminde bozukluğa neden olması nedeniyle sitotoksiktir. Bununla 

birlikte kadmiyum direkt olarak serbest oksijen radikali üretmekten çok, mitokondriyal elektron transfer zincirini 

etkileyerek ya da glutatyon tüketimini artırarak indirekt yoldan da serbest radikal üretimine katkıda bulunur [23, 24].  

Serbest radikaller hücrede DNA, lipid, protein, karbohidratlar gibi bileşiklerine etki ederek onların bozulmasına 

ve böylece lipit peroksidasyonuna neden olur [25]. Malondialdehit (MDA), hücre lipidlerinin yapılarının okside edilerek 

bozulması ile oluşan ana metabolit olup, lipid peroksidasyonunun bir göstergesidir [26]. Serbest radikallerden 

kaynaklanan oksidasyonları önleyen, oluşan serbest radikalleri yakalayan ve stabilize eden maddeler ise antioksidan 

olarak bilinir. Antioksidanlar, oluşan serbest radikallerle reaksiyona girerek yeni serbest radikal oluşumunu önleyen 

bileşiklerdir. Doğal antioksidan kategorisindeki katalaz (KAT), süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz 

(GSHPx) gibi enzim sistemleri, serbest radikalleri yok etme özelliğine sahiptir. Bu enzimler, serbest radikallerin 

proteinler, lipidler ve DNA gibi hücresel bileşenlere zarar vermesini önleyebilmektedirler [23].  

Zikic ve arkadaşlarının akvaryum balıklarının eritrositlerinde yaptığı bir çalışmada kadmiyum (Cd)’un SOD ve 

KAT aktivitelerini önemli derecede azalttığını bildirmişlerdir [27].  

Diğer bir çalışmada Shukla ve ark. intraperitoneal olarak verilen kadmiyumun katalaz aktivitesini engellediğini 

bildirmiştir [28]. Yine Hussain ve arkadaşlarının sıçanlar üzerinde yaptıkları araştırmada intraperitoneal olarak uygulanan 

kadmiyum asetatın lipit peroksidasyonuna yol açtığı, SOD enzim aktivesini inhibe ettiği bildirilmektedir [29]. Kara ve 

arkadaşlarının kadmiyum ile yaptığı bir çalışmada kadmiyumun MDA seviyelerini yükselttiği gözlenmiştir [30]. 

 El Sayed ve arkadaşları ağır metal olan kurşunla farelerde oluşturulan oksidatif streste, kurşunun SOD ve KAT 

aktivitesini inhibe ettiğini göstermişlerdir. Yine bu çalışmada kurşunla birlikte verilen tannik asit SOD ve KAT’ın 

aktivitesini olumlu yönde etkilemiştir [31].  

Çalışmamızda lipit peroksidasyonun göstergelerinden olan MDA düzeylerinin, Cd uygulaması sonrası arttığı, 

antioksidan enzim sistemlerinden SOD ve katalazın ise düştüğü gözlendi. Cd nedeni ile oluşan bu olumsuz tablonunun 

düzeltilmesinde etkili olabileceği düşünülen çeşitli doğal antioksidan bileşenler uygulandığında ortaya çıkan sonuçlar 

literatürdeki bilgilerle karşılaştırıldı. Flavonoidler, özellikle epikateşin ve kateşin Fe ve Cu gibi metalleri şelatlarlar. 

Flavonoidler, peroksil, peroksinitrit, süperoksit ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gibi radikalleri nötralize ederler [32]. Bir 

flavanoid olan TA’nın demir iyonlarına etki ederek tekli oksijen, azot oksit ve hidroksil radikallerinin oluşumunu önlediği 

gösterilmiştir [33].  

Lenfositlerle yapılan bir çalışmada H2O2 ile indüklenmiş oksidatif DNA stresinde TA’nın DNA hasarını azalttığı 

gözlenmiştir [34]. TA’nın demir iyonlarına bağlanarak (şelasyon) hidroksil radikali oluşumunu önlemek yoluya oksidatif 

hasarı engellediği ileri sürülmüştür [33]. Bunun yanı sıra tannik asitin antioksidan etkisinin in vitro insan lenfositlerinde 

H2O2 aracılı DNA hasarlarında Fe, Cu gibi metalleri ve serbest radikalleri ortamdan uzaklaştırarak gösterdiği bildirilmiştir 

[34]. Çalışmamızda Cd uygulaması ile azalan SOD seviyesinin artırılmasında istatistiksel olarak anlamlı olmamakla 

birlikte TA’nın etkili olabileceği gözlendi.  

Bir diğer flavanoid KY doğal bir antioksidandır. Jalil ve arkadaşlarının obez ve diyabetik ratlarda yaptığı bir 

çalışmada kakaonun SOD enzim aktivesini arttığı, katalaz aktivitesinin kakao uygulan grupta azaldığını bildirmişlerdir 

[35]. Çalışmalarda kakao’nun antioksidan sistemini olumlu etkilediği vurgulanmaktadır. Kakao ile süperoksit dismutaz 

ve katalaz aktivitesinin artırılması O2 ve H2O2 gibi enzim substratlarının doğrudan nötralizasyonuna bağlı olabilir. Kakao 

fenolleri,  süperoksit dismutaz gibi güçlü antioksidanların up-regülasyonu için önemli bir role sahip olabilir. 

Çalışmamızdan elde edilen veriler Cd uygulaması sonrası SOD, katalaz düzeyleri ve MDA açısından kakaonun olumlu 

etkileri olduğunu göstermektedir. Noori ve arkadaşları tarafından yapılan ve kakaonun antioksidan rolünün araştırıldığı 

bir çalışmada, sıçan karaciğer, kalp ve böbrek dokularında farklı dokularda SOD, katalaz ve MDA’nın farklı sonuçlar 

verdikleri bildirilmiştir. Bu çalışmada kakao uygulanan gruplarda karaciğer dokusunda SOD, katalaz ve MDA da artış 

olurken, kalp dokusunda SOD ve MDA’da değişiklik gözlenmemiş ancak katalaz aktivitesi artmıştır. Aynı çalışmada 

böbrekte SOD, katalaz ve MDA’da değişiklik görülmemiştir [36].   Çalışmamızda Cd uygulaması ile artan MDA sevisini 

düşürmede, azalan SOD ve KAT aktivitesini arttırmada KY’nin etkili olduğu gözlendi.  

Çalışmamızda kullanılan bir diğer antioksidan bileşik olan Hypericum perforatum (sarı kantaron) ile çeşitli 

çalışmalar yapılmıştır. El-Sherbiny ve arkadaşları tarafından scopolamin ile sıçan beyinde oluşturulan oksidatif stres 

sonrası uygulanan Hypericum perforatum (sarı kantaron) ekstratlarının MDA seviyelerini düşürdüğü, SOD seviyelerini 

değişmediği gösterilmiştir [37]. Rotenonun toksik etkisiyle yapılan bir çalışmada farklı olarak sarı kantaron ekstraktının 

sıçan beyninde MDA seviyelerini azalttığı ve katalaz aktivitesini artırdığı bildirilmiştir. Çalışmamızda Cd uygulaması ile 

artan MDA seviyesini düşürmede, azalan SOD ve KAT aktivitesini artırmada SKY’nin etkili olduğu gözlendi.  
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Abstract 

The purpose of this research carried out in 2018 under Eskişehir ecological conditions was to determine the effect 

of six different harvest dates (T1: 16 August, T2: 29 August, T3: 14 September, T4: 28 September, T5: 15 October and T6: 

31 October) on the yield and quality properties rosemary (Rosmarinus officinalis L.). The experiment was established 

according to a randomized complete-block design with four replications. The composition of the essential oil obtained by 

the hydro-distillation from the dry leaves of the rosemary plant was analyzed by GC-MS. In the experiment carried out, 

the mean values of plant height (cm), fresh herb yield (t ha-1), dry herb yield (t ha-1), dry leaf yield (t ha-1), essential oil 

ratio (%), essential oil yield were determined as 61.87 cm, 15.78 t ha-1, 5.80 t ha-1, 3.55 t ha-1, 0.69% and 23.92 l ha-1, 

respectively. In the essential oil samples obtained from the harvests made at different dates, 35 different components were 

identified. The values of the camphor, 1-verbenone, α-pinene, borneol and 1,8-cineol components determined as the main 

component in the analyzed essential oil samples ranged from 11.67 to 14.78%, from 8.47 to 11.77%, from 8.74 to 11.82%,  

from 8.61 to 11.12% and from 7.01 to 9.07%, respectively.  

 

Key words: Rosemary, Rosmarinus officinalis, different harvest dates, essential oil  

 

----------  ---------- 

 

Farklı hasat zamanlarının biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinin verim ve kalite özellikleri üzerine etkisi  

 

Özet 

Bu araştırma, farklı hasat zamanlarının (Z1: 16 Ağustos, Z2: 29 Ağustos, Z3: 14 Eylül, Z4: 28 Eylül, Z5: 15 Ekim 

ve Z6: 31 Ekim) biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinin verim ve kalite özellikleri üzerine etkisini belirlemek 

amacıyla Eskişehir ekolojik koşullarında 2018 yılında yürütülmüştür. Deneme, tesadüf blokları deneme desenine göre 4 

tekerrürlü olarak kurulmuştur. Biberiye bitkisinin drog yapraklarından su distilasyonu yöntemiyle elde edilen uçucu yağın 

kompozisyonu GC-MS ile analiz edilmiştir. Yürütülen çalışmada, ortalama bitki boyu (cm), yeşil herba verimi (t ha-1), 

kuru herba verimi (t ha-1), kuru yaprak verimi (t ha-1), uçucu yağ oranı (%) ve uçucu yağ verimi değerleri sırasıyla 61.87 

cm, 15,78 t ha-1, 5.80 t ha-1, 3.55 t ha-1, % 0,69 ve 23.92 l ha-1 olarak tespit edilmiştir. Farklı zamanlarda yapılan hasatlardan 

elde edilen uçucu yağ örneklerinde 35 farklı komponent olduğu tespit edilmiştir. Analiz edilen uçucu yağ örneklerinde 

ana bileşen olarak tespit edilen camphor, 1-verbenone,  α-pinene, borneol ve 1,8-cineol bileşenlerin değerleri sırasıyla 

%11.67-14.78, %8.47-11.77, %8.74-11.82, %8.61-11.12 ve 7.01-9.07 arasında değişmiştir.  

 

Anahtar kelimeler: Biberiye, Rosmarinus officinalis, farklı hasat zamanları, uçucu yağ 
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1. Introduction 

 

Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) plant, an important species of the Lamiaceae/Labiatae family, is an 

important medicinal and aromatic plant naturally distributed in the Mediterranean region [1, 2, 3]. The genus Rosmarinus 

has R. officinalis, R. laxiflorus, R. eriocalyx and R. lavandulaceus, which are distributed in different parts of the world. 

R. officinalis has varieties of erectus, humilis and albiflorus [4, 5]. Rosemary having a strong taproot and a plant height 

of 50-100 cm, needle-shaped leaves and pale blue flowers is an evergreen, perennial, in bush form and cross-fertilization 

plant [1, 2, 6].  

The leaves of the rosemary plant are used as spice and herbal tea mixtures. Otherwise, the essential oil obtained 

from rosemary plants is used in perfume, food and pharmaceutical industry [1, 7]. Also, rosemary is widely used in 

aromatherapy and folk medicine, as well as being used as an ornamental plant in different regions of the world [8, 9, 10]. 

Rosemary is well known a medicinal plant and has been used as anti-oxidant, anti-cancer, antidiabetic, anti-inflammatory, 

antimicrobial, antifungal, antimutagenic, antispasmodic, wound healing, strengthening capillaries of hair and protecting 

liver [2, 7, 11, 12, 13, 14, 15].   

In some countries such as France, Spain, Portugal and Greece, rosemary is cultivated to meet the demand for the 

use of essential oils in the food, perfume, cosmetic and pharmaceutical industries [7]. Many other countries meet the 

needs of rosemary by harvesting from natural plants. In Turkey, rosemary collected from the natural flora of Mersin and 

Adana are presented to domestic and foreign markets [16]. Rosemary has attracted attention as an important medicinal 

and aromatic plant in recent years due to the industrial demand for the essential oil obtained from the plant. In order to 

meet this demand for both the essential oil and the drug leaves of the rosemary, the cultivation of the plant in field 

conditions is becoming increasingly important. 

Studies on the volatile oil components of the rosemary plant have shown that the plant has different chemotypes 

such as eucalyptol/1,8-cineole (Italy, Morocco and Tunisia), camphor-borneol (Spain) and α-pinene-verbanon (France 

and Corsica) in different parts of the world [5, 17, 18, 19]. Many studies conducted on rosemary's essential oil ratio and 

its components have shown that many factors are effective on essential oil content and its composition [1, 5, 7, 21, 30]. 

One of the most important factors affecting the rate and composition of essential oil is the different harvest dates. The 

studies conducted to determine the optimum harvest date in order to obtain the desired yield and quality product in the 

rosemary plant revealed different findings [5, 7]. 

The aim of the experiment was to determine the effect of harvest at different dates on the yield and quality of the 

rosemary in Eskişehir ecological conditions.  

 

2. Materials and methods 

 

The field experiment of the study was conducted in the province of Eskişehir. The province located in Aegean, 

Marmara and Central Anatolia Region with 788 meters altitude has semi-arid and cool continental climate.  

The average annual precipitation of the long years is 349,8 mm. In the region, the summer months are hot, dry 

(but summer nights are cold) while the winter months are snowy, frosty and cold. The differences between day and night 

temperatures are high. In addition to the low annual precipitation in the region, its distribution throughout the year is not 

ideal for the cultivation of some plants. In 2018, total annual precipitation of 371.8 mm, average temperature of 13.5 °C 

and an average humidity of 69.93% were recorded in Eskişehir (Table 1).  

 

Table 1. Meteorological data of the experimental site* (2018) 

Months Total precipitation (mm) Mean temperature (oC) Relative humidity (%) 

January* 30,00 1,40 82,60 

February 28,80 5,60 78,60 

March 49,80 8,90 69,80 

April 16,80 13,60 58,70 

May 72,00 16,40 72,40 

June 60,60 19,30 68,20 

July 42,00 21,90 63,60 

August 19,30 22,70 60,70 

September 3,80 18,30 62,70 

October 30,10 13,00 74,30 

November 18,60 7,40 77,60 

Total/Mean 371,80 13,50 69,93 
**Data were taken from Eskisehir Regional Meteorological Service 

 

Soil at a depth of 60 cm was sampled before the experiment and subjected to a physicochemical analysis. Data 

for the years and locations are demonstrated in Table 2. The results showed that the soil was Clay loam with pH 7.6, salt 

(22.25%), clay (35.91%), organic matter (1.73%) and amount of macro nutrients were, total N (0.13 %), total P (36 ppm).   
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Table 2. Analysis of the soil sample taken from the area where the experiment was conducted  

Physical analysis 

Depth (cm) Soil texture Sand (%) Salt (%) Clay (%) 

0-60 Clay loam 41,83 22,25 35,91 

Chemical analysis 

pH Lime (%) Organic matter (%) Total nitrogen (%) P2O5 (ppm) 

7,60 8,46 1,73 0,13 36,00 
* Analysis was conducted in the laboratory of Forestry, Soil and Ecology Research Institute. 

 

In this research, the seedlings obtained from Afyonkarahisar Medicinal and Aromatic Plants Center were used 

as plant material. Seedlings used in the field experiment were propagated by clonal method. The field experiment was 

established in 2017 with 4 replications according to randomized complete block design. This study was carried out in 

experimental area of Eskişehir Forest Nursery Directorate. Each plot has six rows with 5.0 m in length. Seedlings were 

transplanted at a distance of 0.35 m between plants and 0.75 m between rows on 10.05.2017 [18, 21]. The dry materials 

used in this study were harvested the specified dates in the second year of the plantation. The plots were kept weed free. 

The plots were irrigated by system of drip irrigation. The frequency of irrigation was determined by taking into account 

the monthly average air temperatures. The plots were irrigated when necessary. The plants were irrigated 6 times in the 

second year of the plantation. No fertilizer application has been made to experiment. Plants were harvested at six different 

dates T1: 16 August, T2: 29 Auğust, T3: 14 September, T4: 28 September, T5: 15 October and T6: 31 October) at intervals 

of 15 days each. Plants in plots were harvested by cutting 20-25 cm above soil surface. The fresh plants harvested was 

dried at 35 °C for 48 hours in the drying-oven. The essential oil contents of the samples taken from the dried leaves were 

determined by the water distillation method in Clevenger apparatus for 3.5 hours. Essential oil samples were stored in 

refrigerator at 4 °C until the composition analysis. 

The essential oil composition of the oil samples was analyzed by gas chromatography (Agilent 5975C) coupled 

to mass spectrometry (Agilent 5975C) using capillary column (HP Innowax Capillary; 60.0 m x 0.25 mm x 0.25 μm) 

[31]. 

The experiment findings were subjected to variance analyses according to a Randomized Complete Block 

Design. The differences between the mean values were determined by Least Significant Difference Method (LSD) via 

TARIST statistical package program [22].  

 

3. Results 

 

The harvest of the rosemary plant in the ecological conditions of Eskişehir was made 6 dates in 2-week periods, 

the first harvest of which was made on 16 August 2018. There was a time difference of about 75 days between the first 

harvest and the last harvest. The climatic changes due to seasonal differences in harvesting dates affected the growth and 

development of the rosemary plant and caused differences in the yield and quality of the product. In addition, the variation 

in vegetation period of the plants due to different harvest dates caused a change in the yield of dry herb and dry leaf [23; 

24, 30].  

The results of the study showed that the different harvest dates had a significant effect on the dry herb yield, dry 

leaf yield and essential oil content, but different harvest dates did not have significant effect on plant height, fresh herb 

yield and essential oil yield (Table 3).The lowest plant height (57.75 cm) was obtained from the first harvest, while the 

highest plant height (65.24 cm) was found from the last harvest. However, all values of plant height were found in the 

same group. The mean plant height value obtained from the experiment was recorded as 61.87 cm (Table 3). This situation 

showed that the varying climatic conditions and vegetation period due to different harvest dates are not significantly 

effective on plant height. 

When the fresh herb yields obtained from the study were examined, it was observed that the lowest fresh herb 

yield (13,92 t ha-1) was obtained from the first harvest and the highest value (16,44 t ha-1) was obtained from the last 

harvest. The mean value of fresh herb yield was determined as 15,78 t ha-1 for different harvest dates (Table 3). Due to 

the late harvest dates, increased vegetation periods and the climate changes did not cause a significant increase in fresh 

herb yield as in plant height. 

Different harvest dates had significant effect on dry herb yield and dry herb values formed two different groups. 

While the value of the first harvest date was in the second group, all other values were in the first group. The highest dry 

herb value (6.32 t ha) was obtained from the last harvest date in the same group, except for the first harvest date. The 

lowest dry herb yield value (4.62 t ha-1) was determined at the first harvest date. The average value was 5.8 t ha-1 (Table 

3). This situation showed us that the vegetative growth of the rosemary plant in the ecological conditions of our region 

generally ends at the end of August. It is observed that the assimilate substances produced by the photosynthesis of the 

rosemary plant in September and October were used in dry matter accumulation rather than plant growth. 

The part of the rosemary plant, which is used both as a spice and as extracting of the essential oil, is the dry 

leaves. Therefore, dry leaf yield in the unit area is considered to be an important factor in rosemary cultivation. 

Experimental results revealed that the different harvest dates significantly affected the dry leaf yield (at p<0.01 level). 
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Different harvest dates occurred statistically two different groups for the dry leaf yields. The values of dry leaf yields 

obtained from the harvests on October 15 and 31 were in the first group while others were in the second group. While the 

highest dry leaf yield (4,31 t ha-1) was recorded from the last harvest date it was observed that the lowest yield value (2,99 

t ha-1) was obtained from the first harvest date. At the same time, the average dry leaf yield value was 3.55 t ha-1 (Table 

3). As it was understood from the values given above, the late harvest dates (in September and October) did not 

significantly increase the values of the plant height and the fresh herb yield but caused a significant increase in the dry 

herb and dry leaf yield values. This situation can be explained by the fact that the rosemary plant used the assimilate 

substances produced by photosynthesis in September and October and not in plant growth but in dry matter accumulation 

under the ecological condition of our region [25, 26, 30]. In Eskişehir ecological conditions, decreases in mean monthly 

temperatures in September and October and decreases in day length had a negative effect on plant growth (Table 1). 

 

Table 3. Average values of rosemary plants harvested at different dates, different groups formed and analysis of variance 

Harvest Dates Plant Height (cm) Fresh Herb Yield (t ha-1) Dry Herb Yield (t ha-1) 

16 August 2018 57,75 13,92 4,62 B 

29 August 2018 58,75 15,85 5,91 A 

14 September 2018 62,75 16,25 5,98 A 

28 September 2018 62,50 16,04 5,69 A 

15 October2018 64,25 16,21 6,31 A 

31 October 2018 65,24 16,44 6,32 A 

Mean 61,87 15,78 5,80 

L.S. D. (%):  - - 0,72 

Fvalues: 2,825ns 2,653ns 13,26** 

C.V. (%): 6,84 8,61 11,52 

Harvest Dates Dry Leaf Yield (t ha-1) Essential Oil Ratio (%) Essential Oil Yield (l ha-1) 

16 August 2018 2,99 B 0,79 A 23,51 

29 August 2018 3,21 B 0,75 A 24,16 

14 September 2018 3,28 B 0,77 A 25,19 

28 September 2018 3,28 B 0,71 A 25,06 

15 October 2018 4,20 A 0,57 B 24,07 

31 October 2018 4,31 A 0,50 B 21,50 

Mean 3,55 0,69 23,92 

L.S.D. (%):  0,47 0,08 - 

Fvalues: 24,99** 45,42** 1,70ns 

C.V. (%): 15,88 17,05 9,21 

ns: not significant; **: p<0,01; L.S.D.(%): Least significant difference; C.V.: Coefficient of variance. 

 

The changing harvest dates were significantly influential on the essential oil content of the rosemary plant. The 

highest essential oil content (0,79%) was obtained from the first harvest in August when the average monthly temperature 

was highest, and the lowest value (0,50%) was obtained from the harvest at the end of October when the average 

temperature was the lowest. The contents of essential oil extracted from harvested plants in August and September were 

higher than the amount of volatile oil obtained from the harvests in October (Table 3). This change in the essential oil 

content values can be explained by the higher average monthly temperatures in August and September compared to 

October under Eskişehir ecological conditions, respectively (Table 1). As is known, increasing average monthly 

temperatures create an effect of temperature stress on aromatic plants and cause an increase in essential oil contents [23, 

27, 30]. 

In the study carried out, different harvest dates did not significantly affect the yield of essential oil. The lowest 

yield of essential oil (21,5 l ha-1) was obtained from the sixth harvest date (on 31 October), while the highest value (25,19 

l ha-1) was obtained from the third harvest date (on 14 September) (Table 3). The essential oil yield values in the unit area 

appear as a function of the volatile oil content and the dry leaf yield values. In the study, there was an increase in the yield 

of dry leaves in parallel with the delayed harvest dates, while the decrease in the essential oil content was observed. This 

can explain the fact that different harvest dates were not significantly effective on the yield of essential oil. 

Thirty-five components were identified accounting for 94.1-96.1 % in the oil. Camphor, 1-verbenone, α-pinene, 

borneol and 1,8-cineole/eucalyptol were the main components of the oil from rosemary. While α-pinene, one of these 
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main components, was monoterpene hydrocarbon, the other four compound (camphor, 1-verbenone, borneol and 1,8-

cineole) were oxygenated monoterpenes. Depending on the different harvest dates, the camphor ratio (11.67-14,78%) 

changed. The highest camphor rate was taken from the fifth harvest date (on 15 September), while the lowest value was 

obtained from the first harvest date (on 16 August). While the camphor rate increased from the first harvest date to the 

fifth harvest date, on the other hand, in the sixth harvest date, the camphor value decreased again. In the other main 

components of the essential oil, no regular changes were determined depending on the harvest dates (Table 4). The change 

in essential oil components due to harvest dates can be explained by varying average temperatures and day length [26, 

28, 29].  

 

 

Table 4. Essential oil composition of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) plant harvested at different dates 
  Different Harvest Dates  

RT Compounds 16 Aug. 29 Aug. 14 Sept. 28 Sept. 15 Oct. 31 Oct. Mean 

23,794 Camphor 11,67 12,08 12,10 12,94 14,78 13,85 12,90 

30,435 l-Verbenone 8,47 11,44 11,46 13,61 11,50 11,77 11,38 

7,521 α-Pinene 10,26 8,74 8,75 10,87 11,25 11,82 10,28 

30,155 Borneol 9,90 8,61 8,62 9,78 11,12 10,95 9,83 

12,868 1,8-Cineole 7,01 7,01 7,01 7,06 9,07 8,47 7,61 

24,642 Linalool 4,06 3,87 3,88 3,94 4,03 4,18 3,99 

26,955 Caryophyllene 5,54 4,48 4,49 3,47 2,27 2,37 3,77 

12,570 DL-Limonene 3,58 3,07 3,07 3,38 3,40 3,45 3,32 

26,266 (-)-bornyl acetate 3,68 4,37 4,38 2,39 1,54 1,46 2,97 

8,605 Camphene 2,76 2,22 2,22 2,50 2,78 2,91 2,56 

38,464 15-Crown-5 1,36 3,44 3,45 1,78 0,60 1,74 2,06 

33,286 trans-Carveol 3,05 2,10 2,10 1,10 2,20 1,05 1,93 

30,001 α-Terpineol 1,62 1,79 1,79 1,77 2,03 1,94 1,82 

32,324 Nopol 1,58 1,71 1,71 1,66 1,82 1,74 1,70 

24,943 Pinocamphone 1,53 1,69 1,69 1,55 1,98 1,72 1,69 

10,955 δ-3-Carene 1,77 1,57 1,57 1,75 1,69 1,61 1,66 

33,292 Phenylurea - 1,03 1,03 1,92 1,08 2,15 1,44 

29,488 cis-Verbenol 1,37 - - - - - 1,37 

29,494 trans-Verbenol - 1,42 1,42 1,15 1,27 1,15 1,28 

37,946 18-Crown-6 ether 1,32 1,92 1,93 0,46 0,21 1,10 1,15 

15,453 α-Terpinolen 1,36 1,30 1,30 1,15 0,91 0,81 1,14 

15,061 ρ-Cymene 1,01 0,83 0,83 1,06 1,24 1,36 1,05 

23,417 chrysanthenone 1,14 1,02 1,02 0,95 0,96 0,98 1,01 

10,253 verbenene 0,96 0,82 0,82 1,26 0,97 1,06 0,98 

11,403 β-Myrcene 1,03 0,92 0,92 0,97 0,99 1,03 0,98 

31,579 δ-Cadinene 0,96 0,92 0,92 1,07 0,54 0,74 0,86 

29,338 α-Homulene 1,08 0,93 0,93 0,74 0,58 0,61 0,81 

27,056 Terpinen-4-ol 0,67 0,71 0,71 0,74 0,96 0,86 0,78 

30,767 trans-α-Bisabolene 0,84 0,88 0,88 0,66 0,60 0,60 0,74 

29,831 α-Amorphene 1,21 0,92 0,92 0,39 0,52 0,26 0,70 

28,273 Menthol 0,35 - - 1,01 - - 0,68 

36,082 (-)-Caryophyllene oxide 0,92 0,71 0,71 0,49 0,60 0,64 0,68 

9,733 β-Pinene 0,69 0,63 0,63 0,52 0,74 0,63 0,64 

14,157 γ-Terpinene 0,69 0,59 0,59 0,69 0,59 0,58 0,62 

28,804 (S)-cis-Verbenol 0,63 0,59 0,59 0,50 0,64 0,56 0,58 
 < 0,50 5,95 5,69 5,56 4,73 4,60 3,88 5,07 
 Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00  

 

 

4. Conclusions and discussion 

 

In Eskişehir ecological conditions, the fifth harvest date (on 15 October) may be recommended to obtain the 

highest dry leaf yield in rosemary cultivation, while the third harvest date (on 14 September) can be recommended for 

the highest yield of essential oil.  
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Abstract 

This study aimed to determine the physicochemical soil properties of genus Origanum L. (in Turkish: 

Mercanköşk) grown in Turkey. Soils samples were collected from 22 localities where the 24 Origanum taxa grown. Soil 

texture, pH, electrical conductivity, CaCO3, organic matter, P, K, Cu, Fe, Zn, and Mn parameters were evaluated for each 

sample. According to soil analysis the texture consists from clay, clay-loam or loam, pH value between 6.62 and 7.49, 

electrical conductivity (E.C.) is saltless or slightly salty, CaCO3 content among 0.08 % to 48.97 % and the amount of 

organic matter were between 0.01 % and 11.54 %. The availability of P, K, Cu, Fe, Zn and Mn were determined low, 

medium, adequate or high level in the analyzed soils. The results are discussed with the previous studies.  

 

Key words: ecology, Lamiaceae, Origanum, soil, Turkey 

 

----------  ---------- 

 

Türkiye’de yetişen Origanum L. (Lamiaceae) cinsinin toprağının fiziko-kimyasal özellikleri 

 

Özet 

Bu çalışmada, Türkiye'de yetişen Origanum L. (Mercanköşk) cinsinin fiziko-kimyasal toprak özelliklerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Origanum cinsinin 24 taksonunun büyüdüğü 22 bölgeden toprak örnekleri alındı. Her bir 

örnek için toprak bünyesi, pH, elektriksel iletkenlik, CaCO3, organik madde, P, K, Cu, Fe, Zn ve Mn parametreleri 

değerlendirildi. Toprak analizine göre bünye killi, killi-tınlı veya tınlı, pH değeri 6.62 ile 7.49 arasında, Elektriksel 

İletkenlik (E.İ.) tuzsuz veya az tuzlu, CaCO3 içeriği % 0.08 ile % 48.97 arasında ve organik madde miktarı % 0.01 ila % 

11.54 arasında bulundu. Analiz edilen topraklarda P, K, Cu, Fe, Zn ve Mn miktarı düşük, orta, yeterli veya yüksek 

seviyelerde belirlendi. Sonuçlar önceki çalışmalarla tartışıldı.  

 

Anahtar kelimeler: ekoloji, Lamiaceae, Origanum, toprak, Türkiye 

 

1. Introduction 

 

The aromatic and medicinal genus Origanum L (Lamiaceae). (in Turkish: Mercanköşk) is represented by 43 

species (50 taxa) and 19 hybrids in the world. The members of Origanum are widespread in Turkey, mainly in the 

Mediterranean area, with 21 species (24 taxa) and 12 hybrids, 23 of which are endemic [1,2,3]. O. vulgare L. s.l. is one 

of the widespread species in Turkey [4,5]. 

Origanum has antimicrobial, antifungal, antioxidant, antibacterial, antithrombin, antimutagenic, angiogenic, 

antiparasitic and antihyperglycemic activities that are important medicinally [6]. Many phytochemical studies such as 

their essential oil and phenolic components have been conducted to investigate the chemical profiles and activities of 

Origanum species [7,8,9]. A broad variability was observed in the essential oil profiles of O. vulgare populations, 

suggesting that the basis of variation in essential oil composition could be the differences in the geographical area of 

collection site, altitude and soil types [10]. A significant correlation between some edaphic factors (pH, K2O content, soil 

texture) and the essential oil yield O. compactum Benth. was determined [11]. 
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This study included the physical and chemical properties of soil in native growing areas of O. amanum Post, O. 

bilgeri P.H.Davis, O. boissieri Ietsw (2 areas), O. brevidens (Bornm.) Dinsm. (2 areas), O. haussknechtii Boiss., O. 

husnucan-baseri H.Duman, Aytaç & A.Duran, O. hypericifolium O.Schwarz & P.H.Davis, O. laevigatum Boiss. (2 areas), 

O. leptocladum Boiss., O. majorana L., O. minutiflorum O.Schwarz & P.H. Davis, O. onites L., O. rotundifolium Boiss., 

O. saccatum P.H. Davis, O. sipyleum L., O. solymicum P.H. Davis, O. syriacum L. subsp. bevanii (Holmes) Greuter & 

Burdet, O. vogelii Greuter & Burdet, O. vulgare L. subsp. hirtum (Link) Ietsw. (3 areas), O. vulgare L. subsp. vulgare, 

O. × bilgilii Dirmenci, Yazıcı & Arabacı, O. × haradjanii Rech.f., O. × intercedens Rech.f. and O. × sevcaniae Dirmenci, 

Arabacı & Yazıcı.  

 

2. Materials and methods 

 

Soils samples were collected from 22 localities where the 24 Origanum taxa occurred during the field studies 

conducted on the flowering time of the taxa, between the years 2013 and 2015 from Turkey (Table 1). The organic matter 

on the soil surface was removed. The materials were taken from 0-30 cm depth and dried in air circulated oven. The soil 

samples were grinded by a 2 mm sieve. Soil texture, pH, electrical conductivity (E.C.), CaCO3, organic matter, P, K, Cu, 

Fe, Zn, and Mn parameters were analyzed for each sample. The crushing, drying and sieving were made according to the 

TS 10308 ISO 11464 Soil Quality Pretreatment for Samples for Physico-Chemical Analysis. Determination of P, K, trace 

elements (Cu, Fe, Zn, and Mn), CaCO3, organic matter and water saturation of soil samples were made according to the 

TS 8340 UDK 631.41, TS 8341 UDK 631.41, TS ISO 14870,  TS 8335 ISO 10693, TS 8336 UDK 631.41 and TS 8333 

UDK 631.43 respectively. The soil sample, where more than one Origanum taxa growth on, was evaluated for all taxa 

occurs there. 

 

3. Results 

 

The main physicochemical soil properties of Origanum taxa in this study are given in Table 2-3. The soil sample 

of 24 Origanum taxa collected from 22 localities are analyzed in term of soil texture, pH, E.C., CaCO3, organic matter, 

P, K, Cu, Fe, Zn, and Mn parameters. 

The texture consist from clay in O. amanum, O. brevidens (TD3996), O. majorana, O. vulgare subsp. vulgare, 

O. × haradjanii, O. syriacum subsp. bevani and O. laevigatum (TD 4334); clay-loam in O. bilgeri, O. boissieri (TD 4319), 

O. brevidens (TD4270), O. haussknechtii, O. laevigatum (TD 4000), O. leptocladum, O. minutiflorum, O. × intercedens, 

O. onites, O. saccatum, O. × bilgilii and O. vulgare subsp. hirtum (TD 4294 & TD 4309) and loam in O. boissieri (TD 

4285), O. husnucan-baseri, O. hypericifolium, O. rotundifolium, O. sipyleum, O. solymicum, O. vogelii, O. × sevcaniae 

and O. vulgare subsp. hirtum (TD 4018) (Table 2).  

Amount of organic matter is between 0.01 and 11.54 %. The soil, where the endemic species O. amanum growth 

on, is the riches by the organic matter with the 11.54 %. O. vulgare subsp. vulgare, O. solymicum, O. majorana and O. 

bilgeri has poor soil with the 0.01 % organic matter value (Table 2).  

The availability of P, K, Cu, Fe, Zn and Mn were determined low, medium, adequate or high level in the analyzed 

soils. The lowest P amount is found as <1.0 mg/kg in O. leptocladum, O. solymicum, O. vogelii and O. × sevcaniae while, 

the highest level is observed in O. × haradjanii, O. syriacum subsp. bevanii and O. laevigatum (TD 4334) soil samples. 

The K was lower in 59%, adequate in 36% and high in 5% of the plant soil samples. Cu, Fe, Zn and Mn levels are mostly 

adequate with the ratio of 55%, 82%, 59% and 73% of the plant soil samples respectively (Table 3).  

 

4. Conclusions and discussion 

 

The soil samples where the Origanum taxa grow naturally in Turkey are consist from clay to loam soil texture 

and saltless or slightly salty soil with neutral pH values. Origanum compactum populations sampled in Morocco were 

growth on clayey, silty and sandy soils [11]. The soils where the oregano occurs naturally in Greece was found to be 

alkaline with the pH values between 7.5 and 8.5 in the 65% of the soil samples, the E.C. was calculated 1.15- 0.4 dS/m 

in the 72% of the soil samples, the organic matter content determined higher than 5% in the 60% soil samples and the 

CaCO3 content measured among 4 to 7% in the 70 % soil samples [12]. The soils found to be alkaline and relatively acidic 

with the pH between 6.3 and 7.9 in Origanum compactum populations [11]. 

The organic matter amount mostly has a low concentration in the examined soil samples. The organic matter 

content was found 2.28%, 6.43%, 10.18% and 6.05% in Origanum solymicum, O. husnucan-baseri, O. bilgeri and O. 

minutiflorum soil samples respectively in previous studies [13]. The soil samples are generally determined adequate in 

term of Cu, Fe, Zn and Mn, low in term of K, both adequate and low in term of P parameters.  
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Table 1. Localities of Origanum taxa 

 

 

Taxa Localities  

O. amanum C6 Osmaniye: Düziçi, west slopes of Düldül Mountain, Between Başkonuş plateau and Hüseyinoluk 

fountain, rocky places in the pass, 19.09.2014, Dirmenci 4321 & Arabacı (NEF-TD4321) 

O. bilgeri C3 Antalya: 13 km Gündoğmuş to Hanboğazı, 1460 m, 17.08.2014, Dirmenci 4300, Arabacı & Yazıcı 

(NEF-TD4300) 

O. boissieri 

 

C5 Mersin: 15 km from Çamlıyayla to Saydibi, 1850 m, 18.09.2014, Dirmenci 4319 (NEF-TD4319) 

C5 Mersin: 15 km from Çamlıyayla to Saydibi, 1850 m, 16.08.2014, Dirmenci 4285, Arabacı & Yazıcı 

(NEF-TD4285) 

O. brevidens  

 

C6 Osmaniye: Between Yarpuz and Yağlıpınar, 1350 m, 15.07.2013, Dirmenci 3996 (NEF-TD3996) 

C6 Osmaniye: Between Yarpuz and Yağlıpınar, 1310 m, 15.08.2014, Dirmenci 4270, Arabacı, Yazıcı 

(NEF-TD4270)  

O. haussknechtii B7 Erzincan: 15-20 km from Kemaliye to Arapkir, 1000-1100 m, calcareous rocks, 22.08.2013, Arabacı 

2824, (NEF-TA2824) 

O. husnucan-baseri C4 Antalya: 43 km from Alanya to Gökbel plateau, Kuşyuvası place, around tunnels, 1350 m, 17.08.2014, 

Dirmenci 4298, Arabacı, Yazıcı (NEF-TD4298) 

O. hypericifolium C2 Denizli: Honaz, Honaz Mountain, Arpacık plateau road, north slopes, Pinus nigra openings, 1260 m, , 

19.08.2014, Dirmenci 4315 & Yazıcı (NEF-TD4315) 

O. laevigatum 

 

C5 Osmaniye: Zorkun plateau, 8 km from Erzin junction, 1250 m,  15.07.2013, Dirmenci, 4000 (NEF-

TD4000) 

C6 Hatay: Between Antakya and Samandağ, Around St. Symeon Church, slopes facing the sea, 20.09.2014, 

Dirmenci 4334, Arabacı & Yazıcı (NEF-TD4334) 

O. leptocladum C4 Karaman: Between Ermenek and Kazancı, 1 km above Görmeli village, 880 m, 17.08.2014, Dirmenci 

4290, Arabacı, Yazıcı (NEF-TD4290) 

O. majorana C5 Mersin: Güzeldere, 252 m, 13.07.2013, Dirmenci 3984 (NEF) (TD3984) 

O. minutiflorum C3 Antalya: Kemer, Üçoluk, above Tülek,  Cedrus libani and Pinus nigra openings, 1360 m, 18.08.2014, 

Dirmenci 4305 & Yazıcı (NEF-TD4305) 

O. onites C2 Denizli:  Taşocağı , Quercus scrubs, stony places in maquis shrubland, 530 m, 19.08.2014, Dirmenci 

4311 & Yazıcı (NEF-TD4311) 

O. rotundifolium A8 Artvin: 10 km from Artvin to Ardanuç, 600-700 m, 27.08.2013, Dirmenci 3943 & B.Yıldız (NEF-

TD3943) 

O. saccatum C4 Antalya: Alanya, 8 km from Gökbel to Çökelek, 1370 m, 17.08.2014, Dirmenci 4296, Arabacı & Yazıcı 

(NEF-TD4296) 

O. sipyleum C3 Konya: 1 km from Akşehir to Yalvaç, Sultan Mountain foothill, 1100 m, 09.07.2013, Dirmenci 3959-a 

(NEF-TD3959-a) 

O. solymicum C3 Antalya: Kemer, Kesme couloir, Pinus brutia opening, calcareous rocks,100 m, 18.08.2014, Dirmenci 

4302 & Yazıcı (NEF-TD4302) 

O. syriacum subsp. 

bevanii 

C6 Hatay: Between Antakya and Samandağ, Around St. Symeon Church, slopes facing the sea, 20.09.2014, 

Dirmenci 4336,  Arabacı & Yazıcı (NEF-4336) 

O. vogelii  C5 Mersin: Gülek, around castle, 1500 m, 01.10.2015, Dirmenci 4503 & Yazıcı (NEF-TD4503) 

O. vulgare subsp. 

hirtum 

 

C4 Antalya: Alanya, 8 km from Gökbel to Çökelek, 1370 m, 17.08.2014, Dirmenci 4294, Arabacı & Yazıcı 

(NEF-TD4294) 

C5 Adana: 16 km from Feke to Yahyalı, 940 m, 17.07.2013, Dirmenci 4018 (NEF-TD4018) 

C2 Denizli: Taşocağı, Quercus scrubs, stony places in maquis shrubland, 530 m, 19.08.2014, Dirmenci 4309, 

& Yazıcı (NEF-TD4309) 

O. vulgare subsp. 

vulgare 

A8 Artvin: 17.5 km from Borçka to Hopa, slopes, 26.08.2013, Dirmenci 3937 & Yıldız (NEF-TD3937) 

O. × bilgilii C4 Antalya: Alanya, 8 km from Gökbel to Çökelek, 1370 m, 17.08.2014, Dirmenci 4295, Arabacı & Yazıcı 

(NEF-TD4295) 

O. × haradjanii C6 Hatay: Between Antakya and Samandağ, Around St. Symeon Church, slopes facing the sea, 20.09.2014, 

Dirmenci 4335, Arabacı & Yazıcı (NEF-TD4335) 

O. × intercedens C2 Denizli: Taşocağı, Quercus scrubs, stony places in maquis shrubland, 530 m, 19.08.2014, Dirmenci 

4310-a/b, & Yazıcı (NEF-TD4310-a/ T.D. 4310-b) 

O. × sevcaniae C5 Mersin: Gülek, around castle, 1500 m, 01.10.2015, Dirmenci 4504 & Yazıcı (NEF-TD4504) 
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Table 2. Soil texture, pH, E.C., CaCO3 and organic matter parameters of examined soil 

Taxa Parameters 

Soil Texture 

% 

pH E.C. μS/cm CaCO3% Organic matter % 

O. amanum 104 C 6.62 N 211 SS 2.36 limy 11.54 high 

O. bilgeri 53 CL 7.42 N 88 S 35.45 high limy 0.01 low 

O. boissieri (TD 4285) 40 L 7.09 N 71 S 27.63 high limy 0.43 low 

O. boissieri (TD 4319) 51 CL 7.02 N 169 S 32.81 high limy 1.66 low 

O. brevidens (TD 3996) 94 C 7.49 N 172 S 6.81 limy 9.28 high 

O. brevidens (TD 4270) 58 CL 6.99 N 216 SS 14.75 limy 5.71 high 

O. haussknechtii 59 CL 7.25 N 111 S 22.59 high limy 2.99 medium 

O. husnucan-baseri 33 L 7.17 N 70 S 27.46 high limy 0.49 low 

O. hypericifolium 41 L 7.43 N 92 S 9.64 limy 0.61 low 

O. laevigatum (TD 4000) 51 CL 7.25 N 172 S 32.41 high limy 1.62 low 

O. leptocladum 66 CL 7.16 N 112 S 38.02 high limy 1.11 low 

O. majorana 71 C 7.05 N 184 S 32.22 high limy 0.01 low 

O. minutiflorum 54 CL 6.91 N 107 S 32.85 high limy 0.12 low 

O. onites,  

O. vulgare subsp. hirtum (TD 

4309), 

O. × intercedens 

51 CL 7.02 N 169 S 32.81 high limy 1.66 low 

O. rotundifolium 40 L 6.68 N 79 S 1.11 limy 2.13 medium 

O. saccatum, 

O. × bilgilii, 

O. vulgare subsp. hirtum (TD 

4294) 

66 CL 7.03 N 102 S 0.08 low limy 8.29 high 

O. sipyleum 40 L 7.20 N 119 S 18.09 high limy 1.22 low 

O. solymicum 33 L 7.21 N 68 S 48.97 high limy 0.01 low 

O. vogelii, 

O. × sevcaniae 

33 L 6.85 N 56 S 3.47 limy 0.18 low 

O. vulgare subsp. hirtum (TD 

4018) 

48 L 6.89 N 80 S 0.08 low limy 1.73 low 

O. vulgare subsp. vulgare 81 C 7.15 N 185 S 23.59 high limy 0.01 low 

O. × haradjanii, 

O. syriacum subsp. bevanii, 

O. laevigatum (TD 4334) 

89 C 6.93 N 266 SS 24.60 high limy 11.18 high 

C: clay, CL: clay loam, L: loam, N: neutral, S: saltless, SS: slightly saltyThe pH of soil samples is evaluated as neutral between 6.62 and 7.49. E.C. 

value is slightly salty in the soil samples of O. amanum, O. brevidens (TD 4270), O. × haradjanii, O. syriacum subsp. bevanii and O. laevigatum (TD 

4334) whereas saltless for the others. CaCO3 content ranging from 0.08 to 48.97 % among the soil samples. The soil of O. saccatum, O. × bilgilii and 

O. vulgare subsp. hirtum (TD 4294 & TD 4018) are poor in terms of CaCO3, while O. solymicum has a high CaCO3 percentage (Table 2).  

 

Table 3. P, K, Cu, Fe, Zn, and Mn parameters of examined soil 

Taxa Parameters 

P mg/kg K mg/kg Cu mg/kg Fe mg/kg Zn mg/kg Mn mg/kg 

O. amanum 9.6 M 115 A 1.1 H 10.5 A 1.4 A 13.6 A 

O. bilgeri 14.3 M 106 L 0.8 A 9.1 A 0.5 A 14.8 A 

O. boissieri (TD 4285) 8.5 M <60 L 0.5 A 4.1 A 0.9 A 2.3 M 

O. boissieri (TD 4319) 4.3 L 152 A 1.2 H 8.7 A 0.9 A 16.1 A 

O. brevidens (TD 3996) 1.1 L 97 L 0.1 A 15.9 A 1.4 A 15.9 A 

O. brevidens (TD 4270) 7.3 L <60 L <1.0 L 13.9 A 0.9 A 6.8 A 

O. haussknechtii 4.9 L 194 A 0.4 A 5.7 A 0.5 A 18.7 A 

O. husnucan-baseri 10.7 M <60 L 0.2 A 3.1 M 0.7 A 1.0 M 

O. hypericifolium 8.5 M <60 L 0.7 A 8.7 A 0.3 L 5.6 A 

O. laevigatum (TD 4000) 8.4 M <60 L 0.3 A 1.9 L 0.1 L 4.3 M 

O. leptocladum <1.0 L 126 A 0.1 A 11.0 A 0.3 L 1.9 M 

O. majorana 17.7 A 196 A 0.6 A 8.7 A 0.7 A 22.0 A 
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Table 3. Continued 

O. minutiflorum 9.6 M 166 A 1.2 H 8.7 A 0.4 L 2.2 M 

O. onites, 

O. vulgare subsp. hirtum 

(TD 4309), 

O. × intercedens 

4.3 L 152 A 1.2 H 8.7 A 0.9 A 16.1 A 

O. rotundifolium 15.8 A <60 L 1.4 H 4.8 A 0.6 A 26.3 A 

O. saccatum, 

O. × bilgilii 

O. vulgare subsp. hirtum 

(4294) 

19.6 A 105 L 0.6 H 27.9 A 1.6 H 5.9 A 

O. sipyleum 10.2 M <60 L 0.2 A 2.9 M 0.2 L 8.7 A 

O. solymicum <1.0 L <60 L <1.0 L 2.4 L 0.4 L 1.2 M 

O. vogelii 

O. × sevcaniae 

<1.0 L <60 L <1.0 L 22.7 A 0.5 A 5.2 A 

O. vulgare subsp. hirtum 

(TD 4018) 

4.4 L <60 L 0.2 A 10.9 A 0.2 L 35.1 A 

O. vulgare subsp. vulgare 12.5 M 148 A 1.1 H 7.7 A 0.4 L 21.3 A 

O. × haradjanii, 

O. syriacum subsp. bevanii 

O. laevigatum (TD 4334) 

34.5 H 339 H 0.7 A 7.7 A 1.0 A 13.7 A 

A: adequate, H: high, L: low, M: medium  
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Abstract 

The genus Dysmachus is one of the richest species in the Palearctic region of the Asilidae (Diptera) family. It is 

known that Dysmachus praemorsus (Loew, 1854) (Diptera: Asilidae), which is one of the common species with wide 

habitat preference, is also in our country. In this study, D. praemorsus species were identified in 76 different habitats 

throughout the country in the summer months of 2002, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2018 and 2019, from sea level to 

2200 meters. As a result of the study, new locality records contributed to the knowledge of distribution of the species in 

our country. The species was reported from 19 provinces for the first time. However, the distribution of the species 

depending on the height and temperature and the change in seasonal activity in different habitats were investigated.  

 

Key words: Dysmachus, D. praemorsus, Asilidae, robberfiles, biology 

 

----------  ---------- 

 

Dysmachus praemorsus (Loew, 1854)’ün (Diptera, Asilidae) Türkiye’deki kayıtlarına katkılar ve mevsimsel 

aktivitesi üzerine notlar 

 

Özet 

Dysmachus cinsi Asilidae (Diptera) familyasının Palearktik Bölge’de en zengin tür çeşitliliğine ve geniş yayılışa 

sahip cinslerinden bir tanesidir. Cinsin geniş habitat tercihi ile yaygın türlerinden biri olan Dysmachus praemorsus (Loew, 

1854) (Diptera: Asilidae) türünün ülkemizde de yayılış gösterdiği bilinmektedir.  Bu çalışmada D. praemorsus türü 2002, 

2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2018 ve 2019 yılları yaz aylarında ülke genelinde deniz seviyesinden 2200 metre 

yüksekliklere kadar 76 farklı habitatda tespit edilmiştir. Çalışma sonucunda yeni lokalite kayıtları ile türün ülkemizdeki 

yayılış bilgilerine katkı sağlanmıştır. Tür 19 ilden ilk kez bu çalışmada rapor edilmiştir. Bununla birlikte türün yüksekliğe 

ve sıcaklığa bağlı olarak yayılışı ve farklı yaşam alanlarındaki mevsimsel aktivitesinin değişimi incelenmiştir.  

 

Anahtar kelimeler: Dysmachus, D. praemorsus, asilidae, robberfiles, biology 

 

1. Introduction 

 

Robber flies (Asilidae), one of the largest families of true flies, have an important role as a prey in balancing 

insect populations in terrestrial ecosystems. These animals, with more than 7000 species, live in all terrestrial habitats 

from the deserts to the tundra. The 60 species of Dsymachus, known in the Palearctic region, are one of the largest genus 

in terms of the number of speciesIn the faunistic studies conducted so far, 17 species belonging to this genus have been 

reported from our country  [1].  

D. praemorsus, which is one of the common species in our country, was recorded by different researchers in 

May, June, July and August in 8 different provinces ([2, 3, 4]). The members of the species are medium-sized (20 mm) 

strong flies. Body color is grayish, wings are transparent and wing veins are brown-gray. The legs are black and the male 

and female genitalia are shiny black [5]. 
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D. praemorsus is known as a steppe species [6]. Populations of the species show adult activity from May to July. 

Individuals of the species are more common in clay-alluvial soils and mesophytic meadows. It is known that they prefer 

meadow areas covered by plant species such as Alopecurus pratensis, Poa pratensis, Poa trivialis and Clementis 

integrifolia and grassland areas on the borders of cultivated fields. In general, species belonging to the genus Dysmachus 

are placed on the stems of plants with a height of 20-30 cm in the meadow areas and lay eggs in appropriate parts such as 

the spikes of plants. The larvae hatching fall into the soil with the spikes and continue to live as larvae predators on the 

ground and under the ground [5]. 

In this study, specimens collected from different regions of Turkey in 2002, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2018 

and 2019 and data such as temperature obtained from sampling studies were used. Starting from the end of Edirne in 

western Turkey, at the eastern end to Kars (about 1450 km between the two cities) from different habitats of up to 2212 

m above sea level examples of D. praemorsus have been determined. Changes in seasonal activity of the species between 

May and July were observed depending on the altitude and temperature.  

 

2. Materials and methods 

 

Collecting studies were done in May-September 2002, July 2003, April 2005, April-June 2006, April 2007, April 

2008-April 2008, June-July 2018, May-September 2019. Sampling sties are from west to east in following provinces; 

Edirne, Çanakkale, Balıkesir, Kırklareli, İstanbul, Kocaeli, Eskişehir, Burdur, Antalya, Karabük, Kastamonu, Çorum, 

Ordu, Samsun, Amasya, Yozgat, Kayseri, Adana, Sivas, Kahramanmaraş, Erzincan, Tunceli, Bingöl, Tatvan, Erzurum, 

Kars and Ağrı. 76 different sampling localities range from 2212 meters above sea level. Sampling localities were 

determined by considering high mountain ranges which may affect the spread of animal organisms such as Anatolian 

diagonals. The geographical information, sampling dates, measured temperature and altitude values of collecting sites are 

given in Table 1 and Map 1. Temperatures are measured as the temperature value 1 meter above the ground. 

 Adult  D.praemorsus  specimens were collected with hand net with sweeping method, preserved in bottles 

contaminated with etil asetat. 189 male and 182 female total 371 adult individuals were evaluated. Preparations of samples 

were performed in the laboratory. The end of the abdomen was cut out and the male genitals were removed.  Aedeagus, 

epandrium, gonococyte, dististylus and hypandrium were separated and measured with Leica MZ 16 and Leica 

Microsystems Framework. Male terminalia were placed in small capsules filled with glycerin and attached to pinned the 

specimens. All specimens were deposited in Entomology Laboratory of the Department of Biology, Eskişehir Osmangazi 

University. Following literature were used for species identification [7]. 

 The vegetation in the collecting sites was photographed and the plant species, especially which these flies lay 

on, were identified by experts. 

 In order to monitor the seasonal activity changes of D. praemorsus due to temperature and altitude, the sampling 

localities were divided into 5 groups as 0-500 meters, 500-1000 meters, 1000-1500 meters, 1500-2000 meters and 2000-

2500 meters. 

 

Table 1. Geographic informations of collecting sites with dates and temparature data 

No Province Lokalite Name Date Latitude Longitude Alt (m) ˚C 

1 Edirne Kurttepe 06.06.18 41°22'K 26°41'D 106 25 

2 Edirne Beyköy 02.06.02 40°39'K 26°30'D 38 25 

3 Edirne Lalapaşa 29.05.02 41°51'K 26°42'D 181 20 

4 Edirne Çukurköy (Bakışlar) 06.06.18 41°27'K 26°49'D 66 31 

5 Edirne Çavuşköy Göleti 02.06.02 40°40'K 26°11'D 50 25 

6 İstanbul Çilingir köyü  21.05.02 41°10'K 28°40'D 129 21 

7 İstanbul Akalan-Kalfa  03.06.18 41°15'K 28°25'D 117 23 

8 Kırklareli Vize-Pınarhisar 25.05.02 41°36'K 27°43'D 241 20 

9 Kırklareli Madara Deresi 26.05.02 41°52'K 27°54'D 35 19 

10 Kırklareli Dereköy 27.05.02 41°54'K 27°21'D 453 22 

11 Kırklareli  Kömürköy 04.06.18 41°37'K 27°52'D 280 23 

12 Çanakkale Yeniköy 05.06.02 40°37'K 26°55'D 43 24 

13 Tekirdağ Malkara  06.06.02 40°55'K 26°52'D 199 24 

14 Tekirdağ Karababa Köyü 06.06.02 41° 7'K 27° 1'D 111 27 

15 Tekirdağ Palamut Köyü-

Radar 

09.06.02 40°45'K 27°10'D 600 24 

16 Tekirdağ Yeniceköy 10.06.02 41° 6'K 27°44'D 75 22 

17 Tekirdağ Yakuplu  11.06.02 41° 2'K 27°54'D 52 21 

18 İstanbul Şileye 7 km 13.06.02 41° 7'K 29°33'D 27 22 

19 Kocaeli Uzuntarla 19.05.02 40°45'K 30° 6'D 187 20 

  Kocaeli Uzuntarla 19.06.02    22 

20 Kocaeli İsaklı  14.06.02 41° 3'K 29°56'D 216 24 

21 Kocaeli Balcı Köyü 02.06.18 41° 3'K 30°11'D 55 25 
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Table 1.Continued 

22 Kocaeli Pirceler 

 

02.06.18 40°54'K 30° 3'D 232 24 

23 Kocaeli Kargalı Köyü 20.06.02 40°54'K 29°38'D 309 27 

24 Sakarya Karapınar  17.06.02 41° 3'K 30°37'D 24 22 

25 Sakarya Arifiye 18.06.02 40°40'K 30°21' D 104 26 

26 Ordu Ünye 27.06.18 41° 6'K 37°20'D 14 34 

27 Yalova Elmalık  21.06.02 40°36K 29°19'D 

  

176 35 

28 Eskişehir Yazılıkaya 08.06.18 39°12'K 30°42'D 1295 26 

29 Eskişehir Oynaş Köyü 12.06.18 39°10'K 30°37'D 1107 26 

30 Eskişehir Çukurca 06.07.18 39°17'K 30°40'D 1257 25 

31 Eskişehir Yenisofça  01.06.19 39°38'K 30°22'D 838 24 

32 Karabük Eflani 22.06.18 41°25'K 32°56'D 905 21 

33 Karabük Sine 22.06.18 41°21'K 32°44'D 1019 20 

34 Kastamonu Pınarbaşı 21.06.18 41°35'K 33° 5'D 684 22 

35 Kastamonu Kastamonu 20.06.18 41°28'K 33°26'D 877 23 

36 Kastamonu Karafasıl Köyü 21.06.18 41°34'K 33°10'D 1023 23 

37 Kastamonu Bahçeköy 22.06.18 41°18'K 33°33'D 1151 21 

38 Çorum Kuşsaray  25.06.18 40°36'K 35° 7'D 1069 18 

39 Çorum Yeni Hayat 25.06.18 40°23'K 34°43'D 842 26 

40 Samsun Ahmet Saray 27.06.18 40°59'K 35°53'D 765 20 

41 Samsun Ağaçpınar Köyü 26.06.18 40°56'K 35°54'D 981 23 

42 Amasya Destek Köyü 26.06.18 40°50'K 36°10'D 644 29 

43 Amasya Yeşilöz 26.06.18 40°33'K 36° 8'D 855 25 

44 Yozgat Sazlıdere 21.06.19 39°41'K 35°40'D 1235 24 

45 Kayseri Dikme 28.05.19 38° 1'K 35°32'D 1330 25 

46 Kayseri Avlağa 28.05.19 37°58'K 35°32'D 1265 24 

47 Kayseri Şıhlıya 2 km 28.05.19 38° 4'K 35°36'D 1422 26 

48 Kayseri Küçük Künye Yolu 28.05.19 38° 9'K 35°48'D 1500 30 

49 Kayseri Yahyalı-Dikme  27.05.19 38° 2'K 35°24'D 1370 26 

50 Adana Hanyeri 28.05.19 38°12'K 36° 1'D 1668 26 

51 Sivas Divriği Madenli 15.05.19 39°27'K 38°16'D 1160 27 

52 Sivas Zaraya 10km 03.07.18 40° 1'K 38° 1'D 1542 26 

53 Sivas Yıldızeli 5km 03.07.18 39°50'K 36°31'D 1389 23 

54 Sivas Nasır/ Zara 22.06.19 39°49'K 37°53'D 1365 24 

55 Kahramanmaraş Yalak Yol 29.05.19 38°14'K 37°30'D 1355 27 

56 Kahramanmaraş Doğankonak 28.05.19 38°13'K 36°25'D 1577 26 

57 Erzincan Mustafabey 01.07.18 39°48'K 40°31'D 1645 19 

58 Erzincan Köroğlu 02.07.18 39°53'K 38°56'D 1722 26 

59 Erzincan Altköy 02.07.18 39°57'K 38°38'D 1566 22 

60 Erzincan Gemecik 25.06.19 39°53'K 38°26'D 1785 26 

61 Erzincan Aydıncık 22.06.19 39°49'K 38°50'D 1789 23 

62 Erzincan Refahiye 22.06.19 39°53'K 38°46'D 1555 25 

63 Tunceli Çoban Yıldızı  02.07.18 39°27'K 39°53'D 1393 38 

64 Tunceli Pülümür 02.07.18 39°30'K 39°52'D 1627 28 

65 Tunceli Pişi Köyü/ Tunceli 02.07.18 39°39'K 39°44'D 1162 33 

66 Erzurum Sarıkamış 15km 28.06.18 40°15'K 42°38'D 1998 34 

67 Erzurum Nenehatun Termal 30.06.18 39°58'K 41°26'D 1836 25 

68 Erzurum Nenehatun 30.06.18 39°54'K 41°20'D 1979 26 

69 Erzurum Çimenli Köyü 30.06.18 40°11'K 41°54'D 2145 31 

70 Erzurum Alaca/Erzurum 01.07.18 39°59'K 40°58'D 1873 20 

71 Erzurum Hacıhamza 01.07.18 39°52'K 40°38'D 1935 19 

 Erzurum Hacıhamza 25.06.19   1860 23 

72 Erzurum Yukarı Çat 01.07.18 39°40'K 41° 0'D 2136 32 

73 Kars Sarıkamış 28.06.18 40°16'K 42°25'D 2212 25 

74 Kars Sarıkamış 2 23.06.19 40°19'K 42°32'D 2050 25 

75 Kars Yenigazi Köyü 23.06.19 40°24'K 42°44'D 1830 25 

76 Kars Horasan Yolu  23.06.19 40°17'K 42°23'D 2110 24 
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3. Results 

 

 Dsymachus praemorsus was recorded from 24 provinces and 76 localities. The species was firstly reported from 

19 provinces (Edirne, Çanakkale, Balıkesir, Kırklareli, İstanbul, Kocaeli, Karabük, Kastamonu, Çorum, Ordu, Samsun, 

Amasya, Yozgat, Kayseri, Adana, Sivas, Kahramanmaraş, Tunceli, Kars) in this study.  

 Basic taxonomic characteristics of the species are listed below, with details of the distribution in the world and 

Turkey. 

 

Dysmachus Loew, 1860  

Tip tür: Asilus trigonus Meigen, 1804 

Dysmachus praemorsus (Loew, 1854) 

 Body length: 13-19,5 mm, Wing length: 9-11,5 mm 

 They are mostly gray or grayish-brown. One hundred tubercles are large, hairs are dense on the face. In the thorax, 

the dorsocentral cetas reach the anterior edge of the mesonotum. Discal cetas are well developed in the abdomen and they 

are observed in a large number of lateral and posterior parts of the tergites. Male genitalia and female ovipositor are 

triangular. The eighth tergite is short and a quarter circle on the sides. The eighth sternite is long and ends with the ninth 

tergite. The length of the ninth tergite is half or slightly longer than the length of the eighth sternite. Serci sides are flat 

and wide. It is located at the tip of the ninth tergite. Male genitalia is covered with black hair and yellow hairs. The eighth 

sternite carries tassel-shaped hairs. The apical apex of the gonococcus is angular and is often dark red or orange. The 

general appearance of individiuals (male Figure 1, female Figure 2 and ovipositore of female  in Figure 3) and male 

genitalia (Figure 4) are given. 

 

Examined material: Edirne (Kurttepe), 106 m, 06.06.2018, 1 ♂, 1 ♀; Edirne (Beyköy), 38 m, 02.06.2002, 1 ♂; Edirne 

(Lalapaşa), 181 m, 29.05.2002, 1 ♂; Edirne (Çukurköy- Bakışlar), 66 m, 6.06.2018, 1 ♂; Edirne (Çavuşköy Göleti), 50 

m, 2.06.2002, 2 ♂♂, 2 ♀♀; İstanbul (Çilingir köyü), 129 m, 21.05.2002, 3 ♂♂, 2 ♀♀; İstanbul (Akalan-Kalfa), 117 m, 

3.06.2018, 1 ♀; Kırklareli (Vize-Pınarhisar), 241 m, 25.05.2002, 9 ♂♂, 2 ♀♀; Kırklareli (Madara Deresi), 35 m, 

26.05.2002, 2 ♂♂, 1 ♀; Kırklareli (Dereköy), 453 m, 27.05.2002, 11 ♂♂, 3 ♀♀; Kırklareli (Kömürköy-Küçükyayla), 

280 m, 4.06.2018, 9 ♂♂, 5 ♀♀; Çanakkale (Yeniköy), 43 m, 5.06.2002, 6 ♂♂, 7 ♀♀; Tekirdağ (Malkara), 199 m, 

6.06.2002, 5 ♂♂, 3 ♀♀; Tekirdağ (Karababa Köyü), 111 m, 6.06.2002, 1 ♂, 5 ♀♀; Tekirdağ (Palamut Köyü-Radar), 600 

m, 9.06.2002, 3 ♂♂, 1 ♀; Tekirdağ (Yeniceköy), 75 m, 10.06.2002, 1 ♀; Tekirdağ (Yakuplu), 52 m, 11.06.2002, 3 ♂♂, 

7 ♀♀; İstanbul (Şileye 7 km), 27 m, 13.06.2002, 5 ♂♂, 3 ♀♀; Kocaeli (Uzuntarla), 187 m, 19.05.2002, 1 ♂, 2 ♀♀; 

Kocaeli (İsaklı), 216 m, 14.06.2002, 2 ♂♂, 2 ♀♀; Kocaeli (Balcı Köyü), 55 m, 2.06.2018, 3 ♂♂, 8 ♀♀; Kocaeli (Pirceler), 

232 m, 2.06.2018, 8 ♂♂, 5 ♀♀; Kocaeli (Kargalı Köyü), 309 m, 20.06.2002, 2 ♂♂, 6 ♀♀; Sakarya (Karapınar), 24 m, 

17.06.2002, 16 ♂♂, 22 ♀♀; Sakarya (Arifiye), 104 m, 18.06.2002, 5 ♂♂, 4 ♀♀; Ordu (Ünye), 14 m, 27.06.2018, 1 ♀; 

Yalova (Elmalık), 176 m, 21.06.2002, 4 ♂♂, 4 ♀♀; Eskişehir (Yazılıkaya), 1295 m, 8.06.2018, 3 ♂♂, 1 ♀; Eskişehir 

(Oynaş Köyü), 1107 m, 12.06.2018, 2 ♀♀; Eskişehir (Çukurca), 1257 m, 6.07.2018, 1 ♀; Eskişehir (Yenisofça), 838 m, 

1.06.2019, 1 ♂, 2 ♀♀; Karabük (Eflani), 905 m, 22.06.2018, 3 ♂♂; Karabük (Sine), 1019 m, 22.06.2018, 1 ♂, 2 ♀♀; 

Kastamonu (Pınarbaşı), 684 m, 21.06.2018, 2 ♀♀;     Kastamonu (Daday Çıkışı), 877 m, 20.06.2018, 1 ♂, 9 ♀♀; 

Kastamonu (Karafasıl Köyü), 1023 m, 21.06.2018, 6 ♂♂; Kastamonu (Bahçeköy), 1151 m, 22.06.2018, 4 ♂♂, 6 ♀♀; 

Çorum (Kuşsaray), 1069 m, 25.06.2018,  1 ♀; Çorum (Yeni Hayat), 842 m, 25.06.2018,  2 ♂♂, 2 ♀♀; Samsun (Ahmet 

Saray), 765 m, 27.06.2018, 1 ♀; Samsun (Ağaçpınar Köyü), 981 m, 26.06.2018, 11 ♂♂, 2 ♀♀; Amasya (Destek Köyü), 

644, 26.06.2018, 2 ♀♀; Amasya (Yeşilöz), 855 m, 26.06.2018, 1 ♂, 1 ♀; Yozgat (Sazlıdere), 1235 m, 21.06.2019, 2 ♂♂; 

Kayseri (Dikme), 1330 m, 28.05.2019, 4 ♂♂; Kayseri (Avlağa), 1265 m, 28.05.2019, 1 ♂; Kayseri (Şıhlıya 2 km), 1422 

m, 28.05.2019, 1 ♂; Kayseri (Küçük Künye Yolu), 1500 m, 28.05.2019, 2 ♂♂; Kayseri (Yahyalı Dikme), 1370 m, 

27.05.2019, 1 ♂; Adana (Hanyeri) 1668 m, 28.05.2019, 1 ♂, 1 ♀; Sivas (Divriği Madenli), 1160 m, 15.05.2019, 3 ♂♂, 4 

♀♀; Sivas (Zaraya 10km), 1542 m, 3.07.2018, 1 ♀; Sivas (Yıldızeli 5km), 1389 m, 3.07.2018, 1 ♀; Sivas (Nasır/ Zara), 

1365 m, 22.06.2019, 4 ♂♂; Kahramanmaraş (Yalak Yolu), 1355 m, 29.05.2019, 7 ♂♂, 3 ♀♀; Kahramanmaraş 

(Doğankonak), 1577 m, 28.05.2019, 4 ♂♂, 1 ♀; Erzincan (Mustafabey), 1645 m, 1.07.2018, 2 ♀♀; Erzincan (Köroğlu), 

1722 m, 2.07.2018, 3 ♂♂, 1 ♀; Erzincan (Altköy), 1566 m, 2.07.2018, 1 ♀; Erzincan (Gemecik), 1785 m, 25.06.2019, 2 

♂♂, 2 ♀♀; Erzincan (Aydıncık), 1789 m, 22.06.2019, 4 ♀♀; Erzincan (Refahiye), 1555 m, 22.06.2019, 2 ♂♂, 2 ♀♀; 

Tunceli (Çoban Yıldızı), 1393 m, 2.07.2018, 1 ♀; Tunceli (Pülümür), 1627m, 2.07.2018, 1 ♂; Tunceli (Pişi Köyü), 1162 

m, 2.07.2018,  1 ♂, 3 ♀♀; Erzurum (Sarıkamış 15km), 1998 m, 28.06.2018, 1 ♂, 1 ♀; Erzurum (Nenehatun Termal), 

1836 m, 30.06.2018, 4 ♂♂; Erzurum (Nenehatun), 1979 m, 30.06.2018, 1 ♀; Erzurum (Çimenli Köyü), 2145 m, 

30.06.2018, 1 ♀; Erzurum (Alaca), 1873 m, 1.07.2018, 4 ♂♂, 11 ♀♀; Erzurum (Hacıhamza), 1935 m, 1.07.2018, 3 ♀♀; 

1860m, 25.06.2019, 1 ♂, 1 ♀; Erzurum (Yukarı Çat), 2136 m, 1.07.2018, , 2 ♀♀; Kars (Sarıkamış), 2212 m, 28.06.2018, 

1 ♀; Kars (Sarıkamış 2), 2050 m, 23.06.2019, 1 ♂, 1 ♀; Kars (Yenigazi Köyü), 1830 m, 23.06.2019, 1 ♂, 1 ♀; Kars 

(Horasan Yolu), 2110 m, 23.06.2019, 1 ♂.  

Distribution in the world: Germany, Albania, Austria, Bulgaria, France, Hungary, Poland, the European part of old 

Soviet Union, Turkey, Yugoslavia [1]. 
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Distribution in Turkey: Erzincan, Cevizli, 04.08.1990, Erzurum, Merkez, 01.06.1971, Atatürk Üniversitesi, 23.07.1990. 

27.08.1990, Palandöken, 17.07.1990, Oltu-Uzunoluk, 19.07.1992, Olur-Süngübayır, 13.07.1992, Pasinler, 14.08.1992, 

Senkaya-Turnalı, 03.07.1990, Tortum, 04.07.1991, [2]; Ankara, [8]; Eskişehir, İnönü, Uludere, 27.05.2001 [3]; Ağrı, 

Tutak, Suluçam, 26.06.1993, Bitlis, Tatvan, 30.06.1993, Tatvan, Karakurt, 01.07.1993; Kütahya, Sobran, Porsuk barajı, 

08.07.1993,  Van, Karasun Brige, 29.06.1993 [4]. 

 

 
 

 Figure 1. Male of Dysmachus praemorsus 

 

 
 

Figure 2. Female of Dysmachus praemorsus 
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Figure 3, Female ovipositor of Dysmachus praemorsus 

 

 

 
 

Figure 4. Male genitalia of Dysmachus praemorsus a) aedegus, b) epandrium, c) side view of gonocoxite and dystistylus, 

d) gonocoxite, e) hypandrium, f) dystistylus 

 D. praemorsus individuals were caught on the grass in grassland, forest edge or clearing areas in the forest, on the 

sides of the field, Perching on the stems of the grasses, and especially egg-laying behavior in the spikes of the Poacea 

members were observed. Table 2 shows the meadow plant species in sampling area 
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Table 2: Dominant plant species in sampling areas 

Family  Genus Species  Note 
Asteraceae  Anthemis  Antemis cretica   
  Achillea Achillea millefolium  
    Achillea wilhelmsii  

  Beta  Beta  vulgaris   

  Centaurea        Centaurea  triumfettii  
  Daucus   Daucus carota   

  Antemis  Anthemis sp.  
Brassicaceae  Sisymbrium  Sisymbrium loeselii   

  Alyssum  Alyssum sp.  
  Isatis Isatis sp. perching 

  Neslia  Neslia sp.  

Caryophyllaceae Silene  Silene sp.  
Cyperaceae Scirpoides  Scirpoides holoschoenus Laying and perching 

Fabaceae  Trifolium  Trifolium Pratense  
Hypericaceae Hypericum  Hypericum Perforatum  

Lamiaceae  Stachys  Stachys Lavandulifolia   

  Mentha Mentha sp.   
Plantaginaceae  Plantago Plantago lanceolata  

Poaceae  Alopecurus  Alopecurus arundinaceus Laying 
    Alopecurus aucheri  Laying 

  Bromus Bromus tectorum   

    Dactylis glomerata sbsp hispanica  Laying and perching 
  Dactylis Dactylis glomerata  

  Festuca Festuca arundinacea subsp. 

Arundinacea 

 
    Festuca Rubra Laying and perching 

  Hordeum Hordeum  bulbosum Laying and perching 
    Hordeum murinum Laying and perching 
  Phleum Phleum Pratense  

  Poa Poa bulbosa  
    Poa trivialis  

  Alopecurus Alopecurus sp.  
  Aven Avena sp.  

  Poa Poa sp.  

  Stipa Stipa sp.  
  Ranunculus Ranunculus sp  

Rubiaceae  Galium  Galium sp.  

 

 The variation of the measured temperature and altitude values at the localities where the samples were collected 

is shown in the graph in Figure 5. 

 

 

 
 

 Figure 5.  The relationship between altitude and air temperature values at the collecting sites 
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4. Conclusions and discussion 

 

  Dsymachus praemarosus had been identified in different habitats in previous studies in our country. In these 

studies, it was reported that adult individuals of the species showed flight activity from the end of May to the beginning 

of August [2], [8], [3], [4]. In our study, the specimens belonging to the species were found in the earliest in May and the 

latest in July, although the temperature and elevation were different in different years. 

  The years and months in which the species is not identified are important in terms of the species' seasonal activity 

limit. During the second and third weeks of April 2002, 2005, 2006, 2007, 2008, 26 individuals belonging to the species 

were not found in Thrace and South Marmara region (Kaz Mountains), mostly in meadow areas. Similarly, in the last 

week of July in 2018 and 2019, 33 different stations could not be detected in Eastern Anatolia (Erzurum, Ağrı, Bingöl, 

Tatvan and Süphan Mountain). Especially in this region in June and July, when the temperature in the valley exceeds 30 

° C, the meadows are dry and no species belonging to the species except the meadows under the influence of wetlands 

are observed. However, when the climb to the altitude of 1500-2000 meters from the valley floor to 20-25 ° C, D. 

praemorsus individuals were observed. 

  Figure 5 shows the temperature preferences of the species. The lowest temperature at which the species is caught 

is 18 ° C and the highest temperature is 36 °C. However, temperatures between 24-26 °C can be considered as the optimum 

temperature range of this species. 

Dsymachus praemorsus females lay their eggs on the plant. Therefore, the activity of the species is also in parallel with 

the activity of the plants in which the eggs lay in the living environment. Adamovic [9], [5] observed in the species 

Obedska Bara (in Sırbia) in green meadows covered with Clematis integrifolia and in the alluvial plains of the Sava river 

in May and June. The vegetation of the meadows in Obedska Bara mostly includes Alopecurus pratensis, Poa pratensis, 

Poa trivialis, Clementis integrifolia and other plant species. 

In the present study, the plant species in the meadows where the adults were caught were Alopecurus 

arundinaceus, Alopecurus aucheri, Dactylis glomerata sbsp hispanica, Festuca rubra, Hordeum bulbosum, Hordeum 

murinum from the Poacea family, Scirpoides holoschoenus from Cyperaceae and Isatis sp. from Brassicaceae. It was 

observed that female flies laid eggs on these plants (Table 2). These plant species start to sprout and continue to grow on 

the soil at least 20-30 days before the onset of the seasonal activity of D. praemorsus. The seasonal activity of the species 

is in parallel with the sprouting of the plant species and the development of the spikes..  
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Abstract 

Great Bustard is one of the heaviest birds in the Western Palearctic, so aerodynamic effects are critically 

important for their distribution and conversation. To understand why do they need to find open areas during the resting 

and feeding time, aerodynamic features were discussed in this study. Mass of the Great Bustard and having proportionally 

small wings cause weak flight performance. In this work, those disadvantages were identified by aerodynamic approach 

and observation. Great Bustard tries to use the relative wind during the take-off to close these disadvantages. Also, turning 

performance which is affected by the same specifications with take-off performance can determine their behavior. As a 

result, aerodynamic factors may also play important role in their current status.  

 

Key words: otis tarda, great bustard, conservation, bird flight, bird flight performance, Turkey 

 

----------  ---------- 

 

Toy kuşunun (Otis tarda) dinlenme alanı seçiminde etkili olan kalkış ve dönüş performansına kanat 

yüklemesinin etkis 

 

Özet 

Batı Palearktik bölgede ki en ağır kuşlardan biri olan Toy kuşları için aerodinamik etkiler dağılımlarında ve 

korunmalarında oldukça önemlidir. Bu çalışmada, dinlenme ve beslenme zamanlarında neden açık alanları seçtikleri 

aerodinamik özellikleri bakımından tartışılmıştır. Ağırlığına göre küçük kanatlara sahip olan Toy kuşları çok daha zayıf 

bir uçuş performansına sahiptirler. Bu çalışmada bu dezavantajlar aerodinamik yaklaşım ve gözlemlerle açıklanmıştır. Bu 

dezavantajları kapatmak için Toy kuşları kalkış esnasında bağıl rüzgârları kullanmışlardır. Ayrıca kalkış performansına 

etki eden aynı aerodinamik özellikler kuşun davranışına etki eden dönüş performansını da etkilemektedir. Sonuç olarak 

türün duyarlı statüde olmasındaki en önemli etkenlerden biride aerodinamik özellikleridir.  

 

Anahtar kelimeler: otis tarda, toy kuşu, koruma biyolojisi, kuş uçuşu, kuşların uçuş performansı, Türkiye 

 

1. Introduction 

 

Due to high wing loading, which means body weight divide to wing area is extremely important for flight 

performance that can determine flight style and behavior, Great Bustard prefers open areas and hills to take-off easily and 

also observe the environment. Therefore, they cannot land and take-off on a tree branch, electric pole or other narrow 

areas. Their long take-off distance carries many disadvantages. For example, the predators, especially foxes can find time 

to catch the Great Bustards during the take-off roll. Its effects are on much different flight performance. Wings beat 

frequency also has been attracting the researchers’ attention for a long time [1,2,3]. Take-off performance is extremely 

important for avian flight but there is a limited number of works on that flight phase [1,2,4,5,6,7,8]. In gliding flight, wing 

loading determines glide speed. For high aspect ratio wings, gliding is the most effective for cheaper flights [9, 10].  
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The broad wings and relatively short wingspan avoid the Great Bustard from gliding due to high induced drag. 

Their wing is similar to a vulture or an eagle wing morphologically. Nevertheless, these birds’ wing loading is lower and 

they take advantage of it. Vultures and eagles are usually observed while using thermals since their lower wing loading 

provides lower stall speed and narrow turning radius in the thermal [11, 12]. However, Great Bustard’s higher wing 

loading causes higher stall speed and a wide turning radius that keep them away from the well thermal performance. 

Therefore, they have to flap their wings for extra thrust force in order to gain speed for enough lift force [13, 14, 15]. 

Moreover, these reasons cause extended take-off distance because they need more lift force to overcome their weights. 

To ensure that force, take-off roll must be longer. Besides, the Great Bustard usually prefers sand, grass, plowed fields or 

steep lands hence the acceleration to static state in these areas can be more difficult. On the other hand, the relative wind 

may help to reduce take-off distance if the bird runs into a headwind [16]. Thus, they cannot prevent potential dangers 

like hitting power lines [17].  

 

2. Materials and methods 

 

The study area is located in the Sivrihisar, Eskişehir, Turkey. Our observations lasted for 2 months. Although, 

25 individuals were identified in 2 lek areas, only 10 different take-off footprints were determined and measured. These 

take-offs were monitored by Canon 7D camera and 500 mm lenses before measuring take-off roll. To ensure true results, 

almost the same size birds were designated and others were eliminated from videos and photos. To measured wind speed 

and direction, anemometer and windsock were used while taking-off. Effect of the crosswind eliminated until the full 

crosswind. Take-off distance was measured from heel to heel of birds’ footprint by tape measure.  

Thrust (T) can be used for acceleration and there is a counter force called drag (D), however; we have to make 

an allowance for the average aerodynamic resistance during the take-off run. Therefore, we estimate the net thrust to be 

20 percent of the take-off weight. An avian need a minimum velocity to take-off and need acceleration to reach that 

velocity. Net thrust is needed for acceleration [16]. 

𝐹net=T-D=0.2W (1) 

Well known W (Weight) is the mass times the acceleration of gravity. 

W = mg (2)    

Kinetic energy is proportional to the mass and to the square of its velocity. 

𝐸𝑘 =
1

2
𝑚𝑉2 =

1

2
(

𝑊

𝑔
) 𝑉2 (3) 

The energy supplied equals to the supplied work (W=F.L) so the net force (F_net) times the takeoff length (Ltakeoff). 

Multiplying the Eq. 1. With L and make the equality of the supplied energy and work.  
1

2
(

𝑊

𝑔
) 𝑉2 = 0.2𝑊𝐿 (4) 

So simply a minimum velocity needed for take-off is related with acceleration of gravity and the takeoff length (Ltakeoff) 

𝑉2
takeoff = 0.4𝑔𝐿takeoff  (5) 

 Another important effect on the conversation of the Great Bustard is turning radius. The turn radius can be 

calculated in two ways. In Eq. 6, it was calculated with the aid of wing loading and bank angle. In Eq. 7 the turn radius 

was calculated with aid of velocity (V) and loading factor (n). 

𝑟 =
2𝑊

𝐶𝐿∗⍴∗𝑔∗𝑆∗𝑠𝑖𝑛𝜃
  (6) 

𝑟 =
𝑉2

𝑔√𝑛2−1
  (7)  

Rewriting the Eq. (7) by leaving the loading factor (n) alone, we get the Eq. 8.  

𝑛 = √(
𝑣4

𝑔2𝑟2 + 1) (8)  

Yet another way to find the loading factor is given in. Eq. (9) and in such formula the n is related only with the bank angle 

(θ). Therefore, it is entitled as n_check. 

𝑛𝑐ℎ𝑒𝑐𝑘 =
𝐿

𝑊
=

1

𝑐𝑜𝑠𝜃
 (9) 

However, the key point of these formulas is velocity. In our work, the estimation method comes from bird size was used 

[18]. Later, to prove our findings, laser speed measurement binocular was used. In literature, the airspeed of Great Bustard 
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is expected about 17 m/s it was compatible with velocity estimation comes from bird size in Eq. 3. which was derived by 

Alerstam et al. [18].  

𝑉 = 4,3. (
𝑊

𝑆
)0,31 (10) 

Still, there were two unknown parameters (Lift coefficient (CL) and θ) for Great Bustard so, by validating the loading 

factor (n) value from Eq. (8) and Eq. (9). The bank angle (θ) was taken an average value (30). The lift coefficient is 

validated from bank angle and load factor relations i.e.Eq. (9) and Eq. (10). The lift coefficients estimated when the n 

values overlapped.  

To find angular velocity of bird,  

Ω =
𝑉

𝑅
= 𝑔.

𝑡𝑎𝑛𝜃

𝑉
 (11) 

3. Results 

 

For our study area, an average 3 m/s fast wind is a significant factor. In contrast, it was seen that the bird did not try to 

turn into a headwind in a dangerous situation during the quick take-off. Other factors affecting take-off performance are 

the air density and temperature. Altitude which affects to air pressure in the study area ranges from 700 m to 800 m at the 

sea level and the average temperature was 20 °C which are improper conditions for better flight performance. For all of 

these reasons, they choose to open areas for easy take-off also they can watch the hazards easily in these places. Higher 

wing loading also affects the turning radius. In risky situations, the birds must change their flight direction rapidly. 

However, it’s hard for birds which have high wing loading that provides higher flight speed.  

 According to our observations, the shortest take-off run is 1.57m and the longest is 5 m. Of course, it’s impossible 

to determine the same size birds which are important for take-off performance from photos and videos. 

 

Table 1. Total number of investigated foot prints. Relative wind speed shows the total take-off speed of Great Bustard. 

Short distance take-offs are supported by strong wind 

A number of investigated 

footprints. 

Takeoff Roll 

(m) 

VWind 

(m/s) VBustard (m/s) Relative wind (m/s) 

1 1,57 +3 2,48 5,48 

2 3,77 +1,92 3,84 5,76 

3 1,94 +2,1 2,75 4,85 

4 4,00 +1,5 3,96 5,46 

5 4,22 +1,8 4,06 5,86 

6 2,78 +2,42 3,3 5,72 

7 3,21 +2 3,54 5,54 

8 5,00 -1,3 4,42 3,12 

9 3,20 +1,1 3,54 4,64 

10 4,80 -1 4,33 3,33 

 

 Nevertheless, If the wind was eliminated, an average take-off roll would increase from 3m to 4.73m (except 8 and 

10 because they took off with a tailwind). To calculate the bird's speed from equation 8, these parameters were assessed 

(Table 2).    

 

Table 2: An average Aerodynamic features and performance of the Great Bustard. 
Parameters 

Aspect Ratio (AR) 

Wingspan (b) 

Wing Area (S) 

Weight (W) 

Wing Loading, W/S (N/m2) 

6.6 

220 cm 

0,73 m2 

11 kg (107.91 N) 

147.8 N/m2 

Lift Coefficient, CL 0.99 

Turn Angle θ (Degree) 30 

Turn Radius (r)  50 m 

Estimated Velocity (Vest) 20 m/s 

Measured Velocity (V) 

n from Eq. (8) 

17 m/s 

1.15 

ncheck by Eq. (9) 1.15 

 To find out turning radius, bank angle of the birds was determined from photos and videos. As a result, 30° was 

selected as an optimum bank angle. 
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Figure 1. An optimum bank angle of the Great Bustard. Sharper bank angles cause higher sink rate so that energy 

consumption increases to keep level flight.   

 

  In addition, Great Bustard usually takes-off into the wind as it can be seen at table 1 except dangerous situations. 

In contrast, tailwind generally adversely affects take-off distances and it also affects individuals in this study. However, 

more frequently flapping style reduces the tailwind effects and decay proportion between the headwind and tailwind. 

Another effect of wing loading is the turning radius. They need 100 m to change their direction 180° which 

means length of the football pitch.  If we compared with the almost the same weight birds, Cinereous Vulture’s turning 

radius would be 30m with 30° bank angle. Also, almost the same wing area of Golden Eagle’s turning radius would be 

32 m. For these reason, higher turning radius causes lower soaring ability. So, it’s impossible to use thermals for these 

birds Moreover, we know that their bank angle is sharper. Besides, low angular velocity doesn’t provide high 

manoeuvrability. For this reason, they can’t change their flight direction quickly so they hit power lines suddenly or can’t 

addle the predators and hunters..  

 

4. Conclusions and discussion 

 

That results also may explain why Great Bustard population is lower in Turkey [19] than Europe because their 

ability to fly is already limited with these aerodynamic specification, higher altitude of mainland of the Turkey [20] make 

this flight ability lower with lower air density. Moreover, most of the population is seen in center of Anatolia and east of 

Turkey. Cultivated lands of these regions long and wide which provide longer and enough take-off area. As can be seen 

in results, most of the taking-offs made into headwind to ensure shorter take-off distances. Therefore, their habitat 

distribution is limited in Turkey. Besides, we often interacted with these birds in the morning when the weather was cold 

which also means higher air density that increases flight performance.  

9 kg of Cinerous Vulture can take-off from tree and other small places without take-off roll. Although mass of 

the vulture near Great Bustard, Great Bustards’ wing area significantly lower than the vultures. These differences in wing 

loading decrease flight performance and increase energy consumption. For these reasons, permanent hunts are effective 

on these birds because they cannot astonish hunters with quick turns, so they are easy target for hunters to follow them. 

Due to high energy consumption they become tired later. Hence, they would be easy target for permanent hunters.  

According to Akos et al. [21] turning radius of stork is 20 m. If we look at eating habits of that birds, their food 

selection looks the same. However, with 20 m of turning radius stork can use thermals and reach other regions easily 

while the flying long distance is hard for Great Bustard. For this reason, threaten level between stork and Great Bustard 

may come from that aerodynamic differences.  

If we compared with the almost the same weight birds, Cinereous Vulture’s turning radius would be 30m with 

30° bank angle. Also, almost the same wing area of Golden Eagle’s turning radius would be 32 m. For these reason, 

higher turning radius causes lower soaring ability. So, it’s impossible to use thermals for these birds Moreover, we know 

that their bank angle is sharper. Besides, low angular velocity doesn’t provide high maneuverability. For this reason, they 

can’t change their flight direction quickly so they hit power lines suddenly or can’t addle the predators and hunters.   

The effect of high wing loading is the Great Bustard must flap their wings continuously which needs more 

energy. In that case, they fly short distances at low altitude that means they take advantages of ground effect which 

provides low energy consumption at low altitudes. Of course, the bigger size of that bird is measured and also known. In 

our work, 11 kg male was studied. However, they can reach up to 15 kg. For that size, the effects of wing loading are 

felted much more might be fatal.  
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Abstract 

Glyphosate is a widely used broad-spectrum herbicide. Vanilic acid is a phenolic acid found naturally in many 

plants. In this study, the effect of vanilic acid against oxidative stress induced by glyphosate in Saccharomyces cerevisiae 

was investigated. S. cerevisiae was proliferated and developed in YEDP medium. Both glyphosate and vanilic acid were 

added to the development environment of Saccharomyces cerevisiae to be 200, 400 and 800 mg per liter. At the end of 

the experiment, Saccharomyces cerevisiae samples (Reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), 

Malondialhedit (MDA), fatty acid, E, D, K vitamins and phytosterol) were analyzed in HPLC and GC devices. 

Antioxidant potential of vanillic acid was also identified. In this study, the effect of vanillic acid against oxidative stress 

and toxicity caused by glyphosate in S. cerevisiae was investigated for the first time. In S. cerevisiae administered 

glyphosate, there were statistically significant changes in MDA, GSH, GSSG, protein, fatty acid, E, D, K vitamins and 

phytosterol levels, but the vanilic acid  applied was detected statistically significantly reduced the changes in these 

parameters. As a result of analysis by gas chromatography, the yeast cell of octanoic acid (8: 0), lauric  acid (12: 0), 

myristic acid (14: 0), palmitic acid (16: 0), palmitoleic  acid (16:1 n-7), stearic acid (18: 0), oleic  acid (18:1 n-9) and 

linoleic acid  (18:2 n-6) acids were observed. Vitamin D, E and K were analyzed with HPLC device. As a result of this 

analysis, molecules such as K2, δ-tocopherol, D2, D3, α-tocopherol, ergosterol, K1, stigmasterol, β-sitosterol were 

identified. Biochemical analysis showed that cell density in culture medium containing 800 mg per liter of glyphosate 

decreased. It was found that vanilic acid showed beneficial effects against oxidative stress caused by glyphosate in 

Saccharomyces cerevisiae.  

 

Key words: glyphosate, vanilic acid, oxidative stress, fatty acid and phytosterol, Saccharomyces cerevisiae  

 

----------  ---------- 

 

Glifosatın Saccharomyces cerevisiae’da indüklediği oksidatif strese karşı vanilik asidin etkisi 
 

Özet 

Glifosat, yaygın olarak kullanılan geniş spektrumlu bir herbisittir. Vanilik asit, pek çok bitkide doğal olarak 

bulunan fenolik asittir. Bu çalışmada, glifosatın Saccharomyces cerevisiae’da indüklediği oksidatif strese karşı vanilik 

asidin etkisi araştırılmıştır. S. cerevisiae YEDP besiyerinde çoğaltılmış ve geliştirilmiştir. Hem glifosat hem de vanilik 

asit Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına litrede 200, 400 ve 800 mg olacak şekilde eklendi. Deney sonunda 

Saccharomyces cerevisiae örneklerinin analizleri (İndirgenmiş glutatyon (GSH), yükseltgenmiş glutatyon (GSSG), 

Malondialdehit (MDA), yağ asidi, E, D, K vitamin ve fitosterol) HPLC ve GC cihazlarında yapıldı. Ayrıca vanilik asidin 

antioksidan potansiyeli de tespit edildi. Bu çalışmada glifosatın S. cerevisiae’da oluşturduğu toksisite ve oksidatif strese 

karşı vanilik asidin etkisi ilk kez incelenmiştir. Glifosat uygulanan S. cerevisiae’da MDA, GSH, GSSG, protein, yağ asidi, 

E, D, K vitamin ve fitosterol düzeyinde istatistiksel olarak önemli değişikliklerin olduğu, fakat uygulanan vanilik asidin 

bu parametrelerde oluşan değişiklikleri istatistiksel olarak önemli ölçüde azalttığı tespit edildi. Gaz kromatografisi ile 

yapılan analiz sonucunda, maya hücresinde oktanoik asit (8:0), laurik asit (12:0), miristik asit (14:0), palmitik asit (16:0), 

palmitoleik asit (16:1 n-7), stearik asit (18:0), oleik asit (18:1 n-9) ve linoleik asit (18:2n-6) asitlerinin bulunduğu tespit 
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edildi. D, E ve K vitamin miktarlarının analizi ise HPLC Cihazı ile yapıldı. Bu analiz sonucunda, K2, α-tokoferol, D2, D3, 

δ-tokoferol, ergosterol, K1, stigmasterol, β-sitosterol gibi moleküller tanımlandı. Biyokimyasal analizler sonucunda 

litrede 800 mg glifosat içeren kültür ortamındaki hücre yoğunluğunun azaldığı belirlendi. Glifosatın Saccharomyces 

cerevisiae'da oluşturduğu oksidatif strese karşı vanilik asidin faydalı etkiler gösterdiği tespit edildi.  

 

Anahtar kelimeler: glifosat, vanilik asit, oksidatif stres, yağ asidi ve fitosterol, Saccharomyces cerevisiae  

 

1. Giriş 

 

Tarım alanlarında yabancı ot kaynaklı verim kayıpları önemli bir sorundur. Bu sorunun çözümü için farklı 

alternatifler bulunmakla birlikte son yıllarda kimyasal savaş yöntemleri (herbisitler) kullanılarak yürütülen mücadele 

yöntemleri ön plana çıkmıştır [1]. Glifosat, dünya genelinde yaygın olarak kullanılan yabancı ot ilaçlarının en önemlisidir. 

Bu herbisit aynı zamanda kentsel ve evsel ortamlarda da yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yaygın kullanıma bağlı olarak 

yiyecek ve içme sularında glifosat kalıntıları tespit edilmiştir. Bu herbisitin bu denli yaygın olarak kullanılması çevre ve 

insan sağlığı konusunda birtakım riskler hakkında endişelere yol açmıştır. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, Avrupa 

genelinde toplanan insan idrar örneklerinin % 44'ünde glifosat izlerine rastlanılmıştır. Araştırmalar, glifosat’a maruz kalan 

organizmalarda, özellikle oksidatif strese bağlı olarak geniş bir yelpazede olumsuz biyolojik etkilerin oluşabileceği 

gösterilmiştir. Her ne kadar glifosatın hedef etki mekanizması bitkilere özgü olsa da, omurgalı ve omurgasız canlılarda 

da bir dizi toksikolojik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Hem glifosatın hem de Roundup'un (glifosatın ticari şekli), 

canlı sistemde reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumunu attırdığı ve antioksidan sistemin aktivitesini baskılayarak 

hücresel oksidatif stresi indüklediği rapor edilmiştir [2].  

Pestisitler oksidatif hasar bağlı olarak dokularda hücre homeostazın bozulmasına neden olurlar. Canlı sistemde 

pestisitler, ROS üretimini teşvik ederek protein, nükleik asit ve lipit gibi biyomoleküllerde oksidatif hasara yol açarlar 

[3]. Sık kullanılan pestisitlerin birçoğu toksik etkilerini oksidatif stres mekanizmaları vasıtası ile ortaya koymaktadırlar 

[4]. Glifosat bazlı herbisitler, glifosata karşı genetiği değiştirilmiş ürünlerin geliştirilmesine paralel olarak 

geliştirilmişlerdir. Özellikle, tarımda artan kullanım ile birlikte bu kimyasalın canlı yaşamında önemli yeri olan hava, su 

ve besin maddelerinde kalıntı problemi kamuoyunda endişeleri arttırmıştır. Sonuçta, hedef olmayan organizmalar daha 

çok glifosata maruz kalmakta, buda canlılarda bir takım sağlık sorunlarına neden olmaktadır [5]. İnsanların glifosata 

maruz kalmaları neticesinde, karaciğerde mitokondriyal oksidatif fosforilasyonunun azaldığı, proton ve kalsiyum iyonları 

için mitokondriyal membran geçirgenliğinin arttığı ve süksinat dehidrojenazın inhibe edilmesiyle mitokondriyal 

fonksiyonunun etkilendiği bildirilmiştir. Glifosat özellikle eritrosit ve lenfosit hücre membranlarında, lipit, protein ve 

DNA'da oksidatif hasara neden olabilmektedir. Glifosat, süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon 

redüktaz gibi glutation, aromataz ve antioksidan enzim aktivitesini etkileyebilmekte ve asetilkolinesteraz aktivitesini 

inhibe edebilmektedir.  Kemirgenlerde yapılan kısa süreli çalışmalarda glifosatın belirgin toksik etki göstermediği, lakin 

glifosata kronik maruz kalma sonucunda karaciğer ve böbrek fonksiyon bozukluğu ve toksisite, hamile sıçanlarda fetal 

ossifikasyondaki eksiklikler, büyük ölçüde artmış kanser riski ve kısa ömürlülük ile ilişkili olduğu gösterilmiştir.  Yine 

glifosata maruz kalan sıçanlarda idrar ve organ biyokimyasal parametrelerinin yanı sıra proteomik ve metabolomik 

profilde de değişikliklerin olduğu tespit edilmiştir [39]. 

 
Glifosatın moleküler yapısı (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glyphosate) 

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyebilen, oksidatif stres kaynaklı hasarın azaltmasına yardımcı olan ve 

ayrıca hücresel redoks dengesini koruyan maddelerdir. Son zamanlarda, pestisit kaynaklı oksidatif stres ve oksidatif 

hasarın önlenmesine yönelik antioksidanların terapötik kullanımına ilgi artmıştır. Vanilik asit (VA), antioksidan 

potansiyeli ön planda olan bir moleküldür. VA'nın serbest radikal temizleme ve lipit peroksidasyonunu engelleme 

özelliğinin bulunduğu ifade edilmiştir. Ayrıca vanilik asidin antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan özellikler 

gösterdiği tespit edilmiştir [6]. Vanilik asidin ayrıca anti-mutajenik ve anti-tümör özelliklerinin bulunduğu, bu nedenle 

nutrasötik bir molekül olduğu kabul edilmiştir. Yenilebilen birçok bitki ve meyvede bulunan vanilik asit, fenolik bir 

bileşiktir. Diyabet üzerinde de yararlı özellikler gösterdiği belirlenmiştir [7]. 
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Vanilik asidin moleküler yapısı (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/8468) 

 

Bu çalışmada; 

i. S. cerevisiae (ekmek mayası), oksidatif stres, ksenebiyotik ve diğer toksik maddelerin etkilerinin incelenmesinde 

iyi bir ökaryotik hücre modeli olarak görülmektedir [18]. Bundan dolayı Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme 

ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlarda glifosatın oluşturduğu oksidatif strese karşı vanilik asidin 

koruyucu etkisi incelenmiş.  

ii. Yine bu çalışmada Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlarda 

glifosat ve vanilik asidin yağ asidi, fitosterol, D vitamini, α-tokoferol ve K vitamini biyosentezi üzerindeki 

etkileri de incelenmiştir.  

Bu çalışmada Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlarda glifosatın 

oksidatif stres ve yukarıda belirtilen bazı biyokimyasal parametreler üzerindeki etkisi ile bu etkilere karşı vanilik asidin 

etkisi ilk kez değerlendirilmiştir..  

 

2. Materyal ve yöntem 

 

2. 1. Vanilik asidin DPPH Temizleme Aktivitesi  

 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir. DPPH radikal 

süpürme kapasitesi analiz yöntemleri doğal ekstraktların antioksidan kapasitesini ölçmede çok sık kullanılan bir metottur. 

Bu yöntem de temel olarak antioksidan tarafından DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517 nm’de 

absorbansın azalmasına neden olur [36]. Vanilik asidin α,α-Diphenyl-b-picrylhydrazyl (DPPH) serbest radikal temizleme 

aktivitesi test edildi. DPPH, metanolde hazırlandı [8]. Vanilik asit (100 mg), 10 mL dimetil sülfoksit (DMSO) içinde 

çözünerek hazırlandı. Azalan absorbans değeri, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi olarak kabul edildi. Sonuçlar 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı: 

 

% İnhibisyon = [(ADPPH-A Vanilik Asit)/ADPPH] x 100 

 

2. 2. In Vitro Maya Kültür Ortamlarının Hazırlanması 

 

Bu amaçla; öncelikle deneyde kullanılacak olan S. cerevisiae’nın (Ekmek mayası) gelişimi ve çoğalması için 

YEDP (100 mL için 1 g maya ekstraktı, 2 g baktopepton, 2 g glukoz) besi yeri hazırlandı. Her grup için tekrar sayısı 

altıdır. Besi yeri hazırlandıktan sonra aşağıdaki gruplar oluşturuldu: 

Kontrol grubu (K): S. cerevisiae hücreleri için, 200 mL saf su içinde 2000 mg maya ekstraktı, 4000 mg baktopepton ve 

4000 mg glikoz içeren besiyeri hazırlandı 

Glifosat grubu (G): S. cerevisiae hücreleri için, 200 mL saf su içinde 2000 mg maya ekstraktı, 4000 mg baktopepton ve 

4000 mg glikoz içeren besiyeri hazırlandı. Sonra bu besiyerine 40, 80 ve 160 mg glifosat eklendi. Her doz ayrı bir grup 

olarak belirlendi ve deneysel çalışmalar yürütüldü. 

Vanilik asit Grubu (VA): S. cerevisiae hücreleri için, 200 mL saf su içinde 2000 mg maya ekstraktı, 4000 mg 

baktopepton ve 4000 mg glikoz içeren besiyeri hazırlandı. Sonra bu besiyerine 40, 80 ve 160 mg VA eklendi. Her doz 

ayrı bir grup olarak belirlendi ve deneysel çalışmalar yürütüldü.  

Glifosat+Vanilik Asit Grubu (G+VA): Bu gruptaki S. cerevisiae hücreleri için, 200 mL saf su içinde 2000 mg maya 

ekstraktı, 4000 mg baktopepton ve 4000 mg glikoz içeren besiyeri hazırlandı. Sonra bu besiyerine 40, 80 ve 160 mg ayrı 

ayrı VA ve G eklendi. Her doz ayrı bir grup olarak belirlendi ve deneysel çalışmalar yürütüldü. S. cerevisiae’da hem G 

(40, 80 ve 160 mg) hem de VA’nın (40, 80 ve 160 mg) aynı miktardaki dozlarının etkisi araştırılmıştır.  
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Bütün gruplar 30 ºC’de 72 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra, hücrelerin yoğunluğu 600 nm’de spektrofotometrede 

ölçülerek belirlendi. Daha sonra her kültür ortamındaki hücreler steril tüplere alınarak santrifüj edildi, hücre peletleri 

toplandı. Daha sonra hücre peletleri % 0,9’luk sodyum klorür (NaCl) çözelti ile yıkanarak kültür sıvısı atıklarından 

temizlendi. İşlem basamakları; 

 

2. 3. Protein, GSH, GSSG ve MDA Ölçümü için Hücre Peletinin Ekstraksiyonu: Elde edilen hücre peletleri % 0,9’luk 

NaCl ile yıkandıktan sonra, yaş ağırlıkları belirlendi ve Tris-HCl, Trisbase ve EDTA (pH:7,4) tamponunda soğuk ortamda 

homojenize edildi. Sonra örnekler santrifüj edildi. Santrifüjden sonra süpernatant kısım total protein, GSH, GSSG ve 

MDA analizlerinde kullanıldı. 

 

2. 4. GSH ve GSSG Miktarının Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC)  Cihazında Ölçümü: GSH, GSSG ve 

MDA oksidatif stres çalışmalarında oksidatif stresin tespiti ile şiddetinin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan 

parametrelerdir. Bu çalışmada, canlı sistemde glifosat, oksidatif stres aracılığı ile hasar oluşturduğu için MDA, GSH ve 

GSSG gibi oksidatif stres parametreleri çalışılmıştır. Analiz için elde edilen süpernatanttan 1,0 mL alınarak üzerine 1,0 

mL % 10’luk perklorik asit ilave edilerek deprotenize edildi ve santrifüj edildikten sonra 1,0 mL numune alınarak 

Shimadzu marka HPLC’de analizi yapıldı [9,10]. Ölçümler 214 nm dalga boyunda yapıldı. Cihazda pompa olarak LC–

10 AD VP, UV-visible detektör olarak SPD-M10A VP, PDA dedektörü, kolon fırını olarak CTO-10AS VP, otosampler 

olarak SIL-10AD VP, degasser ünitesi olarak DGU-14A ve Class VP 6.26 işletim programı kullanıldı (Shimadzu, Kyota 

Japan). Mobil faz olarak % 0,1 mL trikloroasetik asit (TCA) ve metanol (%94/%6,v/v) karışımı kullanıldı. Ayırma işlemi 

ODS-3 HPLC kolonunda yapıldı. Hesaplama işlemi standart karışımlardan hazırlanan kalibrasyon eğrisine göre Class VP 

6,26 programı ile hesaplandı (Shimadzu, Kyota Japan). 

 

2. 5. Lipid Peroksidasyon(MDA) Düzeyinin Ölçümü: Analiz için elde edilen süpernatanttan 1,0 mL alınarak % 10’luk 

perklorik asit ile muamale edilerek proteinler çöktürüldü ve karışım 5000 devirde 5 dakika santrifüj edildikten sonra 1,0 

mL numune otosampler viallere alınarak Shimadzu marka HPLC’de analizi yapıldı [11]. Mobil faz olarak 30 mmol 

KH2PO4 ve metil alkol karışımı [12] (% 82,5-%17,5, H3PO4 ile pH=4.0) kolon olarak da ODS-3 HPLC kolonu (150 mm 

x 4,6- 5 μm) kullanıldı. Mobil faz akış hızı 1 mL/dk ve PDA dedektörünün dalga boyu 254 nm‘de belirlendi. Hesaplama 

işlemi standart karışımlardan hazırlanan kalibrasyon eğrisine göre Class VP 6,26 software ile hesaplandı (Shimadzu, 

Kyota Japan). 

 

2. 6. Lipidlerin Ekstraksiyonu: Hücre peletinden lipitlerin ekstraksiyonu Hara ve Radin (1978) tarafından tanımlanan 

metoda göre yapıldı. Bunun için; hücre peleti 3/2, (v/v) hekzan/izopropil alkol karışımında homojenize edildi ve daha 

sonra bu karışım santrifüj edilerek süpernatant elde edildi [13]. 

 

2. 7. Yağ Asidi Metil Esterlerinin Hazırlanması: Metil esteri hazırlamak için elde edilen süpernatant fazı içindeki lipit 

ekstraktının üzerine % 2’lik metanolik sülfürik asit ilave edildi ve iyice karıştırıldı. Bu karışım 55 °C’de 15 saat süre ile  

metilasyona bırakıldı [14]. Daha sonra tüpler oda sıcaklığına kadar soğutuldu ve % 5‘lik sodyum klorür (NaCI) ilave 

edilerek karıştırıldı. Tüpler içinde oluşan yağ asidi metil esterleri n-hekzan ile ekstre edildi ve hekzan fazı üsten pipetle 

alınarak % 2’lik potasyum bikarbonat (KHCO3) ile muamele edildi. Fazların ayrılması için bir süre bekletildi. Daha sonra 

metil esterini içeren bu karışımın, 45 °C’de ve azot gaz akımı altında çözücüsü uçurulduktan sonra kalan tortu 1,0 mL 

heptanda çözüldü (Christie, 1992) ve gaz kromatografisinde analizi yapıldı [14]. 

 

2. 8. Yağ Asidi Miktarının Gaz Kromatografi (GC) Cihazında Analizi: Analizler,  Shimadzu GC 17 gaz kromatografisinde 

yapıldı. Analiz için, SP-2560, 25m x 0,25mm i.d., 0,20 μm (Supelco, Sigma, USA) özelliklere sahip kapiller kolon 

kullanıldı. Analiz sırasında kolon sıcaklığı 120–220 ºC, enjeksiyon sıcaklığı 240 oC ve dedektör sıcaklığı 280 ºC olarak 

tutuldu ve kolon sıcaklık programı 120 oC’den 215 ºC’ye kadar ayarlandı. Taşıyıcı gaz olarak azot gazı kullanıldı. Analiz 

sırasında örneklere ait yağ asidi metil esterlerinin analizinden önce, standart yağ asidi metil esterlerine ait karışımlar 

enjekte edilerek, her bir yağ asidinin alıkonma süreleri belirlendi. Bu işlemden sonra gerekli programlama yapılarak 

örneklere ait yağ asidi metil esterleri karışımlarının analizi yapıldı [15]. Yağ asidi metal esterlerinin hesaplaması Class 

GC 2.00 işletim program ile her bir yağ asidinin toplam yağ asidi içindeki miktarı yüzde olarak (%) hesaplandı. 

 

2. 9. Alfa-Tokoferol ve Ergosterol’ün HPLC Yöntemi ile Analizi: Analiz için ayrılan numunelere metanolde çözülmüş 

potasyum hidroksit (%5’lik KOH) çözeltisinden ilave edildi ve 85 ºC’de 15 dk bekletildi. Oda sıcaklığına kadar soğuyan 

numunelere distile su ilave edilerek karıştırıldı. Sabunlaşmayan lipofilik moleküller 2x5 mL hekzan ile ekstrakte edilerek 

azot gazı altında çözücü uçuruldu. Daha sonra 1,0 mL (%50+%50/v/v) asetonitril/metanol karışımında çözülerek 

otosampler viallere alınıp analiz yapıldı. Mobil faz olarak asetonitril/metanol (%60+% 40/v/v) karışımı kullanıldı, mobil 

faz akış hızı 1,0 mL/dakika’dır. Analiz için PDA-UV dedektör kullanıldı ve kolon olarak da Supelcosil LC 18 (15×4,6 

cm, 5 μm; Sigma, USA) kolonu kullanıldı. Analizler 202 nm dalga boyunda yapıldı [16,17]. 

 



 

Effect of vanillic acid against oxidative stress induced by glyphosate in Saccharomyces cerevisiae 

Gözde ÖZCAN, Ersin DEMİR , Ökkeş YILMAZ, Figen ERDEM ERİŞİR, Hatayi ZENGİN 

38          Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019) 

2. 10. İstatistiksel analizler: Elde edilen verilerin istatistiksel analiz için, SPSS (IBM SPSS versiyon 15) paket programı 

kullanıldı. Gruplar arası farklılıkları belirlemek için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Parametreler için 

grupların ikili karşılaştırmalarında post hoc analizi olarak LSD testi kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık P<0.05 olarak kabul 

edildi. Veriler aritmetik ortalama ve standart hata olarak verildi. 

 

3. Bulgular 

 

Vanilik asidin, 4 mg konsantrasyonda en yüksek DPPH giderme aktivitesi gösterdiği tespit edilmiştir (95,23), 

konsantrasyon 10 mg kadar çıkarıldığında DPPH temizleme aktivitesinde önemli değişimlerin olmadığı görülmüştür 

(Tablo 1). 

 

Tablo1. Vanilik asidin farklı konsantrasyonlarda DPPH radikalini temizleme aktivitesi 
Konsantrasyon (mg) DPPH temizleme etkisi (%) ABS ortalamaları (λ) 

0,5 56,98±4,42 0,29±4,42 

1 76,45±1,60 0,15±1,60 

2 91,24±0,55 0,05±0,55 

4 95,23±0,29 0,02±0,29 

6 94,19±1,60 0,03±1,60 

8 94,44±0,42 0,03±0,42 

10 94,78±0,38 0,03±0,38 

 

Tablo 2. Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlardaki Glifosat ve Vanilik 

asidin (40, 80 ve 160 mg) hücre peletinde total protein, MDA, GSH ve GSSG düzeyine etkisi (Gerekli açıklama materyal 

ve yöntem de 2.2. In Vitro Maya Kültür Ortamlarının Hazırlanması kısmında açıklanmıştır) 
Gruplar Total protein 

(mg/g hücre 

pelleti) 

MDA 

(nmol/g hücre peleleti) 

GSH GSSG 

 Glifosat/ Vanilik asit 40 mg 

Kontrol  6,55±0,16a 75.79±1.58a 416.32±9.56a 49.55±1.15a 

Glifosat 11,08±0,17c 151.27±7.34d 486.42±12.47d 109.92±4.43d 

Vanilik asit 11,37±0,14c 85.76±5.83a 425.88±18.36a 45.40±8.22a 

Glifosat+Vanilik asit 15,14±0,27d 71.48±4.9a 491.17±31.69b 58.69±3.26b 

 Glifosat/ Vanilik asit 80 mg  

Kontrol 6,41±0,22a 76.53±1.14a 503.00±7.70 39.19±0.97 

Glifosat 8,10±0,15b 198.64±11.66d 800.91±45.61d 108.46±2.11d 

Vanilik asit 10,43±0,11c 99.61±6.99b 541.12±47.28b 41.29±4.08a 

Glifosat+Vanilik asit 12,35±0,15d 181.01±23.67d 648.57±61.33c 108.03±15.77d 

 Glifosat/ Vanilik asit 160 mg  

Kontrol 5,21±0,17a 84.03±3.00a 432.12± 15.54a 40.32±0.98a 

Glifosat 5,87±0,28a 231.76±19.48d 610.60± 38.94d 122.92±3.82d 

Vanilik asit 10,39±0,11d 78.02±4.68a 336.30± 11.87c 30.79±0.92b 

Glifosat+Vanilik asit 9,45±0,16d 167.82±4.71c 445.51± 13.23a 87.21±7.42c 
a: p>0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemsiz 
b: p <0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemli 

c: p<0.01 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan çok önemli 

d: p<0.001 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan oldukça çok önemli 
 

S.cerevisiae kültüründe (40 mg), K grubu ile karşılaştırıldığında G grubunda MDA artmıştır (p<0.001). G grubu 

ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda MDA azalmıştır (p<0.001). K grubu ile karşılaştırıldığında G ve G+VA 

gruplarında total protein düzeyi artmıştır (p<0.05) (Tablo 2). S.cerevisiae kültüründe (80 mg), K grubu ile 

karşılaştırıldığında G grubunda MDA artmıştır (p<0,001). G grubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda MDA kısmen 

azalmıştır. Fakat MDA, K grubuna göre yüksektir (p<0,001) (Tablo 2). S.cerevisiae kültüründe (160 mg), K grubuna göre 

G grubunda MDA artmıştır (p<0,001). G grubu ile karşılaştırıldığına G+VA grubunda MDA azalmıştır. Fakat MDA, K 

grubuna göre yüksektir (p<0,001) (Tablo 2). K grubu ile karşılaştırıldığında G ve G+VA gruplarında total protein düzeyi 

artmıştır (p<0,05, p<0,01) (Tablo 2).  

S.cerevisiae kültüründe (40 mg), K grubu ile karşılaştırıldığında G grubunda GSH ve GSSG artmıştır (p<0.001). 

G grubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda GSSG düzeyi azalmış (p<0,05), GSH artmıştır (p>0.05) (Tablo 2).  

S.cerevisiae kültüründe (80 mg), K grubu ile karşılaştırıldığında G grubunda GSH ve GSSG artmıştır (p<0.001). G grubu 

ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda GSH azalmıştır (p<0.05). GSSG düzeyinde istatistiksel farklılık yoktur (p>0.05) 

(Tablo 2). S.cerevisiae kültüründe (160 mg), K grubu ile karşılaştırıldığında G grubunda GSH ve GSSG artmıştır 

(p<0,001). G grubuna göre G+VA grubunda GSH ve GSSG azalmıştır (p<0.05)  (Tablo 2). S.cerevisiae kültüründe (80 

mg), K grubuna göre G grubunda α-tokoferol artmıştır (p<0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda α-

tokoferol artmıştır (p<0,05). K grubuna göre G grubunda ergosterol azalmıştır (p<0,001). G gurubu ile karşılaştırıldığında 

G+VA grubunda ergosterol artmıştır (p<0,001). K grubuna göre G grubunda stigmasterol artmıştır (p<0,05). G gurubu 
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ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda stigmasterol artmıştır (p<0,05). K grubuna göre G grubunda β-sitosterol artmıştır 

(p<0,01). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda β-sitosterol azalmıştır (p<0,01) (Tablo 3). 

 

Tablo 3. Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlardaki Glifosat ve Vanilik 

asidin (80 ve 160 mg) hücre peletinde vitamin D, vitamin E, vitamin K ve fitosterol düzeyine etkisi (μg/g hücre peleti) 
Glifosat/ Vanilik asit 80 mg 

 

Gruplar  Kontrol Glifosat Vanilik asit Glifosat+Vanilik asit 

Vitamin K1 0.15±0.04a 0.35±0.06d 0,20±0,01b 0,27±0,02c 

Vitamin K2 0.11±0.03a 0.08±0.01a 0,26±0,04c 0,56±0,04d 

α-Tokoferol 0.28±0.02 0.38±0.01b 0,31±0,06a 0,56±0,03d 

δ-Tokoferol 0.27±0.05a 0.53±0.08b 0,30±0,03a 0,56±0,06d 

Vitamin D2 0.73±0.08 0.78±0.06a 0,48±0,04d 0,63±0,09b 

Vitamin D3 0.23±0.06 0.43±0.07c 0,39±0,0c 0,35±0,03b 

Ergosterol 53.61±2.11 16.70±2.76d 77,90±4,56b 41,17± 2,89c 

Stigmasterol(mg/g) 0.38±0.03 0.56±0.02c 0,71±0,04d 0,74±0,03d 

β-sitosterol 4.76±0.54 8.37±0.42c 3,07±0,36c 3,82±0,45c 

Glifosat/ Vanilik asit 160 mg 

 

Vitamin K1 0.46±0.04a 0.88±0.06d 0,44±0,03a 0,60±0,03c 

Vitamin K2 0.11±0.01a 0.08±0.01a 0,16±0,01a 0,15±0,02a 

α-Tokoferol 0.39±0.02a 0.39±0.01a 0,23±0,02b 0,26±0,03b 

δ-Tokoferol 0.30±0.05a 0.27±0.08a 0,31±0,02a 0,23±0,02b 

Vitamin D2 0.78±0.08a 0.75±0.06a 1,40±0,09d 0,46±0,06c 

Vitamin D3 0.35±0.06a 0.61±0.07c 0,38±0,02a 0,19±0,01c 

Ergosterol 84.88±10.11 16.63±2.76d 47,95±3,67c 63,11±367b 

Stigmasterol(mg/g) 0.41±0.03 0.38±0.02a 0,38±0,02a 0,32±0,03b 

β-sitosterol 5.77±0.44 2.87±0.32d 4,26±0,34b 7,16± 0,23b 
a: p>0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemsiz 
b: p <0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemli 

c: p<0.01 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan çok önemli 

d: p<0.001 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan oldukça çok önemli 

 

S.cerevisiae kültüründe (160 mg), K grubuna göre G grubunda α-tokoferolde değişim yoktur (p>0.05). G gurubu 

ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda α-tokoferol azalmıştır (p<0.01). K grubuna göre G grubunda ergosterol azalmıştır 

(p<0,001). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda ergosterol artmıştır (p<0,001). K grubuna göre G grubunda 

stigmasterol azalmıştır (p<0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda stigmasterol azalmıştır (p<0,05). K 

grubuna göre G grubunda β-sitosterol azalmıştır (p<0,01). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda β-sitosterol 

artmıştır (p<0,01) (Tablo 3). 

S.cerevisiae kültüründe (40 mg), K grubuna göre G grubunda C16:0 azalmıştır (p<0.001). G gurubu ile 

karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:0 azalmıştır. (p<0,05). K grubuna göre G grubunda C16:1 n-7 artmıştır (p<0,05). 

G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:1  n-7 azalmıştır  (p<0,001). K grubuna göre G grubunda C18:0 

azalmıştır (p>0.05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda azalmıştır (p>0.05). K grubuna göre G grubunda 

C18:1n-9 azalmıştır (p<0,001). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:1n-9 artmıştır (p>0.05). K grubuna 

göre G grubunda C18:2 n-6 azalmıştır (p<0,001). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:2 n-6 artmıştır 

(p>0.05) ) (Tablo 4). 

S.cerevisiae kültüründe (80 mg), K grubuna göre G grubunda C16:0 azalmıştır (p<0,05). G gurubu ile 

karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:0 artmıştır (p<0,05). K grubuna göre G grubunda C16:1 n-7 artmıştır (p<0,05). 

G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:1 n-7 artmıştır (p<0,05). K grubuna göre G grubunda C18:0 

azalmıştır (p<0,01). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda artmıştır (p<0,01). K grubuna göre G grubunda 

C18:1n-9 azalmıştır (p<0,01). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:1n-9 artmıştır(p<0.05). K grubuna 

göre G grubunda C18:2 n-6 azalmıştır (p>0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:2 n-6 artmıştır 

(p<0,01) (Tablo 4). 

S.cerevisiae kültüründe (160 mg), K grubuna göre G grubunda C16:0 artmıştır (p<0,05).  G gurubu ile 

karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:0 azalmıştır (p<0,01). K grubuna göre G grubunda C16:1 n-7 azalmıştır 

(p>0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C16:1 n-7 artmıştır (p<0,001). K grubuna göre G grubunda 

C18:0 artmıştır (p<0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda azalmıştır (p<0,05). K grubuna göre G 

grubunda C18:1n-9 azalmıştır (p<0,05). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:1n-9 artmıştır (p<0,01). 

K grubuna göre G grubunda C18:2 n-6 azalmıştır (p<0,01). G gurubu ile karşılaştırıldığında G+VA grubunda C18:2 n-6 

artmıştır (p<0,01) (Tablo 4). 
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Tablo 4. Saccharomyces cerevisiae’nın gelişme ortamına ilave edilen farklı konsantrasyonlardaki Glifosat ve Vanilik 

asidin (40, 80 ve 160 mg) hücre peletinde yağ asidi kompozisyonuna etkisi (%) 

Glifosat/ Vanilik asit 40 mg 

 

Gruplar  Kontrol Glifosat Vanilik asit Glifosat+Vanilik asit 

Kaprilik asit C8:0 2.39±0.12 3.45±0.16c 2.70±0.03a 2.65±0.02a 

Kaprinik asit C10:0 1.07±0.01a 0.93±0.01a 0.94±0.01a 1.03±0.01a 

Laurik Asit C12:0 5.79±0.15a 6.56±0.12 b 5.71±0.09a 6.94±0.06b 

Miristik asit C14:0 2.90±0.11a 2.95±0.12a 3.10±0.03b 3.20±0.01b 

Palmitik asit C16:0 42.71±2.67 23.71±1.89d 31.21±0.28b 20.18±0.07d 

Palmitoleik asit 

C16:1n-7 

4.63±0.11a 5.03±0.13b 2.61±0.12d 2.52±0.25d 

Margarik asit C17:0 1.81±0.02 1.47±0.04b 5.16±0.03d 4.75±0.02d 

Stearik asit C18:0 25.38±2.15a 23.94±2.22a 24.77±0.23a 21.39±1,34a 

Oleik asit C18:1n-9 9.71±0.87 3.24±0.67d 8.29±0.08b 4.27±0.09d 

Linoleik asit C18:2 

n-6 

3.61±0.04 1.68±0.08d 1.48±0.01d 1.80±0.01d 

Glifosat/ Vanilik asit 80 mg 

Kaprilik asit C8:0 3.53±0.13 8.13±0.27d 2.77±0.05b 4.04±0.15b 

Kaprinik asit C10:0 0.27±0.02a 0.28±0.01a 0.60±0.01d 0.43±0.07c 

Laurik Asit C12:0 7.69±0.17a 8.49±0.27b 8.09±0.21b 7.52±0.25a 

Miristik asit C14:0 4.33±0.17 4.75±0.21a 3.59±0.16b 4.15±0.20a 

Palmitik asit C16:0 43.61±1.37 41.58±1.45 b 42.34±0.84a 43.37±0.83a 

Palmitoleik asit 

C16:1n-7 

4.23±0.13 5.30±0.14b 5.45±0.15b 5.72±0.16c 

Margarik asit C17:0 3.18±0.16 2.41±0.13b 2.62±0.13b 2.29±0.30b 

Stearik asit C18:0 16.46±1.11 13.21±0.93c 19.18±0.13c 17.52±0.19b 

Oleik asit C18:1n-9 4.35±0.65a 2.11±0.32d 4.56±0.61a 3.17±0.14c 

Linoleik asit C18:2 

n-6 

1.41±0.06 1.21±0.02a 2.11±0.32b 3.44±0.17c 

Glifosat/ Vanilik asit 160 

 

Kaprilik asit C8:0 3.49±0.11a 3.35±0.08a 3.98±0.01b 4.43±0.10b 

Kaprinik asit C10:0 0.64±0.01a 0.78±0.02a 1.02±0.01b 1.14±0.05b 

Laurik Asit C12:0 6.37±0.11 7.86±0.21b 7.15±0.03b 9.07±0.08b 

Miristik asit C14:0 3.51±0.18a 3.68±0.15a 2.81±0.03b 3.04±0.02b 

Palmitik asit C16:0 40.35±1.18a 42.60±1.05b 38.32±0.11a 37.13±0.41a 

Palmitoleik asit 

C16:1n-7 

2.43±0.02a 2.33±0.06a 4.80±0.01d 4.91±0.01d 

Margarik asit C17:0 1.19±0.08a 1.33±0.02a 1.87±0.02b 1.86±0.02b 

Stearik asit C18:0 20.99±1.18a 22.91±1.14b 25.75±0.22c 20.59±0.05a 

Oleik asit C18:1n-9 4.82±0.20 3.96±0.21b 2.45±0.12d 5.62±0.19c 

Linoleik asit C18:2 

n-6 

1.04±0.02 0.54±0.05d 2.45±0.01d 2.88±0.09d 

 
a: p>0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemsiz 

b: p <0.05 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan önemli 

c: p<0.01 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan çok önemli 

d: p<0.001 gruplar arasındaki farklılıklar istatistiki açıdan oldukça çok önemli 

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Bu çalışmada, dünya genelinde yaygın olarak kullanılan geniş spektrumlu bir herbisit olan glifosatın farklı 

konsantrasyonlardaki toksik etkisine karşı vanilik asidin etkisi değerlendirildi. Bu çalışmada hem glifosat hem de vanilik 

asit için düşük, orta ve yüksek doz olmak üzere üç farklı konsantrasyonun etkisi Saccharomyces cerevisiae L. hücrelerinde 

test edilmiştir. S. cerevisiae (ekmek mayası), oksidatif stres, ksenebiyotik ve diğer toksik maddelerin etkilerinin 

incelenmesinde iyi bir ökaryotik hücre modeli olarak görülmektedir [18].  

Aktif içeriği Glifosat olan Roundup, 1974'te piyasaya sürüldü. Roundup, şu anda en yaygın kullanılan herbisit 

olup, kalıntıları gıda maddelerinde, içme sularında bulunmuştur. Kalıntı tespiti ile birlikte, bu kalıntıların çevre ve insan 

sağlığı üzerinde olası olumsuz etkiler endişeye neden olmuştur. Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC) 

tarafından yayınlanan rapora kadar, Roundup'un insanlar için güvenli olduğu düşünülüyordu fakat bu raporla birlikte 

Roundup ile kanser arasında bağlantı olduğu ortaya çıkmıştır. Roundup kullanan bazı tarım çalışanlarında, hamilelik 

sorunlarının olduğu belirlenmiştir. Yine Roundupun, tarımsal uygulamalarda kullanılan dozundan daha düşük dozunun 

insan plasenta JEG3 hücreleri için toksik olduğu tespit edilmiştir. Son araştırmalar, insan idrarında bulunan düşük glifosat 
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seviyesinin, göğüs kanseri hücrelerinin büyümesini sağladığı ve bu herbisitin kanserojen potansiyele sahip olduğunu 

desteklediği ifade edilmiştir [19]. 

Oksidatif stres, canlı sistemde reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilme hızı ile onları ortadan kaldıran 

antioksidanlar arasındaki dengenin bozulması ile oluşan bir durumdur. ROS düzeyi arttığında, antioksidan kapasite 

azaldığında canlı sistemi oluşturan biyomoleküllerde oksidatif hasar oluşmakta ve hücre ölümü gerçekleşmektedir. Ortaya 

çıkan bilgiler, herbisitlerin canlı sistemde ROS düzeyinin artmasını teşvik ederek canlı sistemde patolojik koşulların 

gelişimine zemin hazırladığını göstermektedir [19,20]. Glifosatın, canlı sistemin antioksidan aktivitesini bozduğu ve 

oksidatif stres parametrelerinde artışa neden olduğu tespit edilmiştir [20,21]. Pestisitlerin glutatyon, sfingolipit ve sterol 

metabolizması üzerinde bozucu etkiler gösterdiği tespit edilmiştir [22]. Çalışmamızda glifosat uygulanan grupta GSH 

düzeyi artmıştır. Olasılıkla pestisitlerin glutatyon metabolizmasını etkilemesinden dolayı GSH düzeyi yükselmiş olabilir 

[22,23] (Tablo 2).   

Çalışmamızda glifosatın oksidatif stres parametresinde artışa neden olduğu ve antioksidan sistemin aktivitesini 

bozduğu ortaya çıkmıştır. Günümüzde tarım kimyasallarının kullanım miktarının arttığı ve bunların kalıntılarının besin 

maddeleri, su ve havada bulunduğu ve bunların insan sağlığına kötü yansımalarının olacağı bilinmektedir. Bundan dolayı 

insan sağlığı üzerinde olumlu etkileri olan aktif maddelerin, tarım kimyasallarının canlı sistemde oluşturduğu toksisite 

üzerindeki etkilerinin araştırılması günümüz koşullarında öncelikli bir hal almıştır. Bu çalışmada sağlık üzerinde olumlu 

etkileri olan vanilik asidin (antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, anti-tümör ve hepatoprotektif) [24,25] glifosat 

kaynaklı oksidatif streste, oksidatif stres parametrelerinden olan MDA ve GSSG (gerekli düzeltmeler yapıldı) düzeyinde 

azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir. Yapılan çalışmalarda tarım kimyasallarının oluşturduğu toksisiteye karşı aktif 

bileşiklerin olumlu etkiler gösterdiği bildirilmiştir [26,21,5a]. Bu çalışma, vanilik asidin de bu özelliği taşıdığını 

göstermiştir. Çalışmalar vanilik asidin etkili bir antioksidan aktiviteye sahip olduğuna işaret etmektedir [7]. Bizim 

bulgularımızda bunu desteklemektedir (Tablo 1, Tablo 2). Bu çalışma glifosat toksisitesine karşı vanilik asidin etkisinin 

denendiği ilk çalışma özelliğini de taşımaktadır. Herbisitler kültür bitkileriyle simbiyotik olarak yaşayan mikorizal 

fungusların gelişimi ve faaliyetini olumsuz şekilde etkilediği bildirilmiştir [37]. Fare sıçanlarda yüksek doz glifosatın 

büyüme geriliğine, karaciğer ve böbrek hasarına, inflamasyona ve mide rahatsızlıklarına neden olduğu bildirilmiştir. 
Sucul bitkisel organizmalarda, glifosatın toksik etkiler gösterdiği, fotosentez, solunum ve esansiyel aromatik amino 

asitlerin sentezi ile ilgili hayati fonksiyonları değiştirerek etki ettiği ifade edilmiştir. Toprakta yaşayan bakterilerin, 

herbisitin olumsuz etkilerinden doğrudan etkilendiği düşünülmektedir. Yine glifosatın böcekler, kuşlar ve tozlaşma için 

oldukça önemli olan arılar üzerinde toksik etkiler gösterdiği ifade edilmiştir. Dünya Sağlık Örgütü'nün uzmanlaşmış 

kanser ajansı (WHO, Cenevre, İsviçre) olarak adlandırılan bir kuruluş olan IARC (Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı, 

Lyon, Fransa), insanlar için glifosatı “muhtemel kanserojen” olarak sınıflandırmıştır. EFSA (Avrupa Gıda Güvenliği 

Kurumu, Parma, İtalya), glifosatın insanlar için kanserojen olabileceğini ve insan sağlığı için riskler taşıdığını bildirmiştir 

[38]. 

Maya hücre zarının önemli bir bileşeni olan ergosterol, sadece bu canlıların büyüme ve gelişmesi için elzem 

olmasının yanında, aynı zamanda bu canlıların strese uyumu için de oldukça önemli hücresel bir moleküldür [27]. 

Mayalarda ergosterol biyosentezinin inhibisyonu, membran akışkanlığı ve geçirgenliğini bozmaktadır. Aynı zamanda bu 

canlıların fermentasyon kabiliyetinin bozulmasına da sebep olmaktadır. Bu durum fermentasyon teknolojisine bağlı 

olarak besin maddelerinin üretimini olumsuz yönde etkilemektedir [22]. Ergosterol biyosentezi bozulan canlıların 

büyüme ve gelişmeleri olumsuz etkilenmekte sonuçta canlının ölmesi söz konusu olmaktadır [28]. Herbisitlerin maya 

hücrelerinde ergosterol sentezini bozduğu tespit edilmiştir [29]. Farklı tarım kimyasallarının mayalarda ergosterol 

biyosentezini bozduğu gösterilmiştir [22]. Çalışmamızda glifosat uygulamasının S. cerevisiae da ergosterol sentezini 

azalttığı, fakat yüksek doz vanilik asit uygulamasının S. cerevisiae da ergosterol sentezini arttırarak fermentasyon 

kapasitesinde düzelmeye yol açtığı söylenebilir (Tablo 3).  

Mayalarda 16:0, 18:0, 16:1, 18:1 ve 18:2 yağ asitlerinin yoğun olarak bulunduğu tespit edilmiştir [29]. 

Pestisitlerlerin mayalarda yağ asidi bileşiminde değişikliklere  neden olduğu tespit edilmiştir [29]. Maya hücrelerinde 

herbisitlerin doymuş ve doymamış yağ asidi metabolizmasını etkilediği belirlenmiştir [30]. Çalışmamız da glifosat 

uygulaması yapılmış S. cerevisiae da hücrelerinde yağ asidi bileşiminde önemli değişimlerin olduğu görülmüştür. Glifosat 

uygulanmış S. cerevisiae da hücrelerinde, vanilik asidin yağ asidi bileşimi üzerinde farklı etkiler gösterdiği görülmektedir 

(Tablo 4). Bu çalışmada hem glifosatın hem de vanilik asidin yağ asidi biyosentezini düzenleyen enzimlerin aktivitesini 

etkilemesinden dolayı yağ asidi bileşiminin değiştiğini söyleyebiliriz [31,32]. Mayalar üzerinde kimyasal maddelerin 

etkilerine yönelik yapılan çalışmalarda bu tarz etkileri gözlemlemekteyiz [29]. Herbisitlerin yağ asidi metabolizması 

üzerinde inhibitif etkiler sergiledikleri görülmektedir [29,30].  Herbisit uygulanan sıçanlarda oksidatif stres ve yağ asidi 

bileşiminde değişimlerin olduğu, bu sıçanlara uygulanan zeytinyağının oksidatif stres ve yağ asidi bileşiminde oluşan 

değişikliklere karşı olumlu sonuçlar sergilediği belirlenmiştir. Zeytinyağında bulunan aktif bileşiklerin oksidatif stres ve 

yağ asidi bileşiminde oluşan değişikliklere karşı koruyucu özellikler gösterdiği ifade edilmiştir [33]. Bitkilerde bulunan 

aktif bileşiklerin tarım kimyasallarına bağlı olarak oluşan toksik etkilere karşı olumlu etkilere sahip olduğu ifade edilmiştir 

[34,35b]. 

Sonuç olarak tarımsal uygulamalarda yaygın olarak kullanılan bazı tarım kimyasallarının canlı sistemde yağ 

asidi, vitamin ve sterol biyosentezi üzerindeki etkilerine yönelik çalışmaların yetersiz olduğu görülmektedir. Bu 

çalışmada glifosatın S. cerevisiae’da oluşturduğu toksisite ve oksidatif strese karşı vanilik asidin etkisi ilk kez 
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incelenmiştir. Elde edilen verilere göre, glifosatın oluşturduğu oksidatif strese karşı vanilik asidin faydalı etkiler 

gösterdiği söylenebilir. 
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Abstract 

Under proper conditions, fungi can act as a good biosorbent for different heavy metals. In the present study, 

Aspergillus spp. have been isolated from ceramic industrial waste sludge and the tolerance of the fungi for copper and 

cadmium metals were examined. The experiments were carried out at 25 °C, pH=4-4.5 for Cu(II), pH=6 for Cd(II), 

biosorbent dose of 2.5 g, initial metal concentration of Cd (II) was 1 mM and Cu(II) was 5 mM.  The removal efficiencies 

for cadmium and copper with two Aspergillus strains were found to be 90-95% and 85-90%, respectively. The sorption 

capacities of live and dead fungi for copper were 5.3676 mg g-1, 18.661 mg g-1 and for cadmium were 0.1977 mg g-1, 

0.1772 mg g-1 respectively. FTIR analyses have showed that copper ions bound to vinyl compounds (950-900 cm-1) and 

cadmium ions bound to primer amides (1420-1400 cm-1), mostly. Considering biosorption results, Langmuir and 

Freundlich isotherm models have been described and it was clearly seen that none of the isotherm models have fitted the 

experimental data. The metal ion binding areas of the cell surface of fungi were determined by FTIR. SEM monitoring 

and EDX analysis were carried out. EDX results confirmed the biosorption of copper and cadmium.  

 

Key words: Aspergillus spp., cadmium, copper, biosorption, ceramic industry 
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Seramik endüstrisi arıtma çamurundan izole edilen Aspergillus spp.  ile kadmiyum ve bakır biyosorbsiyonu 

 

Özet 

Küfler uygun koşullar altında farklı ağır metaller için iyi bir biyosorban olabilir. Bu çalışmada, seramik sanayi 

atık çamurlarından Aspergillus spp. izole edilmiş ve bakır ve kadmiyum metallerine toleransı incelenmiştir. Deneyler 25 

°C’de biyosorban miktarı 2,5 g, Cu (II) için pH = 4-4,5, Cd (II) için pH = 6 ve başlangıç metal konsantrasyonu Cd (II) 

için 1 mM ve Cu (II) için 5 mM olarak yapılmıştır. İki Aspergillus suşunun kadmiyum ve bakırı uzaklaştırma etkinlikleri 

sırasıyla % 90-95 ve% 85-90 olarak bulunmuştur. Canlı ve ölü biyosorbanın bakır için emilim kapasiteleri sırasıyla 5,3676 

mg g-1, 18,661 mg g-1 ve kadmiyum için ise sırasıyla 0,1977 mg g-1, 0,1772 mg g-1 olarak tespit edilmiştir. FTIR analizleri 

bakır iyonlarının vinil bileşiklere (950-900 cm-1) ve kadmiyum iyonlarının primer amidlere (1420-1400 cm-1) bağlandığını 

göstermiştir. Biyosorpsiyon sonuçları dikkate alındığında, Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinden hiçbirinin 

deneysel verilere uymadığı açıkça görülmüştür. Hücre yüzeyinin metal iyon bağlama alanları FTIR ile belirlenmiştir. 

SEM izleme ve EDX analizi yapılmış, EDX sonuçları bakır ve kadmiyumun biyosorpsiyonunu doğrulamıştır.  

 

Anahtar kelimeler: Aspergillus spp., kadmiyum, bakır, biyosorbsiyon, seramik endüstrisi 
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1. Introduction 

 

Advances in industrialization that connected with the increase of people’s needs have increased the amount of 

wastewater and heavy metal pollutions. Mines, petroleum refineries, metal industry, galvanic processes, ceramic industry, 

paint and plastic material productions are some of the main sources that contributing to heavy metal pollution [1]. Due to 

their properties, heavy metal ions have been used in many different areas of industry. However, metal ions can accumulate 

in living tissues and cause toxic effects in metabolism, without getting noticed. This case adversely affects both the 

environment and the human health [2].  Even small amounts of these heavy metals such as antimony, lead, silver, arsenic, 

cadmium, copper, nickel, iron, aluminum, cobalt, chromium, manganese, mercury, zinc, barium etc. might be toxic [3]. 

For example, public health goal are 0.006 mg/L antimony, 2 mg/L barium, 0.005 mg/L cadmium, 0.1 mg/L chromium 

(total) 1.3 mg/L copper, 0.002 mg/L mercury (inorganic) and arsenic and lead zero [4]. 

Various chemical and physical processes have been applied to remove of heavy metals from the industrial wastes. 

However, these methods are not economical always; in that case, industries tend to using microorganisms that have 

significant potential for removal of heavy metals [5]. A variety of bacteria, fungi and algae has been used for this purpose. 

Some living or dead microorganisms can adsorb the heavy metal ions. The microorganism, which will be used for removal 

of metals, should be able to easily and economically produce in high quantities [6]. Almost all organisms have negatively 

charged surfaces and they capable to adsorb positively charged metal ions, such as Cu2+, Pb2+, Zn2+, Mn2+, Cd2+, Ni2+, 

Hg2+, Cr3+, Cr6+, Fe2+, Fe3+ etc. Some living organisms take and accumulate the metal ions into the cell. Removal of heavy 

metals by biosorption is the result of an interaction between the cell wall and metal ions [7]. 

In the composition of ceramics, there are different types of silicates, aluminates, water, metal oxides, alkali and 

alkaline earth compounds. Ceramic is obtained by mixing some ingredients as natural clay, kaolin, quartz and feldspar in 

specific proportions [8]. Production processes in the ceramic industry generally involve the parts as design, slurry 

preparation, foundry, drying, glazing and firing units. In this kind of industries, the major sources of waste arises from 

sludge unit, mold section, foundry, glaze preparation and washing part [9]. Wastes from slurry preparation unit contains 

high amounts of suspended solids and organic contents which resulting excessive pollution load [10]. 

The aim of this study was to perform biosorption processes for removal of copper and cadmium metals by using 

fungi isolated from local ceramic industrial waste sludge. The metal binding sites on fungal cell surfaces were identified 

for both metals by using FTIR. SEM monitoring and EDX analysis were also carried out for determination of the 

accumulations of metals on fungal cell.   

The relationship between the amount of solute adsorbed at equilibrium onto the adsorbent and the amount of 

remaining solute can be described by adsorption isotherms. The Langmuir and Freundlich isotherm models are commonly 

used for the description of adsorption processes [11].  

 

2. Materials and methods 

 

2.1.  Isolation and identification of fungi 

 

Ceramic waste sludge sample was obtained kindly, from a ceramic factory located very close to Eskisehir. The 

subsamples were taken from different locations of waste sludge tank by using a plastic shovel. The working sample was 

a mixture of these subsamples. Analysis of heavy metals in the sludge was carried out by ICP-OES (VARIAN 720 ES). 

The sample was prepared according to EPA 3051A method [12]. Briefly, the sludge was dried for 3 hours in the drying 

oven (Nüve FN 500) at 105 °C. A sample of dried mud have been prepared and combusted in microwave heating unit 

(CEM Mars Express) for ICP analysis. For isolation of fungi, 5 grams of sludge samples were added (under sterile 

conditions) into three flasks containing 5 mL of 0.1% sterile tetra-sodium diphosphate decahydrate (pH 7.0) and then 

were shaked for 30 minutes at 180 rpm. The sludge suspensions were diluted by 10-fold and spread on the surface of 

PDA medium. The plates were incubated at 28 °C for 7-10 days [13] and then examined for colonies with different 

morphologies and colors. Different colonies of fungi were selectively re-cultivated on PDA and incubated at 28 °C 

temperature for 7-10 days.  

Pure cultures of fungi were examined morphologically by microscopy (Olympus C011) and identified with the 

help of [14-17]. 

 

2.2. Screening of resistance to heavy metals and determination of MIC  

 

Copper (CuSO4.5H2O) and cadmium (CdSO4.8H2O) [13] were used for determination of minimum inhibition 

concentrations (MIC) by fungi isolated from the ceramic industrial waste sludge. A general fungal growth medium (PDA) 

was prepared and amended with various amounts of heavy metals concentration ranging from 1 to 20 mM for screening 

the resistance to heavy metals. The mycelium disks of test fungi (106 CFU ml) were spotted in duplicate on heavy metal 

containing plates. Control plates used only PDA medium without heavy metals. To observe the growth of fungi on the 

spotted area, the plates were incubated at 28±1 °C for 7 days. Heavy metal tolerance was determinated as the heavy metal 

that inhibited visible growth of test fungus [18]. 
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2.3. Biosorption assays  

 

Cadmium and copper biosorption studies were carried out after screening tests by using the most resistant 

organism for each heavy metal.  Both living and dead biomass were used in biosorption experiments. Two duplicates 

were prepared for each application. The fungi were firstly grown on PDA and then were transferred to PDB (potato 

dextrose broth) liquid medium for incubation by shaking incubator for 5-6 days (at 125 rpm, 25 °C). Fungal mycelia were 

filtered by vacuum filter (Diaphragm Vacuum Pump GM-0.5011) through 150 μm sterile filters. The biomass was 

absolutely washed with distilled deionized water to be in the clear residual growth medium and used immediately 

thereafter. Dead biomass was prepared by autoclaving 2.5 grams of biomass. Biosorption studies were carried out by 

adding either living or dead fungi into 50 mL of metal solutions by stirring at 125 rpm. The working concentrations of 

metals were chosen 5 mM for copper, 1 mM for cadmium. The studies were carried out by using different contact times 

as 24, 48, 72, 96, 120 and 168 hours. In each sampling time, 30 mL of the solution removed and centrifuged at 8000 rpm 

(Hettich Zentrifugen Universal 320-R) for 30 min to separate the biomass.  

Following centrifugation, the supernatant was filtrated as above and then heavy metal concentrations of the 

supernatants was determined using a Varian 720 ES inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-

OES). The pellets were used for FTIR analysis and SEM-EDX studies. The percentage removal were calculated by the 

following equation: 

𝑃𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑟𝑒𝑚𝑜𝑣𝑎𝑙 =
(𝐶o−𝐶𝑒)𝑥100%

𝐶o
      (1) 

where C0 and Ce were concentrations of metal ions (mg L-1) in initial solutions and after biosorption [19].  The amounts 

of adsorbed metal ions per fungal biomass unit (mg metal ions/g biomass) were calculated by using the following equation 

[11]: 

𝑞𝑒 =
(𝐶o−𝐶𝑒)𝑥𝑉

𝑚
          (2) 

where qe was biosorpted heavy metal amount per fungal biomass (mg g-1), V was volume of aqueous phase (mL) and m 

was the amount of biomass (g). 

 

2.4. Biosorption isotherms 

 

Freundlich and Langmuir models were used for biosorption isotherm models. Freundlich isotherm model was 

used for describing the nonhomogeneous solid surface adsorptions [20]. 

𝐿𝑜𝑔 𝑞𝑒 = 𝐿𝑜𝑔 𝐾𝑓 +
1

𝑛
𝐿𝑜𝑔 𝐶𝑒        (3) 

where K
f
 was Freundlich sorption constant about the capacity, n was Freundlich constant about the sorption density. 

Langmuir isotherm model was used for describing the homogeneous monolayer adsorption assuming the adsorbent 

surface is similar in terms of energy [21].   
𝐶𝑒

𝑞𝑒
=

1

𝑞m𝐾L
+

𝐶𝑒

𝑞m
                      (4) 

where C
e 
was metal concentration in solution after adsorption (mg L-1), q

e
 was adsorpted heavy metal amount per fungal 

biomass (mg g-1), qm was adsorption capacity of monolayer adsorption (mg kg-1), KL was Langmuir sorption constant (L 

mg-1). 

 

2.5. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)  

 

Fungal biomass was dried vacuum evaporator. 1 mg sample/100 mg KBr in order to prepare translucent sample 

disk and was analyzed by FTIR (Perkin Elmer Spektrum 100) at Anadolu University Department of Chemistry. FTIR 

studies were carried out in the range of 800–2000 cm−1 at room temperature. The absorption spectrum of unabsorbed dry 

fungal biomass was used as control for comparison with leading adsorbed biomass to investigate the functional groups of 

fungi relation to biosorption of metal ions.    

 

2.6. Scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive x-ray (EDX) analysis  

 

SEM micrographs and EDX spectra were taken for both control groups and heavy metal treated fungi samples. 

The dried and powdered samples were glued onto the stubs with conductive carbon strips. The stubs have been coated 

with a thin layer of gold by lining machine (30 mA, 1 min) on the purpose of enhancing image resolution. The samples 

were monitorized by FE-SEM microscope (JEOL JSM-6335F) (20kV, 300X)..  
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3. Results 

 

3.1. The heavy metal content of ceramic waste sludge 

 

The ICP-OES analysis was carried out for determining the heavy metal content of the ceramic waste sludge. The 

ceramic sludge contained 0.69 mg kg-1 cadmium, 7.89 mg kg-1 chromium, 3.95 mg kg-1 copper, 0.2 mg kg-1 nickel, 9.38 

mg kg-1 lead, 8.29 mg kg-1 manganese, 0.5 mg kg-1 antimony, and 54464 mg kg-1 iron. Maximum for any single composite 

sample-TCLP are 0.10 mg/l antimony, 0.50 mg/l arsenic, 7.6 mg/l barium, 0.010 mg/l beryllium, 0.050 mg/l cadmium, 

0.33 mg/l chromium (total), 0.15 mg/l lead, 0.009 mg/l mercury, 1.0 mg/l nickel, 0.16 mg/l selenium, 0.30 mg/l silver, 

0.020 mg/l thallium, and 70 mg/l zinc [22]. 

Traditional ceramic materials are made of clay, silica, feldspar and kuvars. Ceramic waste sludge were involving 

high amount of iron (54464 mg kg-1) and some other heavy metals probably originate from these ingredients [23]. 

However, iron removal researches have needed high concentrations of metal. [24-25] Ujile and Joel (2013) and 

Karthikeyan et al. (2005) have worked on physical adsorption of iron and they have found that the physical adsorption 

was easier and cheaper than biosorption for iron. Physical sorption results from the electrostatic and van der Waals 

interactions (forces). Different adsorption substrates may be used for this reason [26]. Chromium and antimony weren’t 

dissolved easily in water and changes on pH have caused to precipitation. Filtration with special resins have been referred 

against biosorption for manganese removal, by the reason of being cheaper and easier [27]. For these reasons, iron, 

chromium, antimony, and manganese have not been studied for biosorption and bioaccumulation. 

 

3.2. Isolation and identification of fungi  

 

Totally 10 species of fungi were isolated from ceramic waste and and these fungi were identified as Aspergillus 

sp. (2 strains), Penicillium sp. (5 strains), Mucor sp., Rhizopus sp. and Trichoderma sp. 

 

3.3. Determination of resistance to heavy metals and minimum inhibition concentrations (MIC)  

 

All the tested fungi grew on the metal containing media indicating their resistance to heavy metals. However, 

Aspergillus sp. (strain 2) had the highest copper (Cu2+) resistance as with Aspergillus sp. (strain 1) had the highest 

cadmium (Cd2+) resistance among fungi tested. These two Aspergillus sp. strains also showed highest lead (Pb2+) 

resistance.  Aspergillus sp.1 and Trichoderma sp. were the most resistant fungi against Nickel (Ni2+).  The experiment 

results for determination of resistance to heavy metals and MIC were given in Table 1.  

 

Table 1. Determination of resistance to heavy metals and minimum inhibition concentrations (MIC) 

 

Fungus 

Minimum Inhibition Concentrations (mM) 

Cu2+ Pb2+ Cd2+ Ni2+ 

Aspergillus sp.1 10 15 5 5 

Aspergillus sp.2 15 15 1 1 

Penicillium sp.1 <0.5 10 <0.1 1 

Penicillium sp.2 <0.5 5 <0.1 5 

Penicillium sp.3 <0.5 1 <0.1 <0.5 

Penicillium sp.4 <0.5 5 <0.1 1 

Penicillium sp.5 <0.5 5 <0.1 1 

Mucor sp. 5 10 5 1 

Rhizopus sp. 10 5 1 1 

Trichoderma sp. 1 1 0.1 5 

 

Acquired MIC results have been compared and initial metal concentrations for biosorption studies were 

determined as 5 mM for copper and 1 mM for cadmium. Biosorption experiments were carried out for only copper and 

cadmium removal since MIC values obtained for lead and nickel were quite low comparing to literature [28].  

 

3.4. Biosorption  

 

Aspergillus sp. strain 1 was used for cadmium and Aspergillus sp. strain 2 was used for copper bioremoval. The 

copper removal were found to be 89.6% (96 h) and 86.7% (168 h); the cadmium removal were found to be 97% (168 h) 

and 83.5% (72 h) by using living and dead biosorbents, respectively.  
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The sorption capacities of living and dead fungi were 5.36 mg g-1 and 18.6 mg g-1 for Cu2+; 0.19 mg g-1 and 0.17 

mg g-1 for Cd2+. The biosorption capacities of copper and cadmium by different microorganisms on literature were given 

by Table 2.  

Removals of Cu(II), Ni(II), Cd(II), Zn(II) and Cr(II) by using Beauveria bassiana results for maximum metal 

removals had found 74.13%, 75%, 63.4%, 67.8% and 61.13%, respectively [29]. Cu2+ removal by Aspergillus niger 

studies obtained 99.6% removal [30]. The cadmium toxicity in a cadmium-tolerant strain of Aspergillus foetidus had 

reported earlier that the living fungal biomass could remove 79% of Cd2+ from the liquid media at 100 µM Cd2+ 

concentration [31]. A research by dead Aspergillus terreus (strain ATCC-20516) as a biosorbent for copper removal from 

aqueous solutions and they could reach 72% removal ratio [19]. A study had reported about cadmium removal by living 

Saccharomyces cerevisiae that had observed 77% removal [32]. The yields of removal had found to be 81% and 94% in 

a research that had been involving copper and cadmium biosorption by dead Geobacillus spp. [33]. 

 

3.5. Biosorption isotherms 

 

The sorption capacities have found for copper were 5.3676 mg g-1, 18.661 mg g-1 and for cadmium were 0.1977 

mg g-1, 0.1772 mg g-1 in order of living and dead fungi. The Langmuir isotherm constants (KL) have obtained in negative 

values. A negative value for the intercept of linear form of Langmuir model is physical nonsense, in other words it is 

impossible. As seen on Fig.1 and Fig.2, our Langmuir isotherms were considerably linear. Slopes of Freundlich isotherms 

(1/n) for Cu2+ and Cr2+ were also negative. For this reason, neither Langmuir nor Freundlich isotherm models were fitted 

our experimental data. The best way would be to perform a non-linear regression on our data, to use another isotherm 

model or work with higher initial metal concentrations. The sorption capacities (qm), isotherm constants (KL, KF), 

coefficients of correlation (R2) of isotherm models were given in Table 3.  

 

Table 2. Comparison the features of biosorption studies  

Metal Microorganism pH Temperature (°C) Sorption Capacity Reference 

Cd2+ A. foetidus* 5.0 32 73.46±10.75 mg g-1  

[31] 

Cd2+ S. cerevisiae* 5.0 28 106.81 ± 3.71 µmol g-1  

[32] 

Cd2+ Z. rouxii* 5.0 28 33.83 ± 1.25 µmol g-1  

[32] 

Cd2+ A. symbioticum H8** 6.0 30 248.62 mg g-1  

[34] 

Cd2+ B. subtilis** 5.92 45 251.91 mg g-1 
 

[39] 

Cd2+ A. sphaerica** 5.5 25 111.1 mg g-1 [35] 

Cd2+ P. lilacinus 
6-7* 

5-7** 
30 

36.46 mg g-1* 

41.99 mg g-1 [38] 

Cu2+ S. cerevisiae** 6.0 28 28.8 mg g-1 [43] 

Cu2+ Arthrobacter ps-5** 5.0 28 169.15 mg g-1 [44] 

Cu2+ B. subtilis** 6.0 37 100.70 mg g-1 [40] 

Cu2+ A. niger  5.3 30 25.3 mg g-1 [30] 

Cu2+ A. terreus** 6.0 50 15.24 mg g-1 [19] 

Cu2+ A. niger 4.0-6.0 30 23.8 mg g-1 [36] 

Cu2+ S. cerevisiae 5.5 22 29.9 mg g-1 [37] 

Cu2+ 

Cd2+ 

G. toebii (G1) ** 

G. thermoleovorans 

(G2) ** 

 

Cd=6.0 

Cu=4.0 

 

Cd=70 

Cu=60 

G1: Cd=29.2 mg g-1 

Cu=48.5 mg g-1 

G2: Cd=38.8 mg g-1 

Cu=41.5 mg g-1 

[33] 

Cu2+ 

Cd2+ 
P. chrysosporium** 6.0 25 

Cd= 27.79 mg g-1 

Cu= 26.55 mg g-1 [42] 

Cu2+ 

Cd2+ 
B. bassiana 6-8 30 

Cu: 4.54 mg g-1 

Cd: 4.5 mg g-1 

(initial conc: 30 mg L-

1) 

[29] 

Cu2+ 

Cd2+ 

Aspergillus spp. 2 

Aspergillus spp. 1 

Cu: 4.0 

Cd: 6.0 
25 

Cu: LB=5.36 

DB=18.6 mg g-1 

Cd: LB=0.19 

DB=0.17 mg g-1 

In this study 

 

*LB: Living Biomass, **DB: Dead Biomass 
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      (a)                                                            

 
(b) 

Figure 1. Isotherms for copper. (a) Freundlich and Langmuir isotherms for living fungus. (b) Langmuir isotherm for dead 

fungus 

 

 



 

Biosorption of cadmium and copper by Aspergillus spp. isolated from industrial ceramic waste sludge 

Elif HASGÜL, Semra MALKOÇ, Alaettin GÜVEN, Alper DEDE , Kıymet GÜVEN 

50          Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019) 

   
      (a) 

   
      (b) 

Figure 2. Freundlich and Langmuir isotherms for cadmium. (a) Bioaccumulation by living fungus. (b) Biosorption by 

dead fungus. 

 

Table 3. Langmuir and Freundlich parameters for copper and cadmium biosorptions by Aspergillus spp. 

 
Langmuir Freundlich 

qm (mg g-1) KL R2 1/n Kf R2 

Copper 
Living biomass 5.3676 -0.1143 0.9993 -0.1796 13.231 0.9927 

Dead biomass 18.661 -0.0031 0.9446 - - - 

Cadmium 
Living biomass 0.1977 -0.00164 0.994 -8.8058 1.694x1025 0.9955 

Dead biomass 0.1772 -0.00162 0.995 -7.0902 2.301x1020 0.9939 

 

A study about removal of Cu2+ by Aspergillus niger had found the biosorption capacity was 25.3 mg g-1 [30]. 

Acidophilic, heterotrophic, gram-negative Acidiphilium symbioticum H8 had studied for establish the mechanism of Cd2+ 

ion sorption. The sorption capacity was 248.62 mg cadmium per gram biomass at pH 6.0 and the process had explained 

by Langmuir–Freundlich dual isotherm model [34]. The study [35] had presented the cadmium biosorption from aqueous 

solution by the blue green algae Anabaena sphaerica. To describe the biosorption isotherms, Freundlich, Langmuir, and 

Dubinin–Radushkevich (D–R) models had been applied and the experimental data had fitted to Freundlich and Langmuir 
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isotherms. The mean free energy value had been calculated from the D–R plot was 14.3 kJ mol-1, had indicated that the 

biosorption type was chemisorption.  

The biosorption of Cu2+ from aqueous solutions by Aspergillus niger which had treated by rice straw had 

investigated and the biosorption capacity was 23.8 mg g-1 [36]. The study [37] on copper and lead removal from aqueous 

solutions by using Saccharomyces cerevisiae had resulted in the way that the maximum biosorption capacity of Pb2+ had 

better than Cu2+ (72.5 mg g-1 and 29.9 mg g-1, respectively). Cadmium biosorption of the high cadmium resistant fungus 

Paecilomyces lilacinus had investigated for living and dead biomass. Adsorpted cadmium amounts had determined was 

36.43 mg g-1 and 41.99 mg g-1 for living and dead biomass respectively [38]. 

Biosorption capacity of immobilized Bacillus subtilis beads (IBSB) for cadmium ions had studied and the 

equilibrium biosorption capacity had found to be 251.91 and 188 mg g-1 at temperatures of 45 °C and 25 °C, respectively. 

The results had showed that the biosorption capacity increased with increasing temperature [39]. 

Immobilized Bacillus subtilis chitosan beads (BICB) had used for removal of copper ions from aqueous solution 

[40]. The equilibrium studies had described by four isotherm models as Langmuir, Freundlich, Temkin, Dubinin-

Radushkevich and the Langmuir isotherm model had been the best description of the copper adsorption mechanism. The 

maximum adsorption capacity of copper had found 100.70 mg g-1. 

Micrococcus luteus DE2008 has the ability to absorb lead and copper. The microorganism had showed a greater 

tolerance for lead than copper. The biosorption capacities had found 408 mg g-1 for copper and 1965 mg g-1 for lead [41]. 

The biosorption of heavy metals (Cd(II), Pb(II) and Cu(II)) from artificial wastewaters  onto the dry fungal biomass of 

Phanerochaete chryosporium had studied. The Langmuir isotherm model had fitted well for the adsorption equilibrium 

data and the biosorption capacities had found to be 23.04 mg g-1, 69.77 mg g-1 and 20.23 mg g-1 for cadmium, lead and 

copper, respectively [42]. According to  study of on copper biosorption by a wild type (BY4741) and two engineered S. 

Cerevisiae biomass (Rim101Δ, Och1Δ) [43], maximum biosorption capacities of copper had found to be 28.8, 8.0, 7.5 

mg g-1 at pH=6 for wild type, Rim101Δ and Och1Δ respectively. The bioaccumulation capacities of these three strains 

had not found significantly different.  

 

3.6. FTIR analyses 

 

FTIR analyses were carried out for determining the metal binding sites on fungal cell surface. As seen on Fig.3 

the copper binding sites on living fungus cell surface were isopropyl group (1380-1360 cm-1), sulphones (1335-1295 cm-

1), vinyl compounds (950-900 cm-1). Upon dead fungus cell surface, the copper were binding on primer amides (1420-

1400 cm-1), pridin N-oxydes (1300-1200 cm-1), ethers (1240-1070 cm-1), vinyl compounds (950-900 cm-1), vinylidenes 

(900-865 cm-1), triazine (820-800 cm-1) groups. Besides, the cadmium binding sites on living fungus cell surface were 

esters (1750-1740 cm-1), primer amides (1420-1400 cm-1), alkyl aril esters (1285-1240 cm-1). Upon dead fungus cell 

surface, the cadmium were binding on carbonyl compounds (1870-1650 cm-1), aliphatic nitro compounds (1575-1545 cm-

1), primer amides (1420-1400 cm-1), 1.2.4-trisubst benzenes (890-805 cm-1) (Fig.4). 

The biosorption behaviors for copper by a novel extracted exopolysaccharide (EPS) from Arthrobacter ps-5 had 

studied and the biosorption capacity of copper had found 169.15 mg g-1. Interactions between metal ions and O−H, C=O, 

C−O−C, C=O−C groups of the EPS had determined by FTIR [44]. The FTIR spectra of Saccharomyces cerevisiae had 

had several functional groups as carboxyl, hydroxyl, amino and carbonyl groups on the cell wall [45]. Results of the 

biosorption of Cu+2 ions by Saccharomyces cerevisiae verified that sorption was a combination of intracellular metal 

accumulation and metabolic-independent surface phenomenon [37]. 

 

 
(a) 

Figure 3. FTIR spectra of copper. (a) Bioaccumulation by living fungus. Blue lines in spectra presented control groups; 

black lines have indicated the metal-treated samples 
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(b)       

Figure 3. FTIR spectra of copper. (b) Biosorption by dead fungus. Blue lines in spectra presented control groups; black 

lines have indicated the metal-treated samples 

 

 
(a) 

 
      (b) 

Figure 4. FTIR spectra of cadmium. (a) Bioaccumulation by living fungus. (b) Biosorption by dead fungus. Blue lines in 

spectra presented control groups; black lines have indicated the metal-treated samples 
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3.7. SEM micrographs and EDX spectra 

 

SEM micrographs (Fig.5) have shown that the metal absorbed filaments of dead fungus were more apparent than 

living fungus for Cu2+. The exact opposite situation were observed for Cd2+ absorbed fungus filaments. Metal filled living 

fungus filaments were clearer than dead fungus filaments of living and dead biomass.  

EDX determinate removal of cadmium were 97% and 95%; copper removal ratios were 90% and 88% for living 

and dead biomass respectively. EDX spectra have shown by Fig.6. 

 

 

       
(a)       (b) 

 

       
   (c)       (d) 

Figure 5. SEM micrographs of copper. (a) Bioaccumulation by living fungus. (b) Biosorption by dead fungus. SEM 

micrographs of cadmium. (c) Bioaccumulation by living fungus. (d) Biosorption by dead fungus. 
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(a)                                                            (b)

  

   
   (c)       (d) 

Figure 6. EDX spectra of copper. (a) Bioaccumulation by living fungus. (b) Biosorption by dead fungus. EDX spectra of 

cadmium (c) Bioaccumulation by living fungus. (d) Biosorption by dead fungus. 

 

4. Conclusions and discussion 

 

 

 Ceramic waste sludge revealed ten fungi strains in Aspergillus sp. (2 strains), Mucor sp., Penicillium sp. (5 

strains), Rhizopus sp. and Trichoderma sp.). Regard to MIC values Aspergillus sp. strains were chosen for copper 

and cadmium bio removal experiments.  

 The removal efficiencies for cadmium and copper with two Aspergillus strains were found to be 90-95% and 85-

90%, respectively.  

 The sorption capacities of live and dead fungi for copper were 5.3676 mg g-1, 18.661 mg g-1 and for cadmium 

were 0.1977 mg g-1, 0.1772 mg g-1 respectively. Negative values were obtained in Langmuir and Freundlich 

isotherm constants for copper and cadmium biosorption processes. According to that results, Langmuir and 

Freundlich isotherm models did not fit the experimental data of biosorption and bioaccumulation. The studies 

may continue by working higher initial concentration or using other isotherm models.  

 FTIR analysis have shown that copper ions bound to vinyl compounds (950-900 cm1) and cadmium ions bound 

to primer amides (1420-1400 cm-1) mainly.  

 SEM micrographs were shown that the metal absorbed filaments of living fungus and dead fungus had different 

appearance for Cu2+ and Cd2+. EDX analyses have proven that Aspergillus spp. was a good biosorbent for 

cadmium and copper. 

 As a result, the initial metal concentration was found to be significant and effective for biosorption capacity.  
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As a result, besides physical or chemical adsorption methods of heavy metals, it is possible to obtain high yields 

in removal by biosorption method. In experimental studies it was observed that initial concentration and fungus strain 

were effective in biosorption yield. If this work is to be continued; biosorption experiments can be performed with 

different heavy metals or different concentrations of the same metals. It is also possible to determine the optimum 

conditions for biosorption studies that can be performed by changing parameters such as pH, temperature, agitation speed, 

contact duration. Biosorption experiments with metal-resistant bacteria can also be performed.  
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Abstract 

In our study, the isolation, identification and optimization of Bacillus subtilis from soil samples were performed 

and the ability to produce α-amylase of industrial importance was investigated. Bacteria identified as B. subtilis by 16S 

rRNA analysis, morphological and biochemical tests. Maximum growth was determined at 32 hour, 37°C and pH 7.0. 

Enzyme optimization was performed after determination of bacterial amylase in starchy medium. Optimum conditions 

for amylase production were determined as 37°C, pH 7.0 and 48 h. When the effect of metals on enzyme activity was 

examined, it was determined that Cu2+ increased enzyme activity, Zn2+, Hg2+ and Fe2+ were partially inhibited the 

enzyme activity, and Ca2+ was showed close activity to the control. It was observed that carbon sources had inhibitory 

effect on bacterial growth and enzyme production.  

 

Key words: Bacillus subtilis, identification, α,, -amylase, production, characterization  

 

----------  ---------- 

 

SmF yöntemiyle topraktan izole edilen bacillus subtilis’den amilaz üretimi 

 

Özet 

Çalışmamızda Ergani Makam Dağı’ndan alınan toprak örneğinden Bacillus subtilis’in izolasyonu, tanımlanması 

ve optimizasyonu gerçekleştirilerek endüstriyel öneme sahip α-amilaz üretme yeteneği araştırıldı. Morfolojik ve 

biyokimyasal testler ile 16S rRNA analizi yapılarak B. subtilis olarak tanımlanan bakterinin 32. saat, 37 oC ve pH 7.0’ 

de maksimum üreme gösterdiği tespit edildi. Nişastalı besiyerinde bakterinin amilaz ürettiği tespit edildikten sonra enzim 

optimizasyonu yapıldı. Amilaz üretimi için optimum koşullar 37 oC, pH 7.0 ve 48. saat olarak belirlendi. Enzim aktivitesi 

üzerine metallerin etkisi incelendiğinde Cu+2’ nın enzim aktivitesini artırdığı, Zn+2, Hg+2 ve Fe+2 enzim aktivitesini 

kısmen inhibe ettiği, Ca+2 ise kontrole yakın bir değer gösterdiği görüldü. Karbon kaynaklarının bakteri gelişimi ve enzim 

üretimi üzerine inhibisyon etkisi yaptığı gözlendi.  

 

Anahtar kelimeler: Bacillus subtilis, tanımlama, α,, -amilaz, üretim, karakterizasyon 

 

1. Giriş 

 

Biyokimyasal reaksiyonları katalizleyen enzimlerin, hücrelerde çok önemli metabolik görevleri olup geniş 

endüstriyel uygulamalara sahiptirler. Aynı zamanda birçok biyoteknolojik süreç ve üründe anahtar olarak rol almaktadır 

[1]. Enzim teknolojisinin hızla gelişmesi, elde edilen ürünlerin uygulama alanlarının genişliği ve ayrıca ekonomik avantajı 

gibi nedenlerden dolayı bu yöndeki araştırmalar daha fazla önem taşımaktadır [2-4]. Özellikle düşük sıcaklıkta aktif olan 

enzimler; endüstriyel süreçleri sonunda doğallığını bozmazken aynı zamanda üretim maliyetlerini de düşürdüğü için 

birçok prosesde tercih edilmektedir [5]. Termostabil enzimlere yoğun ilgi olsa da yakın gelecekte amilaz mühendisliğinin 

odak noktasında değişim olacaktır [6].  α-Nişasta ve glikojen moleküllerini hidrolize eden amilaz (EC 3.2.1.1), bilinen en 

eski endüstriyel enzim olup yiyecek, içecek, nişasta, deterjan, tekstil,  tıpve analitik alanlarda geniş çapta kullanılmaktadır. 
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Endüstriyel enzimlerin %90 civarı mikroorganizmalardan elde edilmektedir [7]. Bunun nedeni; mikrobiyal 

enzimlerin daha yüksek katalitik aktivite göstermesi, daha kararlı ve ekonomik olması, toksik olmaması ve yüksek 

miktarlarda üretilebilmeleridir [8]. Pek çok mikrobiyal enzimin doğada geniş bir yayılış alanına sahip olan Bacillus türleri 

ve alt türleri türler tarafından sentezlendiği bilinmektedir. [9,10]. 1970’lerden itibaren α-amilazların endüstriyel 

uygulamalarında, B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, B.stearothermophilus ve B. licheniformis türleri 

kullanılmaktadır [11]. 

Bu çalışmada topraktan izole edilerek Bacillus subtilis olarak tanımlanan mikroorganizmanın optimizasyonu ile 

a-amilazın üretimi ve karakterizasyonu gerçekleştirildi.  

 

2. Materyal ve yöntem 

 

Topraktan izole edilen B. subtilis NBA kültür ortamında üretilip, gram boyama, nişasta hidroliz testi, üreaz testi, 

hareket testi, hemoliz testi gibi morfolojik ve biyokimyasal tanımlamaya yönelik testlere tabi tutuldu. 

B. subtilis pH 7.0, 37 ◦C’ de 48 saatlik inkübasyon sonrası kültür ortamı santrifüjlenerek Bernfeld metoduna göre 

enzim aktivitesine bakıldı [12]. Protein miktarı Lowry metoduyla tayin edildi [13]. Enzim substrat ile  (%0.5’ lik nişasta 

çözeltisi) 37 ºC de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu süre sonunda reaksiyonu durdurucu olarak DNS (Dinitro salisilik 

asit) ilave edildi. DNS, sıcakta şekerlerin indirgen uçlarıyla reaksiyona girerek reaksiyonu durdurur ve renk oluşumunu 

sağlayarak spektrofotmetrede ölçülmesini sağlar.  

  

2.1 B. subtilis ve Amilaz Üretimine Sıcaklık, pH ve İnkübasyon Süresinin Etkisi  

B. subtilis ekilerek 25 - 55 ºC sıcaklıklarında üremeve amilaz üretimi içinoptimal değerleri belirlendi. Bakteri 

gelişimi ve enzim üretimi üzerine pH etkisini belirlemek amacıyla pH4.0 ile 11.0 arasındaki pH’ larda bakteri üretildi 

enzim aktivitesi ölçüldü. Bakterinin gelişimi ve amilaz üretimine inkübasyon süresinin etkisini incelemek için 4-96 

saatleri örnek alınarak ölçümleri yapıldı. Aktivite tayini için enzim kaynağı olarak üst sıvı kullanıldı. 

 

2.2 B. subtilis ve Amilaz Üretimi Üzerine Karbon (C) ve Azot (N) Kaynakları Etkisi 

Nişasta, glukoz, sükroz ve galaktoz, maltoz, laktoz ve fruktoz azot kaynağı olarak tercih edilirken, karbon kaynağı 

olarak ta pepton, tripton, üre, amonyum sülfat, amonyum klorür, amonyum nitrat ve  sodyum nitrat kullanıldı. 

 

2.3 Amilaz Aktivitesine Sıcaklık ve pH Etkisi 

Amilaz aktivitesine sıcaklık ve pH etkisi deneyinde; 20 ºC’den 60 ºC’ye ve pH 4.0 ile 11.0’e kadar değişen 

değerlerde çalışıldı. Amilaz aktivitesi ölçülerek rölatif enzim aktivitesi hesaplandı. 

 

2.4 Amilaz Aktivitesi Üzerine Deterjan ve Metal Etkisi 

Amilaz aktivitesine CaCl2, CuCl2, ZnCl2, MgCl2, HgCl2, MnCl2 ve FeCl2 etkisini saptamak için 0.1 M pH 7.0 

Tris-HCl tamponunda, final konsantrasyonu 1.5 mM olacak şekilde metal çözeltileri hazırlandı.  

0.1 M pH 7.0Tris-HCl’de hazırlanan %0.5 oranında SDS, Tween-80, Triton X-100 ve Brij kullanılarak enzim 

aktivitesi üzerine deterjan etkisi deneyi gerçekleştirildi.  

 

3. Bulgular 

 

Tanımlamaya yönelik yapılan B. subtilis’ e ait morfolojik ve biyokimyasal testler çizelge 1’de gösterilmiştir. 

Ergani Makam Dağı’ndan izole edilerek tanımlanan B.subtilis’in filogenetik ağacı Şekil 1’de verilmiştir. 

 

Tablo 1. B. subtilis‘in belirlenmesinde kullanılan morfolojik ve biyokimyasal test sonuçları 

Özellikleri A8 Bacillus 

Gram boyama (-) D 

Koloni morfolojisi Basil Basil, Kok, virgül 

Hareketlilik Hareketsiz Hareketli-Hareketsiz 

Katalaz (+) (+) 

Hemoliz (+) D 

Üreaz (+) (+) 

Nişasta+NBA (+) (+) 

Şeker (Glukoz, laktoz Sukroz) (-) (-) 

Sıcaklık aralığı 20-45 20-75 

pH aralığı 10-4 4-10 

(+) pozitif sonuç  (–) negatif sonuç (D) değişken 
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Şekil 1. B.subtilis’in filogenetik ağacı 

 

 

3.1 İnkübasyon süresinin mikroorganizma gelişimi ve α-amilaz üretimi üzerine etkisi 

 

Farklı inkübasyon sürelerinin B. subtilis’in üremesi ve enzim üretimineolan etkisini incelemek amacıyla 4-96. 

saatleri arasında yapılan incelemede en iyibakteri üremesinin 32. saatte, enzim üretiminin ise 48. saat olduğu şekil 2.’ de 

gösterilmektedir. 

 

 
           Şekil 2. İnkübasyon Süresinin Mikroorganizma Gelişimi ve α-Amilaz Üretimi Üzerine Etkisi 

 

3.2 Sıcaklığın mikroorganizma gelişimi ve α-amilaz üretimi üzerine etkisi 

 

Sıcaklık etkisini araştırmak için; 25 ºC ’den 55 ºC ’ye kadar inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda 

gerek bakteri üremesi gerekse enzim üretimi için en iyi sıcaklık 37 ºC olarak tespit edildi. (Şekil 3.)  
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               Şekil 3. Sıcaklığın mikroorganizma gelişimi ve α-amilaz üretimi üzerine etkisi 

 

3.3 pH’nın mikroorganizma gelişimi ve α-amilazüretimi üzerine etkisi  

 

pH4.0’ den pH 11.0’e kadar değişik pH’larda inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda şekil 4’te 

görüldüğü gibi bakteri gelişimi ve enzim için optimum pH’sı 7.0 olarak belirlendi. 

 

 
 Şekil 4. pH’nın mikroorganizma gelişimive α-amilaz üretimi üzerine etkisi 

 

3.4 B. subtilis ve α-amilaz üretimine üzerine c ve n kaynakları etkisi 

 

NB besiyerine %1’lik karbon ve azot kaynakları (Şekil 5); %1’lik azot (Şekil 6) ayrı ayrı eklendi. Bu 

besiyerlerine ekim yapılarak 48 saat ve 37 °C’de inkübasyona bırakıldı ve enzim aktivite testi yapılarak protein miktarına 

bakıldı. Bu şekilde spesifik aktivite (U/mg) hesaplandı. 
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               Şekil 6. B. subtilis ve enzim üretimine azot kaynakları etkisi 

 

3.5 α-Amilaz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

 

Optimum koşullarda üretilen mikroorganizdan elde edilen üst sıvı kullanılarak 20-60 ºCaralığında yapılan 

sıcaklık çalışmasında maksimum enzim aktivitesi için en iyi sıcaklık değeri 40 ºC olarak bellirlendi (Şekil 7). 

 

 
                 Şekil 7. α-Amilaz aktivitesine sıcaklık etkisi 

 

3.6 Enzim aktivitesine pH etkisi  

 

Optimum koşullarda üretilen mikroorganizmanın inkübasyon sonrasında; pH 4.0-11.0 aralığında yapılan pH 

deneylerinde amilaz aktivitesinin pH 7.0 de en yüksek değerde olduğu tespit edildi Şekil 8. 
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              Şekil 5.  B. subtilis ve α-Amilaz üretimi üzerine karbon kaynaklarının etkisi 
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                     Şekil 8. α-Amilaz aktivitesine pH etkisi 

 

3.7 Amilaz aktivitesine bazı metallerin etkisi 

Amilaz aktivitesine metallerin etkisini saptamak için CaCl2, CuCl2, ZnCl2, MgCl2, HgCl2, MnCl2 ve FeCl20.1 M 

pH 7.0 Tris-HCl’de1.5 mM konsantrasyonda olacak şekilde 30 dakika bekletildi ve nzim aktivitesitest edildi. Kontrolle 

kıyaslandığında enzimin tüm metallere direnç gösterdiği tespit edildi Şekil 9. 

 

 
                    Şekil 9. α-Amilaz aktivitesi üzerine bazı metallerin etkisi 

 

3.8 α-Amilaz aktivitesi üzerine bazı deterjanlarınetkisi 

 

Optimum koşullarda üretilen B. subtilis’ten elde edilen enzim aktivitesi üzerine deterjan etkisi incelendiğinde 

deterjanların% 40 civarında azalmaya neden olduğu görüldü. Enzim aktivitesi üzerine deterjan etkisi Şekil 10.’da 

verilmiştir. 

 
               Şekil 10. α-Amilaz aktivitesi üzerine bazı deterjanların etkisi 
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4. Sonuçlar ve tartışma 

 

α-Amilaz önemli ve en eski endüstriyel enzimlerden biridir. Doğada çoğu organizma amilaz üretir, fakat 

bunlardan çok azı doğal nişastayı parçalama yeteneğinde olan amilazları üretebildiğinden doğal nişasta hidrolizi için yeni 

enzim kaynaklarına ihtiyaç duyulmaktadır [14]. Çalışmamızda B. subtilis’den α-amilaz üretimi üzerine fiziksel 

parametrelerin etkisini araştırarak optimum koşulları belirleme yoluna gidildi. Topraktan izole edilen B. subtilis’in 

üremesi üzerine sıcaklığın, pH’nın ve inkübasyon süresinin etkisi çalışıldı. Bakterinin optimal değerleri 37 oC, pH 7.0 ve 

32. saat olarak tespit edildi. Bakterilerin enzim üretim kapasiteleri bulundukları ortama bağlıdır ve bu ortam şartlarının 

değiştirilmesi enzim üretimine etki etmektedir. Özellikle besiyerinin sıcaklığı, pH’ı, havalandırılması, inkübasyon 

miktarı, inkübasyon süresi gibi faktörler oldukça etkilidir [15]. Mikroorganizma, büyüme ortamındaki besin azalınca 

durağan evreye girerek sekonder metabolit üretir, enzim sentezinde azalış görülür [16]. Ayrıca besi ortamındaki diğer 

bileşikler ile etkileşir ve enzim denatürasyonudan dolayı aktivitesindede azalış görülür [17]. 

Al-Johani ve ark. [18] optimuminkübasyon süresini 48 saat, optimum pH 8.5 ve sıcaklığı 45°C belirtmişlerdir. 

Asgher ve ark. [19]. B.subtilis JS-2004 için optimal üreme değerlerini 48 saat, 50oC ve pH 7.0 olarak ifade etmişlerdir. 

Ortamın fiziksel özellikleri enzimlerin aktiviteleri üzerinde büyük ölçüde etki etmektedir. Enzimler optimum sıcaklık ve 

pH sınırları içinde en iyi aktiviteyi gösterirler. Bu sınırlar arasında aktivitenin en iyi olduğu optimal değer belirlenir. 

Ayrıca mikroorganizmaların üremeleri için besiyeri pH’sının optimal sınırları içerisinde bulunması gerekmektedir. 

Mikroorganizmanın gelişme ortamının pH’sı morfolojik değişimlere yol açmakta ve buna paralel olarak enzim sentezini 

arttırıcı etki yapmaktadır. 

Çalışmamızda B. subtilis’den elde edilen amilaz için optimum sıcaklık değeri 40 °C, pH değeri ise 7.0 olarak 

bulunmuştur. 40 °C’ nin altında ve üzerinde enzim aktivitesinde azalma olduğu gözlemlenmiştir. Diğer yandan pH 

değerlerine bakıldığında ise pH 7.0’ nin altında ve üstünde enzim aktivitesinde azalmalar görülmüştür. Ekstraselüler α –

amilaz için optimal pH değerleri 3.0 ile 10.0 arasındadır. Çalışmamızda elde ettiğimiz ekstarselüler α-amilazın nötral 

koşullarda maksimum aktivite göstermesi endüstriyel işlemler için uygun olduğunu göstermektedir. Benzer bulgular 

başka araştırıcılar tarafından da ifade edilmiştir. Rezzukoğlu ve ark. [9] yaptığı çalışmada Lactococcus sp. PS-2A α-

amilaz üretiminin; optimum 16. saatte, 35 °C ve pH 7.0’ de gerçekleştirdiğini belirlemişlerdir. Ticari öneme sahip Bacillus 

suşlarının üremesive ekstrasellüler α-amilaz için optimal pH  6.0- 9.0 olarak rapor edilmiştir. Femi-Ola ve ark. [20] izole 

ettikleri Bacillus subtilis BS5’ten ürettikleri α-amilazın optimal pH 6.0, sıcaklığını ise 50°C olarak belirlemişlerdir. 

Vidyalakshmi ve ark. [21] submerged fermantasyonla Bacillus sp.’den elde ettikleri ekstraselülar amilazı optimize 

etmişler, en iyi enzim aktivitesini 35 °C ve pH 7.0’ de gösterdiğini belitmişlerdir. Ray ve ark. [22] tuğla toprağından izole 

edilmiş Bacillus brevis MTCC 7521 suşu ile Ca+2 bağımsız α-amilaz üretimi çalışmaları yapımışlardır. Enzimin optimal 

sıcaklık 50°C, pH 6.0 ve inkübasyon süresi 36. saat olarak tespit edilmiştir. Sankaralingam ve ark. [23] yapmış oldukları 

bir çalışmada SmF yöntemiyle Bacillus licheniformis’ten α-amilaz üretimi üzerine inkübasyon süresi, sıcaklık ve pH’nın 

etkisini araştırmışlar. Çalışmada α-amilaz üretimi için optimum inkübasyon süresinin 48. saat, optimum sıcaklığın 30°C 

ve optimum pH’nın 7.0 olduğu saptanmıştır. Shafiei ve ark. [24] Nesterenkonia sp. F suşuna ait ekstrasellüler amilazın 

biyokimyasal karakterizasyonunu yaparak enzimin optimum sıcaklık ve pH’sının 45°C ve pH 7.5 olduğunu 

bildirmişlerdir. 

Çalışmada azot kaynaklarının enzim üzerine etkisini belirlemek için besiyerlerine % 1 oranında azot 

kaynaklarından eklenmiş olup daha sonra hazırlanan besiyerlerine bakteri ekimleri yapılarak inkübasyona bırakıldı. 48 

saatlik inkübasyon süresinin sonunda yapılan aktivite tayini sonucunda kullanılan azot kaynaklarının amilaz üretimi 

üzerine etkisi araştırıldı. Araştırma sonucunda kontrol ile kıyaslandığında, azot kaynaklarında kontrole yakın amilaz 

aktivitesi elde edildi. Enzim üretimi üzerine karbon kaynaklarının etkisine bakıldığında, bütün karbon kaynaklarında 

kontrole göre daha düşük amilaz aktivitesi elde edildi. Ray ve ark. [22] B.brevis MTCC 7521 suşu ile amilaz üretimi 

çalışmasında azot kaynaklarından et özütünün, pepton, maya özütü ve kazein ile karşılaştırıldığında amilaz üretimini daha 

çok arttırdığını, asparajin, potasyum nitrat, amonyum sülfat, amonyum nitrat ve ürenin enzim üretimini azalttığını tespit 

etmişlerdir. 

Enzim aktivitesi üzerine bazı metallerin etkisi incelendiğinde enzim aktivitesinin metallerden etkilenmediği 

metallere karşı oldukça dirençli olduğu gözlendi. Optimum koşullarda B. subtilis’ten üretilen amilaz aktivitesine deterjan 

etkisi araştırılığında ise deterjanların enzim aktivitesini kısmen inhibe ettiği tespit edildi. Shafiei ve ark. [24] Zn+2, Fe+3, 

Cu+2 ve Al+3iyonları ile amilaz aktivitesinde inhibisyon meydana geldiğini, Ca+2 ile enzim aktivitesinin arttığını 

bildirmişlerdir. %0.5 SDS, %0.2 Triton X-100, Tween 80, Tween 20’ye karşı stabilite gösterdiğini belirlemişlerdir. Ray 

ve ark. [22] amilaz aktivitesi üzerine Ca+2veya surfaktanların (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, sodyum lauril 

sülfat % 0.02)  enzim aktivitesine etki etmediğini belirtmişlerdir. 

Endüstriyel alanlarda tercih edilen enzimlerin, ekonomik yönden kısa zamanda ve az maliyetle yüksek verimle 

üretilebilmesi, değişik uygulamalarda kullanılabilir özellikte olması gerekir.  Yaptığımız çalışmada amilaz aktivitesine 

kısa sürede ve düşük sıcaklıkta ulaşıldığı görülmüş, bu fiziksel parametrelerin optimum değerlerinin kullanılmasıyla 

enzim aktivitesinde artış sağlanabileceği belirlenmiştir. -Amilaz 40oC’de maksimum aktivite göstermesi özelliği ile 

düşük ısıda yıkama işlemini gerçekleştiren çamaşır ve bulaşık makinesi deterjanlarının içeriğinde kullanılabilir. Bu 

konuda yapılacak kapsamlı çalışmalar sonucunda enzim verimi daha da arttırılabilir ve endüstride yaygın kullanım alanı 

bulabilir. 



 

Amylase Production of Bacillus subtilis Isolated from Soil by SmF Method 

Veysi ORTAKAYA 1, Sema AGÜLOĞLU FİNCAN 

64          Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019) 

Kaynaklar 

[1]. Saha, B.C., Jordan D.B., Bothast R.J. (2009). Enzymes, industrial (Overview), Encyclopedia of Microbiology. 

Academic Press, Oxford, 281-294. 

[2]. Ortakaya, V., Agüloğlu Fincan, S., Enez, B. (2017). α-Amylase from Bacillus simplex production, characterization 

and partial purifıcation, Fresenius Environmental Bulletin, 26, 4446-4455. 

[3]. Agüloğlu, S., Enez, B. (2014). Purification and characterization of α-amylase from thermophilic Geobacillus 

stearothermophilus. Starch/Stärke 66, 182–189. 

[4]. Agüloğlu Fincan, S., Enez, B. Ozdemir, S., Matman Bekler, F. (2014). Purification and characterization of 

thermostable α-amylase from thermophilic Anoxbacillus flavithermus. Carbohydrate Polymers, 102, 144-150. 

[5]. Ramya, L. N., Pulicherla, K. K.(2014). Molecular insight sintocold active polygalacturonase enzyme for its 

potential application in foodprocessing, Journal of food science and technology, 52 /9, 5484-5496. 

[6]. Nielsen, J. E., & Borchert, T. V. (2000). Protein engineering of bacterial α-amylases, Biochimica et Biophysica 

Acta, 1543, 253-274. 

[7]. Gupta, R., Gigra, P., Mohapatra, H., Goswami, V. K., Chauhan, B. (2003). Microbial α-amylase: biotechnological 

perspective. Enzyme and Microbial Technology, 38, 1599-1616. 

[8]. Wiseman, A. (1987) The Application of Enzymes in Industry, Handbook of Enzymes Biotechnology Second 

Edition. Chapter 3, 274-373. 

[9]. Rezzukoğlu, İ., Agüloğlu Fincan, S., Enez, B., (2018)  Production and characterization of α-amylase from lactic 

acid bacteria isolated with whey, Biological Diversity and Conservation, 11 /2, 115-122. 

[10]. Wolfgang, A. (2007). Enzyme in industry: Productions and applications. Thirdh Completely Revised Edition. 

Wiley –VCH Pres., 489 pp. 

[11]. Sajedi, R.H., Naderi-Manesh, H., Khajeh, K., Ahmadvand, R., Ranjbar, B., Asoodeh, A., Moradian, F. (2005). A 

Ca-independent α-amylase that is active and stable at low pH from Bacillus sp. KR-8104. Enzyme and Microb. 

Technol., 36, 666-671. 

[12]. Bernfeld P. (1955). Enzymes carbohydrate metabolism, ln Methods in Enzymology, Academic Press, 17, 149-158. 

[13]. Lowry, O.H., Rosebrough. N.J., Farr, A.L. (1951). Protein measurement with the folin phenol reagent, Journal of 

Biological Chemistry, 193, 265- 275. 

[14]. Sasaki H., Kurosawa, K., Takao, S. (1986). Screening of microorganisms for raw starch saccharifying enzyme 

production. Agricultural Biology and Chemistry, 50, 1661-1664. 

[15]. Sarıkaya, E., Gürgün, V. (2000). Increase of the α-amylase yield by some Bacillus strains. Turkey J. Biol., 24:299-

308. 

[16]. Francis, F., Sabu, A., Nampoothiri, K. M., Szakacs, G., Pandey, A. (2002). Synthesis of α-amylase by Aspergillus 

oryzae in solid state fermentation. Journal of Basic Microbiology, 42, 320-326. 

[17]. Ramesh, M.V., Lonsane, B.K.. (1987). Solid state fermentation for production of α- amylase by Bacillus 

megaterium 16M. Biotechnology Letters, 5, 323-328. 

[18]. Al-Johani N.B.,  Al-seeni1 M. N., Ahmed Y. M., (2017). Optimization of alkaline α-amylase production by 

thermophilic Bacillus subtilis, Afr J Tradit Complement Altern Med. 14/1, 288-301. 

[19]. Asgher, M., Javaid Asad, M., Rahman, S.U., Legge, R.L. (2007). A thermostable α- amylase from a moderately 

thermophilic Bacillus subtilis strain for starch processing. Journal of Food Engineering, 79, 950–955. 

[20]. Femi-Ola, T.O., Olowe, B.M., (2011) Characterization of alpha-amylase from Bacillus subtilis BS5 isolated from 

Amitermes evuncifer silvestri. Research Journal of Microbiology, 6: 140-146. 

[21]. Vidyalakshmi, R., Paranthaman and J. Indhumathi, 2009. Amylase production on submerged fermentation by 

Bacillus sp. World Journal of Chemistry, 4: 89-91. 

[22]. Ray R. C., Kar S., Nayak S., Swain M. R. (2008). Extracellular α-amylase production by Bacillus brevis MTCC 

7521, Food Biotechnology, Vol. 22, 234–246. No. 3. 

[23]. Sankaralingam, S., Kumar, C., Shankar, T., Ramasubburayan, R., Prakash, S. 2012. Optimization of culture 

conditions for the production of amylase from Bacillus licheniformis on submerged fermentation. American-

Eurasian J. Agric. & Environ. Sci., 12(11): 1507-1513. 

[24]. Shafiei, M., Ziaee, A.A., Amoozegar, M.A. (2010). Purification and biochemical characterization of a novel SDS 

and surfactant stable, raw starch digesting and halophilic α- amylase from a moderately halophilic bacterium 

Nesterenkonia sp strain F. Process Biochemistry, 45, 694-699 

 

(Received for publication 5 July  2019; The date of publication 15 December 2019) 



 

www.biodicon.com                                                                            Biological Diversity and Conservation 

ISSN 1308-8084 Online; ISSN 1308-5301 Print                                                               12/3 (2019) 65-69 

Research article/Araştırma makalesi 

DOI: 10.5505/biodicon.2019.69885 

 

Analysis of genomic stability and DNA damage in plants exposed to cement dust pollution using the RAPD 

analysis 

 

Serap SUNAR *1, Filiz AYGUN ERTURK2, Guleray AGAR3 

ORCID: 0000-0002-2011-1117; 0000-0002-9973-5669; 0000-0002-8445-5082 

 
1Erzincan Binali Yıldırım Univ., Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Botany, Erzincan 24000, Turkey 

2 Bayburt University Faculty of Health SciencesNutrition and Dietetics, Bayburt 69000, Turkey 
3 Ataturk University, Faculty of Science, Department of Biology, Erzurum 25240, Turkey 

 

Abstract 

One of the most important environmental pollutants is cement dust. In this study, RAPD technology was used to 

define the potential genotoxic impact of cement dust on plants. For this purpose, the DNA comparison of 12 plant species( 

Convolvulus sepium, Astragalus christianus, Taraxacum androssovii Medicago varia, Alyssum murale, Artemisia 

spisigera, Falcaria vulgaris, Anchusa strigose, Glaucium leiocarpum, Salvia syriaca, Cryciata taurica Tragopogon 

albinervis)collected from the areas of 10000 m (Control area) or 0-100 m away from Askale cement factory in Erzurum; 

was performed. 16 primers were used, and 390 bands were obtained. Important differences were observed in plant RAPD 

profiles collected from 0-100 m areas when compared to their respective controls (10000 m away from the factory). Some 

bands in control plants got lost, and new band formations were observed. The Genomic template stability (GTS) value 

decreased significantly in plants collected from 0-100 m area as compared to the controls (%56.20). Soil samples from 0-

100 m and control area were collected and examined for their heavy metal contents. According to the analysis results, 

Nickel, Cadmium, Zinc, Lead and Copper concentrations were found to be dramatically high in the soil collected from 0-

100 m as compared to the control area. These results indicate that the high heavy metal content in the soil causes the 

changes in RAPD profiles and GTS in plants. The data also indicated that RAPD and GTS assays are basic, effective and 

reproducible means of the genotoxicity control of environmental pollution.  

 

Key words: Cement dust, Plants, Soil, Heavy Metals, Genotoxicity  

 

----------  ---------- 

 

Çimento tozu kirliliğine maruz kalan bitkilerde RAPD analizi ile genomik stabilite ve DNA hasarının analizi  

 

Özet 

En önemli çevre kirleticilerinden biri çimento tozudur. Bu çalışmada, çimento tozunun bitkiler üzerindeki 

potansiyel genotoksik etkisini tanımlamak için RAPD teknolojisi kullanılmıştır. Bu amaçla, Erzurum'da Askale çimento 

fabrikasına 10000 m (Kontrol alanı) ve 0-100 m uzaklıkta toplanan 12 bitki türünün ( Convolvulus sepium, Astragalus 

christianus, Taraxacum androssovii Medicago varia, Alyssum murale, Artemisia spisigera, Falcaria vulgaris, Anchusa 

strigose, Glaucium leiocarpum, Salvia syriaca, Cryciata taurica Tragopogon albinervis)DNA karşılaştırması yapıldı. 

Çalışmada 16 RAPD primeri kullanılmış ve 390 bant elde edilmiştir. 0-100m alanlardan toplanan bitki RAPD 

profillerinde, kontrollerine göre (fabrikadan 10000 metre uzakta) önemli farklılıklar gözlenmiştir. Kontrol bitkilerinde 

bazı bantların kaybolduğu ve yeni bantların oluştuğu görülmüştür. Ayrıca, GTS (Genomic template stability) değeri, 0-

100 m alandan toplanan bitkilerde, kontrollerinkilerle karşılaştırıldığında önemli ölçüde azaldığı görülmüştür( %56.20). 

0-100m ve kontrol alanından toprak örnekleri toplanmış ve ağır metal içerikleri bakımından incelenmiştir. Analiz 

sonuçlarına göre, 0-100 m'den toplanan topraklarda Nikel, Kadmiyum, Çinko, Kurşun ve Bakır konsantrasyonlarının, 

çarpıcı şekilde yüksek olduğu bulunmuştur. Bu sonuçlar topraktaki yüksek ağır metal içeriğinin bitkilerde RAPD 

profillerinde ve GTS’de değişikliklere neden olduğunu göstermektedir. Sonuçlar RAPD ve GTS testlerinin çevre 
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kirliliğinin bitkiler üzerindeki genotoksik etkisini tanımlamak için temel, etkili ve tekrarlanabilir yöntemler olduğunu 

göstermiştir.  

 

Anahtar kelimeler: çimento tozu, bitki, toprak, ağırmetal, genotoksisite 

 

1. Introduction 

 

Environmental pollutants can have deleterious effects on living organisms. The cement dust contains some toxic 

substances like nickel, lead, cadmium, zinc, magnesium, copper, beryllium, fluoride and sulfuric acid and its dispersal in 

the environment leads to some deleterious effects [1; 2; 3; 4].  Wind, rain, etc. provide the dispersion of cement dust over 

a wide area, and it accumulates in soil, humans, animals and plants. Cement dust pollution has been reported to have 

negative effects on plant development and growth. It has been reported that the toxicity mechanisms of cement dust in 

the organism are associated with accumulation of high heavy metal concentrations in the soil [5; 6; 7]. When rats are 

exposed to inhalation of cement dust, symptoms, such as focal pulmonary emphysema and atrophy of elastic fibers, have 

been observed in the pulmonary tissue [8].  Another study has reported the widespread prevalence of bronchitis and higher 

respiratory symptoms, as well as bronchial asthma, in workers exposed to cement dust when compared to unexposed 

individuals [9]. An increase in the risk of stomach cancer has been observed in cement factory workers. The increased 

prevalence of lung cancer has been observed among masons working with cement [10]. Moreover, laryngeal cancer, 

colorectal cancer, and colorectal tumors have been observed in workers exposed to cement dust and engaged in Portland 

cement production [11; 12]. The prolonged exposure to it has been expressed as a risk factor in terms of right-sided colon 

cancer [13]. Additionally, the mutagenic potential and genotoxic effects of cement dust have been assessed by using the 

analysis of chromosomal aberrations [14].  However, the effect of cement dust on DNA damage and GTS has not been 

elucidated in plants, and genotoxic effects of pollutants are measurable. In the present article, our aim was to identify the 

genotoxic impacts of cement dust pollution in different plant species, growing around a cement factory using the RAPD 

molecular technique.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Plant samples 

The plants utilized in the present study were collected at flowering stage in July 2013 from areas near Askale 

cement factory, Erzurum, Turkey. 12 wild plant species were collected at a distance of 10000 meters from the external 

regions of the cement factory. The above-mentioned species were identified by comparing with the voucher specimens 

stored in Ata Herbarium at the Department of Biology, Faculty of Science, Atatürk University, Erzurum, Turkey. The 

specimens of the same plant species were then collected from a distance of 0-100 meters from the external region of the 

cement factory. Similar-aged leaves were collected and left in thermos containing ice for later use in the experiment. The 

leaf specimens were rapidly transported and stored in a deepfreeze (-80oC) until required for analysis. For the purpose of 

eliminating superficial contamination by cement dust, deionized water was used to wash all leaf specimens gathered from 

both sampling sites (10000 m and 0-100 m from the factory) before subjected to analysis. 

Two soil samples were collected near Askale cement factory and from the control area (10000 m away from the 

factory) and transported to the laboratory. These samples were air dried in the laboratory. The grinding of the soil samples 

was done and these were sieved through a 2mm sieve. The analysis of the specimens for heavy metal contents was carried 

out by using “Inductive coupled plasma-optical emission spectroscopy (ICP-OES)”.  

2.2. DNA extraction and RAPDs 

Genomic DNA was isolated following the method described by Zeinalzadehtabrizi et al., [15] with small 

alterations. Standard 10-base primers provided by Operon for RAPD were utilized for screening the control (unexposed) 

groups.  PCR reaction mix contents and PCR conditions are presented in Table 1. Screening of 40 oligonucleotide primers 

in total was performed, and 16 primers were chosen among them and utilized for further studies. PCR amplifications were 

carried out in a Bio-Rad thermocycler (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). The reaction mixtures 30 

microliter (ϻl) were fixed in the way described below: 100 ng of gDNA, 1× buffer (10 mM Tris–HCl, 50 mM KCl, 

pH=8.3), 2.5 mM of MgCl2, 10 mM of dNTP, 5 U of Taq polymerase (Cinagen Co., Iran) and 5 of mM each primer. 

The PCR products were separated with agarose (1.5% w/v) gel electrophoresis at 70 V for 150 min. The nanodrop 

spectrophotometer (Qiagen, Qiaxpert Instrument, Germany) was utilized for checking quality and quantity of the 

amplified DNA products.  

The RAPD bands were assessed by means of Total Lab TL120 computer software program. Genomic template 

stability percentage (GTS, %) was computed as described below: GTS=100-(100 x a/n), where a represents the average 

number of polymorphic bands determined in every specimen treated, and n represents the number of total bands in the 

control. RAPD profile polymorphisms were manifested as, the disappearance of a normal band and the appearance of a 

new band in comparison with the control. The average value was counted up for every experimental group. For the 

purpose of computing the polymorphism value %, the 100 x a/n formula was utilized.  
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Table 1. PCR reaction mix contents and conditions 

PCR Reaction Mix Contents  

PCR buffer 1X 

MgCl2 2.5 mM 

Dntp 10 mM 

gDNA 100 ng 

Primer 5 mM 

Taq DNA polymerase 5 U 

Total volume of each sample 30 µL 

 

PCR Conditions 

 

2 min at 95°C; 2 cycles of 30 s at 95°C, 1 min annealing at 37°C, 2 min extension at 72°C; 2 cycles of 30 s 

at 95°C, 1 min at 35°C, 2 min at 72°C; 41 cycles of 30 s at 94°C, 1 min at 35°C, 2 min at 72°C; by a final 5-min 

extension at 72°C. 

 

3. Results 

 

Table 2 presents the RAPD profiles of plants collected from 0-100 m and 10000 m, generated from 16 primers. 

Differences were determined in the banding patterns upon examining the plant RAPD profiles, which were distinctly 

demonstrated by the appearance/disappearance of a number of bands when comparison of plants growing around the 

cement factory and from control sites was performed. All RAPD profiles showed the differences. All the bands formed 

varied in the range of 50 bp and 2000 bp. There were polymorphic bands in every plant for primers. The polymorphism 

value was determined as; P (%) = 0, 37.8, 33.3, 43.7, 33.9, 25.76, 40.8, 23.02, 24.39, 22.66, 31.07, 24.34 and 21.31 for 

12 wild plant species, respectively (Table 2). Polymorphism resulted from the loss and/or gain of amplified bands in the 

plants exposed to dust as compared to the controls under all conditions. Alterations in the RAPD patterns were recorded 

as decreases in GTS.  

The results of the heavy metal analyses of soil samples collected from 0-100 m and 10000 m from the cement 

factory are presented in Table 3. The cadmium concentrations of the soil at 0-100 m and 10000 m from the factory were 

0.024 ppm and 0.338 ppm respectively. The lead Copper nickel and zinc concentrations around the factory were 

approximately four times higher than the control soil. This situation can be attributed to the fact that the heavy metal 

contents of the soil around the cement factory increases due to dust em erging during cement production. 

 

4. Conclusions and discussion 

 

The cement industry is an important source of air pollution. Some authors have shown that the dust emerging 

during cement production causes negative impacts on the health of cement factory employees, plants and some animals 

[14; 16]. Earlier papers on the effect of cement dust indicate that it causes liver abnormalities, carcinogenesis, pulmonary 

disorders and affects chromosomal aberrations frequency in the cement factory workers [12; 13; 14]. 

In the present study, RAPD profile changes and a decrease in GTS were observed in the plants exposed to cement dust. 

Various polymorphic bands in RAPD band were acquired, and decrease in GTS demonstrated that cement dust is 

genotoxic (Table 2). A possible mechanism that can explain the effect observed in our study is the generation of reactive 

oxygen species (ROS). Some studies have demonstrated that exposure to cement dust causes the overproduction of ROS 

and suppresses the activity of enzymatic antioxidants in plant tissues, and leads to oxidative stress [3; 17; 18; 19; 20]. 

Deoxyribose, purine and pyrimidine bases in the DNA molecule may be attacked by ROS, which can lead to 

DNA strand break. As a result of this the possibility of chromosome/chromatid fragmentation may increase, and therefore 

RAPD band changes may take place. The heavy metal content analysis of the soil surrounding the cement factory has 

revealed that the concentrations of lead, cadmium, copper, nickel and zinc were generally observed low at a distance 

higher than 10000 m from the cement factory. Different scientists have obtained similar findings in relation to genotoxic 

impacts of the same heavy metals on various plants using RAPD [21; 22]. 

Although copper, nickle and zinc are very important for plant development and growth, high concentrations of 

these elements adversely affect organisms and may generate ROS in the cells. Nearly all cellular macromolecules, as well 

as DNA, may be damaged by free radicals [21; 23; 24]. Different genotoxic tests, including RAPD, comet, micronucleus, 

or chromosome aberration assays, have been employed in various studies to demonstrate the genotoxic impact of lead 

and cadmium on plants. Their genotoxic effects have been been explained as affecting the DNA synthesis and their 

functioning as an enzymatic inhibitor of the enzyme system, which is necessary for the chain reaction of DNA synthesis 

and lesions caused by ROS [21; 22; 23; 25;26]. 

In conclusion, it can be said that cement dust has a genotoxic effect and leads to DNA damage in different plant 

species, growing around cement factories without filters in the outlet chimneys, and this can be attributed to the presence 

of heavy metals in the soil surrounding the cement plant.  
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Table 2. Changes of GTS and polymorphism values of all used primers 

Primers Control 
Convolvulus 

sepium 

Astragalus 

christianus 

Taraxacum 

androssovii 

Medicago 

varia 

Alyssum 

murale 

 

Artemisia 

spisigera 

Falcaria 

vulgaris 

Anchusa 

strigose 

 

Glaucium 

leiocarpum 

 

Salvia 

syriaca 

 

Cryciata 

taurica 

 

Tragopogon 

albinervis 

 

OPA-13 

CAGCACCCAC 
100 78.00 91.00 69.00 56.70 84.30 70.00 78.30 91.40 100.00 57.90 84.20 63.90 

OPH-17 

CACTCTCCTC 
100 35.00 76.00 64.30 60.00 79.50 100.00 92.40 89.30 77.60 77.80 87.30 79.50 

OPA-2 

TGCCGAGCTG 
100 43.00 62.80 47.90 70.00 50.70 82.00 100.00 67.50 79.40 43.90 76.10 59.30 

OPA-1 

CAGGCCCTTC 
100 38.00 45.10 44.20 85.00 83.10 61.00 87.70 56.00 67.50 75.60 90.40 60.90 

OPA-6 

GGTCCCTGAC 
100 75.90 31.00 79.00 100.00 55.60 72.70 91.30 100.00 91.70 71.80 75.30 84.70 

OPH-14 

ACCAGGTTGG 
100 83.00 42.40 87.00 71.00 93.20 47.00 67.90 60.10 49.80 89.40 64.10 91.90 

OPH-18 

GAATCGGCCA 
100 42.00 100.00 40.00 67.00 60.50 59.00 71.70 64.30 87.30 85.70 56.30 87.80 

OPY-6 

AAGGCTCACC 
100 86.00 39.50 35.90 78.00 78.00 36.00 93.40 71.90 65.80 64.30 82.90 73.50 

OPY-1 

GTGGCATCTC 
100 59.00 74.00 61.00 65.90 94.00 48.00 65.00 74.80 54.60 80.00 64.80 69.60 

OPY-8 

AGGCAGAGCA 
100 51.70 57.00 74.00 47.00 83.00 64.50 72.40 84.90 92.40 76.00 78.80 70.70 

OPY-15 

AGTCGCCCTT 
100 60.00 81.00 39.80 80.00 91.00 54.00 87.30 79.90 75.50 67.00 69.30 55.00 

OPY-16 

GGGCCAATGT 
100 44.00 94.20 48.90 63.80 72.00 57.00 88.00 86.50 56.80 67.80 60.80 74.90 

OPW-1 

CTCAGTGTCC 
100 69.60 100.00 50.00 75.60 68.00 33.00 74.30 83.40 84.40 74.00 91.90 78.30 

OPB-8 

GTCCACACGG 
100 72.00 44.40 54.00 64.00 89.00 55.70 43.20 66.60 79.00 60.00 77.60 86.40 

OPW-7 

CTGGACGTCA 
100 81.00 71.00 72.00 42.90 52.00 67.00 74.00 73.40 82.70 90.20 70.90 60.70 

OPW-5 

GGCGGATAAG 
100 76.10 89.00 42.00 36.50 54.00 39.00 44.80 59.80 93.00 89.30 80.00 66.00 

GTS % 100 62.10 66.70 56.20 66.0 74.24 59.10 76.98 75.61 77.34 68.93 75.66 72.69 

Polymorphism % 0 37.80 33.30 43.70 33.90 25.76 40.80 23.02 24.39 22.66 31.07 24.34 21.31 
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Abstract 

In this study, the pollen structure of species belonging to the genus Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae) 

in Turkey with micromorphological method which is scanning electron microscopy (SEM) were examined. The genus is 

represented by 12 species, 4 of which are endemic. Species examined in this study and their endemism status: Petrorhagia 

lycica (P.H.Davis) P.W.Ball. & Heywood (endemic), P. cretica (L.) P.W.Ball & Heywood, P. alpina (Hablitz) P.W.Ball. 

& Heywood subsp. alpina, P. alpina (Hablitz) P.W.Ball. & Heywood subsp. olympica (Boiss.) P.W.Ball. & Heywood, 

P. saxifraga (L.) Link, P. pamphylica (Boiss. & Balansa) P.W.Ball. & Heywood (endemic), P. peroninii (Boiss.) 

P.W.Ball. & Heywood (endemic), P. prolifera (L.) P.W.Ball. & Heywood, P. dubia (Raf.) G.López & Romo. Petrorhagia 

species, which generally spread in habitats such as stony areas, fields and road sides, were collected in the project between 

2003-2007. As a result of the study, it was found that the pollen shape of the genus was spheroid and the pollen species 

were porous in all species. However, among the species; pollen sizes, number of pores, pollen and operculum 

ornamentations show differences.  

 

Key words: Caryophyllaceae, Petrorhagia (Ser.) Link, pollen, micromorphology, SEM 
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Petrorhagia (Ser.) Link taksonlarının polen mikromorfolojisi  

 

Özet 

 

Bu çalışmada Türkiye’de yayılış gösteren Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsine ait türlerin polen 

yapıları mikromorfolojik yöntemle, taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanılarak incelenmiştir. Cins Ülkemizde 4 

türü endemik olmak üzere 12 türle temsil edilmektedir. Bu çalışmada incelenen türler ve endemizm durumları: 

Petrorhagia lycica (P.H.Davis) P.W.Ball. & Heywood (endemik), P. cretica (L.) P.W.Ball & Heywood, P. alpina 

(Hablitz) P.W.Ball. & Heywood subsp. alpina, P. alpina (Hablitz) P.W.Ball. & Heywood subsp. olympica (Boiss.) 

P.W.Ball. & Heywood, P. saxifraga (L.) Link, P. pamphylica (Boiss. & Balansa) P.W.Ball. & Heywood (endemik), P. 

peroninii (Boiss.) P.W.Ball. & Heywood (endemik), P. prolifera (L.) P.W.Ball. & Heywood, P. dubia (Raf.) G.López & 

Romo. Genellikle taşlık alanlar, tarla ve yol kenarları gibi habitatlarda yayılış gösteren cinsin türleri 2003-2007 yılları 

arasında proje kapsamında toplanılmıştır. Çalışma sonucunda Petrorhagia cinsi polen şeklinin sferoid olduğu ve türlerin 

tamamında polenlerin porlu (poliporat) yapıda oldukları bulunmuştur. Ancak türler arasında; polen büyüklükleri, por 

sayıları, polen ve operkulum ornemantasyonları farklılıklar göstermektedir.  

 

Anahtar kelimeler: Caryophyllaceae, Petrorhagia (Ser.) Link, polen, mikromorfoloji, SEM 
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1. Giriş 

 

Caryophyllaceae familyasında yer alan Petrorhagia (Ser.) Link cinsi ile ilgili ilk çalışmalar 1890’lara kadar 

gitmektedir. Ancak o dönemlerde cinse ait türler Tunica auct. cinsi içerisinde tanımlanmış olup ‘Synopsis of the genus 

Tunica’ başlıklı makalede cinsin o güne kadar ki durumuna açıklık getirilmeye çalışılmış ve 27 Tunica türü verilmiştir 

[1]. 

Petrorhagia cinsi ilk olarak Link tarafından 1831 yılında 4 türü olan bir cins olarak oluşturulmuştur. Burada 

Link’in temel aldığı örnekler aslında Seringe tarafından 1824 yılında, Gypsophila cinsinin Petrorhagia seksiyonu olarak 

verilmiş olan türlerdir [2]. 

Petrorhagia’nın asıl olarak Ball ve Heywood [2] tarafından yapılan revizyonu, hem cinsin durumunu netleştirici, 

hem de o dönemlerde yazılmakta olan Avrupa Florası [3]’na hazırlayıcı bir bağlantı görevi üstlenmektedir. Araştırıcılar 

bu çalışmada Tunica L., Dianthus L., Gypsophila L. cinsleri başta olmak üzere farklı cinslere ait 50’nin üzerinde takson 

inceleyerek, Petrorhagia cinsinin 25 tür, 4 alt tür ve 4 varyeteyi içeren revizyonunu yayınlamışlardır. Bu çalışma, cinse 

ait o güne kadar yapılan en kapsamlı çalışma olup, birçok sorunun çözümünü sağlamıştır. 

Petrorhagia dünya üzerinde 34 takson ile tanımlanmaktadır. Temel olarak doğu Akdeniz bölgesinde ve 

güneydoğu Avrupa’da yetişen cinsin yayılışı, Madeira’nın batısına ve Kanarya Adaları’na (birer tür) ve doğuda Pakistan 

ve Kaşmir’e ulaşmakta (birer tür), kuzey Afrika’da ise birkaç türü bulunmaktadır. P. saxifraga, P. prolifera ve P. 

nanteuilii dışında doğu, batı, orta ve kuzey Avrupa’da yayılış göstermemektedir. Tür sayısının en fazla olduğu ülkeler 

Türkiye (12 tür) ve Yunanistan (18 tür)’dır.  4 tür Türkiye, 8 tür Yunanistan ve Ege Adaları, 3 tür kuzey Afrika, 2 tür 

Girit, 1 tür İran için endemiktir. Dünyada kozmopolit olarak yayılış gösteren 4 yaygın türü mevcuttur. Bu türler: P. 

saxifraga (merkez ve güney Avrupa’dan güneybatı Asya’ya kadar); P. prolifera (merkez Avrupa ve güney Avrupa 

dağları, Kafkaslar, kuzey Anadolu ve kuzey Afrika’nın batısı); P. alpina (merkez ve batı Asya dağlarından Bulgaristan’ın 

güneyine kadar); P. dubia (Akdeniz havzası) [3-5]. 

Cins Ülkemizde 12 tür ile temsil edilmekte olup 4 tür endemiktir, endemizim oranı % 33’dür [6-9]. 

Petrorhagia, morfolojik olarak karakterize edilmesi zor bir cinstir. Çünkü bazı karakterlerinde değişkenlikler 

vardır ve bu değişken karakterler hem Dianthus hem de Gypsophila cinsleri için baskın taksonomik kriterlerdir [2]. Bu 

nedenle polen ve tohum gibi ayırt edici karakterlerin ayrıntılı olarak çalışılması cinsin baskın özelliklerinin 

belirlenmesinde önemli olacaktır. 

Caryophyllaceae familyasının polen morfolojisi Bittrich [10]’de genel olarak verilmiştir. Chanda [11] tarafından 

İskandinavya’da yetişen Caryophyllaceae familyasının 9 cinsine ait 36 türün polen morfolojileri çalışılmış ve bu 

çalışmada polenlerin ayrıntılı betimleri ve polen anahtarı verilmiştir. Ayrıca Yıldız [12], Caryophyllaceae familyasından 

15 cinse ait 45 türün polen yapısını mikromorfolojik özellikleri ile tanımlamıştır. Bu çalışmada Petrorhagia alpina subsp. 

alpina türü de yer almaktadır. 

Petrorhagia cinsi ile ilgili yapılmış olan polen çalışmalarına bakıldığında; Candau [13], güney İspanya’dan 

Caryophyllaceae familyasının Silenoideae alt familyasından 7 cinse ait 19 türün polen yapılarını çalışmıştır. Bu çalışmada 

P. prolifera, P. nanteuilii ve P. velutina türleri de yer almaktadır. Ayrıca Aktaş ve ark. [14] cinse ait 10 taksonun polen 

morfolojisini karşılaştırmalı olarak çalışmışlardır. Bu çalışmada P. dubia’nın en büyük çaplı, P. alpina subsp. alpina’nın 

en küçük çaplı polenler olduğunu ve cinsin 12 ile 22 arasında değişen por sayıları bakımından P. saxifraga ve P. dubia’nın 

12-14 porlu, P. alpina subsp. alpina, P. alpina subsp. olympica ve P. hispidula’nın ise 20-22 porlu olduğunu 

belirtmişlerdir. Çalışmada mikromorfolojik görüntüler ve Petrorhagia polenlerinin kantitatif karakterlerine dayalı küme 

analizi sonuçlarını gösteren dendrogram da yer almaktadır. 

Familyanın diğer cinslerine ait polen mikromorfolojisi çalışmaları incelendiğinde:  Bolanthus (Ser.) Rchb. [15];  

Dianthus L. [16-18];  Gypsophila L. [19];  Minuartia Loefl. [20];  Paronychia Mill. [21];  Saponaria L. [22-24];  

Scleranthus L. [25];  Silene L. [26-31];  Velezia L. [32] ait farklı çalışmalar bulunmaktadır. 

Bu çalışma, Petrorhagia cinsine ait türlerin polen yapılarının mikromorfolojik özelliklerini belirlemek amacıyla 

yapılmıştır. 

 

2. Materyal ve yöntem 

 

2003-2007 yılları arasında doğal yayılış ortamlarından toplanılarak standart herbaryum tekniklerine göre [33] 

herbaryum örneği haline getirilmiş Petrorhagia türleri, Eskişehir Osmangazi Üniversitesi herbaryumunda OUFE kayıt 

numaraları ile saklanılmaktadır (Tablo 1). Çalışmada kullanılan polenler bu herbaryum örneklerinin çiçeklerinden temin 

edilmiştir (Tablo 1’de ** ile işaretli). 

Polen yapısının belirlenmesinde Elektron Mikroskobu (SEM) kullanılmıştır [34]. Her türün poleni, çift taraflı 

yapışkan bant kullanılarak inceleme stubları üzerine monte edilmiştir. Daha sonra her örnek 60 saniye boyunca Polaron 

SC7620’da 100-Å kalınlığında altın tabakası ile kaplanmıştır. Son olarak Jeol 5600 LV Scanning Electron Microscope’da 

incelenerek fotoğraflanmıştır. 
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Tablo 1. Petrorhagia türlerinin toplandığı lokaliteler 

Türler Toplandığı Lokaliteler 

P. lycica C2 Muğla: Fethiye, Babadağ, eşek bayıltan mevkisinin güneyi, 1525-1540 m, 21.07.2006, N 36º 31´ 67.4´´ E 

29º 11´ 76.6´´, İEP 104, OUFE 13479** 

P. cretica B2 Balıkesir: Harmancık-Dursunbey arası, çeşme kenarı, 310 m, güney yamaç, 30.06.2006, N 39º 37´ 55.7´´ 

E 28º 46´ 41.6´´, İEP 96, OUFE 13482. Kütahya: Tunçbilek, Ömerler kömür ocağı girişi, 932 m, 25.06.2005, 

N 39º 40´ 48.5´´ E 29º 27´ 16.4´´, İEP 80, OUFE 13481**. C3 Isparta: Şarkikaraağaç, Kızıldağ Milli Parkı, 

ca. 1200 m, 14.6.2004, İEP 24, OUFE 13480 

P. alpina subsp. 

alpina 

C4 Niğde-Aksaray: Hasan dağı, Taşpınar yaylası, 1730 m, 15.06.2006, İEP 95, OUFE 13483** 

P. alpina subsp. 

olympica 

A2 Bursa: Uludağ, Sarıalan, 1634 m, 06.07.2006, İEP 102, OUFE 13486. Dumlupınar, Oysu köyü çıkışı, 

Juniperus-Pinus ormanı, taşlık kuzey yamaç, 1090 m, 29.05.2006, N 38º 58´ 20.2´´ E 29º 51´ 17.8´´, İEP 91, 

OUFE 13485. C4 Konya: Kuruçay-Sarıot yaylası, 1730 m, 16.7.2004, kuzey doğu yamaçlar, Cedrus-Abies 

karışık orman altı, Karamıkoğlu Oluğu kümesine 100 m kala, N 37º 13.402´, E 32º 00.333´, İEP 37, OUFE 

13484** 

P. saxifraga A5 Samsun: Ladik, Hamamayağı-Ladik, kuzey doğu taşlık yamaç, 795 m, 28.06.2005, N 40º 58´ 9.2´´ E 35º 

47´ 14.8´´, İEP 83a, OUFE 13493**; Ladik, Hamamayağı’na ca. 9 km kala, taşlık kuzey yamaç, 930 m, 

28.06.2005, N 40º 55´ 57.5´´ E 35º 50´ 24.3´´, İEP 84, OUFE 13488 

P. pamphylica C2 Antalya: Korkuteli-Antalya, 33. km, 415 m, yolun güney doğusu, Düzlerçamı köprüsünden sonra, yol 

kenarı, İEP 105, OUFE 13489**. C3 Antalya: Gebiz, kuzey batı yönünde 20 m, yer yer Quercus ve Pinus altı, 

23.07.2006, N 37º 07´ 22.2´´ E 30º 54´ 74.9´´, İEP 106, OUFE 13490 

P. peroninii C4 Antalya: Antalya: Alanya, Mahmutlar-Gözüküçüklü, biçilmiş tarla içi, güney-güney batı yamaç, 109 m, 

06.09.2006, N 36º 29´ 38.1´´ E 32º 07´ 24 9´´, İEP 110, OUFE 13491** 

P. prolifera A3 Zonguldak: Devrek-Eğerci yolu, Özbağı’na 300 m kala, 190 m, 30.7.2004, çay kenarının üst kısmı, yol 

kenarı, İEP 43, OUFE 13492. A5 Samsun: Ladik, Hamamayağı-Ladik, kuzey doğu taşlık yamaç, 795 m, 

28.06.2005, N 40º 58´ 9.2´´ E 35º 47´ 14.8´´, İEP 83b, OUFE 13487** 

P.  dubia A1(A) Çanakkale: Çanakkale-Lapseki arası, 3-5. km, ekilmemiş tarla içi, 148 m, 20.05.2005, N 40º 09´ 27.3´´ E 26º 27´ 

36.3´´, İEP 69, OUFE 13495**; Çanakkale-Lapseki yolu, kuzey yamaç, 120 m, 02.07.2006, N 40º 09´ 55.4´´ E 26º 28´ 
14.7´´, İEP 100, OUFE 13497. 24.3´´, İEP 84, OUFE 13488. B1 Çanakkale: Ayvacık’tan 3-4 km sonra, güney batı yamaç 

ve yol kenarı, 02.07.2006, N 39º 39´ 42.1´´ E 26º 23´ 37.3´´, İEP 98, OUFE 13496; Ayvacık’a 11 km kala, 392 m, 

20.05.2005, N 39º 34´ 17.7´´ E 26º 35´ 38.9´´, İEP 98, OUFE 13498. Balıkesir: Hüseyinbeyobası’ndan 4.5 km sonra, 

Havran’a 25 km kala, ca. 400 m, 15.7.2003, İEP 5, OUFE 13470; Kaz Dağı, Sarıkızyaylası’na doğru, 195 m, 15.5.2004, 

İEP 14, OUFE 13474**; Akçay-Altınoluk arası, 3. km, 5 m, 15.5.2004, İEP 15, OUFE 13475; Behramkale’ye 10 km kala, 

18 m, 15.4.2004, İEP 16, OUFE 13476; Behramkale, ca. 200 m, 15.5.2004, İEP 17, OUFE 13477; Balıkesir-Edremit yolu, 
2.5. km, 405 m, doğu yönü, taşlık yamanç, P. nigra altı, 19.05.2005, N 39º 39´ 19.1´´ E 27º 48´ 22.9´´, İEP 66, OUFE 13478. 

Manisa: Turgutlu’ya 7 km kala, Derbent girişi, 220 m, 18.4.2004, İEP 9, OUFE 13500; Spil dağı, 312 m, 21.05.2005, N 38º 

36´ 16.6´´, E 27º 26´ 50.4´´, İEP 71, OUFE 13502; Spil dağı, 700 m, batı yönü, yol kenarı, 21.05.2005, N 38º 35´ 31.2´´, E 
27º 26´ 01.1´´, İEP 72, OUFE 13503**. İzmir: Emiralem-Muradiye arası, taşlık güney yamaç, 70 m, 21.05.2005, N 38º 27´ 

48.7´´ E 27º 12´ 18.7´´, İEP 70b,OUFE 13506. B1/2 Manisa: Bozdağ, çamurbanyoları mevkii, yolun batısı, yamaç, 295 m, 

21.05.2005, N 38º 27´ 25.1´´, E 28º 03´ 07.6´´, İEP 73, OUFE 13504; Bozdağ, Gökköy’den 8 km sonra, batı yamaç, 930 m, 
N 38º 25´ 15.7´´ E 28º 04´ 59.4´´, İEP 74, OUFE 13505. B2 Balıkesir: Dursunbey’e 20 km kala, 420 m, 14.5.2004, İEP 11, 

OUFE 13471; Dursunbey’e 10 km kala, 540 m, 14.05.2004, İEP 12, OUFE 13472; Dursunbey-Balıkesir yolu, Balıkesir’e 
10 km kala, 540 m, 14.5.2004, İEP 13, OUFE 13473; Manisa: Selendi-İzmir yolu kavşağı, 508 m, 17.4.2004, İEP 8, OUFE 

13499; Sart Harabeleri, 230 m, 18.4.2004, İEP 10, OUFE 13501. B3 Bilecik: Bozüyük-Bilecik girişi, 873 m, 21.6.2003, İEP 

1, OUFE 10456**. C2 Denizli: Babadağ, 960 m, 10.7.2004, İEP 34, OUFE 13507. Muğla: Fethiye-Kaş, Minare’ye doğru, 
Çaykenarı-Arifler yolu, P. nigra altı, ca. 130 m, 23.04.2005, İEP 45, OUFE 13508; Fethiye, Minare köyüne giderken, 

güneybatı yamaç, zeytin altı, 190 m, 23.04.2005, N 36º 29´ 27´´ E 29º 16´ 22´´, İEP 46, OUFE 13509; Fethiye, Eşme 

Jandarma Karakolu önü, 80 m, 24.04.2005, N 36º 27´ 48´´ E 29º 17´ 15´´ , İEP 47, OUFE 13510; Pınara Antik kenti, 330 
m, 23.04.2005, N 36º 29´ 36.7´´ E 29º 15´ 26.6´´, İEP, OUFE 13511. Antalya: Kaş-Kale, Kekova kavşağından 5 km sonra, 

güney, Quercus altı, 420 m, 24.04.2005, N 36º 15´ 46.4´´ E 29º 57´ 04.0´´, İEP 48, OUFE 13516; Kaş-Kale, Kale girişi, 

Demre girişine 3 km kala, 30 m, 24.04.2005, N 36º 14´ 09.9´´ E 29º 58´ 19.9´´, İEP 49, OUFE 13517; Demre-Beymelek, 
yol kenarı, 2 m, 24.04.2005, İEP 50, OUFE 13518. C3 Antalya: Askeri havaalanı yanı, refüj, 27.05.2006, N 36º 56´ 18.1´´ 

E 30º 29´ 11.5´´, İEP 87, OUFE 13530; Abdurrahmanlar-Gebiz, Gebiz’e 12 km kala, yol kenarı, 71 m, 26.04.2005, N 37º 

00 ´16.9´´ E 30º 57´ 17.1´´, İEP 61, OUFE 13527; Gebiz, Töngüşlü köyü, yol kenarı, 99 m, 26.04.2005, N 37º 03´ 40.7´´ E 
30º 58´ 04.7´´, İEP 62, OUFE 13528; Çıralı’ya 1.5 km kala, güney batı yönünde, 261 m, 25.04.2005, N 36º 25´ 58.7´´ E 30º 

26´ 02.4´´, İEP 55b, OUFE 13512; Kemer-Kumluca, Beycik sapağına 300 m kala, 390 m, 28.5.2004, İEP 18, OUFE 13513; 

Beldibi-Kuruçay köprüsüne ca. 40 m kala, 26 m, 28.5.2004, İEP 19, OUFE 13514; Düden çayı ilerisi, 6 m, 28.5.2004, İEP 
20, OUFE 13515; Kumluca Otogarı karşısı, güney yamaç, 82 m, 25.04.2005, N 36º 21´ 50.0´´, E 30º 18´ 22.5´´, İEP 51, 

OUFE 13519; Mavikent-Çavuşköy arası, Mavikent çıkışı, güney yamaç, 40 m, 25.04.2005, N 36º 18´ 01.7´´, E 30º 21´ 

38.9´´, İEP 52, OUFE 13520; Adrasan Plajına giderken, yol kenarı, batı yönünde, 25 m, 25.04.2005, N 36º 18´ 11.1´´ E 30º 
27´ 25.4´´, İEP 53, OUFE 13521; Adrasan Turistik Dinlenme Tesisleri, 20 m, 25.04.2005, N 36º 18´ 07.3´´ E 30º 27´ 58.1´´, 

İEP 54, OUFE 13522; Çıralı sapağından 2 km sonra, yol kenarı, güney yön, 225 m, 25.04.2005, N 36º 25´ 58.1´´ E 30º 26´ 

11.7´´, İEP 57, OUFE 13523; Kemer-Göynük arası, yol kenarı, zaman zaman P. nigra altı, güney batı yönünde, 65 m, 
26.04.2005, N 36º 39´ 04.3´´ E 30º 32´ 18.5´´, İEP 58, OUFE 13524**; Beldibi, 40 m, 26.04.2005, N 36º 40´ 55.0´´ E 30º 

34´ 09.6´´, İEP 59, OUFE 13525; Antalya-Aksu yolu, Düden çayı ilerisi, yol kenarı, 95 m, 26.04.2005, N 36º 56´ 21.8´´ E 

30º 48´ 53.0´´, İEP 60, OUFE 13526; Mahmutlar-Gözüküçüklü, Kervansaray caddesi sapağından sonra, yol kenarı boyunca, 
27.04.2005, N 36º 29´ 36.5´´ E 32º 06´ 30.1´´, İEP 63, OUFE 13529 

 

İEP: İlham ERÖZ POYRAZ toplayıcı no; OUFE: Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Herbaryum kayıt no; ** : Çalışmada kullanılan 

herbaryum örnekleri. 
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3. Bulgular 

 

İncelenen Petrorhagia türlerinin polen özellikleri Tablo 2’de verilmiştir (Şekil 1-3). 

 

Tablo 2. Petrorhagia türlerinin polen özellikleri 

 

Türler Polen çapı (µm) Polen 

şekli 

Polen 

tipi 

Por 

sayısı 

Polen 

ornemantasyonu 

Operkulum 

ornemantasyonu A B 

P. lycica (E) 24,29 23,57 sferoid poliporat 12-14 skabrat-perforat skabrat 
 

P. cretica 30,43 29,57 sferoid poliporat 15-16 skabrat- 
mikroperforat 

skabrat 

P. alpina subsp. 

alpina 

20,63 19,06 sferoid poliporat 17-18 foveolat-granulat skabrat 

P. alpina subsp. 

olympica 

16,42 15,71 sferoid poliporat 10-12 skabrat-perforat skabrat 

P. saxifraga 25,00 22,86 sferoid poliporat 12-14 foveolat-granulat granulat 
 

P. pamphylica (E) 37,89 34,74 sferoid poliporat 12-14 skabrat- 
mikroperforat 

skabrat 

P. peroninii (E) 34,29 33,81 sferoid poliporat 14-15 skabrat- 
mikroperforat 

skabrat 

P. prolifera 35,26 33,16 sferoid poliporat 17-18 skabrat-perforat psilat-rugulat 
 

P.  dubia 32,38 31,90 sferoid poliporat 18-20 foveolat-granulat skabrat 
 

 

A: uzun eksen; B: kısa eksen; E: endemik türler 

 

 

 
 

Şekil 1. P. lycica, P. cretica, P. alpina subsp. alpina türlerinin polen mikromorfolojileri 
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Şekil 2. P. alpina subsp. olympica, P. saxifraga, P. pamphylica türlerinin polen mikromorfolojileri 
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Şekil 3. P. peroninii, P. prolifera, P.  dubia türlerinin polen mikromorfolojileri 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Bu çalışmada Petrorhagia (Ser.) Link (Caryophyllaceae) cinsine ait türlerin polen yapıları mikromorfolojik 

yöntemle, taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanılarak incelenmiştir. İncelenen 9 türden 3’ü Ülkemiz için 

endemiktir [6-9]. 

 İncelenen türlerin tamamı sferoid şekillidir ve porlu (poliporat) polen tipine sahiptir. Bu özellik hem 

Caryophyllaceae familyasının polen yapısı ile uygunluk göstermekte [10-12], hem de daha önce yapılan çalışmalarda 

belirtilen polen özellikleri ile uygunluk göstermektedir [13, 14] (Şekil 1-3, Tablo 2). 

 Polen büyüklükleri bakımından, P. pamphylica 37,89 µm çap ile en büyük, P. alpina subsp. olympica 16,42 µm 

çap ile en küçük polen yapısına sahip türlerdir (Şekil 2, Tablo 2). Aktaş ve ark. [14]’nın sonuçlarında P. dubia polen çapı 

en büyük (37,80 μm), P. alpina subsp. alpina polen çapı en küçük (18,57 μm) polenlerdir. Bu durum çalışmamız ile 

uygunluk göstermemektedir. Yıldız [12] P. alpina subsp. alpina’da polen çapının 20,68 µm olduğunu belirtmiştir. Bizim 

çalışmamızda bu taksonun polen çapı 20,63 µm olarak ölçülmüş olup Yıldız [12] ile uyum içerisindedir. Candau 

[13]’unun çalışması ile ortak olan türlerimiz P. prolifera ve P. velutina (P. dubia’nın sinonimi)’dır. Araştırıcı P. 

prolifera’da polen çapını 40 µm, P. velutina’da polen çapını 32 µm olarak bulmuştur. Bizim çalışmamızda P. prolifera 

35,26 µm, P. dubia 32,38 olarak bulunmuştur. Bu durumda P. dubia’da polen çapı Candau [13] çalışması ile uygunluk 

göstermektedir. 

 Por sayıları da türler arasında farklılık göstermektedir. P.  dubia 18-20 por sayısı ile en fazla, P. alpina subsp. 

olympica 10-12 por sayısı ile en az por sayısına sahiptir (Şekil 2-3, Tablo 2). P. alpina subsp. olympica aynı zamanda en 

küçük çaplı polen olup por sayısı da en azdır. Por sayıları ile ilişkili sonuçlar diğer çalışmalar ile karşılaştırıldığında Aktaş 

ve ark. [14] ile tam tersi sonuçları elde etmiş bulunmaktayız. Çünkü, biz çalışmamızda P.  dubia türünü en fazla pora 

sahip polen olarak bulurken, Aktaş ve ark. [14]’na göre en az porlu; tam tersi biz P. alpina subsp. olympica’yı en az por 

sayısına sahip bulurken Aktaş ve ark. [14] en fazla porlu bulmuşlardır. Candau [13] çalışmasında Petrorhagia türleri por 

sayısı için ortak bir değer vererek 18 porlu olduklarından bahsetmiştir. Biz çalışmamızda P. alpina subsp. alpina ve P. 

prolifera türleri için 17-18 por sayısını gözlemlemiş bulunmaktayız. Yıldız [12] çalışmasında P. alpina subsp. alpina’nın 

‘Dianthus type’ içerisinde yer aldığını ve bu grupta da por sayılarının 11-20 arasında değiştiğini vurgulamıştır. Biz 

çalışmamızda P. alpina subsp. alpina’nın 17-18 porlu olduğunu bulduğumuz için Yıldız [12] ile uyum sağlamaktadır. 

 İncelenen türlerin polen ornemantasyonu, skabrat-perforat veya skabrat-mikroperforat yapı göstermektedir. 

Ancak P. alpina subsp. alpina, P. saxifraga ve P.  dubia’da foveolat-granulat polen ornemantasyonu bulunmaktadır (Şekil 

1-3, Tablo 2). Aktaş ve ark. [14] SEM ile elde ettikleri sonuçlarda inceledikleri türlerin tamamının microechinate 

ornemantasyon gösterdiğini belirtmişlerdir. Yıldız [12] ‘Dianthus type’ içerisinde yer alan türlerin microperforate, 

reticulate ornemantasyon gösterdiğini belirtmiştir. Candau [13] ise incelediği Petrorhagia türleri için spinüllerin düzenli 

dağılımından söz etmektedir. 

 Operkulum ornemantasyonları ise genel olarak skabrat yapıdadır. Ancak P. saxifraga’da granulat; P. 

prolifera’da ise psilat-rugulat operkulum ornemantasyonu görülmüştür (Şekil 1-3, Tablo 2). Aktaş ve ark. [14] 

çalışmalarında operkulum ornemantasyonu ile ilgili herhangi bir veriden bahsetmemişlerdir. Yıldız [12] ise ‘Dianthus 

type’ için özel bir operkulum ornemantasyonu belirtmeyip, genel veriler içerisinde, operkulum yapılarının spinüllü 

olduğunu belirtmiştir. Aynı şekilde Candau [13]’da çalışmasında genel olarak operkulumun ornemantasyonunun spinüllü 

olduğunu belirtmiştir. 

 Bu çalışmada Petrorhagia cinsine ait türlerin polen yapılarının mikromorfolojik özellikleri belirlenmiş olup 

türler arasındaki benzerlik ve farklılıklar daha önce yapılan çalışmalar ile de karşılaştırılarak, Caryophyllaceae familyası 

ile çalışan araştırıcıların bilgisine sunulmaktadır. 

Ayrıca; Tejaswini [35], Dianthus caryophyllus ve D. chinensis türleri ve genotiplerine ait popülasyonlar arasında 

polen polimorfizmi gözlemlemiş, çimlenme kapasitesi ve polen tüpü büyümesinin polen büyüklüğü ile olan ilişkisini 

göstermiş ve farklı polen boyut sınıflarının varlığının bir hayatta kalma stratejisi olduğunu öne sürmüştür. Jürgens ve ark. 

[36] ise Caryophylloideae alt familyasındaki 53 türü; polen boyutu varyasyonu, polen sayısı, polen çapı ve stilus uzunluğu 

açısından incelemiş ve bu değerler ile türleri diurnal, nakturnal ya da kendi tozlaşan türler olarak sınıflandırmışlardır. Bu 

çalışmada; bir çok türün anterlerinde iki farklı, daha az bir kısmında ise üç farklı polen boyutu olduğu, ayrıca stilus 

uzunluğu ile polen çapı arasında pozitif bir ilişki bulunduğu gösterilmektedir. Bizim çalışmamız, Petrorhagia 

taksonlarına ait polen mikromorfolojisi ile ilgili sonuçların, benzer ya da farklı türlerin polenleri ile yapılmış çalışmalar 

ile polen boyutu, por sayısı, polen ve operkulum ornemantasyonları gibi polen morfolojik karakterleri açısından tür içi ya 

da türler arası farklılıkların olduğunu göstermiştir. Bu sonuç, Caryophyllaceae familyası üyelerinin polen polimorfizmi 

ile ilgili olarak, türlerin farklı habitatlardan toplanmış olduğu göz önünde bulundurulduğunda, farklı tozlaşma ajanları, 

gece-gündüz ya da kendine tozlaşma tercihleri veya stilus uzunluğu ve ona bağlı olarak tozlaşma sonrası oluşacak polen 

tüpü uzunluğu gibi her çiçeğe özgü farklılıkların incelenmesi için yeni çalışmaların yapılması gereğini de 

desteklemektedir.  
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Teşekkür 

 

Bu çalışmadaki Petrorhagia türleri, 2003-2008 yılları arasında devam etmiş olan “Türkiye Velezia L., 

Petrorhagia (Ser.) Link., ve Saponaria L. Cinsleri Üzerinde Taksonomik, Morfolojik ve Anatomik Çalışmalar” başlıklı, 

200319054 no’lu Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projesi kapsamında toplanılmış ve polen 

çalışması Eskişehir Osmangazi Üniversitesi, Elektron Mikroskobu Laboratuvarı’nda gerçekleştirilmiştir. 
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Abstract 

The healing effects of plants are known to stem from the components in their contents. In today's science, the 

studies on plant contents and biological activities as well as the discovery or development of new therapeutic agents are 

very popular. In this study, the biological activities of Lallementia canescens (L. canescens) and Lallementia peltata (L. 

peltata) were investigated to provide valuable data for the literature in the treatment of various diseases and new active 

substance design.  The corresponding plants, which benefits and contents have not been completely elucidated yet, were 

collected from Bitlis province in Turkey and converted into herbarium material. Ethanol (EtOH) extracts were prepared 

from the aerial parts (leafs) of the plants using the soxhlet extraction method. The concentrations of 17 phenolic 

compounds (antioxidants) were determined in these extracts by HPLC. Moreover, the in vitro antioxidant activities of 

such extracts were compared with the standard antioxidants: Butylated hydroxyanisol (BHA), Butylated hydroxytoluene 

(BHT) and Alpha tocopherol (α-Toc). Hollow agar and agarose gel electrophoresis methods were used to investigate the 

antimicrobial effects on various microorganisms and protective effects on pBR322 plasmid DNA, respectively. The 

results showed that some phenolics such as kaempferol, gallic acid, and salicylic acid could not be identified in EtOH 

extracts, while the extracts showed strong antioxidant and antimicrobial activity, particularly on the yeasts. On the other 

hand, DNA protective activities of the extracts were found to be very limited. It can be concluded that the plants are 

generally rich resources of phenolic compounds. The plants have potential to exhibit strong antioxidant antifungal 

activities as similar to the standards.  

 

Key words: Antimicrobial; antioxidant; DNA protection; HPLC; Lallemantia  

 

----------  ---------- 

 

Lallementia canescens (L.) Fisch. & C.A.Mey.  ve Lallementia peltata (L.) Fisch. & C.A.Mey. fenolik ıçerikleri ve 

antimikrobiyal, antioksidan ve DNA koruyucu etkileri  

 

Özet 

Bitkilerin iyileştirici etkilerinin içerdikleri bileşenlerden kaynaklandığı bilinmektedir. Bugünün bilim 

dünyasında, yeni terapötik ajanların geliştirilmesi ve keşfinde olduğu gibi bitki içerikleri ve biyolojik aktiviteleri üzerine 

çalışmalar çok popülerdir. Bu çalışmada, çeşitli hastalıkların tedavisi ve yeni aktif madde dizaynında literatür için değerli 

data elde etmek amacıyla, Lallementia canescens (L. canescens) ve Lallementia peltata (L. peltata)’nın biyolojik 

aktiviteleri araştırıldı. Henüz yararları ve içerikleri tam aydınlatılmamış olan bu bitkiler Bitlis ilinden toplandı ve 

herbaryum materyaline çevrildi. Bitkilerin toprak üstü kısımları kullanılarak soxalet ekstraksiyon metodu ile etanol 
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(EtOH) özleri hazırlandı ve HPLC kullanılarak bu özlerde 17 fenoliğin konsantrasyonları araştırıldı. Daha sonra standart 

antioksidan olarak bilinen bütillenmiş hidroksianisol (BHA), bütillenmiş hidroksitoluen (BHT) ve alfa tokoferol (α-

Toc)’e karşı özlerin in vitro antioksidan aktiviteleri, oyuk agar metodu ile çeşitli mikroorganizmalar üzerindeki 

antimikrobiyal etkileri ve agaroz jel elektroforezi ile pBR322 plazmid DNA’sı üzerindeki koruyucu etkileri araştırıldı. 

Kamferol (kaempferol), gallik asit (gallic acid) ve salisilik asit (salycilic acid) gibi bazı fenolikler saptanamasa da genel 

olarak özlerin zengin antioksidan içeriğe sahip olduğu belirlendi. Bu etkiye paralel olarak bitki özlerinin standartlara 

yakın in vitro antioksidan aktivite sergilediği belirlendi. Ayrıca özütlerin özellikle mantarlar üzerinde daha güçlü 

antimikrobiyal etki gösterdikleri ancak sınırlı derecede DNA koruyucu aktiviteye sahip oldukları saptandı.  

 

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal; Antioksidan; DNA koruma; HPLC; Lallemantia  

 

1. Introduction 

 

The world health organization (WHO) has reported that the total amounts of medicinal plants used for treatment 

are approximately 20,000 based on the compilation of publications on pharmacy and medical plants from 91 different 

countries [18]. The plants, mainly used as a source of food and medicine in the past, have been used as tea and spice in 

the present day [3]. The studies on this topic have revealed that the healing properties of plants stem from various 

components such as essential oils [36], phenolic substances and various antioxidants [1; 16]. It is known that these 

components are important in the regulation of cellular ROS, antimicrobial protection and in the fight against several 

diseases such as cancer [20]. Increased ROS concentration in a cell by the effects of endogenous and exogenous agents 

can cause various neurodegenerative diseases by interacting with the many macromolecules such as DNA, lipid and 

protein [7; 8; 21]. Although excessive concentration of ROS is harmful to the cell, many plants can voluntarily produce 

the ROS in cellular metabolic pathways, which are essential both for pathogen defense and for progression of many 

mechanisms carrying with the signal transduction [25] and most scientists have stated that plants have antioxidants and 

antimicrobial properties [23]. 

The cosmopolitan family of Lamiaceae, which is a member of the flowering plants, includes mostly fragrant 

single or perennial herbaceous plants and several shrubs. The endemism rate in Turkey is 44% and it has got 250 genera 

and 6900-7200 species in the world [15; 34]. Furthermore, Turkey has got 45 genera, 546 species and 731 taxon including 

the other subspecies [2]. Lallementia genera, which can be used as food and medicine, is represented by three species 

[26]. These are L. peltata, L. iberica and L. canescens [9]. The length of the Lallementia canescens can be 20-45 cm and 

has an important distribution in Turkey. It blooms between May and July, and grows usually on the slopes, roadsides, 

volcanic and limestone ridges. The length of the L. peltata can be 10-40 cm and shows an important distribution in Turkey 

and grows on empty fields, worn slopes, roadsides, and on the creek beds in the inner parts of the north and south of 

Turkey. 

This study focused on the biological activities of Lallemantia canescens and Lallemantia peltata and thus, it was 

aimed to expand the plant literature by providing important data for advance pharmacological studies. For this purpose 

the EtOH extracts were prepared from aerial parts of L. canescens and L. peltata, and then the concentrations of 17 

phenolic and in vitro biological activities in this extracts were investigated. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Plant collection and extract preparation 

 

The plants collected from Bitlis province during vegetation period and stored in Science and Technology 

Application and Research Center Laboratory in Bitlis Eren University with herbarium codes (L. canescens: M.KURŞAT 

6041; L. peltata: M.KURŞAT 6042). The aerial parts of the plants which were dried in the shade and pulverized by a 

mixer. Ethanol extracts were then prepared from 50 g of plants using the soxhlet extraction method and stored at -18 oC 

in dark glass bottles [1]. Soxhlet extraction method is one of the methods used to obtain extracts from plants in the simplest 

and cheapest way. 

 

2.2. Quantitative analysis of phenolic compounds by HPLC 

 

The phenolic contents of EtOH extracts were determined by HPLC. For this purpose, standard phenolics were 

prepared at 10 mg/mL concentrations and placed into 50 ml flasks and then 1% acetic acid and acetonitrile were then 

mixed (9:1 respectively) and a homogeneous solution was obtained. Stock solution was prepared by mixing the previous 

prepared homogeneous solution and methanol (1:1). Previous prepared 10 mg/mL phenolic standards were dissolved in 

stock solution and standard samples (100 mM, 75 mM, 50 mM, 25 mM, and 10 mM) were prepared to form the HPLC 

standard chromatograms [28]. EtOH extract samples were then prepared at 20 mg/mL concentration and filtered using 

the 0.45 μm membrane filter. The experimental conditions followed in HPLC were shown in Table 1. 
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Table 1. HPLC operating conditions and gradient elution program 

 HPLC operating conditions Gradient elution 

Model Agilent Technologies 1260 Infinity II Time (min) A (%) B (%) 

Colon ACE 5 C18 (250x4.6 mm id) 0 90 10 

Colon Oven G7130A 25 60 40 

Detection 1260 DAD WR 39 40 60 

Pump 1260 Quat Pump VL 50 10 90 

Mobile phase A: 1% Acetic Acid / B:  Acetonitrile 55 90 10 

Wavelength 272, 280 and 310 nm 

Auto sampler 1260 Vialsampler 

Flow Rate 1 mL/min 

Colon Temperature 28 ºC 

Injection 20 µl 

  

2.3. Sample preparation and antimicrobial activity assay 

Nutrient Broth and Sabourand 2% Glucose Broth were used respectively in the production of bacteria and yeast. 

1% of each microorganism developed in liquid media was again planted in the same media and incubated for 18 hours. 

The microorganisms were inoculated into the previous prepared Nutrient Broth and Sabourand 2% Glucose Broth media 

and the wells with a diameter of 10 mm were formed on the media. The 0.1 g of previous prepared extracts was dissolved 

in 1 mL of DMSO to prepare the extract solutions. The 5 µl, 10 µl, 20 µl, 40 µl and 80 µl of the extract solutions were 

inoculated into the wells and incubated at 4 °C for 1 hour. Bacteria and yeasts were inoculated into culture media and 

then incubated at 37 °C and 27 °C (bacteria and yeasts respectively) for 18-24 hours. The blurs (106 CFU s/mL) of bacteria 

and yeasts are adjusted according to the 0.5 standard of Mc Farland [17]. Antimicrobial activity assays were performed 

on 10 different microorganisms according to the method of [27]. According to this, EtOH extracts were prepared as 100 

mg/mL and inoculated into hollow agar wells. The diameters of inhibition zones were measured and compared with the 

results of antibiotics used as control. 

The microorganisms were obtained from the Central Research and Application Center in Muş Alparslan 

University and these are as follows; the seven of microorganisms are pathogenic bacteria; Gr+; Bacillus subtilis ATCC 

6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus megaterium DSM 32 and Gr-; Enterobacter aerogenes ATCC 

13048, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa 9027 and Klebsiella pneumonia 13883 and three of 

organisms are fungi; pathogenic: Yarrowia lipolytica and Candida albicans ATCC 10231 and non-pathogenic: 

Saccharomyces cerevisiae. Antibiotics were purchased from OXOID and these are Erythromycin (E-15), 

Ampicillin/Sulbactam (SAM-20), Rifampicin (RD-5), Amikacin (AK-30) and Fluconazole (FCA-25). 

 

2.4. Determination of in Vitro Antioxidant Activities 

 

2.4.1 Total Antioxidant Activity assay 

Total antioxidant activity assay was performed by ferric thiocyanate method of [24] using Shimadzu 1800 

spectrophotometer. According to this, 1 mg/mL stock solutions were prepared and, by diluting the stock solutions, 100 

µL samples were prepared at 25 µM, 50 µM and 100 µM concentrations. The volume of each sample was then completed 

to 2.5 mL by adding previous prepared buffer solution and 2.5 mL of linoleic acid was added to each tube and thus total 

volume was elevated to 5 mL. In this assay, control tube contains 2.5 mL of buffer solution, 2.5 mL of linoleic acid and 

100 µL of distilled water, and blank tube contains 4.8 mL of ethanol and 100 µL of Fe2+ and SCN-. The samples, control, 

and blank tubes were incubated at 37 °C and then 4.7 mL of ethanol and 100 µL of Fe2+ and SCN- were added on, 

respectively. Absorbance values were read at 500 nm and the inhibition percentages of linoleic acid emulsions were 

calculated at 40th hour when the control absorbance reached its maximum value. 

 

2.4.2. Ferric iron (Fe3+) reduction assay 

2.4.3. Cupric ion (Cu+2) reduction assay 

The cupric cation (Cu+2) reduction capacity was carried out according to the CUPRAC method used by [37]. For 

this purpose, 0.1 mL of samples having the different concentrations (25 μg/mL, 50 μg/mL and 75 μg/mL) were prepared 

and their volumes were completed to 1 mL with the distilled water and then 0.25 mL of CuCl2 solution (0.01 M), ethanolic 

neocuprin solution and 1M ammonium acetate buffer were added in the empty test tubes and briefly vortexed. Previous 

prepared samples at different concentrations were transferred to test tubes and incubated for 30 min. The increase in 

absorbance values at 450 nm shows the reduction capacity of cupric cation. 

 

2.4.4. ABTS radical scavenging 

ABTS•+ (2.2′-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) scavenging activity was performed according to the 

method of [35]. According to this, the same proportions of 2.45 mM potassium persulphate (K2S2O8) and 7 mM ABTS 

solution were reacted and the samples were incubated for 16 hours to generate the ABTS•+. The radical solution was 
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diluted with methanol until the absorbance value of them reach to control absorbance (1.660±0.02) at 734 nm. 4 mL of 

ABTS•+ solution and 2 mL of extracts having different concentrations were transferred into test tubes and the values of 

sample absorbance were measured against the blank (Phosphate Buffer pH: 7.4) at 734 nm. 

 

2.4.5. DPPH free radical scavenging 

The DPPH (1,1-Diphenyl 2-picrylhydrazyl) free radical scavenging activity was performed according to the 

method of [5]. The different concentrations of extracts and standards (25 μg/μL, 50 μg/μL and 100 μg/μL) were prepared 

in test tubes and total volumes were completed to 3 mL by adding pure ethanol. 1 mM DPPH radical solution was prepared 

and transferred into test tubes. After the incubation for 30 min at room temperature and dark, absorbance values were 

measured against the blank (ethanol) at 517 nm. The following equation was used in the calculation of DPPH radical 

scavenging percentages. 

𝑆𝑐𝑎𝑣𝑒𝑛𝑔𝑖𝑛𝑔𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑦𝑜𝑓𝐷𝑃𝑃𝐻𝑅𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙(%) = (1 −
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒𝑜𝑓𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒𝑜𝑓𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
) 𝑥10 (1) 

 

2.5. DNA protective activity study 

Protective effects of the extracts on pBR322 plasmid DNA were imaged by agarose gel electrophoresis according 

to the [29] method. Stock extract solutions at 200 mg/mL concentration were prepared with the dissolution of extracts in 

DMSO. By the re-dilution of them in DMSO at different concentrations, fresh extracts were prepared and mixed with the 

different chemicals and materials (pBR322 DNA (200 ng), H2O2 and DMSO) according to the amounts given in Table 2 

and loading samples at different concentrations (25 mg/mL, 50 mg/mL and 100 mg/mL) were obtained. These samples 

were incubated at 37 ºC in dark for 3, 6, 12 and 24 hours and 5 μL of them were mixed with loading buffer. After loading 

the samples onto the agarose gel, Electrophoresis was performed in TBE buffer at 40 volts for 2 hours and agarose gel 

was viewed by Londershausen (1996) imaging system (Figure 2). 

 

Table 2. The amounts and components of samples for electrophoresis 

DNA (µL) H2O2 (µL) DMSO (µL) 
Extracts (10 µL) and 

Concentrations 
PW (µL) Total Volume (µL) 

10 - - - 15 25 

10 5 - - 10 25 

10 5 10 - - 25 

10 - 10 - 5 25 

10 5 - Leaf/ EtOH (100 mg/mL) - 25 

10 5 - Leaf/ EtOH (50 mg/mL) - 25 

10 5 - leaf/ EtOH (25 mg/mL) - 25 

10 - - Leaf/ EtOH (100 mg/mL) 5 25 

10 - - Leaf/ EtOH (50 mg/mL) 5 25 

10 - - Leaf/ EtOH (25 mg/mL) 5 25 

 

2.6. Statistical Analysis 

All experimental assays were repeated as three measurements. Statistical comparisons of both antioxidant 

activity results and antimicrobial activity results were performed by One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparisons test using GraphPad Prism version 7.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA. All 

data compared statistically were presented as Mean ± standard deviation and P values below 0.05 were considered 

significant. Fe3+cation reduction study was performed according to the FRAP method proposed by [33], and BHA, BHT, 

and α- Toc were used as standard antioxidants. Extracts and standards at different concentrations were added in test tubes 

and total volume was completed to 1 mL with the distilled water. 2.5 mL of phosphate buffer (0.2 M, pH:6.6) and 2.5 mL 

of 1% potassium ferricyanide [K3Fe(CN)6] were added and incubated at 50 °C for 20 minutes. After the incubation, 2.5 

mL of 10% trichloroacetic acid (TCA) was added in the reaction mixture and centrifuged at 3000 RPM for 10 min. 2.5 

mL from top phases of sample tubes was taken and transferred in empty tubes, and then 2.5 mL distilled water and 0.5 

mL FeCl3 were added on, respectively. The absorbance values of control and samples were read against the blank (pure 

water) at 700 nm..  

 

3. Results 

 

3.1. Quantitative Phenolic contents 

Concentrations (μg/mL) of 17 phenolics were determined by HPLC (Table 3) and according to this, salycilic 

acid and gallic acid could not be detected in both extracts. Apigenin as the highest phenolic (504.710 μg/mL) and 3,4-

Dihydroxybenzoic acid as the lowest phenolic (0.016 μg/mL) were found in the L. canescens extract. Besides catechol as 

the highest phenolic (112.701 μg/mL) and abscisic acid as the lowest phenolic (1.164 μg/mL) were detected in the L. 

peltata extract (Table 3). The phenolic chromatograms of plant extracts are given in supplemental data Figure 2 and 

Figure 3. 
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Table 3. The phenolic concentration (μg/mL) in the EtOH extracts of L. canescens ve L. peltata. The lowest and highest 

concentrations of phenolics in the both of extracts were written in bold type 
Phenolics L. canescens  L. peltata Phenolics L. canescens  L. peltata 

Ascorbic acid 71.176 92.862 Curcumin 7.848 5.939 

Gallic acid N/A N/A Catechol 20.182 112.701 

Myricetin 2.229 9.941 Vanillin 0.522 12.801 

Abscisic acid 64.687 1.164 Caffeic acid 9.663 69.673 

Quercetin 13.789 15.958 Cinnamic acid 3.661 2.837 

Apigenin 504.710 72.485 Rosmarinic acid 21.012 31.435 

Kaempferol 20.182 5.295 Salicylic acid N/A N/A 

3,4-Dihydroxybenzoic acid 0.016 N/A Trans-p-coumaric acid 3.99 1.589 

4-Hydroxybenzoic acid 2.003 2.605    

 

3.2. Antimicrobial activities 

 

Antimicrobial activity studies were performed by hollow agar method. The antimicrobial effects of the extracts 

were tested on 10 microorganisms at different volumes (50 μL, 100 μL, and 150 μL) and the most significant effect was 

observed at 150 μL (Table 4). The diameters of hallow agar wells treated with antibiotic and EtOH extracts were measured 

as mm and 150 μL results were compared statistically by One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons 

test using GraphPad Prism version 7.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA. Statistical evaluation 

results were expressed as Mean ± Standard Deviation in Table 4. According to this, the highest activity of L. canescens 

was observed on Y. lipolytica (30 mm) and the highest activity of L. peltata extract was observed on C. albicans (26±0.57 

mm). The antimicrobial effects for 50 μL and 100 μL are given in supplemental data Table 1. 

 

Table 4. The effects of 150 mg/mL EtOH extract and antibiotics on the microorganisms and statistical evaluation of results 

Organism Antibiotics  Erythromycin 
Ampicillin/ 

Sulbactam 
Amikacin Rifampicin Fluconazole 

G
ra

m
 p

o
si

ti
v

e 

B. subtilis 

Antibiotic results 20±0.00 14±1.15 11±1.00 21±0.00 ─ 

L. canescens 15±1.00 **** ns +*** ****  

L. peltata ─ N/A N/A N/A N/A N/A 

S. aureus 

Antibiotic results 21±1.00 10±0.00 9±0.00 18±1.15 ─ 

L. canescens ─ N/A N/A N/A N/A N/A 

L. peltata 17±1.00 ** +**** +**** ns N/A 

B. 

megaterium 

Antibiotic results 25±0.00 ─ 10±1.00 16±0.00 ─ 

L. canescens 15±0.00 **** N/A +**** ns N/A 

L. peltata 16±1.00 **** N/A +**** ns N/A 

G
ra

m
 N

eg
at

iv
e 

E. aerogenes 

Antibiotic results 27±1.00 10±1.00 9±0.00 16±1.00 ─ 

L. canescens 15±0.57 **** +**** +**** ns N/A 

L. peltata 18±1.15 **** +**** +**** ns N/A 

E. coli 

Antibiotic results 19±1.52 13±0.00 13±0.00 18±0.00 ─ 

L. canescens 16±1.52 * +* +* ns N/A 

L. peltata 17±0.57 ns +** +** ns N/A 

P. aeroginosa 

Antibiotic results 19±0.00 ─ 14±1.15 8±0.00 ─ 

L. canescens 17±1.15 * N/A +** +**** N/A 

L. peltata 15±1.00 -*** N/A ns +**** N/A 

K. pneumonia 

Antibiotic results 19±1.73 16±0.57 10±0.00 19±1.73 ─ 

L. canescens ─ N/A N/A N/A N/A N/A 

L. peltata 18±1.00 ns ns +**** ns N/A 

F
u

n
g

u
s 

Y. lipolytica 

Antibiotic results ─ ─ ─ ─ 21±0.00 

L. canescens 30±1.00 N/A N/A N/A N/A +**** 

L. peltata 23±1.00 N/A N/A N/A N/A +* 

C. albicans 

Antibiotic results ─ ─ ─ ─ 23±1.52 

L. canescens 26±1.73 N/A N/A N/A N/A ns 

L. peltata 26±0.57 N/A N/A N/A N/A ns 

S. cerevisiae  

Antibiotic results ─ ─ ─ ─ ─ 

L. canescens 19±0.57 N/A N/A N/A N/A N/A 

L. peltata 20±0.57 N/A N/A N/A N/A N/A 

 

N/A; Not Available, ─; Inhibition zone not formed, +; shows a higher antimicrobial effect than antibiotics. *; was used as 

a symbol of statistical significance in the comparison of antimicrobial effects, *P<0.05 (significant); **P<0.01 (very significant); 

***P<0.001 and ****P<0.0001 (extremely significant); nsP>0.05 (not significant), All data are shown as Mean±SD (n=3); All p values 

are derived from Dunnett's multiple comparisons test, One Way ANOVA 
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3.3.In vitro antioxidant studies 

 

Total antioxidant activities of the extract and standards were performed by measuring one time per 10 hours at 

500 nm. The measurements were terminated with the maximum absorbance of control. The extracts showed the most 

important activity at a concentration of 100 μg/mL. The change in total antioxidant activity for 40 hours is shown in 

Figure 1a. The line graph of total antioxidant activity was given in supplemental data Figure 1a. The calculations were 

determined according to the following equation (2) and the definitions of the parameters used in the equation are as 

follows; Asample: the value of sample absorbance when the control absorbance reached to maximum and Acontrol: the 

value of control absorbance when control absorbance reached the maximum. 

Lipid Peroxidation Inhibition (%)=100- (
Asample

Acontrol
x100) (2) 

 

The peroxidation percentages of linoleic acid emulsion for 100 μg/mL were as follows; L. canescens and L. 

peltata:  73.25% and 75.32%, respectively and standard antioxidants (BHT, BHA, and α-Toc) 72.76%, 72.34%, 57.87%, 

respectively (Figure 1a). 

Iron reduction activity for different concentrations of extracts were tested and statistical analysis for 100 µg/mL 

having the most effect was performed (Figure 1b). Accordingly, iron reduction results were listed as follows; BHA > L. 

peltata >  BHT > α- Toc > L. canescens. The other results were present in supplemental data Figure 1b. 

Cupric reduction capacities for different concentrations of extracts and standards were determined at 505 nm. 

Consequently, cupric ion reduction capacity increased depending on the extract concentration and the statistical 

comparison was performed for 75 μg/mL concentration results having the most important effect. The results and statistical 

evaluation are present in Figure 1c. Eventually, the cupric reduction capacity of L. peltata EtOH extract was found to be 

particularly similar to α-Toc. However, the cupric ion reduction capacity of L. canescens EtOH extract was lower than 

all standards. The other concentration results were given in supplemental data Figure 1c. 

ABTS radical scavenging activities for two concentration (50 µg/mL and 100 µg/mL) were measured. Although 

the results of both concentrations were close to the standards, statistical evaluation was performed for 100 μg/mL results 

due to the optimum dose in such studies. Accordingly, ABTS radical scavenging percentages and rankings for 100 μg/mL 

were as follows; BHT (96.16%) ≥ α-Toc (96.15%) ≥ BHA (96.04%) ≥ L. peltata (95.86%) ≥ L. canescens (95.50%) 

(Figure 1d). 50 µg/mL results are present in the supplemental data Figure 1d. 

DPPH radical scavenging activities were tested for different concentrations (25 μg/mL, 50 μg/mL and 100 

μg/mL) and the best effects were observed for 100 μg/mL concentration known as optimum dose (Figure 1e). Statistical 

comparison was performed for 100 μg/mL concentration and especially the DPPH radical scavenging activity of L. peltata 

EtOH extract was found to be significantly close to the standards. However, DPPH radical scavenging activity of L. 

canescens EtOH extract was significantly lower than standards (Figure 1e). DPPH radical scavenging percentages were 

as follows; BHA (91.74%) ≥ α-Toc (91.23%) ≥ L. peltata (90.67%) ≥BHT (90.50%) > L. canescens (75.56%). The other 

concentration results were present in supplemental data Figure 1e. 

 

3.4. DNA protection activity results 

 

Protective effects of different concentrations of extracts on pBR322 plasmid DNA were tested using agarose gel 

electrophoresis (Figure 2). Contrary to the destruction of DNA in the samples with H2O2 alone, it was observed that form 

I and II structures were stabilized in the samples with only DMSO as pure DNA sample. As a result, L. canescens extract 

did not remove the harmful effect of H2O2 even when applied alone (Line 5, 6, 7) and did not have an important positive 

effect on  DNA stabilization (Line 8, 9, 10). As seen in the results of the study, when H2O2 was applied alone, form I was 

erased (Figure 2 Line 2), but preserved when L. peltata extract was added on the same sample (Figure 2 Line 11). 
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Figure 1. Graphs of in vitro antioxidant studies a) Total antioxidant activity by thiocyanate method, b) Fe3+ reducing power by 

FRAP, c) Cu2+ reducing power by CUPRAC, d) ABTS radical scavenging activity and percentages, e) DPPH radical scavenging 

activity and percentages. Standard antioxidants; BHA (Butylated hydroxytoluene), BHT (Butylated hydroxytoluene) and α-Toc (Alpha 

tocopherol) Extracts; Lc (L. canescens), Lp (L. peltata). All data are shown as Mean±SEM (n=3); All p values are derived from 

Dunnet’s multiple comparisons test, One Way ANOVA *; Symbol of statistical significance in comparison of BHA and extracts; ο; 

symbol of statistical significance in comparison of BHT and extracts; ●; Symbol of statistical significance in comparison of α-T and 

extracts; */ο/●P<0.05 (significant); **/οο/●●P<0.01 (very significant); ***/οοο/●●●P<0.001 and ****/οοοο/●●●●P<0.0001 (extremely 

significant). The symbols are also shown as the exponent of standard antioxidants 
 

 
Figure 2. Visualization of the effects of L. canescens (Line 5-10) and L. peltata (Line 11-16) on DNA by Agarose Gel 

Electrophoresis, The numbers in parentheses are the concentrations of extracts used in the preparation phase of the 

electrophoresis solution, EtOH: Ethanol extract 
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4. Conclusions and discussion 

 

4.1. Quantitative analysis of Phenolic contents 

 

In total phenolic concentration, it is clear that L. canescens extract is richer than L. peltata extract. However, this 

result was not observed in several in vitro antioxidant activities and DNA protective activity results. Biological activity 

studies are of great importance in the scientific world as they are often a starting point for advance studies. A study 

performed emphasized that high concentration of rosmarinic acid (4.23 mg/g) and the presence of caffeic acid (0.19-0.62 

mg/g) in the Lamiaceae family [6] and another study again emphasized the high concentration of rosmarinic acid and the 

absence of caffeic acid [10]. A study reported that phenolic contents and their concentration may vary according to the 

extract type [30]. The reason for the differences in phenolic and their concentrations in this study may be the differences 

in plant species and solvents used and this difference may allow the usage of the plants in different scientific fields, the 

production of new active substances, and the treatment of new diseases. 

 

4.2. Antimicrobial activities of extracts 

 

Both plant extracts were found to be more effective on fungal media than bacterial media. The antibiotics except 

for fluconazole were shown to be partially effective on fungal media. In addition, higher inhibition diameters were 

observed on fungal media treated with 150 μL volume of the plant extracts. This data may be proof that plants can be 

used in the treatment of some fungal diseases or a new beginning point for pharmaceutical industry studying on the 

treatment of microbial disease. A study on a genus of Lallementia reported that the extracts other than water extract have 

antibacterial activity [22] and showed high antibacterial activity on B. subtilis, B. sphaericus and P. aeruginosa [19]. 

Similarly, a study on Lamiaceae family reported that extracts prepared by using solvents other than water showed 

antibacterial activity [37]. It is clear that both extracts are also power antimicrobial agents and this study provides 

important data for advance studies performed on this field when compared with the previous studies. 

 

4.3.In vitro antioxidant studies 

 

Similarity of total antioxidant activity with the standards or higher than them at 40th hours is remarkable data and 

supports previous studies (Figure 1a). As a matter of fact, in a previous study, it was stated that the extracts prepared from 

a member of Lamiaceae family showed higher activity than BHA and BHT [12]. Similarly, L. peltata extract showed 

higher iron (Fe3+) reduction activity other than BHA. However, the iron reduction activity of L. canescens extract was 

lower than all standards (Figure 1b). It is well known that heavy metals such as iron and copper may increase H2O2 

production through the fenton reaction [7; 8] or by causing cellular toxicity in the cell [13]. According to this data, the 

high activity of the extracts in cupric and iron reduction activities may be a proof to limit cellular H2O2 production and 

this shows that the extracts are antioxidants. L. peltata extract showed similar positive results in the other in vitro studies 

such as total antioxidant activity, DPPH and ABTS radical reduction activities (Figure 1), and especially antifungal 

activity (Table 4). Although L. canescens extract was generally weaker than L. peltata extract in antimicrobial and in 

vitro antioxidant activities, it is clear that the phenolic content of L. canescens was quite high (Figure 3). L. peltata may 

have undetermined rich phenolic content in this study, which causes this reverse effect. Although total antioxidant activity, 

ABTS radical scavenging activity, and phenolic content of L. canescens extract were quite good, it generally showed a 

weaker effect compared to L. peltata extract (Figure 1). As a result, both plants are good antioxidants, but L. peltata is 

better. Essential oils of S. hortensis, a member of the Lamiaceae family, have been reported to exhibit lower iron reduction 

activity than the standards used [37]. This result is on the line of the L. canescens results. A similar effect was observed 

in cupric ion reduction activity results. When the results of ABTS radical scavenging activity are examined, it can be said 

that both extracts are good radical scavengers. In the previous study, it was stated that methanol extract obtained from 

Ajuga postii Briq and Ajuga relicta had 70% power in the ABTS radical scavenging capacity [31]. The reason for 

incompatibility in our results may be due to the different solvents and plant species used. Similarly, the DPPH radical 

scavenging activity of L. peltata extract was highly similar to the standards, but L. canescens extract was found to be 

weaker. A study performed on Salvia steminea extract emphasized that the plant extract have lower DPPH radical 

scavenging activity than standards [11] and the another study emphasizes that Origanum marorana extract exhibited 

lower DPPH radical scavenging activity than standards such as BHA, BHT and ascorbic acid [12]. It can be said that the 

results of L. canescens are similar to the literature, but the L. peltata results showed better activity than literature. 

According to the in vitro antioxidant results, we can say that both plants are a good source of antioxidants and good 

antimicrobial agents. Thus, we believe that our study can provide important basic data for advance studies focusing on 

active substance design and drug production. 
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Figure 3. Various biological activity levels of EtOH extracts. The actual phenolic concentrations (μg/mL) were multiplied 

with 10-1 and actual total reduction results were multiplied with 10 to compare easly by displaying all graph columns 

clearly on graph. Total antioxidant results are shown as percent (%) and antibacterial effects are shown as diameter values 

of inhibition zones (mm). 

 

4.4. DNA protection activity results 

 

From the simplest compounds to the most complex molecules, many molecules can interact with DNA and 

disrupt its natural structure. As a result, form I structure by breaking the first strand of DNA and form II by breaking the 

second strand of the DNA can be occurred [38]. These construction forms were shown in Figure 2. Although these plants 

are expected to have power DNA protective activity due to their antioxidant properties, this effect was minimal. The 

reason for this may be due to insufficient antioxidant content in plants. As a data supporting this result, we have already 

mentioned that L. peltata extract was better than L. canescens extract in the DNA protective activity results. It may also 

be another molecule produced by the plant, which may inhibit the protective effect of the plants on DNA. As stated in 

many previous studies, plants can voluntarily produce reactive oxygen species to defend themselves against pathogens or 

other adverse conditions [25]. Despite the positive effect of L. peltata extract on the form I structure in the line 11, the 

absence of this effect in the line 14, 15 and 16th is quite ambiguous. Both L. peltata extract and H2O2 alone were observed 

to have deleterious effect on plasmid DNA, however, this effect was partially disappeared when they were added together. 

The minimal view of form I in Figure 2 line 16 supports to this. The phenolic content of L. peltata extract was observed 

to be dramatically lower than L. canescens extract (Figure 3). The reason for this may be due to the excessive height of 

undetermined phenolic content in L. peltata extract. As a matter of fact, the efficacy of L. peltata on form II stabilization 

supports this idea and both of the plants extracts did not show generally a significant protective effect on plasmid DNA 

damaged by H2O2. This can be also attributed to an inhibitory molecule produced by plant or insufficient antioxidant 

content [32] reported that Lamiaceae family water extracts, depending on concentration, showed protective effect on the 

pBR322 plasmid DNA damaged by H2O2 and UV and essential oils of the same family were reported to have the 

stabilization of plasmid DNA [4]. In addition, Leucas aspera water extract was reported to have a protective effect on 

DNA [14]. In addition to the partial effect of our EtOH extracts on the stabilization of plasmid DNA, the form I was 

transformed into form II by an unknown effect of the high concentration of the extracts. 
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Abstract 

The fruit and seed morphologies of five taxa (Al. desertorum  Sapf., Al. linifolium Stephan ex. Willd. var. 

teheranicum Bornm., Al. minus (L.) Rothm. var. minus, Al. strigosum Banks & Sol. subsp. cedrorum (Schott & Kotschy) 

and Al. strigosum Banks & Sol. subsp. strigosum) belonging to Alyssum L. were investigated with scanning electron 

microscopy (SEM) in order to determine the significance of fruit and seed features as taxonomic characters. This study 

presents macro- and micromorphological characters, including seed shape, winged, measures, epidermal cell pattern and 

fruit shape, colour, measures, trichome morphology. Three epidermal cell patterns were observed; micro-reticulate, 

normal-reticulate, rugose-foveate and the same number trichome morphologies were distinguished; glabrous, 

monomorphic (stellate), dimorphic (bifurcate and stellate). The results showed that the morphological characteristics of 

fruit and seed could be used as criteria to distinguish taxa.  

 

Key words: Alyssum, Brassicaceae, Fruit, Micromorphology Seed, Silicula 
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Anadolu’dan bazı Alyssum (Brassicaceae) taksonlarının meyve ve tohum morfolojisi  

 

Özet 

Alyssum L. cinsine ait olan beş taksonun (Al. desertorum  Sapf., Al. linifolium Stephan ex. Willd. var. 

teheranicum Bornm., Al. minus (L.) Rothm. var. minus, Al. strigosum Banks & Sol. subsp. cedrorum (Schott & Kotschy) 

ve Al. strigosum Banks & Sol. subsp. strigosum) meyve ve tohum morfolojileri, taramalı electron mikroskobu (SEM) ile 

incelenerek taksonomik karakter olarak önemleri belirlendi. Makro- ve mikromorfolojik karakterleri, tohum şekli, kanatı, 

ölçüsü, epidermal hücre modeli ve meyve şekli, rengi, büyüklüğü, tüy morfolojisi incelendi. Üç epidermal hücre modeli; 

mikro-retikulat, normal-retikulat, rugoz-foveat gözlendi ve aynı sayıda tüy morfolojisi; tek morfolojili (stellat), çift 

morfolojili (bifurkat ve stellat) tespit edildi. Sonuçlar meyve ve tohumların morfolojik karakterlerinin taksonların 

ayrımında kullanılabileceğini göstermiştir.  

 

Anahtar kelimeler: Alyssum, Brassicaceae, meyve, mikromorfoloji, silikula, tohum 

 

1. Giriş 

 

Brassicaceae familyası dünyada 372 cins ve 4060 tür, Türkiye’de ise 85 cins ve 567 takson içerir [1]. Ekonomik 

ve bilimsel açıdan önemlidir [2]. Brassicaceae’nin oymak (Tribus) düzeyinde sınıflandırılması problemlidir çünkü bu 

seviyede geleneksel olarak kullanılan karakterler çok az sayıdadır. Bu karakterler cins içerisinde değişkendir ve oymaklar 

ile cinsler arasındaki dağılım modelleriyle çatışır ve bundan dolayı doğal grupları desteklemez [3]. 

Alyssum cinsi özellikle Avrupa, Güneybatı Asya ve Kuzey Afrika’da yayılış gösterir [4,5]. Bununla birlikte 

birkaç tür Orta Asya, Sibirya ve Kuzey Amerika’da dağılmıştır [6,7]. Cins Türkiye Florası’nda 89 taksonla temsil 

edilirken [8] daha sonra bu sayı 99’a yükselmiş [9] ve Alyssum amasianum da tanımlanmasıya [10] 100’e ulaşmıştır. 

Sistematikçilerin çoğu Angiosperm taksonlarının sınıflandırılması için meyve ve tohumların makro– ve mikro 

yapılarıyla alakalı bilgilerin çok önemli oldukları konusunda hemfikirdir. Sistematik problemlerin çözümünde taramalı 

                                                           
* Corresponding author / Haberleşmeden sorumlu yazar: Tel.: +903322231881; Fax.: +903322231881; E-mail: emrahsirin@selcuk.edu.tr 
© Copyright 2019 by Biological Diversity and Conservation - Available online at www.biodicon.com/Tüm hakları saklıdır        BioDiCon. 804-1019 

 

http://www.biodicon.com/


 

Fruit and seed morphology of some Alyssum (Brassicaceae) taxa from Anatolia 

Emrah ŞİRİN 

90          Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019) 

elektron mikroskobu (SEM)’nun etki ve önemine dikkat çekilmiştir [11]. Son zamanlarda SEM’in meyve ve tohum 

yüzeyine uygulanışı oldukça yaygınlaşmıştır. Brassicaceae familyasıyla ilgili tohumların ekzo– ve endomorfik 

karakterleri ile ilgili çalışmalar mevcuttur [3, 12, 13, 14, 15, 16].  

Tüy morfolojisi de ayrıca Brassicaceae’nin sınıflandırılmasında birçok yazar tarafından bir karakter olarak 

kullanılmıştır [17, 18,19]..  

 

2. Materyal ve yöntem 

 

Çalışma materyalini 2018’de Türkiye’de doğal habitatlarından toplanan Alyssum cinsine ait 5 taksonun olgun 

tohum ve meyveleri oluşturmaktadır. Örnekler Konya Selçuk Üniversitesi Fen Fakültesi Herbaryumu (KNYA)’nda 

depolanmıştır. Çalışılan taksonların lokaliteleri ve toplayıcı numaraları Tablo 1’de verilmiş, tohum ve meyve 

mikromorfolojik karakterleri sırasıyla Tablo 2 ve Tablo 3’de gösterilmiştir. Çalışmalar esnasında her taksondan 100’er 

tohum ve meyve incelenmiştir.  

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizlerinde kullanılan örnekler öncelikle alkol serilerinden (sırasıyla 

%70, %80, %96 ve %100’lük ve her seride 20’şer dakika) geçirildi. Daha sonra altınla kaplanıp ZEISS EVO LS–10 

model elektron mikroskobunda yüksek vakum modunda 30x, 1000x ve 2000x’lik büyütmelerle yüzey gözlemleri yapılıp 

fotoğraflanmıştır. 

Tohum mikromorfolojisi terminolojisi [20, 21, 22] çalışmalarına göre yapılırken, meyve mikromorfolojisinde 

ise [23,24] referans alınmıştır. 

 

Tablo 1. Taksonlar ve toplandığı lokaliteler 

Takson  Lokalite   

Al. desertorum C2 Antalya: Elmalı, Avlan Gölü kuzey tarafı, Cedrus libani açıklıkları, 1700 m, 

19.04.2018, E. Şirin 712 & H. Günal (KNYA) 

Al. linifolium var. teheranicum  C4 Konya: Selçuk Üniv. kampüsü, Ziraat Deresi kuzeydoğusu, Pinus nigra–C. 

libani fidanlığı içleri, 1050 m, 07.04.2018, E. Şirin 677 & H. Günal (KNYA) 

Al. minus var. minus C4 Konya: Seydişehir, Kuyucak Köyü’nün kuzeyi, kayalık alanlar, 1450 m, 

11.04.2018, E. Şirin 700 & H. Günal (KNYA) 

Al. strigosum subsp. cedrorum  C4 Konya: Çumra–Bozkır yolu 15. km, tarla kenarı, 1020 m, 08.04.2018, E. 

Şirin 680 & H. Günal (KNYA) 

Al. strigosum subsp. strigosum  C4 Konya: Seydişehir, maden ocakları doğusu, Abies cilicica açıklıkları, 1550 

m, 11.04.2018, E. Şirin 693 & H. Günal (KNYA)       

 

3. Bulgular 

 

Çalışılan beş taksona ait tohum ve meyve mikrografları Şekil 1 ve 2’de gösterilirken tohum ve meyveye ait makro- 

ve mikromorfolojik özellikler ise Tablo 2 ve 3’de verilmiştir. 

Al. desertorum Stapf.: Tohum orbikular, kanatlı, kahverengi, 1.1—1.3 x 0.9—1 mm ve mikro-retikulat (Tablo 2, Şekil 

1). Meyve orbikular, koyu kahverengi, 2.9—3.5 x 2.7—3.1 mm ve tüysüz (Tablo 3, Şekil 2). 

Al. linifolium Stephan ex. Willd. var. teheranicum Bornm.: Tohum orbikular, kanatsız, kahverengi, 0.9—1.1 x 0.7—0.8 

mm ve normal retikulat (Tablo 2, Şekil 1). Meyve obovat, koyu kahverengi, 3.3—4.3 x 2.2—2.6 mm ve tüysüz (Tablo 3, 

Şekil 2). 

Al. minus (L.) Rothm. var. minus: Tohum ovat, kanatlı, kahverengi, 1—1.2 x 0.8—1 mm ve normal retikulat (Tablo 2, 

Şekil 1). Meyve orbikular, sarımsı kahverengi, 3—3.9 x 2.8—3.2 mm, eşit veya eşit olmayan 8—10 koluyla küçük veya 

büyük stellat tüylü (Tablo 3, Şekil 2). 

Al. strigosum Banks & Sol. subsp. cedrorum (Schott & Kotschy) Dudley: Tohum ovat, kanatlı, kahverengi, 1.3—1.5 x 

1.1—1.2 mm ve rugoz-foveat (Tablo 2, Şekil 1). Meyve orbikular, sarımsı kahverengi, 5.3—6 x 3.9—4.7 mm, tabanda 

tüberküllü ve kolları eşit olmayan bifurkat ve 6—8 kollu yatık stellat tüylü (Tablo 3, Şekil 2). 

Al. strigosum Banks & Sol. subsp. strigosum: Tohum ovat, kanatlı, kahverengi, 1.5—1.6 x 1.2—1.4 mm ve rugoz-foveat 

(Tablo 2, Şekil 1). Meyve orbikular, sarımsı kahverengi, 3.7—4.2 x 3.3—3.9 mm, tabanda tüberküllü ve kolları eşit 

olmayan bifurkat ve 6—8 kollu yatık stellat tüylü (Tablo 3, Şekil 2) . 
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Şekil 1. Taksonlara ait tohumların mikrografları: Al. desertorum (a-Genel görünüm, b-1000x’lik büyütme, c-2000x’lik 

büyütme), Al. linifolium var. teheranicum (d-Genel görünüm, e-1000x’lik büyütme, f-2000x’lik büyütme), Al. minus var. 

minus (g-Genel görünüm, h-1000x’lik büyütme, i-2000x’lik büyütme), Al. strigosum subsp. cedrorum (j-Genel görünüm, 

k-1000x’lik büyütme, l-2000x’lik büyütme) ve Al. strigosum subsp. strigosum (m-Genel görünüm, n-1000x’lik büyütme, 

o-2000x’lik büyütme) 
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Şekil 2. Taksonlara ait meyvelerin mikrografları: Al. desertorum (a-Genel görünüm, b-1000x’lik büyütme, c-2000x’lik 

büyütme), Al. linifolium var. teheranicum (d-Genel görünüm, e-1000x’lik büyütme, f-2000x’lik büyütme), Al. minus var. 

minus (g-Genel görünüm, h-1000x’lik büyütme, i-2000x’lik büyütme), Al. strigosum subsp. cedrorum (j-Genel görünüm, 

k-1000x’lik büyütme, l-2000x’lik büyütme) ve Al. strigosum subsp. strigosum (m-Genel görünüm, n-1000x’lik büyütme, 

o-2000x’lik büyütme) 
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Tablo 2. Taksonlara ait tohumların makro- ve mikromorfolojik karakterleri 

Takson   Şekil  Kanat  Ölçü (mm)  Epidermal Hücre Modeli 

Al. desertorum  Orbikular Kanatlı  1.1—1.3 x 0.9—1 Mikro-retikulat  

Al. linifolium var.   

teheranicum  Orbikular Kanatsız  0.9—1.1 x 0.7—0.8 Normal retikulat 

Al. minus var. minus Ovat  Kanatlı  1—1.2 x 0.8—1  Normal retikulat 

Al. strigosum subsp.  

cedrorum  Ovat  Kanatlı  1.3—1.5 x 1.1—1.2 Rugoz-foveat 

Al. strigosum subsp.  

strigosum  Ovat  Kanatlı  1.5—1.6 x 1.2—1.4 Rugoz-foveat 

 

Tablo 3. Taksonlara ait meyvelerin makro- ve mikromorfolojik karakterleri 

Takson   Şekil  Renk  Ölçü (mm)  Tüy Morfolojisi 

Al. desertorum  Orbikular Koyu kahverengi 2.9—3.5 x 2.7—3.1 Tüysüz  

Al. linifolium var.   

teheranicum  Obovat  Koyu kahverengi 3.3—4.3 x 2.2—2.6 Tüysüz 

Al. minus var. minus Orbikular Sarımsı k.rengi 3—3.9 x 2.8—3.2 Stellat 

Al. strigosum subsp.  

cedrorum  Orbikular Sarımsı k.rengi 5.3—6 x 3.9—4.7 Bifurkat ve stellat 

Al. strigosum subsp.  

strigosum  Orbikular Sarımsı k.rengi 3.7—4.2 x 3.3—3.9 Bifurkat ve stellat  

Not: Meyve ölçümlerine stilus boyu dahil değildir.  

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Tohum, meyve ve yaprak yüzeyi model karakterlerinin farklı familya ve cinsler için kullanışlı karakterler 

olduğunu SEM çalışmaları ortaya koymuştur [25, 26, 27]. Tohum yüzeyi modeli, tohum rengi ve tohum boyutları 

Brassicaceae’de taksonların ayrımında değerli karakterlerdir [20, 28, 29].   

Yapılan çalışmada tohumlarda çoğunlukla ovat şekli gözlemlenirken, benzer durumu [30] Alyssum ile ilişkili 

olmayan Lepidium L. taksonlarında tespit etmiştir. Al. linifolium var. teheranicum tohumunun kanatsız oluşuyla diğer 

çalışılan taksonlardan kolaylıkla ayrılmaktadır. Aynı şekilde Brassica juncea (L.) Czern., Eruca sativa Mill., Raphanus 

sativus L. da kanatsız tohuma sahip türlerdir [31]. Tohum ölçülerine göre Al. strigosum subsp. strigosum en büyük 

tohumlara sahipken, Al. linifolium var. teheranicum en küçük tohumludur. İncelenen taksonlarda üç tip epidermal hücre 

modeli tespit edilirken sadece Al. desertorum mikro-retikulat tiptedir. Raphanus raphanistrum L., Enarthrocarpus 

pterocarpus (Pers.) DC., Erucaria hispanica (L.) Druce ve Didesmus aegyptius (L.) Desv. gibi bazı türlerin tohumlarının 

ise mikro-retikulat epidermal hücre modeline sahip olduğu belirtilmiştir [21]. 

Türkiye Florası’nda çalıştığımız taksonların tohumları sadece kanatlı olup olmaması yönünden incelenmişken 

[8] tohumların şekli, ebatları ve epidermal hücre modelleri ilk defa çalışılmıştır. Meyvelerin makro- ve mikromorfolojik 

karakterleri Türkiye Florası [8] ile uyumlu iken meyvedeki tüylerin kol sayıları ilk defa çalışılmıştır. 

Taksonların çoğu orbikular tohum şekline sahipken Al. linifolium var. teheranicum obovat şekliyle farklılık 

gösterir. Bazı taksonların meyve rengi sarımsı kahverengiyken diğerleri ise koyu kahverengidir. Al. strigosum subsp. 

cedrorum en büyük meyvelere sahip olmasıyla diğerlerinden ayrılır. Meyvedeki tüy morfolojisi gözlemlerine göre 

taksonlar; tüysüz, tek morfolojili (stellat) ve çift morfolojili (bifurkat ve stellat) olmak üzere üçe ayrılmış olup sadece Al. 

minus var. minus tek morfolojili tüye sahiptir. [24] Alyssum cuneifolium’un ise tek morfolojili (stellat) meyve tüyüne 

sahip olduğunu gözlemlemişlerdir  

[32] A. dasycarpum Stephan ex. Willd., A. turkestanicum Regel & Schmalh. ve A. szovitsianum Fisch. & C. A. 

Mey.’un meyve boylarını 3.3–4 mm enlerini 3–3.7 mm, tohumların boylarını 1.6–2 mm enlerini ise 0.3–1.5 mm 

bulmuştur. A. strigosum subsp. cedrorum meyve büyüklüğü ile ayrılırken, çalıştığımız taksonların tohumları [32]’nın 

çalıştığı türlerin tohumlarından daha kısadır. 

Sonuç olarak çalışılan karakterlerin Alyssum için cins bazında Brassicaceae içerisinde ayırt edici olmadıkları 

fakat tohumun; kanat yapısı, ölçüleri ve epidermal hücre modeli ile meyvenin; şekli, ölçüleri ve tüy morfolojisinin takson 

bazında ayırt edici karakterler olduğu tespit edilmiştir.  
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Abstract 

In the last half century, decreasing biodiversity caused by anthropogenic factors turned into ecosystem health 

problem. With the decrease of biodiversity, the degradation of the ecological balance also poses a threat to public health. 

The damages caused by ecological and anthropogenic factors are the main triggers for the development of Emerging 

Zoonotic Diseases (EZDs). In this context, persistent EZDs due to multiple factors have reached more dangerous levels 

in terms of human, animal and environmental health. Increasing land-use changes, intensified agriculture and animal 

husbandry practices, global climate changes, changes in people's food consumption preferences, intensive migration from 

rural to urban areas, ecological distortions due to changing trade and tourism mobility are all human-induced dynamics, 

all of which lead to socioeconomic threats. In recent years, both ecosystem related problems resulting from the decline of 

biodiversity and the dynamic interactions between human, animal and environment (HAE) have made interdisciplinary 

cooperation more important than in the past. It has become an inevitable necessity to eliminate the accumulated 

Anthropocene remains in the last 150 years, to solve the health problems at the HAE-interface and to make the health and 

well-being of humanity sustainable. These accumulated problems of today can be solved with ‘One Health’ which is 

defined as multi-interdisciplinary understanding, joint effort and thought system which is worked on local, national, 

regional and global-scale in order to obtain the optimum health for humans, animals and our environment. As a result, 

interdisciplinary cooperation should be prioritized to solve common problems of complex health problems and threats. 

Therefore, the ‘One Health’ approach should be functionalized, institutionalized and expanded. Because exponentially 

growing ecological, anthropogenic disasters increase microbial threats. Therefore, in the 21st century, humanity has no 

more than 50 years to lose.  

 

Key words: decreased biodiversity, emerging zoonotic diseases, one health, anthropogenic factors 

 

----------  ---------- 

 

Biyoçeşitliliğin azalması ve yeniçıkan zoonotik hastalıklar sorununa tek sağlık yaklaşımı  

 

Özet 

Son yarım yüzyılda antropojenik faktörlerin sebep olduğu biyoçeşitliliğin azalması,  ekosistem sağlığı sorununa 

dönüşmüştür. Biyoçeşitliliğin azalmasıyla birlikte ekolojik dengenin bozulması halk sağlığı yönünden de tehdit 

oluşturmaktadır. Ekolojik ve antropojenik faktörlerin neden olduğu zararlar Yeniçıkan Zoonotik Hastalıklar (YZH)’ı 

hazırlayan başlıca tetikleyicilerdir. Bu bağlamda, çoklu faktörlere bağlı olarak süregelen YZH’lar, insan hayvan ve çevre 

(İHÇ) sağlığı bakımından geçmişten daha tehlikeli boyutlara ulaşmışlardır. Artan oranda arazi kullanımı değişiklikleri, 

yoğunlaştırılmış tarım ve hayvancılık uygulamaları, küresel iklim değişiklileri, insanların gıda tüketim tercihlerindeki 

değişim, kırsaldan kentlere yoğun göçler, değişen ticaret ve turizm hareketliliğine bağlı ekolojik bozulmalar insan 

kaynaklı dinamikler olup, bunların hepsi sosyoekonomik tehditlere yol açmaktadırlar. Son yıllarda, hem biyoçeşitliliğin 

azalmasından kaynaklanan ekosistem ile ilgili sorunlar hem de insan hayvan çevre (İHÇ)-arayüzünde süregelen dinamik 

etkileşimler, geçmişten daha çok disiplinlerarası işbirliğini zorunlu hale getirmiştir. Son 150 yıllık süreçte birikmiş 
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Antroposen kalıntılarını ortadan kaldırmak, İHÇ–arayüzündeki sağlık sorunlarını çözüme kavuşturmak ve insanlığın 

sağlık ve gönencini sürdürülebilir kılmak kaçınılmazdır. Günümüzün birikmiş bu sorunları, “insanlar, hayvanlar ve 

çevremiz için en uygun sağlık elde etmek amacıyla yerel, ulusal, bölgesel ve küresel ölçekte çalışılan çoklu disiplinlerarası 

anlayış, ortak çaba ve düşünce sistemi” olarak tanımlanan ‘Tek Sağlık’ ile çözümlenebilir. Sonuç olarak, devingen 

özellikteki karmaşık sağlık sorunları ve tehditleri “ortak düşünce ile çözmek” için disiplinlerarası işbirliği öncelenmelidir. 

Bu yüzden, ‘Tek Sağlık’ yaklaşımı işlevselleştirilmeli, kurumsallaştırılmalı ve yaygınlaştırılmalıdır. Çünkü katlanarak 

büyüyen ekolojik, antropojenik felaketler mikrobiyal tehditleri artırmaktadır. Bu yüzden, 21. yüzyılda, insanlığın 

kaybedecek bir 50 yılı daha kalmamıştır.  

 

Anahtar kelimeler: biyoçeşitliliğin azalması, yeniçıkan zoonotik hastalıklar, tek sağlık, antropojenik faktörler 

 

1. Introduction 

 

Biodiversity or biological diversity is a term that refers to the diversity of all biological systems at the molecular, 

organism, population, species and ecosystem levels, and includes diversity within and between species [1]. Although it 

may seem difficult to talk about the existence of a direct link between biodiversity and human health at first [2], studies 

has gained momentum about urbanization, industrial activities, climate changes, invasive species alone or their 

combinations that change the natural environment and biodiversity, and thus affect human health [3].  

 

2. Biodiversity, loss of biodiversity and its effects on health  

 

Biodiversity is potentially effective on health through 3 different mechanisms. These are positive / negative 

effects on physiological and psychological health values, effects on the course of chronic diseases and infectious diseases 

[2]. Allergy, autoimmune diseases, chronic inflammatory diseases such as inflammatory bowel disease (IBD), the 

presence of cancer and psychiatric diseases are the main examples of these effects. Biologically diverse environments are 

reported to be capable of altering and enhancing the endogenous human microbiota, which is essential for the presence 

of a balanced and functional immune system, and thus affects human health [4-6].  

Interacting with forests, urban parks and other semi-natural environments, even for a short time, improves self-

confidence, mood and mental perception while reducing stress symptoms and attention deficiencies as well as physical 

health. Moreover, biodiversity has been suggested to be effective even in prenatal development and in the early stages of 

life and has a positive effect on the birth weight of infants. It should be noted that plant diversity has direct or indirect 

effects on reducing air pollution, which can cause allergies, asthma, cardiovascular diseases and premature births [6]. 

Various scientific studies on the positive effects of interacting with natural environment and biodiversity 

environments on human health and welfare are summarized in Table 1. 

 

 

Table 1. Studies on the effects of natural environment / biodiversity on health effects 

Relationship between biodiversity / natural environment and human health /  

welfare level 

References 

Physiological / Psychological / Psychiatric effects 7-11 

Chronic disease and immune system effects 12-19 

Infectious disease effects 20-23 

  

 

In addition to the studies in Table 1, Ray and Jakubec (2014) reported in their meta-analysis that the survival 

of a nature-based life has therapeutic effects in cancer patients[24]. It should also be noted that the ethnobotanical-based 

drug development strategies still remain valid in the treatment of diseases such as cancer [25, 26]. Further animal 

modeling and epidemiological studies should be conducted to assess the health effects of biodiversity [6] and new 

strategies should be developed. On the other hand, the loss and / or reduction of biodiversity caused by various reasons 

leads to increased infectious disease agents in nature, transmission of pathogens at the HAE-interface, displacement of 

vectors and loss of our ability to fight infectious diseases [21-23]. 

Therefore, this review will focus on the increase of infectious disease agents due to loss and/or reduction of 

Biodiversity and their interactions at the HAE-interface. 
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3. Emerging zoonotic diseases 

 

The concept of “emerging zoonoses" which entered the literature in the last quarter century; “An emerging zoonosis 

is a zoonosis that is newly recognized or newly evolved, or that has occurred previously but shows an increase in incidence 

or expansion in geographical, host or vector range." [27].  

In recent years, Emerging Zoonotic Diseases (EZD’s), which have caused serious problems in human and animal 

health, are important both in terms of clinical services and epidemiological features. In addition, EZD’s remain one of the 

most important health problems of the 21st century in terms of livestock economy, biosecurity and Global Health Safety 

[28). 

Especially in the last quarter of the 150-year that is defined as the ‘Anthropocene Age’, ecological and anthropogenic 

factors have multiplied, the acceleration of latent potential has increased and threats have become globalized [29]. The 

degradation of the ecosystem and the increase in globalization due to anthropogenic reasons have accelerated the loss of 

species and the decrease of biodiversity. It has increased ecosystem degradation that alters infectious disease patterns, 

accumulation of toxic pollutants and invasion of wild species / pathogens [30]. 

In many areas of life, EZD’s caused by pathogens (Figure 1, Tables 3 and 4) pose a threat with dynamic interactions 

at the HAE-interface in the last 40-45 years. According to current data [29-35], there are two main causes of these multiple 

and complex threats namely ecological and anthropogenic factors. 

 

3.1 Ecological and Anthropogenic Factors in Emerging Zoonotic Disease 

 

In recent years, land use, climate change, human movements and animal-commodity transport are important factors 

that lead to regional and global spread of Re-emerging Disease and/or Emerging Zoonotic Disease [30-34]. As with all 

infections, it should not be ignored that the occurrence dynamics of EZDs or Re-Emerging Zoonotic Diseases are complex 

and involve many sectors in the prevention / protection process. In recent years, these have been the focus of increasing 

interest in infectious diseases, medical and veterinary services, and many other health institutions [35].  

 
Figure 1. Emerging and Re-emerging Infectious Diseases defined by the world until 2017 (Adapted from Paules, C.I., 

2017). 

Most of the factors on the map are zoonotic. Red dots and blue dots respectively indicate newly identified, 

existing and redefined pathogens. Considering that only AIDS exists on the map in the 1980s, the identification of so 

many pathogens poses a serious threat to public and ecosystem health in the last 37 years. In addition, according to 

Morand et al. [32] report and Table 2, there is a positive relationship between the decrease of biodiversity and local / 

regional spread of pathogens and increase of Re-emerging disease. Therefore, as shown in the map in Figure 1 and in 
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Tables 2 and 3, when the effects of pathogens on human and animal health are reviewed, it is understood that there are 

many “preparatory factors” in the background of the increase and spread of EZD’s [33].  

 

Table 2. Examples of reduced biodiversity and increased transmission of pathogens (Adapted from Morand, S. et al., 

2014) 

Host species Location  Pathogens 

Rodents 

USA  Hantavirus (Sin Nombre Virus) 

Southeast Asia  Hantavirus (Seoul Virus) 

Belgium Hantavirus (Puumala Virus) 

USA Bartonella spp. 

Rodents and other mammals USA Borrelia burgdorferi  (Lyme disease)                               

Small mammals USA Anaplasma phagocytophilum 

Birds 
USA West Nile virus (BNV ) 

Germany Himasthla elongata (helmint) 

 

Table 3. Some emerging pathogens endemicly located in different parts of the world (Adapted from Kilpatrick A.M., and 

Randolph S.E. 2012) 

Pathogens Regions at risk Endemic region Pathways 

Japanase encephalitis 

virus 
America Asia Infected livestock 

Rift Valley Fever Virus 
America, Mediterranean 

Europe 
Africa, Asia Infected livestock 

Chikungunya virus Europe, America, Australia Africa, Asia Infected human 

Mayaro virus Africa, Asia, Europe South America Infected human 

Zika virus Europe, America Africa, Asia Infected human 

Dengue virus Southern Europe Southern hemisphere Infected human 

West Nile virus Central Europe, Turkey Africa, Asia, Europe, Australia Migratory birds 

 

3.2 Ecological factors 

 

Decreased biodiversity due to global climate change, land use and deforestation and Vector-borne Diseases 

(VBDs) due to disruption in the ecosystem are important issues for regional and global health [1, 2, 6, 32-36]. As shown 

in Figure 2, continuous and dynamic interactions at the IHC-interface in nature are important in terms of environmental 

changes and pathogen microorganism-host relationships. Meantime, the ongoing dynamism at the IHC-interface is 

valuable to predict risks arising from zoonoses. 

 
Figure 2. Ecology of emerging infectious and re-emerging infectious diseases (Adapted from Karesh, W.B., 2012) 
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Considering the relationships between wild animals, domestic animals and humans given in Figure 2; the 

ongoing dynamics of emerging infectious diseases are highly influenced by ecological factors.  The red, pink and green 

colors in the figure represent respectively the transmission and multiplication of infections in humans, the transmission 

of a pathogen from wild animals to humans, the ability of the pathogen to contact and the outbreak [37]. 

These zoonotic risks may vary according to geography and seasons, and the results may depend on factors such 

as land use, weather, climate or environmental changes. Researches on the dynamics of zoonotic pathogens in wildlife 

reservoirs can be considered as an early warning system to report the risk of an outbreak in livestock or humans and 

reduce the number of human disease cases [34, 37]. In this context, characteristics of the host, pathogen and vector are 

largely influenced by environmental conditions. Interactions and complex health problems in Figure 2 are similar to the 

close relationship and interaction between human, animal and environmental health in “One Health”. 

As seen in Figure 3 and Table 3, When Turkey's condition is evaluated by the data, West Nile Virus continues to 

be a regional problem in the European continent and the Mediterranean coastal countries in recent years. Based on the 

latest data, the West Nile Virus and Sindbis virus, which also spread with migratory birds, maintains the potential for 

regional risk [34, 36]. 

 

 
Figure 3. Outbreaks of West Nile virus between humans, equids and / or birds in European Union countries as of 

November 29, 2019 (Adapted from ECDC, 2019) 

 

3.3. Anthropogenic Factors  

 

Similar to ecological factors, humanity has caused unexpected changes in nature and the HAE-interface in the 

last half century. Intensified and industrialized agricultural practices, an increasing trend in tourism and travel [38] and 

anthropogenic factors such as expansion of trade volume, land use changes and rapidly increasing urbanization have led 

to the emergence of infectious diseases in certain countries or regions [39]. In this context, there is a correct relationship 

between the density of human population in cities and the spread of infections.  

Traveling of 55% of the tourists with the aim of recreation across the continents increases the potential of the 

global threat of EZD pathogens such as SARS-CoV, MERS-CoV Ebola, Zika virus, and this dynamism makes 

unpredictable risks permanent and threatens global health safety [38, 40, 41]. A study about zoonoses problem with 'One 

Health' perspective reported the presence of at least more than 10 EZD pathogens in Turkey [42]. 
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4. Emerging zoonotic diseases and “One Health” approach 

 Zoonotic outbreaks caused by old zoonotic pathogens (Bacillus anthracis, Mycobacterium tubeculaosis, 

Brucella spp., Rabies virus) and emerging zoonotic pathogens (Borrelia burgdorferi, Bartonella henseleae, MERS-CoV 

Ebola virus, Zika virus) have threatened human health throughout history [33, 37, 39, 41]. The intellectual history of the 

idea of One Health, which protects public health from these threats, begins in the 1850s [43]. But in the current sense, the 

emergence of One Health concept coincides with the early years of the 21st century [2002-2004]. “One Health” is a 

multidisciplinary understanding and a common effort working at local, national, regional and global scale to achieve 

optimal health for people, animals and our environment [44]. With this comprehensive expression, “One Health” has 

gained importance as a transdisciplinary thinking system in order to produce solutions to “complex health problems” that 

arise from multifactorial reasons [40, 41,43]. Instead of the traditional approach to health, it is recommended to 

functionalize the core competencies of One Health Education in the education processes to place and spread this thinking 

system, to take advantage of preventive and protective dynamics [45]. 

 

4. Conclusions and discussion 

 

In the 21st century we live in, the “paradigm shift” is inevitable in order to solve the health problems related to 

EZDs and to avoid possible risks, which have accumulated by neglect [46]. In this context, taking into account the EZDs 

with ecological and anthropogenic factors, One Health does not only mean combating infections that are on the agenda 

in the 21st century. Based on the prediction of the future, the One Health approach includes health problems [47], 

Antimicrobial resistance-AMR [48], and AMR combating and surveillance systems [49] caused by global climate 

changes. Ecosystem health problems resulting from the rapid migration of people from rural to urban areas and distorted 

urbanization and the degradation / degradation of urban vegetation forced by other anthropogenic factors [reduction of 

green space, air pollution) affect urban ecology and lead to a decrease in biodiversity [50]. It also includes preventing the 

problem of anthropogenic factor-based obesity and obesogens, and preventing social threats from endocrine disrupting 

chemicals [51] and complex non-infectious health problems. Attempts to prevent all these health risks and reduce 

unforeseen infectious and non-infectious threats are possible through transdisciplinary thinking system, with 

interdisciplinary cooperation as a priority. This system is a ‘One Health’ thinking system and approach, which should be 

should functionalized, institutionalized and expanded and the system has vital importance as air and water. Today, 

ecological and anthropogenic disasters growing exponentially accelerate the decline of biodiversity and increase 

microbial threats caused by EZDs and the AMD crisis with climatic disasters. Therefore, in the 21st century, humanity 

has no more 50 years to lose in the 21st century. All humanity should see the coming hurricane of huge problems. The 

only way to prevent an impending hurricane is to institutionalize the “One Health” thought ve and transfer it to life 

immediately.  
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Abstract 

In this research, economic value analysis was performed whit determination of production, goods and service 

value functions of Fritillaria imperialis' in Turkey. Economic valuation techniques, ecological and socio-cultural value 

criteria were used in the value analysis. In the study, the sum of the flow values for the service functions provide by F. 

imperialis is calculated as $ 72.96 / year for a per unit F. imperialis. The total economic value of F. imperialis is $ 

14,592,000 / year for the 2000 000 unit which annual export quantity of F. imperialis. It has an annual export revenue of 

$ 52,416 and this estimate value is considerably higher than the annual export revenue. When positive value added created 

by non-material values in the ecological and socio-cultural processes, wealth and inheritance value are added to this value, 

F. imperialis' economic value is significantly higher. In addition, biological control value of use from the value functions 

($13.6 / da / year), the conservation value ($ 37 / da / year), the value of use as an ornamental plant ($ 8.07 / unit/ year) 

and the value of use as a nutrient ($ 3.6  /unit / year)  was determined to be important. Blue tits have also been shown to 

be an extremely important pollinator for this species.  

 

Key words: Economic valuation techniques, Fritillaria imperialis, biodiversity, sustainable development, Turkey 

 

----------  ---------- 

 

Türkiye’de Fritillaria imperialis’ in Ekonomik Değer Analizi  

 

Özet 

Bu araştırmada Türkiye’de Fritillaria imperialis’ in üretim, mal ve hizmet değer fonksiyonlarının saptanması 

ile ekonomik değer analizi yapılmıştır. Değer analizinde ekonomik değerleme teknikleri, ekolojik ve sosyokültürel değer 

kriterleri kullanılmıştır. Araştırmada F. imperialis’ in sunduğu hizmet fonksiyonları için akım değeri toplamı, birim adet 

F. imperialis için 72,96  $/yıl olarak hesaplanmıştır. F. imperialis’ in toplam ekonomik değeri, yıllık ihracat miktarı olan 

2000 000 adet F. imperialis için ise 14,592,000 $/yıl dır. Tahmin edilen bu değer F. imperialis’ in yıllık ihracat geliri olan 

52,416 $’dan oldukça yüksektir.  Bu değere,  ekolojik ve sosyo-kültürel süreçlerde yer alan, maddi olarak ifade 

edilemeyen değerlerin yaratığı pozitif katma değer, servet ve miras değeri de eklendiğinde F. imperialis’ in ekonomik 

değerinin önemli oranda yüksek olduğu görülür. Ayrıca değer fonksiyonlarından biyolojik kontrolde kullanım değeri 

(13,6 $/da/yıl), koruma değeri (37$/da/yıl), süs bitkisi olarak kullanım değeri (8,07 $/adet/yıl) ve besin olarak kullanım 

değerinin  (3,6 $/adet/yıl) önemli olduğu tespit edilmiştir. Blue tits’in, bu tür için son derece önemli bir polinatör olduğu 

da ortaya konmuştur.  

 

Anahtar kelimeler: Ekonomik değerleme teknikleri, Fritillaria imperialis, biyolojik çeşitlilik, sürdürülebilir gelişme, 

Türkiye 

 

1. Giriş 

 

Son yüzyılda sürdürülebilir gelişme politikaları kapsamında gerek ekologlar gerekse ekonomistler tarafından 

biyolojik çeşitliliğin ekonomik değerine yönelik çalışmaların gerekliliğine dikkat çekilmektedir. Özellikle biyolojik 
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çeşitliliğin kaynak olarak sürdürülebilir kullanımının sağlanması, tüm insanlığın bu kaynaklardan eşit ve adil olarak 

faydalanabilmesi ekolojik süreçlerin ekonomik süreçlerle birlikte değerlendirilmesiyle mümkündür.  

Ekonomik açıdan kıt kaynaklar olarak ele aldığımız biyolojik çeşitlilikte küresel ısınma, iklim değişikliği, nüfus 

artışı, gıda yetersizliği gibi sorunlar hem ekolojik kayıplara hem de ekonomik değer kayıplarına neden olmaktadır. 

Küresel ekonominin %40’nın biyolojik süreçlerle ilgili olduğu [1] ve küresel biyolojik çeşitliliğin ekonomik değerinin 

2,9 trilyon $/yıl [2] olduğu göz önüne alınırsa biyolojik çeşitlilikteki olası bir kaybın ekonomik süreçleri ne şekilde 

etkilediği/etkileyeceği, olası ekonomik değer kayıpları açıkça görülebilir. Söz konusu değer kayıplarının rasyonel bir 

şekilde ortaya konması biyolojik çeşitliliğin ekonomik değer analizlerinin yapılması ile mümkündür. 

Ekonomik değer biyolojik çeşitliliği tüm yönleriyle ele alan, biyolojik çeşitlilik ve bileşenlerinin sunduğu servis 

ve hizmetlerin kullanım ve kullanım dışı değerlerin toplamıdır [3]. Biyolojik çeşitliliğin kullanım değeri hammadde 

olarak kullanımı, gıda, tıp ve eczacılıkta kullanımı, doğa turizmi, havza ve toprak koruma, erozyonu önleme, su temini, 

karbon tutma vb aktivitelerden oluşurken kullanım dışı değeri ise varlık ve miras değerinden oluşur  [4,5,6].  

Bu yönüyle değerlendirildiğinde bitki çeşitliliğinin sunduğu hizmet ve servislerinin değeri piyasa 

mekanizmasında arz-talep ilişkisine göre şekillenecektir. Bitki türlerinin kamu malı niteliği taşıması, kamu mallarının da 

erişim kolaylığının olması, serbest mal özelliği taşması bu türlere talebi artıracaktır. Bu durum biyolojik çeşitliliği, telafisi 

imkansız, geriye dönüşümü son derece güç olan tahribatla karşı karşıya bırakmakta, aynı zamanda zaman, ekolojik ve 

ekonomik kaynak kayıplarını da beraberinde getirmektedir.  

Soğanlı bir bitki türü olan ve halk arasında “Ters lale, ağlayan gelin” olarak bilinen Fritillaria imperialis (F. 

imperialis) küresel olarak kuzey Irak, İran, Afganistan, Pakistan Keşmir bölgesi gibi geniş bir coğrafyada yayılış 

göstermektedir. Türkiye’de ise genel olarak Adıyaman, Bingöl, Bitlis, Elazığ, Gaziantep, Hakkari, Kahramanmaraş, 

Kayseri, Malatya, Muş,  Siirt, Şırnak, Tunceli ve Van bölgelerinde yetişir [7,8]. Nisan- mayıs ayında çiçeklenir, sarıdan 

portakal rengine kadar değişen çiçeklerinin güzelliği nedeniyle çok sevilen ve aranan bir soğanlı bitkidir. Bu özelliği 

nedeniyle Avrupa’da park ve bahçelerde peyzaj uygulamalarında süs bitkisi olarak yaygın kullanılır.  1000-2500 m 

arasındaki kayalık yamaçlarda, çalılıklar arasında ve tarla kenarlarında yetişir [9,10,8]. Soğan ve diğer aksamlarında 

taşıdığı primer ve sekonder metabolitler nedeniyle de geleneksel tıpta ve modern ilaç endüstrisinde önemli ölçüde talep 

edilen bir bitkidir. Bu nedenle F. imperialis,  hem süs bitkisi olarak hem de tıpta kullanılıyor olmasından dolayı piyasada 

arz ve talep yaratan bir “ekonomik değere”  sahiptir. İktisadi açıdan metalaşan ve arz-talep ilişkisine bağlı olarak piyasada 

oluşan bu değer F. imperialis’ in gerçek değeri midir? Türün doğal habitatında ekosistemin ve ekolojik döngünün bir 

parçası olarak sunduğu hizmetler göz önüne alındığında oluşan piyasa değeri türün gerçek değerini karşılar mı? Bu 

araştırmada bu sorulara yanıt aranmıştır. Bu araştırma kapsamında F. imperialis’ in ekonomik ve ekolojik sistem 

içerisinde sunduğu mal ve hizmetler göz önüne alınarak, kullanım ve kullanım dışı değerleri doğrultusunda “toplam 

ekonomik değeri” belirlenmiştir. Elde edilen veriler ülke gen kaynaklarının sürdürülebilir kullanımı yönüyle rasyonel 

olarak değerlendirilmiştir. Bu yönüyle araştırma sonuçlarının literatüre önemli bir katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  

 

2. Materyal ve yöntem 

 

1.1.Verilerin Toplanması ve Analizi 

 

Literatür verileri kullanılarak F. imperialis’ in öncelikli olarak ekolojik özellikleri belirlenmiştir. Ekolojik 

özellikleri ve bitkinin yaşadığı habitat göz önüne alınarak bitkinin ekosistem içindeki hizmet ve fonksiyonları tespit 

edilmiştir (Şekil 1). F. imperialis’ in belirlenen hizmet ve değer fonksiyonları; [11,5,12]’den uyarlanarak ve literatür 

bilgilerinden elde edilen veriler doğrultusunda üretim, bilgi, habitat ve ekosistem fonksiyonları, opsiyon, miras ve varlık 

değeri olmak üzere 7 ana kategoride ifade edilmiştir (Şekil 1). Bu kategorilerde kendi içinde alt kategorilerle temsil 

edilmiştir. 

 

1.2. Verilerin Analizi 

 

Verilerin analizinde, [11,5,12,6]’dan uyarlanarak geliştirilen, ekonomik değer yaklaşımı, ekolojik değer ve 

sosyokültürel değer yaklaşımları kullanılarak, F. imperialis’ e ait üretim, mal ve hizmetlerin nicel ve nitel olarak değer 

analizi yapılmıştır (Şekil 1). Niceliksel değerlemede F. imperialis’ in fonksiyonları parasal bir birim olarak USA $/ha/yıl 

veya USA $/Adet/Yıl olarak ifade edilmiştir. Nitel Değerleme ise, F. imperialis’ in ekosistem değeri, bilgi fonksiyonu 

değeri gibi spesifik ekolojik kriterleri belirlemede uygulanmış olup, + (Az değerli), ++ (Orta düzeyde değerli), +++ (Çok 

değerli) şeklinde, sözel olarak ifade edilmiştir.  
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1.2.1. Ekonomik değer yaklaşımı 

 

Ekonomik değer yaklaşımında bitki türlerinin piyasa değeri, üretim fonksiyonu geliri ve koruma maliyeti göz 

önüne alınmıştır [11,5,12,6].  

1.2.1.1. Doğrudan piyasa analizi: Bu yaklaşım mal ve hizmetlerin niteliksel ya da niceliksel değişim değerlerinin 

belirlenmesinde kullanılır [6,13]. Çevresel hasar veya gelişme, pazarlanan girdiler veya çıktıların fiyatlarındaki değişiklik 

miktarı artış gösterdiği zaman, değişikliğin değeri toplam tüketici ve tüketici artanındaki değişikliklerle ölçülebilir 

[11,5,12]. Biyolojik kaynaklardan elde edilen mal ve hizmetlerin, özellikle piyasalarda ticareti yapılanlarının, belirli bir 

piyasa fiyatının olması beklenir. F. imperialis’ de piyasada alınıp satılabilen bir ticari mal özelliği taşıdığından doğrudan 

pazarda oluşan parasal değeri temel alınarak ilgili ekosistem, mal ve hizmetlerin ekonomik analizi yapılmıştır. 

1.2.1.2. Koruma-önleme maliyeti: Habitatların, biyolojik çeşitliliğin veya ekosistemlerin in-situ (alanda) veya ex-situ 

(alan dışı) korunmasına yönelik alınan önlemlerin ve korumanın sürdürülebilirliği için yapılan harcamaların tamamı 

olarak ifade edilir [12,6]. Bu bağlamda F. imperialis’ in insitu ve exsitu koruma önlemlerinin maliyeti temel alınarak 

türün ilgili fonksiyonları ve hizmetleri analiz edilmiştir.  

1.2.1.3. Üretim fonksiyonu geliri: Üretim süreci içindeki hava, su gibi piyasa dışı bir girdinin tedarikindeki değişimin 

fiyatı, çıktı ürünün karlılığındaki değişime gönderme yapılarak tahmin edilir. Bu yaklaşım düzenleyici ekolojik 

fonksiyonların ekonomik aktivitelere katkılarının tespiti ile, dolaylı kullanım değerlerinin elde edilmesi amaçlı 

kullanılır[12]. F. imperialis lokal olarak tarımsal üretimi yapılan bir ticari türdür. Bu nedenle üretime ilişkin girdi ve 

çıktılar göz önüne alınarak üretim fonksiyonu geliri hesaplanmıştır. Üretim fonksiyonu gelirinin bireysel gelire ne kadar 

katkı sağladığı hane halkı geliri olarak tespit edilmiş olup, ekosistem fonksiyonları, mal ve hizmetleri değerlendirilmiştir.  

Bu yaklaşım iki aşamalı bir süreçten oluşur. İlk önce, çevrenin ekonomik aktiviteler üzerindeki fiziksel etkileri belirlenir. 

İkinci aşmada ise, ekolojik fonksiyonların parasal değeri tahmin edilir. Üretim fonksiyonu aşağıdaki gibi ifade edilir [14]. 

     Q= f(K,L,N,E….) 

Üretim fonksiyonunda K,L,N,E terimleri sırası ile kullanılan sermaye, emek, toprak ve enerji miktarını gösterir. 

Q ise söz konusu girdilerin kullanılması ile elde dilen maksimum çıktı miktarını gösterir. Burada üretim fonksiyonu 

girdilerle çıktılar arasındaki parasal ilişkileri değil, fiziksel ilişkileri yansıtan bir kavramdır [14].  

1.2.2. Ekolojik değer analizi yaklaşımı 

 Ekosistem fonksiyonlarının sürekliliğinin sağlanması ve kapasite kullanımı ekosistem bileşenlerinin sunduğu 

mal ve hizmet fonksiyonlarının açıklanması ile mümkündür. Bu servis akışlarının değerlendirilmesinde bütünlük, 

esneklik ve dayanıklılık gibi ekolojik kriterler belirleyici nitelik taşırlar. Ekolojik kriterler ekosistemlerin düzenleme ve  

habitat fonksiyonları ile ilişkilidirler. Bu fonksiyonların ölçümünde biyolojik kaynakların zenginliği, çeşitliliği ve 

komplex yapısı kullanılır[11,5,12,6]. Bu çalışmada da ekolojik kriter olarak, endemik ve biyolojik çeşitlilik için 

uluslararası ve ulusal ekolojik değer kriterlerinin yer aldığı “Red Data Book of Turkısh Plants - Kırmızı Kitap” [15], 

“Türkiye’nin 122 Önemli Bitki Alanı - ÖBA” [16], verileri biyolojik çeşitliliğin korunmasındaki uluslararası sözleşmeler 

(Biyolojik çeşitlilik sözleşmesi, Bern sözleşmesi, CITES (Convention on International Trade in Ednangered Species of 

Wild Fauna and Flora), Türkiye Doğal Çiçek Soğanları üretim ve ticaretine ilişkin yönetmelik (2018) [17] referans olarak 

kullanılmıştır. Bu veriler göz önüne alınarak nitel değerleme yapılmıştır. 

 

1.2.3. Sosyo-kültürel değer analizi yaklaşımı 

  

Birçok literatürde sosyal nedenlerin; ruhsal değerler ve özgürlük, kültürel çeşitlilik ve kimlik, eğitim, zihinsel ve 

fiziksel sağlığı vurgulamada, çevresel fonksiyonların ve biyolojik kaynakların önemini tanımlamada önemli bir rol 

oynadığından söz edilmektedir. Doğal sistemler ve biyolojik kaynaklar sürdürülebilir bir toplum için zorunlu ve maddi 

olmayan iyiliklerin önemli bir kaynağını oluşturur [6].  Bu araştırmada F. imperialis’ in değer fonksiyonlarından bilgi 

fonksiyonunun değer analizinde, sosyo-kültürel değer yaklaşımdan faydalanılmıştır. İnsanların bu türe göstermiş olduğu 

sevgi, kurmuş olduğu duygusal bağlar ve duygusal olarak vermiş olduğu değerler göz önüne alınarak, kültürel zenginliğe, 

insanların tarihsel ve sanatsal birikimine katkısı, bilim ve eğitime katkısı, eko turizme olan katkısı sosyo-kültürel değer 

analizi kapsamında nitel olarak değerlendirilmiştir.  
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Şekil 1.  F. imperialis’ in değer fonksiyonları ve ekonomik değerleme metotları matriksi [11,5,12]’den uyarlanmıştır) 

 

F. imperialis’ in Değer Fonksiyonları Niceliksel Değerleme Niteliksel 

Değerleme 

Doğrudan 

Piyasa 

analizi  

Koruma 

maliyeti  

Üretim fonksiyonu 

geliri  

  

Üretim fonksiyonu değeri      

Üretim geliri X  X  

Biyoteknolojide kullanım değeri X  X  

Geleneksel tıpta kullanım değeri X  X   

Ticari kaynak değeri X  X   

Süs bitkisi kullanım değeri X  X   

Bilgi fonksiyonu değeri      

Estetik değerler X   X 

Kültürel değerler    X 

Tarihi ve sanatsal değerler    X 

Bilimsel ve eğitim amaçlı kullanım değeri    X 

Eko turizm değeri    X 

Habitat değeri      

Biyolojik çeşitlilik değeri    X 

Endemik çeşitlilik değeri    X 

Koruma değeri  X    

Ekosistem değeri      

Madde  döngüsü değeri    X 

Besin döngüsü değeri X  X   

Polinasyon değeri X  X   

Opsiyon değeri    X 

Varlık değeri    X 

Miras değeri    X 

 

3. Bulgular 

 

F. imperialis’ e ait üretim, mal ve hizmet değer fonksiyonları için, nitel ve niceliksel değerlendirmelerle değer 

akım şeması elde edilmiştir. Bu akım şemasında, değer fonksiyonlarının nitel ve nicel değerlerinin toplamı ile şekil 2 de 

verilen F. imperialis’ in toplam ekonomik değerine ulaşılmıştır.  

Şekil 2’de görüldüğü üzere F. imperialis’ in üretim, mal ve hizmet değer fonksiyonlarının, ölçülebilen faydalara 

yönelik toplam ekonomik değeri, birim adet F. imperialis için yıllık 72,96 $ olarak tahmin edilmiştir. F. imperialis’ in 

toplam ekonomik değeri, yıllık ihracat miktarı olan 200 000 adet F. imperialis için ise 14,592,000 $/yıl dır. Tahmin edilen 

bu değer F. imperialis’ in yıllık ihracat geliri olan 52.416 $’ın [18] çok üzerindedir. Bu değere, ekolojik ve sosyo-kültürel 

süreçlerde yer alan, maddi olarak ifade edilemeyen değerlerin yaratığı pozitif katma değer, miras ve servet değeri de 

eklendiğinde F. imperialis’ in ekonomik değerinin önemli oranda yüksek olduğu ortaya çıkar.  

Toplam ekonomik değer içerisinde üretim geliri değeri, her bir F. imperialis soğanı için 0,18 $/yıl olarak tahmin 

edilmiştir. F. imperialis’ in üretimini yapan 5 kişilik bir aile için hane halk geliri 297 $/da/yıl dır. Bununla birlikte önemli 

bir gen kaynağı ve hammadde değeri taşıya F. imperialis’ in Türkiye’de doku kültürü gibi biyoteknolojik yöntemler 

aracılığı ile üretiminin gerçekleştirilmesi ürün kalitesinde ve üretim miktarında artışa neden olacaktır. Biyoteknoloji 

aracılığı ile üretimde sağlanacak %10’luk bir artışın piyasa değeri yaklaşık 31 $/kg/da/yıl ve 0,02 $/adet/yıl olacaktır.  

Bu  bitkinin tarla kenarlarında yetiştirilmesi çiftçiye biyolojik kontrol konusunda, tarla fareleriyle mücadelede 

önemli katkı sağlamaktadır. Bu yönüyle bakıldığında biyolojik kontrolden sağlanan toplam faydanın değeri 13,6 $/da/Yıl 

olarak hesaplanabilir. Bu bitkiyi çiftçi yetiştirmekle her yıl yaklaşık 14 $ yıllık kar edecektir.  

F. imperialis’ in elde edilen “Bei Mu” adlı ilaç yüksek ateş, süt yetersizliği, apselerin tedavisinde, öksürük, astım, 

bronşit ve balgam giderici olarak yaygın kullanılmakta ve tek kullanımlık 1 paket Bei Mu’nun piyasa değeri 20 $’dır 

[19,21].  
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Şekil 2. F. imperialis’ in Ekonomik Değer Akım Şeması ve Analiz Tablosu 

F. imperialis’ in FONKSİYONU EKONOMİK DEĞER 

Ekonomik değeri 

US $*/Adet  /Yıl veya US $ /da/yıl 

Üretim Fonksiyonu Değeri   

Üretim geliri değeri/Hane halkı geliri 0,18 $/Adet/Yıl / 297 $/Da/Yıl 

Biyoteknolojide Kullanım Değeri 0,02 $/Adet/Yıl 

Biyolojik Kontrolde Kullanım Değeri 13,6 $/Da/Yıl 

Geleneksel tıpta kullanım değeri 1,33 $/Adet/Yıl 

Ticari kaynak değeri 0,26 $/Adet/Yıl 

Süs bitkisi değeri 8,07 $/Adet/Yıl 

Bilgi Fonksiyonu Değeri  

Estetik değerler 8,07 $/Adet/Yıl 

Kültürel değerler +++ 

Tarihi ve sanatsal değerler +++ 

Bilimsel ve eğitim amaçlı kullanım değeri +++ 

Eko turizm değeri + 

Habitat Fonksiyonu Değeri  

Biyolojik çeşitlilik değeri +++ 

Endemik çeşitlilik değeri +++ 

Koruma değeri 37,71 

Ekosistem Fonksiyonu Değeri  

Madde döngüsü değeri ++ 

Besin döngüsü değeri 3.6 $/Adet/Yıl 

Polinasyon değeri 0,12 $/Adet/Yıl 

Opsiyon Değeri(Farmakolojik) +++ 

Varlık Değeri +++ 

Miras Değeri +++ 

Toplam Değer 72,96 $/Adet/Yıl 

*2019, Haziran ayı Merkez Bankası kur düzenlemeleri kullanılmış olup, 1 US $ 6, 30 Tl olarak alınmıştır.  

 

Tahmin edilen toplam değer içersinde diğer önemli bir parametre ise koruma değeridir. Birim dekar alanda 

yetişen F. imperialis’in koruma proje gelirleri göz önüne alınarak tahmin edilen insitu ve exsitu korumanın toplam değeri 

37,71 $/yıl olarak tahmin edilmiştir.  

Türkiye’de kota dahilinde yalnızca Fritillaria’nın 2 türün, F. imperialis’in ve F, perscia, ticaretine izin 

verilmekte olup, ticari değeri birim adet F. imperialis’in soğanı için 0,26 $/Adet/Yıl olarak tahmin edilmiştir. Avrupa 

pazarlarında ise süs bitkisi olarak, F. imperialis’in piyasa değeri yaklaşık 8,07 $/Adet/Yıl dır [22]. Anadolu insanı bu 

çiçeklerle iç içe yaşayarak, duygusal bağlar kurarak, tarihi, kültürel ve sanatsal eserlerinde bu çiçekleri yaşatarak, F. 

imperialis’i Anadolu kültürünün önemli bir parçası yapmıştır.  

%75 oranında zengin aminoasit içeren nektar üreten F. imperialis’in günlük sabah saatlerinde ürettiği nektar 

miktarı ortalama 133.3  µl/çiçek dir. Eğer metabolik aktivitelerini gerçekleştirebilmek için ihtiyaç duyduğu enerjinin 

tamamını bu çiçekten karşılayacağı var sayılırsa günlük en az 5 ziyareti 45 gün süre ile yapmak zorundadır. Bu ziyaret 

sonucu elde ettiği nektarın besin olarak kullanımının değeri ise 3.6 $/adet/yıldır. Ayrıca 10 çiçek poleni üzerine yapılan 

bir araştırmada F. imperialis’in kendi içine tozlaşmada veya arılarla tozlaşmada ürün oluşturmadığı, buna karşılık Blue 

tits (Parus caeruleus) gerçekleşen tozlaşmada 7 polenden 4’ ünde ürün oluştuğu (%57), ve çapraz tozlaşmada ise 10 

polenden 7’ sin de ürün oluştuğu (%70)  görülmüştür [26]. Bu durumda 10 polenin 7 tanesinin bitkiye dönüşmesinin 

polinasyon değeri 0,12 $/adet/yıl olacaktır. Ötücü kuşlar bu bitkilerin usta bahçıvanlarıdır. Bu verilerle 

değerlendirildiğinde F. imperialis’in ekolojik süreçlerdeki rolü göz önüne alındığında,  besin döngüsü ve polinasyon 

değerinin son derece önemli ve yüksek olduğu açıkça görülebilir.  

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Bu araştırma ile, F. imperialis’in ve tür çeşitliliğinin ekonomik, ekolojik ve sosyokültürel süreçlere olan katkısı 

ortaya konmuş ve bu katkı F. imperialis’in üretim, mal ve hizmet fonksiyonları akım değerleri olarak ifade edilmiştir. Bu 

kapsamda yapılan ekonomik değer analizinde; F. imperialis’in akım değerleri toplamının her bir adet F. imperialis soğanı 

için yıllık 72,96 $ olduğu tahmin edilmiştir. F. imperialis’ in toplam ekonomik değeri, yıllık ihracat miktarı olan 200 000 
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adet F. imperialis için ise 14,592,000 $/yıl dır. Bu değere, nicel olarak hesaplanamayan, nitel verilerle değerlendirilen 

sosyokültürel değerler, miras ve servet değeri eklendiğinde, toplam ekonomik değerin rasyonel olarak önemli oranda 

artacağı ve pozitif katma değer yaratacağı da açıkça görülmektedir. 

F. imperialis’ in üretimi genellikle aileler tarafından küçük alanlarda, bahçelerde, tarla kenarlarında 

yapılmaktadır. Bu bitkinin yetiştiği bölgelerde üretici ailelerin birey sayısı ortalama 5 kişi olup, işçilik faaliyetleri bedava 

işgücü olan bu aile bireyleri tarafından yapılmaktadır. F. imperialis’ in üretimini yapan 5 kişilik bir aile için hane halk 

geliri 297 $/da/yıl dır. İşçilik, gübreleme, sulama, yabani ot kontrolü gibi üretim maliyetlerinin oldukça düşük olması 

üretim olanakları açısından büyük bir avantajdır. Söz konusu hane halkı üretim gelirinin, henüz her hangi bir ürünün 

metaya dönüşmediği bir dönemde peşin olarak çiftçiye ödenmesi ve çiftçi için bir ek gelir niteliği taşıması son derece 

önemlidir. Üretimin desteklenmesi, bu yönde üretici teşviklerinin uygulanması, profesyonel bitki yetiştiriciliği kültürünün 

benimsenmesi bitkinin sürdürülebilir üretiminin ve ticaretinin geliştirilmesinde önemi rol oynayacağı düşünülmektedir. 

F. imperialis’ in doku kültürü gibi biyoteknolojik yöntemler aracılığı ile üretiminin gerçekleştirilmesi ürün kalitesinde ve 

üretim miktarında artışa neden olacaktır (yaklaşık 31 $/kg/da/yıl). Bu durum piyasa arz-talep dengesi açısından 

değerlendirildiğinde piyasa talebinin yüksek olması hem hane halkı üretim gelirlerinde artışa neden olacak hem de F. 

imperialis’ in akım değerlerinin tamamında artışa yol açacak ve pozitif katma değer yaratacaktır. Bu durum F. imperialis’ 

in biyoteknolojide kullanım değeri ile ilişkilidir.  

Üreticiler açısından bitkinin biyolojik kontrolde kullanım faydası da (13,6 $/da/Yıl) son derece yüksektir. Tarla 

faresi tarım ürünlerine zarar veren, ortalama 15 gr/gün ürün tüketen ve çok hızlı üreme potansiyeli olan bir canlıdır. Bu 

nedenle üretimde önemli ürün kayıplarına yol açması nedeniyle tarla fareleriyle mücadele üreticiler için son derece 

önemidir. Tarla faresiyle mücadele ya biyolojik yolla ya da kimyasal yolla yapılabilir. Kimyasal mücadelede 1 dönüm 

üretim alanı için yaklaşık 50 gr ilaca ihtiyaç vardır. Ve bunun maliyeti 4,67 $/da/yıl dır. Buna karşılık biyolojik mücadele 

tercih edilirse herhangi bir maliyete yol açmayacaktır. F. imperialis yetiştiği bölgedeki çiftçiler için bir üretim materyali 

olmakla birlikte iyi bir biyolojik mücadele yöntemidir.  Bitkinin salgıladığı, yaydığı koku tarla farelerini kaçırıcı yönde 

etkilemekte, böylece tarım zararlıları ile biyolojik mücadelenin doğal yöntemini teşkil etmektedir. Aynı zamanda bu bitki 

ticari nitelik taşıdığından bir sonraki yıl hasat edilerek yaklaşık 8,93 $ üretim geliri elde edebilir. Bu da çiftçinin 

sağladığı/sağlayacağı diğer bir katma değerdir.   

F. imperialis içermiş olduğu steroidal alkoloidler, saponinler, terpenoidler, glycosidler, impericine, forticine, 

delavine, edpetilidine, verticinone, isoverticine, cevanine steroidal alkoloid, imperialine vb etken maddelerden dolayı 

özellikle geleneksel tıpta halk arasında kullanılmaktadır [19, 20]. F. imperialis romatizma, boğaz ağrısı, öksürük, astım, 

kalp ilaçlarının yapımında, bronşit,  adrenal tümörlerde, balgam sökücü, idrar söktürücü, yumuşatıcı ve çözücü madde 

olarak yaygın kullanılır [19]. F. imperialis’ in kuru soğanlarından elde edilen “Bei Mu” adlı ilaç (piyasa değeri 20 $’dır 

[19,21]) yüksek ateş, süt yetersizliği, apselerin tedavisinde, öksürük, astım, bronşit ve balgam giderici olarak yaygın 

kullanılmaktadır. Günlük kullanım dozu 3-9 gr dır. Bunun için 10-15 adet F. imperialis’ in kurutulmuş soğanına ihtiyaç 

vardırn [19,21]. Ayrıca Irak, Hindistan, Rusya vb. ülkelerde yumuşatıcı, çözücü, idrar söktürücü olarak, Türkiye’ de ise 

romatizma hastalıklarında kullanımı son derece yaygındır. Yapılan araştırmalar bu bitkinin içerdiği primer ve sekonder 

metaloitlerin yakın bir gelecekte modern tıpta kullanılan ilaçların ana etken maddesini veya katkı maddesini oluşturma 

potansiyelinin de yüksek olduğunu göstermiştir.  

Küresel olarak 167 türü bulunan Fritillaria’ nın 43 türü Türkiye’ de yetişmekte olup, bunun 19 türü endemik 

özellik göstermektedir.  Türkiye doğasında yetişen bu türlerin IUNC kategorilerine göre sınıflandırılan 122 ÖBA [16] 

içinde 34 ÖBA da yetişme alanı bulması F. imperialis’in biyolojik ve endemik çeşitlilik değerinin de yüksek olduğunu 

göstermektedir. Söz konusu bu habitatların özel koruma alanları olarak değerlendirilmesi, F. imperialis’in koruma 

değerinde de artırıcı rol oynamaktadır. Ayrıca, F. imperialis’in CITES Ek II listede yer alması, Bern ve Biyolojik 

Çeşitlilik Sözleşmelerinin bağlayıcı hükümlerinin olması ve ticaretinin üretimden serbest türler dahilinde, “Türkiye doğal 

çiçek soğanları üretim ve ticaretine ilişkin yönetmelikle” denetleniyor olması koruma değerini artıran diğer önemli bir 

etken olup, sürdürülebilir ekonomik politikalarla desteklendiğinin de göstergesidir.   

Türkiye’de kota dahilinde yalnızca Fritillaria’nın 2 türün, F. imperialis’in ve F, perscia, ticaretine izin 

verilmekte olup, ticari değeri 0,26 $/Adet/Yıl olarak tahmin edilmiştir. Süs bitkisi olarak, F. imperialis’in piyasa değeri 

ise yaklaşık 8,07 $/Adet/Yıl olup oldukça yüksektir  [22].  F. imperialis’in 70-80 cm kadar ulaşan boyu, sarıdan- kırmızıya 

kadar değişen çiçek rengi, çan şeklindeki çiçeği, üstünde dağınık bir şekilde duran parlak yeşil yaprak demetleriyle 

yetiştiği alana muhteşem bir görüntü ve canlılık kazandırmaktadır. Bu nedenle peyzaj düzenlemelerinde, yol kenarlarının, 

kaya bahçelerinin, bina girişlerinin, beton çiçekliklerin, balkonların ve pencere altlarının vazgeçilmez bitkisidir. Bu bitki 

çok yıllık ve yaprağını döken ağaç ve çalı türleriyle peyzaj uygulamalarında kullanılabilir, Bu bitki, ağaçlar 

yapraklanmadan erken ilkbaharda çiçek açtığımdan, ağaç altlarının daha canlı görünmesine ve muhteşem bir 
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kompozisyon oluşturmasına imkân verir. Ülkemizde peyzaj uygulamalarında kullanımı yaygın değildir. Bir diğer yönden 

bu bitki, üniversitelerin biyoloji, biyoteknoloji, peyzaj mimarlığı gibi alanlarda önemli araştırma konularından biri olması,  

birçok araştırma projeleri ve tezlerin konusu olması bilimsel açıdan değerin yüksek olduğunu göstermekte ve pozitif 

katma değer yaratmaktadır.  

Çiçek yapraklarının iç tabanlarında bulunan nektar bezlerinden zaman zaman bal özü damlar. Bu nedenle 

Anadolu insanı F. imperialis’e “ağlayan gelin” adını vermiştir. Bitki bu özelliğinden dolayı doğu Anadolu bölgesinde 

mezar taşlarına motifi işlenmiştir. Mezarlıklarda yaygın olarak kullanılan bu bitki sevdiğini kaybetmenin arkasından gelen 

gözyaşını, acıyı, özlemi ifade etmektedir. Bir efsaneye göre Hz İsa çarmıha gerildiğinde Hz Meryem’in gözyaşları, bir 

diğer efsaneye göre Hz Hasan ve Hüseyin’in kerbelada şehit edilişinin üzüntüsüdür [23].  F. imperialis bir başka efsanede 

Ferhat’la Şirin’in aşkına konu olmuş, kederin güzelliğe dönüşmesini simgelemiştir. Bu açıdan değerlendirildiğinde 

sosyokültürel açıdan da önemli bir değer parametresi olarak karşımıza çıkmakta ve insanları sosyal açıdan olumlu yönde 

etkilemektedir.  

Araştırma bulguları, F. imperialis’in mal ve hizmet akım değerlerinin ekolojik süreçler açısından da son derece 

önemli olduğunu ortaya koymuştur. Öncelikli olarak yetişme alanı buldukları habitat içinde var olmaları, diğer canlı 

türlerinin de var olmalarına ve varlıklarını sürdürmelerine katkı sağlamaktadır. Ekosistem içersinde biyotik etkiler 

aracılığı ile oluşturdukları mikro habitatlar birçok mikroorganizma türünün, böcek ve kuş türlerinin ve etkileşimde 

bulunduğu diğer canlı gruplarının yaşama alanıdır. Bu canlı grupları ile oluşturduğu muttalisi yaşam, bir taraftan F. 

imperialis’in yaşamsal ve üreme fonksiyonlarının devamlılığını sağlarken, diğer taraftan da etkileşimde olduğu canlıların 

besin kaynağını oluşturarak varlıklarını sürdürebilmelerinin güvencesidir. F. imperialis’in tohumdan tekrar tohuma 

dönüşüm süresinin yaklaşık 120-160 gün /yıl olması ve çiçeklenme süresinin yaklaşık 45 gün/yıl olması ekosistemdeki 

ekolojik döngüdeki rolünü açıklayacaktır.  

F. imperialis’in tozlaşması Blue tits (Parus caeruleus) gibi ötücü kuşlar aracılığı ile gerçekleşir. F. imperialis, 

ornitofilik çiçeklerin karakteristik kriterlerini yerine getirecek büyük ve bol miktarda üretilen, sakkaroz içermeyen, 

seyreltik nektarları üretir ve “ornithophilous flowers” olarak adlandırılırlar [24]. %75 oranında zengin aminoasit içeren 

nektar üreten F. imperialis’in günlük sabah saatlerinde ürettiği nektar miktarı ortalama 133.3  µl/çiçek dir. Bu nektarın 

polinatörü olan Blue tits sabah saatlerinde bu çiçeği ziyaret ettiğinde 76,65  µl nektar alır [25]. Bu miktar polinatörün 

günlük enerji ihtiyacının %20-25 ine karşılık gelmektedir. Eğer metabolik aktivitelerini gerçekleştirebilmek için ihtiyaç 

duyduğu enerjinin tamamını bu çiçekten karşılayacağı var sayılırsa günlük en az 5 ziyareti 45 gün süre ile yapmak 

zorundadır. Bu ziyaret sonucu elde ettiği nektarın besin olarak kullanımının değeri ise 3.6 $/adet/yıldır.  

Ülke gen kaynakları yönü ile rasyonel bir değerlendirme yapılacak olursa: yaylaları ve yüksek dağ yamaçlarını 

süsleyen F. imperialis’in doğal güzelliklerimiz yanında, biyolojik zenginliğimizin ve gen kaynaklarımızın önemli bir 

parçasını oluşturması, ilaç endüstrisinde kullanılması, hammadde kaynağı olması, modern biyoteknolojinin 

hammaddesini oluşturması vb. hizmet fonksiyonları ekolojik ve ekonomik açıdan F. imperialis’in gerçek değerinin 

yüksek olduğunu göstermiştir. Görüldüğü üzere iktisadi anlamda yüksek değer taşıyan F. imperialis’in varlığını 

sürdürmesi ve bugünün koşulları ile gelecek kuşaklara aktarılması ekolojik, ekonomik ve sosyo-kültürel değerlerin 

devamlılığı açısından da önemlidir. Ayrıca, F. imperialis’in üretim mal ve hizmet fonksiyonlarının tespit edilmesi ve her 

bir hizmet fonksiyonun değerinin belirlenmesi türün doğru kullanım alanların saptanmasında önemli rol oynayacak ve 

doğal kaynak tahribatı da engelleyecektir.  

F. imperialis’de olduğu gibi, diğer gen kaynaklarının da mal ve hizmet akım fonksiyonlarının tespit edilerek, 

iktisadi süreçlere dahil edilmesi, ekonomik değer analizlerinin yapılması, sürdürülebilir kullanımın sağlanmasında önemli 

bir koşul olarak görülmelidir. Biyolojik ve endemik çeşitliliğin, tür temelinde korunması ve sürdürülebilir yönetiminin 

sağlanabilmesi için karar verme düzeyindeki analizlerde toplam iktisadi değerin bir bütün olarak ele alınmasının ve karar 

alma mekanizmaları içine dahil edilmesinin gerekliliği de bu çalışmayla ortaya konmuştur. Bu yönüyle 

değerlendirildiğinde yapılması gereken, biyolojik kaynakların iktisadi süreçlerle birlikte değerlendirilmesi, yerel yönetim 

planlarına dahil edilmesi ve buna uygun politikaların benimsenmesidir. Ancak bu şekilde etkin, sürdürülebilir kaynak 

kullanımının sağlanabileceği ve söz konusu biyolojik kaynakların gelecek kuşaklara aktarılması mümkündür.  
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Abstract 

The current study deals with anatomical, palynological and micromorphological aspects of endemic Silene 

tunicoides for the first time. With morphological analysis, the descriptions of species were enlarged as different from 

previous studies in point of calyx and corolla dimensions, androecium and gynoecium dimensions. With anatomical 

analysis, the shape of leaves of cross sections, presence of starch grains in pith cells are found different. Pollen and seed 

morphology can be useful to distinguishing species. Pollen dimensions, pore shape and structure, microechinae number, 

ornamentation are the most important were determined as pollen traits. Seed shape, suture structure, surface, teeth shape 

and dimensions are the most valuable seed characteristics.  

 

Key words: anatomy, Caryophyllaceae, pollen, seed, Silene, SEM  

 

----------  ---------- 

 

Endemik Silene tunicoides Boiss. (Caryophyllaceae) üzerine morfolojik, anatomik ve palinolojik araştırmalar   

 

Özet 

Mevcut çalışma, endemik Silene tunicoides’i anatomik, palinolojik ve mikromorfolojik yönlerden ilk defa 

incelemektedir. Morfolojik analizler ile türün deskripsiyonu, kaliks ve korolla boyutları, erkek ve dişi organ boyutları 

açısından önceki çalışmalardan farklı olarak genişletilmiştir. Anatomik analizler ile yaprak enine kesitlerinin şekli ve öz 

hücrelerinde nişasta tanelerinin varlığı farklı bulunmuştur. Polen ve tohum morfolojisi türleri ayırmada faydalıdır. Polen 

boyutları, por şekli ve yapısı, mikroekina sayısı ve ornamentasyonu polen özelliği bakımından en önemli olarak 

belirlenmiştir. Tohum şekli, sutur, yapısı, diş şekli ve boyutları en önemli tohum karakterleridir.  

 

Anahtar kelimeler: anatomi, Caryophyllaceae, polen, SEM, tohum 

 

1. Introduction 

 

Silene L., the largest genus in the family Caryophyllaceae with 700 species [1], is represented in Southwest Asia, 

with 119 species (34 endemic) in Turkey [2], about 139 species (48 endemic) in Iran, and 37 species in Iraq [3,4]. After 

Coode & Cullen’s (1967) study, and with addition of new species the total number of Silene genus have been increased 

to 166 in Turkey [2,5,6,7,8].  

Silene genus has been subjected many times in palynological and micromorphological studies but little times in 

anatomical ones [9,10,11,12,13,14,15,16,17]. The main consensus of these researches that the shape of leaf, starch in pith, 

the pore dimensions and numbers, microechinae structure, ornamentation, seed shape, testa cell types, ridge features can 

be useful to distinguish species in taxonomic levels. 

Silene tunicoides is an endemic, distinct, semi-shrub plant only grows in Kemer, Antalya province which is its 

type locality from section Tunicoideae (Boiss.) Chowdhuri. This species can be distinguished from the other two relatives 

(S. ozyurtii and S. brevicalyx) by the shape of the capsule, calyx teeth and petal limbs, length of calyx and petal. It has 

been no study conducting the anatomy, palynology and micromorphology of this Turkish species. The aim of this paper 
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to investigate the mentioned features of Silene tunicoides and to discuss these properties whether important for species 

taxonomy.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Plant material 

 

The materials used in this study were collected from type locality of species (Kemer, Antalya) during the first 

author master thesis field excursion. These collected materials were stored as herbarium materials and some of them were 

put in 70% ethyl-alcohol as anatomical materials. The species were photographed in nature (Figure 1). 

 

2.2. Morphological methods 

2.2.1. Macro-morphological investigations 

 

In macromorphological investigations, the collected plant materials were prepared according to standard 

herbarium techniques and were identified using Davis (1988) literature [18]. The herbarium materials were stored in 

KNYA herbarium. When the descriptions of the species were made, such as stem height, leaves and flowers dimensions 

were measured at least 20 times for each characters. 

 

2.2.2. Micro-morphological investigations 

 

In micromorphological investigations, the mature fruit and seed were selected under a stereomicroscope and 

were stored in paper bag. At least 20 samples of fruits and seeds were measured by several characteristics such as fruit 

length, and seed length. Then these fruits and seeds were transferred to the aluminium stab and, were covered with gold 

and were micro photographed aid of a Zeiss Jeol Evo LS 10 SEM.  

 

2.3. Anatomical analysis 

 

For anatomical investigations, the paraffin method were applied to root, stem and leaf of species. The cross 

sections were taken using a microtome [19]. The woody and herbaceous stems cross sections were taken by hand using a 

razor blade. The paraffin sections were stained with safranin-fast green and they were mounted with entellan. Slides were 

observed Leica DM1000 light microscope and were photographed with a Canon EOS 450D camera. Measurements were 

made with Cameram 21 programme.  

 

2.4. Palynological analysis 

 

The pollen slides were made according to Wodehouse (1935) technique [20]. The pollen grains were directly 

taken the glass-slides and were washed with ethyl-alcohol. A few drops glycerine-jelly with safranin were added the 

heated slides and they were left to dry [20]. The pollen slides were examined under a light microscope (Leica DM 1000) 

and were photographed with Canon EOS 450 D camera. For SEM investigations, non-acetolysis pollen grains were put 

aluminium stabs and were micro photographed at several magnifications using a Zeiss SEM. Punt et al. (2007) was 

followed for pollen terminology [21]. 

All of the measurements were given in minimum, maximum and mean values. 

 

3. Results 

 

3.1. Macro-morphological Results 

 

Perennial, with many erect, slender stems arising from a very woody branched at base. Stems up to 40 cm, 

diameter 0.63-0.85 mm, with short, retrorse indumentum below, glabrous and viscid above. Cauline leaves linear, 

setaceous, callous, 7-13 mm, margins setose. Inflorescence paniculate, the branches wide-spreading and cymose. Calyx 

5×1.5 mm, teeth 1.5×1 mm, glabrous, ovoid, bracts 0.4-0.8 mm, Petals cream-transparent with an entire limb. Anthophore 

1.5 mm. Anther 1 mm, filaments 3.5 mm. Ovary 1 mm, style 0.2 mm, stigma capitate. Capsule 3-4 mm, included in the 

calyx. Fl. 6. Cliffs, pine forests, c. 100 m. 
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Figure 1.  A. The general view of Silene tunicoides in nature conditions. B. Flowers and capsule 

 

3.2. Micro-morphological Results 

3.2.1. Fruit micromorphology 

 

The fruits are capsule, 4.16-4.4× 2.6-2.99 mm, globose-ovoid, tuberculate in ornamentation. Ovoid at base, 

carpels are not separated, narrowed and truncate in apex (Figs. 2-3). 

 

 
Figure 2. The general view of fruits of Silene tunicoides (LM) 

 
                Figure 3. A. The general view of fruits of Silene tunicoides (SEM) B. Ornamentation 
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3.2.1. Seed micromorphology 

The seeds of S. tunicoides are reniform, dark-brown and shiny, 0.81‒1.2 × 1.04‒1.33 mm, the ratio length-width 

being 1.18, seed outline is rectangular-orbicular, chalazal pole is obtuse, micropylar pole is emarginate, seed surface type 

convex-sometimes flat, shape of tubercle rounded, seed surface granulation fine, suture is sinuous, ridge is absent or 

indisctinct, flat, the number of teeth is 10, teeth shape is rectangular, 8.21-10.85 × 9.45-11.05 µm, testa cells 117.08-

146.22 × 109.72-138.91 µm, the ratio length-width of testa cells 1.05  (Figs. 4-5). 

 

 
Figure 4. The general view of seeds of Silene tunicoides (LM). 

 
Figure 5. A. The general view of seeds of Silene tunicoides (SEM) B. Ornamentation 

 

3.3. Anatomical Results 

 

Root anatomy 

Peridermis which is characterized many layered, partly broken with phellem cells is an outermost layer of roots 

in S. tunicoides (Figure 6-a). Cortex cells are parenchymatic and their shape is defined as rectangular-oval. The vascular 

tissue composed of phloem and xylem elements is well-developed. Trachea cells were measured as 47.16 µm in mean 

values. The centre of roots contains only sclerenchymatic cells (Figure 6-b). 

 
Figure 6. The root cross sections of Silene tunicoides A. General view of roots pe: peridermis, co: cortex, ph: phloem, 

x: xylem. B. the centre of roots tr: trachea, c: center of root. 

Woody stem anatomy 

The cross sections taken from woody stems of S. tunicoides were showed that secondary structure developed. 

The outermost surface of roots is limited by peridermis (Figure 7-a). Cortex is characterized with sclerenchymatic cells. 
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Endodermis is one layered. Phloem and xylem follow endodermis towards the centre. The centre of stem is covered with 

parenchymatic pith cells containing abundant starch grains (Figure 7-b). 

 
Figure 7. The cross sections of woody stem of Silene tunicoides pe: peridermis, sc: sclerenchyma, en: endodermis, ph: 

phloem, x: xylem, p: parenchyma cell, pi: pith region, s: starch. 

 

Herbaceous stem anatomy 

The outermost surface of stem is limited with a single layered epidermis with a few cells gland-trichomes (Figure 

8-a,b). The cortex which is characterized by parenchymatous cells is oval shaped with chloroplasts. Sclerenchyma is 

covered large area in stem. Phloem and xylem are well-developed. The pith is composed of parenchymatic cells with 

starch grains (Figure 8-a).  

 
Figure 8. The cross sections of herbaceous stem of Silene tunicoides ep: epidermis, co: cortex parenchyma, sc: 

sclerenchyma, ph: phloem, x: xylem, p: parenchyma cell, pi: pith region, s: starch, t: trichome. 

 

Leaf anatomy 

The cross sections of leaves clearly show the three main parts: epidermis, mesophyll, and vascular tissue (Figure 

989). The epidermis in a single layer is covered the leaf. Stomata occurs both upper and lower epidermis. Also, the hairs 

are positioned on epidermis of both sides. Mesophyll tissue is composed of two types of cells as palisade and sponge 

parenchyma. Druse crystals are present into the leaf mesophyll. Central vascular bundle is larger and collateral in type 

(Figure 9). 
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Figure 9. The cross sections of leaves of Silene tunicoides ue: upper epidermis, le: lower epidermis, pp: palisade 

parenchyma, sp: spongy parenchyma, vb: vascular bundle, sc: sclerenchyma, dr: druse crystal, t: trichome. 

 

3.3. Pollen morphology 

 

The pollen grains of S. tunicoides are monad, periporate, and spheroidal. The pollen diameter is 26.24-30.7 µm. 

The pore diameter is 5.1 × 5.6 µm with orbicular-shaped. The numbers of pore are 20-25, the distance between two pore 

is 1.92-2.12 µm. The pori is operculate with 14-17 microechinae which is triangular shaped. The microechinae dimensions 

1-1.14 × 1.35-1.76 μm. The micro perforation is 1.74-2.17 μm. The exine structure is semitectate and the sculptruing is 

microechinate-microperforate. The exine and intine are 2.18 μm and 0.82 μm thick, respectively (Figs. 10-11). 

 

 
Figure 10. The light microscope (LM) photographs of Silene tunicoides A. The general view of pollen B. The 

sculpturing 
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Figure 11. The scanning electron microscope (SEM) photographs of Silene tunicoides A. The general view of pollen B. 

The sculpturing of pollen 

 

4. Conclusions and discussion 

 

The measurements and observations of Silene tunicoides is congruent with the study of Coode and Cullen (1967) 

[2]. However, dimensions and properties of bracts, ovary, style, stigma, and stamen were presented for the first time as 

different from previous research.  

In the root cross-section, S. tunicoides had filled with xylem elements in root centre. Atasagun et al. (2016) had 

declared that S. brevicalyx had parenchymatous cells in the root centre, whereas S. ozyurtii had a sclerenchymatic centre 

of root [16]. There are reports that Silene genus had calcium oxalate crystals in the endodermis of some species and 

multicellular hairs on the epidermis in the stem anatomy of Silene [16, 22,23,24]. These findings were consistent with our 

findings. In addition, S. tunicoides have starch grains inside its pith cells. However, S. ozyurtii didn’t have any starch [16]. 

For the classification and identification of species in Caryophyllaceae family can use pollen and seed 

morphological traits [25]. The members of Caryophyllaceae family had usually medium size, ranging from 25-50 µm 

pollen grains [9,10,11,15,26,27]. We determined that the pollen grains of S. tunicoides has the same dimensions as above 

mentioned. Caryophyllaceae was included in polypantoporate group by Moore et al. (1997) [28]. Our findings are in 

agreement with their results. There were also some differences in pollen characters between S. tunicoides and S. ozyurtii. 

S. ozyurtii had the bigger pollen grains, little numbers of pore, the bigger pore diameters and the smaller exine thickness 

than the S. brevicalyx [16] also than S. tunicoides. Structure of pore was slightly receding in S. ozyurtii, whereas structure 

of pore was protuberant in S. tunicoides.  

The seed morphology of the Silene species showed seed type was reniform, reniform-circular, orbicular, semi-

orbicular, or flabellate [15,29,30]. S. ozyurtii and S. brevicalyx had identified as reniform seed shape [16] as the same in 

S. tunicoides. S. ozyurtii had serrate suture outline, coarsely medium surface, triangular teeth shape, with concave lateral 

surface but S. tunicoides and S. brevicalyx have sinuous suture outline, fine surface, rectangular teeth shape, with convex 

lateral surface.  

As a conclusion, these three species can easily separate each other according to anatomic (leaf shape, presence 

of starch in stem), pollen (microechinae structure, pore number) and seed characteristics (shape, suture structure, teeth 

shape). 
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Abstract 

At this study, it is aiming to biosorption of the silver from low contentration leach solution that is extracted from 

the hydrometalurgical processes and the waste solution which includes silver ions by using the mint (Mentha x piperita)  

extracts. With the help of biological processes, it is also aimed to clean the waste water that is polluted with silver ions. 

The study was actualized under four main title as preparing the biosorbent, preparing the adsorbent, making the 

biosorption experiments and interpret the findings. In order to analyze the balance properties at removing the silver ions 

from the liquid solutions, Langmuir, Freundlich, Temkin and Dubinin-Radushkevich isotherms are used. 

As a result of the performed statistical assessments, the highest correlation coefficient is obtained from Temkin 

isotherm (R2= 0,9736). It is followed by Dubinin-Radushkevich (R2= 0,9665), Langmuir (R2= 0,9174) and Freundlich 

(R2= 0,9163) respectively. It is determined that the mint extract bond the silver ion with %99.48 efficiency. Per these 

results, it is seen that the mint extract shows high biosorption capasity for silver ions and it has usage potential for 

immobilisation the silver from waste solutions. 

The results of the experiments shows that it is possible to recycle the silver ions that is in leach solutions or 

wastes which are considered economic lost by using mint extract. Also, since the silver is an important pollutant factor in 

solutions, it is determined that mint can be used as full natural cleaning method the industrial wastes that come out from 

ore processing.  

 

Key words: biosorption, silver, isotherms, removal, equilibrium, Mentha piperita  

 

----------  ---------- 

 

Langmuir, Freundlich, Temkin ve Dubinin-Radushkevich isotherms araştırmaları, Nane ektraktı ile gümüşün 

sulu çözeltiden biyosorpsiyonu 

 

Özet 

Bu çalışmada Nane (Mentha x piperita) bitkisinden elde edilen ekstraklar kullanılarak cevher işleyen 

hidrometalurjik proseslerden çıkan düşük konsantrasyonlu liç çözeltileri ile gümüş iyonları içeren atık çözeltilerden 

gümüşün biyosorpsiyonu amaçlanmıştır. Ayrıca araştırma konusu olan gümüş iyonları ile kirlenmiş atık suların biyolojik 

prosesler yardımıyla temizlenmesi hedeflenmiştir. 

Çalışma biyosorbentin hazırlanması, adsorbat hazırlanması, biyosorpsiyon deneylerinin yapılması ve 

bulguların yorumlanması olmak üzere dört ana başlık altında gerçekleştirilmiştir. Gümüş iyonlarının sıvı çözeltiden 

uzaklaştırmasında denge özelliklerini analiz etmek için Langmuir, Freundlich, Temkin ve Dubinin-Radushkevich 

izotermleri kullanılmıştır. Yapılan istatiksel değerlendirmeler sonunda en yüksek korelasyon katsayısı Temkin 

izoterminden (R2= 0,9736) elde edilmiştir. Temkin modelini, Dubinin-Radushkevich (R2= 0,9665), Langmuir (R2= 

0,9174) ve Freundlich (R2= 0,9163) ve modelleri izlemektedir. Nane ekstraktninı sıvı çözeltiden Gümüş iyonları %99,48 
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verim düzeyinde bağladığı belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre Nane ekstraktının, gümüş iyonları için yüksek biyosorpsiyon 

kapasitesi göstermekte olup, gümüşün kirli çözeltilerden immobilizasyonu için kullanılabilme potansiyeli taşımaktadır. 

Yapılan deneyler sonunda, liç çözeltilerinde veya atıklarda bulunan ve ekonomik kayıp olarak nitelenen gümüş 

ionlarının Nane ekstraktı ile geri kazanımının mümkün olduğu belirlenmiştir. Ayrıca sıvı çözeltilerde bulunan gümüş 

önemli bir kirlilik unsuru olduğundan, cevher işleme süreçlerinde ortaya çıkan endüstriyel atıkların temizlenmesinde 

tamamen doğal biyolojik bir yöntem olarak nanenin kullanılabileceği saptanmıştır. 

 

Anahtar kelimeler: biyosrpsiyon, gümüş, izoterm, giderme, denge, Mentha x piperita   

 

1. Giriş 

 

Gümüş (Ag); atom numarası 47 ve atom ağırlığı 107,87 g/mol ve özgül ağırlığı 10,5 g/cm³ olan bir elementtir. 

Gümüş; daha çok altın, bakır, civa ve diğer metallerle alaşımlar halinde veya saf olarak bulunur. En çok rastlanan filizleri; 

gümüş klorür (AgCl) ve argentit (Ag2S) olmakla birlikte, arsenik veya antimonla karışmış sülfür filizleri de vardır.  

Gümüş madenciliği Anadolu da antik dönemlerden günümüze kadar devam etmiştir. Amasya-Gümüşhacıköy 

ve Niğde-Bolkardağ gümüş madenciliğinin ilk yapıldığı yerlerdir. Günümüzde Türkiye’deki işletilen tek gümüş yatağı, 

Kütahya-Gümüşköy’dür. Türkiye’ de birincil kaynaktan gümüş üretimi, Kütahya/Gümüşköy’de 1987 yılında kurulan 

tesislerde (Eti Holding Gümüş A.Ş.) yapılmaktadır. Bu tesis, % 99,9 saflıkta 85 ton/yıl gümüş üretmektedir [1]. Ayrıca 

Rize-Çayeli ve Kastamonu-Küre-Aşıköy bölgesinde bakır üretiminin yan ürünü olarak gümüş elde edilmektedir. 

Gümüş’ün elektronik, takı süs eşyası yapımı, çeşitli alaşımlar, dişçilik, bilgisayar röle kontaklarında, ayna 

sırlarının yapımında, pil yapımı, kaplama, fotoğrafçılık, bazı ilaçların yapımında ve metal alaşımların hazırlanmasında 

kullanılır. Ayrıca saf gümüş, boyalar, asetik asit, ve toz halinde, cam ve ahşabı elektrik iletkeni yapmak için yeni seramik 

tipi kaplama işlerinde kullanılmaktadır. Diş hekimliğinde gümüş, civa ve kalay ile birlikte amalgam adı verilen restoratif 

bir materyal olarak kullanılmaktadır. Gümüş tüm bu faydalı kullanım biçimlerine karşın insan, hayvan, bitki ve 

mikroorganizmalarda kronik ve akut gümüş toksisitesine neden olmaktadır [2, 3].  

Gümüş üretimi, genel olarak, cevherdeki gümüşün anyonik siyanür kompleksleri halinde çözündürülerek sulu 

faza özütlenmesi (liç) ve sulu fazdan kazanılması proseslerini kapsamaktadır. Siyanürleme sonucu katı fazdan sıvı faza 

özütlenen gümüşün sıvı fazdan geri kazanımı, gümüş derişimlerine ve çözünme kinetiklerine bağlı olarak, CIP (Carbon 

In Pulp), CIL (Carbon In Leach) ve CIC (Carbon In Column) gibi aktif karbona yüzey soğurma (adsorption) ve geri 

sıyırma (Desorption) işlemleriyle ön zenginleştirmeden sonra veya doğrudan çinko tozu ile çöktürme veya elektroliz 

(electrowinning) ve ergitme yoluyla gerçekleşmektedir üretmektedir [1, 4]. Uygulanan bu üretim prosesleri sonucu toz, 

asidik sular, gümüş iyonu salımı gibi sonuçlar ortaya çıkmaktadır. Bu süreçlerde kullanılan sular, kullanılan kimyasal 

çözücüleri, askıda katı maddeleri ve düşük düzeyde çözülmüş gümüş iyonlarını içerebilir. Sularda bulunan metallerin 

arıtılarak izin verilebilir sınır değerler seviyesine düşürülmesi çevre sağlığı bakımından büyük önem taşımaktadır [3]. 

Metallerin elde edilmesinde kullanılan proseslerin çevre kirliliğine neden olması nedeniyle son yıllarda Biyoliç (Biyo-

hidrometalurjik) yöntemi kullanılmaya başlanmıştır [5, 6]. Biyo-hidrometalurjik proseslerin daha az enerjiye ihtiyaç 

duyması, ayrılma seviyesinin iyi olması, geri kazanılan ürünlerin saflık derecesi yüksek olması gibi avantajları 

bulunmaktadır [7]. 

Bu çalışmada Gümüş içeren cevherlerin saflaştırılması veya ikincil ürünlerden geri kazanılması sürecinde 

endüstriyel atık sularda bulunan Gümüş iyonlarının nane ekstraktı ile doğal yolla, insan ve çevre sağlığına zarar 

vermeyecek bir şekilde geri kazanılması amaçlanmıştır. 

 

2. Materials and methods 

 

Çalışma dört işlem basamağından oluşmaktadır. 

 

2.1. Biyosorbentin hazırlanması 

 

Nane (Mentha x piperita) yaprakları laboratuvar koşullarında kurutulup öğütüldükten sonra total bitki ekstraktı 

çıkartılmıştır. Rotary evaporator’de filtrat konsantre edilerek liyofilize hale getirilmiştir. Deneyler için kullanılmak üzere, 

+4°C’ de steril buzdolabı ortamında saklanmıştır. Biyosorbent miktarının biyosorpsiyondaki etkisini belirlemek için, 0.6, 

1.6 ve 1.8 mg L-1 miktarlarda liyofilize nane ektraktı biyosorbent olarak kullanılmıştır. 

 

2.2. Adsorbat 

 

Biyosorpsiyon testleri için ticari olarak temin edilebilen Gümüş (I) iyon tuzları kullanılmıştır. İyonize su 

(4H2O) ile 100 mg/L Gümüş stok çözeltiler hazırlanarak cam şişelere konmuş, deneylerde kullanılmak üzere +4°C’ de 

steril ortamda muhafaza edilmiştir. 
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2.3. Batch experiments 

 

Biyosorpsiyon deneyleri için 100 mL’lik ependorf tüp içine önceden hazırlanmış olan gümüş iyonlarını içeren 

stok çözeltiden 50 ml konmuştur. Daha sonra ependorf tüplere farklı miktarlarda (0.6 mg, 1,6 mg ve 1.8 mg) liyofilize 

nane ekstraktı biyosorbent olarak ilave edilmiş, Ependorf tüpler 6000 rpm’de 80 dakika santrifüj edilmiş, dipte oluşan 

koyu renkli çökelti tüp içinde bırakılmış, üstte kalan sıvı kısım yeni tüpe aktarılmıştır. Yeni tüpe aktarılan sıvı ICP 

(Inductively Coupled Plasma) Spektroskopisi kullanılarak sıvıdaki kalıntı metal iyonu miktarı belirlenmiştir. 

 

2.4.  Biosorption isotherm models 

 

The Langmuir, Freundlich, Temkin and Dubinin-Radushkevich isotherm models were employed to describe 

the uptake of Ag ions by Mint ektrakt. Isotherm and correlation coefficients (R2) were calculate from linearized equations 

of these isotherms in Microsoft Excel program [8, 9]. 

 

Langmuir isotherm 

qe /qmax = KLCe /(1+KLCe) 

 

Freundlich isotherm 

qe= KF Ce 1/n 

 

Temkin isotherm 

𝑞𝑒 = 𝐵𝑙𝑛𝐴 + 𝐵𝑙𝑛𝐶𝑒 

𝐵 = 𝑅𝑇𝑏𝑡 
 

Dubinin-Radushkevich isotherm 

𝑙𝑛𝑞𝑒 = 𝑙𝑛𝑞𝑚 ‒ 𝛽𝜀2 

𝜀 = 𝑅𝑇𝑙𝑛(1 +1/ce ).  

 

3. Bulgular 

 

Gümüş metal iyonlarının sıvı çözeltilerden Nane ekstraktı ile biyosorpsiyonuna yönelik yapılan bu çalışmada 

başlangıç biyosorbent miktarı ve biyosorpsiyon parametreleri araştırılmış ve elde edilen bulgular aşağıda verilmiştir. 

Yapılan deneylerde biyosorbent miktarının artışına bağlı olarak biyosorpsiyon miktarında doğrusal yönde bir artış 

olmuştur. Nane ekstraktı ile suda bulunan, Ag iyonlarını % 99,48 oranında geri kazanım sağladığı belirlenmiştir. Gümüş 

iyonlarının tamamına yakınının sıvılardan geri kazanılacak olması, bu sektördeki ekonomik kayıpların önlenmesi ve çevre 

sağlığı için büyük önem taşımaktadır. 

Gümüş iyonlarının sorpsiyonunun denge özelliklerini analiz etmek için Langmuir, Freundlich, Temkin ve 

Dubinin-Radushkevich izotermleri kullanılmıştır. Sorbent miktarı 0,6; 1,2 ve 1,8 g olarak değiştirildiğinde izoterm 

modelleri tarafından elde edilen grafikler Şekil 1-4’de; tüm sabitler ve R2 değerleri Tablo 1'de verilmiştir. En yüksek 

korelasyon katsayıları (R2 değeri), gümüş uzaklaştırması için Langmuir izoterminden elde edilmiştir. Biyosorpsiyon 

verilerine göre Langmuir modelinin Freundlich modelinden daha uygun olduğu görülmektedir. Bu sonuç, liyofilize 

edilmiş nane ekstraktının gümüş giderimi için homojen biyosorpsiyon yolunu izlediğini göstermektedir.  

Temkin izotermi korelasyon katsayıları, Dubinin-Radushkevich izotermi katsayılarına göre daha yüksektir. 

Dubinin-Radushkevich izotermi için, 𝜀 değeri 8-16 kJ/mol arasında olması ve kimyasal biyosorpsiyonun, 8 kJ/mol’den 

daha az olması fiziksel biyosorpsiyonun gerçekleştiğini göstermektedir (Tablo 1). Dubinin-Radushkevich izoterminin 

korelasyon katsayıları düşük olduğu için deneysel verilere iyi uymadığı belirlenmiştir (Tablo 1). Ayrıca, hesaplanan 𝜀 

değeri de fiziksel biyosorpsiyonun gerçekleştiğini göstermesi bakımından önemlidir. 
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Şekil 1. Gümüşün Mentha x piperita ekstracktı ile Langmuir modeli biyosorpsion izotermi  

 

 

 
Şekil 2. Gümüşün Mentha x piperita ekstracktı ile Freundlich modeli biyosorpsion izotermi 

 

 

 
Şekil 3. Gümüşün Mentha x piperita ekstracktı ile Temkin modeli biyosorpsion izotermi 
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Şekil 4. Gümüşün Mentha x piperita ekstracktı ile Dubinin–Radushkevich modeli biyosorpsion izotermi 

 

 

Tablo 1. Gümüşün Mentha x piperita ekstraktı ile biyosorpsiyonu için Langmuir, Freundlich, Temkin ve Dubinin - 

Radushkevich modelinin izoterm sabitleri 

 

Model Parametreler Ag  

Langmuir modeli R2 0,9174 

qmax (mg/g) 12,8700 

KL (L/mg) 0,367028814 

Freundlich modeli R2 0,9163 

n 1,6622 

KF 3,3916E+00 

Temkin modeli R2 0,9736 

B 2,9301 

bt (J/mol) 0,001183 

A (L/g) 3,42167 

Dubinin– 

Radushkevich 

modeli 

 

R2 0,9665 

qm (mg/g) 8,402254 

β (mol2/kJ) 3,00E-07 

E (KJ/mol) 1,290994 

 

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Türkiye’de yıllık 200 ton civarında gümüş kullanılmakta olup, bunun yaklaşık % 30’u Eti Holding Gümüş 

İşletmesi tarafından karşılanmaktadır. Resmi rakamlara göte ortalama 20 ton civarında gümüş ithalatı yapılmaktadır. 

Ayrıca tamamı ithal edilen röntgen filmlerindeki gümüşün değerlendirilmesi, hurda gümüş dönüşü, gümüş ithalatı ve 

gayrı resmi gümüş girişi yıllık gümüş arzını oluşturmakta; gümüş üretimi Türkiye’de 85 ton/yıl, dünyada ise 16378,4 

ton/yıl olarak bildirilmektedir [1]. Buna göre birincil ve ikincil kaynaklarda önemli miktarda gümüş üretimi 

yapılmaktadır. 

Gümüş çevre kirliliğine neden olduğu bilinen ağır metallerden biridir [2]. İnsanlar gümüşe dermal, radyografik 

ve fotografik malzeme, diş amalgamı, gıda, su ve ilaçlar ile gümüş içeren ürünlerin kullanımı yoluyla maruz kalabilir. 

Gümüş insanlarda aşırı duyarlılık reaksiyonları, astım, kronik bronşit, tekrarlayan akıntılar, karın ağrısı, deri ve göz 

yanması, gece görüşünde azalma gibi toksik ve akut zehirlenmelere neden olur. [10, 11]. Yerleşim yerlerinin atık sularında 

çeşitli patojenler ve hastalık etmeni mikroorganizmalar bulunmaktadır. İnsan veya hayvanlar tarafından idrar ve dışkı ile 

sulara atılan patojenler iyi yıkanmamış gıdalarla insanlara taşınmaktadır. Bu nedenle evsel ve endüstriyel atık suların 

yeterince arıtılmadan alıcı ortamlara deşarj edilmesi insan sağlığı açısından büyük riskler taşımaktadır. Nane uçucu 

yağının antimikrobiyal [12, 13] ve antioksidan [14] etkisinin olduğu yapılan bilimsel çalışmalar sonucuna göre açıkça 

kanıtlanmıştır [15]. Buna göre nane ekstraktı aynı zamanda kirli suların biyolojik olarak arıtılma potansiyeli de 

taşımaktadır.  
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Yapılan çalışmalar sonunda biyosorpsiyon verilerinin, Langmuir modelinin Freundlich modelinden daha 

uygun olduğunu göstermiştir. Buna göre, liyofilize edilmiş nane ekstraktının gümüş giderimi için homojen biyosorpsiyon 

yolunu izlediğini göstermektedir. Ayrıca Temkin izotermi modelinin Dubinin-Radushkevich izotermine göre daha uygun 

olduğu belirlenmiştir.  

Bu çalışmada sulu bir çözeltiden gümüş iyonlarının maksimum çıkarılması için seçilebilir girdi parametreleri; 

biyosorbent 0.6 mg, 1,6 mg, 1.8 mg; pH 6.0; 25ºC sabit sıcaklık; 180 dakika kontak zaman ve 6000rp santrifüj hızı 

kullanılmıştır. Ancak yapılacak yeni çalışmalarla adsorbat ile biyosorbent arasındaki biyosorpsiyon sürecinde değişik 

girdi parametreleri (temas süresi, pH, sıcaklık, biyosorbent miktarı vd.) kullanılarak yeni sonuçlar elde edilebilir. 

Gümüş üretimi, genel olarak, cevherdeki gümüşün anyonik siyanür kompleksleri halinde çözündürülerek 

yapılmaktadır. Siyanürün çevresel, teknik ve ekonomik zorlukları göz önüne alınarak alternatif reaktif sistemleri üzerine 

uzun yıllardır çok sayda çalışma yapılmıştır [16, 17, 18, 19]. Ancak yeni bir yöntem olarak nane ektraktının kullanıldığına 

ilişkin yapılmış bir araştırmaya rastlanmamıştır. 

Sonuç olarak; Mentha x piperita bitkisinden elde edilen ekstraktlar kullanılarak, düşük konsantrasyonlu liç 

çözeltilerinden gümüş iyonlarının geri kazanımının mümkün olduğu belirlenmiştir. Gümüş iyonlarını içeren suların 

kimyasal olarak arıtılmasına yönelik, zararlı etkisi olmayan tamamen doğal bir reaktif olarak Nane bitkisinden elde edilen 

ekstraktların kullanılabileceği saptanmıştır. Ayrıca arıtma sistemlerinde, kirli suların fiziksel kimyasal ve biyolojik olarak 

arıtılması ve koku kirliliğinin önlenmesi için ekolojik bir çözüm olarak, nane ekstraktının kullanımı mümkündür. 
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Abstract 

Egyptian vulture is an endangered vulture species all over the World. Turkey holds the substantial amount of the 

global population of the species in Western Palearctic. Middle and Upper Sakarya Region is an important host for the 

breeding Egyptian vulture population in Anatolia. In total 37 occupied nests were recorded in 2013 and 2014 years. In 

order to determine the nest characteristics 11 nest variables and cliff features were evaluated in this study. Egyptian 

vulture nests were determined both in hollows (n= 24) and on ledges (n= 13) at the middle part of the small limestone 

cliffs in the study area. The mean ± SD of cavity width and height are 2.0 ± 1.0 and 1.5 ± 0.6, respectively. Nests were 

situated predominantly southwestern exposure. Although the first data is given in this study about nest characteristics in 

the region, detailed studies are required on the relationship between nest site quality and breeding parameters to undertake 

conservation strategies for Egyption vulture in Turkey.  

 

Key words: Anatolia, cave nesting, endangered vultures 

 

----------  ---------- 

 

Orta ve Yukarı Sakarya Bölgesi’ nde dağılım gösteren Küçük Akbaba (Neophron percnopterus)’ nın yuva 

özellikleri 

 

Özet 

Küçük akbaba soyu küresel ölçekte tehdit altında olan bir akbaba türüdür. Batı Palearktik bölgede dağılım 

gösteren populasyonun büyük bir kısmı Türkiye’ de yer almaktadır. Anadolu' da Orta ve Yukarı Sakarya Bölgesi küçük 

akbabalar için önemli bir üreme alanına sahiptir. 2013 ve 2014 yıllarında gerçekleştirilen çalışmalar ile bölgede küçük 

akbaba tarafından kullanılan 37 yuva tespit edilmiştir. Bu çalışmada populasyonun yuva özelliklerinin belirlenmesi 

amacıyla yuvaların yer aldığı kaya ve yuvalara ait 11 özellik değerlendirilmiştir. Küçük akbaba çalışma alanındaki kireç 

taşı oluşumlu kaya kütlelerinin orta kısımlarında yer alan oyuklara (n= 24) ve çıkıntı setlere (n= 13) yuva yapmaktadır. 

Yuva oyuğunun genişlik ve yükseklik için ortalama değerleri sırasıyla 2.0 ± 1.0 ve 1.5 ± 0.6 m olarak belirlenmiştir. 

Yuvalar çoğunlukla kayaların güneybatı yönüne bakan yüzeylerinde konumlanmaktadır. Bu çalışmayla yuva özelliklerine 

ait bölgedeki ilk veriler elde edilmiştir. Ancak Türkiye'de küçük akbaba türünü korumaya yönelik yapılacak çalışmalarda, 

yuva alanı özelliklerinin üreme başarıları üzerine etkilerini detaylı bir şekilde değerlendirmek gerektiği düşünülmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Anadolu, mağara tipi yuva, tehlike altındaki akbabalar 

 

1. Introduction 

 

Egyptian vulture is a medium sized Old World vulture species. Global populations mainly distrubute in north of 

the equator in Africa, southern Europe, Middle East, Caucasus and in India easternmost. Some populations in northwest 

of Africa and Asia and all European populations are migratory while others are resident in Sahel Region, East Africa, 

Ethiopia, India and Spanish archipelagos [1]. Populations mostly concentrate below 2000 asl. except some resident 

populations such as Caucasian, Himalayan and Ethiopian [1; 2]. Egyptian vulture is found in high rocky plains, savannas, 
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semi-desert grasslands and croplands in wintering sites. However in the breeding season, it is seen in montainous terrains, 

woodlands, plateaus, canyons and cultivated areas near human settlements [1; 3; 4; 5].  

Species is one of the sixteen threatened vultures worldwide and classified globally endangered [6; 7]. The 

underlying reasons for this threat level of Egyptian vulture populations are reported as food source reduction, direct and 

indirect poisoning, illegal hunting, habitat degradation, electrocution and wind turbine collision both in wintering and 

breeding areas [8; 9; 10; 11; 12; 13; 14]. These threats have negative impacts on adult survival rate and accordingly 

viability of populations result in decrease of populations [15; 16; 17; 18].   

Even though Turkey holds one of the largest breeding population in Europe [7; 19], only two detailed studies 

were perfomed [19; 20]. Apart from these studies, there are limited data on distrubution of the species in Turkey [21]. 

Although it has been published records on the altitude, nest height and slope of the nests in Beypazarı [19], detailed 

information on the nest characteristics of the Egyptian vulture in Turkey remains unknown.  

It is known that nest-site features have an important role to promote adult survival and breeding success which 

are crucial for population viability of threatened vulture species such as Egyptian vulture [22; 23; 24; 25; 19]. Cave type 

nests provide safer place and positive impact on breeding success for cliff nesting vulture species [26]. According to 

studies on nest characteristics, Egyptian vulture is a cliff nesting species typically nests in caves, sheltered or open ledges 

on limestone cliffs in Italy, Spain, Yemen, Bulgaria, Greece, Macedonia and Ethiopia, [2; 4; 5; 23; 26; 27; 28; 29]. They 

occassionally nest on large trees, electric pylons, buildings and even on the ground in Canary Islands and Bulgaria [30; 

31; 32]. The goal of this study is to collect data about nest characteristics of the Egyptian vulture in Turkey and to 

contribute to national conservation activities of the species classified globally endangered.  

 

2. Materials and methods 

 

 

1.1. Study Area 

 

The study was conducted in Upper and Middle Sakarya Region, in the western part of the Central Anatolia 

comprising 7970 km² area (Figure 1). Vegetation vary by the regions in the study area. Northern and southwestern parts 

are covered by fir, pine, oak and juniper forests. In contrast, cultivated areas, highland and lowland steppes, grassland and 

shrub vegetation are mostly found in central and eastern part [21].  

 

 
Figure 1. The study area 

 

Climate is continental Central Anatolian thermal regime with the average temperature of 11 °C and annual 

rainfall 403.2 mm [33]. Besides there is Mediterranean climate in Sarıcakaya region which shows microclimatic features 

along the Sakarya river. Sakarya and Porsuk rivers are the main water resources in the region [21].  

Alluvial plains, sand stone, clay stone, limestone, basalt, tufa and granite rocks are common geological 

formations. The highest and lowest altitudes are 1826 m and 190 m to asl in the study area [21].  

Other than Neophron percnopterus; two vulture species, Bearded vulture (Gypaetus barbatus) and Cinereous 

vulture (Aegypius monachus), breed in the region. Some cliff nesting species breed in the study area such as Long-legged 

buzzard (Buteo rufinus), Black stork (Ciconia nigra), Peregrine (Falco peregrinus), Raven (Corvus corax) which have 

similar breeding habitat with Egyptian vulture [21; 34; 35].  
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1.2. Nest Survey and Measurements 

 

The field surveys were carried out in 2013 and 2014 years to determine the nests occupied by Egyptian vulture 

at least for one breeding season. Occupied nests were located during the breeding season between April and August. In 

order to avoid disturbance, the measurement of the nest characteristics was conducted in September after birds left the 

area. Totally 37 occupied nests were determined and located by GPS. Because of the rough land structure, approaching 

to sufficient distance or climbing every occupied nest for measurements was not possible. To determine nest 

characteristics 11 variables were evaluated. In order to determine the dominant rock structure, geological formation of 

the nesting cliffs were identified based on database of general directorate of mineral research and exploration [36]. Study 

area include historical man made caves which is used for the nesting by the species. Thus, it was assessed whether the 

nest cave is natural formation or man-made based on the locational data of the ancient settlement [37; 38]. Also nests 

were classified as cave or ledge type. Furthermore Cliff Height (CH): Vertical distance between peak and base of the 

cliff, Nest Height (NH): Vertical distance between cliff base and nest, Nest Position (NP): Lower/middle/upper parts of 

each cliff, Cavity Length (CaL): Distance between enterance and end of the cave/ledge, Cavity Width (CaW): Distance 

between left and right side of the cave/ledge, Cavity Height (CaH): Distance between bottom and top of the cave/ledge, 

Altitude (A), Nest Aspect (NA) were also determined [39]. Measurements were performed by tapeline and Vertex IV 

altimeter. Altimeter device was used to measure the nest height and cliff height at a distance from the nest. To determine 

NP, it was hypothetically divided every single cliff in 3 parts as lower, middle and upper and classified each nest as where 

they situated on the cliff. In order to determine altitudes, it was used GPS and Google Earth programme. Nest aspects 

were recorded by using compass. Data were reported as minimum, maximum and mean ± standard deviation for ratio 

variables (SD). 

 

3. Results 

 

Overall 37 Egyptian vulture nests were recorded in the area during the field surveys in 2013 and 2014 years. 

Geological formations of nesting cliffs vary by the region. But the dominant formation was limestone (n= 11) following 

by pyroclastic rocks (n= 8). The rest of the nesting cliffs were several different rock type such as granitoid, marble, schist 

and other clastic rocks. Other than the 31 nests on natural rock formations, 6 nests were found in hollows on ancient man-

made structures. Twentyfour nests were found in hollow and thirteen on ledge. The minimum, the maximum, the mean 

and the standard deviation values of the cliff and nest measurements were presented in table (Table 1). NP and NA data 

of the nests were given as diagrams (Figure 2 and 3).  

 

Table 1. Outcomes of cliff and nest measurements 

 N Min(m) Max(m) Mean±SD (m) 

CH 25 3.5 37.7 11.8±6.7 

NH 25 2.0 26.2 6.7±4.5 

CaL 12 0.8 3.5 1.9±0.9 

CaW 13 0.7 5.0 2.0±1.0 

CaH 13 0.5 3.0 1.5±0.6 

A 37 288.0 1292.0 858.0±236.0 

CH: Cliff Height, NH: Nest Height, CaL: Cavity Length, CaW: Cavity Width, CaH: Cavity Height, A: Altitude 

 

                       
 

Figure 2. Nest positions in the cliff                                               Figure 3. Aspects of the nests 
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4. Conclusions and discussion 

 

In Middle and Upper Sakarya Region, the majority of the 37 Egyptian vulture nests were located on the limestone 

and pyroclastic cliffs. Similarly, limestone is the common rock formation of nesting cliffs in Europe and Africa, also [2; 

26; 27]. Depends on the proportion of mineral composition, limestone and pyroclastic cliffs easily erodible and may 

provide many hollows and ledges. These natural formations offer a save shelter for Egyptian vultures to nest and raise 

their fledgelings [2; 23; 27; 40].   

Other than natural formations some hollows carved by ancient civilizations were recorded as a nest site in our 

study area. These ancient settlements ruins such as symbolic tombs are from the Phrygians. Similar case was reported in 

different area in Turkey [41].  

Egyptian vulture nests on small cliffs in the Middle and Upper Sakarya Region. This phenomenon has been 

reported in other breeding areas in Europe [4; 27; 29; 42; 43]. Nevertheless the mean cliff height (11.8 ± 6.7 m) is much 

more lower in our study area when compare to the other populations in European such as Balkan populations with 37 ± 

38 m [29], Sicilian population with 78.1 ± 51 [4], Italian population with 135 ± 125 m [23] and the population in norhtern 

Spain with 53.6 ± 68.7 m [40]. 

The mean nest height (6.7 ± 4.5 m) is similar to the findings of populations in Bulgaria and Greece. Although 

the mean value is relatively higher in Balkan populations, most of the nests (53%) situated 1-10 m height [29]. However 

the mean nest height is quite high in other regions in Europe; Sicily with 47.3 ± 41.7 and Italian penninsula with 41.6 [4; 

23].  

The Egyptian vulture nests are mainly located at the middle part of the rocks in the Middle and Upper Sakarya 

Region (Figure 2.). Although some researchers report that nest are situated at the upper part of the rocks which is possibly 

the most inaccesible [23; 26] alternatively nesting at the base of the cliffs may minimise the energy consumption in 

carrying food to the nest [42] or provide good weather conditions to individuals [2]. These are also might be the possible 

explanations of the low cliff and nest height in our study area.  

In addition, low pressure of being hunted by predators or lower human disturbance might have an impact on 

choice of small rocks. It has been emphasized in a study with another cliff nesting raptor species Bonelli's eagle 

(Hieraaetus fasciatus) that cliff height is effected by human related disturbance. Lower cliffs were prefered more when 

they are far from the paved road whereas higher cliffs were used in the case of heavy human pressure [44]. Raven Corvus 

corax, stone marten Martes foina and Eurasian eagle owl Bubo bubo are common possible predators and threats for 

Egyptian vulture among European populations [19; 29; 45]. There is a phenomenon which eggs or juveniles may be 

hunted by predators if the nest are easily accessible. Clutch replacement in order to tolerate this type of reproductive 

failures is less frequent among large size and single brooded raptors [46]. It has been recorded that Egyptian vulture 

succesfully breed after clutch replacement in case of failure [22; 45]. Still prevalance of replacement is low. Alternatively 

constructing inaccessible nest seems required less energy comparing to cost of relaying process. Accordingly we expect 

the nest would be located high in our study area as well. However according to the results of measurement not only but 

one of the possible explanations of the low nest height may be associated with low presure of preadators in the study area. 

The dominant nest type was cave form and the nests are deep (mean ± SD= 1.9 ± 0.9 m) and wide (mean ± SD= 

2.0 ± 1.0 m) according to the outcomes of the nest measurements in Middle and Upper Sakarya Region (Table 1). Deep 

hollows may offer individuals a shelter to overcome unfavorable weather conditions during the breeding season. This 

argument also could explain the abundance of cave type nests in the study area. There are only few informations about 

the nest type, CaL, CaW and CaH for other Egyptian vulture populations. It has been reported that nests are approximately 

1 m in width and depth in Greece and Yemen [26; 43]. Similar study has conducted with another cliff nesting vulture 

population (Gyps fulvus) in Gamla Nature Reserve and authors reported that the nest-sites in caves are more successful 

and productive than the nest-sites on open ledges [47]. However we did not analyze statistically whether the nest-site 

features are preference or not. Thus interpretations of nest-site preference remain limited.  

The mean altitude value of nest sites is relatively higher than the one in Beypazarı region where another 

significant population exist close to our study area. Unlike the elevation report of Beypazarı population [19] the half of 

the nest sites (n:19) are above 900 m in our study area. Also the data of other European populations are consistent with 

the mean altitude in the study area in Middle and Upper Sakarya Region [1; 4]. 

It is known that Egyptian vulture's nests are predominantly southfacing [4; 19; 23; 28]. In our study area 

southwestern exposure was relatively higher which is identical to findings in Balkan populations [29] . Use of sunlight 

[29] or exploitation of potential good microclimatic features [28] might be related with preference of the southfacing nest. 

A study conducted with other cliff-nesting raptor Bonelli eagle Aquila fasciata reported that sunny orientation offers a 

dry environment thus decreases the number of ectoparasites in the nest [48]. This is also a strong argument considering 

the self protection of adults from arthropods and other parasites and the raising chicks in a healthier environment. 

As a conclusion, Turkey holds one of the largest Egyptian vulture populations in Europe [10; 19]. Middle and 

Upper Sakarya Region population is an important constituent with 53 territorial pairs [20]. Individuals mainly use 

limestone rock formation and nests are located on small rocks and the mean nest height is low. Aspect of the nests is 

predominantly southwestern and the most abundant nest type is cave which provides individuals wider and safer breeding 

environment. Also ancient man-made constructions were alternative nesting fields in our study area. Middle and Upper 
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Sakarya Region is an important area where individuals may use different types of nesting areas. Although we did not 

evaluate the anthropogenic impacts on nest characteristics, low cliff and nest height may be indicate the low predator 

stress and human disturbance in our study area. Contrary to this, abundance of the cave type nest in our study area which 

provides more inaccessible and invisible breeding environment may link to better protection against predators. In order 

to clarify these factors detailed researches are required on the nest-site quality and habitat use in relation to breeding 

parameters and stress factors as predators and human induced activities. Furthermore threats to the species should be 

determined both locally and throughout the country in order to undertake essential conservation actions for the Egyptian 

vulture in Turkey.  
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Abstract 

In this study, the families Ixodidae (hard ticks) ticks of the species in Turkey pheromones of some derivatives 

were synthesized and their pheromone properties were investigated. In the first phase of the study, aniline derivatives of 

the pheromones to be used in the synthesis were obtained. By using hydrochloric acid or sulfuric acid with sodium nitrite, 

diazonium salts were produced from these aniline derivatives. The novel pheromone derivatives were synthesized by 

reacting to a series of diazonium salts with pyrrolidine, morpholine and piperidine bases separately. Structures of the 

synthesized compounds were determined by Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic 

Resonance (1H-NMR, 13C-NMR) and Mass Spectrometry (MS). Whether the synthesized compounds show pheromone 

feature has experimented on the live ticks under the supervision of an expert.  
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Kene feromonlarının bazı yeni türevlerinin sentezi ve feromon özelliklerinin incelenmesi  

 

Özet 

Bu çalışmada, Ixodidae familyasına bağlı kenelerin Türkiye'de yaşayan türlerine ait bazı feromonların yeni 

türevleri sentezlenmiş ve feromon özellikleri incelenmiştir. Çalışmanın ilk aşamasında, sentezde kullanılan feromonların 

anilin türevleri kullanılmıştır. Bu anilin türevlerinden hidroklorik asit veya sülfürik asit beraberinde sodyum nitrit 

kullanılarak diazonyum tuzları elde edilmiştir. Bir dizi diazonyum tuzu pirolidin, morfolin ve piperidin bazlarıyla ayrı 

ayrı tepkimeye sokularak yeni feromon türevleri sentezlenmiştir. Sentezlenen bileşiklerin yapıları Fourier-Transform 

Infrared Spektroskopisi (FTIR), Nükleer Manyetik Rezonans (1H-NMR/13C-NMR) ve Kütle Spektrometresi (MS) 

yöntemleri ile aydınlatılmıştır. Sentezlenen bileşiklerin feromonik özellik gösterip göstermedikleri uzman denetiminde 

canlı keneler üzerinde incelenmiştir.  

 

Anahtar kelimeler: Kene, feromon, feromonların kimyasal yapısı, triazen 

 

1. Giriş 

 

Son yıllarda yaygın olan Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi (KKKA) adında bir hastalık türü büyük bir problem 

olarak ciddiyetini korumaktadır. KKKA hastalığına sebep olan virüs vücuda kene tutunmasıyla yerleşmektedir. Bu 

virüsleri bulaştırmada ve taşımada etkin rol oynayan kene ülkemizin bazı bölgelerinde sıkça görülmektedir. Birçok 

canlının yaptığı gibi keneler de toplanmak veya karşı cinsi etkilemek amacıyla feromon adı verilen bazı kimyasal 

maddeler salgılamaktadırlar. Kenelerin kontrol edilebilmesi veya zararsız hale getirilebilmesi amaçlanarak yapılan bu 

çalışmada Ixodidae familyasına bağlı olan kenelerin Türkiye'de yaşayan türlerine ait feromonların bazı pirolidin, morfolin 

ve piperidin türevleri sentezlenmiştir. On altı tanesi yeni olan bu bileşiklerin feromon özellikleri, uzman denetiminde 

canlı keneler kullanılarak incelenmiştir. Ayrıca doğal feromonların çoğu uçucu olduğundan, sentezlenen bileşiklerin yeni 

feromon türevleri olarak doğada daha uzun süre kalabilmeleri önemlidir. Bu amaçla, sentezlenen bileşiklerin asidik 
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koşullarda yavaş yavaş bozunarak tekrar feromonlara dönüşmesi ve sahada feromon tuzağı olarak kullanılması mümkün 

olabilir. 

Sakırga veya yavsı gibi isimlerle de bilinen kene insan ve hayvanlardan kan emerek beslenen bir böcektir. 

Dünyanın birçok bölgesinde yaşayabilen keneler açık arazide, ağaç, otların bol olduğu yerlerde bulunur. Keneler “Haller” 

adındaki duyu organı sayesinde ısı, hava koşulları, koku ve bazı kimyasalları tespit ederler [1, 2]. 

Başta yabani ve evcil memeliler olmak üzere birçok canlıya saldıran keneler, kuşlar da dahil birçok hayvana 

zarar vermektedirler. Bu zarar, kenenin hayvan vücuduna yapıştıktan sonra orada çoğalmasından tüm vücudu sararak 

hayvanın ölümüne kadar uzanmaktadır. İnsanlara ve hayvanlara bu denli zararı olan kenelerin dünyada birçok türü vardır. 

Bugün bilinen 907 kene türünün (Ixodidae: 720, Argasidae: 186 ve Nuttalliellidae: 1) ailelerine ait olduğu kabul 

edilmektedir. Ixodidae keneleri hem tür sayısının fazlalığı hem de hastalık etkenlerini taşımaları bakımından diğer 

türlerden çok daha önemlidirler. Bu türlerden 33'ünün insanı bir konak olarak tercih ettiği ve 28'inin de doğrudan hastalık 

etkenlerini bulaştırdığı bilinmektedir [2, 3, 4]. 

 

 
Şekil 1. Kenelerin yaşam evreleri 

 

İxodidae türleri, genellikle ilkbahar ve sonbahar mevsimleri arasında aktiftirler. Keneler hayatları boyunca her 

dönemde (larva-nimf-yetişkin) kan emmek zorundadırlar. Keneler kan emme esnasında çiftleşirler. Ortalama 3.000 ile 

20.000 arasında yumurta yapabilen dişi keneler yumurtalarını taş, toprak ve merada yaprakların altına, toplu bir şekilde 

bırakırlar. Yumurta büyüklükleri yaklaşık 0,8 mm’dir. Dişiler yumurtladıktan sonra ölürler (Argasidae türleri ölmez). 

Keneler türlerine göre konaklardan farklı sürelerde kan emerler ve kan emdikten sonra yine gömlek değiştirerek nimf 

olurlar. Aç olan nimfler kan emer doyar ve gömlek değiştirdikten sonra aç olgun hale gelir. Bu döngü böyle devam eder 

[4, 5]. 

Türkiye iklimi, yüzey şekli ve bitki örtüsü bakımından kenelerin yaşayabilmesi için uygun şartlara sahip bir 

ülkedir. Kayıtlara göre bu güne kadar Türkiye'de 10 cinse ait 32 kene türüne rastlanmıştır. Ixodes, Hyalomma, 

Dermacentor, Haemapyhsalis ve Rhipicephalus soylarına ait kene türlerine daha sık rastlanılmaktadır [2, 6, 7]. 

 

Kırım-Kongo kanamalı ateşi hastalığı 

KKKA ilk kez 1944 yılında Batı Kırım’da Sovyet askerleri arasında görülmüş ve hastalığa Kırım Hemorajik 

Ateşi adı verilmiştir. Daha sonra 1956 yılında Kongo’da (Zaire) ateşli bir hastada tespit edilmiş ve Kongo virüsü 

denilmiştir. 1969’da ise bu iki virüsün aynı virüs olduğu belirlenmiş ve hastalığa Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi adı 

verilmiştir. 

Kenelerin neden olduğu enfeksiyonlar sıklıkla belirli coğrafik bölgelerde ön plana çıkarken, KKKA Afrika, 

Asya, Orta Doğu ve Doğu Avrupa'da endemik olarak görülmektedir. Son yıllarda Kosova, Arnavutluk, İran, Pakistan ve 

Güney Afrika'dan sporadik (seyrek) ve epidemik (salgın) vakalar bildirilmiştir [1, 8, 9]. 

Türkiye’de bu hastalığa ilk defa 2002 yılında rastlanmış ve 2003 yılında tanımlanmıştır. Hastalığın görülmeye 

başladığı ilk yer Tokat yöresi olmasına rağmen, yapılan araştırmalara göre bu konuda halkın hala bilgi düzeyinin yetersiz 

olduğu görülmektedir. Aynı zamanda kene vakalarının yoğun olduğu yerlerde KKKA hakkında eğitimlerin tüm halka 

ulaşılarak verilmesinin önemli olduğu vurgulanmıştır [10]. En çok ilkbahar ve yaz mevsimlerinde rastlanan KKKA 

hastalığı genellikle İç Anadolu’nun kuzeyi, Karadeniz’in güneyi ve Doğu Anadolu’nun kuzeyinde görülmektedir. 

Hastalığın en çok görüldüğü iller Erzurum, Erzincan, Gümüşhane, Bayburt, Tokat, Yozgat, Sivas, Amasya, Çorum, 

Çankırı, Bolu, Kastamonu ve Karabük’tür [11, 12, 13]. 

KKKA'nın belirtileri: Ani yükselen ve 40 derece civarında gezen ateş, baş dönmesi, burun akıntısı, ishal ve 

kusma gibi belirtiler görülmektedir. Kırsal bölgelerde yaşayan insanlar hala bu hastalık yüzünden hayatlarını kaybetmeye 

devam ediyor [15]. Yüksek ateş, baş, karın, kol ve bacaklarda şiddetli ağrılar, yoğun halsizlik, ishal, kusma, yüzde 

kızarıklık, ileri aşamalarda burun ve vücudun farklı yerlerinde kanamalar, kol, bacak ve bedende morluklar, idrar ve 

dışkıda kan görülebilmektedir [11, 14]. 

KKKA'dan korunma yöntemleri: Ahır ve ağıllara, kırsal alanlara ve piknik alanlarına gidenler mümkün 

olduğunca vücutta açık kısım kalmamasına özen göstermeli kenelerin daha kolay fark edilmesi nedeniyle açık renkli 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Haller_organ%C4%B1&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Haller_organ%C4%B1&action=edit&redlink=1
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elbiseleri giymeyi tercih etmelidirler. KKKA vaka ve ölüm sayıları: Şubat 2017'de yayınlanan T.C. Sağlık Bakanlığı 

Türkiye Halk Sağlığı Kurumu Faaliyet Raporu 2016 verilerine göre Türkiye’de son 13 yılda KKKA nedeniyle 479 kişi 

hayatını kaybetti. Bakanlığın KKKA vaka ve ölüm raporuna göre 2004-2016 yılları arasında 10.069 kene vakası yaşandı. 

63'ü ölümle sonuçlanan en fazla vaka 2009 yılında 1318 olarak tespit edildi.  2016 yılında 432 KKKA vakası ve 16 ölüm 

görülmüş olup KKKA vaka ve ölüm sayıları 2016 yılında son 10 yılın en düşük seviyelerinde seyretmiştir [15]. 

 
Şekil 2. KKKA vaka ve ölüm sayıları (2004-2016) [15] 

 

Feromon: Feromonlar, böcekler, diğer hayvanlar ve insanlar tarafından kimyasal iletişimi sağlamak amacıyla 

dışarıya salınan ve o türün diğer bireyleri tarafından hissedilerek tepki göstermelerine sebep olan kimyasal maddelerdir. 

Örneğin cinsel çekici feromon, dişi böceğin erkeğini kilometrelerce uzaktan bulabilmesini sağlayacak kadar etkindir. Bu 

feromonlar, dişi böcekler tarafından çiftleşmeye hazır olduklarını belli etmek ve erkek bireylerin dişileri izleyerek 

bulabilmeleri için salgılanırlar. 

Böcekler toplanma, alarm ve iz bırakma gibi feromonları da salgılamaktadırlar. Feromonların etkileri çok 

önceden beri bilinmektedir. Feromon ilk defa 1954 yılında ipek böceklerinin koku salgı bezlerinden elde edilerek 

tanımlanmış ve erkekleri çektiği belirlenmiştir [6, 16]. Feromonlar, çok uzak mesafelerden bile hava hareketleri ile 

taşınabilir ve erkek böceklerin antenleri aracılığıyla algılanırlar. Bu antenler molekül seviyesinde bile ayırt edebilecek 

duyarlıktadırlar [4]. 

 

Kene feromonlarının kimyasal yapıları 

Kenelere ait feromonların çoğu fenol türevi olan kimyasal maddelerden oluşmaktadır. Bilinen kene 

feromonlarının türleri ve isimleri aşağıda görülmektedir. 

 

Toplanma feromonları (çekici feromon):  

Fenol [17, 18, 19], 2-klorofenol, 2-bromofenol, 2-nitrofenol  [17, 18, 20], o-kresol, benzil alkol  [20, 21], p-

kresol [17, 18, 19], benzoik asit, benzaldehit, salisilik asit, salisilaldehit  [18, 20, 21, 22, 23], metil salisilat [17, 18, 20, 

21, 22, 23, 24, 25]. 

 

Çiftleşme feromonları (cinsel çekici feromon):  

2,6-dibromofenol ve 2,6-diklorofenol [18, 19, 20, 23, 26]. 

Bu maddelerin feromon özelliği gösterebilmesi için ayrıca feromon aktifleştirici olarak bilinen ve genellikle 

uçucu olan bazı organik maddeler de bulunmaktadır [18, 20, 23, 25]. 

Bilinen bazı feromon aktifleştirici maddeler: Bütirik asit, izobütirik asit, miristik asit, palmitik asit, pelargonik 

asit, kaprik asit, limonen ve diğer orta zincirli yağ asitleridir. Yukarıdaki kimyasal bileşiklerin feromon özelliği 

gösterebilmeleri için feromon aktifleştirici maddelerle belirli oranlarda karışmış olmalıdırlar. Bu oran feromonların 

kimyasal yapılarına göre değişebilmektedir. Ancak feromonun uçuculuğu daha iyi olması için feromon aktifleştirici 

maddenin derişimi daha yüksek (örneğin 4-8 katı) olmalıdır [22, 24]. Feromon aktifleştirici madde olarak rol oynayan 

organik yağ asitlerine bazı bitki çekirdeklerinde ve özlerinde de rastlanmaktadır [27]. 

Bugüne değin akarlarda alarm, eşey, toplanma ve iz işaret feromonu olmak üzere, dört tip feromonun bahsi 

geçmiştir. Akar feromonları içerisinde, üzerinde en fazla çalışılan feromon alarm feromonu olmuştur. Genellikle bir 

akardan tek tip feromon elde edilmiştir. Fakat iki farklı feromona sahip olan türler de vardır. Hatta bazı türlerde alarm, 

eşey ve toplanma olmak üzere üç farklı feromon aktivitesi birden tespit edilmiştir. Bu farklı aktiviteler ya farklı bileşenlere 

sahip olunarak ya da tek bileşenin değişik şartlar altında farklı etkiler göstermesi ile sağlanmaktadır [28]. 
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Kene feromonlarıyla ilgili yapılan bazı çalışmalar 

Birçok kene türünde feromonla birlikte, farklı oranlarda feromon aktifleştirici madde bulunduğu bildirilmiştir. 

Ayrıca kenelerin çok küçük derişimlerdeki (ng/L) feromonlara bile tepki gösterebileceği bilinmektedir [17, 18, 22, 24]. 

Amblyomma variegatum türüne ait bir feromonun o-nitrofenol, metil salisilat ve feromon aktifleştirici olarak da 

küçük zincirli bir yağ asidi olan pelargonik asitten oluşan bir karışım olduğu bulunmuştur [24]. 

Kenelerde iletişimi veya fizyolojik ve ekolojik etkileşimleri sağlayan bazı fenolik ve aromatik bileşikler de 

vardır. Bunlar; fenol, 2,6-diklorofenol, p-kresol, salisilldehit, metil salisilat, 2-nitrofenol, benzaldehit'tir. Birçoğu fenol 

türevi olan bu feromonların yanında; pürinler ve bazı steroitler ile izobütirik asit, pelarganik asit, miristik asit ve oleik 

asit gibi bazı yağ asitleri bulunmaktadır [18]. 

Dişi kenelerden elde edilen özütün fenol ve p-kresol içerdiği bulunmuştur. Aynı fenoller New York'ta Ixodidae 

familyasının 5 farklı sert kene (hard tick) türünde de bulunmuştur. Bu beş türün üçünün ayrıca 2,6-diklorofenol de içerdiği 

gözlenmiştir [17]. 

Kenelerde seks feromonu olarak bilinen 2,6-diklorofenol, farklı türlerde farklı miktarlarda bulunmuştur. 

Örneğin, Gaz Kromotografisi ile belirlenen, 1000 tane beslenmemiş H. dromedarii dişisinin heksan ekstraktında kene 

başına 35 ng 2,6-diklorofenol bulunurken, 1100 tane beslenmemiş Hyalomma anatolicum excavatum dişisinin heksan 

ekstraktında kene başına 20 ng 2,6-diklorofenol bulunmuştur. Beslenmiş 56 tane Hyalomma dromedarii erkek 

örneklerinde ise 2,6-diklorofenol olduğuna dair hiçbir kanıt bulunamamıştır. Böylece Hyalomma türlerinin çiftleşme 

davranışları ile ilgili yapılan bu çalışmada dişi kenelerin uçucu bir feromon yaydıkları belirtilmiştir [19]. 

Ciddi hastalıklara ve hatta ölüme sebep olabileceği vurgulanan bir başka çalışmada aktarıldığına göre; keneler 

biyolojik vektör olarak rol alırlar ve kan emme sırasında tükürük bezlerindeki sporozoitleri konaklarına aktarırlar. 

Böylece kana geçen sporozoitler eritrositlere yerleşmekte ve konaktaki tüm süreç bu hücrelerde geçmektedir. Hastalığın 

klinik bulguları da yine söz konusu eritrositlerin yıkımı ile ilişkilidir. Muhtemel bulgular arsında ateş, sarılık, anemi ve 

ölüm vardır. Bazı kene türlerine ait etkenin sebep olduğu hastalığın ateş ve sarılık ile izlediği bildirilmiştir. Öte yandan 

yaşlı sığırlarda patojen olduğu ve akut olgularda birkaç gün içinde ölümün gündeme gelebileceği belirtilmiştir [29, 30]. 

 

Birincil arilaminlerin diazonyum tepkimeleri 

Aminlerin nitröz asitle verdiği en önemli tepkime birincil aril aminlerle olanıdır. Bunun nedeni, elde edilen 

arendiazonyum tuzundan geniş yelpazeli (fenoller, aril halojenürler, aril siyanürler ve benzen türevleri) ürünlerin elde 

edilmesidir. Arendiazonyum tuzları çok kararlı olmamakla birlikte alifatik diazonyum tuzlarına göre çok daha 

kararlıdırlar. Tepkime karışımının 5°C'nin altında tutulduğunda çözelti içerisinde belirli bir süre karalı kalabilirler. 

Birincil aminlerin diazolama tepkimeleri oldukça önemlidir. Çünkü diazonyum grubu ( N≡N) diğer fonksiyonel gruplarla 

yer değiştirebilirler  [31, 32]. 

 

2. Materyal ve yöntem 

 

Deneysel çalışmalarda kullanılan tüm kimyasallar Merck, Sigma-Aldrich, Acros ve Fluka firmalarından temin 

edilmiştir. Kullanılan kimyasal maddeler sentezler için yeterli saflıkta oldukları için ileri bir saflaştırma işlemi 

uygulanmamıştır. 

 

2.1. Materyal 

 

1H-NMR ve 13C-NMR spektrumları;  

Bruker 300 MHz NMR Spektrometresi (Gazi Ü. Fen Fakültesi) 

Bruker 400 MHz NMR Spektrometresi (Hacettepe Ü. Fen Fakültesi) 

IR spektrumları; Thermo Nicolat 6700 ATR cihazı ve Mattson-1000 FT IR cihazı  

(First v1.60, 1992, Mattson Instruments Inc.)  (Gazi Ü. Fen Fakültesi)  

Kütle spektrumları; Waters LCT Premier XE LTOF (TOF MS) cihazı (Gazi Ü. Eczacılık Fakültesi). 

Sentezlenen bileşiklerin erime ve kaynama noktaları için; 

Elektrotermal 9100 Erime Noktası Cihazı (Gazi Ü. Fen Fakültesi) 

Melting Point Büchi M-560 Erime/Kaynama Noktası Cihazı (Kastamonu Ü. Eğitim Fakültesi) 

Vakum pompası 

Feromonik inceleme çalışmaları için Kastamonu ve çevresinden toplanan toplam 83 adet kene 

Özel olarak yaptırılmış dört kollu cam balon; 

Cam balonun (250mL) tabanına (1x30)cm boyutlarında 4 adet cam boru kaynatılarak hazırlanmıştır. 
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Şekil 3. Dört kollu cam balon 

 

2.2. Yöntem 

 

Bu çalışma üç aşamadan meydana gelmiştir. Bunlar; 

 Ixodidae familyasına bağlı olan kenelerin Türkiye'de yaşayan türlerine ait feromonların kimyasal 

yapıları, literatür çalışmasıyla belirlenmiştir.  

 On altısı yeni olan 28 tane feromon türevi sentezlenmiş ve bileşiklerin yapıları aydınlatılmıştır.  

 Sentezlenen bileşiklerin canlı keneler üzerinde feromonik özellikleri incelenmiştir. 

Feromonların kimyasal yapılarını belirleme çalışmaları önceki bölümlerde ayrıntılı olarak verilmiştir. Bu 

feromonların anilin türevleri kullanılarak, sentezlenen bileşiklerin çözünürlüğüne göre HCl veya H2SO4 ile 

sübstitüeanilinyum tuz çözeltileri hazırlanmıştır. Elde edilen anilinyum tuzları NaNO2'in sulu çözeltisi ile 

sübstitüebenzendiazonyum tuzlarına dönüştürülmüştür. Diazonyum tuz çözeltileri, uygun pH aralıklarında (genellikle 

5-6) ve belli oranlarda pirolidin, morfolin ve piperidin çözeltileri ile karıştırılarak triazen (-N=N-N<) şeklinde 

kenetlenmeleri sağlanmış ve feromon türevi oldukları düşünülen yeni bileşikler elde edilmiştir. Sentezlenen bu 

bileşiklerin tepkime mekanizmaları aşağıda verilmiştir. 

 

Pirolidin bazlı feromon türevlerinin sentezi 

 

 
 

a1) R=COOH, R', R''=H a7) R=H, R'=OH, R''=COOCH3 (yeni) 

a2) R, R''=H, R'=COOH (yeni) a8) R=H, R'=NO2, R''=OH (yeni) 

a3) R, R'=H, R''=COOH a9) R=H, R'=Cl, R''=OH (yeni) 

a4) R=CH2-OH, R', R''=H a10) R=OH, R', R''=H (yeni) 

a5) R, R''=H, R'= CH2-OH a11) R, R''=H, R'=OH (yeni) 

a6) R, R'=H, R''= CH2-OH (yeni) a12) R, R'=H, R''=OH (yeni) 

 

Morfolin bazlı feromon türevlerinin sentezi 

 

 
 

b1) R=COOH, R', R''=H b4) R=CH2-OH, R', R''=H (yeni) 

b2) R, R''=H, R'=COOH b5) R, R''=H, R'= CH2-OH (yeni) 

b3) R, R'=H, R''=COOH b6) R, R'=H, R''= CH2-OH (yeni) 

b7) R=H, R'=OH, R''=COOCH3 (yeni) 
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Piperidin bazlı feromon türevlerinin sentezi 

 

 
 

c1) R=COOH, R', R''=H c4) R=CH2-OH, R', R''=H (yeni) 

c2) R, R''=H, R'=COOH c5) R, R''=H, R'= CH2-OH (yeni) 

c3) R, R'=H, R''=COOH c6) R, R'=H, R''= CH2-OH (yeni) 

c7) R=H, R'=OH, R''=COOCH3  (yeni) 

 

3. Bulgular 

 

Feromonların anilin türevleri kullanılarak bir dizi sübstitüe triazen bileşiği sentezlendi (a1-a12, b1-b7, c1-c7). 

Sentez basamakları ve bunlara ait karakterizasyon sonuçları aşağıda verilmiştir. 

 

2-(Pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit sentezi (a1):  
0,69 g (5 mmol) 2-Aminobenzoik asit üzerine 5 mL su ve 2 mL %37'lik HCl ile hazırlanmış asit çözeltisi ilave 

edildi ve oda sıcaklığında karıştırılarak çözüldü.  

Çözelti manyetik karıştırıcı üzerinde tuz-buz banyosuna yerleştirilerek karıştırılmaya devam edildi.  

Tepkime boyunca sıcaklığın 0-5°C arasında olmasına dikkat edildi. Buz banyosu üzerindeki çözelti üzerine 

10 mL suda çözünmüş 0,42 g (6 mmol) NaNO2 çözeltisi damla damla ilave edildi.  

İlave işlemi tamamlandıktan sonra çözelti 30 dakika daha karıştırıldı. Bu karışım önceden hazırlanmış ve 

soğutulmuş olan 10 mL suda çözülmüş 3,3 mL (8 x 5 mmol) pirolidin çözeltisi üzerine yavaş yavaş ilave edildi. Yine 

tepkime sıcaklığının 0-5°C arasında kalması sağlandı.  

Ürün oluşumu pH'ya bağlı olduğu için karışım üzerine pH=5-6 civarına gelene kadar damla damla 3M HCl 

çözeltisi ilave edildi. Bu şekilde 20 dakika daha karıştırıldıktan sonra oluşan katı ürün süzülerek ayrıldı.  

Elde edilen ürün vakum etüvünde kurutulduktan sonra Flash kromatografisi yöntemiyle silikajel dolgulu kolonda 

kloroform-metanol (3:1) çözücü çifti kullanılarak ayrıldı.  

Döner buharlaştırıcı ile çözücüler uzaklaştırılarak ürün saflaştırıldı. Verim: %80, e.n: 121-123°C;  

IR max (cm-1) (ATR): 3520-2160 (-OH), 3020 (C=C-H), 2970 (C-H), 1667 (C=O), 1594, 1573, 1466 (C=C); 
1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 13.80-14.30 (yayvan, 1H), 7.98 (i, 1H), 7.65 (i, 1H), 7.57 (ü, 1H), 7.27 (ü, 1H), 3.55-4.10 

(ç, 4H), 2.06 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 167, 149, 134, 132, 126, 122, 116, 53-48, 24; MS C11H13N3O2 (M+) (m/z): 

220.11. 

Diğer ürünler de benzer şekilde sentezlendi. Ancak, a1-a12 ürünlerinin sentezindeki pirolidin yerine, b1-b7 

ürünlerinin sentezinde morfolin ve c1-c7 ürünlerinin sentezinde ise piperidin kullanıldı. 

3-(Pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit (a2): Verim: 83%; e.n. 107-110°C; IR max (cm-1) (ATR): 3355-2160 

(-OH), 3020 (C=C-H), 2970 (C-H), 1670 (C=O), 1604, 1577, 1452 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 7.87 (i, 1H), 

7.67 (i-i, 1H), 7.51 (i-i, 1H), 7.42 (ü, 1H), 3.50-4.00 (i, 2H), 1.98 (b, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 152, 133, 130, 126, 

125, 121, 51-46, 24; MS, C11H13N3O2 (M+) (m/z): 220.11. 

3-(Pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit (a3): Verim: 91%; e.n. 185-186°C; IR max (cm-1) (ATR): 3456 (-OH), 

3020 (C=C-H), 2970 (C-H), 1667 (C=O), 1598, 1575, 1450 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 12.7 (b, 1H), 7.37 (i, 

4H), 7.89 (i, 2H), 3.80-4.00 (ç, 2H), 3.50-3.70 (ç, 2H), 1.90-2.06 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 155, 131, 127, 120, 

52-47, 24; MS, C11H13N3O2, (M+) (m/z): 220.10. 

2-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol (a4): Verim: 70%; e.n. 66-67°C; IR max (cm-1) (ATR): 3348 (-OH), 

3069 (C=C-H), 2977, 2855 (C-H), 1580, 1480, 1444 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.49 (i, 1H), 7.19-7.27 (ç, 2H), 

7.06-7.11 (ç, 1H), 4.80 (b, 2H), 4.10-4.50 (yayvan, 1H), 3.50-4.10 (i, 4H), 1.90-2.20 (b, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 149, 

134, 132, 128, 125, 116, 65, 51-47, 24; MS, C11H15N3O (M+) (m/z): 206.13. 

3-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol (a5): Verim: oily; k.n. 148-150°C; IR max (cm-1) (ATR): 3336 (-OH), 

3030 (C=C-H), 2970, 2870 (C-H), 1589, 1483, 1446 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.40 (i, 2H), 7.31 (i, 2H), 7.08 

(i, 1H), 4.50-4.80 (ç, 2H), 3.60-4.00 (ç, 4H), 2.14 (yayvan, 1H), 2.02 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 151, 142, 129, 124,  

119, 119, 65, 51-47, 24; MS, C11H15N3O (M+) (m/z): 206.13. 

4-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol (a6): Verim: 66%; e.n. 53-54°C; IR max (cm-1) (ATR): 3353 (-OH), 

3026 (C=C-H), 2963, 2880 (C-H), 1604, 1500, 1442 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.37 (b, 1H), 7.24-7.33 (ç, 2H), 

7.08 (i, 1H), 4.50-4.70 (b, 2H), 3.50-3.90 (ç, 4H), 2.60-3.00 (yayvan, 1H), 1.97 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 150, 138, 

128, 120, 65, 50-45, 24; MS, C11H15N3O (M+) (m/z): 206.13. 
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Metil 2-hidroksi-4-(pirolidin-1-ildiazenil)benzoat (a7): Verim: 81%; e.n. 134-135°C; IR max (cm-1) (ATR): 

3456 (-OH), 3016 (C=C-H), 2970, 2855 (C-H), 1667 (C=O), 1609, 1566, 1455 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 10.88 

(b, 1H), 7.78 (i, 1H), 7.00-6.94 (ç, 2H), 4.10-3.40 (ç, 7H), 2.20-1.90 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 170, 162, 158, 31, 112, 

109, 108, 52, 47, 24; MS, C12H15N3O3, (M+) (m/z): 250.12. 

2-Nitro-4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a8): Verim: 64%; e.n. 97-98°C; IR max (cm-1) (ATR): 3456 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970 (C-H), 1581, 1524, 1477 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 7.73 (b, 1H), 7.52 (i, 1H), 7.06 (i, 

1H), 3.65-3.85 (ç, 4H), 1.90-2.10 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 151, 143, 129, 128, 120, 115, 45-46, 24; MS, C10H12N4O3 

(M+) (m/z): 237.10. 

2-Kloro-4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol (a9): Verim: 72%; e.n. 81-82°C; IR max (cm-1) (ATR): 3460 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2972 (C-H), 1604, 1503, 1455 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 9.70-10.20 (yayvan, 1H), 7.26 (i, 

1H), 7.12 (i-i, 1H), 6.91 (i, 1H), 3.50-4.00 (yayvan, 4H), 1.94 (ü, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 151, 145, 127, 121, 120, 117, 

53-43, 24; MS, C10H12ClN3O (M+) (m/z): 226.07. 

2-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenol (a10): Verim: 68%; e.n. 49-50°C; IR max (cm-1) (ATR): 3443 (-OH), 3020 

(C=C-H), 2970 (C-H), 1588, 1480, 1455 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 8.00-9.00 (yayvan, 1H), 7.39 (i-i, 1H), 7.04 

(ç, 1H), 6.88 (ç, 2H), 3.60-4.10 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 150, 136, 126, 121, 120, 116, 49-46, 24; MS, C10H13N3O 

(M+) (m/z): 192.04. 

3-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenol (a11): Verim: 61%; e.n. 99-101°C; IR max (cm-1) (ATR): 3650-2430 (-OH), 

3062 (C=C-H), 2924 (C-H), 1604, 1504, 1462 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.18 (ü, 1H), 7.01 (i, 1H), 6.94 (ü, 

1H), 6.63 (ç, 1H), 3.50-4.10 (ç, 4H), 4.30-5.50 (yayvan, 1H), 2.02 (ü, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 158, 151, 129, 112, 111, 

106, 52.8-53.6, 24; MS, C10H13N3O (M+) (m/z): 192.11. 

4-(Pirolidin-1-ildiazenil)fenol (a12): Verim: 71%; e.n. 106°C; IR max (cm-1) (ATR): 3650-2290 (-OH), 3020 

(C=C-H), 2977 (C-H), 1605, 1503, 1450 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 9.10-9.40 (yayvan, 1H), 7.16 (ç, 2H), 6.70 

(ç, 2H), 3.70-3.90 (ç, 4H), 1.93 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 154, 141, 122, 115, 54-52, 24; MS, C10H13N3O (M+) (m/z): 

192.11. 

2-(Morfolinodiazenil)benzoik asit (b1): Verim: 62%; e.n. 132-134°C; IR max (cm-1) (ATR): 3650-3340 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970 (C-H), 1680 (C=O), 1596, 1576, 1467 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 12.00-13.00 (yayvan, 

1H), 7.75 (i, 1H), 7.46-7.56  (ç, 2H), 7.57 (ü, 1H), 7.27-7.32  (ç, 1H), 3.80 (b, 4H), 3.72 (ü, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 169, 

149, 133, 130, 126, 126, 118, 65, 48-44; MS, C11H13N3O3 (M+) (m/z): 236.10. 

3-(Morfolinodiazenil)benzoik asit (b2):Verim: 57%; e.n. 93-95°C; IR max (cm-1) (ATR): 3650-3150 (-OH), 

3015 (C=C-H), 2970 (C-H), 1681 (C=O), 1598, 1587, 1456 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 7.93 (b, 1H), 7.77 (i-

i, 1H), 7.60 (i-i, 1H), 7.49 (ü, 1H), 3.70-4.00 (ç, 8H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 150, 133, 130, 127, 125, 121, 66, 64; MS, 

C11H13N3O3 (M+) (m/z): 236.10. 

4-(Morfolinodiazenil)benzoik asit (b3): Verim: 72%; e.n. 180-182°C; IR max (cm-1) (ATR): 3490-3330 (-OH), 

3030 (C=C-H), 2966 (C-H), 1698 (C=O), 1603, 1577, 1457 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 12.50-13.50 (yayvan, 

1H), 7.94 (i, 2H), 7.45 (i, 2H), 3.70-4.00 (ç, 8H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 154, 131, 128, 121, 66, 63; MS, C11H13N3O3 

(M+) (m/z): 236.10. 

2-(Morfolinodiazenil)fenil)metanol (b4): Verim: 68%; e.n. 100-101°C; IR max (cm-1) (ATR): 3457 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970, 2855 (C-H), 1509, 1479, 1465 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.52 (i, 1H), 7.17-7.23 (ç, 2H), 

7.30-7.33 (ç, 1H), 4.70-5.00 (ç, 2H), 3.90 (ç, 4H), 3.81 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 148, 135, 129, 128, 127, 117, 66, 64, 

48; MS, C11H15N3O2 (M+) (m/z): 222.12. 

3-(Morfolinodiazenil)fenil)metanol (b5): Verim: oily; k.n. 92-95°C; IR max (cm-1) (ATR): 3630-3080 (-OH), 

3026 (C=C-H), 2969, 2859 (C-H), 1600, 1484, 1446 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.42 (b, 1H), 7.26-7.35 (ç, 2H), 

7.15 (i, 1H), 4.50-4.80 (ç, 2H), 3.77-3.80 (ç, 4H), 3.70-3.73 (b, 4H), 2.40-3.10 (yayvan, 1H); 13C-NMR,  (ppm): 150, 

142, 129, 125, 120, 119, 66, 65, 48; MS, C11H15N3O2 (M+) (m/z): 222.12. 

4-(Morfolinodiazenil)fenil)metanol (b6): Verim: 70%; e.n. 95-97°C; IR max (cm-1) (ATR): 3427 (-OH), 3020 

(C=C-H), 2970, 2857 (C-H), 1606, 1504, 1456 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.44 (i, 2H), 7.36 (i, 2H), 4.60-4.80 

(ç, 2H), 3.86 (ç, 4H), 3.79 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 150, 139, 128, 120, 66, 65, 48; MS, C11H15N3O2 (M+) (m/z): 

222.13. 

Metil 2-hidroksi-4-(morfolinodiazenil)benzoat (b7): Verim: 68%; e.n. 90-100°C; IR max (cm-1) (ATR): 3100 

(-OH), 3012 (C=C-H), 2967, 2855 (C-H), 1665 (C=O), 1612, 1573, 1455 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 10.60-

11.20 (yayvan, 1H), 7.80 (i, 1H), 7.03-6.96 (ç, 2H), 4.04-3.86 (ç, 7H), 1.50-2.10 (ç, 4H); 13C-NMR,  (ppm): 169, 152, 

133, 130, 128, 126, 122, 71, 52, 48; MS, C12H15N3O4 (M+) (m/z): 265.11. 

2-(Piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit (c1): Verim: 68%; e.n. 173-174°C; IR max (cm-1) (ATR): 3457 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970, 2855 (C-H), 1678 (C=O), 1587, 1485, 1450 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 12.90-13.10 (yayvan, 

1H), 7.90 (ü, 1H), 7.72 (ç, 1H), 7.57 (ç, 1H), 7.43-7.49 (ç, 1H), 3.70-3.90 (b, 4H), 1.50-1.80  (b, 6H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 

151, 132, 130, 127, 125, 121, 44, 25, 24; MS, C12H15N3O2 (M+) (m/z): 234.12. 

3-(Piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit (c2): Verim: 73%; e.n. 83-84°C; IR max (cm-1) (ATR): 3458 (-OH), 3015 

(C=C-H), 2970, 2855 (C-H), 1683 (C=O), 1593, 1496, 1467 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 13.20-13.50 (yayvan, 
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1H), 7.83 (ç, 1H), 7.54 (ç, 1H), 7.27 (ç, 1H), 3.70-4.00 (ç, 4H), 1.50-2.00 (ç, 6H); 13C-NMR,  (ppm): 168, 149, 133, 131, 

126, 124,  117, 53-44, 24; MS, C12H15N3O2 (M+) (m/z): 234.12. 

4-(Piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit (c3): Verim: 83%; e.n. 170-172°C; IR max (cm-1) (ATR): 3480-3130 

(-OH), 3016 (C=C-H), 2968, 2858 (C-H), 1683 (C=O), 1594, 1550, 1440 (C=C); 1H-NMR (DMSO-d6),  (ppm): 7.85 (i, 

2H), 7.30 (i, 2H), 3.70-4.00 (ç, 4H), 1.50-1.90 (ç, 6H); 13C-NMR,  (ppm): 170, 152, 135, 130, 120, 44, 25, 24; MS, 

C12H15N3O2 (M+) (m/z): 234.12. 

2-(Piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (c4): Verim: 73%; e.n. 81-83°C; IR max (cm-1) (ATR): 3456 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970, 2852 (C-H), 1582, 1480, 1436 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.50 (ç, 1H), 7.24-7.29 (ç, 2H), 

7.12 (ç, 1H), 4.70-4.90 (ç, 2H), 3.60-3.90 (ç, 4H), 1.73 (ç, 4H), 1.58 (ç, 2H); 13C-NMR,  (ppm): 149, 134, 128, 127, 126, 

117, 64, 47, 25, 24; MS, C12H17N3O (M+) (m/z): 220.15. 

3-(Piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol (c5): Verim: Oily; k.n. 150-152°C; IR max (cm-1) (ATR): 3630-3115 

(-OH), 3026 (C=C-H), 2970, 2854 (C-H), 1598, 1483, 1438 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.43 (ç, 1H), 7.34 (ç, 

1H), 7.29 (ç, 1H), 7.14 (ç, 1H), 4.60-4.80 (ç, 2H), 3.76 (ç, 4H), 1.90-2.20 (yayvan, 1H), 1.60-1.90 (b, 6H); 13C-NMR,  

(ppm): 151, 142, 129, 124,  120, 119, 65, 48, 25, 24; MS, C12H17N3O (M+) (m/z): 220.15 

2-(Piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol (c6): Verim: 64%; e.n. 71-73°C; IR max (cm-1) (ATR): 3459 (-OH), 

3016 (C=C-H), 2970, 2856 (C-H), 1600, 1502, 1439 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 7.42 (i, 2H), 7.33 (i, 2H), 4.50-

4.70 (ç, 2H), 3.77 (ç, 4H), 1.50-1.90 (ç, 6H); 13C-NMR,  (ppm): 150, 138, 128, 121, 65, 48, 25, 24; MS, C12H17N3O (M+) 

(m/z): 220.14. 

Metil 2-hidroksi-4-(piperidin-1-ildiazenil)benzoat (c7): Verim: 74%; e.n. 90-100°C; IR max (cm-1) (ATR): 

3457 (-OH), 3016 (C=C-H), 2970, 2854 (C-H), 1665 (C=O), 1611, 1572, 1454 (C=C); 1H-NMR (CDCl3),  (ppm): 10.60-

11.00 (yayvan, 1H), 7.78 (i, 1H), 7.01-6.98 (ç, 2H), 4.10-3.89 (ç, 7H), 2.00-1.50 (ç, 6H); 13C-NMR,  (ppm): 170, 162, 

158, 131, 112, 109, 108, 52, 47, 24; MS, C13H17N3O3 (M+) (m/z): 263.13. 

 

3.1. Sentezlenen bileşiklerin feromonik özelliklerinin incelenmesi 

 

Feromonik özelliklerin incelenmesi üç aşamadan oluşmaktadır; 

 Farklı bölgelerden değişik türlerde keneler toplandı, 

 Sentezlenen bütün bileşiklere ait numuneler hazırlandı, 

 Dört kollu cam balon ve vakum pompasından oluşan deney düzeneği kurularak kenelerin 

sentezlenen bileşiklere karşı davranışları gözlendi. 

  

3.2. Kenelerin toplanması 

 

Kastamonu, kene vakalarının yoğun olarak yaşandığı yerlerden biridir. Bu sebeple Kastamonu’nun bazı 

bölgelerinde belirli aralıklarla arazi çalışması yapıldı ve bu çalışma kapsamında kullanmak üzere toplam 83 adet kene 

toplandı. Bunlar;  

Ilgaz dağı eteklerindeki Kuzyaka köyünden 12 adet Ixodes ricinus türü sığır kenesi, İhsangazi ilçesindeki bazı 

köylerden 13 adet, Araç ilçesindeki bazı köylerden 24 adet ve Ilgaz yöresindeki Kadıdağı mevkiinden 16 adet Hyalomma 

marginatum türü koyun kenesi ve Kastamonu'nun Devrekâni ilçesine bağlı Kınık köyünden 18 adet Dermacentor 

marginatus türü koyun kenesidir. 

Keneler konak üzerinden kene kartı veya ince pens yardımıyla çıkarıldı. Bu işlem yapılırken kenenin zarar 

görmemesi için dikkat edildi. Toplanan keneler kapağına küçük delikler açılmış cam şişelere alındı ve şişelerin 

üzerine numunenin alındığı tarih, yer ve konağa ait bilgilerin bulunduğu etiketler yapıştırıldı.  

 

Tablo 1. Çalışma bölgeleri ve toplanan kenelere ait tür, adet ve konak bilgileri 

Bölge (Yerleşim yeri) Kene türü Adet Kaynak (konak) 

Ilgaz Dağı Ixodes ricinus 12 Sığır 

Araç Hyalomma marginatum 24 Koyun 

İhsangazi Hyalomma marginatum 13 Koyun 

Kadı dağı Hyalomma marginatum 16 Koyun 

Devrekâni Dermacentor marginatus 18 Koyun 

 

Tabloda belirtilen tarihlerde beş farklı bölgeden toplanarak Kastamonu Üniversitesi Eğitim Fakültesi araştırma 

laboratuvarına getirilen bu kenelerin Hyalomma marginatum, Dermacentor marginatus ve Ixodes ricinus türlerine ait 

oldukları kene uzmanı tarafından tespit edildi. Bu türlerden ilk ikisi (özellikle de Hyalomma marginatum), Kırım-Kongo 

Kanamalı Ateşi hastalığına sebep olmaktadırlar. 
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Sentezlenen bileşiklerin feromonik özellikleri bu kene türleri üzerinde incelendi ve bileşiklerin bu türlere karşı 

feromon özelliği gösterip göstermedikleri belirlenmeye çalışıldı.  

Kenelerde feromonla birlikte, feromona oranla daha fazla miktarda (~ 1:10) feromon aktifleştirici madde 

bulunduğu bilinmektedir. Bu çalışmada da sentezlenen feromon türevlerinin yanında feromon aktifleştirici olarak 1:10 

oranda pelargonik asit (nonanoik asit) kullanıldı. 

 

3.3. Numunelerin hazırlanması 

 

Sırasıyla 1×10-1 M’dan 1×10-10 M’a kadar (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10 molar) şeklinde 

on farklı derişimde feromon çözeltileri hazırlandı. Bunun için 1 mmol feromon türevi ve 10 mmol nonanoik asit alındı ve 

10 mL metanolde çözülerek 1×10-1 M çözelti hazırlandı. Daha sonra bu stok çözeltiden 1’er mL alınarak 1×10-10 M olana 

kadar 10 farklı derişimde çözelti hazırlandı. Böylece, sentezlenen her bir bileşik için on farklı derişimde numuneler 

hazırlandı. 

 

3.4. Feromonik inceleme çalışmaları 

 

Çözeltilerinin her birinden sırasıyla bir parça pamuğa 0,2 mL numune damlatılarak çözücüsü uzaklaştırıldı 

(Tablo 2). Dört kollu cam balonun kollarından birinin ucuna numune damlatılmış pamuk, diğer uçlara ise temiz pamuk 

yerleştirildi. Toplanan keneler dört kollu cam balon içerisine bırakılarak numunelere karşı gösterdikleri davranışlar 

gözlendi. Farklı türlerdeki keneler için ayrı ayrı denemeler yapıldı. Gözlem sırasında vakum pompası yardımıyla çok 

düşük miktarda vakum uygulandı. 

 

Tablo 2. Kenelerin sentezlenen feromon türevlerine karşı tepkilerinin incelenmesi 

Bileşik Adı Kene Türü Kene Tepkisi 

2-(pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit (a1) 
Dermacentor marginatus – 

Hyalomma marginatum + 

3-(pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit  (a2) D.marginatus / H.marginatum – / + 

4-(pirolidin-1-ildiazenil)benzoik asit  (a3) D.marginatus / H.marginatum – / + 

2-(pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (a4) D.marginatus / H.marginatum + / + 

3-(pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (a5) D.marginatus / H.marginatum + / + 

4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (a6) D.marginatus / H.marginatum + / + 

Metil 2-hidroksi-4-(pirolidin-1-ldiazenil) benzoat  (a7) D.marginatus / H.marginatum + / + 

2-kloro-4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a8) D.marginatus / H.marginatum + / + 

2-nitro-4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a9) D.marginatus / H.marginatum + / + 

2-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a10) D.marginatus / H.marginatum – / – 

3-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a11) D.marginatus / H.marginatum – / – 

4-(pirolidin-1-ildiazenil)fenol  (a12) D.marginatus / H.marginatum – / – 

2-(morfolinodiazenil)benzoik asit  (b1) D.marginatus / H.marginatum – / + 

3-(morfolinodiazenil)benzoik asit  (b2) D.marginatus / H.marginatum – / + 

4-(morfolinodiazenil)benzoik asit  (b3) D.marginatus / H.marginatum – / + 

2-(morfolinodiazenil)fenil)metanol  (b4) D.marginatus / H.marginatum + / + 

3-(morfolinodiazenil)fenil)metanol  (b5) D.marginatus / H.marginatum + / + 

4-(morfolinodiazenil)fenil)metanol  (b6) D.marginatus / H.marginatum + / + 

Metil 2-hidroksi-4-(morfolinodiazenil) benzoat  (b7) D.marginatus / H.marginatum + / + 

2-(piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit  (c1) D.marginatus / H.marginatum – / + 

4-(piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit  (c2) D.marginatus / H.marginatum – / + 

3-(piperidin-1-ildiazenil)benzoik asit  (c3) D.marginatus / H.marginatum – / + 

2-(piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (c4) D.marginatus / H.marginatum + / + 

3- piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (c5) D.marginatus / H.marginatum + / + 

4-(piperidin-1-ildiazenil)fenil)metanol  (c6) D.marginatus / H.marginatum + / + 

Metil 2-hidroksi-4-(piperidin-1-ildiazenil) benzoat  (c7) D.marginatus / H.marginatum + / + 

Tablodaki gözlem sonuçlarında kullanılan “Kene Tepkisi” ölçütlerinden; "+" kenelerin dört kollu cam balonun, numune 

bulunan ucuna gitmeleri veya burada bir müddet kalmaları (tepki verdikleri) şeklinde değerlendirilmiştir. 

"-" ise kenelerin numuneye hiç gitmemeleri (hiç tepki vermedikleri) şeklinde değerlendirilmiştir. 
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Her bir deney yaklaşık olarak 15-20 dakika sürdü. Kenelerin, kullanılan maddelere ait kokularının etkilerinden 

kurtulmaları için her denemeden sonra yaklaşık 1 saat ara verildi. Bu aralarda dört kollu cam balon asetonla temizlenerek 

kurutuldu ve bir sonraki deney için laboratuvar havalandırıldı. 

Sentezlenen bileşiklerden 10 farklı derişimde hazırlanan çözeltilerin her biriyle keneler üzerinde denemeler 

yapıldı. İlk 9 deneyde kenelerin tepkilerinin giderek azaldığı hatta 10-8 M ve 10-9 M derişimlerindeki numunelerde yok 

denecek kadar azaldığı gözlendi. Son deneyde hazırlanan 1×10-10 M’lık feromon çözeltisine karşı ise kenelerin tepkisi 

hemen hemen hiç gözlenmedi. 

Özetle; yapılan gözlemlerde, 1×10-1 M’dan 1×10-9 M’a kadar olan derişimlerdeki feromon çözeltilerine karşı 

kenelerin tepkileri giderek azalsa da ilgi gösterdikleri gözlendi. Ancak daha düşük derişimlerde hazırlanan feromon 

çözeltilerinden oluşan numunelere karşı kenelerin tepki vermedikleri gözlendi. 

Ilgaz Dağlarının eteklerinden toplanan Ixodes ricinus türü keneler hiçbir numuneye karşı ilgi göstermediler. 

Oleik asit ve izobütirik asit gibi farklı feromon aktifleştirici maddeler kullanılmasına rağmen sonuç değişmedi.  

Ixodes ricinus türü kenelerin, sentezlenen feromon türevlerine karşı hiç ilgi göstermemeleri, konak, tür ve 

bölgesel farklılıklara bağlı olabilir. Çalışmanın önemi açısından zaten bu türle ilgili davranışlar fazla önemsenmemiştir. 

Çünkü Ixodes ricinus türü kenelerde Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi hastalığına sebep olan virüsün varlığı 

kanıtlanamamıştır [4, 5]. 

Diğer iki türe ait kenelerin (Hyalomma marginatum, Dermacentor marginatus), sentezlenen feromon türevlerine 

karşı gösterdikleri tepkiler aşağıdaki tabloda toplu olarak verilmiştir. 

 

4. Sonuçlar ve tartışma 

 

Ülkemizde son yıllarda yaygın olarak görülen KKKA hastalığına neden olan virüsü bulaştıran Ixodidae 

familyasına bağlı olan kene türlerinin feromonlarının kimyasal yapıları araştırılmış ve bu feromonların bazı türevleri 

sentezlenmiştir.  

Sentezlenen bu yeni bileşiklerin feromonik özellikleri farklı türlerde keneler kullanılarak incelenmiştir. Yapılan 

feromonik inceleme çalışmalarında, sentezlenen bileşiklere karşı hem erkek hem de dişi kenelerin tepki verdikleri 

gözlenmiştir.  

Ancak, yapılan deneylerde 1×10-10 M veya daha düşük derişimlerdeki feromon çözeltilerine karşı kenelerin 

hiçbir tepki göstermediği gözlenmiştir. Buradan, söz konusu deneylerde kullanılan feromon derişimlerinin, kenelerin 

tepki vermesi için yeterli olmadığı sonucuna varılmıştır. 

Feromon çalışmaları Kastamonu’ya bağlı Devrekâni, İhsangazi ve Araç ilçeleri ile Ilgaz Dağı etekleri ve 

Kadıdağı mevkii olmak üzere beş farklı yerleşim bölgesinden alınan üç farklı kene türü üzerinde yapılmıştır. Bu türler 

Hyalomma marginatum marginatum, Dermacentor marginatus ve Ixodes ricunus'tur. 

Bunların ilk ikisi birçok hastalığı taşıyan kene türleridir. Özellikle Hyalomma marginatum; KKKA hastalığını 

bulaştırmada, insanlara tutunmada ve belirgin bir popülasyon artışında öne çıkmaktadır. Bu yönleriyle de en tehlikeli 

kene türü olarak bilinmekte ve hatta avcı kene şeklinde sınıflandırılmaktadır [3, 4]. 

Hyalomma marginatum türü bu çalışmada da belirgin bir şekilde öne çıkmıştır; Özellikle yapısında benzoik asit 

ve benzil alkol bulunan feromon türevlerine karşı diğer türler tepkisiz kalırken, bu Hyalomma marginatum türü bütün bu 

feromon türevlerine ilgi göstermiştir. 

Ancak Ixodes ricunus ile yapılan deneylerde farklı aktifleştirici maddeler kullanılmasına rağmen kenelerin 

hiçbiri feromonlara karşı ilgi göstermemiştir. Bu tür keneleri çalışmamızdaki diğer kenelerden ayıran bölge, tür ve konak 

(sığır) gibi parametreler bulunmaktadır. Kenelerin feromonlara karşı ilgi göstermemeleri bahsedilen parametrelere bağlı 

olabilir. Zaten bu tür kenelerin insana tutunmaması ve KKKA hastalığına sebep olan virüsü taşıdığı kanıtlanamamış 

olması bakımından diğer keneler kadar tehlikeli olmadığı bilindiği için bu türle yapılan deney ve gözlem sonuçları da çok 

önemli bulunmamıştır. 

Bu çalışma kapsamında, sentezlenen bileşiklerden doğada daha uzun süre kalabilen yeni feromon türevleri elde 

edilmeye çalışılmıştır. Çünkü orijinal feromonların çoğu uçucu olduğundan dolayı doğada çok uzun kalamamaktadır. 

Daha önce yapılan bir makalede çalışmasında anilin türevlerinin piperazin ve pirolidin gibi bazlarla kenetlenmesi 

sonucu elde edilen triazen bileşiklerinin asidik ortamda çok yavaş bozunan maddeler olduğu bulunmuştu [31]. 

Bu çalışmada da benzer şekilde kenelere ait bazı feromonların anilin türevleri temin edilerek pirolidin, morfolin 

ve piperidin bazları ile kenetlenmesi sağlanmış ve triazen bileşikleri elde edilmiştir. Böylece elde edilen bileşiklerin 

doğada yavaş yavaş bozunarak feromon özelliğini uzun süre devam ettirmesi ve feromonlu tuzak olarak kullanılması 

sağlanmış olacaktır. 

Bu çalışma kapsamında sentezlenen ve feromon türevi olduğu düşünülen maddeler kullanılarak kenelerin; insan 

ve evcil hayvanların yaşamadığı alanlara çekilmesi sağlanabilir ve kenelerin insan sağlığına zarar vermesi engellenebilir. 

Ayrıca bu çalışma Türkiye'de yaşayan bu tür keneler üzerinde, yeni feromonların belirlendiği ilk çalışma 

olacaktır. Aynı zamanda literatüre yeni bileşikler (16 tane) kazandırma bakımından da önem taşımaktadır. 
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Feromon kullanılarak yapılan biyolojik mücadeleyi diğerlerinden farklı tutan en önemli özellik kitle imha 

yöntemine gerek kalmamasıdır. Sentezlenen çekici feromonlar sayesinde keneler daha zararsız olabilecekleri yerlere 

taşınmak üzere veya başka bilimsel çalışmalarda kullanılmak üzere toplanabilecektir. 

Bu çalışma kapsamında sentezlenen bileşikler içerisinde feromon özelliği gösteren maddelerin daha sonra uzman 

denetiminde, kene bulunması muhtemel sahalarda feromonlu tuzak olarak kullanılması ve etkilerinin araştırılması 

planlanmaktadır. 

Bu çalışmada elde edilen feromonların biyolojik mücadeleye kimyasal yönden destek vermesi beklenmektedir. 

Hatta veterinerlik, ziraat, biyoloji ve tıp alanlarında yapılan benzer çalışmalarda, birlikte hareket edilerek daha kapsamlı 

araştırmalar yapılabilir.  

Ayrıca bu çalışmaya benzer şekilde, insanlar ve hayvanlar için rahatsız edici veya tehlikeli olabilen örümcek ve 

akrep gibi diğer akarların da feromonları incelenerek onlar için de yeni feromon türevleri sentezlenmesi düşünülebilir. 
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Abstract 

 This study aims to contribute to the taxonomy of the genus Cousinia, by revealing anatomical, palynological 

and micromorphological properties of Cousinia cataonica Boiss. & Hausskn. and C. intertexta Freyn & Sint., which are 

part of sect. Cousinia in the family Asteraceae. Detailed descriptions and photographs of C. cataonica and C. intertexta, 

alongside their distribution as shown on the map are provided. Anatomical characteristics of the stem, leaf and midrib of 

C. cataonica and C. intertexta are studied in detail. Among the anatomical characters, the numbers of cortex parenchyma 

layers and of sclerantimatic layers were found to be significant. Pollen photographs were taken under light microscope 

and exin, intin, colpus and P/E measurements are provided in table format. A SEM microscope was used to observe pollen 

and achene surface ornamentation. While the pollen ornamentation of both investigated species is verrucose-perforate, 

the number of verrucose per μm2 have proven different between the two species. In addition, C. cataonica and C. intertexta  

show clear differences in achene surface ornamentations.  

 

Key words: Anatomy Asteraceae, Cousinia, palynology 

 

----------  ---------- 

 

Türkiye’ye Endemik Cousinia cataonica ve Cousinia intertexta Türlerinin Anatomik, Morfolojik, Palinolojik ve 

Mikromorfolojisi 

 

Özet 

 Bu çalışmada Asteraceae familyasına ait Cousinia cinsi içerisinde yer alan C. cataonica Boiss. & Hausskn. ve 

Cousinia intertexta Freyn & Sint. türlerinin anatomik, morfolojik, palinolojik ve mikromorfolojik özellikleri ortaya 

çıkarılarak cinsin taksonomisine katkı sağlaması amaçlanmıştır. C. cataonica ve C. intertexta türlerinin geniş betimi, 

türlere ait fotoğrafları ve dağılış alanları harita üzerinde verilmiştir. C. cataonica ve C. intertexta türlerinin gövde, yaprak 

ve midrip özellikleri anatomik olarak çalışılmıştır. Anatomik karakterlerden korteks parenkima tabaka sayısı ve 

sklerantimatik tabaka sayısının önemli olduğu tespit edilmiştir.  Işık mikroskobu altında polen fotoğrafları çekilerek 

ekzin, intin, kolpus ve P/E ölçümleri tablo halinde verilmiştir. Polen ve aken yüzey ornamentasyonunu tespit etmek için 

SEM mikroskobu kullanılmıştır. Her iki türün polen yüzey ornamentasyonu verrukoz-perforat iken, μm2 başına düşen 

verrukoz sayısı her iki türde farklılık göstermiştir. Ayrıca C. cataonica ve C. intertexta türleri aken yüzey 

ornamentasyonlarında belirgin farklılıklar gözlenmiştir. 

 

Anahtar kelimeler: Asteraceae, Cousinia, anatomi, palinoloji 

 

1. Giriş 

 

 Türkiye zengin ve ilginç bitki çeşitliliği açısından önemli bir ülkedir. Bu zenginlik ve ilginçlik; Anadolu’nun 

çeşitli iklim tipleri, jeolojik yapı, coğrafik durum, farklı topoğrafik yapılar, toprak grupları, üç farklı fitocoğrafik bölgenin 

kesişim noktası olması gibi faktörlerden kaynaklanır [1]. 
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 Asteraceae familyası dünyada yaklaşık olarak 1100 cins ve 25000 tür ile temsil edilmekte olup çiçekli bitkilerin 

en fazla türe sahip familyasıdır [2]. Bu familya Türkiye’de ise 152 cins, 1230 tür, 133 alt tür, 75 varyete olmak üzere 

toplam 1438 takson ile temsil edilmektedir [3]. Cousinia cinsi 1827 yılında Cassini tarafından Carduus orientalis Adams. 

türü esas alınarak tanımlanmıştır. Cinsin ilk kapsamlı sınıflandırması [4] tarafından yapılıp, cinsi 23 seksiyon içerisinde 

126 tür ile temsil edildiğini ortaya koymuştur. [5, 6] “Flora Orientalis” adlı eserinde Cousinia cinsini 14 seksiyon 

içerisinde 141 türle temsil etmiştir. Türkiye Florası’nda [1] Cousinia cinsini Cassini yazmıştır. Türkiye’de bu cins 6 

seksiyon içerisinde toplam 38 tür ile temsil edilmekte ve bunların 26’sı endemiktir [1]. Türkiye bitliker listesine göre 

“Kızandikeni” olarak bilinen Cousinia ülkemizde 39 türle yayılış göstermektedir. [7]. Ayrıca son zamanlarda ülkemizde 

Cousinia cinsine ait taksonomik çalışmalar yanında, palinolojik çalışmalar da yapılmıştır [8, 9]. 

 Bu çalışma Cousinia Cass. (Asteraceae) cinsi Cousinia seksiyonu içerisinde yer alan C. cataonica ve C intertexta 

endemik türlerinin morfolojik, anatomik, palinolojik ve mikromorfolojik çalışmalarını yaparak cinsin taksonomik 

çalışmalarına katkı sağlaması amacıyla yapılmıştır. 

 

2. Materyal ve yöntem 

 

 Endemik iki tür olan Cousinia cataonica ve C. intertexta türlerine ait örnekler Türkiye Florası’nda belirtilen 

yayılış gösterdiği tip lokalitelerinden fotoğraflanmış ve toplanmıştır. Toplanan bitki örnekleri preslenerek kurutulmuş ve 

morfolojik incelemeleri Türkiye Florası temel kaynak olarak kullanılarak mikroskop altında teşhisleri yapılmıştır. Alan 

çalışması sırasında anatomik çalışmalar için kullanılacak gövde ve yaprak kısımları % 70’lik alkol içerisine alınmıştır. 

Çalışmada parafine gömme metodu kullanılarak mikrotom ile kesitler alınmıştır. Kesitleri alınan örnekler Fastgreen-

safranin boyama metoduyla boyanarak entallan ile sabit preparat haline getirilmiştir [10]. Hazırlanan preparatların ışık 

mikroskobu ve kamera altında fotoğrafları çekilmiştir. İki türün polenleri [11] tekniği kullanılarak preparat haline 

getirilerek ışık mikroskobu ile morfolojik özellikleri ortaya konulmuştur. Polen yüzey süsleri ise taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) ile fotoğraflanmıştır. Her iki türün akenlere ait ölçümler makromorfolojik olarak yapılmıştır. Aken 

yüzey süsleri taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile fotoğraflanmıştır. Anatomik, palinolojik ve mikromorfolojik 

çalışmalar için iki türe ait tüm karakterler için 30’ar ölçüm yapılarak verilmiştir. 

 Yapılan çalışmalarda şu örnekler incelenmiştir;  

C. cataonica; Malatya; Beytepe etekleri, step, 940 m, 27.07.2012, O.Tugay 7.839, D.Ulukuş & M.A.Canbulat 

(KNYA); Malatya; Doğu yamaçlar, step, 920 m, 25.07.2013, O.Tugay 8.487 & D.Ulukuş (KNYA); Malatya; Arapkir 

arası, step, 800 m, 25.07.2013, O.Tugay 8.488 & D.Ulukuş (KNYA); Malatya; Venk arası, taşlık step, 1400 m, 

26.07.2013, O.Tugay 8.500 & D.Ulukuş (KNYA); Malatya; Doğu yamaçlar, step, 1000 m, 30.06.2014, O.Tugay 9.651 & 

D.Ulukuş (KNYA). 

C. intertexta; Elazığ; Keban, batı yamaçlar, step, 1080 m, 26.07.2012, O.Tugay 7.805, D.Ulukuş & 

M.A.Canbulat (KNYA); Malatya; Hekimhan, step, 910 m, 27.07.2012, O.Tugay 7.850, D.Ulukuş & M.A.Canbulat 

(KNYA). 

 

3. Bulgular 

 

3.1. Morfolojik bulgular 

 

Cousinia cataonica Boiss. & Hausskn. in Boiss.,Fl. Or. 3: 483 (1875) (Şekil 2 A, B). 

Tip: [Turkey B7 Malatya] in monte Begdagh (Bey Da.) prope Malatia, 1200 m, Haussknecht (holo. G!). 

Betim: Çok yıllık, 18-52 cm, genellikle dikotom dallı. Gövde ince, silindirik, yoğun araknoid-tomentoz tüylü. Yaprak 

üst yüzeyi seyrek araknoid, alt yüzeyi yoğun tomentoz tüylü; taban yapraklar üstte gevşek araknoid, altta yünsü tomentoz, 

oblong, 4.5-15.9 × 2.3-5.1 cm, kısa petiyollü, pinnatipartit, lanseolat-linear segmentli, segmentler 4-6 çift; gövde 

yaprakları tedricen küçülür, dekurrent kanatlı, 1.2-3.8 cm uzunluğunda, gövde üst yaprakları geniş ve yırtıklı dişli. 

Kapitula yaklaşık 8-14 sayıda, kapitula 27-37 çiçekli. İnvolukrum globoz, dikenler dahil 1.9-2.4 cm genişliğinde; fillariler 

113-134, tabandaki fillariler lanseolat kısa aküminat uçlu, üst kısımdaki fillariler yarı küresel geriye kıvrık yaklaşık 11.5 

mm, dikenler araknoid-yünsü tüyler içinde gömülmüş; dış fillariler 4.1-5.2 x 1 mm, orta fillariler 11.2-12.3 x 1 mm, iç 

fillariler 14.1-15.3 x 1.1-1.4 mm. Reseptakulum bristleri düz; 10.4-12.1 mm. Çiçekler sarı, 13.1-14.2 mm. Aken açık 

kahverengi, oblong-obovat, 4.6-5.1 x 1.9-2.6 mm, belirgin boyuna çizgili, buruşuk, uç kısımda belirgin kenarlı ve açıkça 

dişli; pappus bristleri barbellat; 3.1-4.2 mm. Çiçeklenme Temmuz-Ağustos; Tarla kenarı ve step; 850-1500 m., İran-Turan 

elementi, Endemik, IUCN Tehlike Kategorisi; Tehlike altına girebilir (NT). 

 

Cousinia intertexta Freyn & Sint. in Öst. Bot. Zeitschr. 42(5): 169 (1892) (Şekil 2 C, D). 

Tip: [Turkey B7 Erzincan] Egin (Kemaliye) prope Kainartschar, in pascuis lapidosis, 13 vii 1890, Sintenis 2908 (holo. 

LD foto). 

Betim: Çok yıllık, 23-42 cm, çok dallı, sıklıkla geniş çalı şeklinde. Gövde yuvarlak, uzunluğuna çizgili, araknoid-yünsü. 

Yaprak üst yüzeyi seyrek araknoid, alt yüzeyi beyaz yünsü-tomentoz tüylü; yapraklar az çok dikenli; taban yaprakları 

oblongtan genişçe obovata kadar, 19 × 13.5 cm, pinnatilobat, oblong-lanseolattan genişçe triangular segmentliye kadar, 
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4-6 çift, 2.3-6.1 × 1.1-2 cm; gövde yaprakları tedricen küçülür, üsttekiler az derin lobludan düz kenarlıya doğru, 6.9 × 2.1 

cm kadar, hepsi geniş kuneat kanatlı, dekurrent kanatlar 1.2-3.6 cm uzunluğunda. Kapitula 11-34, 14-25 çiçekli. 

İnvolukrum genişçe ovoidden globoza kadar, dikenler dahil 2.2-3.1 cm genişliğinde; fillariler 86-113, yoğun araknoid 

tüylü, alttaki kısım basık, 1.9 mm, lanseolat, üst kısımlar linear dan aküminata kadar, 4.1-7.9 mm geriye doğru kıvrık-

yaygın; dış fillariler 6.3-7.8 x 1 mm, orta fillariler 14-15.8 x 1.1-1.6 mm, iç fillariler 16.2-16.8 x 0.9-1.6 mm. 

Reseptakulum bristleri düz; 16.3-17.8 mm. Çiçekler sarı, 15.2-16.1 mm. Akenler açık kahverengi, enine koyu kahverengi 

dalgalı, obovat, 4.3-5.2 × 2.4-3.1 mm, belirgin boyuna çizgili, uç kısımda belirin kenarlı ve açıkça dişli; pappus bristleri 

barbellat; 2.4-3.1 mm. Çiçeklenme Haziran-Temmuz, Taşlık yamaçlar ve step; 700-1650 m., İran-Turan elementi, 

Endemik, IUCN Tehlike Kategorisi; Tehlike altına girebilir (NT). 

 
Şekil 1. Cousinia cataonica (   ) ve Cousinia intertexta (  ) türlerinin Türkiye dağılımı  

 

 
Şekil 2. C. cataonica (A, B) habitat ve kapitula; C. intertexta (C, D) habitat ve kapitula görünümü (Foto: O. Tugay) 

 

3.2. Anatomik bulgular 

 

Gövde 

 C. cataonica türüne ait gövde enine kesitleri incelendiğinde gövde ince bir kutikulayla çevrelenmiş dairesel ve 

tek sıra halinde dizilmiş epidermis hücrelerinden oluşmaktadır. Epidermis hücreleri dikdörtgen şeklinde olup hücre 

boyutları 17.98-4.18 x 10.88-4.71 μm’dır. Epidermis tabakasının hemen alt kısmında korteks parenkiması yer alıp 3-5 

tabakalı hücrelerden oluşmaktadır. Korteks parenkima hücreleri düzensiz şekillere sahip olup parenkima hücrel boyutları 

16.22-6.7 x 27.97-17.59 μm arasındadır. Korteks tabakasının hemen altında 4-6 sıralı sklerankima hücreleri 

bulunmaktadır. Gövde bikollateral iletim demetine sahip olup en dışta sklerankima hücreleri hemen altında dış floem, 

kambiyum, ksilem, iç floem ve öz bölgesinden oluşmaktadır. Sırasıyla dış floem ve iç floem çevresindeki sklerankima 

lifleri 35-55 μm ve 15-30 μm kalınlığındadır. Ksilem iletim demetleri içerinde yer alan trake hücre boyutları 6.27-14.72 

x 21.39-10.41 μm arasındadır. Öz bölgesi çok sayıda dairesel şekilli parenkimatik hücrelerden oluşmaktadır. Parenkima 

hücre boyutları 39.9-13.11 x 47.08-11.5 μm arasındadır (Şekil 3 A, B). 

 C. intertexta türüne ait gövde enine kesitleri incelendiğinde gövde ince bir kutikulayla çevrelenmiş dairesel ve 

tek sıra halinde dizilmiş epidermis hücrelerinden oluşmaktadır. Epidermis hücreleri dikdörtgen şeklinde olup hücre 



 

 

Anatomic, morphologic, palynologic and micromorphologic features investigation of Turkish endemic  

Cousinia cataonica and Cousinia intertexta species 

Sercan KARAGÖZ, Osman TUGAY, Deniz ULUKUŞ 

Biological Diversity and Conservation – 12 / 3 (2019)          147 

boyutları 6.09-3.23 x 10.81-5.2 μm arasında değişmektedir. Epidermis tabakasının hemen alt kısmında korteks parakiması 

yer alıp 5-8 tabakalı hücrelerden oluşmaktadır. Korteks parenkima hücreleri düzensiz şekillere sahip olup parenkima 

hücre boyutları 31.58-8.99 x 47.5-8.16 μm arasındadır. Korteks tabakasının hemen altında 3-6 sıralı sklerankima hücreleri 

bulunmaktadır. Gövde bikollateral iletim demetine sahip olup en dışta sklerankima hücreleri hemen altında dış floem, 

kambiyum, ksilem, iç floem ve öz bölgesinden oluşmaktadır. Sırasıyla dış floem ve iç floem çevresindeki sklerankima 

lifleri 40-60 μm ve 20-30 μm kalınlığındadır. Ksilem iletim demetleri içerinde yer alan trake hücre boyutları 26.6-13.3 x 

23.27-8.16 μm arasındadır. Öz bölgesi çok sayıda dairesel şekilli parenkimatik hücrelerden oluşmaktadır. Parenkima 

hücre boyutları 54.39-14.19 x 53.47-20.03 μm arasındadır (Şekil 3 C, D). 

 

 
Şekil 3. C. cataonica (A,B) ve C. intertexta (C, D) gövde enine kesiti; Ep: Epiderma, Ko: Korteks tabakası, Sk: 

Sklerankima tabakası, Fl: Floem tabakası, Ks: Ksilem tabakası, Öz: Öz Bölgesi. 

 

Yaprak 

 C. cataonica türüne ait yaprak enine kesiti incelendiğinde dışta ince bir kutikula tabakası, altta ve üstte tek sıralı 

oval ve dikdörtgen şeklindeki hücrelerden oluşan epidermis tabakası bulunmaktadır. Mezofil tipi bifasiyal olup palizat, 

palizat ve sünger, sünger tabakalarından meydana gelmiştir. Ana damar enine kesitinde biri diğer ikisine göre büyük 3 

iletim demeti gözlenmiştir. Floem ve ksilemin etrafı alt ve üstte geniş, yanlarda ise dar şekilde sklerankimatik lifler 

tarafından desteklenmektedir. Demetlerin hem alt tarafında hem de üst tarafında parenkimatik hücreler gözlenmektedir. 

Yapılan ölçümlere göre üst epiderma boyutları 16.09-6.67 x 21.56-5.53 μm, alt epiderma boyutları 14.26-3.27 x 18.18-

3.99 μm, palizat parenkiması boyutları 49.01-16.80 x 10.22-4.31 μm, sünger parenkiması boyutları 11.38-3.25 x 20.58-

3.63 μm olarak tespit edilmiştir (Şekil 4 A, B). 

 C. intertexta türüne ait yaprak enine kesiti incelendiğinde dışta ince bir kutikula tabakası, altta ve üstte tek sıralı 

oval ve dikdörtgen şeklindeki hücrelerden oluşan epidermis tabakası bulunmaktadır. Mezofil tipi bifasiyal olup palizat, 

palizat ve sünger, sünger tabakalarından meydana gelmiştir. Ana damar enine kesitinde biri diğer ikisine göre büyük 3 

iletim demeti gözlenmiştir. Floem ve ksilemin etrafı alt ve üstte geniş, yanlarda ise dar şekilde sklerankimatik lifler 

tarafından desteklenmektedir. Demetlerin hem alt tarafında hem de üst tarafında parenkimatik hücreler gözlenmektedir. 

Yapılan ölçümlere göre üst epiderma boyutları 17.94-9.01 x 24.5-8.74 μm, alt epiderma boyutları 9.81-4.50 x 19.55-5.57 

μm, palizat parenkiması boyutları 43.48-13.64 x 17.02-4.38 μm, sünger parenkiması boyutları 8.16-2.60 x 14.89-7.39 

μm, olarak tespit edilmiş (Şekil 4 C, D) ve (Tablo 1) verilmiştir. 
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Şekil 4. C. cataonica (A, B) ve C. intertexta (C, D) yaprak enine kesiti. Üe; Üst epidermis, Pp: Palizat parenkiması, Sp: 

Sünger parenkiması Ae: Alt epidermis 

 

Orta Damar 

 C. cataonica ana damardan alınan enine kesitlerle hazırlanan preparatlar incelendiğinde yarı orbikular şekilde 

olup, biri büyük 2 tanesi küçük olmak üzere 3 iletim demeti gözlenmiştir. Floem ve ksilemin etrafı alt ve üstte geniş, 

yanlarda ise dar şekilde sklerankimatik lifler tarafından desteklenmektedir. Demetlerin hem alt tarafında hem de üst 

tarafında parenkimatik hücreler gözlenmektedir. Orta damar parenkima hücre boyutları 23.07-5.67 x 34.42-5.43 μm 

olarak belirlenmiştir. Ksilem trake hücre boyutları 18.53-6.82 x 19.8-7.21 μm olarak ölçülmüştür (Şekil 5 A, B). 

 C. intertexta ana damardan alınan enine kesitlerle hazırlanan preparatlar incelendiğinde yarı orbikular şekilde 

olup, biri büyük 2 tanesi küçük olmak üzere 3 iletim demeti gözlenmiştir. Floem ve ksilemin etrafı alt ve üstte geniş, 

yanlarda ise dar şekilde sklerankimatik lifler tarafından desteklenmektedir. Demetlerin hem alt tarafında hem de üst 

tarafında parenkimatik hücreler gözlenmektedir. Midrip parenkima hücre boyutları 24.26-8.17 x 49.13-13.96 μm olarak 

belirlenmiştir. Ksilem trake hücre boyutları 13.42-3.68 x16.61-3.73 μm olarak ölçülmüştür (Şekil 5 C, D). 

 

 
Şekil 5. C. cataonica (A, B) ve C. intertexta (C, D) midrip enine kesiti Sk: Sklerankima, Ks: Ksilem, Fl: Floem 

 

3.3. Palinolojik Bulgular 

 C. cataonica poleni monad, strüktür tektat, apertür tipi trikolporattır. Polen şekli subprolattır (P/E: 1.39 μm). 

Polar eksen 29.85-24.36 μm ve ekvatoral eksen 21.83-16.69 μm’dur. Kolpus sınırları belirgin olup kutup uçlarına kadar 

uzanmamaktadır. Kolpus uzunluğu 25.47-20.97 μm, ve kolpus genişliği 4.9-1.94 μm ’dır. Ekzin 0.97-0.33 μm, intin 0.51-

0.11 μm’dur. Ekzin ornamentasyonu verrukoz-perforattır. İki verrukoz arası ortalama mesafe 0.8-1.5 μm olup her 25 μm2 

başına ortalama 15-23 verrukoz bulunmaktadır (Şekil 6 C, D). 

 C. intertexta poleni monad, strüktür tektat, apertür tipi trikolporattır. Polen şekli subprolattır (P/E: 1.37 μm). 

Polar eksen 33.66-23.69 μm ve ekvatoral eksen 24.07-23.69 μm’dur. Kolpus sınırları belirgin olup kutup uçlarına kadar 

uzanmamaktadır. Kolpus uzunluğu 29.85-20.97 μm ve kolpus genişliği 7.34-2.61 μm’dur. Ekzin 0.68-0.25 μm, intin 0.66-
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0.16 μm’dur. Ekzin ornamentasyonu verrukoz-perforattır. İki verrukoz arası ortalama mesafe 0.9-1.3 μm olup her 25 μm2 

başına ortalama 28-37 verrukoz bulunmaktadır (Şekil 6 A, B). 

 

 
Şekil 6. C. cataonica (A, B) ve C. intertexta (C, D) polen SEM fotoğrafları 

 

3.4. Aken morfoloji ve mikromorfolojisi 

 

 C. cataonica akenleri açık kahverengi, oblong-obovat olup belirsiz çizgili, buruşuk uç kısmında belirgin kenarlı 

ve açıkça dişlidir. Akenler 4.6-5.1 mm uzunluğunda ve 1.9-2.6 mm enindedir. Yüzey ornamentasyonları retikulat-

sitriattır. Retikülasyonlarda muriler geniş ve 6-8 μm kalınlığında; luminalar, 15-25 μm uzunluğunda ve 8-20 μm 

genişliğindedir. Pappus bristleri barbellat olup 3.1-4.2 mm’dir (Şekil 7 A, B). 

 C. intertexta akenleri açık kahverengi, enine koyu kahverengi dalgalı ve belirgin obovattır. Boyuna çizgili 

belirgin kenarlı ve dişlidir. Akenler 4.3-5.2 mm uzunluğunda ve 2.4-3.3 mm enindedir. Yüzey ornamentasyonu belirsiz 

retikulat-sitriattır. Retikülasyonlarda muriler geniş ve 8-10 μm kalınlığında; luminalar, 15-25 μm uzunluğunda ve 8-20 

μm genişliğindedir. Pappus bristleri barbellat olup 2.4-3.1 mm’dir (Şekil 7 C, D). 

Yapılan çalışmalarda türlerle ilgili Türkiye Florası’nda verilen tanımlamalardaki eksiklikler giderilmiş ve tablolar halinde 

verilmiştir (Tablo 4, Tablo 5). 

 

 
Şekil 7. C. cataonica (A, B) ve C. intertexta (C, D) aken SEM fotoğrafları 
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Tablo 1. Çalışılan türlerin karşılaştırmalı olarak gövde, yaprak ve orta damar anatomik özelliklerinin ölçüm değerleri; minimum, maksimum 

ve ortlama 

 C. cataonica C. intertexta 

Boy (μm) En (μm) Boy (μm) En (μm) 

min-max ortalama min-max ortalama min-max ortalama min_max ortalama 

G
Ö

V
D

E
 

Epidermis hücre 4.18-17.98  6.14 4.71-10.88  6.83 5.2-10.81  7.79 3.23-6.09  4.69 

Korteks hücre 6.7-16.22 11.14 
17.59-

27.97 
22.66 8.99-31.58 19.25 8.16-47.5 28.78 

Trake hücre 
14.72-

26.27 
19.46 

10.41-

21.39 
15.05 13.3-26.6 20.49 9.03-23.27 17.47 

Öz hücre 13.11-39.9 27.43 
11.15-

47.08 
32.83 

14.19-

54.39 
32.83 20.03-53.47 38.39 

Y
A

P
R

A
K

 

Üst epidermis 

hücre 
6.67-16.09 11.88 5.53-21.56 12.96 9.01-17.94 12.17 8.74-24.51 15.98 

Alt epidermis 

hücre 
3.27-14.26 5.09 3.99-18.8 8.33 4.5-9.81 7.18 5.27-19.55 11.75 

Palizat par. hücre 
16.80-

49.01 
33.51 4.31-10.22 7.92 

13.64-

43.48 
25.95 4.38-17.02 8.7 

Sünger par. hücre 3.25-11.38 7.36 3.63-20.58 10.26 2.6-8.16 5.03 7.39-14.89 10.21 

Korteks hücre 5.67-23.07 12.97 5.43-34.42 22.06 3.68-24.26 15.13 13.96-49.13 26.97 

O
R

T
A

 

D
A

M
A

R
 

Trake hücre 6.82-18.53 11.86 7.21-19.8 11.67 3.68-13.42 8.24 3.73-16.61 8.40 

Floem dokusu 
36.97-

17.48 
26.58 

125.97-

57.92 
76.46 

30.16-

25.46 
28.32 

65.12-

130.84 
94.37 

Epidermis hücre 4.18-17.98  6.14 4.71-10.88  6.83 5.2-10.81  7.79 3.23-6.09  4.69 

 

Tablo 2. Çalışılan türlerin polen özelliklerinin ölçüm değerleri; minimum maksimum ve ortalama değerleri 

Türler Polar (P) 
Ekvatoral 

(E) 
P/E 

Kolpus 

Uzunluk 

Kolpus 

Genişlik 

Ekzin 

Kalınlık 

İntin  

Kalınlık 

C. cataonica 
24.36-29.85 (Ort. 

27.34) 

16.59-21.83 

(ort. 19.53) 
1.39 

20.97-25.7  

(ort. 22.95) 

1.94-4.9  

(ort. 3.09) 

0.33-0.97 

(ort. 0.55) 

0.16-0.51 

(ort. 0.31) 

C. intertexta 
23.69-33.66 (Ort. 

28.34) 

17.11-24.07 

(ort. 20.63) 
1.37 

20.97-29.85 

(ort. 24.93) 

2.61-7.34 

(ort. 4.59) 

0.25-0.68 

(ort. 0.48) 

0.16-0.66 

(ort. 0.34) 

 

Tablo 3. Cousinia cataonica Türü Türkiye Florası verileri ile çalışma verilerinin karşılaştırması 

 Türkiye Florası Çalışma verileri 

Tür adı Cousinia cataonica Cousinia cataonica 

Bitki boyu 10-20 cm 18-52 cm 

Taban yaprakları 5-15 x 2.5-5 cm 4.5-15.9 x 2.3-5.1 cm 

Gövde yaprak kanatları 1-2.5 (-4) cm 1.2-3.8 cm 

Kapitula 10-25 8-14 

Fillariler 100-140 113-134 

Dış fillariler ? 4.1-5.2 x 1 mm 

Orta fillariler ? 11.2-12.3 x 1 mm 

İç fillariler ? 14.1-15.3 x 1.1-1.4 mm 

Çiçekler 14-16 mm 13.1-14.2 mm 

Aken 5x2 mm 4.6-5.2 x 1.9-2.6 mm 

  

Tablo 4. Cousinia intertexta Türü Türkiye Florası verileri ile çalışma verilerinin karşılaştırması 

 Türkiye Florası Çalışma verileri 

Tür adı Cousinia intertexta Cousinia intertexta 

Bitki boyu 25-40 cm 23-42 cm 

Taban yaprakları 20x13 cm 19 x 13.5 cm 

Gövde yaprak kanatları 1-4 cm 1.2-3.6 cm 

Kapitula 30’a kadar 11-34 

Fillariler 80-160 86-113 

Dış Fillariler ? 6.3-7.8 x 1 mm 

Orta Fillariler ? 14-15.8 x 1.1-1.6 mm 

İç Fillariler ? 16.2-16.8 x 0.9-1.6 mm 

Çiçekler 13-16 mm 15.2-16.1 mm 

Aken 5x2 mm 4.3-5.2 x 2.4-3.1 mm 
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4. Sonuçlar ve Tartışma 

 Yapılan çalışma sonucunda C. cataonica ve C. intertexta türlerinin morfolojik özellikleri değerlendirilmiş, anatomik 

karakterleri ortaya konulmuş, polen özellikleri ve akenlere ait karakterleri karşılaştırmalı olarak incelenmiştir. 

 Morfolojik çalışmalar sonucunda C. cataonica ve C. intertexta türlerinin morfolojik özellikleri türlerin birbirinden 

ayrılmasında rol oynamıştır. C. cataonica bitki boyu açısından 52 cm’ye varan örnekleri bulunurken C. intertexta türünde 45 cm’ye 

kadar uzanan örnekler bulunmaktadır. C. cataonica gövdesi ince, silindirik yoğun araknoid-tomentoz tüylü, C. intertexta gövdesi ise 

yuvarlak uzunluğuna çizgili araknoid-yünsüdür. C. cataonica türü yaprak parçalarının linear ve kapitulasının daha yuvarlak iken C. 

intertexta türü yaprak parçaları lanseolat ve kapitula ovoid şekillidir.  

 Anatomik çalışmalar sonucunda C. cataonica ve C. intertexta türlerinin anatomik özelliklerinin birbirinden ayrılmasında 

gövde anatomisi korteks hücreleri ve sklerankimatik tabakaları sayısı bakımından önemlidir. C. cataonica korteks parenkiması hücre 

sayısı 3-5 ve sklerankimatik tabaka sayısı ise 4-6 iken C. intertexta korteks parenkiması hücre sayısı 5-8 ve sklerankimatik tabaka 

sayısı ise 3-6’dır (Şekil 3, Tablo 1). Ayrıca C. cataonica ve C. intertexta yaprak orta damarı her iki türde de biri büyük 2 tanesi küçük 

olmak üzere 3 adet iletim demeti gözlemlenmiş olup farklılık göstermemiştir.  

 Palinolojik incelemeler sonucunda her iki Cousinia türününde polen tipi monad olup polenlerinde trikolporat olmak üzere 

tek tip apertür tipi gözlemlenmiştir. Polen ölçümleri sonunda P/E oranına göre sub-prolat polen şekli belirlenmiştir. Polen yüzey 

ornamentasyonu her iki türde de verrukoz-perforat olarak belirlenmiştir. Dolayısıyla palinolojik özellikler tür ayrımında farklılık 

göstermemiştir (Şekil 6, Tablo 2). İki türe ait 25 μm2’ye düşen verrukoz sayısı farklılık göstermiştir. 

 Asteraceae familyasının taksonomisinde ve filogenisinde palinolojik veriler önemli olarak kabul edilir [12, 13, 14, 15, 16]. 

[17] yapmış olduğu çalışma sonucunda polen ekzin ornamentasyonunu verrukoz-perforat olarak belirlemiştir. Yapılan bu çalışmada da 

polen ekzin ornamentasyonu verrukoz-perforat olarak tespit edilmiştir. [18] yapmış oldukları polen morfolojisi çalışmasında C. 

eriobasis türünde polen şeklini subprolat olduğunu belirtmiştir. Bu sonuç yapılan bu çalışmadaki bulgularla örtüşmektedir. [19] C. 

boissieri üzerine yapılan çalışmada polen ekzin ornemantasyonu retikulat olarak verilmesine rağmen tarafımızdan yapılan çalışmada 

polen ekzin ornemantasyonu verrukoz-perforat olarak tespit edildi.  

 Aken makro ve mikromorfolojik özellikleri önemli taksonomik farklılıklar ortaya koymaktadır. Aken şekli ve aken boyutları 

dikkate alındığı zaman C. cataonica ve C. intertexta akenleri birbirinden ayrılabilir. İki türün taramalı elektron mikroskobu aracılığıyla 

çekilen fotoğraflar incelendiğinde C. cataonica aken yüzeyi belirsiz çizgili ve buruşuk iken, C. intertexta aken yüzeyi belirgin çizgili 

ve daha düzdür. Her iki aken yüzey ornemantasyonu retikulat-striat olmasına rağmen C. cataonica’da daha belirgin, C. intertexta’da 

ise açıkça belirgin değildir (Şekil 7). 

 Taksonomik karakterlere ek olarak elde edilen bu verilerin C. cataonica ve C. intertexta türlerinin ayrılmasında yardımcı 

olabileceği kanaatindeyiz. 

 

Teşekkür 

 Bu çalışmaya maddi destek sağlayan Selçuk Üniversitesi BAP Koordinatörlüğü’ne (Proje No: 17201022) ve TÜBİTAK-
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Abstract 

The aim of this study was isolation of CGTase positive microorganisms from lakes Salda and Van, both being 

extreme environments unique in character with high alkalinity pH>9.7. Four bacterial strains designated as SD5, SG2, 

SG3 and V3 were isolated by cultivation on selective Horikoshi agar and confirmed as CGTase producers. Microscopic 

inspection showed the four isolates to be Gram positive rods. Strains were identified as Bacillus based on DNA sequences 

of 16S rDNA region. Only the V3 and SG2 isolates could be resolved at species level identified as B. agaradhaerens and 

B. patagoniensis, respectively. Growth and CGTase production capacity of the strains were evaluated under shake flask 

conditions. All isolates achieved extracellular CGTase levels of 6-8 U/mL within 24 h of incubation. Growth curves of 

Bacillus sp. SG3, Bacillus sp. SD5, B. agaradhaerens V3 showed the bacteria to reach a plateau phase within 24-30 h 

however, extended fermentation up to 168 h showed B. patagoniensis SG2 to continue the growth cycle until the end of 

this period with higher CGTase activity observed. These four strains isolated which have thus been confirmed as CGTase 

positive bacteria can potentially be exploited as genetic sources for the synthesis of CGTase in industrial scale.  

 

Key words: Bacillus sp., bacterial identification, cyclodextrin glycosyltransferase, alkaliphilic  

 

 

----------  ---------- 

 

Salda ve Van Göllerinden SGTaz Üreten Alkalifilik Bakterilerin İzolasyonu, Tanılanması ve Enzim Üretme 

Kapasitelerinin Değerlendirilmesi 

 

Özet 

Bu çalışmanın amacı, CGTase pozitif mikroorganizmaların Salda ve Van göllerinden izolasyonudur. Her iki göl 

de yüksek seviyede bazik (pH> 9,7) özellikte benzersiz ekstrem ortamlardır. Çalışmada SD5, SG2, SG3 ve V3 olarak 

kodlanan dört bakteri suşu, seçici Horikoshi katı besiyeri üzerinde yetiştirilerek izole edilmiş ve CGTase üreticileri olarak 

doğrulanmıştır. Mikroskobik inceleme, dört izolatın Gram pozitif çubuk şeklinde bakteriler olduğunu göstermiştir. Suşlar, 

16S rDNA bölgesinin DNA dizilerine dayanarak Bacillus cinsi bakteriler olarak tanılanmıştır. Bunlardan sadece V3 ve 

SG2 izolatları tür seviyesinde, sırasıyla B. agaradhaerens ve B. patagoniensis olarak tanılanabilmiştir. Suşların büyüme 

ve CGTase üretim kapasiteleri çalkalamalı inkübatör koşullarında değerlendirilmiştir. Tüm izolatların, 24 saatlik 

inkübasyon sonrasında hücre dışı ortamda 6-8 U/mL CGTase üretebildiği tespit edilmiştir. Bacillus sp. SG3, Bacillus sp. 

SD5 ve B. agaradhaerens V3 suşlarının büyüme eğrileri 24-30 saat içerisinde durağan faza ulaşmış ancak 168 saate kadar 

uzatılmış fermentasyon süresince B. patagoniensis SG2’nin yavaş ancak istikrarlı şekilde çoğaldığı ve CGTase 

aktivitesinin yükselerek devam ettiği gözlemlenmiştir. Hücredışı CGTase salgılama kapasitesi olduğu doğrulanan bu dört 

bakteri suşu gelecekte CGTase'in endüstriyel ölçekte üretilebilmesi için yürütülecek araştırmalarda potansiyel gen 

kaynakları olarak değerlendirilebilecektir.  

 

Anahtar kelimeler: Bacillus sp., bakteriyel tanılama, siklodekstrin glikosiltransferaz, alkalifilik 
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1. Introduction 

 

CGTase (EC 2.4.1.19) has the systematic name 1,4-α-D-glucan 4-α-D-(1,4-α-D-glucano)-transferase and is also 

persists in literature as cyclodextrin glycosyltransferase, cyclomaltodextrin glucanotransferase or cyclomaltodextrin 

glycosyltransferase. CGTase is a hexosyltransferase that can catalyze four different types of reactions, namely, 

cyclization, disproportionation, coupling, and hydrolysis. In the coupling reaction a cyclodextrin ring is cleaved and 

transferred to an acceptor maltooligosaccharide substrate, and in the disproportion reaction a linear maltooligosaccharide 

is cleaved and the reducing sugar end is transferred to an acceptor maltooligosaccharide substrate. In cyclization, which 

is the main reaction of CGTases, transglycosylation reaction transforms α-1,4-glucans (i.e. starch) to cyclic non-reducing 

oligosaccharides, composed of six, seven, or eight glucose units, respectively named, α-, β-, and γ-cyclodextrins (CD) [1, 

2]. CD are used for the encapsulation of a wide range of molecules or molecular parts, particularly those having 

hydrophobic properties. Encapsulation provides added stability, solubility, reactivity and bio- availability to the included 

molecule. Thus, CD have found numerous applications in many fields including agriculture, food, chemical and 

pharmaceutical industries [3, 4]. 

Microorganisms have constituted the main source for the production of CGTases, many of which have been 

isolated from extreme alkaliphilic environments [5, 6]. Alkaliphilic microorganisms can be isolated from alkaline 

environments, such as soda lakes, soda deserts, alkaline soils and carbonate springs and require pH values of 9 or more 

for growth. These environments owe their high basic pH values to the presence of high concentrations of sodium carbonate 

salts. Alkaliphiles have attracted much interest because of their ability to produce extracellular enzymes that are active 

and stable at high pH values [7]. For the synthesis of CD, it is important that the CGTase used is functional at alkaline 

conditions. The use of alkaline CGTase has markedly reduced production costs for CD and opened new markets for CD 

use in foodstuffs, chemicals, and pharmaceuticals [8]. 

Lake Salda (37°33′N; 29°41′E) is a mid-size crater lake located in a closed basin within Yeşilova (Burdur 

province) in south-western Anatolia at an altitude of 1180 m above sea level. Salda lake water has been reported to be 

rich in magnesium ions and has pH 9.5-9.6 [9]. Russel et al. [9] have in their study emphasized the unique character of 

Lake Salda in establishing an analogy of this crater lake with a crater formation on Mars. Lake Van is the largest lake in 

Turkey (3755 km2) and 3rd largest soda lake in the world with on average 2.17% salinity and pH 9.7-9.8 [10, 11]. Previous 

studies have investigated the archeal and bacterial diversity of Salda and Van Lakes [10, 12, 13, 14]. Aygan and Arikan 

[15] and Aygan et al. [16] have studied the alfa-amylase and endoglucanase activities of Bacterial isolates from Van lake. 

Extreme environments contain natural niches harboring organisms that have adapted to the prevailing conditions 

and thus, novel microorganisms isolated from these environments have evolved to express proteins which are able to 

function at the same extreme conditions. These novel isolates are therefore potential sources of proteins or genes encoding 

proteins that may be of interest to industrial producers of enzymes. The objective of this study is the isolation and 

identification of CGTase producing bacteria from these two alkaline environments in Turkey, and the determination and 

comparison of their enzyme production capacity. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Collection of environmental samples and strain isolation 

 

A total of 20 mud samples were collected from 5 different locations around Lake Salda. Additionally, 7 mud 

samples from 2 locations at the periphery of Lake van were obtained. Sampling locations are indicated in Figure 1. These 

samples were transported and stored at 4 °C until use. Samples were briefly shaken and left to settle and 100 μL sample 

of water was plated on modified Horikoshi medium II [17] containing 1.0% soluble starch, 0.5% polypeptone, 0.5% yeast 

extract, 0.1% K2HPO4, 0.02% MgSO4-7H2O, 1% Na2CO3, 1.5% agar, 0.03% phenolphthalein and 0.01 %methyl orange 

(pH 10.3). Plates were incubated at 37 °C for 4 days. Strains were selected based on the appearance of yellowish zones 

at colony periphery and sub-cultured by streaking on the same medium. Strains were also cultivated in Horikoshi broth 

containing 1.0% soluble starch, 0.5% polypeptone, 0.5% yeast extract, 0.1% K2HPO4, 0.02% MgSO4 · 7H2O and 1% 

Na2CO3 prepared as described by [18]. Culture samples were diluted with a 50% aliquot of 50% glycerol-water solution 

and stored at -80 °C. 

The color, morphology, size, surface characteristics of the colonies were observed. Gram staining was performed 

on the isolated strains and they were observed under a light microscope (Leica DM750, Wetzlar, Germany) at 1000x 

magnification in oil immersion for the shape and size of the cells. 
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Figure 1. Satellite images of southeastern banks of lakes Salda (a) and Van (b). Stars indicate sampling locations. (Original 

images curtesy of Google Maps, https://maps.google.com) 

 

 

2.2. Identification of the isolated strains 

 

The color, morphology, size, surface characteristics of the colonies were observed. Gram staining was performed 

on the isolated strains and they were observed under a light microscope (Leica DM750, Wetzlar, Germany) at 1000x 

magnification in oil immersion for the shape and size of the cells. Along with these observations, bacterial identification 

was performed with 16S rDNA sequencing. For genomic DNA isolation bacteria were cultured in LB Lennox broth and 

isolation of DNA was performed using the MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre® 

Biotechnologies, WI, ABD). DNA amplification was performed using the universal primer set 27F and 1492R to amplify 

an approximately 1400 bp fragment [19]. Sequencing was performed using Sanger dideoxy sequencing and the sequences 

obtained were analyzed comparing to sequences in the GenBank BLASTN database [20]. 

Multiple sequence alignments were performed using DNAMAN (DNAMAN 5.2.2, Lynnon Corporation, Quebec, 

Canada) and SnapGene (GSL Biotech LLC, USA) software. FinchTV (version 1.4.0, Geospiza, USA) and Sequencher 

5.1 (Gene Codes Corporation, AnnArbor, USA) were used for inspecting the sequence chromatograms. Phylogenetic 

analyses were performed using the MEGA6 program [21] (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013). 

 

2.3. CGTase activity assays 

 

The four bacterial isolates were cultured in baffled Erlenmeyer flasks containing 100 mL of liquid media 

consisting of Horikoshi broth supplemented with 1% soluble starch. Fermentations were performed in duplicate flasks 

using a shaker incubator (Certomat IS, Sartorius Stedim, Germany) at 37 °C and 250 rpm. Optical density (OD) of the 

cell cultures were determined spectrophotometrically (Libra S50, Biochrom, UK) measuring the absorbance at 600 nm. 

Culture supernatants were obtained by centrifugation of 1 mL of samples at 5500 × g for 10 min using a microcentrifuge 

(Eppendorf, Germany). CGTase activity was determined based on the reduction of color intensity of phenolphthalein after 

complex formation with β-CD according to [18] with slight modifications. A 250 µL volume of reaction mixture 

containing 4% soluble starch and 50 mM K2HPO4 adjusted to pH 6 was mixed with 25 μL cell supernatant. The mixture 

was incubated at 50 °C for 10 min in a block heater (Thermo Scientific, USA). The reaction was stopped by adding 875 

μL 30 mM NaOH solution and 125 μL of 0.02% (w/v) phenolphthalein in 5 mM Na2CO3 solution was added. The mixture 

was left to stand for 15 min at room temperature and the reduction in absorbance was measured spectrophotometrically 

at 550 nm against a blank prepared using sterile culture medium. Activity values were obtained using a standard curve 

obtained with 0-2.5 µmol of β-CD (C4767, Sigma) solubilized in 2.5 mL volume. One unit of enzyme activity was defined 

as the amount of enzyme forming 1 µmol β-CD per min. OD and CGTase activity measurements were performed in 

duplicate and the mean values and standard deviations were calculated using GraphPad Prism version 6.01 for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA). 

 

3. Results and discussion 

 

3.1. Strain isolation and identification 

 

Three CGTase producing bacterial strains were isolated from Lake Salda and one strain from Lake Van. The 

isolates labeled as SD5, SG2, SG3 and V3 formed colonies on selective HM agar which had pale yellow zones 
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surrounding them. The colony morphologies of strains isolated from Lake Salda had some common properties that were 

not found in the Lake Van isolate (V3). Strains from Lake Salda formed medium to large sized flat elevation circular 

colonies with undulate margins. These were characteristically glossy in appearance and had a yellow tinge which was 

especially visible along the raised colony edges. The strain isolated from Lake Van on the other hand, had an irregular 

and filamentous form with a flat opaque surface, opaque and creamy in color. Observed under the microscope, the strains 

were all identified as Gram positive rod shaped bacteria. The macromorphology and Gram dyed cell micrographs are 

presented in Figure 2. Although not apparent in Figure 2, the SD5 strain was confirmed as a sporulating microorganism 

upon microscopic observation. The size and spread of the colonies are possible indications that these are motile bacteria, 

as are most of the species belonging to the genus Bacillus [22]. 

 

 
Figure 2. Colonies formed on Horikoshi agar incubated for 72 h (a) and micrographs of Gram stained cells obtained at 

1000× using a light microscope (b) 

 

The 16S rDNA of bacterial isolates was amplified, sequenced and analyzed. Sequences of 1082-1399 bp were 

obtained and submitted to GenBank. Accession numbers assigned were KU851858 for V3, KU851857 for SD5, 

KU686705 for SG2, KX037370 for SG3. The phylogenetic tree constructed using the sequence data is shown in Figure 

3. All four isolates were identified as belonging to the genus Bacillus. Two of the isolates, SD3 and SG5, procured from 

different locations around Lake Salda were genetically more closely related, with sequences sharing >99% identity with 

16S rDNA sequences of B. oshimensis, B. lehensis and B. hunnanensis strains made available on the NCBI Blast database. 

In another study performed in our laboratory, the CGTase gene of Bacillus sp. SD5 has been isolated and sequenced, 

yielding the information that the CGTase sequence has a maximum 98% identity to the CGTase cDNA of related Bacillus 

strains [23]. This finding provided a confirmation that Bacillus sp. SD5 was more closely related to the three mentioned 

strains. Hence, the taxonomy for the Bacillus sp. SD3 and SD5 could not be resolved on species level. On the other hand, 

Bacillus sp. SG2 was identified as B. patagoniensis. This species of bacteria was among those isolated and confirmed to 

be CGTase producer by Gomes et al. [24]. The isolate from Lake Van (V3) was identified as B. agaradhaerens and was 

identified as being distinctly different than the other three isolates obtained from Lake Salda. The CGTase production 

capacity of other novel isolates of B. agaradhaerens from different global locations have been demonstrated [25, 26, 27]. 
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Figure 3. Phylogenetic tree showing genetic relatedness of isolated bacteria 

 

3.2. Liquid culture and CGTase production 

 

The CGTase production potential of cultures was further investigated with shake flask fermentation trials in 50 

mL volume (Figure 4a). OD measurements indicated that all four strains exhibited logarithmic growth within the first 12 

hours into incubation (Figure 4b). Cultures of strains SD5, SG3 and V3 proliferated at a higher rate reaching OD values 

four fold higher than strain SG2 by the 24 h into fermentation. The non-fastidious nature of SG2 was also evident from 

the colony morphology in Figure 2 where the colonies were small and covered a relatively less area then those of other 

strains. This observation may be attributable to the deficiency of the media used for a certain component or condition that 

the strain requires for optimum growth. Although the growth rate of Bacillus sp. SD5, SG3 and Bacillus agaradhaerens 

V3 seemed to be higher than Bacillus patagoniensis SG2, all four isolates reached CGTase activities in the range of 6-8 

U/mL within 24 h. Fermentation was endured for 168 h to observe that the slow growing strain Bacillus patagoniensis 

SG2 increased in cell concentration, reaching a peak CGTase activity of 9.2 U/mL at the 96th hour (data not shown). Peak 

extracellular CGTase activities for the other strains were 8 U/mL at 24 h for Bacillus sp. SG3, 7.6 U/mL for Bacillus sp. 

SD5 at 84 h and 7.6 U/mL for Bacillus sp. V4 at 12 h. Among these four isolates Bacillus sp. SD5 was utilized as a genetic 

source for the heterologous expression of CGTase in Pichia pastoris [23]. 
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Figure 4. OD (a) and extracellular CGTase production b) of bacterial isolates from lakes Salda and Van cultured under 

shake flask conditions 

 

4. Conclusions 

 

 Wild type microbial isolation and characterization is a key step in research endeavors geared at biotechnological 

production. Furthermore, challenged with environmental threats, the identification and investigation of microbial 

communities are of paramount importance providing documentation of the existing microflora. In this context, this is the 

first report of isolation of bacteria which are capable of producing CGTase from two major soda lakes in Turkey. In doing 

so, four strains have been obtained which can be utilized for CGTase production as well as for exploitation as genetic 

sources for production of CGTase or other alkaliphilic enzymes. It is anticipated that this study has added to our 

understanding of the microbial communities that reside in these local environments and the necessity of protection of 

these ecosystems from the impact of human activity to conserve these unique microbial habitats. 
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