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Chemical compositions of essential oil obtained from the fruits of Laser trilobum grown in Mersin
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Abstract

Laser trilobum (L.) Borkh. is a perennial herbaceous plant growing naturally in some parts of Turkey. Its dried
and ground fruits are called 'Kefe kimyonu'. Kefe cumin, from which essential oil is obtained from its fruits rich in
nutrients, is not cultivated in our country. In this study, the amount of essential oil obtained from the fruits of kefe
cumin and the components of these essential oils were determined.

Kefe cumin (Laser trilobum) plant was obtained from Mersin region and the essential oils of its fruits were
determined by clevenger aparatus and its components were determined by Gas Chromatography and Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy method. According to the research findings, the essential oil rate of the plant was
determined as 4.4%, and it was determined that the main components of this essential oil were d-limonene and peryl
aldehyde (with a total rate of 95.36%).

Keywords: Mersin, Kefe cumin, Laser trilobum, essential oil

*

Mersin’ de yetisen kefe kimyonu (Laser trilobum) meyvelerinden elde edilen u¢ucu yagin kimyasal bilesenleri

Ozet

Laser trilobum (L.) Borkh. Tiirkiye'nin bazi bolgelerinde dogal olarak yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Kurutulmus ve o6gitiilmiis meyveleri 'Kefe kimyonu' olarak adlandirilir. Besin elementleri yoniinden zengin olan
meyvelerinden ugucu yag elde edilen kefe kimyonunun iilkemizde yetistiriciligi yapilmamaktadir. Bu ¢aligma ile kefe
kimyonu meyvelerinden elde edilen ugucu yag miktarimi ve bu ugucu yaglarin bilesenlerini belirlenmistir.

Kefe kimyonu (Laser trilobum) bitkisi Mersin yoresinden temin edilmis olup meyvelerinin ugucu yagi
clevenger cihaz1 ile bilesenleri ise Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi yontemiyle
belirlenmistir. Arastirma bulgularina gore bitkinin ugucu yag oran1 %4,4 olarak tespit edilmis olup bu ugucu yagin ana
bilesenlerini d-limonen ve peril aldehitin (toplam %95,36 oraninda) olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Mersin, Kefe kimyonu, Laser trilobum, ugucu yag
1. Giris

Kefe kimyonu olarak bilinen bitki Iran, Giineydogu Asya, Balkan Yarimadasi, Orta ve Dogu Avrupa’da
yetisir. Ulkemizde ise Trakya ve Anadolu’da olduk¢a yaygindir. Adana Toroslarinda yetisen bitkilerden elde edilen
olgun meyveler Adana ve Mersin’de ‘sira’ adiyla taninir ve 6giitiilerek baharat olarak kullanilir [1,2].

Laser trilobum (L.) Borkh. (Apiaceae) 50-120 cm arasinda boylanabilen, tiiysiiz, beyaz ¢igekli ¢ok yillik otsu
bir bitkidir. Yapraklar1 genis pargali ve 3 lobludur, meyveler ise 5-10 mm uzunlugunda, 2-4 mm genisliginde esmer sar1
renkte eliptik sekillidirler. Meyve kabugu genellikle iki pargali olup 5 primer, 4 sekonder kostadan olusur. Bu kabuk
yapisi Laser trilobum meyvelerini kimyon olarak kullanilan diger bitki meyvelerinden (Carum carvi L., Cuminum
cyminum L., Grammosciadium daucoides) morfolojik olarak ayirmaya yarar [1].

* Corresponding author / Haberlesmeden sorumlu yazar: Tel.: +90 322 338 60 84; Fax.: +90 322 338 63 81; E-mail: elif.ferahoglu@gmail.com
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http://www.biodicon.com/

2 BIOLOGICAL DIVERSITY AND CONSERVATION- 16/1 (2023)

L. trilobum‘un potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum, arsenik, aliiminyum yo6niinden zengin olan
meyvelerinden elde edilen baharatin besinlerde kontaminasyonu Onledigi bildirilmis. Koftenin yapiminda
kullanildiginda ise dogal mikroflorasinda yer alan bakteri ve mantarlarin biiylimesini engelledigi goriilmiistiir [3,4,5].

Etnabotanik ¢alismalarin bazilarinda, Kefe kimyonunun &giitiillen meyvelerinin dogrudan kullanim veya
meyvelerin kaynatilarak suyun igilmesinin geleneksel tipta sindirim, karin agrisi, diyabet ve tansiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanildig: bildirilmistir [6,7].

Giinlimiizde ise L. trilobum’ un rizom ve olgun meyvelerinden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal ve
antibakteriyel 6zellik gosterdigi saptanirken, baska bir calismada sadece meyve ekstraktlarinin bazi patojen bakteriler
tizerinde etkili oldugu, ugucu yagm ise antimikrobiyal etki gostermedigi bildirilmistir [3,4,5]. Bitkinin yapraginin
hidroalkol ekstraktinin, yiiksek seviyelerde fenolik ve flavonoid igeriginden kaynakli yiiksek antioksidan ve anti-
hemolitik aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir [8]. L. trilobum’un koklerinden izole edilen trilobolide (Tb)
seskiterpeninin immiinobiyolojik potansiyele sahip oldugu bildirilmistir [9,10,11]. Sentezledikleri bes trilobolide
steroidal konjugatin on bes kanser hiicre hatti {izerine etkisinin arastirildigi ¢alismada, bu konjugatlarin belirli kanser
hiicrelerinin hedeflenmesinde ve antimikobakteriyel ilaglarin basarili bir sekilde gelistirilmesinde kullanilabilecegi
bildirilmigtir [12].

Bu ¢aligmada Mersin yoresinden temin edilen kefe kimyonu (L. trilobum) meyvelerinin ugucu yag miktarini
ve bu ugucu yagin bilesenleri analiz edilerek heniiz iilkemizde tarimi yapilmayan bu bitkinin kimyasal igerigi
belirlenmistir.

2. Materyal ve yontem

Arastirmada Mersin’de yerel bir pazardan temin edilen Kefe kimyonu meyveleri kullanilmigtir. Meyveler
teminden ugucu yag analizine kadar gecen siirede oda kosullarinda muhafaza edilmistir. Ugucu yag: ¢ikarilan 6rnekler
ise analize kadar -18 C 'de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Kefe kimyonu meyvelerinden alian 50 gr 6rnek 6giitiilerek 1000 ml’lik balona alinmis ve iizerine 500 ml su
eklenmistir. Clevenger cihazina konulan 6giitiilmis bitki meyveleri 3 saat su distilasyonu yontemine tabi tutulmus ve
ucucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yagin miktar1 voliimetrik olarak 6l¢iilmiis ve yaglar analiz ig¢in 1,5ml’lik
cam viallere alinmistir.

Clevenger cihazindan su destilasyonuyla elde edilen ugucu yag 6rneklerinin bilesimi, Gaz Kromatografisi ve
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi yontemiyle Cukurova Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda
belirlenmistir. Analizde kullanilan Agilent 7000 Series Triple Quad GC/MS cihazin c¢alisma kosullari asagida
verilmigtir.

Enjeksiyon Blogu: 240 °C

Dedektor: 250 °C

Akis hizi: 40 ml/dak.

Gaz: Helyum

Kullanmilan Kolon: HP- 5ms, 30 m uzunluk x 0,25 mm i¢ ¢apli X 0,25 um film kalinligi, %5 phenyl methyl poly siloxane
Sicaklik programi: 50 °C’ den 240 °C’ ye dakikada 3 °C’ lik artisla ulasir.

o) HEHHH

6 7 B WNLUBUBHRTBNINLDIMNSZTBIDNL D M1 1404142 4) 44 4548 47 4849 50 51 52 5) 50 55 56 57 58 59 60 61 62 63
Counts va Acousition Time (minl

Sekil 1. Kefe kimyonu ugucu yaginin kromotografik fotografi

3. Bulgular

Kefe kimyonun ugucu yagmin agik sar1 renkte keskin kimyon kokulu oldugu tespit edilmistir. Bitki
meyvelerinin ugucu yag miktar1 % 4.4 olarak bulunmustur.

Chemical compositions of essential oil obtained from the fruits of Laser trilobum grown in Mersin
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Cizelge 1. Kefe kimyonu ugucu yaginin bilesenleri

Ucucu Yag Bilesenleri Bilesen Sinifi RT LRI Oram (%)
a-pinen @ MH 6.26 917 1.83
S-Mirsen? MH 8.12 981 0.95
d-Limonen® MH 9.57 995 45,17

Peril aldehit® oM 19.83 1279.2 50.19
Perilla alkol® OoM 20.79 1302.7 0.66
3-Metil-but-2-enoik asit (Borny! tiglate)“ Diger 31.28 16154 0.51
Toplam 99.31

RT: Alikonma zamam LRI: Linear alikonma indeksi (LRI HP-5MS kapilar kolon tizerinden hesaplanmistir) a:[13], b:
[14], c:[15], d:[16]

Arastirmamizda kefe kimyonu bitkisinin meyvelerinden elde edilen ugucu yagin bilesenleri %99.31 oraninda
belirlenmistir. Ucucu yag bilesenleri simiflandirildiginda %47.91 monoterpen hidrokarbonlar, %51.27 oksijenli
monoterpenler ve %0.51 diger’ lerinden olugmaktadir. Yagm icerigini sirasiyla peril aldehit (%50.19), d-limonen
(%45.17), a-Pinen (%1.83), p-Mirsen (%0.95), perilla alkol (%0.66), 3-Metil-but-2-enoik asit (0.51) bilesikleri
olugturmaktadir.

4. Sonugclar ve tartisma

Arastirmamizda Mersin’den temin edilen meyvelerinin ugucu yag orami %4.4 olarak belirlenmistir.
Zonguldak ¢evresinden toplanan meyvelerin ugucu yag oram1 %2.7 olarak bulmuslardir [17]. Iran florasindan toplanan
semsiyegiller familyasina ait {i¢ farkli tiirii analiz eden arastiricilar L. trilobum bitkilerinin ugucu yag oranimi %1.8
olarak bulmuslardir [18]. Bitkinin ugucu yaginin incelendigi ¢alismamiz dahil ti¢ farkli floradan temin edilen L.
trilobum meyvelerinin ugucu yag oranlarindaki farkliliklar tibbi ve aromatik bitkilerde ugucu yag orani ve igeriginin
bitkinin yetistigi ¢evre kosullarindan etkilenmesiyle agiklanabilir [19,20]. [5]’in arastirmamizla ayni lokasyondan
(Mersin) temin ettigi meyvelerin ugucu yag orami bizim sonucumuzdan yiiksek (%5.8) bulunmustur. Bu durumun
sebebi tibbi ve aromatik bitkilerin ugucu yag oraninin genetik ve ¢evresel etmenlerin yam sira hasat zamani, depolama
kosullari, distilasyon yontemi Ve siiresi gibi faktorlerin farkliliklarindan da etkilenmesi olabilir [21,22,23,24].

Aragtirmamizin sonucunda Kefe kimyonu ugucu yagmim temel bilesenlerini toplamda %95.36 oraninda d-
limonen ve peril aldehit’in olusturdugu belirlenmistir. Calismamizla benzer sekilde farkl arastiricilar tarafindan yapilan
¢aligmalarda bu iki bilesenin ugucu yag igerisindeki toplam oraninin %81.20-93.00 arasinda degistigi bildirilmistir
[5,25,26,27]. Bitkinin rizomlar1 ve meyvelerinin incelendigi bir ¢alismada, rizomdan elde edilen ugucu yagmn ana
bilesenini a-pinen (%31.5) olurken meyvelerinden elde edilen ugucu yagin ana bilesenlerini ise yaptigimiz ¢aligmaya
paralel olarak limonen (%51.6) ve peril aldehit’in (%26.8) olusturdugu belirlenmistir [3]. Bitkinin yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin incelendigi bir bagka caligmada ise ugucu yagin ana bilesenini borny angelate’in (%67.3)
olusturdugu bulunmustur [28]. Yapilan aragtirmalarda L. trilobum’ un farkli bitki kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin igerigi incelendiginde ana bilesenlerin farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum tibbi ve aromatik bitkilerde
etken madde orani1 ve igeriginin bitkinin organlarina gore farklilik gostermesi ile agiklanabilir [29,30].

Arastrmamizda kullandigiminiz L. trilobum meyveleri ugucu yagi %50.19 oraninda perilaldehit
icermektedir. Insan sagligini tehlikeye atacak genotoksik bir etki olusturma olasiligin bulunmadig yapilan ¢aligmalarca
belirlenmis olan perilaldehit, gida {irlinlerine baharat ve narenciye tad1 vermek amaciyla aroma katki maddesi olarak
kullanilmaktadir [31,32]. Yapilan ¢alismalarda perilaldehit’in 6zellikle mantar kaynakli gida bozulmalarina kars1 ¢ok
etkili oldugu ve dogal gida koruyucu olarak kullanilabilecegi de belirlenmistir [33,34]. Yapilan bazi ¢alismalarda bu
bilesenin antidepresan [35], antienflamatuar [36], antitiimor [37], antikanser [38] etkiler gostermesi L. trilobum’un ilag
sanayi i¢in 6nemli bir dogal periladehit kaynagi olarak kullanilabilecegini diigiindiirmiistiir.

Kefe kimyonu ugucu yaginin %45.17 yiiksek oraniyla diger bir ana bileseni olan d-limonen yeryiiziinde 300
den fazla bitki tarafindan farkli miktarlarda sentezlenen bir monoterpendir [39]. Yapilan klinik ¢alismalarda kolesterol,
safra tas ve midevi rahatsizliklarin tedavisinde olumlu etki yarattig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda birgok kanser tiiriine
kars1 kemopreventif ve antitiimor etkiye sahip oldugu da tespit edilmistir [40,41,42].

Ulkemizde dogal olarak yetisen kokusu ve tadiyla kimyona benzeyen L. trilobum (Kefe kimyonu) toplanarak
baharat olarak tiiketilmektedir. Bitkinin ugucu yag iceriginin temel bilesenleri olan olan d-limonen ve peril aldehit’in
farkli endiistri kollarinda ham madde olarak kullanilmasi; bu bilesenler {izerine yapilan ¢aligmalarda gesitli kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilabileceklerinin belirlenmesi, ayn1 zamanda insan sagligina zararsiz gida katki maddeleri
olarak kullanilabilmeleri gibi sebepleriyle kefe kimyonun yetistiriciliginin yapilmast bolge ve iilke ekonomisine katki
saglayabilecektir. Bitkinin yetistiriciligi iizerine farkli lokasyonlarda ¢alismalarin yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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Abstract

In this study, the general morphology and fruit micromorphology of P. plumosus were studied. The dimensions
of the base and upper leaves of the P. plumosus, the length of the peduncle, the number of involucral bracts, the length
of the central and marginal flowers, the involucel shape and fruit micromorphology were revealed for the first time in
this study. The obtained results were compared with the data from the flora of Turkey, Iran and the USSR of P.
plumosus.
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Pterocephalus plumosus (L.) Coulter (Caprifoliaceae)’un morfolojisi ve meyve mikromorfolojisi

Ozet

Bu caligmada P. plumosus tiiriiniin genel morfolojisi ve meyve mikromorfolojisi ¢aligilmistir. P. plumosus
tirline ait taban ve st yapraklarin Olgiileri, pediinkiil uzunlugu, involukral braktelerin sayisi, merkezi ve kenar
¢igeklerin uzunluklari, involisel sekli ve meyve mikromorfolojisi 6zellikleri ilk defa bu galismayla ortaya ¢ikarilmistir.
Elde edilen sonuglar P. plumosus’un Tiirkiye, iran ve USSR floralarindaki verilerle karsilastirilmustir.

Anahtar kelimeler: mikromorfoloji, morfoloji, Pterocephalus, taramali elektron mikroskopu
1. Giris

Dipsaceae familyas1 diinyada 14 cins ve Tirkiye’de 7 cins ile temsil edilirken molekiiler tabanli filogeni
¢aligmalarindan elde edilen sonuglara gore Caprifoliaceae familyasina aktarilmistir [1-4]. Caprifoliaceae tiir gesitliligi
acisindan Kuzey Amerika ve Asya’nin dogusunda genis bir dagilima sahipken Tropikaller ve Giiney Afrika’da ise
yayilis gostermemektedir. Dipsacales takimi igerisinde yer alan Caprifoliaceae familyasi diinyada 41 cins ve yaklasik
960 tiir igermektedir [4]. Ulkemizde ise Caprifoliaceae familyasi 12 cins ve 158 tiirle temsil edilmektedir [5].

Pterocephalus Adanson cinsi Tiirkiye Florasi’nda sekiz tiirle temsil edilirken [1] Tiirkiye Bitkileri Listesi’nde
bu say1 dokuza yiikselmistir [6]. _P. pinardii Boiss. ve P. shepardii tiirleri Tiirkiye i¢in endemik olup [6] Pterocephalus
cinsinin {ilkemiz i¢in endemizm oram %22.2°dir. P. plumosus tiirii Tiirkiye diginda Arnavutluk, Ermenistan,
Bulgaristan, Hirvatistan, Misir, Giircistan, Yunanistan, Israil, Urdiin, Liibnan, Suriye, Rusya, Kuzey Kafkasya ve
Ukrayna’da yayihis gostermektedir [7]. Ulkemizde ise P. plumosus Canakkale, Bilecik, Zonguldak, Samsun, Sivas,
Artvin, izmir, Usak, Konya, Ankara, Nigde, Erzincan, Diyarbakir, Antalya, Kahramanmaras, Mardin ve Hakkari
illerinde dagilima sahiptir [1]. Bu ¢aligmanin amaci1 Tiirk¢e ismi “gok ciiciikotu” olarak da bilinen [6] Pterocephalus
plumosus tiiriiniin detayli morfolojisini ve meyve mikromorfolojisini ortaya ¢ikarmak ve Pterocephalus cinsinin
revizyonunu yapacak bilim insanlarina referans olabilmektir.
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2. Materyal ve yontem

Pterocephalus plumosus tiiriine ait érneklerimiz Konya’ni Cumra Ilgesi’nden toplanmustir. Toplanan bitki
ornekleri morfolojik olarak incelemek iizere prese alinarak nemsiz, golgeli ve hava akimi olan bir ortamda kurumaya
birakilmustir. Bitkilere ait herbaryum 6rnekleri hazirlanmistir. Herbaryum &rnekleri Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi
KNYA Herbaryumu’nda saklanmaktadir. Orneklerin teshisinde “Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras” adli kaynak
kullanilmustir [1].

Incelenen tiire ait drneklerin gévde sekli ve uzunlugu, taban ve iist yapraklarin sekil ve lgiileri, pedunkul tily
durumu ve Ol¢iisii, involukral braktelerin sayisi, sekli ve olgiileri, merkezi ve kenar ciceklerin oOlgiileri, sitamen ve
sitigma say1s1, involiisel olgiileri, oluk sayis1 ve olgiileri, kaliks uzunlugu ve seta sayisi belirlenmistir. Olgiilebilen
karakterlerden en az 20 dl¢giim yapilarak minimum ve maksimum degerler elde edilmistir. Calisilan tiiriin morfolojik
betimi “Resimli Tiirkiye Floras1” birinci cildindeki Tiirk¢e karakterler dikkate alinarak hazirlanmgtir [7].

P. plumosus’un meyve mikromorfolojisi ¢alismalari igin yapilan taramali elektron mikroskobu (SEM)
analizlerinde kullanilan 6rneklerin iyice temizlenmesi i¢in dncelikle alkol serilerinden (sirasiyla %70, %80, %96 ve
%100’liik ve her seride 20’ser dakika) gecirilmistir. Daha sonra ZEISS EVO LS—10 model elektron mikroskobunda
yiiksek vakum modunda 30x, 1000x ve 2000x’lik bilyiitmelerle yilizey gozlemleri yapilip fotograflanmustir.

Meyve mikromorfolojisi terminolojisi Stearn [8] ve Koul vd. [9]’a gére yapilmustir.

3. Bulgular

P. plumosus’un morfolojik ve meyve mikromorfolojisi ozellikleri su sekildedir; basit veya gdvdenin
ortasindan dallanmis tek yillik otsular. Govde dik, 33—66 cm uzunlugunda. Taban yapraklar1 dikdortgensi, dalgali-disli
veya genis yumurtamsi-mizraksi derin teleksi, disli veya dalgali u¢ loplu, seritsi-mizraksi yanal loplu, 15-45 x 3-8 mm,
ist yapraklar az teleksi 16-24 x 4—7 mm. Pediinkiil seyrek, salg: tiiyldi, 12-30 cm. Involukral brakteler 8-12 adet,
mizraksi, hemen hemen g¢igeklere esit boyda bazen daha uzun, 10-16 mm. Kapitula 1gmsal, corolla kirli-morumsu,
kenar ¢icekler geniglemis, ucta akut, 16-22 mm uzunlugunda; merkezi ¢igekler tam kenarli, 12—15 mm uzunlugunda.
Sitamenler 5 adet, sitigma 1 adet. Involusel yumurtamsi, yiizey striiktiirii barbellat, a¢ik kahverengi, ince yesil ¢izgili,
4.5-5x2 mm, 8 oluklu, oluklar salgt tiiylii, 1.5-2 x 0.1-0.5 mm uzunlugunda, ugta digli fakat korona mevcut degil.
Kaliks 9-9.5 mm, 10-24 setali (Sekil 1).

@ Enu' ‘Tm:v ls;::::e 150pa Ma0= 106X |—| = ) Woetismm IProbe= 150pa 1297 ﬂme fm—| M @ ;mr ‘53:‘“ FSmne 150pA Meg= 200KX )Er“ %
Sekil 1. P. plumosus tiiriiniin meyve mlkrograﬂarl (&) Genel goriiniim, (b) 1000 x’lik biiylitme ve () 2000 x’lik
biiyiitme

4. Sonugclar ve tartisma

Pterocephalus cinsinin Tirkiye Florasi’ndaki teshis anahtari incelendiginde govde sekli ve uzunlugu, ¢icek
rengi, yaprak sekli, koronanin bulunup bulunmayisi, bitkinin yasam siiresi, korolla uzunlugu ve taban yaprak uzunlugu
gibi karakterlerin tiir ayriminda kullanildiklar1 gériilmektedir [1]. P. plumosus ise yakin oldugu P. brevis Coulter, P.
kurdicus Vatke tiirlerinden koronaya sahip olmayisiyla ayrilmaktadir [1].

Yakin gegmiste iran’da P. ramianensis tiirii P. plumosus’tan morfolojik ve mikromorfolojik agidan ayrilarak
bilim diinyasina yeni bir tiir olarak kazandirilmigtir [11].

P. plumosus tiiriine ait morfolojik verilerden taban ve {ist yapraklarin 6l¢iileri, pediinkiil uzunlugu, involukral
braktelerin sayisi, merkezi ve kenar ¢igeklerin uzunluklari, involiisel sekli karakterline Tiirkiye Florasi’'nda
deginilmemis olup [1] ilk defa bu caligmayla ortaya ¢ikarilmistir (Tablo 1).

Elde edilen sonuglar iran Florasi’ndaki P.plumosus’un verileriyle [12] karsilastirildiginda taban yapraklarmin
daha dar (3-8 mm bu calismada / 12-18 mm iran Florasi’nda) merkezi cicegin ise daha kisa (12-15 mm bu ¢alismada /
20 mm Iran Florasi’nda) oldugu tespit edilmistir.

USSR Florasi’nda P.plumosus’un yaprak oOlgiileri, pediinkiil uzunlugu, involukral brakte sayisi, ¢igek
uzunlugu karakterlerine deginilmemis olup bu ¢alismada bahsedilmistir [13]. Yine aym ¢alismada P.plumosus’un iki
yillik oldugu belirtilirken arazi goézlemlerimize gore tek yillik oldugu tespit edilmistir [13].

Morphology and fruit micromorphology of Pterocephalus plumosus (L.) Coulter (Caprifoliaceae)
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Mikromorfolojik aragtirmalar bitki sistematiginde tiirlerin ayrimina 6nemli derecede katki saglamaktadir [14,

15]. P. plumosus’un SEM ile polen fotograflart ¢ekilmis ve palinolojik 6zellikleri daha 6nce incelenmis olmasina
ragmen [16] meyve mikromorfolojisi ilk defa g¢alisilmistir. Pterocephalus cinsine ait herhangi bir tiiriin meyve
mikromorfolojisi daha 6nce ¢alisilmadigi igin tiirlerarasi karsilagtirma yapilamamustir.

Tablo 1. P. plumosus’un morfolojik verilerinin Tiirkiye, Iran ve Rusya floralar ile karsilastiriimasi

Karakterler Mevcut sonuclara Tiirkiye iran Floras’na USSR
gore Floras’na gore [13] Florasr’na
gore [1] gore [14]
Taban yaprak 15-45 x 3-8 - 30-40x 12-18 -
Olciileri (mm)
Ust yaprak 1624 x 4-7 - - -
Olciileri (mm)
Pediinkiil 12-30 - 3-20 -
uzunlugu (cm)
Involukral 8-12 adet - - -
braktelerin sayist
Merkezi ¢icek 12-15 mm, - 20 mm, -
uzunlugu (mm) heteromorfik, bes heteromorfik, bes
loplu, lateral loplar loplu, lateral
2-3mm loplar 2-3 mm

Kenar gigek 16-22 - - -
uzunlugu (mm)
Involiisel sekli yumurtamst - - -

Bu ¢aligma P. plumosus tiiriiniin detayli morfolojisinin ve meyve mikromorfolojisinin ilk defa incelenmis

olmasi agisindan 6nem tagimakta olup cinse ait diger benzer aragtirmalara katki saglayacak ve yol gosterici olacaktir.

Tesekkiir

Bu ¢alismanin meyve mikrograflar1 Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen

proje ile ¢ekilmistir (Proje no: 19601017).
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Abstract

Crocus sativus L. (Saffron, Fam. Iridaceae) is a medicinal, commercial, historical and economically important
plant that has been used in the treatment of various diseases since ancient times. Saffron, which is generally used by the
public to add flavor and color to dishes, is difficult to cultivate and harvest due to the use of only dried stigmas and is
known as the most expensive spice in the world. The macroscopic and microscopic properties of the samples sold under
the name "Saffron" from 10 different cities of Turkey, as well as the drying loss, foreign matter amount determination,
total ash amount determination, color density determination, phosphomolybdic acid reaction and elongation
determination analysis tests were conducted and their conformity with European Pharmacopoeia standards was
investigated. In this study, saffron samples purchased from a local producer in Safranbolu (Standard 1) and grown by
ourselves (Standard 2) were used. As a result of our study, it was determined by morphological and microscopic studies
that samples 2 and 4 completely belonged to the Carthamus tinctorius L. (Safflower) plant. On the other hand, it has
been revealed by the analyzes that the sample number six contains very little saffron stigma and mainly contains
Safflower bulk flowers.

Key words: Crocus sativus, Saffron, European Pharmacopeia, Iridaceae

*

_ Tiirkiye'de Safran (Crocus sativus L.) adu ile satilan rneklerin Farmasotik Botanik acidan degerlendirilmesi
Ozet

Crocus sativus L. (Safran, Fam. Iridaceae) antik ¢aglardan beri gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi,
ticari, tarihsel ve ekonomik olarak olduk¢a 6dnemli olan bir bitkidir. Halk tarafindan genel olarak yemeklere tat ve renk
vermede kullanilan safran, yalnizca kurutulmus stigmalarinin kullanimindan dolay1 yetistiriciligi ve hasadi zor olup
diinyanin en pahali baharati olarak bilinir. Tiirkiye’nin 10 farkli ilinden “Safran™ adi ile satilan 6rneklerin makroskobik
ve mikroskobik 6zellikleri ile kurutma kaybi, yabanci madde miktar tayini, toplam kiil miktar tayini, renk yogunlugu
tayini, fosfomolibdik asit reaksiyonu ve uzama tayini analizi testleri yapilarak Avrupa Farmakopesi (8.0) standartlarina
uygunluklar1 aragtirilmistir. Bu ¢alismada standart olarak Safranbolu’dan yerli bir iireticiden satin alinan (Standart 1) ve
kendi yetistirdigimiz (Standart 2) safran 6rnekleri kullanilmigtir. Calismamiz sonucunda 2 ve 4 numaral 6rneklerin
tamamen Carthamus tinctorius (Aspir) bitkisine ait oldugu morfolojik ve mikroskobik ¢alismalarla tespit edilmistir.
Alt1 numarali 6rnegin ise gok az safran stigmasi igerdigi agirlikli olarak Aspir toplu ¢icek durumlarim igerdigi yine
yapilan analizler ile ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Crocus sativus, Safran, Avrupa Farmakopesi, Iridaceae
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1. Giris

Crocus sativus L. (Safran) Asya, Avrupa ve Amerika'da siklikla yetistirilen Iridaceae familyasina ait ¢ok yillik
bir bitkidir. Bitki 20-30 cm boyunda, sonbaharda yapraklar ile birlikte mor ¢igekler veren soganlt bir kiiltiir bitkisidir
[1]. Safran’in ticari {iriinii ve kullanim1 tugla kirmizisi renkli, ac1 tat ve yogun aroma veren kurutulmus stigmalarindan
gelir. Bu baharat aromatik lezzet, renk ve iglevsel 6zellikleri nedeniyle antik ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Safran
(¢igeklerin kuru stigmalar1) pek ¢ok gida iiriiniinde kullanilmasinin yani sira Arabistan, Hindistan ve Cin’de kanser
dahil olmak iizere gesitli rahatsizliklar icin bitkisel ilag olarak kullanilmistir. Safran’in ana kullanim yeri mutfak
olmasina ragmen farmasdtik ve klinik olarak da dnemli bir yere sahiptir. Ayurveda'da astim, artrit, soguk alginlig1 ve
oksiiriik tedavisinde yararli olabilecegine dair bilgiler mevcuttur. Ayrica Safran igeren ayurvedik ilaclar akne ve cesitli
deri hastaliklarinin tedavisi i¢in macun formunda da kullanilmigtir. Geleneksel tipta cok c¢esitli amaclarla 6rnegin
afrodizyak, antispazmodik, balgam soktiiriicii, uykusuzluk, kizamik, dizanteri, sarilik, kolera ve mide rahatsizliklarinda
kullanilmistir. Ayrica dokuma endiistrisinde boyama ajani olarak ve cesitli parfiim, tiitsii gubuklarinin hazirlanmasinda
da kullanilir. Toz haline getirilmis stigmalar katarakt, gece korliigii ve zayif gorme tedavisinde kullanilan ilaglardan biri
olmustur. Ayni zamanda arastirmalar Safran’in kuvvetli sedatif ve hipnotik etkiye sahip oldugunu goéstermistir ve bu
etkilerinden dolay1 iran’da uzun yillar kullanilmugtir [2-4]. Safran’in tarihsel ve ekonomik olarak onemli degeri
bulunmaktadir. Tarihsel 6zelligi, Safranbolu ilgesine ismini vermis olmasi ve antik ¢aglardan beri kullanimindan ileri
gelirken, ekonomik 6zelligi ise, diinyada cesitli endiistri dallarinda ¢ok genis kullanim alanina sahip olup en pahali
baharat olmasindan ileri gelmektedir. Cok eski caglardan beri Safran yalnizca baharat olarak degil hastaliklart
tyilestirici ve koruyucu bir bitki olarak da deger gérmiis, hatta ¢esitli donemlerde renginden &tiirii kutsal sayilmistir.
Boya ve kozmetik sanayinde kullanimimin yam sira, 6zellikle gida ve ilag sanayinde de ¢ok genis kullanim alami
bulunmaktadir. Ornegin gida sanayinde, besin maddelerinin renklendirilmesi, tatlandirilmas1 ve aromalandirilmast igin
kullanildig1 gibi, mutfaklarda, safranla yemek, icecek hazirlanmasi ve sunulmasi, 6zel bir begeni ve 6nem kazanmistir
[5]. Safran bitkisi tasidig1 tibbi deger nedeniyle bir¢ok eski medeniyette 6nemli bir yere sahip olmustur. Safran’in tentiir
ve ekstreleri ylizyillar boyunca antispazmodik, karminatif, sakinlestirici, stimulan, stomasik ve afrodizyak olarak
kullanilmistir. Ayrica Safran birgok tilkenin Farmakopesi’nde de yer almustir. Simerliler safrani ilag ve iksirlerine dahil
etmis; Eski Misirlilar ise sindirim sistemi hastaliklar1 ve yaralari iyilestirmek, ayni zamanda karaciger ve mideyi
giiclendirmek ve dalak rahatsizliklarini tedavi etmek amaciyla kullanmislardir. Devrinin 6nde gelen tip alimlerinden
Erasitratus (MO IV-IIIL. yiizy1l), Hipokrat (MO V-IV. yiizy1l) ve Dioskorides (MS I. yiizy1l) de eserlerinde safranin tibbi
ozelliklerinden bahsederek bu bitkinin g6z, kulak, dis ve bag agrilarina karsi etkili oldugundan, kan durdurucu etki
gosterdiginden ve iilser tedavisinde kullanildigindan bahsetmiglerdir. Bunun disinda Eski Roma’da safranla hazirlanan
yag, aromatik su ve merhemler de tedavi amactyla kullanilmistir. Eski Romalilar safrani 6kstiriigii kesmek, karacigeri
rahatlatmak akciger ve g6z iltihaplarini gidermek i¢in kullanmislardir [6,7].

Safran’nin sadece stigmasimin kullanimindan Gtiirii yetistiriciligi ve hasadi zor olan bir drogtur. Safran (C.
sativus), ciceginin stigmalarinin el ile toplanmasi, kurutulmasi ve ardindan toz haline getirilmesi sonucu elde edilir.
Ortalama 160 kg safran ¢igeginden yaklasik 1 kg kuru stigma elde edilir. Giiniimiizde Safran yetistiricili§i Avrupa,
Tiirkiye, Israil, Pakistan, Hindistan, iran, Misir, Azerbaycan, Cin, Japonya ve Avustralya’da yapilmaktadir. Ulkemizde
Osmanli déneminde Safran yetistiriciligi Istanbul, Izmir, Adana, Tokat, Sanlrfa ve Safranbolu’nun 40 kadar kdyiinde
yapilmaktayken, giiniimiizde Safranbolu’nun sadece Davutobasi, Yoriik, Asagigiiney, Geren, Yazikdy ve Degirmencik
koylerinde yapilmaktadir. Bu yilizden diinyanin en pahali baharati olarak goriiliir ve “Aspir” gibi bitkiler ile tagsis
yapilip, mum yag bal emdirilerek agirlig1 artirilarak halk tarafindan yanlis sekilde alinip kullanilabilir [5,8,9]. Aspir’in
yanisira musir piiskiilii, nergis, enginar stigma ve stiluslart ile de katistirma c¢ok fazla yapilmaktadir. Tespit igin
mikroskobik, mikrosimik ve kantitatif analizler yapilmalidir [10].

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli illerinden satin alinan Safran Ornekleri Avrupa Farmakopesi (8.0)’nde
belirtilen makroskobik ve mikroskobik 6zellikler ile bazi fiziko-kimyasal ¢alismalar (kurutma kaybi tayini, yabanct
madde miktar tayini, renk yogunlugu tayini, fosfomolibdik asit reaksiyonu ve toplam kiil miktar tayini) yapilarak
standart Safran ornekleri ile karsilastirilmustir. ilk olarak farkli illerde safran olarak satilan droglarm morfolojik
Ozellikleri tespit edilip, mikro-fotograflart ¢ekilmistir. Bu asamadan sonra droglarin anatomik karakterlerinin
belirlenmesi i¢in Orneklerden bir miktar mekanik 6giitiicli ile toz edilerek preparatlar hazirlanmig ve tespit edilen
karakteristik elemanlar fotograflanmigtir. Satin alinan biitiin drnekler standart Safran 6rnekleri (Standart 1 ve Standart
2) ile kiyaslanarak incelemeler yapilmistir.

Bu ¢alismada halk arasinda gida ve tibbi amagl olarak sikga kullamilan, diinyanin en pahali baharati olarak
bilinen “Safran”in Tiirkiye’nin ¢esitli illerinden bu adla satin aliman 6rneklerinin Kalitelerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir.
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1. Materyal ve yontem
1.1. Bitki materyali

Bu calismada Tiirkiye’nin Istanbul, Ankara, izmir, Sanlurfa, Adana, Giresun, Kirikkale, Kayseri, Sakarya,
Elazig olmak {izere 10 farkli ilinden alman Safran (C. sativus) 6rnekleri materyal olarak kullamilmistir. Caligmada
standart Safran 6rnegi olarak Safranbolu’da yerli bir ireticiden satin alinan (Standart 1) ve kendi yetistirdigimiz
(Standart 2) (Sekil 1) 6rnekler kullanilmigtir. Satin alinan 6rneklerin numaralari, temin edildigi iller, satis sekilleri Tablo
1.’de verilmistir.

Tablo 1. Orneklerin temin edildigi yerler, tarihleri ve halka sunus sekilleri

Ornek Numunelerin satin alindig iller Satis sekli
numarasi

Omek 1 Uskiidar/Istanbul Acik
Omek 2 Seyhan/Adana Acik
Ornek 3 Bornova/Izmir Cam sisede
Ornek 4 Sanliurfa Acik
Omek 5 Talas/Kayseri Acik
Omek 6 Kirikkale Paketli
Ornek 7 Sakarya Paketli
Ornek 8 Elaz1g Agik
Omek 9 Bahgelievler/Ankara Paketli
Ornek 10 Merkez/Giresun Paketli
Standart 1 Safranbolu/Karabiik Paketli
Standart 2 Kiiltiir -

Bu c¢aligmada piyasadan satin alinan 10 adet Safran Ornekleri iizerinde Avrupa Farmakopesi (8.0)
monografinda belirtilen baz1 deneyler esas alinarak asagidaki analizler yapilmustir.

1.2. Morfolojik analizler

Farkli illerden satin alinan her bir érnekten 1’er gram tartildi. Ornekler ayr1 ayr1 A4 kagitlari iizerine yayilarak
morfolojik 6zellikleri acisindan incelendi. Her bir 6rnek standart numuneler ile kiyaslanarak drog ve mevcut varsa
kirlilik oranlart hesaplandi.

1.3. Mikroskobik analizler

Mikroskobik calismada ise her bir 6rnegin Avrupa Farmakopesi' nde (8.0) belirtildigi sekilde Kloralhidrat
soliisyonu R kullanilarak preparatlar hazirlanmis ve mikroskop altinda incelemeler yapilmistir. On numune igin ayri
ayr1 preparatlar hazirlanarak Avrupa Farmakopesi (8.0) Safran bitkisine ait monografta belirtilen karakteristik yapilarin
olup olmadig: tespit edilerek ZEISS Primostar 415500°e bagli kamera ile mikro-fotograflart alinmistir [11].

1.4. Yabanci madde miktar tayini

Orneklerden 1'er gram tartilarak bir A4 kagidi iizerinde inceleme yapilmustir. Orneklerin yabanci madde
miktarlar1 % olarak hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi (8.0)’nde belirtilen hususlar dikkate alinarak
degerlendirilmistir [11].
1.5. Kurutma kaybi

Ogiitiiciide toz edilmis 6rneklerden 0,2 g hassas tartilmis ve daras1 alinnus saat camlari iizerinde aliarak 2 saat
boyunca 100-105° C' lik etiivde kurutuldu. Kurutulan numuneler tekrar tartildi ve kurutmayla meydana gelen kiitle
kayiplar1 hesaplanip degerlendirildi. Bu drog i¢in Avrupa Farmakopesi (8.0)' ne gore kurutma kaybi en fazla %10
olarak belirtilmigtir [11].

1.6. Biitiin kiil miktar tayini

Pharmaceutical Botanical evaluation of Saffron (Crocus sativus L.) called samples sold in Turkey
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Sabit tartima getirilmis krozelere eklenen yaklasik 0,2' ser gramlik numuneler 600 = 20°C de kiil firininda
yakildi. Sonuglar kaydedildi. Bu drog i¢in Avrupa Farmakopesi (8.0)' ne gore toplam kiil miktart en fazla %7 olarak
belirtilmigtir [11].

1.7. Fosfomolibdik asit reaksiyonu

Orneklerden bir miktar alinarak toz edildi ve petri kutularina konuldu. Uzerlerine 0.2 ml fosfomolibdik asit
soliisyonu R. eklenerek orneklerin 1-2 dakika igerisinde Avrupa Farmakopesi (8.0)' nde belirtildigi iizere mavi renge
donmeleri ya da etraflarinda mavi kiiciik halka olusmasi beklendi. Deney sonuglari bu kriterler dikkate alinarak
degerlendirildi [11].

1.8. Renk yogunlugu tayini

Ogiitiiciide toz edilmis drneklerden 0.1’er gram hassas tartilarak volumetrik siselere konulup iizerlerine 5 ml
distile su R. eklendi. Siselerin agz1 kapatilarak 8 saat boyunca her 30 dk.’da bir ¢alkalamr. Daha sonra 16 saat
beklemeye birakilir. 1 ml distile su R ile 500 ml’ye seyreltilir. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi. 440 nm’de
Olciilen absorbans degeri Avrupa Farmakopesi'ne (8.0) gére 0,44’ten diisiik olmamalidir [11].
1.9. Uzama tayini

Avrupa Farmakopesi’'nde (8.0) Safran droguna ait monografta belirtildigi iizere her bir drnek igin stigmalar
uygun sartlarda suda bekletilerek uzama tayini deneyleri yapilmis olup sonuglar standart ornekler ile kiyaslanarak
degerlendirilmistir [11].
3. Bulgular

1.10. Morfolojik analizler

Piyasadan satin alinan safran Ornekleri iizerinde yapilan morfolojik incelemenin sonuglari Tablo 2 ve Tablo 3’ de

detayli olarak belirtilmistir. Ayrica biitiin 6rneklerin morfolojik 6zellikleri incelenmis ve mikro-fotograflart ¢ekilmistir
(Sekil 1).

Standart ornek-1 Standart érnek-2

Sekil 1. Standart olarak kullanilan Safran 6rneklerinin morfolojik goriintiileri
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Ornek-1 Ornek-6
Ornek-2 Ornek-7
Ornek-3 o Ornek-8

] (\: &5
Ornek-4 Ornek-9
Ornek-5 Ornek-10

Sekil 2. Caligmamizda incelenen ve piyasada “Safran” adi ile satilan numunelerin (Ornek 1-10) morfolojik goriintiileri
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Tablo 2. Genel morfolojik inceleme sonuglari

Ornek Safran érneklerinin morfolojik analizleri
Numarasi
Ornek genel olarak temiz ve parlak kirmizimsi goriiniimliidiir.
Ornek 1 Stigmalar aras1 renk farki yok denecek kadar azdir. Koku hafif baharatlidir.
) Omnek turuncu-sar1 ve kirmizimsi renklerde cicek parcalari igermekte olup safran standart drogu ile karsilastirildiginda
Ornek 2 renk ve goriiniis olarak farkli oldugu tespit edilmistir.
) Safran droguna ait oldugu diisiiniilen stigmalar genellikle pargalanmis, kirilgan yapili ve uzun siiredir beklemis bir
Ornek 3 goriintiisli vardir. Stigmalarin rengi standart 6rneklerdeki safranin karakteristik rengine goére daha acik kirmizi ve
mattir. Koku yogun ve baharatlidir.
) Ornek sari, turuncu ve kirmizimsi renklerde olup, safran droguna ait olmadig1 diisiiniilen ¢icek parcalarina sahiptir.
Ornek 4 Kokusu hafif baharatlidir.
) Stigmalar ¢ok ince, kirilgan yapili ve genellikle pargalanmistir. Standart Ornege gore agik kirmizi ve mat
Ornek 5 goriinimdedir. Uzun siire beklemis bir drog gdriiniimiine sahiptir. Koku hafif baharatlidir.
) Ornek genel goriiniiste kirmizims1 renkte olup yer yer turuncu renklerde cicek parcalarmi da icermektedir. Tiip
Ornek 6 seklindeki korolla ve pargalari heterojen goriiniimliidiir. Koku hafif baharatlidir.
Ornek 7 Ornek genel goriiniiste kirmizimsi renkte olup stigmalar ug kisimlarda kaliplasmustir. Koku ¢ok azdir.
) Ornek genel morfolojik incelemede drog tayini yapilabilecek &zellikleri tastmamaktadir. Stigmalar genellikle
Ornek 8 parcalanmis, ¢ogunlukla ince toz halinde ve yer yer stigma uglar1 hafif kalinlasarak kaliplagmis ve sertlesmistir. Renk
acik kirmizimsidir. Sagliksiz bir genel goriiniise sahiptir. Koku hafif baharatlidir.
) Stigmalar o6zellikle u¢ kisimlarinda yer yer birbirine yapigmis, kaliplasarak kalin bir tabaka olusturmus ve
Ornek 9 sertlesmistir. Drog genellikle mat goriiniimliidiir. Karakteristik safran kokusu alinmamustir.
) Safran 6rnegine ait oldugu diisliniilen stigmalar yer yer birbirlerine yapisik haldedir. Genel olarak stigmalarmn ug
Ornek 10 kisimlarda kahverengilesmeler ve kaliplasmalar mevcuttur. Kokusu ¢ok azdir.

Tablo 3. Orneklerin Avrupa Farmakopesi (8.0)’nde belirtilen Crocus sativus monografina ait bazi parametrelere gore

incelenmesi
Renk Tiiplerin Durumu Stigmalar1 baglayan stil
Ornek 1 Tugla kirmizisi Tiipler istten giderek genislemis, {ist kenar ince | Stil agik sar1 renkli ve 1-3
parcacikli. mm.
Ornek 2 Acik yesil, sari, Toplu halde cigekler ile korolla ve disicik | Stil sar1 renkli ve 2 mm.
Turuncu ve kirmizimst parcalar borulart ile anter tiipleri mevcuttur.
Ornek 3 Kirmizi Tiipler Gst kisma dogru sagaklanmis ve kirtlmas. Stil ¢ok ince ve koyu
renkli ve 3 mm.
Ornek 4 Turuncu, yesil, sar1 ve yer yer Tipler tstten giderek genislemis ve ikiye | Stil cok ince ve uzun (10
kirmizimsi pargalar boliinmiis, tist kenar ince pargacikli. mm kadar uzunlukta)
Ornek 5 Kirmizi Tiipler st kisma dogru sagaklanmus, kirilmis ve | Stil ¢cok ince, koyu renkli
incedir. ve 3 mm.
Ornek 6 Genel olarak kirmizimsi ancak az Tiipler istten giderek genislemis, yer yer ikiye | Stil agik sar1 renkli ve 1
miktarda sarims ¢igek parcalart ayrilmis ve iist kenar ince pargacikli. mm.
Ornek 7 Genel olarak kirmizimsi ancak Tiipler iistten giderek genislemis, iist kenar ince | Gorlilmemektedir.
yeryer sarimsi parcalar pargacikli.
Ornek 8 Agik kirmizi Tiipler iistten giderek genislemis, iist kenar ince | Goriilmemektedir.
parcacikli.
Ornek 9 Acik kirmiz1 Tiipler net olarak goriilmemistir. Yapistk bir | Goriilmemektedir.
durumda, kalin ve serttir.
Ornek 10 Tugla kirmizist Tiipler tirtikli, istten giderek genislemis ve {iist | Stil sar1 renkli ve 1 mm.
kenar ince parcacikli.
Standart 1 Tugla kirmizist Tipler iistten giderek genislemis, tist kenar ince | Stil sar1 renkli ve belirgin
parcgacikli ve agik. ve 3 mm.
Standart 2 Tugla kirmizist Tiipler istten giderek genislemis, {ist kenar ince | Stil sar1 renkli, belirgin ve

pargacikli ve agik.

3mm.
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1.11. Organoleptik ve Mikroskobik Analizler

Orneklerin organoleptik ve mikroskobik analizlerinde &rnek 1, Std 1 ve Std 2 Avrupa Farmakopesi’nde
belirtilen safrana ait 6zellikleri tasirken; 2 ve 4 numarali 6rneklerimizin yine Avrupa Farmakopesi’'nde belirtilen
“Aspir” bitkisine (C. tinctorius) ait monografta belirtilen organoleptik, makroskobik ve mikroskobik o6zellikleri
gOstermistir. Caligmada karsilastirma amacli olarak C. tinctorius tlriiniin kiiltiir 6rnegi de analizlerde kullanilmustir.
Ozellikle 2 ve 4 numarali 6rneklerimizin tamamen Aspir tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. 6 ve 7 numaralh drnekler
incelendiginde mikroskobik c¢alismalarda Safran droguna ait karakteristik elemanlarin goriilmesine karsin C.
tinctorius’a ait elemanlar da tespit edilmistir (Sekil 3, Sekil 6). Diger 6rneklerimizin (1, 3, 5, 8-10) analizlerinde ise
Safran’a ait karakteristik elemanlar gériilmiis olmakla birlikte standart 6rneklerimiz ile kiyaslandiginda organoleptik
analizlerdeki parametreleri (renk, tat, koku ve genel goriiniig) tam olarak karsilamadiklari tespit edilmistir (Tablo 2 ve
Tablo 3). Organoleptik ve mikroskobik analizlerde sadece bir numarali 6rnek standart numunelere en yakin sonuglari
vermistir. Dokuz numarali 6rnegimiz incelendiginde Safran oldugu ilk bakista anlasilamamakta olup, muhtemelen
uygun kosullarda saklanmamis olmasi yahut uzun siiredir bekletiliyor olmasindan dolayidir ki sagliksiz bir yapiya
sahiptir.

C. tinctorius (a) ve C. sativus (b) bitkilerine ait polenler
C. tinctorius’a (a.) ait tiibiiler ¢igek ve
C. sativus’a (b.) ait stigma [12]

Sekil 3. 1.Ekinulat eksinli polen (Aspir); 2. Cukur eksinli polen (Safran); 3. Safran stigmasi; 4. Tubller gicek
(Aspir)

Sekil 4. Calismamizda karsilastirma amagl kullanilan standart Aspir 6rneginin morfolojik goriintiisii
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B

Sekil 5. Safran drneklerinde tespit edilen diger karakteristik elemanlar A. Spiral odun borulari, B. Parmak seklinde
papillalar

Ug porlu ekinulat eksinli polen Boyuna wuzamis ince ¢eperli
kenarlar1 loblu epidermali korolla
tiipii pargalari

Cok belirgin papil tasiyan korolla tipii Kalsiyum oksalat kristalleri. Boyuna uzamig ince g¢eperli
pargalart a. Dryz b. Basit billur kenarlar1 loblu epidermali
kristalleri korolla tiipii pargalart

d: Druz, id: iletim demeti, bb: Basit billur

r

Kirmizimsi-kahverengi  igerikli  salgt Polenlerin  eslik  ettigi  koni Anterin filament pargalari
kanallari ile ¢evrelenen iletim demetleri seklindeki papillerle ortiilii stigma
pargalari

Sekil 6. Mikroskobik inceleme ile 2, 4 ve 6 numarali drneklerimizde tespit edilen Aspir droguna ait karakteristik
elemanlar
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1.12. Farmakope testlerinin bulgular:
1.12.1. Yabanci madde

Piyasadan satin alinan Safran drneklerinde yapilan yabanci madde inceleme sonuglari Tablo 4’de belirtilmistir. Caligma
materyallerimizden olan 2 ve 4 numarali 6rneklerin tamaminin “Aspir” bitkisine ait oldugu tespit edilmistir [11].

Tablo 4. Orneklerin yabanci madde miktarlart

Ornek numarasi Yabanci maddeler Yabanci madde (%)
Ornek 1 Safran stigmasina ait olmayan kirlilikler % 0,1
Ornek 2 Aspir bitkisinin ¢i¢ek pargalari % 100
Ornek 3 Safran stigmasina ait olmayan kirlilikler % 0,1
Ornek 4 Aspir bitkisinin ¢i¢ek pargalari % 100
Ornek 5 - -
Ornek 6 Aspir bitkisinin ¢i¢ek pargalari % 70
Ornek 7 - -
Ornek 8 Safran stigmasina ait olmayan kirlilikler %0.5
Ornek 9 - -

Ornek 10 Safran stigmasina ait olmayan kirlilikler %0,1

1.12.2. Kurutmada kayip

Avrupa Farmakopesi’ne uygun olan droglar i¢in kurutma kaybi orani maksimum %10 olmalidir. Yapilan

incelemeler sonucunda biitiin numuneler i¢in bu oran %10’ dan kii¢iik bulunmustur (Tablo 5) [11].

Tablo 5. Orneklerin kurutma kayb1 sonuglar

Ornek Nem
numarasi oranlar
(%)
Standart 1 6.2
Ornek 1 5.7
Ornek 2 5.47
Ornek 3 4.13
Ornek 4 4,79
Ormnek 5 6.3
Ornek 6 8.9
Ornek 7 5.3
Ornek 8 3.7
Ornek 9 4.3
Ornek 10 5.6

1.12.3. Biitiin kiil miktar tayini
Avrupa Farmakopesi’ne uygun olan droglar i¢in belirtilen biitiin kiil oran1 maksimum %7 dir [11].

Yapilan deney sonucu biitiin numunelerdeki biitiin kiil miktar1 Tablo 6’da belirtilmistir.
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Tablo 6. Orneklerin biitiin kiil tayini sonuglari

Ornek Numaras1 | Kiil Oranlar1 (%)
Standart 1 3.46
Ornek 1 4,52
Ornek 2 7.10
Ornek 3 23.06
Ornek 4 7.13
Ormek 5 23.55
Ornek 6 7.08
Ornek 7 8.77
Ornek 8 41.56
Ornek 9 8.55
Ornek 10 23.62

1.12.4. Fosfomolibdik asit reaksiyonu

Fosfomolibdik asit reaksiyonu sonucu, Safran droglarinda Avrupa Farmakopesi’nde belirtildigi iizere
mavi rengin olusumu beklenmektedir [11]. Mavi renk olusumu standart Orneklerimizde goriilmiis olup
piyasadan satin alinan drneklerden Safran olarak tespit edilenler arasinda yalnizca 6rnek 7’ de gozlenirken 10
numarali Ornekte maviye yakin bir halka olusumu gozlenmistir. Diger safran olarak tespit edilen
orneklerimizde mavi renk olusumu net olarak gézlenmemistir.

Standart 1 Standart 2 Ornek 7 Ornek 10

Sekil 7. Fosmolibdik asit reaksiyonu sonuglar.
1.12.5. Renk yogunlugu tayini

Orneklerden 0.1°er gram tartilarak iizerine 5 ml’lik bir balonjoje’ye 5’er ml distile su eklenerek agz1 kapatildi.
8 saat boyunca her 30 dak’da bir ¢alkandi. Daha sonra 16 saat beklemeye birakildi. 1 mL distile su ile 500 m|’ye
seyreltilerek 440 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Negatif kontrol olarak distile su kullamldi. Olgiilen absorbans degerinin
0.44’den az olmamasi beklendi [11]. Sonuglar Tablo 7’de belirtilmistir.
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Tablo 7. Renk yogunlugu tayini 6rneklerin absorbanslari.

Ornek numarasi Absorbans
Standart 1 0,442
Ornek 1 0,088
Ornek 2 0,065
Ornek 3 0,026
Ornek 4 0,070
Ornek 5 0,030
Ornek 6 0,075
Ornek 7 0,071
Ornek 8 0,017
Ornek 9 0,071
Ornek 10 0,031

Sekil 8. Distile su ile seyreltilen 6rnekler

1.12.6. Uzama tayini testi

Avrupa Farmakopesi’nde (8.0) belirtildigi iizere ortalama 20-40 mm uzunlugunda bulunan stigmalar suda 1slatilinca 35-
50 mm uzunluguna gelmesi beklenmektedir. Safran standart 6rnegi belirtilen aralikta uzama gostermis olup, Safran
olarak tanimlanan diger 6rnekler igin Farmakope’de stigma uzunlugu igin belirtilen aralikta bir sonu¢ vermemistir [11].

Sekil 9. Safran stigmasinda uzama tayini testi a. 1 saat sonra; b. 3 saat sonra, c. Standart 6rnekte goriilen
stigma uzama testi sonucu

2. Sonuclar ve tartisma

Safran (Crocus sativus L.), diinyanin en pahali baharatlarindan biridir. Uluslararas: ticaret ve ilag pazarinda,
Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO) spesifikasyonlarma, Avrupa flag Ajansi, Gida ve Ilag Idaresi ve Avrupa
Farmakopesi'ne uygun Safran kalitesinin olusturulmasi zorunludur. Safran'm tibbi 6zellikleri, hammaddelerin kalitesi
tiim tiretim seviyelerinde agik¢a kontrol edilirse ilag, gida ve kozmetik endistrilerinde kullamlabilir [13]. Safran i¢in
uluslararasi pazarlarda en fazla yapilan tagsisat “Aspir” (C. tinctorius) bitkisinin safran olarak piyasalarda satilmasidir.
Tiirkiye’deki pazarlarda da oldukg¢a yaygin olan bu durum nedeniyle Aspir pazarlarda “Yalanci Safran” adiyla anilmaya
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baslanmistir. Aspir bitkisinin toplu ¢igek durumunda kirmizi ¢igeklerinde bulunmasi safrani ¢ok iyi tanimayanlar igin
aldatic1 olabilmektedir. Cok degerli bir tarim iiriinii olmasindan dolay1 farkli yollar ile de taklit ve tagsis edilmektedir.
Omegin boyanmis hindistancevizi lifleri ve musir piiskiilleri, makasla ince seritler halinde kesilen karanfil ve gelincik
tag yapraklart bu duruma 6rnek verilebilecek bitkilerdendir. Ayrica iyi ve diisiik kalite safranlarinda karistirilarak
piyasaya siiriilmesi diger bir problem olarak ele almmalidir [14]. Caligmamizda séz konusu iki problemle de
karsilagilmistir. Farkli illerden “Safran” ad1 ile satin alinan 6rneklerin bazilarinin tamamen farkl: bir bitkiye ait oldugu,
Safran oldugu diisiiniilen 6rneklerin ise birgogunun diisiik kalitede olduklar1 tespit edilmistir. Orneklerin tamaminin
detayli anatomik ve morfolojik incelemeleri yapilmistir. Ayrica Avrupa Farmakopesi (8.0)’nde yer alan yabanci madde
miktar tayini, kurutma kaybi, biitiin kiil miktar tayini, fosfomolibdik asit reaksiyonu, renk yogunlugu tayini ve uzama
tayini gibi bazi testler de yapilmustir (Tablo 4-7, Sekil 7-9). Calismada standart Safran 6rneklerimiz ile birlikte tagsis
yapilmasi muhtemel oOrnekler ile de (Aspir, musir piskiilii gibi) morfolojik ve mikroskobik olarak kiyaslamalar
yapilmisgtir. Aspir bitkisinin de dahil oldugu Compositae (Asteraceae) familyasi toplu cicek yapisina sahiptir. Tag
yapraklarin her birisi ugta serbest olup, acildiginda ortada kalan disicik tepesinin etrafinda bir yildiz goriiniimiinii
almaktadir [15,16]. Analiz ¢aligmalar1 neticesinde tagsis yapilan Orneklerin tamaminda Aspir bitkisinin toplu ¢igek
durumunun kullamlmis oldugu gériilmiistiir. Ozellikle 2 ve 4 numarali drneklerin tamamen Aspir bitkisine ait cicek
pargalarint icerdigi tespit edilmistir (Sekil 2). Ayrica tagsisin yapildigi bitkinin kesin tespiti i¢in karsilastirma amaclh
kullandigimiz standart Aspir ¢igeginin toz drogta mikroskobik ve makroskobik incelemeleri de yapilmis
calismamizdaki Orneklerde tespit edilen goriintiiler ile eslesen karakteristik elemanlar tespit edilmis ve mikro-
fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 4, Sekil 6). Aspir, basta Iran olmak iizere diinyanin farkli yerlerinde geleneksel ve halk
kullanimina yo6nelik olarak terapdtik potansiyeli igin kullanilmaktadir. Bu bitki tiirii, kardiyovaskiiler sistem, kas-iskelet
sistemi, sindirim sistemi ve benzerleri ile ilgili tibbi durumlar iizerinde faydali etkilere sahiptir. Aspir’in ¢ok sayida
hayvan ve klinik ¢caligmasi1 yapilmis olmakla birlikte daha fazla fitokimyasal, klinik ve toksikolojik analizlere ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir [17]. Calismamizda tagsis edilen Orneklerimizde tespit edilmis olan Aspir ¢igekleri ile
giiniimiize kadar yapilmis olan bilimsel ¢aligma sonuglar: teselli edicidir. Son yillarda piyasadan satin alinan 6rneklerin
Farmakope’de yer alan drog tanimina uygun olup olmadiginin arastirilmasi hususunda yapilan ¢aligmalarda drneklerin
bir¢ogunun insan sagligini tehdit edebilecek bocek, kum, tas, toz, naylon, tahta gibi yabancit maddeleri icerebildikleri
tespit edilmistir [18, 19]. Calismamizda incelenen 6rneklerden bazilariin oldukga sagliksiz bir genel goriiniise sahip
oldugu hatta morfolojik olarak Safran oldugu ilk bakista anlagilmayan ancak yapilan analizler ile olabilirligi kanitlanan
Farmakope’de belirtilen drog tamimina kesinlikle uymayan orneklerin oldugu tespit edilmistir. Bu durumun temel
nedenleri arasinda Safran’in oldukga popiiler ve pahali bir drog olmasindan dolayr maalesef tagsise agik olmasi, uzun
stireli elde kalmasi, uygun olmayan kurutma ve saklama kosullarinda bekletilmis olmasi sayilabilir.

Tesekkiir

Bu calisma TUBITAK 2209-A Universite 6grencileri yurt ici arastirma projeleri destek programu tarafindan
desteklenmistir [1919B011703203]. Ayrica bu calisma Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik
Anabilim Dali’'nda mezuniyet projesi olarak tamamlanmustir.
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Abstract

Phaseolus vulgaris L. (bean), a member of Fabaceae (Legumes), is an important agricultural plant that is
widely used in Turkey and the world. Breeding studies are carried out to increase productivity in bean production and
the genetic diversity analyses of bean genotypes contribute to the selection of suitable parents for these studies.
Traditional methods of parent selection are impractical due to long time and labour costs. Molecular methods using
DNA-based markers are very successful in determining genetic similarities or differences and are faster and more
effective than traditional methods. RAPD (random amplified polymorphic DNA) markers are widely used to determine
intraspecies genetic diversity. In this study, thirty-seven bean (P. vulgaris) genotypes grown in Turkey and runner beans
(Phaseolus coccineus L.) were used as the outgroup. Isolated plant DNAs were amplified using the PCR (polymerase
chain reaction) method with RAPD markers. PCR band profiles were analysed using Phoretix 1D Pro software. A
dendrogram showing genetic diversity among bean genotypes was created using UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic mean) cluster analysis method with MEGA 6.0 software. It was seen that the P. coccineus
genotype branched separately from other bean genotypes in the dendrogram, and the genetic diversity data obtained by
the RAPD-PCR method could be used effectively in bean breeding studies.

Keywords: bean, genetic diversity, RAPD-PCR method, breeding studies

*
Tiirkiye’de yetistirilen farkh fasulye (Phaseolus vulgaris L.) genotiplerinin genetik ¢esitlilik analizi

Ozet

Fabaceae (Baklagiller) iiyesi olan Phaseolus vulgaris L. (fasulye), Tiirkiye ve diinyada yaygin olarak
kullanima sahip Onemli bir tarim bitkisidir. Fasulye iiretiminde verimliligi arttirmaya yonelik 1slah calismalari
yapilmakta ve fasulye genotiplerinin genetik c¢esitliligine yonelik analizler, bu caligmalar i¢in uygun ebeveynlerin
secimine katki saglamaktadir. Ebeveyn se¢iminde kullanilan geleneksel yontemler, uzun zaman ve iggilik maliyetleri
nedeniyle pratik degildir. DNA tabanli markdrlerin kullanildigi molekiiler yontemler, genetik benzerlik ve farklar
belirlemede oldukca basarilt olup geleneksel yontemlere gore daha hizli ve etkilidirler. RAPD (rastgele g¢ogaltilmisg
polimorfik DNA) markorleri, tiir igi genetik cesitliligi belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu caligmada,
Tirkiye’de yetistirilen otuz yedi adet fasulye (P. vulgaris) genotipi ve dis grup olarak ates fasulyesi (Phaseolus
coccineus L.) kullamlmustir. izole edilen bitki DNA'lari, RAPD markérleri kullamlarak PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) yontemiyle cogaltilmistir. PCR bant profilleri Phoretix 1D Pro yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
Fasulye genotipleri arasindaki genetik gesitliligi gdsteren dendrogram, MEGA 6.0 yazilimi ile UPGMA (aritmetik
ortalamali agirliksiz c¢ift grup yontemi) kiimeleme analiz yontemi kullanilarak olusturulmustur. Dendrogramda P.
coccineus genotipinin diger fasulye genotiplerinden ayri olarak dallandigi goriilmiis ve RAPD-PCR yontemiyle elde
edilen genetik ¢esitlilik verilerinin fasulye 1slah ¢aligmalarinda etkin olarak kullanilabilecegi anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: fasulye, genetik gesitlilik, RAPD-PCR yontemi, 1slah ¢alismalari
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1. Giris

Baklagillerden fasulyenin iginde yer aldigi Phaseolus sp. cinsi, diinyada 230 tiir ile temsil edilirken sadece
yirmi tanesi insan beslenmesinde kullanilmakta ve bunlarin arasinda en fazla iiretilen tiirin ise P. vulgaris oldugu
bilinmektedir[1-3]. Tarimsal amagh kiiltiirii yapilan fasulyelerin de %90’ bu tiir olusturmaktadir [4]. Ekonomik
acidan da oldukg¢a onemli olan fasulye, saglikli yasam ve beslenme i¢in gerekli olan protein, vitamin ve mineralleri
igermesi nedeniyle baklagiller arasinda 6ne ¢ikmaktadir [5-7]. Teknolojinin ilerlemesine bagh olarak yakin zamanda
yapilan genom dizileme galigmalari, fasulyenin kokeninin Orta Amerika’ya dayandigini gostermistir [8-9]. Fasulye,
muhtemelen Amerika’dan Iber yarimadasini gegerek Avrupa’ya ulasmustir [10]. Ulkemize 17. yy ’da gelmis olan
fasulye, Tiirkiye’nin her yerinde yetistirilebilecek kadar iyi adapte olmus bir tarim bitkisidir [11-12] Tiirkiye’de fasulye
tarimimin diger yemeklik baklagillerden sonra bagladigi ve yaklasik olarak iki yiiz yil boyunca kiiltiirinlin yapildig:
bilinmektedir [13].

Son yillarda kiiresel 1sinma, iklim degisikligine bagli kuraklik, dolu, don vb. kiiresel sorunlarin yaninda bitkisel
hastaliklarin yayginlasmasi, tiim tarim triinlerinde oldugu gibi fasulyede de ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir
[11]. Tiiketici gesitliligine bagl olarak dengeli ve saglikli beslenmeye yonelik artan farkli talepler de yeni ¢esitlerin
gelisgtirilmesi ihtiyacini dogurmustur [11]. Bu durum genetik kaynaklarin 6nemini ve degerini daha iyi ortaya
¢ikarmaktadir [14]. Tarim bitkileri arasindaki genetik ¢esitliligin fazla olmasi, verimi yiiksek ve hastaliklara dayanikli
cesitlerin genetik 1slahi igin cok énemlidir [13, 15]. Ozellikle uygun ebeveyn secimi asamasinin molekiiler markorlerle
desteklendigi calismalar (MAS), hem zaman hem de ekonomik olarak Onemli avantaja sahiptir [16]. Kullanilan
markorler ¢ogunlukla cesitli DNA tabanli markoérler olup, bunlar aday ebeveynler arasindaki genetik farkliligin ortaya
cikarilmasini saglamaktadir. Genetik olarak farkli karakterlere sahip ebeveynlerin belirlenmesi, say1 olarak daha fazla
farkli karakterin bir arada islahina firsat olugturmaktadir [17]. Genetik benzerlik ve farkliliklar1 ortaya g¢ikarmada
kullanilan DNA tabanli molekiiler markdrler, popiilasyon genetigi veya tiirler arasi varyasyon gibi farkli kullanim ve
amaglara gore yaygin olarak tercih edilmektedir [18]. Genetik ¢esitlilik analizlerinde yaygin olarak kullanilan RAPD-
PCR yontemi, kisa sentetik baz dizilerinin kullanildig1 ve genomda rastgele DNA fragmentlerinin ¢ogaltimini saglayan
bir tekniktir [19-22]. Az miktarda DNA’nin kullanildig1 bu yontemde genetik ¢esitlilik, farkli uzunluklarda ¢ogaltilmig
DNA pargalarinin agaroz jeldeki profil analiziyle belirlenir. Genetik ¢esitlilik bilgisi, kisa zamanda ve ekonomik bir
sekilde elde edilmektedir [23]. RAPD-PCR gibi DNA polimorfizmine dayanan teknolojiler, yiiksek verimli ve kaliteli
gesitlerin 1slahinda yaygin ve etkin olarak kullanmilmaktadir [17-18, 24-25].

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye’de yetistirilen farkli fasulye genotipleri arasindaki genetik ¢esitlilik seviyelerini
RAPD markorleri ile saptamak ve fasulye 1slah ¢alismalarinda kullanilacak bir veri olusturmaktir.

2. Materyal ve yontem
2.1 Bitki Materyali

Caligmada kullanilan 37 farkli fasulye genotipi ve P. coccineus tiiriine ait Ph. Corh genotipi Eskisehir Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir (Tablo 1). Her bir 6rnegin tarlada saglikli yaprak ornekleri
toplanip izolasyon agsamasina kadar -200C’de muhafaza edilmistir.

2.2 DNA Izolasyonu

Fasulye genotiplerine ait yaprak ornekleri, porselen havan tokmak yardimiyla sivi azotta pudra haline gelene
kadar o6giitiilmiistiir. Her bir ornekten yaklagik 20-25 mg almnarak 2 ml’lik eppendorf tiipler icinde klasik CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) yontemiyle DNA izolasyonlar1 ger¢eklestirilmistir [26]. Steril deiyonize suda
¢ozlindiiriilen DNA orneklerinin miktar ve kalite 6l¢timleri i¢in nanodrop UV-spektrofotometre (Shimadzu, Japonya)
kullanilmistir (Tablo 1).

2.3 RAPD-PCR Yontemi

RAPD-PCR analizi ile fasulye genotipleri arasindaki polimorfizmi belirlemek igin DNA dizileri British
Colombia Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan (Kanada) temin edilen farkli RAPD markér primerleri,
Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasina sentezletilerek ¢alismada kullanilmustir (Tablo 2). Toplam 12 RAPD primeri ile
tim fasulye genotiplerinde genetik ¢esitlilik analizinde kullanilacak nitelikte agik ve tekrarlanabilir bantlar elde
edilmistir.

RAPD-PCR reaksiyonu i¢in 25 pL'lik toplam hacimde: 10 ng kalip DNA, 1x Taq polimeraz tamponu, 1 U Taq
polimeraz enzimi (Solis BioDyne, Estonya), 1.5 mM MgCl,, 1 mM dNTP ve 1 uM primer final konsantrasyonlari
olacak sekilde karistm hazirlanmistir. Tiim reaksiyonlar es zamanli olarak gerceklestirilmis olup 1s1 dongiileyici
cihazinda (Thermo Thermal Arktik, ABD): Baslangi¢ denatiirasyonu 1 dongii 95 °C’de 4 dakika; 40 dongii 94 °C’de 55
saniye denatiirasyon, 30-34 °C araliginda 60 saniye primer oturma ve 72 °C’de 90 saniye uzama; 1 dongi 72 °C’de 7
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dakika final uzamasi kosullarinda gerceklestirilmigtir. Reaksiyonlar her bir primer i¢in ayni kosullarda en az iki tekrarl
olacak sekilde yapilmustir.

Tablo 1. Caligmada kullanilan fasulye genotipleri ve DNA saflik dereceleri

Purity-Saflik Purity-Saflik

Ornek Adi Ornek Ad1

(260/280 nm) (260/280 nm)
1-Akman-98 1.8 20- Emerson 1.8
2- Bulduk 1.9 21- Konya dermasonu/Batall1 2.0
3-Cihan 1.8 22- Cardinal Yozgat barbunyasi 2.0
4- Gina 1.8 23- CB-929 Cranberry 1.8
5- Giing6r 1.9 24- Ul-1140 2.0
6- Karacasehir-90 2.0 25- Balikesir barbunyasi 2.0
7- Ziilbiye 2.0 26- Yalanci1 dermason (Erzincan) 1.8
8- Novanbey-98 1.8 27- Es-855/4F2834-39 1.8
9- Sururbey 1.8 28- Erzurum Sekeri/4F-2813 2.0
10- 4F-2409 1.9 29- Aslan/Akman-98/Aslan 2.0
11- Akin 1.9 30- 17-SBarBVD-11 1.9
12- Batalli 1.9 31- 17-SBarBVD-12 2.0
13-Muzaffer 2.0 32-17-SBVD-10 19
14-Topgu 1.9 33- 17-SBVD-14 1.9
15- Karaman 2.0 34- 17-SBVD-15 2.0
16- Goyniik-98 2.0 35-17-SBVD-18 2.0
17- Istanbul 1.8 36- 17-SBVD-19 1.9
18- Aslan/Konya Dermasonu 1.8 37-17-SBVD-20 19
19- Aslan/Akman-98 1.8 38- Ph. coc (P. coccineus)- Dis Grup 1.9

Tablo 2. Kullanilan RAPD markdr primerleri, oturma 1silari, polimorfizm oranlari ve PIC degerleri.

Primer Primer Primer Toplam Polimorfik  Polimorfizm

Ad1 Dizisi (5'-3") Isis1 (°C)  Bantsayis1i  Bant Sayis1  Oram (%) PIC Degeri
P5 AACGCGCAAC 32 22 22 100 0.331
P11 GGCCGATGAT 32 23 19 83.0 0.350
P13 ACCGCCTTGT 32 30 30 100 0.274
P14 CAGCACTGAC 32 22 22 100 0.469
P16 TGGTGGCCTT 32 15 14 93.3 0.538
P17 GTAGCACTCC 32 17 16 94.1 0.510
P21 ACGGTGCCTG 34 29 28 96.5 0.307
P23 CGCCCAAGCC 32 16 16 100 0.508
P24 CGCCCTGGTC 34 12 11 91.7 0.481
OPB-17 AGGGAACGAG 33 28 28 100 0.326
OPD-01 ACCGCGAAGG 32 26 26 100 0.392
OPD-07 TTGGCACGGG 38 18 17 97.5 0.563

PCR iiriinleri, GeneRuler 100 bp plus DNA ladder (Fermentas, ABD) ile birlikte sirayla ilk 37 P. vulgaris
genotipi ve ardindan dig grup P. coccineus tiiriiniin PhCorh genotipi, etidium bromide igeren %1,3’likk agaroz jele
yuklenmistir. Agaroz jel, 90V’da 90 dakika yiiriitiilmiis ve Gel Logic 212 Pro (Carestream, ABD) jel dokiimantasyon
cihazi kullanilarak fotograflanmstir.

2.4 Biyoinformatik Analiz

Farkl1 primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis her bir fasulye genotipine ait DNA fragmentlerinin agaroz
jelde olusturdugu karakteristik bantlasma, Phoretix1DPro yazilimi (TotalLab, Ingiltere) kullanilarak, var (1) ya da yok
(0) ikili matris bilgisi olusturulmustur. Her bir primer i¢in polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degeri PIC = 2 f(1—f) formiili
(f: allel frekans1) kullanilarak hesaplanmustir[27]. Orneklere ait ikili matris bilgisi, UPGMA yéntemi kullamlarak
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Jaccard benzerlik ve mesafe matrisini elde etmede kullanilmigtir. Jaccard matrisiyle birlikte olusturulan Newick
formatindaki bilgi kullanilarak MEGA 6.0 program: yardimiyla genetik ¢esitliligi gosteren dendrogram olusturulmustur.

3. Bulgular
3.1 RAPD-PCR

Fasulye genotiplerinin kalip olarak kullanildigi ve on iki RAPD markér primerleriyle gerceklestirilen PCR
¢ogaltimi sonucunda elde edilen farklt DNA fragmentleri, agaroz jelde yiiriitiilerek fotograflanmistir. Her bir primere ait
jel goriintiileri Phoretix1DPro yaziliminda analiz edilmistir. Analizi yapilan primerlerden 6rnek olarak iki tanesi
(RAPD-P16 ve P17) Sekil 1 ve 2’de gosterilmektedir. RAPD markor primerleriyle gergeklestirilen PCR ¢ogaltimlari
sonucunda toplam 247 bant elde edilmis olup, bunlarin 240 tanesinin polimorfik oldugu gézlenmistir. Primerlerin
yiiksek polimorfizme sahip oldugu ve polimorfizm oranlarinin %83.3-%100 arasinda degistigi goriilmiistiir (Tablo 2).
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3.2 Biyoinformatik Analiz

Phoretix1DPro yazilimiyla fasulye genotiplerinin her birinde bulunan DNA bant profillerine gore ikili veri
matrisi olusturulduktan sonra, karsilagtirmali analiz i¢cin UPGMA yontemi kullamilmis ve Jaccard benzerlik-mesafe
matrisi elde edilmistir. Bu matris verilerinden Jaccard mesafe matrisi Sekil 3’de gosterilmistir.

Jaccard matrisi verisiyle birlikte olusturulan Newick formatindaki bilgi, MEGA 6.0 programi kullanilarak

genetik cesitliligi gosteren dendrograma doniistiiriilmistiir (Sekil 4).
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4. Sonuglar ve tartisma

Klasik bitki 1slahinda islemler sadece gbzlem ve se¢im ile yiiriitiildiigiinden dolay1 ¢ok uzun zaman ve emek
gerektirmektedir. Molekiiler tekniklerle desteklenen islah c¢aligmalarinda, bitkilere ait genetik yapmin ve gesitliligin
belirlenmesi sayesinde, daha hizl, giivenilir ve ekonomik melezleme yapilarak yeni ¢esitler gelistirilebilmektedir [28-
29].

Cesit gelistirilmede onemli kriterler olan yiiksek verim ve hastaliklara kars1 direng gibi 6zelliklerin bir bitkide
toplanabilmesi i¢in birbirine genetik olarak yakin bireylerin ¢aprazlanmasi istenmeyen bir durumdur [30]. Ayni gen
havuzu i¢inde yapilan melezlemeler, yeni ¢esit elde etmede kullanigsiz ve anlamsiz olmaktadir [31] Molekiiler teknikler
yardimriyla kisa siirelerde daha uzak akrabalarin belirlenmesiyle yapilan ¢aprazlamalar sonucunda, farkli karakterlerin
ve istenilen 6zelliklerin bir bitkide toplanma olasiligi da artmaktadir [6, 31].

Genellikle 10 baz uzunlugunda sentetik primerlerin kullanildigi RAPD-PCR teknigi, canli genomunda rastgele
DNA pargalarinin ¢ogaltildigi ve parmak izi gibi karakteristik bantlarin elde edildigi bir tekniktir [19, 32] Bu primerler
her iki DNA ipligine de farkli yonlerde oturarak yaklagik 0.5-5 kb arasinda degisen DNA parcalarinin ¢ogaltimini
saglar [33]. Genetik ¢esitlilik, primerlerin baglanma bolgelerinin gesitlilik durumu ve buna bagli olarak olusan farkl
uzunluktaki DNA pargalarinin analiziyle gergeklestirilir [19]. Az miktarda DNA’nin genetik ¢esitliligi belirlemede
yeterli olmasi ve diisiik maliyeti, bu teknigin dnemli avantajlaridir [23]. Deneysel bant verileri UPGMA gibi genis veri
setlerinin  hizli analizini saglayan kiimelenme temelli algoritma yontemiyle genetik c¢esitlilik verisine
donustiiriilmektedir [4, 34].

Bu caligmada, tilkemizde tarim yapilan farkli fasulye genotiplerinden RAPD-PCR teknigi kullanilarak elde
edilen bant profilleri, UPGMA ydntemiyle genetik cesitliligi gosteren bir dendrogram olusturulmasinda kullanilmigtir.
Dendrogramda, dig grup olarak ¢alismaya dahil edilen Ph. coc. (P. coccineus)’un genotipinin diger 37 P. vulgaris
genotipinden ayr1 olarak dallanma yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4). Kullanilan on iki RAPD markdriiniin PIC degerleri
0.274-0.563 arasinda bulunmustur (Tablo 2). Bu sonuglar, RAPD-PCR yo6nteminin iki ayri tiire ait fasulye genotiplerini
ayirma giiciine sahip oldugu gostermektedir. Dig grup haricinde, P. vulgaris genotipleri kendi i¢inde iki ana grupta
dallanmaktadir. Ana dallanma grubuna bagl alt gruplarda tane tipi “horoz” olan; Cihan, Ziilbiye, Noyanbey-98, Akin,
Mugzaffer ve Goyniik-98 genotiplerinin tamaminin ayni alt grupta dallanma gostermeleri dikkat ¢ekmektedir. Jaccard
genetik mesafe verileri incelendiginde birbirine genetik olarak en uzak P. vulgaris genotiplerinin 0.805 mesafeye sahip
Cardinal-Yozgat Barbunyasi ve 17SBVD20 oldugu belirlenmistir. Calisilan genotipler arasinda en yakin mesafeli
olanlarin da 0.278 ile Muzaffer ve istanbul; 0.290 genetik mesafe ile de Ziilbiye ve Novanbey98 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3). Cardinal-Yozgat Barbunyasinin tane yapisi barbunya olup bakteriyel hastaliklara orta toleransli oldugu
bilinmektedir. 17SBVD20 genotipinin de dermason tane yapisinda ve bakteriyel hastaliklara karsi orta toleransli oldugu
[35] goz Oniine alindiginda, bu iki fasulye genotipinin fenotipik karakterler bakiminda da sahip birbirinden farkli
olduklar1 anlasilmaktadir. Horoz tane yapisina sahip olduklari bilinen Ziilbiye ve Novanbey98 genotiplerinden
Ziilbiye’nin Novanbey98’e gore bakteriyel hastaliklara kars: daha hassas oldugu bilinmektedir. Dendrogramda genetik
olarak en yakin mesafeye sahip iki genotipten taze fasulye tipinde olan Istanbul’un hassas olugu, horoz tane yapisina
sahip Muzaffer ¢esidinin ise orta hassasiyete sahip oldugu rapor edilmistir [36]. Tiim genom diizeyinde karsilagtirma
yapan dominant RAPD markoérleriyle olusturulan dendrogramda, birbirine yakin dallanan iki fasulye genotipinin
bakteriyel hastaliklara hassasiyetlerinin yakin olmasina ragmen, tane yapisi bakimindan benzer olmadiklari
goriilmektedir. Dendrogramda melez hatlar olarak bulunan genotiplerin diger genotiplerden ayr1 gruplarda dallanma
yaptig1 gozlenmektedir. Ozellikle 17-SBarBVD-11, 17-SBVD-15, 17-SBVD-18 ve 17-SBVD-20 genotiplerinin
Emerson genotipi ile bir arada bulundugu grup dikkat ¢cekmektedir. 17-SBarBVD-12, 17-SBVD-10 ve 17-SBVD-14
genotiplerinin de diger fasulye genotiplerinden ayr1 dallanma grubu olugturduklart gézlenmistir. Bu gruplardaki fasulye
genotiplerinin agirliklt olarak dermason tane yapisina sahip olduklar1 goz Oniine alindiginda [35], barbunya tane
yapisina sahip 17-SBarBVD-11 ve 17-SBarBVD-12 disinda, fenotipe yansiyan tane yapisi karakterine gére RAPD
markorlerinin genetik ¢esitlilik agaci olusturmada etkili bir ayirim giiciine sahip oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’de fasulye genotiplerinin karakterizasyonu ile ilgili 1998’den 2017 yilina kadar yapilmis ¢alismalarin
% 42,4 iiniin morfolojik, % 21,2’sinin morfolojik+fenolojik, %18,2’sinin molekiiler, %15,2’sinin molekiiler+morfolojik
ve % 3’linilin de sadece fenolojik ¢aligmalar1 icerdigi rapor edilmistir [11]. 2016 yilinda Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden
belirlenen timit-var 34 ¢esit aday1 fasulye genotipi ile {i¢ ticari cesit’in ISSR teknigi ile genetik benzerlik analizi
yapilmis ve kullanilan primerlerin yiiksek polimorfizm oranma sahip oldugu bildirilmistir [11]. Erding ve ark.
tarafindan 2017 yilinda Tiirkiye nin farkli bolgelerine ait 123 fasulye genotipinde sadece antraknoza direnci tespit etme
amaciyla SCAR ve RAPD markorlerinin kullanildigi, ancak genetik ¢esitlilik analizinin yapilmadigi gérilmiisttr [37].
2020 yilinda Erzincan ilinde yaygin olarak yetistirilen 71 fasulye genotipi (41 barbunya ve 30 taze fasulye genotipi) ve
dort ticari gesit (Aleyna, Gina, Perolar ve Serra) arasindaki genetik gesitliligi aragtirmak icin iPBS (primerler arasi
baglanma bolgesi) markorleri kullanilmis ve PIC degerleri 0,19-0,42 arasinda degisen markorlerin yiiksek polimorfizme
sahip oldugu bildirilmistir. iPBS markorlerinin kullanildigi ¢alismada barbunya ve taze fasulye genotiplerinin
dendrogramda farkli kiimeler halinde dallanma gosterdigi rapor edilmistir [38]. Calismamizda kullanilan RAPD markor
primerleriyle olusturulan dendrogramdaki dermason ve barbunya genotip ayriminin, iPBS markérleriyle olusturulan
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dendrogramdaki barbunya ve taze fasulye genotipleri i¢in rapor edilen ayr1 dallanma profili gibi ayirici nitelikte oldugu
gorilmiistiir.

Bu calismada elde edilen genetik ¢esitlilik analiz verilerine dayali fasulye genotip ayirim sonuglarinin,
bilinen fenotipik 6zelliklere gore kiyaslandiginda biiyilk oranda paralellik gosterdigi, ancak tam olarak oOrtiigme
saglamadig1 goriilmiistiir. iPBS yontemiyle karsilagtirildiginda primerlerin yakin araliklarda PIC degerlerine sahip
olmalar1 dikkat ¢ekmektedir. Ayn1 kosullarin saglandig: tekrarlanabilir sonuglara sahip RAPD markér verilerinin, tim
genom diizeyinde karsilastirma yapmasina bagli olarak, markor destekli fasulye 1slahi ¢alismalarinda kullanisl oldugu
anlagilmaktadir.
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Abstract

The rapid increase in the human population causes the expansion of urbanization and the need for food to
increase day by day. As these needs lead to the formation of many agricultural activities, they change the habitats of
natural and native species. Since this habitat change causes a decrease in the feeding and breeding areas of especially
sensitive species, it may lead to the decrease or even extinction of the populations of these species. The endangered bald
ibis (Geronticus eremita), bird species living in Birecik district, is one of the sensitive species and has been taken under
protection in recent years. The endangered bald ibis (Geronticus eremita) bird species living in Birecik district in recent
years is one of the sensitive species and has been taken under protection. The aim of this study is to perform genetic
analysis of the genetic structure of the protected individuals, which live in Birecik, based on the mtDNA COI region.
DNA was isolated from the feathers of these individuals, and the target mtDNA COI gene region was amplified by
using the total DNAs obtained. Then, the genetic structure was determined by sequence analysis, and the analyzes were
made by comparing them with the sequences in the gene bank. No variation was detected in the mtDNA COI gene
region of all studied individuals. Comparisons were made with the sequences in the gene bank, a phylogenetic tree was
drawn, and haplotypes were evaluated by comparing the results.

Key words: Bald ibis, genetic variation, Geronticus eremita, conservation, mtDNA COI

*

Birecik (Tiirkiye)’te yasayan Kelaynak popiilasyonunun genetik yapisinin mtDNA COI dizileri kullanilarak
belirlenmesi

Ozet

Insan niifusunun hizla artmas1 sehirlesmenin genislemesine ve gidaya olan ihtiyacin giin gegtikce artmasina
neden olmaktadir. Bu ihtiyaglar bir¢ok tarimsal faaliyetin olusmasina yol agtigi i¢in dogal ve yerli tiirlerin habitatlarini
degistirmektedir. Bu habitat degisimi 6zellikle hassas tiirlerin beslenme ve iireme alanlarinin azalmasina neden oldugu
icin bu tiirlere ait popiilasyonlarin azalmasina hatta yok olmasina neden olabilmektedir. Son yillarda Birecik ilgesinde
yasayan ve nesli tehlike altinda olan Kelaynak (Geronticus eremita) kus tiiri hassas tiirlerden biri olup, koruma altina
alinmistir. Bu ¢aligmanin amaci, Birecik’te yasayan ve koruma altina alinan bireylerin olusturdugu popiilasyona ait
genetik yapinin mtDNA COI bolgesine dayali genetik analizinin yapilmasidir. Bu bireylere ait tiiylerden DNA
izolasyonu yapilmis ve elde edilen total DNA’lar kullanilarak hedef mtDNA COI gen bélgesi ¢ogaltilmistir. Daha sonra
dizi analizleri yapilarak genetik yap1 belirlenmis ve gen bankasindaki sekanslar ile karsilastirilarak analizler yapilmistir.
Calisilan tim bireylerin mtDNA COI gen bolgesine ait herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir. Gen bankasindaki
dizilerle karsilagtirma yapilmus, filogenetik agag ¢izilmis ve sonuglar karsilagtirilarak haplotipler degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: kelaynak, genetik varyasyon, Geronticus eremita, koruma, mtDNA COI
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1. Giris

Biyogesitlilik; genlerden popiilasyonlara, tiirlere, islevlere ve ekosistemlere kadar diinya iizerindeki tiim
yagsamin ¢esitliligi olup, glinlimiizde bir milyondan fazla tiir yok olma tehlikesi altindadir ve bu yilizden biyogesitliligin
korunmasimi en st diizeye ¢ikaran koruma politikalarma acil ihtiyag bulunmaktadir [1]. Hizla bilyiiyen insan
popiilasyonlariin beslenme, barinma ve enerji elde etme gibi birgok ihtiyaglardan dolay1, diinyadaki ekosistemler ve
igerdikleri canl tiirleri {izerinde muazzam bir baski olusturmaya devam etmektedir. Bu baskilara maruz kalan tiirlerin
sayis1 giin gectikge artmaktadir. Ozellikle hassas tiirlere ait popiilasyonlar hizli bir sekilde kiigiilmekte ve bu tiirler
biiyiik bir tehdit ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu yiizden bazi hassas tiirler i¢in acil 6nlemlerin alinmasi ve tiir eylem
planlarinin gerceklestirilmesi biiyiik nem arz etmektedir.

Gilintimiizde diinyadaki kus popiilasyonlarinin yaklasik %401, ¢ogunlukla tarim, avcilik, istilaci tiirler ve
iklim degisikligi nedeniyle tehdit altindadir [2,3] ve bu durum yeni koruma programlarinin olusturulmasi ve mevcut
korumayi iyilestirme ihtiyacini vurgulamaktadir. Bu kus tiirlerden biri olan Kelaynaklar (Northern bald ibis, Geronticus
eremita) i¢in koruma ¢aligmalar1 yapilmakta olup neslin devamliligi i¢in planlamalar gergeklestirilmektedir. G6¢men
bir kus tiirli olan Kelaynak bir zamanlar Orta Dogu ve Kuzey Afrika'ya yayilmigtir [4]. IUCN tarafindan kiiresel olarak
kritik tehlike altindaki (CR) tiirler arasinda listelenmis olmasina ragmen; 2018'de nesli tikenmekte olan (EN) tiirler
seklinde degismistir [5,6]. Dogada serbest olarak yasayanlarimin sayis1 1000'den az olup farkli hayvanat bahgelerinde ve
istasyonlarda bulunan kelaynaklar Fas kokenlidir [5,6]. Kuzey Afrika'da (Fas) Atlantik Okyanusu kiyilarinda yasayan
kuzey kelaynak popiilasyonu en biiyligidiir [7,8]. Bu tiire ait yagsam ve yayilisinin giincel durumu IUCN web sitesinde
bulunmakta olup Sekil 1°de goriilmektedir.

Sekil 1. Kelaynak diinyadaki yagsam durumu (https://www.iucnredlist.org/species/22697488/130895601)

Tiirkiye’deki kelaynak popiilasyonu, Fas’ta bulunan kelaynak kuslarindan sonraki ikinci biiyiik popiilasyon
olup sadece Sanlwurfa’nin Birecik ilgesinde yasamaktadir [6,9]. Sayilarinin azalmasi nedeniyle go¢ etmelerine izin
verilmeyen kelaynaklar iireme doneminin basinda kafeslerden dogaya salimir ve iiremelerini tabiatta dogal olarak
gerceklestirdikten sonra yeniden kafeslere alinarak uzun yillardan bir sonraki tireme donemine kadar bu kafeslerde
tutulmaktadir [9]. Ozellikle bu tiiriin soyunun tiikkenmesinin temel nedenleri cogunlukla insan kaynakli tehditler olup,
baslica asir1 avlanma ve habitat kaybinin olmasidir [10,11]. Habitatlarin yok olmas1 veya degismesi popiilasyondaki
birey sayisinin azalmasina neden olabilmektedir. Diger taraftan sayilari azalan kelaynaklar enfeksiyon hastaliklar
tarafindan da tehdit edilmektedir [12]. Dogal olarak yasamakta olan popiilasyonlarin kiigiilmesi, bireylerin ortadan
kaybolmasi gibi bazi nedenler benzersiz olan bazi genotiplerin tiikkenmesine yol agabilir [13]. Genetik bir bilgi
kayboldugu zaman onu geri getirmek neredeyse imkansizdir [13]. Bu yiizden 6ncelikle genetik kaybin durdurulmasi ve
hedef tiirlin gelecegi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmast 6nem arz etmektedir. Etkin bir sekilde koruma programlarinin
yapilmasi i¢in Oncelikle popiilasyon veya popiilasyonlarin genetik Ozelliklerine ait verilerin elde edilmesi
gerekmektedir.

Popiilasyonlarin devamliligi ve nesli tikenmekte olan tiirlerin korunmasinda genetik ¢esitlilik veya
polimorfizm 6nemli katkida bulunmaktadir [14]. Birgok tiirlin diisiik genetik ¢esitlilik seviyeleri, ireme basarisinin
azalmasiyla, bulagici hastaliklara karsi artan duyarlilik ve g¢evresel zorluklara uyum saglama zorlugu ile
iligkilendirilmistir [15,16]. Bu nedenle koruma calismalarinda popiilasyonun devamlilifinin saglanmasi i¢in genetik
¢esitlilik seviyesinin maksimum olmasi hedeflenmektedir. Genetik ¢esitliligin, artan tehditler altinda tiir ¢esitliliginden
daha hizli azaldig1 tahmin edilmekte ancak mekansal dagilimi kiiresel 6lgekte yeterince belgelenmemis durumdadir
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[17]. Genetik ¢esitlilik, tiirlerin veya popiilasyonlarin, degisen c¢evre sartlarina uyum saglama yetenegini dogrudan
yansitir [18,19]. Bir tiiriin hem korunmasi hem de yonetimi i¢in popiilasyona ait genetik analizlerin yapilmasi oldukca
etkili bir aragtir [20,21]. Bu aragtirmalar i¢cin DNA’ya dayali bir¢ok genetik marker bulunmakta olup, giiniimiizde
sekans tekniklerindeki gelismeler mtDNA c¢aligmalarini 6n plana getirmis durumdadir [22]. Yaygin olarak kullanilan
mtDNA, 6nemli bir molekiiler marker olup ¢ogu organizmanin genetik 6zelliklerini bulmak amactyla kullanilmaktadir
[23].

Bu caligmada, nesli tilkenmekte olan Geronticus eremita tiirliniin Birecik’te yasayan popiilasyonunun mtDNA
COI bolgesi dizi analizleri yapilarak genetik ¢esitliligi belirlenmis ve gen bankasindaki sekanslar ile karsilastirilarak
analizler yapilmistir.

2. Materyal ve yontem

Bu ¢alisma, Tiirkiye Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii'niin (Onay No: 198150/2015) izni ve
destegi ile gerceklestirilmistir. Sanlmrfa ili Birecik ilgesindeki (37.01.29 N:37.58.38 D) Kelaynak yetistirme
istasyonunda koruma altinda yetistirilen kelaynaklardan (Sekil 2) rastgele segilen 11 tanesinin kanat veya
kuyruklarindan alinan tily 6rneklerinden DNA izolasyonu Potasyum Asetat kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 2. Birecik’te Kelaynak yetistirme istasyonunda yar1 serbest olarak yetistirilen kelaynaklar

izole edilen DNA’lar mtDNA COI gen bélgesinin amplifikasyonu igin kullanilmistir. Kullanilan primer,
Folmer [24] c¢alismasindan alinmistir ve dizileri soyledir; LCO1490 (5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG
G-3"), HCO2198 (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3"). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), BIO-
RAD T100TM Termal Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Toplamda 35 dongii olacak sekilde ¢alistirilmistir.
[k denatiirasyon 95°C'de 3 dakika, denatiirasyon 95°C'de 30 saniye, baglanma 48°C'de 45 saniye ve uzama 72°C'de 45
saniye olacak sekilde ayarlanmistir. Ornekler daha sonra 72°C'de 10 dakika tutularak islem sonlandirilmistir. Bu
bolgenin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR karigtmi 13.9 pl dH2O, 1x PZR tamponu, 2.5mM MgCI2, 0.2 mM
dNTP'ler, 1 pl 0.5 mM primer (F+R), 0.1 pl Taq polimeraz ve 50 ng/ul total DNA'dan olusmustur. PZR sonrasi olusan
iiriinleri kontrol etmek igin %2 agaroz jel kullanilmistir. SYBR Green eklenmis 0.5x TBE (Tris/Borik asittEDTA
Tamponu) ile hazirlanmis agaroz jele PZR iiriinleri yiiklenmis ve 100 V'de 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Daha sonra
ultraviyole 151k altinda tirlinler gériintiilenmistir. Hedef PZR iiriinleri ticari bir firmaya gonderilmis ve 3500 XL Genetic
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Analyzer (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Ham sekans verileri FinchTV programu
kullanilarak FASTA formatina doniistiriilmiistir. Elde edilen diziler ile benzer baz dizileri BLAST programi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) yardimiyla tarannus yiiksek diizeyde benzerlik gosteren baz dizileri filogenetik analizler
icin kullanilmustir. Filogenetik analizler MEGAS programi yardimiyla yapilmistir. Analize dahil edilen baz dizileri
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde en yiiksek olasilik yontemi ve Jukes-Cantor modeli kullanilmistir.
Agag kollart (Nodlarm) giivenirliginin test edilmesinde Bootstrap testi (500 tekrarli) kullanilmstir.

3. Bulgular

Rastgele secilmis olan toplam 11 G. eremita 6rneginde ortalama 604 bg’lik mtDNA COI bolgesi dizi analizi
yapilmistir. Bu analize ait bir bireyin FinchTV programina ait kromatogram goriintiisii Sekil 3°de gosterilmistir.

ATCTACAATBTAGTCGTCACTGCCCATGCTTTCGTAATAATCTTCTTTATGGTAATACCCATCATGATTGGBCGBATTTGGTAACTBACTAGTCCCACTTATAATCGGTG
L C e G AT A C AT T CCEACa EAT A A AN CAT AL S C T TCT AL T B TEEEE T TeATTEeTALT T E 0T ABEETEATE TATAaT A6 ALOLAGOSSE 48074000
L ET 8T AT EAC EAT TS0 CaaaAACE T TOE T IATOEE B8 ABEC AT COACE TAGE T ATE T TS AL T TEACE TABEASTOTCTEATEIATE 1405500
1;;—"—';;';—"fa;tz;z;;;:g;;:t'—';;;;r;;;;a;;a;;a;aarg'—'a;a;;f;tz;;;;;gz'aa—';f:';aif—'g;t;zg'—"a;—';;f'—;ﬁ;'—';;;—"G"—"ag'—"e':f;;f;are_

Sekil 3. mtDNA COI bélgesine ait 6rnek bir dizi analizinin kromatogram goriintiisii

Bireylere ait dizilerde bir farklilik griilmemistir ve tiim bireylere ait dizilerin tamamen ayni haplotipe sahip
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen haplotipin baz dizisi OP740519 kayit numarasi ile gen bankasina yiiklenmistir.

Gen bankasinda BLAST teknigi uygulanarak Geronticus cinsine ait tiirlerin benzer sekanslar: tespit edilmis
ve bu calismada elde edilen sekanslarla karsilastirilmistir. Bu diziler arasindaki benzerlik oranlari Tablo 1’de
verilmigtir.

Tablo 1. Bu ¢alismada mtDNA COI geninde tespit edilen haplotip ile (OP740519) NCBI veri tabanindaki haplotiplerin
baz dizileri arasindaki benzerilik ve ortiisme oranlar1 oranlari

Tiir ada Erisim Numarasi Benzerlik Ortiisme Orani
Geronticus eremita KX012910.1 100 100
Geronticus eremita KX012897.1 99.67 100
Geronticus eremita LC541475.1 99.67 100
Geronticus calvus KX012829.1 98.48 97
Geronticus calvus KX012912.1 98.47 97
Platalea leucorodia GQ199608.1 89.88 99
Platalea leucorodia KT901459.1 89.72 99
Platalea leucorodia HM804927.1 89.78 98
Platalea minor L C541430.1 89.72 98
Platalea minor EF455490.1 89.72 99
Eudocimus albus DQ433629.1 89.37 99
Eudocimus albus DQ433628.1 89.37 99
Eudocimus albus DQ433627.1 89.37 99
Nipponia nippon NC 008132.1 87.60 98
Nipponia nippon AB843621.1 87.44 98
Nipponia nippon AB843620.1 87.44 98
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Gen bankasinda BLAST programu ile yapilan taramada hedef bdlgede iki farkli haplotipin bulundugu tespit
edilmistir. Sunulan ¢alismada tespit edilen baz dizisi Afrika kokenli kelaynaklarda tespit edilen KX012910 erisim
numaralt haplotiple ayni dizilime sahiptir. Diger taraftan sunulan c¢aligmadaki haplotipin KX012897 ve LC541475
erisim numarali haplotiplerdenfarkl: oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada tespit edilen baz dizisi ile diger ibis tiirlerine
ait diziler arasindaki benzerlik orani %87.44 ile %98.48 arasinda degismektedir.

72 @ Geronticus eremita-Birecik
gg | | KX012810.1 Geronticus eremita
KX012897.1 Geronticus eremita

1on 7711 LC541475.1 Geronticus eremita

KX012829.1 Geronticus calvus

T{ KX012912.1 Geronticus calvus
DQ433628.1 Eudocimus albus
| DQ433629.1 Eudocimus albus
DQ433627.1 Eudocimus albus

68

1n|:||

77| AB843621.1 Nipponia nippon
10a HA8843620.1 Nipponia nippon
| NC_008132.1 Nipponia nippon
100 | LC541430.1 Platalea minor
EF455490.1 Platalea minor
GQ799608. 7 Platalea Jjeucorodia
KT301459.1 Platalea feucorodia

49
94 | HM 804927 . 1Platalea leucorodia

-
o
=

Sekil 4. mtDNA COI sekanslarina dayali Geronticus cinsine ait En Yiiksek Olasilik yontemine gore olusturulmus agag
modeli. ®Birecik Kelaynak Popiilasyonunda tespit edilen baz dizisi

Sekil 4’te mtDNA COI bolgesine dayali En Yiiksek Olasilik yontemine gore G. eramita ve G. calvus
tiirlerinin gen bankasindan alinan dizileri ile filogenetik aga¢ olusturulmus ve bu caligmada tespit edilen haplotipin
diger kelaynak haplotipleri ile ayni dal iizerinde yerlestigi goriilmiistiir. Filogenetik agag tizerinde Geronticus eremita,
Geronticus calvus ve Eudocimus albus’a ait baz dizileri ayn1 grupta yer alirken, Nipponia nippon, Platalea minér ve
Platalea leucorodia dizileri bir grupta yer almistir. Geronticus eremita ile en yiiksek benzerlik Geronticus calvus
tirtinde gozlenmistir.

4. Sonugclar ve tartisma

Birecik’te yasayan ve rastgele segilen G. eremita 6rneklerinde ortalama 604 bg’lik mtDNA COI bolgesi ilk
kez bu ¢alismada dizi analizi yapilarak gen bankasindaki dizilerle karsilagtinlmistir. Bulgular Afrika kokenli olan G.
eremita MtDNA-COI dizilerinin Tirkiye kokenli olanlarla hem benzer hem de farkli oldugunu ortaya g¢ikarmustir.
Pegoraro [25] cyt b gen bolgesi lizerinde yaptiklart dizi analizlerinde her iki popiilasyonun farkli haplotiplere sahip
oldugu gozlemlemistir. Pegoraro [25] cyt b genindeki nokta mutasyonunun, bati ve dogu popiilasyonunda son birkag
bin yilda ayr1 ayn gelismis olup boliinme iklim sirasinda meydana gelmis insan yapimi gevresel degisiklikler sonucu
olabilecegini bildirmistir [25]. Ancak bizim ¢aligmamizda Tirkiye’deki kelaynaklarda tespit edilen haplotipin Afrika
kokenli kelaynaklarda da bulunmasi farkliligin gé¢ ve popiilasyon biiyiikliigiindeki azalma gibi popiilasyon
dinamiklerinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Sunulan ¢alismaya 11 adet bireye ait DNA 6rnekleri kullanilmustir.
Birecik’te yagsayan ve koruma altina alinan tiim kelaynaklarin ¢alismaya dahil edilmesi ve genoma ait daha ayrintili
calismalarin 6zellikle mtDNA d loop ve mikrosatellit markdrleri kullanilarak analizlerin yapilmasi baska farkliliklarin
belirlenmesini saglayabilir. Clinkii Birecik popiilasyonunun genetik ¢aligsmalar1 popiilasyon diizeyinde yetersiz kalmakta
ve popiilasyon devamui i¢in bu ¢alismalarin devaminin yapilmasi gerekmektedir.

Geronticus eremita ve Geronticus calvus aym cinste siniflandirildiklarindan bu iki tiriin diger kelaynak
tiirlerinden daha yiiksek diizeyde benzerlik gostermesi beklenen bir durumdur. Sunulan ¢alismanin bulgulari ile benzer
sekilde Pegoraro ve ark [26] 16S RNA ve cyt-b genlerinin baz dizilerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada bu iki tiir
arasindaki yakin akrabalig1 gostermiglerdir.
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Kili¢ ve Uysal [9] ¢alismasinda; Birecik’te yasayan, markalanan ve takip altinda olan kelaynaklarin bir
kisminin 8liim, kagma veya kaybolma nedeniyle yok oldugu ve muhtemelen Suriye ve diger Ortadogu iilkelerinde
goriilen kelaynaklarin bir kisminin Birecik’ten go¢ eden bireyler oldugu ifade edilmistir. Bunun tespit edilmesi i¢in
yiiksek diizeyde polimorfizm gosteren genetik markorler kullanilmas: gerekmektedir. Ayni sekilde baska yerde yasayip
Birecik’e goc eden bireyler de bu yontem kullanilarak tespit edilebilir. Ornegin, Boev [27] ilk kez bir kelaynak
bireyinin Bulgaristan’da tespit edildigini ortaya ¢ikarmislardir. Bu bireyin hangi popiilasyona ait oldugu yine ayni
genetik yontem uygulanarak bulunabilir ve gdo¢ yollar1 hakkinda bilgi verebilir. Kelaynak popiilasyonunun iireme
potansiyeli yiiksek oldugu i¢in bilimsel metotlarla saglanacak destekle sayilarinin kisa siirede arttirilmasi saglanabilir
[9]. Biyogesitlilik agisindan, 6zellikle genetik g¢esitlilik kayiplariin tespit edilmesi ile gelecekteki kayiplarin tespiti
miimkiin olabilir [28]. Ayrica yapilan diizenlemeler arasinda genetik 6zelliklerinin dikkate alinmasi bu bakimdan 6nem
arz etmektedir.

Tesekkiir
Tiirkiye Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigiine, Birecik Kelaynak Uretme Istasyonu
Calisanlarina ve Alican GUMUS’ e tesekkiir ederiz.
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Abstract

In this study, Thymus sibthorpii Benth. were identified, its morphology, anatomy and essential oil components
were clarified, and its ethnobotanical usage areas were determined. In our morphological analysis, the definition of the
species is given and its detailed characteristics are explained. General view of the plant, stem leaf, bract, bracteole,
flower, fruit shapes are drawn. In our anatomical analysis, the root, flowering stem and internal structure of the leaves
are explained. The schematic and anatomical shapes of the plant were photographed under the microscope. In our
analysis of essential oil components, the oil yield percentage of the species was calculated and the main components in
the essential oil were determined. In our ethnobotanical study, the ethnobotanical use of species belonging to the genus
Thymus L. used as folk medicine in the Eskisehir region and for what purposes they were used, as well as the
ethnobotanical use of species belonging to the genus Thymus in various regions of our country were determined.

As a result of our study, the stem leaves of T. sibthorpii are long (7-13mm), and the calyx length is up to 3.5
mm. The plant is gynodioic. The glandular hairs are of the Lamiaceae type. Corolla purple, lilac in color. Leaves are
lanceolate, subacute or obtuse. In the section taken from the flowering stem, the square structure of the stem was
observed. The leaves of the species show a bifacial structure. The essential oil yield of T. sibthorpii was calculated as
0.62%, and the main components of essential oil were geraniol (42.5%), timol (21.5%), geranil asetat (16.8%). In our
ethnobotanical study, it was determined that it was used especially against flu and colds.

Key words: Lamiaceae, Thymus, morphology, anatomy, ethnobotany

*

Thymus sibthorpii Benth. iizerinde morfo-anatomik, ucucu yag bilesenleri ve etnobotanik arastirmalar
Ozet

Bu ¢alismamizda tibbi ve aromatik bitkilerden olan Thymus L. cinsi tiirlerinden Thymus sibthorpii Benth. teshis
edilerek, morfolojisi, anatomisi ve ugucu yag bilesenleri aydinlatilmig, etnobotanik kullanim alanlari tespit edilmistir.
Morfolojik incelememizde, tiirlin tanimi verilmis, ayrintili karakteristik ozellikleri agiklanmistir. Bitkinin genel
goriinlisii, govde yapragi, brakte, brakteol, ¢icek, meyve sekilleri ¢izilmistir. Anatomik incelememizde, tiiriin kok,
cicekli govde, yapraklarinin igyapisi agiklanmistir. Bitkinin sematik ve anatomik sekilleri mikroskop altinda
fotograflanmugtir. Ugucu yag bilesenleri incelememizde, tiirlin yag verim ylizdesi hesaplanmig ve ugucu yagin
icerigindeki ana bilesenler tespit edilmistir. Etnobotanik ¢alismamizda, Eskisehir bolgesinde halk ilaci olarak kullanilan
Thymus cinsine ait tiirlerin etnobotanik kullanim sekilleri ve hangi amaglarla kullanildig1 ayrica tilkemizin gesitli
bolgelerinde diger bazi tiirlerin etnobotanik kullanim tespit edilmistir.

Calismamizin sonucunda T. sibthorpii gévde yapraklari uzun (7-13 mm), kaliks boyu en fazla 3,5 mm dir. Bitki
ginodioiktir. Salgi tiiyleri Lamiaceae tipindedir. Korolla mor, leylak rengindedir. Yapraklar lanseolat, subakut ya da
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obtustur. Cicekli gévdeden alinan kesitte gévdenin dortkdse yapisi gézlemlenmistir. Tiiriin yapraklar: bifasiyal yapi
gostermektedir. 7. sibthorpii’nin ugucu yag verimi %0,62 olarak hesaplanmisg, ucucu yag ana bilesenleri geraniol
(%42,5), timol (%21,5), geranil asetat (%16,8) olarak tespit edilmistir. Etnobotanik ¢alismamizda ozellikle grip ve
soguk alginligina kars1 kullanildig tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Lamiaceae, Thymus, morfoloji, anatomi, etnobotanik
1. Giris

Dort mevsimin yasandigi ve {i¢ fitocografik boélgenin kesisim noktasinda olan iilkemiz zengin bir bitki
cesitliligine sahiptir. Tiirkiye’nin bitki ortiisiinde oldukca zengin tibbi, aromatik ve siis bitki tiirleri vardir [1]. Tibbi ve
aromatik bitkilerin baginda Lamiaceae (Ballibabagiller) Martinov familyasi gelir. Lamiaceae familyasi Angiospermlerin
altinci biiyiik familyas1 olup, diinya da 245 cins ve 7.886 tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemizde kullanilan aromatik
bitki sayisinin, yerli ve kayitl 120 kadar oldugu bilinmektedir. Bu bitkilerden %40’1 Lamiaceae familyasi iginde yer
almaktadir [2]. Familyaya ait tiirler igerdigi ugucu yagdan dolayi, tip, dis hekimligi, eczacilik, kimya, gida, zirai
miicadele, kozmetik, ilag ve parfiimeri sanayinde kullanilmaktadir. Familya tiyeleri antibiyotik kaynakli kullanimi
nedeniyle analjezik ve antiseptik etkisinden dolay1 halk ilaci olarak kullanildigindan etnobotanik agidan da 6nemli bir
yere sahiptir. Ayrica familyanmin bir¢ok tiirii siis bitkisi olarak kiiltiire alinmaktadir [2, 3]. Lamiaceae familyas1 kutup
bolgeleri disinda yeryiiziiniin biitiin bolgelerine yayilmistir [4]. Baslica Akdeniz havzasinda yaygindir. Familya tiyeleri,
otsu bitki veya cali formunda, salg: tiiyleri tasir ve ugucu yag igerir [5]. Ulkemizde halk arasinda “’kekik’’ olarak
bilinen Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve Coridothymus olmak tizere bes cins bulunmaktadir. Thymus cinsi
tiirleri diinyanin degisik bolgelerine dagilmis olup ¢ok yillik ve hos kokulu, ¢calimsi bitkilerdir. Tiirkiye’de Thymus 40
tir ile temsil edilir. Bunlardan 18’i endemiktir [4, 6].

Tiirk Farmakopesi kekik bitkisini Thymus vulgaris L. ve Thymus zygis L. tiirlerinin ayr1 ayr1 veya her iki tiirin
kartsiminin, kurutulmus olan gévdelerinden ayrilmis biitiin yaprak ve ¢igekleridir seklinde vermistir [7]. Kekik yagi ise
T. vulgaris ve T. zygis ayr1 ayr1 veya her iki tiiriin karigiminin taze ¢igekli toprak iistii kisimlarindan buhar distilasyonu
ile elde edilen ugucu yagdir [7,8]. T. vulgaris bitkisinin terapdtik kullanimi antispazmodik, antioksidan, antihelmintik,
kanser 6nleyici olarak verilmistir [9].

Bu calismada halk arasinda kekik olarak bilinen ve etnobotanik kullanimi olan Thymus sibthorpii Benth.’nin
(top kekik) ayrintili olarak sistematik, morfolojik, anatomik, ugucu yag bilesenleri ve etnobotanik ozellikleri
aydinlatilmigtir.

2. Materyal ve yontem
Arastirmamizda kullanilan bitki 6rnekleri; B4: Ankara, Belpinar, Kizilcahamam Igik Dagr iist kisimlart, 1610
m, 23.07.2021 tarihinde toplanmustir. Bitkilerimiz numaralandirilarak herbiye 6rnegi halinde Anadolu Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’unda (ESSE: 15846) korunmaktadir.

T. sibthorpii Tiirkiye florasinda “top kekik’” olarak isimlendirilmektedir. Avrupa Sibirya elementidir [11].

Cigek agma zamani : Mayis-Eyliil

Yetisme ortami . Kurak bayirlar, cam ormani agikliklart
Yiikseklik : 1500 m

Genel yayilist . Balkan Yarimadasi, Tiirkiye
Tiirkiye’deki yayilist . Kuzey-Bati ve I¢ Anadolu [4, 10]
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Sekil 1. T. sibthorpii’'nin genel goriintimii Sekil 2. T. sibthorpii nin Tiirkiye’ deki yayilisi [4, 10]

2.1. Morfolojik ¢calismalar

Tiir teshis edilirken, arazi ¢aligmalari sirasinda taze bitki ornekleri {izerinde g¢alisilmis, biyometrik 6lgiimler
herbiye 6rnekleri suda yumusatilarak yapilmstir. Olgiimler, 15-20 &rnek iizerinde yapilmistir.

Tiirtin morfolojik 6zelliklerini saptamak amaciyla bitkinin genel goriiniisii ¢izilmistir. Govde yapraklari, demet
yapraklar, brakte, brakteol, hermafrodit ¢igek ve nuks sekilleri ¢izime ilave edilmistir.

Bitkinin morfolojik ¢izimleri WILD M5 A stero mikroskop resim ¢izme tiibiinden faydalanilarak
gerceklestirilmistir.

2.2. Anatomik ¢alismalar

Anatomik incelememizde, dogal ortamlarindan toplanarak %70 alkol iginde bulunan 6rnekler kullanilmustir.
Incelemelerimizde ¢igekli bitkilerin kok, govde ve yapraklart kullanilmustir. Bu organlardan; yaprak iist ve alt
kismindan yiizeysel kesitler ayrica kok, cicekli gévde ve yapraklarin orta kismindan enine kesitler elle alinmustir.
Alinan bu kesitler Sartur reaktifi ile boyanmis bir siire beklendikten sonra gliserin-jelatin ile daimilestirilip mikroskop
altinda fotograflanmigtir. Kokiin, govdenin ve yapraklarin anatomik yapilar1 NIKON E200 trinokuler dijital kamerali
mikroskop ve Kameram dijital kamera kullanilarak fotograflanmistir.

2.3. Kimyasal ¢alismalar

Ugucu yag analizi ¢alismamizda bitkininin topragindan temizlenerek ¢igekli gdvdesinden alinan 6rnekler kaba
terazide tartilmistir. Analiz igin 18 gr bitki kullamilmustir. Bitki kiigiik parcalara ayrildiktan sonra su distilasyonu
yontemi ile Clevenger apareyinde 3 saat kaynatilmis ve ugucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yagin yiizde verim
miktar1 hesaplanmuistir.

Anadolu Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmakognozi laboratuvarinda; gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GK/KS) analizi; elde edilen ugucu yaglarin GK ve GK/KS sistemi ile es zamanli olarak
gerceklestirilmistir. GK sisteminde alev iyonlastiric1 dedektorii (AID) ile tespit edilen bilesiklerin bagil yiizdeleri tespit
edilmis. GK/KS sistemi ile bilesenlerin kiitle spektrumlari alinmigstir. Analizlerin degerlendirme islemleri "Baser Ugucu
Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi" ve Wiley ve MassFinder 4 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir [11].

2.4. Etnobotanik ¢alismalar

Thymus tiirlerine ait etnobotanik arastirmada anket yontemi kullanilmistir. Calismadaki sorular Eskisehir merkez
ve ilgesi Sivrihisar’da yasayan 25-65 yas araligindaki 20 kaynak kisiye sorulmustur.

Etnobotanik ¢alisma igin sorulan sorular asagida yer almaktadir:

« Sifal1 olarak tanidig: bitkilerin adlar1 nelerdir?

* Bunlarin her biri neye iyidir?

 Kendisi hangilerini toplar? Hangilerini ailesi i¢in kullanir? Hangi ayda toplar?

* Nereden toplar? (Yeri dnemli, mevki adi, bulunulan yere mesafesi)

Morpho-anatomical, volatile compounds and ethnobotanical studies on Thymus sibthorpii Benth.
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* Bitkilerin hangi kismi1 kullanilir?

* Her biri nasil hazirlanir? (Cay gibi demler mi? Kaynatir mi1? Lapa/yaki mu1 hazirlar?)

* Kag kez igilir/uygulanir? (A¢ karnina mi1? Aksamlari mi? Ne miktarda ve siireyle?)

* Bu bilgileri kimden/kimlerden 6grenmis? Annesinden ya da anneannesinden ise onlar da aym1 koyden mi/
yoreden mi?

3. Bulgular
3.1. Morfolojik bulgular

Bitki; 5-20 cm uzunlugunda, odunsu govdeler yatik ve uca dogru yiikselicidir. Verimsiz siiriiniicii dalli, kiimeler
halinde, yarigalimsi ve ¢ok yilliktir. Cigekli govdeler; 5-9 cm uzunlugunda, Lamiaceae govde sekline uygun olarak
dortkose ya da yuvarlaga kadar degigen sekillerdedir. Cicekli govdeler 6zellikle odunsu govde iizerinde dik, siralar
halinde uzanan, basit veya dall1 bir yap1 gostermektedir. Govdede ortii ve salg tiiyleri mevcuttur. Ortii tiiyleri gdvdeyi
kaplayan, uzun veya kisa, kivrik ya da diiz, dalgali sekillidir. Salg tiiyleri Lamiaceae tipindedir. Salgi tiyleri kirmizi,
sar1 veya renksizdir. Govde yapraklar;; 7-13 X 2-3 mm uzunlugunda, tabanda seyrek, iist kisimlarda sik ve daha
biiyiiktiir. Yapraklar basit, kiigiik, lanseolat, lanseolat-eliptik, ucta sivri ila yuvarlak arasi ya da sivri degil (subakut ya
da obtus), tabanda dar. Yapraklar, yesil renkli, petiolsiiz. Bazal siliat, tiiysiiz ya da kisa tiiylii. Orta damar yan damarlara
gore daha belirgindir. Yan damarlar iki ¢ift, genellikle belirgin, nadiren belirsiz, kenarda birlesmis kalinlagmistir. Salgi
tiyleri Lamiaceae salgt tipindedir. Salgi tiiyleri her iki yiizeyde de yogun iist yiizeyin tabanina dogru seyrektir,
genellikle kirmizi yogunluktadir nadiren sar1 ya da renksizdir. Yaprak kenari revoluttur. Demet yapraklar; 2-6 x 0.5-1
mm uzunlugunda, ¢igekli gdvde yapraklarinin alt kisminda sik, tabanda ise seyrektir. Yaprakeiklar seyrek diziliglidir.
Yaprak sekli govde yapraklar gibidir. Orta damar yan damarlara gore daha belirgindir. Yan damarlar iki ¢ift, genellikle
belirgin, nadiren belirsiz, kenarda birlesmis kalinlasmistir. Bazal siliat, tiiysiiz ya da kisa tiiylii. Petiolsiizdiir. Ortii ve
salg1 tityleri govde yapraklarindaki gibidir. Yaprak kenar1 revoluttur. Cigek durumu; ¢igekler sik kiimeler halinde, bas
veya siitun seklinde vertisillastrum durumludur. Ustteki vertisillastrumlar 2-5 cm uzunlugunda, bas veya siitun seklinde,
diktir. Altta bulunan 1-4 vertisillastrum uzunlugu 5-20 mm dir. Ciceklerin hemen hemen ¢ogu saphdir.
Vertisillastrumda bulunan ¢igek sayisi 2-20 arasindadir. Brakteler; 4-9 x1-2,5 mm uzunlugundadir. Genellikle lanseolat
veya eliptik lanseolat, sekillidir. Lamina tepesi obtustur. Bazal siliat, tilysiiz ya da kisa tiiyliidiir. Ortii ve salgi tiiyleri
govde ve demek yapraklar gibidir. Bazi braktelerin tabana yakin kisminda uzun, diiz ya da kivrik ortii tiiyleri bulunur.
Salg tliyleri genellikle kirmizi nadiren sar1 ya da renksizdir. Yogunlugu her iki yiizde de fazladir. Kenari revoluttur.
Brakteoller; 1-2,5 mm uzunlugundadir. Ci¢ek saplarindan daha kisadir. Mizrak, ovat, genellikle eliptik linear sekillidir.
Lamina tepesi obtustur. Bazal siliat, tiiysiiz ya da kisa tiiyliidiir. Ortii ve salg1 tiiyleri braketlere benzerdir. Braktelerin
tabana yakin kisimlarinda uzun, diiz ya da kivrik ortii tiiyleri bulunur. Kenar1 revoluttur. Bitki ginodioiktir. Hermafrodit
cicek yapisinda: Cigek sapt 1-3 mm uzunlugunda ve tiylidir. Kaliks; 2-3,5 mm uzunlugunda, yesil mor renklidir.
Tubulat kampanulat sekillidir. Damarlar belirgindir. Kaliks bilabiat olup, iist dudak 3 disli, disler 0,5-1 x 0,8-1 mm, alt
dudak 2 disli, disler 1-2 x 0,4-0,5 mm uzunlugundadir. Kaliks tiibii uzunlugu 0,8x1 mm, silindiriktir. Dis uzunlugu tiip
uzunluguna gore daha fazladir. Ust dudak geriye dogru kivrilmus, ovat triangular, u¢ kismi akut akuminat, kenarlar:
siliattir. Alt dudak subulat, kenarlar: siliattir. Dis yiizde yogun ortii tiiyleri mevcuttur. Ortii tiiyleri diiz veya kivrik,
yogun ve uzundur. Lamiaceae tipi salgi tiiyleri yogun veya seyrek damarlar arasinda bulunur. Salgi tiiyleri genellikle
sar1 ve renksizdir. Korolla; 2-4 mm uzunlugunda, tubulat kampanulat sekillidir. Lamiaceae yapisina uygun olarak
koralla bilabiattir. Dudaklar genellikle mor, leylak renklidir. Ust dudak 2 loblu, u¢ kismi retus goriiniimlii, alt dudak 3
loblu, loblar rotundat gériiniimliidiir. Koralla dis yiizeyi ortii ve salg tiiyliidiir. Ortii tiiyleri kisa veya uzun, diiz veya
kivriktir. Salg tityleri kirmizi, sar1 ya da renksizdir. Stamen; 4 tane, didinam yapidadir. Alt stamenler {ist stamenlerden
daha uzundur. Stamenler korallayr agmistir. Filamentler; 1-2 mm uzunlugunda, beyaz renkli ve tiiysiizdiir. Anterler;
0,3-0,5 mm uzunlugunda, dorsifiks yapidadir. Anterler mor renkli, polen taneleri krem renklidir. Ovaryum; 4 loblu,
loblar 0,1-0,3 mm uzunlugunda oblong sekillidir. Stilus; 3-6 mm uzunlugunda, ginobazik durumludur. Tiiysiiz, belirgin
yukariya kivrik, bifid, dallar subulattir. Stilus korolladan belirgin sekilde disaridadir. Nuks 0,5-1 x 0,4-0,8 mm
uzunlugunda, acik ya da koyu kahve renklerdedir. Genellikle orbikulat veya rotundat sekillidir. Dis yiizii diizdiir (Sekil
3).

T. sibthorpii’nin belirleyici morfolojik 6zellikleri: G6vde yapraklari uzun (7-13 mm), kaliks boyu en fazla 3,5
mm.
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Sekil 3. T. sibthorpii (ESSE 15846); a) Bitki, b) Brakteol, c) Brakte, d) Govde yapraklari, e) Demet yapraklar, f)
Hermafrodit ¢igek, g) Nuks

3.2. Anatomik bulgular
3.2.1. Kok

Kokten alinan enine kesitlerde asagidaki yapilar gozlenmistir.

En dista yer alan koruyucu doku periderma (eksoderma), 8-10 sirali mantar doku ve 3-6 sirali felloderma
hiicrelerinden olusmustur. En distaki mantar hiicreleri tam ya da biitiinliigii bazi kisimlarda bozulmus, pargalanmis
hiicrelerden olusmaktadir. Uzerinde ezilmis primer kortekse ait doku kalintilar1 bulunmaktadir. Peridermis (eksodermis)
'in altinda yer alan sekonder floem, 10-15 sira, diizensiz sirali, basik, dikdortgen, oval veya sekilsiz hiicrelerden
olusmustur. Kambiyum, belirsizdir. Sekonder ksilem, genis bir alan1 kaplar ve sklerankimatik bir temel doku iginde
bliyiik veya kiiciik capli trakeal elemanlardan olusmustur. Trakeal elemanlar isinsal siralidir. Sene halkalart
goriilmektedir. Oz kollari, 1-2 sirahidir. Oz bolgesi parenkimatiktir. Merkezde dar bir alan1 kaplar (Sekil 4A-B).
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Sekil 4. T. sibthorpii (ESSE 15846),; A) Kok enine kesit (sematik), B) Kok enine kesit (anatomik), eh ezilmis hiicreler, m
mantar, fe felloderma, sf sekonder floem, sh sene halkasi, sok sekonder 6z kollari, sk sekonder ksilem. ¢ oz.

3.2.2. Govde

Cigekli govdeden alinan enine kesitlerde; epidermanin iizeri ince bir kutikula tabakasiyla kaplidir. Epiderma
hiicreleri, tek sirali, yuvarlak, dértgen veya oval sekillidir. Salgi ve ortii tiiyleri mevcuttur. Salgi tiiyleri Lamiaceae
tipindedir bir sap ve 8 hiicreli bas kismindan olusmaktadir, epidermaya gomiilii durumdadir. Ortii tityleri 1-2 hiicreli,
basittir. Bir hiicreli tliyler digsi tiptedir. Lamiaceae govde tipine uygun olarak korteks elemanlari govdeye dortkose
seklini vermistir. Kollenkima hiicreleri epidermanin altinda kdselerde 2-3 sira, koseler arasinda 1-2 sira, oval, hafif
basik, yuvarlak sekilli hiicrelerden olusur. Kollenkima hiicreleri govde koselerinde yogun kiimelesmistir.
Kollenkimanin altinda 2-5 sira parankima dokusu yer alir. Hiicreler yer yer ezilmis ya da pargalanmugtir. Endoderma
hiicreleri, bol sitoplazmali biiyiik, diizgiin geperli, oval ya da dikdortgen sekillidir ve bir halka seklinde tek sirali
goziikmektedir. Periskl, belirsizdir Kambiyum, belirsizdir. Floem hiicreleri, basik sekilli, 3-5 siradan olugsmustur. Gévde
de dar bir halka seklinde goziikkmektedir. Ksilem hiicreleri govde de genis bir alan1 kaplamaktadir. Trakeler oval veya
yuvarlak sekilli, trakeidler ise ¢okgen sekillidir. Ksilem, 6zii silindir seklinde cevrelemistir. Oz kollar1 tek sira
halindedir. Oz bodlgesi merkezde bosluk olup etrafinda kiiciik cokgen veya yuvarlak sekilli parankimatik hiicreler
bulunmaktadir (Sekil 5).
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Sekil 5. T. sibthorpii (ESSE 15846); A) Gévde enine kesit (sematik), B) Govde enine kesit (anatomik), ét ortii tiiyii,
e epiderma, ko kollenkima, p parankima, en endoderma, f floem, k kutikula, ks ksilem, 6k 6zkolu, é 6z
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3.2.3. Yaprak

Orta damar enine kesitlerle ve yaprak iist ve alt yiizeysel kesitlerde asagidaki yapilar gdzlenmistir.

Koruyucu doku epiderma hiicrelerinin yiizeyi ince bir kutikula tabakasiyla kaplidir. Epiderma hiicreleri yapragin
alt ve iist ylizeyinde, tek sirali, oval ya da dikdoértgen sekillidir. Hiicreler sik dizilimlidir. Yiizeysel kesitte belirgin
sekilde fark edilen, iist epiderma hiicreleri geperleri hafif dalgali iken, alt epiderma hiicrelerinde geperler belirgin
dalgal, ondulalidir. Ust epiderma hiicreleri alt epidermaya gore daha biiyiik goriiniimliidiir. Yapragin her iki yiizeyinde
de ortii ve salg tiiyleri bulunur. Ortii tiiyleri genelikle 1, seyrek olarak 2 hiicrelidir. Tek hiicreli tiiyler dissi tiptedir.
Salg1 tiiyleri Lamiaceae tipindedir. Bas1 8 hiicreli, pulsudur. Epidermada gomiilmiis halde gozlenir. Yapragin her iki
yiizeyinde stomalar mevcuttur, bu nedenle amfistomatik yapi gozlenir. Stomalar alt yiizeyde daha yogundur. Yiizeysel
kesitte hiicreler oval sekillidir. Diasitik tipte, stoma eksenine paralel iki stoma komsu hiicresi tasir. Mezofil, palizat ve
stinger parankimasi hiicrelerinden olusur. Palizat parankimasi {ist epidermanin altinda yer alir. Hiicreler diizenli dizilir
ve hiicreler arasi bosluklar azdir. 1-2 sira halindedir ve bol kloroplast tasir. Palizat parankimasinin altinda 2-5 sira,
hiicreler arasi bosluklari fazla, daha az kloroplastli siinger parankimasi yer alir. Yaprak bifasial (dorsiventral) tiptedir.
Orta damarda ksilem ve floem hiicreleri iist kisimda dar bir alanda bulunur. Ksilem hiicreleri {ist epiderma, floem
hiicreleri ise alt epiderma yoniinde bulunur. Orta damarin biiylik ¢ogunlugu destek doku elemani sklarenkima
hiicrelerinden olugur. Orta damarin her iki yaninda ayni anatomik yapida orta damardan daha ince yan damarlar yer alir,
orta damar disa dogru belirgin bir ¢ikinti yaparken yan damarlarin ¢ikintisi daha azdir, iletim demetleri orta damara
gore daha dar captadir. Ayrica orta damar iist epidermis yoniinde parankimatik hiicreler bulundurmaktadir. Alt
epidermis yoniinde ise sklerankimadan sonra yine bir kag sirali parankimatik hiicre vardir (Sekil 6).

Sekil 6. T. sibthorpii (ESSE 15846),; A) Yapragin enine kesiti (sematik), B) Orta damar bélgesi enine kesit (anatomik),
C) Yapragmn iist yiiziiniin yiizeysel kesiti (anatomik), D) Yapragn alt yiiziiniin yiizeysel kesiti (anatomik), st stoma.
Ot ortii tiiyi, iie tist epiderma, ks ksilem, f floem, pp palizat parankimasi, sp siinger parankimasi, sk sklerankima, od

orta damar, ae alt epiderma

3.3. Kimyasal bulgular

3.3.1. Thymus sibthorpii 'nin Ugucu Yag bilesenleri

T. sibthorpii’nin ¢icekli govdesinden alinan 18 gr numune, su distilasyonu yontemi ile Clevenger apereyinde 3
saat kaynatilmis ve ucucu yag elde edilmistir. Daha sonra elde edilen ugucu yagin 18 gr numunede verim miktar1 %0,62
olarak hesaplanmistir.

Calismamizda T. sibthorpii’nin ugucu yaginda 36 bilesik tespit edilmis ve yagin % 99’u aydinlatilmistir. Ugucu
yagin ana bilesikleri geraniol (%42,5), timol (%21,5), geranil asetat (%16,8) olarak tespit edilmis ve ugucu yag
bilesikleri Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. T. sibthorpii’nin u¢ucu yag bilegenleri

RRI* Bilesen ];}[lﬁzte::fﬁ;)n
1032 a-Pinen t
1035 o-Tuhujen t
1076 Kamfen 0,1
1188 o-Terpinen 0,1
1255 y-Terpinen 0,6
1280 p-Simen 2,1
1393 3-Oktanol t
1452 1-Okten-3-ol 0,3
1474 trans-Sabinen hidrat 0,2
1505 Dihidroedulan 11 * t
1528 o—Bourbonen t
1535 [-Bourbonen 0,1
1553 Linalool 0,3
1555 1-nonen-3-ol 0,1
1590 Bornil asetat 0,1
1604 Timol methil eter (=methil timol) 0,1
1611 Terpinen-4-ol t
1612 B-Karyofillen 2,5
1687 oa—Humulen 0,1
1694 Neral 0,2
1706 a-Terpineol 0,1
1719 Borneol 1,7
1726 Germakren D 0,3
1733 Neril asetat t
1741 B-Bisabolen 5,8
1742 Geranial 0,4
1765 Geranil asetat 16,8
1773 8-Kadinen 0,2
1784 (E)-a-Bisabolen 0,2
1857 Geraniol 42,5
2008 Karyofillen oksid 0,9
2144 Spathulenol 0,1
2198 Timol 215
2239 Karvakrol 1,4
2316 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5b-ol (=Karyofilladienol I) 0,1
2392 Karyofilla-2(12),6-dien-5b-ol (=karyophyllenol 1) 0,1
Total 99,0

*RRI: Bagil Alikonma Indeksi, t: eser miktarda
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3.5. Etnobotanik bulgular

Calismamizin sonucunda Thymus sp. toprak iistii kisimlarinin inflizyon ve dekoksiyon seklinde, soguk alginligi,
oksiiriik ve gribe karsi kullanildig1 ayrica sogutularak elde edilen suyun agiz igindeki yaralar i¢in gargara seklinde
uygulandigi, yaginin ise alin bolgesine ve sakaklara siiriilerek bas agrisinda ve siniizitte kullanildig tespit edilmistir.

Hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan bitkiler arasinda olan kekik, hem halk ilac1 olarak kullanilmasi hem de
birgok ilacin bilesimine girmesi nedeniyle 6nemli bir bitkidir [12].

Thymus tiirleri, ugucu yaglarinin 6zelliklerinden dolayi, antioksidan, antiseptik, antibakteriyel, antifungal, olarak
kullanilmaktadir. Gida sanayinde tat verici olarak ve antimikrobiyal ozelliklerinden dolay1r gidalarin raf dmriiniin
uzatilmasinda gida koruyucu maddesi olarak, kozmetik sanayisinde ise losyonlarda, sabun ve kremlerde koku verici
olarak kullanilir [13-16].

Aragtirmalarda, halk arasinda kekiklerin ¢icekli dal ve yapraklarinin taze ya da kurutularak demlenerek icildigi,
kaynatilarak su buharinin nefes agici olarak kullanildigi, kekik suyunun gargara ve banyoda, yagmin yara, morluk,
yanik tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Kurutulmus ve ufalanmig ¢igekli ve yaprakli dallarin yemeklerde baharat
olarak ayrica taze etin parazitlerden armdirilmasinda kullanildigi ve kekik bali olarak tiiketildigi bildirilmistir [17,18].
Tablo 2’de bazi Thymus tiirlerinin Tirkiye’deki etnobotanik kullanimi, geleneksel adlari, kullanilan kismi, kullanim
sekli ve kullanim amaci derlenerek verilmistir.

Tablo 2. Baz1 Thymus tiirlerinin Tiirkiye’deki etnobotanik kullanimi

Tiir Adx Bolge Gelenek | Kullanilan Kullanim sekli Kullanim amaci Kayna
sel adi kismi k
Thymus Usak Kekik, Herba Infiizyon Solunum yolu 6,19
zygioides var. Bodur enfeksiyonu, soguk
lycaonicus kekigi alginligi, tansiyon seker
diisiiriicti, mide
agrilarinda, sinirleri
yatistirmada
Thymus Espiye- Anzer Cigekli Infiizyon Sakinlestirici, kan 6, 20,
nummularius | Giresun cayl, dallar diizenleyici, bagirsak 21
Syn:Thymus Limon parazitlerine karsi, mide
pseudopulegio kekigi ve bogaz agrisina
ides Rize Anzer Herba Infiizyon, Soguk alginlig1, mide
cayl dekoksiyon rahatsizliklari
Thymus Soganli- Kekik, Herba - Soguk alginligi ve mide | 6, 22
sipyleus Artvin Sipil rahatsizliklarinda
subsp. kekigi
rosulans
Thymus Artvin Dag cay1, | Yaprak, Infiizyon Kalp-damar hastaliklar, | 23
praecox dag cigek kolesterol, soguk
kekigi algimlig
Thymus Dereli- Dag Toprak {istii | Inflizyon Kan sekerini diisiirmek 27
praecox Giresun kekigi, kisimlart amaciyla, hazimsizliga
subsp. Kekik, karsi, idrar yollarini
skorpilii var. Kekik acicl, viicut direncini
skorpilii arttirict
Camlidere- | Kekik Yaprak Olea europaea Oksiiriik 25
Ankara yapraklari ve
Cydonia
oblonga’nin
sararmig yapraklari
ile karigtirilarak
inflizyon hazirlanir
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Tablo 2. Devam ediyor

Thymus Pozanti- Kekik, Herba Dekoksiyon, Astim, bronsit, mide 6, 24
longicaulis Adana Dag gargara rahatsizligina, dis etleri
kekigi tahriginde ve ishale kars1
kullanilir, adet
donemindeki krampli
agrilar1 gegirip, adet
kanamalarini diizenler
Giidiil- Kekik Yaprak Kaynatilir Oksiiriikte igilerek 25
Ankara
Thymus Camlidere- | Kekik, Yaprak Dekoksiyon Soguk alginlig1 6, 25
longicaulis Ankara As kekigi
subsp.
longicaulis
var.
longicaulis
Thymus Camlidere- | Kekik Yaprak Mentha piperita ve | Nefes darligi 25
longicaulis Ankara Thymus longicaulis
subsp. subsp. longicaulis
longicaulis var. subisophyllus
var. yapraklari, Urtica
subisophyllus dioica toprak iistii
kisimlart ile birlikte
dekoksiyon
hazirlanir
Gonen- Tas Toprak iistii | Infiisyon Kadinlarin menstiirasyon | 27
Balikesir kekik kisimlart d6énemi sancilarinin
gderilmesinde, bobrek
taglarini diisiirmek
amaciyla, mide
agrilarinin
giderilmesinde
Thymus Egirdir- As kekik, | Biitiin bitki Dekoksiyon Mide sancisinin 6, 27
longicaulis Isparta Dag giderilmesinde
subsp. kekigi
chaubardii
var.
alternatus
Thymus Camlidere- | Kekik Yaprak Dekoksiyon Nefes darligi 25
leucotrichus Ankara
var.
leucotrichus
Thymus Beypazari- | Kekik Biitiin bitki Infiizyon Bronsit, ekspektoran 25
leucostomus Ayas-
ssp. Gudil-
leucostomus Ankara
Thymus Zeytinbahg | Cade, Toprak iistii | Infiizyon, Bas agrisi ve mide 6, 26
haussknechtii | e-Akargay- | Ververk, | kisimlari dekoksiyon agrilarinda
Birecik- Kekik, (kuru ve taze
Sanliurfa Firat yapraklar1)
kekigi

4. Sonuclar ve Tartisma

4.1. Morfolojik sonug ve tartisma

Inceledigimiz tiir Lamiaceae familyas1 iginde yaygin bir 6zellik olan esey bakimindan ginodioik ozellik
sergilemektedir [4]. Arastirmamizdaki morfolojik sonug¢larimiz Jalas’in [4] bulgulart ile uyumluluk gostermektedir. T.
sibthorpii’nin tizerinde daha 6nce yapilan morfolojik ve anatomik ¢alisma “Eskisehir’de Yetisen Thymus L. (Labiatae)
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Tiirleri Uzerinde Anatomik Arastirmalar” [15] incelendiginde, bitki korolla ve nuks uzunlugu dlgiimlerinden daha kisa
Olciim sonuglart elde ettigimiz saptanmistir. Kaliks renginde bizim ¢alismamizda damarlarin mor renkte, damar arasi
bosluklarin yesil renkte oldugu gézlenmistir. Koralla rengi ise bizde mor ve leylak rengindedir. Bu fakliliklar diginda

genel morfolojik sonuglarimizin uyumlu oldugu saptanmustir.

tiirle ilgili morfolojik sonuglar Tablo 3’ te 6zetlenmistir.

Tablo 3. T. sibthorpii’nin morfolojik-morfometrik 6zelliklerinin, Tiirkiye Florasi ile karsilagtiriimasi

T. sibthorpii | Bu ¢alismadaki sonuglar | Alan & Koca (2007), [15] Davis (1982),
(2022) Tiirkiye Florasi

Bitki 5-20 cm 4-20,5 12-40 cm

Govde salgt | Tiiylenme her tarafta Tiylenme her tarafi uzun ve Tiiylenme her tarafta,

ve Ortil cesitli sekillerde (uzun kisa kivrik, dalgali, diiz veya cesitli sekillerde. Salgi

tilyleri veya kisa, kivrik ya da yalnizca uzun kivrik tiiyli, tityleri sapli, sar1, kirmizi
diiz, dalgali), salg1 salg tiiyleri kirmizi, sar1 veya renkli.
tilyleri saply, sari, renksiz.
kirmizi renkli ya da
renksiz.

Yaprak 7-13 x 2-3 mm 9,2-16 X 2-3 mm 10-17 x 1,7-6 mm

boyutu

Yaprak sekli | Lanseolat, lanseolat- Oblanseolat veya eliptik-linear, | Lanseolat, Lanseolat-
eliptik. Hemen hemen sapsiz, subakut veya obtus, eliptik. Hemen hemen sivri
sivri ila yuvarlak arasi tabanda veya ortaya kadar siliat | ila yuvarlak aras1 ya da
ya da sivri degil veya tepeye kadar siliat. sivri degil. Bazal siliat,
(subakut ya da obtus). tilysiiz ya da kisa tiiylii.
Bazal siliat, tiiysiiz ya
da kisa tiiylii.

Cicek 2-5¢cm 1-8 cm 2-5cm

Durumu

Brakteol 1-2,5mm 1-2,5mm 1-2,5cm

Kaliks 2-3,5mm 2,5-3,5 mm 2,8-3,5mm

Koralla Mor, leylak Genellikle mor bazen beyaz Soluk

4.2. Anatomik sonug ve tartisma

T. sibthorpii lizerinde yaptigimiz anatomik arastirmalarin sonucunda, kollenkima hiicrelerinin karakteristik bir
yapi olarak govdelerin koselerinde kiimelenmis oldugu gézlenmistir. Endoderma hiicrelerinin belirgin bir halka seklinde
biiyiik hiicrelerden olusmus oldugu gézlendi. Kambiyum ve periskl belirsizdir. Ksilem ve floem ve elementleri gévdeyi
cevreleyen siirekli dokular halindedir. Ortii tiiyleri 1-2 hiicrelidir. Salg tiiyleri Lamiaceae tipindedir.

Tiirlin yapraklar bifasiyal yap1 gostermektedir. Enine kesitte epiderma tek sira hiicreden olusmustur. Yiizeysel
kesitlerde iist epiderma hiicreleri hafif dalgali sekilde alt epiderma hiicreleri ¢eperleri belirgin dalgali, ondiileli yap1
gosterir. Ortii ve salg tiiyleri gévdedeki gibidir. Stomalar diasitik tipte, her iki yiizde bulunup amfistomatik yapidadir,
alt ylizde daha yogun gozlenmistir. Mezofil hiicreleri 1-2 sira diizenli dizilisli palizat parankimasi ile 3-6 sira hiicreler
arasit bosluklar1 fazla siinger parankimasi hiicrelerinden olugmustur. Damarlarin yapisinda, iletim demetleri
indirgenmistir, sklerenkima dokusu fazladir.

Ulkemizde yayilis gdsteren Thymus tiirleri ile ilgili anatomik ¢alismalardan “Eskisehir‘de Yetisen Thymus L.
(Labiatae) Tiirleri Uzerinde Anatomik Arastirmalar” [15] incelendiginde, ortii tiiyii hiicrelerinin 1-8 hiicreli oldugu
bizim ¢aligmamizda ise 1-2 hiicreli oldugu gozlemlenmistir. Bir baska ¢alisma “T. zygioides Grisebach var. zygioides’in
Morfolojik, Anatomik ve Ekolojik Ozellikleri” calismasi [28] incelenmis, kok, govde ve yaprak ile ilgili gdzlemlerin
bizim sonuglarimizla genel olarak uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica T. pulvinatus ve T. cherlerioides (Lamiaceae)
tirleri ile yapilan anatomik ¢aligma [29] incelenmis, T. cherlerioides tiiriiniin gévde anatomik sekillerinde gévdenin
yuvarlagimsi, kdselerin belirgin olmadigi goézlenmistir. T. pulvinatus tiiriinde ise govde karemsi, koseler belirgindir.
Yaprak ile ilgili gozlemler sonuglarimizla genel olarak uyumludur.

4.3. Kimyasal bulgular sonug¢ ve tartisma

Bizim ¢alisgmamizda 7. sibthorpii’nin ugucu yag verimi %0,62 olarak hesaplanmis ve ugucu yag verimi
bakimindan orta seviyede oldugu tespit edilmistir.

Bitkiye giizel kokusunu timol ve karvakrol vermektedir. Bunlar kekik ugucu yaginin ana bileseni olusturur.
Karvakrol daha ¢ok Thymbra, Origanum ve Satureja tiirii kekiklerin, timol ise Thymus tiirii kekiklerin ugucu yaginda
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daha yiiksek oranlarda bulunur. Bizim calismamiz bazi degerlerdeki farkliliklarla birlikte timol degerinin yiiksek
¢ikmasiyla Thymus tiirii kekiklerin ugucu yag oranlariyla paralellik gostermektedir. Timol kristallesebilir dzellikte
oldugundan ila¢ sanayinde kullanimi1 daha yaygindir ve giiglii bir antimikrobiyaldir. Gida, eczacilik, kozmetik ve
parflimeride de kullanilmaktadir. Timol cilt tedavisindeki olumlu etkisinden dolay1 kozmetik ve parfiimeri sanayisinde
etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Karvakrol oda sicakliginda sividir, kristallestirilemediginden ilag¢ sanayinde kullanimi
sirhidir [30-32]. Avrupa ilag ajansi, kekik yaginin geleneksel kullanimina dayanarak kekik yagi miistahzarmin soguk
algmhig ile iliskili gogiis oksiiriigiiniin tedavisi igin agizdan alinacak sivilarda ve cilt, oksiiriik ve soguk algmlig:
semptomlarmin giderilmesi i¢in banyo katki maddesi olarak yetigkinlerde kullanilabilecegi, 3 yas iistii cocuklarda ise
sadece banyo katki maddesi olarak kullanilabilecegi sonucuna varmistir. Semptomlarin bir haftadan uzun silirmesi
durumunda uzman hekime bagvurulmasi gerektigi bildirilmistir. Ayrica kekik yagina alerjisi olan hastalarda kekik yag1
ilaclart kullanilmamas1 gerektigi, acik yaralari, genis cilt yaralanmalar1 veya akut cilt hastaliklari, yiiksek ates, siddetli
enfeksiyon veya dolasim ile ciddi sorunlari, yiiksek tansiyon veya kalp yetmezligi olan hastalarin, kekik yagi ilaglari ile
tam sicak banyolar yapmamasi gerektigi bildirilmistir. Kekik yagi ilaglarinin yiize uygulanmamasi gerektigini
bildirmistir [8]. “Kekik Yag Karvakrol’iin insan Sagligmna Etkileri>> calismasi incelenmis, karvakroliin kalp-damar
hastaliklarinda, istah agici, bagirsak parazitlerinde, safra yollari hastaliklarinda kullanildigi, antiinflamatuvar,
antikanserojen, analjezik, antibakteriyel, antifungal, yara iyilesmesini ve hiicre ¢ogalmasini hizlandirici etkileri oldugu,
son yillarda akciger kanseri i¢indeki orani artan adenokarsinomda, karvakroliin kanserli hiicrelerin sayisini azalttig1
ayrica gida bozulmasini engellemek i¢in, herbisit olarak, insektisit olarak da yaygin olarak kullanildig tespit edilmistir
[33]. Daha 6nce yapilan, “T. sibthorpii antioksidan aktivitesinin incelenmesi” adli ¢alismada DPPH testinde onemli
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [34]. “Thymus sibthorpii Bentham Esansiyel Yaginin Karakterizasyonu”
isimli ¢alismada T. sibthorpii cicekli govdelerinden elde edilen ugucu yagin %95.08' ini temsil eden elli bilesik
karakterize edilmis ve timol (%34,8) tek ana bilesen olarak tespit edilmistir [35].

4.4, Genel sonuclar

T. sibthorpii tizerinde yaptigimiz, morfolojik, anatomik ve ugucu yag bilesenleri ¢alismasinda, morfolojik olarak
tiirtin ayrintili tanimi yapilmus, karakteristik 6zellikleri belirlenmis ve bulgularimizi destekleyen sekiller calismamizda
yer almustir. Anatomik olarak, tiiriin kok, gévde ve yapraklarinin i¢ yapisi aydinlatilmig ve bulgularimizi destekleyen
fotograflar ¢calismamizda yer almistir. Ugucu yag bilesenleri ¢alismamizin sonucunda, tiiriin ugucu yag verim yiizdesi
bulunmus, icerigindeki temel bilesenler ortaya konulmustur. Etnobotanik ¢alismamizda Thymus cinsine ait baz tiirlerin
ve Eskisehir bolgesinden toplanan g¢alisma konumuzu olusturan 7. sibthorpii nin halk ilaci olarak etnobotanik kullanimi
tespit edilmis, ayrica cinse ait bazi tiirlerin Tirkiye’de etnobotanik kullanim sekli ve alanlar1 Tablo 2’de derleme
seklinde verilmistir.
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Abstract

Nepeta species are widely used in folk medicine as a diaphoretic, diuretic, antiseptic, astringent, anti-asthmatic,
cough suppressant, antispasmodic, antipyretic, sedative and stomachic. This study was designed to examine the
chemical composition of the essential oil of Nepeta isaurica and Nepeta sulfuriflora. It was determined that the aerial
parts of the N. isaurica plant contained 0.72% essential oil, 37 compounds were identified representing 98.86% of the
total oil analyzed via GC-MS. The major components of the essential oil obtained from these plants were trans-
pinocarveol, a-pinene, linalool, 1,8-cineole, a-terpineol, a-cadinol, spathulenol and B-pinene. It was determined that the
aerial parts of N. sulfuriflora contained 0.64% essential oil. GC-MS analysis identified 37 compounds representing
99.07% of the total oil. It has been determined that the main component of the essential oil in N. sulfuriflora is 1,8-
cineol (72.05%). As a result of the study, it was concluded that N. sulfuriflora could be used as a 1,8-cineol reservoir.

Keywords: essential oil, GC-MS, Lamiaceae, Nepeta isaurica, Nepeta sulfuriflora

*

Tiirkiye'de dogal olarak yetisen Nepeta isaurica Boiss. Heldr. apud Bentham and Nepeta sulfuriflora P.H.
Davis'in ugucu yag bilesimi

. y
Ozet

Nepeta tiirleri halk hekimliginde terletici, idrar soktiiriicii, antiseptik, biiziicii, astim 6nleyici, dksiiriik kesici,
spazm ¢oziicii, ates diistliriicli, yatistirici ve mide soktiiriicli olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alisma, Nepeta
isaurica ve Nepeta sulfuriflora bitkilerinin ugucu yagimin kimyasal bilesimini belirlemek i¢in planlanmistir. N. isaurica
bitkisinin toprak tstii kistmlarmin %0,72 oraninda ugucu yag icerdigi, GC-MS analizinde toplam yagin %98,86'sin1
temsil eden 37 bilesik tespit edilmis ve ugucu yagin ana bilesenlerinin trans-pinokarveol, a-pinen, linalool, 1,8-sineoal,
a-terpineol, a-cadinol, spathulenol ve B-pinen oldugu belirlenmistir. N. sulfuriflora'nin toprak tistii kisimlarimin %0.64
oraninda ugucu yag icerdigi belirlenmistir. GC-MS analizinde ise toplam yagin %99.07'sini temsil eden 37 bilesik
tammlanmigtir. N.sulfuriflora’da bulunan ugucu yagin ana bileseninin 1,8-sineol (%72,05) oldugu belirlenmistir.
Caligma sonucunda N. sulfuriflora'nin 1,8-sineol deposu olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

Anahtar kelimeler: ugucu yag, GC-MS, Lamiaceae, Nepeta isaurica, Nepeta sulfuriflora

1. Introduction

Plants are a source of valuable, inexpensive and easily obtainable natural products. Natural products play a
crucial role in pharmacy and agriculture to synthesize new herbal medicines. It has been proven by studies that many
families such as Myrtacea, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupessaceae, Poceace,
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Zingiberaceae and Piperaceae contain valuable essential oils with lipophilic structure and rich in many bioactive
compounds. These active compounds, on the one hand, serve as alternatives to many synthetic pharmaceutical and
agricultural drugs, on the other hand, they contribute to the discovery of new bioactive compounds extracted from
plants [1, 2].

Turkey has a rich flora and fauna due to being at the intersection of three different phytogeographic regions
and having different climate, environment and topography (Iran-Turonian, Mediterranean and Euro-Siberian) and being
a transitional region between Europe and Asia. There are about 12.000 taxa in the flora of Tiirkiye and it is known that
about 3,000 of these taxa are endemic. However, about 650 of these plant taxa are used as medicinal plants for
therapeutic purposes by the public in various regions [3].

Aromatic plants belonging to the Lamiaceae family are annual or perennial, herbaceous or shrubby plants

widely distributed in many parts of the world. Nepeta, which is one of the genera that contains the most taxa of the
Lamiaceae family, is represented by approximately 250-300 taxa in the world [4, 5]. The genus Nepeta in the Flora of
Turkey has been divided into 3 informal groups (designated as A, B and C) based on flower color and cluster
characteristics. Group A (14 species): flowers white, yellow or pinkish, nutlets entire or tuberculous at the apex; group
B (16 species): flowers lilac or dark blue, nutlets tuberculous or smooth; group C (3 species): flowers white, lilac or
purple, nutlets tuberous, spherical [6, 7].
In studies on Nepeta species used as traditional herbal medicine, it has been determined that it has various
pharmacological effects such as antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, sedative, relaxant, antihyperlipidemic,
antiasthmatic, carminative, diuretic, diaphoretic, antipyretic, anthelmintic, herbicide and insecticide. It is known that
lotions prepared from some Nepeta species are also used against snake and scorpion bites. While some of the Nepeta
species are used to flavor foods, it is known that some of them are used as herbal tea in the treatment of stomach
disorders, and some of them are used in the treatment of dental and rheumatic pains [8, 9]. In this article, we describe
the essential oil content and chemical composition, antioxidant activity and total phenolic content of N. isaurica and N.
sulfuriflora.

2. Materials and methods

Plant materials were collected in the Anamur district of Mersin, in southern Turkey. The aerial parts of N.
isaurica, which is in the endemic and least concern (LC) category, were collected between Sugdzii village and Tamtir
Plateau (39° 19' 07" N, 32° 43' 18" E and 1950 m elevation) on 16 June 2021. Aerial parts of N. isaurica, which is in
the endemic and conservation dependent (CD) category, were collected on June 16, 2021 between Sugdzii and Boguntu
Villages (36° 17' 50" N, 32° 47' 48" E and 1100 m elevation). The plant samples were identified by Dr. Omer CECEN
and voucher specimens have been deposited in the Biodiversity Application and Research Center at Karamanoglu
Mehmetbey University.

Isolation of the essential oils: The air dried aerial parts of the plants were hydro distilled for 3h using a
Clevenger type apparatus. The obtained oils were stored at +4°C until analyzed.

GC-MS analyses: The analysis of the main components of the essential oils of each samples were performed
using Thermo Scientific 1SQ Single Quadrupole Gas Chromatography- Mass Spectrometry device (Milan, Italy) fitted
with TR- FAME capillary column (5% Phenyl Polysilphenylene- siloxane, 60 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pm film
thickness). Helium (99.9%) was used as the carrier gas at a flow rate of 1 ml/min. Mass spectra were recorded at 70 eV,
the mass range was from 1.2 to 1,200 m/z. Scan Mode was used for data collection. MS transfer line, ionization source
and the injection port temperatures were 250, 230, and 220 °C, respectively [10].

3. Results

The essential oil content and components of N. isaurica and N. sulfuriflora are summarized in Table 1. The

essential oil content of N. isaurica was obtained as 0.72%, while the oil content of N. sulfuriflora was obtained as
0.64%.
The chemical composition of N. isaurica essential oil included of 40 compounds and these compounds were identified
representing 99.98% of the total composition. The major components of essential oil were determined as trans-
pinocarveol, (8.30%), a-pinene (7.73%), linalool (7.33%), 1,8-cineole (6.80%), a-terpineol (6.77%), a-cadinol (6.57%),
spathulenol (6.39%) and B-pinene (6.13%) (Table 1).

The chemical composition of N. sulfuriflora essential oil included of 37 compounds and these compounds were
identified representing 99.07% of the total composition. While the main component of the essential oil was 1,8-cineole
with 71.62%, only verbenol (2.81%) and caryophyllene oxide (2.27%) were greater than 2% and the other 33
components were less than 2% (Table 1).

1,8-Cineole is a colorless liquid natural compound and is used as a flavoring in food products and in cosmetics
due to its pleasant aroma and taste. According to data from the five major cigarette manufacturers, 1,8-Cineole is one of
the 599 contributors to cigarettes. 1,8-Cineole is used in the treatment of upper and lower respiratory tract diseases. In
addition, 1,8-Cineole is used as an insecticide and insect repellent [11-14]. Loi et al [15] reported that 1,8-Cineole has
allelopathic effects on plants.
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RT Compounds N. isaurica N. sulfuriflora
6.57 a-Pinene 7.73 1.66
8.39 | B-Pinene 6.13 1.46
8.70 | B-Phellandrene 1.18 0.85
10.04 | Limonene 471 0.20
11.03 | y-Terpinene 0.32 0.30
11.98 | 1.8-cineole 6.80 71.62
12.67 | 0-Cymene 1.02 1.42
17.22 | 1-Octen-3-ol 0.15 0.14
18.13 | Linalool oxide 1.49 -
20.33 | Linalool 7.33 0.21
23.27 | a-Campholenal 0.96 0.40
24.03 | trans-Caryophyllene 1.35 0.73
24.19 | Terpinen-4-ol 1.76 1.28
24.94 | o-Muurolene 0.49 0.30
25.17 | trans-Pinocarveol 8.30 1.03
25.91 | Camphor 0.96 -
26.26 | Verbenol 4.21 2.81
26.42 | Eremophylene 0.97 0.32
27.12 | o-Terpineol 6.77 1.66
27.48 | Borneol 1.25 0.71
28.41 | Bicycloelemene 0.46 -
28.64 | Myrtenal 2.36 0.91
28.81 | Trans-pinane - 0.31
29.50 | Myrtenol 1.56 0.47
30.62 | trans-Carveol 1.0 0.37
31.12 | Germacrene B - 0.75
31.59 | Carvone 1.45 0.35
32.49 | p-Cumic aldehyde - 0.18
33.54 | D-Verbenone 1.33 0.95
35.49 | Palustrol 1.54 0.12
37.77 | Ledene 0.20 0.89
38.48 | Ledol 4.72 -
38.73 | Veridiflorol 0.46 -
40.10 | Caryophyllene oxide 4.05 2.27
40.36 | Spathulenol 6.39 -
41.66 | B-Bourbonene 0.99 1.79
42.24 | a-Cadinol 6.57 0.64
43.60 | B-Eudesmol 0.93 0.26
42.51 | Levantenolide 0.24 -
46.11 | Junipene 0.54 0.19
46.50 | Patchoulane - 0.75
46.52 | Ethyl linoleate 0.31 0.34
49.02 | Cedrenol 0.40 -
49.37 | cis-Jasmone 0.60 0.26
52.54 | Cyperone - 0.17

Number of identified compounds 40 37
Total (%) 99.98 99.07
Essential oil content (%) 0.72 0.64

RT: Retention time
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Abstract

This study aimed to investigate the change of oil ratio and fatty acid contents during germination of industrial
hemp seeds. Qil content and fatty acid contents were determined from the samples taken at 0 (control), 24, 48, 72 and
96 hours from industrial hemp (Cannabis sativa L. cv. Vezir-55) seeds germinated under controlled conditions. The
effects of germination hours on behenic, lignoceric, linoleic, palmitic, gamma-linolenic acid ratios and polyunsaturated
fatty acid ratios were statistically significant. The lowest and highest values for these parameters were determined as
0.22-0.35%, 0.40-0.70%, 47.33-49.11%, 7.96-9.01%, 1.29-1.61% and 69.96-71.69%, respectively. Seed oil ratio,
arachidic, eicosapentaenoic, lauric, alpha-linolenic, margaric, myristic, oleic, palmitoleic, ricinoleic, stearic acid ratios
and saturated and monounsaturated fatty acids ratios were not affected by germination hours. According to the values
obtained in the study, changes in the ratio of fatty acids during germination were similar to previous studies, while the
selective use and synthesis of fatty acids by the seed differed according to the plant species.

Key words: Industrial hemp, oil ratio, fatty acid, germination, Cannabis sativa L.

*

Endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L.) tohumlarinin ¢imlenme siiresince yag ve yag asidi oranlariin
degisimleri

Ozet

Bu calisma endiistriyel kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi boyunca yag orant ve yag asidi igeriklerinin
degisimini incelemeyi amaglamistir. Kontrollii kosullarda ¢imlenen endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L. gesit Vezir-
55) tohumlarindan 0 (kontrol), 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklerden yag elde edilerek yag orani ve yag asidi
icerikleri tayin edilmistir. Behenik, lignoserik, linoleik, palmitik, gamma-linolenik asit oranlari1 ve ¢oklu doymamis yag
oranlar1 iizerine ¢gimlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Bu parametreler icin en diisiik ve
yiiksek degerler sirasiyla %0.22-0.35, %0.40-0.70, %47.33-49.11, %9.96-9.01, %1.29-1.61 ve %69.96-71.69 olarak
tespit edilmistir. Tohumdaki yag orani, arasidik, eykosapentaenoik, laurik, alfa-linolenik, margarik, miristik, oleik,
palmitoleik, risinoleik, stearik asit oranlar1 ve doymus ve tekli doymamis yag asitleri oranlari ise ¢imlenme saatlerinden
etkilenmemistir. Calismada elde edilen degerlere gore ¢imlenme sirasinda yag asitleri oranlarinda degisimler oldugu
onceki caligmalarla benzerlik gosterirken yag asitlerinin tohum tarafindan segici kullanimi ve sentezlenmesinin bitki
tiiriine gore farklilik gosterdigi sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Endiistriyel kenevir, yag orani, yag asidi, ¢imlenme, Cannabis sativa L.
1. Giris
Kenevir (Cannabis sativa L.) Rosales takimimin Cannabaceae familyasina dahil tek yillik otsu bir bitkidir.

Cesitli faydalanma yonleri bulunan kenevirin adaptasyon kabiliyeti yiiksek olup tiretimi kolay ve maliyeti disiiktiir [4].
Bu faydalanilma yonleri acisindan oncelikli tiretim lif ve psikoaktif maddelerin eldesi olarak temelde iki amag
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giitmektedir. Her iki iiretim amacinda da elde edilen tohum, yapraklar ve sap artiklar1 farkli endiistri alanlarinda
degerlendirilmektedir [1,2,3,4].

Tarihsel kayitlara gore kenevir tohumlar1 bir analjezik olarak yaralar ve cilt hastaliklarinda ve Oksiiriik,
sarilik ve kolik i¢in bir tedavi olarak kullanilmustir [5]. Tohumlarindan elde edilen yag ise boya, vernik, biyodizel ve
kozmetik {riinlerin tiretiminde kullanilmaktadir [1]. Kenevir tohumlarinin hayvan beslenmesinde de yeri vardir. Ayrica
yag1 alindiktan sonra ortaya ¢ikan kiispesi de yem rasyonlarma dahil edilebilmektedir [4]. Bununla beraber tohumlarin
dogrudan insan gidasi olarak kullanimi da mevcuttur. insan beslenmesinde ¢okga omega-3 yag asidi kaynag: gida
bulunsa da kenevir, yaginda 3:1 oraninda bulunan omega-6 (linoleik asit) ve omega-3 (linolenik asit) yag asitlerinin
dengesi ile oldukga zengindir [6]. Bu iki yag asidi i¢in bahsedilen 3:1 orani ayni zamanda insan beslenmesindeki giinliik
diyetlerde alinmasi gerekli olan orandir. Giinliik 2500 kalori i¢in bu miktarlar 9-18 g linoleik asit, 6-7 g linolenik asittir
[6]. Bu oranlar saglikli ve dengeli beslenme igin ideal sinirlar olsa da viicuttaki bazi stresler omega-3 yag asitlerinin
tilketimini artirabilmektedir [7]. EK olarak omega-3 yag asitleri metabolik hiz1 artirip yag yakimini tesvik etmektedir
[6,8].

Bitkilerde sabit yag oranlar1 ve bu yaglara ait yag asitlerinin kompozisyonu bitkinin ya da yag elde edilen
bitki kisimlarinin olgunluguna, bitkinin yetistirildigi donemdeki biyotik ve abiyotik faktorlere gore degisebilmektedir.
Diger yandan tohumlarda ise ¢imlenme sirasinda bu oranlarda degisiklik gozlenebilmektedir. Bu konuda farkli bitki
tiirlerinde daha 6nce yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir [13, 14, 15, 16]. Bu sebeple bu galisma kenevir tohumlarinin
¢imlenmesi sirasinda yag oranlarinin ve yag asidi degisikliklerinin degisimini belirlemeyi amaglamigtir.

2. Materyal ve yontem

Calismada bitki materyali olarak Cannabis sativa tiiriine ait Vezir-55 ¢esidinin tohumlar1 kullanilmistir. Bu
cesit endiistriyel kenevir olup A%>THC (tetrahydrocannabinol) oram yok veya ¢ok diisiik olarak simiflandirilmigtir.
Tohumlar ¢imlenme ortamina yerlestirilmeden 6nce muhtemel patojen kontaminasyonunu engellemek icin dnce %70
etil alkol ile 1 dakika ardindan %2.5 ticari sodyum hipoklorit ile 5 dakika muamele edilmis ve yiizey sterilizasyonu
yapilmigtir. Yiizey sterilizasyonunun ardindan kimyasal bulasikligi onlemek adina 5 kez steril saf su ile durulanmistir
[18, 19]. Bu islemlerin ardindan tohumlar 1slak filtre kagidi metodu [9] ile higbir besin maddesi takviyesi yapilmadan
¢imlenme kabinine yerlestirilmistir. Cimlenme ortami 22 °C ve %70 oransal nem ile ¢alismanin son giiniine kadar sabit
tutulmustur. Calismada ¢imlenmenin 0 (kontrol), 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde alinan 6rnekler 50 °C sicaklikta
kurutularak ¢imlenme sonlandirilmis ve bu 6rnekler yag ekstraksiyonu igin 1 mm ¢apinda 6giitiilmiistiir [10].

Yag ekstraksiyonu Buchi B811 Ekstraksiyon Cihazi yardimi ile yapilmistir. Ekstraksiyonda ¢oziicii olarak
hekzan kullanilmistir ve her bir 6rnek 4 saat isleme tabi tutulmustur. Bu islem neticesinde ekstrakttan ¢oziicii
uzaklastirilarak yag orani tayin edilmistir ve kuru madde oranina gore standart hale getirilmistir.

Yag asidi metil esterleri eldesi i¢in 100 pL yag 3 mL n-Heptan ve 400 pL 2 N Metanollii KOH ¢6zeltisine
eklenmistir. Elde edilen yag asidi metil esterleri GC-MS yardim ile analiz edilmistir. Sabit yag bilesenlerinin tayini
Thermo Scientific ISQ Single Quadrupole model gaz kromatograf cihazi ile agsagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.
TR-FAME MS modeli, %5 Fenil Polisilfenilen-siloheksan, 0.25 mm i¢ ¢ap x 60 m uzunluk, 0.25 pm film kalinligina
sahip bir kolon kullanilmigtir. Helyum (%99.9) 1 mL dk* akis hizinda tastyic1 gaz olarak kullamlmistir. Iyonizasyon
enerjisi 70 eV'ye ve kiitle araligit m/z 1.2-1200 amu'ya ayarlanmistir. Veri toplama igin Tarama Modu kullanilmustir.
MS transfer hatti, MS iyonizasyon, enjeksiyon portu ve ilk kolon sicakliklar sirasiyla 250, 220, 220 ve 120 °C olarak
belirlenmistir. Esterlestirilmis numunenin 1 pL'si otomatik numune alic1 tarafindan alinmis ve enjeksiyon portuna
yerlestirilmistir. Numuneler baslangicta kolon sicakliginda 1 dakika tutulmustur. Kolon sicakligi dakikada 10 °C artarak
175 °C'ye yiikselmistir ve numuneler burada 10 dakika tutulmustur. Kolon sicakligi dakikada 5 °C artarak 210 °C'ye
yiikselmis ve numuneler burada 5 dakika tutulmustur. Daha sonra kolon sicakligi dakikada 5 °C artarak 230 °C'ye
cikarilmig ve burada 6 dakika bekletilerek analiz sonlandirilmistir. Toplam analiz siiresi 38.5 dakikaydi. Her bir
bilesigin yapist kiitle spektrumlari kullanilarak Xcalibur program ile tanimlanmustir [11, 17].

Tesadiif parsellerinde yiiriitiilmiis olan bu c¢aligmada elde edilen degerler IBM SPSS Statistics 24 [12]
programui ile varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar Duncan ¢oklu aralik testi ile gruplandirilmistir.

3. Bulgular

Ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler incelendiginde yag oranmi yoniinden c¢imlenme saatleri arasindaki
degisiklik anlamli bir farklilik olusturmamustir. Yag oranlar1 %39.76-40.47 arasinda degismistir. Kontrol grubundan 48.
saate kadar yag oraninda artig, akabinde diisiis gézlenmistir (Tablo 1).

Arasidik asit (C20:0) yoniinden ¢imlenme saatleri arasinda farklilik 6nemli bulunmamistir. Arasidik asit
oranlart %0.99-1.19 arasinda degismistir. Cimlenmenin 72. saatine kadar arasidik asit oran1 artmis ancak 96. saatte bir
miktar diisiis gozlenmistir. Benzer durum behenik asit (C22:0) oranit igin de sdylenebilir (Sekil 1). Ancak behenik asit
oranlar1 arasindaki farklilik ¢imlenme giinlerinden istatistiksel olarak etkilenmistir. Ozellikle ¢imlenmenin 0. ve 72.
saatleri arasinda bu oran anlamli olarak birbirlerinden ayrilnuglardir (sirastyla %0.22 ve %0.35).
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Tablo 1. Cimlenme saatlerine gore kenevir tohumunun yag ve yag asidi oranlarinin degisimi

Cimlenme Saatleri

0. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat P
Yag orani 39.82+0.26 39.93+0.12 40.47+0.15 39.90+0.15 39.76+£0.22  od
Arasidik (C20:0) 0.99+0.05 1.03+0.06 1.10+0.03 1.19+0.04 1.13+0.11 od
Behenik (C22:0) 0.22+0.02 c 0.26+0.02 bc 0.28+0.01abc  0.35+0.03a  0.31+0.02ab *
Eykosapentaenoik (C20:5) 0.57+0.04 0.57+0.05 0.64+0.04 0.67+0.02 0.69+0.05 &d
Laurik (C12:0) 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.02 [z miktar ~ 6d
Lignoserik (C24:0) 0.04+0.00 b 0.04+0.00 b 0.05+0.00 ab 0.07+0.00 a 0.06+0.01a *
Linoleik (C18:2) 49.11+0.16 a  48.56+0.33ab  48.05+0.01 bc  47.33+0.16 ¢  48.38+0.3ab **
a-Linolenik (C18:3) 20.69+0.54 20.79+0.18 20.82+0.30 20.38+0.17 20.62+0.23 od
Margarik (C17:0) 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.02 0.04+£0.01  od
Miristik (C14:0) 0.03+0.00 0.03+0.00 0.04+0.00 0.04+.00 0.03£0.01  od
Oleik (C18:1) 15.44+0.42 16.22+0.34 15.82+0.05 16.58+0.35 16.24+0.07 od
Palmitik (C16:0) 9.01+0.21 a 8.65+0.03 ab 8.55+0.03 b 8.5+0.04 b 7.96+0.20c **
Palmitoleik (C16:1) 0.34+0.21 0.14+0.00 0.38+0.24 0.15+0.00 0.12+0.02  od
Risinoleik (C18:2) 0.03+0.00 0.04+0.01 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+£0.00 o6d
Stearik (C18:0) 1.93+0.17 2.00+0.13 2.38+0.29 2.63+0.23 2.33+0.24  od
y-Linolenik (C18:3) 1.29+0.09 ¢ 1.36+0.10 bc 1.53+0.06ab  1.55+0.01ab  1.61+0.03a *
Doymus 12.27+0.31 12.07+0.04 12.46+0.23 12.84+0.2 11.87+0.5 od
Tekli Doymamis 15.79+0.55 16.36+0.34 16.2+0.26 16.73+0.35 16.37£0.08  od
Coklu Doymamig 71.69+0.26a  71.32+0.33 a 71.09+0.21 a 69.96+0.3b  71.34+043a *

6d: dnemli degil, *: p<0.05, **<0.01, Major yag asitleri koyu yazi tipi ile belirtilmistir.
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Sekil 1. Cimlenme saatleri yoniinden behenik asit oraninin degisimi

72. Saat

96. Saat

Eykosapentaenoik asit (C20:5) yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi 6nemli bir farklilik olusturmamustir.
Ancak 0. ve 24. saatlerde %0.57 olan eykosapentaenoik asit orani ilerleyen saatlerde artma egilimi gostermis ve 96.
saatte %0.69 olarak en yiiksek degere ulagsmistir (Tablo 1). Laurik asit (C12:0) orami yoniinden de ¢imlenme saatleri
arasinda anlaml bir farklilik olusmamustir. Kontrol grubundan 48. saate kadar %0.01 olan laurik asit 72. saatte %0.02
olup son gozlem saati olan 96. saatte ise eser miktarda gézlenmistir. Lignoserik asit (C24:0) orani yoniinden ¢imlenme
saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olugturmustur (Tablo 1). En yiikek oran %0.07 ile 72. saatte
goriilirken en disiik orant %0.04 ile kontrol ve 24. saat paylagsmislardir. Yine 72. saate kadar goriilen artis etkisini
yitirmis ve 96. saatte lignoserik asit oraninda kiiclik bir diigiis gozlenmistir (Sekil 2). Bu diisiis yine de farkli bir
istatistiksel grup olusturmamustir.
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Sekil 2. Cimlenme saatleri yoniinden lignoserik asit oraninin degisimi

Linoleik asit (C18:2) asit oran1 yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmusgtur
(Tablo 1). En yiiksek oran %49.11 ile 0. saatte, en diisiik oran ise %47.33 ile 72. saatte gozlenmistir. Kontrol grubundan
¢imlenmenin 72. saatine kadar diisen linoleik asit orani 96. saatte tekrar artis gostermistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Cimlenme saatleri yoniinden linoleik asit oraninin degisimi

Cimlenme saatlerinin a-linolenik asit (C18:3) oran1 iizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur
(Tablo 1). En diisiikk oran %20.38 ile 72. saatte, en yiiksek oran ise %20.82 ile 48. saatte gézlenmistir. Margarik asit
(C17:0) ise ¢imlenmenin higbir saatinden etkilenmemis olup 0. saatten 96. saate kadar %0.04 olan oranin1 korumustur.
Miristik asit (C14:0) orani ise 48. ve 72. saatlerde %0.04 olup kontrol grubu dahil diger tiim saatlerde %0.03 olarak
kaydedilmistir. Bu farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 1). Benzer sekilde oleik asit (18:1) oran1 da
¢imlenme saatlerinden etkilenmemistir ve olusan farkliliklarin istatistiksel bir 6nemi gozlenmemistir. En diisiik oleik
asit oran1 %15.44 ile 0. saatte, en yiiksek ise %16.58 ile 72. saatte rapor edilmistir. Ancak bu farkliliklarin istatistiksel
olarak 6nemsiz olmasinin yaninda, oranlar sirali bir sekilde artis ve azalis gostermemislerdir. Palmitik asit (C16:0)
yoniinden ¢imlenme saatlerinin etkisi istatistiksel olarak dnemli farkliliklar olusturmustur (Tablo 1). Calismanin 0.
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saatinde %9.01 olan palmitik asit oran1 96. saate kadar dogrusal bir diisiis yasamis ve %7.96 ile en diisiik degeri
gostermistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Cimlenme saatleri yoniinden palmitik asit oraninin degisimi

Palmitoleik asit (C16:1) oram1 yoniinden ¢imlenmenin farkli saatlerinin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur. En diisiikk oran %0.12 ile 96. saatte, en yiiksek oran ise %0.38 ile 48. saatte gozlenmistir. Ancak bu
farkliliklar istatistiksel olarak onemsiz olmakla beraber ¢imlenme saatlerinin degisimi ile sirali bir sekilde artig veya
azalis gostermemistir. Risinoleik asit (C18:2) orami yoniinden de ¢imlenme saatleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark olusmamistir. Cimlenmenin 0. saati %0.03 olan bu oran devam eden tiim saatler %0.04 oraninda sabit kalmistir.
Stearik asit (C18:0) oran1 kontrol grubundan (% 1.93) 72. saate kadar artis gdstermis ve %2.63’¢ ulagsmistir. Bu oran
¢imlenme boyunca stearik asit yoniinden en yiliksek oran olup 96. saatte diisiis gozlenmistir ve %2.33 olarak
kaydedilmistir (Tablo 1). Ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Gamma-linolenik asit (C18:3)
oran1 yoniinden ise ¢gimlenme saatleri arasinda istatistiksel olarak dnemli farkliliklar olusmustur. En diigiik oran %1.29
ile 0. saatte, en yliksek oran ise %1.61 ile 96. saatte goriilmistiir. Cimlenme siiresince gamma-linolenik asit oranlari
artig gostermistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Cimlenme saatleri yoniinden gamma-linolenik asit oraninin degisimi
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Yag asitleri kompozisyonunun doymus, tekli doymamis ve ¢oklu doymamis yag asidi oranlari incelendiginde
doymus yag ve tekli doymamis yag oranlari ¢imlenme saatlerinden etkilenmemistir. Coklu doymamis yag oranlarinin
¢imlenme saatlerine gore farklilig: ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Cimlenmenin baglangicindan 72. saatine
kadar diisiis gbzlenmis ancak sadece 72. saat istatistiksel olarak ayr1 bir grupta yer almistir. G6zlem alinan son saat olan
96. saatte ise tekrar ylikselmistir.

4. Sonuglar ve tartisma

Kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi siiresince yag oram1 ve yag asidi kompozisyonundaki degisimlerin
incelendigi bu calismada yag oranlari ¢imlenme boyunca anlamli bir farklilik gostermemistir. Ancak behenik asit,
lignoserik asit, linoleik asit, palmitik asit ve gamma-linolenik asit oranlari ¢imlenme siiresince 6nemli degisiklikler
gostermigtir. Tohumlarin ¢imlenme ve gelisim stirecinde yag asitleri kompozisyonlarinin degisiminin iki agidan ¢ok
onemli oldugu anlagilmaktadir. Bunlar bitki fizyolojisinin incelenmesi ve yagdan faydalanilma amaglaridir. Cimlenme
ve fide biiyiimesi sirasinda tohumlarin yag asitlerini se¢ici kullanma egilimleri ve yag asidi sentezleri ve tiim bu siirecin
incelenmesi tohum ve bitki fizyolojisi agisindan énemli bir konudur. Diger bir konu ise tohumdan elde edilecek yagin
kullanim alan1 ve bu amaca olan uygunlugudur. Ornegin, Yaniv ve ark. [13] Sinapis alba L. ve Crambe abyssinica L.
tohum yaglariin sirasiyla %53 ve %55 olan erusik asit oranlarinin ¢imlenmenin 8. giiniinde yiiksek oranlarda
diistiigiinii belirtirken, 15. glinde ve ozellikle 1sikla uyarilan fidelerin koklerinde bu oranin %5’i gegmedigini
bildirmistir. Ek olarak koklerde linolenik asit orani fazlaca artarken palmitik asit ve stearik asit sentezlenerek bu yag
asitlerinin oranlar1 da yaklasik on kat artis gostermistir [13]. Bu ise bitki tohumlarindan elde edilen yagin kullanim
amacma yonelik bir uygulamayi beraberinde getirmektedir. Erusik asit tiiketiminin insan saglhigi acisindan
siirlandirilmast sebebi ile bu bitkilerden elde edilecek yaglar yalnizca tohumun ¢imlendirilmesi siireci ile gida olarak
tiketimine daha uygun hale getirilebilmektedir. Ancak bitkisel yaglarin gida olarak tiiketiminin yani sira endiistrinin
bir¢ok alaninda hammadde kaynagi olmasi da bir tiretim amacidir.

Cho ve ark. [14] baslica yag asitleri oleik asit, linoleik ve eikosenoik asit olan kolzada (Brassica napus L.) 60
saatlik ¢cimlenme siiresince yag asidi degisimlerini incelemistir. Oleik ve stearik asitlerde diisiis gézlenmisken linolenik,
eikosenoik ve erusik asitlerde 6nce duisiis ve ardindan kademeli artig rapor edilmistir [14]. Bunun tam tersi durum ise
¢alismamizda arasidik asit, behenik asit, laurik asit, lignoserik asit, miristik asit ve stearik asit i¢in 72. saate kadar artis
sonra diigiisle kendini gostermistir. Palmitik asit oraninin zamanla azalmasi, eykosapentaenoik asit oraninin ise zamanla
yiikselmesi durumu Wanasundara ve ark. [15]’mn keten (Linum usitatissimum L.) tohumlarinda yaptigi ¢alismanin
sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Elde edilen bulgulara goére kenevir tohumlarinin ¢imlenmesi siiresince palmitik
asit oran1 6nemli disiisler gosterirken Mostafa ve ark. [16]’a gore ise soya (Glycine max L.) tohumlarinda ¢imlenme
boyunca palmitik asit oranlar1 artmistir. Bu durum tohumlarin ¢imlenmesi sirasinda yag asidi oranlarindaki degisimin
bitki tiirlerinin yag asitlerini segici kullanimi1 ve sentezlemesindeki fizyolojik farklilig1 gdstermektedir.
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Abstract

Endometrial cancer is a type of cancer that develops in the inner lining of the uterus, called the endometrium.
After breast, lung, and colon cancer, endometrial cancer is the most prevalent malignancy of the female genital system
in industrialized nations like North America and Europe.

Phosphatase and Tensin homolog (PTEN), deleted on chromosome 10, is a tumor suppressor gene located on
chromosome 10¢23.31, which encodes a 403 amino acid protein with both lipid and protein phosphatase activities. One
of the most common genetic abnormalities identified in human malignancies are somatic mutations in the PTEN gene.
The tumor suppressor activity of the PTEN enzyme is reduced or completely lost as a result of PTEN gene mutations.

Considering this information, it is thought that PTEN gene polymorphisms may be associated with the
pathogenesis of the disease. The purpose of our study is to determine the relationship between functional PTEN
polymorphisms IVS4 (-/+) and -9 C/G and endometrial cancer.

DNAs belonging to 63 endometrial cancer patients and 63 control individuals were genotyped by PCR-RFLP
method for 2 genetic variants of PTEN IVS4 (-/+) and -9 C/G gene. The expression level of PTEN protein was
measured by the Elisa method from serum samples. Our results were evaluated with appropriate statistical methods.

As a result of our study, no statistically significant difference was found in the risk of endometrial cancer and genotype
frequencies of -9 C/G and IVS4 (-/+) variants (p> 0.05). It was detected that the serum level of PTEN lessened
significantly in patients with endometrial cancer in comparison to the control (p <0.001).

As a consequence, there was no evidence that the PTEN gene variations -9 C/G and IVS4 (-/+), whose efficacy
we examined in our investigation, increased the incidence of endometrial cancer in the Turkish population. However,
endometrial cancer patients were shown to have lower serum levels of the tumor suppressor protein PTEN.

Key words: Endometrial cancer, PTEN, polymorphism, IVS4 and -9C/G.

*

PTEN gen polimorfizmleri, protein seviyeleri ve endometrium kanseri iliskisi: Hastane bazh vaka-kontrol ¢ahsmasi

Ozet

Endometrium kanseri endometrium olarak isimlendirilen rahim i¢ zarinda ortaya g¢ikan kanser tiiriidiir.
Endometrium kanseri Kuzey Amerika ve Avrupa bolgelerde kadinlarda meme, akciger ve kolon kanserinden sonra 4.
sikliktadir ve kadin genital sisteminde en sik goriilen kanserdir.

Kromozom 10 (PTEN) {izerinde silinen fosfataz ve Tensin homologu, hem lipit hem de protein fosfataz
aktivitelerine sahip olan bir 403-amino asit proteinini kodlayan, kromozom 10923.31'de bulunan bir tiimor baskilayict
genidir. PTEN genindeki somatik mutasyonlar, insan kanserlerinde bulunan en yaygin genetik degisiklikler arasindadir.
PTEN genindeki mutasyonlar PTEN enziminin tiimor siipresdr fonksiyonunu azaltir veya ortadan kaldirir. Verilen
bilgiler esliginde Bu ¢alismada endometrium kanserinde arttigi bildirilen PTEN ekspresyonunun ve olasi azalan PTEN
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protein ekspresyon seviyesi nedeninin fonksiyonel PTEN polimorfizmleri (IVS4 (rs no: 3830675) ve -9 C/G) olup
olmadigimi ve endometrium kanseri ile PTEN gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin hastalik patogenezine etkisinin
belirlenmesi amaglanmustir.

63 endometrium kanser hastasi ve 63 kontrol bireye ait DNA’lar PTEN IVS4 (—/+) ve -9 C/G, genine ait 2
genetik varyant i¢gin PCR-RFLP yontemi ile genotiplendirildi. PTEN protein seviyesi serum orneklerinden Eliza
yontemi ile belirlendi. Sonuglarimiz uygun istatistik yontemler ile degerlendirildi.

Calismamiz sonucunda —9 C/G ve IVS4(—/+) varyantlarina ait genotip frekanslari ile endometrium kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilememistir (p>0.05). PTEN serum seviyeleri kontrole gore
endometrium kanserli hastalarda anlamli oranda diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Sonug olarak arastirmamizda etkinligini arastirdigimiz PTEN genine ait -9 C/G ve 1VS4(—/+) varyantlarin,
Tiirk toplumunda endometrium kanser riski ile iliskili bulunmadi. Ancak bir tiimor siipresor olan PTEN proteinin serum
seviyelerinin endometrium kanserli hastalarda azaldigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Endometrium kanseri, PTEN, polimorfizm, IVS4(—/+), -9 C/G.
1. Introduction

The endometrium is a structure that covers the uterus and the inner layer of the uterus, is prepared for a possible
pregnancy every month by shedding a layer in each menstrual period, and in case of pregnhancy, the baby clings.
Cancers originating from here are also called endometrial cancer. Worldwide, approximately 142,000 women show
endometrial cancer each year, and roughly 42,000 die from this cancer. It ranks fourth among cancers seen in women
[1].

About 75% of all endometrial carcinomas are of the endometrioid type. Various endometrioid carcinoma
variants, including secretory and villoglandular, with squamous differentiation with ciliated cells have been identified.
Based on their molecular characteristics, Type 1 and Type 2 endometrial malignancies are separated. Long-term
estrogen exposure is the cause of type 1 endometrial cancer, which spreads more slowly. This variety is typically
diagnosed sooner, has a better prognosis, and is linked to obesity [2].

About 10-20% of sporadic endometrial carcinomas, termed type 2, are not estrogen-dependent and most can be
associated with atrophic endometrium. Type 2 usually occurs at a later age, approximately 5-10 years after type 1
tumors, estrogen and progesterone receptor expression is usually negative. Most endometrial cancers, especially type 1,
are hormone-dependent. The most important risk factor associated with endometrial cancer is exposure to excessive
amounts of the hormone estrogen [3].

Previous studies have shown that in endometrial carcinomas, PTEN inactivation occurs as a result of a mutation
in chromosome 10g23, which acts as a tumor suppressor, by coding a protein with tyrosine kinase effect, resulting in
loss of expression [4]. PTEN mutations are observed in 83% of endometrial cancers [5].

PTEN is a well-known tumor suppressor gene with germline mutations that is one of the most often mutated
genes in human cancers and causes cancer susceptibility syndromes. It was first discovered in 1997. The protein, which
has a tensin-like domain and a phosphatase catalytic domain, is expressed in all body tissues [4, 6].

The PTEN gene, which is found on chromosome 10g23, produces a 403 amino acid, 48 kDa dominant protein
that has sequence homology with tensin, oxylin, and exon 9 of the tyrosine phosphatase superfamily. The catalytic N-
terminal phosphatase domain, which is necessary for membrane binding, and the C2 domain, which is present in the
human PTEN crystal structure, are two strongly connected domains [7].

The PI3K/AKT cascade, which regulates cell growth, proliferation, survival, and metabolism, is negatively
regulated by PTEN. This pathway's regulation is essential for oncogenic transformation [6]. PTEN is a crucial negative
regulator of the signaling pathway made up of class | phosphoinositide 3 kinase (PI3K), AKT, and the mechanical
target of rapamycin (MTOR) and is essential for regulating some crucial cellular functions, including cell growth,
proliferation, survival, and metabolism. Lipid phosphatase PTEN prevents PI3K signal activation by turning PIP3
which PI3K produces back to PIP2. Loss of PTEN results in non-regulation of PIP3 levels, which promotes
hyperactivation of the pathway and, as seen in experiments with PTEN-deficient tumor cell lines, immortalized
fibroblasts, and tumors developing in PTEN-deficient mice causes cellular transformation and carcinogenesis [7].

Beyond its lipid phosphatase function, PTEN also promotes protein phosphatase activity, which results in actions
unrelated to PI3K-AKT signaling. A study of PTEN mutations that lose lipid phosphatase but retain protein phosphatase
activity in cell lines has shown that PTEN has multiple functions in regulating humerous novel protein substrates and
cell adhesions via focal adhesion kinase 1 (FADK1) and non-receptor proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC10

[8].

PTEN has a critical role in managing the tumor microenvironment, and the initiation, development, and spread
of illness by interacting with cancer cells, the stromal compartment, and the immune system at various levels. This is in
addition to its ability to limit tumor growth. Loss of PTEN causes the tumor microenvironment to change by increasing
tumor angiogenesis, macrophage recruitment, and malignant transformation in breast stromal fibroblasts [6].
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PTEN deletions and mutations that impair or inactivate PTEN function typically arise during tumor formation.
Glioblastomas, melanomas, and endometrial, prostate, colon, and bladder cancers are frequently reported to have
genetically inactivated PTEN, while breast and lung malignancies have been discovered to have decreased PTEN
expression [4, 6].

PTEN deletion, mutation, or change is present in a large number of sporadic cancers. Approximately 80% of
people with Cowden syndrome have germline mutations that result in loss of PTEN function or low PTEN levels. A
database of 1,904 PTEN mutations for 30 different tumor types is kept at the Sanger Institute. While there are greater
frequency mutations in particular amino acids, known as mutation hotspots, PTEN mutations, minor insertions, and
deletions seem to occur in sporadic cancers in this database. However, these hotspots do not only contain mutations in
one form of cancer. For instance, although there have been more than 250 distinct PTEN mutations found in
endometrial cancers, 19% of the 632 published alterations are related to the amino acid Argl30 in the phosphatase
catalytic region. Mutations in Arg130 occur in other tumor types (4% of central nervous system tumors) but are most
common in endometrial and ovarian tumors (19%) [9].

Endometrial hyperplasia, which is regarded to be a precursor lesion for endometrial cancer, has PTEN mutations
as well. Short insertion or frameshift mutations, which are indicative of microsatellite instability, are present in the
majority of endometrial cancers. Particularly, endometrial carcinomas linked to familial nonpolyposis colon cancer
syndrome exhibit PTEN frameshift mutations (HNPCC). Additionally, DNA mismatch repair gene polymorphisms
influence the incidence of endometrial cancers, indicating that alterations in PTEN that cause endometrial tumors may
come from DNA repair processes [9].

In view of the available data, the goal of our investigation was to examine the association between endometrial
cancer, PTEN 1VS4 (-/+), and -9 C/G gene polymorphisms, PTEN protein serum level, and these variables.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

The subject group consists of 63 cases with endometrium cancer and 63 control individualities of Turkish origin
signed from the Department of Gynecology, Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine in Eskisehir, Turkey.

2.2. Ethics Committee Approval

Informed concurrence by our protocol, and approval by the Ethics Committee of Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine (approval number 2018/86), was attained from all cases and control individualities. We
conducted the study by the ethical principles of the 1975 declaration of Helsinki.

2.3. DNA Isolation and Purity Determination

Genomic DNA isolation was performed from the collected blood samples using the PureLinkTM Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA). The amount and purity of DNA samples were measured
with NanoDrop (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer uDrop, Thermo Scientific™). The DNA was diluted
with elution solution to a stock concentration of 50 ng/uL and stored at -20 °C until use.

2.4. Polymerase Chain Reaction

PCR- RFLP system was used in the genotyping phase of our study. Applicable primer sequences were identified
for PTEN IVS4(-/) and-9 C/ G gene variants, and gene regions were amplified by primers and PCR mix. A twenty-five
(25) wl admixture was prepared for PCR amplification. PCR amplification was made ready with DNA, master mix
(OneTaq ® Quick- cargo ® 2X Master Mix with Standard Buffer, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), forward-
revers primers (Tablel), and water (ddH20O). PCR reactions were performed in Bio-Rad Thermal Cycler (T100 ™,
Foster City, CA, USA). After amplification, shearing was done with restriction endonucleases, and the cut products
were subordinated to agarose gel electrophoresis to determine the genotype frequency with the gel attestation system.
The sequences of PCR- RFLP primers, restriction enzymes, and annealing temperatures of manuals are presented in
Table 1.

Table 1. Forward and reverse primer pairs designed for PCR, annealing temperatures and restriction enzymes
Gene Forward (5°-3’) Primer Sequence  Reverse (5°-3’) Primer Sequence Annealing Restriction

temperature enzyme
PTEN -9 C/G GCAGCCGTTCGGAGGATT GCCGCAGAAATGGATACAGG 57.3°C Drall
PTEN IVS4 (-/+) GGGGGTGATAACAGTATCTA CTTTATGCAATACTTTTTCCTA 54°C AfllI
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2.5. Elisa

The blood taken from the patient and control groups was placed in vacuum tubes with 5 ml gel. Then it was
centrifuged for 15 min at 2500 g for serum. Supernatants were carefully collected. Serum PTEN levels were measured
with the YL Biont Human Elisa Kit (Shanghai YL Biotech Co., Ltd) following the manufacturer's instructions.

Serum samples, standards, and reactants were prepared by the kit protocol. Biotin-stained secondary antibodies
were annexed to the prepared samples and standards and incubated at 37°C for 60 minutes. The plate was washed 5
times. Chromogens A and B were then added. After 10 min of incubation at 37°C, the stop solution was added. Samples
were read at 450 nm in a Thermo Scientific Multiskan GO spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Vantaa,
Finland) device within 10 minutes. The results were calculated according to the standard curve plot.

2.6. Statistical analysis

Continuous data are presented as Mean + Standard Deviation. Categorical values are shown as percentages (%).
Shapiro Wilk test was used to determine the suitability of the data for normal distribution. Mann-Whitney U test was
used compared to the groups that did not fit the normal distribution, and Pearson Chi-Square and Monte Carlo Pearson
Chi-Square analyzes were used in the analysis of the cross tables.

Allele frequencies and genotype distributions, Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) values were determined with the
FINNETI program (https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). P values less than 0.05 were accepted as substantial in all
analyses.

3. Results

A total of 126 individuals, 63 patients with endometrial cancer and 63 control individuals, were included in our
study. PCR-RFLP method was used for genotyping.

The amplification product for the PTEN -9 C/G region is 371 bp. In the presence of variation, Drall is cut into
266 and 105 bp fragments as a result of restriction enzyme cleavage. The uncut product has the CC genotype (371 bp),
while the 371-266-105bp product CG has the 266-105bp product GG genotype. In our study, all individuals had the
ancestral CC genotype and the PCR-RFLP image for the PTEN-9 C/G region is presented in Figure 1.

M CcC CcC CcC

|
350 bp «—— —— 371bp

Figure 1. PCR product cut by the Drall restriction for the PTEN —9 C/G polymorphism. M: Marker 50bp, CC: 371bp

The amplification product for the PTEN 1S4 (-/+) region is 403 bp. In the presence of variation, a 5bp insertion
occurs as a result of Aflll restriction enzyme cleavage, and fragments of 335 and 73 bp are formed. Uncut product
(ancestral genotype, no insertion,-/-) 403 bp, in the presence of insertion (5bp insertion) heterozygous genotype (-/+)
403-335-73 bp product, homozygous genotype (+/+) 335-73 bp constitutes a product. (+/+) genotype was not
determined in our study. The PCR-RFLP image for the PTEN 1S4 (-/+) region is shown in Figure 2.
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Figure 2. PCR product cut by Aflll restriction for PTEN 1VS4(—/+) polymorphism. M: Marker 50 bp, -/-: 403 bp, -/+:
403, 335, 73 bp

The genotype frequencies for PTEN 1VS4 (-/+) and -9 C/G polymorphisms in endometrial cancer patients and
controls are given in Table 3, respectively.

As a result of our study, when the PTEN gene 1VS4 (-/+) genotypes of the control group and endometrial cancer
were compared, no statistically significant difference was determined in point of disease risk and genotype frequency
(p>0.05) (Table 2).

Table 2. Genotype and allele frequencies of PTEN 1VS4 (-/+) polymorphisms in the endometrium cancer and control

Allele . Genotype L
Gene " Statistic OR yp Statistic HWE
8 - 9 -/ -
1VS4 (-/+) n(%) n(%) P (95 % CI) / [+ +/+ P
Control 87 39 24 39 0 <0,001
(69.0) (31.0) 0.679 0.892 0.586
Endometrium 90 36 ' (0.520-1.532) 27 36 0 ' 0.001
cancer (71.4)  (28.6) '
OR (95 % CI) (Risk allele +)
Heterozygous Homozygous Dominant Recessive Armitage’s trend
-/-vs -+ -/- vs +/+ -[-vs -+ + +/+ -[-+ -[+vs +/+ test
0.821 0.891 0.821 1.000 )
(0.402-1.673) (0.017-46.621) (0.402-1.673) (0.020-51.179) CommO_”OC;gé 0.821
p=0.586 p=1.000 p=0.586 p=1.000 p=0.
OR: Odds ratio, Cl: Confidence interval, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium

For the -9C/G variant of the PTEN gene, all of the patient and control individuals were determined to have the
CC genotype, which is the ancestral genotype. Since there is no genotype difference, statistical evaluation was not made
for this region.

The mean serum PTEN levels of endometrial cancer and control groups are presented in Table 4. The mean
serum PTEN level of the endometrial cancer group was 5.322+1.62, and the mean serum PTEN level of the control
group was 6.822 +2.72. PTEN serum levels were found to be significantly lower in patients with endometrial cancer in
comparison to controls (p<0.001) (Table 3).

Table 3. Serum PTEN levels in the study population

Group Control Endometrium cancer Statistic
(M = SD) (M % SD)
(n=63) (n=63)
PTEN (ng/ml) 6,822 + 2,72 5,322+ 1,62
p<0,001
Total (n=126) 6,072 +235
M + SD : Mean =+ Standard Deviation
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4. Conclusions and discussion

Endometrial cancer is the most common gynecological cancer and the sixth most common cancer among women
worldwide. The 5-year survival of patients with stage | endometrial carcinoma is 75-88%, whereas it is 50% for stage
I11 disease and 15% for stage 1V disease. For this reason, early detection can increase survival rates [10].

Determination of the basic molecular mechanisms related to cancer biogenesis and cancer, its prevention, early
diagnosis, and the development of drugs and treatments for effective treatment are of great importance for the
prevention and treatment of cancer, one of the most important diseases of our time. A study aimed at evaluating the
efficacy of cancer gene mutations from endometrial biopsies to predict the development of malignant lesions used fifty
cancer genes targeting a next-generation sequencing panel to search for mutations in matched non-cancerous and
malignant samples. As a result of all biopsies taken from cancer tissues, mutations were detected in one or more of the
APC, CTNNBL1, FBXW7, HNF1A, KRAS, MTOR, NRAS, PIK3CA, PTEN, RB1, and TP53 genes. In addition, 50% of
biopsies from matched non-cancerous tissues were found to exhibit mutations in the PTEN, KRAS, or PIK3CA genes.
These findings indicate that the detection of pathogenic mutations in oncogenes or tumor suppressor genes in benign
situations is associated with the risk of developing the malignant disease. Given the advantage of identifying mutations
several months or years before the onset of malignancy, this information is invaluable as it warrants closer monitoring
of patients who show such molecular changes in non-cancerous uterine mass [10].

Therefore, in our study, we planned to determine the relationship between PTEN genetic variants and protein
levels, which have an active role in cancer, and endometrial cancer. Identification of these variants, which are seen to be
studied very limitedly, will make an important scientific contribution to the field of prevention, early diagnosis, and
treatment of endometrial cancer.

In this part of our study, the relationship between PTEN IVS4 (-/+) and -9 C/G gene variants, which have
substantial functions in the pathogenesis of endometrial cancer, and PTEN protein levels and the disease will be
discussed.

PTEN takes charge of cell cycle regulation by preventing cells from growing and dividing too quickly [11]. The
tumor suppressor gene PTEN is a gene that is frequently mutated in endometrioid-type endometrial cancers (mutation
rate is 30-50%). PTEN can exert its tumor suppressor function by inhibiting very rapidly growing and dividing cells as
a negative regulator in the PI3K signaling pathway and can act as a regulator in cell cycle regulation, promoting
apoptosis and cell adhesion, migration, diffusion, and differentiation. Loss of PTEN activity has been described in
several human malignant cancers. [11-13].

PTEN inactivation occurs as a result of a mutation and results in loss of expression [14]. It has been stated that
mice with homozygous deletion of the PTEN gene die in the early stages of embryogenesis, while those with
heterozygous deletion show normal development but pose a risk for many cancers, including endometrial carcinoma
[15-17].

Sun et al. (2014), in a meta-analysis study investigating whether the PTEN 1VS4 polymorphism is associated
with cancer risk, including seven case-control studies, individuals with the PTEN IVS4 (-/-) genotype compared to the
(+/+) genotype have an increased risk of cancer and digestive system cancer shown to be significantly related. Allele
analysis also detected that the (-) allele was substantially associated with increased cancer risk and gastrointestinal
(tract) cancer compared to the (+) allele. In our study, it was determined that the (-/-) genotype and (-) allele were higher
in endometrial cancer patients in comparison to the control, but this difference was not statistically important. In studies
where the number of samples is increased, this difference may become significant as stated in the meta-analysis [18].

The PTEN 1VS4 polymorphism (rs3830675), formed by ATCTT insertion 109 bp downstream of exon 4, is one
of the common PTEN polymorphisms. Recently, there are some studies investigating the association of PTEN 1VS4
polymorphism with different cancer risks. Recently, there are some studies investigating the association of PTEN 1VS4
polymorphism with different cancer risks. The PTEN 1VS4 polymorphism has been associated with several types of
cancer. Wang et al. (2015) showed in their meta-analysis studies that the PTEN 1VS4 (-/-) genotype was substantially
associated with cancer risk, especially for tract cancer, compared to the (+/+) genotype. Moreover, the (-) allele of the
PTEN IVS4 polymorphism was significantly associated with cancer risk, especially for digestive cancer, compared to
the (+) allele. No significant association was observed between PTEN IVS4 (+/-) genotype and cancer risk [19].

Another study aimed at investigating the relationship between the PTEN 1VS4 polymorphism and gastric cancer
(GC) risk included 93 patients with GC and 113 healthy controls, and a hospital-based case-control study was made. As
in our study, individuals were selected from the Turkish population and the PTEN IVS4 (rs no: 3830675)
polymorphism was determined using the PCR-RFLP analysis used in our study. The PTEN IVS4 (-/-) genotype
exhibited a significantly higher risk for GC compared to controls. Analyzes of clinicopathological parameters showed
that PTEN IS4 genotypes were not associated with any variant of patients with GC. As a result, it was determined that
PTEN IVS4 polymorphism may contribute to the development of GC in the Turkish population [20].

In our study, individuals with PTEN 1S4 (+/+) genotypes were not determined in the Turkish population, and
no significant difference was found for (-/-) and (+/-) genotypes when control and endometrial cancer individuals were
compared. For the -9 C/G variant of the PTEN gene, all individuals were found to have the ancestral CC genotype, and
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this region was defined as a conserved region. In our study, by the literature findings, significantly lower PTEN serum
levels were determined in patients with endometrial cancer in comparison to the control.

As a result, PTEN serum levels were determined to be substantially lower in patients with endometrial cancer
compared to controls, and it can be used as an important biomarker for endometrial cancer. PTEN 1VS4 (-/+) and -9
C/G variations are not associated with endometrial cancer risk in individuals originating from Turkey. However, studies
in larger populations related to the PTEN gene are needed.

Further studies, including a comparison of PTEN 1VS4 polymorphism with plasma and tissue expressions of
PTEN in larger study size groups, will enable further evaluation of PTEN 1VS4 polymorphism in endometrial cancer
patients.
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Abstract

The boletoid species, Pseudoboletus parasiticus, is reported as a new record for Tiirkiye, based on the
identification of the sample collected from Trabzon province. This species is the first member of the genus
Pseudoboletus in Tiirkiye. A brief description of the species is provided together with the suggested Turkish name, and
the photographs, related to the macroscopy and microscopy.

Key words: Biodiversity, Boletaceae, New record, Tiirkiye

*

Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara, Tiirkiye Mikobiyotas: icin Yeni Bir Kayit

Ozet

Boletoid bir tiir olan Pseudoboletus parasiticus, Trabzon’dan toplanan 6rneklerin teshis edilmesiyle, Tiirkiye
icin yeni kayit olarak rapor edilmistir. Bu tiir, Pseudoboletus cinsinin Tiirkiye’deki ilk iiyesidir. Tiiriin kisa bir
betimlemesi, onerilen Tiirkge ismi ve makroskobi ve mikroskobisine iliskin fotograflartyla birlikte verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyogesitlilik, Boletaceae, Yeni kayit, Tiirkiye
1. Introduction

Pseudoboletus Sutara is a genus of the family Boletaceae, and characterized by the fruit bodies growing
parasitically on carpophores of Scleroderma Pers. spp., filamentous trichoderm, sterile stipe surface, basidiospores
similar to those Boletus and Xerocomus, and scattered, smooth and thin-walled cystidia without incrustation. The genus
has two species (Pseudoboletus astraeicola (Imazeki) Sutara, P. parasiticus (Bull.) Sutara) worldwide [1].

During a field study in Trabzon province, a boletoid fruit body growing on a Scleroderma sp. fruit body was
collected. Upon required investigation, it was identified as Pseudoboletus parasiticus. The survey of the current
checklist on Turkish macrofungi [2] and the latest contributions [3-16] indicated that, any member of the genus has
been reported from Tiirkiye before.

The study aims to make a contribution to the mybiota of Tiirkiye.

2. Materials and methods
The fruit body of Pseudoboletus parasiticus was collected from Trabzon province in 2022, during a routine

field study. Fruit bodies were photographed at its natural habitat, and necessary notes were taken related to its
ecological characteristics and geographic position. Microscopic structures were investigated from the sections obtained
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from fresh material. A Leica DM500 trinocular light microscope was used for microscopic investigations and an Omax
A3550U camera, equipped with Topview software, was used to obtain photographs related to micromorphology.
Identification was performed by comparing the obtained data with Philips [17], Breitenbach and Krénzlin [18], Sutara
[19-20], Hansen and Knudsen [21], Kibby [22], McKnight and McKnight [23], Knudsen and Vesterholt [24], Bessette
et al. [25].

The specimen is kept at Karamanoglu Mehmetbey University, Science Faculty, Department of Biology.

3. Results

Fungi R.T. Moore

Basidiomycota R.T. Moore

Boletales E.-J. Gilbert

Boletaceae Chevall.

Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara, Ceska Mykol. 45(1-2): 2 (1991)

Syn: [Boletus parasiticus Bull., Boletus parasiticus f. peylii Kavina, Boletus parasiticus var. piperatoides J.
Blum, Ceriomyces parasiticus (Bull.) Murrill, Pseudoboletus parasiticus f. peylii (Kavina) Blanco-Dios, Pseudoboletus
parasiticus f. piperatoides (J. Blum) Blanco-Dios, Pseudoboletus parasiticus var. piperatoides (J. Blum) C. Hahn, in
Guthmann & Hahn, Suillus parasiticus (Bull.) Kuntze, Versipellis parasitica (Bull.) Quél., Xerocomus parasiticus
(Bull.) Quél., Xerocomus parasiticus f. piperatoides (J. Blum) R. Mazza.]

Macroscopic and microscopic features

Cap 20-60 mm across, convex when young, broadly convex at maturity, surface smooth to velvety or
suedelike, some becoming cracked in age, yellowish brown to olive brown, sometimes bruising reddish to brownish,
margin incurved to somewhat inrolled when young. Hymenophore porous, surface yellow, becoming olive yellow to
yellowish brown or reddish brown in age, adnate to somewhat depressed around the apex of the stem. Flesh pale
yellowish. Odor and taste not distinctive. Stem 35-75 x 10-19 mm, cylindrical to somewhat ventricose, usually curved
toward the base, more or less concolorous with the cap, somewhat lighter toward the base, solid, pruinose or covered
with fine brownish aggregations of fibrils (Fig.1).

Figure 1. Basidiocarps of Pseudoboletus parasiticus
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Basidia 40-50(56) x 4.8-7.2 um, subclavate with 4 sterigmata (Fig. 2a). Cheilocystidia 35-55 X 7-14 pm,
fusiform to somewhat clavate. Pleurocystidia 40-65 x 8-13 um, cylindrical to ventricose-fusiform or lageniform, with a
long neck, smooth (Fig. 2b). Basidiospores 11-15.5 x 4-4.5 um, subfusiform to fusiform, smooth with usually a large
central, and some with small polar guttules (Fig. 2c). Pileipellis a trichoderm with long cylindrical hypha. Stipitipellis a
trichoderm with 3-8 pm wide, smooth and elongated elements (Fig. 2d,e). Caulohymenium not observed.

Figure 2. Basidia (a), Cystydia (b) and basidiospores (c) and pileipellis (d,e) of Pseudoboletus parasiticus (bars- a-e: 10
um) (a,d,e in Congo-Red; b,c in water)

Pseudoboletus parasiticus was reported to grow as a parasite on carpophores of gasteromycetes such as
Scleroderma or Astraeus [20] especially on Scleroderma citrinum [18, 19, 22, 25-29].

Specimen examined: Trabzon, Pelitli, Kavala village, on Scleroderma sp. fruiting body growing around moss
covered decaying Carpinus betulus L. roots, 40°58'2"N, 39°47'33"E, 370 m, 06.09.2022, Faruk Yesilyurt-1.

Suggested Turkish name for the presented species is “Parazit Yalancigorek”.

4. Conclusions and discussion

Pseudoboletus parasiticus was added as a new record for the mycobiota of Tiirkiye. This species is the first
member of the genus Pseudoboletus in Tiirkiye. General characteristics of the studied collection are in agreement with
Philips [17], Breitenbach and Krénzlin [18], Sutara [19,20], Hansen and Knudsen [21], McKnight and McKnight [23],
Knudsen and Vesterholt [24], Bessette et al. [25]. A small difference was observed in basidium lenght. Breitenbach and
Krinzlin [18], Sutara [19], and Kuo [30], give the basidium lenght up to 50 um, but our sample bares basidia up to 57
pm.

In terms of macromorphology, Pseudoboletus parasiticus is very similar to xerocomoid boletes. But the
infertile stipe surface and the growth on a gasteromycete differs it from other members of Boletaceae. A considerable
majority of the members of Boletaceae are mycorrhizal, and a few species are saprophitic. Except the members of
Pseudoboletus, it contains no mycoparasitic member. Though there are many other examples of mycoparasitic
mushrooms, Pseudoboletus parasiticus is the only example of the case where a bolete parasitizes an earthball [30].
Pseudoboletus astragicola (Imazeki) Sutara, the other member of the genus Pseudoboletus, is also a fungicolous
mushroom but it grows on Astraeus hygrometricus (Pers.) Morgan [31].
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