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Editorden;

Degerli okurlar ve yazarlar,

“International Journal of Life Sciences and Biotechnology” olarak dergimizin on altinci sayisini yayin hayatina
sunmaktan mutluluk ve onur duyuyoruz. “International Journal of Life Sciences and Biotechnology”
dergisi arastirma- gelistirme ve uygulama ilkeleri baz alinarak yayinlanan uluslararasi hakemli agik
erisimli akademik bir elektronik dergidir.

“International Journal of Life Sciences and Biotechnology” dergisi Yasam Bilimleri, Biyoloji,
Biyoteknoloji, Biyomiihendislik, Ziraat Bilimleri, Gida Biyoteknolojisi ve Genetik alanlarindaki ilgili
aragtirmacilara, kurum ve kuruluslara teorik ve pratik uygulamalarda katki saglamayi, tarafsizlik ve
bilim etigi ilkelerine bagh kalarak ¢6ziim temelli, yenilik¢i ve katma degeri olan ¢alismalara odaklanan,
giinceli ve gelecegi tartisan ¢alismalarin yayimlanmasini hedeflemektedir.

Bu diistincelerle 2023 yili birinci sayisin1 yayinladigimiz “International Journal of Life Sciences and
Biotechnology” dergisini, makaleleri ile onurlandiran akademisyenlere, Fikir / Goriis / Oneri / Katki ve
Elestirileri ile degerlendirme siireglerine katkilarindan dolay1 hakem ve yayin kurullarinda yer alan
kiymetli bilim insanlarina yiirekten tesekkiir ediyoruz. Bir sonraki sayida goriismek imidiyle...

15.08. 2023
) ) Editor
Dr. Ogrt. Uyesi Yilmaz KAYA



From The Editor;

Dear Readers and Authors,

As “International Journal of Life Sciences and Biotechnology”, we are pleased and honored to present
the 16th issue of the journal. "International Journal of Life Sciences and Biotechnology" is an international
double peer-reviewed open access academic journal published on the basis of research- development and
code of practice.

The aims of this journal are to contribute in theoretical and practical applications in relevant researchers
of Life Sciences, Biology, Biotechnology, Bioengineering, Agricultural Sciences, Food Biotechnology
and Genetics institutions and organizations in Turkey, and to publish solution based papers depending
on the principle of impartiality and scientific ethics principles, focusing on innovative and added value
work, discussing the current and future.

With these thoughts, We are especially thankful to academicians honoring with the articles, valuable
scientists involved in editorial boards and reviewers for their contributions to the evaluation processes
with through their opinions/ideas/contributions/criticisms in the second issue of 2023 "International
Journal of Life Sciences and Biotechnology". Hope to see you in the next issue...

15. 08. 2023
Editorin Chief
Assist. Prof. Dr. Yilmaz KAYA
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Research Article

Mohideen N. H. R. H., et al, The Co-Isolation Of Lactic Acid Bacteria (LAB) and A Related Pathogenic
Strain from Pangasius Nasutus. International Journal of Life Sciences and Biotechnology, 2023. 6(2): p.
143-154. DOI: 10.38001/ijlsb.1268388

The Co-Isolation of Lactic Acid Bacteria (LAB) and A
Related Pathogenic Strain from Pangasius Nasutus

Nur Hannah Rashidah Haja Mohideen'"*" , Nurul Sakinah Alias?, “~* Nur Nazifah
Mansor?“= and Tengku Haziyamin Tengku Abdul Hamid*"

ABSTRACT _ _ ; ARTICLE HISTORY
Catfish species Pangasius nasutus, or locally known as Patin Buah is one of a popular  poceived

aquaculture product in Malaysia. Probiotic strain is an attractive alternative to conventional 20 March 2023
antibiotics in managing aquaculture diseases. Pangasius can be a source of bacterial strain in Accepted
developing suitable probiotic useful in Pangasius rearing. This study highlights on the 55,10 2023
isolation of Lactic Acid Bacteria (LAB) strains from the selected tissues from P. nasutus
which are the heart, stomach, and intestines. These strains were subjected to morphological,
biochemical, and genotypic characterisations. Three different strains were isolated from fish
tissues, H-Hn from heart; S-Hn from stomach; and 1-Sk from intestine. Biochemical KEYW_ORDS
characterisation were consistent with ribosomal rRNA sequencing, in which strain H-Hn (acc. ~ ~angasius nasutus,
No. MWS504962) is highly similar (100%) to Lactococcus lactis, and both 1-Sk (MW504964) ~ Lactococcus lactis,
and S-Hn (MW504963) are similar (99%) to Lactococcus garvieae. All strains appeared to be ~ L@Ctococcus garvieae,
non-spore forming, non-motile, Gram-positive coccus, catalase and citrate negative, and  aduaculture probiotic
fermenting sugar. Unlike H-Hn, both H-Sk and I-Sk strains were able to grow at 6.5% NaCl

and at higher temperature (45°C). The antimicrobial properties were assessed using agar disk

diffusion assay against several indicator organisms (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus and Vibrio parahaemolyticus).

These strains exhibited varying degree of inhibitory properties against the indicator

organisms. Strain H-Hn inhibited E. coli and V. parahaemolyticus. Meanwhile, strains 1-Sk

and S-Hn showed a rather broad-spectrum inhibition. From P. nasutus, other L. lactis strain, a

pathogenic species from L garvieae could also be found especially in their gut tissues. The

presence of L. garvieae in commercial P. nasutus should raise some concern to those who like

to consume this fish. Meanwhile, the LAB strains isolated has probiotics potential that can be

commercially used in the managing fish diseases in aquaculture.

Introduction

Pangasius nasutus is a ray-finned fishes belonging to shark catfish family Pangasiidae
which can be found in freshwater habitat especially in South and Southeast Asia. In
Malaysia, it is locally known as ‘Patin Buah’ and is popular when cooked with
fermented durian called tempoyak, forming an important delicacy, especially in towns

located along Pahang River. Increase in fish demand, traditional fish farming has moved

!Department of Biotechnology, Kulliyah of Science, International islamic University Malaysia, Jalan
Istana, 25200 Kuantan, Malaysia

2Department of Marine Science, Kulliyah of Science, International islamic University Malaysia, Jalan
Istana, 25200 Kuantan, Malaysia

*Corresponding Author: Tengku Haziyamin Tengku Abdul Hamid, e-mail: haziyamin@iium.edu.my
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into commercially intensive farming. Like many other fishes, P. nasutus was also
subjected to captive breeding. These results in overcrowding and poor water quality
which make them vulnerable to diseases outbreaks. While the aquaculture industry has
also suffered losses due to viral and microbial diseases [1], the diminishing quality of
rivers or estuaries might bring this fish to inevitable extinction [2].

Antibiotic and chemical drugs have been a method of choice in aquaculture disease
management. However, the frequent reliance on chemicals and antibiotics has resulted
in the emergence of antibiotic-resistant pathogens making antibiotics no longer effective
[3]. In addition, poor management of aquaculture waste has given rise to public health
concern [4]. As a substitute, probiotic supplementations have been suggested as an
effective and environmentally safe methods to combat diseases. Probiotic is a life
microorganism that positively affects the host organisms, usually belongs to Lactic acid
bacteria (LAB) [5]. Probiotics which inhabit the fish or animal gut, offers many
advantages include enhancing the immune system, feed efficiency, providing nutrition
and improving the digestive system of the host. Moreover, antimicrobial substances
called bacteriocin commonly produced by probiotic microorganisms could inhibit
bacterial infections in fishes by restricting the growth of pathogens [6].

Host associated probiotics are microorganism collected from healthy host which can be
used as an effective probiotics for the same host organism [7]. In this study, LAB strains
were screened from internal organs of Pangasius nasutus; heart, stomach and intestines.
With the isolated LAB strains, their phenotypic and genotypic characterisation were
carried out. Finally, the antimicrobial activities of the isolated LAB strains against
several indicator organisms were conducted to determine their potential antagonisms
against pathogenic strains. The LAB strain showing inhibition against selected human
or fish pathogen is worth of further characterisation for future aquaculture use. Even
though strains from Gram-positive non-spore forming of typical Lactococcus lactis was
presence, and there was a co-presence of a related pathogenic strain L. garvieae from a

commercial and healthy P. nasutus.
Materials and Methods

Sample preparation
A fish sample (P. nasutus) approximately ~1.1 m length and ~1.18 kg) was purchased

from a local fish market near Peramu, near Pekan, Pahang, Malaysia (see Fig 1). The
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fish was first dissected, and its internal organs (heart, stomach and intestines) were
extracted, weighed and rinsed with sterile distilled water. The organs were homogenized
in phosphate buffered saline (PBS). The mixtures were vortexed and left in shaker at
30°C overnight. The homogenized samples were serially diluted with 0.85% NaCl, and
the fifth dilution (10®°) was spread on de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar
containing (in  %wl/v) 1.0% peptone, 1.0% beef extract, 0.4% yeast extract,
2.0% glucose, 0.5% sodium acetate trihydrate, 0.1% Tween 80, 0.2% dipotassium
hydrogen  phosphate, 0.2% triammonium  citrate, 0.02% magnesium  sulfate
heptahydrate, 0.005% manganese sulfate tetrahydrate, and 1.0% agar (pH adjusted to
6.2 at 25 °C). The plates were left to incubate at 30°C for 48 h, the colonies formed
were sub-cultured on MRS agar plates until single colonies; stock culture were prepared

with 15 % (v/v) glycerol and stored at -80°C until further uses [8].

Phenotypic characterisation

For phenotypic characterisation, these isolates were subjected to Gram staining, catalase
test, salt tolerance test, Simmon citrate test, temperature endurance test, and Triple
Sugar Iron (TSI) test [9]. For the catalase test, a drop 30%(v/v) hydrogen peroxide was
added to cell sample smeared onto a glass slide. The oxygen bubbles formation
indicated a positive result. Simmons citrate test, Simmons citrate agar was used to test
their capability to ferment citrate as their source of carbon [10]. TSI medium will test
capability to ferment glucose, sucrose, and lactose and H>S production. For salt
tolerance test, Brain Heart Infusion (BHI) medium at 6.5% NaCl was used to select for
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salt-tolerant microbes. Ability to grow at different temperatures was tested by
inoculating the isolate into MRS broth and incubated at 10°C and 45°C for 72 h.
Antimicrobial activities

For antimicrobial activities, the disc diffusion method [11] was carried out with
modification using the following indicator organisms: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, and fish pathogen
Vibrio parahaemolyticus. All these strains were derived from internal collection, kept at
Kulliyah of Science, International Islamic University Malaysia. The indicator organisms
were sub-cultured until single colonies on Mueller-Hinton (MH) agar (1.5 g starch, 17.5
g casein hydrolysate, 300 g dehydrated infusion from beef and 17.0 g agar per liter of
water, pH 7.3), then cultivated on MH broth at 25°C for 24h. Then, an inoculum (at 0.5
McFarland standard; ~1.5 x 108 CFU/mI) were streaked onto MH agar surface and
incubated at 25°C for 12-24 h. Sterile paper discs pre-impregnated in liquid broth of the
isolated LAB (=1.5 x 108 CFU/mI) were placed on the corresponding MH agar plates.
The plates were incubated 37°C for 24 h before which the diameter inhibition zones
formed surrounding the discs were measured from the edge of the paper disk. All tests
were carried out in triplicates.

Genotypic characterisation

The genotypic identification for the isolates was carried out based on 16S rRNA
sequencing [12]. The 1.5 gene fragment corresponds to 16S rRNA gene was amplified
using universal primers, for Forward: 5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, and for
Reverse: 5’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3" [13]. PCR Amplification (reaction
volume of 50 pl) was carried out with DNA template (5 ul), each primer (5 pl, 10 pmol)
and 5.0 pl of a 10x PCR master-mix buffer at 50 mM each dNTP (dATP, dCTP, dGTP
and dTTP), 3 mM MgCl,, 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 8.3 and 0.1 U. ul ™! Taq
polymerase. The amplification was set at 95 °C for 5 min, 30 cycles of 95 °C for 1 min,
55 °C for 40s, 72 °C for 1 min with a final extension at 72 °C for 5 min and holding at 4
°C for 1 h. After amplification, 5.0 ul PCR products was subjected to agarose gel
electrophoresis (1.0% agarose, 1x TAE buffer, 100 V) for 2 h and the 1 kb molecular
size standard ladder (Fermentas, Lithuania) was used. The gel was prestained with
ethidium bromide (1.0 ng/ml) and analysed using gel imager (Alpha Imager). Each PCR
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product was extracted, and the final sequencing was carried out using a local sequencing
agency (Apical Scientific Laboratories Sdn. Bhd. Malaysia).

Sequence homology and analysis were performed using an on-line BLASTN tool
program available at the National Centre for Biotechnology Information, NCBI,

accessible at http://www.ncbi.nlm.nih.gov. The sequences were also deposited to NCBI

database of which each was then provided with a corresponding accession number: H-
Hn for MW504962; S-Hn for MW504963; and 1-Sk for MW504964. To construct a
phylogenetic tree, an online tool NGphylogeny.fr was used which is available at

https://ngphylogeny.fr/ [14]. The 16S RNA sequences were aligned using Clustalw, and

the phylogram was constructed using Maximum likelihood (approximate likelihood
ratio test of SH-like), at bootstrapping of 100 and substitution rate of 4 (PhyML). The
phylogram was viewed using interactive tree of life (iTOL v5).

Results and Discussion

Morphological and biochemical studies

The morphological and biochemical characterisation are shown in Table 1. They are all
Gram positive, and all strains appeared coccus in shape (see Fig 2). All were recognized
to be non-motile and catalase-negative for the lack of catalase activity. Simmons citrate
agar test results suggested that all strains were citrate negative due to inability to use
citrate as their carbon and energy source [15]. Moreover, all strains were also incapable
of producing hydrogen sulphide (H2S) that causes blackening. These strains belong to
LAB as they are facultative anaerobes and do not require oxygen to grow. Lack of gas
production indicated that these strains were homofermentative rather than
heterofermentative [16]. Based on all these observations, these strains could belong to

Lactococcus sp.

(A). Stain H-Hn (B). Strain S-Hn (C). Strain I-Sk
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Fig 2 (Panel A-C) Morphology staining for the three LAB strains collected from P. nasutus;
100x, oil immersion (Nikon)
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Temperature and salt tolerances

As for the salt tolerance and temperature endurance test, H-Hn strain could not tolerate
6.5% NaCl broth, confirming that it is salt intolerant and was not able to grow at either
10°C or 45°C. On the other hand, strain S-Hn and I-Sk were salt tolerant as they were
able to thrive in 6.5% NaCl broth. For the temperature endurance test, strain S-Hn only
grew at 45°C but not 10°C suggesting that it can tolerate higher, but not lower
temperature. Meanwhile, strain 1-Sk was able to tolerate both temperatures. Although,
all strains could potentially belong to the Lactococcus genus, strain S-Hn and I-Sk are
rather different from H-Hn. For instance, it was also reported that L. lactis strain
isolated from Cuvier’s beak whale could also grow at 7% salt and at 40°C. These
observations were considered common for marine derived L. lactis [17], and recognized
as the properties of so-called marine derived Lactic acid bacteria [18, 19]. Our
subsequent 16S rRNA sequencing had confirmed they are not belonging to the same
species.

Table 1 Phenotypic test results for three LAB strains

Test H-Hn S-Hn I-Sk
Catalase test

Gas bubbles Negative Negative Negative
Simmon’s Citrate test

Medium Colour Green Green No change
Triple Sugar Iron (TSI) test

Slant colour/Reaction Yellow/Acid Yellow/Acid Yellow/Acid

Butt colour/Reaction Yellow/Acid Yellow/Acid Yellow/Acid

Gas bubbles None None None

H.S production None None None

Motility Non motile Non motile Non motile

Salt tolerance test

6.5% NaCl None Yes Yes
Temperature dependent test

10°C None None Yes

45°C Negative Positive Positive

Antimicrobial properties

Based on result from disk diffusion as shown in Table 2, these strains demonstrated

different level of inhibition zones against the indicator strains used (see also Fig. 3).
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Strain H-Hn showed inhibition against E. coli and V. parahaemolyticus. On the other
hand, strains S-Hn and 1-Sk were able to show rather broad-spectrum inhibition against
both Gram-positive and -negative strains. Strain S-Hn showed inhibition against almost
all indicator strains, except for P. aeruginosa. Strain 1-Sk showed quite similar profile

except for Salmonella typhimurium and P. aeruginosa.

Fig 3 Antimicrobial activities based on disk diffusion method for three isolated LAB
strains (H for Hn, S for S-Hn and | for I-SK) on MH plates with different indicator
organisms; (A) Escherichia coli, (B) Pseudomonas aeruginosa, (C) Staphylococcus aureus,
(D) Salmonella typhimurium, and (E) Vibrio parahaemolyticus

The ability of S-Hn and I-Sk strains to inhibit both Gram-positive and negative bacteria
indicated that it showed a broad-spectrum inhibition. Sensitivities of P. aeruginosa was
however dependent on the type of assay being used [20]. Nevertheless, this observation
is consistent with many observations that LAB inhibits Gram negative bacteria [21]. In
one of our previous work, strain L. lactis strain isolated from black tip shark was able to
produce a potent antimicrobial compound, bacteriocin [22]. With this antimicrobial
action, for example, strain H-Hn has potential to be used in the Pangasius aquaculture.
Furthermore, probiotic strains isolated from corresponding fish host are considered
more efficient than those of from non-fish hosts, as the so-called ‘host-associated’

probiotics offers many benefits to the host organism [7, 23].
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Presence of Lactococcus garvieae in P. nasutus

Within Lactococcus genus, there is a closely related pathogenic species belonging to L.
garvieae. This is the first report on the presence of L. garvieae in P. nasutus. This
species was reported to be found in other fishes and other aquatic species [24], and it
was commonly associated with haemorrhagic sepsis outbreak in warm water fishes such
as the rainbow trout [25]. Ability to grow at >4% salt and high temperatures (40°C) is
consistent with other observations made elsewhere, however there were strains which
cannot grow in these conditions [26]. The differences in temperature and salt tolerances
between Lactoccocus strains is not clearly distinguishable. Nevertheless, the close
presence of L. lactis and its pathogenic counterpart L. garvieae in fish internal organs is
an intriguing fact, but this is not that new. The occurrence of haemorrhagic sepsis due to
Lactococcosis in fish should be a reason for concern. Therefore, its presence in fish food
should be an alert as Lactococcosis is an emerging disease responsible for major
economic losses in warm water aquaculture [27, 28].

Table 2 Disk diffusion test results for the 3 LAB strains against indicator organisms

Indicator organisms Zone of inhibition (mm) + 0.1mm
H-Hn S-Hn I-Sk
Staphylococcus aureus - 10.7 9.5
Salmonella typhimurium - 12.0 -
Escherichia coli 7.3 9.2 8.0
Pseudomonas aeruginosa - - -
Vibrio parahaemolyticus 7.5 11.0 9.3

Phylogenetic studies

Based on rRNA sequencing, the BLASTN hit search results as depicted in Table 3,
strain H-Hn is similar to L. lactis (100%); meanwhile, strain S-Hn and | Sk are similar
(>99%) to L garvieae. This also supported that S-Hn and 1-Sk are slightly different from
H-Hn we observed during phenotypic tests. A phylogenetic tree, as shown in Fig 4, was
also constructed to visualize how the relationship between all three strains radiate
among other Lactococcus sp. strains. Strain H-Hn is clustered in L. lactis group,
meanwhile S-Hn and 1-Sk are clustered in a group that contains L. garvieae. The
presence of L. lactis and L garvieae in fish internal organ is intriguing, being the fact
that these strains are of animal origin. This also could reveal the possible dietary source

used by local farmers in rearing of P. nasutus. Due to costly fish meal, it is more
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economical among local farmers to use chicken or broiler offal in fish feeding [29].
Thus, the consumption of commercially purchased P. nasustus can potentially lead to

public health concern.

Table 3 Blast hit search for 16S RNA sequences of the three LAB strains

Strain Top hits Total Coverage E- Percentage  Accession

score (%) value identity number

H-Hn  Lactococcus lactis 2556 100 0.0 100.0 NR_040955.1

S-Hn  Lactococcus 2668 99 0.0 99.8 NR_113268.1
garvieae

I-Sk  Lactococcus 2677 99 0.0 100.0 NR_113268.1
garvieae

S-Hn

Lactococcus garvieae NR113268.1
07 Lactococcus garvieae NR104722.1
1-Sk

Lactococcus formosensis NR114366.1

0.55
Lactococcus fujiensis NR112882.1

Lactococcus lactis NRO40955. 1
H-Hn
Lactococcus lactis subsp hordniae NR040956.1

0.92

0 4' Lactococcus lactis subsp. cremoris NR040954.1

0.92 Lactococcus lactis subsp. tructae NR116443.1

Lactococcus taiwanensis NR114327.1
{Lactococcus chungangensis NR044357.1
0.79 Lactococeus plantarum NR044358.1

Bacillus subtilis NR112116.2

Tree scale: 0.01 ——

Fig 4 Phylogram for 16S rRNA genes sequences for the three LAB strains in relation to other
Lactococcus sp. strains. This tree was constructed using Maximum likelihood at 100
bootstrapping and 4 substitution rates. The scale bar 0.01 is substitution number per nucleotide
position, the number at each node is relative node height (base substitution per site). Bacillus
subtilis represents as an Outgroup

Conclusions

Our work has isolated three LAB strains from different internal organs of P. nasutus.
These strains are Gram positives coccus, catalase negative, non-motile and non-spore

former. The phenotypic studies supported our genotypic studies, confirming the strain
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H-Hn which was isolated from heart belongs to L. lactis. Meanwhile, both of strain S-
Hn, isolated from stomach, and strain I-Sk, isolated from intestines, belong to L.
garvieae. These strains showed different antagonisms against several indicator
organisms. The presence of L. lactis and its pathogenic strain L. garvieae in the
gastrointestinal organs of P. nasutus is an interesting phenomenon. The fish is likely to
acquire these strains from dietary source, and thus, there is a safety implication in
consuming this fish. Meanwhile, the isolation of L. lactis strain can potentially be used

to develop host associated probiotic in Pangasius aquaculture.
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ABSTRACT o ) ARTICLE HISTORY
This study was to evaluate the level of contamination of surface waters by coliform  Received

bacteria and Escherichia coli, as well as to detect the fecal pollution and the antibiotic g parch 2023
resistance patterns of E. coli strains from recovered Asi (Orentes) River in the southern  Accepted
region of Turkey. Total and fecal coliform results were revealed as >1100 MPN/100 mL 5 jyne 2023
and 1100 MPN/100 mL for two stations, respectively. A total of 10 E. coli isolates were
screened for antibiotic susceptibility by the Kirby Bauer method. Resistance to cefotaxime,
tobramycin, streptomycin, trimethoprim, cefepime, cefazolin, and ampicillin was
determined in 20%, 20%, 40%, 20%, 20%, 20%, and 40%, respectively. These findings
point out a widespread distribution of E. coli strains produced antibiotic resistance genes
in the surface waters in the southern region of Turkey, suggesting an aquatic reservoir for
resistance genes. Multiple antibiotic resistance (MAR) rates of %30 of E. coli isolates
were greater than 0.200. This high index indicates exceeding the permissible water quality
limits for human use and consumption and is the primary source of contamination in the
discharges from domestic, agricultural, and urban.
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Orontes River,
Escherichia coli,
antibiotic resistance,
coliform pollution.

Introduction

Surface water bodies, one of the important sources of drinking water, cover nearly half
of the worldwide need. They are more vulnerable to various contamination sites than
groundwater protected by the overlying soil parts trapping and attenuating pollutants
[1]. The increase in the number of waterborne disease outbreaks like intestinal
infections, dysentery, diarrhea, typhoid fever, cholera, and jaundice by contamination of
surface freshwater sources constitutes a persistent problem for public health and the
environment in developing countries [2, 3]. Thus, biological, chemical, and physical
quality parameters of water sources become a major burden for public and regulatory
authorities [1, 4]. Biologic diversity in aquatic environments contributes to the
sustainability of natural water ecosystems by removing pathogenic contamination,

balancing conditions, and playing key roles in nutrient cycling [5]. However, due to
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diseases associated with pathogens carried by water bodies, the monitoring of the
biological quality is the main strategy for controlling microbial pollution in terms of
public health [6]. The World Health Organization (WHQ) guidelines propose checking
fecal contamination for assessing human health risks in surface water bodies [7]. The
fecal contamination load in surface waters is changed based on anthropogenic/zoogenic
origins, discharging of municipal/industrial/domestic wastewater, and agricultural/
storm/ urban/ water runoffs [1].

According to WHO criteria, fecal contamination representing a risk to the health, and
environment is investigated by the presence of fecal indicator bacteria (FIB) such as
Escherichia coli (E. coli), total coliforms, or thermotolerant coliforms [2, 8]. Among
them, E. coli is the most common indicative parameter of fecal contamination in water
bodies associated with human health [9]. Although the main source of fecal pollution is
human and animal wastes, FIB, which may be reported in many environments, are not
directly identify feces sources [8, 10]. Also, the indiscriminate use of antibiotics in
agriculture applications and veterinary/human medicine provides the emergence of
strains showing greater resistance to various antibiotics in water sources [9].

Beginning in Lebanon and flowing northwards through Syria before entering the
Mediterranean Sea in Turkey, the Orontes (Asi) River is a length of 571 kilometers in
Western Asia. Asi River, one of the most important rivers in southern Turkey, passes
north of Hatay and falls 16 kilometers to the sea south of Samandag.

There has been an advance in the treatment of human and veterinary diseases,
increasing feed efficiency, and maintaining good agricultural practices with the
discovery of antibiotics. The global dissemination threat to the public health of
antibiotic resistance among bacteria due to the developing strategies-based using
antibiotics is becoming increasingly common via clinical specimens, foods of animal
origin, and aquatic environments [11].

The emergence and dissemination of antibiotic-resistant bacteria (ARB) in water
sources such as the Orontes River, which fell from other countries to Turkey, are not
only a local and regional problem. Because river water can carry ARB into the
Mediterranean basin by crossing borders. This can be caused the variation in the

antibiotic resistance profile of bacteria in water and other environments in Turkey. For
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this reason, the water quality of this kind of river should be continuously monitored for
global water safety.

This study aimed to assess the rates of fecal contamination of surface water, and
antibiotic resistance profiles among E. coli isolated from Orontes River in Hatay,
Turkey, and to identify the possible sources of the pollution. It also researched antibiotic
resistance profiles of E. coli strains isolated from this region when evaluating the risk of
potential fecal pollution associated with the Orontes River. Our findings will contribute
to a better understanding of how fecal contamination in natural water environments

influences environmental and public health.

Material and Methods

Study site description

Asi (Orentes) River which originates from Labweh and Lebanon, locates in the south of
Turkey. It pours finally into the Mediterranean Sea in Hatay province by flowing
through for about 380 km within three countries (Lebanon, Syria, and Turkey). Due to
the discharge of domestic, agricultural, and industrial wastewater in the province
directly into the Orontes River without disinfection treatment, the river has been
egregiously polluted. Also, it is the main source of fishing and agricultural irrigation.
The contamination of enteric pathogens based on household and agricultural wastewater
pouring into the river was previously reported [11]. Water samples were collected from
two locations (St1; 36°1123"N, 36°09'05"E) and St2; 36°11'48"N, 36°09'29"E) in
which upstream of the Hatay city center and after the passing center. A map of study
locations is shown in Fig 1. According to APHA (1998) and WHO (2006) [12, 13], they
were collected using a sterile bacteriological sample vial (250 mL) in June (2021). The
sample was immediately brought to the lab in an icebox within 2 hours of collection and
stored at +4°C in a light-sensitive container until microbiological analyses.
Microbiological analysis

Enumeration of total mesophilic bacteria in surface water, 100 uL of the sample was
spread on Plate Count Agar medium, and plates were incubated at 22°C for 72 h and
37°C for 48 h (TS EN ISO 6222-1SO Standards). After incubation, the colony count on
agar was noted as colony-forming units per mL (CFU/mL).

The presence of total and fecal coliforms was tested using the most probable number
method (MPN) illustrated by Prescott et al. (1996) [14]. The results were expressed as
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the most probable number/mL comparing them with standard statistical tables. Typical
growth of total coliforms (turbidity and bubbles in Durham tube) were monitored in
Lauryl Sulfate Tryptose Broth (LST, Merck) at 37°C for 24-48 h. After that, 100 uL
from each positive LST broth tube was transferred to an EC (Escherichia coli) medium
and incubated at 44.5°C for 24-48 h for screening fecal coliform.

EndoC agar differentiated based on lactose fermentation was used for the isolation of E.
coli strains from the water sample. Typical colonies with metallic green sheen were
identified by applying morphological (Gram staining and cell morphology) and standard
microbiological (indole, methyl red, Voges Proskauer, citrate, and MUG (4-

Methylumbelliferyl -D-Glucuronide) agar test systems) procedures.

Fig 1 Sampling stations (Google Earth)

Antibiotic susceptibility profile

The susceptibility of E.coli isolates was exhibited against the 12 standard antibiotics by
disk diffusion method (Bauer et al. 1966) [15] on Mueller-Hinton agar (Oxoid, UK)
plate according to the guidelines and recommendations of Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI). The following 12 antibiotics that are important for the
human healthcare system were Ampicillin (AMP; 10 pg), Tobramycin (TOB, 10 ug),
Cefotetan (CTT; 30 pg), Cefepime (FEP; 30 pg), Cefotaxime (CTX; 30 pg),
Chloramphenicol (C; 30 pg), Cefazolin (CZ; 30 pg), Streptomycin (S; 10 ng),
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Ertapenem (ETP; 10 pg), Tetracycline (TE; 30 pg), Gentamycin (GEN; 30 ng), and
Trimetropim (TR; 5 pg) (Bioanalyse). The results were interpreted by the CLSI
standard. E. coli ATCC 25922 was used for quality control. The multiple antibiotic
resistance (MAR) indexes of strains were evaluated based on the formula declared by
Krumperman (1983) [16]. Resistance results were analyzed by using the software SPSS
22.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results and Discussion

In the water samples, the concentrations of culturable mesophilic bacteria were
enumerated on plate count agar. As summarized in Table 1, the average (n=3) bacteria
counts in surface waters were 118x10° and 186x10° CFU/mL at 37°C. These values
were numbered 375x10! and 142x10! at 22°C, respectively.

Table 1 Indicator organism measurements in Orontes River water sample

Stl St2
Total bacteria 118x10% CFU/mL at 37°C 186x10* CFU/mL at 37°C
375x10! CFU/mL at 22°C 142x10! CFU/mL at 22°C
Total coliform 1100+MPN/100 mL 1100+MPN/100 mL
E. coli 1100 MPN/100 mL 1100 MPN/100 mL

Concentrations of total coliforms in surface waters were >1100 MPN/100 mL, thus this
situation indicating bacteriological pollution. Both stations were calculated rather higher
values of fecal coliforms, 1100 MPN/100 mL. WHO (2017) [17] and TS 266 (2005)
[18] guidelines indicate that total and fecal coliform bacteria (0/100 mL) should not
contain in surface water sources that are overused for drinking water and intended for
human consumption. Enteric pathogens (Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholera,
and E. coli) going into the surface water supply lead to infectious waterborne diseases
such as diarrhea, cholera, typhoid fever, and dysentery. These indicator bacteria are
usually present in animal and human feces, so our findings are clearly emphasized that
fecal coliforms reach the Orontes River through improperly treated sewage and leakage.
This might show that the main source of contamination in the Orontes River is domestic
sewage and solid residues from surrounding densely populated areas. There are many
reports on the existence of fecal coliforms in various aquatic environments in Turkey
[19-21]. The highest total coliform and fecal coliform levels were reported to be 13x10’
and 14x10° CFU/100 mL for Cirpic1 River; higher than that of our bacterial and fecal
pollution results [1]. The detected pollution levels (1100+MPN/100 mL) of Asi River
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are similar to the results of Avsar (2019) who declared that high coliform contamination
in the Karasu River (Sinop, Turkey) was 2400 MPN/100 mL for September [22]. Our
coliform results are as high as those determined by Karabas et al. (2017) who
highlighted that indicated the uncontrolled discharges with 940x10° CFU/100 mL total
coliform value at Alibeykoy Creek [23]. Total coliform levels in Karacaoren I Dam
Lake were detected to range from 500 to 100.000 CFU/100 mL and the presence of
fecal coliform was also noted [24]. Akkan et al. (2019) reported high fecal coliform
pollution (71.66)% in surface water bodies collected from Yaghdere Stream [25].
Although our coliform contamination rates were lower than those shown by Yalim et al.
(2020) and Akkan et al. (2022), our study clearly emphasized the discharge of
household and industrial wastewater systems into the surface water without control.

The difference in results between previous studies based on fecal contamination and
bacterial load may be explained by changes in water quality, originating from
biogeochemical cyclings such as the storage and release of nutrients and
physicochemical characteristics in aquatic ecosystems. The sanitary status of the
different water bodies such as lakes, rivers, and dams showing different hydraulic
characteristics may be changed by seasonal changes, proximity to mineral extraction
sites and settlements, and agricultural and industrial activities.

E. coli strains recovered on EndoC plates from the stations were included for further
antibiotic susceptible study. A total of 10 bacteria were isolated in equal numbers from
the water samples taken from 2 different regions. 5 of them were evaluated as E. coli.
Stl (3 strains) and St2 (2 strains), respectively. Strains showing Gram-negative bacilli
morphological character were identified by biochemical tests (indole, methyl red, Voges
Proskauer, citrate; (IMVIC) and MUG test systems). Endo C reactions and results of
biochemical tests of E. coli strains are shown in Fig. 2.

In addition to bacteriological load, the antibiotic resistance profiles of E.coli in water
bodies were screened. While the low frequency of resistance to cefotaxime, tobramycin,
streptomycin, cefepime, and cefazolin (20%) was determined, E. coli strains showed

relatively high levels of resistance to Trimetropim and Ampicillin (40%) (Table 2).
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Fig 2 Mug test, IMVIC, and Endo C reactions for distinguishing E. coli strains; (a: Mug; b:
indole; c: citrate; d: methyl red and Voges Proskauer; e: Endo C)

For non-beta-lactam antibiotics, there was a high sensitivity of isolates to tetracycline,
gentamycin, and chloramphenicol (100%). None of the E. coli strains recovered from
river water samples were ESBL producers according to the recommended CLSI
standards. By contrast, the obvious spatial homogeneity was exhibited in resistance with
20% cefotaxime, tobramycin, cefepime, and cefazolin. This study indicates that there is
no widespread distribution of antibiotic-resistance genes among E. coli strains in the
water samples of the Asi River.

Table 2 Percentage of total E.coli isolates with antibiotic resistance

Pattern Resistance (%)

Ampicillin R 40.0+£0.5*
Tobramycin R 20+0.25*
Cefotetan S 0+0.0*
Cefepime R 20+0.40*
Cefotaxime R 20+0.30*
Chloramphenicol S 0+0.0*
Cefazolin R 20+0.25*
Streptomycin R 20+0.15%*
Ertapenem S 0+0.0*
Tetracycline S 0+0.0*
Gentamycin S 0+0.0*
Trimethoprim R 40.0+0.25%

*P<0.05 compared with the results.
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The profile of antibiotic resistance of E. coli strains in many freshwater sources of
Turkey has been previously reported. Kurekci et al., (2017) showed resistance against
extended-spectrum B-lactam antibiotics of E. coli strains isolated from the Asi River
(Turkey) [11]. For E. coli strains recovered from ten rivers in the northern-east coastal
region of Turkey, Ozgumus et al. (2009) found resistance to ampicillin, streptomycin,
and trimethoprim similar to our susceptibility results [26]. Buyukkaya Kayis (2022)
noted that E. coli isolated from 5 different stations in Ataturk Dam in Adiyaman was
resistant to chloramphenicol, tetracycline, cefepime, and cefazolin antibiotics contrary
to our findings [27]. Mercimek Takci et al. (2023) pointed to the high-frequency
resistance against cefotaxime (62.5%) and streptomycin (50%) antibiotics for E. coli
strains obtained from Alleben pond (Gaziantep) by contrast with our results [28].
Similarly, Altug et al. (2020) reported the dissemination of high antibiotic resistance in
surface water samples, Gulluk Bay [29].

The MAR index ranged from 0.083-0.5 for E.coli strains from Asi River water bodies.
%30 of E. coli isolates showed a MAR index greater than 0.200. A MAR index of 0.200
is represented the difference between low- and high-risk degrees. Those multidrug-
resistant bacteria having MAR indices >0.200 indicates the exposure of sewage
effluents to high-risk contamination for water bodies with the increased distribution of

possibly fecal microorganisms harmful to humans.

Conclusion

This research study provides insights into the abundance of FIB and the antibiotic
resistance profile of E. coli strains in the surface water sources throughout the Asi
River. The high prevalence of fecal indicator bacteria in these surface water sources
highlights the risk of fecal contamination from both human and animal origins in built-
up and agricultural areas. To prevent surface water contamination, it is necessary to
focus more on the projects and public policies that ensured the treatment of wastewater,
assuring higher environmental preservation, and reduced risks to public health.
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Baz1 Yerel Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Genotiplerinin
Cimlenme Evresindeki Tuz Stresine Toleranshk Seviyelerinin

Belirlenmesi

Enes Gokhan Yilmaz!"“ , Kezban Din¢!* , iskender Tiryaki'*

OZET

Bu ¢alisma Tiirkiye'nin ¢esitli yerlerinden toplanan 18 yerel fasulye (Phaseolus vulgaris
L.) genotipinin ¢imlenme donemindeki tuz stresine tolerans diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla yiritilmistiir. Tesadiif bloklar1 desenine gore 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilen
calismada her tekerriirde 25 adet tohum olacak sekilde iginde cift kat filtre kagidi
bulunan kapakli plastik kaplarina tek sira halinde yerlestirilmis ve 15 mL 200 mM NaCl
eklenerek 28 + 0.5 °C'de karanlik ortamda ¢imlenme denemesine alinmistir. Her
genotipin kontrol tohumlari, ayni kosullar altinda saf su (dH.O) eklenerek test
edilmigtir. Cimlenen tohumlarda son ¢imlenme orani, ¢imlenme hizi ve ¢imlenme
homojenite parametreleri hesaplanmistir. Tuz stresi Pv-6, Pv-8 ve Pv-14 kodlu
genotiplere ait tohumlarin ¢imlenme oranlarinda herhangi bir gerilemeye neden
olmazken, Pv-2 kodlu yerel genotipe ait tohumlarin ¢imlenme oraninda %36.84’lik
gerilemeye neden olmustur. Tuz stresi kosullarinda ¢imlenme hizi Gso = 1.41 giin (Pv-
1) ile Gso=3.94 giin (Pv-12) arasinda degisirken, kontrol kosullarda 0.84 giin (Pv-1) ile
2.60 giin (Pv-18) arasinda degismistir. Cimlenme homojenite siireleri Pv-1 kodlu
genotipte en yavas (Gio-90 = 3.03 giin) olurken, Pv-13 kodlu genotipte en homojen
¢imlenme (Gio90 = 1.59) gergeklesmistir. Tohumlarin zamana bagli ¢imlenme
dinamiklerine ait degisimler kontrollii sartlarda erken donemlerde var olan genetik
varyasyonun ¢imlenme siiresinin uzamasina bagli olarak azaldigini buna karsin stres
sartlarinda genetik varyasyonun artan bir sekilde ¢imlenmenin sonraki zaman
dilimlerinde ortaya ¢iktigini gostermistir. Tohumlarin iki boyutlu yiizey alan dl¢timleri
ile belirlenen tohum iriliklerinin tuz stresi ile olan iliskisinin ortaya konmasi amactyla
yapilan analiz sonuglari, tohum biiyiikliikliileri ile tuz stresi sartlarindaki ¢imlenme
oranlar1 arasinda dogrusal bir iliskinin olmadigini, ancak hem kontrol hem de tuz tresi
sartlarindaki ¢imlenme hizi (Gso) ve ¢imlenme homojenite (Gio-q0) degerleri arasinda
sirastyla pozitif ve negatif bir iligkinin var oldugunu gostermistir. Calisma sonuglari,
yerel fasulye genotiplerinin incelenen ¢imlenme parametreleri agisindan tuz stresine
kars1 onemli farkliliklar gésterdigini ve tuza tolerant oldugu belirlenen genotiplerin bu
amagla yapilacak 1slah ¢alismalarinda basariyla kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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Determination of Salt Stress Tolerance Levels of Some Local
Bean (Phaseolus vulgaris L.) Genotypes at Germination Stage

ABSTRACT

This study was carried out to determine the tolerance levels of 18 local bean genotypes
collected from various locations of Turkey at the germination stage. The germination
test was conducted with 25 seeds with 4 replications by using a completely randomized

block design. Seeds were placed on double filter paper in a covered plastic box and were ARTICLE HISTORY
incubated at 28 + 0.5 °C in darkness. Control seeds of each genotype were treated with Received

dH.O and were germinated under the same conditions as described before. The 26 May 2023
germination percentage, germination rate, and homogeneity of the seeds were Accepted

calculated. The highest reduction rate in the final germination percentage was 15 July 2023
determined in the Pv-2 (36.84%) local genotype, while no deleterious effect of salt stress

was observed in genotypes Pv-6, Pv-8, and Pv-14. Germination speed varied between KEYWORDS
Gso=1.41 days (Pv-1) and Gso = 3.94 days (Pv-12) in salt stress conditions, while it was Salt stress,

changed between 0.84 days (Pv-1) and 2.60 days (Pv- 18) under control conditions. The germination,

highest germination delay was determined in Pv-1 (Gio-90 = 3.03 days), while the Pv-13 germination dynamics,
variety (Gio-90 = 1.59 days) had the best germination homogeneity. The germination two-dimensional seed
dynamics of seeds in time showed that the genetic variation existed in the early periods surface area,

of germination in terms of genotype based performances in germination percentages seed size

decreased over time under controlled conditions while such genetic variation
increasingly appeared in the later periods of time under salt stress conditions. The
analysis to reveal the relationship between the seed size based on the two-dimensional
surface area and salt stress tolerance levels of the seeds showed that there was no any
linear relationship between the seed size and germination percentage of the genotype
under salt stress conditions. However, it showed that there was a positive and negative
relationship between rate (Gso) and span (Guo-00) 0f germination under both control and
salt stress conditions, respectively. The results of the study revealed that the local bean
genotypes showed significant variation for salt stress tolerance levels based on
germination parameters determined and those genotypes which were determined as salt
tolerant could be successfully used in such breeding programs.

Giris

Tuz stresi kiiresel anlamda, tarimsal iiretimi olumsuz yonde etkileyen en 6nemli abiyotik
stres faktorlerinden biridir [1, 2]. Giinliimiizde diinya genelindeki tarim arazilerinin
%20’sinde goriilen tuzlulugun, 2050 yilina kadar %50’ye ¢ikacagi tahmin edilmektedir
[3, 4]. Bitkiler, kompleks fizyolojik ve molekiiler mekanizmalari ile toprakta bulunan
tuzlara kars1 cesitli seviyelerde yanit verirler [5]. Tuz stresi bitkilerin farkli gelisim
evrelerinde farkli etkiler gdstererek bitki biliylime ve gelisimi olumsuz yonde etkilemekte
ve sonucta verimde dnemli kayiplara neden olmaktadir [3, 6]. Topraktaki yiiksek tuzluluk
ayn1 zamanda fizyolojik kuraklik yaratarak tohumlarin su alinimini engellemekte, hiicre
ici iyon dengesizligine neden olarak devaminda iyon toksisitesinin olusmasina ve bdylece
¢imlenmenin engellenmesine neden olmaktadir [5, 7, 8]. Bitkilerde tuza kars1 toleranslik

bitkinin gelisim donemine, tuz stresinin siddet ve siiresine bagli olarak biiyiik degiskenlik
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gosterebilmektedir [9]. Ancak, genel olarak degerlendirildiginde bitkilerin biyotik ve tuz
stresinin dahil oldugu abiyotik stres faktorlerine karsi en hassas oldugu gelisim donemi
¢imlenme ve erken fide evresi oldugu kabul edilmektedir [10]. Tohum ¢imlenmesi bitki
bliyiime ve gelisiminin on kosulu olmasi nedeniyle [11] eldeki mevcut bitki
materyallerinin tuz stresine olan toleranslik seviyelerinin belirlenmesi ve bunlarin 1slah
programlarina dahil edilmesi biiyiik bir dnem tagimaktadir [5].

Diinya ve iilkemizde ekim alani ve iiretim miktar1 agisindan onemli bir yeri olan
Fabaceae familyasi i¢erisinde yer alan fasulye bitkisi (Phaseolus vulgaris L.) protein, lif,
karbonhidrat ve mineral maddeler yoniinden zengin bir icerige sahip olup bitkisel
proteinler yoniinden 6nemli bir besin kaynagi olarak goriilmektedir [12, 13]. Bu nedenle
fasulye ve dahil oldugu yemeklik dane baklagiller artan diinya niifusunun protein a¢iginin
hizli ve ekonomik olarak giderilmesinde basvurulacak en 6nemli besin kaynaklarinin
basinda gelmektedir [7]. Cogu kiiltiir bitkisinde oldugu gibi, baklagillerin tuz stresine
kars1 tepkisi biiyiik dl¢iide degiskenlik gostermektedir [10]. Bununla birlikte fasulyenin
dahil oldugu baklagiller diger kiiltiir bitkileri ile kiyaslandiginda tuz stresine kars1 daha
hassas olduklar1 bilinmektedir [7, 13]. Ancak, her bitki tiirlinde oldugu gibi P. vulgaris
icerisinde de genetik varyasyonun bir sonucu olarak tuz ve diger stres faktorlerini goreceli
olarak daha iyi tolere edebilen hat ve genotiplerin var oldugu ve bu testlerin hedef genetik
havuz kullanilarak ayrica test edilmesi gerektigi bilinmektedir [14]. Bu ¢alisma tilkemizin
cok farkli iklim ve toprak kosullarinda yaygin olarak yetistiriciligi yapilan yerel hat, koy
popiilasyonu, koy ¢esidi ya da yerel genotip gibi farkli adlarla isimlendirilen ve biiyiik bir
varyasyon gosteren yerel fasulye genotiplerinin ¢imlenme evresindeki tuz stresine

toleranslik seviyelerinin belirlenmesi amaciyla ytriitilmiistiir.
Materyal ve Metot

Tohum materyali

Calismada kullanilan yerel fasulye (Phaseolus vulgaris L.) genotipleri ve temin
edildikleri bolgeler Tablo 1’de sunulmustur.

Yontem

Yerel fasulye genotiplerinin tuz stresine karsi tolerans diizeylerini en 1yi ortaya koyacak
tuz konsantrasyonu (200 mM NaCl) yapilan 6n denemeler ve ilgili literatiir g6z oniine
alinarak belirlenmigtir [15]. Her yerel genotipe ait tohumlar ¢imlenme denemesine

alinmadan 6nce kendi i¢inde tohum iriligi bakimindan homojen hale getirilmis ve
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¢imlenme denemesinde bu tohumlar kullanilmistir. Her yerel genotipe ait 25’er adet

tohum 4 tekerriirlii olacak sekilde icerisinde ¢ift katli kurutma kagidi lizerine, kapakl

plastik (10x11.5x5 ¢m) ¢imlendirme kaplarina alinmis ve devaminda iizerlerine 15 ml

200 mM NaCl ilave edilerek 28 + 0.5°C’de karanlik sartlarda ¢imlendirmeye

birakilmustir. Iklimlendirme kabini igerisindeki raflar arasi ortaya ¢ikabilecek olasi

sicaklik farkliliklart g6z Oniine alinarak ¢alisma tesadiif bloklar1 deneme desenine gore

tertip edilmistir. Calismada 3-4 mm'lik radikula ¢ikisi ¢imlenmis tohum olarak kabul

edilmis ve c¢imlenen tohumlar kaptan giinliik olarak uzaklastirilmistir. Cimlenme

denemesi ¢imlenme degerlerinin sabitlendigi gline kadar (5 giin) devam ettirilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan yerel fasulye genotiplerine ait kayit kodu, yerel genotip adlari ve

tedarik yeri

Table 1. Registration codes of genotypes, names of genotypes and locations of seed supply

Kayit kodu Yerel Genotip Adi Tedarik yeri
Pv-1 Karinca Fasulyesi Konya/Aksehir
Pv-2 Oturak Fasulye Konya/Aksehir
Pv-3 Boncuk Fasulye Kiitahya/Altintas (Yesilyurt)
Pv-4 Hinis Fasulyesi Erzurum
Pv-5 Cal1 Fasulyesi Konya/Aksehir
Pv-6 Oturak Fasulye Konya/Aksehir
Pv-7 Beyaz Seker Fasulye Konya/Aksehir
Pv-8 Oturak Fasulye Bursa /Mustafakemalpasa
Pv-9 Oturak Fasulye Canakkale
Pv-10 Aysekadin Fasulye Konya/Aksehir
Pv-11 Ispir Fasulyesi Erzurum
Pv-12 Cal1 Fasulyesi Van
Pv-13 Cil kiz Fasulyesi Konya/Aksehir
Pv-14 Barbunya Fasulye Konya/Aksehir
Pv-15 Capan Fasulye Konya/Aksehir
Pv-16 Fistik Fasulyesi Konya/Aksehir
Pv-17 Sarikiz Fasulyesi Konya/Aksehir
Pv-18 Siyah Seker Fasulye Konya/Aksehir

Cimlenen tohumlara ait son ¢imlenme yiizdesi (%), ¢imlenen tohumlarin %50’sinin

cimlenmesi i¢in gegen zaman (Cimsg) ¢imlenme hizi ve ¢imlenen tohumlarin %10

cimlenmeden %90 ¢imlenme oranina ulasmasi i¢in gegen zaman (Gio-90) ise ¢imlenme
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homojenitesinin belirlenmesinde daha once agiklandig1 sekilde tespit edilmistir [16].
Calismada kontrol olarak her genotipe ait tohumlar yukarida agiklandig1 sekilde 15 ml
dH20 varliginda ¢imlenme denemesine alinmis ve ilgili ¢imlenme parametreleri yukarida
belirtildigi sekilde tespit edilmistir.

Veri Analizi

Son ¢imlenme yiizdesi verilerine agisal transformasyon (arcsineVFGP) uygulanmis ve
istatiksel analizde kullanilmistir [16]. Tuz stresinin tohumlarin son ¢imlenme oranlarinda
meydana getirdigi gerileme oranlar1 daha 6nce agiklandigr sekilde hesaplanmustir [11].
Her yerel genotipten rastgele secilen 4 tohuma ait yiizey alanlar1 Image] paket programi
kullanilarak tespit edilmis ve bu degerler yerel fasulye genotipleri arasinda tohum iriligi
bakimindan gézlenen varyasyonun ¢imlenme parametreleri ile olan olasi iligkisini ortaya
koymak amaciyla korelasyon analizlerinde kullanilmistir.

Elde edilen tiim veriler SAS [17] paket programi ile analiz edilmis ve ortalamalar
arasindaki farkliliklar en kiiglik 6nemli fark (LSD) testi ile p < 0.05 seviyesinde test

edilmistir.
Bulgular

Tuz stresi, kontrol kosullarmma kiyasla yerel fasulye genotiplerinin son ¢imlenme
oranlarinda 6nemli gerilemelere neden olmustur (Sekil 1). Genotiplerin kontrol
kosullarinda son ¢imlenme oranlar1 %77 ile %97 arasinda degisirken, ayni genotiplerin
tuz stresi kosullar1 altinda son ¢imlenme oranlart %60 ile %97 arasinda degisiklik
gostermistir (Sekil 1). Pv-2 ve Pv-14 kodlu yerel genotipler, 200 mM NaCl tuz stresi
altinda sirasiyla en duyarli (%60) ve tuz stresine en tolerant (%97) genotipler olarak
belirlenmigtir (Sekil 1). Tuz stresine bagl olarak son ¢imlenme oranlarindaki en yiiksek
gerileme %36.84 ile Pv-2 kodlu genotipte gergeklesirken, Pv-6, Pv-8 ve Pv-14 kodlu
genotiplerde tuz stresinin herhangi bir olumsuz etkisi tespit edilmemistir (Sekil 1).
Kontrole gore kiyaslandiginda Pv-14 kodlu genotip hem kontrol hem de tuz stresi

sartlarinda da en yiiksek ¢imlenme degerlerine (%97) sahip olmustur (Sekil 1).
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Sekil 1 200 mM NaCl tuz stresi ve kontrol kosullarinda ¢gimlendirilen yerel fasulye genotiplerinin
son ¢imlenme oranlari ile tuz stresine bagli olarak ¢imlenme oranlarinda meydana gelen gerileme
degerleri (%). Bar iizerindeki c¢izgiler standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aym harfler

p <0.05 seviyesinde anlaml degildir

Fig 1 Final germination percentage and reduction rates of local bean genotypes germinated under
200 mM NacCl salt stress and control conditions. The bar shows the standard deviation (n=4). The

same letters are not significant at p<0.05

Tuz stresi kontrol tohumlar ile kiyaslandiginda tohumlarin ¢imlenme hizlarinda ¢ok
onemli gerilemelere neden olmustur (Sekil 2). Cimlenme hiz degerleri yerel genotipler
arasinda biiyiik bir varyasyon gostermistir (Sekil 2). Tuz stresi varliginda en hizli tohum
¢imlenmesi Gso = 1.41 giin ile Pv-1 kodlu genotipten elde edilirken Pv-12 kodlu genotipte
bu deger 3.9 giin ile en yavas olarak gergeklesmistir (Sekil 2). Buna karsin kontrol
tohumlarinda en hizli (Gso=0.83 giin) ve en yavas (Gso=2.59 giin) tohum ¢imlenme
degerleri sirastyla Pv-1 ve Pv-18 kodlu genotiplerden elde edilmistir (Sekil 2).

Tuz stresi tohumlarin ¢imlenme homojenitelerinde (Gio-90) genotipe bagli olarak hem
olumlu ve hem de olumsuz etkiler meydana getirmistir (Sekil 3). Tuz stresi kontrol
tohumlar1 ile kiyaslandiginda Pv-1 kodlu genotipe ait tohumlarin %10 ¢imlenmeden %90
¢imlenme oranina ulagmasi i¢in gecen siirede 1.44 giinliik bir gecikmeye neden olurken

Pv-6 kodlu genotipe ait tohumlarda 0.97 giinliik bir iyilesmeye neden olmustur (Sekil 3).
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Sekil 2 200 mM NaCl tuz stresi ve kontrol kosullarinda ¢imlendirilen yerel fasulye genotiplerine
ait ¢cimlenme hiz1 (Gso) verileri. Bar tizerindeki ¢izgiler standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Ayni harfler p <0.05 seviyesinde anlamli degildir

Fig 2 Germination speed (Gso) of local bean genotypes germinated under 200 mM NaCl salt stress
and control conditions. The bar shows the standard deviation (n=4). The same letters are not
significant at p<0.05

Tuz stresi varliginda en homojen tohum ¢imlenmesi Gio-90 = 1.58 giin ve G1o-90 = 1.59 giin
ile sirasiyla Pv-13 ve Pv-5 kodlu genotiplerden elde edilmistir (Sekil 3). Buna karsin
kontrol tohumlarinda en homojen tohum g¢imlenmesi Gio-90=1.16 giin ve G1o-90=1.23
giin ile sirastyla Pv-9 ve Pv-7 kodlu genotiplerde tespit edilmistir (Sekil 3). Pv-14 kodlu
genotipe ait tohumlar tuz stresinden etkilenmeden kontrol sartlarina benzer bir ¢imlenme
homojenitesi (Gio-00 = 1.9 giin) gostermistir (Sekil 3).
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Sekil 3 200 mM NacCl tuz stresi ve kontrol kosullarinda ¢imlendirilen yerel fasulye genotiplerine
ait cimlenme homojenitesi (Gio-90) verileri. Bar tizerindeki ¢izgiler standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Ayn1 harfler p <0.05 seviyesinde anlaml degildir

Fig 3 Germination span (Go.90) Of local bean genotypes germinated under 200 mM NaCl salt
stress and control conditions. The bar shows the standard deviation (n=4). The same letters are
not significant at p<0.05
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Tohumlarin kontrol sartlarindaki zamana bagli ¢imlenme dinamiklerine ait degisimler
Sekil 4°’te, ayn1 tohumlarin tuz stresi varliginda zamana bagli ¢cimlenme dinamiklerindeki
degisimler ise Sekil 5’te verilmistir. Sonuglar kontrol sartlarinda yerel genotiplerin
c¢imlenme oranlarinda ¢imlenmenin ilk iki giinlinde biiyiik bir varyasyon gosterdiklerini
ancak bu varyasyonun sonraki giinlerde azalarak sabitlendigini gostermistir (Sekil 4).
Cimlenmenin ilk giinlinde en yiiksek ¢cimlenme oranlar1 %55 ve %43 ile sirasiyla Pv-1 ve
Pv-2 kodlu genotiplerden elde edilirken Pv-18 kodlu genotipte ¢imlenme meydana
gelmemistir (Sekil 4). Cimlenmenin ilk giiniinde %32 ¢imlenme oranina sahip Pv14
kodlu genotip ¢imlenmenin son giiniinde %97 ile en yiiksek ¢imlenme oranina sahip
olmustur (Sekil 4). Buna karsin ¢imlenmenin birinci giliniinde en yiiksek ¢imlenme
oranlarma sahip Pv-1 ve Pv-2 kodlu genotiplerde son ¢imlenme oranlari sirasiyla %91 ve
%95 olarak gergeklesmistir. Diger taraftan Pv-18 kodlu yerel genotip ilk giindeki

cimlenme performansina paralel olarak tiim zamanlarda en diisiik ¢cimlenme performansi

gostermistir (Sekil 4).
100 - e Pv.1 Pv2
& H Pv-3 Pv-4
$ e Pvs Pv-6

Cimlenme Orani (%)

Giin

Sekil 4 Yerel fasulye genotiplerinin kontrol kosullarinda giinliik ¢imlenme oranlari

Fig 4 Daily germination percentages of local bean genotypes under control conditions
Tuz stresi yerel genotiplere ait kontrol tohumlarinin ilk giin(ler)de ortaya ¢ikan ¢imlenme

oranlarindaki baglangi¢ varyasyonunun azalmasina neden olmustur (Sekil 5). Tuz stresi

sartlarinda ¢imlenmenin ilk giiniinde en yiiksek ¢imlenme oranlar1 %26 ve %13 ile
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sirastyla Pvl ve Pv3 kodlu genotiplerden elde edilirken Pv7, Pv11, Pv12 ve Pv13 kodlu
genotiplerde hi¢ ¢imlenme meydana gelmemistir (Sekil 5). Buna karsin ilk giinde %5
oraninda ¢imlenen Pv5 ve Pv14 kodlu genotipler, ikinci giinde sirasiyla %65 ve %55 ile
ylksek ¢imlenme oranlarina sahip olmuslardir (Sekil 5). En yiiksek son ¢gimlenme orani
%97 ile Pv14 kodlu genotipten elde edilmistir (Sekil 5). Buna karsin %90 ile ikinci en
yiiksek son ¢imlenme oranina sahip Pv13 kodlu genotip ¢imlenmenin ilk iki giiniinde

strastyla %0 ve %8’lik ¢imlenme oranlarina sahip olmustur (Sekil 5).

100 - ---o--Pv-1 Pv-2

Cimlenme Orani (%o)

Pv-14

Pv-16

Pv-18

Giin

Sekil 5 Yerel fasulye genotiplerinin 200 mM tuz stresi kosullarinda giinliik ¢gimlenme oranlari

Fig 5 Daily germination percentages of local bean genotypes under 200 mM NaCl salt stress
conditions

Yerel fasulye genotipleri arasinda tohum iriligi bakimindan goézlenen varyasyonun bir
Olcli degeri olarak ele alinan iki boyutlu ylizey alan 6lglimlerine ait veriler Sekil 6’da,
tohumlara ait 6rnek gorsel Sekil 7°de, tohumlarin iki boyutlu yiizey alan biiyiikligi ile
kontrol ve tuz stresi sartlarindaki g¢imlenme parametreleri arasindaki iliskiye ait
korelasyon verileri sirastyla Tablo 2 ve Tablo 3’te verilmistir. Iki boyutlu tohum yiizey
alan dlciimlerine gore en iri tohum, 2.22 cm? ile Pv-12 kodlu genotip olurken en kiigiik
tohum ise 0.40 cm? ile Pv-1 kodlu genotipin oldugu belirlenmistir (Sekil 6). Tohum iriligi
ile tohumlarin tuz tresine baglh olarak ¢imlenme oranlarinda meydana gelen gerileme
oranlar1 biiyiikk bir varyasyon gostermistir (Sekil 6). Pv-2 kodlu genotipte iki boyutlu

tohum yiizey alan1 0.71 cm? ve tuz stresine bagl ¢cimlenme oranindaki gerileme %36.84
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ile en yiiksek olurken, Pv-6, Pv-8 ve Pv-14 kodlu genotiplerde iki boyutlu tohum yiizey
alanlar1 sirasiyla 1.08 cm?, 1.20 cm? ve 0.86 cm? olurken tuz stresi bu genotiplerin

cimlenme oranlarinda herhangi bir gerilemeye neden olmamaistir (Sekil 6).
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Sekil 6 Yerel fasulye genotiplerine ait tohumlarin iki boyutlu yiizey alan biiyiikliikleri ve tuz stresi
sartlarinda ¢imlenme oranlarinda meydana gelen gerilemeler. Bar iizerindeki ¢izgiler standart
sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn1 harfler p <0.05 seviyesinde anlamli degildir

Fig 6 Two-dimensional seed surface area of local bean genotypes and reduction rates on the

germination percentages due to salt stress. The bar shows the standard deviation (n=4). The same
letters are not significant at p<0.05

Sekil 7 Tohum iriliklerine iligkin iki boyutlu tohum ylizey alan 6lgiimlerinde kullanilan baz1 yerel
fasulye genotiplerine ait 6rnek gorsel

Fig 7 Example image of some local bean genotypes used to determine two-dimensional seed
surface area measurements
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Kontrol sartlarinda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme parametreleri ile iki boyutlu
tohum ylizey alan biiyiikliikleri arasinda yapilan korelasyon analiz sonuglari ¢imlenme
hiz degerleri (Gso) ile iki boyutlu tohum yiizey alan biiyiikliikleri arasinda ¢ok énemli (P
< 0.001) pozitif (r = 0.65) bir iliskinin var oldugunu, buna karsin ¢imlenme homojenite
degerleri (Gio-90) arasinda ise ¢ok 6nemli (P <0.0062) negatif (r = - 0.31) bir iliskinin var
oldugunu gostermistir (Tablo 2).

Tablo 2 Kontrol sartlarinda tohum iriligine ait yiizey alan biiyiikligii ile cimlenme parametreleri
arasindaki korelasyon tablosu

Table 2 Correlation table between seed surface area and germination parameters under control
conditions

FGP Gy Gio00 iki Boyutlu Tohum
Yiizey Alam (em?)
FGP 1,00000  -0,2726*%*  -0,2634** 0,10652
Gy 1,00000 0,28299%*%* 0,65651**
Gyo.90 1,00000 -0,31979**
iki Boyutlu Tohum 1,00000
Yiizey Alani (cm?)

FGP: Son Cimlenme Yiizdesi, Gso: Cimlenen hizi, Gig.90: Cimlenme Homojenitesi. **: P <0.05 seviyesinde farkli.

Tuz stresi sartlarinda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme parametreleri ile iki boyutlu
tohum yiizey alan biiytikliikleri arasinda yapilan korelasyon analiz sonuglari tohumlarin
tuz stresi varligindaki ¢imlenme hiz degerleri (Gso) ile iki boyutlu tohum ylizey alan
biiytikliikleri arasinda ¢ok onemli (P < 0.0001) pozitif (r = 0.70) bir iligkinin var
oldugunu, buna karsin tohum yiizey alan biiyiikliigii ile tohumlarin tuz stresi varligindaki
¢imlenme homojenite degerleri (Gio-90) arasinda ise ¢ok 6nemli (P < 0.0024) negatif (r =

- 0.35) bir iliskinin var oldugunu gostermistir (Tablo 3).
Tartisma

Baklagillerin tuz stresine karsi gostermis olduklari tepkiler biiyiik degiskenlik
gostermektedir [10]. Fasulyenin diger kiiltiir bitkileriyle kiyaslandiginda tuz stresine kars1
daha hassas oldugu bilinmektedir [7, 13]. Tohum ¢imlenmesi, bitki biiylimesinin ve
gelisiminin ilk baglangic noktas1 olmasi nedeniyle, bitkilerin 6zellikle ¢imlenme ve erken
fide evresinde tuz stresinden daha fazla etkilenebilecegi bilinmektedir [11, 18]. Ancak

fasulye gibi tuz stresine goreceli olarak daha hassas olarak kabul edilen bitki tiirleri de
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dahil olmak {izere mevcut genetik materyalin barindirdig1 genetik varyasyonlar dikkate
alinarak eldeki materyalin her bir stres faktoriine kars1 ayrica test edilmesi gerektigi
gozden kacgirilmamasi1 gereken onemli bir gercektir. Zira yapilan bir¢ok calisma her
genetik materyalin amaca uygun olarak taranmasi ve ilgili stres faktoriine karsin olasi
genetik varyasyonun test edilmesinin bitki 1slah1 uygulamalarinda basvurulacak ilk

yontemsel yaklagimlar oldugunu ortaya koymaktadir [19, 20].

Tablo 3 Tuz stresi sartlar1 altinda tohum iriligine ait yiizey alan biyikligi ile ¢imlenme
parametreleri arasindaki korelasyon tablosu

Table 3 Correlation table between seed surface area and germination parameters under salt
stress conditions

FGP G, Gio00 iki Boyutlu Tohum
Yiizey Alam (cm?)
FGP 1,00000 -0,04948  -0,05904 0,16361
Gy 1,00000 -0,16441 0,70387**
Giom0 1,00000 -0,35275%*
iki Boyutlu Tohum 1,00000
Yiizey Alani (cm?)

FGP: Son Cimlenme Yiizdesi, Gso: Cimlenen hizi, Gig.90: Cimlenme Homojenitesi. **: P <0.05 seviyesinde farkli.

Ulkemizde uzun yillardan bu yana genelde yetistirme sezonu sonunda hasat edilen
tohumdan ayrilarak gelecek yilin tohumluklarinin kullanilmasi seklinde yapilan yerel
fasulye yetistiriciligi, kendi igerisinde genetik olarak durulmus popiilasyonlar
olusturmus ve devaminda bu popiilasyonlar zaman icerisinde yerel hat, kdy popiilasyonu,
kdy cesidi, ata tohum ya da yerel ¢esit gibi farkli isimler veya tamamen bolgeye 6zgiin
cesit adlariyla isimlendirilmislerdir. Bu caligma iilkemizin farkli bolgelerinden temin
edilen 18 adet yerel fasulye genotipinin ¢imlenme evresindeki tuz stresine verdikleri
tepkileri belirlemek ve bu anlamda olas1 genetik varyasyonu ortaya koymak amaciyla
yiritiilmiistir. On sekiz yerel fasulye genotipine ait tohumlar 6n denemeler ve ilgili
referans [15] dikkate alinarak belirlenen tuz stresi (200 mM NaCl) varliginda ¢imlenme
denemesine alinmis ve sonuglar tuz stresi olmadan g¢imlendirilen kontrol (dH20)
tohumlarina ait ¢imlenme verileri ile karsilagtirilmistir. Calisma sonuglari kullanilan yerel
fasulye genotipleri arasinda tuz stresine toleranslik bakimindan biiyiik bir varyasyonun
var oldugunu gostermistir (Sekil 1-3). Sonuglar ayn1 zamanda tuz stresinin belirlenen

¢imlenme parametreleri tizerine olumlu ya da olumsuz etkilerinin yerel genotipe ve
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kullanilan ¢imlenme parametresine bagli olarak biiyiik oranda degistigini gostermistir.
Ormnegin, tuz stresi Pv-2 genotipine ait tohumlarin son ¢imlenme oranlarinda %36.8
gerilemeye neden olurken, Pv-6, Pv-8 ve Pv-14 genotiplerinde herhangi bir olumsuz etki
gostermemistir (Sekil 1). Diger taraftan, tuz stresi Pv-12 genotipine ait tohumlarin
¢imlenme hizlarinda 6nemli gerilemelere neden olmus ancak ayni genotipin son
¢imlenme oraninda goreceli biiyiik diislise neden olmamistir (Sekil 1-2). Buna karsin tuz
stresi Pv-12 genotipinin dahil oldugu baz fasulye genotiplerinde (Pv-11, Pv-13 ve Pv-
18) ¢imlenme homojenitelerinde ise iyilesmelere neden olmustur (Sekil 5). Yapilan bir
calismada en yiiksek tuz konsantrasyonu olarak uygulanan 200 mM NaCl varliginda
cimlendirilen fasulye genotiplerinde tohumlarin ¢imlenme oranlarinda ¢ok Onemli
gerilemeler meydana gelmis [15] ve bu gerilemelerin %83’lere varabilecegi rapor
edilmistir [21]. Farkli ¢alismalarda ayni tuz konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan farkliliklar
bu ¢aligmanin yapilma amacini teyit eder sekilde tuza toleranslik seviyelerinin kullanilan
genotipe baglh olarak biiyiik oranda degisebilecegini, ¢alisma amacina yonelik olarak
kullanilacak c¢esit ya da genotiplerin her bir ¢alismada ayrica test edilmesi gerektigini
ortaya koymustur. Calisma sonuglar1 ayni1 zamanda tuz stresinin tohumlarin ¢imlenme hiz
ve homojenite parametrelerinde 6nemli farkliliklar meydana getirebilecegini ve yapilacak
taramalarda tohumlarin ¢imlenme oranlart yaninda bu parametrelerin  de
degerlendirmelere alinmasi gerektigine isaret etmektedir. Zira, ¢cimlenme oranlarinda tuz
stresine bagli olarak ortaya cikan gerileme oranlari bakimindan benzer olan cesit
adaylarinin tespitinde ¢imlenme hiz1 ve homojenite verileri belirleyici bir faktor olarak
ele alinabilecektir. Her ne kadar bu ¢alismada Pv-6, Pv-8 ve Pv-14 genotipleri tuz
stresinden etkilenmeden yiiksek ¢cimlenme oranlari (sirasiyla %88, %80 ve %97) vermis
ve ¢imlenme hizi sirasiyla (Gso = 1.79 giin, Gsp = 1.97 giin ve Gso = 1.95 giin) ve
homojenite degerleri (Gio-90 = 1.73 giin, G10-90 = 1.84 giin ve Gio-90 = 1.98 giin) goreceli
olarak iyi bir performans sergilemis olsalar da bu durum diger bazi1 genotipler igin gegerli
olmamistir (Sekil 1-3). Nitekim tuz stresinde son ¢imlenme orant %88 olan Pv-15 kodlu
yerel genotipte ¢imlenme hizi (Gsg = 2.34 giin) ve homojenite degerleri (G1o-90 = 2.50
giin) kontrole gbére Oonemli oranda gerilemistir (Sekil 1-3). Diger taraftan ¢aligmada
kullanilan Pv-6, Pv-8 ve Pv14 kodlu genotiplerde uygulanan tuz konsantrasyonundan hig
etkilenmemis, buna karsin tuz stresine bagl olarak ¢gimlenme oraninda meydana gelen en

yiiksek gerileme orani (%36.84) goreceli diisiik kalmistir [21]. Bu sonuglar fasulyede
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benzer amagh yapilacak ¢aligmalarda daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinin denenmesi
gerektigini, 1slah 6n materyallerinin olusturulmasi amaciyla yapilacak taramalarda hassas
ve tolerant genotiplerin belirlenmesinde bu durumun gergek tolerant genotiplerin agiga
¢ikarilmasi i¢in ¢ok 6nemli olabilecegini gostermistir. Ayrica kontrollii sartlardaki tohum
¢imlenme dinamigine ait analiz sonuglari ¢imlenmenin erken donemlerinde var olan
genetik varyasyonun ¢imlenme siiresinin uzamasina bagli olarak zaman igerisinde
azaldiginm1 ancak stres sartlarinda bu genetik varyasyonun artan bir sekilde ¢imlenmenin
sonraki zaman dilimlerinde ortaya ¢iktigini gostermistir (Sekil 4-5). Nitekim kontrol
tohumlarinda ¢imlenmenin birinci glinlinde ¢imlenme oranlari bakiminda var olan
genetik varyasyon zaman i¢inde azalmis ve neticede ¢imlenmenin 4. ve 5. giinlerinde
sabitlenmistir (Sekil 5). Bunun nedeni kontrol tohumlarmin su alim evresinde (Faz I)
tohum kabuk kalinlig1, kabuk yiizey alan genisligi, kabuk sertligi yaninda tohum kabuk
ylizeyinde yer alan ve genotipe bagl olarak dogrudan tohumun su ve oksijen alim hizini
kontrol eden mikrofil ve strofil acgiklik farkliliklarindan kaynakli olabilecegi
degerlendirilirmistir [22]. Buna karsin tuz stresi sartlarinda ¢imlenmenin erken
evrelerinde genotipler arasinda daralmis bir genetik varyasyonun ortaya ¢ikmis olmast,
ayni zamanda ozmotik bir dengeleyici olan NaCI’iin ¢imlenmenin faz | evresinde tohum
su alim hizinin genotipten kismen bagimsiz olarak daha kontrollii bir sekilde
gerceklesmesine ve faz | evresini tiim genotiplerde uzatmasindan kaynakli olabilecegine
isaret etmektedir [22-23]. Nitekim tuz stresi sartlarinda gergek genotip performanslarinin
¢imlenmenin ikinci ya da ii¢lincii giinlerinde ortaya ¢ikmasi buna isaret etmektedir (Sekil
5). Bu sonuglar 6zellikle stres sartlarinda tohum ¢imlenmesi i¢in kullanilacak siirenin
genotiplerin ilgili stres faktoriine karsi olan olasi tepkilerinin ortaya konmasi ve ¢esit ya
da genotip ayrimlarinin dogru bir sekilde yapilabilmesi agisindan ¢ok Onemli
olabilecegine isaret etmektedir.

Genellikle biiyiik tohumlarin kiigiik tohumlara gére daha uzun siirede ¢imlendikleri,
ancak daha yiiksek ¢imlenme oranina sahip olduklart rapor edilmistir [24-27]. Caligma
sonuglar1 tohumlarin iki boyutlu ylizey alan dl¢limleri ile belirlenen tohum irilikleri ile
kontrol ya da tuz stresi sartlarinda ¢imlenen tohumlara ait son ¢gimlenme oranlar1 (FGP)
arasinda dogrusal bir iligkinin var olmadigini gostermistir (Sekil 1, Tablo 2-3). Sonuglar
ayn1 zamanda tohum iriligi ile tuz stresine bagli olarak ¢imlenme oranlarinda meydana

gelen gerileme oranlar arasinda da dogrusal bir iligkinin var olmadigin1 gostermistir

179



(Sekil 6, Tablo 3). Diger taraftan tohum iriliklerinin gerek kontrol ve gerekse tuz stresi
sartlarindaki ¢imlenen tohumlara ait ¢imlenme hizi (Gso) ve homojenite degerleri (G1o-90)
arasinda sirastyla pozitif ve negatif bir iliskinin var oldugu tespit edilmistir (Tablo 2-3,
Sekil 2-3). Bu durum tohumlarin tuz stresi sartlarinda ¢imlenme dinamik egrilerinde de
net olarak goriilebilmektedir. Ornegin, en kiiciik tohum yiizey alanina sahip (0.40 cm?)
Pv-1 kodlu genotipe ait tohumlarda, ¢imlenen tohumlarin %50’sinin ¢imlenmesi igin
gecen siire Gso=1.41 giin olurken yiizey alan1 en fazla olan (2.22 cm?) Pv-12 kodlu yerel
genotipte bu deger Gs0=3.94 giin olarak gerceklesmistir (Sekil 5-6). Bu durum tohum
kabuk orani agisindan daha fazla ve ayni zamanda ince kabuk yiizey alanina sahip olan
kiiciik tohumlarin hizli ¢imlenme performansi gosterdikleri literatiir bildirimleri ile
uyumlu bulunmustur [25, 28].

Diger taraftan ylizey alani ile tohum ¢imlenme homojenite degerleri arasinda istatiksel
acidan ortaya ¢ikan 6nemli negatif iligki ise genotiplerin tuz stresi sartlarindaki ¢cimlenme
performanslarinin belirlenmesinde ¢imlenme homojenite degerlerinin (G1o-90) ¢imlenme
hiz1 degerlerine (Gso) gore daha onemli ve belirleyici olabilecegine isaret etmektedir
(Tablo 2, Sekil 2, 6). Nitekim tuz stresi sartlarinda ¢cimlenme dinamik egrilerinde kiigiik
tohumlu Pv-1 kodlu yerel genotipe ait homojenite degeri G10-90=3.03 giin iken iri taneli
Pv-12 kodlu genotipte bu deger Gi1o-90=1.66 giin olarak tespit edilmistir (Tablo 2, Sekil 3,
6). Bu sonuglar gerek kontrol sartlarinda ve gerekse de tuz stresi sartlarinda tohum
iriligine bagli olarak ¢imlenme hizinda meydana gelen gerilemeye karsin homojen
¢imlenme i¢in gegen siirenin kisaldigini, iri fasulye tohumlarinin daha homojen bir
¢imlenme performansi gostereceklerine isaret etmektedir (Sekil 3, Tablo 2-3). Sonuglar
ayn1 zamanda biiylik fasulye tohumlarinin kotiledonlar araciligi ile daha fazla yedek besin
maddesi bulundurmalarinin stres sartlarindan bagimsiz olarak ¢imlenme hizindan daha
ziyade tohumlarm c¢imlenme giicli performansi acisindan Onemli olabilecegini
gostermektedir [29]. Bu sonuglar, iri fasulye tohumlarinin sahip olduklar1 depo besin
maddelerinin ¢imlenme sirasindaki kullanim ve tasinimlarinin ¢imlenme oranlarinin
belirlenmesinde dogrudan etkili olmadigini ve ¢imlenme sirasindaki tuz stresi gibi olasi
stres sartlarmin giderilmesinde de kullanilamadiklarina isaret etmektedir. Sonuglar ayni
zamanda genotiplerin tuz stresi sartlarina olan tepkilerinin genetik arka plana bagli olarak
ortaya c¢ikan hiicre iyon denge sartlarinda 6zel mekanizmalar tarafindan kontrol

edilebilecegini isaret etmektedir.
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Sonuc¢

Bu arastirma 18 yerel fasulye genotipinin ¢imlenme evresindeki tuz stresine karsi
toleranslik seviyelerinin belirlenmesi ve ilgili stres faktoriine kars1 genetik varyasyonun
ortaya konmasi amaciyla ylriitiilmiistiir. Calisma sonuglart 200 mM’1n iizerinde bir tuz
stresinin benzer calismalarda kullanilabilecegini, kullanilan genotipler arasinda tuz
stresine toleranslik bakimindan biiylik bir genetik varyasyonun var oldugunu, Pv-14
kodlu yerel genotipin tuza toleranslik 1slahi c¢alismalarinda kullanilabilecegini
gostermistir. Calisma sonuglari1 ayni zamanda benzer ¢alismalarda genotiplerin ilgili stres
faktorlerine kars1 gercek performanslarinin belirlenmesinde ¢imlenme parametreleri
yaninda tohum irilikleri gibi fiziksel 6zeliklerin de ayrica degerlendirmeye alinmasi

gerektigini ortaya koymustur.
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ABSTRACT

The increase in population worldwide causes an increase in anthropogenic effects suchas ~ ARTICLE HISTORY
agriculture and industry, and as a result, the habitat of many naturally living species is Received
changing. Because of this change, species that adapt to the environment survive and those 16 May 2023
that cannot adapt to the environment either had to migrate in order to survive, or their ~ Accepted
numbers decreased and their generations were endangered. In Sanlwrfa, both the 22 July 2023
construction of dams and the increase in agricultural activities significantly affect bird

diversity. Therefore, it is important to take precautions by investigating their phylogenetic

origins and migration routes. The aim of the present study is to perform phylogenetic K'_EYV\_/ORDS
analysis using mtDNA COI marker for some wild bird species in Sanliurfa. Muscle tissue Wild _b"d' .
was taken from nine wild bird species, DNA isolation was performed using a commercial ~ 9€netic variation,
kit, and the target gene region was amplified by using PCR method. The genetic structure ~ Protection,

of the species was determined by sequence analysis of the obtained target PCR products mMtDNA COI

and a phylogenetic tree was drawn. The results were evaluated at haplotype level by

comparing with the sequences in the gene bank. It was determined that the haplotypes

determined for Tyto alba, Ciconia ciconia, and Elanus caeruleus species were new and

not found in other countries.

Introduction

The dominance of steppe vegetation in Sanliurfa's general vegetation creates suitable
habitats for many bird species both for feeding and breeding. In addition, the formation
of dam lakes with the construction of dams in recent years has also created different
habitats and caused some aquatic bird species to settle in the region. Birds are a species-
rich group of vertebrates and are unique in their adaptation to a wide variety of habitats
[1]. Birds are generally key species in ecosystems as herbivores, predators, scavengers,
seed dispersers and pollinators [1]. Therefore, biodiversity and population density are

used as indicators to assess the root causes of biological diversity changes in ecosystems
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around the world [3,4]. The rapid increase in the human population causes changes in the
world and as this change causes a decrease in the feeding and breeding areas of many
species, it can cause the populations belong these species to decrease or even disappear
[1]. Although wild animals are protected by special laws, their numbers continue to
decrease day by day. Bird species are threatened, as are many species, and 24% of all bird
species are listed under the category of concern in the IUCN Red List [1]. Therefore, it is
necessary to take precautions by investigating their phylogenetic origins and migration
routes. Phylogenetic relationships of birds help to better understand the evolution of
important anatomical and ecological traits [6].

Mitochondrial DNA (mtDNA) is a very important tool in evolutionary and population
genetics, including molecular ecology, and is commonly used as it provides rich data
sources for sequence analysis and genetic diversity and phylogenetic analysis [7,8]. In
this study, it was aimed to determine the phylogenetic analyzes of some wild winged bird
species found naturally or through migration within the borders of Sanliurfa by using the
mtDNA marker and to compare the sequences in the gene bank to reveal the similarities
and differences between them according to NCBI. In addition, it was aimed to create a

wider data area for the species by registering different results in the NCBI gene bank.
Material and Methods

No field study was conducted within the scope of the research and no samples were
collected from nature, all samples used as materials were made on wild bird species that
were brought to Golpmar Wildlife Rescue and Rehabilitation Center in Sanlurfa
Karakoprii district, which died naturally or were treated but could not be saved.
Information about the samples is presented in Table 1. In order to can be made
phylogenetic analysis of these samples, research permissions were obtained from the
General Directorate of Nature Conservation National Parks, dated 02.08.2022 and
numbered E-21264211-288.04-6454461.

For DNA isolation, an average of 1 gram of muscle tissue from each individual was taken
by the Veterinarian and transferred to Harran University, Faculty of Science and Letters,
Department of Biology, Zoology laboratory on the same day in cold chain.

DNA isolation was obtained from muscle tissue using Commercial Kit (GeneJET,
Thermo Scientific). GeneJET and Thermo Scientific commercial kits used for DNA

isolation were preferred because they are practical and economical. In order to control the
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DNA quality and presence, DNA samples of each individual were loaded into the wells
of 0.8% agarose gel with SYBR Green added, and electrophoresis was carried out at 120
Volts for 30 minutes and then visualized in a UV light device (Smart View Pro Imager
System, Major Science). The primer pair used for duplication of the mtDNA COI gene
region is taken from [9] study (LCO1490: 5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA
TTG G-3”; HCO2198; 5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3").

Table 1 Information on the sample species used in the study

Order Common Scientific name Locality | Migrants IUCN
name statuses Redlist
Gruiformes Common Grus grus Sanlurfa- | migrants | LC (Least
Crane Akgcakale Concern)
Accipitriformes Common Buteo buteo Sanlurfa- | migrants | LC (Least
Buzzard Virangehir Concern)
Accipitriformes Eurasian Accipiter nisus Sanlwurfa- | migrants | LC (Least
parrowhawk Haliliye Concern)
Strigiformes Barn owl Tyto alba Sanlurfa- not LC (Least
Hilvan migrants | Concern)
Ciconiiformes White stork | Ciconia ciconia | Sanlurfa- | migrants | LC (Least
Siverek Concern)
Charadriiformes Eurasian Scolopax Sanlurfa- | migrants | LC (Least
woodcock rusticola Siverek Concern)
Accipitriformes Long-legged Buteo rufinus Sanlwurfa- | migrants | LC (Least
buzzard Siverek Concern)
Pelecaniformes Glossy ibis Plegadis Sanlurfa- | migrants | LC (Least
falcinellus Birecik Concern)
Accipitriformes Black- Elanus caeruleus | Sanlurfa- not LC (Least
winged kite Hilvan migrants | Concern)

In the multiplication reactions with Polymerase Chain Reaction (PCR), the bonding
temperature gradient processes of the primers were made in a Thermal Cycler (BIO-RAD
T100™), PCR conditions; 3 min. at 95°C first denaturation, 30 sec. at 95°C denaturation,
45 sec. at 50°C connecting and 60 sec. at 72°C elongation, a total of 35 cycles were run,
at the end of the samples were ended at keeping 72°C for 10 minutes. In the PCR mixture
used for the replication for the target region; It is in the form 13.9 ul of dH20, 1x PCR
buffer, 2.5mM MgCly, 1 pl of 0.5 mM primer (F and R), 0.2 mM dNTPs, 0.1 pl of Taq
polymerase (the manufacturer should be given) and 90 ng/ul of template DNA, a total of
25 ul. 2% agarose gel was used to control the products formed after PCR. The products
were loaded into the wells in the gel and run at 90V electric current for 40 minutes and
monitorized on the device that emits ultraviolet light. Then, the PCR products were sent
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to a commercial company and sequence analysis was made on the 3500 XL Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

Raw data of mtDNA sequences sent to us from the commercial company were evaluated
using the ChromasPro v 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd) program and converted to FASTA
format. Sequences obtained were checked using BLAST and compared with species in
the NCBI (www.ncbi.gov) database. Sequences in FASTA format all sequences were
aligned using BioEdit software version 7.2.5. Phylogenetic analyzes between species
were carried out in MEGA X program according to the Neighbor joining tree model using
the K2 parameter and phylogenetic tree was created [10]. The bootstrap test (1000
replicates) was used to test the reliability of nodes (tree branches).

Results

Sequence analysis of an average of 630 base pairs of mtDNA COI regions was made for
nine wild bird species that were sequenced. The chromatogram image of the FinchTV
program belonging to the randomly selected Plegadis falcinellus species in the analyzes
is shown in Figure 1. 175 polymorphic regions were detected in the target gene region of
nine species analyzed for sequence analysis, which shows that it can be used in terms of
distinguishing species from each other for phylogenetic analysis.

The sequences belonging to the species obtained in the study were aligned and
phylogenetic analyzes were made in the MEGA X program and a Neighbor-joining tree
was created. In Figure 2, the phylogenetic tree created by Neighbor-joining method using
the sequences of the mtDNA COI region obtained in this study is visualized by adding

photographs against each species.

ATTCGTGCAGAACTGGGACAACCAGGCACCCTCCTG GG AGAC GACCAAATC TACAACGT TGTCACCGCCCATGCT

BGCGGATTTGGCAACTGACTTGTGCCCCT TCGGGBCACCCGA AGCATTCCCACGCA AGCTTCTGACTCCTTCCCCCCTCCTTCCTTCTCCTTCTAGCCTCTTC!

M\MMWMMWMMWMMM%MMWWWMWWWWMMW

LACAGTAGAAGCAGGAGCAGGCACAGGG TBAACTGTATAC CCACCACT TBCCBBCAACCT TGCCCATGCTGGTGCCTCAGTAGACCTTBCCATCTTCTCCCTCCACCTAG CAGBGBTGTCATE

Al A A A A

Fig 1 Chromatogram image of a sample sequence analysis of the mtDNA COl region
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Fig 2 Tree model constructed according to the highest probability method based on mtDNA COI
sequences

All of the photos are taken from the website https://www.wikipedia.org. On the
phylogenetic tree, two species named Tyto alba and Scolopax rusticola were separated
from the other species by being located on a separate branch. It is seen on the tree that
Buteo buteo and Buteo rufinus species and Grus grus and Ciconia ciconia species are
closely related to each other on the tree. In addition, the genetic distances of the species
were calculated to take values between 0.00188 and 0.21137, and it was determined that
the closest species to each other were Buteo buteo to Buteo rufinus, and the most distant

species to each other were Tyto alba to Accipiter nisus.
Discussion

Birds are being affected more and more day by day due to biotic and abiotic factors in
natural life. While the damages caused by natural enemies and natural disasters are
repaired in time in natural balance, the dangers posed by humans cause the population of

many bird species to shrink and their extinction to disappear from the World [11].
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In particular, the decrease in individuals in the natural population may cause the
disappearance of unique genotypes, and when this genetic information is lost, it is almost
impossible to recover it [12,13]. Therefore, measures should be taken for all factors that
reduce the genetic diversity of natural species so that the chances of survival of
populations increase. Because genetic makeup directly reflects the ability of species or
populations to adapt to unfamiliar or regenerated environmental conditions it [14,15].

Table 2 The haplotypes detected in the mtDNA COIl gene in this study The similarity rates
between the base sequences of the haplotypes in the NCBI database

Species hame Accesion number Similarity Rate (%) Country
Grus grus 0Q345516 100 This study
GU571916 100 Scandinavian countries
GU571425 99.84 Scandinavian countries
GU571917 99.68 Scandinavian countries
Buteo buteo 0Q345517 100 This study
KT803616 100 Cyprus
GU571769 100 Scandinavian countries
KY754488 09.81 Central European
Accipiter nisus 0Q345518 100 This study
GU571689 100 Scandinavian countries
KF946553 100 Netherlands
ABB843328 100 Japan
Tyto alba 0Q345519 100 This study
KF946926 99.52 Netherlands
KF432222 99.67 Netherlands
GU572154 99.68 Scandinavian countries
Ciconia 0Q345520 100 This study
ciconia KY754495 99.84 European countries
GU571816 99.84 Scandinavian countries
Scolopax 0Q345521 100 This study
rusticola GU572087 100 Scandinavian countries
ABB843147 99.69 Japan
AB843750 99.53 Japan
Buteo rufinus 0Q345522 100 This study
KT803615 100 Cyprus
Plegadis 0Q345523 100 This study
falcinellus GU572048 100 Scandinavian countries
DQ433121 100 North American
Elanus 0Q345524 100 This study
caeruleus MK932886 99.84 Thailand
OK662584 99.84 China

In this study, the genetic structure of some bird species that naturally live in the Sanliurfa

region or use it as a migration route was evaluated phylogenetically by making sequence
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analyzes of the mtDNA COI gene region. Sequences of all species obtained in this study
were compared with similar sequences in the NCBI gene bank by applying the BLAST
technique. The similarity rates between these sequences and information on the countries
where the bird species live are given in Table 2.

All genetic data obtained as a result of this study were registered for the first time in the
NCBI gene bank for Tiirkiye and their accession numbers (GenBank 0OQ345516-
0Q345524) were obtained. The haplotypes of Grus grus, Buteo buteo, Accipiter nisus,
Scolopax rusticola, Buteo rufinus and Plegadis falcinellus species seen in Sanliurfa had
found to be the same as those seen in other countries. However, for Tyto alba, Ciconia
ciconia, and Elanus caeruleus species, the haplotypes detected in this study are seen to
be new haplotypes not found in other countries. Due to the rapid increase in the world
population, the spread of urbanization, the destruction of forests, agricultural areas and
areas such as streams, the habitats of many living species, including birds, are destroyed
and their species are endangered. [5]. It is estimated that genetic diversity will decrease
faster than species diversity under increasing threats [16]. The discovery of new
haplotypes is accepted in some population to be indicative of a unique genetic
construction. Therefore, the protection of individuals with unique genotypes is important
for the continuation of populations.

Conclusion

Changing ecological conditions will cause to the emergence of new haplotypes over time
and increase the adaptation ability of individuals to the environment for the continuation
of populations. For this reason, it is necessary to identify the feeding and breeding areas
on the migration routes of bird species and to protect these areas without changing their
natural characteristics. Taking samples from a large number of individuals from the same
species in Sanliurfa province will be able to better understand the genetic diversity and
migration periods of the species. In addition, more comprehensive results can be obtained

with studies to be carried out on samples to be obtained in different provinces.

Abbreviations

IUCN: The International Union for Conservation of Nature ; NCBI: The National Center for Biotechnology
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Lahanagil Sebze Tiirlerinin Kok Sistemi Mimarileri

Yonunden Karsilastirilmasi

Seda Atasoy'™* , G. Tugba Sahin>“' , Ahmet Balkaya!

OZET

Kislik sebzeler igerisinde lahanagil sebze tiirleri en 6nemli {iriin segment grubunu
olusturmaktadir. Bu sebze tiirlerinde abiyotik stres faktorleri sonucunda bilylime ve
gelisme olumsuz diizeyde etkilenmektedir. Bu nedenle bitkilerde, topraktan suyu ve
besin maddelerini etkin bir sekilde kullanabilen kok sistemi mimarilerinin belirlenmesi
bliyilk bir Onem tasimaktadir. Bu arastirmada, WinRhizo kok goriintiileme
sistemlerinden yararlanilarak yaprak lahana, beyaz bas lahana, kirmizi bas lahana,
karnabahar, Briiksel lahanasi ve brokoli tiirlerinde kok sistemi mimarisini olusturan
fenotipik kok ozelliklerinin (toplam kdk uzunlugu (cm), kok yiizey alani (cm?), kok
hacmi (cm®), kok capt (mm), kok catallanma ve kesisme sayisi) ayrintili olarak
incelenmesi amaglanmistir. Arastirma sonucunda dikimden itibaren 45. giin sonunda
bitkilerde toplam kok uzunlugu, 856-1588 cm arasinda degisim gostermistir. En
yiiksek toplam kok yilizey alani degerleri, yaprak lahana ve brokoli gesitlerinde 786
cm? ve 727 cm? olarak 6lgiilmiistiir. Korelasyon analizinde tiim kok parametreleri
birlikte degerlendirildiginde, kok uzunlugu ile kok yiizey alani arasinda pozitif yonde
ve ¢ok onemli diizeyde iligkinin oldugu belirlenmistir. Ayrica kok uzunlugunun hem
kok dallanmasi hem de kok kesisimi ile pozitif korelasyon gosterdigi ve iliski
diizeylerinin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Comparison of Brassica Vegetables in terms of Root System

Architectures

ABSTRACT

Among winter vegetables, Brassica vegetable crops constitute the most important
product segment group. The growth and development of these vegetable species are
adversely affected due to abiotic stress factors. For this reason, it is of great
importance to determine the root system architectures in plants that can effectively use
water and nutrients from the soil. In this study, it was aimed to examine in detail the
phenotypic root characteristics (total root length (cm), root surface area (cm?), root
volume (cmd), root diameter (mm), root tip and fork number) that form the root system
architecture of kale, white head cabbage, red head cabbage, cauliflower, Brussels
sprout and broccoli by using WinRhizo root imaging systems. As a result of the
research, at the end of the 45" day from planting, the total root length of the plants
varied between 856-1588 cm. The highest total root surface area were measured as
786 cm? in leaf cabbage and 727 cm? in broccoli. When all root parameters were
evaluated together in the correlation analysis, it was determined that there was a
positive and very significant relationship between root length and root surface area. In
addition, it was determined that the root length was positively correlated with both
root branching and root intersection, and the relationship levels were significant.
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Giris

Tarimin en karli dallarindan birisi olan sebze yetistiriciliginde son yillarda kislik sebze
tiirlerine ve Ozellikle lahanagil grubu sebzelere olan ilgi ve talep her gecen giin giderek
artmaktadir [1]. Bunun sonucu olarak bu tiirlerin, tarimsal {liretimde ekilis alanlar1 ve
tretim miktarlar1 hizli bir sekilde yiikselis gostermektedir. Geleneksel sebze
yetistiriciliginde yiiksek verim ve iirlin kalitesinin artirilmasi; kaliteli tohum ve fide
kullanimu ile kiiltiirel uygulamalarin (giibreleme, sulama vb.) ve tarimsal miicadelenin
zamaninda yeterli, diizenli ve kontrollii bir sekilde yapilmasi ile miimkiin olur [2].
Lahana yetistiriciliginde yliksek verimli ve kaliteli {iriin i¢in topragin derin, organik
maddece zengin, pH’sinin 6.0-6.5 arasinda, nemli ve tinli topraklar olmasi tercih
edilmelidir [3]. Lahanalarda kalin, etli ve oldukca derine giden ana kazik kok ile bol
miktarda sacak kok bulunmaktadir. Kazik kokler, 30-35 cm derinliginde gelisirler.
Briiksel lahanasi bitkisinin kok yapisi, diger lahanalara benzemektedir [4]. Kazik kok ile
etrafindan gelisen sacak koklere sahiptir. Karnabaharlarda, lahanalardaki gibi koklenme
cabuk olusur ve kazik koklidiir. Kokiin diger 6zellikleri lahanalara benzer. Brokolinin
kok yapisi, karnabahara benzemektedir. Kazik kok yaklasik 25-30 cm derinlige ulasir.
Toprak yiizeyine yakin bolgede bol miktarda sacak kok olusur [5].

Iklimlerde meydana gelen degisimler ve siirekli yiikselen kuraklik riski bitkilerde kok
yapist ve mimarisi iizerine ylriitiilen c¢aligmalarin artmasina sebep olmustur. Kok
gelisimi ve toprak Ustii aksamlarin gelisimi {i¢ boyutlu ve kompleks yapilari itibariyle
benzerlik gosterir [6, 7]. Lahanagiller genellikle yiizlek kokli bitkilerdir ve kurakliga
oldukca hassastirlar. Bu tip bitkilerde diizenli sulama ve toprak neminin muhafazasi
yiiksek verim ve lriin kalitesi i¢in ¢ok onemlidir [2]. Sulamada istenen sulama sikligs;
toprak yapisi, bitki kok yapisi, topografya, evapotranspirasyon, yagis, bitki tiirii ve
bitkinin gelisme asamasi gibi faktorlere baglidir [8]. Lahana, su stresine orta derecede
duyarli olarak smiflandirilmistir [9]. Kuraklia dayanikli bitkiler stoma direncini
artirarak su kaybini azaltmasi, biiyiik ve derin kok sistemleri gelistirerek su alimim
artirma ve ozmolitleri biriktirme gibi su stresine uyum saglamak i¢in gesitli
mekanizmalar gelistirirler [10]. Lahanagil sebzelerinde tiirler arasinda kuraklik stres
tolerans1 ve olusturduklar1 mekanizmalar agisindan belirgin farkliliklar goriilmektedir

[2]. Lahana bitkisinde fidenin 6-7 yaprakli oldugu ve bas olusumunun basladigi donem
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sulama acisindan en riskli donemlerdir [11]. Bu donemde bitkilerin giiglii bir kok
yapisina sahip olmalar1 biiyiik 6nem tagir.

Lahanagil grubu sebze tiirlerinin yetistiriciliginde bitki gelisimi tlizerine etkili baslica
kriterler kok yapist ve stres kosullar1 altinda topraktaki kok gelisimi ve koklenme
yetenegidir. Bitkinin toprak istii aksaminin biiylimesine etki eden en Onemli
etmenlerden bir tanesi de koklerin elde ettigi su ve besin maddesi miktarlaridir. Jung ve
McCouch [12], kok yapisinin bitkilerde gelisim, besin iletimi, ¢evresel kosullara uyum
yetenegi ile abiyotik stres faktorlerine dayaniklilik ve verim artis1 agisindan mutlak bir
oneme sahip oldugunu vurgulamiglardir. Ayrica bitkilerde kok sisteminin yapisi,
cevresel ve hormonal uyartilarla etkilenmektedir [13, 7]. Bitkilerde kok mimarisinin
degerlendirebilmesi i¢in bitki kok kanopisini olusturan temel parametrelerin birlikte
degerlendirilmesi gereklidir. Kok parametreleri olarak kuru kok agirligi, kok sayisi, kok
ylizey alani, kok ¢ap1 ve kok uzunlugu gibi 6zelliklerin incelenmesi gereklidir [14, 15,
16]. Glinlimiizde kok mimarisinin belirlenmesinde, bitkilerde lateral kok gelisiminin
diizenlenmesi 6nemli bir ¢oziim yolu olarak kabul edilmektedir [17]. Yapilan bir
arastirmada, Cin lahanasinda kok morfolojisini olusturan parametrelerden primer kok
uzunlugu, toplam kok uzunlugu, kok hacmi, kok yiizey alani ve kok ug sayilarinin
NH4":NO3" orani ve 151k yogunlugundan etkilendigi belirlenmistir [18].

Gelisen teknoloji yardimi ile dijital goriintiileme yontemleri bitkilerin kok mimarilerini
biitiinsel sekilde inceleyebilme olanagi saglamistir. Lahanagil grubu sebze tiirlerinde,
koklenme oOzellikleri ve kok mimarilerinin belirlenmesine yonelik ¢aligma sayisi
oldukca simirhidir. Bu c¢alisma ile dijital goriintiileme sistemlerinden yararlanarak
lahanagil grubu sebze tiirlerinin (yaprak lahana, beyaz bas lahana, kirmizi bas lahana,
Briiksel lahanasi, karnabahar ve brokoli) kok mimarilerini olusturan temel kok

parametreleri yoniinden karsilastirilmas1 amaglanmastir.
Materyal ve Metot

Bu arastirmanimn yetistiricilik kismi, Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama sitesinde yer alan sicaklik kontrollii sebze ¢cogaltma serasinda
(24°C + 2) gergeklestirilmistir. Bitki kok analizleri ise Bahge Bitkileri Boliimii Fizyoloji
laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Arastirmada; tilkemizde lahanagil familyasinda yaygin

olarak yetistirilen beyaz bas lahana (BBL), kirmiz1 bas lahana (KBL), yaprak lahana
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(YL), Briiksel lahanasi (BL), karnabahar (K) ve brokoli (B) tiirlerine ait ticari gesitler
kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1 Arastirmada kullanilan lahanagil tiirlerine ait ¢esitler
Table 1 Varieties of Brassica vegetables included in this study

Tiir Cesit Firma
Brokoli Atlantis Arzuman Tohumculuk
Karnabahar Igloo Arzuman Tohumculuk
Briiksel lahanasi Briiksel Agrokar Tohumculuk
Yaprak lahana Karadere Arzuman Tohumculuk
Beyaz bas lahana BT-Bafra Bursa Tohumculuk
Kirmizi bas lahana Zencibas Pasa Tohumculuk

Lahanagil tiirlerine ait ¢esitlerin, torf ve perlit karisimindan (3:1 v:v) elde edilen harcin
viyollere doldurulmasi ve tohum ekimi 01.11.2022 tarihinde yapilmigtir. Dort gergek
yapraga ulasan lahanagil fideleri; sicaklik kontrollii sebze gogaltma serasinda 3 litrelik
(19 x 17.5 cm) plastik saksilara harg¢ (torf ve perlit) ile doldurulmus ve 05.12.2022
tarihinde dikilmistir. Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine uygun olarak iig
tekerriirlii ve her tekerriirde on iki bitki bulunacak bi¢imde diizenlenmistir. Lahanagil
tirlerine ait fideler, dikiminden itibaren sicaklik kontrollii sera bélmesinde (24°C + 2)
45 giin siireyle yetistirilmistir.

Bitkilerde kok sistemi yapisi, bitki koklerinde bulunan toplam kok uzunlugu, ana kok
sayilari, yan kok dallanma sayisi, kok hacmi, kesisen kok sayilari ve kok yiizey
kisimlarinin sayisal yonden izdiisiimleri tespit edilebilmektedir [7, 14]. Arastirmada,
lahanagil tiirlerine ait bitkilerin kok sistemi mimarilerinin incelenmesinde WinRhizo
kok analiz programi (ver. 2013) kullanilmistir [19]. Calismada fide dikiminden itibaren
tiim ¢esitlerde 15, 30 ve 45. giin olmak tizere li¢ kez kantitatif kok analizleri yapilmistir.
Her bir donemde bitki kokleri 6zenle yikanarak torf ve perlit ortam materyallerinden
arindirilmis ve kurutma kagitlart ile kurutulmustur. Kurutulan kokler daha sonra asetat
tizerine (A3 boyutu) konulmus daha sonra cihazin algilayacag sekilde ince uglu pensler
yardimiyla dikkatli bir sekilde ayirma islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra kok tarama
islemine hazir hale getirilen kokler cihazin tarayict kismina konularak 400 dpi
¢oziiniirliikte taranmis ve ii¢ boyutlu bir sekilde goriintii bilgisayara kaydedilmistir.

Arastirmada, lahanagil grubunda yer alan sebze tiirlerine ait bitkilerde, kok mimarisini
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olusturan tiim ¢ap sinifindaki koklerin kilcal formda var olan sacak kokler de dahil
olmak tizere toplam kok uzunluklar: tespit edilmistir. Yine ti¢ boyutlu olarak taramasi
yapilmig olan tiim koklerin dis ¢eperleri, bitki kok yiizey alani olarak hesaplanmustir.
Ayrica lahanagil tiirlerine ait bitkilerde mevcut kok uzantilart WinRhizo programi
vasitasiyla ortalama kok caplari belirlenmistir. Kantitatif analiz sonrasinda ayrilan
koklerde net kok hacim degerleri de belirlenmistir. Lahanagil grubu bitki tiirlerine ait
koklerde dallanma sayisi (ana kok ile birincil lateral koklerden gelisen yan dallarin
sayis1) ve lateral koklerin olusumu ve uzamasi sonucunda birbirleriyle kesistigi kok
kesisim sayilar1 da tespit edilmistir. Deneme sonucunda incelenen tiim lahanagil
tirlerinde koklenme unsurlarini olusturan verilere, varyans analizi (ANOVA)
belirlenmis ve sonrasinda istatistiksel agidan 6nem diizeyi yiiksek bulunan parametreler
Tukey testine yardimu ile gruplara ayrilmistir. Ayrica lahanagil grubu sebze tiirlerinde
kok mimarisini olusturan tiim parametreler arasinda korelasyon analizi yapilarak

istatistiksel iligki durumlari da incelenmistir.
Bulgular ve Tartisma

Arastirmada lahanagil grubu sebze tiirlerine ait gesitlerde, kantitatif analizler ve dijital
kok tarama sonucunda kok yapist ve mimarisini olusturan parametrelerde ti¢ farkl
donemde ortaya c¢ikan sonuglar ve olusan degisikliklerin sebepleri ayrintili olarak
verilmistir.

Toplam kok uzunlugu degerlerinin degisimi

Lahanagil grubu sebze tiirlerinde fide dikiminden itibaren 15’er giin araliklarla 3 kez
elde edilen kok tarama analizi verilerine gore dl¢iilen toplam kok uzunlugu sonuglart ve
kantitatif oransal dagiliglar1 Sekil 1°de sunulmustur.

Lahanagil tiirlerinde toplam kok uzunlugu degerlerinin istatistiksel agidan 6nemli
seviyede farklilik (p<0.05) gosterdikleri belirlenmistir. Arastirma sonucunda 45. giin
sonunda bitkilerde toplam kok uzunlugu degerleri, 856-1588 cm arasinda dagilis
gostermistir. En yliksek deger, brokolide (1588 cm) 6l¢iilmiistiir. Bunu yaprak lahana
(1337 cm) ve Briiksel lahanast (1172 cm) takip etmistir. En diisiik degerler ise
karnabahar (856 cm) ve kirmizi bas lahanada (982 cm) tespit edilmistir. Kantitatif kok
analizlerinde 15. gilin sonuglarina gore karsilagtirma yapildiginda; 45. giin sonunda,
kirmizi bas lahana (6.25 kat) ve brokolide (5.71 kat) toplam kdk uzunlugu degisiminin
diger tiirlere gore daha fazla oldugu saptanmistir (Sekil 1).
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Sekil 1 Lahanagil tiirlerinde dikimden sonra 15 giin periyotlar ile kaydedilen toplam kok
uzunlugu (cm) degerlerinin degisimleri
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Fig 1 Changes in total root length (cm) values saved at 15-day periods after planting in Brassica
vegetables

Karnabaharda ise toplam kok uzunlugu degerlerinin en disiik artist gosterdigi
bulunmustur. Marulda yapilan bir ¢calismada; dikimden itibaren 60. giin sonunda toplam
kok uzunlugu degerlerinin, kivircik tip marullarda 2705.4-3086.4 cm ve Yedikule tipi
marullarda 1902.6-2838.4 cm arasinda farklilasma goriildigi belirlenmistir [7].
Aragtiricilar, toplam kok uzunlugu degerleri yoniinden Yedikule tipi marul cesitleri
arasinda istatiksel agidan 6nemli seviyede degisimlerin oldugunu saptamiglardir. Benzer
durum lahanagil tiirlerine ait ¢esitler arasinda da tespit edilmistir.

Bitkisel iiretimde ¢esit performansini, kalite ve verim {izerine etki eden en Onemli
faktorlerden bir tanesi kok yapilarindan kaynaklanmaktadir. Degisik kok derinligine
sahip olan bitkilerin su ve besin maddesi teminindeki farkliliklar verim unsurlari
tizerinde belirgin olarak etkisini gdstermektedir [20]. Bu nedenle bitkisel iiretimde,
besin noksanligi ve su kisintist gibi stres sartlari altinda koklerin topragin derinliklerine
inerek su ve bitki besin maddesini elde etmesinin daha kolay bir hale gelmesi agisindan
toplam kok uzunlugunun yiiksek olmas: gerekmektedir [21, 16]. Ozgen [22], bitki besin
elementlerinin azlig1 veya fazlaligi toplam kok uzunlugu vasitasiyla direkt olarak ilgili
oldugunu belirtmistir. Zhu ve ark. [23], karnabahar ¢esitlerinde farkli diizeylerde
tuzluluga maruz kalan bitkilerde kok uzunlugunun etkilendigini belirtmislerdir. Johnson
ve ark. [24], bitkilerde artan kok uzunlugunun, daha derin toprak striiktiiriinde

kullanimini tesvik ettigini ve daha uzun bir kok sistemine sahip olan ¢esitlerin daha
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derin toprak bolgelerine rahat bir sekilde erisebildigini bildirmislerdir. Bu nedenle
bitkisel {iretimde Ozellikle stres kosullarinda toplam kok uzunluklari yoniinden yiiksek
degerlere sahip olan ¢esitlerin sec¢ilmesi daha biiyiik bir 6nem kazanmaktadir.

Toplam kok yiizey alan1 yoniinden degerlendirme

Bitkilerde topraktan su ve besin alimini etkileyen 6nemli kok mimarisi unsurlarindan bir
tanesi de toplam kok yiizey alamidir. Kok yiizey alani degerlerinin yiiksek olmasi,
bitkilerin 6zellikle kuraklik veya yiiksek sicaklik stresinde topraktan su ve besin alim
diizeyini olumlu y6nde artirmaktadir [14, 16]. Johnson ve ark. [24], toprak igerisinde
yiiksek kok dagiliminin, topraktan verilen giibrelerin etkin bir sekilde kullanimi
yoniinden 6nemli bir fayda olabilecegini belirtmislerdir. Arastirma verileri istatistiksel
acidan analiz edildiginde lahanagil grubu tiirleri arasinda kok ylizey alani degerleri
acisindan ¢ok 6nemli seviyede farkliliklar belirlenmistir. En yiiksek toplam kok yiizey
alan1 degerleri sirasiyla yaprak lahana ve brokolide 786 cm? ve 727 cm? olarak
ol¢iilmiistiir (Sekil 2). En diisiik deger ise karnabaharda 439 cm? olarak belirlenmistir.
Aragtirmada 15°er giin araliklarla yapilan kok analizleri sonucunda tespit edilen
lahanagil ¢esitlerinin kok yiizey alani verileri agisindan farkliliklari, Sekil 2°de ele
alimmustir. Kok yiizey alani degerleri, biitlin ¢esitlerde 15. giinden 30. gline kadar hafif
diizeyde bir yiikselis takip etmis, 30. giinden itibaren hizli bir artis egilimi
belirlenmistir. Kantitatif analizlerde c¢esitlere gore 45. giin sonunda kok yiizey alani
degerlerindeki artis miktarlar1 oldukga yliksek degiskenlikler gostermistir. En yliksek
artis miktar1, kirmiz1 bas lahanada 23.7 kat ve brokolide 14.5 kat olarak hesaplanmustir.
En diisiik artis miktar1 ise karnabahar (8.1 kat) ve beyaz bas lahana (8.2 kat) cesitlerinde
tespit edilmistir. Kandemir ve ark. [7], marul gesitlerinde iriin tipine gore kok yiizey
alan1 degerlerinde farkli diizeylerde artiglarin meydana geldigini bildirmislerdir.
Arastirma sonuglari, belirtilen literatiir ile uyumluluk gostermistir. Bu arastirma
sonucunda yaprak lahana ve brokoli tiirlerinde hem toplam kdk uzunlugu ve hem de kdk
ylizey alani degerlerinin diger tiirlere gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Johnson ve
ark. [24], bitki gesitlerinde koklerin ylizey alan1 ve kok uzunlugunun yiiksek bir degere
sahip olmasinin, daha derin ve genis toprak yiizey alanindan faydalanmalar1 agisindan

onemli oldugunu saptamislardir.
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Sekil 2 Lahanagil tiirlerinde 15 giin araliklarla olgiilen toplam kok yiizey alam (cm?)
degerlerinin degisimleri

Fig 2 Changes in total root surface area values (cm?) measured at 15-day intervals from planting
in Brassica vegetables

Toplam kok hacmi degerlerinin degisimi

Uretimde goz oniinde bulundurulmasi gereken bir diger hususta kok hacmi miktari
olarak on plana ¢ikmaktadir [16]. Karaaga¢ ve ark. [15], bitkilerin farkli stres
kosullarinda toplam kok uzunlugu ve kok hacminde degisiklikler yaparak farkli kok
adaptasyonlar1 gosterdigini belirtmislerdir. Aragtirma sonucunda lahanagil grubu sebze
tirlerine ait ¢esitler arasinda kok hacmi degerleri yoniinden istatistiksel agidan 6nemli
diizeyde degisimin oldugu belirlenmistir (Sekil 3). Ortalama kok hacmi degerleri,
tiirlere gore 18.66 cm® (kirmizi bas lahana) ile 37.82 cm?® (yaprak lahana) arasinda
degisim gostermistir. Bir¢ok arastirici tarafindan yapilan farkli ¢alismalarda sebze
tirlerinde toplam kok hacmi degerlerinin tiirlere ve genotiplere gore farkliliklar
gosterdigi bulunmustur. Li ve ark. [25], marulda genotipin, kok hacmi Kriteri agisindan
cok dnemli olabilecegini ve 45 giinlikk marul bitkilerinde kok hacminin 1.64-7.24 cm?®
arasinda farklilastigini belirtmislerdir. Saribas ve ark. [19], patlican anag adaylarinda 50.
giin sonunda kok hacmi degerlerini 40.5-96.8 cm?® olarak 6lgmiislerdir. Karaagag ve ark.
[15], C. annuum tiiriine ait biber genotiplerinde kok hacmi degerlerinin 33.15 cm? ile
40.55 cm?, C. baccatum tiiriinde 39.03 cm? ile 73.91 cm? ve C. chinense tiiriine ait biber

genotiplerinde ise 39.05 cm?® ile 71.38 cm?® arasinda dagilim meydana geldigini
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belirtmislerdir. Calisma sonuglart ile belirtilen bu literatiirler arasindaki farkliliklar,

kantitatif analizlerin yapildig: giin sayisi1 ve tiir farkliligindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3 Lahanagil tiirlerinde dikimden sonra 15 giin periyotlar ile 6lgiilen toplam kok hacmi
(cmd) degerleri

Fig 3 Changes in total root volume values (cm®) measured at 15-day periods after planting in
Brassica vegetables

Kok cap1 degerlerinin degisimi

Sacak koke yatkinligin 6nemli bir yansimasi olan kok capi degerinin diisiik olmasi,
kokiin emme Kkabiliyetini arttirmaktadir [26, 19]. Arastirmada lahana grubu sebze
tiirlerinde 45. giin sonunda, ortalama kok ¢apinin 1.78 mm (brokoli)- 2.10 mm (Briiksel
lahanas1) arasinda dagilim gosterdigi saptanmustir (Sekil 4). Incelenen tiirler arasinda
ortalama kok capr degerleri bakimindan istatistiksel olarak énemli diizeyde bir farklilik
olmadig1 belirlenmistir. Diger sebze tiirlerinde de kok cap1 degerleri yoniinden farkh
sonuglar elde edilmistir. Pelaez-Anderica ve ark. [27], Capsicum tiirlerine ait yabani,
yerel ve ticari gesitlerden meydana gelen 17 genotipte, yaklasik kok capi verilerinin
0.48 mm ile 0.75 mm araliginda belirlendigi saptanmistir. Kandemir ve ark. [7],
Yedikule tipi ve kivircik marul ¢esitleri arasinda kok ¢apir degerlerinin, 0.65-0.83 mm
arasinda dagilis gosterdigini ve kok capr degeri bakimindan Yedikule marul cesitleri
arasinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.01) farklilik oldugunu, fakat Kivircik
marul ¢esitleri arasinda ise belirgin diizeyde bir farkliligin olmadigini tespit etmislerdir.
Kantitatif kok analizlerinde dikimden itibaren ilk 15 giinde lahanagil tiirlerinin kok

caplarinin birbirlerine ¢ok yakin degerlerde oldugu kaydedilmistir. Arastirmada 45. giin
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sonunda kok ¢api artig hizi yoniinden en yiiksek artiglar; 5.0 kat artisla Briiksel lahanasi
ve 4.9 kat artisla kirmizi bas lahanada gergeklesmistir (Sekil 4). En diistik artis hiz1 2.9
kat ile beyaz bas lahanada belirlenmistir. Bu sonug, lahanagil grubu tiirleri arasinda kok
caplar1 gelisimleri yoniinden olusan degisimlerin farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Lovelli ve ark. [28] ise kok uzunluk miktarinin yiikselmesi ile kok ¢apinin

diistiigiinii dolayisiyla su tiikketim verimliligini yiikselttigini belirlemislerdir.
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Sekil 4 Lahanagil tiirlerinde dikimden sonra 15 giinliik periyotlarla belirlenen kok ¢ap1 (mm)
degerleri

Fig 4 Changes in root diameter values (mm) measured at 15-day periods after planting in
Brassica vegetables

Kok dallanma ve kok kesisim sayilar1 yoniinden incelenmesi

Bitkilerde koklerde meydana gelen ug sayisi, dallanma ve kesisme oranlar1 yiikseldikge
bitki besin absorbe edebilme oranlarinda 6nemli miktarda yiikselmeler meydana
gelmektedir [29, 19]. Lahanagil grubu sebze tiirlerinde, kok dal sayisi bakimindan
degerlendirme yapildiginda; ¢cok 6nemli (p<0.05) diizeyde farkhiliklarin ortaya ¢iktigi
saptanmustir (Sekil 5). Arastirmada en yiiksek kok dallanma sayisi; sirasiyla Briiksel
lahanas1 (21888 adet), yaprak lahana (20842 adet) ve brokoli (19788 adet) tiirlerinde
belirlenmigtir. En diisiik kok dal sayist ise karnabahar (8245 adet) ve kirmizi bas
lahanada (11509 adet) tespit edilmistir.
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Sekil 5 Lahanagil tiirlerinde dikimden 15 giin araliklarla kok dallanma sayis1 (adet) degisimi

Fig 5 Changes in root forks (unit) measured at 15-day intervals from planting in Brassica
vegetables

Arastirma sonucunda lahanagil grubu sebze tiirlerinde koklerde olusan kesisim sayisi
bakimindan; tiirlerin kesisme sayisina dnemli katkisinin oldugu tespit edilmistir (Sekil
6). En yiliksek kok kesisim degerleri sirasiyla yaprak lahana (1888 adet), Briiksel
lahanas1 (1808 adet) ve brokoli (1679 adet) tiirlerine ait olup istatistiksel olarak ayni
grupta yer almislardir. En diisiik kok kesisme sayisi ise karnabaharda (539 adet)
belirlenmistir. Arastirma sonucunda; genel olarak Briiksel lahanasi, yaprak lahana ve
brokoli koklerinin; dallanma ve kesisim sayilar1 yoniinden diger lahanagil tiirlerinden
daha fazla oldugu belirlenmistir.

Koklenme parametreleri arasindaki korelasyon iligkisinin incelenmesi

Calismanin son kisminda lahanagil tiirlerinde incelenen c¢esitlerde fenotipik koklenme
parametreleri arasinda korelasyon analizi yapilmistir. Kok uzunlugu ile kok yiizey alani
arasinda pozitif yonde ve c¢ok onemli diizeyde iligkinin oldugu belirlenmistir. Aym
zamanda kok uzunlugu parametresinin hem dallanma hem de kok kesisimi ile pozitif
korelasyon gosterdigi ve iliski diizeylerinin 6nemli oldugu tespit edilmistir (Tablo 2).
Lahanagil bitkilerinde kok uzunlugu artip, kok ¢ap1 azaldikga; kok ¢eperleri artmakta
buna ragmen, kok hacim degerleri azalis gostermistir. Benzer iliski, Saribas ve ark. [19]

tarafindan patlican anaglarinda yapilan kdk analiz ¢alismasinda ortaya konulmustur.
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Sekil 6 Lahanagil tiirlerinde dikimden 15 giin araliklarla kok kesisim sayis1 (adet) degisimi

Fig 6 Changes in crossing roots (unit) measured at 15-day intervals from planting in Brassica
vegetables

Arastirma sonucunda kok yiizey alani arttikca, kok hacmi, dallanma ve kok kesisimi
arasinda pozitif yonde ¢ok onemli diizeyde bir iliskinin oldugu saptanmistir. Kok ¢api
ile diger kok ozellikleri arasinda istatistiki agidan dikkate deger bir korelasyon iligkisi
tespit edilmemistir. Ayrica kok kesisimi parametresinin kok ¢ap1 ile negatif korelasyon
gosterirken, kok hacmi unsuru ile istatistiki olarak az diizeyde 6nemli iligkili oldugu
bulunmustur. Biitiin kok verileri beraber incelendiginde lahanagillerde kok uzunlugu ve
kok yilizey alami kriterlerinin diger koklenme unsurlari iizerine istatiksel olarak cok
onemli diizeylerde etkili oldugu belirlenmistir.

Tablo 2 Lahanagil tiirlerinde kok mimarisi parametreleri arasindaki korelasyon iligkisi
Table 2 Correlation relationship between root architecture parameters in Brassica vegetables

Kok capt Kok yiizey ~ Kok hacmi Dallanma Kok kesisme sayist

(mm) alan1 (cm?) (cmd) sayisi (adet) (adet)
Kok uzunlugu -0.38 0.73%* 051 0.78%* 0.79%*
(cm)
Kok capt (mm) 0.04 0.42 -0.05 -0.16
Kok yiizey alant 0.85%* 0.78%* 0.75%*
(cm?)
Kok hacmi (cm?®) 0.71** 0.64*
Dallanma sayisi 0.95**
*xp<0.01
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Sonuc¢

Bitkilerde var olan kok mimarisi yapisi, su ve besin alimi gibi farkli fizyolojik gorevlere
onemli miktarlarda tesir ederek, ozellikle stres etmenleri altinda bitki biiytimesi,
gelismesi, verimliligi ve iriin kalitesi agisindan onemli diizeyde etkili olmaktadir.
Brassicaceae familyasinda yer alan sebze tiirleri, suya orta derece duyarli veya hassas
olarak nitelendirilmektedir. Lahana grubu sebze tiirlerinin su ihtiyaci yiiksektir, bu
nedenle kurakliktan Onemli oOlgiide etkilenmektedir. Toprakta nem seviyeleri
diistiigiinde biiyiime fonksiyonunu durdururlar. Ozellikle fide dénemindeki kuraklik
stresi, bitki gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle bitkilerin strese
girmesini Onlemek i¢in toprak analiz sonuglarma gore sulama ve giibreleme
uygulamalarinin dikkatli bir sekilde uygulanmasi gereklidir. Ayrica lahanagil sebze
tiirlerinin yetistiriciliginde yiiksek sicaklik stresi, su kisiti veya kuraklik durumunda
bitkilerde topraktan suyu ve besin maddelerini etkin ve etkili bir diizeyde olabilen kok
mimarilerinin belirlenmesi problemleri minimum seviyeye diistirecektir.

Arastirma sonucunda lahanagil sebzelerde tiirler arasinda toplam kok uzunlugu, kok
ylizey alani, kok hacmi degerleri ile kokte dallanma ve kok kesigim sayilar1 yoniinden
fenotipik cesitliligin oldukc¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica elde edilen sonuglar,
lahanagil grubu sebze tiirlerinin yetistiriciliginde toplam koék uzunlugu ve kok yiizey
alanmin diger kok mimarisi parametrelerine gére daha Onemli diizeyde etkili kok
mimarisi unsurlart oldugunu gostermistir. Arastirma sonucunda elde edilen koklenme
mimarisi sonuglarinin, gelecekte lahanagil grubu tiirlerin yetistiriciliginde su ve giibre
kullaniminin etkinlik durumuna iliskin yapilacak bilimsel ¢alismalarda 6nemli temel

bilgiler ve kazanimlar saglayacagi diistiniilmektedir.

Abbreviations/Kisaltmalar

cm: Centimeter/Santimetre, cm2: Square centimeter/Santimetre kare, cm3: Cubic centimeter/Santimetre
kiip, mm: Millimetre/Milimetre, vb.: Et cetera/Ve benzeri, NH4+: Ammonium/Amonyum, NO3-:
Nitrate/Nitrat, °C: Centigrade degrees/Santigrat derece, ver.: Version/Versiyon, dpi: Dot per inch/Ing
basina nokta, ark.: Et al/Arkadaslari, C. annuum: Capsicum annuum, C. baccatum: Capsicum baccatum,
C. chinense: Capsicum chinense.

Acknowledgments / Tesekkiirler

We gratefully acknowledge the support of the Faculty of Agriculture at Ondokuz Mayis University.
Desteklerinden dolay1 Ondokuz May1s Universitesi Ziraat Fakiiltesine tesekkiirlerimizi sunariz.
Funding / Fon destegi

The author did not receive support from any organization for the submitted work.

205



Yazar, gonderilen ¢alisma i¢in herhangi bir kurulustan destek almamaistir.

Data Availability statement / Veri Kullanilabilirligi bildirimi

The author confirms that the data supporting this study are cited in the article.

Yazar, bu ¢alismay1 destekleyen verilere makalede atifta bulunuldugunu onaylamaktadir.

Compliance with ethical standards / Etik standartlara uyum
Conflict of interest / Cikar ¢atismasi

The author declare no conflict of interest.

Yazar herhangi bir ¢ikar ¢atigmast beyan etmemektedir.

Ethical standards / Etik standartlar

The study is proper with ethical standards.

Calisma etik standartlara uygundur.

Authors’ contributions / Yazar katkilar:

The authors declare that they have contributed equally to the article.
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.

Kaynakc¢a

10.

11.

12.

13.

Balkaya, A., O. Karaagag, and S. Atasoy, Ge¢misten Gelecege Tiirkiye'de Lahanagil Sebzelerinin
Uretimi, Sorunlart ve Coziim Onerileri, in Farkli Yonleriyle Lahanagiller Uzerine Bilimsel
Calismalar, F. Yasar and O. Uzal, Editors. 2023, Iksad Publishing House. Tiirkiye. p. 3-36.

Ekinci, M., S. Ors and E. Yildirim, Lahanagil Sebze Tiirlerinde Sulama ve Su Stresi, in Farkh
Yénleriyle Lahanagiller Uzerine Bilimsel Calismalar, F. Yasar and O. Uzal, Editors. 2023, Tksad
Publishing House. Tiirkiye. p. 181-214.

Balkaya, A., “Bahg¢e Tarimi-II. Unite 7. Lahana, Karnabahar, Brokoli, Yetistiriciligi”. 1I. Basim,
2016. Anadolu Universitesi Yaymi No:2358. Acik Ogretim Fakiiltesi Yaymi No:1355.

Kasim, M.U., and N. Siirmeli. Briiksel lahanasi yetistiriciligi. Atatirk Bahge Kiiltiirleri Merkez
Aragtirma Enstitiisii, 2003. Yayin No: 87, Yalova p. 19.

Murat Dogru, S., and A. Cilingir, A. Balkaya, Brokoli yetistiriciligi. Tarim Giindem, 2016. 6 (34): p.
20-24.

Bektas, H., The effect of salt stress on root development and architecture in common grass pea
(Lathyrus sativus L.). Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, 2021. 23: p. 793-799.

Kandemir, D., et al., Kivircik ve yedikule tipi marul ¢esitlerinin kok gelisimi ve kok sistemi mimarisi
yoniinden incelenmesi. Manas Journal of Agriculture Veterinary and Life Sciences, 2021. 11(2): p.
120-130.

Hanson, B.R., D.M. May, and L.J. Schwankl, Effect of irrigation frequency on subsurface drip
wrigated vegetables, 2003. Department of Land, Air and Water Resources, University of California,
Davis, CA.

Adeniran, K.A., et al., Water requirements of some selected crops in kampe dam irrigation project.
Australian Journal of Agricultural Engineering, 2010. p. 119-125.

Bahadur, A., et al., Physiological and biochemical basis of drought tolerance in vegetables.
Vegetable Science, 2011. 38 (1): p. 1-16.

Bute, A., et al., The most suitable irrigation methods in cabbage crops (Brassica oleracea L. var.
capitata): A review. Scientific Papers. Series B. Horticulture, 2021. 65(1): p. 399-405.

Jung, J. K., and S. McCouch, Getting to the roots of it: genetic and hormonal control of root
architecture. Frontiers in Plant Science, 2013. 186(4): p. 1-32.

Lopez-Bucio, J., and A. Cruz-Ramirez, L. Herrera-Estella, The role of nutrient availability in
regulating root architecture. Current Opinion in Plant Biology, 2003. 6: p. 280-287.

206



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Saribag, H.S., Asili patlican tiretiminde genetik kaynaklarin anag 1slah programinda degerlendirilmesi
ve yerli hibrit anaclarin gelistirilmesi. 2019, Ondokuz Mayis Universitesi Lisansiistii Egitim
Enstitiisii, Doktora Tezi.

Karaagag, O., et al., Capsicum tiirlerinin kok yapilarmin incelenmesi ve kok ozellikleri yoniinden
karsilastirilmasi. Yiiziincii Y1l Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi, 2020. 30 (2): p. 266-279.

Ozgen, R., and A. Balkaya, Diisiik sicakliga tolerant hibrit biber cesit adaylarimin kdk mimarileri.
Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 2022. 12(3): p. 1213-1223.

Villordon, A.Q., and C.A. Clark, Variation in virus symptom development and root architecture
attributes at the onset of storage root initiation in ‘Beauregard’ sweet potato plants grown with or
without nitrogen. PLoS One, 2014. 9: e107384.

Hu, L., et al., Moderate ammonium: nitrate alleviates low light intensity stress in mini Chinese
cabbage seedling by regulating root architecture and photosynthesis. Scientia Horticulturae, 2015.
186: p. 143-153.

Saribag, H.S., et al., Yerli patlican anaglarinin (Solanum melongena x Solanum aethiopicum)
koklenme potansiyeli ve fenotipik kok mimarisi. Black Sea Journal of Agriculture, 2019. 2 (3): p.
138-146.

Wiesler, F., and W.J. Horst, Root growth of maize cultivars under field conditions as studied by the
core and method and relationships to shoot growth. Zeitschrift fur Pflanzennahrung und Bodenkunde,
1994. 157 (5): p. 351-358.

Comas, L., et al., Root traits contributing to plant productivity under drought. Frontiers in Plant
Science, 2013. 4: p. 442.

Ozgen, T., Pathican (Solanum melongena L.) Genotiplerinin Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae'ya dayaniklilik diizeylerinin ve kok yapilarmin incelenmesi. 2019. Ondokuz Mayis
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi.

Zhu, S., et al., Effects of NaCl stress on seed germination, early seedling growth and physiological
characteristics of cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis L.). African Journal of
Biotechnology, 2011. 10(78), p. 17940- 17947.

Johnson, W.C,, et al., Lettuce, a shallow rooted crop, and Lactuca serriola, its wild progenitor, differ
at QTL determining root architecture and deep soil water exploitation. Theoretical and Applied
Genetics, 2000. 101(7): p. 1066-1073.

Li, Q., et al., Growth responses and root characteristics of lettuce grown in aeroponics, hydroponics,
and substrate culture. Horticulturae, 2018. 4(4): p. 35.

Eissenstat, D.M., Costs and benefits of constructing roots of small diameter. Journal of Plant
Nutrition, 1992. 15(6-7): p. 763- 782.

Pelaez-Anderica, E., et al., Root seedling morphology diversity in Capsicum spp. bulletin of
university of agricultural sciences and veterinary medicine Cluj-Napoca. Horticulture, 2011. 68 (1):
p. 535-536.

Lovelli, S., et al., Specific root length and diameter of hydroponically-grown tomato plants under
salinity. Journal of Agronomy, 2012. 11: p. 101-106.

Craine, J.M., Competition for nutrients and optimal root allocation. Plant and Soil, 2006. 285: p. 171-
185.

207



Derleme makale / Review article

Erarslan, Z. B. and S. Kultur, Doronicum Cinsinin Taksonomisi, Geleneksel Kullanimi ve Terapotik
Onemi: Derleme. J. International Journal of Life Sciences and Biotechnology, 2023. 6(2): p. 208-244. DOI:

10.38001/ijlsh.1228983

Doronicum Cinsinin Taksonomisi, Geleneksel Kullanimi ve

Terapotik Onemi: Derleme

Zeynep Busra Erarslan'?**' | Sukran Kultur?

OZET MAKALE GECMIsi
Asteraceae familyas1 485°i endemik olmak iizere icerdigi 1311 tiir ile ilkemiz florasinda Gelis

bulunan tiir say1s1 bakimindan en zengin familyadir. Familyanin Senecioneae tribusunda 03 Ocak 2023
yer alan Doronicum L. cinsi son verilere gore iilkemizde 9 tiir ve 1 alt tiir ile temsil Kabul
edilmekte olup endemizm oran1 %40 tir. Ulkemizde bulunan tiirlerin genellikle yayilis 02 Subat 2023
alanlar1 dardir. Cogunlukla Kuzey ve Dogu Anadolu daglarinin nemli bolgelerinde

yetismektedir. Cins {izerinde en son kapsamli c¢alismalar 2000°li yillarin basinda ANAHTAR
gergeklestirilmis olup tiirler tizerinde yapilan bazi morfolojik ve molekiiler ¢alismalarla KELIMELER
cinsin sistematigi aydmlatilmaya c¢alistlmistir. Elde edilen veriler sonucunda Asteraceae,
Tiirkiyede’de yer alan bazi tlirler sinonim seviyesine diisliriilmiistiir. Avrupa’da alzheimer,
Doronicum tiirlerinden halk arasinda kalp hastaliklari, epilepsi, malarya, sindirim Doronicum,
sistemi hastaliklar1 ve akrep-}_{llan zehirlenmeleri gibi ¢esitli saglik sorunlarinin Senecioneae,
tedavisinde yararlanilmaktadir. Ulkemizde D. orientale (Acimik, Baylikotu, Kaplanotu, taksonomi

Sar1 papatya, Sari ¢igek) tiiriiniin taze kokleri kisirlik tedavisinde kullanilirken,
toprakiistii kisimlarinin dekoksiyonu dahilen diiiretik olarak degerlendirilmektedir.
Ayrica biiylik ve gosterisli ¢igeklerinden dolayr Avrupa’da siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir. Doronicum tiirlerinin toprakiistii kisimlar1 ve kok ekstrelerinin
pirolizidin alkaloidleri, flavonoitler, kumarinler, terpenler, benzofuranlar (tremeton
tirevleri) gibi bilesikler icerdigi bircok c¢aligma ile gosterilmistir. Ugucu yagin
iceriginde ise seskiterpen ve monoterpene bilesikler 6ne ¢ikmaktadir. Giiniimiize kadar
tirler 1iizerinde antienflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, antitiimoral,
hepatoprotektif, iireaz inhibitoér, o-amilaz inhibitor, a-glukozidaz inhibitor ve
kolinesteraz inhibitdr aktivite ¢alismalart gerceklestirilmigtir. Her ne kadar zehirli
bitkiler olarak bilinseler de Doronicum tiirlerinin kanitlanmis biyolojik aktiviteleri ve
icerdikleri biyoaktif bilesikler ile bitkisel ila¢ olarak kullanilabilecek aday molekiilleri
igerdikleri distiniilmektedir. Tirler tizerinde gergeklestirilecek ileri ¢aligmalar ile
ozellikle Alzheimer hastalig1 ve cesitli kanser tiirleri igin tedaviyi destekleyecek yeni
bilesiklerin kesfedilebilecegi timit edilmektedir.
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Taxonomy, Traditional Use and Therapeutic Importance of

Genus Doronicum: A Review

ABSTRACT

Asteraceae family is the richest family in terms of the number of species in our country's
flora, with 1311 species, 485 of which are endemic. Genus Doronicum L., which is in
the tribe Senecioneae, is represented by 9 species and 1 subspecies in our country
according to the latest literature, with the 40% endemism rate. The distribution areas of
the species grown in Turkey are narrow and they mostly found in the humid regions of
the North and East Anatolian mountains. The last comprehensive studies on the genus
were carried out in the early 2000s, and the systematics of the genus were tried to be
clarified with some morphological and molecular studies on the species. As a result of
the data obtained, some species in Turkey have been reduced to synonymous.
Doronicum species are used in the treatment of health issues such as heart diseases,
epilepsy, malaria, digestive system diseases and scorpion-snake poisonings in Europe,.
In our country, the fresh roots of D. orientale (Bitter, Baywort, Tigergrass, Yellow
daisy, Yellow flower) are used in the treatment of infertility, while the decoction of the
above-ground parts is used as a diuretic. It is also grown as an ornamental plant in
Europe due to its large and spectacular flowers. The aerial parts and root extracts of
Doronicum species have been shown in many studies to contain bioactive compounds
such as pyrrolizidine alkaloids, flavonoids, coumarins, terpenes, benzofurans
(tremetone derivatives). Sesquiterpene and monoterpene compounds are prominent in
the content of essential oil. Anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, antitumoral,
hepatoprotective, urease inhibitor, a-amylase inhibitor, a-glucosidase inhibitor and
cholinesterase inhibitor activity studies have been conducted up to the present days.
Although they are known as poisonous plants, Doronicum species are thought to contain
candidate molecules that can be used as herbal medicine with proven biological
activities and bioactive compounds. It is anticipated that future studies will discover
new compounds effective in the treatment of Alzheimer's disease and various types of
cancer.

Senecioneae Cass. Tribusu
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Senecioneae tribusu Asteraceae familyasinda yer alan en biiyiik tribuslardan biridir.

Diinya’da igerdigi toplam 151 cins ve 3000’den fazla tiir ile genis yayilis gosterir.

Ozellikle Giiney Afrika (25 cins), tribusta yer alan cins sayis1 bakimindan 6nde
gelmektedir. Onu Meksika (18), Peru (17) ve Kolombiya (15) izlemektedir [1].
Ulkemizde ise Senecioneae tribusu 3 alt tribus ve 8 cins ile temsil edilmektedir [1]:

1- Alt tribus: Tussilagininae Dumort.

a) Doronicum L.

b) Petasites Mill.

c) Tussilago L.

d) Ligularia Cass.

2- Alt tribus: Tephroseridinae C.Jeffrey & Y.L.Chen
a) Tephroseris (Rchb.) Rchb.
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3- Alt tribus: Senecioninae Dumort.

a) Senecio L.

b) Crassocephalum Moench

c) Adenostyles Cass.

Cassini’nin ilk galismasina gore Senecioneae tribusunda Cacalia L., Cineraria L.,
Othonna L. ve Senecio cinsleri yer almistir [3]. Ancak son ¢alismasinda Cassini, tribusa
Arnica cinsi ile birlikte Doronicum cinsini de ekleyerek tribusta yer alan toplam cins
sayisint 35’¢ ¢ikarmustir [4]. Bremer [1]’in ¢alismasinda tribusta toplam 120 cins yer
almaktadir. Nordenstam [6] ise tribus altinda toplam 151 cins oldugunu belirlemistir.
flerleyen calismalarla birlikte Senecioneae tribusu altinda cesitli alt tribuslar
tanimlanmustir. Son verilere gére Blennospermatinae, Senecioninae ve Tussilagininae
olmak tizere ti¢ alt tribus bulunmaktadir [5,7]. Morfolojik agidan bakildiginda tribusta yer
alan tirler kapitulumun etrafinda yer alan braktelerin sekil ve pozisyonu bakimindan
karakteristiktir. Bu involukrum, genellikle sekil ve biiyiiklilk bakimindan ayn1 olan tek
sira braktelerden olusmustur. Buna karsin tiirler yaprak sekillerinde, tily ortiisiinde, ¢igek
durumunda ve ¢igek renginde dikkat ¢ekici bir morfolojik ¢esitlilik gostermektedir [7].
Bremer [1] tribusun morfolojik ¢esitliligini ve tiir sayisinin fazlaligim tiirlerin zehirli
pirolizidin alkaloidleri igermesine baglamaktadir.

Yakin zamanda yapilan molekiiler ¢alismalarda Doronicum cinsinin Asteroideae alt
familyasinda Panero tarafindan yeni tanimlanan Doroniceae Panero tribusu altinda yer
almasi gerektigi onerilmistir [8,9]. Hatta bazi ¢aligmalarda Doronicum'un Senecioneae
tribusu altinda yeni bir alt tribus olarak Doronicinae’ye yerlestirilmesi gerektigi
Onerilmistir [1,9]. Doronicum cinsinin hangi tribusta yer almasi gerektigi heniiz
kesinlesmemis olmakla birlikte giiniimiizde  Senecioneae  tribusu  altinda
degerlendirilmektedir [1].

Doronicum Cinsinin Genel Ozellikleri

Kisa ve genellikle yatay olan rizoma sahip ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Taban yapraklar,
eger bulunuyorsa, ovat-kordat veya oblong, petiyollii; gévde yapraklar1 kisa petiyollii
veya petiyolsiiz, ampleksikauldir. Kapitulum heterogam, radiattir. Bitki tek veya
dallanmis govdede genellikle 2-¢ok sayida kapitulum tasir. Involukrum basik-yari

kiiremsi; fillariler 2-3 sirali, hemen hemen birbirlerinin aynisi, otsudur. Reseptakulum
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konveks, pilozdur. Kapitulumun gevresindeki ¢igekler dilsi ve sar1 renklidir. Kapitulumun
ortasindaki ¢igekler tiipsii ve sar1 renklidir. Akenler oblong-turbinat, 10 adet ¢ikinti
bulunur. Dilsi ¢iceklerin akenleri genellikle papus tasimazlar, tiipsii ¢igeklerin akenleri
ise genellikle ince skabrit tiiylerden olusan papus tasirlar [11]. Doronicum cinsinin
sistematikteki yeri su sekildedir [1,12,13]:

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Divisio: Magnoliophyta

Classis: Magnoliopsida

Subclassis: Asteridae

Superorder: Asteranae

Order: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Tribus: Senecioneae

Genus: Doronicum (Sekil 1)

Doronicum tiirlerinde bulunan rizomun yapisi tiirler arasinda ayirt edici karakter
saglamaktadir. Rizom etli veya odunsu veya bir miktar odunsu olabilir. Cavillier [14]
tarafindan tiirler rizom yapisina gore "tubéreux" (etli) ve "non tubéreux" (odunsu) olarak
iki gruba ayrilmistir. Avrupa’da yayilis gosteren tiirlerde etli rizom yapisi goriiliirken
Asya’da yayilis gosteren tiirlerde genellikle odunsu rizom goriilmektedir. Baz tiirlerin
rizomlarinda kisa tiiyler bulunabilir. Doronicum orientale Hoffm. gibi tiirlerde ise bu
tilyler uzun, bol miktarda, karisik ve sari-beyaz renkli olup rizomun biiyiik bir kismini
kaplamaktadir. Tiim Doronicum tiirlerinde govde dik ve igi bos silindirik seklindedir.
Govdede hafifge boyuna yollar bulunur. Doronicum austriacum Jacg. gibi tiirlerde
zikzakli govde goriilebilmektedir. Bitkide eger ¢cok sayida kapitulum bulunuyorsa gévde
st kisimlarda dallanma gosterir. Bitkide bulunan toplam kapitulum sayist 0 tiir i¢in
karakteristiktir [13].

Yapraklar basit ve alternan dizilislidir. Her ne kadar Cavillier tarafindan [14] yaprak
karakterleri cinsin taksonomisinde kullanilmis olsa da tiirler arasindaki ayirimda sinirli
bilgi saglamaktadir. Yaprak boyut ve sekli bazen tek bir tiire ait bir 6rnekte bile degisiklik

gostermektedir. Bu yiizden tiirlerin tayini i¢in 6rneklerde hem taban yapraklarinin hem
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de gévde yapraklarinin bulunmasi elzemdir. Govde yapraklari gévdede bulunduklar: yere
gore alt, orta ve iist govde yapraklari olarak ayirt edilmektedir. Baz tiirlerde ¢igeklenme
zamaninda taban yapraklar1 ve alt govde yapraklar1 bulunmayabilir.Taban yapraklar
petiyollii olup petiyollerin boylar1 ve enleri tiirlerde farklilik gosterebilir. Govde
yapraklarinda {ist govdeye dogru petiyolsiiz yapraklar goriillmeye baslar. Orta ve fist
govde yapraklari genellikle panduriform sekillidir. En istte yer alan yapraklar ise
genellikle kiigtik ve brakte benzeridir. Kapitulum radiat ve yar1 kiiremsidir. Cigekler
hepsi ayn1 renkte olup sar1 veya yesilimsi sar1 renklidir. Kapitulum ¢ap1 8-15 mm’den 7-
8 cm’e kadar degisebilir.Dilsi ¢igekler sadece disi organ bulundururken tiipsii ¢igekler
hermafrodittir. Fillariler otsu ve 2-3 siralidir. Dista yer alan fillariler igtekilerden daha
genistir. Fillari sekli, kenari, tepesi ve tiyliligi tirler arasinda farklilik gosterir.
Fillarilerin tist yiizeyleri tiim tiirlerde tiiysiizdiir [13].

Bazi Doronicum tiirlerinde dimorfik sipsela (aken) (heterokarpi) goriilmektedir.
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiim Doronicum tiirlerinde heterokarpi goriiliir. Bu
durumda dilsi ¢igeklerin meyvesinde papus bulunmaz ve tiipsii ¢igeklerin meyvesinden
daha biyiiktiirler. Heterokarpi durumu Senecio, Crepis L., Erigeron L. gibi Asteraceae
familyasinda bulunan baz1 tiirlerde ve Apiaceae, Poaceae, Caryophyllaceae
familyalarinda goriilebilir [13]. Bir bitkinin meyvelerinin dimorfizm gostermesi tiirlerin
farkl1 habitatlara yayilmasini kolaylastiran bir dzellik olarak gériilmiistiir. Ornegin papus
tastyan akenler riizgar yolu ile dagilabilirken papussuz akenler ana bitkinin yakininda
yayilig gosterebilir. Sipselalar silindirik-obovat sekillidir ve 10 adet ¢ikint1 tasirlar. Eger
meyve tizerinde tily ortiisti varsa bu genellikle ¢ikintili kisimlarda yogunlagmistir [13].
Meyvede goriilen tiiyler ikiz tiiyler olup iki paralel hiicre ve daha kiiciik bir taban hiicresi
olmak iizere toplam ti¢ hiicrelidirler. Bu tiiyler Senecioneae tribusunda bulunan tiirlerin
akenlerinde de yaygindir [1]. Tiiy ortiisii Cavillier [14] tarafindan tiir seviyesinde énemli
bir taksonomik karakter olarak kabul edilmistir. Tiirlerde bulunan tiiylerin tipleri ve
bitkide dagilimlar 6zellikle Macrophylla Cavill. alt seksiyonunda bulunan tiirlerin tayini
icin onemlidir [15]. Ancak tiiy Ortiisiiniin yogunlugu ayni tiirde farkli drneklerde bile
degisebileceginden tayinde goz oniinde bulundurulmamalidir. Doronicum tiirlerine ait
orneklerde tiiy ortiisii genellikle bitkinin st kisimlarinda, yapraklarin alt yiizeyinde,
damar bolgesinde ve kenarlarinda ayrica distaki fillarilerin taban kisimlarinda daha

yogundur [13].
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Sekil 1 Baz1 Doronicum tiirleri. A-B. D. orientale; C. D. macrophyllum subsp. macrophyllum;
D. D. maximum

Fig 1 Some Doronicum species. A-B. D. orientale; C. D. macrophyllum subsp. macrophyllum;
D. D. maximum

Doronicum Cinsinin Taksonomik Tarihgesi

Ik olarak Linnaeus [16] tarafindan Species Plantarum’da Doronicum cinsi altinda dort
tiir tanimlanmig ancak giintiimiizde bu tiirlerden sadece Doronicum pardalianches L. ve
Doronicum plantagineum L. bu cinste kabul edilmektedir. Diger ikKi tiir ise Senecio ve
Aster cinslerinde yer almaktadir. Ayrica, Linnaeus [16] tarafindan tanimlanan Arnica
scorpioides L., Lamarck [17] tarafindan Doronicum cinsi altinda isimlendirilmistir.

213



Linnaeus oncesi bazi1 yazarlar Senecio, Aster ve Arnica L. cinslerine ait bazi tiirleri
Doronicum ile karistirmislardir. Ozellikle Arnica ile Doronicum arasindaki genel
morfolojik benzerlik 1970'lere kadar cinslerin birbirine yakin oldugunu diisiindiirmiistiir
[13].
Bazi Doronicum tiirlerinde goriilen sipsela dimorfizmi, cinsin taksonomik tarihinde
onemli rol oynamistir. Lamarck [17] heterokarpik tiirleri "arniques™, homokarpik tiirleri
ise "doronics" olarak adlandirarak iki grup altinda toplamistir. Necker [18], homokarpik
tirleri Aronicum Neck. cinsi altinda smiflandirmay1 6nermis ve bu siniflandirma 19.
yiizyilda genis kabul gérmiistiir. Ancak bazi yazarlar Aronicum'u Doronicum'un bir alt
seksiyonu olarak kabul etmislerdir [13]. Bentham ve Hooker [1] ise Aronicum'u
Doronicum cinsinin sinonimi olarak kabul etmistir ve giinimiizde bu smiflandirma
gecerliligini korumaktadir.
Cassini  [1]’nin Grammarthron Cass. cinsi altinda tanimladigi Grammarthron
biligulatuma Cass. ve Grammarthron scorpioides (L.) Cass. tiirleri daha sonraki
calismalarla Doronicum’a dahil edilmistir. Candolle [21] monotipik bir cins olan
Fullartonia DC.’yi Fullartonia kamaonensis DC. tiirii ile tanimlamistir. Ancak bu tiir de
giinlimiizde Doronicum kamaonense (DC.) Alv. Fern. olarak kabul edilmistir [10,13].
1838 yilinda Candolle, Doronicum cinsini iki seksiyona ayirmay1 6nermistir. Bunlardan
biri baz1 Senecio tiirlerini de igeren Eudoronicum DC. seksiyonu, digeri ise giiniimiizde
Senecio cinsi altinda tanmimlanan Doronicum linifolium (Wall.) DC. tiiriinii igeren
monotipik Chromochaeta DC. seksiyonudur [13].
llerleyen yillarda Tiirkiye [11,15], iran [22], Ermenistan [23], iber yarimadas1 [24] ve
Belgika [25] dahil olmak iizere Doronicum cinsi hakkinda gesitli bolgesel taksonomik
caligmalar yapilmistir. Ancak tiim Doronicum cinslerini kapsayan detayli revizyon
caligmasi ilk defa Cavillier [14,26] tarafindan gergeklestirilmistir. Cavillier Doronicum
cinsine iliskin ¢alismalarinin ilkini homokarpik tiirlere [26], ikincisini heterokarpik
tirlere [14] aywrmistir. Ancak daha sonra Cavillier [14], bu karakterin dogal gruplari
siirlandirmak i¢in kullanigh olmadigi sonucuna varmistir. Cavillier, Doronicum cinsinde
yer alan toplam 34 tiirii 3 seksiyon ve 7 alt seksiyon altinda gruplandirmistir:

1- Seksiyon Doronicastrum Cavill.

a) Alt Seksiyon Corsica Cavill. (D. corsicum Poir.)
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b) Alt Seksiyon Grandiflora Cavill. (D. altaicum Pall., D. briquetii Cavill.,
D. viscosum Nym., D. grandiflorum Lam., D. portae Chab., D. glaciale
Nym., D. clusii (All.) Tausch., D. thibetanum Cavill.)
c) Alt Seksiyon Austriaca Cavill. (D. austriacum Jacq.)
d) Alt Seksiyon Macrophylla Cavill. (D. macrophyllum Fisch., D.
dolichotrichum Cavill., D. haussknechtii Cavill., D. maximum Boiss. Et
Huet., D. macrolepis Freyn et Sint., D. balansae Cavill., D. cacaliaefolium
Boiss. & Heldr.)
e) Alt Seksiyon Plantaginea Cavill. (D. plantagineum L., D. longifolium
Griseb. et Schenk, D. oblongifolium DC., D. falconeri Clarke, D.
turkestanicum Cavill.)
f) Alt Seksiyon Pardalianchia Cavill. (D. roylei DC., D. thirkei Sch.Bip.
emend. Cavill., D. reticulatum Boiss., D. pardalianches L., D. atlanticum
Chab.)
g) Alt Seksiyon Cardiophylla Cavill. (D. carpetanum Boiss., D. orientale
Hoffm., D. carpaticum Nym., D. cordatum Sch.Bip.)
2- Seksiyon Soulieastrum Cavill. (D. souliei Cavill., D. stenoglossum
Maxim.)
3- Seksiyon Hookerastrum Cavill. (D. hookeri Clarke)
Cavillier alt seksiyonlar1 tanimlarken esas olarak taban yapraklarinin sekli, yapraklarin
boyutlart ve sipsela dimorfizminin varligindan yararlanmigtir. Hookerastrum Cavill.
seksiyonunda yer alan D. hookeri C.B.Clarke ex Hook.f. tiirii son ¢aligmalarda
Nannoglottis hookeri (Hook.f.) Kitam. tiirii altinda sinonime diisiirilmistiir [10,27].
Cavillier'in galismasindan sonra Rusya Florasi’nda da Willkomm ve Lange [28]
tarafindan Onerilen siniflandirma Cavillier’in yaptigi smniflandirmadan yola ¢ikilarak
olusturulmustur. Boylece Flora’da tiirler seksiyon Aronicum Cavill. ve seksiyon
Pardalianches Cavill. olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Edmondson [22] da Cavillier'in
siiflandirmasii kabul ederek Doronicum seksiyonununda (=Doronicastrum seksiyonu)
monotipik alt seksiyon olan Isaurica Edmondson’t (Doronicum cacaliifolium)
tamimlamugtir. Cavillier’in ¢alismasinda Tiirkiye’den toplam 11 adet Doronicum tiirii
bulunmaktadir. Sonraki yillarda Edmondson [15] tarafindan D. bithynicum J. R. Edm,

Doronicum bithynicum subsp. sparsipilosum J.R.Edm., Doronicum tobeyi J. R. Edm. ve
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Doronicum hakkiaricum Edm. olmak tizere Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 4 yeni takson
tanimlanmistir  [15]. Tirkiye'deki tirlerin - ¢ogunlugunu olusturan alt seksiyon
Macrophylla altinda yer alan tiirlerin taksonomik agidan kritik oldugu diistintilmiistiir.
Ozellikle, tiiy ortiisii bu alt seksiyonda yer alan tiirlerin teshisi i¢in &nemli bir karakter
oldugundan, Tiirkiye Florasi’nda tiirler tanimlanirken tiiylerin tipleri ve dagilimlarn
ayritili olarak agiklanmistir [11]. Cavillier'in ¢alismalarinda da tiiy ortiisiiniin 6nemi
vurgulanmis olup tiirlerde bulunan tiiylerin detayli gizimleri verilmistir [14,26].
Doronicum cinsindeki taksonomik problemi ¢6ziime kavusturmak amaciyla cins tizerinde
2000’11 yillarin baginda morfolojik ve molekiiler calismalar gerceklestirilmistir. Alvarez
Fernandez ve ark. [1] Cavillier’in alt seksiyonlar1 tanimlamak i¢in kullandigi
karakterlerin cinsin siniflandirmasinda ayirt edici nitelige sahip olmadigini diistinerek
Avrupa ve Kuzey Afrika’da yayilis gosteren 26 tiir ve 4 alt tiir lizerinde ti¢ farkli veri
setine dayali (morfoloji, ITS, trnL-F) filogenetik analiz gergeklestirmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Doronicum cinsinin  Senecioneae tribusunda yer almasi gerektigi
kesinlestirilmistir [1].

Alvarez Fernandez ve Nieto Feliner [27] morfometrik karakterlerin cinsin
taksonomisindeki 6nemini degerlendirmek amaciyla Avrupa ve Kuzey Afrika’da yayilis
gosteren 26 tiir ve 4 alt tiir lizerinde ¢ok degiskenli varyans analizi ile cins, tiirlerin
morfolojilerine ve cografik dagilimlarina gére 5 ana grup altinda incelemistir.

Cinsin sistematigini aydinlatmaya yonelik en kapsamli ¢alismada ise Alvarez Fernandez
[13] Diinya’da ¢esitli herbaryumlarda yer alan Doronicum cinsine ait yaklasik 4300 adet
herbaryum orneginin morfolojik karakterlerini stereomikroskop ve SEM yardimi ile
inceleyerek tiirlerin son taksonomik durumlarini belirlemistir. Bu ¢alisma ile

Tiirkiyede’de yer alan baz: tiirler sinonime diistiriilmiistiir.

Doronicum Cinsinin Diinya’daki Yayihisi

Son verilere gére Doronicum cinsi Diinya’da yaklasik 40 tiir ile temsil edilmektedir [29].
Bu tiirlerin yaklagik yaris1 Avrupa ve Kuzey Afrika’da yayilis gostermekte olup diger
tiirler Giineybati Asya (Iran, Irak, Kafkaslar ve Tiirkiye) ve Orta Asya’da (Tiirkistan,
Altay, Cin, Himalayalar) dogal olarak yetismektedir. D. orientale harig cinste yer alan
tirlerin yayilist genel olarak Avrupa, Giineybati Asya veya Orta Asya olmak tizere ii¢

bolgeden birinde sinirlanmistir. D. orientale ise Avrupa ve Giineybati Asya’da yayilis
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gostermekle Dbirlikte ozellikle Dogu Akdeniz’de (Yunanistan, Tirkiye’nin Kkuzeyi,
Italya’min giineyi ve Liibnan-Suriye) gériilme sikligi artmaktadir (Sekil 2) [13,27].
Doronicum tiirlerinin ilk olarak Akdeniz havzasinda goériilmeye baslayarak Avrupa'daki
nemli-1liman habitatlara yayildig1 ve buradan Orta ve Dogu Asya’daki dag habitatlarina
dagildig: distiniilmektedir [30]. Deniz seviyesinden 5000 m yiikseklige kadar goriilmekte
olan Doronicum tiirlerinin yayilis alanin1 ormanlarin nemli alanlari, agik kayalik yerler

ve su kaynaklarina (dere, g6l vs.) yakin yerler olusturmaktadir [13].

s
"*?Az.,a- ¥

Sekil 2 Doronicum cinsinin Diinya’daki yayilig alanlari
Fig 2 Distribution areas of the genus Doronicum

Doronicum Cinsinin Tiirkiye Florasi’ndaki Durumu

Flora of Turkey’de Doronicum cinsinin revizyonu Edmondson tarafindan yapilmistir.
Edmondson [11]’a gore Doronicum cinsi Tiirkiye Florasi’nda 14 tiir (15 takson) ile temsil
edilmektedir. Giiney-Bati Asya'da biiyiik olglide daginik bir dagilima sahip olan
Doronicum tiirleri en fazla Tiirkiye'nin dogusunda goriilmektedir. Anadolu'da bulunan 15
taksondan 8'i endemiktir [31]. Endemizm oraninin (%53) bu denli yiiksek olmasi cinsin
cesitlilik merkezinin tilkemiz oldugunu diisiindiirmektedir. Flora of Turkey [11]’de tiirler
seksiyonlara gore ayrilmamistir. Ancak iilkemizde Macrophylla alt seksiyonunun yaygin
oldugu belirtilmektedir. Bu alt seksiyonda yer alan tiirler morfolojik olarak birbirine ¢ok
benzemekle birlikte tiiy ortiisii bu tiirlerin tayininde 6nem tasimaktadir. Ulkemizde
bulunan tiirlerin genellikle yayilis alanlar1 dar olup ¢ogunlukla Dogu Anadolu daglarinda
nemli bolgelerde dagilim gosterirler. D. orientale tiirii ise diger tiirlerden daha genis

yayilis alanma sahip olup iilkemizin Ozellikle bati ve kuzey kisimlarinda yayilis
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gostermektedir [11,15]. Doronicum cinsi tizerinde Alvarez Fernandez [13] tarafindan
gerceklestirilen son sistematik ¢alismada Tirkiye’de dogal olarak yetisen bazi tiirler
sinonime diistiriilmiistiir. Flora’da yer alan tiir sayis1 14’den 9’a (takson sayis1 15’den

10’a) diismistiir (Tablo 1). Buna gore iilkemizde 9 tiir (10 takson) dogal olarak

yetismektedir ve endemizm orani %40 tir (Sekil 3).

Tablo 1 Tiirkiye’de Doronicum cinsinin son durumu ve sinonime disiirtilen taksonlar [13]

Table 1 The latest status of Doronicum genus in Turkey and synonymous taxa [13]

Takson

Sinonime Diisen Taksonlar

Doronicum haussknechtii Cavill.
(Beritkaplanotu) - endemik

Doronicum tobeyi Edm. (Derekaplanotu)

Doronicum maximum Boiss. & A. Huet
(Palankaplanotu)

Doronicum dolichotrichum Cavill.
(Ardahankaplanotu)

Doronicum hakkiaricum Edm. (Yaylakaplanotu)

Doronicum macrophyllum Fisch. subsp.
macrophyllum (Kutulkaplanotu)

Doronicum macrolepis Freyn & Sint
(Kocakaplanotu); Doronicum balansae Cavill.
(Rizekaplanotu)

Doronicum macrophyllum Fisch. subsp.
sparsipilosum (J. R. Edm.) Alv. Fern.
(Ilgazdarmnaci) - endemik

Doronicum bithynicum subsp. sparsipilosum J. R.
Edm). (Ilgazdarmaci)

Doronicum cacaliifolium Boiss. & Heldr.
(Kayakaplanotu) - endemik

Doronicum austriacum Jacq. (Bayhikotu)

Doronicum orientale Hoffm. (Kaplanotu)

Doronicum reticulatum Boiss. (Egekaplanotu) -
endemik

D. bithynicum J. R. Edm. subsp. bithynicum

Doronicum oblongifolium DC. (Kisakaplanotu)
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Sekil 3 Doronicum tiirlerinin Tiirkiye’deki yayilis alanlari. D. haussknechtii (#); D. maximum (
e); D. dolichotrichum (%); D. macrophyllum subsp. macrophyllum (#); D. macrophyllum
subsp. sparsipilosum (%); D. cacaliifolium (®); D. austriacum (®); D. orientale (®); D.
reticulatum (@); D. oblongifolium ()

Fig 3 Distribution areas of Doronicum species in Turkey. D. haussknechtii (#); D. maximum (e
); D. dolichotrichum (¥); D. macrophyllum subsp. macrophyllum (#); D. macrophyllum subsp.
sparsipilosum (%); D. cacaliifolium (®); D. austriacum (®); D. orientale (®); D. reticulatum (@
); D. oblongifolium (*)

Doronicum Tiirleri Uzerinde Anatomik ve Mikromorfolojik Cahsmalar

Yirminci yiizyilin baginda anatomik c¢alismalarin ilerlemesiyle birlikte Asteraceae
familyasi, lateks kanallar1 ve regine kanallarinin taksonlar arasi dagilimi agisindan alt
familyalara ayrildi. Lateks kanali igerenler Cichorioideae alt familyasinda yer alirken
lateks kanallariin nadiren goriildiigii fakat genellikle regine kanallar1 tasiyanlar
Asteroideae alt familyasi altinda gruplandirildi [32]. Metcalfe ve Chalk [33] Asteraceae
familyasinda goriilen salgi kanallar1 ve latisifer kanallar ile farkli tipte 6rtii ve salgi tiiyleri
ve sekonder kalinlasma gibi baz1 anatomik karakterlerin taksonomik degeri oldugunu
vurgulamistir. Ayrica, Asteraceae familyasinin 6ne ¢ikan anatomik ozellikleri olarak
degisik tipteki ortii ve salgi tiiylerinin bulunmasi, yaprak alt epidermis yiizeyinde
papillalarin varligi, anomositik, anizositik ve nadiren heliositik tip stoma goriilmesi,
hidatodlarin yer almasi, hipodermisin bulunmasi, homojen veya heterojen mezofil, biiyiik
hiicrelerden olusan parankimatik kinli iletim demetleri bulunmasi sayilabilir [34].
Senecioneae tribusunda yer alan tiirler {izerinde yapilan anatomik calismalarda bazi
tirlerin govde, yaprak ve koklerinde, bazen gigek kisimlarinda ve hatta kotiledonlarinda
regine kanallarina sahip olduklari gosterilmistir. Hem tussilaginoid hem de senecioid
grupta bu 6zellik goriilmektedir. Ayrica akenlerin ovaryum duvarinda siklikla kalsiyum
oksalat kristalleri bulunur. Bu kristaller bazen prizmatik sekilde veya igne seklinde, bazen
de druzlar seklindedir [1].

Asteraceae familyasinda, organlarin yiizeyinde bulunan salg: tiiyleri ve organlarin ig
kisminda yer alan salgi kanallar1 olmak iizere iki temel salgilama sistemi bulunmaktadir.
Familyada bulunan salg tiiyleri genellikle iki sirali (biseriat) bir sap ve bir veya ¢ok
hiicreli bir bas kisminda olusur. Salgi kanallari ise yaprak mezofilinde, govde korteksinde
ve genellikle kokte endodermis yakiinda bulunur [33]. Tiyler ve kanallar salgi maddesi
olarak ugucu yaglar, lipitler, regineler, seskiterpen laktonlar, alkaloidler, pektin benzeri

maddeler, tanenler ve flavonoidler icerebilirler. Salgi tiiylerinin bitkileri otgul bocekler,
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mantarlar, patojenler, yogun 1sik, UVB radyasyonu veya yiiksek sicaklik dahil olmak
tizere gesitli biyotik ve abiyotik faktorlerden koruma gorevi bulunur. Hem salgt titylerinin
yogunlugunun degismesi hem de ¢esitli kimyasal maddelerin sentezi ile bitki kendi
savunmasini olusturabilir [35].

Doronicum tiirleri tizerinde yapilmis az sayida anatomik ¢alisma bulunmaktadir. Tibet’de
yetisen D. falconeri tiiriiniin govde, yaprak ve ¢igek anatomisi calisilmistir [36].
Apiaceae, Asteraceae ve Lamiaceae gibi familyalarda meyve anatomisi bir¢ok faydali
diagnostik ve taksonomik karakter sagladig: bilinmektedir [37]. Doronicum tiirlerinin
sipselasinin  morfolojik, mikromorfolojik ve anatomik agidan incelendigi g¢esitli
calismalar gergeklestirilmistir. Sipsela (boyutu, ylizeyi, rengi, sekli), papus (yapisi, sekli,
say1s1, rengi, boyutu) ve karpopodyum (sekli, pozisyonu, ¢ap1) yapilarinin Senecioneae
ve Anthemidae tribuslarinda cins ve tiir seviyesinde diagnostik karakterler sagladigi
goriilmistir [38]. D. falconeri ve D. kamaonense meyveleri morfolojik ve
mikromorfolojik [39], D. austriacum meyveleri morfolojik [40], D. grandiflorum
meyveleri mikromorfolojik ve anatomik [41-43] agidan incelenmistir.

Tiirler tizerinde yapilmig anatomik ve mikromorfolojik ¢alismalar 6zellikle Doronicum
cinsi igin tiir seviyesinde en onemli taksonomik karakterlerden biri olan tiy ortiisii
iizerinde yogunlasmuistir [13]. ilerleyen yillarda Doronicum tiirlerinin tily ortiisii
aragtirmacilarin  dikkatini ¢ekmistir. Bu ¢alismalardan birinde D. orientale ve D.
marophyllum tiirlerinin pedonkul ve fillarilerindeki tiyler morfolojik, anatomik ve
histokimyasal olarak incelenmistir. Ug tip salgi tiiyii belirlenmis olup bu tiiyler iki
siralidir. Birinci tip salgi tiiyiliniin bas1 tek tabaka olusturan 3-5 hiicreden meydana gelir.
Ikinci tip salg: tiiyiiniin basi tek tabaka olusturan 2-3 hiicreden; iigiincii tip salg: tilyiiniin
basi ise 2 hiicreden olusur. Bu tiiylerden birinci tip olanlar en uzun olup {igiincii tip salgi
tilyleri en kisadir. D. orientale’de g tip tiiy bulunurken D. macrophyllum’da sadece 2
hiicreli basa sahip uzun sapli salgr tiiyleri goriilmustiir. Basit ortii tiiyleri de tespit
edilmistir [44]. Baska bir galismada ise D. pardalianches toprakiistii kisimlariin
ylizeyini kaplayan 3 tip salgi tiiyti morfolojik, anatomik ve histokimyasal agidan
incelenmistir [45]. Son olarak D. orientale, D. pardalianches ve D. marophyllum
tirlerinin govde yapraklarindaki tiiyler morfolojik, anatomik ve histokimyasal olarak
calisilmistir. Iki tip salgi tityii belirlenmistir. Birinci tip salg: tiiyii iki hiicreli bir bas ve 8-

10 hiicre tabakasindan olusan uzun bir sap icerir. ikinci tip salg: tilyii ise iki hiicreli bir
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bas ve 5-6 hiicre tabakasindan olusan kisa bir sap igerir. Iki tip tiiy de silindirik sekilli
olup genellikle iki siralidir. Ug tiirde de aym tip salg: tiiyleri olmasia karsin tiiylerin
boyutlarinda ve dagilimlarinda tiirler arasi farkliliklar bulunmustur. Ayni zamanda
tirlerde ucu konik sekilli hiicrelerden olusmus iKi sirali ortii tiiyler ve kisa tek sirali ortii

tilyler tespit edilmistir [46].
Doronicum Tiirleri Uzerinde Palinolojik Calismalar

Angiosperm polenlerine ait en eski goriintiler Nehemiah Grew tarafindan yazilan
Anatomy of Plants adli kitapta yer almaktadir [47]. Polen ilk olarak 1811'de Robert
Brown tarafindan ayirt edici bir taksonomik karakter olarak kabul edilmistir, ancak
Asteraceae familyas: igin ilk kullanimi 1864 yilindadir [48,49]. Polen morfolojisi
alaninda ilk onemli ¢aligmalar1 gerceklestiren Wodehouse [50-52] 1sik mikroskobu
kullanarak giiniimiiziin taramali1 elektron mikroskobu goriintiilerini animsatan Asteraceae
polen ¢izimleri sunmus ve Asteraceae polenlerini ti¢ grup altinda toplamistir: Psilat,
ekinat ve lofat [49]. Wodehouse’dan sonra en onemli ¢aligma Stix [53] tarafindan
yapilmistir. Diinyanin her yerinden Asteraceae familyasina ait 235 tiiriin polenlerini
incelemistir. Bu c¢alismaya gore Asteraceae poleni genel olarak izopolar (ekvator
cevresinde simetrik) ve radyal simetrik olup, ti¢ bilesik apertiire sahiptir [53]. Skvarla ve
Larson [54] ve Skvarla ve Turner [55] Asteraceae familyasi polenlerini ekzin tabakalarina
gore Anthemoid, Helianthoid ve Senecioid olarak gruplara ayirmislardur. 1970'lerden
itibaren ise taramali elektron mikroskobunun (SEM) yaygin olarak kullanilmasi yoluyla
yiiksek biiylitme ve ¢oziiniirlikte {i¢ boyutlu goriintiilerin elde edilmesi palinolojik
caligmalarin hizla artisina neden olmustur [49]. Asteraceae familyasinda bulunan
taksonlara ait diger polen mofolojisi ¢alismalarinin baslicalar1 Erdtman ve ark. [56],
Wagenitz [57], Perveen [58] ve Punt ve Hoen [59] tarafindan gerceklestirilmistir.

Senecioneae tribusunda polen sekli oblat, prolat veya sferoidal, polar goriiniiste yuvarlak
veya liggenimsi, ekvatoral goriiniiste yuvarlak veya eliptik sekillidir. Polen trikolporat,
kolpuslar birlesik degil, kolpus dardan genise, ucu akut; tektum mikroperforat, ekinat;
spinler az-¢ok sayida, seyrek-yogun, esit dagilmis, konik ve kiint (obtus) veya sivri uglu,
2-7 um, taban diiz veya hafif siskin, kat1 veya delikli (perforat); tektum kabarik degil,
yuvarlak graniillii, striat (¢izgili), retikulat (agsi1) veya areolat (adacikli); lofat degil,
internal foramina bulunur veya bazen bulunmaz; tamamen veya yer yer kavea bulunur.

Senecioneae tribusundaki polen tanelerinde genellikle ekzin tabakasinda internal
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foramina bulunmaz. Internal foramina bulunmayan polenler senecioid (senecionoid)
polen tipi olarak adlandirilir. Kiigiik internal foramina bulunan helianthoid tipi polen ise
Senecioneae tribusunda yer alan bazi cinslerde, 6zellikle Doronicum, Farfugium Lindl.,
Gynura Cass., Pericallis Webb & Berthel. ve Packera A.Léve & D.Love cinslerinde
bulunur [49].

Doronicum tiirlerine ait polenler iizerinde yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Sekil
4). Inceoglu ve Karamustafa [60] tarafindan Ankara Beypazari’ndan toplanan D.
orientale polenleri 1sik mikroskobu altinda ¢alisilmistir. Senecioneae tribusuna ait tiirlerin
polenlerinin genel morfolojik &zellikleri trikolporat, oblat-sferoidal, sferoidal, polar
gortintigii sirkular, spinler konik veya konkav-konik olarak verilmistir [60]. Pakistan’dan
D. hookeri polenleri 1sik mikroskobu altinda incelenmistir [61]. Punt ve Hoen [59]
tarafindan gergeklestirilen D. austriacum, D. pardalianches ve D. plantagineum
tiirlerinin polenlerinin morfolojik ¢alismasinda Doronicum polenleri D. pardalianches
tipi ve D. austriacum tipi olmak iizere iki grup altinda toplanmustir. Ekin belirgin kubbe
seklinde ve tizerinde kiigiik kavite bulunuyor veya bulunmuyorsa; enine kesitte spin
tabaninda kolumella sayis1 4’den fazlaysa D. pardalianches tipi olarak tanimlanmistir.
Eger ekin konik veya sadece hafifce kubbe seklinde ve lizerinde biiyiik tiggen kavite
bulunuyor; enine kesitte spin tabaninda kolumella sayis1 4 veya daha azsa D. austriacum

tipi (D. austriacum, D.plantagineum) olarak tanimlanmistir [59].
Doronicum Tiirleri Uzerinde Karyolojik Calismalar

Nordenstam [62] tarafindan tribus icerisinde morfolojik ve karyolojik karakterlere
dayanan gruplandirma onerilmistir. Buna gére Senecioneae tribusunda yer alan cinsler
“senecioid” ve “cacalioid” olarak iki gruba ayrilmistir. Daha sonra cacalioid adi yerine
“tussilaginoid” ifadesi kullanilmaya baslanmistir. Senecioneae tribusunda temel
kromozom sayis1 X = 10 olarak kabul edilmektedir. Senecioid grubu i¢in temel kromozom
say1st X = 10 iken tussilaginoid grubu i¢in x=30 veya katlaridir [1]. Doronicum cinsi igin
de onerilen temel kromozom sayis1 x=30’dur [5,13,63]. Fakat onceki ¢aligmalarda bazi
arastirmacilar cins igin temel kromozom sayisin1 X=10 olarak kabul etmislerdir [13,64].
Gliniimiize kadar karyolojik agidan ¢alisilan Doronicum taksonlari: ve kromozom sayilari
Tablo 2’de verilmistir.

Cins izerinde ilk karyolojik g¢alisma 1950 yilinda Lindgvist tarafindan

gerceklestirilmistir. Lindqvist’e gore Doronicum tiirleri, kromozom sayilar1 yiiksek ve
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kromozomlari kiiglik oldugu igin sitolojik ¢alisma i¢in elverisli degildirler. Kok uglarinda
mitotik boliinmede bulunan kromozom sayilari sirasiyla D. cordatum’da 2n=60, D.
pardalianches’de 2n=60 ve D. plantagineum’de 2n=+120’dir. D. plantagineum
kromozom boylar1 diger iKi tiire gore daha kisa oldugu goriilmistiir. Ayn1 zamanda D.

plantagineum kromozomlarinin 4 tanesinde satellit bulundugu bildirilmistir [65].

Sekil 4 D. macrophyllum subsp. sparsipilosum polenleri (SEM) skala: 50 um
Fig 4 Pollens of D. macrophyllum subsp. sparsipilosum (SEM) scale: 50 um

Alvarez Fernandez [13] tarafindan yakin zamanda gergeklestirilen ve materyal olarak
rizomlardan elde edilen sekonder kok uglart ve olgunlasmamig tiipsii ¢igeklerin
kullanildig1 ¢aligmada D. carpetanum subsp. diazii (Pérez Morales ve Penas) Alv.Fern.
ve D. carpetanum subsp. kuepferi Alv.Fern. taksonlarinda kromozom sayis1 2n=60 olarak
belirlenmistir.

Peruzzi ve ark. tarafindan gergeklestirilen karyolojik ¢alismada Italya’dan D. columnae,
D. x minutilloi Peruzzi ve D. orientale tiirlerinin idiyogramlar1 sunulmustur. Ug tiiriin de
ayn1 kromozom sayisina (2n=60) ve ayni ploidi diizeyine sahip olduklari goriilmiistiir
[66]. Tiurkiye’den toplanan taksonlar iizerinde yapilan tek ve en giincel karyolojik
calismada ise D. haussknechtii, D. dolichotrichum, D. macrophyllum subsp.
macrophyllum, D. maximum, D. oblongifolium, D. orientale ve D. reticulatum
taksonlarmin somatik kromozom sayilart 2n=60 olarak bildirilmistir [67].

Doronicum taksonlarinin ¢ogunda bilinen kromozom sayilarinin 30'un katlar1 (2n = 60)
olmas1 X = 30 temel kromozom sayisini desteklemektedir (Tablo 2). Bazi taksonlarda ise

her iki ploidi seviyesi de goriilmektedir ki bu cinste poliploidinin yaygin oldugunu
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gosterir. Bu taksonlar, D. carpetanum 2n=60, 120 [24,68]; D. clusii 2n=60, 120 [69-71];
D. altaicum 2n=30, 60 [72-75]; D. macrophyllum 2n=30, 60 [67,72,76]; D. oblongifolium
2n=40, 60 [67,72,77]. Giircistan’dan D. oblongifolium kromozom sayis1 2n=40 olarak
bildirilmistir [77], ancak bu veri x=30 ile tutarsiz olan tek ¢alismadir ve yeniden sayilmasi
gereklidir [13]. Alpin vejetasyonda ekstrem kosullara artan adaptasyon nedeniyle
poliploid tiirlerin bu ortamlarda yaygin oldugu disiiniilmektedir. Doronicum cinsinde
poliploidi ve hibridizasyon yaygindir. Bu durum tiirlerin yiiksek morfolojik varyasyonu

ve sinirli yayilislarindan kismen sorumlu olabilir [71].

Doronicum Tirlerinin Halk Arasinda Kullanimi ve Etnobotanik

Cahsmalar

Cins ismine etimolojik olarak bakildiginda Doronicum isminin kokeni Arapga daranaj,
dariinaj kelimelerine dayanmaktadir [98,99]. Theophrastus’un Historia Plantarum, 1X
isimli eserinde Skorpios isimli Doronicum cinsinde yer alan bitkiden bahsedilmektedir.
Bitkinin kokleri akrebe benzedigi i¢in akrep sokmalarina karsi etkili olacagi bildirilmistir
[1]. Ibn-i Sina tarafindan yazilan “Kitab-ul-Adviyah-Qalbiyah” isimli eserde kalp
hastaliklarinin tiim yonleri anlatilmistir ve kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
toplam 63 drog ismi verilmistir. Eserde yer alan ve drog olarak kullanilan bitkilerden biri
de D. hookeri (yo6resel isim=Daroonaj) tiiriidiir [101]. Ayni eserde D. grandiflorum (=D.
scorpioides Lam.) kokleri giiglii kardiyotonik, canlandirici ve garpintiy1 giderici olarak
rapor edilmistir [102]. Ibn-i Sina’nin El-Kanun fi't-T1b isimli eserinde bulunan ve duyusal
noropatide analjezik etkili yag olarak kullanilan bir bitki karigimi formiilinde D.
pardalianches tiirii de yer almaktadir [103].

Orta Cag doneminde Dogu Akdeniz, Azerbaycan ve Sam’da Doronicum tiirlerinin
kullanim1 bulunmaktadir. Dogu Akdeniz’de D. scorpioides (yoresel isim=Leopard’s-
bane, Panther strangler) tiiriiniin koklerinin g6z rahatsizliklari ve cinsel arzuyu baskilayici
olarak kullanildig: kayitlidir [104]. Azerbaycan’da ise D. macrophyllum tiiriiniin kokleri
tonik olarak kullanilmistir. Bu tonigin karaciger, kalp, sindirim ve duyu organlarini
giiclendirdigine inanilmistir. Koklerinin dekoksiyonu aritmiye karsi recete edilmistir
[105]. Osmanli doneminde Sam’da D. scorpioides tiiriiniin géz hastaliklari, hayvan
wisiriklart ve zehirlenmeleri, i¢ hastaliklar, agrilar ve cilt hastaliklar ig¢in kullanildigi
bildirilmektedir [106].
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Tablo 2 Doronicum taksonlar iizerinde gergeklestirilen karyolojik ¢alismalar ve kromozom
sayilari

Table 2 Karyological studies on Doronicum taxa and chromosome numbers

Takson Kromozom Sayisi Lokalite Kaynak
D. altaicum 2n=30 Rusya [72-75]
2n=60
D. austriacum 2n=60 Bulgaristan, Yunanistan, [70,78-80]
Ukrayna, Isvicre
D. bargusiense Serg. 2n=60 Rusya [81]
D. carpaticum 2n=60 Ukrayna [69,80]
D. cordatum 2n=60 Avrupa [65]
D. carpetanum n=30 Ispanya [68]
2n=60, 120 [24]
D. carpetanum subsp. diazii 2n=60 Ispanya [13]
D. carpetanum subsp. 2n=60 Ispanya [13]
kuepferi
D. cataractarum Widder 2n=60 Isvigre [70]
D. clusii 2n=60 Isvigre, Italya [69-71]
2n=120 Ukrayna
D. columnae 2n=60 Bulgaristan,  Yunanistan, [66,79,82-
Almanya, Italya, Bosna 89]
Hersek
D. dolichotrichum 2n=60 Tiirkiye [67]
D. glaciale subsp. glaciale 2n=60 Slovenya, Avusturya [71,90]
D. glaciale subsp. n=30 Almanya [91]
calcareum
D. grandiflorum 2n=60 Alpler [71]
D. grandiflorum var. n=30 Fransa [92]
pyrenaicum
D. haussknechtii 2n=60 Tiirkiye [67]
D. hungaricum 2n=60 Bulgaristan, Slovakya [82,93]
D. macrophyllum 2n=30 Gilircistan, Tirkiye [67,72,76]
2n=60
D. maximum 2n=60 Tiirkiye [67]
D. x minutilloi 2n=60 Italya [66]
D. oblongifolium 2n=40 Giircistan, Tirkiye [67,72,77]
2n=60
D. orientale 2n=60 Yunanistan, italya, Tiirkiye [66,67,94]
D. pardalianches 2n=60 Avrupa [65]
D. plantagineum 2n=+120, 120 Avrupa, Ispanya [65,95]
D. reticulatum 2n=60 Tiirkiye [67]
D. roylei 2n=60 Hindistan [96,97]
D. stiriacum (Vill.) Dalla 2n=120, c. 120 Slovakya, Avusturya [71,93]
Torre

Geleneksel Iran tibbinda D. pardalianches (yoresel isim=Daronaj, Daroanj Aghrabi)
koklerinin kardiovaskiiler sistem hastaliklarinin tedavisinde ve midevi olarak kullanildig:
bilinmektedir [107,108]. Yine geleneksel iran tibbinda Doronicum tiirleri dismenorede
ve rahim agrilarinda kullanilmigtir [109]. iran’da D. pardalianches tiiriiniin kokleri halk

arasinda ditiretik, yilan-akrep 1sirmalarimin tedavisinde ve sinir tonigi olarak
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kullanilmaktadir [110]. Iran’da kardiyak sikayetlerde halk arasinda kullanilan bir bitki
karisiminin igerisinde 20 g D. grandiflorum (=D. scorpioides) tiiriiniin rizom tozu yer
almaktadir. Karisimda ayrica 20 g Anchusa italica Retz. gigekleri ve 10 g Zingiber
zerumbet (L.) Roscoe ex Sm. toprakiistii kisimlar1 bulunmaktadir. Karisimin bal ile
karistirilarak her giin bir kasik dolusu tiiketildigi belirtilmektedir [111].

Geleneksel Hint tibbinda D. pardalianches sinir sistemi depresyonunda, melankolide,
akrep 1siriklarina karsi ve kardiyak tonik olarak kullanilmistir. D. roylei kokleri ise bas
donmesini onleyici olarak [112], D. pardalianches tiirii Hindistan’da yilan sokmalarina
karst kullanilmistir [113]. Hindistan’da D. falconeri kokleri kardiyotonik olarak
kullanilmaktadir [114]. Hindistan Nanda Devi Ulusal Parki (biyosfer rezervi)’nda yapilan
bir etnobotanik calismada D. kamaonense (=D. roylei) (yoresel isim=Buti) tiirliniin
sindirim sistemi rahatsizliklar1 ve yilan-akrep sokmalarinin tedavisinde kullanildig
bildirilmektedir [115]. Geleneksel Hint tibbinda D. hookeri (yoresel isim=Darunaj-
aqrabi) koklerinin kardiyak, sinir tonigi, canlandirici, midevi ve gaz giderici olarak
kullanildig1 bilinmektedir [116].

Bolivya’da eski zamanlarda D. pardalianches’in kaynatilmis yapraklarimin gargara
olarak, yaprak suyunun frengide goriilen iilserleri yikamak i¢in ve taban yapraklarinin
lapa halinde ilserlere ve kangrenli yaralara uygulandigi kayithidir. Cigeklerinin Arnica
cicegi yerine kullanildigi, koklerinin ise pisirildikten sonra akcigerlerde ve beyinde
goriilen damar tikanikliklarinda kullanilidig: bildirilmistir [117].

D. grandiflorum ve D. pardalianches tiirlerinin 16. ve 17. yy’da epilepsi ve malarya
tedavisinde dahilen kullanildiklar1 Avrupa herballerinde kayitlidir [118,119]. Ispanya’da
halk arasinda D. grandiflorum (yoresel isim=Arnica) tiiriiniin ¢icek basi losyon halinde
haricen analjezik ve antienflamatuar olarak palyatif ve semptomatik tedavide, ¢igek
basinin cay1 ise dahilen hipotansif olarak palyatif tedavide kullanilmaktadir [120].
Avrupa’da D. orientale tiiriinden siis bitkisi olarak yararlanilmaktadir [121].

Ulkemizde ise sadece D. orientale tiiriiniin geleneksel tedavide kullanim1 bulunmaktadir
(Tablo 3). Halk arasinda Acimik, Kaplanotu, Sar1 papatya, Sari ¢igek isimleri ile bilinen
bu tiiriin taze kokleri kisirhk tedavisinde kullanilirken [31,122-124] toprakiistii
kisimlarmin dekoksiyonu dahilen ditiretik olarak kullanilmaktadir [125-127]. Hayvan
hastaliklarinda bitkinin toprakiistii kisimlar1 ezilir ve hayvanlarda goriilen yaralarin

tizerinde serpilir. Fakat bitkinin zehirli oldugu ve ilkbahar ekinoksundan (22 Temmuz)
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once bitkiyi yiyen hayvanlarin hastalandigi veya o6ldigii belirtilmistir [128]. Bununla
birlikte bitkinin taze ¢igek ve yapraklari hayvan yemi olarak kullanimi da kayitlidir [129].
Ayrica bitki Bat1 Karadeniz bolgesinde peyzaj amagli olarak kullanilmaktadir [130].

Tablo 3 Doronicum taksonlarinin tilkemizde geleneksel kullanimi

Table 3 Traditional use of Doronicum taxa in our country

Tiir Yerel Ad  Kullanilan Kisim Hazirlams  Kullamm Kullanim  Bélge [2]
Sekli Amaci

D. orientale  Acimik, Taze kokler - - Kisirlik [zmir ve
Kaplanotu, tedavisi cevresinde
Sar1 [122]
papatya, Toprakiistii Erzurum
Sarigicek  kisimlari (Uzundere)

[124]

Dekoksiyon Dabhilen Ditiretik Manisa (Yunt
dag1) [126]

Dekoksiyon = Dahilen Diiiretik Isparta
(Egirdir-
Goktas) [125]

Dekoksiyon Dahilen Diiiretik [zmir [127]

(7-8 giin

boyunca

giinde 1

ay

bardagi

igilir)

Ezilmis Haricen Hayvan Denizli [128]
hastaliklar1
(yaralar)
Cigek, yaprak Taze Dahilen Hayvan Afyonkarahisar

yemi [129]
olarak

Doronicum Tiirleri Uzerinde Yapilmus Biyolojik Aktivite Calismalari

Doronicum tiirlerinin  antienflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, antitiimoral,
hepatoprotektif, lireaz inhibitor, a-amilaz inhibitor, a-glukozidaz inhibitor, kolinesteraz
inhibitor aktiviteleri in vitro ve in vivo galismalar ile arastirilmistir (Tablo 4). Giiniimiize
kadar yapilan ¢alismalar asagida verilmistir.

In vitro ¢alismalar

D. austriacum metanol ekstresi fare fibroblast hiicre kiiltiirlerinin ¢ogalmasini tamamen
inhibe etmistir [131]. Kok diklorometan ekstresinin in vitro enzim testinde (Ellman’in

metodu) asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor etkisi gosterilmistir [132]. D. austriacum
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koklerinin diklorometan ekstresi ve ana bilesiklerinin antienflamatuar ve antioksidan
aktivitesinin  degerlendirilmesi  makrofajlar  J774A.1 ve C6 astrositlerde
gerceklestirilmistir. Nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) saliniminin yani
sira nitrotirozin olusumu degerlendirilmistir. Ekstre ve izole edilen 3 ana bilesigin
(tremeton-tiirevleri) (6,12-dihidroksil-(--)-2S-tremeton, (S)-2-(5-asetil-6-hidroksi-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)allilisobutirat, 2-((S)-5-asetil-6-hidroksi-2,3-dihidrobenzofuran-
2-ilallil (S)-2-metilbutanoat) makrofajlardaki ve astrositlerdeki NO ve ROS salinmasini
inhibe edebildikleri goriilmiistiir. Calismada D. austriacum ekstresinin antienflamatuvar
ve antioksidan aktivitesi in vitro yontemlerle kanitlanmistir [133].

Helicobacter pylori tarafindan salgilanan tireaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkilerinin arastirildig1 bir caligmada, D. bracteatum Edm. toprakiistii kisimlar1 metanol
ekstresi diisiik seviyede iireaz inhibitor aktivitesi gostermistir [134].

D. glaciale koklerinin farkli ekstreleri (petrol eteri, diklorometan ve etanol) antifungal ve
antibakteriyel aktivite yoniinden 0,5-256 pg/mL konsantrasyonlarda test edilmistir, fakat
mantarlara veya bakterilere karsi kabul edilebilir MIK (Minimum inhibitor
konsantrasyonu) veya MFK (Minimum fungisit konsantrasyonu) degeri elde edilmemistir
[135].

D. hookeri kok diklorometan:metanol (1:1, v/v) ekstresi agar dilusyon yontemi kullanilan
antimikrobiyal aktivite testinde Streptococcus faecalis, Candida albicans ve
Saccharomyces cerevisiae’i inhibe etmistir. Bacillus subtilis ve Bordetella
bronchiseptica’a karsi ise zay1f inhibisyon gostermistir [136]. Kok ugucu yagi inhibisyon
zon caplar1 Olgiilerek antibakteriyel (Bacillus subtilis) ve antifungal (Ganoderma
lucidum) acidan degerlendirilmis fakat aktivite gostermedigi saptanmistir [137]. Kok
metanol ve diklorometan ekstresinin in vitro antioksidan 6zellikleri karsilastirilmistr.
DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzothiazollin-6-
sulfonik asit), Siiperoksit ve Nitrik oksit radikal stipiiriicii aktiviteleri, metal iyonu selat
aktivitesi, demir iyonu indirgeyen antioksidan giicii (FRAP) ve total antioksidan
kapasitesi degerlendirilmistir. Metanol ekstresi daha yiiksek total fenol igerigi ile daha
giiclii serbest radikal siipiiriicii ve azaltici aktivite gostermistir. Total antioksidan kapasite
ve FRAP degerleri de metanol ekstresinde yiiksek bulunmustur. Diklorometan ekstresi
ise yiiksek flavonoid igerigi ile giiglii metal iyonu selat aktivitesi, siiperoksit ve nitrik

oksit radikal siipiiriicii aktiviteleri gostermistir [138]. D. hookeri kok petrol eteri, metanol
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ve diklorometan ekstrelerinin farkli mikroorganizmalar tizerinde (Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Enterobacter aerogenes,
Candida albicans, Aspergillus flavus, Phanerochaete chrysosporium) antimikrobiyal
aktiviteleri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda disk difiizyon testinde 0.1 mg
ekstreye esdeger 10 pl kok petrol eteri ekstresi ve diklorometan ekstresi giiglii
antimikrobiyal etki gosterirken metanol ekstresi zayif antimikrobiyal etki gostermistir.
Petrol eteri ekstresi Escherichia coli hari¢ diger bakterilere zayif-orta derece etki
gostermistir, Shigella flexneri’yi ise giiglii sekilde inhibe etmistir. Candida albicans’a
kars1 petrol eteri ve metanol ekstresi zayif etki gostermistir, diklorometan ekstresi ise etki
gostermemistir. Diklorometan ise Bacillus subtilis hari¢ tiimiine karsi inhibisyon
gosterirken en giiclii etkiyi Micrococcus luteus’e kars1 gostermistir. Metanol ekstresi ise
Micrococcus luteus, Shigella flexneri, Pseudomanas aeruginosa ve Enterobacter
aerogenes’a kars1 zayif etki gdstermistir. MIK testinde ise diklorometan ekstresi 0.25
mg/ml konsantrasyonda diger ekstrelerden giiclii antimikrobiyal etki gostermistir
(Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Shigella flexneri). Metanol ekstresi ise 0.25
mg/ml konsantrasyonda Bacillus subtilis ve Shigella flexneri‘yi giiclii inhibe etmislerdir.
Petrol eteri ekstresi ise sadece Micrococcus luteus (MIK 0.25 mg/ml) ve Bacillus
subtilis’e (MIK 0.5 mg/ml) kars1 inhibisyon géstermislerdir. Ug ekstre de antifungal etki
gostermemistir (MIK > 1.25 mg/ml) [139].

D. macrolepis tiirtiniin govde, kok ve gigeklerinin 3 farkli ¢oziicii ile ekstrelerinin (etanol,
metanol, etil asetat) antioksidan, enzim inhibisyon (a-amilaz, o-glukozidaz ve
kolinesteraz) ve antimikrobiyal (MIiK) aktiviteleri arastirilmistir. Ugucu yagin kimyasal
icerigi ve antimikrobiyal etkisi de degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite ABTS and
DPPH testleri ile belirlenirken antimikrobiyal aktivite 19 adet mikroorganizmaya karsi
mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirilmistir. Enzim inhibisyon aktivitesi ise
kolorimetrik metod ile olgiilmiistiir. Cigeklerin antioksidan aktivitesinin diger bitki
kisimlarindan daha giiglii oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda total fenolik ve flavonoid
iceriginin c¢iceklerde daha yiiksek oldugu gorilmistiir. En yiiksek enzim inhibisyon
aktiviteleri a-amilaz (221.54 mmol ACAE/g ekstre) cigcek etilasetat ekstresinde, a-
glukozidaz (15.32 mmol ACAE/g ekstre) cicek etanol ekstresinde, ve kolinesteraz
(AChE: 2.4 ve BChE: 22.35 mg GALE/g ekstre) govde etilasetat ekstresinde olarak
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saptanmistir. Ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi ekstrelerinkinden daha yiiksek
bulunmustur [140].

D. orientale toprak iistii kisimlarinin su, etanol ve metanol ekstrelerinin antibakteriyel
(disk difiizyon ve agar well difiizyon metod) ve antitiimoral (Agrobacterium tumefaciens
ile indiiklenen patates disk tiimor metodu) aktiviteleri degerlendirilmistir. Tiim ekstreler
Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus aureus, su ve etanol ekstreleri Staphylococcus
epidermidis, etanol ve metanol ekstreleri Escherichia coli iizerinde antibakteriyel etki
gostermistir. Ekstreler ¢ok az derecede antitiimoral etki gostermistir [141]. D. orientale
bitkisinin sulu ekstresinin antioksidan aktivitesi gosterilmistir. Calismada DPPH,
Stiperoksit ve Nitrik oksit radikal siipiiriicii aktivite testleri sonucunda ICsp degerleri
sirastyla 66.34 ug mL?, 219.70 ug mL?, 436.14 pg mL* olarak bulunurken toplam
fenolik madde icerigi 47.26 mg GAE mL™ olarak hesaplanmustir [142]. Toprakiistii
kisimlarmin etanol ve metanol ekstreleri disk difiizyon testinde balik patojenlerine
(Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri,
Enterococcus faecalis, Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactia) karsi
antibakteriyel aktivite gostermemistir [143]. D. orientale yaprak metanol ekstresinin
antioksidan aktivitesi DPPH ve ABTS testleri, CUPRAC (bakir(II) iyonu indirgeme
esasli antioksidan kapasite) yontemi, FRAP yontemi ve demirli iyon selat aktiviteleri ile
gosterilmistir [144]. Toprakistii ve kok ekstreleri (heksan, etil asetat, etanol, etanol/su,
su) antioksidan aktivitesi DPPH ve ABTS testleri ile gosterilmistir. Bununla birlikte tim
ekstrelerin asetilkolinesterazi inhibe ettigi, su ekstreleri hari¢ diger ekstrelerin
butirilkolinesteraz inhibisyonu gosterdigi bulunmustur [145].

D. pardalianches kok metanol ekstresi, modifiye edilmis Ellman’in metoduyla
kolinesteraz (ChE) inhibe edici aktivitelerini degerlendirmek i¢in n-heksan, kloroform ve
etil asetat ile fraksiyonlarma ayrilmigtir. Sadece etil asetat fraksiyonunun
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor etki gosterdigi (IC50: 172.21 pg/mL), higbir
fraksiyonun butirilkolinesteraz (BChE) inhibe edici aktivite gostermedigi saptanmistir
[146].

In vivo ¢calismalar

D. austriacum metanol ekstresi daha 6nce homolog meme karsinom hiicreleri ile
asilanmusg farelere enjekte edildiginde hayvanlarin yagsam siiresini onemli 6l¢lide uzatmay1

basarmistir [131].
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D. hookeri kok etanol ekstresi 500 mg/kg dozda ratlarda karbon tetrakloriir (CCl4)
toksisitesine karsi doza bagimli kismi karaciger koruyucu etki (hepatoprotektif)
gostermistir. Ayn1 zamanda etanol ekstresinin in vitro ve in vivo antioksidan aktivitesinin
sulu ekstreden daha gii¢lii oldugu goriilmiistiir [147]. D. macrophyllum koéklerinden izole

edilen kumarinler (umbelliferon ve glikoziti) ratlerde antiaritmik etki gostermistir [148].
Doronicum Tiirlerinin Fitokimyasal icerigi

Doronicum tiirlerinin toprakiistii kisimlar1 ve kok ekstrelerinin pirolizidin alkaloidleri,
flavonoitler, terpenler (timol tiirevleri) ve benzofuranlar (tremeton tiirevleri) gibi
bilesikler icerdigi birgok calisma ile gosterilmistir. Tiyofen tiirevleri ve kumarinler de
bazi tiirlerde bulunmustur [133, 145, 146, 149-167]. Ugucu yagi ise seskiterpenler ve
monoterpenler bakimindan zengindir [142, 168-171].

Bitkiler aleminde en ¢ok Asteraceae, Boraginaceae ve Fabaceae familyalar1 bitkilerinde
bulunan pirolizidin alkaloidleri (PA), bitkiler tarafindan iiretilen en toksik bilesiklerden
biridir. Bu alkaloidleri bulunduran bitkiler ot¢ul hayvanlara kars1 kimyasal bir savunma
mekanizmasina sahip olur. Ozellikle hepatoksik etki gdsteren bilesiklerle uzun siireli
maruziyet durumunda kalp, akcigerler ve bobreklerde ciddi hasar goriilebilir, hatta 6liime
yol agabilir. Komisyon E tarafindan izin verilen maksimum PA dozu oral olarak
uygulanan bitkisel tiriinlerde (infiizyonlar ve gaylar) giinde 10 pg, bitki ekstresinde ise 1
pg'dir [172].

Avusturya gibi bazi iilkelerde ise senesionin veya senkirkin igeren herhangi bir bitkisel
tirtin onay alamaz. Pirolizidin alkaloidleri, pirolizidin halkasi igeren biiyiik bir alkaloid
grubunu olusturur. Senecioneae tribusu aminoasit ornitinden tiireyen makrosiklik
senesionin tip pirolizidin alkaloidleri ile karakterizedir [1,149]. Yapilan ¢alismalarda
Doronicum tiirlerinden otosenin, floridanin, doronin ve senkirkin izole edilmistir [149].
Poliasetilenler Asteraceae familyasinda yaygin olarak bulunmasina karsin Senecioneae
tribusunda goriilmez. Ancak istisna olarak Doronicum tiirlerinde varlig1 gosterilmistir [1].
Doronicum tiirlerinde ve Asteraceae familyasinin birgok iiyesinde bulunan
poliasetilenlerin fototoksik etkiden sorumlu oldugu bilinmektedir [150]. Doronicum
tirleri, seski- ve triterpenler, timol ve tremeton tiirevleri (bazi Senecio tiirleri gibi) ve
ozellikle pirolizidin alkaloidleri igermesiyle fitokimyasal olarak tribusta yer alan diger

tirlere yakinlik gostermektedir [1].
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Tablo 4 Doronicum tiirleri iizerinde gergeklestirilen biyoaktivite ¢alismalari

Table 4 Bioactivity studies on Doronicum species

Tiir
D. austriacum

D. bracteatum

D. glaciale

D. hookeri

D. macrolepis

D.
macrophyllum
D. orientale

D.
pardalianches

Kullamilan kisim/ekstre
Koklerin diklorometan
ekstresi

Bitkinin tamaminin
metanol ekstresi

Kok diklorometan
ekstresi

Toprakiistii metanol
ekstresi

Kok petrol eteri,
diklorometan ve etanol
ekstreleri

Kok ugucu yagi

Kok metanol ve
diklorometan ekstresi
K&k petrol eteri,
metanol ve diklorometan
ekstreleri

Kok
diklorometan:metanol
ekstresi

Kok etanol ekstresi
Govde, kok ve
ciceklerinin etanol,
metanol, etil asetat
ekstreleri, ugucu yag
Koklerinden izole edilen
kumarinler

Bitkinin tamaminin sulu
ekstresi

Toprakiistii su, etanol ve
metanol ekstreleri
Yaprak metanol ekstresi
Kok ve toprakiistii
heksan, etil asetat,
etanol, etanol/su, su
ekstreleri

Toprakiistii etanol ve
metanol ekstreleri

Kok metanol ekstresi

Calisma tasarimi
In vitro

In vitro/In vivo
In vitro
In vitro

In vitro

In vitro
In vitro

In vitro

In vitro

In vivo
In vitro

In vivo
In vitro
In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Aktivite [2]

Antienflamatuar ve antioksidan aktivite
[133]

Antitiimoral aktivite [131]

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor
etkisi [132]
Ureaz inhibitor aktivitesi [134]

Antifungal ve antibakteriyel aktivite (-)
[135]

Antifungal ve antibakteriyel aktivite (-)
[137]
Antioksidan aktivite [138]

Antifungal (-) ve antibakteriyel aktivite
[139]

Antimikrobiyal aktivite [136]

Hepatoprotektif etki [147]
Antioksidan aktivite, antimikrobiyal
aktivite, a-amilaz, a -glukozidaz,
kolinesteraz inhibitor etkisi [147]

Antiaritmik aktivite [148]
Antioksidan aktivite [148]
Antibakteriyel aktivite

Antitiimoral aktivite [141]
Antioksidan aktivite [144,145]
Asetilkolinesteraz inhibitor etkisi
Butirilkolinesteraz inhibitor etkisi (-)
[145]

Antibakteriyel aktivite (-) [143]

Kolinesteraz (ChE) inhibitor etkisi [146]

Seskiterpen laktonlar tribus i¢in ¢ok 6nemli fitokimyasal belirtegler olarak kabul edilir.

Cok cesitlilik gostermeleri ve kimyasal yapilarindaki varyasyonlar tribus igindeki ve

cinsler arasindaki siniflandirma iginde yarar1 olabileceklerini diisiindiirmektedir [1]. D.

orientale ve D. macrophyllum pedonkul ve fillarilerindeki salg: tiiylerinin fenolik
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maddeler, terpenoidler ve seskiterpen laktonlar tasidigi floresan mikroskobu ile
gosterilmistir [44]. Doronicum tiirlerinin Ve ugucu yaglarinin tizerinde yapilan ¢aligmalar
asagida verilmistir.

D. austriacum koklerinden benzofuranlar ve timol tiirevleri izole edilmistir [151]. D.
austriacum kok diklorometan ekstresinden bilinen 3 dihidrobenzofuran tiirevi 6,12-
dihidroksitremeton-12-O-isobutirat; 6,12-dihidroksitremeton-12-O-(2-metil)butirat ve
6,12-dihidroksitremeton izole edilmistir. Ayn1 zamanda kok metanol ekstresinden iki
bilinmeyen tremeton tiirevi 12-O-4-D-glukopiranosil-6,12-dihidroksitremeton, 12-O-4-
D-[6-(3-hidroksi-3-metil-glutaril)-glukopiranosil]-6,12-dihidroksi-tremeton ve 3 yeni
diterpen asit  tirevi  4-karboksi-2-O-p-D-[2-(3-isopropil-malat-1-metil-ester)-
glukopiranosil]-atraktiligenin, 4-karboksi-2-O-f5-D-[2-(3-isopropil-malat-1-metil-ester)-
isoramnosil]-atraktiligenin ve 2-0--D-[2-(3-isopropil-malat-1-metil-ester)-
glukopiranosil]-atraktiligenin elde edilmistir [132]. D. austriacum kok diklorometan
ekstresinde tremeton tiirevleri olarak 6,12-hidroksi-(-)-2S-tremeton, (S)-2-(5-asetil-6-
hidroksi-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)allil isobutirat ve 2-((S)-5-asetil-6-hidroksi-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)allil (S)-2-metilbutanoat tespit edilmis ve bilesiklerin antioksidan
ve antienflamatuvar etkileri gosterilmistir [133]. Tremeton tiirevleri toksik maddeler
olarak bilinmekte ve siite gegebilmektedir. Ancak kurutulmus bitki ve bitki
ekstraktlarinda tremeton kararsizdir ve toksik olmayan dehidrotremetona doniismektedir
[152]. Doronicum columnae Ten. yapraklarindan pirolizidin alkaloidlerinden senkirkin
izole edilmistir [153]. D. grandiflorum gévde ve yapraklarindan p-hidroksiasetofenon
tirevi olarak bilinen iki bilesik ilk defa izole edilmistir. Birinci bilesik 2-senesioil-4-(1-
hidroksietil)-fenol, ikinci bilesik ise 2,2 dimetil-6-(I-hidroksietil)-kroman-4-on’dur [154].
D. grandiflorum flavonoitlerinden kersetin 3-O-(6"-O-asetilglukozit) [155,156] 8-
hidroksiapigenin ve 8-hidroksiluteolin tiirevleri saptanmustir [157-159]. D. grandiflorum
yaprak ve gigeklerinin flavonoit igerigi ile D. 6¢corsicum, D. pardalianches ve D. orientale
tiirlerinin flavonoit icerigi karsilagtirilmistir [157].

D. hookeri gigeklerinin metanol ekstresinden flavon glikozit yapisinda bilesikler 5,7,4'-
trihidroksi-6-metoksiflavon, 5-hidroksi-3,7,4'-trimetoksi flavon ve 7,3'-dihidroksi-5,4",5'-
trimetoksi isoflavon izole edilmistir [159]. D. hungaricum koklerinden benzofuranlar ve
timol tiirevleri izole edilmistir. Timol ve benzofuranlarin cins igin karakteristik oldugu
diistintilmektedir [160].
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D. macrophyllum koklerinden otosenin, floridanin ve doronin olarak isimlendirilen yeni
bir pirolizidin alkaloidi ilk kez izole edilmistir [161]. K&k metanol ekstresinden yeni bir
diterpen glikozit olan doronikozit D izole edilmistir [162]. D. macrophyllum koéklerinden
tremeton tiirevleri elde edilmistir [163]. Yine koklerinden kumarinlerden umbelliferon ve
7-O-a-D-glukopiranosil kumarin izole edilerek antiaritmik etkileri gosterilmistir [148].
D. macrophyllum toprakiistii kismindan flavonoitlerden apigenin, kersetin, astragalin,
isokersitrin, rutin izole edilirken D. oblongifolium toprakiistii kismindan kersetin ve
isokersitrin izole edilmistir [165].

D. orientale bitkisinin toprakiistii ve kok ekstrelerinde (heksan, etil asetat, etanol,
etanol/su, su) ortak olarak 5-kafeoil kinik asit (2.52-337.05 ng/g), 3,5-dikafeoil kinik asit
(3.12-299.36 ng/g), rutin (0.03-114.77 ng/g), hiperozit (0.04-66.74 pg/g), kersitrin
(0.03-9.53 pg/g) ve kersetin (0.04-1.17 pg/g) bulundugu bildirilmistir [145]. D.
pardalianches kok ve toprakiistii kisimlarindan timol ve tremeton tiirevleri ile p-
hidroksiasetofenon tiirevi yeni bir bilesik izole edilmistir. Seskiterpen alkol yapisinda
yeni bir bilesik daha bulunmustur [165]. Rajagopalan ve Negi [166] tarafindan D.
pardalianches koklerinden pirolizidin alkaloidlerinden otosenin izole edilmistir. D.
pardalianches kuru drogunda yiiksek seviyede toksik tiyofen tiirevleri tespit edilmistir
[167]. D. pardalianches koklerinden formononetin 7-O-f5-D-glukopiranozit (ononin)
izole edilmistir [146].

Yapilan caligmalara gére Doronicum tiirlerinin ugucu yaginda seskiterpenler one
cikmaktadir. D. altaicum toprakiistii kismmin ugucu yaginda major bilesikler olarak
benzopiran tiirevlerinden 6patoriokromen (%38.02), 8-asetil-7-hidroksi-2,2-dimetil-2H-
kromen (%8.2), 6desma-4(15),7-dien-1-ol (%6.0), ve heksahidrofarnesil aseton (%3.4)
bulundugu bildirilmistir. Seskiterpenlerin de %24.9 oraninda bulundugu ve ¢ogunlukla
oksijenlenmis halde bulundugu, monoterpenlerin (%5.4) ve az miktarda hidrokarbonlar,
asitler ve esterlerin (%11.0) ugucu yagin bilesiminde yer aldigi saptanmistir [168].

D. austriacum Jacq. subsp. giganteum (Griseb.) Stoj. et Stef. toprakiistii kisimlar1 ugucu
yaginda major bilesikler olarak germakren D (%50.8), S-karyofillen (%9.1), a-humulen
(%5.5) ve (Z,E)-a-farnesen (%5.2) bulunmustur. Ugucu yagda baslica terpenoidlerden
(%93.6) seskiterpen hidrokarbonlarin (%81.6) oldugu goriilmiistiir [169].

Doronicum corsicum (Loisel.) Poir. toprakiistii kismi ugucu yagi seskiterpen

hidrokarbonlar (%38.2) ve oksijenlenmis monoterpenler bakimindan zengindir. Ana
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bilesenler olarak modhefen (%11.6), (E)-p-karyofillen (%9.8), 10-isobutiriloksi-8,9-
epoksitimil anjelat (%9.9) ve timil anjelat bulunmustur (%8.7). Ayni1 zamanda yeni timol
tiirevlerinin yapis1 aydinlatilmistir [170]. D. macrolepis ¢igek, govde ve kok ekstrelerinin
(etil asetat, etanol, metanol) total fenolik ve flavonoit igeriklerinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ugucu yaginda ise yiiksek oranda (E,E)-a-farnesen (%21.5), trans-£-osimen
(%12.8), o-kadinen (%9.5), karyofillen oksit (%8.2) ve timol (%4.4) bulundugu
bildirilmistir [147].

D. orientale, D. bithynicum subsp. sparsipilosum ve D. macrolepis taksonlarinin gigek,
yaprak ve govdesinden elde edilen ugucu yaglarda seskiterpenlerin ana bilesikler oldugu
goriilmistiir. D. orientale ve D. bithynicum subsp. sparsipilosum’da (E)-f-farnesen; D.

macrolepis’de ise (E)-karyofillen 6ne ¢ikmaktadir [171].
Sonug¢ ve Oneriler

Birgok arastirmaci tarafindan sistematik agidan problemli bir cins olarak kabul edilmesi,
tilkemizde bulunan tiirler ile alakali kapsamli bir revizyon ¢alismasinin bulunmamasi ve
tiirler iizerinde anatomik, mikromorfolojik ve palinolojik ¢alismalarin yapilmamis olmasi
gibi nedenlerden &tiirii Tirkiye’de yayilis gosteren Doronicum tiirleri tizerinde giincel
calismalar yapilarak cinsin taksonomisinin aydinlatilmasi gerektigi distiniilmiistir.
Doronicum tiirleri her ne kadar pirolizidin alkaloidleri ve tremeton tiirevleri gibi toksik
etkili bilesikleri igeriyor olsa da tiirler tizerinde gergeklestirilen biyolojik aktivite
calismalarinda 6zellikle antitiimoral ve antibakteriyel etkiler dikkat ¢ekicidir. Bununla
birlikte asetilkolinesteraz inhibitor etkileri nedeniyle Alzheimer hastaligini 6nleyici aday
ilag molekiillerinin bu tiirlerden izole edilebilecegi umulmaktadir. Tiirkiye’de halk
arasinda kullanimmin kisithh olmasi ancak o6zellikle Avrupa’da geleneksel tedavide
kullanilan tiirlerin bulunmasi ve gesitli aktivite ¢alismalar1 ile tibbi kullaniminin
destekleniyor olmas1 nedeniyle farkli ekstreler ve saf bilesikler tizerinde yapilacak olan
aragtirmalarin artarak devam etmesinin farkli bilim alanlarma katki saglayacagi
disiiniilmektedir. Birgok arastirmaci tarafindan sistematik acidan problemli bir cins
olarak kabul edilmesi, iilkemizde bulunan tiirler ile alakali kapsamli bir revizyon
calismasinin bulunmamasi, gilincel yayilis alanlarimin saptanmasinin gerekliligi ve
Ozellikle sinonime diisiiriilen tiirlerin taksonomik durumlarinin kesinlestirilmesinin
gerekmesi gibi nedenlerle Doronicum tiirleri lizerinde giincel ¢alismalar yapilarak cinsin

sistematik durumunun ¢oziime kavusturulmasi gerekmektedir. Tiirler {zerinde
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gerceklestirilecek olan anatomik, mikromorfolojik, palinolojik ve kemotaksonomik

incelemeler cinsin sistematigine katkida bulunacaktir.
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Si1vi Yumurta Akindan Lizozimin Ekstraksiyonu,

Saflastirilmasi ve Sprey Kurutucu ile Kurutulmasi: Giincel

Gelismeler ve Uygulamalari

Muhammed Yiiceer!” ', Cemre Celikten? *“ , Rukiye Mavus®> *“ , Ebubekir Disli®>"*',
Seyma Agiral Akgiin>"“ , Emre Sar1?
OZET MAKALE GECMiSi
Gidalarda dogal koruyucu olarak kullanilan lizozim, ticari agidan 6nemli bir dogal Gelis
enzim olup, farkli gida mamullerinin (peynir, bira ve sarap) imalatinda kullanilan bir 9 Ocak 2023
antimikrobiyal ajan (koruyucu katki maddesi) veya mikrobiyal prosesleri kontrol etmek Kabul
amaciyla da tercih edilmektedir. Ayrica lizozim dogal ve giivenli biyolojik antiseptik 14 Haziran 2023
olup, tip, ila¢ gibi farkli uygulamalarda degerlendirilmektedir. Lizozimin molekiiler ANAHTAR
biyiikligi (14,3 kDa) goz oniine alindiginda molekiiler boyuta gore ayrim yapan KELIMELER
ultrafiltrasyon prosesinin lizozimin ayristirilmasinda kullanilmasi son zamanlarda Yumurta,
¢okga galisilan bir konu haline gelmistir. Ultrafiltrasyon yontemi ile protein fraksiyonu albumin,
isletme sartlar1 ve fizikokimyasal kosullardan oldukga etkilenmektedir ve bu nedenle lizozim,
proses ihtiyaglarinin agik¢a belirlenmesi gerekmektedir. Bu derleme galismasi ile proses

lizozim ekstraksiyon, saflagtirma ve kurutma proseslerindeki gilincel gelismeler ve
uygulamalari ele alinmistir.

membran filtrasyon,
piuskiirtmeli kurutucu

Extraction, Purification and Dehydration with Spray Drying
of Lysozyme from Egg White: Current Developments and

Applications

ABSTRACT

Lysozyme is used as a natural preservative in foods and currently used as a natural
antimicrobial agent in various foods to control microbial processes or preservative
agent-additive in the production of cheese, beer and wine. In addition, lysozyme is
accepted as a natural and safe biological antiseptic and is widely preferred in fields such
as medicine and pharmaceuticals. Considering the molecular size of the lysozyme (14.3
kDa), the use of ultrafiltration process that distinguishes according to molecular size in
the separation of lysozyme has recently become widely studied. Ultrafiltration method
used in the protein fraction and the process is highly affected by the operating conditions
and physicochemical conditions, and therefore the process needs to be clearly
documented. In this review, current developments and applications in lysozyme
extraction, purification and drying processes are discussed.
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Giris

Yumurta fonksiyonel bir gida olarak toplumun saglikli beslenmesi yoniinden miikemmel
bir besindir. Miikemmel fonksiyonel 6zelliklere ve bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olan
yumurta ekonomik degerinin yani sira bir insanin ihtiyaci ig¢in gereken tiim makro ve
mikro besin 6gelerini yapisinda bulunduran temel bir besindir [1, 2]. Geg¢tigimiz on yilda
yumurta bilimi arastirmalarinda, yumurtanin dogasi, biyolojik, kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri hakkindaki anlayisimizi tamamlayan caligmalarla 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Ulkemiz kabuklu yumurta iiretimindeki siralamada diinyada ilk 10°da yer
almasina ragmen, iglenen liriin ve katma degere sahip iirlin portfoyt ile islenmis tirlinlerin
ihracati konusunda ¢ok ilerleme kaydedilmemistir [3].

Yumurta; yumurta kabugu ve zar1 (%9-12) ile yumurta ak1 (%60) ve yumurta saris1 (%30-
33) olmak iizere 3 ana bilesenden olusmaktadir. Yumurtanin ana bilesenlerini ise su
(%75), proteinler (%12), lipidler (%12) ve karbonhidratlar ve mineraller (%1)
olusturmaktadir [4, 5].

Gilinlimiizde gelisen yeni uygulama trendleri ile gida endiistrisinde dogal ve dogal
kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal bilesenlerin kullanildig1 yeni yontem ve iiriinlere
olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Gidalarda dogal koruyucu olarak kullanilan lizozim
enzimi mikrobiyal yiikii kontrol altina almak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica lizozim
dogal ve giivenli biyolojik antiseptik olarak kabul edilmekte ve tip, ilag¢ gibi alanlarda da
uygulanmaktadir [3, 6, 7].

Lizozim (Muramidaz veya N-asetil muramik-hidrolaz, EC 3.2.1.17), yumurta beyazinda
bulunan bir enzim olup, yumurta albiimini (beyaz-ak) ise bu enzimin en uygun ticari
kaynagidir [8, 9]. Lizozim giiniimiizde biyoteknolojik metotlarla bazi bitkilerden,
bakterilerden ve bakteriyofajlardan da izole edilmektedir. Ancak yumurtanin igerisinde
bulunan lizozim en yiiksek ¢oziiniirliige ve ayn1 zamanda en kararl stabiliteye sahip
olanidir.

Lizozimin molekiil agirlig1 14.3 kDa olup, izoelektrik noktasi 10.7°dir ve 129 aminoasit
kalintisindan olusmaktadir. Aralarinda enzimin aktif bolgesi bulunan uzun bir a-sarmal
ile birbirine baglanan iki alandan olugmaktadir [Products, #1694]. Lizozimin yiiksek pH
degerine sahip olmasi1 bakterilerin gelisimini sinirlandirilmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle Gram negatif bakterilere kars1 bakteriyostatik, bakteriyolitik ve
bakterisidal aktivite gosterir [11]. Gram pozitif (+) bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye
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sahip olup hiicre duvarina kars1 bakteriyostatik, bakterisidal ve bakteriyolitik aktivitesi
bilinmektedir [12]. Lizozimin enzimatik hidrolizinin, proteinin antibakteriyel kisimlarin
aciga cikararak ve antibakteriyel aktiviteye sahip peptitler iireterek aktivitesini arttirdigi
bulunmustur [13, 14]. Lizozimin antibakteriyel ozellikleri, periodontite neden olan
bakterilere karsi korunmak ve agiz mukozasindaki enfeksiyonlari onlemek i¢in dis
macunu, gargara ve sakiz gibi agiz sagligi bakim iiriinlerinde kullanilmasinda da etkili
olmustur [15]. Gida ambalaj malzemelerine de dahil edilen lizozim, mikroorganizmalarin
kontaminasyonunu veya biiyiimesini 0nleyerek steril olmayan veya minimum diizeyde
islenmis gidalarin raf dmriinii uzatma potansiyeline sahiptir. Yenilebilir filmler ayrica
potansiyel antimikrobiyal paketleme sistemleri olarak da arastirilmistir [16].

Peynir yapiminda, ozellikle preslenmis ve pisirilmis lorlardan yapilan peynirlerde
istenmeyen tatlara ve geg¢ “liflemeye” (istenmeyen fermantasyon) neden olan Clostridium
tyrobutyricum'un biiytimesini onlemek igin lizozim kullanilmistir [17]. Lizozim ayrica,
starter bakterilerin lizizi, peynir olgunlagmasi sirasinda proteolizden 6nemli rol oynayan
sitoplazmik enzimlerin salinmasina neden oldugu i¢in peynir olgunlagsmasinin
hizlandirilmasinda da kullanilmustir [18]. Lizozim enziminin Clostridium tyobutyricum,
Clostridium thermosaccharolyticum ve Bacillus stearothermophilus gibi mezofilik ve
termofilik spor olusturan bakterilerin gelisimi iizerine inhibisyonu etkisi s6z konusudur.
Ayrica Yersinia enterocolitica, Clostridium jejuni, Clostridium botulinum ve Listeria
monocytogenes iizerindeki litik aktivitesi bilinmektedir [Products, #1694]. Ayrica
lizozimin nisin ve EDTA ile kompleks olusturarak ile gram negatif (-) bakterilere kars1
da inhibe edici 6zelligi bulunmaktadir [20, 21].

Lizozim, gida endiistrisinde sorun yaratan 2 ana patojen olarak kabul edilen Listeria
monocytogenes ve Clostridium botulinum gibi gida kaynakli patojenleri kontrol etme
kabiliyetine sahiptir. Lizozim, balik, kiimes hayvanlari ile ¢esitli sebzelerde Clostridium
botulinum kaynakli enterotoksin olusumunu kontrol etmektedir. Lizozimin kimyasal ve
termal islemlerle modifikasyonlarinin  antimikrobiyal  6zelliklerini  arttirdig:
bildirilmektedir. Lizozim mikrobiyal gelisme {izerindeki inhibisyon etkisi yaninda
antiviral, antiinflamatuar ve terapotik etkilere de sahiptir [22-24].

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve birgok iilke lizozimin gidalarda koruyucu olarak
kullanilmasina izin vermektedir ve su anda kimuchi tursusu, susi, Cin eristesi, taze balik

ve et muhafazasinda, peynir ve sarap liretiminde kullanilmaktadir. Lizozim ayrica bazi
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veteriner ilaglarinda, dis ve diseti rahatsizliklarinin tedavisi ile géz damlalarinda
kullanildig: bilinmektedir [Products, #1694].

Lizozimin WHO ve FAO tarafindan 1993 yilinda toksik olmadiginin bildirilmesinin
ardindan lizozim giinlimiizde yapay antimikrobiyal koruyucularin yerini alarak dogal
koruyucu olarak gidalarda kullanilmaya baslanmistir ve Japonya, ingiltere, Fransa, italya,
Almanya ve Avusturya gibi birgok iilke lizozimi gidalarda dogal koruyucu olarak
kullanmaya baglamistir. Ticari bir degere sahip olan lizozim siklikla peynir, bira ve sarap
iiretiminde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde lizozim iiretimi yapan bir tesis
bulunmamakta olup Cin, Hindistan, Belgika, Almanya, italya ve Hollanda’dan ithal
edilmektedir. Lizozim, gidalarda kulanim i¢in diizenleyici kurumlar tarafindan onaylanan
birka¢ dogal antimikrobiyal ajanlardan biridir. Lizozim, hiicre duvarlarinda N-
asetilmuramik asit ve peptidoglikanin N-asetilglukozamin arasindaki baglar1 ayirarak
gram-pozitif bakteriler lizerinde esas olarak antimikrobiyal aktivite gosterir; bununla
birlikte, gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakasini ¢evreleyen koruyucu dis zari
destabilize eden EDTA ile birlestirildiginde, lizozimin antimikrobiyal etkisi 6nemli
Olclide artar [6, 20, 25, 26].

Gida uygulamalarinda, istenmeyen bakterilerin biiylimesini 6nlemek i¢in gida tirlinlerine
dogrudan lizozim eklenir. Ornegin, Avrupa'da enzim, Edam ve Gouda gibi peynirlerde
ve Clostridium tyrobutyricum'un neden oldugu gaz iflemesinin Onlenmesinde
kullanilmaktadir [20, 27]. Lizozim et ve {irlinlerinin muhafazasinda nisin veya EDTA ile
kombine edilerek ve ayrica saraplarda malolaktik fermantasyon kontrolii i¢in tek basina
kullanimina iligkin kapsamli ¢aligmalar bulunmaktadir [24, 28-30]. Gida teknolojisinde
lizozimin baska bir kullanimi, antimikrobiyal ambalaj malzemelerinin imalati i¢in
lizozimin plastik-film/yenilebilir filmlere dahil edilmesini igerir. Farkli ¢alismalarda,
lizozim, polivinil alkol (PVOH) ve seliiloz asetat gibi plastik malzemeler i¢in ve zein,
peynir alti1 suyu proteinleri, aljinat, karragenan ve kitosan gibi yenilebilir ve biyolojik
olarak parcalanabilen malzemeler i¢in antimikrobiyal filmlerin liretiminde kullanilmigtir
[22, 31-36].

Lizozimin izolasyonunda kullanilan birgok yontem bulunmaktadir. Bunlardan bazilari
ise; kristalizasyon, iyon degistirme (regine ekstraksiyonu), ultrafiltrasyon, ¢ift fazli
ayirma, ters misel ekstraksiyon, afinite membran kromatografi, farkli boyalarla

biyoafinite ve N-asetil glukozamin prensipleridir. Calisma kapsaminda bunlar arasinda
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giiniimiizde giincel olarak kullanilan teknikler ele alinacaktir. Giiglii bir bazik protein
olarak kabul goren lizozimin izolasyonu i¢in ¢esitli bircok ayirma yontemleri kullanilsa
da bunlarin sadece bir kismi1 giinlimiizde ticari Olgekte uygulanabilmektedir [37].
Calismalarda lizozimin yumurta akindan eldesinde genellikle seyreltilmis yumurta aki
baslangic malzemesi olarak kullanilmakta ve bu uygulama {iriiniin ticari agidan
degerlendirilmesini gliglestirmektedir. Lizozim enziminin dogal kaynagindan ve
niteliklerini koruyarak ekstraksiyonu ticari ve endiistriyel yoniiyle de biiyilk 6nem
tasimaktadir [3, 37-39].

Gliniimiizde kullanilan  geleneksel yontem regine ekstraksiyonudur. Farkli
kristallendirme ve ¢okeltme islemlerinin uygulandigi bu yoOntemde {iriin farkli
kimyasallar ve organik c¢oOziiciilerle islem gorerek pH degerine gore ayrim
saglanmaktadir. Bu yontemde teknik olarak lizozim iyon degisim reg¢ineleri kullanilarak
coziintirliik, iyonik yiik, polarite ve recineye spesifik baglanma karakterine gore ayrim
gerceklesmektedir.

Geleneksel yontem yerine kullanilmaya baslanan yenilik¢i bir yontem ise membran
filtrasyonu teknigidir. Membran ayirma yontemlerinden biri olan ultrafiltrasyon
yonteminin lizozimin yumurta akindan ayristirilmasinda kullanilmasi iizerine ¢alismalar
gerceklestirilmektedir [6, 40, 41]. Geleneksel yontemlere kiyasla bir¢cok alanda
uygulanabilen filtrasyon yontemleri arasinda ise; saflastirma, aritma ve Uriin geri
kazanimi gibi islemler on plana ¢ikmaktadir. Filtrasyon yontemlerini geleneksel
yontemlere gore avantajli kilan bazi durumlar vardir. Bu yontemin yiiksek secicilik
ozelliginden dolayr uygulama alanlar1 fazladir. Ayirma sirasinda faz ayrimi
gerceklesmedigi icin yiiksek 1s1 uygulamasina ihtiya¢c duyulmamaktadir. Birgok prosese
gore karsilastirildigit zaman karmasik degildir ve diisiik bakim ve onarim imkani
sunmaktadir. Ayrica ¢evre dostu yesil bir proses olup, siirekli ve otomatik olarak tiretim
saglayabilmektedir. Bunlara ek olarak kapasite artirirmina olanak saglarlar ve bagka bir
iiretim hattina adapte edilmeleri de kolaydir. Bu avantajlarinin yani sira yiiksek tiretim ve
pazarlama maliyeti, polimer membranlarda kirlenme ve diisiik sicaklik dayanimi gibi
dezavantajlar1 da s6z konusudur. Filtrasyon yontemlerinde kullanilan membranlar segici
bir sekilde molekiiler veya fiziksel boyuta gore bilesenlerin gegisini sinirlayarak iki fazi
birbirinden ayiran ve bariyer gorevi goren bir zardir. Membranlar basing, sicaklik,

konsantrasyon, elektriksel iletkenlik, potansiyel farki gibi siiriici kuvvetler sayesinde
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ayrim saglar. Biyoteknoloji alanindaki hizli biiylime ile biiylik 6lgekli protein saflagtirma
proseslerinin gelistirilmesi onem kazanmistir [42].

Coktiirme, kristallestirme ve santrifiijjleme gibi geleneksel tekniklerin, zayif ayirma
seciciligi soz konusudur. Kromatografi ve elektroforez gibi yiiksek c¢oziintirlikli
teknikler daha yiiksek bir maliyetle diisiik {irtin verimi saglamaktadir. Ultrafiltrasyon
islemleri, ¢ok yliksek bir {iriin verimi saglamakta ve protein fraksiyonasyonunda yiiksek
secicilik sunmaktadir. Lizozimin molekiiler biiyiikliigii (14,3 kDa) g6z 6niine alindiginda
molekiiler boyuta gore ayrim yapan ultrafiltrasyon prosesinin lizozimin ayristirilmasinda
kullanilmast son zamanlarda ¢okca calisilan bir konu haline gelmistir. Ultrafiltrasyon
yontemi ile protein fraksiyonu proses kosullar1 ve fizikokimyasal karakterizasyondan
etkilenmektedir ve bu nedenle de proses ihtiyaclarinin agik¢a belirlenmesi gerekmektedir
[43].

Lizozim eldesi i¢in geleneksel yontem olan regine ekstraksiyonu yerine filtrasyon
yontemi kullanildiginda daha az su, tuz ve kimyasal kullaniminin yaninda 1s1l iglem ve
recine ihtiyact da ortadan kalkmaktadir. Ayrica iiretim siiresi de diismektedir. Tavuk
yumurtasinin beyazindaki diisiik lizozim igerigi (yaklasik %3,5), bunun saflagtirilmasin
teknolojik bir zorluk haline getirmektedir ¢iinkii az miktarda lizozim elde etmek igin
onemli miktarda proteinin islenmesi gerekir. BoOyle bir durumda ultrafiltrasyon,
kromatografi ve elektroforez sistemine gore avantajli olmaktadir. Ultrafiltrasyon
prosesinin bir diger dnemli avantaji, iirlinlin yabanci parcaciklardan arimig olmasidir.
Eger islem steril kosullarda yapilirsa bakteri veya partikiil madde icermeyen (eczacilikta
kullanima uygun) saf lizozim soliisyonu iiretilebilir. Diger biyo-ayirma islemlerinde, ek
bir membran filtrasyon agsamas1 gerekli olmaktadir [44].

Chang ve ark. [45] yaptiklar1 bir ¢calismada yumurta aki iki kat konsantre edildiginde 30
kDa'lik bir ultrafiltrasyon membranindan sinirli miktarda lizozimin (%2-4) gegirildigini
bulmustur. Durance [46] ise yaptig1 bir ¢alismada ultrafiltrasyon ile diistik bir lizozim
verimine ulagabilmistir. Ehsani ve ark. [47] ise, 50 kDa modifiye edilmis ve modifiye
edilmemis polisiilfon membranlar kullanarak dogal yumurta aki soliisyonlarmin
fraksiyonasyonunu incelemislerdir. Hem ovalbumin hem de lizozim ge¢isinin, ¢ozeltinin
pH'1 ve tuz konsantrasyonundan onemli 6l¢iide etkilendigini ve dolayisiyla permeattaki
bilesimi etkiledigini bulmuslardir. Ghosh ve ark. [48] ise, 30 kDa i¢i bos fiber polisiilfon

membranlar kullanarak yumurta akindan lizozim ayrimi lizerine ¢alismislar ve optimize

250



edilmis kosullar altinda yiiksek lizozim aktarimi (>%90) ve orta derecede saf lizozim
(%80-90) elde edilebilecegini bulmuslardir. Lizozimin yumurta akindan etkili bir sekilde
ayrilmasini saglamak i¢in, Ghosh and Cui [44] tarafindan yapilan ¢alismada 50 kDa
Molecular weight cut-off (MWCO) membranin yiiksek akisini 25 kDa MWCO
membranin yiiksek segiciligi ile birlestiren iki asamali bir ultrafiltrasyon islemi
gelistirilmistir. Bu siireg, lizozimin yumurta akindan ayrilmasindaki diistik verim ve zayif
seciciligin iistesinden gelmistir. Oldukca karmasik olan bu sistemde ¢alismalarda dogal
yumurta aki ¢ozeltileri yerine kurutulmus yumurta aki kullanilmistir. Farkli arastirmacilar
tarafindan bildirilen bu deneysel sonuglardaki tutarsizlik, kullandiklart ayirma
sistemlerindeki farkliliktan, yani farkli membranlar ve farkli ¢alisma kosullarindan
kaynaklanmaktadir. Bu durum ayn1 zamanda kullanilan ultrafiltrasyon membranlarinin
yani1 sira proses optimizasyonunun 6nemini de ortaya koymaktadir [43].

Lizozimin s1vi yumurtadan ayrilmasinda denenen bir diger yontem olarak kromatografik
tekniklerde ise farkli arastirmacilar galismistir. Cibacron Blue 3GA (CB) ve CB ile
modifiye edilmis Streamline jel (CB- Streamline) ile 6zellestirilmis bir Nd—Fe—B alasimi
yogunlastirilmis agaroz (NFBA) jelinin genisletilmis yatak kromatografisi yoluyla
lizozimin saflagtirilmasimi ¢alisan bir arastirmaci, iki boya-ligand adsorban igin ayni
statik kapasite gosterilmesine ragmen, CB-NFBA jelinin dinamik baglama kapasitesi,
CB-Streamline jelinin neredeyse iki kat1 olarak kaydetmistir. Sonuglar, kiigiik boyutlu
yogun ortam CB-NFBA jelinin ¢ok daha biiylik saflastirma faktorii sagladigini,
dolayisiyla daha etkili oldugunu ortaya koymustur [41].

Poliakrilamid jel gibi farkli bilesenler kullanilarak yumurta akindan lizozim
ekstraksiyonu ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada ise; gézenek olusturucu bir madde
olarak nano-silika pargaciklarindan gézenekli yapida ve lizozimi tutabilen poliakrilamid
polimerlerini sentezlenmistir. G6zenek olusturucu madde iceren polimerlerin, silika ilave
edilmeyenlere (7,54 mg/g) gore cok daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesine (17,1 mg/g)
sahip oldugu gosterilmistir. Calismada polimerlerin sismesini ve yumusakligini ortadan
kaldirmak i¢in, mekanik giice sahip olan ve lizozimin biiyiik 6l¢ekli saflastirilmast ve
izolasyonunda uygulanabilen "y18in" sekilli polimer kullanilabilecegi ifade edilmistir
[41].

Nem igerigi yiiksek olan gidalarin yapisinda bir bozulma meydana gelmemesi i¢in

biinyesinde bulunan nem igeriginin azaltilmasi gerekmektedir. Yiiksek nem igerigi olan
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gida maddelerinin kurutulmasi ile hem gida iiriinlerin raf dmrii artmakta hem de iiriin
hacmi azalmaktadir. Kurutma, kati-toz {iriinler elde etmek icin gidalarda bulunan suyu
buharlagtirma yoluyla uzaklastirmak i¢in kontrollii kosullar altinda 1s1 uygulamasi olarak
tanimlanmaktadir. Kurutmanin temel amaci, gidalarin su i¢gindeki aktivitelerini azaltarak
raf Omiirlerini uzatmaktir. Gidalarin bozulmasina ve ¢ilirimesine neden olan
mikroorganizmalar ve gidanin kimyasal bilesiminde istenmeyen degisikliklere neden
olan enzimlerin ¢ogu, yeterli su olmadiginda gelisemez, ¢ogalamaz veya islev géremez.
Endiistride piiskiirtme ile kurutma ve dondurarak kurutma ve tepsilerde kurutma gibi
farkli kurutma metotlart kullanilmaktadir [45]. Piskiirtmeli kurutma, gazli sicak kurutma
ortamindan yararlanarak sivi bir malzemenin kurutulmus parcgaciklara doniistiiriilmesini
iceren 1iyi bilinen bir parcacik lretimi yOntemidir. Aslinda tasiyici sistemler icin
tasarlanmis mikrokiire ve mikrokapsiillerin iiretimi oldukca yaygindir. Piiskiirterek
kurutma igleminin mekanizmasi farkli asamalarda agiklamaktadir: ilk olarak atomizasyon
sonrasinda ise damlaciklarin pargaciga doniismesi ve parcacik toplama seklinde siireg
ilerlemektedir. Bu adimlar ayn1 zamanda atomizasyon, damlacik ve sicak gaz arasindaki
temas ve gaz-toz ayrimi seklinde de adlandirilabilmektedir [46, 47]. Piskiirtmeli
kurutucular konsantre ¢dozeltilerin igerisindeki sivinin  buharlagtirma yoluyla
uzaklastirilmasi i¢in kullanilan sistemlerdir. Stvinin uzaklastirilmasi sonucu toz halinde
kurutulmus iiriin elde edilir. Kurutma havasi ise dogrudan atmosfere birakilmaktadir [48].
Besleme c¢ozeltisinin hazirlanmasindan sonra piiskiirtmeli kurutma islemi ii¢c ana
basamakta gerceklesmektedir. Sivi beslemeninin atomizasyonu asamasinda sivi
partikiillerin toza doniismesi ve toz {irliniin siklon altinda veya kollektérde toplanmasi
gerceklesmektedir. Atomizasyon isleminde, sivi besleme bir perisaltatik pompa
yardimiyla atomizere gelmekte ve atomizerde yiizey alani artirilarak kurutma ¢emberine
gonderilmektedir. Atomizasyon igleminin amaci: etkin ve verimli kurutma saglayabilmek
i¢cin s1v1 beslemenin kii¢iik damlaciklara ayristirilarak kurutma havasi ile temas edecek
maksimum yiizey alanin yaratilmasidir. Stvi damlaciklarin sicak hava ile etkilesimi
kurutma haznesinde gerceklesmektedir. Sicak hava ile temas eden sivi damlaciklarin
sicaklig1 artmakta, buharlagma sicakligina ulasinca ise su buharlagsmaktadir. Piiskiirtiilen
partikiillerin nem igerigi kritik nem icerigine ulastiginda, damlacik yiizeyinde kuru tabaka
olusmakta ve aniden toz formuna doniismektedir. Olusan toz partikiiller besleme

ozelliklerine ve kurutma kosullarina bagl olarak kiiresel, delikli mikro kiirecikler ya da
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diizensiz sekillerde olabilmektedir. Kurutma islemi tamamlandiginda olusan toz
partikiiller hava ile birlikte siklon separatore tasinmakta ve siklon seperatoriin tabaninda
birikmektedir [49]. Sekil 1’de kurutma prosesine ait ekipmanlar ve ornek bir tasarim

paylasiimistir.

|
VENTAIR )
/

1-PERISTALTIC PUMP
2-VANTILATOR
3HEPA FILTER
4-HEATER
S-ATOMIZER
6-DRYER CHAMBER
7-CYCLONE
8-EXHAUST FAN

Sekil 1 Piiskiirtmeli Kurutma Prosesi ve ekipmanlari

Fig 1 Spray drying process and equipments

Sicak havanin kurutma haznesine girisi paralel yon (a), karsit yon(b) ve karisik yon (c)
gibi farkl sekillerde olabilmektedir (Sekil-2). Hava ve sivi besleme giris yoniiniin ayni
oldugu sistemler paralel akimli sistemler olarak adlandirilmakta olup paralel akimli
akislarda ani buharlasma sonucunda olusan kuru partikiiller termal degradasyon limiti
olan orta derecede sicakliga maruz kalmaktadir. Karsit akimli sistemlerde ise; sivi
besleme ve hava akimi ters yonden saglanmakta olup; kuru partikiiller dogrudan ¢ok
yiiksek sicakliklara maruz kaldigi i¢in 1stya duyarli diriinlerin kurutulmasinda tercih
edilmemektedir [50]. Karsit akimli sistemler paralel akimlilara gére daha ekonomiktir.
Istya duyarli bilesenlerce zengin gidalar igin paralel yonde beslenen sicak hava tercih
edilmektedir [51]. Yiiksek sicaklikta beslenen hava siklona dogru sogumakta ve boylece
toz irlin ylksek olmayan sicakliktaki havayla temas ederek termal bozulma

azaltilabilmektedir.
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Sekil 2 Piiskiirtmeli kurutucu sematik gosterimi (a) paralel yon, (b) karsit yon ve (c) karigik yon
[52]

Fig 2 Schematic representation of the spray dryer (a) parallel direction, (b) opposite direction and
(c) mixed direction [52]

Kurutma Islemine Etki eden Parametreler
Piiskiirtmeli kurutucu isleminde son iiriin kalitesini etkileyen islem kosullar1 arasinda;
atomizer doniis hizi, hava giris sicakligi, hava giris hizi, hava ¢ikis sicakligl ve sivi
besleme akis hiz1 gibi faktorler yer almaktadir.

a) Hava giris sicaklig
Hava giris sicaklig1 piiskiirtiilerek kurutulmus toz iirliniin kalite 6zelliklerine etki eden en
onemli faktorlerden biridir. Puskiirtmeli kurutma islemi genellikle 150-300 °C hava
sicakliklar1 arasinda olup besleme sivisinin ozelliklerine bagli olarak bu sicaklik
degisiklik gostermektedir [53, 54]. Yiiksek hava giris sicakliklar1 kuruma hizim1 ve
verimini artirarak; islem siiresini, toz {riiniin nem igerigini ve yigmn yogunlugunu
azaltmaktadir [55]. Hava giris sicakligi pliskiirtmeli kurutucuda kurutulmus tozlarin
partikiil boyutlar tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Yiiksek hava giris sicakliklarinda
damlaciklarda bulunan suyun hizli buharlagsmasi sonucunda yeterli miktarda biiziisme
olmamakta ve biiylik partikiil boyutlu parcaciklar olusmaktadir. Yapilan caligmalarda
yuksek sicakliklarda kurutulan oOrneklerin partikiil boyutunun, diisiikk sicaklikta
kurutulanlara gore daha biiyiik oldugu belirtilmistir [56].
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Pigmentler, C vitamini karotenler ve fenolik bilesenler gibi 1s1ya duyarli bilesenler hava
giris sicakligindan oOnemli Ol¢lide etkilenmektedir. Hava giris sicakligi arttikca
oksidasyona ve termal bozulmaya bagli olarak isiya duyarli bilesenlerde kayiplar
meydana gelmektedir [57].

b) Atomizasyon islemi
Sistemde kurutulacak sivinin bir nozuldan (piiskiirtme ucu) gegcirilerek sprey haline
gelmesi saglanir. Piiskiirtme ucundan piiskiirtiilerek toz halinde kurutulacak olan sivinin
ylizey alani arttirilir, sonrasinda sicak hava ile kars1 karsiya getirilir. Pliskiirtme ucunun
biiyiikliigii, kurutucunun boyutuna gore farklilik arz etmektedir. Piiskiirtmeli sistemlerde
temel amag 1s1 ve kiitle transferini optimize etmek i¢in kuru hava ile sivi arasinda en
yiiksek diizeyde 1s1 transfer yiizeyinin saglanmasidir [58, 59].
Atomizerin doniis hizindaki artis ise besleme sivisinin daha kii¢iik damlaciklar halinde
sisteme girmesi saglamaktadir. Bu durumda hava ile damlaciklarin temas yiizeyi artmakta
ve nem igerigi disilik toz iiriin elde edilmektedir. Bununla birlikte yiiksek atomizer hizi
sagladig1 genis ylizey alani sayesinde kurutma hizimi arttirmanin yani sira damlacik
ylizeyinde kabuk olusumunu engellemekte ve sonu¢ olarak partikiil boyutunun
kiiciilmesine neden olmaktadir. Ayrica yiiksek atomizer hizinda, yigin yogunlugunun
yuksek oldugu belirtilmistir [53]. Ticari olarak satilan atomizerler sistemde kullanilan
enerji tipine gore ayrilmakta olup, bunlar kinetik enerji nozulu, sonikasyon atomizeri,
santriflij atomizer ve basingli nozul tiirleridir [60-62].

¢) Kurutma hava akis hiz1
Piiskiirtmeli kurutucuda kullanilan kurutma hava akis hizi, kurutma kabinine beslenen
hava akis hizin1 temsil etmekte olup; s1vi beslemeden buharlastirilmasi gereken su miktari
icin gereken enerjiyi saglamaktadir. Kurutma havasmin akis hizi, suyun buharlagma
hizinm etkilemektedir.

d) Besleme Akis Hizi
Piiskiirtmeli kurutma isleminde yiiksek besleme akis hizi pompa hizi ile iliskili olup
besleme sivisinin giren hava ile temas etme siiresini kisaltmaktadir. Temas siiresine bagl
olarak 1s1 transfer verimliligi ve buharlagan su miktar1 azalmaktadir. Bu durum elde edilen
toz iriliniin nem igeriginde artisa neden olmaktadir. Yiiksek besleme hizi, 1s1 ve kiitle
transferini azalttig1 i¢in olusan yliksek nemli toz {iriinler kuruma kabinine yapismaktadir.

Ayrica yliksek besleme hizinda sivi besleme atomizerde yeterince kalamadigi icin
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damlaciklar olusmamakta ve dogrudan kuruma kabinine gecen bir kisim sivi besleme
verimi diisiirmektedir [63].

Ai ve ark.[64] yaptiklar1 ¢alismada, proteinin kurutulmasinda vakumla dondurarak
kurutmanin piiskiirteli kurutmaya nazaran iiriine daha ¢ok zarar verdigini géz 6niinde
bulundurarak protein tozu eldesinde piiskiirtmeli kurutma tercih etmislerdir. Sekil 3’te
goriilen bu sistemin atik havasinin degerlendirilip havanin 6n 1sitmasi veya 1sinma
ihtiyact seklinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Protein ¢ozeltisinin yeterince
kurutulmasini garanti etmek i¢in piiskiirtme odasi, sicak hava 190°C'ye 1sitilmakta ve oda
bu sicaklikta sabit tutulmaktadir. Piiskiirtmeli kurutma islemi sirasinda tesisin siirekli
calisma kosullar; proteinin kiitle akist 2,78 kg/s, sicaklig1 65°C ve kiitle konsantrasyonu
ise %10 olarak diizenlenmistir. Bu nedenle, ¢ikis havasi sicakligi ve nemi, kiitlenin ve
enerjinin korunumu ilkelerine kapsamaktadir. Sonug olarak tasarlanan sistem ile elde
edilen enerji sayesinde geri ddemesi siiresi 2,4 yildir. Ayrica ortam ve girig havasi

sicaklig1 esanjoriiniin 1s1 geri kazanim miktarini belirlemektedir.
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Sekil 3 Is1 geri kazanimi igin sistematik diyagram [64]

Fig 3 Schematic diagram for heat recovery [64]

Amara ve ark. [65] yapmis olduklar1 bu ¢calismanin amaci, piiskiirterek kurutma yoluyla

Sekil 4’te gorildiigii gibi kapsiillenmis lizozimin (0.714 g/L  konsantrasyonda)
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Ozelliklerinin yani sira artan pektin konsantrasyonlar1 (0,4 g/L) ile komplekslestirmenin
lizozim yapisinin korunmasi tizerindeki etkisini degerlendirmektir. Lizozim ve lizozim-
pektin komplekslerinin piiskiirtiilerek kurutulmasi, artan pektin konsantrasyonlar1 ile
olusturulan farkli polisakkarit aglarinda antimikrobiyal enzimin kapsiillenmesi ile
sonuclanmistir. Calismada elektrostatik biyopolimer komplekslerinin  olusumu,
¢ozeltinin bulanikligini arttirmig ve lizozim antimikrobiyal aktivitesini azaltmistir.
Piiskiirterek kurutmanin uygulanmasi iizerine, ara pektin konsantrasyonunda daha diisiik
agregasyona sahip daha fazla bireysel kompleksler olusturulmustur. Piskiirterek
kurutulmus lizozim iriiniinde, antimikrobiyal aktivitede yaklasik %36,5'lik bir azalma
goriilmiistiir. Bununla birlikte, ara pektin konsantrasyonlari ile kompleks olusturmanin,

spreyle kurutma islemi sirasinda lizozim aktivitesini korudugu gosterilmistir.

Sekil 4 Piiskiirtiilerek kurutulmus lizozim kapsiilleri [65]
Fig 4 Spray-dried lysozyme capsules [65]

Sonuc¢

Bu c¢alismada, lizozimin adsorpsiyon ve saflastirma performansi iizerinde farkl
tekniklerin kullanim1 ele alinarak kurutma prosesi detaylandirilmigtir. Membran
filtrasyon tekniklerinin  yiiksek saflagtirma  verimliligi  nedeniyle lizozim
ekstraksiyonunda yaygin bir uygulama olarak kullamildig1 goriilmektedir. Gelecekte

lizozim eldesine etki eden farkli calisma parametrelerinin lizozimin kinetik adsorpsiyonu
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tizerindeki etkilerinin sistematik olarak arastirilmasi  gerekmektedir. Lizozim
cozeltilerinin kurutulmasinda ise piiskiirtmeli kurutucularin verimlilik avantajlar1 goz
Oniinde bulundurularak uygulayicilar arasinda tercih sebebi oldugu belirlenmistir.

Gida Sanayinde yapay antimikrobiyal koruyucu katki maddelerinin yerini artik dogal
gida koruyuculart almaktadir. Giiniimiizde tiiketici talepleri dogrultusunda biyo-koruma
tekniklerine olan ilgi artmaktadir. Bu kapsamda lizozim gibi dogal antimikrobiyal
bilesenler tercih edilmektedir. Artan rekabet ile lizozim gibi dogal kaynaklardan elde
edilebilen enzimlerin ¢ig veya islenmis gidalardaki kullanim alani da artmistir. Lizozim,
kabuklu yumurta gibi bazi iriinlerin dis ylizeyinin kaplanmasina ydnelik bilimsel
calismalara da konu olmustur [31, 33, 66, 67]. Ulkemizde daha az islenmis ve az katki
maddesi iceren yeni ve fonksiyonel gida iirlinlerinin iiretilmesine yonelik ¢aligmalara yon
verilebilmesi agisindan yumurta ve yumurta {iriinlerinde daha fazla bilimsel ¢alismanin
ve uygulama pratiklerinin yapilmasi ve sonrasinda ticarilestirilmesi onem arz etmektedir.
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