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Amac: Bu ¢alismada Rubiaceae familyasina ait endemik Asperula lilaciflora subsp. phrygia’nin
farmasotik botanik agidan arastirdmas: amaglanmuistir.

Gere¢c ve Yontem: Eskisehir-Inonii’den toplanan  bitki morfolojik  arastrmalarda
degerlendirilirken, tiiy ve polen morfolojisi SEM de incelenmistir. Anatomik ¢alismalarda %70 lik
alkole alinan érneklerin manuel kesitlerinde, yapilari aydinlatilmis ve fotograflart ¢ekilmigstir.
Toplam fenolik madde miktart Folin-Ciocalteu reaktifi ile test edilmistir. Bitki ekstresinin
antioksidan aktivitesi ise DPPH ve ABTS stipiiriicii etki tayini ile belirlenmistir.

Sonuc¢ ve Tartisma: Bitkinin morfolojik, anatomik, tiiy, polen ve kimyasal ozellikleri ilk kez bu
calismayla ortaya koyulmugtur. Morfolojik ¢alismada taksonun ayrintili deskripsiyonu verilmis,
¢izimler ve fotograflarla desteklenmistir. Gévde ve yapraklarda yogun hispit tiiyler tanimlanmgtir.
Polenler hekzakolpat olup, eliptik sekillidir. Govdeler, dort koseli-yuvarlak, kollateral tipte ve
ergastik madde ile rafit kristalleri icermektedir. Yapraklar monofasiyal tiptedir. Toplam fenolik
madde miktari 1 g A. lilaciflora subsp. phrygia ekstresinde 31 mg gallik asite esdeger (GAE) olarak
hesaplanmistir. Antioksidan aktivitesi DPPH ICs0=0.38 mg/ml, ABTS 1C5,=0.37 mg/ml-0.90 mg/ml
olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Anatomi, antioksidan, Asperula, morfoloji, palinoloji

ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the aspects of pharmaceutical botany of endemic
Asperula lilaciflora subsp. phrygia in Rubiaceae family.
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Material and Method: While the plant from Eskisehir-Inonii was studied morphologically, it was
also examined by SEM for trichome and pollen morphology. In anatomical studies, the structures
of the samples taken in 70% alcohol were illuminated in manual sections and their photographs
were taken. The total amount of phenolic substances was tested with the Folin-Ciocaalteu reagent.
The antioxidant activity of the plant extract was determined by DPPH and ABTS scavenging effect
assays.

Result and Discussion: The morphological, anatomical, trichome, pollen, and chemical properties
of the plant were revealed for the first time in this study. A detailed description of the taxon was
given in the morphological study, supported by drawings and photographs. The stem and leaves are
densely hispid hairy. Pollen is hexacolpate and elliptical. The stems are tetragonal-round, collateral
type and contain ergastic material, raphide crystals. Leaves are monofacial. The total amount of
phenolic substances in 1 g of extract was calculated as 31 mg of gallic acid equivalent (GAE).
Antioxidant activity was found to be DPPH 1Cs5,=0.38 mg/ml, ABTS ICs0=0.37 mg/ml-0.90 mg/ml.

Keywords: Anatomy, antioxidant, Asperula, morphology, palynology

GIRIS

Rubiaceae familyasi iiyeleri boyamacilikta kullanilmakta ve koklerin boyama 6zelliginden dolayt,
bu familyaya “Kokboyasigiller” adi verilmektedir [1]. Kozmopolit olan bu familya, diinyada yaklagik
620 cins ve 13000 kadar tiir ile familyalar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir [2,3]. Familyadaki
bitkilerin antimikrobiyal, antienflamatuar, antimalaryal, antioksidan gibi bir¢ok etkiye sahip oldugu
bilinmektedir [4]. Ayrica baz tiirlerin ekonomik degerinin olmasiyla beraber; Cinchona L., Coffea L.,
Uncaria Schreber gibi bazi cinslerden droglar elde edilmekte ve tedavi amaghi da kullanilmaktadir.
Asperula L. da bu familyaya dahil Tiirkiye’de bulunan cinslerden biri olup, bazi tibbi etkiler
gostermektedir. Halk arasinda lenf ve kan temizlenmesinde, bdbrek rahatsizliklarinda, cilt
hastaliklarinda ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir; ayrica sedatif etki gosterdigi de bilinmektedir
[5-7].

Asperula cinsi Diinya tizerinde alt tiir ve varyeteleri igeren 232 takson ile temsil edilmektedir [8].
Tirkiye’de ise cinse ait 58 takson bulunmaktadir. Bu tiirlerin 26 tanesi endemik olup, yiiksek bir
endemizm orani gostermektedir [9]. Asperula lilaciflora L. kiime seklinde yar1 ¢alimsi bir bitki olup
florada bes alttiire ayrilmaktadir. A. lilaciflora subsp. phrygia (Bornm.) Schénb.-Tem ¢igek durumunun
dallanmasi ve korolla tiipiiniin uzunlugu ile diger alttiirlerden ayrilmaktadir. Endemik olan bu attiir,
mese ve ¢am ormanlarinda, steplerde 300-1400 m yiiksekliklerde yetismektedir [10].

Asperula cinsi ile ilgili, literatiirde ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. A. taurina L. subsp.
caucasica (Pobed.) Ehrend. tiiriiniin k6k anatomisinde rafit kristalleri tespit edilmistir [1]. A. odorata L.
tiirlinlin kuru ekstraktinin antihipoksik ve sedatif aktivitesi test edilmistir [7]. Cankiri’da bulunan bir
takson morfolojik incelemeler sonucu yeni bir tiir (A. cankiriense B.Sahin & Sagiroglu) olarak rapor
edilmigtir [8]. A. arvensis L. tiiriiniin flavonol glikozidleri analiz edilmistir [11]. Endemik olan
Asperula cinslerinin agar difiizyon ve sivi diliisyon metotlariyla aktimikrobiyal aktiviteleri test
edilmistir [12]. Bazi endemik Asperula taksonlarimin kimyasal bilesenleri, toplam flavanoid ve a-
tokoferol (E-vitamini) miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri belirlenmis olup, ¢alisilan taksonlar arasinda
radikal siiptiricii etkisi en yiiksek A. brevifolia Vent. olarak bulunmustur [13]. 5 farkli Asperula
taksonunun karyotip ¢alismasi yapilarak, kromozom sayilari ortaya ¢ikarilmustir [14]. A. lutea subsp.
rigidula (Halacsy) Ehrend. tiiriinde temel yag asidi bilesenlerinin %32.7 palmitik asit, %20.1 linolenik
asit ve %10.5 linoleik asit oldugu belirlenmistir [15]. Anadolu’nun giiney-dogusunda Sirnak
Uludere’den toplanan, Asperula cinsinin bazi tiirleri arasinda yapilan morfolojik inceleme sonucunda
A. anatolica M. Ozturk, yeni tiir olarak Tiirkiye Florasi’na kazandirilmigtir [16]. A. lilaciflora bitkisinin
toprak istii kisimlarindan yeni bir flavonol glikozit (lilasifloroside) ve iridoid (asperulogenin) izole
edilmistir [17]. Endemik A. daphneola O. Schwarz kok ve govde anatomik kesitlerinde rafit kristalleri
tespit edilmis olup yapilar1 ayrintil agiklanmustir. Ayrica kromozom sayisina bakilmig ve 2n=20 olarak
tespit edilmistir [18]. Asperula cinsinin filogenetik iliskisi tekrardan yorumlanmustir [19]. A. taurina
subsp. caucasica (Pobed.) Ehrend. taksonunun toprak istii kisimlarmin fitokimyasal, antikolinesteraz
ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir. Fitokimyasal ¢alisma sonucunda ise kersetin 3-O-B-galaktozit
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izole edilmis; asetilkolinesteraz inhibitor etki ise gostermedigi tespit edilmistir [20]. A. odorata’nin
hidroalkolik ekstresinin fenolik ve flavonoid igerigine sahip oldugu ve fareler {izerinde anti-depresan
etki gosterdigi bildirilmistir [21]. Calisilan taksonlarin polen sekillerinin prolat-sferodial ve oblat-
sferodial oldugu bulunmustur [22].

Ulkemizde yayilis gosteren endemik A. lilaciflora Boiss. subsp. phrygia alttiiriine literatiir
taramasinda genellikle flora ¢aligmalarinda rastlanilmistir. Taksona ait detayli anatomik, morfolojik,
palinolojik ve kimyasal ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle; bu ¢alismada endemik A. lilaciflora subsp.
phrygia’nin farmasdtik botanik agidan ayrintili olarak ilk kez arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bitkisel Materyaller

Bitkisel materyal cigekli ve meyveli donemlerinde (2020 Mayis-Temmuz) Eskisehir-Indnii
ilcesinden (30°10'1.555" E- 39°44' 21.496"N) toplanmis ve numaralandirilip herbaryum 6rnegi haline
getirilmistir (ESSE: 15611) (Sekil 1). Bitkinin yayilis gosterdigi alanlar ve bitkinin toplandig1 bolge
Sekil 2°de gosterilmektedir [23].
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Sekil 2. Davis’in kareleme sistemine gore, taksonun yayilig alanlar1 ve *6rnegin toplandig: yer
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Morfolojik ve Anatomik Cahsmalar

Morfolojik c¢aligmada taksonun ayrintili deskripsiyonu verilmis, ¢izimler ve fotograflarla
desteklenmistir (Sekil 3,4,5,6). Cizimler ve fotograflar icin WILD TYP 181300 stereo mikroskobu ve
resim ¢izme tiipli kullanilmistir. Mikromorfolojik ¢alismalar i¢in bitkilerin gbévde, yaprak, korolla,
ovaryum yiizeylerindeki tily ve yapilar taramali elektron mikroskobu (SEM-TM3030 Plus Tabletop
Microscope-HITACHI) ile goriintiilenmistir. Morfolojik terminolojide Baytop (1998)’un Ingilizce-
Tirk¢e Botanik Kilavuzu [24] isimli eseri kullanilmustir.

Anatomik caligmalarda kullanilmak {izere %70’lik alkolde muhafaza edilen gévdeden enine
kesitler; yapraklarin ise hem enine, hem de yiizeysel kesitleri alinmustir. Tiim kesitler saydamlagmasi
icin kloralhidrata maruz birakilmistir, daha sonra Sartur reaktifi ile boyanarak anatomik yapilari
aydmlatilmugtir.

Palinolojik Calismalar

Polenler, ok uglar1 yardimiyla ¢ikarilip, 6rnek tutucu (stab) iizerine ¢ift tarafli bant ile
yapistirilmistir. Hazirlanan 6rnekler altin ile kaplanmis ve masa {istii taramal1 elektron mikroskobunda
(TM3030 Plus Tabletop Microscope - HITACHI) ayrintili olarak incelenmis ve fotograflanmustir. Polen
morfolojisinde, Walker ve Doyle [25] terminolojisinden yararlanilmustir.

Bitki Ekstreleri ve Kimyasal Calismalar

Bitkilerin oda sicakliginda kurutulmus toprak iistii kisimlari iri taneli toz pargalart haline
getirilmistir. Toz numuneden 20 g tartilarak erlenmayere konulmustur. Uzerine %70°lik 100 ml etanol
konularak, 1 giin boyunca calkayici ile oda sicakliginda masere edilmistir. Stire sonunda karisim
stiziiliip, numune {izerine tekrar 100 ml etanol ilave edilmistir. Ayni islem ii¢ kez yapilmistir. Stiziintiiler
bir kap igerisinde toplanip dolaba konulmus, daha sonra saklanan siiziintiilerdeki etanol evaporatorde
30 dakika boyunca 41°C’de kontrollii bir sekilde ugurulmustur. Coziicii uzaklastirma isleminden sonra,
numunedeki suyun kristallesmesi i¢in dondurucuya yerlestirilmistir. Kristal halindeki su ise liyofilizator
ile uzaklastirilmustir. Elde edilen ekstre agzi1 kapal siselerde saklanmustir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmistir. 20 mg bitki
ekstresi 2 ml metanolde ¢oziindiiriilerek 10 mg/ml derisimli ¢6zelti hazirlanmustir. Standart olan gallik
asitten de farkli derisimlerde (0.1 mg/ml, 0.35 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.7 mg/ml, 1 mg/ml) ¢6zeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden 20 pl mikroplak kuyucuklarma konularak iizerine 1560 pl
distile su ve 100 pl Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Reaktifin homojen dagilmasi i¢in 1-2 dakika
bekledikten sonra, 300 pl %20’lik sodyum karbonat (Na:COs) eklenerek reaksiyon baslatilmistir.
Karanlikta 2 saat oda sicakliginda bekledikten sonra absorbans degerleri 760 nm’de 6lgiilmiistiir.

DPPH siipiiriicii etki tayini icin MeOH’de (metanol) ¢oziilmiis bitki drneginden seri seyreltme
yapilmistir. Radikal uzaklagtirma aktivitesi, %50 inhibisyon konsantrasyonu denklemi (ICso =
[(Ac—A1)/A0)] *x 100) kullanilarak hesaplanmistir. Denkleme gore; ICso: %50 inhibe eden
konsantrasyon, Ao: kontrol absorbans, A;: numune absorbansidir [14]. 96-kuyucuklu mikrotitrasyon
plak kuyucuguna 200’er pl MeOH’de ¢6ziilmiis bitki 6rnegi (10 mg/ml derisimli) aktarilmistir. Diger
kuyucuklara 100’er ul MeOH konulmustur. ilk kuyucuktan 100 pl numune almarak, sirastyla 10 seri
seyreltme islemi yapilmistir. Seyreltilmis 6rnekler tizerine 100 pul DPPH®" ¢ozeltisinden eklenip 30
dakika karanlikta bekletilmistir. Spektrofotometrede 517 nm’de 6lglim yapilmistir.

ABTS siipiiriicii etki tayini igin, 7 miliMolar (mM) ABTS®*" ve 2.5 mM sodyum persiilfat
(Na2S20gs) ile karistirilmistir. Karigim 12-16 saat karanlikta bekletilmis ve mavi-yesil renkli radikal
olusumu saglanmistir. Hazirlanan radikal ¢6zeltinin absorbans degerinin 734 nm’de 0.7- 0.8 olmasi i¢in,
etanol ile seyreltme yapilmstir. Bitki ekstresinden 0.1 mg/ml ve 10 mg/ml derisiminde ¢ozeltiler elde
edilmistir. Daha sonra ise, standart olarak kullanilacak 3 mM Troloks’dan farkli derisimler (2.5 mM, 2
mM, 1.5 mM, 1 mM, 0.5 mM ve 0.1 mM) hazirlanmigtir. 0.1 mg/ml ve 1 mg/ml yogunluga sahip gallik
asit ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan numunelerden 10 ul mikroplak kuyucuklarma
sirastyla konulmus ve tizerine 990 pl ABTS® eklenmistir. 30 dakika sonunda 734 nm’de absorbansi
Olclilmiistiir. Troloksa esdeger antioksidan kapasite hesabi igin, standartin kalibrasyon egrisi
kullanilmagtir.
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SONUC VE TARTISMA
Morfolojik Sonu¢ ve Tartisma

Bitki ¢cok govdeli, tabanda yogun yaprakli, yar1 calimsidir (Sekil 3a). Cicekli gévdeler 16-35(-
39) cm, yiikselici - dik, dort koseli, ya da hafifce yuvarlak, yogun puberulent ya da hispit tiiylii st
kisimlarda tiiysiiz (Sekil 4a,b).

Yapraklar her nodta dort adet ve ¢evrel diziligli (Sekil 5a), linear-subulat (Sekil 5b,c). Taban
yapraklar 2-10 x 0.2-1 mm, yogun hispit tiiylii (Sekil 5d), tepede aristat, seffaf arista 0.5-1 mm; st
yapraklar 10-20 x 0.2-1 mm, tiiy daha az ya da eksik, seffaf arista 1 mm, kenarlar diiz, tabanda trunkat
ve belirgin geriye kivrik.

Cicek durumu basit ya da hemen hemen dallanmus, panikula ¢igek durumunda bir araya gelen
(Sekil 3b) ¢icekler dallarm ucunda simoz seklinde (Sekil 4c), simozlarda bir araya gelen gigeklerin sayisi
3-12, ¢igek durumunun sap1 8-47 mm.

Brakte simozlarda, 2 adet (Sekil 6d), 2.4-4.5 x 1-1.6 mm, ovat-iiggen, alt kisim yanlarda
kulakgikli, diiz veya belirgin seffaf kenarlar genellikle diizensiz disli (Sekil 6e,f). Tepede aristals,
aristalar 0.5-1 mm, seffaf, hafif geriye kivrik, tiiysiiz.

Brakteoller 2-3.6 x 0.4-0.8 mm (Sekil 6g,h), lanseolat, kenarlar diiz, alt kisimlarda i¢e kivrik,
genellikle diizensiz disli, tepede aristali. Seffaf aristalar 0.5-1 mm, tiiysiiz.

Kaliks eksik.

Korolla gamopetal, huni ya da loblar1 yayik boru seklinde, 5-10 mm (Sekil 5e,f), loblarda
pembemsi beyaz, tiip kisminda pembe (Sekil 3b). Loblar 4 pargali (Sekil 5g), lanseolat, akuminat, 2-3
% 0.8-1.2 mm, tiip 5-7.5 mm, tiipten 2 ya da 3 kat kadar daha kisa, ¢ok nadiren tiip ve lob neredeyse esit,
tiysiiz.

Pistil agik pembe, hemen hemen ikili esit dallanmig yuvarlak stigmali, stilus 6-6,5 mm. Ovaryum
0.5-1.2 x 0.5-0.8 mm, dis yiizeyi yogun papilli (Sekil 6b).

Stamenler 4 adet, 1-1.3 mm, loblar ile almasik dizili, dorsifiks. Anterler linear (Sekil 6a), sarimsi-
koyu kahverengi, filamentler ¢ok kisa.

Meyve iki merikarpa ayrilan sizokarp (Sekil 6c), ovat-orbikular, genisge oblong, 2-3x1-2 mm,
geng merikarplar pembemsi, olgun merikarplar kahverengi (Sekil 3c), dis yiizey yogun papilli.

Not: Bitki kurudugunda korolla ve iist gévdelerin bazilar1 belirgin mor.

Ciceklenme zamam: Haziran-Temmuz.

Habitati: Tepe stepleri, mese ve cam ormanlaridir.

Yiiksekligi: 300-1400 m

Endemik

Sekil 3. (a) Bitki genel goriiniis, taban yapraklar ve kok (b) gigekler (c) meyveler
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Sekil 5. Cizimler (a) yapraklarin dizilisi (b) yaprak iist yiizey (C) yaprak alt yiizey (d) yaprak tiiyleri
(e) ovaryumlu korolla (f) ovaryumsuz korolla (g) korolla i¢ yiizey

1 mm 1 mm ‘

1 mm

Sekil 6. Cizimler (a) anter (b) ovaryum (c) merikarplar (meyve) (d) ¢icegi saran brakte (e) brakte i¢
yiizey (f) brakte dis yiizey (g) brakteol i¢ yiizey (h) brakteol dis yiizey



366 Kayis ve Kaya Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(2): 360-374, 2023

Davis’in kareleme sistemine gore, bu ¢alismada B3 karesinden toplanan ve genel yapis1 Sekil
3’teki gibi olan endemik A. lilaciflora subsp. phrygia alt tiiriiniin morfolojik sonuglari, Davis [10]’in
“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” kaynagi ile kiyaslanarak farkliliklar kisaca 6zetlenmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. A. lilaciflora subsp. phrygia morfolojik 6zelliklerinin flora ile karsilastirilmasi

Ozellikler A. lilaciflora subsp. phrygia Tiirkiye Florasi
Givde boyu 16-35(-39) cm (10-)15-35 cm
Yaprak boyutu Taban yaprak 2-10 x 0.2-1 mm, iist yaprak | Taban yaprak 2-7 x 0.6-1 mm, iist
10-20 x 0.2-1 mm yaprak (-8)10-20 x 0.3-0.75 mm
Yaprak arista boyu 0.5-1 mm 1 mm
Brakte boyu 2.4-45 x1-1.6 mm 1.5-6 mm
Korolla boyu 5-10 mm (4-)5-8 mm
Korolla rengi Loblarda pembemsi beyaz, tiipte ise pembe | Ag¢ik pembe-pembe
*Yaprak Sayis1 4, cevrel dizilisli -
Kenarn Diiz -
*Cicek Cicek sayisi Simozlarda 3-12 -
durumu Sap uzunluk 8-47 mm -
*Brakte Avrista boyu 0.5-1 mm, seffaf hafif geriye kivrik -
*Brakteol | Boyut 2-3.6 x 0.4-0.8 mm -
Sekil Lanseolat -
Kenar Diiz ya da diizensiz disli -
Tepe Aristat -
Arista 0.5-1 mm, seffaf -
*Stamen Sayis1 4 -
Sekli Dorsifiks -
Konumu Petale bagli, loblar ile almagik -
*Anter Boyu 1-1.3 mm -
Sekli Linear -
Rengi Sarimsi-koyu kahve -
*Filament | Boy-Yapi Kisa, Korollaya yapisik -
*Ovaryum | Boyu 0.5-1.2 x 0.5-0.8 mm -
Rengi Koyu kahverengi -
*Stilus Boyu 6-6.5 mm -
Sekli Ikili esit dallanmig -
Rengi Acik pembe -
*Stigma Sekli Kiiresel -
Sayisi 2 -
*Meyve Sekli Ovat-orbikular -

Bitki boyu, ¢aligmamizda (16-35 (-39) cm) Tiirkiye Florasi’ndan ((10-)15- 35 cm) daha fazla
belirlenmistir. Govde sekli ve tiiy yapisi flora ile uyumlu ¢ikmistir. Floraya gore ¢alismamizdaki taban
yapraklar daha uzun, iist yapraklar ise benzerdir. Yaprak enleri ise ayn1 ya da daha dardir. Florada brakte
1.5-6 mm, sonuglarimizda 2.4-4.5 % 1-1.6 mm olup daha kiiciiktiir. Brakte sekli ovat-licgen olup
floradan farkli bulunmustur. Florada korolla loblarinin boyu 1.5-3 mm olup, tiip boyu loblara esit ya da
3 kat uzun iken; ¢alismamizda lob boyu 2-3 x 0.8-1.2 mm ve tiip boyu loblardan 2 ya da 3 kat uzun
¢ikmugtir. Bununla birlikte yaprak, ¢icek durumu, brakte, brakteol, stamen, pistil ve meyveye ait tabloda
belirtilen 6zellikler ilk kez bu ¢aligmayla verilerek florada bu yondeki eksiklikler giderilmistir.

Mikromorfolojik Sonu¢ ve Tartisma

Bitkiye ait tiiy 6zellikleri ve yogunluklar1 Tablo 2’de verilmistir. Alt gdvde yogun tiiylii, iist govde
tilysiiz, govde iizerinde ¢ok sayida stoma bulunur. Ortii tilyleri tek hiicreli, basit, genelde uzun-yatik
hispit, 101 pm-174 um ve yogun kiitikula kabarciklidir. Yaprak alt ve iist yilizeyi yogun ortii tiiylii olup
govde ile benzer tily yapisini sahiptir (Sekil 7a,b). Yapragin iki yiiziinde de stoma olup, iist yiizde daha
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fazladir. Korolla dis yiizeyi diizensiz ¢izgili ve yer yer elipsoid-oblong sekiller i¢erirken (Sekil 7c), i¢
ylizey diizensiz epidermal katlanmalarin olusturdugu yogun sekilsiz kabartilar halindedir. Ovaryumun
tim yiizeyi siki dizilimli, ¢ok sayida, irili ufakli, konveks sekilde papiller ile kaplhidir (Sekil 7d).
Papillerin iizerinde agik renkte kiigiik yogun ikincil papil kabarciklar yer alir.

AUBIBAM 2021/01/11 1911 HMMD5.2 X156k 50pm AUBIBAM

Sekil 7. SEM goriintiileri (a) govde tiiyleri (b) yaprak tiiyleri () korolla yiizeyi (d) ovaryum yiizeyi

Tablo 2. Vejetatif ve generatif organlarin tiiy 6zellikleri ve yogunluklari

Ozellikler Konum Y ogunluk
Govde 101 um-174 pm Ust +
Hispit Alt T+
Tek hiicreli
Yaprak 50.3 um-265 pm Ust yiiz +
Hispit Alt yiiz +
Tek hiicreli
Korolla Tiiysiiz Tiip -
Lob -
Ovaryum Yuvarlak ve konveks, Papillalt ++

() yok, (%) seyrek, (+) yogun, (++) ¢ok yogun

Metcalfe ve Chalk’mn [26] Asperula ve bazi cinslerde rapor ettigi tek hiicreli uzun tiiyler ve ug
kisimdaki kivrimli yap1 bizim sonuglarimizla uyumludur. Sahin vd.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada A.
cankiriense’de en st yapraklar seyrek kisa setali veya tilysiiz olarak rapor edilirken [8], A. anatolica
yaprak {ist ve alt yiizeylerinde tiiysiiz, kenarlarda ve ana ylizeyde sadece seyrek olarak kisa setali tiiylerin
oldugu bildirilmistir [16].

Anatomik Sonuc¢ ve Tartisma
Govde

Govde enine kesitlerde alt govdeler dort koseli-yuvarlak; tist gévdeler belirgin dortgendir (Sekil
8a,b). D1s kisimda dikdortgen ya da kare sekilli, tek sira, st ve alt ¢eperleri daha kalin olan epiderma
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hiicreleri bulunur. Epidermanin lizeri diiz kalin bir kiitikula tabakasi ile ortiiliidiir. Alt govdelerde seyrek,
basit tek hiicreli ortii tiiylerine rastlanmistir (Sekil 8e). Koselerde epidermanin altinda 3-7 sira, enine
oval hiicreli kollekimatik doku yer alir. Hemen altinda korteksi olusturan, 2-4 sira, biiyiik, yuvarlak-oval
hiicrelerin meydana getirdigi parankimatik doku yer alir. Yogun ergastik maddeler ve rafit kristali iceren
(Sekil 8e) parankima dokusu iist govdelerde neredeyse korteksin tamaminda koyu renkte ve halka
sekliyle dikkat cekicidir. Alt gévdelerde ise ergastik maddeler igeren parankima dokusu daha azdir.
Endoderma tek sira, belirgin, biiyiik enine dikdortgenimsi hiicrelerden olusur (Sekil 8c). Endoderma iist
govdelerde govdeyi halka seklinde ¢evrelerken, alt gévdelerde parankima hiicreleriyle yer yer kesintiye
ugramustir. iletim demetleri gdvdeyi tiimiiyle sarar. Floem tabakasi 4-5 sira, basik diizensiz sekilli
hiicrelerden olusur Floem altinda, belirsiz ya da 1-2 sira ezilmis hiicrelerden olusan kambiyum yer alir.
Trake ve trakeidlerden olusan ksilemde, trakeler biiyiik oval-yuvarlak sekilde, trakeidler ise kii¢iik
diizensiz sekillidir. Oz kollar1 1 (-2) siradir. Oz bélgesini dolduran hiicreler ksilemin altinda kiigiik, 6ze
dogru biiyiik, poligonal, ince geperli, hiicreler arasinda bosluklu parankimatik hiicrelerden olusur.
Merkeze dogru pargalanan parankima hiicrelerinden dolay1 orta kisim bostur (Sekil 8d).

Sekil 8. A. lilaciflora subsp. phrygia enine kesitleri a) alt govde genel goriiniis b) tist gévde genel
goriiniis c-d-e) yakin goriiniim ku:kiitikula, e:epidermis, ko:kollenkima, kp:korteks parankimasi,
en:endodermis, fl:floem, ks:ksilem, 6k:6z kollari, 6:6z, 6t:6rtii tityi, rfirafit kristali
(Olgek a-b=100 um, c-d=25 pm, e=50 pm)

Yaprak

Yaprak enine kesitte genel goriiniim ovaldir. Geriye kivrik olan yapraklar alt ylizeyde hafif
girintilidir (Sekil 9a). Yapraktan alinan enine kesitte; alt ve iist epidermis hiicreleri tek sirali,
dikdortgenimsi olup, alt ve iist ¢eperle yan g¢eperlere gore daha kalindir. Yiizeysel kesitlerde iist-alt
epiderma hiicreleri uzun dikdortgen sekilli, hemen hemen esit uzunlukta ve ¢ok sayida basit gegitli; alt
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epidermalar, st epidermadan daha dalgali ¢eperlidir (Sekil 9b,c). Alt ve iist epiderma iizerinde kalin,
diiz ya da hafif dalgali bir kiitikula tabakasi ve tek hiicreli, konik-uzun, basit ortii tiiyleri bulunur.
Epidermanin iki yiiziinde yer alan stoma (amfistomatik), parasitik tiptedir (Sekil 9b). Epiderma hiicreleri
ile stomalar ayni seviyede (mezomorf) olup, iist ylizde stoma sayisi, alt ylize oranla daha fazladir. Alt
epidermada kollenkimanin saginda ve solunda yer alan stoma alt1 bosluklar1 dikkat ¢ekecek kadar
genistir. Yaprak monofasiyaldir. Ust epidermanin altinda mezofili olusturan 2 sira, siki dizilimli, uzun,
silindrik, bol kloroplast iceren palizat parankimasi yan yiizlerde tek sira halinde devam eder. Alt
epidermada palizat parankimasinin tizerinde 3-4 sira boyuna silindirik ya da oval, gevsek dizilimli
stinger parankimasi bulunur. Mezofil tabakasinda yer yer rafit kristalleri goriilmektedir. Orta damarin
altinda dikeyde 15-19 sira, yatayda 6-15 sira oval-yuvarlak hiicreli kollenkimatik doku yer alir.
Kollenkima tabakasinin tizerinde demet kini ile ¢evrelenmis biiyiik bir iletim demeti, bu demetin saginda
ve solunda ise 4-5 adet kiigiik iletim demetleri vardir. Iletim demetlerinde ksilem iist epiderma, floem
ise alt epiderma yoniindedir.

Metcalfe ve Chalk’a gore Asperula cinsinin govdeleri kollenkimatik kdse ¢ikintilarinin oldugu
poligonal sekle sahiptir ve mantar goriilmez. Endoderma iyi gelismis, bununla birlikte sklerankimatik
periskl bulunmaz. Ksilem dar, silindirik bir yapidadir ve trakeal elemanlarinin ¢aplart kiigiiktiir.
Rubiaceae familyasi genellikle dorsiventral yaprak yapisina sahip iken, bazi liyelerinde sentrik
(Asperula) ya da homojen (Borreria) bir yap1 goriilebilmektedir. Bazi cinslerin tiirlerinde tiiyler kiigiik
kristaller i¢erebilmektedir. Stoma neredeyse sadece yaprak alt yiizde bulunsa da, Asperula ve bazi
cinslerin tiirlerinde {ist yiiziinde de yer alir ve rubiaseus (parasitik) tiptedir. Epiderma hiicreleri diiz ya
da dalgali ¢eperlidir. Familya iiyelerinde kristaller genellikle yaprak ve govdelerde yogun olup kum
kristali, rafitler, kiime kristaller seklindedir ve kristallerin tipi cinslerin ve tiirlerin tanimlanmasinda son
derece 6nemlidir. Rafitler ya yalmz olarak ya da kiime kristallerle birlikte Asperula dahil bir¢ok cinste
bulunmaktadir. Asperula govdelerinde kristaller sadece rafitlerden olusmaktadir [26]. Metcalfe ve
Chalk’in Rubiaceae familyasi ve Asperula cinsi i¢in yapmus oldugu gévde, yaprak anatomik 6zellikler
ve kristal tanimlamalarin bir¢ogu ¢alisma sonuglarimizla benzerdir.

Asperula daphneola tiiriiniin anatomik ¢alismasinda gévde, ince bir tabaka periderm ve altinda
ince bir parankimatik hiicrelerden olusan kortekse sahip ve kortekste rafit kristalleri bulunmaktadir.
Izolateral olan yaprakta orta damar altinda biiyiik kollenkimatik doku, demet kini hiicreleri ile
gevrelenmis iletim demetleri, alt ve st epidermisin altinda palizat parankimasi yer aldig
belirtilmektedir. Mezofilde rafit kristallerinin varligi rapor edilmektedir [18]. Bu sonuglar bizim
sonuglarimizla genel olarak uyumludur.

Sekil 9. (a) Yaprak enine kesit (b) yaprak iist yiizey (C) yaprak alt yiizey 6t: ortii tiiyd Ge: iist
epidermis id: iletim demeti ko: kollenkima ae: alt epidermis s: stoma bg: basit gegit



370 Kayis ve Kaya Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(2): 360-374, 2023

Palinolojik Sonu¢ ve Tartisma

Palinolojik ¢aligmalarin sonucuna gore Sekil 10°daki polen tanelerinin 6zellikleri monad, radyal
simetrili, izopolar, hegzakolpattir (ya da heptakolpat). Ekvatoral goriintiileri eliptik (Sekil 10a), polar
goriintiileri hemen hemen daire (Sekil 10b) seklindedir. Skulptur skabrat-perforattir (Sekil 10c). Polen
Olgiimlerindeki maksimum ve minimum degerler ve polen sekli ise Tablo 3’de 6zetlenmistir.

AUBIBAM 2021/01/21  13:59 HMMD5.2 x8.0k pm AUBIBAM 2021/01/21  13:33 HMMD5.2 x15k 5.0 ym

Sekil 10. SEM gortintiileri () ekvatoral goriiniim (b) polar goriiniim (C) yiizeysel goriiniim

Tablo 3. Palinolojik 6zellikler ve maksimum-minimum degerler

Ozellikler Polen

Ornamentasyon Skabrat-Perforat

Apertiir tipi Kolpus

Polen sekli Oprolat

Apertiir sayisi 6-7

Kolpus genislik <1 um

Kolpus boyu Max. Min.
15.2 pm 11.9 pm

Polar uzunluk (P) Max. Min.
21.2 um 17.3 um

Ekvatoral uzunluk (E) Max. Min.
14.8 ym 11.4 pm

P/E degeri Max. Min.
1.51 pm 1.43 pm

Polen calismalar1 bitki taksonomisinde son derece Onemlidir ve bitkilerin tanmimlanmasinda
kullanilabilmektedir. Asperula tiirleri ile ilgili yapilmis bazi polen ¢aligmalarina rastlanilmigtir. A.
cankiriensis’de polen sekli oblat-sferoidal ve prolat- sferoidal, polar eksen 17.03-20.53 um, ekvatoral
eksen 18.41-20.02 um, ornemantasyonu skabrat-perforat, kolpus sayilar1 6-8, kolpus boyu 12.41-15.40
um, kolpus eni 0.95-1.38 um arasinda bulunmustur [8]. Bu sonuglar ile bizim sonu¢larimiz
kiyaslandiginda kolpus sayis1 ve ornemantasyon tipi uyumluluk gostermektedir.Yeni tiir olarak
tamimlanan A. anatolica tiiriiniin polen ozellikleri taksonun yakin akrabasi A. comosa Schonb.-Tem. ile
karsilastirlmistir [16]. Iki taksonun P ve E degerleri bizim sonuglarimizdan daha fazla, P/E orani ise
daha diisiik rapor edilmistir. Ayrica kolpus boy ve enlerinin sahip oldugu deger araliginin da daha genis
oldugu bildirilmistir. Her iki tiire ait kolpus sayisi, ¢alismamuz ile benzerdir. A. daphneola tiiriiniin polen
ozelliklerinde P degeri 18.47+0.78 pm, E degeri 17.37+0.67 um, P/E degeril.06, kolpus uzunlugu
9.60+0.50 pum, kolpus eni 0.90+0.10 um, kolpus sayis1 6, ornemantasyonu ise granulat tespit edilmistir
[18]. Bulgular g6z 6niine alindiginda, kolpat sayisi ve kolpus genisligi calismamiz ile benzer olup, polen
seklinin prolat-sferoidal olmasi sonuglarimiz ile farklilik gostermektedir.

Asperula cinsinin Thlipthisa seksiyonunundaki tiim taksonlarin palinolojik ozellikleri 151k
mikroskobu ve SEM ile incelenmistir. Caligmanin sonuglarma gore; 6-7-8 kolpus sayisi, 1 pm’den
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kiiglik kolpus eni ve perforat yiizey siislemesi, polenlerimiz ile uyumlu iken; P/E orani daha diisiik,
kolpus uzunlugu ise benzer araliklarda bulunmustur [27].

Antioksidan Aktivite Sonuglar: ve Tartisma

Yapilan toplam fenolik madde miktar1 temel olarak renk reaksiyonuna dayanmaktadir. Oksidan
molekiil, antioksidandan elektron alir. Bu durum renk degisimine neden olur. Renk degisiminin
derecesi, antioksidan derigimiyle orantilidir (Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)) [28].
Ekstrenin igerdigi fenolik madde miktari, mg cinsinden standart gallik asite esdeger olarak
hesaplanmustir. Bu degerler standart egri denkleminden bulunmustur (Sekil 11). 1 g ekstredeki fenolik
madde miktar1 31 mg GAE (Gallik asite esdeger) bulunmustur.

Standart Gallik Asit Egrisi ve Denklemi

0,700
v =0,5063x+0,1103

0,600 R? = 0,9835 e
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0,300 o
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

Sekil 11. Hesaplamada kullanilan Gallik asit egrisi ve denklemi

DPPH radikali stipiiriicii etki tayininde sonuglar; %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICso) seklinde
verilmistir ve standart gallik asit ile kiyaslanmustir. Gallik asit 1Csp degeri 0.0011+0.0002 mg/ml
hesaplanmustir. A. lilaciflora subsp. phrygia ekstresi i¢in, 1Cso= 0.38+0.035 mg/ml olarak belirlenmistir.

ABTS radikal siipiiriicii metotu, antioksidan bilesikler tarafindan ABTS’ nin rengini kaybetmesi
temeline dayanir [28]. ABTS radikali siiptiriicti etki tayininde, veriler ile kalibrasyon egrisi ¢izilerek
denklemi olusturulmustur (Sekil 12). Yapilan hesaplamalar sonucu ekstrelerin, Troloksa esdeger
konsantrasyonlar1 (mM TEAC) verilmistir. 0.1 mg/ml derisimli ekstrede 0.37+0.07 mM TEAC, 10
mg/ml derisimde 0.90+0.18 mM TEAC hesaplanmustir. Standart olarak kullamilan Gallik asitin 0.1
mg/ml derisiminde 1.44+0.45 mM TEAC; 1 mg/ml derisiminde ise 2.63+0.07 mM TEAC ¢ikmustir. Bu
durumda ekstrenin konsantrasyonlar arttik¢a, radikal siipiiriicii etkilerinin de arttig1 gozlenmistir.

% inhibisyon Troloks Egrisi
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0 0,5 1 1,5 2 25 3

Sekil 12. Hesaplamada kullanilan egri ve denklemi
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Literatiire baktigimizda, Asperula tiirleriyle yapilmis kimyasal ¢aligmalar ¢ogunlukla bilesen
tespitine dayanmaktadir. Antioksidan ve biyoaktivite analizleri ise az sayida bulunmaktadir. Bir
calisgmada 5 farkli endemik Asperula cinsinin (A. brevifolia, A. pseudochlorantha var. antalyensis
(Ehrend.) Minareci & K.Yildiz, A. pseudochlorantha var. pseudochlorantha Ehrend., A. purpurea
subsp. apiculata (Sibth. & Sm.) Ehrend. ve A. serotina) antioksidan aktiviteleri ¢alisilmigtir [13].
Calisma sonucunda, Asperula taksonlarmin antioksidan aktivite gostermesi, sonuglarimiz ile uyumlu
bulunmustur. Loizzo ve arkadaglari, A. glomerata (M.Bieb) Griseb tiiriiniin total fenolik madde
miktarini tespit etmistir [29]. Fenolik bilesen miktar1 81.5+0.13 (mg/g), bizim sonucumuzdan oldukg¢a
yiiksek hesaplanmugtir. A. lilaciflora tiiriiniin toprak tstii kisimlari ile galigilmis ve yeni bir flavonol
glikozit ile iridoid tespit edilmis ve flavonol glikozitin adi “lilaciflorasit”; iridoid adinin ise
“asperulojenin” oldugu belirtilmistir [17]. Iridoidler dikotil familyalar1 igin taksonomik degere sahip
olup, aym1 zamanda bitkilere antioksidan 6zellik kazandirmaktadir [30]. A. oppositifolia Regel &
Schmalh. tiirtiniin toprak istii kisimlarmin metanol ile elde edilen ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
test edilmis ve yiiksek konsantrasyonda yiiksek inhibitor etki goriilmiistiir. Bu sonug, bizim ¢alismamiz
ile uyumlu olup bitkimizin de antioksidan ajanlar i¢in yeni bir kaynak olabilecegini gostermektedir [31].
Asperula involucrata Wahlenb. tiiriiniin toprak tistii kisimlari ile yapilan bir ¢alismada ti¢ yeni iridoid
glikozitleri bulunmustur. Kromatografi yontemi kullanilarak, involucratosit A, B ve C ad1 verilen ii¢
yeni bilesen tespit edilmis ve molekiil yapilar1 agiklanmigtir [32]. Farkli Asperula tiirlerinin (A.
antalyensis, A. brevifolia, A. pseudochlorantha, A. purpurea subsp. apiculata ve A. serotina) metanol
ve eter ekstraktlarmin agar difiizyon ve sivi diliisyon metotlariyla aktimikrobiyal aktiviteleri test
edilmigtir. Testler sonucunda en aktif tiirler A. brevifolia ve A. serotina ¢ikmustir [33].

Calisgmanin timii ele alindiginda morfolojik, anatomik, tiily ve polen sonuglarmin literatiirde
belirtilen ozellikler ile benzestigi; fakat bazi yonlerden ise farklilik gosterdigi bulunmustur. Ayrica
takson ile ilgili morfolojik, mikromorfolojik, anatomik, palinolojik ve antioksidan 6zellikler ilk kez bu
calismayla ayrmtili bir sekilde incelenmistir. Sonug¢larimizda A. lilaciflora subsp. phrygia’nin
antioksidan aktivite gostermesi, yapilmis ¢alismalar temel alindiginda fenolik bilesenlerinde flavonoid
ve iridoid yapilar1 tasiyabilecegini diisiindiirmistiir. Flavonoid, iridoid gibi fenolik bilesenlerinin tespiti
ve antimikrobiyal aktivite testleri ileriki ¢alismamizin konusu olarak dngoriilmektedir.
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