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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Senecio vernalis Waldst. & Kit. BITKiSININ DOGAL BiLESENLERININ
EKSTRAKSIYONU VE BiYOLOJIiK AKTIiVITELERININ SAPTANMASI

Havva KURT
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Biyoloji Anabilim Dah
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2019, 137 Sayfa

Jiiri
Damisman: Dog. Dr. Sedat BOZARI
Jiiri Uyesi: Prof. Dr. Murad Aydin SANDA
Jiiri Uyesi: Dog. Dr. Furkan ORHAN

Senecio vernalis (Asteraceae) bitkisinin toprak iistii kisimlariin kloroform, metanol ve hekzan
ekstreleri kromatografik yontemlerle fraksiyonlara ayrilip, biyolojik aktiviteleri 6l¢iildii. Fraksiyonlarin
icerik analizleri spektral yontemlerle tayin edildi.

Elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, disk diflizyon yontemi ile 10 farkh
mikroorganizmaya (Klebsiella pneumoniae AATC 13883, Escherichia coli ATCC 36218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Bacillus megaterium DCM32,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae ve Candida albicans ATCC 10231) kars1 6l¢iildii. Total olarak uygulanan metanol ve hekzan
ekstreleri ile KAES ekstresinin 6zellikle test edilen bakterilere karsi aktivite gosterdigi belirlendi.

Ekstreler uygulanarak c¢imlendirilen bitki tohumlarinin, kdk ve goévde uzunluklarinda Snemli
degisimler gozlenmedi. Genomik stabilite testinde ise yine KAES ekstresinin Hordeum vulgare
tohumlarinda %39 oraninda diisiislere sebep oldugu belirlendi. Amaranthus retroflexus tohumlarinin ise
Hordeum vulgare tohumlarina gore daha direngli olduklari tespit edildi.

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri; DPPH ve ABTS serbest radikallerini giderme aktiviteleri
Olgiilerek gerceklestirildi. Kimyasal igerikleri GS-MS ile fenolik icerikleri ise HPLC ydntemiyle analiz
edilen ekstrelerin ABTS radikaline kars1 aktivite gosterdikleri ancak bu aktivitenin kontrole gére diisiik
oldugu tespit edildi. DPPH testinde ise 6nemli bir degisim gozlenmedi. Antioksidan aktiviteye neden
olabilecek fenolik iceriklerin Myrisetin, Absisik asit ve Kurkumin bilesiklerinden ibaret oldugu ve diisiik
oranlarda bulundugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite, GTS, Kolon Kromotografisi,
Senecio vernalis
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ABSTRACT

MS. THESIS
DETERMINATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES AND EXTRACTION
OF NATURAL COMPONENTS of Senecio vernalis Waldst. & Kit.

Havva KURT

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF MUS
ALPARSLAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN BIOLOGY SCIENCE

Adyvisor: Dog¢. Dr. Sedat BOZARI
2019, 137 Pages

Jury

Advisor: Dog¢. Dr. Sedat BOZARI
Jury Member: Prof. Dr. Murad Aydin SANDA
Jury Member: Do¢. Dr. Furkan ORHAN

Chloroform, methanol and hexane extracts of the above-ground parts of the Senecio vernalis
(Asteraceae) plant were separated into fractions by chromatographic methods and their biological
activities were determined. The content of fractions was determined by spectral methods.

The antimicrobial activities of the extracts were measured against 10 different microorganisms
(Klebsiella pneumoniaee AATC 13883, Escherichia coli ATCC 36218, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Bacillus megaterium DCM32, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae and Candida
albicans ATCC 10231) by disk diffusion method. The totally applied methanol and hexane extracts and
KAES extract were determined to be active against tested bacteria.

There were no significant changes observed in root and stem lengths of germinated plant seeds
after applying the extracts. However, in the genomic stability test, KAES extract has caused 39% decrease
in Hordeum vulgare genome. On the other hand, Amaranthus retroflexus seeds were found to be more
resistant than Hordeum vulgare.

The antioxidant activities of extracts were performed by their DPPH and ABTS free radical
scavenging activities. The chemical contents of the extracts were analyzed by GS-MS and the phenolic
ones by HPLC. The extracts showed lower activity against ABTS radical than the control. No significant
change was observed in the DPPH test. It was determined that phenolic contents, which may cause
antioxidant activity, consisted of Myrisetin, Absisic acid and Curcumin, which have found for low
concentration.

Keywords: Antimicrobial activity, Antioxidant activity, GTS, Colon Chromotography, Senecio
vernalis
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1. GIRIS

Tabiatta farkli 6zellikte pek ¢ok ekosistemin (kara, su, toprak vb.) temel bileseni
konumunda olan bitkiler; biyotik ve abiyotik c¢evreleriyle siirekli bir iliski
icerisindedirler (Culha ve Cakirlar, 2011). Ekosistemler enerji akisini, yapilarindaki
biyotik ve abiyotik faktorlerle gergeklestirmektedir. Bdylece enerji akisi, besin agi
dongiisii ile birlikte yasami sekillendirmektedir (Bozari, 2012). Bitkilerin ekosistemle
olan iliskileri; ¢cevresel kosullara uyum, savunma, korunma, hayatta kalma ve nesillerini
stirdlirebilme gibi temel olaylar1 kapsamaktadir (URL-1, 2018; Yiiksel ve Aksoy, 2017).
Aktif olarak hareket edememeleri bahsedilen iliskiler agisindan dezavantaj saglayip
iirettikleri cesitli sekonder metabolitlerle bu durumu kismen tersine ¢evirebilmislerdir.
Sayis1 yiizbinlere ulasan bu bilesenlerin; tiptan, tarima, gidadan, baharat sektoriine,
kimya ve kozmetik (Badayman ve ark., 2018; Erdogan, 2012; Oskay ve Oskay, 2009)
gibi pek c¢ok farkli alanda kullanildig1 bilinmektedir.

Farkli metabolik yolaklarla {iretilen sekonder metabolitler, sentezlendikten sonra
depo edilip gerektiginde disaridan gelen saldirilara karst savunma amagh
kullanilabilirler. Salgilanan bu metabolitlerden bazilar1 ise cezbedici kokularndan
dolay1 boceklerin ilgisini arttirarak tozlasmay1 kolaylastirmaktadir (Bozari ve Aksakal,
2013; Kog, 2012). Bitkinin kuru agirhiginin %1-3’iinii olusturan bu metabolitlerden
hidrofilik olanlar hiicrede kofullarda depolanirken, lipofilik olanlar ise; regine
kanallarinda, latisiferlerde, tiiylerde, yag hiicrelerinde veya kiitikula tabakasinda depo

edilirler (Wink, 2010).

Sekonder metabolitlerin bitkilerde farkli gorevleri vardir. Ozellikle patojen
mikroorganizmalara kars1 savunma, kuraklik, tuzluluk ve ultraviyole (UV) 1sinlar gibi
cesitli cevresel faktorlere karsi bitkilerin direncini arttirmaktadirlar. Ornegin; bitkiler
stres ortamina karst koymak i¢in dogal ortamlarda rekabet giiciinii arttiran farklh
maddeler salgilamaktadirlar. Ozellikle bitki-bitki etkilisiminde etkili olan bu maddelerin
bitki-diger organizmalar i¢in de etkili olabilecegi belirtilmektedir (Ren ve ark., 2016).

Bunun yani sira bitkilerin farmakolojik kullaniminin da gegmisten giiniimiize
artan sekilde devam ettigi bilinmektedir. Kolay ve ucuz bir tedavi imkan1 saglamalari,
etki alanlarinin daha genis olmasi, insan viicudunda kullanilan sentetik ilaglara nazaran

daha kolay atilmalar1 bitkilere kullanim 6nceligi vermektedir (Bakirel, 2002). Eski



donemlerden beri bu amagla kullaniliyor olmalari, bitkilerin olas1 yan etkilerinin daha
iyi bilinmesini de kolaylastirmistir (Yildirim, 2008). Fakat bazi bitki tiirlerinin
bilingsizce tiiketilmesi ve buna bagli olarak yok olma tehlikesiyle karsi karsiya
kalmalari, stirdiiriilebilir dogal kaynaklarin kullanimi1 konusunu tartismaya agmistir. Bu
nedenle geleneksel olarak kullanilan ve potansiyeli heniiz kesfedilmemis ¢cogu bitkinin
yok olmadan arastirilmasi 6nem arz etmektedir (Copuroglu, 2013). Tibb1 amagla
kullanilan bitkiler birinci derecede onemli bir yere sahipken, beslenme amaciyla
kullandigimiz bitkilerin de farkli faydalarinin olabilecegi bilinmektedir. Bu ac¢idan
bitkisel iiriinlerin; alternatif, modern ve uygulamali tibbin, besin uygulamalarmin ve
sentetik ilaglarin yapimina katilmalari; bitkilerin ila¢ arastirmalarinin vazgecilmez
kaynaklar1 olmalarmni saglamistir (Mammadov, 2014). Bu durum Diinya Saglik
Teskilati (WHO) tarafindan 1980’lerin basinda yapilan arastirmada net olarak ifade
edilmistir. Buna gore, diinya niifusunun %80’inin, temel sagligi i¢in sifali bitkileri
kullanmaya devam ettigi belirtilmistir. Ayrica farkli iilkelerde receteli ilaglarin
%25’1nin, etken maddelerinin (vimblastin, rezerpin, kinin, aspirin vb.) bitkilerden elde
edildigi vurgulanmistir (Mammadov, 2014; Uzunhan, 2013). Bu ac¢idan bitki biyo
cesitliligi zengin olan iilkelerin avantajli durumda oldugu soylenebilir. Ulkemizin de

cografik konum acisindan zengin biyogesitlilige sahip oldugu bilinmektedir.

Tiirkiye Avrupa-Sibirya, iran-Turan ve Akdeniz gibi ii¢ fitocografik bolgenin
kesistigi yerde olup, Giliney Bati Asya ile Gliney Avrupa arasinda kopri olmasi, pek
cok tiirlin populasyon olusturmalarina olanak saglamistir (Copuroglu, 2013).
Gilintimiizde Tiirkiye florasi tanimlanmig 174 familyaya ait 1251 cins ve 12.000’den
fazla bitki tiirii belirlenmistir. Bu tiirlerin 234’1 yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkileridir.
Diger taksonlar ise, yurdumuzda dogal olarak yayilis gosteren bitkilerdir (Kog, 2013).
Avrupa’nin tamaminda 12 bin civarindaki bitki tiirinin yaklagik 2 bin 750 tiirt
endemik olup, iilkemizde ise yaklasik 3 bin 925’1 endemik olarak bulunmaktadir.
Bunlardan da yaklagik 1000 tiiriin ilag ve baharat yapiminda kullanilmasina ragmen
giiniimiizde pek ¢ok bitkinin hala tibbi dzellikleri kesfedilememistir (Acet ve Ozcan,
2018).

Ulkemizde tibbi bitkiler denildiginde en basta Asteraceae (Compositae) olmak
tizere Fabaceae, Lamiaceae, Resedacea, Apiaceae, Zygophyllacea, Brassicaceae,
Rosaceae ve Euphorbiaceae familyalart akla gelmektedir. Bunlardan Asteraceae

familyasi; endemik bitki acgisindan Ozellikle Akdeniz Bolgesi ve Dogu Anadolu



Bolgesi’nde genis yayilis gostermektedir (Acikbas, 2009; Oskay, 2015). Literatiirde
Asteraceae familyasma ait tilirlerle ilgili fitokimyasal ve biyolojik arastirmalara
rastlamak miimkiindiir. S6z konusu familyaya ait lilkemizde genis bir yayilis gosteren
Senecio cinsiyle ilgili de cesitli aragtirmalar mevcut olup yapilan arastirmalarda; bu
cinsin Ozellikle seskiterpenler, pirolizidin alkaloitleri, fenolik ve flavanoit maddeler
bakimindan zengin oldugu belirlenmistir (Ugiincii ve ark., 2010). Bu cinsle ilgili
kimyasal ¢alismalar disinda, farmakolojik calismalar da bulunmaktadir. S6z konusu
cinsten elde edilen farkli bilesenlerin; toksik etkisi (Ceribasi, 2005; Tongel ve Ayan,
2005), antimikrobiyal (Kirbag ve Zengin, 2006), antioksidan (Alan ve ark., 2016),
sitotoksik, mutajenik, antitimoér antiromatizmal, adet diizenleyici ve sindirim
kolaylastiric1 (Erdogan, 2012; Oskay, 2015; Ozel, 2008; Uysal ve ark., 2016) etkilerin
arastirilmasi gibi pek ¢ok calismaya literatlirde rastlamak miimkiindiir. Senecio cinsine
ait tiirlerde ayrica morfolojik, anatomik, karyolojik ve palinolojik aragtirmalar da

mevcuttur (Leventer, 2012; Polatoglu, 2009; Sahin, 2011; Uysal, 2006).

Mevcut calismamizda; iilkemizde farkli alanlarda yayilis gosteren Asteraceae
familyasia ait Senecio vernalis tiriinden farkli ¢ozgenlerle (kloroform, metanol ve
hekzan) elde edilen oziitlerinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Literatiirde ham olarak elde edilen Oziitlerle ilgili ¢alismalara rastlamakla birlikte bu
oziitlerin fraksiyonlara ayrilarak antimikrobiyal, antifungal, genotoksik ve antioksidan
aktivitelerinin Olclildiigii caligmalara rastlanamamistir. Bu tezde s6z konusu boslugun

doldurulmasi amaglanmis ve ¢aligma boliimlere ayrilarak tamamlanmastir.
1.1. Asteraceae (Compositeae) Familyasi

Biiytik bir boliimii, iliman bdlgelerde yayilis gosteren otsu formlara sahip
Asteraceae (papatyagiller) familyasinin bireyleri Antartika bolgesi disinda, yeryliziiniin
birgok yerinde yayilis gdstermektedir. Ozellikle Amerika’nin giineybatis1 ve Meksika,
Brezilya’nin giineyi, And daglar1 boyunca Akdeniz Bolgesi, Glineybati Asya, Orta
Asya, Giiney Afrika ve Avustralya’da yogun olarak bulundugu bilinmektedir (Leventer,
2012).

Familya yeryiiziinde yaklasik olarak 1620 cins ve 25.000 tiirden olugmaktadir.
Tiirkiye florasinda ise toplam 134 cins, 1230 tiir teshis edilmis olup, tiir sayisi
bakimindan en biiyiik familyadir (Agikbag, 2009; Akay, 2015; Bayraktar, 2009; Oskay,

2015). Bu tiirlerin 447°si endemik olup, endemizm oran1 % 40’tir.



Tiirkiye’nin bir¢ok bdlgesinde genis yayilis gosteren Asteraceae familyasinda ki
tiirlerin ¢ogunun farmakolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu familyadaki tiirler,
diterpenler, flavonoidler ve pirolizidin alkaloitlerce zengindir (Kog, 2013; Ugiincii ve
ark., 2010). Familya ayrica, gida olarak tiiketilen Lactuca, Cynara cinslerini, yag
hammadde kaynagi olarak bilinen Helianthus annus L. tiiriinii, kauguk hammadde
kaynag1 olan Taraxacum bicorne Dahlst. tiirii ile tibbi kaynak olarak kullanilan
Artemisia, Anthemis cinslerini, sus bitkisi olan Dahlia, Aster cinslerini, sukulent olan
Kleinia, yabani ot olan Cirsium, Sanchus cinslerini ve zehirli igerik tasidigi bilinen

Senecio cinslerini icermektedir (Leventer, 2012).
1.2. Senecio L.

Compositae familyasinda bulunan Senecio L. cinsi Senecioneae Cass.
oymaginda yer alir. Tiirkiye’de bu oymak sekiz cins ile gosterilir. Diinya genelinde ise
150 cins ve yaklasik 3500 kadar tiir igerir (Giirkan ve ark., 2015). Bu oymagin en biiyiik
cinsi halk arasinda ‘Kanarya otu’ bazen de ‘Kiilliice otu’” olarak adlandirilan Senecio
diinyada 500’den fazla tiir ile ilk 50 cins arasinda yer almaktadir. Tiirkiye’de yapilan
giincel taksonomik ¢aligmalar sonucunda; Senecio cinsine ait tiirlerin, Senecio ve
Tephroseris (Rchb.) Rchb. olmak iizere iki cins seklinde incelenmesi uygun
goriilmistiir. Tiirkiye Florasi’nda yer alan Senecio cinsi (43 tiir, 3 alttiir ve 6 varyete)
toplam 52 takson bulundurup, 52 taksonun 21’1 Tiirkiye i¢in endemiktir ve endemizm
oraninin yaklasik olarak %40 civarinda oldugu belirtilmistir (Agikbas, 2009; Nurhan ve
ark., 2017).

Senecio L. cinsini olugturan tiirler; tek yillik-¢ok yillik otlar veya ¢alimsidirlar.
Govdeleri yapraklidir. Yapraklar ¢igeklenmeden once gelisir, tabanda ve/veya govdede,
sapl1 veya sapsiz, biitlin veya degisik sekillerde loblu veya pargali olarak bulunmaktadir.
Korimbuslar basit veya birlesiktir. Kapitula bir kagtan sayisiza kadar, heterogam ve
radiate veya homogram ve disk seklindedir. Involukrum, silindirik ya da can seklinde,
fillariler (¢igek ortii yapraklari) 1- serilidir. Filament yakasi vazomsu, anter tabanlar
yuvarlagimsi, stilus dallarinin ucu kesik diizden kiite kadardir. Canake¢ik var ya da yok,
dilsi cigekler oblong-eliptik, ¢igekler sar1 ya da turuncu Tiirkiye’de, tiipsii disk seklinde
cicekler 4-5 lobludur. Akenler, damarli, gagasiz, boyuna ¢izgili, tiiysiiz veya tiiylii olup
papiis sert tiiylii seklinde bulunurlar (Oskay, 2015). Calismada kullanilan Senecio

vernalis Waldst. & Kit. tlirlinlin sistematigi ise soyledir.



Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Asterales

Family Asteraceae

Genus Senecio

Species Senecio vernalis Walds. et Kit.

1.3. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Bitkisinin Ozellikleri

Senecio vernalis tiirii, 15-80 cm kadar boylanabilen dik, kii¢iik tek yillik bitkiler
oldugu gibi biiyiik ¢ok yillik otsu ve galimsil seklindedir (Comes ve Kadereit, 1996;
Hantsch, 2013; Kadereit, 1983) Bitki Mart (ilk ¢igeklenme) — Agustos (son ¢iceklenme)
aylarinda ¢igeklenir ve bitki basina binlerce tohum {iretir (Duun, 1905; Reed ve ark.,
1992). Ulkemizde bu tiir; Trakya ve Anadolu’nun pekgok bolgelerinde yetistigi
bilinmektedir (Sekil 1.1-1.2). Ozellikle kumlu dékiintiilii alanlarda, bos tarlalarda, yol
kenarlarinda, bahcelerde ve kayalik yamacglarda sik rastlanilmaktadir (Hantsch, 2013;
Stevanovic, 2007).

Meyvenin igeriginde; ugucu yag, recine, inulin, tanen, koklerinde ise; senecin ve
senecionin adli iki alkaloit ¢esidi bulunmaktadir. Kok ve bitkinin tamami az miktarda da
olsa alkaloit icerdikleri i¢in dikkatli kullanilmalidir (Hanf, 1983; Portero ve ark., 2012).
Toprak iistii kisimlarindan yararlanilir. Halk arasinda ‘saripapatya’ olarak tabir edilen
Senecio vernalis tiriiniin ¢igekli kisimlarimin demlenerek, gaz giderici olarak
kullanildigi, kadin hastaliklarini diizenledigi, iltihabi soktiirerek aybasi agrilarmi ve
romatizma agrilarint dindirdigi belirlenmistir (Kog, 2013). Ayrica bagirsak kurtlarimi
diistirdigii ve ishal, dizanteri gibi rahatsizliklarda etkili oldugu vurgulanmistir (Kog,

2013; Tascioglu, 2014).



Sekil 1.2. Senecio vernalis Walds. et Kit. bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alanlar1 (TUBIVES, 2018)

1.4. Senecio L. Taksonlarinda Bulunan Sekonder Metabolitler

Literatiirde bulunan ¢aligmalarda Senecio L. tiirlerinde genellikle ¢icek kisminda
pirolizin alkaloitler, ugucu yaglar, recine, inulin, tanen, koklerinde ise; senecin ve
senecionin adli iki alkaloidin oldugunu tespit edilmistir (Ehmke ve ark., 1988;
Hartmann ve ark., 1989; Moll ve ark., 2002; Shrestha ve ark., 2013). S6z konusu

igerikler ii¢ temel sinifta degerlendirilmektedir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Sekonder metabolitler ii¢ ana gruba ayrilmaktadir (URL-2, 2019)

A. Terpenler

B. Fenolik bilesikler

C. Azotlu bilesikler

1

2

. Ugucu yaglar
. Saponinler

. Steroitler

. Regineler

. Kauguk

. Gibberilinler

. Kardenolitler-glikozitler

1

2

. Fenilpropanoitler

. Kumarinler

. Benzoik asit tiirevleri
. Lignin

. Antosiyanlar

. Flavonlar

. Tanenler

1. Alkaloitler olarak gruplandirilir

1.4.1. Terpenler ve Terpenoidler

izopren (Sekil 1.3) bilesiklerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Terpenler,
bitkilerdeki sekonder metabolitlerin, 30.000 kadar bileseni bulunduran en biiyiik
grubunu olusturmaktadir (Albay, 2008; Polatoglu, 2009).

Bu gruptaki bilesenler; yapilarindan dolayr farkli siniflara ayrilmaktadir. Ugucu
yaglar olarak bilinen bu grup (hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler ve
diterpenler) Asteraceae familyasinda ¢ok sik rastlanir ve 6zellikle Senecio vernalis tiirii

(Shrestha ve ark., 2013) basta olmak tizere Archillea, Tanacetum, Centaurea, Anthemis

Yapist itibariyle terpenoid tiirevleri genel formiilii (C;Hg) ile gosterilip, birgok

vb. cinslerinde olduk¢a yogun bir sekilde bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 1.2).

\_

OH

Sekil 1.3. Cesitli izoprenoidler; soldan saga sirasiyla Limonen ve Linalool (Mammadov, 2014)



Cizelge 1.2. Terpenlerin siniflandirilmas: (Ayaz ve Sokmen, 2015)

Siuf Ornekler Kullanilma alant Bulunusu
Hemiterpenler : Prenol, Tibbi, Ucucu vaglar
CsHg Izovalerik asit Lezzetli yiyecek gucu yag
Monoterpenler Pinen, T1bbi, Ucucu vaglar
CioHis Linalool Lezzetli yiyecek ¢ yag
. Parfiim ham maddesi
Seskiterpenler o . -
C..H Kapsidiol Fitohormon Ucucu yaglar
155724 Antibiyotik
Diterpenler Gibberellin, Ant.lkanser .1lag Ugucu yaglar,
CoH taksol, Fitoaleksin Recineler
200 Kasben Fitohormon eemete
Sesterpenler Farnesol Parfiim ham maddesi R;f(:ﬁf;ﬁ G
CysHy Nerolidol Aromal1 yiyecek maddeler
Triterpenler Kolesterol, . . Regineler, act
CioHyg Sitosterol Membran bileseni maddeler
Tetraterpenler . Bitki pigmenti Recineler, aci
C4oHgs Soroiametiler (provitamin A) maddeler
Meroterpenler Plastokinon, u.blk’mon, Fotosentez Yesil dokular,
klorofil ve sit a’nin N
CssHy, . . Elektron transport kok ve meyve
prenillesmesi
Politerpenler L2 I Ticari kauguk Kauguk ve
Kauguk 100-500 . A
CsHy)n Rubber (endiistriyel ham madde) giita

1.4.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler yapisinda bir ya da daha fazla hidroksil (-OH) grubunun
baglandig1 aromatik bilesiklerdir. Aromatik halkada bulunan (-OH) grubu sayis1 tek ise
fenol, iki ya da daha fazla sayida ise polifenol olarak isimlendirilmektedir (Sekil 1.4).
Bu bilesikler genellikle bitkilerin meyve, sebze, tohum, c¢icek, yaprak, dal ve
govdelerinde farkli miktarlarda bulunabilirler (Agar, 2016; Uzunhan, 2013). Meyveler
fenolik bilesik bakimindan olduk¢a zengindir. Sekonder metabolitlerin biiyiik bir
cogunlugunu olusturan fenolik bilesikler (ubikinon, adrenalin, tiroksin, seratonin vb.)
bitkiler i¢in hayati bir dnem tagimaktadir ve birgok gorevleri vardir (Cizelge 1.3). Bu
bilesenler, bitkiyi patojenlere, predatdrlere ve herbivorlara karst korumaktadir
(Mammadov, 2014). Giiniimiizde yaklasik olarak 8.000 fenolik madde ve tiirevleri
tanimlanmis ve bunlarin da sayis1 giin gectikce artmaktadir (Kog, 2013). Bu grup

yapisinda farkli benzen halkalar1 bulundurup gii¢lii antioksidan veya serbest radikal



stiptiriicli olarak da bilinirler. Bitkilerde ki flavonoidlerin olusumu ve gelisimi zamana
bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Mammadov, 2014). Flavonoidlerin igerisinde

yer alan baz1 bilesikler Asteraceae familyasinda bulunan bitkilerin ¢icek

tomurcuklarinda, salkimlarinda ve tohumlarinda bol miktarda bulunmaktadir (Shrestha

ve ark., 2013).

Cizelge 1.3. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmas: (Mammadov, 2014)

Sinif

Ornek

Kullanim alanlar1

Basit fenol
Cs

Fenolik asitler
Cs-C

Fenolik alkol, asetofenol
Cs-C,

Fenil-propanoid
Ce- G5

Naftokinon ve ksantonlar
C4- C4-C4- Ci- Cq

Stilbenler ve antrakinonlar
Ce- Cy- Cq

Flavonoidler ve izoflavonoidler
Ce- C3- C

Polimer fenolik bilesikler

Hidrokodone, kenevir,
kodein, afyon

Gallik asit, vanilik asit,
asetilasetik asit, kafeik asit,
benzoik asit
(3,4-dihidroksifenil) etanol
(3,4-DHPEA)
(p-hidroksifenil) etanol (p-
HPEA)
(3,4-dihidroksifenil)
etanol-glikosit

Kumarinler, lignanlar,
kromonlar, fenilakrilik,
kafeik ve sinnamik asitler

Plastokinon, ubikinon,
fillokinon, menakinon,

Resveratrol, lunularik asit,
antrasen, antrakinon,
alizarin, karmanik asit

Katesin, antosiyanidin,
proantosiyanidin,
flavonlar, izoflavonlar

Tanen, lignin, melanin

Cesitli tip alanlarinda, gidalarda,
dokuma, kumas, kozmetik, boya vb.
herbivorlara kars1 koruma
Cesitli tip alanlarinda,
ilaglarin yapisinda, kozmetikte, gida
sanayisinde

Cesitli hastaliklarin tedavisinde, dogal
boyar maddelerde ve tekstil boyamada

Cesitli hastaliklarin tedavisinde,
antibiyotiklerin yapisinda, biyolojik
aktivite, otcul hayvanlara karst
toksinler

Uguk gibi deri hastaliklarinda, boyar
maddelerde, sarap ve yiyeceklerin
renklendirilmesinde ve kozmetiklerde

Antioksidan, kalp ve kanserli
hastaliklarinda, farmassdtik, dogal
boyar maddelerde, tekstil boyamada
ve gidalarda

Tip alaninda;, tiimorlii hastaliklarda,
seker hastaligi, antioksidan,
antimikrobiyal ve bitkisel gidalarda

Cesitli hastaliklarda ve ilaglarin
yapilarinda, yiyeceklerin, meyve ve
sebzelerin yapisinda, herbisit, regineler
ve komiir iiretiminde de kullanilir
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Sekil 1.4. Flavonol, flavon, flavanol, flavanon, antosiyanidin ve izoflavonoid’in kimyasal yapilari
(Brindza ve ark., 2011)

1.4.3. Azotlu Bilesikler

Alkaloidler, genelde bitkilerden elde edilen yapilarinda asitlerle tuzlar
sekillendiren azot karakterli ve diisiik dozlarda bile gii¢lii fizyolojik ve farmakolojik
aktivite gosteren bilesiklerdir. Alkaloidlerin yapisinda bulunan azot genelde heterosiklik
halkanin i¢indedir (pirolidin, piperidin, tropan, indol, imidazol vb. halkalarindaki gibi).
Alkaloidler, bitkilerin biitiin siniflarinda goriilebildigi gibi 6zellikle dikotiledonlarda
daha fazla bulunmaktadir (Hartmann ve Dierich, 1998). Toksik etkilerinden dolay:
bilinen bu bilesiklerin en onemlileri; alkaloidler, fitooksinler, recineler, glikozitler ve
tanenlerdir. Bu bilesikler uyarici veya narkotik olarak bitki oziitleri seklinde halk
tibbinda ve ayrica ilag sanayisinde kullanilmaktadir. Bitkilerin ¢ogunda alkaloidler
genis bir yayilim gosterirler ve bitkilerin belli bir organlarinda (rizom, yumru, sogan,
kok, kabuk, yaprak, meyve vb.) veya tiimiinde de bulunabilirler. Cografik faktorlerinden
dolayr bitkilerde tiirler arasi bile alkaloid miktarinin ve cesitliliginin degistigi
belirtilmistir (Roeder ve ark., 1979; Tongel ve Ayan, 2005). Bazi familyalarin ¢ogu
tiirtinde alkaloid miktarinin yiliksek oldugu donemlerde kiilleme gibi ¢esitli hastaliklara
kars1 direngli olduklar1 goriilmiistiir (Cheng ve ark., 2017). Ayrica alkaloidleri iireten bu
bitkiler, metabolitleri ¢esitli organlarinda yapisal olarak biriktirip, ot yiyen otgullarla
karsilagtiklarinda kimyasal bir savunma egiliminde bulunurlar. Bu bitkileri tiiketen
hayvanlarin genelinde de sindirim ve karaciger gibi organlarinin islevinde bozulmalara
neden oldugu ve ani 6liimlere de sebebiyet verdigi belirtilmistir (Kempf, 2010; Moll ve
ark., 2002).
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Alkaloidler halkali yapilarinda dolayr farkli gruplarda siniflandirilirlar. Cok
toksik olarak bilinen nikotin, piridin ve pirrolidin halkasina sahipken, uyusturucu bir
madde olan kokain, morfin gibi (Burrows ve Tyrl, 2013), 6rneklerin ¢ogu farkli hetero
halkalarina sahiptir. Ozellikle de konin ve sitrokinin gibi bilesenler zehirli iken, koedin
ve morfin gibi alkaloidler ise analjezik ve anastezi gibi Ozellikleriyle tipta ayrica
kullanilmaktadir. Bu alkaloidlerin diger alanlarda (biyosentetik, kimyasal ve ¢evreyle
vb.) ilgili calismalar da yapilmaktadir (Hartmann ve Wittle, 1995; Tascioglu, 2014). Bu
pirolizidin alkaloidlerini (esas olarak N-oksitler olarak bilinen) igeren bitkiler diinyanin
her yerinde bulunur ve ozellikle Asteraceae (Senecioneae, Eupatorieae), Boraginacea
ve Leguminosae (Fabaceae) ailelerinde goriiliir. Yaklasik olarak 6.000 bitki tiiriinden
600’den fazla pirolizidin belirlenmis ve bunlarin yarist kadarinin hepatotoksik oldugu

bildirilmistir (Ayaz ve S6kmen, 2015; Ceribasi, 2005; Hartmann ve Dierich, 1998).

Asteraceae familyalarindaki alkaloid miktar1 oldukca fazladir. Ozellikle Senecio
cinsleriyle yapilan caligmalarda tiirler arasinda alkaloid igeriklerinin kimyasal olarak
farklilik gosterdigi ve zamana bagli olarakta miktarinin degistigi de belirlenmistir
(Sarpe ve ark.,, 2009). Bilinen Ornekleri ise; senecionin, senecionin N-oxide,
senecivemin, senecivemin N-oxide, seneciphylline, seneciphylline N-oxide,
integerrimine, integerrimine N-oxide,  retrorsine ve platifillin gibi pirolizidin
alkaloidlerinde yapilan ¢aligmalarda belirlenmis ve 6zellikle platifillin alkaloidinin tipta
damar genisletici, asttm ve mide rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmakta oldugu
saptanmistir (Hartmann ve Zimmer, 1986). Buna ek olarak Senecio vernalis tiirtinde de
pirolizidin, yakabin, yakonin, silvasenesin alkaloidleri saptamis olup c¢igeklenme
doneminde veya sonrasinda bile toksik etkisinin devam ettigi belirlenmistir (Ehmke ve
ark., 1988). Kanarya otu olarakta bilinen Senecio vernalis’in igermis oldugu bu alkaloid
tiirleri lizerine yapilan caligmalarda; bu bitkiyle beslenen arilardan toplanan balin insan
sagligini olumsuz yonde etkileyebildigi saptanmistir (Eroksiiz ve ark., 2008; Tongel ve

Ayan, 2005).
1.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller, canli hiicrelerinde endojen veya
ekzojen kaynakli yapilardan olusan, bir ya da daha fazla ciftlesmemis elektron igeren
organik veya inorganik maddeler olabilirler (Tekeli, 2008). Serbest radikallerin

yapisinda eslesmemis elektronlarin bulunmasi molekiillerinin  kimyasal yapisini
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bozmaktadir. Bu radikaller, bir dizi reaksiyon sonucu reaktif oksijen iirlinlerine
dontsiirler. Buna karsin serbest radikallerin insan viicudunda yiliksek miktarda
bulunmasi DNA, protein ve lipit gibi biyomolekiillerde oksidasyon sonucunda hasarlar
meydana gelmekte ve sonucunda doku hasari, hiicre Olimi, organ islevlerinin
bozulmasi, kanser, diabet, hizli yaslanma, kalp-damar hastaliklar1 gibi ¢esitli kronik
hastaliklara sebep olmaktadir (Kog, 2013; Sarikiirkcii ve ark., 2014). Bu radikaller
Reaktif Oksijen Tiirevlerinin (ROT), Reaktif Azot Tiirleri (RNT) ve Reaktif Kiikiirt
Tiirleri (RSS) olmak {izere ii¢ ana grupta incelenmektedir. Cevresel kosullarda meydana
gelen radyasyon, ilag, pestisitler, sigara, beslenme ve ¢evre kirleticileri gibi etkenler
canli metabolizmasinda oksijen tiirevli serbest radikallerin olusumuna neden olan dis

faktorlerdir (Bayraktar, 2009).

(ROT) olusturdugu hasarlart 6nlemek icin, canli metabolizmasinda belirli
savunma mekanizmalari mevcuttur. Bu radikallerinin etkisiz hale gelmesi i¢in
sentezlenen bilesiklere antioksidan bilesikler denir (Kog, 2012; Koksal ve ark., 2017).
Canli metabolizmasinda bulunan bu antioksidanlar iretilen (endojen) ve diyetle
disardan alinan (ekzojen) iki ana savunma sistemiyle bertaraf edilirler. Endojen
antioksidan sistemi farkli enzimlerle (protez ve fosfolipaz vb.) olusurken, ekzojen
kaynakli antioksidanlar da sentetik ve dogal olarak iki grupta olugmaktadir. Sentetik
olarak elde edilen antioksidanlar; biitillenmis hidroksi toliien (BHT) ve biitillenmis
hidroksi anizol (BHA) gibi maddelerdir. Bu maddeler gidalarda renk ve koku gibi
bozulmalara kars1 gidalarin raf dmiirlerini uzatmak i¢in kullanilmaktadir (Alan ve ark.,
2016; Albayrak ve ark., 2014). Fakat son yillarda sentetik olarak kullanilan
antioksidanlarin kanserojen ve toksik etkilerinin oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan
teyit edilmistir (Utsukarci ve ark., 2017). Bu nedenle, gida ve tip alanlarinda gozler
tekrar dogal bilesenlere yoneltmistir. Dogal olarak olusan antioksidanlar c¢esitli
sebzelerde, baklagillerde, tohumlarda ve meyvelerde bulunmaktadir (Bursal ve ark.,
2013; Emsen ve ark., 2018). Bitkiler, serbest radikallerini inaktif hale getiren fenolik
bilesikler, vitaminler, terpenler, ugucu bilesikler, flavonoidler, azotlu bilesikler gibi pek
cok dogal antioksidan etkiye sahip farkli maddelerini igerirler. Ornegin kekik, adagayz,
hardal, kimyon, zencefil ve biberiye vb. bitkilerden farkli antioksidanlar elde edilmistir

(Baladura ve Simsek, 2013).

Aromatik bitkilerin antioksidan aktiviteleri yapisinda bulunan bilesenlerin

miktariyla iligkilidir. Bu kimyasallarin miktar1 bireysel (morfogenetik, diurnal,
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ontogenetik ve g¢evresel faktorler), genetik ve genom c¢esitliliginden dolayr bitkiden

bitkiye farklilik géstermektedir (Ceylan ve ark., 2017; Tekeli, 2008).
1.6. Ekstraksiyon ve Yap1 Tayininde Kullanilan Yo6ntemler

Ekstraksiyon yontemi, dogal olarak olusan ve birden fazla bilesikten olusan
maddeleri ayirmak igin kullanilmaktadir. Ozellikle bitkilerde bulunan etken maddeleri
ayirmak ic¢in farkli ¢oziiciiler kullanilip bu c¢oziiciilerde ¢6ziinebilen maddelerin
cOziinemeyenlerden ayrilmasi siirecinden olusur. Ayirma islemi 6ziitleme-ekstraksiyon,
stirekli destilasyon, buhar, buhar-su destilasyon, kristallendirme ve kromotografi gibi
yontemlerle miimkiindiir. Kati1 6rneklerden ¢6ziinmiis maddelerin eldesi i¢in soxhlet

aparati sik¢a kullanilir.

1.6.1. Kati-siv1 ekstraksiyon (Siirekli sicak ekstraksiyon)

Bitkilerden elde edilen iiriinler ¢ogunlukla s1vi, kat1 veya gaz seklinde olurken,
bazen de yar1 akiskan sekilde olabilir. Buna giinliik hayatta ¢ay veya kahvenin sicak su
ile ekstre edilmesi Ornek verilebilir (Isik, 2010; Kalayci, 2017). Kati haldeki
numunelerden bilesen ekstraksiyonu genelde uzun zaman aldigr i¢in siirekli
ekstraksiyon metodlar1 kullanilmalidir. Materyaldeki maddenin kolay ayrilmasi i¢in toz
haline getirilmesi gerekmektedir. Boylece maddenin ¢ozgenle temasi kolaylasir

(Uzunhan, 2013).

Coziciileri degistirilerek farkli bilesenler elde edilen materyaller; gida katki
maddeleri olarak, tibbi calismalarda ya da antoksidan, anti-fungal, antimikrobiyal,

yabanci otlara ve bitki zararlilarina kars1 kullanilmaktadir (Tascioglu, 2014).
1.7. Kromatografik Yontemler

Kromatografi; bir karisimda bulunan farkli maddelerin sabit bir faza karsilik,
hareketli fazdan yararlanilip bu bilesenleri ayirma yontemidir. Bu yontemlerde
kullanilan hareketli faz; stiperkritik, gaz veya siv1 olabilirken, sabit fazin ise kat1 veya
stvi akiskan halde kullanilabilecegi belirtilmistir (Unal, 2012). Sabit fazda silikajel,
seliiloz vb. maddeler kullanilirken, hareketli fazda da farkli kimyasal ¢oziiciiler ve
¢Oziicii karisgimlarn kullanilmaktadir. Bitkilerde elde edilen ekstrelerin i¢inde bulunan
aktif bilesikleri saf olarak elde etmek i¢in genellikle farkli kromatografik yontemler

bulunmaktadir. En yaygin olarak kullanilan yontemlerden bazilar1 kagit kromatografisi
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(KK), ince tabaka kromatografisi (ITK), gaz kromatografisi (GC) ve yiiksek
performansl sivi kromatografisi (YPSK)’dir (Albay, 2008).

1.7.1. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi; bitki ekstraktlarinin, biyomolekiillerinin vb. bilesiklerin
fraksiyonlandirilmast sonucunda elde edilen fiiriinlerin saf olarak izolasyonu igin
kullanilan yontemlerden birisidir. Baslica dolgu maddeleri (hareketsiz faz) silika jeldir
ve genelde de notr veya asidik yapidaki maddeler icin uygundur. Kolon
kromatografisinde biiret veya 6zel cam kolonun icine dolgu maddeleri yiikleyenerek
uygun coziiciilerde iyice oturmasi saglanir (Akay, 2015; Heidari ve ark., 2018).
Yiiklenecek ekstrenin yapisina uygun ¢oziiciide ¢dzlinmesi, ekstre-silika jel karsiminin
kolonun en iist kismina diizgiin bir sekilde yerlestirilmesiyle saglanmaktadir Mobil faz
kolona verildigi zaman adsorbe edilmeyen maddeler 6nce, edilenler ise en son kolondan
¢ikar. Sephadex dolgu maddesi ile ¢alisildiginda ise; bu dolgu maddesi basta saf su ile
sigirilip daha sonra kolona yiiklenir. Sephadexin kolona tam oturmasi icin birka¢ kez
tampon ¢ozeltiden gecirilmesi gerekmektedir. Uygun ¢oziiclide ¢oziinmiis olan bilesik
pipet vasitasiyla kolona yiiklenir. Kromatografi sonucunda elde edilen fraksiyonlar 6nce
ITK ile incelenmektedir. Kolondaki dolgu maddelerine gore jel filtrasyon (biiyiikliik),
iyon, yiik ve afinite (baglanma) olmak {iizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Bakirel, 2002;
Polatoglu, 2009; Unal, 2012).

1.7.2. ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi sabit fazin, cam ya da ince aliiminyum vb. plaklarin
tizerinde belli bir noktaya uygulanmasidir. Bu yontem kati-s1vi adsorban kromatografisi
olarak da adlandirilir. Bu yontemle ekstrelerdeki, bilesiklerin bir 6n incelemesi yapilr.
Genelde kat1 maddeler i¢in aliiminyum hazir plaklar, silika jel-Si0, veya cam plaklar
kullanilir, (normal faz adsorpsiyon), ayrica lipofilik C-18, C-8, C-2 bagl olarak silika
jel kullanilarak ters faz ITK’da yapilabilir (Albay, 2008; Astari, 2012). Normal faz
adsorbasyon ITK’sinda hareketli faz genelde organik bilesiklerdir. ITK‘da az miktarda
adsorban iizerine spotlanir, daha sonra kapali kap (tankin) i¢ine konur ve kapagi
kapatilir. Hareketli faz1 olusturan ¢oziicii, yavas bir sekilde yiikselir ve karisimdaki

maddelerin birbirinden farkli hizlarla ayrilir. Burada ki hiz maddenin, kat1 fazin ve
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¢oziliciiniin polaritesine bagli olarak degiskenlik gosterir. Hareketli fazin sabit faz
tizerindeki ilerleyisi, asagidan yukariya dogru olur ve ¢oziiciinlin en iist sinira ulastigi
zaman ¢ikartilir, kurutulur ve maddeler goriiniir hale getirilir. Eger maddeler renkli ise
gozle farkedilebilirler, renksiz ise kimyasal reaksiyonlarla renklendirilir ya da UV 151k
altinda farkli dalga boylarinda incelenebilirler. Ayrica bu calisma prensibinin kagit
kromatografisi ile ayni prensipte calistifi, farkinin ise sabit fazda 06zel kagitlarin

kullanilmas1 oldugu belirtilmektedir (Polatoglu, 2009; Uzunhan, 2013; Unal, 2012).

1.7.3. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisinde genellikle 6zel cihazlar ve uygun kolonlar kullanilir.
Sabit faz olarak kullanilacak olan madde cihazin i¢ine yerlestirilir ve yiiksek basingla
gaz haline gecerek bilesenlerin analizleri gergeklestirilir. Bu kromatografi yonteminde

tastyici faz olarak, azot ve helyum gibi gazlar kullanilmaktadir (Unal, 2012).

1.7.3.1. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi analizi (GC-MS)

GC-MS teknigi; gaz kromatografisi ile kiitle spektrometresinin birlestirilmesi ile
calisan bir yontemdir. Bu calisma yontem, numunenin i¢inde birden fazla bulunan
bilesiklerin hem tanimlanmasint hem de miktarini belirlemeye yarar. GC-MS ile
bilinmeyen numune, besin, ilag, patlayici, narkotik madde, kozmetik vb. alanlarda
analiz yapmada kullanilmaktadir. Caligmalarda bu iki yontemin birlikte kullanimi

olduke¢a yaygindir ¢iinkii daha kesin sonuglar elde edilmektedir (Albay, 2008).

1.7.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi analizi

Ucuculugu az olan maddeleri birbirinden saflastirmak i¢in kullanilmaktadir.
Kromatografi calismalarinda bilesenleri ayirmak i¢in; biri sabit digeri hareketli olmak
tizere iki faz arasindaki dagilima dayanan analiz yontemidir. Bilesenlerin hareketli faz

ile etkilesimi fazla olursa siiriiklenme hiz1 da ona gore degiskenlik gosterir (Isik, 2010).

YPSK son yillarda farmakoloji, bitki kimyasi, biyoteknoloji, biyokimya, tip
kimyasi, tarim vb. alanlarda ayirma ve analiz i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir (Unal, 2012). YPSK ile yapilan saflastirma analiz kosullar1 (mobil faz, mobil
akis hizi vb.) literatiirde bulunan bazi standart degerler {izerinde revize edilerek

bulunmustur (Polatoglu, 2009).
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1.8. Biyolojik Aktivite Calismalari

1.8.1. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal bilesikler, bakteri, kiif, mantar ve maya vb. mikroorganizmalarin
gelismesini durduran, dldiiren, dogal, sentetik ya da yar1 sentetik olarak elde edilen
kimyasal maddelerdir. Diinyada  bulunan  binlerce  kimyasal = maddenin
mikroorganizmalar lizerinde Oldiirticii etkisi oldugu bilinmektedir. Bunlarin ¢ogu bitki
veya hayvansal 6zler, kalay, civa, kursun vb. dogal ajanlardir ve bunlarin uygulama
asamasinda insan ve hayvanlar igin olduk¢a zehirli olabilecegi bilinmektedir.
Organizmalart oldiiren maddeler sidal etki yaparlar ve bunlar bakteriyosidal veya
fungusidal olarak isimlendirilirler (Serpi, 2012; Vaizogullar, 2016). Fakat organizmalari
oldiirmeyip sadece iiremelerini engelleyen statik maddeler ise bakteriyostatik ve
fungustatik olarak adlandirilirlar. Eski yillardan beri antimikrobiyal ajanlara kaynak
olan bitkiler, mikrobiyal vb. bircok enfeksiyonel rahatsizliklara karsi miicadelede etkili
olma oOzelliklerini siirdiirmektedir (Kaya ve Artuvan, 2016). Kimyasallarin
mikroorganizmalara kars1 ¢ok sik direng¢ gostermeleri insan sagligi i¢in biiyiik bir tehdit
olusturmakta ve tedavilerde antimikrobiyal ajanlarin bir arada kullanimi1 yaygin hale
getirmistir.  Tedavilerde kullanilan antibiyotiklerin ¢ok pahali olmas1 yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfedilmesini zorunlu hale getirmistir. (Acet ve Ozcan,

2018; Tekeli, 2008).

1.8.2. Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Yontemi

Antimikrobiyal aktivite, in vitro kosullarda test mikroorganizmalarinin
tiremesini engellenmesi ve en diisiik madde miktarinin belirlemesi esasina dayanir.
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde bir¢ok metod vardir. Disk difiizyon metodu

(DDM) en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir.

1.8.2.1. Disk diffiizyon yontemi

Antimikrobiyal aktivite calismalarinda ¢ogunlukla kullanilan yontemdir. Bu
yontemde antimikrobiyal ~maddenin emdirilmis kagit diskler kullanilarak
mikroorganizmalarin {iremelerinin ne 6lgiide 6nlendigi (inhibisyon) belirlenir. Bunun

icin petri kutularina 6zel agarli besiyerler hazirlanir. Antimikrobiyal maddenin farkli
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konsantrasyonlar1 hazirlanarak belli araliklarda petrilere yerlestirilir. Degerlendirmesi
ise, antibiyotik disk etrafinda olusan inhibisyon zonun mm ¢apindaki 6l¢iimii yapilarak
antimikrobiyal etkisi belirlenir. Olusan inhibisyon zon (mm) Ol¢limlerinin

degerlendirilmesine gore mikroorganizmalar, "direngli", "orta duyarli" ya da "duyarll"

olarak belirlenir (Acet ve Ozcan, 2018; Heidari ve ark., 2018).

1.8.3. Molekiiler Yontemler

Canlilarda molekiiler diizeyde meydana gelen degisiklikler, yine ayni diizeydeki
farklilik ya da benzerliklerin belirlenmesi igin yeni teknikler gelistirilmistir. Ornegin,
birden fazla populasyonu barindiran tiirlerin farkliligin1 belirlemek, nesli tiikkenmek
lizere olan tiirlerin devamliligin1 saglamak, farkli bilesenlerin molekiiler diizeyde
etkilerini arastirmak icin bu yOntemlere basvurulmaktadir. Ya da canlilarin
biinyelerinde barindirdiklar1 genetik varyasyonlarin belirlenmesi i¢in de benzer yollar
takip edilmektedir (Eker ve Koldren, 2017; Giilsen ve Mutlu, 2005). Ozellikle PCR’a
dayali farkli caligmalar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; RAPD,
AFLP, SSR Simple Sequence Repeats ve (SSR) Mikrosatellit DNA vb. yontemlerdir
(Bozari ve Aksakal, 2013; Bozar1 ve ark., 2017; Cenkci ve ark., 2009). Bu calismalar
i¢in yiiksek saflikta DNA’nin elde edilmesi gerekmektedir.

1.8.3.1. RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA) rastgele ¢cogaltilmis
polimorfik DNA

RAPD ilk defa 1990’11 yillarda rastgele secilmis primerlerin kullanildigr ve
PCR’1 temel alarak ortaya c¢ikmis bir calisma teknigidir. RAPD yonteminin temel
prensibi; calisilan tiire ait genomik DNA’nin, 9-10 baz cifti uzunlugundaki rastgele
oligoniikleotitlerin (primerlerin) DNA’nin zit iki iplik¢igi tizerinde, iki farkli noktalarda
birbirlerini komplementini bulmasi ve bu bdlgenin PCR ile c¢ogaltilmasina dayanir.
Cogaltilan DNA elektroforez ile agaroz jelde yiiriitiiliir (Aydin, 2004; Topdemir, 2017).
RAPD yonteminin diger PCR yontemlerinden farki iki primer degil tek primerle
caligmasidir ve genelde bu primerlerin GC/AT degerlerinin %50 veya daha fazla
olmasina dikkat edilir (Brummer ve ark., 1995). Bu teknik; kolay ve hizli uygulanabilir
olmasi, kolay bulunmasi, hizli gelistirilmesinin yaninda maliyetinin ucuz olmasi ve

farkli laboratuvarlarda kullanilmasina ragmen yakin sonuglar vermesi arastirmacilar igin
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bliylik bir avantaj saglamaktadir. RAPD tekniginin diger tekniklere nazaran
polimorfizim oranin yiiksek oldugu yapilan caligmalarla tespit edilmistir (Whitkus ve
ark., 1994). Fakat RAPD markirlarinin dezavantajlar1 da mevcuttur. Dominant marker
oldugundan heterozigot bireyleri teshis etmenin gii¢ olmasi, RAPD markirlarinin
tekrarlanabilirligi icin PCR ve DNA tespiti sirasinda sartlarin tam kontrol edilememesi

gibi dezavantajlara sahiptir (Lynch ve Milligan, 1994).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bitkiler basta olmak {iizere; mikroorganizmalar, deniz canlilari, likenler
mantarlar gibi bir¢ok canlidan dogal olarak elde edilen bilesenlerin, ge¢misten
giinimiize bir¢ok alanda kullanildig1 ve o6zellikle ilag sektoriinde islevsel droglarin
yarisindan fazlasinin etken maddesi olduklar1 bilinmektedir (Viletinck ve Apers, 2001).
Azimsanmayacak miktarda kemo kimyasal cesitlilige sahip bu kaynaklarin sentetik
iceriklerle yarismasi ya da yerlerini almasi i¢in hizli, etkili, dogru sonug¢ verebilen
yontemlerle analiz edilmeleri ve simdiye kadar kesfedilmeyen igeriklerinin kesfedilmesi
gerekmektedir (Tringali, 2000). Bitkilerde farkli rollere sahip olan metabolitlerden
antosiyanin gibi molekiiller, bocekleri etkileyerek polinasyona yardimci olurken
alkoloid ve glukozinolat gibi molekiiller herbivorlar ve mikroorganizmalara karsi
koruma saglarlar (Zhang ve Memelink, 2009). Bu ve benzer metabolitlere sahip bir¢cok
tir mevcutken Asteraceae familyasi en zengin familyalardan biri olarak bilinmektedir

(Bessada ve ark., 2015).

Genis bir yayilim alan1 ve yliksek sayida tiir igeren Asteraceae familyasina ait
tirlerle ilgili literatiirde oldukc¢a fazla calisma mevcuttur. Caligmalarin biiyiik bir
kisminin sistematik calismalardan olustugu (Denham ve ark., 2019; Roma-Marzio ve
ark., 2018) ekolojik (de Jager ve ark., 2017; Zavada ve ark., 2017) ve biyokimyasal ile
molekiiler calismalarin (Piwowarski ve ark., 2018; Q1 ve ark., 2017) bunu takip ettigi
goriilmektedir. Familyaya ait yeni tiirlerin kesfi de yapilan calismalarla slirmektedir.
Ornegin; Posof (Ardahan) ve Catak’tan (Van) toplanan Asteraceae taksonlarmna ait
Senecio grandidentatus Ledep. ve Senecio doriiformis DC. subsp. doriiformis tiirlerinin

Tiirkiye florasi i¢in yeni kayitlar oldugunu belirlenmistir (Budak ve ark., 2009).

Icerik analizleri fraksiyonlama ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi gibi
caligmalar g6z Oniine alindiginda diinya genelinde 150 cins ve 3500 tiir ile ifade edilen
Senecio cinsine ait ¢alismalarin olduk¢a az oldugu gdzlenmistir. Ozellikle total ekstre
uygulamalarina karsin fraksiyonlara ayrilmis ya da saf olarak elde edilmis oziitlerle
yapilan ¢alismalar, etken madde-hedef agisindan incelendiginde daha fazla onem arz
etmektedir. Ornedin; Asteraceae familyasina ait baz1 bitki tiirlerinin ¢igek, yaprak ve
govdelerinin aseton, etanol ve metanol ekstrelerini elde ederek antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinin yam sira toplam fenolik madde miktar1 ile flavonoid

iceriklerini belirlemistir (Kog, 2013). Calismasinda, antioksidan aktivite tayinini 1,1-
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difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) metodu ile gergeklestirmis ve Centaurea arvense
yapragimin metanol Oziitliniin en iyi sonucu verdigini belirlemistir. Fenolik igerik
bakimindan da Carduus acanthoides’in en zengin bitki oldugunu belirlemistir.
Antimikrobiyal aktivite c¢alismasinda ise Onopordum acanthium ve Centaurea
solstitialis tiirlerinden elde edilen etanol ektresinin Bacillus subtilis liremesini yiiksek
derecede inhibe ettigini ancak Candida albicans susuna karsi higbir Oziitiin aktivite

gostermedigini belirtmistir (Kog, 2013).

Senecio cinsine ait tiirlerden elde edilen pyrrolizidine gibi alkolodlerin farkli
toksik aktivitelere sahip oldugu bilinirken sistein ve metyonin gibi bilesenlerin ise
koruyucu etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (McLean, 1970). Pirolizidin gibi toksik
savunma bilesenlerinin bulunduklar1 tiirlere istilact karakter kazandirdiklar1 One
siiriilmektedir (Cheng ve ark., 2017). Omegin; Senecio vulgaris tiiriiniin asetolaktat
sentetaz (ALS) gibi ¢esitli aminoasitlerin sentezinden sorumlu enzimi inhibe edebilen
birden fazla bilesen igerdigi ve bu sekilde gevresiyle rekabet ettigi belirtilmistir (Délye
ve ark., 2016). Bu baglamda Tiire ve Kd&se (2000)’nin yaptiklari calismaya gore,
Eskisehir ve ¢evresinde tarimsal verimi etkileyen; 32 familyaya ait 75 cins ve 91 farkli
tir ve tiir alt1 takson teshis edilmis ve bu tiirlerin ¢ogunun Asteraceae (Compositae)
familyasina ait oldugu belirtilmistir. Belirlenen taksonlarin %39’u bugday tarlarinda,
%?25°1 pancar tarlalarinda, %14’{i yonca tarlalarinda ve %12’si tarim alanlarinda yayilis
gosterdikleri saptanmistir. Benzer ¢alisma Tongel ve Ayan (2005) tarafindan Samsun ili
cayir ve meralarinda, (Coruh ve Zengin, 2009) tarafindan ise Erzurum yoresinde tarim
alanlarinda yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda tarim bitkilerinin gelisimini engelleyen
Senecio vernalis’in de i¢inde bulundugu pek ¢ok yabanci otun varlig: tespit edilmistir.
Bazi calismalarda ise Senecio vernalis tiiriinlin allelopatik bir 6zellik tasimadigi ve bitki
tiirleri Uizerine fitotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir (K.A.Obaid ve J.R.Qasem.,

2005).

Ote yandan bu tiirlerin ugucu karakterdeki bilesenlerin ise larvasidal (Lawal ve
ark., 2016), repellent (Lopez ve ark., 2018), antibakteriyel (Joshi ve ark., 2019),
antifungal ve fitotoksik (Singh ve ark., 2016) aktiviteleri yapilan ¢alismalarda ortaya
konmustur. Senecio vernalis tiiriinden elde edilen total ekstrelerinin de antimikrobiyal
ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu yakin zamanda yapilan caligmalarla ifade

edilmistir (Balpinar ve Okmen, 2018). Ayrica benzer niteliklere ugucu karakterdeki
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bilesenlerin de neden olabilecegi rapor edilmistir (Uciincii ve ark., 2010; Yildirim,

2008).

Eroglu ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada Senecio tropezuntinus Boss.
tiriinden elde ettikleri metanol ekstresinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini
incelemislerdir. Calismada S. tropezuntinus eksterelerinin insan lenfositlerinde
Mikroniikleus (MN), Mitotik Indeks (MI) ve Replikasyon Indekslerinde (RI) azalmaya
neden olabilecegi saptanmustir. MI ve Ri oranlarindaki azalmayz, tiiriin antiproliferatif
ve antimitotik bir ajan olabilecegine ve MN yiikselmesinin de yiiksek
konsantrasyonunda S. tropezuntinus'un kanserojen ve genotoksik olabilecegine

baglanmistir (Hartmann ve Dierich, 1998; Portero ve ark., 2012).

Bu cinse ait tiirlerin toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktiviteleri de
arastirilmistir. Calismalar sonucunda; Senecio ekstraktlarinin gida ve eczacilik gibi pek
cok endiistri alaninda dogal kaynaklar olarak kullanilabilecegi vurgulanmigtir (Albayrak
ve ark., 2008; Albayrak ve ark., 2015). Ancak Burrows veTyrl (2013)’da belirttigi gibi
insanlarin Senecio tiirlerinden elde edilen bitkisel ¢aylardan zehirlenmeleri miimkiin
olabilecegi i¢in kullanimlarinin kontrol altinda olmasi gerekmektedir. Ozellikle Senecio
vernalis in papatya gibi oldugunu ve yanliglikla hasat edilebilecegi konusunda dikkat

edilmesi gerektigi vurgulanmistir (Stevanovic, 2007).

Biyopestisit potansiyeline sahip bitki koruyucu o6zelligi olan benzofurane tipi
seskiterpenlerin (kakalol, bisabulan karyofil, hunilan) Senecio cinsine ait tiirlerden izole
edildigi bilinmektedir (Karis, 1993). Senecio vernalis’den izole edilen euparine,
Integerrimine ve Senecionine bilesenlerinin (Avula ve ark., 2018; Bolhmann, 1986;
Hartmann ve ark., 1989), yaprak kurduna (Spodoptera litura) kars1 aktif (Morimoto ve
ark., 2006), ve koleopteran (Tenebrio molitor) iizerinde ise toksik ve biiylime inhibitorii

olduklar1 belirlenmistir (Carrizo F ve ark., 1998).

Yiiksek oranda biyolojik aktiviteye sahip ugucu yaglarin varligimi belirlemek
i¢in Gaz Kromatografisi-Alev Iyonizasyon Detektorii (GC-FID) ve GC-MS ile yapilan
calismada Senecio vernalis’ten altmis dokuz bilesen tespit edilmistir (Usta ve ark.,
2009). Bagc1 ve Kilig (2013) ise ayni bitkiden elde edilen ugucu yaglarin 39 bilesen
igerdigini belirtmislerdir.

Senecio vernalis 'den yiiksek dozlarda toksik olabilecek pirolizidin alkaloitlerinin

fitotoksik ve fitokimyasal ozelliklerini belirlenmesine yonelik yapilan c¢aligmalarda
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(Ceribasi, 2005; Ehmke ve ark., 1988; Moll ve ark., 2002) ayn1 zamanda bu alkaloitlerin
sentezini saglayan enzimler de belirlenmistir. Toksik olmasinin yani sira kanserojen
oldugu da belirtilen bu maddenin (Loizzo ve ark., 2009; Ober ve ark., 2000) bitkiler
tarafindan ekzojen kaynakli tehlikelere karsi koruma sagladigi vurgulanmistir.
Yumurtlayan tavuklarin diyetine eklenen s6z konusu bitki ekstrelerinin oliimciil

seviyelerde olmadig1 ancak yumurta kalitesini diislirdiigii belirlenmistir (Erdksiiz ve

ark., 2008).

Yapilan literatiir taramasinda tiirle ilgili genetik markirlar kullanilarak yapilan
calisma sayisinin  sinirlt  oldugu belirlenmistir.  Bu c¢alismalardan bazilarinda
kodlanmayan (ITS) bolgeler ile kloroplast DNA’sinin sekans analizlerini Rastgele
Arttirilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemiyle tiir filogenetik agidan incelenmis
(Comes ve Abbott, 1999; Moritz ve Kadereit, 2001) bazilarinda ise mikrosatellit
markirlarin genetik ¢esitliligi belirlemede kullanilabilecegi vurgulanmistir (Erfmeier ve
ark., 2013). Benzer sekilde tetraploid olan Senecio mohavensis spp. Breviflorus ile
hekzaploid olan Senecio hoggariensis tiirlerinin niiklear ve kloroplast DNA’lar ile
taksonlar1 arasindaki farkliliklariin ise Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi

(AFLP) ile belirlemislerdir (Kadereit ve ark., 2006).

Polimeraz Zincir Reaksiyona (PCR) dayali molekiiler teknikler, sistematik,
filogeni, populasyon genetigi ve genom haritalama ¢aligmalarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Burr, 1994; Ozel, 2008; Rfalski ve Tingey, 1993; Welsh ve
McClelland, 1990; Williams, 1990). Calismamizda genetik degisimlerin belirlenmesi
icin kullanilan ve bu markerlardan biri olan RAPD genetik markirlarin tanimlamasinda,
genetik uzaklig1 belirlemede, siniflandirmada, gen kaynaklarinin tanimlanmasinda

(Williams ve Clair, 1993) ve genetik haritalama i¢in kullanilabilirligi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyaller

3.1.1. Bitkisel materyaller

Calismada kullanilan Senecio vernalis bitkisi 2015-2016 yillar1 arasinda
ciceklenme donemlerinde Mus Alparslan Universitesi kampiis alanindan toplandi.
Toplanan bitki golgede kurutulduktan sonra blenderde pargalanarak calisilacagi giine
kadar oda sicakliginda muhafaza edildi. Calismada kullanilan Hordeum vulgare L.
(Tarm 92) tohumu Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden, Amaranthus retroflexus
yabani bitki tohumu ise Mus Alparslan Universitesi kampiisiinden toplandi (Sekil 3.1).
Bitkiler Atatiirk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yusuf
KAY A tarafindan teshis edildi.

-y 3 P N »,_._i': ? .t?'&?—;'i':lft {3
Sekil 3.1. Habitatinda Senecio vernalis (Mus Alparslan Universitesi Kiilliyesi, Giizeltepe-Mus)

Foto: H. Kurt

3.1.2. Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal c¢alismada kullanilan mikroorganizmalar Mus Alparslan
Universitesi Merkezi Laboratuvarmdan temin edildi. Test mikroorganizmalarindan
dordii Gram-negatif bakteri (Klebsiella pneumoniaee AATC 13883, Escherichia coli
ATCC 36218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterobacter aerogenes ATCC
13048) olup, gl Gram-pozitif bakteri (Bacillus megaterium DCM32, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633) olarak secildi. Maya olarak {i¢
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farkli tiir kullanilarak (Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae ve Candida
albicans ATCC 10231) toplam 10 mikroorganizma iizerinde calisildi (Cizelge 3.1).
Kontrol grubu olarak bakterilerde gentamisin, maya suslarinda ise fluconazole

antibiyotik diskleri kullanildi (Alan ve ark., 2016; Koksal ve ark., 2017).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

No Mikroorganizma adi Sus numarast  Morfolojik "Gram Deney
goriiniim Ozelligi Besiyeri

1 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Basil Negatif MHB-MHA
2 Escherichia coli ATCC 36218 Basil Negatif MHB-MHA
3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Basil Negatif MHB-MHA
4 Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Basil Negatif MHB-MHA
5 Bacillus megaterium DSM 32 Basil Pozitif MHB-MHA
6 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Kok Pozitif MHB-MHA
7 Bacillus subtilis ATCC 6633 Basil Pozitif MHB-MHA
8 Candida albicans ATCC 10231 Maya - MEB-MEA
9 Yarrowia lipolytica - Maya - MEB-MEA
10 Saccharomyces cerevisiae - Maya - MEB-MEA

MHB: Miiller Hinton Broth, MHA: Miiller Hinton Agar
MEB: Malt Exract Broth, MEA: Malt Eksrakt Agar

3.1.3. Cahisma kiiltiirleri ve besiyerleri

Stok kiiltiirler %30 gliserol-distile saf su icinde -20 °C’de muhafaza edildi.
Stoktan alinan mikroorganizmalarin sivi besiyeri iceren tiiplere ekimleri yapilarak
caligsma kiiltiirleri hazirland1. Bakteriler siv1 besiyeri olan Miiller Hinton Broth (MHB)’a
asilanarak 37'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Maya suslari ise Malt Exract Broth
(MEB) sivi  besiyerine asilanarak 27 C’de 48 saat inkiibasyona birakildu.
Mikroorganizmalar sivi besiyerlerinde aktiflestirildikten sonra agarli besiyerleri

hazirlandi.



3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler ve ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan kimyasallar
Kloroform
Hekzan
Miiller Hinton Broth
Agar
Niikleik Asit Estraksiyon Kiti
Agaroz
Borik asit

VC 100bp Markir

PCR Buffer

Ethidium bromiir

ITK hazir aliiminyum plaklari

25
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Calisma Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi altyapisi kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan

cihazlar ise Cizelge 3.3’te sunuldu.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan cihazlar

No Cihaz Adxr Marka ve Model

1 Blender Warmg Commercial Blender
2 Derin Dondurucu Arcelik Tiirkiye

3 Elektroforz sistemi Cleaver MS120410 609

4 Jel goriintiileme sistemi Cleaver Seri No G11-110113016
5 PCR cihazi NYX Teknik, In¢ Seri No 00041
6 Santrifiij Centrion Seri No 081229

7 Inkiibator Wise Both Kore

8 Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu

9 Mikrodalga firin Argelik MD564 Tiirkiye

10 Otamatik pipet Ecopipette Denmark

1 Hassas terazi AND GR-200 Japon

12 Derin dondurucu Ugur UDF 7SL

13 Manyetik karistiric Wisestir MSH-20A

14 Soxhlet Labware S&H 45/40

15 Mantolu 1s1tict Elektro mag MX110 Tiirkiye
16 Steril kabin Mikrotest

17 Su banyosu Wisebath WB22T1SAL Kore
18 Otoklav Niive OT 40L

19 Saf su cihazi Liston BO 172-0416

20 UV-lamba

21 Cam kolon

22 Evaporator Heidolph

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstrelerin hazirlamisi

Calismada kullanilan Senecio vernalis tiirliniin toprak tstii kisimlarn (gigek,

yaprak ve govde) parcalanarak toz haline getirildi. Bitkiden 25-30 g tartilarak soxhlet

cihaziyla yaklasik 4 saat kloroform, metanol ve hekzan ekstreleri elde edildi (Sekil 3.2).

Her bir ekstrenin ¢oziiciisii evaporatorle ugurularak galigilacagi giine kadar +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi (Oskay, 2015; Sapc1 ve Vural, 2017).
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gL

Sekil 3.2. Soxhlet cihaziyla ekstrenin eldesi ve evaporatdrle ¢dziiciiniin ugurulmast

3.2.2. Antimikrobiyal aktivite analizi

Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in disk diflizyon
yontemi kullanildi. Pozitif kontrol grubunda bakterilerde Gentamisin (10ul), maya
suslarinda ise Fluconazole (FCA-25) standart antibiyotik diskler kullanildi. Negatif
kontrol grubunda ise kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO)’nun mikroorganizmalar
tizerinde ki etkisini belirlemek i¢in dort farkli (5, 10, 15 ve 20 ul) konsantrasyonda

calisilmis ve herhangi bir aktivitenin olusmadig tespit edilmistir.

3.2.3. Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Calismada kloroform, metanol ve hekzan ¢oziiciileriyle elde edilen ekstrelerin
antimikrobiyal etkilerini belirlemek icin disk difiizyon yontemi kullanildi. -30°C’de
muhafaza edilen mikroorganizmalar aktiflestirildikten sonra steril kabinde 0Oze
yardimiyla MHB siv1 besiyerine asilanip 37 C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Maya
suslar1 ise MEB s1v1 besiyerine asilanarak 27 C’de 48 saat inkiibasyona birakildi (Anar
ve ark., 2016). Siirenin sonunda hazirlanmis olan bakteri siispansiyonu, Mac Farland
standardi ile karsilagtirilarak yogunlugu ayarlandi. Antimikrobiyal aktivite belirlenirken,
hazirlanmis olan bakteri kiiltiirlerinden 0.5 Mc Farland (~1.10° kob/ml) alinarak Miiller
Hinton Agar (MHA) besiyerine, maya suslarindan da ayni miktarda alinarak Malt
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Eksrakt Agar (MEA) besiyerine steril drigalski ile homojen bir sekilde yayilmasi
sagland1 (Berber ve ark., 2013; Ilgim ve ark., 1998).

Disk difiizyon metodunda kullanilan diskler (Whatman No:1) 6 mm’lik olup
kullanimdan oOnce steril edildi. Bitki oziitleri DMSO’da c¢oziilerek hazirlanmais,
seyreltmelerde ise ayni sekilde DMSO ile alt1 (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 ve 0.2
mg/ul) farkli konsantrasyonda hazirlanarak disklere emdirildi (Sekil 3.3). Ekimi yapilan
besiyerlerine esit araliklarla diskler yerlestirilip oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek
disklerin besiyerine emilmesi saglandi. Mikroorganizmalarin katt (MHA ve MEA)
besiyerine ekimi yapildiktan sonra bakteri plaklarini 37° C’de 24 saat, maya plaklari ise

27° C’de 48 saat inkiibasyona birakildi (Onbasili ve ark., 2011).

Sekil 3.3. Bitki ekstresi emdirilmis disklerin bakteri ekimi yapilmis besiyerlerine yerlestirilmesi

3.2.4. Cimlenme deneyleri

Hordeum vulgare ile Amaranthus retroflexus tohumlarinin ylizeysel
sterilizasyonu, %5’lik sodyum hipoklorit (NaOCL)’de 10 dk bekletildikten sonra en az
5 kez saf suyla yikanarak saglandi. Esit biiyiikliikteki tohumlar segilerek in vitro
ekimleri yapildi. Ekstreler DMSO ile ¢oziilerek 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 mg/ul
dozlarinda tohumlara uygulandi. Tohumlar 22°C’de bir hafta etiivde bekletildikten
sonra kok ve govde oOlgiimleri yapildi (Sekil 3.4). Cimlendirilen bitki 6rnekleri DNA
izolasyonunun yapilacagi giine kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Deneyler {i¢ paralelli

olarak gerceklestirildi.
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Sekil 3.4. Bir haftalik gelisimin ardindan numunelerin kok ve gévde uzunliklari 6lgiimii

3.2.5. DNA izolasyonu

Cimlendirilen bitki ornekleri sivi azotta ezilerek toz haline getirilip DNA
izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu Vivantis markali hazir kit (GF-1 Nucleic Acid
Extraction Kits) ile prosediire uygun sekilde yapildi (Bozari, 2016; Cristina ve ark.,
2013).

Genomik DNA oOrneklerinin  miktar ve safliklar1 jel elektroforezi ve
spektrofotometrik absorbans degerleri (A260nm/A280nm) olcililerek yapildi. 1.1-1.8
arasinda hesaplanan Ornekler saf DNA’lar olarak belirlendi. 50 (DNA igin
multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme katsayisi) x OD260 (260nm’de okuma degeri)
formiilii ile stoktaki DNA miktar1 belirlendikten sonra PCR asamasinda kullanilmak
iizere steril saf su ile seyreltildi (Ozel, 2008; Sevindik ve ark., 2013b; Tunali ve ark.,
2017).

3.2.6. RAPD’de kullamilan cozeltiler

Agaroz jel (%1)

Icerik Miktar
Agaroz lg
Distile su 100 ml

1 gr agaroz tartilir 95 ml saf steril su Sml 10X (TBE) Tris Borik asit EDTA ilave
edildi. Cozelti mikrodalgada 2 -3 dakika 1sitilarak homojen hale getirildi.



10X TBE hazirlama

Icerik

Tris

Borik asit

EDTA

30

Miktar
108 g
S5¢g
93¢g

Tris ve Borik asit 800 ml saf suda ¢6ziildii. Daha sonra EDTA eklendi ve son

hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dk sterilizasyon islemi gergeklestirildikten

sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.2.7. RAPD-PCR protokolii

Senecio vernalis bitkisinden elde edilen 6ziitlerin uygulandigr Hordeum vulgare

L. (Tarm 92 Arpa) ve Amaranthus retroflexus (Horozibigi) i¢cin RAPD-PCR’da

kullanilan primerler Cizelge 3.4’ te verilmistir.

Cizelge 3.4. RAPD-PCR’da kullanilan primerler ve DNA sekans bilgileri

No Primer Primer sekansi
1 Primer 1 5’—3’ CGGGGGATGG
2 Primer 2 5’—3> CTGCTGGGAC
3 Primer3 5’—>3’> GTGCTCGTGC
4 Primer 4 5’—3> GAGCACGGGG
5 Primer 5 5’—3> GGGTGGTTGC
6 Primer 6 5’—3> GGGGGCTTGG
Primer 7 5’—3> GGTGGCGGGA
Primer 8 5’—3’ CCGAATTCCC
Primer 9 5’—3’> CAGGCCCTTC
10 Primer 10 5’—3> CAGGCCCTTC

RAPD-PCR asamasinda; steril 0,5ml PCR tiiplerine 3 ul 10x buffer tamponu,
(10 mg/mL) (0,6) pL ANTP (10mM) 1.2 uL MgCI (50 Mm) 3 pl DNA (10ng/mL) 1.2

uL primer (25 pmol) ve 0.5 pL 5Unit/uL Taq DNA polimeraz enzimi konuldu.

Cozeltiye saf su eklenerek 30 pL’ye tamamlandi. Hazirlanmis olan orneklerin icinde

bulundugu tiipler thermocycle cihazina yerlestirildi. Cimlendirilen Hordeum vulgare L.

(Tarm92-Arpa) ve Amaranthus retroflexus (Horozibigi) i¢in uygun PCR dongiisii

(Cenkeci ve ark., 2009) asagidaki gibidir.
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1) PCR aleti otomatik olarak 4 dk 94 °C’de tutuldu,
2) 40 dongii olacak sekilde her bir dongii sirasiyla,
45 sn 94°C
45sn 36 °C
1dk 72 °C basamaklarindan olusturuldu.
3) Son olarak 8 dk 72 °C’de tutularak siire¢ tamamlandi.
4) PCR cihazindan ¢ikarilan 6rnekler +4 “C’de saklandi.

3.2.8. Agaroz jel elektroforezi

% 1’°lik agaroz jel hazirlama
v' 0,5 gr agaroz tartilir.
v' 45 ml saf su + 5ml TBE
v Mikrodalgada 1sitilarak homojen olmasi saglandi.
v' Uzerine 2l Ethidium bromid eklenerek hafif karistird.
PCR o6rneklerinden 6 pl DNA cekilip Loader boyayla karistirilarak kuyulara
yiikleme yapildi. Daha sonra 1X TBE tamponunda 80 voltta 50 dk yiiriitildii ve

goriintliileme sisteminde bantlar goriintiilenip fotograflar ¢ekildi.

3.2.9. RAPD teknigi ve genomik kararhihgin belirlenmesi

Her bir primer i¢in tim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve
yoklugu, negatif kontrol RAPD profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve
artmalar agaroz jel goriintiileme cihaz1 ve Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics)

yazilimiyla belirlendi. Genomik kalip sabitliligi, tim primer tirtinleri igin 100 * (1 - %)

formiiliinden yararlanilarak hesaplandi. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi i¢in
tespit edilen RAPD polimorfik profillerini, » ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda
elde edilen DNA’daki toplam bant sayis1 olarak belirlendi. Uygulama sonrasi gruplara
ait RAPD profillerinde gozlemlenen polimorfizm oranmi kontrol grubunu baz alinarak
yeni bir bandin olugmasi veya mevcut olan bandin kaybolmasini kapsamaktadir. Farkli
parametrelerin genomik sabitliginin (GTS) karsilastirabilmek i¢in, bu parametrelerdeki
degisiklikler kontrollerine (%100’e sabitlenecek) gore ylizde degisim olarak hesaplandi
(Aksakal ve ark., 2010; Sevindik ve ark., 2013a).
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3.2.10. DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) giderme aktivitesi dl¢iimii

Senecio vernalis’den elde edilen fraksiyonlarin DPPH serbest radikali giderme
aktivitesi Bursal (2011)’de belirtilen (Blois, 1958) metoduna gore yapildi. DPPH
¢ozeltisi 1 mM konsantrasyonda hazirlandi.  Orneklerden ise 1 mg/ml
konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Test tiiplerine ii¢ farkli konsantrasyonda
cOzelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3 ml olacak
sekilde etanol ile tamamlandi. Daha sonra her bir 6rnege hazirlanan DPPH ¢6zeltisinden
1 ml ilave edildi. Numuneler 30 dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildikten
sonra etanolden olusan kore kars1 517 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Kontrol olarak 3 ml

etanol ve 1 ml DPPH c¢6zeltisi kullanildi.

3.2.11. ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikali giderme

aktivitesi ol¢iimii

Senecio vernalis’den elde edilen fraksiyonlarin ABTS serbest radikalini giderme
aktivitesi Re (1990) tarafindan belirtilen metoda gére yapildi. Oncelikle 2 mM’lik
ABTS c¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenerek
ABTS radikalleri {iretildi. Fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarina birer ml ABTS
radikal ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Tampondan
olusan kore kars1 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

3.2.12. ince tabaka kromatografisi

Calismada kullamlan ITK yonteminin, izolasyon ve saflastirma ¢alismasi
sonucunda elde edilen fraksiyonlar i¢in normal faz silika jel 60 kolon dolgu maddesi

kullanildi (Akay, 2015; Astari, 2012).

Ana (total) ekstrenin fraksiyon ve saflastirma islemleri icin silika jel ( 35-40 gr)
tartilip hekzan ile siispansiyon haline getirildi. Biiyilk boy cam kolon sabitlendikten
sonra dip kismina az miktarda pamuk yerlestirildi ve akis hizi ayarlandi. Numune
ornekleri 4-5 g tartilip DMSO ¢6ziiciislinde ¢oziildiikten sonra cam kolona tatbik edildi
(Sekil 3.5). Kolon ylizeyinin bozulmamasi i¢in iizerine pamuk yerlestirildi ve Cizelge
3.5’te gosterildigi gibi polaritesi farkli oranlarda artacak sekilde ¢oziicli sistemiyle

yiiriitiilmesi sagland1 (Akay, 2015; Tan, 2008).
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Sekil 3.5. Silika jel kolon kromatografisi

Cizelge 3.5. Silika jel kolon kromatografisinde kullanilan ¢6zgen sistemler

Cahisilan Ekstreler Cozgen Sistemi Karisim Oranlar

Kloroform Hekzan: EtOAc 1/1: 3/2: 7/3: 6/1: 5/1
Metanol Hekzan: EtOAc 1/1: 3/2: 7/3: 6/1: 5/1
Hekzan Hekzan: EtOAc 1/1: 3/2: 7/3: 6/1: 5/1

Yapilan deneme c¢aligmalarinda en iyi yiirilitiici mobil fazin hekzan-etilasetat
oldugu belirlenmis ve calismaya (hekzan: EtOAc 1/1,3/2,7/3,6/1 ve 5/1) bu ¢dzgen
sistemiyle devam edilmistir. Elde edilen fraksiyonlar, ITK ile incelenerek yakin olan
fraksiyonlarin bir araya getirilmesi saglanmistir. Calisma sonucunda toplam 20 farkli

fraksiyon elde edilmistir.

Sekil 3.6. Fraksiyonlama islemi
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Bitki oziitlerinde yer alan maddeler UV altinda etken maddelere ait leke veya
bantlar, UV-Lamba’da 254-366 nm dalga boylarinda goriintiilendi (Bakirel, 2002).
Calismanin sonucunda 366 nm dalga boyunda kirmizi-floresan Ozellikte renkli bir
maddenin varlig1 tespit edildi. Bu maddenin tim ekstrelerde ortak olarak bulundugu

tespit edildi.

Silika jel kolon sonucunda elde edilen tiim fraksiyonlarin antimikrobiyal
aktiviteleri Ol¢tildii. Calisma sonucunda aktivite gdsteren maddeler kloroform alt ektresi
(KAES), metanol alt ekstresi (MAE3, MAE4, MAES) ve hekzan alt ekstresi ( HAE3,
HAE4) Cizelge 3.6’da belirtilmistir.

Cizelge 3.6. Kolon kromatografisi ile Senecio vernalis tiiriinden elde edilip aktivite gosteren alt ekstreler

Ekstre Kloroform Metanol Hekzan
Toplam grup sayisi 7 5 5
Aktivite gosteren MAE3, MAE4,
fraksiyon (18 MAES IELAIES, [Elnla

3.2.13. YPSK ile fenolik i¢erik analizi

(Calismada elde edilen fraksiyonlar, fenolik igeriklerinin belirlenmesi i¢in YPSK
ile analiz edildi. Standart olarak 14 farkli fenolik madde kullanild1 (askorbik asit, gallik
asit, katesol, kafeik asit, vanilin, sinnamik asit, rosmarinik asit, mirisetin, salisilik asit,
absisik asit, kersetin, apijenin, kemferol, kurkumin). Analizler Agilent Technologies
1260 marka HPSK cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Calismada mobil faz olarak A:
%1°1ik asetik asit ile B: (%100) Asetonitril ¢oziiciileri kullanildi. Cihazda C-18 kolonu
kullanildi ve sicakligi 28+2, akis hiz1 ise 0.7 ml/dk olarak ayarlandi. Ekstraktlar
diklorometanda ¢oziiniip, 1 mg/ml olarak hazirlandi. Enjeksiyon hacmi ise 20 pl olarak

belirlenip 272, 282 ve 310 nm dalga boylarinda 6l¢iimler yapildi.

3.2.14. GS-MS analizi

Kolon kromotografisi ile fraksiyonlara ayirdigimiz metanol ve kloroform
ekstrelerine ait igerik analizleri GS-MS cihaz1 ile NIST ve WILEY Kkiitiiphaneleri
kullanilip Malatya In6nii Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda analiz edildi. Hekzan
ekstresine ait icerikler ise Giresun Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda analiz edildi

(Albay, 2008; Cetin ve ark., 2016; Oskay, 2015).
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3.2.15. istatistik analizler

Antimikrobiyal, antioksidan, c¢imlenme deneyleri ve fenolik igeriklerin
analizinde elde edilen degerler arasindaki farkliliklar1 tespit etmek amaciyla SPSS v.
22.0 istatistik programi kullanildi. Degerler One way ANOVA c¢oklu karsilastirma testi

ile analiz edildi.

RAPD tekniginde elde edilen polimorfik bantlar ise TOTAL Lab TL120 adh

programda analiz edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Senecio vernalis Tiiriinden Elde Edilen Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivite
Sonuclari

Senecio vernalis tiirlinden kloroform, metanol ve hekzan c¢oziiciileriyle elde
edilen total ve alt ekstrelere ait bazi dozlarin farkli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlendi. Ekstrelere ait veriler ve uygulama

grafikleri Cizelge 4.1- 4.9°da sunulmustur.

Coziiciisii ucurulup kat1 ya da vizkoz halde elde edilen total ekstreler DMSO’da
¢oziilmils ve saf DMSO negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi. Cizelge 4.1- 4.9°da
goriildiigii gibi, DMSO emdirilen disklerde herhangi bir inhibisyon zonu olusmadigi
gozlendi. Pozitif kontrol grubunda kullanilan gentamisin antibiyotik diskinin, beklenen
sekilde Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde farkli sekilde aktivite gosterdigi tespit
edildi.

Bakterilerde gentamisin antibiyotik diskin mikroorganizma suslarma karsi
gostermis oldugu inhibisyon zon caplari belirlenip gosterdigi etki sirasiyla soyledir,
Gram pozitif bakteriler > Gram negatif bakteriler seklinde olup; Klebsiella pneumoniae
13883 = Escherichia coli 36218 = Pseudomonas aeruginosa 9027 = Enterobacter
aerogenes 13048 > Bacillus megaterium DSM32 = Staphylococcus aureus 25923 =
Bacillus subtilis 6633 seklindedir. Ayrica, maya tiirlerinde kullanilmis olan fluconazole
antibiyotik diskinin inhibisyon zon ¢aplart ise Candida albicans 10231 > Yarrowia

lipolytica > Saccharomyces cerevisiae seklinde 6l¢iildii.

Senecio vernalis’'ten elde edilen kloroform ekstresinin antimikrobiyal aktivite
sonucunda, Gram negatif ve Gram pozitif bakteri tlirlerinde yiiksek dozlarmin etkili
oldugu, maya tiirlerinde ise herhangi bir etki gdstermedigi belirlendi. Cizelge 4.1°de
goriildigi gibi Staphylococcus aureus 25923 ve Escherichia coli 36218’e uygulanan
bes dozun maksimum aktivite gosterdigi ve 14 mm c¢apinda inhibisyon zonu
olusturdugu goriildii. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise Bacillus megaterium
DSM32’e karsi, 9 mm inhibisyon zonu olusturdugu gézlendi. Bunun yani sira Candida
albicans 10231, Yarrowia lipolytica ve Saccoromices cerevisiae’e karsi inhibisyon
zonu olusturmadigr belirlendi. Kloroform (total) ekstresinin antimikrobiyal aktivite

sonucunda olusan inhibisyon zon 6l¢timleri Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.1°de sunuldu.
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Cizelge 4.1. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Kloroform (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve  0.000625 0.00125 0.005 *Pozitif
Dozlar/ SH pg/nL pg/nL pg/nL kontrol
mf;:t’z'l‘;m 0.0£0.0°  0.0:0.0°  7.75:025"  7.5:0.5 9.5:0.5° 9.0£0.0°  25.0:0.0°

’;Z;’ti’li’: 0.0£0.0° 0.0£0.0° 6.00.0" 7.540.5¢ 9.5:0.5! | 0755025 | 25.0+0.0°
E"l’;f;‘;’:;‘:s” 0.0£0.0° 0.00.0° 6.550.5" 7758025  10.5:05°  10.75:025¢  23.0:0.0¢
Esc’ii';i”h’” 0.020.0" 7.0+0.0 10.5£0.5° | 11.75£0.25° | 14.0+1.0° 13.540.5° | 23.0+0.0°

Klebsiella a a b ¢ d d e
newmoniae 0.0+0.0 0.0+0.0 7.540.5 9.0£0.0 11.5£0.5 11.5+0.5 23.0+0.0

P Zi’r‘l‘f;'t':‘lz;’:s 0.0£0.0° 0.0£0.0° 8.0+0.0° 9.540.5¢ 11.5£0.5¢ | 12.75£0.25° | 23.00.0'

S‘“”;’Zﬁ‘;’;"“‘s 0.020.0° 7.0+0.0° 9.5+0.5° 11.5+0.5° 9.75+0.25° 13.041.0° | 25.0+0.0°

acl‘l’)’lfézzz 0.0+0.0° 0.0£0.0° 0.0+0.0" 0.0£0.0° 0.020.0" 0.020.0° 35.0£0.0°

S"ccce’r"e':tf’s'i';ye“‘ 0.0£0.0* 0.0£0.0* 0.0£0.0° 0.00.0* 0.0+0.0° 0.00.0° 0.0+0.0°

11;;;;;:;2 0.0+0.0° 0.0£0.0° 0.0+0.0" 0.0£0.0° 0.020.0" 0.020.0° 22.0+£0.0

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler icin Gentamisin, maya tiirleri icin Fluconazole diskleri kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gozlenmemistir.

Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda énemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢api, n: tekrar sayisi

Klebsiella pneumoniae Total Kloroform Ekstresi W g, erobacter aerogenes Total Kloroform Ekstresi

Sekil 4.1. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Kloroform (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1 (R=mm)

Kloroform ekstresinden elde edilen ve kolon kromatografisinde 5.gelen
kloroform Alt Ekstresi 5 (KAES) bileseninin bakteriler arasinda 5-14 mm arasinda

inhibisyon zonlar1 olusturdugu goriildii. Buna bagli olarak en diisiik aktivitenin
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Staphylococcus aureus’a karst 0.02 pg/uL. dozunda oldugu ve en yiiksek aktivitenin ise
Escherichia coli ve Bacillus subtilis’a kars1 oldugu tespit edildi. Ayrica aym1 KAES
ekstresinin funguslara kars1 herhangi bir aktivite gostermedigi de gozlendi. Varyans
analizi Duncan c¢oklu test ile karsilastirililip standart sapma ve ortalama degerleri
belirlendi. S6z konusu alt ekstrenin bakterilerde artan doza bagli olarak kontrole gore
onemli sayilabilecek derecede aktivite gosterdigi, funguslarda ise herhangi bir aktivite

gostermedigi tespit edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Senecio vernalis Waldst. & Kit. kloroform (total) ekstresine ait KAES maddesi uygulanmis
mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve  0.000625  0.00125 0.0025 0.01 0.02 *Pozitif
Dozlar/ SH pg/pL pg/pL pg/pL pg/pL pg/pL kontrol
Il 0.0:0.0°  7.0+0.0° 7.5+0.5 9.00.0° 9.5+0.5 14.0£0.0°  25.0+0.0°
megaterium
Bacillus 0.0£0.0° | 0.0+0.0° 6.5+0.5" 8.0+0.0° 7.540.5¢ 10.0£0.0° | 25.0+0.0°
subtilis
Enterobacter 5 4.0 00 5.020.0° 6.0£0.0" 6.75:0.25"  7.5£0.5 9.040.0°  23.0+0.0°
aerogenes
E“'zeo’l’ic’"“ 0.0£0.0° | 6.0£0.0° 7.520.5" 7.5+£0.5° 9.5+0.5¢ 13.0£0.0° | 23.0+0.0
Klebsiella a b c c d e f
! 0.0:0.0"  7.00£0.0 8.75+0.25 9.540.5 11.0+0.0 12.5+0.5 23.00.0
pneumoniae
Pseudomonas | 4.000  6.020.0" 9.00.0° 9.540.0° 12.00.0° 13.540.5° | 23.0£0.0°
aerugmosa
Staphylococcus g 0.10.00  0,0+0.0" 0.00.0° 7.5+0.5" 9.020.0° 105:0.50  25.0:0.0°
aureus
Candida 0.0:0.0° | 0.0£0.0° 0.00.0° 0.0:0.0° 0.00.0° 0.0£0.0° | 35.0£0.0°
albicans
Saccharomyces g 1502 0,0£0.0° 0.00.0° 0.0:0.0° 0.0£0.0° 0.0£0.0° 0.0:£0.0°
cerevisiae
Yarrowia 0.0£0.0° | 0.0%0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0+0.0° 22.0+0.0°
lipolytica

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler i¢in Gentamisin, maya tiirleri i¢in Fluconazole diskleri kullanilmigtir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni kolondaki ayn1 harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda énemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢aps, n: tekrar sayisi

Senecio vernalis’ten elde edilen total metanol ekstresinin uygulandigi tiim
dozlarda Saccharomyces cerevisiae disinda tim mikroorganizmalara karsi kuvvetli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi agikga goriildii. Antimikrobiyal aktivite en yliksek
Candida albicans 10231 (30 mm), Yarrowia lipolytica (30 mm) ve Pseudomonas
aeruginosa 9027 (15 mm) tiirlerinde Olgiiliirken, en diislik aktivite Bacillus megaterium
DSM32 ile Staphylococcus aureus 25923 (11mm) tiirlerinde Ol¢iildii. Metanol total

ekstresinin inhibisyon zon Olgiimlerine ait varyans analizleri incelendiginde ekstrenin
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istatistiksel olarak Onemli derecede inhibisyona neden oldugu goriildi (Cizelge 4.3;

Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve  0.000625 0.00125 0.0025 0.005 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH ng/pL ng/pL ng/pL pg/pL pg/pL kontrol
mf;;t’g';jm 5.550.5" 70800 6505  8.00.0% 8.5:0.5 105£0.5°  25.0+0.0'

’i‘:;’;’;ss 5.5£0.5" | 6.5£0.5" | 7.5:0.5"¢ 9.020.0° 85:05¢ | 11.5:0.5° | 25.020.0°
E/’;Z‘Z) ‘;i‘;fse’ 5.5+0.5 7.0+0.0° 7.5+0.5"¢ 9.0+0.0° 8.5+0.5%4 12.0£0.0° | 23.0£0.0°
Es”’zeo’l’ic’"“ 5.550.5" | 7.040.0° 7.5:0.5" 8.520.5" 105£0.50 | 115805 23.0£0.0°
ane’Z’:’:Z“’w 6.5+0.5" 7.5+0.5 9.00.0 9.5+0.0" 11.0£0.0° 1254050 | 23.0+0.0°

P Z‘Z‘:Z;ZZ;’:S 6.0£0.0° 6.5£0.5" 9.5£0.5 10.00.0° 12.5+0.5¢ 145405 | 23.0+0.0°

S’“"Zﬁ‘;”s“"s 6.0£0.5 6.5+0.5 9.00.0 9.01.0" 9.5+0.5" 11.0+0.0° = 25.0£0.0"

SI‘Z'I’;’:;‘; 0.0£0.0°  0.0+0.0° 23+1.0° 23.5:0.5" 26.560.5° | 20.0+1.0° | 35.0+0.0°

S"fg’;‘e’;’s’t,’;yem 0.0£0.0* 0.0£0.0* 0.00.0° 0.00.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0£0.0°

tr’;‘)’ﬂ’;lf;.“c’a 0.0£0.0° 0.0£0.0* 21.0£1.0° | 23.50£0.50°¢ | 25.5£0.5° | 29.25+0.75% | 22.0+0.0*"

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler icin Gentamisin, maya tiirleri icin Fluconazole diskleri kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmis ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda énemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢apu, n: tekrar sayisi

Total Metan i Yarrowia lipolytica " Total Metanol Ekstresi

Sekil 4.2. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1 (R=mm)

Senecio vernalis tiiriinden elde edilen metanol (total) ekstresinin antimikrobiyal
aktivite olusumuna neden olanetken madde veya maddeleri belirlemek icin kolon
kromatografisi ¢alisilip total ekstre bes farkli alt fraksiyona ayrildi. Antimikrobiyal

aktivite gosteren alt fraksiyonlar1 belirlemek i¢in yapilan testte 5 farkli alt fraksiyondan
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3’tntin (MAE3, MAE4 ve MAES) oOnemli sayilabilecek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptandi.

MAE3 alt ekstresinin uygulandigi mikroorganizmalarda artan doza bagl olarak
aktivite gosterdigi tespit edildi. Cizelge 4.4’te de goriildiigii gibi en yiiksek aktivite
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karst 0.02 pg/uL dozunda
tespit edildi. Maya tiirlerinde ise, MAE3 ekstresinin sadece Saccharomyces cerevisiae
tiirlinde aktivite gosterdigi, Candida albicans ve Yarrowia lipolytica’da ise herhangi bir

mikrobiyal aktivite gostermedigi gozlendi.

Cizelge 4.4. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresine ait MAE3 maddesi uygulanmis
mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve  0.000625 0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH ng/pL ng/pL pg/pL pg/pL pg/pL pg/pL kontrol
Lzl 0.0£0.0°  0.0£0.0°  0.0:0.0°  6.0:0.0°  6.5:0.5 85505  23.0£0.0°
megaterium
Bacillus 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 6.0£0.0 6.75£0.25° | 7.75£0.25¢ | 23.0£0.0°
subtilis
Bl 0.0£0.0° 0.0£0.0° 0.0£0.0°  5.75:0.25" = 6.75+0.25" 7.540.5 25.00.0°
aerogenes
Esc’;‘;'l’ic”’” 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 7.0+0.0° 7.5£0.5" 9,0+0.0° 25.0+0.0°
LUn 0.0+0.0° 0.0:0.0° 0.00.0" 6.0£0.0 7.0+0.0° 8.5+0.5° 25.0£0.0¢
Ppneumoniae
Pseudomonas 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 6.0£0.0 6.75+0.25¢ 8.0+0.0° 25.020.0°
aeruginosa
S’“":’ﬁ‘;‘;"""s 0.0£0.0°  0.0£0.0°  0.0:0.0°  65:05"  7.75:025°  9.0:0.0°  23.0£0.0°
Candida 0.0£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 35.0+0.0°
albicans
Saccharomyces . g» 0.0£0.0* 0.00.0" 0.0:0.0°  6.75£0.25" 8.0+0.0° 0.00.0°
cerevisiae
Yarrowia 0.0:0.0° 0.0:0.0°" 0.0£0.0° 0.00.0° 0.0:0.0° 0.0:0.0° 22.0+0.0°
lipolytica

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler i¢in Gentamisin, maya tiirleri i¢in Fluconazole diskleri kullanilmigtir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢apu, n: tekrar sayisi

MAE4 alt ekstresi ile yapilan antimikrobiyal aktivite testlerinin ¢ogunda artan
doza bagl olarak antimikrobiyal etki tespit edildi. Alt ekstrenin Escherichia coli ve
Bacillus megaterium mikroorganizmalarma karst 0.02 pg/uL dozuda en yiiksek
aktiviteyl gosterdigi belirlenitken Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans,
Yarrowia lipolytica’min hicbir dozunda herhangi bir antimikrobiyal etki gozlenmedi.
MAE4 maddesinin olusturdugu zonlarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi. S6z
konusu maddenin maya tiirlerinde herhangi bir inhibisyon olusturmadigi gozlendi

(Cizelge 4.5; Sekil 4.3).
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Cizelge 4.5. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresine ait MAE4 maddesi uygulanmig
mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve 0.000625  0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif

Dozlar/ SH ng/pnL ng/pnL pg/pnL pg/pnL pg/pL pg/pL kontrol
Bacillus megaterium 5.0£0.0° = 5.0£0.0" 5.75£0.25" 6.75£0.25° = 7.0+0.0° | 8.75:0.25°  23.0+0.0°

Bacillus subtilis 0.0£0.0° | 5.0£0.0°  6.0+0.0° 6.5+0.5° | 7.75+0.25% | 7.5+0.5¢ 23.0+0.0°

Enterobacter aerogenes 0.0£0.0° = 5.0£0.0" 5.75£0.25" = 7.0£0.0° = 6.75+0.25°  7.5+0.25° 25.0+0.0°

Escherichia coli 0.0£0.0° | 0.0+0.0° | 5.75+0.25" | 6.75£0.25°  7.5+0.5° 9.0+0.0° 25.0+0.0°

Klebsiella pneumoniae 0.0+0.0* = 0.0£0.0°  6.0+£0.0"  5.75+0.25"  7.0+0.0° = 7.75+0.25°  25.0+0.0°

Pseudomonas

N 0.0£0.0* | 5.0£0.0"  5.0+£0.0" | 5.75+0.25° | 6.5+0.50" 8.0:+0.0° 25.0£0.0"
aeruginosa

Staphylococcus aureus 0.0£0.0° = 0.0+0.0°  5.0£0.0" | 5.75£0.25°  7.0£0.0° | 7.75+0.25°  23.0+0.0"

Candida albicans 0.0+0.0" | 0.0:+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0" 35.0+0.0

Saccharomyces

. . 0.0£0.0* = 0.0+0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0* 0.0:£0.0* 0.0£0.0* 0.020.0"
cerevisiae

Yarrowia lipolytica 0.0+£0.0" | 0.0+0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0* 22.0+0.0°

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler i¢cin Gentamisin, maya tiirleri i¢in Fluconazole diskleri kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmis ve zon olusumu gozlenmemistir.

Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢ap1, n: tekrar sayist

Escherichia coli MAE4 Ekstresi Bacillus subtilis 2 MAE4 Ekstresi

Sekil 4.3. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresine ait MAE4 maddesi uygulanmis
mikroorganizmalarin olusturdugu inhibisyon zonlar1 (R=mm)

MAES maddesinde olusan inhibisyon zon 6l¢timleri belirlenip bakterilerde artan
doza bagl olarak antimikrobiyal aktivite tespit edildi. En yliksek aktivite Escherichia
coli ve Bacillus megaterium’a kars1 elde edildi. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda,
genelde doza bagli artan oranlarda inhibisyon zonlarinin meydana geldigi goriildi

(Cizelge 4.6; Sekil 4.4).
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Cizelge 4.6. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresine ait MAES maddesi uygulanmig

mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve 0.000625 0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH ng/nL ng/nL ng/uL ng/uL ng/uL ng/uL kontrol
Bacillus megaterium 5.0+0.0" 0.0£0.0° | 6.75£0.25" | 7.75£0.25° | 8.5+0.5° 10.0+£0.0? | 23.0+0.0°
Bacillus subtilis 0.0+0.0* 0.0+0.0° 0.0+0.0° 6.75+£0.25" |  8.0+0.0° 8.5+0.5° | 23.0+0.0¢
el s 0.0+£0.0" 6.0£0.0° | 6.75£0.25" | 8.040.0° | 8.75+0.25" | 9.75+0.25° | 25.0+0.0"
aerogenes
Escherichia coli 0.00.0* 6.0+£0.0* | 6.75£0.25™" | 7.5+0.5" | 8.75+0.25° | 10.0+0.0° | 25.0+0.0°
Kilebsiella a a b c d o f
! 0.0£0.0 6.0£0.0 6.75£0.25" | 7.75:0.25° | 9.0£0.0? | 9.75£0.25° | 25.0+0.0
pneumoniae
Pseudomonas 0.0£0.0" | 5.75+0.25" | 6.0£0.0° | 6.75£0.25" | 8.0£0.0° | 8.75+0.25° | 25.0+0.0°
aeruginosa
S‘“”"l’;’i”efl';“’"s 0.0£0.0° 0.0£0.0° 7.0+0.0" 6.5+0.5" | 7.75+0.25" | 9.0£0.0° | 23.0+0.0°
Candida albicans 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.020.0" 0.0£0.0° | 35.0+0.0°
Saccharomyces 0.00.0" 0.00.0" 0.00.0" 0.0+0.0° | 0.0+0.0° | 7.5:05" | 0.0+0.0°
cerevisiae
Yarrowia lipolytica |  0.0£0.0" 0.0£0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0£0.0° | 7.25+0.25" | 22.0£0.0°

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler icin Gentamisin, maya tiirleri icin Fluconazole diskleri kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gézlenmemistir.
Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)
SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢api, n: tekrar sayisi

Sekil 4.4. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Metanol (total) ekstresine ait MAES maddesi uygulanmis

MAES Ekstresi

Staphylococcus aureus

MAES Ekstresi

mikroorganizmalarin olusturdugu inhibisyon zonlar1 (R=mm)

Senecio vernalis’ten elde edilen hekzan (total) ekstresinin uygulandigi

antimikrobiyal aktivite testinde, hemen hemen tiim dozlarin bakterilerde 6-13 mm,

mayalarda 22-30 mm c¢aplar1 arasinda zonlar olusturarak mikroorganizmalarin

gelisimini inhibe ettigi belirlendi (Sekil 4.5). Fakat total maddenin Saccharomyces

cerevisiae’ya karsi herhangi bir aktivite gostermedigi goriildi.

Olusan inhibisyon
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zonlart sirasiyla; Candida albicans 10231 > Yarrowia lipolytica > Enterobacter
aerogenes 13048 = Pseudomonas aeruginosa 9027 = Escherichia coli 36218 > Bacillus
megaterium DSM32 = Bacillus subtilis 6633 > Klebsiella pneumoniae 13883 >
Staphylococcus aureus 25923 > Saccharomyces cerevisiae seklinde siralanmistir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Hekzan (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve | 0.000625 0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH pE/ pL ug/ 118 uy 118 uE/ pL uy 118 ug/ uL kontrol
mg::t'e’i’;;m 7.75+0.25" | 8.75£0.25™" | 9.5+0.5"¢ 10.0+0.0° 10.5£0.5° | 11.75£0.25° | 25.0+0.0°
Bacillus subtilis | 8.5+0.5" 9.5+0.5° 9.5+0.5° 9.75+0.25° 11.5+0.5" 12.0+0.0" 25.0+0.0°
E;'Z”r’o ‘;f’e’:f:se’ 7.5£0.5" | 85:0.5" 105:0.5" | 10.75£025" | 11.5£0.5° | 12.75:0.25° | 23.040.0°
Esc’fﬂ'l’ic’”“ 65£0.5" | 7505 | 9.00:0.0° | 10.5:0.5° | 12.25:0.25° | 13.020.0¢ | 23.00.0°
pf:i’:’:;’t‘;e 7258025 | 7.50.5" 8.0:0.0° | 925:025" | 10.060.0° | 11.2550.25° | 23.040.0°
P ;i’r‘:;'::z;’:s 7.520.5" 8.5:0.5" | 11.2520.25" | 10.5+0.5" | 12.0£0.0"* | 12.75£0.25% | 23.0+0.0°
S‘“P:i’r”efl‘;"""s 6.5+0.5" 7.0+0.0*" 7.520.5" 8.0£0.0" | 875£0.25% | 10.020.0° | 25.020.0"
acl‘,’)';iii‘; 0.0:£0.0 0.0:£0.0 21.0+1.0° 24.5:0.5" | 26.5:0.5°¢ | 29.0+1.0° | 35.0+0.0°
S"ccce’r"e’;f’s'i';ye“s 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0:0.0 0.0£0.0 0.00.0 0.0£0.0 0.0£0.0
I’:;Z;;"’C'Z 0.00.0 0.0+0.0 21.0£1.0° | 22.0+0.0™ | 23.5:05" | 26.5£0.5° | 22.0£0.0*

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler icin Gentamisin, maya tiirleri icin Fluconazole diskleri kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢ap1, n: tekrar sayist

Pseudomonas aeruginos:

0.01 pg/uL
002pghl | »
— 7
0.005pglhl (, 0.0025 gL 4
: o

4

Sekil 4.5. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Hekzan (total) ekstresi uygulanmis mikroorganizmalarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1 (R=mm)
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Hekzan total ekstresinden elde edilen HAE3 maddesinin artan doza bagli olarak
en az aktiviteyi Bacillus megaterium, Bacillus subtilis ve Pseudomonas aeruginosa’a
kars1 gosterdigi tespit edildi (Cizelge 4.8). Ayni ekstrenin herhangi bir antifungal
aktivite gostermedigi belirlendi. Artan doza bagimli olarak olusan zonlar arasinda

istatistiksel olarak dnemli farklar tespit edildi.

HAE4 ekstresi ise en yiiksek aktiviteyi Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
ve Staphylococcus aureus’a kars1 0.02 ng/uL dozunda gosterdi. Bakteri suslar1 arasinda
orta derecede bir inhibisyonun olustugu goriildii. Maya tiirlerinde ise herhangi bir

aktivitenin gozlenmedigi tespit edildi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Hekzan (total) ekstresine ait HAE3 maddesi uygulanmis
mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve 0.000625 | 0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH ng/nL ng/nL ng/uL ng/uL ng/uL ng/nL kontrol

Bacillus megaterium 0.0+0.0* | 0.0+0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0* 6.75£0.25" | 6.75£0.25" | 23.0+0.0°

Bacillus subtilis 0.0£0.0* | 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0* 6.5+£0.5" 7.75+0.25¢ | 23.0+0.0°

Enterobacter aerogenes 0.0£0.0° | 0.0+£0.0* | 5.75+0.25* | 6.77+0.22" 7.5+0.5"¢ 8.0+0.0° 25.0+0.0°

Escherichia coli 0.0+0.0° | 0.0+0.0" 0.0+0.0" 6.00.0" 6.75+0.25°¢ 8.00.0° 25.0+0.0¢

Klebsiella pneumoniae 0.0+0.0* | 0.0+0.0" 6.0£0.0* 6.0+0.0" 6.75+0.25" 7.5+0.5¢ 25.00.0°

Pseudomonas

. 0.0£0.0° | 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0* 6.75+0.25" 8.0+0.0° 25.0+0.0°
aeruginosa

Staphylococcus aureus 0.0£0.0° | 0.0+0.0* | 0.0+0.0* 6.0£0.0" | 6.75+0.25"° | 7.5£0.5° | 23.0+0.0°

Candida albicans 0.0£0.0° | 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0" 0.0+0.0* 35.0+0.0"

Saccharomyces

g 0.0£0.0* | 0.0£0.0" 0.0:£0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0"
cerevisiae

Yarrowia lipolytica 0.0£0.0° | 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0* 0.0+0.0" 0.0+0.0* 22.0+0.0°

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler i¢in Gentamisin, maya tiirleri i¢in Fluconazole diskleri kullanilmusgtir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmig ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢ap1, n: tekrar sayis
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Cizelge 4.9. Senecio vernalis Waldst. & Kit. Hekzan (total) ekstresine ait HAE4 maddesi uygulanmis
mikroorganizmalarin olusturdugu zonlar ve istatistiksel analizi (R=mm, n=2)

Bakteriler ve | 0.000625 0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02 Pozitif
Dozlar/ SH ug/ puL ug/ puL p&/ uL uE/ puL uE/ puL ug{ puL kontrol
ST 0.0£0.0° | 0.0£0.0° | 0.0:0.0" | 6.0£0.0° 7.0£0.0° | 7.75x0.25¢ | 23.0+0.0°
megaterium
Bacillus 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.020.0" 6.020.0" 7.0+0.0° 7754025 | 23.0+0.0°
subtilis
i 0.020.0° 0.0:£0.0° 0.0:£0.0° 0.0£0.0° 6.5+0.5" 7.75£0.25° | 25.0+0.0°
aerogenes
Esc’;‘;’l’;.c""“ 0.0£0.0° | 0.0£0.0" | 0.0£0.0° | 00:00° | 7.75:025" | 85x0.5° | 25.0:0.0°
Klebsiella a a a a b ¢ d
! 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0:0.0 6.75£0.25" | 7.75£0.25 9.0+0.0 25.00.0
pneumoniae
Pseudomonas 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.020.0" 0.0+0.0" 6.75+0.25" 7.540.5 25.040.0¢
aeruginosa
S’”"t’l’i’r‘;fl‘;""“s 0.0£0.0' | 0.0£0.0° | 0.0£0.0" | 65:0.5° | 7.75:025" | 875:025" | 23.0+0.0¢
Candida 0.00.0° 0.00.0° 0.0:0.0° 0.00.0° 0.00.0° 0.0£0.0° | 35.0+0.0°
albicans
Saccharomyces | . g0 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0£0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0"
cerevisiae
Yarrowia 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0" 0.0+0.0° 22.0+0.0"
lipolytica

*Pozitif kontrol grubunda bakteriler i¢cin Gentamisin, maya tiirleri i¢in Fluconazole diskleri kullanilmistir.
Negatif kontrol olarak DMSO kullanilmis ve zon olusumu gézlenmemistir.

Ayni kolondaki ayn1 harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

SH: Standart hata, R: Inhibisyon zonu ¢apu, n: tekrar sayisi

Mevcut ¢alismada S. vernalis’ten ctanol ve saf su ekstreleri de elde edilmis
ancak bu ekstrelerin herhangi birinde mikrobiyal aktivite gozlenmemistir. Bundan
dolay1 ¢alismaya aktivite gosteren ekstreler ile devam edilmistir. Nitekim benzer bir
calismada etanol ekstresi yiiksek dozlarda (200 mg/ul) uygulanmasina ragmen herhangi
bir antimikrobiyal aktivite gostermemistir (Tosun ve ark., 2004). Ayn1 durum Alkofahi
ve ark. (1990) tarafindan da rapor edilmistir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde ekstreler arasinda en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi metanol ve hekzandan elde edilen total ekstrelerin
gosterdigi belirlenmistir. Total ekstrelerin alt ekstrelere oranla daha etkili olmasi,
bilesenlerin topluca uygulandiklari zaman sinerjik etki gdstermeleriyle aciklanmistir.
Total kloroform ekstresinin alt ekstresiyle (KAES) ile yaklasik olarak benzer sonuglar
vermesi bu ekstredeki etken maddelerin cogunun KAES5 de sakli oldugunu
gostermektedir. Ote yandan fraksiyonlardan 6zellikle KAE5 nolu maddenin floresan
ozellikte oldugu belirlenmistir. Senecio vulgaris ve Senecio inaequidens tlrlerinden
elde edilen kloroform ekstrelerinin ¢alismamiza konu olan Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterilerine

kars1 herhangi bir aktivite gostermedigi ancak Trichophyton tonsurans ile Microsporum
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gypseum funguslarina karsi aktivite gosterdigi onceki calismalarda da belirtilmistir
(Loizzo ve ark., 2004). Aymi ¢alismada Candida albicans’a kars1 herhangi bir aktivite
tespit edilemeyip mevcut ¢alismamizla benzerlik gézlenmistir. Ancak ayni bakterilere
kars1 ayn1 ¢ozgenden elde edilen bilesenlerin farkli etki gdstermesi bu ekstrelerin ayni

cins dahi olsa igerik olarak farkliliklar gdsterebilecegini gostermektedir.

Metanol ekstresinin ise total uygulamada pozitif kontrole gore diisiik ancak doza
bagimli antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Fraksiyonlama asamasinda
3. 4. ve 5. sirada gelen bilesenlerin ise digerlerine oranla dnemli sayilabilecek aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. En fazla aktivite gosteren alt ekstre MAE3 iken en diisiik
aktivite MAE4 ekstresinde tespit edilmistir. Senecio cinsine ait farkl tiirlerden elde
edilen metanol eksterelerinin bircok mikroorganizmaya karsi aktivite gosterdigi
literatlirde de belirtilmistir (Albayrak ve ark., 2008; Albayrak ve ark., 2015; Tundis ve
ark., 2007).

Hekzan ekstresi total olarak uygulandigi mikroorganizmalar1 en diisiik dozlarda
dahi etkilerken alt ekstrelerin diisiik dozlarda aktivite gdstermedigini yiiksek dozlarda
ise total uygulamaya gore diisiik oranda aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Diisiik
dozlarda tespit edilen antimikrobiyal aktivitenin, degerlendirilmeyen alt ekstreler ile
HEA3 ve HEA4 ekstrelerinin birlikte aktivite gosterebilecegini gostermektedir. Loizzo
ve ark. (2006) tarafindan total uygulama yapilan mikroorganizmalarda hekzan
ekstrelerinin metanol, etanol, biitanol ve kloroform ekstrelerine gore daha etkili oldugu
belirtilmistir. Ancak bu c¢aligmada dikkat ¢eken ve mevcut ¢alismamizdan farkli olan
durum ise ekstrelerin Candida albicans’a kars1 herhangi bir aktivite gdstermemesidir.
Bu durum yukarida da bahsedildigi gibi cins aym olsa da tiirlerin farkli olmasiyla

aciklanmugtir.

4.2. Senecio vernalis Tiiriinden Elde Edilen Ekstrelerin Hordeum vulgare ile
Amaranthus retroflexus Tohumlarinin Cimlenme Oranlari Uzerine Etkileri

Senecio vernalis tiriinden elde edilen kloroform, metanol ve hekzan ekstrelerine
ait fraksiyonlar ¢cimlendirilen Hordeum vulgare ile Amaranthus retroflexus tohumlarina

0.1,0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 ng/uL olmak iizere bes ayr1 dozda uygulandi.

Kloroform ekstresinden elde edilen KAES5 maddesinin uygulandigi Hordeum
vulgare L. tohumlarinin kok-govde gelisimlerinde kontrole kiyasla fazla bir degisim

goriilmedir. Ozellikle kokte 0.1 pug/uL ve 1.6 pg/uL dozlarinda kontrole oranla kismi
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degisimler tespit edildi. Govde Olgiimlerinde ise 2. 3. ve 4. dozlarda 6nemli farklar
tespit edildi. Ayn1t madde Amaranthus retroflexus tohumlarina uygulandiginda gévde
uzunluklar1 dlciilebilecek seviyeye ulasamadigi i¢in degerlendirilmedi. Bundan dolay1
sadece kok uzunluklart dikkate alindi. Amaranthus retroflexus tohumlari kontrole gore
istatistiki olarak birbirine yakin oldugu ve olusan farkin istatistiksel olarak Onemli

olmadig1 gozlendi (Cizelge 4.10, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Cizelge 4.10. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES5 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare ve
Amaranthus retroflexus tohumlarimin kok ve gévde uzunluklar: (U=cm, n=3)

SH H. vulgare A. retroflexus™
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/ul 3.5+0.86" 7.25+1.25%° 5.87+0.42*°
0.2 pg/uL 5.25+1.37%°¢ 5.5042.02° 6.87 £0.65°
0.4 ng/ul 8.37+1.54 "¢ 10.16+0.6>¢ 5.83+£0.16*"
0.8 pg/uL 9.52+1.65"¢ 11.00+0.5>¢ 6.37+0.37%°
1.6 pg/uL 6.37+2.7*° 11.75+0.25° 4.66 £0.92°
Kontrol 7.25+1.05°¢ 6.66+1.01*" 5.66 £0.44*°

Duncan’s multiple range testine gére P<0,05 seviyesinde 6nemli

Ayni kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)
*Govde gelisimi dlgiilemedi
SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayist

Sekil 4.6. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)
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Sekil 4.7. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES ekstresinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Metanol ekstresine ait MAE3 maddesi Hordeum vulgare bitkisine uyguladiginda
kok uzunlugunda kontrole gore kismi degisimlere neden oldugu goriildii. Ancak gévde
uzunlugu ile Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok gelisiminde istatistiksel olarak

kontrole gére dnemli bir degisim gozlenmedi (Cizelge 4.11, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Cizelge 4.11. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare
ve Amaranthus retroflexus tohumlariin kok ve govde uzunluklar: (U=cm, n=3)

SH H. vulgare A. retroflexus™
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/uL 4.5+0.54° 5.5+1.29° 6.5+0.54"
0.2 pg/ul 4.16 £0.44° 5.0+1.56" 5.16+0.60°
0.4 ng/ul 1.25+0.25° 4.62 +1.96° 5.5+0.28%
0.8 ug/ul 433 +1.42° 6.0 £1.79° 5.62+0.55°
1.6 pg/uL 6.5+0.64° 7.25+1.68° 6.5+0.64"
Kontrol 3.66+1.01*° 6.87+2.43° 6.5+0.64°

Duncan’s multiple range testine gore P<0,05 seviyesinde 6nemli
Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)

*Govde gelisimi dlgiilemedi
SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayisi
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Sekil 4.8. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Sekil 4.9. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

MAE4 maddesinin Hordeum vulgare tohumlarma uygulanmasiyla kok
Ol¢timlerinin kontrole yakin oldugu ve aralarindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlendi.
Govde uzunluklarinda ise tiim dozlarin kontrole gore dnemli sayilabilecek degismelere
neden oldugu tespit edildi. Ote yandan Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok
gelisiminin kontrole gore herhangi bir etkiye neden olmadigi belirlendi (Cizelge 4.12,

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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Cizelge 4.12. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin uygulandigi Hordeum
vulgare ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok ve gévde uzunluklari (U=cm, n=3)

SH H. vulgare A. retroflexus
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/ul 5.0+0.28%" 2.0+1.0° 5.87+0.77°
0.2 pg/uL 5.5+1.04%° 7.33+1.36° 6.62+0.55°
0.4 ng/ul 7.33 +0.88° 3.0£1.0° 6.87+0.51°
0.8 pg/uL 3.66+0.92° 3.5+0.5° 5.75£1.05°
1.6 pg/uL 5.16+1.16>° 2.0£1.0° 6.12+0.82°
Kontrol 6.0 £0.57*" 11.5+0.5¢ 6.62+0.62°

Duncan’s multiple range testine gore P<0,05 seviyesinde 6nemli

Ayni kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)
*Govde gelisimi dlgiilemedi

SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayist

Sekil 4.10. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Sekil 4.11. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)
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Metanol ekstresinden elde edilen MAES maddesinin Hordeum vulgare
tohumlarina kars1 yiiksek oranda aktivite gostermedigi ve kontrole gore yakin oldugu
(0.1 pg/ul 0.2 pg/pul ve 0.8 pg/ul) gozlendi. Kontrole kiyasla aralarindaki istatistiki
farkin 6nemsiz oldugu tespit edildi. Govde uzunluklarinda ise tiim dozlarin kontrole
yakin oldugu ve inhibisyona neden olmadig1 gozlendi. Amaranthus retroflexus
tohumlarinin kok gelisiminde de istatistiki olarak onemli bir fark gozlenmedi (Cizelge
4.13, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

Cizelge 4.13. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin uygulandigi Hordeum
vulgare ve Amaranthus retroflexus tohumlariin kok ve gévde uzunluklari (U=cm, n=3)

SH H. vulgare A. retroflexus™
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/ul 4.5+0.95° 5.16£1.09° 6.0£0.57*°
0.2 pg/uL 4.75+0.85*° 10.83£1.75° 7.16+0.44°
0.4 pg/ul 3.87+0.62° 9.75+0.75° 7.0£0.57°
0.8 ug/uL 6.0£1.08*° 10.25+0.75° 6.66+0.88°"
1.6 pg/uL 7.0£1.29° 3.25+0.75° 4.66+0.72°
Kontrol 4.75+0.47*° 5.25+0.75° 6.66+0.33*°

Duncan’s multiple range testine gore P<0,05 seviyesinde 6nemli
Ayni1 kolondaki ayni harfle ifade edilmis drnekler arasinda nemli fark yoktur (P<0,05

*Govde gelisimi dlciilemedi
SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayisi

Sekil 4.12. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.

tohumlar1 tizerine etkisi (U=cm)
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Sekil 4.13. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Hekzan ekstresinden elde edilen HAE3 maddesinin Hordeum vulgare kok

gelisimini i1lk doz disinda pek etkilemedigi ve kontrole kiyasla aralarindaki farkin

onemli olmadig belirlendi. Govde uzunluklarinda ise kontrole goére 0.8 ug/uL dozu

disinda istatistiki olarak 6nemli bir fark saptanamadi. Bu durum Amaranthus retroflexus

tohumlarinda ise 0.8 ug/uL dozunun disinda tespit edildi (Cizelge 4.14, Sekil 4.14 ve

Sekil 4.15).

Cizelge 4.14. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum

vulgare ve Amaranthus retroflexus tohumlarinin kok ve gévde uzunluklar1 (U=cm, n=3)

SH H. vulgare A. retroflexus*
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/pul 4.66+1.33" 11.33+2.1™ 7.0£0.57%°
0.2 pg/ul 12.0+£0.0° 8.5+0.5 "¢ 7.75+0.25°
0.4 ng/ul 9.33+0.33° 10.62+1.7*¢ 6.76+0.64 "
0.8 pg/uL 10.66+0.66 ° 14.0+1.0° 6.75+1.25°°
1.6 pg/pL 11.66+0.33° 4.50+1.5° 6.33+0.44°
Kontrol 11.0+£1.15° 6.0+2.0*° 8.5+0.28"

Duncan’s multiple range testine gére P<0,05 seviyesinde 6nemli
Ayni kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda énemli fark yoktur (P<0,05)

*QGovde gelisimi dl¢iilemedi
SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayisi
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Sekil 4.14. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Sekil 4.15. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Hekzan ekstresine ait HAE4 maddesinin Hordeum vulgare tohumlarina ait kok
uzunluklarimi istatistiksel olarak Onemli sayilabilecek oranlarda degistirdigi govde
gelisiminde ise kontrole kiyasla 6nemli bir degisim olusmadig1 gozlendi. Amaranthus
retroflexus tohumlarinda da Onemli sayilabilecek inhibisyon olugmadigi belirlendi

(Cizelge 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).



54

Cizelge 4.15. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin uygulandigi Hordeum
vulgare ve Amaranthus retroflexus tohumlariin kok ve gévde uzunluklari (R=cm, n=3))

SH H. Vulgare A. retroflexus™
Dozlar Kok Govde Kok
0.1 pg/uL 12.66+0.66 ¢ 13.66+1.85° 7.16£0.44°
0.2 pg/uL 9.0+£0.57 "¢ 10.66+2.02° 6.5+0.28"
0.4 ng/ul 9.0+0.57 ¢ 13.16+1.15° 7.16+0.44°
0.8 pg/uL 7.66+1.85° 14.0+1.15° 6.76+0.39°
1.6 ng/uL 8.33+1.45° 12.0+1.15° 7.5£0.28*
Kontrol 3.83+1.09° 12.33+2.33° 6.8+0.91°

Duncan’s multiple range testine gére P<0,05 seviyesinde 6nemli

Ayni kolondaki ayni harfle ifade edilmis 6rnekler arasinda 6nemli fark yoktur (P<0,05)
*Govde gelisimi dlgiilemedi

SH: Standart hata, U= uzunluk, n: tekrar sayist

Sekil 4.16. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin ¢imlenen Hordeum vulgare L.
tohumlari iizerine etkisi (U=cm)

Sekil 4.17. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstesinin ¢imlenen Amaranthus retroflexus
tohumlar1 tizerine etkisi (U=cm)
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Cimlenme deneyleri sonunda elde edilen verilere gore arpa ve horozibigi
tohumlarina farkli dozlarda uygulanan alt ekstrelerin cogunlukla etki gdstermedigi tespit
edildi. KAES ekstresinin arpa ve horozibigi tohumlariin kok uzunluklarinda énemli
sayilabilecek bir etki yaratmadigi belirlendi. Arpa tohumlarinin 3. 4. ve 5. dozlarinda
kontrole gore fark olustugu tespit edildi. MAE3’iin herhangi bir grupta inhibisyona
neden olmadig1 tespit edilirken MAE4’iin sadece arpa tohumlarinin govdelerinde
istatistiksel farklar olusturdugu, MAES’in de benzer sekilde arpa tohumlarmin gévde
biiyiimesini inhibe ettigi sonucuna varildi. HAE3’{in inhibisyona neden oldugu ancak
bunun diizenli olmadig tespit edilirken HAE4’iin diger ekstrelerin aksine arpa
tohumlarinin koklerinde 6nemli farklar olusturdugu ancak gévde drneklerinde anlaml

fark olusturmadigi belirlendi.

Allelokimyasal igeren bilesenlerin uygulandiklari tohumlarda ¢imlenme oranlari
ile kok ve govde gelisimini etkiledigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Basile ve ark.,
2000; Siddiqui ve ark., 2009). Ozellikle fenolik karakterdeki bilesenlerin tohum
c¢imlenmesinin ilk asamasi sayilan solunum (6zellikle glikoliz asamasi) ve oksidatif
pentoz fosfat yolu enzimlerini olumsuz etkileyerek ¢imlenmeyi engelledigi belirtilmistir
(Muscolo ve ark., 2001). Herhangi bir ¢ozgenle izole edilmeyen ugucu karakterdeki
bilesenlerin ise uygulandiklar1 bitki tohumlarinin gerek radikula gerekse epikotil
kisimlarinda daha yiiksek oranlarda inhibisyonlara neden oldugu bilinmektedir
(Benvenuti ve ark., 2017; Hazrati ve ark., 2017). Aktivite gosteren bilesenlerin biiyiik
bir cogunlugunun ugucu yaglar, saf su ve etanol ekstrelerinin oldugu tespsit edilmistir.
Mevcut ¢alisgmamizda dikkate deger bir inhibisyon goriinmemesinin sebebi ekstrelerin
bu ¢ozgenler disinda farkli ¢ozgenlerle elde edilmesine baglanmistir. Nadiren de olsa
baz1 c¢alismalarda farkli bitkilerden elde edilen metanol ekstrelerinin ¢imlenmeyi
olumsuz etkiledigi belirtilmistir (El-Amier ve ark., 2015). Bu farkliligin nedeni farkl
tirlerde farkli sekonder metabolitlerin olabilecegi dolayisiyla degisik aktiviteler

sergileyebileceklerini gostermektedir.

4.3. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) Analizleri

Senecio vernalis tiirlinden elde edilen ve antimikrobiyal aktivitesi test edilen
bilesenler akabinde Hordeum vulgare ve Amaranthus retroflexus tohumlarina uygulanip

cimlenmeye etkileri belirlendi. Bir haftalik ¢imlenme siiresi sonunda oOlgililen kok ve
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govde siirgiinleri genomik c¢alismalarda kullanilmak {izere toplandi. Farkl
oligontikleotid primerlere karsi uygulanan ekstrelerin olusturdugu genomik degisim
RAPD teknigiyle belirlendi. PCR ile ¢ogaltilan numuneler agaroz jel elektroforezinde
yiriitiildiikten sonra TOTAL LAB v.120 programinda degerlendirildi. Bu dogrultuda
yeni olusan ve kaybolan bantlara gore genomik stabilite (GTS) tespit edildi.
Cimlendirilen bitki tohumlarina bes farkli dozlarda uygulanan ekstrelerin genel olarak
genomik stabiliteyi fazla bozmadiklar1 ancak polimorfik bant olusumuna neden
olduklar1 belirlendi. Uygulama sonucunda olusan polimorfik bantlar; kaybolan, yeni

olusan ve ifade miktar1 degisen bantlar olarak ifade edildi.

KAES ekstresi Hordeum vulgare tohumlarina uygulanmis ve kontrol grubunda
toplam 117 polimorfik bant elde edildi. Olusan polimorfik bantlarin 2. doz disinda, doza
bagimli arttig1 ve genomik stabiliteyi ters orantili olarak diisiirdiigii belirlendi (Cizelge

4.16 Sekil 4.18).

KAES ekstresinin Amaranthus retroflexus (yabani) tohumlarina uygulanmasi
sonucunda ise kontrol grubunda toplam 122 polimorfik bant elde edildi. Uygulamada

polimorfizm oranlarinin dozdan bagimsiz degistigi ancak bu degisimin kontrolle

kiyaslandiginda 6nemli bir farka neden olmadigi tespit edildi (Cizelge 4.17, Sekil 4.19).

MAE3 ekstresinin Hordeum vulgare tohumlar lizerindeki etkisi incelendiginde,
kontrol grubunda toplam 139 polimorfik bant elde edildi. Polimorfik bantlarinin
dozlardan bagimsiz bir sekilde arttigi gozlendi. Olusan 40 polimorfik bant
incelendiginde 1. dozda en diisiik polimorfizm orani1 (%28.77) tespit edilirken, en
yiiksek polimorfizm oranin 2. dozda toplam 63 polimorfik bant ile %45.32 olarak
belirlendi (Cizelge 4.18, Sekil 4.20).
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Cizelge 4.16. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES5 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare
tohumlarinin RAPD profilleri

GTS oram

Primer
Adi
P-1 4 + | 281,107,254
+ 103
P-2 6
o 130,744,791,
P3 1 121,101,106
+
P4 14 141,541
o 729,272,705,
P-5 13 436,669
842,571,439,3
o 15,
P-6 10 559,195,986,6
09
P-7 17
P-8 11
521,680,359
P-9 16
P-10 15 616,487
Toplam bant
117 R

% 52,14

Hordeum vulgare L.

442,714,593, 154,
156, 283

199, 460, 159, 150

624,580,576,
148,831,120

715,401,685,
483,648

786,493,407,512,
522,591,710

317,418,115,
528,570,125,842

941,554,171,308

645,637,427,
662,801,399

% 39,32

| |
580,656,283 134,867,242 120,923 124,867 380,842,548

432,839,567,793,
251, 168

166, 607, 119,
233

111,559,941,
141,140

936,574,281

646,294,323,
109,948,164

225,437,256,
116,202,101,126

482,422,623

871,513,412,

480,291,863,481

61

% 47,87

i

425,751,799,134,
892, 169, 294

129, 425, 598, 174,

166

496,244,382,
645,104,134,100

125,326,524,
387,669

i

999,714,796

353,560,454,651

542,823,206,
692,528

71

66

% 43,59

479, 105, 193,
290

431, 358, 989,
199, 106

514,449,879,9
69,
956,629,100

575,491,578,
677,699,723

335,578,961,
611,998

317,412,468,
658,184,128

+| ND 487,923,526 601,301 490,727 269,564,556

506, 142 416,1

285,527,670

69

% 41,03

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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Sekil 4.18. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES ekstresinin uygulandigt Hordeum vulgare
L.tohumlarindan izole edilen DNA &rneklerinin P-9 ve P-10 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon
irtinleri (P=Primer, K= Kontrol)
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Cizelge 4.17. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES5 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarinin RAPD profilleri

Amaranthus retroflexus
Primer

566,480,832,
ot " 437,821,600 561,443,389,681 316,406 312,889,500 457
7 e e e R
Gy e, 704,104,152 158,567,110,182 523,872,200 516,210
588,134
P-4 14 — — |

P-5 15 ‘
23 3 3 BT R N T T

P-7 14 ‘

P-8 14

P-2 13

P-3 9

P-9 10

P-10 10

Toplam bant
122

GTS oram %78,69 %7787 %83,61 %80,33 %77,05

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— KESX 7P-1D
— KESX 7P-2D
— KESX 7P-3D
— KESX 7P-4D
— KESX 7P-5D
— KESX 8P-K

— KESX 8P-1D
— KESX 8P-2D
— KESX SP-3D
— KESX 8P-4D
— KESX 8P-5D

2

]
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Sekil 4.19. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-7 ve P-8 primerleirne kars1 gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, K= Kontrol)



61

Cizelge 4.18. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare

tohumlarinin RAPD profilleri

Hordeum vulgare L.

499,320,291 255,338 233,380 610,374 674,532

352,437,450, 390,498,432,
560,839,571,344 551,715,437 357,288,392 506,531 593,809

. 204,378,573,400 652,478 249,450,498,266 459,305 737,290,451

I__ __

Primer

Adi

P-1 7
P-2 14
P-3 16
P-4 14
P-5 16
P-6 15
P-7 11
P-8 9
P-9 19

P-10 18

Toplam bant

139

GTS oram

%71,23

%354,68 %62,59 %64,03 %359,72

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— ME3A SP-K

— ME3A 5P-1D
— ME3A 5P-3D
— ME3A 5P-4D
— ME3A 5P-5D
— ME3A 6P-K

— ME3A 6P-1D
— ME3A 6P-2

— ME3A 6P-3D
— ME3A 6P-4D
— ME3A 6P-5D

-
2

-
3
L]
|

Molecular Weight

Sekil 4.20. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare
L.tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-5 ve P-6 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon
iirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

MAE3 ekstresinin  Amaranthus  retroflexus tohumlar1 iizerine etkisi
incelendiginde kontrol grubunda toplam 33 polimorfik bant belirlendi. Polimorfik
bantlarinin dozlardan bagimsiz bir sekilde arttigi gozlendi. Uygulamanin 4. dozunda
cok yiiksek oranda polimorfizm orami (%96.96) belirlendi. GTS orani1 da buna bagl
olarak %3.04 olarak tespit edildi (Cizelge 4.19, Sekil 4.21).



Cizelge 4.19. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin uygulandigi Amaranthus

retroflexus tohumlarinin RAPD profilleri

63

Primer

Adi

P-1 5
P-2 -
P-3 3
P-4 2
P-5 3
P-6 2
P-7 6
P-8 2
P-9 7
P-10 3
Toplam bant

33
GTS oram

Amaranthus retroflexus

| - |
1 I I N I R

482,752,608
) [ S S

115,107

%48,49

130,963,113

%2425

129,107,135
168

%27,28

109,570,129
776

%3,04

%18.19

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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Sekil 4.21. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-9 ve P-10 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon tirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

MAE4 ekstresinin Hordeum vulgare tohumlar iizerindeki etkisinde kontrol
grubunda toplam 123 polimorfik bant elde edildi. Polimorfik bantlarinin dozlardan
bagimsiz bir sekilde arttigi gozlendi. En diisik genomik stabilite (GTS) orani
uygulamanin ilk dozunda tespit edildi (Cizelge 4.20, Sekil 4.22).
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Cizelge 4.20. Senecio vernalis’ten elde edilen MAE4 ekstresinin uygulandigt Hordeum vulgare
tohumlarinin RAPD profilleri

. Hordeum vulgare L.
Primer

Adu

653,434,400,

342,415,324,356, 127511 337516945546 | OArOUS%% | 250441216,

P2 7 279,178,675 746,175,675 4924, 400,820,493
347,462 o

-——— 368236230 | 379422
P-3 12

-—— 935625221 | 652664173 | 603428

P-5 13

354,267,122
| |

P-7 21

P-8 4
548 349,988 892 349,664 570 544,651 492 517,961

P9 10 ‘

02 | - | 30 | - | 8778

P-10 14 ‘ ‘
Toplam bant
2% | | @ | = | « | s | =
GTS orani %51,22 %78,99 %63,42 %58,54 %58,54

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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| — ME4A 1P-1D
| — ME4A 1P-2D
— ME4A 1P-3D
| — ME4A 1P-4D
— ME4A 1P-5D
— ME4A 2P-K
— ME4A 2P-1D
— ME4A 2P-2D
|~ ME4A 2P-3D
— ME4A 2P-4D
— ME4A 2P-5D

— Markr
1 — ME4A 1P-K

1TH | H | E Y | E 10

o e e o b T eyl S

Molecular Weight
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Sekil 4.22. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1 ve P-2 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon
iirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

MAEA4 ekstresinin Amaranthus retroflexus tohumlar iizerindeki etkisinde kontrol
grubunda toplam 17 polimorfik bant elde edildi. Polimorfik bantlarinin dozlardan
bagimsiz bir sekilde arttig1 gozlendi. En diisiik genomik stabilite (GTS) orani
uygulamanin ilk dozunda tespit edildi (Cizelge 4.21, Sekil 4.23).



Cizelge 4.21. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin uygulandigi Amaranthus

retroflexus tohumlarinin RAPD profilleri

Amaranthus retroflexus

172,550,402,
267,619,841

389,122,434,
230,184

131,164,737,209,
+ | 209,188,194,631, 213 - = -

P-7 1 369,266,361,225
P-8 1 ‘
I S (T (T R
P-9 8 ‘
213,115,836
il ! . 230,241 ‘
Toplam bant
17

GTS oram

AT N I B

%41.18

%47.06 %58.83 %58.83

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— ME4X 9P-1D
— ME4X 9P-2D
— ME4X 9P-4D
— ME4X 9P-5D
— ME4X 10P-3D
— ME4X 10P-4D
— ME4X 10P-5D

2
E
2
I

Molecular Weight

Sekil 4.23. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retfoflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-9 ve P-10 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, K= Kontrol)

MAES ekstresinin Hordeum vulgare tohumlar tizerindeki etkisinde ise, kontrol
grubunda toplam 71 polimorfik bant elde edildi. Diger uygulamalarda oldugu gibi
polimorfik bantlarin dozlardan bagimsiz bir sekilde arttig1 goriildii. En diisiik GTS orani
%52.12 ile 4. dozda tespit edildi (Cizelge 4.22, Sekil 4.24).
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Cizelge 4.22. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare

tohumlarinin RAPD profilleri

Primer

Adu

P-1 2
P-2 9
P-3 12
P-4 8
P-5 9
P-6 9
P-7 2
P-8 4
P-9 7

P-10 9

Toplam bant

123

GTS oram

Hordeum vulgare L.

%54.,93 %78,88 %57,75 %52,12 %67,61

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— MESA SP-K
— MESA SP-1D
— MESA §P-2D
— MESA §P-3D
\q — MESA §P-4D
— MESA 6P-K
— MESA 6P-1D
— MESA 6P-2D
— MESA 6P-3D
— MESA 6P-4D
— MESA 6P-5D

— Markar

— MESA 5P-5D

Molecular Weight
E

100

Sekil 4.24. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin uygulandigt Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-5 ve P-6 primerlerine kargi gosterdigi amplifikasyon
iirtiinleri (P=Primer, K= Kontrol)

MAES maddesinin uygulandigi Amaranthus retroflexus tohumlarinda, kontrol
grubunda toplam 52 polimorfik bant olusumu tespit edildi. Polimorfizm oraninin diisiik,
polimorfik bantlarin ise dozlardan bagimsiz bir sekilde arttigi gozlendi (Cizelge 4.23
Sekil 4.25).
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Cizelge 4.23. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin uygulandigi Amaranthus

retroflexus tohumlarinin RAPD profilleri

Amaranthus retroflexus

A 849 692 442 590 706,255
+ - - - 225 -
+ - 133 107 292,135,104 996,139

9P 5

10P 10

Toplam bant

GTS oram

I T TN N T

%88,47

52

%82,07 %84,62 %69,24 %65,39

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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Sekil 4.25. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-8 ve P-7 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon tirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

HAE3 maddesinin Hordeum vulgare L. tohumlarin kontrol grubunda toplam
135 polimorfik bant olusturdugu goézlendi. Polimorfik bantlarin dozlardan bagimsiz bir
sekilde arttig1 gozlenip 0.033pul/ml dozunda olusan 47 bant ile en yiiksek polimorfizm
orani belirlendi (Cizelge 4.24, Sekil 4.26).
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Cizelge 4.24. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare L.

tohumlarinin RAPD profilleri

Primer

Adi

13
P-1
P2 17
P3 11
P-4 &
P-5 17
P-6 12
P-7 19
P-8 11
P-9 19
P-10 10
Toplam bant
GTS oram

Hordeum vulgare

178,789 572,602

+1 - [ 409 | 237717 | 387 | - |
|
220,158,134 433,792,147 499,511,132 337,697,128 | 698,837,135
|
+! - f{ - | - ] - | 125304

778,602

690,346,521

[+ - [ a5 | o1 | 504 ]| 351 |

o | s | s | » | =

965,19 %71,86 %75,56 %71,86 %68,15

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar



a a [=] a a a
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| | | | | | |
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~ HE3A 2P-5D
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Sekil 4.26. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1 ve P-2 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon
iirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

HAE3 ekstresinin Amaranthus retroflexus tohumlarma uygulanmasi sonucunda
kontrol grubunda toplam 35 polimorfik bant elde edildi. Degisimin dozdan bagimsiz
GTS oraninin ise yiiksek oldugu belirlendi (Cizelge 4.25, Sekil 4.27).
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Cizelge 4.25. Senecio vernalis’ten elde edilen HAE3 ekstresinin uygulandigi Amaranthus retroflexus
tohumlarinin RAPD profilleri

Primer Amaranthus retroflexus

Ad1

P-1 1

P-2 1

P-3 1

P-4 7

P-5 3

P-6 1

P-7 7

P-8 5

P-9 5 ‘

2 T T R TN

P-10 4

e s e e e e

GTS oram %71,43 %65,72 %65,72 %65,72 %62,86

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— Markar
— HE3X 9PK
— HESX 9P-1D
— HE3X 9P-2D
— HESX 9P-3D
— HE3X 9P-4D
— HE3X 9P-5D
— HE3X 10P-K
— HE3X 10P-1D
= — HE3X 10P-2D
— HEIX 10P-3D
— HE3X 10P-4D
— HE3X 10P-5D

Molecular Weight

Sekil 4.27. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-9 ve P-10 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, K= Kontrol)

Hordeum vulgare tohumlarma uygulanan HAE4 ekstresinin toplam 104
polimorfik bant olusturdugu belirlendi. Olusan polimorfik bantlarin dozlardan bagimsiz

bir sekilde artti1 gozlendi (Cizelge 4.26, Sekil 4.28).



77

Cizelge 4.26. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare
tohumlarinin RAPD profilleri

Hordeum vulgare

Primer
Adi
133?‘7‘2‘5“7‘3 283,328,533 190,541,244 108,464,229
P-1 22 270 559 281,239,462 522,150
P-2 18
P-3 9
P-4 10
P-5 6
P-6 8
P-7 11
P-8 6
P-9 6
P-10 8
Toplam bant
104
GTS oram %88,47 %75,00 %71,16 %6635 %80.77

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar
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— HE4A 1P-1D
— HE4A 1P-2D
— HE4A 2PK
— HE4A 2P-1D
— HE4A 2P-2D
— HE4A 2P-3D

8 — HE4A 2P-4D

}50000 <&

Molecular Weight
A
>

[N
<
5
*
.

Sekil 4.28. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin uygulandigi Hordeum vulgare L.
tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-1 ve P-2 primerlerine kars1 gosterdigi amplifikasyon
iirtinleri (P=Primer, K= Kontrol)

HAE4 ekstresi uygulandigi Amaranthus retroflexus tohumlarinda dozlardan
bagimsiz bir sekilde aktivite gdsterdigi ve kontrol grubunda toplam 110 polimorfik bant
olusumuna neden oldugu belirlendi. Genomik stabilitenin yiliksek oranda korundugu

tespit edildi (Cizelge 4.27, Sekil 4.29).
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Cizelge 4.27. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarinin RAPD profilleri

Amaranthus retroflexus

+ 231 113,153,805 615,762 894,563,503 | 500008490
P3 7 507

495,123,822

P4 10 109 164, 132,832

373,932,496 619,539

818,813,655 380,360,445

b 5| 894 VA 940,419 o 498,207
839,354,591
+ > >
s " 363,564 600 274,603 S 841
+ 164,290 337,726,710 367,402,567 TSI 535,520
P-7 1
P8 1 _

o 636 504,351,255 794,676 216,114,582 316,232
P9 18 229,403 614

I =]
IR T I R R

9%80,91

P-10 17

Toplam bant
110

GTS oram %70,91 %72,73 %62,73 %69,01

P: Primer, -: Belirlenmedi, -:Kaybolan bantlar, +:Olusan bantlar



80

— HE4X 9P-2D
— HE4X 9P-4D
— HE4X 9P-5D
~ HE4X 10P-K
— HE4X 10P-1D
~ HE4X 10P-2D

a
9
B
)
=
H
]
=
)
|

M — HE4X 10P-4D
— HE4X 10P-5D

Molecular Weight
8
|

Sekil 4.29. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin uygulandigi Amaranthus
retroflexus tohumlarindan izole edilen DNA 6rneklerinin P-9 ve P-10 primerlerine kars1 gosterdigi
amplifikasyon iiriinleri (P=Primer, K= Kontrol)

Tiirden elde edilen alt ekstrelerin, arpa ve horozibigi bitkilerinin genomik
stabilitesinde meydana getirebilecegi degisimler RAPD teknigiyle test edilmistir. Elde
edilen verilere gore arpa tohumlarinda en diisiik genomik stabilite KAES5’in uygulandigi
2. dozda %39 oraninda tespit edilmistir. Horozibigi bitkisinde ise en diisiik genomik
stabilite orant MAE3’lin uygulandig1 4. dozda %3 olarak tespit edilmistir. Bu oran GTS
acisindan onemli bir degisim olsada fenotipik bulgular s6z konusu oranin olusma
thtimalini diisirmektedir. Muhtemel sebebinin ise PCR asamasindaki degiskenlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Flavonoid, tanen ve antrakinon gibi bilesenler
icerdikleri tahmin edilen tibbi ve aromatik bitkilerin su ekstreleriyle yapilan
calismalarda bilesenlerin Salmonella cinsine ait mikroorganizmalara karsi mutajenik
aktivite gosterdikleri onceki ¢aligmalarda da belirlenmistir (Fernandes de Sa Ferreira ve
Ferrdo Vargas, 1999; Vargas ve ark., 1991; Verschaeve ve ark., 2004). Ozellikle sulu
ekstrelerin mikroorganizmlar disinda yiiksek bitkilerde de sitotoksik ve genotoksik
hasarlar meydana getirebilecegi farkli ¢aligmalarda tespit edilmistir (Ebana ve ark.,

2001b). Azadirachta indica, Morinda lucida, Cymbopogon citratus, Mangifera indica
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ve Carica papaya tirlerinden elde edilen ekstrelerin Allium cepa’da mitodepresif ve
dolayisiyla sitotoksik aktiviteye neden oldugu belirtilmistir (Akinboro ve Bakare, 2007).
Oryza sativa sulu ekstrelerinin marul tizerine allelopatik etkisinin belirlendigi diger bir
calismada, ekstrelerin kantitatif karakter lokuslari (Quantitative trait loci= QTL)
olusturdugu ifade edilmistir (Ebana ve ark., 2001a). Yapilan ¢alismalarda genellikle
sulu ekstraktlarin genotoksik aktivite gosterdigi belirtilirken mevcut calismada sulu
ekstrelerin en azindan mikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir. Aktivite gésteren
ekstrelerin farkliligi, icerdikleri farkli bilesen gruplari ve uygulandiklar1 dozlarin farkli

olusu ise gosterdikleri biyolojik aktiviteye dayanak gosterebilir.
4.4. DPPH (1, 1-difenil 2-pikril hidrazil) Giderme Aktivitesi Sonuclari

Yapilan antioksidan aktivite ¢alismalarinda literatiirde siklikla kullanilan
yontemlerden birisi DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) serbest radikali giderme
yontemidir. Bu metodun temeli, uzun dayanikli bir azot radikali olan DPPH’im,
antioksidan maddeleriyle etkilesip hidrojen vererek indirgenmesiyle absorbans
degerlerinin diismesine dayanir. Dolayisiyla absorbans degerlerinde azalma ne kadar

yiiksek olursa radikal yakalama aktivitesi de o kadar yiliksek olur (Erdogan, 2012).

Calismamizda kullandigimiz her bir 6rnege ait ekstrelerin radikal giderme
0zelligi DPPH yontemi ile test edildi. Strandart madde olarak BHA, BHT, askorbik asit,
tokoferol ve trolox kullanmild1 (Cizelge 4.28). Elde edilen sonuglar ise 517 nm’de ki
dalga boyunda okundu (Koksal ve ark., 2017).

Cizelge 4.28. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarindaki DPPH
radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi

DPPH
Uygulanan dozlar (+S.H.)
10 pg/nL 20 pg /pL 30 pg /pL

Kontrol 1.584 £0.012 1.668+0.011 1.682+0.044

= BHA 0.769 £0.007 0.643 £0.036 0.468 +£0.029
e BHT 1.099 £0.023 0.803 £0.031 0.652 +£0.019
& Askorbik Asit 0.870 £0.041 0.475 £0.101 0.313 +£0.119
g Tokoferol 1.338 +£0.059 1.001 £0.123 0.549 £0.118
x Trolox 1.200 +0.074 0.753 £0.137 0.327 £0.094
. MAE3 1.580 £0.005 1.600 £0.013 1.653 £0.035
= MAE4 1.574 £0.006 1.663 £0.009 1.652 +£0.037
% MAES 1.589 £0.007 1.599 £0.027 1.591 £0.001
£ KAES 1.630 £0.043 1.673 £0.018 1.651 £0.012
5 HAE3 1.574 £0.012 1.621 £0.015 1.629 +£0.024
HAE4 1.641 £0.015 1.649 +£0.037 1.673 £0.011

Duncan’s multiple range testine gore P<0,05 seviyesinde 6nemli
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Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin DPHH radikali giderme aktivitelerinin

olmadig kontrole yakin sonuglar verdigi tespit edildi (Sekil 4.30).

espmmBHA el==BHT el Askorbik Asit ep@sTokoferol
e Troloks e@=»MAE3 MAE4 = MAES5
KAES5 enpuoHAE3 w=HAE4
gl
g 1,6 =
~
o 12
1%]
[ =
_g 0,8
z
2 04
0
0 10 20 30
Konsantrasyon (pg/ul)

Sekil 4.30. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarindaki DPPH
radikalini giderme aktivitesinin farkli antioksidan standart ile karsilastiriimasi

4.5. ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) Radikali Giderme
Aktivitesi Sonuclari

Troloks aktivite yontemleri ilk kez Miller ve arkadaslari tarafindan ortaya
konmus olup, Re ve arkadaslar tarafindan da gelistirilmistir. ABTS analizi (2,2-azino-
bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikal molekiillerinin antioksidan tarafindan

absorblanmasinin engellenmesi esasina dayanmaktadir (Ardag, 2008).

Calismamizda BHA, BHT, askorbik asit, tokoferol ve trolox standartlari
kulanilmis 734 nm’de okunan degerleri dikkate alinmistir. Elde edilen verilere gore
bilesenlerin kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli sayilabilecek antioksidan aktiviteler
gosterdigi belirlendi. Gerek uygulanan standartlar gerekse ekstrelerin genelde dozdan
bagimsiz olarak radikal giderme aktivitesi gosterdikleri tespit edildi. KAES’in ise

ekstreler arasinda en yiiksek aktivite gosteren bilesen oldugu belirlendi (Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.29. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarindaki ABTS

Kontrol

Standartlar

Ekstraktlar

BHA
BHT
Askorbik Asit
Tokoferol
Trolox
MAE3
MAE4
MAES5
KAES
HAE3
HAE4

radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi

ABTS

Uygulanan dozlar (£S.H.)

10 pg /pLL 20 pg /nL
0.513 £0.272 0.572 £0.262
0.216 £0.097 0.095 +0.067
0.039 £0.008 0.025 +0.007
0.053 +£0.025 0.032 +£0.008
0.106 +£0.082 0.145 +0.068
0.108 +£0.064 0.126 £0.067
0.146 £0.034 0.310+0.180
0.381 +£0.064 0.379 £0.201
0.352 +£0.078 0.158 £0.073
0.267 £0.053 0.157 £0.064
0.229 £0.045 0.199 +£0.024
0.250 +£0.057 0.205 +£0.092

Duncan’s multiple range testine gore P<0,05 seviyesinde 6nemli

30 pg /uL
0.622 £0.233
0.222 +0.149
0.271 £0.175
0.019 £0.011
0.075 +0.02
0.225 0.2
0.371 £0.179
0.344 £0.205
0.161 +£0.065
0.107 £0.041
0.132 +£0.057
0.063 +£0.042

Bilesenlerin genelinin BHT ve tokoferol’e yakin aktivite gosterdikleri tespit

edildi (Sekil 4.31).
espmmBHA ali==BHT esdem Askorbik Asit ep@Tokoferol
emi@»Troloks e@=»MAE3 eslmoMAE4 e MAES
KAES espuoHAE3 ==HAE4
0,8
E
[ =
~N
-l
v
1%}
c
©
2
2
o]
<
0 10 20 30
Konsantrasyon (ug/pL)

Sekil 4.31. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen farkli fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlardaki

ABTS radikalini giderme aktivitesinin farkli antioksidan standart ile karsilastirmasi

Bitki bilesenlerinden elde edilen fenolik bilesenlerin yiiksek oranda antioksidan

aktivite gosterdikleri yapilan calismalarla belirlenmistir (K&hkonen ve ark., 1999).

Ancak bazi bilesenlerin ise (metanol ekstresi) ya ¢ok diisiik ya da dnemli sayilabilcek



84

aktivite gostermedikleri ifade edilmistir (Candan ve ark., 2003). Yiiksek oranda aktivite
gosteren bilesenlerin genellikle esansiyel yaglar oldugu belirtilmistir (Buenaventura ve
ark., 2016; Gralmanna ve ark., 2000; Radan ve ark., 2018). Ancak Baris ve ark. (2006)
belirttigine gore metanol ekstrelerinin ugucu yaglara oranla daha yiiksek aktivite
gosterebilecegi belirtilmistir. Achillea biebersteinii Afan. tiirlinden elde ettikleri
ekstrelerin DPPH testinde yiiksek b-karoten/linoleik asit testinde ise nispeten daha
diisiik antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Bu tiiriin aym1 familya olsa da
calismamizdaki tiirden farkli olmasi, s6z konusu caligsmada total ekstrelerin uygulanmig
olmasi farkli bulgularin elde edilmesini saglamistir. Diger bir husus ise bilesenlerin
fenolik icerikleri ile gosterdikleri antioksidan aktivite arasinda pozitif bir korelasyonun
varligidir (Tawaha ve ark., 2007). Cesitlilik gdsteren serbest radikallerin aktivitesini
bloke edecek ekstrelerin de gesitlilik gostermesi olasidir. Ornegin mevcut calismada
tokoferol ve trolox standartlar hem DPPH hem de ABTS radikal giderme testlerinde
kullanilmis ve ABTS radikaline daha yliksek oranda baglandiklar tespit edilmistir.
Benzer sekilde ¢alismada ekstrerlerin ABTS radikalini DPPPH radikaline oranla daha
yiikksek oranda inhibe ettigi sonucuna varimistir. Antioksidan bilesenler, serbest
radikallere H atomu, elektron transferi ve metal selatlama gibi mekanizmalarla etki
etmektedir (Leopoldini ve ark., 2011). Ozellikle polifenollerin bu aktiviteleri gdsterdigi
ve muhtemel toksik aktiviteye neden olabilecek serbest radikalleri stabil hale

getirdikleri diigiintilmektedir (He1 ve Filipic, 2004).
4.6.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Analizi

Toplam fenolik madde igerigi HPSK ile analiz edildi. Kullanilan standartlar ile
elde edilen fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.30 sunuldu. 14 farkli standarttan sekiz
tanesinin (askorbik, gallik, kafeik, sinnamik, rosmarinik salisilik asitler ve vanilin ile
apijenin) herhangi bir ekstrede bulunmadig1 tespit edildi. Ancak Balpinar ve Okmen
(2018) sz konusu bitkide gallik asit bulundugunu bildirmislerdir. mirisetin ve absisik
asitin tiim ekstrelerde bulundugu kurkuminin ise HAE4 disinda tiim 6rneklerde varlig:

tespit edildi.
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Cizelge 4.30. Senecio vernalis bitkisinden izole edilen ekstrelerin YPSK ile 6l¢iilen fenolik icerikleri

KAES MAE3 MAE4 MAES HAE3 pg HAE4
No Standart TZ
pg /uL pg /uL pg /uL pg /uL /uL pg /nL
1 Asko.rblk 337 _ ) ) ) ) )
asit
2 Gallik asit 5,41 - - - - - -
3 Katesol 13,05 - - - 0,50+0,37* - -
4 Kafeik asit 13,06 - - - - - -
5 Vanilin 17,21 - - - = = =
6 Slnngmlk 18,60 ) ) ) ) ) )
asit
7 Rosme}rlmk 21,63 ) ) ) ) ) )
asit
8 Mirisetin 21,93 1,54+0,048 1,7540,042 8,12+0,681 - 1,59+0,046 -
Salisilik
9 Asit 24,58 - - - - - -
10 | Absisik asit 26,73 0,88+0,007 0,89+0,005 0,93+0,0005 0,89+0,007 0,89+0,004 0,88+0,001
11 Kersetin 27,62 0,32+0,241 - - 0,13+0,0 - -
12 Apijenin 31,57 - - - - - -
13 Kemferol 32,59 1,21+0,085 - - 3,93+0,204 - -
14 Kurkumin 43,03 5,74+0,311 5,19+0,0 5,58+0,578 4,75+0,146 6,420+0,01 -
- Belirlenemedi
*280nm dalga boyunda

Mirisetin bileseninin 6zellikle FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power) ve
MTT (methylthiazole tetrazolium) testlerinde yiiksek oranda antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Barzegar, 2016). Bu etkiyi lipozomlar1 etkilemek suretiyle
gosterdigi vurgulanmistir (Gordon ve Roedig-Penman, 1998). Bitki diizenleyici olarak
da aktivite gOsteren absisik asitin ise uygulandigi canlilarda siiperoksit dismutaz ve
katalaz ve NADPH oksidaz gibi antioksidan enzimlerin miktarin1 arttirdigi tespit
edilmistir (Agarwal ve ark., 2005; Aktas ve ark., 2007). Belirli oranlarda bulunmasina
ragmen mevcut calismada yiiksek antioksidan aktivite belirlenmemesi (6zellikle DPPH
testinde) bilesenin bu etkiye dolayli olarak neden olmas1 gosterilebilir. Kurkuminin de
mirisetin gibi lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve bdylece antioksidan aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Ruby ve ark., 1995). Calismamizda smirli sayida test
yapildigindan s6z konusu bilesenlerin antioksidan aktiviteleri tam olarak test
edilememistir. Ancak literatiirde s6z konusu bilesenlerin dolayli olarak serbest radikal

Onleyici olduklart vurgulanmistir.
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4.7. Elde Edilen Ekstrelerin GC-MS ile icerik Analizi

Senecio vernalis tirinden elde edilen kloroform, metanol ve hekzan

ekstrelerinin igerik analizleri GC-MS yontemiyle belirlendi.

GC-MS analizi sonucunda kloroform total ekstresi %97.52 oraninda tespit
edildi. Toplamda 42 bilesik belirlenip en fazla bulunan bilesikler %19.21 oraniyla 2-
kloroetil eter, %7.37 oramiyla buten-1-on, 1-(2,6,6-trimetil-1, 3-siklohekzadien-1-il,
%6.10 oraniyla B-damaskon ve %5.38 oraniyla sikloeikosan olarak belirlendi (Cizelge

431).

Cizelge 4.31. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen kloroform (total) ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram ig:erigin Adi
1 6.082 19.21 2-kloroetil eter
2 66.563 7.37 2-biiten (2,6,6-trimetil-1,3-sikloheksadien)
3 67.193 6.10 B-damaskon
4 69.424 5.38 Sikloeikosan
5 71.055 4.36 n-hekzadekanoik asit
6 66.123 4.13 2,2-izopropiliden-bis 4-tert-butil-2-oksazolin)
7 76.422 4.10 Oktadekanoik asit-2-hidroksi-1-(hidroksi metil) etil ester
8 79.043 3.89 9,12- oktadekanoik asit
9 72.817 3.40 Heptakosan
10 71.765 3.28 Hekzadesil biitirat
11 67.982 3.22 (+)-longifolen
12 77.275 2.62 6-oktadekanoik asit
13 68.486 2.59 Amiphenazol
14 60.504 2.44 13-Epi manoiloksit
15 68.795 2.42 1-klorohekzadekan
16 54.765 2.15 1H-Pirazol [3,4-b] piridin
17 70.586 2.15 1,2,3 4-tetrametil-1,3-siklopentan
18 74.505 2.15 Polioksietilen (8) lauril eter
19 60.080 2.09 3H-nafto[2,1-b] piran
20 78.408 1.99 18,18'-bi(1,4,7,10,13,16-hekza oksasiklo nona dekan)
21 56.796 1.95 1,4-dimetil 8-izopropilidenetrisiklo [5.3.0.0 (4,10)] dekan
22 53.861 1.70 2-metil 3 p-nitro fenil-3,3a,4,5,6,7-hekzahidro-2 H-indazol
23 82.665 1.65 Heptaetilen glikol
24 57.511 1.50 1- [5-[(5-metil-2-furil-1) metil] 2-furan naftalin
25 73.441 1.18 2,2-dikloro-4,4-metillen dianilin
26 81.057 1.17 Tetraetilen glikol monododesil eter
27 74.128 1.08 1,4,7,10,13,16-hekza oksasiklo oktadekan
28 63.720 0.71 1,4,7,10,13-penta oksasiklo pentadekan
29 55.692 0.60 5.5-dimetil 1,3-difenil bisiklo [4.1.0] heptan
30 18.419 0.59 N,N-dimetilformamid
31 81.635 0.56 Oktaetilen glikol
32 84.427 0.51 Oktaetilen glikol monododesil eter
33 28.009 0.48 Pentanoik asit
34 59.188 0.46 1-Naftalenol
35 39.401 0.32 2,6,10-trimetil-14-etilen-pentadesen
36 31.442 0.30 3-metil pentanoik asit
37 61.356 0.17 9-dodesil tetradekahidro antrasen
38 30.904 0.14 1,2-Siklopentan
39 4.818 0.06 1,1-dietoksietan
40 32.958 0.06 Trans-2,4-dekadien
41 33.250 0.06 Hekzanoik asit
42 40.563 0.05 2H-Piran 2,6-(5H)-dion

TZ: Tutunma Zamani
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Kloroform ekstresinden elde edilen KAES maddesinin igerik analizinde ise
toplam 36 icerik tespit edildi. KAES5 maddesini kloroform total ekstresiyle
karsilastirildiginda ¢ogu bilesiklerinin ortak olarak bulundugu tespit edildi (Cizelge
4.32).

Cizelge 4.32. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen KAES5 ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram icen'gin Adi
1 5.991 33.00 2-kloroetil eter
2 78.803 11.15 Tetraetilen glikol monododesil eter
3 71.067 9.65 2,2-dikloro-4,4-metillen dianilin
4 76.411 6.08 6-oktadekanoik asit
5 69.419 5.02 (+)-longifolen
6 77.258 3.59 9-12 oktadekanoik asit
7 68.414 242 Oktaetilen glikol
8 74.116 2.23 Oktaetilen glikol
9 68.217 2.06 1,2,3,4-tetrametil-1,3-siklopentadien
10 72.743 1.99 Polioksietilen (8) lauril eter
11 73.447 1.91 18,18'-bi(1,4,7,10,13,16-hekza oksasiklo nona dekan)
12 74.883 1.89 Oktadekanoik asit-2-hidroksi-1-(hidroksi metil) etil ester
13 72.262 1.68 1,4,7,10,13,16-hekzaoksasiklooktadekan
14 67.101 1.56 1,4,7,10,13-pentaoksasiklopentadekan
15 70.592 1.55 n-hekzadekanoik asit
16 70.002 1.41 B-Damaskon
17 68.978 1.36 9,12- oktadekanoik asit
18 67.576 1.13 Amiphenazol
19 66.609 1.05 6-oktadekanoik asit
20 18.413 1.02 N,N-dimetilformamid
21 67.313 0.92 1-Naftalen
22 42.468 0.91 (+)-Longifolen
23 65.762 0.76 2-biiten-l-on, 1-(2,6,6-trimetil-1,3-sikloheksadien-1-il)
24 33.233 0.68 Hekzanoik asit
25 64.320 0.65 13-epi-manoil oksit
26 65.139 0.64 2,2-izopropiliden-bis (4-tert-biitil-2-oksazolin)
27 66.209 0.56 Hekzadesil biitirat
28 58.627 0.48 2H-piran 2,6 (5H)-dion
29 82.648 0.35 Oktaetilen glikol monododesil eter
30 81.063 0.28 Heptaetilen glikol
31 57.237 0.20 n-hekzadekanoik asit
32 63.473 0.16 1,4-dimetil-8-izopropiliden trisiklo [5.3.0.0(4,10)] dekan
33 14.470 0.14 1,2-siklopentan
34 56.716 0.13 1 H-pirazol [3,4-b] piridin
35 59.159 0.12 5,5-dimetil 1,3 difenil bisiklo [4.1.0] heptan
36 4.926 0.11 1,1-dietoksi etan

TZ: Tutunma Zamani

Metanol total ekstresine ait icerik analizi %97,52 oraninda yapildi. Toplam 49
icerikten en fazla bulunan maddeler ise sirasiyla; %21.21 oraniyla triklorometan,
%11.10 oranmiyla 9,12 oktadekanoik asit, %9.55 oraninda n-hekzadekanoik asit, %5.70
oraniyla oleik asit asit, %5.17 oraninda 2- buten- siklohekzan oldugu tespit edildi
(Cizelge 4.33).



Cizelge 4.33. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen Metanol (total) ekstresinin GC-MS igerikleri
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No TZ (%)Oram iqerigin Adr
1 5.985 21.21 Triklorometan
2 79.095 11.10 9,12-oktadekadienoik asit
3 71.072 9.55 n-hekzadekanoik asit
4 77.298 5.70 Oleik asit
5 66.541 5.17 1-(2,6,6-trimetil-siklohekzen-1-il)-2-biiten
6 76.428 4.34 Oktadekanoik asit
7 67.719 4.14 Oktaetilen glikol monododesil eter
8 76.170 3.86 S-metil-1-(1-metiletil)-bisiklo[3.2.2Jnon=3-en=2-on
9 60.149 3.73 Oktanal, 2-(fenilmetilen)-(2E)
10 69.407 3.21 Miristoleik asit
11 66.094 227 1,4,7,10,13-penta oksasiklo pentadekan
12 68.469 2.14 13-(16),14-labdien-8-ol
13 70.060 2.06 15-Krown-5
14 73.430 1.87 1,4,7,10,13-penta okzasiklohekzadekan,15-(1,4,7,10-tetraokzasiklotridek-12-il)-
15 70.575 1.70 Izobenzofuran,1,3,3a,4,5,7a-hekzahidro-5-metil-4-(1-propenil)-[3ac.4a]
16 74.105 1.63 1,4,7,10,13,16-hekzaokzasikloikosan
17 34.892 1.42 2-(2-hidroksipropoksi)- 1 -propanol
18 74.877 1.39 1,4,7,10,13,16-hekza okzosiklooktadekan
19 68.915 1.29 Benzoik asit, 2-hidroksi-fenilmetil ester
20 82.614 1.12 Oktaetilen glikol
21 22.956 1.09 2,6-dimetiloktan
22 67.988 1.04 3-(1,3-dihidroksizopropil)-1,5,8,11,14,17-hekzaokzasiklo nonadekan
23 46.817 0.99 1-metil-5,8-dimetoksi-1,2,3,4-tetrahidro-1,4 iminonaftelen
24 32.907 0.70 2-propanol
25 64.624 0.66 2-Kuinolin karboksialdehid
26 84.393 0.63 1H-tetrazol, 1-etil-5-fenil
27 60.475 0.56 1H- nafto[2,1-b] piran, 3-etenildodekahidro-3.4a,7,7,10a-pentametil-
28 56.773 0.55 1,4-dimetil-8-izopropiliden trisiklo[5.3.0.0(4,10)] dekan
29 85.251 0.48 18,18’-bi-1,4,7,10,13,16-hekza okzasiklononadekan
30 54.725 0.43 1.alfa 1-(oktahidro-3a,6,6-trimetil-1-pentalenil )-2-propan
31 18.424 0.42 N,N-dimetilformamid
32 44.522 0.42 [(2,4,6-trietil benzoil) siilfonil] asetik asit
33 48.224 0.39 1,2-Longidion
34 53.843 0.38 1,5,9- trimetil-12-(1-metiletil)-1,5,10-siklotetradekatrien
35 63.714 036 [(' rr}etilsilin) metil ] ( siliymetil)- silane, [(metilsilin) metil] (siliymetil)-1,3,5-
trisilahexane
36 51.520 0.27 1H-inden-1-on,2,4,5,6,7,7a-heksahidro-4,4,7a-trimetil-
37 28.009 0.23 3-metil biitanoik asit
38 24.387 0.18 1- (2-metoksipropoksi)-2-propan
39 31.448 0.17 3-metil pentanoik asit
40 36.123 0.17 3,3’-oksibis-(biitan)
41 38.772 0.17 2,2’-oksidipropan
42 37.447 0.13 2,6,10-trimetil- 14-etilen-14-pentadeken
43 62.913 0.13 3-(1,3-dihidroksiizopropil)-1,5,8,11,14,17-hekzaoktasiklononadekan
44 30.893 0.11 Kaprolaktam
45 55.669 0.11 1-hidroksimetil-5,8,9-endo-10-ekzo-tetrametil trisiklo [6.3.0.0( 5,119 ] undekan
46 61.082 0.10 2-Furan karboksilik asit
47 4.875 0.09 1,1-dietoksietan
48 3.244 0.08 Hekzan
49 25.480 0.06 3,7-dimetil-1,6-oktadien asetat

TZ: Tutunma Zamani
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Metanol (total) ekstresinden izole edilen MAE3 maddesinin igerigi %97,52
oraninda belirlenip toplaminda 27 bilesik tespit edildi. Elde edilen bilesikler
incelendiginde, basta %22.52 oraninda siklododekan, %16.17 oraninda dodesil akrilat,
%14,55 oraninda oktadekan ve 7.51 oraninda 1-oktadekan bilesiklerinin ¢ogunlukta
oldugu tespit edildi. Yiiksek oranda bulunan bu bilesenlerin doymus yag asitleri oldugu
gozlendi (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.34. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE3ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oran Igerigin Adi
1 5.387 22.52 Siklododekan
2 10.377 16.17 Dodesil akrilat
3 48.434 14.55 Oktadekan
4 16.456 7.51 1-oktadekan
5 15.338 6.74 2-pentadekan,6,10,14 trimetil
6 3.327 4.38 2,6-dimetil oktan
7 56.828 3.80 Oktakosan
8 5.090 3.64 Pentadekan
9 3.837 2.74 Triklorometan
10 8.082 2.38 1,2 benzendikarboksilik asit
11 6.177 2.24 2,4 bis (1,1 dimetiletil)-fenil
12 54.934 1.78 Heptadekan
13 41.933 1.45 (E)-5-oktadekan
14 47.936 1.35 Dekan
15 4.094 1.31 Kaprolaktam
16 61.033 1.28 1-kloro nonadekan
17 7.842 1.18 17-oktadekan-9,11-diiyonik asit
18 50.013 1.02 17-pentaatrikontan
19 16.682 1.00 (E)-9-oktadekan
20 9.135 0.78 Benzofenon
21 4.420 0.57 Kaprolaktam
22 5.833 0.50 1-heptadekan
23 6.469 0.49 1,1’-oksibis-dekan
24 35.822 0.36 Dihidro-4,4-dimetil-2(3H) furan
25 25.666 0.24 3,7,11,15-tetrametil 1-hekzadekan
26 47.135 0.10 (E)-15-heptadekan
27 23.863 0.08 1-siklohekzen-4-karboksialdehid

TZ: Tutunma Zamani

Metanol (total) ekstresinden izole edilen MAE4 maddesinin igerigi %97,52
oraninda ve 32 bilesik olarak tespit edildi. Veriler degerlendirildiginde sirasiyla;
%26,89 oraninda nitroundek-5-ene, %13,77 oraminda 1-dodekan, %9,65 oraninda
oktadekanoik asit ve %9,62 oraninda siklodekan bilesikleri tespit edildi (Cizelge 4.35).
Nitroundek-5-ene bileseni total ekstrede bulunmazken MAE4 ekstresinde tespit edildi.



Cizelge 4.35. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAE4 ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram icerigin Adi
1 41.046 26.89 Nitroundek- 5-ene
2 10.371 13.77 1-dodekan
3 28.704 9.65 Oktadekanoik asit
4 5.387 9.62 Siklododekan
5 6.978 5.95 5,6,7,7a-tetrahidro,4,4,7a trimetil 2(4H)-benzofuran
6 6.497 491 1-oktadekan
7 7.527 3.21 4-metil-5-nitro 1H-imidazol
8 25.826 3.01 3-heptadekan
9 3.859 2.94 B-metil siklobiitan ethanol
10 9.135 2.39 Benzofenon
11 40.394 231 S-heptadekan
12 4.088 2.08 4-heptilbiitan
13 39.513 1,96 7-heptadekan
14 56.810 1,38 1-tridekan
15 26.501 1.22 2,4- dimetil-okzazol
16 9.587 1.13 (E)-9-oktadekan
17 7.905 1.07 1-hekzakosanol
18 10.583 0.96 1-kloro oktadekan
19 17.844 0.96 2-heptadekanal
20 48.278 0.74 5-heptadekan
21 43.495 0.73 9- Oktadekanoik asi
22 27.302 0.65 1-eikosanol
23 11.756 0.60 Pentadekan
24 12.345 0.52 4- siklohekzil dodekan
25 6.182 0.51 Bis(1,1-dimetiletil)-fenol 2,4-bis (1,1-dimetiletil)-fenol
26 3.837 0.35 7,11-hekzadekadien
27 5.084 0.32 Tetradekan
28 49.360 0.30 Siklotetradekan
29 8.883 0.30 Tetradekan
30 43.049 0.13 Oleik asit
31 23.858 0.07 Oktahidro-8 1(2H) naftalen
32 47.129 -0.01 15-heptadekan

TZ: Tutunma Zamani
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MAES maddesinden ise toplam 23 bilesik analiz edildi. Cogunlukla bulunan
maddeler; %53,48 oraninda 1-oktadekan %720,95 oraninda n-hekzadekanoik asit,

%12,89 oraninda oktadekanoik asit ve %5.66 oraninda 1-dodekan olarak belirlendi

(Cizelge 4.36). Bilesenlerin dekanoik asit tiirevleri oldugu ve total ekstreye benzerlik

gosterdigi belirlendi.



Cizelge 4.36. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen MAES ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram icerigin Adi
1 4.140 53.48 1-oktadekan
2 20.327 20.95 n-hekzadekanoik asit
3 28.664 12.89 Oktadekanoik asit
4 10.371 5.66 1-dodekan
5 30.478 528 a,1-naftolpropan
6 5.381 5.18 Siklododekan
7 3.854 2.73 Dekanoik asit
8 40.949 2.67 13-tetradekan
9 12.665 1.91 Tetradekanoik asit
10 9.135 1.47 Benzofenon
11 36.372 0.84 (E)-15-heptadekan
12 7.069 0.80 (Z)-9-oktadekanoik asit
13 19.280 0.61 (E)-3-oktadekan
14 16.184 0.60 (Z)-9-oktadekan
15 6.177 0.50 2,4-bis (1,1-dimethylethyl) fenol
16 3.138 0.31 3-metil benzoik asit
17 10.577 0.25 Didesil ester dekandioik asit
18 21.975 0.18 3-heptadekan
19 42.629 0.15 Bisiklo[2.2.1]hepten Neopentil siklohekzan
20 4.729 0.07 17-pentatriakontan
21 41.973 0.06 1-dotriakontan
22 8.895 0.02 1-kloro-oktadekan
23 49.349 0.013 Hekzadekan

TZ: Tutunma Zamani
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GC-MS analizi sonucunda hekzan (total) ekstresine ait igerikleri analizi %97,52

oraninda gergeklestirildi. Toplam 43 bilesik arasindan en fazla bulunanlar sirasiyla;

%14.36 oraninda trikloromethan, %12.33 oraninda bisiklo-metilbisiklo-3-en=2-one,

%9.21 oraninda 2-buten-1 ona, %8.74 oraniyla 1R,4S(-) tetrametilbisiko ve %5.34

orantyla da oktadekan maddeleri olarak tespit edildi (Cizelge 4.37).
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Cizelge 4.37. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen Hekzan (total) ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram icerigin Adi
1 6.082 14.36 Triklorometan
2 66.655 12.33 S-metil-1-(1-metiletil)-bisiklo[3.2.2Jnon=3-en=2-on
3 67.279 9.21 1-(2,6,6-trimetil-siklohekzen-1-il)-2-biiten-1-on
4 66.174 8.74 1R,48S,7S,11R-2,2 4, 8-tetrametilsiklo [5.3.1.0 (4,11)] undek-8-en
5 68.812 5.34 Oktadekan
6 76.497 5.15 Stearik asit
7 68.459 4.75 Z-11 tetradekanoik asit
8 71.072 3.70 n-hekzadekanoik asit
9 68.515 3.18 1-(3-nitrofenil)-pirolidin
10 72.872 3.18 Nonakosan
11 60.510 2.24 N- asetil-8,13-imino-14,15,16,17-tetranorlabo-8-en
12 79.083 2.10 (Z,2)-9,12-oktadekanoik asit
13 60.092 1.98 1H- nafto[2,1-b] piran, 3-etenildodekahidro-3,4a,7,7,10a-pentametil
14 68.017 1.95 1-(3-metilbitil)-2,3,4,5-tetrametilbenzen
15 70.603 1.86 2,3-dihidro-2-metill-benzofuran
16 70.037 1.71 Izobiitirik asit, tridesil ester
17 74.134 1.62 1,4,7,10,13,16 — Hekzaoksasiklooktadekan
18 54.748 1.60 4,6-dimetoksi-3-metilindol-2-karbaldehid
19 78.465 1.43 1-kloro-heptakosan
20 67.748 1.35 B-Damaskon
21 53.866 1.32 1 H-pirazol [ 3,4-b] kinolin
22 56.790 1.23 5-(1’-metilimidazol-5’-ilkarbonil)-2 (1H)-pirimidon
23 73.458 1.23 Oktaetilen glikol monododesil eter
24 74.563 1.03 3-( 1,3- dihidroksizopropill) -1,5,8,11,14,17- Hekzaoksasiklononadekan
25 57.505 0.99 1,4-dimetil-8-izopropiliden trisiklo [5.3.0.0 (4, 10)] dekan
26 77.304 0.93 (E)-9-Oktadekanoik asit
27 83.872 0.67 15-Krovn-5
28 84.456 0.55 Etilen oksit
29 31.448 0.53 3-metil-pentanoik asit
30 18.424 0.42 N,N-dimetilformamid
31 55.686 0.42 5,5-dimetil 1,3-difenil-bisiklo [4.1.0] hepten
1-(3°,6°, 9°, 12’- Tetraoksasiklootridekan)-3,6,9,12,15-
32 ST 0.36 pe(ntaokzasiklohekzadekan :
33 82.728 0.34 Hekzanol
34 30.887 0.30 1,2- siklopentadion
35 39.424 0.28 Oktadekin
36 59.193 0.20 Longifolen
37 61.345 0.14 (+)-(Z)-Longipinan
38 40.551 0.11 4-hidroksi-2-metil-2-siklopentan
39 60.093 0.09 2-Furan karboksilik asit
40 4.726 0.05 1,1-dietoksietan
41 32.935 0.05 Trans, trans-2,4-dekadienal
42 3.250 0.04 Hekzan
43 33.261 0.03 Hekzanoik asit

TZ: Tutunma Zamani

Hekzan total ekstresinden elde edilen HAE3 maddesinin igerik analizi sonunda
22 bilesen tespit edildi. Tespit edilen bilesiklerden diklorometanin % 97.42 oraninda
oldugu belirlendi (Cizelge 4.38). Bu oranin total ekstreyle benzerlik gosterdigi tespit
edildi.
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Cizelge 4.38. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE3 ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Oram iqerigin Adr
1 1.970 97.42 Dikloromethane
2 49.594 0.74 1,3-Benzenedikarboksilik asit
3 6.061 0.41 Dimetil siilfoksit DMO
4 23.222 0.31 Tridekanal
5 2.637 0.28 Metilene klorit
6 38.396 0.11 1,4-benzenediol, 2-metil
7 33.321 0.10 Methan siilfibiys
8 22.232 0.08 Ethane, 1,1-dikloro
9 33.928 0.08 Malvastrone
10 45.337 0.08 Pirimidin-4,6-(3H,5H)-dione-2-
11 36.371 0.06 Piridin
12 24.921 0.05 Kuinoline, 2-phenil
13 1.856 0.04 Siklopropan
14 25.104 0.04 cis-1-metil-2-propilsiklopentan
15 28.612 0.04 Tetradekan
16 20.120 0.03 Fenol- 2- metil-5-(1-metiletilene)
17 20.830 0.03 2,15-Dimethox-4(trimetilsilox)
18 25.453 0.03 8-hidroksil-4-metil-7-(2metilphenilamin)
19 51.580 0.03 Benzene-2-(tert-butildimetilsilane)
20 42.316 0.02 Propanoik asit, 2-kloro-, etil
21 48.559 0.02 Indolizin 2-(4-metilfenil)
22 49.817 0.01 Gibberellin A3

TZ: Tutunma Zamani

Hekzan ekstresinden elde edilen HAE4 maddesinde 24 bilesik tespit edildi. S6z
konusu ekstrenin % 90.2 oraninda asetik asit, igerdigi belirlendi (Cizelge 4.39). Sz

konusu igerigin total ekstrede bulunmadigi tespit edildi.
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Cizelge 4.39. Senecio vernalis bitkisinden elde edilen HAE4 ekstresinin GC-MS igerikleri

No TZ (%)Orani1 icerigin Adi
1 1.970 90.2 Asetik asit
2 40.067 0.75 Oktadekanoik asit
3 23.210 0.66 Dodekanal
4 18.810 0.46 2-siklohekzan-1 One, 3-Metil,6.
5 36.388 0.36 n-Hekzadekanoik asit
6 20.372 0.28 Timol
7 45.348 3.23 7-Benzilfuro[3.2-b] piridin
8 44.679 0.24 Isobenzofuran 1 (3H) One, 3-buton
9 46.436 0.21 Butil- 9- tetradekanoate
10 46.584 0.21 Oleik asit
11 45.062 0.20 3,7-Dimetil-2-azafluorenone
12 22.243 0.19 Nafthalen dekahidro-
13 48.656 0.15 2-fenil- 4-metilpiridol[2.3-d]pirimidin
14 45.137 0.14 1H-Benzimidazol-2-amine, N-fenil
15 20.824 0.12 Siklohekzasioksan dodecametil.
16 36.605 0.10 Pentasilokan dodekametil
17 28.022 0.09 Bisiklo [3.1.1]heptan 6,6-dimetil
18 28.600 0.09 Hekzadekanal, Palmitaldehit
19 49.594 3.05 1,3-Benzenedikarboksilik asit
20 33.315 0.07 Tetradekanal, Miyrisaldehit
21 33.178 0.06 Karbonik asit, biitil hekzadesil ester
22 38.946 0.05 Karbonik asit, butil tridesil ester
23 1.856 0.03 Siklopropan, 1,1—dimetil-
24 25.453 0.03 Tetradekametilsikloheptasiloksan

TZ: Tutunma Zamani

Yapilan igerik analizlerinden elde edilen sonuglara gore alt ekstrelerin ¢ogunlukla
total ekstrelerle benzerlik gdsterdigi belirlendi. Bazi alt ekstrelerde ise farkliliklar tespit
edildi. Metanol ve sitrik asit ile asidiye edilmis ¢ozeltiden elde edilen ve Senecio
vernalis tiiriiniin en énemli sayilabilecek bileseni olan pyrrolizidin alkoloidi (Seremet
ve ark., 2018) mevcut calismada tespit edilememistir. Elde edilen bilesenlerin bazi
fenolik bilesenler ile yag asitleri oldugu tespit edilmistir. Literatlir ile
karsilastirildiginda ¢calismamizda GC-MS ile tespit edilen bilesenlerin oldukg¢a farklilik
gosterdigi belirlenmistir (Balpinar ve Okmen, 2018). S6z konusu tiirle ilgili yapilan
caligmalarin ¢gogunlugu pyrrolizidin alkoloidi eldesine yonelik oldugundan igerik analizi
icin tam bir karsilagtirma yapilamamistir (Cheng ve ark., 2017; Flade ve ark., 2019;
Seremet ve ark., 2016; Seremet ve ark., 2018; Stage, 2017).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Yapilan caligmalar sonucunda, bitkilerin genelinden (kok, yaprak cicek ve
meyve) elde edilen farkli dogal bilesenlerin pekgok biyolojik aktivite gosterdigi
bilinmektedir (Erdogan, 2012). Bu bilesiklerin karakterizasyonu, tanimlanmasi ve
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi, bulundugu tiirleri 6nemli kilmistir. Salgilanan
dogal bilesenlerin; canlilarda zararli mikroorganizmalar ve diger canlilara kars
savunma yapmalari, giizel kokular salgilayarak tozlagsmayi tesvik etmeleri gibi bir¢cok
islevleri bulunmaktadir. Bitkiler ayrica beslenmeyi engelleyecek toksik maddeleri ve
repellent icerikleri lireterek (Bennett ve Wallsgrove, 1994) bakteri, fungus, bocek gibi
pekeok organizmaya karst bu sekonder metabolitleri kullanmaktadir (Bozari, 2012;
Erdogan, 2012; Hartmann ve ark., 1989; Sahiner, 2006). Ayrica yapilan epidemiyolojik
calismalarla insan viicudunu serbest radikallere karsi korumada fenolik bilesiklerce
zengin dogal bitkisel kaynaklarin yararli oldugu belirtilmis ve bu bitkisel kaynaklarin
cogunlukla askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini) ve fenolik asitler gibi
dogal bilesenler oldugu bildirilmistir (Erdogan, 2012). Bunun yani sira tarim, gida, tip,
parfliimeri ve sanayi gibi farkli alanlarda aktif olarak kullanimlar1 da s6z konusudur

(Cakmak, 2017; Kaya ve Artuvan, 2016).

Calismamizda Asteraceae familyasina ait Senecio vernalis tiiriinden kloroform,
metanol ve hekzan ekstreleri elde edilmis ve bu ekstrelerin biyolojik aktiviteler
hakkinda baz1 ipuclar1 elde edilmeye calisilmistir. Bitki ekstraktlarindaki farkl
bilesenler ince tabaka kromatografisiyle fraksiyonlara ayrilmis, bilesiklerin
antimikrobiyal, antioksidan ve genetik etkileri belirlemeye c¢alisilmistir. Bitki
ekstrelerinde bulunan molekiillerin kimyasal igerikleri GC-MS ile fenolik igerikleri ise

YPSK yontemiyle analiz edilmistir (Akay, 2015).

Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore bilesenlerin ozellikle
bakterilere kars1 aktivite gosterdigi ancak bu etkinin kontrole goére diisiik oldugu
gozlenmistir. Diigiik aktivite tespit edilmesinin sebeplerinden biri uygulama dozlarinin
diisiik tutulmasidir. Literatiirde oldukga yiiksek goriilen aktivitelerin yiiksek oranlarda
uygulamalarla elde edildigi belirlenmistir (Karaman ve ark., 2003; Rauha ve ark.,

2000). Saccharomyces cerevisiae tiriinde MAE3 hari¢ herhangi bir ekstrenin aktivite



96

gostermedigi  goOriilmiistiir. Literatiirde farkli ekstrelerin  uygulandigi patojen
mikroorganizmalara karsi 6zellikle Gram (-) bakterilerin Gram (+) bakterilere kiyasla
daha direngli olduklar1 belirtilmisken (Aligiannis ve ark., 2001; Haznedaroglu ve ark.,
2001), calismamizda boyle bir ayirima rastlanamamistir. Zira dnceki ¢aligmalarin
aksine bazi calismalarda Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilerden daha direngli
olduklar1 savunulmustur (Kog, 2013). Bu durum siiphesiz etken cesitliligi, uygulama

dozlar1 ve kullanilan mikroorganizmalarin farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Alt fraksiyonlara ayrilan ekstrelerin uygulandigi arpa ve horozibigi tohumlarinda
genellikle istatistiksel olarak ©nemli sayilabilecek farklar olusturmadigi belirlendi.
Ozellikle HAE3’i{in son dozu disinda herhangi bir ekstrenin horozibigi bitkisinin kok
gelisimini etkilemedigi belirlendi. Horozibigi bitkisinin gelisiminde kayda deger
aktivite bulunmamasi, uygulanan ekstreleri kolay bir sekilde (ya da hemen) metabolize
etmemesinden kaynaklanabilir. Bu duruma Sibony ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir
calismada da rastlanmustir. Basta siilfonil iire i¢ceren bir herbisit olmak {izere asetolaktat
sintaz enzimi inhibitorii bir¢ok herbisite karsi horozibigi 6rneklerinin direngli oldugu

vurgulanmistir.

RAPD’ten elde edilen sonuglarin genelinde genomik stabilitenin %50’nin
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Mikroorganizmalara karsi aktivite gosteren bilesenlerin
yiiksek organizmalarda daha etkin savunma mekanizmalariyla karsilagmasi olasidir.
Bunun 6zellesmis gen bolgelerinin sentezledigi inhibitorlerle saglanmasi muhtemeldir.
Ornegin; Arabidopsis thaliana’mn mutant bazi1 Orneklerinin 3. kromozomlarinda
bulunan bir gen sayesinde bazi herbisitlere karsi normalden 300 kat daha direncli
olduklar1 bildirilmistir (Haughn ve Somerville, 1986). Benzer bir sekilde Amaranthus
palmeri’nin tasidigt EPSPS geni sayesinde glifosat herbisidine diren¢ sagladigi da
yapilan ¢aligmalarda belirlenmistir (Gaines ve ark., 2010). Stres faktoriine maruz kalan

bitkilerin benzer tepkiler vermesi olasidir.

Antioksidan aktivite ile fenolik igerikler ele alindiginda mirisetin, absisik Asit ve
kurkumin bilesenlerinin tiim ekstrelerde bulundugu fakat oldukga diisiik degerlerde
oldugu tespit edilmistir. Antioksidan bilesenler ile fenolik bilesenler arasinda bir
korelasyon oldugu onceki ¢alismalarda vurgulanmistir (Kaya ve Artuvan, 2016).
Mevcut calismada da benzer bir etkilesim meydana gelmistir. Kullanilan iki farkl

antioksidan testte ABTS radikali bilesenler tarafindan indirgenirken DPPH testinde
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benzer sonug elde edilememistir. Sebebi ise fenolik iceriklerin hem say1 hem de miktar
olarak azligina baglanmistir. GC-MS igeriklerinin ise literatiirle olduk¢a farklilik
gosterdigi ve yiiksek oranlarda bulunan bilesenlerle ilgili biyolojik aktivite dlglimiine

yonelik caligmalara rastlanamamustir.
5.2 Oneriler

Sonug olarak elde edilen bes farkli alt ekstrenin pozitif kontrolle kiyaslandiginda
daha diisiik oranlarda antibakteriyal aktivite gdsteren maddeler elde edilmistir. Bu alt
gruplardan MAE3 ve MAES’in bazi funguslara karsi da aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bitki tohumlarinin gelisimini ise kayda deger oranlarda etkilemedikleri ancak
az da olsa genomik kararliligi bozduklar1 belirlenmistir. Dolayisiyla pestisit
olmalarindan ziyade fungisit veya antimikrobiyal madde olarak degerlendirilebilecek bu

maddelerin farkli ayirma metodlar1 kullanilip, saf olarak elde edilmeleri 6nerilmektedir.
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Ek 1. Kloroform ekstresine ait KAES maddesinin HPLC grafigi
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Ek 2. Metanol ekstresine ait MAE3 maddesinin HPLC grafigi
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Ek 3. Metanol ekstresine ait MAE4 maddesinin HPLC grafigi
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Ek 4. Metanol ekstresine ait MAES maddesinin HPLC grafigi
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Ek 5. Hekzan ekstresine ait HAE3 maddesinin HPLC grafigi
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DADTA, Sig=2124 Ref=off (CCHEM32..§_SENECIOIFENOL_DCM_26072018_SENECIO 2018-07-26 10-17-23HK3 AD)

mAU; ]
404 g
34

] m m

] %n%ég 0 N fﬁﬁj 0w N g 3 & m

g T P T 0 PPN o |

] v Q@q&*&‘ N%ﬁ@' J - \@Q" ﬁ 0 "l‘ %& 1 .\1@ ’wl i

] ! - | .

k Pm?‘ IR W A SR VI N O S0

T T T T T —

: - - 4 il ull




Ek 6. Hekzan ekstresine ait HAE4 maddesinin HPLC grafigi
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