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BILESIKLERININ TAYIN EDILMESI VE BU BILESIKLERIN TAKSONOMIK

OLARAK KULLANILMASI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Yusuf MENEMEN
Ortak Danisman: Dog. Dr. Zerrin ERDEMGIL

Kasim 2009, 237 sayfa

Bu tez calismasinda Alchemilla L. cinsine ait 25 tiirde ve bu cinse yakin akraba
olan Potentilla L. cinsine ait bir tiirde ilk defa flavonoid bilesiklerinin izolasyonu ve

tayini gergeklestirilmis ve bu bilesiklerin sistematik acidan 6nemi degerlendirilmistir.

Calisilan Alchemilla tiirleri Tiirkiye florasinda Alchemilla cinsi i¢in verilmis olan
teshis anahtarindaki gruplarin tamamini temsil etmekte olup, bunlardan 15 tanesi
Tiirkiye icin endemik olan tiirlerdir. Grup A’dan A. ovitensis (E), Grup B’den A.
sericata ve A. erythropoda, Grup C’den A. hirtipedicellata, A. armeniaca (E), A.
orthotricha, A. erzincanensis (E), A. cimilensis (E), A. mollis, A. orduensis (E), A.

ikizdereensis (E), A. porrectidens, A. oriturcica (E), A. bursensis (E), A. persica, A.



speciosa, A. hirsutiflora (E) ve A. holocycyla (E), Grup D’den A. ciminensis (E), A.
buseriana (E), A. trabzonica (E), A. tiryalensis (E), A. stricta ve A. barbatiflora, Grup
E’den A. procerrima (E) ve Potentilla cinsinden de P. recta tiirlerinin flavonoidleri bu
calisma kapsaminda incelenmistir. Calisilan Alchemilla tirleri cinsin Alchemilla
seksiyonunun Chirophyllum Rothm., Heliodrosium Rothm. ve Calycanthum Rothm.
altseksiyonlarina ve Sericeae Bus., Pubescentes Bus., Elatae Rothm. ve Calycinae Bus.

serilerine aittir.

Flavonoid tayin yontemi olarak kromatografik yoOntemlerden analitik ve
preparatif ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi ve yiiksek basing sivi
kromatografisi kullamilmistir. Tiirkiye florasinda yer alan Alchemilla ve Potentilla
cinslerine ait tiirlerde rutin (quercetin-3-rutinoside), orientin (luteolin-8-C-glucoside),
vitexin (apigenin-8-C-glucoside), hyperoside (quercetin-3-O-galactoside), isoquercetin
(quercetin-3-glucoside), quercitrin (quercetin-3-O-rhamnoside) flavonoidleri tayin

edilmistir.

Tiim 6rneklere ait flavonoid verileri PAUP 4.0b.10 programi kullanilarak analiz
edildi ve calisilan Alchemilla tiirleri arasindaki akrabalik iligkilerini gosteren hem
parsimoni hem de komsu baglanti agaci olusturuldu. Kimyasal verilerden elde edilen
sonuglar morfolojik karakterlere dayali siniflandirma ile karsilagtirllmis ve calisilan

taksonlar arasindaki iligkiler ortaya konulmaya calisilmistir.

Analiz sonuglari, calisilan tiirlerden elde edilen flavonoid bilesiklerinin tiirler
arasinda ciddi anlamda farklilik gostermedigini, baz1 durumlarda tiiri¢i varyasyonun

tiirler arasindaki varyasyondan daha fazla oldugunu gostermistir.

il



Alchemilla cinsinin Potentilla cinsiyle karsilastirilmasi sonucunda da benzer
sonuclar elde edilmistir. Potentilla cinsinden elde edilen flavonoidlerin Alchemilla
cinsiyle benzerlik gosterdigi goriilmiistir. Bu durum bu iki cinsin morfolojik
karakterlerin yam1 sira kimyasal karakterler acisindan da birbirlerine yakin cinsler

oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler : Alchemilla L., Flavonoid, Kromatografi, Taksonomi.
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In this thesis, isolation and identification of flavonoid compounds in 25 species
belonging to the genus Alchemilla L. and one from the genus Potentilla L., closely
related to it, was carried out, and taxonomical importance of the substances was

assessed with respect to systematics.

Alchemilla species studied, of which 15 are endemic for Turkey, represent all
groups in the identification key given for Alchemilla species in Flora of Turkey.
Flavonoids of A. ovitensis (E) from Group A, A. sericata and A. erytropoda from Grup
B, A. hirtipedicellata, A. armeniaca (E), A. orthotricha, A. erzincanensis (E), A.
cimilensis (E), A. mollis, A. orduensis (E), A. ikizdereensis (E), A. porrectidens, A.

oriturcica (E), A. bursensis (E), A. persica, A. speciosa, A. hirsutiflora (E) and A.



holocycla (E) from Group C, A. ciminensis (E), A. buseriana (E), A. trabzonica (E), A.
tiryalensis (E), A. stricta and A. barbatiflora from Grup D, A. procerrima (E) from Grup
E and P. recta from the genus Potentilla were examined in the course of this study.
Alchemilla species studied belong to the subsections of Chirophyllum Rothm.,
Heliodrosium Rothm. and Calycanthum Rothm., and the series of Sericeae Bus.,
Pubescentes Bus., Elatae Rothm. and Calycinae Bus. of the section Alchemilla of the

genus.

Analitical and preperative thin layer chromatography, colon chromatography and
high pressure liquid chromatography were used for the identification of flavonoid
compounds as chromatographical techniques. In species of the genera Alchemilla and
Potentilla existing in Flora of Turkey, rutin (quercetin-3-rutinoside), orientin (luteolin-
8-C-glucoside), vitexin  (apigenin-8-C-glucoside), hyperoside (quercetin-3-O-
galactoside),  isoquercetin  (quercetin-3-glucoside), quercitrin  (quercetin-3-O-

rhamnoside) flavonoids were identified.

Flavonoid data belonging to all samples were analysed by using PAUP 4.0b.10
program and parsimonic and neighbour joining trees were both generated to display
relationships amongst Alchemilla species studied. The results obtained from chemical
data were compared to the classification based on morphological characters and it was

performed to clarify relationships amongst the taxa studied.

As a result, flavonoid compounds obtained from the species studied showed that
they do not show sericeous variations amonst the species and even in some cases

variation within a species is grater than it is between species.



Similar results were obtained from the comparisons of the genera Alchemilla and
Potentilla. The flavonoid compounds obtained from Alchemilla are similar to those
from the genus Potentilla. This shows that these two genera are closely related genera in

terms of chemical characters alongside morphological features.

Key words: Alchemilla L., Flavonoid, Chromatography, Taxonomy
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1. GIRIS

Yurdumuz, florasindaki takson sayisi bakimindan iliman kusakta bulunan
iilkeler arasinda diinyanin en zengin floraya sahip iilkeleri arasinda bulunmaktadir".
Ulkemiz florasinin zenginliginin temelinde, degisik iklim tiplerinin varlig1, cografik
durumu, jeolojik yapisi, topografik ozellikleri, cesitli toprak gruplarina sahip olmasi

ve ii¢ degisik fitocografik (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz bitki cografyasi)

bolgenin birlestigi yerde bulunmasi yatmaktadir.

Bitkiler ekolojik isteklerine uygun ortamlarda yasarlar. Bu sartlar zamanla
degisirse; mevcut bitki Ortiisiiniin tiir cesidi, tiirlere ait bireylerinin sayis1 ve
baskinligi bakimindan degismeler gozlenir. iklim; bitki yasammm ve yayilisim
etkileyen en onemli ekolojik etmendir. Tiirkiye’de ve kuzey yarimkiirenin orta
kusaginda yer alan diger iilkelerde, Kuaterner’de oldukca koklii ve sik sayilabilecek
iklim degisimleri yasanmistir. Bu zamanda yasanan son buzul dénemi Oncesinde
sicakliklarda biiyiik artiglar olmus ve buzullar eriyerek deniz seviyesi yiikselmistir.
Ancak son buzul déneminde genel bir soguma meydana gelmis ve kuzey yarim
kiirede buzullar orta Avrupa’da Almanya i¢lerine kadar ilerlemis, Alpler, Kafkaslar
ve Himalayalar buzullarla kaplanmistir. Buna baglh olarak yeryiiziindeki mevcut
suyun bir kismi1 buzullarda depolandigindan deniz seviyesinde yaklasik 100 metrelik
diisiis olmustur. Bu iklim degismelerine bagli olarak gerek diinyada ve gerekse
Tiirkiye’de bitki ortiisiinde farklilagsmalar meydana gelmistir. Tersiyer ve
Kuaterner’de meydana gelen iklim degisimleri nedeniyle yeryiiziinde, soguma ve

1sinmalar birbirini takip etmistir®.



Tiirkiye topografyast cok degisken ozellik gostermektedir. Cok sik iklim
degisiklikleri ve topografyadaki farkliliklar; iilkemizde cok sayida mikroiklim ve
habitat olusumuna, dolayisiyla bir¢ok relik alan ve endemizm merkezinin ortaya

cikmasina neden olmustur.

Alchemilla L. cinsi tiirleri Rosaceae familyasina aittir. Rosaceae familyasi
otsu ve odunsu bitkilerin bulundugu dikotiledonlarin biiyiikk ve Onemli bir
familyasidir. Bu familyanin 122 cinse dahil 3370 kadar tiirii vardir. Bircok tiirii siis
bitkisi olarak park ve bahcgelerde yetistirilmektedir. Alchemilla Rosaceae familyasi
icinde Rosoideae alt familyasinin Sanguisorbaeae tribusunda yer almaktadir®.
1000°den fazla tiir ile temsil edilen Alchemilla cinsi genellikle holarktik bolgede
yayilmakla beraber, bu bolgenin disinda Seylan, Dogu Hindistan, Umit Burnu ve
Dogu Afrika Daglari’'nda da bulunmaktadir™. Alchemilla'nin Avrasya taksonlari
Rothmaler tarafindan iki seksiyona ayrilmistir. Bu seksiyonlar Pentaphyllon Rothm.
ve Brevicaulon Rothm.’dur. Aymi arastiricitya gore bunlara ait taksonlarin bir kismi

genis yayiligh, bir kismi da endemiktir®.

Tiirkiye florasindaki kayitlara gore, Tiirkiye‘de yayilis gOsteren Alchemilla
tirlerinin tamami1 Alchemilla seksiyonuna aittir'®. Bu seksiyon 3 subseksiyon
(Chirophyllum Rothmn., Heliodrosium Rothmn. ve Calycanthum Rothmn. ve 6
seriye (Saxatiles Bus., Sericeae Bus., Pubescentes Bus., Vulgares Bus., Elatae

Rothmn. ve Calycinae Bus.) ayrilmistir ©

Tiirkiyedeki Alchemilla tiirlerinin cogunlugu Kuzey Anadolu Bolgesi‘nde

yayilis gostermektedir. Bunlarin Kirim, Kafkasya ve Iran’daki tiirlerle yakin akraba

olabilecekleri ileri siiriilmektedir®.



Alchemilla cinsine ait tiirler ¢ok sayidadir ve degisebilir formlar
gostermektedir. Yapilan embriyolojik ¢alismalarda Alchemilla’nin birkag tiirii harig
genellikle apomiktik oldugu bilinmektedir”®. Bu cinsin Avrasya tiirlerinin tamami

apomiktir(g).

Alchemilla tiirlerinde goriilen yliksek kromozom sayilarinin zamanmmizda
mevcut olmayan ebeveyn tiirlerden meydana gelmis olan kompleks ve hibrid orijinli
tiirlerden kaynaklandig ileri siirilmektedir®. Alchemilla tiirleri sitolojik calismalar
icin ¢ok zor bir cins olarak kabul edilmektedir'?. Calisilmis olan tiim tiirlerin
kromozomlarmin ¢ok kiiciikk oldugu ve yiiksek poliploidi gosterdikleri

gbrﬁlmektedir(m).

Flavonoidler bitki kaynakl1 bilesikler olup, dogada yaygin olarak bulunurlar.
[Ik onceleri limon kabugundan elde edilen flavonlar P vitamini olarak
adlandirilmistir'Y. Kilcal damar gecirgenligini ve kirillganligim diisiirmede
kullanilmasi, flavonoidlere olan Onemi arttirmis ve bugiin icin 6000’den fazla
flavonoid izole edilerek, yapilart degisik kimyasal metotlarla analiz edilerek

tammlanmlstlr(m.

Flavonoidlerin dogada bir milyar yildan beri bulundugu ve bu zaman
siirecinde organizmalarla etkilesimde bulunmustur. Flavonoidler dogada genis
yayilis gosteren dogal iriinlerin en Onemli grubudur. Bu grup, bitkilerin
renklenmesine katkida bulunduklar1 gibi bazi tiyeleri fizyolojik aktivite iizerinde son
derece etkilidir. Bitkilerde rastlanan bu bilesikler, onceleri ciceklerin sari, kirmizi,
turuncu, ve benzeri renklerinden sorumlu olan pigmentler olarak bilinirken, daha
sonra yapilan bir ¢ok calismada flavonoid bilesiklerine; bitkinin meyve, tohum,

cicek, yaprak ve dallarinda da rastlaninca sadece bir pigment sistemi olamayacagina



yonelik calismalar goriisler ileri siiriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda; flavonoidlerin
antioksidan, enzim inhibitorii ve aym1 zamanda 1sindan koruma 6zeliklerinin oldugu

Harborne ve arkadaslarinin yaptiklar 1319

calismalarda ortaya konmustur. Smith ve
ark.!"” yaptiklar1 caligmalarda flavonoidlerin bitkilerde enerji doniisiimiine ve
biiylime hormonlarina etki ederek, solunum ve fotosentezi diizenleme ve bulasici
hastaliklara kars1 bitkileri savunma 6zeligine sahip olduklarin1 ortaya koymuglardir.
Daha sonralarda Firmin'®, Peters'”, Zaa't"® gibi arastiricilarin  yaptiklari
arastirmalarda bitkilerde azotun tutunmasim diizenleyen bakteriyel genlerin
aktiflestirilmesi stirecinde yer aldiklan ile ilgili caligmalar yapilmis ve bunun
sonucunda da flavonoidlerle genler arasinda belirgin bir iliski olabilecegi bilgisi
tizerinde durulmustur. Yapilan baska bir calismada, Rus ve Kulikov'? bu
bilesiklerin kanin bilesenleri {iizerine etkisini arastirmiglar ve sonu¢ olarak
flavonoidlerin eritrosit olusumunu ve Iokosit sayisimi arttirdigint gozlemislerdir.

(20

Jeney ve Uri™” quercetin, rutin ve bazi diger flavonoidlerin kalbi kuvvetlendirme,

nabzt normallestirme oOzelliklerine sahip oldugunu aciklamiglardir. Ayrica,

@1

Samray’mn’ yaptig1 arastirmada flavonoidlerin kolesterol seviyesini disiirdiigi,

kanin bilesenleri iizerine etki ettigini gésterilmislerdir(lz).

Geleneksel veya modern tipta son yillarda flavonoidlere karsi ilgi giderek
artmis ve flavonoidlerin cok yonlii biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelerinin var
oldugu tespit edilmistir. Bors ve Saran (1987)“?, Larson (1988)*?, Moroney ve ark.
(1988)*", Vlaskovska (1990)*”, Pratt ve Hudson (1990)*”, Wagner (1989)?7;
Wagner ve ark. (1991)*®, Hikino ve Kiso (1988)“” yaptiklar1 farkli calismalarda
flavonoidlerin antioksidatif, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiiilserojen, antiviral,
hepatoprotektif ve hipolidemik etkiye sahip olduklarimi belirtmislerdir. Bunlardan

baska Kato ve ark. (1983)(30), Huang ve ark. (1983)(3 D Verma ve ark. (1988)(32),



Descher ve ark. (1991)° flavonoid cesitlerinden Quercetin ve Kaempferol’iin in
vitro ve invivo c¢alismalarda antineoplastik etkiye sahip olduklarin1 ortaya

koymuslardir.

Flavonoidlerin sadece medikal alanlarda degil, aym1 zamanda endiistride,

besin, tekstil, deri, metalurji, tip, ziraat ve benzer alanlarda kullanimi s6z konusudur.

Harborne (1973)(34) bitkilerde bulunan sekonder metabolitleri taksonomik
acidan degerlendirirken flavonoidleri genis kapsamli olarak kullanmis ve
flavonoidlerin, bitki taksonomisinin tiim taksonomik diizeylerinde belirleyici faktor
olarak  bitki taksonomistleri tarafindan  kullanilabilecegini  belirtmistir®®.
Harborne’un 1973’de Baptisia cinsinde dogal bitki hibritlerinin tanimlanmasinda
flavonoidlerin 6nemli kamitlar sundugu goriisiinii takip eden Van sumere ve ark.®”

Serbetci otu ve Azalea gibi kiiltiir bitkileri ile yaptiklar1 calismalarda; tiir ve familya

diizeylerinde belli flavonoid bilesiklerini basar ile kullanilabilecegini gostermistir.

Flavonoidler biiyiik yapisal varyasyon gostermekte olup, 12 alt sinifa
boliinmiistiir. Her biri glikolizlenme, metillenme ve hidroksillenme derecelerine gore
cesitlenmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 taksonomik calismalarda diger sekonder
metabolitlerden daha fazla sayida taksonomik Oneme sahip karakter meydana
getirmektedirler. Flavonoidler evrensel olarak Angiospermlerde, Gymnospermlerde
ve Pteridophyta’da herhangi bir sinirlama olmaksizin yaygin olarak bulunabildikleri
icin kemosistematik isaretleyiciler(marker) gibi kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak
bitkilerdeki kimyasal karakterlerin en kararlis1 olarak goriilmektedir. Bununla
beraber bu bilesiklerin elde edilmesi ve tamimlanmasi nispeten hizli ve kolay
olmaktadir. Bitkiler aleminde fenolik bilesikler olarak bilinen grup igerisinde

bulunan flavonoidler ayn1 zamanda sekonder metabolit olarak bilinen mikromolekiil



grubunda da bulunmaktadir. Mikromolekiillerin molekiiler agirliklar1 diisiiktiir. Bu
sinifta  monomerik bilesikler olarak flavonoidler, alkoloitler, terpenoitler ve
aminoasitler bulunur. Kemotaksonomideki gelismeler, bu mikromolekiillerin
kullanimina odaklanmistir. Cins diizeyinde ve bunun altindaki taksonomik
problemlerin ¢oziilmesinde oldukga etkin olarak kullanilmaktadir. Makromolekiiller
(DNA, RNA, karbohidrat ve proteinler) polimerik bilesikler olarak bilinmektedirler.
Makromolekiillerin molekiiler agirliklart bu bilesiklerin metabolizmas: sonucunda
ortaya ¢ikan sekonder metabolitlerden daha yiiksektir ve tasidiklan bilgiler, cins ve
daha {stii  taksonomik  diizeylerde bulunan taksonomik  problemlerin

¢oziimlenmesinde kullanilir®®.

1.1. Rosaceae Juss. Familyasi

Alchemilla cinsinsin bagli bulundugu ve yurdumuzda Giilgiller olarak bilinen
bu familyaya ait bitkiler agac, cali veya ot formunda bulunmaktadir. Familyaya ait
iyelerin bazilar1 tirmanicidir. Yapraklar alternattir, nadiren de olsa karsilikli basit
veya bilesik olarak goriilebilen, genellikle stipiillii, nadiren stipiil bulundurmayan
sekilde tarif edilir. Cicekler genellikle erdisi halinde bulunurken, nadiren tek eseyli
halde bulunmaktadir. Cigeklerin simetrisi 1sinsal olarak bulunurken, nadiren de
zigomorf halde goriilebilir. Sepaller 4-5 parcali ve kaide kisminda birlesik
goriiliirken, petaller ise 4-5 pargali, ya serbest haldedir ya da hi¢ goriilmez.
Stamenler bir veya ¢ok sayida ve bir veya cok dairede goriiliirler. Ginekeum
genellikle bir birlesik pistilli veya dairesel yada spiral dizilisli ve ¢ok pistilli olarak

goriiliirler. Ovaryum iist veya alt durumlu olarak 1-5 lokuslu veya karpellidir.



Oviiller ise bir veya cok sayida bulunabilir. Meyva aken, folikiil, pome, drupa veya

agregattir.

Zomlefer®” Rosaceae familyasim monofiletik bir grup olarak tammlayarak
genellikle ginekeum ve meyve karakterleri iizerine 4 alt familyaya ayirmistir. Daha
cok Kuzey yarimkiirede yayilis gdsteren familyanin yaklasik 115 cins ve 3500 kadar

tiirii vardir. Ulkemizde 36 cins ve 250 tiirii bulunmaktadir®”.

Meyvalan gida maddesi olarak Onemlidir. Bircok tiirli siis bitkisi olarak

kullanilmaktadir®®.

1.2. Alchemilla L. Cinsi

Alchemilla cinsi ililkemizde genellikle “aslan pencesi” ismiyle bilinmekte
olup, ¢cok sayida endemik tiir ile temsil edilen bir cinstir. Bu cins Rosaceae familyasi

icerisinde yer almaktadir.

Alchemilla cinsi odunsu rizomu bulunan otsu bir bitkidir. Toprak {iistiinde
kalan gdvde ve yapraklar ciiriir, her yi1l rizomdan yeni toprak {istii govde ve yapraklar
tesekkiil eder. Yapraklar palmat veya palmat yaprak eksenine kadar yarik meydana
getirmektedir. Bilesik kimoz tipindeki ¢icek durumu {iizerinde bulunan sarimsi-
yesilimsi renkteki minik ¢icekler genellikle dort, bazen de bes parcadan olusan kaliks
ve epikalikse sahip olmasina ragmen, korollaya sahip degildir. Erkek organlar dort
adet olup, hipantiyum {iizerinde disi organin iizerini 6rten diskin kenarinda bulunur.
Disi organ (pistil) bir adet olup, tek bir aken meyva meydana getirir. Olgun meyva

kismen veya tamamen hipantiyumun igerisinde gémﬁlﬁdﬁr(39).



Alchemilla cins ismi Arapga bir kelime olan Alkemelych (alchemy = simya)
kelimesinden tiiremis olup, bitkinin baz1 gii¢lerinin olduguna inanilmasindan dolay1

bu ad verilmistir™.

Alchemilla cinsi ilk olarak Linnaeus (1753) tarafindan {ii¢ tiir ile
yaymlanmistir. Bu tiirler A. alpina, A. cornucopioides ve A. pentaphyllea’dir, ancak
A. cornucopioides 1816 yilinda Lagendijk tarafindan Aphanes L. cinsine

aktarilmistir.

Giintimiizde 1000'den fazla tiir ile temsil olunan Alchemilla cinsi taksonomik
hiyerarsi icerisinde Rosoidae Focke alt familyasi ve Sanguisorbeae tribusu icerisine
konulmustur®? ve 6zellikle Avrupa ve Asya'da genis bir yayihisa sahiptir. Dogu
Afrika'da, Kuzey Amerika’da ve Avustralya'da da dagiliminin oldugu belirtilmistir

(41-43)

Avrupa'da 300’{in iizerinde tiiriin tanim yapilmis olmasina ragmen, Walter?

118 tanesini tiir olarak kabul etmistir. Alchemilla cinsi Iran florasinda 31(45), Irak

(47)

florasinda iki“®, Sovyet florasinda 151" ve Kafkasya florasinda 36“ tiir ile temsil

edilmektedir. Tiirkiye Florasinda 50 tiir kayith olarak gosterilmesine ragmen daha
sonradan yayinlanan yeni tiirler ve yeni kayitlarla tiir sayis1t 76 olmustur®>?.,
Tiirkiye'de yayilis gosteren Alchemilla tiirlerinin tamami Alchemilla seksiyonuna
aittir®”. Bu seksiyon 3 subseksiyon (Chirophyllum Rothm., Heliodrosium Rothm. ve
Calycanthum Rothm.) ve 6 seriye (Saxatiles Bus.. Sericeae Bus., Pubescentes Bus.,
Vulgares Bus., Elatae Rothm. ve Calycinae Bus.) ayrilmistir®. Tirkiye'deki

Alchemilla tiirlerinin cogunlugu Kuzey Anadolu Bolgesinde yogun bir sekilde yayilis

gostermekle birlikte, iilkenin tamamina dagilmis durumdadir.



Walters ve Pawlowski“? kiiciik boylu olan Alchemilla tiirlerinin daglarin
yiiksek kisimlarinda, asir1 ¢ok kiigiik olanlarin karli daglik yerlerde yetistigini, orta
boylu Alchemilla tiirlerinin yari-dogal ¢ayir ve otlatma alanlarinda, biiyiik tiirlerin ise
muhtemelen insan faktoriiyle su andaki cografik yayilis alanlarina getirilmis kuzey

ve dag cayir bitkileri olan biiyiik tiirler oldugunu belirtmistir.

Alchemilla tohumlar1 ¢ok ge¢ ¢imlenme 6zelligine sahiptir. Iskandinavya'da
A. glabra. A. glaucescens, A. pastoralis ve A. subcrenafa tiirlerine ait tohumlar
topraga ekildikten sonra ilk yil herhangi bir gelismenin olmadigi goriilmiistiir.

Sonbaharda ekilen tohumlarin bir sonraki yilin sonbaharinda ortaya ciktiklar1 ve

bitkilerin ancak 3 yilda gelismelerini tamamlayabildikleri gdzlenmistir(ss).

Tohumlardan yetistirilen bitkilerin, tohumlarin ait oldugu ebeveynlere tipatip

benzedikleri tespit edilmistir®.

Murbeck®® ve Strasburger(”) Alchemilla cinsi icgerisinde ¢ok sayida tiiriin
apomiktik olarak iiredigini belirtmislerdir, ancak cinsin zorunlu apomiktik mi, yoksa

fakiiltatif apomiktik mi oldugu hususunda farkli goriisler bulunmaktadir.

(58)

Rubtsova®, Koltunow®” tiirlerin biiyiik bir c¢ogunlugunun zorunlu apomiktik

€062 ve Tzmailow®*” Alchemilla

olduklarini ifade etmelerine ragmen, Glazunova
tirlerinin ¢ogunlugunun zorunlu olmayip fakiiltatif apomiktik olabileceklerini
belirtmislerdir. Alchemilla cinsi tiirlerinin apomiktik olmalari onlarin poliploit
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Kromozom sayilar1 tiirler arasinda 64 ve 224
arasinda degisebildigi gibi, aym tiir icerisinde bile fazla miktarda kromozom

sayisinda farklilik bulunmaktadir® 7.



Baeva ve arkadaslan’® RAPD markirlarla yapmis olduklari DNA
calisgmasinda DNA, bir tiiriin populasyonu icerisinde bulunan genetik farkliligin

bazen degisik tiirler arasindaki farkliliklardan daha fazla oldugunu ifade etmislerdir.

Bu cins agamosperm ve genis varyasyonu nedeniyle gecen yiizyildan

giiniimiize kadar ¢ok sayida arastiricinin ilgisini ¢cekmistir. Cogu yazarlar(77'79) tiir

(80) 5

seviyesinde Alchemilla mikrotiirlerini siniflandirmada Buser™ ™ i takip etmislerdir.

@D Tustrierte Flora of

Ayrica Walters ve Pawlowski Flora Europea’da, Frohner
Mitteleuropa’da bu tiir seviyesini kullanmislardir. Bu uygulama ‘bu tiirler temelde
birbirlerinin klonudurlar (zorunlu apomiktik) ve sadece morfolojik olarak farklilik
gosterirler ve tiirler sadece farkli dagilim alanlarina ve ekolojik niglere sahiptir’
fikrini kaynak olarak almaktadir. Bazi yazarlar®” ® % bir kac tane kollektif
(toplayici) tiiriin taninmasi gerektigini belirtmistir.

Bu cinsin farkli seksiyon ve serilere ayrilmasi ile ilgili goriislerin en yaygin

olam1 Buser’ dir®”,

Bu sistem daha sonra baslica Rothmaler”””®  tarafindan
gelistirilmis, Walter ve Pawlowski™” tarafindan ufak bir degisiklikle Flora
Europea’da sunulmustur. Plocek® bunu kritize ederek isimlendirme kurallarina

k7 &nceki sistemleri baslangi¢ noktasi olarak

uygun olarak degistirmistir. Yuzepchu
ele almistir ve gelistirerek daha detayli seksiyon, grup (seriler) ve altgrup (alt seriler)

sistemini olusturmustur.

Frohner®" Alchemilla cinsinin Avrupa’da kendi arasindaki miimkiin olan
biitiin hibritleri meydana getirmis olan, 4 tane saf gen havuzunun oldugunu iddia

etmektedir.

Pratik olarak dogada Alchemilla tiirleri morfolojik olarak biiyiikk oranda

varyasyon gostermekte ve bu cinsin karakterleri siirekli olarak farklilik

10



gostermektedir. Su ana kadar bu tiirleri birbirinden ayirmada sadece morfolojik

farkliliklar kullanilmustir.

1.2.1. Tiirkiyede Yayihs Gosteren Alchemilla Tirlerinin Morfolojik
Karakterler Kullamlarak Olusturulmus Teshis Anahtar1 (2001/K DPT

Proje Raporu’ndan proje yoneticisinin izniyle alinmustir.)

1. Yapraklar tabana kadar ya da tabana yakin loblanir............................Grup A

1. Yapraklar en fazla 1/2 (2/3)’ e kadar loblanir
2. Sepaller hipantiyumdan belirgin bir sekilde uzun;
epikalix loblar1 sepallere kadar uzamis ya da onlardan daha uzun,

¢ok nadiren kisa; akenler hipantiyumdan ¢ok uzun

3. Govde ve petiyoller patent, erekto-patent tiiylii................c.ccceeeeee...Grup C

3. Govde ve petiyoller tiiysiiz veya adpres veya subadpres tiiylii
4.Hipantiyumlarin hepsi en azindan kismen tiiylii.....................Grup D
4.Hipantiyumlarin hepsi tlySUz...........cooviiiiiiiiiiiiii, Grup E

2. Sepaller hipantiyum kadar uzunlukta ya da onlardan kisa;

epikaliks loblar1 ¢ogunlukla sepallerden kisa;

akenler ¢ok hafif hipantiyumdan uzun ya da degil..................cce..........Grup B
Grup A
1. Yaprak segmentleri 2 mm uzunlugunda apikal dislere sahip.............1.A. plicatula

1. Yaprak segmentleri derin testere disli ya da + loblanmis apekse sahip
2. Yaprak segmentlerinin hepsi Serbest..........cccceeveeriercienneeneennnenn 2.A. sericea
2. Yaprak segmentlerinin hepsi veya bir kismi birlesik

3. Yapraklarn iist yiizeyi yogun tiiyli,
govde yapraklarinin orta segmenti serbest, pedisel,
hipantiyum, epikaliks ve sepaller yogun tiiyli.................. 3.A. rizensis

3. Yapraklarn iist yiizeyi tiiysiiz,
govde yapraklarinin segmentleri birlesik, pedisel,

hipantiyum, epikaliks ve sepaller tiiysiiz ya da

11



SEYTEK CHYIU...eeeuveeieerieiieee e e 4. A. Ovitensis
Grup B

1. Bitkinin biitiin kistmlar1 yogun tiiyli
2. Petiyoller iizerindeki bazi tiiyler ve govdenin
asagida kalan yarisindaki tiiyler defleks
3. Yaprak loblar az ¢ok trunkat, belirgin dissiz yariklarla ayrilir
Ve 4-5(6) disli....oooiiniii 5.A. erythropoda
3. Yaprak loblar yuvarlagimsi ya da hemen hemen triangular
cok yiizeysel yarikli ve 6-7(8)disli .................o. 6.A. lithophila
2. Govde ve petiyoller tizerindeki tiiylerin hepsi adpres
veya patent defleks degil
4. Tiyler genellikle adpress ya da + adpres; bitki 30 cm’ye kadar
Boylanir.......cocovviiiiiiiiieii UL SeTICata
4. Tiyler erekto-patent ya da patent tiiylii;bitki 15 (-20) cm’ye kadar
boylanir
5. Tiiyler erekto-patent; bazi pediseller tiiysiiz
ya da seyrek tiylil...........oooviiiiiiiiii 8 A. plicatissima
5. Tiyler erekto-patent; pedisellerin hepsi yogun erekto-patent tiiylii
6. Yapraklar reniform ve agik sintislii...................... 9.A. caucasica
6. Yapraklar orbikular-reniform ve dar ya da kapal

3 1110 ] 11 F USSR 10.A. gigantodus

1. Bitkinin en azindan bazi kisimlar tiiysiiz
7. Hipantiyumlar tiiyli
8. Baz1 pediseller en azindan dip kisimda tiiyli
9. Yapragin iist yiizeyi dagmik veya kismen tiyli, bazen
EYSUZ. + e ettt sttt st 11.A. surculosa
9. Yapragin iist yiizeyi homojen olarak yogun tiiyli
10. Petiyoller ve govdenin asag1 kismi erekto-patent tiiylii;
DOAUL. ... 8.A. plicatissima
10. Petiyoller ve govdenin asagi kismi patent veya defleks tiiylii;
bitki orta boylu
11 Yapraklar orbikular, (7-)9 loblu; pediseller bazen tiiysiiz
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12.A. valdehirsuta
11. Yapraklar reniform, 7 loblu;
pedisellerin tiimii dip kisimlarinda tiiylii 13.A. grossheimii
8. Pedisellerin hepsi tilysiiz
12. Yaprak loblan dissiz derin yariklarla birbirinden ayrilir;
dislerin uzunluklart genisliklerinden fazla........... 14..A. pectiniloba
12. Yaprak loblar kisa yarikli ya da yariksiz;
dislerin uzunluklar1 genislikle ayni
13. Petiyoller ve govde ve asagi kisimlarindaki tiiylerin bazisi defleks
14. Yapraklar orbikular, siniislar dar,
bazal loblar birbirine deger ya da
USt USLE ZEIIT.weeeieeieiiee e e 15..A. compactilis
14. Yapraklar reniform, siniislar acik,
bazal loblar genis bir sekilde birbirinden ayri
15. Bitki Govde sert ve + dayanikli, 40 cm’ye kadar boylanir;
yapraklar 10 cm’ye kadar genis................16..A. crinita
15. Bitki 15 cm’ye kadar boylanir;yapraklar 3-4 cm............
..................................................................... 17.A. paracompactilis
13. Petiyoller ve govde ve asagi kisimlarindaki tiiyler patent veya
erekto-patent
16. Bitki bodur 8 cm’den kisa; yapraklar reniform ve genis
SINUSIT. . .eevvveeerie e e 18.A. microscopica
16. Bitki 50 cm’ye kadar boylanir;
yapraklar orbicular dar ya da kapali siniislii
17. Govde ve petiyoller iizerindeki tityler erekto-patent;
hipantiyum yogun tiiylii......................... 19.A. stevenii
17. Govde ve petiyoller iizerindeki tiiyler patent;
hipantiyum seyrek tiiylii.........................20.A. monticola
7. Hipantiyumlar tiiysiiz (nadiren birkag tity bulunur)
18. Govdenin asag1 kismi petiyoller patent veya
erekto-patent veya defleks tiiylii
19. Yapraklarn iist yiizeyleri tiiysiiz ya da

hafif tHyli. . ..ooeeiieeie e 21.A. heterophylla
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19. Yapraklarin tist yiizeyleri tiylil...............coeuenen 22.A. oligotricha
18. Govdenin asagi kismi petiyoller ya tiiysiiz ya da
adpress ve hafif adpres tiiylii
20. Yaprak disleri iizerindeki birkag tiiy bulunur ya da bulunmaz;
yapraklarin alt yiizeyindeki ana damarlarin merkeze uzak
kisimlarinda seyrek olarak bulunan
adpres tilyler hari¢ bitki tamamen tiiysiiz................. 23.A. straminea
20. Bitkinin en azindan, yaz yapraklarinin petiyollerinde adpres
ya da + adpres tiiyler bulunur
21. Yapraklar reniform-orbikular, dar ya da kapali siniislii,
digler + akut ve esit biiyiikliikte............. 24 A. minusculiflora
21. Yapraklar reniform, genis bazal siniisli, disler akut ya da obtus
esit biiyiikliikte degil
22. Yapraklarin iist yiizeyi tiysiiz........25.A. pseudocartalinica
22.  Yapraklarin st yiizeyi kivrimlarda ve  kenarda

EY I e 26.A. daghestanica
Grup C

1. Pedisellerin hepsi + yogun tiiyli
2. Sepaller ve epikalix loblar tiiysiiz
3. Govde, petiyol ve pediseller patent tiiylii;
yaprak loblar 5-8 az cok esit digli.......................... 27..A. orthotricha
3. Govde, petiyol ve pediseller patent tiiylii;
yaprak loblar1 7-11 ve diizensiz disli............c........ 28.A. erzincanensis
2. Sepaller ve epikalix loblar1 seyrek tiiylii ya da sadece sepaller tiiylii
4. Sepaller ve epikalix loblar seyrek tiiylere sahip;
acik ya da kapali siniislii
5.Yaprak loblar1 semiovat ya da semieliptik,
genellikle derin yariklara sahip.....................coa 29.A. speciosa
5.Yaprak loblar1 subtriangular, + orbikular ya da parabolik, yariksiz
6. Cigek kiimesi yogun, ¢igek durumu genisliginin ti¢ kat1 kadar uzun;
yapraklar genis siniislii..............coooeiiiiiiiiin. 30.A. orduensis

6. Cigek kiimesi seyrek, kisa;
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yapraklar dar ya da kapalt siniislii.................. 31.A. hirtipedicellata
4. Sadece sepaller tiiylii; kapal siniislii
7. Yaprak loblar1 arkuat ya da suborbikular;
disler ODLUS.....ccvveeiieiieie e e 32..A. holotricha
7. Yaprak loblar1 akut; disler akut...........c.ccoeceenee. 33..A. smirnovii
1. Pedisellerin hepsi tilysiiz ya da dip kisimlarinda seyrek tiiylii
8. Yapraklarin hepsi heriki yiizeyde yogun tiiylii
9. Yapraklar 1/ 3 den fazla loblanir......................... 34. A. hemsinica
9. Yapraklar 1 /10—-1/6yadal/7—1/4 loblara sahiptir
10. Yapraklar sadece 1/10— 1/ 6 oraninda loblu;
cogu zaman cok belirgin degil........................ 35..A. holocycla
10.Yapraklar 1 /7 — 1/ 4 oraninda loblanir, daima belirgin loblu
11. Cigekler 3.5-5 mm genislikte,
pedisellerin tiimii veya bir kismu tiiysiiz
12. Govdeler hemen hemen boydan boya tiiyli;
yapraklar dar ya da kapali siniislii
13. Yaprak loblan trunkat degil,
yariksiz ve 6-10 disli ....c.oooveveerieniniiiinen e 36.A. mollis
13.Yaprak loblar trunkat, kisa fakat belirgin yarikli;
3-50)dislic..ccciniinieceeeiiii e .37.A. bornmuelleri
12. Govdenin iist kisimlar 1 /4 — 1/ 3tiiysiiz;
yapraklar oldukca genis siniislii
14. Yaprak orbikular-reniform ya da reniform,30°-60°
siniis agikligina sahip.........cccoeevviieieenienenne 38..A. amoena
14. Yaprak semi-orbikular, 180° ya da
daha fazla siniis agikligina sahip................... 39.A. boluensis
11. Cicekler 4.5-6.5 mm genislikte, her ¢icek kiimesinde
pedisellerin asag1 kisimlart seyrek tiiyli.............40.A. porrectidens
8. En azindan yapraklarin {ist yiizeyleri tiiysiiz ya da + seyrek tiiylii
15. En azindan hipantiyumlarin bazis1 #+ tiiylii
16. Baz1 yapraklarin iist yiizeyleri en azindan kivrimlarda tiiylii
17. Yaprak loblar arkuat, + orbikular ya da =+ eliptik

18. Govdenin hemen hemen tamama tiiylii
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19 Yaprak loblar1 9-11, + parabolik, disler + esit;
cicekler 3-5 mm genisliginde......................41 A. persica
19. Yaprak loblan 11-13, genellikle yuvarlak, disler diizensiz;
cicekler 4.5-5.5 mm genisliginde...............42.A. oxysepala
18. Govde iist kisitmlarinda 1 /4 — 1/ 3 tiiysiiz,
20. yaprak loblar1 arkuat,
kisa fakat belirgin yarikli..........cccccooeeninenenen. 43.A. oriturcica
20. yaprak loblari trunkat, yarikiz..................... 44 A. ayazii
17. Yaprak loblar en azindan kismen subtriangular
21. Govdeler hemen hemen tamamen tiiylii,
ancak tist kistmlarda daginik tiyli............... 45.A. hirsutiflora
21. Govdelerin iist kisimlar1 2 / 5 tiiysiiz;
bazal yapraklar ve asagi kisimda kalan gdvde yapraklarinin
st yiizeyleri =+ tiystiz..........ocoviiiinieiennn. 46.A. armeniaca
16. Biitiin yapraklarin iist yiizeyleri tilysiiz.
22. Yapraklarin hepsi 1/ 3 den fazla loblanir
23. Yapraklar reniform, acik siniislii;
loblar uzun parabolik ve semielliptik arasinda 47..A. cimilensis
23. Yapraklar suborbikular ya da,
kapali siniislii; loblar £ trunkat...........cooceeeeieeneennen. 48.A. hayirlioglii
22. Yapraklarin hepsi 1/ 4 den fazla loblanmaz
24. Yapraklar orbikular dar siniislii; ¢icek kiimesi seyrek
25. Govde asagidaki internodlarda yogun tiiylii,
yukarida seyrek ve ¢icek durumunda daha seyrek tiiylii,
iist govde yapraklar diiz arkuat loblara sahip,
YariKSIZ. . .cooveveeienieieieieeeeeeenennn o 49 A, Tkizdereensis
25. Govde cicek durumunun son dallarina kadar yogun tiiylii,
sadece pediseller tiiysiiz; govde yapraklar
parabolik loblara sahip, yarikli.................. 50.A. akdoganica
24. Yapraklar reniform, reniform orbikular-reniform arasinda
cigek kiimesi sik
26. Yaprak loblar1 yuvarlak,

yartyuvarlak veya parabolik................. 51.A. kackarensis
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26. Yaprak loblar + orbikular, arkuat ya da ovat-elliptik
27.Yapraklar 7-9 loblu; dar veya agik siniislii;
cicekler 3.5-4 mm genisliginde............... 52.A. epipsila
27.Yapraklar 11 loblu; acik siniislii;
cicekler 4-4.5 mm genisliginde............. 53.A. bursensis
15. Hipantiyumlarin hepsi tiiysiiz
28. Yapraklar kisa fakat belirgin yariklara sahip,
dar veya kapali sintislii.......ccccoooeiiiiiiiiii, 54 A. elevitensis
28. Yaprak yariklar dissiz yariklara sahip,
cok dar ya da genis siniislii
29. Govdenin hemen hemen tamamu tiiylii;
cok dar SIntisli. . ...ceeveeeeiieieieiee e, 55.A. sintenisii
29. Govdelerin st kisimlar tilysiiz; genis siniisli

30. Yaprak loblar1 arkuat, semiorbikular ya da hafif trunkat,

VATTKSIZ. . e ettt 56.A. hessi

30. Yaprak loblar1 genis trunkat, belirgin

YATTKIL. e e e 57.A. beyazoglii
Grup D

1. Yapraklar her iki yiizeyde yogun tiiyli;

her cicek kiimesinde pedisellerin dip kisimlar1 + yogun subadpressed

tiylil
2. Epikaliks loblart thystiz.........ccoevvenineiiniiinnann.. 58.A. ziganadagensis
2. Epikaliks loblart seyrek tiiylii...........coevemiieveniinniin.n. 59.A. trabzonica

1. Yapraklarin iist yiizeyleri tamamen daginik tiiylii; pedisellerin hepsi tilysiiz
2. Yapraklarin iist yiizeyleri tamamen daginik tiiyli........... 60.A. sciadiophylla
2. Yapraklarin iist ylizeyleri tiiysiiz ya da sadece kivrimlarda tiiylii
3. Yapraklar reniform, cok genis siniislii
4. Govde boydan boya adpres tiiylii;
yaprak loblar kisa akut ya da triangular
5.Yapraklar loblar belirgin yarikli, disler esit....... 61.A. ayderensis
5. Yapraklar loblar1 yariksiz, disler esit degil.........62.A. abchasica
4. Govde asagida 1 /10 — 1 / 2 subadpres tiiylii, yukarida tiiysiiz;
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yaprak loblar1 yuvarlak ya da parabolik............ ... 63.A. buseriana
3. Yapraklar suborbikular ya da orbikular-reniform,
dar ya da acik ¢ok fazla olmayan siniislii
6. En azindan baz1 yapraklar kapal1 siniislii; hipantiyumlarin hepsi en
azindan tabanda tiiylii
7. Hipantiyumlar sadece ilk yarilarinda tiiylii, bazilar titysiiz
8. Hipantiyumlar ilk yarilarinda
tek tiiylii bazilart thySUZ......cccoeeveeeeeeienieeieee e 64.A. basakii

8. Hipantiyumlar sadece ilk yarilarinda fazla tiiylii

9. Cicekler 3-4.5 (-5) mm genislikte.................. 65.A. barbatiflora
9. Cicekler (4.5-) 5-6 mm genislikte................... 66..A. tiryalensis
7. Hipantiyum boydan boya tiylii ........................ 67.A. ciminensis

6. Biitiin yapraklar acik siniislii; aym bitki iizerinde

hipantiyum tiiysiiz ya da seyrek tlylil..........ccoceeveeneennennnne. 68.A. stricta
Grup E

1.Yaprak loblar yuvarlak apekse sahip, yariksiz ya da yiizeysel yarikli
2. Cigekler 4.5-5.5 mm genisliginde........................ 69.A. transcaucasica
2. Cigekler kiigiik, 2-4 (-4.5) mm genisliginde
3. Yapraklar acik fakat dar sintislii........cccceeeeeieeieeninnene 70.A. ancerensis
3. Yapraklar acik genis siniislii
4. Yaprak disleri dar; cicek kiimesi seyrek............... 71.A. procerrima
4. Yaprak disleri genis; ¢icek kiimesi yogun................ 72. A. rivularis
1.Yaprak loblar1 + trunkat, belirgin yariklarla ayrilmis
5. Govde = tiiysiiz veya asag1 kisimda 1 / 3 seyrek tiiylii
6. Yapraklarl /4 — 3 /7 oraninda loblanir, gévde yapraklar
kiigiik ve belirgin 10oblu.........ccceoviiiiiniiiniiiienicicee 73.A. retinervis
6. Yapraklar 1 /5 — 1/ 3 oraninda loblanir, disler oldukca biiyiik
govde yapraklart biiyiik ve yiizeysel loblu.........................74.A. dura
5.Govde ¢igek durumuna kadar tiiyld, asagida yogun tiiylii
7. Yapraklar alt yiizeylerinde sadece damarlar {izerinde
ve siklikla bazal loblarda adpres tiiyli................... 75.A. ellenbergiana

7. Yapraklar alt yiizeyleri tamamen yogun adpres tiiylii... ... 76.A. venosa
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1.3. Flavonoidler

Fenil alaninden tiirevlenen fenolik bilesikler grubu igerisinde olan
flavonoidler, 6zellikle Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae, Compositae
gibi familyalarda yaygin olarak goriilen genellikle bitkilerin meyve, tohum, cicek,
yaprak ve govdelerinde bulunan sari, kirmizi/mavi renkli pigmentler olarak bilinirler.
Flavonoidler, bitkilerde o©zellikle c¢iceklerdeki renklenmeyi saglayan sekonder

bilesiklerdir®®.

Bitkilerin yasamlarinda bircok mekanizmada is goren flavonoidler, aym
zamanda bir¢ok iilkenin geleneksel halk tibbinda kullandig1 karisimlarin igerisinde

bulunmakta ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullammaktadir''®.

Flavonoidler; fenilpropanoid molekiilii olan kumaril CoA molekiiliine,
Malonil CoA‘nin eklenmesiyle olusan, bitkiler aleminde genisce yayilis gosteren
sekonder metabolit olarak sentezlenir® *?. Bu fenolik bilesikler iki aromatik halkaya
(A ve B halkas1) bir hetoro (C halkas1) halkanin baglanmasiyla karakterize edilir.
Flavonoidler bu C halkasinin oksidasyon derecesine siniflandirilarak Flavonoller,
antosiyaninler ve falavan 3-ol’leri icerirler. Bu molekiiller, diger aromatik halkalarin
modifikasyonu ile hidroksilasyon, glukosilasyon, metilasyon, asetilasyon ya da
prenilasyonlar gibi kimyasal yapilarin olusumu ile sonuc;lannr(gl'93 ). Flavan-3-ol’iin
kiimelegmesi ile proantosiyanidinlerin olusmasi saglanir ki bunlar da taninler olarak

bilinirler®**¥.

Flavonoidler bitki hayatiyla ilgili bir ¢ok degisik fonksiyon gostermesine
ragmen merkezi fonksiyonu bitkinin ¢evreyle iligkisini saglama51d1r(88’89’91’95). Ornek

olarak ultraviole radyasyondan bitkiyi korumak verilebilir. Antimikrobiyal 6zellikleri
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olmasindan kaynakli, insanda bitki kokenli bilesiklerle alinmasiyla en 6nemli etkisini

oksidatif stresin birlestigi dejeneartif rahatsizliklarin nlemesiyle gosterir™® 7.

Flavonoidlerin degisik oksidasyon-rediiksiyon olaylarima katildigr ve
bityiimede rol oynadigi bilinmektedir®*®. Bununla birlikte flavonoidlerin gesitli
oksidatif yapilarin; Ornegin siiperoksit, hidroksil ya da peroksit radikalleri gibi

oksidatif ajanlarm etkilerini giderdigi bilinmektedir®”

. Flavonoidler, oksijen
radikalinin etkisinin giderilmesi {lizerine etkin olabilirler. Sentetik antioksidanlarin
kanserojenik etkileri olmasi nedeniyle dogal antioksidan 6zellige sahip flavonoidlere
ilgi giin gectikge artmaktadir. Flavonoidlerin, ozellikle quercetinin, siiperoksit ve
hidroksil radikallerini ortadan kaldirdigi, lipid peroksit radikallerini indirgedigi ve
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koyan calismalar bulunmaktadir'?.

Tournaire ve ark."”” farkli gruplardan secilmis 13 flavonoidin antioksidant

aktivitesini karsilagtirmak i¢in bir metot gelistirmislerdir.

Flavonoidlerin yapisindaki B halkasi iizerindeki bir katekol kisminin varligi,
oksijen atomunun fiziksel olarak oksidatif etkinliginin kontroliinde temel faktordiir.
Bununla birlikte 3-hidroksil grubunun varligi, oksijen atomunun kimyasal
reaktivitesi iizerine oldukca etkilidir. Ancak katekol grubunun etkinligi 3- hidroksil
grubuna gore daha yiiksektir. Das ve Pereira"®" 1990 yilinda yaptiklar1 calismada
karbonil grubu (C4) ve C2-C3 arasindaki ¢ift bagin flavonoidlerin yiiksek

antioksidant aktivite gdstermesi iizerine etkinliginin temeli oldugunu bildirmislerdir.

Antioksidan flavonoidler dogal olarak meyveler, sebzeler ve cayda bulunur.

Diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)’in invitro sartlarda oksidasyonunu engelledigi

(102)

bulunmustur. Frankel arkadaslariyla kirmizi saraptaki fenolik bilesiklerle
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yaptiklar1 calismada LDL’nin bakir katalizli oksidasyonunu bu bilesiklerin

durdurdugunu gostermistir.

Bunlara ek olarak flavonoidlerin tartisitlmayacak fonksiyonlarindan birisi
antimikrobiyal aktiviteleridir. Polifenolik yapilariyla alakali olan bu 6zellikleri,
bitkilerin mikrobiyal saldirilara karst korunmasinda 6nemli bir rol iistlenmektedir.
Fenolik bilesikler bitkinin biinyesinde dogal olarak siirekli bulunmaktadir'' ',
Flavonidlerin bitkiler aleminde genis bir sekilde ve farkli &zellikli yapilariyla
bulunmasindan dolayi bitkiler iizerinde patojenite olusturacak spor gelismesine karsi
bulundugu diisiincesi akla ayni zamanda fungal patojeniteye kars1i da etkin
olabilecegi fikrini getirmis ve boylece bu bilesiklerin insanlardaki fungal hastaliklara
karsi da kullanilmasi Onerilmistir. Hastalik etkenleri iizerindeki arastirmalardan en
ilgi cekici olani, AIDS’in ajam1 olan immun sistemini zayiflatan HIV’e karsi

kullanilmas1 iizerine yapilan cahismadir. Stevenson ve Haware!'™

yaptiklari
calismada, bir isoflavonoid olan maackiain’in C. bijugum bitkisinde enfeksiyon
olusturan Botrytis cinerea’nin patojenitesini verdikleri flavonoidle kirarak bitkinin
fungal direncinin artacagim gOstermislerdir. Martin ve ark.'%® yaptiklar
calismalarda bir isoflavon olan mucronutolun Astragalus cicer’in fungal
infeksiyonun o©nlenmesinde etkin oldugunu gostermislerdir. Jensen ve ark.!"?
yaptiklar1 ¢alismada sulak bolgelerdeki angiospermlerdeki fungus iizerine luteolin
uygulandiginda fungusun biiyiimesini flavonoid miktarina gore azalttigini tespit
etmistir. Picman ve ark.'® yaptiklari ¢alismada, dogal flavonidlerin; hidroksil,
metoksil ve glikozil alt gruplarin miktarlarinin artmasinin antifungal aktiviteyi
azaltarak degismez bir miktarda tuttugunu gostermistir. Malhatro ve ark.!'®”

domatesin gelisimini etkileyen viriis tizerine yaptiklar1 ¢alismada, quercetin ve diger

flavonoidlerin viriisiin hayat dongiisiiniin erken safhasinda engellemeler yaptigini

21



gozlemlemislerdir. Quercetin, rutin, apigenin, hesperidin gibi bircok flavonoidin

(12)

antiviral 6zelligi bulunmaktadir'~’. Flavonoidlerin bitkilerde mikroorganizma ve

bocek saldirilaria karsi koruyucu etkiye sahip oldugu da belirtilmigtir'.

Ayrica DNA hasar1 sonucu ¢ikan radikallerin antioksidanlar tarafindan
yakalanmas1 ile flavonoidlerin antitiimoral etki gosterdikleri de ileri siiriilmektedir.
Eupatorium tiirlerinde bulunan Spatin ve Opatortin ile Centaurea tiirlerinde bulunan
sentaureidin ve 6 demetoksi entaureidinin, nazofrenksden alinan karsinomaya karsi

orta derecede etkili oldugu bulunmustur®®.

Flavonoidlerin damar genisletici etkisi de bulunmaktadir. Myrecetin,
quercetin ve rhamnetin kalp tiizerine stimiilan etki gosterirken, hesperidin kalp
depresanidir. Biyoflavonoid tasiyan bitkiler olarak bilinen Viburnum prunifolium,

Juniperus communis, Ginkgo biloba’da damar genisletici etki saptanmlstlr(gﬁ).

Gentiana oliveri’nin metanollii ekstresinin yiiksek antidiyabetik aktivite

gosterdigi  ve aktiviteden sorumlu olan maddenin izoorientin oldugu

(111,112) (113)

belirlenmistir Deliorman, Orhan ve ark nin yaptiklart c¢alismada G.

olivieri’nin antihepatotoksik 6zelliginin oldugu kanitlanmigtir.

Flavonoidlerin diiz kaslar, gastrointestinal ve iirogenital sistem iizerinde

(12)

spazmolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir “. Ana grup flavonoidlerden

isflavanoidlerin ornek olarak da Genistein’in Ostrojenik aktivitesi iyi bilinmektedir.

Daidzein ve biyokanin A, Ostrajenik aktiviteye sahip olan izoflavonlardandir®®,

Quercetin ve yapist benzer olan 40 maddenin Salmonella typhimurium’a kars
mutajen etkileri arastirilmis ve quercetin, myrecetin ve rahmnetin gibi flavonoidlerin
mutajen etkileri goriilmustiir. Akne inflamasyonlarinda ©nemli rol oynayan

Propionibacteriumlar 1iizerine yapilan bir c¢alismada S. japonica’nin cicek
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tomurcuklarindan elde edilen ekstrelerdeki etkili maddelerin flavonoid 6zelliginde

oldugu bulunmustur®®.

Yapilan norolojik ¢alismalarda; flavonoidlerin norolojik sistemin en onemli
unsuru  olan beyin {iizerinde norolojik koruma yaptigi, bununla beraber
norotoksinlerin yapacagi negatif etkilere ve yaralanmalara kars1 noéronlar1 korudugu,
noroinflamasyonu engelleyebildigi ve yapacagi pozitif etkilerle Ogrenme ve
kavramayi artirabilme {izerine etkisi oldugu ile ilgili bilgilere ulagilmistir. Alzheimer
ve Parkinson gibi noral hastaliklarda norolojik yenilenmenin uyarilmasi, norolojik
sistemin okidatif stresden korunmasi ve hastalifin patolojisinin, flavonoidin
olusturdugu pozitif yararlarindan faydalamilarak azalabilecegi ile ilgili sonuglara

ulagilmistirM .

1.3.1. Flavonoidlerin Biyosentezi

Flavonoidlerle ilgili ¢caligmalar akademik alanda ve kiiltiirel alanlarda uzunca
siire merak edilmis ve ilgi ¢ekmistir. Flavonoid metabolitlerinin bu kadar ilgi
cekmesinin nedenleri bitkilerde fizyolojik olarak pigmentasyondan sorumlu olmasi
kirmizi, mavi, pembe renklenmeleri olusturmasi, bitki saglig1 ve bitkileri kullanarak
yasamlarin1 devam ettiren diger canlilar iizerindeki etkileri 6rnek olarak antioksidant
ozellikleri ya da beslenme iizerindeki etkileri olarak kisaca ifade edilebilir. Ayni
zamanda bitkiler alemi icerisinde bol cesit ve miktarda bulunmasi ve genisce
yayillmast gibi ozellikleri flavonoidleri sekonder metabolitler icerisinde en fazla

calisilan bilesik yapmistir.

Flavonoid bilesiklerinin olusumunda gorev alan enzimlerin ¢esitliligi primer

metabolizmadan tiirevlenmektedir. ilksel formlarinin bir sinyal molekiilii olarak rol
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almis olabilecegi ifade edilen bu bilesikler; U.V. 1s18a direng, biiyime ve gelisme,
herbivor ve patojenlere karsi korunmada, tohumlarin dagilmasi ve tozlasma gibi
bircok olayda gorev almaktadir. Giiniimiizde bitkilerdeki flavonoidlerin
formlarindaki ve fonksiyonlarindaki dagilim onlarla beslenmeden, ekolojik kimyaya,
biyokimyaya, genetige, insan sagligina kadar c¢ok genis bir alanda arastirmalar
yapilmasini saglamistir. Horborne ve Baxter 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 6400
farkli flavonoid bilesiginin litertiirde agiklandigini bildirdiler ve bir¢ok bitki tiiriinde

- 115-119
onlarin sentez mekanizmalarini aglkladllar( ),

1.3.2. Flavonoidlerin Yapisi

Bitkilerin sekonder metabolitleri igerisinde ©nemli bir simf olan
flavonoidlerin giiniimiizde 6000’in iizerinde cesidi bilinmektedir. Flavonoidlerin ¢ok
sayida ¢esidinin bulunmasi, ana iskelet iizerine baglanan yan gruplarin pozisyonu ve
baglanma durumunun cesitliliginden ve bu gruplarin sayilarinin fazla olusundan
kaynaklanmaktadir. Flavonoidlerin ana iskeletini olusturan kimyasal yap1 15 karbon
atomundan olusan hetero bir iskelettir. Hetero iskelet iki fenil grubu ve gruplan
birbirlerine baglayan bir propan zincirinden olusmustur. Bu iskelet difenil propan
(C6-C5-Cs) olarak adlandirilir. Fenil halkalariin propan zincirine farkli konumlardan
baglanmasiyla ve baglanma sonucunda propan zincirinin farkli sekillerde
halkalagsmas1 ile flavonoidler alt smiflara aynlirlar. Alt siniflara  ayrilan
flavonoidlerin bu gruplar igerisinde ¢esitlenmesi ise fenil gruplarina baglanan metil

ve hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu ile olmaktadir''?.
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1.3.3. Flavonoidlerin Siniflandirilmasi

Flavonoid olarak adlandirilan sekonder metabolit grubunun, yapilariin ana
iskeletini olusturan fenil halkalarinin aralarinda bulunan ve bu halkalarin birbirine
baglanmasimi saglayan 3 karbon atomu tasiyan propan zinciri iizerinde aldiklar
pozisyona gore siniflandirilmasi ve adlandirilmasi yapilmaktadir. Fenil gruplarinin
propan zincirine baglanmasi 1. ve 3. karbon atomlarindan olmasi durumunda olusan
ve 1,3-difenil propan iskeleti iceren bilesiklerin genel ismi kalkonoidler, en basit

iiyesi ise kalkondur (Sekil 1.1)"? .

1,3-DiFENIiL PROPAN KALKON

Sekil 1.1. 1,3-difenil propan yapis1 ve kalkonun kimyasal yapis1
1,3-difenil propan zinciri oksijen atomu ile fenil halkas1 A ile birleserek 5
veya 6 halkali bir heterosiklik 3. bir halka olusturur. Boylece bir bes iiyeli digerleri 6
tiyeli olan 3 halkanin olusturdugu bir yapmin olusmasi gerceklesir. Bu 3 halkali

yapiya auron ad1 verilir (Sekil 1.2)4%.

O
C=—C —

O
AURON

Sekil 1.2. Auron bilesiginin kimyasal yapisi
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6 halkal1 bir hetero halkanin olusmasi ile meydana gelen, 3 adet halkal1 yapi
tagiyan sistem sonradan olusan hetero halkanin yiikseltgenme derecesine bagli olarak
iki farkli yapida bulunabilir. Bu yapilardan birisi 2-fenilkroman veya fenilbenzopiran

iskeletine sahip flavan, oteki ise 2-fenilbenzo-y-piron iskeletine sahip olan flavondur

(Sekil 1.3.).
3

ZI 4'
8 1 5

O

6 10 }
5 4
FLAVAN FLAVON

Sekil 1.3. Flavan ve flavon bilesiklerinin kimyasal yapis1

Genellikle flavon tiirevlerine flavonoidler, flavan tiirevlerine ise flavanoidler
ad verilir. Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise
C ile gosterilir. A ve C halkalarindaki numaralandirma oksijen atomundan baglayarak
saat yoniinde gidilerek yapilir. B halkasindaki atomlar ise iissii isareti (') kullanilarak
numaralandirilirlar. Bazi arastiricilar numaralandirmada halkalarin birlestigi bolgede
aralarinda ¢ift bagin oldugu karbon atomlar -ki onlar C-9 ve C-10’ dur- onlan
kendilerinden 6nce gelen sirasiyla C-8 ve C-4’iin devami olarak gorerek C-8a ve C-
4a olarak gostermektedirler. Fenil gruplarinin propan zincirine 1,2 pozisyonlarinda
baglanmasi ise bir bagka flavonoid yapisini olusturur. Bu yapida propan zincirinin ug
kismindaki 3 numarali karbon atomunun oksijen atomu iizerinden aromatik halka ile
sikliklesmesi (halkalagmasi) sonucu olusan hetero halkali iic halkaya sahip yapi

olusur ki bu yapida izoflavan ya da baglanma durumuna gore izoflavon olarak
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adlandirihir. izoflavan yapisindaki hetero halkanin modifikasyonuna bagli olarak

izoflavon, 3-fenil kumarin ve pterokarpan meydana gelir (Sekil 1.4).

O

iZOFLAVAN iZOFLAVON

3-FENiL KUMARIN PTEROKARPAN

Sekil 1.4. izoflavan, izoflavon, 3-fenil kumarin ve pterokarpan yapllarlm)

Fenil gruplarinin difenil propan iskeletine 1,1 pozisyonunda baglanmasiyla
olusan ve 1,1-difenilpropan iskeleti iceren bilesikler sinifina ise neoflavonoidler

denir (Sekil 1.5) 2.

(]

NEOFLAVONOiID

Sekil 1.5. Neoflavonoid yapisi.
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Yukarida anlatildigr gibi Cg¢-Cs-Cg iskeletine sahip dogal fenil grubu iceren
bilesikler fenil gruplarinin propan zincirine baglanma 6zeliklerine gore flavonoid,
izoflavonoid ve neoflavonoidler olmak iizere temelde 3 ana gruba ayrilmaktadirlar.
Bu gruplardan Cj; heterohalkasinin her biri yapilarinda tasidiklart OH™ gruplarinn
baglanma pozisyonu sayisina gore bu heterohalkanin yiikseltgenme derecesidir. Bu
durum flavonoidlerin alt siniflarin1 belirleyen bir gostergedir. Flavonoidlerin yapi
cesitliligini sadece difenilpropan iskeleti ve buna bagli olarak olugsan modifikasyonlar
belirlemez. Bununla beraber her sinifa ait molekiilin fenil gruplarina (aromatik
halkaya) baglanan substituentlerin sayis1 baglanma sekillerine gore cesitlilik

gostermektedir 2.
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g
]

FLAVON FLAVAN

OH

O%gg
@)

0]

FLAVANON FLAVONOLLER
o o)
OH OH
o OH
FLAVANONOLLER FLAVAN 3-4, DIOLLER
0 b
(I‘ )
OH 7 OH
FLAVAN-3-OLLER ANTOSIYANIDINLER

Sekil 1.6. Flavonoid cesitleri ve yap1 ornekleri 12
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Flavonoid yapilarinda en fazla ve yaygin olarak bulunan substituentler
hidroksil gruplaridir. Flavonoidlerin yapisinda hidroksil gruplarinin bulunmasi
yukarida anlatilan biosentetik yolun sonucudur. Dogal olarak sentezlenen
flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi adet hidroksil grubunun bulundugu
bilinmektedir. A halkasindaki hidroksillenme genelde C-5 ve C-7 noktalarindan
olmasina ragmen, C-6 ve C-8’den de hidroksillendigi gézlemlenmistir. B halkasinda
ise genellikle C-4’ cogu zamanda C-3’ ve C-5 pozisyonlar1 hidroksillenmistir. 3’ ve
5’ hidroksil gruplar1 ¢ogu kez metillenmis halde bulunmaktadir. Aromatik halkalarda
genellikle hidroksil gruplart icermeyen veya C-2° pozisyonu hidroksillenmis
flavonoidler dogada nadir hallerde bulunur. Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil
gruplar yapisal 6zeliklerinden dolay1 kolay bir sekilde alkillenir yahut glikolizlenir.
Bu nedenle, flavonoidlerin glikozil ve metoksi formlarina bitkilerde ¢ok rastlanir.
Flavonoidlerin C-5 ve C-7 pozisyonlarindaki hidroksil gruplar1 genelde metillenmez.
Bitkilerde genellikle flavonoidler mono-O-glikozitler halinde rastlanir. Ancak di- ve
trisakkaritlerle glikolizlenmis flavonoidlerde dogada yaygin olarak bulunurlar.
Flavonoidlerin 6zellikle antosiyanidin ve flavonollerin 3-O-glikozitlerine daha sik
rastlanir. Ancak C-7, C-4’ ve C-5° pozisyonlar1 glikozillenmis flavonoidlere de
dogada rastlanmaktadir. Bitkilerde rastlanan flavonoid glikozitlerin diger bir tiirii de
C-glikozitlerdir. Dogada farkli bolgelerinden hidroksillenmis, metoksillenmis veya
glikozillenmis flavonoidler de bulunmaktadir. Bitkiler aleminde siilfatlanmig
flavonoidlere de rastlanmaktadir. Flavonoid yapisina siilfat gruplari, hidroksil
gruplarinin bir veya birkact yada seker gruplari baglanarak bulunabilir. Bitkilerde
flavonoidlerin dimer formlar1 da yaygindir. Bu bilesikler bioflavonoidler olarak
adlandirilirlar. Bioflavonoidler monomer flavonoid bilesiklerinin —O-, -C- ve ya —C-

C- bag halinde birbirleriyle baglanmasiyla dimer haline gelirler. Bu baglar genellikle
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farkli iki monomerin aym halkalar arasinda, bazen de farkli halkalar iizerinden

olmaktadir''?.

1.4. Kemosistematik

Reynolds?”

yapmis oldugu arastirma ile kemosistematik c¢alismalarin
tarihsel gelisimini agiklamistir. Ona gore bu alanda ilk yapilan ¢alisma; Darnley
Gibbs’in 1945 yilindaki yaptizi calismadir™?". Gibbs 1963 ve 1974 yilinda
yayinlamis oldugu makalelerde kemosistematik alandaki ilk tanimlamalar1 yapmistir
(122123) "~ Gibbs yayimnlarinda Greshoff’un 19091 yilinda bitkiler iizerine yaptigi
kimyasal aragtirmalardan bahsetmistir. O calismasinda karsilastirmali fitokimya
kavramindan bahsederek, bir cins veya tiirlin eksiksiz bir sekilde agiklanmasi ve

tasnifinin yapilmas1 icin, bitkinin kisa kimyasal igeriginin aciklanmasinin

gerekliligini vurgulamistir.

Kemosistematik; bitkilerin genel dogasimin bir kismi olan kimyay1 kapsar.
Bitki tiirleri arasinda mevcut kimyasal bilesikleri kullanarak yakinlik ve uzakliklart
analiz ederken, aym1 zamanda onlarin cevreleriyle olan iligkilerini de inceler.
Bitkilerin kendi formlarina ek olarak onlarin gbze carpan 6nemli her bir 6zelliginin
altinda yapilarinda bulunmakta olan kimyasal bilesikler yer almaktadir. Bitkilerde
gozlemlenebilen ilk kimyasal 6zellik onlarin renkleridir. Diger kimyasal 6zellikleri
olarak onlarin kokulari, tatlar1 hatta beslenme degerleri Onem sirasina gore
sayilabilir. Yapilan bir ¢ok arastirma, analiz ve tanimlamaya yonelik cihazlarin
gelistirilmesi ve sonrasinda inceleme ve arastirmalarin daha derin bir gsekilde

gerceklestirilmesi ile bitkilerden daha fazla ve farkli kimyasal madde izole edilmistir.
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Bu kimyasal bilesiklerin bitkiden bitkiye farklilik gostermesi sistematik ve
taksonomik agidan 6nem arz etmektedir. Tabi ki bu bilgiler geleneksel olarak yillarca
belki de yiizyillar boyunca derece derece resmileserek, kayit altina alinarak yahut
halk arasinda konservatif sekliyle kulanilmasi ile kullanim amacma gore faydali,
yararli, zararli ve inaktif kimyasal bilesiklerin varligi gibi 6zelliklerine gore
siniflandirilmiglardir. Bu 6zellikler sistematik alanda taksonlar icin ayr1 ayn
belirlenerek siniflandirmaya bir formiil getirilmeye calisilir. Su ana kadar elde edilen
bilgile mikroorganizmalarin, hayvanlarin ve bitkilerin  siniflandirilmasinin
kavranmasina 1s1k tutmustur. Analatik cihazlarin gelisimi, kromatografinin bulunusu,
elektronik arastirma ve tammlama metotlarinin gelisimi ile bu calismalar hiz
kazanmig ve metabolik karakter analizi yapilmasi (metabolomics) ile en son noktaya
ulagmistir. Bu gelismeler sayesinde bitkilerden kimyasal bilesiklerin analizi ve
sonrasinda bilyiikk miktarda izole edilebilmesi, morfolojik ve sitolojik bilgilerin
birlestirilmesi ile organizmanin kendi ortaminda dogal tarihinin parcasi olarak yerini
almasina yonelik siniflandirmaya gidilmistir. DNA (genomics), RNA ve protein
(proteomics) caligmalar bir taxona ait genom ile ilgili fenotipik sonuglarin ortaya

cikmasinda yardimci olabilmektedir''*,

Genis anlamda kemosistematik siniflandirma ve dolayisiyla isimlendirme, bir
gruba veya bir aileye ait kimyasal bilesiklerin arastirilmasi, teshis edilmesi ve
gruplandirilmasinin = yapilmasidir. Bu tasnif sayesinde taksonomik gruplarin

birbirleriyle karsilastirilmasi miimkiin olabilmektedir.

Kemosistematige getirilen diger bir agiklama, organizmanin farklilagmasi ve
cesitlenmesinin kimyasal bilesiklerle olan iliskisinin ortaya konmasi seklindedir

(126120 By kavram ayrintili bir sekilde Puri'® tarafindan izah edilmistir. Ozellikle
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kemosistematigin multidisipliner bir alan oldugu ve iki bilim dalinin bulunmasinin
gerekliligi vurgulanmigtir. Yani hem kimyasal hem de botanik incelemenin gerekli
oldugu belirtilmistir. Bhattacharyya ve Johri tarafindan 1998'* yilinda bitki
sistematigine bakisin gozden geg¢irilmesiyle ilgili c¢alismada multidisipliner
calismalarin gerekliligi tekrar vurgulanmistir. Bhattacharyya ve Johri kemosistematik
yahut kemotaksonomik caligmalarin prensiplerinin bitki yetistiricileri, kimyacilar,
ekologlar, ormancilar ve ziraatciler tarafindan ortaklasa ayrintili olarak
tanimlanmasi, isimlendirilmesi ve smiflandirilmasinin yapilmasinin gerekliligini

vurgulamustir.

Hegnauermo) bitki taksonlar1 arasindaki iliskileri onlarin kimyasal
iceriklerine bakarak incelemenin iki yolu oldugu belirtilmistir. Hegnauer bitki
icindeki kimyasallarin bitkinin bir pargasi oldugunu, bu bilgilerin filogenetikte

onciiliik yaptigin ifade etmistir.

Alston ve Turner"*" Biyokimyasal sistematik olarak bilinen eserlerinde temel
olarak kemosistematik tanimi yapiyorlardi. Onlar bitki igerikleri bashigi altinda
amino asitleri, yag asitlerini, karbonhidratlari, alkoloidleri, siyanogenetik bilesikleri,
fenolik bilesikleri, kinonlar ve terpenoidleri incelemiglerdir. Ayni1 zamanda da
makromolekiil kisimlarini seroloji basligi altinda incelemislerdir. Takiben Bate-
Smith*? "Bitkilerdeki Fenolik Bilesikler Ve Onlarin Taksonomik Onemi” adl
makalesini yazmis ve bu makale laboratuvar temelli calismalara onciilik yapmistir.
Bu gelisimde yeni sunulan kagit kromatografisi tekniginin kullanilmas1 ve kismen

fenolik bilesiklerin calisilmaya baslanilmasi ile olmustur.

Kemosistematik calismalar yapilirken ¢esitli ekstraksiyon, ayirim, saflagtirma

ve tanimla yontemleri kullanilmaktadir. Bu calismalarda kemositematik dnemi olan
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bilesigin kimyasal ve fiziksel 6zeliklerine gore ekstraksiyon islemleri se¢ilmelidir.
Ekstraksiyon islemlerini takiben kromatografik analiz yontemlerini kulanmak
vasitasiyla kalitatif ve kantitaif analizler yapilabilir. Bu analizlerin yapilmasi i¢in
kullanilacak sistemler ilk kullanima baglayip gelismesine gore kolon kromatografisi,
kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografisi, yiiksek

performans s1v1 kromatografisi ve kapiller elektroforez olarak sdylenebilir.

Kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi kemosistematik
calismalar i¢in ilk kullanilan tekniklerdir. Kagit kromatografisi 1940’ larda bilimsel
alanda kullanilmaya baslanmis ve bunu miiteakip bitki sekonder metabolitlerinin

(133,134,135)

analizinde kullanilmistir (136)

. Gergekte Alston ve arkadaslarinin ortaya
koydugu kemosistematik ve kimyasal ekoloji alanindaki iki klasik ¢alisma bu alanin
en oOnemli calismalaridir ve bu c¢alismalarin sonuglari bu alanin agilmasini
saglamistir. Elde ettikleri sonuclar ise kagit kromatografisi ile elde edilmis
sonuglardir**7, 1960’larin  baginda  ince  tabaka  kromatografisinin

(138)

bulunmasiyla dogal {riinlerle 1ilgili calismalarda genis bir sekilde

uygulanmlstlr(139).

Bugiinlerde kagit kromatografisi hala  flavonoidelerin
saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Hatta baz1 zamanlarda analitik bir teknik gibi de
kullanilir. Ince tabak kromatografisi ise karsilastirmali fitokimyada direk analitik
ara¢ olarak nadiren kullanilmaktadir™*?. Ince tabaka kromatografisi ise giiniimiizde
dogal iiriinlerin izolasyonunda oldukca sik bir bicimde kullanilmaktadir. Bu kadar
yaygin olarak kullanilmasi ise mobil fazin secimine bagh olarak bilesikleri ¢ok farkli
polarite 6zeliklerine gore ayirabilme yatenegine sahip olmasi, analiz icin uygun bir
bedel ortaya ¢ikarmasi, coklu fraksiyona sahip karisimlarin ve bilesiklerin tek bir

ince tabaka plaginda secgilecek mobil faz sistemine gore boylu boyunca, spotlar, ince

cizgiler seklinde ayirabilmesi gibi avantajlar1 olmasindan dolayidir.
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Gaz kromatografisi teknigi ise oldukc¢a etkin ve etkili bir ayirma teknigidir.
Bitki kemosistematik calismalarinda bilesiklerinin siniflarinin siralanmasinda temel
olarak ise, buharlasabilen ucucu yaglarla ilgili ¢aligmalarda kullanilmaktadir™ .
Baz1 durumlarda buharlagsmayan bilesikler asetilasyon gibi modifikasyonlara
ugratildiktan ve buharlagabilir hale getirildikten sonra gaz kromatografisi ile
ayrilabilirler. Bunlar verilecek ilging ornekler sekerler ve seker alkoller ile yapilan

calismalardir’ 142,

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) dogal ekstraktlarla yapilan
calismalarda hem analitik hem preparatif olarak kulanilabilmektedir. HPLC’ nin
temel avantaji suda yada organik solventlerin herhangi bir tanesinde coziilebilen
herhangi bir maddenin analiz edilebilmesini saglamasidir. Calisilan bilesikler rengi
adsorblayabilir ve bu bilesikleri de bir U.V. dedektor ya da DAD detektor
kullanilarak ya da bilesigin 151k yayabilme yani floresans bir 6zelligi varsa bunun
icinde bir floresan dedektoriin sisteme takilmasiyla analiz yapilabilir ve maddeler
tayin edilebilir. HPLC caligmalar1 renk veren veya vermeyen olup olmamasini

dikkate almadan tiim buharlasmayan bilesiklerde kullanilabilir.

Yiiksek performans sivi kromatografisi ve gaz kromatografiyi kagit ve ince
tabaka kromatografisi ile karsilagtiracak olursak; caligmasi ve analiz bagina diisen
maliyetleri yiiksektir. Ayrica gaz kromatografisinde ince tabaka kromatografisinde

oldugu gibi ayni anda birden fazla 6rnegin analizini yapma imkani yoktur.

1.4.1.Kemosistematik Calismalarda Kullanilan Makromolekiiller
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Zidorn"*? kemosistematik alanda kullamlan makromolekiiler ¢alismalarin
temelinde bitkinin degisik genomlarinin (kloroplast, mitokondri, ¢ekirdek) DNA dizi
analizini iceren calismalar ile en az onun kadar genel bir yontem olan DNA
fragmentlerinin jel elektroforezi yontemi ile cogaltilmasini saglayan teknikleri
icerdiginden yapilan bu molekiiler ¢alismalarin direk DNA molekiiliiniin 6zelliklerini
ortaya ¢ikarmak {iizere yapilan calismalar oldugunu belirtmis ve kemosistematik
calismalarin  makromolekiill alaninda biiyilk bir kismuni  olusturdugundan

bahsetmistir.

Bitki sistematigi calismalarinda DNA’dan baska makromolekiiller de
kullanilmaktadir. Bu makromolekiillere 6rnek olarak; seliilloz ve kitin gibi hiicre
duvar bilesenleri ve depo karbonhidratlardan dekstran, iniilin ve nisasta verilebilir.
Bu Dbilesikler familya, ordo yada alem gibi biiyiikk sistematik gruplarin
siniflandirilmasinda kullanilmaktadir. Diger bir ifadeyle bu bilesikler yiiksek

taksonomik diizeyde kemosistematik nem tagimaktadir™*.

1.4.2. Kemosistematik Calismalarda Kullanilan Mikromolekiiller

1.4.2.1. Primer Metabolitler

Karbohidratlar, proteinler, yaglar ve niikleik asitlerin sentezlenmesi tiim
organizmalarda; hangi organizma olduguna ve taksonomik iligkisine bakilmaksizin
temel olarak incelendiginde birbirine es genel bir yoldur. Bu yollar primer
metabolizma terimi tarafindan 6zetlenebilir ve bu metabolizmanin icerdigi bilesikler

de primer metabolitler olarak adlandirihir™*®. Bu bilesiklerin tiim organizmalarda
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bulunmasindan ve benzer bir sentez yolunun olmasi dolayisiyla, sistematik
varliklarinda herhangi bir sinir olmamasindan dolay1r sitematik calismalarda
genellikle kullanilamazlar. Ama kimyasal ekoloji alaninda bazi1 karsilagtirmali
aragtirmalar cicek nektarlariin sekerlerinin  kompozisyonu ile ilgili yapilan
calismalar bazi durumlarda primer metabolit bilesiklerinin kullanilabilecegini
gostermektedir. Ornegin Galetto ve arkadaslari Arjantin Patogonyasindan 50 tiirde
yaptiklar1  calismalarda ciceklere ait kimyasal nektar kompozisyonlarini
arastirmislardir*”. Bu calismada aldiklar1 sonuglardan nektarlarda glukoz en c¢ok
ortak goriilen bilesiktir. Analizi yapilan 6rneklerin yiiksek miktardalarda siikroz,
fruktoz ve glukoz karisimini igerdigini bulmuslardir. Nektardaki farkli miktardaki
sekerlerin oraninin, polenin cesidiyle yakindan ilgili oldugunu ancak arastirilan

tiirlerin sistematik 6zelikleriyle bir ilgisinin olmadigin1 belirtmislerdir.

1.4.2.2. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolit bilesikler mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda sinirli
olarak dagilmistir. Sekonder metabolitlerin tiim biiylime sartlar1 altinda iiretilmeleri
gerekli degildir. Bu bilesiklerin bir cok durumda organizma icin yararlarinin neler
olduklar1 kesin olarak aciklanamamistir. Genellikle bitkiler, hayvanlar ya da mantar
icin beslenme {iriinii olarak organizmada bulundugu ve caydirici olarak gorev aldigi
diisiiniilmektedir’*”. Bu durumda organizmanin hayatta kalmasimi ve gelismesini
sagladig1 seklinde de degerlendirilmektedir. Diger etkileri incelendiginde; komsusu
bulunan bitkilerin gelismesini engellemeleri, UV radyasyon ve ona benzer abiyotik

stres faktorlerinin etkilerinin azaltilmasi veya giderilmesiyle birlikte bakteri ve
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mantar mikroplarinin  engellenmesinin  saglanmasinda da gorevlidirler. Bu
bilesiklerin tiim organizmalarda bulunmamasindan dolay1 ve bir¢ok sekonder
metabolitin gecerli siniflandirma sistemiyle uyumlu olarak dagilmasindan dolay1

sekonder metabolitler kemosistematik caligmalar i¢in tercih edilen bilesiklerdir"*?.

1.5. Ekstraksiyon

Kusursuz bir ekstraksiyonun yapilmasi; dogal olarak ekstraksiyonu yapilacak
bitki materyalinin su igerigine ve izole edilecek olan bilesigin tipine baghdir. Bir
ekstraksiyon prosediiriinde genel olarak fizyolojik ve biyokimyasal islemlere ev
sahipligi yapan canli yapraklar ya da ¢icek dokular uygun sekilde pargalanir ve alkol
ile birlikte kaynatilir. Alkol her durumda ilk ekstraksiyonun yapilmasi igin tim
amaglan karsilayacak ¢oziiciidiir. Takiben materyal bir karistiric1 vasitasiyla masere

edilerek filtre edilir.

Kurutulmus bitki dokularindan (kok, gévde, tohum, yaprak) organik icerikli
bilesiklerin elde edilmesi icin klasik kimyasal prosediir kullanilir. Bu yontem
devamli ekstraksiyon seklindedir ve sokslet aparati ile yapilmaktadir. Solventin
apolardan baglayarak polariteye dogru gitmesiyle olusan gradient farkindan, farklh
ozellikteki ve polaritedeki hedeflenmis bilesiklerin ayrilmasi saglanir. Baslangicta
benzen ve kloroform (lipit ve terpenoidlerin ayrilmasi icin) tercihe gore
ekstraksiyona baglar. Bu metodun g¢alisma aralifi gram boyutundadir. Bununla
beraber bu metotta nadiren tiim bilesiklerin ayr1 ayr1 olarak ayrilmasi basarilabilir ve

benzer bilesikler birkag fraksiyonda alinabilir.
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Ekstrakt su trombu sayesinde filtre edilerek doku pargalarindan ve biiyiik
molekiillerden temizlenir, daha sonra bir rotary evaparator yardimiyla 30°C, 40°C
sicakliginda koyulagtirilir. Ancak ucucu bilesiklerle calisiliyorsa ekstraksiyon

yonteminde 6zel 6n korumali islemlere ihtiyag olacaktir.

Baz1 durumlarda ekstraksiyon prosediirii, calismanin amacina gore modifiye
edilerek kisaltilabilir. Konsantre edilen ekstrakt kristallenebilir. Eger boyle bir durum
sozkonusu olursa, filtrasyon ile toplanabilir ve saflastirilmalan degisik coziiciilerle

yapilacak olan kromatografik ¢aligmalar ile saglanabilir(146).

1.6. Kromatografi

Kromatografi bir karisitmda bulunan maddeleri; molekiillerinin ve dolayisiyla
da molekiilleri olusturan atomlariin yap1 ve kompozisyon ozelliklerine dayanarak
biri sabit (duragan) digeri ise hareketli (mobil) olan iki faz yardimiyla herhangi bir
karisim icerisinden ayirma yontemidir. Bu ayirma mantiginda sabit faz ile mobil faz

olarak birbirlerinin icerisine difuze olabilecek sistemler kullanilmaz.

Yapilan tiim kromatografik ayirimlarda bir mobil faz ve bir kat1 faz kullanilir.
Kromatografinin siniflandirilmast mobil fazin fiziksel dogasi iizerine temellenir.
Kromatografik ayrnmda aymrm 3 ozelige gore yapilmaktadir. Bunlardan ilki faz

tipine gore yapilan stiflandirmadir™*”.

= Faz Tipine Gore:
¢ svi-sivi
¢  sivi-katt

¢  gaz-sivi
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¢ gaz-kat

Ikinci sekilde yapilacak olan siniflandirma, uygulama bicimi diisiiniilerek

yapulir.

= Uygulama Bicimine Gore:
¢ Diizlemsel Kromatografi
s Kagit kromatografisi (KK)
% Ince tabaka kromatografisi (ITK)
4  Kolon Kromatografisi
+  Gaz kromatografisi (GK)

¢ Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
Uciincii sekilde yapilacak olan sinmiflandirma ayrilma bicimine gore yapilir.
= Ayrilma bicimine Gore:
Adsorpsiyon kromatografisi
Partisyon kromatografisi
Iyon degistirme kromatografisi

¢
¢
¢
¢ Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
¢ lyon cifti kromatografisi

¢

Afinite kromatografisi

Bitki bilesiklerinin ayirim ve saflagtirilmasi kromatografik tekniklerden
sadece bir veya iki tanesi kullamlarak gerceklestirilebilecegi gibi, amaca uygun
olarak bir kombinasyon seklinde farkli dort kromatografik teknik kullanilarak da
gerceklestirilebilir. Bu teknikler; kagit kromatografisi (Paper Chromatography= PC),

ince tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatography= TLC), gaz kromatorafisi
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(Gas Chromatography = GC) ve yiisek performans sivi kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography = HPLC)’ dir. Bu tekniklerin hangisinin
kullanilacginin se¢imi, ayrimi yapilacak olan bilesigin ¢oziiniirliik ve buharlagsma
ozelliklerine baghdir. Kagit kromatografisi 6zellikle suda ¢oziilebilme yeteneginde
olan bitki icerikleri i¢in isim olarak belirtmek gerekirse karbohidratlar, amino asitler,
niikleik asit bazlar1 (piirin, pirimidin), organik asitler ve fenolik bilesikler i¢in
uygundur. Ince tabaka kromatografisi tiim yagda ¢oziilebilen bilesiklerin ayirmi icin
secilebilecek uygun bir metottur. Ornek olarak lipitler, steroidler, karatenoidler, basit
kinonlar ve klorofiller verilebilir. Bunlara karsin {igiincii teknik olan gaz
kromatografisi temel olarak buharlasabilen bilesikler, yag asitleri mono ve
sesquiterpenler, hidrokarbon ve siilfiir bilesikleri icin uygulanmaktadir. Bu teknige
alternatif olarak diisiik buharlagsma yetenegine sahip olan bilesiklerin ayrimi HPLC

ile yapilabilir.

1.6.1. Kagit Kromatografisi (KK)(I“)

Kagit iizerinde yapilan kromatografik caligmalarin temel avantaji ayirma
isleminin filitre kagitlar1 iizerinde basit ve oldukc¢a kolaylikla yapilabilmesidir. Bunu
hem hazirlanan mobil faz hemde sabit fazin 6zellikleri saglamaktadir. Diger bir
avantaji ise tekrarlanabilirliginin fazla olmasindan dolayi, ¢cok sayida yapilacak olan
kagitlar tizerinde Rydegerlerinin kargilastiribilir olmasidir. Bu degerler ise yeni bitki

bilesiklerinin agiklanmasi ve tanimlanmasinda kullanilabilir.

Kagit lizerinde yapilan kromatografi genel olarak partisyon ve adsorpsiyon

kromatografisi felsefelerini igerir. Partisyonda bilesikler su ile karismaz bir sistemin
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icerinde ayrilmistir. Bu sisteme verilebilecek 6rnek olarak n-biitanol ve sudur. Klasik
solvent karisimi olarak n-biitanol-asetik asit-su (4:1:5 bu karisimun iist kismi) BAW
olarak bilinir. Bu sistemde biitanol fazinin su igerigi hazirlanan sistemle arttirilmas,
boylelikle coziicii karistmindan faydalanilmasi ile ayirim gergeklestirilebilmistir.
Gercekte BAW sistemi bitki iceriklerinin bir¢ok sinif1 i¢in genel bir ¢oziicii sistemi
ya da mobil faz olarak kullanilmaktadir. Bu sistemin uygulanabilirligi bitkisel bir cok
bilesigin ayrilmasinda kullanilabilir olmasidir. Bunun aksine kagit kromatografisinin
¢Oziicii sisteminin temel 6zelliklerinin bahsedildiginde kullanilacak olan teorilerden
biri adsorpsiyon kuvvetleridir. Saf su polar ¢ok farkli ozelliklerinden dolayr bir
kromatografi ¢oziicii sistemi ya da mobil faz1 olarak kullamilabilir. Farkli 6zeliklere
sahip olan saf su piirin, pirimidin ve fenolik bilesikler ve bitki glikozitleri icin genel

olarak kullanilabilir.

Epeyce genis boy ve oOzellik araliklarinda modifiye edilmis olarak ticari
takdimi bulunan filtre kagitlarn ile detayli kromatografik ayrimlarin yapilmasi
saglanmaktadir. Ornegin seliilozun polar 6zellikleri; iizerine baglanan silicic asit ya
da aliiminyum ile azaltlabilir ve lipitlerin ayrilmasi i¢in olduk¢a uygun hale gelir.
Kagitlar aym sekilde laboratuvarda da modifiye edilebilir. Ayrica bu filtre kagitlari;
reversed-phase kromatografi yapmak i¢in parafin ya da silikon yag ile iyice
slatilarak lipitler icin kullamilabilir. Eger biiylik 6l¢ekte ayirma yapilacaksa kalin
(Whatman no. 3 ya da 3 MM) kromatografi filtre kagitlari mevcuttur ve her bir kagit

tan bir ka¢ miligram {iriin alinabilir.

Kagit kromatografisinde bilesiklerin analizleri; genellikle spotlarin renklerine
ya da U.V. floresans 1s1ma verip vermemelerine gore yapilabilir. Bunun yaninda Ry

Olctimleriyle beraber veya ayri ayrn da degerlendirilmesi yapilabilir. Bu islem
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reaksiyon sonrasinda renklendirici bir belirtecin piiskiirtiilmesi ya da buharina

birakilmasi yahut da belirtecin igerisine sokulmasiyla yapilmaktadir.

Ry degeri kromatogramda bir bilesigin hareketi ile aldigi yolun, solventin
hareketi ile aldigi yol arasindaki bagil iliski olarak ifade edilir. Bilesigin
kromatograma uygulandigi noktanin merkezinden, kromatografi islemi sonucunda
geldigi son noktanin merkezi arasindaki fark, bilesigin aldig1 yol olarak hesaplanir.
Bilesigin aldig1 yolun mobil fazin aldig1 yola boliinmesi ile ortaya ¢ikan degerdir. Bu
deger her zaman 0,01-0,99 arasinda goriiliir. Bu degerin 100 ile ¢arpilmasi Rgs olarak

bilinmektedir. Bunu R;(x100) ya da hR; seklinde de gérmek miimkiin olabilmektedir.

Yapz ile ilgili olan bir serinin Ry degeri karsilastirilacagi zaman diger bir sabit

kromatografik deger olan Ry, kromatografik deger Ry ile ilgili bir degerdir*®.

RM= lOg( 1 _ 1)
Ry

Bu deger kimyasal yapinin kromatografik sistemdeki hareketiyle ilgilidir. ARy
degerleri es bir seride sabit bir deger olarak kullamilabilir. Bu yilizden flavonoid
bilesiklerinin kromatogramdaki bir serisinde kullanilabilir. ARys yapisinda birkag
hidroksil ve glikozil altbirimleri bulunduran molekiiller i¢cin sabit bir deger ya da

kiyas yapmaya yarayacak bir deger olarak kullanilmaktadir'**”

. Bu prosediir
bilesiklerden bir serinin, bilinmeyen bir iiyesinin Ry degerinin hesaplanmasinda
kullanilabilir. Boylece bitki ekstraktindaki belli bir bilesigin arastirilmasini
kolaylagtirmak maksadi ile kullanilabilir. Boyle bir prosediir Harborne 196939
tarafindan kullanilmistir. Bu prosediirii kullanarak yeni bir kaempferol metil eter

bilesigini karakterize etmistir. Burada tahmin edilen ve bulunan gercek deger birbiri

ile tamamen Ortiismiistiir.
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1.6.2. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi kagit kromatografisi ile karsilastirildiginda
kendine 6zgii avantajlart vardir. Avantajlart hiz, duyarhilik gibi 6zellikleri ve ¢ok
yonlii calisma imkam sunmasi, etkin bir yontem olarak ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. Cok yonlii ¢caligmanin avantajim saglayan ince tabaka kromatografisinde
bu oOzellik tabakalarin yap1 ve c¢esitliliginden kaynaklanmaktadir. Kagit
kromatografisinde kullanilan seliilozik adsorbentlere ek olarak cam, aliiminyum,
naylon plaklarin iizerine silika, aliiminyum oksitler, iyon degistirici resinler, sefadex,
polyamide, silka Cg- C;g, gibi bu adsorbentlerin yiiklenmesi ile olusturulan tabakalar
kullanilmaktadir. ince tabaka kromatografisinde plak iizerine dogal adsorbentlerin
yiikklenmesi ince tabaka kromatografisinin hizlanmasini saglamakla birlikte kararsiz
bilesiklerin ayrilmasinin saglanmasinda da avantajlidir. Sonug¢ olarak ince tabaka
kromatografisnin duyarliligi mikrogram miktarlarindan daha az miktarlarin ayirimini

saglamada basarilidir.

Ince tabaka kromatografisinin dezavantajlarindan biri plaklara diizgiin bir
sekilde adsorbentin yayilmasi ve takiben plaknin her bolgesinde adsorbent miktarinin
ayn1 olmasinin gerekliligidir. Bu adsorbentin nizami sekilde yayilmasi olduk¢a zor
ve zahmetli bir ugrastir. Daha sonra gelistirilen otomatik yayma makinalarinin

sunulmasiyla bu dezavantaj ortadan kaldirilmstir.

Ince tabaka kromatografisi (ITK= Thin Layer Chromatography (TLC)) ¢ok
farkli polariteye sahip bulunan bilesiklerin bir karisim i¢inden ayrilmasinda etkin bir
metotdur. Bitki ekstarktlar1 genelde hidroalkolik solusyonlarda alinir. Hidroalkolik
solusyonlardaki bitki ekstraktlar1 polarite 6zeliklerinden dolay1 bitkinin dogasinda

bulunan bilesiklerin karmasik bir karistmimi igerirler. Bunlardan bircogu hala
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tanimlanabilmis degildirler. Buna karsin bitki eksraktlar1 hastaliklarin tedavisinde ev

tedavisi ya da halk arasinda genis bir yayilis ve inanisla kullanilmaktadir.

Bu druglarin kontrolii kalitatif analizler ile gerceklestirilmektedir. ITK ile
yapilan bir kromatogramda elde edilen sonuglar bitki ekstraktalarinin
tanimlanmasinda ¢ok yararlt bir sekilde kullanilmaktadir. Bu itk plaklan iizerindeki
kromatagramlar, o bitki ekstarktina ait “parmak izi’> gibidir. Yapilan analizin
sertifikasinin olmasi icin de bir fotografla ekstraktin yanina atac;lannr(15 2, Yapilan
kromatografi sirasinda ayrilmis spotlarin renkleri ve pozisyonlari, standart bilesikler
ile iliskilendirilerek ve Ry  degerlerine de bakilarak bitki ekstraktlarinin
tanimlanmasinda ©nemli karakterler olarak kullanilir. Nicel analizler bu alanda
nadiren uygulanir. Nicel analizler daha cok spektrofotometrik Olciimlerin yada
preparatif diizey icin 0zel hazirlanan itk plaklarinin  kullanilmast ile

gergeklestirilir*?.

Farkli calismalar ITK’da ayirimim bir analiz metotu olarak agiklamaktadir
(34159 Genellikle ayirma islemleri silika plaklar {izerinde olmaktadir. Bazi
calismalarda ise silika iizerine hidrokarbonlarin (Cg ,C;g) baglanmasiyla modifiye
edilir. Modifiye edilerek yeni bir yiizey olusturulan adsorbanlar da ayrim igin
kullanilabilir. Bitki ekstraktlar1 plak iizerine direk olarak uygulanabilir ya da 6zelikle
bir simif calisilacaksa o sinifa 6zgiin bir ekstraksiyon metodu segilerek uygun bir
solventle ekstraksiyon yapilarak alman ekstraktin ITK’s1  gerceklestirilir.
Ekstraksiyon i¢in kulanilacak solventin polaritesi, istenilen bilesiklerin polaritesine
benzer bir sekilde dizayn edilmelidir. Ornekler plaklar iizerine cesitli cam kapiller

veya uygun aparatlar ile elle ya da ayarlanabilen mikropipetler ve ya otomatik

aplikatorler ile uygulanabilir. Ornekleri uygulanma sekli farklilik gosterebilir. Bunun
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icin spotlar ya da bantlar kullanilir. Bunlar c¢alisilacak olan bilesik ve mobil fazin
ozelligine gore uygulanir. Spotlar yahut ince ve kisa cizilmis bantlar uygulamanin
oldugu bolgeden mobil fazin hareketiyle mobil faz esliginde ayrilirlar ve yaklasik 8-

15 cm araligindaki farkli bir noktaya gog edebilirler"®.

Yiikleme ©ncesinde ITK tank icerisine mobil faz konularak agiz kismi
kapatilir. Boylece tankin icerisindeki alanin mobil faz sisteminin buharlagmasi ile
dengeye gelmesi saglamir. ITK da ayirimi yapilmak istenecek olan farkli bilesiklerin
karakteristik ©zelliklerine uygun mobil faz sistemlerinin kullanilmasi gerekir.
Bitkilerin smiflandirilmasinda farkli simifa ait bilesiklerin varligi hesaba katilarak
yapilmakta ve bu durumda ayirimin yapilmasinda kulamilan ITK parmak izi gibi
tanimlanmaktadir. Bu durum bitkilerin siniflandirilmasinda kimyasal bilesiklerin
onemini ortaya koymaktadir. Analiz edilen bilesikler alkoloidler, anthracene
(katranda elde edilen bir karbonhidrat (Cy4 Hyo) tiirevleri, kardiak glikozit druglari,
kumarin druglar, temel yaglarnn iceren druglar, flavonoidler, saponin druglar,
triterpenleri icerendruglar ve bunlara benzer olan yapilar olabilmektedir. Ornek
olarak verilecek olursa kloroform ve dietilenamin igeren bir karisgim ITK
kullanildiginda alkoloidlerin ayrilmasini, toluen ve etil asetat iceren bir karisim temel

yaglarin ayrilmasini saglayacaktlr(l%).

Yiikleme sonrasinda plaklar tanktan ¢ikarilir ve uygun hava akisinda ya da oda
sicakliginda kurutulur. Sonrasinda UV yada goriiniir bolge 1siklarinda ayrilan
bilesiklerin kimyasal dogasina gore verdikleri ya da vermedikleri renklere gore
degerlendirilir. Arastirmalar UV 1518inda 254 nm ince tabakanin verdigi 15181 emme
ile yahutta 366 nm’de bilesiklerin dogal floresansinin goriilmesi ile gerceklestirilir.

Birka¢ alkoloid (kinon, berberin vb.) ,anhtraglikozitler, kumarin tiirevleri ya da
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flavonoidler dogal floresansa sahiptirler ve 366 nm’de verdikleri renklerle
ayrilabilirler. Dogal floresans veren bilesiklerin cesitli kimyasal bilesiklerin
pliskiirtiilmesi ile bu 6zelikleri arttirilabilir. Bu durum diisiik arama limitlerini ortaya
koymasi agisindan 6nemlidir. Flavonoidler NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda sari-

yesil, turuncu renkler vermektedir®?.

Bu bilesikler 366 nm diginda floresans yansimasi vermez. Ancak yukarida
belirtigimiz belirteclerin piiskiirtiilmesi vasitasiyla goriiniir bolgede arastirilabilir.
Bununla beraber tiirevlendirme reaksiyonlar1 oda sicakliginda ya da ITK plaklarinin
termostath bir sicak plak {izerinde spesifik bir sicaklikta 10 dakika siiresince
1sitilmasi ile yapilabilir. Her iki durumda da yapilacak arastirmalar hizli sekilde
yapilmali ve fotograflanmalidir. Ninhidrin amino asitler ve yapisinda birincil
derecede amino grubu tasiyan, diger biyolojik bilesikler i¢in de iyi bir belirtectir.
Bilesikler ninhidrin piiskiirtiilmesi sonrasinda 100 ° C’ de 1sitildiktan sonra mavi mor
spotlar verirler. Terpenoidler ya da saponin kirmizi-mor spotlar asidik anisaldehit

soliisyonun piiskiirtiilmesi sonrasinda yine 100 °C’ de 1sitildiktan sonra verirler.

ITK ayriminda elde edilen renkli spotlar1 onlarin plak iizerindeki renklerine,
diizenlerine gore referans bilesiklerin varliginda gore agiklanirlar. Bu agiklama bitki
ekstraktinin standart bilesikler ile yapilan ITK karsilastiriimast ile yapilmaktadir. Bu
spotlarin  benzerlikleri tibbi bitkilerin kalitatif nitel analizi icin Onemlidir.
Farmokopilerde adi gecen referans bilesikler, analiz edilen bitki ekstraktlarinda
bulunan ya da bitki ekstraktindan ayrilmig bilesiklerin R, degerleri ile karsilastirilma

icin kullanilir.

Dogal  pigmentler siiflandirildiginda  flavonoidler,  antosiyaninler,

karatenoidler, klorofiller ve klorofil tiirevleri, porfirinler, kinonlar, anthrokinonlar,
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betalinler en Onemli bilesikler olarak hayvanlar alemi ve bitkiler aleminde bol

miktarda bulunmaktadir"*®,

1.6.3. Gaz Kromatografisi (GK)

Bu kromatografi tirii kagit ve ince tabaka kromatografileri ile
karsilastirildiginda gelismis bir yontem olmasiyla ve aynm1 zamanda daha pahali bir
yontem olmasiyla ayrilir. Ayrica diger kromatografi cesitlerine gore ¢ok zor bir

prosediirii yoktur. Gaz kromatografi temel olarak 4 ana bilesenden olusur.

I. Kolon
II. Firn veya 1sitict

III. Gaz akis sistemi

IV. Detektor

Gaz kromatografisinin sonuglar1  ‘retantion volume’ Ry terimiyle
aciklanabilir. Burada tastyici gazin , bu gazlar azot veya argon olabilir, kolondaki
bilesikleri yikamak icin gerekli olan hacimdir ve Ry ile ifade edilebilir. Ya da diger
terimle ‘retantion time’ Ry ki bu terimde Ornegin kolondan yikanmas i¢in gerekli
olan zamandir. Bu iki parametre ile analizin sonuglart agiklanabilir. Bu parametreler
RRy, RR; olarak bilinen standart bilesiklerin parametrelerine bagh olarak
aciklanabilir. Bu bilesikler ornek ektraktinin icerisine eklenebilir ya da c¢oziicii
formunu alarak Ornegin icerisinde ¢Oziilmesi saglanarak uygulanabilir. Gaz
kromatografisinin temel degiskenleri; operasyonun sicakligi, kolonun duragan
fazinin dogasi olarak bilinir. Bu degiskenlerin degisimi bilesiklerin buharlagmasi ve

polaritesine baglidir. Buharlasma 6zelligine sahip bulunmayan bir ¢ok bilesik rutin
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olarak yapilan islemlerle (metillenme vb.) tiirevlendirilerek, buharlasma ozelligi

katilarak diisiik sicakliklar altinda ayrismasi saglanir*®,

Gaz kromatografisi caligmalar1 ile elde edilen kromatogramlardan hem
kantitaif hem de kalitatif caligmalar yapilabilir. Kromatogram piklerinin altinda kalan
bolgeler direk olarak o pikin sahibi olan bilesigin miktarini verir. Bu piklerin altinda
kalan bolgelerin matematiksel olarak integre edilmesi ile hesaplama yapilabilir. Son
yillarda analiz sonucglar1 gaz kromatografisine direk olarak kiitle spektrofotometrenin

(mass spectrometry) baglanmasiyla yapilmaktadir.

1.6.4. Yiiksek Basin¢ S1vi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek basing sivi kromatografisi gaz kromatografisinin analogu gibidir. Bu
yontem; duyarli kantitatif ve kalitatif analizi yanlizca tek bir uygulamada saglama
yetenegindedir. Bu sistemin farki ise gozenekli formda olan ve yiizey alam
genigletilen polimer yapilarmin duragan faz olarak capi dar olan paslanmaz bir
kolonun igerisine depo edilmesi ve icerisindeki basincin giiciiyle sivi mobil fazin
yikksek basing ile gecirilmesi esasina dayanmaktadir. HPLC aparatlann GC
aparatlarindan olduk¢a pahalidir. Uygun bir pompa sistemi ve yiiksek basinca
dayanabilecek vidali baglanti sistemlerinin igermesinden dolay:1 isletim giderleri
maliyetlidir. Mobil faz sistemi birbiri igerisinde ¢oziinebilen solvent karisimi olabilir.
Bu solvent karisiminin bilesenleri her zaman karigim icerisinde karigmis olarak sabit
sekilde kalmalidir. Bu ayirma yontemine ‘isocratic’ ayirim adi verilir. Karisimdaki
coOziiclilerin oranlar1 degistirilebilir. Sistemin yapisinda bulunan bir karistirma

odasinda karisim yapildiktan sonra sisteme verilir, numunenin yiiklenmesi ile
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numuneyle karistirilarak kolona gelen madde ayrilir. Bu ayirma yontemine ise
‘gradient” yikama adi verilir. Bilesikler yikama sonu ya da ayirma sonrasinda
ornegin oOzelligine gore kolonun sonrasina baglanacak olan farkli dedektorler
vasitastyla goriintiilenir. Genellikle U.V. dedektorler kullanilir. Son zamanlarda

ELSD adi verilen dedektorlerde kullanilmaktadir>?.

HPLC ile GC arasindaki en biiyiik farklihik ortam sicakliginda analiz
yapilabilmesi ve bilesiklerin islem siiresince herhangi bir sicaklik diizenlenmesine
tabi tutulmamasidir. HPLC kolonun sicaklik kontrolii termostatli bir ceket veya
1isitma  ve sogutma Ozeliklerine sahip uygun bir aparatin secilmesi ile
saglanabilmektedir. Kolon genelikle oldukca kiiciik dairesel silika ile kaplanmig veya
doldurulmus olarak duragan faz durumunda bulunur. Bu nedenle safsizliklarla
tikanma ve patlama riskine ¢ok duyarlidir. Bu yiizden bitki ekstraktlariin kolona
yiiklenmeden 6nce uygun filitreler ya da kartus sitemleri kullamlarak siiziildiikten

sonra sisteme verilmesi uygundur.

HPLC temel olarak buharlasma 6zeligine sahip bulunmayan bilesiklerin i¢in
uygundur. HPLC ile calisilirken renk veren bir grubun bulunmasi veya
bulunmamasina ihtiyag duyulmamaktadlr'(146) Terpenoidler, alkoloidler, yaglar,
sekerler ve fenolik grup tasiyan bilesiklerin tiimiinde calisilmasi uygundur. Bu

bilesiklerin U.V. ve goriiniir bolgedeki spektrumlar arastirilabilir ve tespit edilebilir.

1.7. Calismanin Amaci

Yapilan bu calismamin amaclarim asagidaki sekilde o6zetlemek

miimkiindiir:
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. Alchemilla cinsine ait tiirlerdeki flavonoid bilesiklerini ortaya ¢ikarmak.

. Alchemilla cinsine ait tiirlerden elde edilen flavonoid bilesiklerinin, tiir igi

ve tiirler aras1 varyasyonunu ortaya koymak.

. Flavonoid bilesiklerinin bu cinsin sistematigi agisindan Onemini ortaya

cikarmak.

. Flavonoid bilesiklerinin bu cinsin tiirleri arasindaki akrabalik iliskilerine

151k tutmak.

. Elde edilen bilesiklerin cinsin sistematiginde kullanilan morfolojik
karakterlere ilave olarak tiirlerin teshisinde kullanilabilir karakterler olup

olmadigin1 tespit etmek.

. Alchemilla cinsinin sistematiginde giiniimiizde kullanilmakta olan
morfolojik karakterlerinin, kimyasal karakterler tarafindan desteklenip

desteklenmedigini ortaya ¢ikarmak.

. Miimkiin olursa Alchemilla cinsinin morfolojik olarak kendisine yakin
olan Potentilla cinsiyle flavonoid bilesikleri acisindan akrabalik

derecesini ortaya ¢ikarmak.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

Kimyasal ¢oziicii olarak kullanilan petrol eteri (40°C-60°C ve 60 ° C -70 ° C)
etilasetat, etanol, metanol Riedel de Haen (Almanya)’dan HPLC saflikta metanol,
asetik asit, formik asit Merck (Almanya)’dan, poly ethylen glycol (PEG 4000), silika
jel 60 GFpsy4 (ITK), silika jel 60 G (ITK)ve Silika jel 60 (0,063-0,200 mesh) Merck
(Almanya), flavonoid standartlarindan rutin trihydrate >%95 HPLC saflikta,
isoramnetin >%97 HPLC saflikta, apigenin %95 (TLC (ince tabaka kromatografisi
icin)) , 2-aminoethyl diphenylborinate, kaempferol %90 HPLC saflikta, quercetin
dihydrate >%98 HPLC saflikta Sigma (Almanya)’dan , Flavonoid glikozitleri;
quercetin-3-O-glucopyranoside HPLC saflikta, naringenin HPLC saflikta, quercitrin
HPLC saflikta, hesperidin HPLC saflikta, hyperoside HPLC saflikta, myricetin
HPLC saflikta, vitexin HPLC saflikta, orientin HPLC saflikta Extrasyntese

(Genay/Fransa) ’den alindi.

2.1.2. ince Tabaka Kromatografisi Plaklar:

Ince tabaka kromatografisi i¢in kullamlan kromatografi plaklari silica gel 60
Fys4 aliminyum ince tabakalar 0,lmm kalinlikta 20 x 20 cm ebatlarinda Merck

(Darmstadt/ Almanya) firmasindan ve seliilloz F,s4 cam ince tabaka plaklar1 0,1 mm
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kalinlikta 20 x 20 cm boyutlarinda Fluka (Sigma Aldrich, Almanya) firmasindan

satin alindi.

2.1.3. Laboratuvar Malzemeleri ve Cihazlar

Bu caligmada rutin olarak laboratuvarda kullanilan genel ara¢ gereglerden
faydalanildi. Cam malzemelerden; deney tiipleri, portiip, erlen, beher, muhtelif
hacimlerde ayirma hunisi, rotaecvaparatore uygun agiz kismi 28 x 32 rodajli dip kismi
yuvarlak balonlar, muhtelif hacimlerde meziirler ince tabaka kromatografisi cam
tanklar1 (Camag (Fransa) ve Sigma (Almanya)), ince tabaka ve kagit kromatografisi
cam tanklar (Sigma (Almanya)) heparinsiz hematokrit tiipleri (Isolab (Almanya)),
ozel yaptirilmis 500 mm x 30 mm (boy x cap), 150mm x 10 mm (boy x cap)
boyutlarinda 6zel ceketli ve ceketsiz cam ve kuartz kolonlar kullanilmistir. U.V. 254
nm ve 365 nm lambalar ve lamba aparatlarni (Camag (Fransa), Hassas terazi
(Shimadzu AX 120 (Japonya)), Spektrofotometre (Shimadzu U.V. 1601 (Japonya)),
rotaevaparator (Heidolph model Laborato 4000-efficient (Almanya)), calkalayicili
1sitma ve sogutma Ozelikli inkiibator (Labcon model FSIESPOS8 (Amerika Birlesik

Devletleri)), Su aritma ve saf su cihazi (Human marka) kullanildi.

Analizler icin kullanilan HPLC Dionex (Amerika Birlesik Devletleri)
otamatik yiikleyicili model ASI-100 ve UV/VIS dedektér UVD 170S, kolon firin
STH 585, P580 pompa 6zelliklerine sahip cihaz kullanildi. HPLC analizi i¢in gerekli
kolon aym firmaya ait 150 x 4,6 mm boyutlarinda 3 um C 18 silika ile 250 mm x 4,6

mm 5 pum C 18 silika ile yiiklenmis kolonlar kullanilarak yapildi.

53



2.14. Bitki Materyali

2.1.4.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu tezin arastirma ile ilgili ilk calismalar1 bitki 6rneklerinin toplanmasi ile
gercgeklestirildi. Tez konusu bitki olan Alchemilla cinsi tiirlerinin hem genis hem de
endemik olarak bol miktarda yayilis gosterdigi Trabzon ve Giimiishane’yi birbirine
baglayan karayolu iizerinde Zigana gecidine kadar ve Giimiisyayla kayak merkezine
giden yol iizerinde 6rnekleme yapildi. Ornekler toplanirken herbaryum materyali
olacak nitelikli olanlar 6rneklemenin yapildigi bolgelerde prese alindi. Sonrasinda
arastirmanin yapilmasi icin gerekli bitkilerin toprak iistii organlarindan olan
yapraklardan ¢alisma i¢in yeterli goriilen miktarda 6rnek toplanmasi gergeklestirildi.
Alchemilla cinsi tiirleri daha ¢ok yamaglarda, su ve dere akintilarinin bulundugu
nemli bolgelerde gozlemlenmis, rakim olarak 800 m’den baslayarak 3000 m.’ye
kadar bulunabilmistir. Orneklemenin yapildig: bolgelerde bu rakimlarda fazla sayida
tirle karsilagilmig, aym1 zamanda tiirlere ait bireylerde de miktar olarak artis
gozlemlenmistir. Ornekleme yapildiktan sonra toplanan bitki drnekleri bulunduklar
yer ve hava sartlar itibariyle olduk¢a nemli olduklar i¢in kisa siirede kurutulmus ve
¢ok iyi muhafaza edilmesi gerekmistir. Calisilan 6rneklerin defter kayit numaralar

ve depolandiklar1 herbaryum ¢izelge 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Calistlan oOrneklerin defter kayit numaralari ve depolandiklar

herbaryum.
Tiir ad1 Toplayict kayit no Muhafaza edildigi herbaryum
A. oriturcica Yusuf 1437 ADO
A. hirtpedicellata Yusuf 1438 ADO
A. armeniaca Yusuf 1439 ADO
A. stricta (1) Yusuf 1443 ADO
A. barbatiflora (1) Yusuf 1445 ADO
A. orthotricha Yusuf 1446 ADO
A. orduensis (1) Yusuf 1453 ADO
A. erzincanensis Yusuf 1449 ADO
A. ciminensis grup Yusuf 1451 ADO
A. cimilensis Yusuf 1456 ADO
A. mollis Yusuf 1457 ADO
A. orduensis (2) Yusuf 1458 ADO
A. buseriana Yusuf 1459 ADO
A. erythropoda Yusuf 1460 ADO
A. ikizderesis Yusuf 1461 ADO
A. procerrima Yusuf 1463 ADO
A. porrectidens Yusuf 1464 ADO
A. oriturcica Yusuf 1467 ADO
A. bursensis Yusuf 1468 ADO
A. persica Yusuf 1476 ADO
A. trabzonica Yusuf 1478 ADO
A. tiryalensis Yusuf 1482 ADO
A. speciosa Yusuf 1485 ADO
A. hirsutiflora Yusuf 1490 ADO
A. stricta (2) Yusuf 1495 ADO
A. barbatiflora (2) Yusuf 1496 ADO
A. sericata Yusuf 1505 ADO
A. ovitensis Yusuf 1506 ADO
A. holocycla Yusuf 1507 ADO
Potentilla recta Yusuf 1750 ADO
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2.1.4.2. Bitki Orneklerinin Kurutulmasi

Araziden toplanan Orneklerin teshislerinin yapilabilmesi icin bitkilerin
vejatatif ve genaratif kisimlarn preslendi. Bu presli 6rnekler de diger ornekler ile
beraber herbaryuma getirildi. Presli ornekler hergiin kagitlarinin degistirilmesi
yoluyla kurutuldu.. Diger kisim ise yapraklari toprak iistii govdeden ayrilarak oda
sicakliginda temiz kagitlar tizerine serilerek kurutuldu. Kurumug 6rneklerden sira ile
calisma yapildi. Kilitli naylon posetler i¢inde, nem tutma 6zelligine sahip olan silika
bilyeler ile birlikte tutuldu. Nem cekme kabiliyetine sahip olan silika bilyeler poset
icerisindeki nemi cekti. Nemin olmasi durumunda da olusabilecek mikroorganizma
aktivitesi boylelikle engellenmis oldu. Bitki Ornekleri ¢esitli zaman araliklarinda
kontrol edilerek, gerekli goriildiigli zamanlarda silika bilyeler yenileriyle

degistirilerek ortamin nemi belirli bir oranlar arasinda tutulmustur.

2.1.4.3. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Kurutulan bitki Orneklerinin hassas terazi ile Olgiimleri yapildi. Tartim
sonrasinda cam bir havanin icerisine alinarak cam bir tokmakla toz haline gelene
kadar nazikce ogiitilldii. Toz haline gelen bitki ©Ornekleri hemen akabinde

ekstraksiyon islemine tabi tutuldu.
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2.2. Yontem

2.2.1. Ekstraksiyon

Dogal bilesikler ile ¢alisilirken ekstraksiyon islemi i¢in; hedef bilesige gore
bir metodun bulunmasi, bir metodun modifiye edilmesi veya yeni bir metodun
gelistirilmesi gerekmektedir. Bunun icin bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin formu
iyi bilinmelidir. Bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin ¢cogu bir seker grubuna bagh
olarak bulunur. Cok nadiren aglikan seklinde oldugu diisiiniilerek polar glikozit
formlarinin ayrimi, saflagtirllmasi ve diger apolar kisimlarin uzaklastirilmast ile

secici bir sekilde ekstraksiyon islemine baglandi.

Toz haline getirilen bitki tiirlerinin 6rnekleri icin ekstraksiyon islemi yapildi.
Ekstraksiyon islemi icin litertiirde ¢ok farkli metotlar kullanilmistir. Bu metotlarin
secimi istenilen dogal bilesigin dogasina uygun olarak yapilmalidir. Bu bilesikler
dogal bulunma sekline gore yani glikozit formunda ayrilmak isteniyorsa ona gore bir
diizenleme yapilmalidir. Bitkiler igerisinde bulunacak bir¢ok maddenin yalnizca
seker gruplarina bagh olarak bulunacagi Harborune ve arkadaslarmn*” yapmis
oldugu caligmalan icerisine alan kitabinda belirtilmistir. Bunun i¢in flavonoidleri
glikozit formlan seklinde elde edecek bir ekstraksiyon yontemine ihtiya¢ duyuldu.

Bunun icinde Zhao ve arkadaslarmin®

yapmis oldugu ektraksiyon teknigi
kullanildi. Bu teknik iizerinde yapilan modifikasyonlar sonucunda, laboratuvar
sartlarinda uygun olarak yapilan iyilestirmeler ile bir metot gelistirildi. Bir erlen
icerisine konulan toz halindeki bitki 6rnegi iizerine, agirliginin hacim olarak yaklagik

10 kat1 % 50 etanol-dH,0 karisimi veya % 50 metanol- dH,O karisimi ilave edildi.

Erlen 150 rpm’de 50 °C ‘de 4 saat siiresince c¢alkalamali inkiibatérde maserasyon
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islemine tabi tutuldu. Takiben 20 saat boyunca oda sicakliginda maserasyona
birakildi. 24 saat sonunda bu karisim alinarak su trombuna baglanmis olan bir buhner
hunisi vasitasiyla mavi bant siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii. Bitki kalintist
uzaklastirildi.  Sulu siiziintii rotaevaparatérde 45-50 °C araliginda hidroalkol
karisimindan alkolii ugurulmak icin yaklasik 15-25 dakika araliginda ters basincin
yaptig1 vakum etkisine bagli olarak tutuldu. Alkolii ucurulmus, icerisinde su bulunan
ekstraksiyon sivist igerisinde mevcut olan apolar bilesikler ve klorofilin
uzaklastirilabilmesi i¢in bir ayirma hunisi vasitasiyla petrol eteri (40 °C-60 °C) ile
muamele edildi. Bu reaksiyon sonucunda ayirma hunisinde iistte kalan kisimda agik
yesilden ornege gore koyu yesile dogru degisen renklerdeki kisimlar su arasindaki
yogunluk farkindan dolay1 ayrilmasi ile alindi. Geriye kalan koyu sari, kahverengi
sulu ekstrakt icerisinde bulunan flavonoidleri almak icin etil asetat ile yine ayirma
hunisi vasitasi ile karisgtirildi. Reaksiyon sirasinda ayirma hunisi bir el iistte diger el
altta olmak suretiyle her iki el ile tutularak farkli yonlerde birbirleri ile ters yonde
dairesel sekiller cizmesi ile yavasca 3 ila 5 dakika arasinda karistirildi. Bu
karistirmanin sonrasinda yogunlugu sudan daha hafif olan etil asetatli kisim iistte sar1
renk verecek sekilde ayrildi. Bu aymrim yapildiktan sonra alttaki sulu faz alinarak
liyofilizatore konulmak i¢in -20 °C dondurucuya alindi. Etil asetatli fraksiyon alindi,
rotagvaparatorde etil asetat kismi uzaklastirildiktan sonra rota balonu icerisinde
bulunan fraksiyon tartilarak miktar tayini yapildiktan sonra az miktarda etil asetat
veya etanol igerisinde rota balonundan kiiciik flakonlarin icerisine alindi. Bu
¢oziiclilerin u¢cmasi i¢in 24-48 saat siiresince giines 15181ndan etkilenerek igerisindeki
flavonoidlerin yapisinin bozunmasini engellemek i¢in karanlik bir ortamda birakildi.
Sonra ¢oziiciilerin numune kabindan buharlagsmas1 ile uzaklagmasim takiben

numuneler buzdolabinda + 4 °C’ye alindi. Numuneler; analiz yontemleri olan kagit
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kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yapilacagi zamana kadar buzdolabinda
+ 4 °C’de tutuldular. Yapilan analizlerin ardindan saflastirma islemleri i¢in yeniden
ayni koruma metodu uygulanarak + 4 °C’de yapilan preparartif ince tabaka
kromatografisi caligmalar1 i¢in saklandi. Ekstraksiyon islemi Sekil 2.1°de sematik

olarak goOsterilmistir.
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2.2.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Ekstraksiyon iiriinleri elde edildikten sonra ince tabaka kromatografisi
uygulamast yapildi. Elde edilen bitkisel ekstraktlar; ticari olarak satin alinan,
icerisine UV 254 nm dalga boyunda isima yapan indikatér madde eklenerek
hazirlanmis olan silika plaklar iizerine ticari olarak alinan flavonoid aglikan ve
glikozit formlar, ekstraktlar ile beraber aralarinda 0,8 - 1 cm kalacak sekilde ince
cam kapillerlerle veya heparin icermeyen hematokrit tiipleri ile spot seklinde ya da
ince hat seklinde yiiklemeler yapildi. Etil asetat: asetik asit: formik asit: su
(100:11:11:27) karigtmi mobil faz olarak tanka kondu®?. Mobil fazla birlikte
yiiriyen plak iizerindeki flavonoidlerin gézlenmesi U.V. lamba kullanilarak 254 nm
dalga boyunda yapild1 ve standart bilesikler kullanilarak yerleri belirlendi. Standarti
bulunmayan bilesikler literatiirden Ry degerleri ile karsilastirilarak tanimlamaya
yardimc1 olmasi icin diger tamimlama yontemleri ile koordineli bir sekilde

degerlendirildi.

2.2.3. Ince Tabaka Kromatografisi Plaklarinin Goriintiilenmesi

ITK plaklari yiiriitme isleminin tamamlanmasi sonrasinda ceker ocakta
kurutuldu. Kurumus olan plaklar UV 254 nm dalga boylu 1sikta incelendi. Burada
kullanilan plaklar bu dalga boyuna 0zgii indikator maddeyi yapilarinda
barindirmaktadir. Flavonoidler yapilarinda bulundurduklar aromatik halkalardan
dolayr 254 nm ve 280 nm dalga boylarindaki 15181 adsorblamaktadir. Plaklarin
izerine Ornekler ile beraber yiiklenmis olan standartlarla karsilastirmali olarak,

orneklerdeki flavonoidlerin R,y degerleri ve 15181 tutma Ozeliklerinden faydalanmilarak
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yerleri belirlendi. Miktar1 az olan ve UV 254 nm 15181 altinda goriilemeyen flavonoid
bilesiklerinin goriintiilenmesi icin NP/PEG (Natural pruduct (2-Aminoethyl
diphenylborinate)/ poly etilen glycol) kullanildi. Bu belirte¢ flavonoidler igin
kullanilan spesifik belirtegtir. Flavonoidlerin yapisindaki B halkasi ile ilgili olarak
spesifik yerdegistirme reaksiyonu verirler. B halkasindaki yanyana iki hidroksil
grubu 365 nm dalga boyunda turuncu renk verir. Ornek olarak quercetin ve onun
glikozitleri verilebilirler. NP/PEG ile tek serbest hidroksil grubu iceren B halkasi ile
verdigi reaksiyon sar1 yesil renk verir. Kaempferol ve glikozitleri bu renk ve
reaksiyona ornek olarak verilebilir. Flavonoidler bu belirtecle beraber ¢ok diisiik
miktarlarda nanogram boyutundaki miktarlarda bile renk verirler ve
tanimlanmasinda, en azindan hangi grup oldugunun belirlenmesinde bu 6nemlidir.

365 nm dalga boyunda karanlik odada ve ya karanlik kabinde fotograflanabilir.

2.24. Kolon Kromatografisi

Bitkisel ekstraktlar icin ceketli ve ceketsiz kolonlar kullanildi. Kolon caplar
dar tutulan kolonlarin boylar1 muhtelif uzunluklarda secildi. Kolonlar cam ve kuartz
olmak iizere farkli materyallerden yapilmis olarak temin edildi. Kolon dolgu
malzemesi yada duragan faz olarak Silka gel 60 (0,063-0,200) kullanildi. Hareketli
faz olarakta etil asetat:metanol (95:5) oranindan baslayarak metanoliin oran1 toplam
hacim icerisinde % 40’a ulasana kadar artirildi. Bu sekilde 50 fraksiyon toplandi
toplanan fraksiyonlar ITK plaginda yiiriitiildii ve goriintiilendi. 1’den 10’a kadar olan
fraksiyonlarda klorofil artiklar1 ve antosiyanidinler, 11-30 arasinda aym tip

flavonoidler gbzlemdi ve onlar birlestirildi. 30-40 aras1 ve 40 ila 50 aras1 ayn1 sekilde
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goriintillendi ve birlestirildi. Sonrasinda preparatif ince tabaka ve HPLC

calismalarina geg¢ildi.

2.2.5. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ITK ¢alismalar1 ucuz ve oldukga basit bir sistem olmasi dolayistyla
izolasyon calismalarinda kullanilmaktadir. Bu teknik ile ayirma ya da izolasyon
calismalarinda; yaklasik olarak 6rnek kompozisyonuna bagl olarak 1 gr (= 1000
mg)’ a kadar maddenin ayrilabilmesi, dokiilen plagin kalinligina ve segilen ITK

sistemine gore degismektedir.

Prepartif ince tabaka calismalarinda kullanmilan plaklar ile analitik ince tabaka
calismalarinda kullanilan plaklar iki teknigin farkinin temelini olusturmaktadir.
Ciinkii preparatif calismalarda plagin adsorbent kalinligi analitik calismalarda
kullanilan plaklarinkine nazaran oldukca kalindir. Bununla beraber plaklarin

hazirlandig1 adsorbentlerin partikiil biiyiikliikleri arasinda da fark vardir.

Preparatif calisma i¢in gerekli plaklar laboratuarda 20 x 20 cm boyutlarindaki
cam plaklar iizerine silikanin kaplanmasiyla hazirlandi. Bu tip preparatif amagh ITK
plaklarin hazirlanmasinda kullanilan silika adsorbenti iki tip silikadan olugmaktaydi.
Bu adsorbentler silika jel 60 GF,s4 ve silika jel 60 G’den esit miktarlarda alinarak
distile su igerisinde bulamag haline getirilerek hazirlandi. Hazirlanan plaklar etiivde
103° C’de 4 saat aktive edilerek kullanima hazir hale getirildi. Bu plaklar iizerine
kolondan alinan birlestirilmis fraksiyonlar yiiklendi, yiikleme iglemi ince cam
kapillerler vasitasi ile plak boyunca devamh diiz bir hat seklinde uygulandi. Aym

sekilde ilk uygulamanin iizerinden 4 kez daha uygulama yapildi, sonrasinda analitik
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calismalarda kullanilan mobil faz ile plaklarin yiiriitilmesi gerceklestirildi. Islem
sonrasinda ceker ocakta veya uygun bir ortamda plaklarin kurutulmasi saglandi.
Kuruyan plaklar U.V. lamba altinda incelendi ve ayrilan tiim faraksiyonlar Rf
degerlerine gore diiz bir sekilde yiiriimiis olarak birbirlerinden ayrildi. Ayrilan her bir
bolge cam plak iizerinden ucu ince bir spatiil yardimiyla kazinarak alindi, kazinan
bolgedeki bilesik silika iizerine tutunmus olarak ayristirildi. Sonrasinda ayristirilan
maddenin alinmasi i¢in bu kistm 24 saat boyunca metanol igerisinde birakildi,
sonrasinda siyah bant siizge¢c kagidindan siiziildi. HNMR, CNMR, HPLC

calismalar1 sonucunda yap1 tayini ¢alismalar yapildi.

2.2.6.Yiiksek Basin¢ S1ivi Kromatografisi

HPLC calismalarina ticari olarak satin alinan standart flavonoid bilesikleri
icin metot gelistirilmesi ile baslandi. Literatiir bilgileri, bilesiklerin yapilar1 ve
laboratuvar sartlarina gore isocratic sekilde gelistirilen metot kullanildi. Solvent
sistemi % 62 distile su igerisinde, % 5 asetik asit iizerinde %38 metanol ile
hazirlandi. Calismada Dionex (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilen
C18 3um 120 A 150 x 4,6 mm ve C18 5um 120 A 250 x 4,6 mm boyut ve tipteki
kolonlar kullanildi. Kolona standart 6rneklerden Sul yiikleme yapildi ve 0,7 ml/dak
akis hizinda 15 dakikalik ve 30 dakikalik iki ayr1 programla calisildi. Standart
flavonoidlerin kolondan gelis zamanina (retantion time) gore ayirimi saglamak igin
tim satandartlarin analizi yapildi. Sonrasinda direk ekstraksiyonlar veya kolon
kromatografisi sonrasinda alinan fraksiyonlar ya da preparatif olarak saflastirilan
kisimlar 0,25-0,40 pm boyutundaki filitrelerden gecirilerek kolona yiiklendi.

Kolondaki ekstraktin ve ekstrelerin ayni metot kullanilmasi suretiyle kolondan gelis
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zamanlarina gore tayin edildi. Bu c¢alismay1 desteklemek iizere ITK plaklari

tizerindeki Rf degerleri ile beraber degerlendirilme yapildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. ince Tabaka Kromatografisi Plakalarindaki Rf Degeri ve Renklerine

Gore Flavonoid bilesiklerinin Tayin Edilmesi

Ince tabaka kromatografisinde 25 Alchemilla ve bir adet Potentilla tiiriine ait
30 farkli 6rnekten elde edilen ekstreler, standart olarak kullanilan flavonoid aglikon

ve glikozitleri le birlikte yiiriitiilmiistiir.

Calisilan tiirlerin isimleri su sekildedir: A. ovitensis, A. erythropoda, A.
sericata, A. hirtipedicellata, A. armeniaca, A. orthotricha, A. erzincanensis, A.
cimilensis, A. mollis, A. orduensis, A. ikizdereensis, A. porrectidens, A. oriturcica, A.
bursensis, A. persica, A. speciosa, A. hirsutiflora, A. holocycla, A. ciminensis, A.
buseriana, A. trabzonica, A. tiryalensis, A. stricta ve A. barbatiflora. A. orduensis, A.
stricta ve A. barbatiflora tiirlerinde iki farkli lokaliteden toplanmis 6rneklerde tiir ici

varyasyon gozlenmistir.

Calisilan Ornege ait ekstre ITK plagr iizerinde yanilsamayr dnlemek icin ii¢

farkli noktadan kosturulmustur.

Sekil 3.1.-3.30.’de verilen resimlerde her bir calisilan bitki rnegine ait ITK
plag ile 3 farkli fotograf ¢alismasi yapildi. Her bir ITK plagmin 6nce flavonoidler
icin Ozel belirteg¢ olan NP/PEG ile muamele edildiginde giines 1s1gmnda cekilen
fotografi, sonra karanlik odada U.V. 366 nm dalga boyunda ¢ekilen fotografi, son
olarakta karanlik odada U.V. 366 nm dalga boyunda ¢ekilmis fotografin bilgisayar

ortaminda renk degisimi sonucu elde edilmis goriintiisii verilmistir.
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Asagidaki fotograflarin herbirinin altinda calisilan Alchemilla ve Potentilla
tiirli 0ornek olarak ifade edilmistir. Yanlarinda kisaltmalar ile verilenlerin her biri

ticari olarak elde edilmis flavonoid glikozit veya flavonoid aglikandir.

3.1.1. A. oriturcica tiiriinde iTK plak sonucu

A. oriturcica tiirtinde hyperoside, rutin ve isoquercetin bulunmustur. Sekil
3.1.- 3.3’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside flavonoidin Rf degeri
0,65, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 ve isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72,

olarak bulunmustur (Sekil 3.1- Sekil 3.3)
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| Ornek | Qci | vVit. |Hyp. |[Nar. |Ori. | Myr. | iso. | Hes. | Qce. | Kam. | Lut. | Rut.

Sekil 3.1. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s13inda alinan fotografi.
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|Omek [ Qci | Vit. [Hyp. [Nar. [Ori. [Myr. |iso. [Hes. |Qce. | Kam | Lut. [Rut. [ Api. [Irh.. |

Sekil 3.2. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Omek | Qci |Vit. |Hyp. |[Nar. [Ori. [Myr. |iso. [Hes. |[Qce. | Kam. |[Lut. |Rut | Api. | Irh.. |

Sekil 3.3. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk degisimi
sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.2. A. hirtipedicellata tiiriiniin iTK plak sonucu

A. hirtipedicellata tiiriinde hyperoside, rutin, isoquercetin, quercitrin ve
vitexin bulunmustur. Sekil 3.4.-3.6’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf
ve renk Ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside
flavonoidin Rf degeri 0,65, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44, isoquercetin flavonoidin
Rf degeri 0,72, quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84 ve vitexin flavonoidin Rf degeri

0,77 olarak bulunmustur (Sekil 3.4.- Sekil 3.5.).
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| Omek |Qci |Vit. |iso. |Ori. |Hyp. |Rut. |Myr. |Nar. |Hes. | Ornek | Quer. | Kam. | Api. |Lut. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.4. A. hirtipedicellata tiiriine ait 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1siginda alinan fotografi.
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| Omek |Qci | Vit. |iso. |Ori. |[Hyp. |Rut. |Myr. [Nar. |Hes. |Ornek |Quer. |Kam. |Api. [Isor. | Ornek |

Sekil 3.5. A. hirtpedicellata tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Omek [ Qci |Vit. |iso. |Ori. [Hy. |Rut |My. |Nar. [Hes. |o6mek | Quer | Kam |Lut. | Api. |Isor. | Ormek |

Sekil 3.6. A. hirtpedicellata tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografimin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.3. A. armeniaca tiiriiniin ITK plak sonucu

A. armeniaca tiirlinde hyperoside, vitexin ve orientin bulunmustur. Sekil 3.7.-
3.9’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65, vitexin
flavonoidin Rf degeri 0,77 ve orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur

(Sekil 3.7- Sekil 3.9).
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| Omek |Qci | Vit. |Hyp. [Nar. [Ori. |[Myr. |iso. | Hes. | Qce. | Kam. | Lut. | Rut. | Api. [Isor. |

Sekil 3.7. A. armeniaca tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s181nda alinan fotografi.
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| Omek | Qci | Vit. [Hyp. |[Nar. [Ori. | Myr. | iso. | Hes. | Qce. |Kam. | Lut. | Rut. | Api. |Isor. |

Sekil 3.8. A. armeniaca tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Omek [ Qci | Vit. |Hyp. [Nar. |[Ori. [Myr. |iso. | Hes. | Qce. | Kam. | Lut. | Rut. | Api. | Isor. |

Sekil 3.9. A. armeniaca tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.4. A. stricta (1) tiiriiniin ITK plak sonucu

A. stricta tirtiniin (1) numarali 6rneginde quercitrin, vitexin, isoquercitrin,
rutin bulunmustur. Sekil 3.10-3.12°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf
ve renk Ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Rutin
flavonoidin Rf degeri 0,44, isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72, quercitrin
flavonoidin Rf degeri 0,84 ve vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77 olarak bulunmustur

(Sekil 3.10- Sekil 3.12).
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| Ornek [ Qci | Vit. [Hyp. [Nar. | Ori. | Myr. |iso. |Hes. |Qce. |[Kam. |Lut. |Rut. [ Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.10. A. stricta tiiriine ait (1) numaral drnekte ITK plagiin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. | Hyp. | Nar. | Ori. | Myr. [iso. |Hes. [Qce. [Kam. |Lut. |Rut |Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.11. A. stricta tiiriine ait (1) numaral drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. | Hyp. | Nar. | Ori. |Myr. |iso. |Hes. [Qce. |[Kam. |Lut. |Rut |Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.12. A. stricta tiiriine ait (1) numaral drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.5. A. barbatiflora (1) tiiriiniin ITK plak sonucu

A. barbatiflora tiriiniin (1) numarali Orneginde quercitrin, vitexin,
isoquercitrin, rutin, orientin ve hyperoside bulunmustur. Sekil 3.13.-3.15’de verilen
fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk oOzelliklerine dayanarak flavonoid
glikozitleri belirlenmistir. Rutin flavonoidin Rf degeri 0,44, isoquercetin flavonoidin
Rf degeri 0,72, quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84, vitexin flavonoidin Rf degeri
0,77, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65

olarak bulunmustur (Sekil 3.13.- Sekil 3.15.).
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| Ornek |Qci | Vit. |Hyp. [ Nar [Ori. |Myr. |Iso. [Hes |Ornek |Qce. |Kam |Lut |Rut. | Api. | Isor. | Ornek |

Sekil 3.13. A. barbatiflora tiiriine ait (1) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢inda alinan fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. |Hyp. [Nar [Ori. [Myr. |iso. |Hes |Ornek | Qce. | Kam |Lut |Rut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.14. A. barbatiflora tiiriine ait (1) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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AR o K.

Ty

| Ornek |Qci | vit. |Hyp. |[Nar [Ori. |Myr. |iso. |Hes | Ormek | Qce. | Kam | Lut

| Rut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.15. A. barbatiflora tiiriine ait (1) numarah drnekte ITK plagiin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen

fotografinin renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.6. A. orthotricha tiiriiniin ITK plak sonucu

A. orthotricha tiirlinde vitexin ve isoquercitrin bulunmusgtur. Sekil 3.16.-
3.18’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 ve

vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77 olarak bulunmustur (Sekil 3.16 - Sekil 3.18).
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| Ornek |Qci |Vit. |Hyp. [Nar. [Ori. [Myr. [iso. |Hes. [Qce. | Kam |Lut. |[Rut. | Api. [Isor. | Ornek

Sekil 3.16. A. orthotricha tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢inda alian fotografi.
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| Ornek |Qci |Vit. |Hyp. |[Nar. |Ori. [Myr. |iso. |Hes. |Qce. |Kam |Lut. |Rut. | Api. |Isor. | Ornek

Sekil 3.17. A. orthotricha tiiriine ait 6rnekte ITK plagmin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek |Qci |Vit. |Hyp. |Nar. |Ori. |[Myr. |iso. |Hes. |Qce. [Kam |Lut. |[Rut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.18. A. orthotricha tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.7. A. erzincanensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. erzincanensis tiiriinde isoquercetin ve vitexin bulunmustur. Sekil 3.19-
3.21°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 ve

vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77 olarak bulunmustur (Sekil 3.19-Sekil 3.21).

91



| Ornek |Qci | Vit. |Hyp. [Nar |Ori. |[Myr. [iso |Hes |Ornek |Qce. |Kam |Lut |Rut. | Api. [Isor [ Ornek |

Sekil 3.19. A. erzincanensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s13inda alinan fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. |Hyp. |[Nar [Ori. |Myr. [Iso. |Hes | Ornek |Qce. | Kam |Lut |[Rut. | Api. [Irh [ Ornek |

Sekil 3.20. A. erzincanensis tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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|Omek  [Qci | Vit. |Hyp. [Nar |Ori. [Myr. |Iso. |Hes | Ornek | Qce. | Kam |Lut |Rut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.21. A. erzincanensis tiiriine ait drnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.8. A. ciminensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. ciminensis tiiriinde quercitin, vitexin ve orientin bulunmustur. Sekil 3.22-
3.24°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Quercitin flavonoidin Rf degeri 0,84, vitexin
flavonoidin Rf degeri 0,77 ve orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur

(Sekil 3.22- Sekil 3.24).
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| Ornek | Qci | Vit. |Hyp. [Nar | Ori. | Myr. |iso |Hes | Ornek |Qce. [ Kam |Lut |Rut. | Api. [ Isor | Ornek |

Sekil 3.22. A. ciminensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢inda alinan fotografi.
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|Ormek | Qci | Vit. [Hyp. |[Nar |Ori. |Myr. |Iso. |[Hes |[Ornek |Qce. | Kam |Lut |[Rut. [ Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.23. A. ciminensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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[Ormek [ Qci | Vit. [Hyp [Nar | Ori. |Myr. |Iso. |Hes|Ornek |Qce. [Kam |[Lut |Rut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.1.24. A. ciminensis tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.9. A. orduensis (1) tiiriiniin ITK plak sonucu

A. orduensis tirliniin (1) numarali Orneginde hyperoside ve orientin
bulunmustur. Sekil 3.25-3.27°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside flavonoidin
Rf degeri 0,65 ve orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur (Sekil 3.25-

Sekil 3.27).
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| Ornek | Qci | Vit. [Hyp. |[Nar |[Ori. [Myr. [iso. [Hes |[Ornek | Qce. [Kam |[Lut [Rut. | Api. |[Isor | Ornek |

Sekil 3.25. A. orduensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s181nda alinan fotografi.
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| Omek [ Qci | Vit. |Hyp. |Nar |Ori. [Myr. |Iso. |Hes | Omek | Qce. | Kam |Lut |Rut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.26. A. orduensis tiiriine ait (1) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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|Omek [ Qci | Vit. [Hyp. [Nar | Ori. [ Myr. [iso. |Hes | Ornek [ Qce. | Kam |[Lut [Rut. | Api. [Isor | Ornek |

[ R

R

Sekil 3.27. A. orduensis tiiriine ait (1) numarali 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen
fotografinin renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.10. A. cimilensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. cimilensis tiirlinde rutin, hyperoside, orientin ve isoquercetin bulunmustur.
Sekil 3.28-3.30’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Rutin flavonoidin Rf degeri 0,44,
hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve

isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 olarak bulunmustur (Sekil 3.28 - Sekil 3.30).
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| Ornek | Qci | Vit. |Hyp. |[Nar |[Ori. |Myr. [iso. |Hes |Ornek | Qce. | Kam |Lut |Rut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.28. A. cimilensis tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s181nda alinan fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. [Ori. |Hyp. |Rut. [My. |[Nar. |Hes. | Ornek [Qce. | Kam |Lut. | Api. [Isor | Ornek |

Sekil 3.29. A.cimilensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek. | Qce. | Kam | Lut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.30. A. cimilensis tiiriine ait drnekte ITK plagiin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.

106



3.1.11. A. mollis tiiriiniin iTK plak sonucu

A. mollis tiriinde quercitrin, vitexin, rutin, orientin ve isoquercetin
bulunmustur. Sekil 3.31-3.33’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Quercitrin flavonoidin
Rf degeri 0,84, vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44,
orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 olarak

bulunmustur (Sekil 3.31- Sekil 3.33).
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| Ornek | Qci | Vit. |Hyp. |[Nar |Ori. |Myr. [liso. |Hes | Ornek | Qce. [ Kam |Lut |Rut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.31. A. mollis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alinan fotografi.
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| Omek [Qci | Vit. [Iso. [Ori. [Hyp. |Rut. |[My. [Nar. |Hes. | Omek | Qce [Kam. [Lut [ Api. [Isor | Ornek |

Sekil 3.32. A. mollis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Omek [ Qci | Vit. [Iso. [Ori. [Hyp. |Rut. |My. |[Nar. |Hes. [Omek [Qce |Kam. |[Lut |Api. |[Isor | Ornek |

Sekil 3.33. A. mollis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk degisimi
sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.12. A. orduensis (2) tiiriiniin ITK plak sonucu

A. orduensis tiriinin (2) numarali Orneginde quercitrin, vitexin, rutin,
orientin ve isoquercetin bulunmustur. Sekil 3.34-3.36’de verilen fotograflarda
standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri
belirlenmistir. Quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84, vitexin flavonoidin Rf degeri
0,77, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve

isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 olarak bulunmustur (Sekil 3.34 - Sekil 3.36).
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| Omek |[Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. [Rut. [|My. [Nar. |Hes. | Omek. | Qce |Kam. |Lut. | Api. [Isor | Ornek

Sekil 3.34. A. orduensis tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s181nda alinan fotografi.
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| Omek |[Qci | Vit. [Iso. [Ori. |Hyp. [Rut. [My. |Nar. | Hes. | Omek. | Qce. | Kam. [Lut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.35. A. orduensis tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. [Ori. [Hyp. |Rut. |[My. | Nar | Hes. | Ornek | Qce. |Kam. |[Lut. [ Api. |Isor. | Ornek

Sekil 3.36. A. orduensis tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen
fotografinin renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.13. A. buseriana tiiriiniin ITK plak sonucu

A. buseriana tiirlinde quercitrin, rutin, orientin ve hyperoside bulunmustur.
Sekil 3.37-3.39°da verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84,
rutin flavonoidin Rf degeri 0,44, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve hyperoside

flavonoidin Rf degeri 0,65 olarak bulunmustur (Sekil 3.37- Sekil 3.39).
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| Omek [ Qci | Vit. |Iso. |Ori. [Hyp. |Rut. | My. |Nar. | Hes. | Omek. [ Qce. | Kam. |Lut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.37. A. buseriana tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢1nda alinan fotografi.
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| Omek | Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. |Hes. |Ornek | Qce. |Kam. |Lut. | Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.38. A. buseriana tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Omek [Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. |Rut. |My. | Nar. | Hes | Ornek | Qce. | Kam. |Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.39. A. buseriana tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.14. A. erythropoda tiiriiniin iTK plak sonucu

A. erythropoda tiriinde isoquercetin, rutin, orientin ve hyperoside
bulunmustur. Sekil 3.40-3.42°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin
Rf degeri 0,72, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70

ve hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65 olarak bulunmustur (Sekil 3.40- Sekil 3.42).
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| Ornek |Qci | Vit. |Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |[Nar. |Hes. | Ornek. | Qce. |Kam | Lut. | Api. |Isor [ Ornek |

Sekil 3.40. A. erythropoda tiiriine ait rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢1nda alinan fotograf.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. [Hes. | Ornek. | Qce. |Kam | Lut. | Api. |Isor [ Ornek |

Sekil 3.41. A. erythropoda tiiriine ait 6rnekte ITK plagiin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek. | Qce. | Kam | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.42. A. erythropoda tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.15. A. ikizdereensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. ikizdereensis tiirlinde vitexin, hyperoside, rutin ve orientin bulunmustur.
Sekil 3.43-3.45’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77,
hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65, rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 ve orientin

flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur (Sekil 3.43- Sekil 3.45).
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. |Ori. [Hyp. |Rut. |My. |Nar. |Hes. | Ornek. | Qce. | Kam |Lut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.43. A. ikizdereensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢1inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. | My. | Nar. | Hes. | Omek. | Q. K. |L. [A. |Ith |[Omek |

Sekil 3.44. A. ikizdereensis tiiriine ait 6rnekte ITK plagmin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi
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| Ornek |Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. |My. |Nar. |Hes. | Ornek. | Qce. | Kam. |Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.45. A. ikizdereensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.16. A. procerrima tiiriiniin ITK plak sonucu

A. procerrima tiiriinde hyperoside, rutin ve orientin bulunmustur. Sekil 3.46-
3.48’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65, rutin
flavonoidin Rf degeri 0,44 ve orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur

(Sekil 3.46- Sekil 3.48).
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. [Ori. [Hyp. |Rut. |My. [Nar. |[Hes. | Omek [ Qce. | Kam. |Lut. | Api. |Isor [ Ornek |

Sekil 3.46. A. procerrima tiiriine ait 5rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1§inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. [Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.47. A. procerrima tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. | My. | Nar. | Hes. | Omek. | Qce. | Kam. |Lut. | Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.48. A. procerrima tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.17. A. porrectidens tiiriiniin iTK plak sonucu

A. porrectidens tiriinde isoquercetin, hyperoside, rutin ve orientin
bulunmustur. Sekil 3.49-3.51°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin
Rf degeri 0,72, hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65, rutin flavonoidin Rf degeri
0,44 ve orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 olarak bulunmustur (Sekil 3.49- Sekil

3.51).
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| Ornek |Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. |Lut. | Api. |[Isor | Ornek |

Sekil 3.49. A. porrectidens tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s18inda alinan fotografi.
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7 my

| Ornek | Qci | Vit. [Iso. [Ori. [Hyp. |Rut. [My. |Nar. |Hes. | Omek | Qce |Kam. |Lut. | Api | Isor | Ornek |

Sekil 3.50. A. porrectidens tiiriine ait 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. [Rut. [My. |Nar. [Hes. | Omek |Qce |Kam. |[Lut. | Api [Isor | Ornek |

Sekil 3.51. A. porrectidens tiiriine ait 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin
renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.18. A. oriturcica tiiriiniin ITK plak sonucu

A. oriturcica tiirinde isoquercetin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil
3.52-3.54’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk o6zelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri
0,72, hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak

bulunmustur (Sekil 3.52- Sekil 3.54).
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. |Ori. |Hyp. |Rut. |[My. |Iso | Ori. |Nar. [Hes. [Qce. |Kam |Lut. | Api. | Ornek |

Sekil 3.52. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1g1nda alinan fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. [Ori. |Hyp. |Rut. [My. |Iso | Ori. |Nar. |Hes. |Qce. |Kam | Lut. | Api. | Ornek |

Sekil 3.53. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek |Qci | Vit. [Iso. [ Ori. |Hyp. |Rut. |[My. |[Iso |Ori. |Nar. [Hes. [ Qce. |Kam |Lut. | Api. | Ornek |

Sekil 3.54. A. oriturcica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.19. A. bursensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. bursensis tiiriinde isoquercetin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil
3.55-3.57°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk Ozelliklerine
dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri
0,72, hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak

bulunmustur (Sekil 3.55- Sekil 3.57).
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. [ Ori. |Hyp. [Rut. [My. |Nar. | Hes. [ Ornek | Qce. | Kam. [Lut. [ Api. |Isor. | Ornek |

Sekil 3.55. A. bursensis tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. | Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. [ Kam. | Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.56. A. bursensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. |Isor [ Ornek |

Sekil 3.57. A. bursensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.20. A. persica tiiriiniin ITK plak sonucu

A. persica tiiriinde isoquercetin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil 3.58-
3.60’da verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72,
hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak

bulunmustur (Sekil 3.58- Sekil 3.60).
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e

| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. | My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.58. A. persica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1g1nda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. [My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. |Lut. | Api. |Isor | Ornek

Sekil 3.59. A. persica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.60. A. persica tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.21. A. trabzonica tiiriiniin iTK plak sonucu

A. trabzomica tirlinde quercitrin, isoquercetin, hyperoside ve rutin
bulunmustur. Sekil 3.61-3.63’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Quercitrin flavonoidin
Rf degeri 0,84, isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72, hyperoside flavonoidin Rf
degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 3.61- Sekil

3.63).
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. [Rut. |My. |Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. [ Kam. | Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.61. A. trabzonica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1§inda aliman fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. [Rut. |My. | Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. [ Kam. | Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.62. A. trabzonica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.63. A. trabzonica tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.22. A. tiryalensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. tiryalensis tiiriinde orientin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil 3.64-
3.66°da verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Orientin flavonoidin Rf degeri 0,70, hyperoside
flavonoidin Rf degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur

(Sekil 3.64- Sekil 3.66).
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.64. A. tiryalensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1¢1inda alian fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.65. A. tiryalensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.66. A. tiryalensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.23. A. speciosa tiiriiniin iTK plak sonucu

A. speciosa tiirlinde orientin ve hyperoside bulunmustur. Sekil 3.67-3.69°da
verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve

hyperoside flavonoidin Rf degeri olarak bulunmustur (Sekil 3.67- Sekil 3.69).
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.67. A. speciosa tiiriine ait 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s13inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.68. A. speciosa tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.69. A. speciosa tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.24. A. hirsutiflora tiiriiniin ITK plak sonucu

A. hirsutiflora tiriinde orientin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil 3.70-
3.72°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Orientin flavonoidin Rf degeri 0,70, hyperoside
flavonoidin Rf degeri ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil

3.70 - Sekil 3.72).
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. | My. |Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.70. A. hirsutiflora tiiriine ait 5rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s1§inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.71. A. hirsutiflora tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. [Rut. |My. |Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. [ Kam. | Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.72. A. hirsutiflora tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.25. A. stricta (2) tiiriiniin iTK plak sonucu

A. stricta tiriiniin (2) numarali drneginde quercitrin, vitexin, isoquercitrin,
orientin ve rutin bulunmustur. Sekil 3.73-3.75’de verilen fotograflarda standartlarla
birlikte Rf ve renk oOzelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir.
Quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84, vitexin flavonoidin Rf degeri 0,77,
isoquercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84, orientin flavonoidin Rf degeri 0,70 ve rutin

flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 3.73- Sekil 3.75).
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.73. A. stricta tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plagmin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.74. A. stricta tiiriine ait (2) numaral 6rnekte ITK plagiin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci [ Vit. | Iso.

Ori. |Hyp. |Rut. [My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut.

Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.75. A. stricta tiiriine ait (2) numarali rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin
renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.26. A. barbatiflora (2) tiiriiniin ITK plak sonucu

A. barbatiflora tirtiniin (2) numarali Orneginde isoquercitrin ve rutin
bulunmustur. Sekil 3.76-3.78’de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk
ozelliklerine dayanarak flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercitrin flavonoidin
Rf degeri 0,84 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 3.76-

Sekil 3.78).
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.76. A. barbatiflora tiiriine ait (2) numarali 5rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s18inda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. | My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.77. A. barbatiflora tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen
fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. | My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.78. A. barbatiflora tiiriine ait (2) numarali 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen
fotografinin renk degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.27. A. sericata tiiriiniin iTK plak sonucu

A. sericata tiirlinde orientin, hyperoside ve rutin bulunmustur. Sekil 3.79-
3.81°de verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk 6zelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Orientin flavonoidin Rf degeri 0,70, hyperoside
flavonoidin Rf degeri 0,65 ve rutin flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur

(Sekil 3.79- Sekil 3.81).
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L

| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. | My. |Nar. [ Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.79. A. sericata tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alian fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. |Hyp. |Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.80. A. sericata tiiriine ait drnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. |Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.81. A. sericata tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk degisimi
sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.28. A. ovitensis tiiriiniin ITK plak sonucu

A. ovitensis tiiriinde hyperoside ve quercitrin bulunmustur. Sekil 3.82-3.84°de
verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Hyperoside flavonoidin Rf degeri 0,65 ve

quercitrin flavonoidin Rf degeri 0,84 olarak bulunmustur (Sekil 3.82- Sekil 3.84).
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| Ornek | Qci | Vit. [Iso. | Ori. [Hyp. [Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. [ Kam. | Lut. | Api. | Isor [ Ornek |

Sekil 3.82. A. ovitensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alinan fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. |Iso. | Ori. [Hyp. |[Rut. |My. | Nar. | Hes. | Ornek | Qce. | Kam. | Lut. | Api. | Isor | Ornek |

Sekil 3.83. A. ovitensis tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek | Qci | Vit. | Iso.

Ori. |Hyp. |Rut. [My. |[Nar. | Hes. | Omnek | Qce. | Kam. | Lut.

Api. |Isor | Ornek |

Sekil 3.84. A. ovitensis tiiriine ait 5rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.29. A. holocycyla tiiriiniin ITK plak sonucu

A. holocycyla tiiriinde isoquercetin ve rutin bulunmustur. Sekil 3.85-3.87°de
verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk Ozelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 ve rutin

flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 3.85- Sekil 3.87).
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| Ornek |Rut. |Ori. |Iso. |Vit. [Qci |Hyp. |Hes.|Nar. [Myr. |Qci |Kam. |Lut. | Qce. | Ornek

Sekil 3.85. A. holocycyla tiiriine ait 6rnekte ITK plagimin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alinan fotografi.
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| Ornek |Rut. [Ori. [Iso. [Vit. [Qci |Hyp. |Hes. |[Nar. [Myr. |[Qci |Kam. |Lut. |Qce. | Ornek

Sekil 3.86. A. holocycyla tiiriine ait 6rnekte ITK plagmin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de ¢ekilen fotografi.
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| Ornek |Rut. [Ori. [Iso. [Vit. [Qci |Hyp. |Hes. |[Nar. [Myr. |[Qci |Kam. |Lut. |Qce. | Ornek |

Sekil 3.87. A. holocycyla tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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3.1.30. Potentilla recta tiiriiniin ITK plak sonucu

Potentilla recta tiiriinde isoquercetin ve rutin bulunmustur. Sekil 3.88-3.90’da
verilen fotograflarda standartlarla birlikte Rf ve renk ozelliklerine dayanarak
flavonoid glikozitleri belirlenmistir. Isoquercetin flavonoidin Rf degeri 0,72 ve rutin

flavonoidin Rf degeri 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 3.88- Sekil 3.90).
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| Ornek |Rut. |Ori. |Iso. |Vit. [Qci |Hyp. |Hes. |[Nar. [Myr. [Qci |Kam. |Lut. | Qce | Ornek

Sekil 3.88. Potentilla recta tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda giines 1s131nda alinan fotografi.
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| Ornek |Rut. [Ori. |[Iso. [Vit. |Qci |Hyp. [Hes. |[Nar. [Myr. [Qci |Kam. [Lut. | Qce | Ornek

Sekil 3.89. Potentilla recta tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografi.
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| Ornek |Rut. |Ori. |Iso. |Vit. |Qci |Hyp. |Hes. |Nar. |Myr. |Qci |Kam. [Lut. | Qce | Ornek |

Sekil 3.90. Potentilla recta tiiriine ait 6rnekte ITK plaginin NP/PEG piiskiirtiilmesi sonrasinda UV. 366 nm’de cekilen fotografinin renk
degisimi sonucu elde edilen goriintiisii.
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Cizelge 3.1. Itk plaklarindan elde edilen tiirlere ait flavonoid bilesikleri

Ornek Rut. | Ori. | Vit. | Hyp. | Iso. | Qci. | Nar. | Hes. | Rfi=0,36 | R,=0,54 | Rf;=0,68

GRUP A

A. ovitensis + + -- + -- + -- - - + -
GRUP B

A. erythropoda - + - + + -- - - + + +

A. sericata + -- - - + - - - - + +
GRUP C

A. hirtpedicellata + -- + + + + - -- + + +

A. armeniaca - + + + - - - - - + +
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Cizelge 3.1. (Devam)

Ornek Rut. Ori. Vit. | Hyp. | Iso. Qci. | Nar. | Hes. | Rfi=0,36 | R»=0,54 | Rf3=0,68
A. erzincanensis - -- + - + - - — _ + +
A. cimilensis + + - + + - - - + + +
A. mollis + + + - + + -- - - + +
A. orduensis (1) -- + -- + -- - - - + - +
A. orduensis (2) + + + -- + + - - - + +
A. ikizdereensis + + + + - -- -- - + + +
A. porrectidens (1464) + + -- + + -- -- - + + +
A. oriturcica + - - + + - - - — - -
A. oriturcica + - -- + + - - - + + +
A. bursensis + - - + + - - — + + +
A. persica + -- -- + + - - -- + + +
A. speciosa - + - + - - - - - + +
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Cizelge 3.1. (Devam)

Ornek Rut. | Ori. | Vit. | Hyp. | Iso. | Qci. | Nar. | Hes. | Rfi=0,36 | Rf,=0,54 | Rf;=0,68
A. hirsutiflora + + -- + -- + -- - + + +
A. holocycyla + -- -- - + - - - + - -
GRUP D
A. ciminensis -- + + -- -- + - - - + -
A. buseriana + + -- + -- + -- - -- + +
A. trabzonica + -- -- + + + -- -- + + +
A. tiryalensis + + -- + - - - - + + +
A. stricta (1) + - + - + + - - - + +
A. stricta (2) + + + - + + - -- + + +
A. barbatiflora (1) + + + + + + -- -- + + +
A. barbatiflora (2) + + - - - - - - + + +
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Cizelge 3.1. (Devam)

Ornek Rut. | Ori. Vit. | Hyp. | Iso. Qci. | Nar. | Hes. |Rf1=0,36 | Rf,=0,54 | Rf3=0,68
GRUP E
A. procerrima + + -- + -- - - - + + +
Yakin cinse ait tiir 6rnegi
Potentiella recta + -- -- -- + - - - - + -
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3.2  Yiiksek Basin¢ Sivi Kromatografisinde (HPLC) Flavonoid Bilesiklerinin

Tayin Edilmesi

3.2.1. Standartlarin HPLC Kromatogramlari

HPLC ile bitki eksraktlar1 icerisindeki flavonoid glikozitlerinin tayin
edilebilmesi icin ticari olarak elde edilen standart flavonoid bilesiklerinin
kromatografilerinin ortaya cikarilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in uygun mobil faz
olarak metanol: dH,O: asetik asit = 80:50:1,25 seklinde hazirlanan solvent sistemi
kullanildi. Kolon sicakligi 25°C’da sabit tutuldu. Akis hiz1 0,7 ml/dak. olacak miktarda
ayarlandi. Kolon olarak Dionex’ten elde edilen 250 mm x 4,6 mm 5 pm C 18 silika
kolon kulanildi. Standartlar i¢in 3 farkli dalga boyunda U.V. dedektdr ile analiz
yapildi. Yapilan bu analizlerin sonucunda standartlarin Rt belirlendi. Sonrasinda 6rnek
bitkilerinin methanolik ekstraktlar1 0,45 pum’lik kartuslarla siiziilerek HPLC cihazina

enjekte edildi.

HPLC cihazinda kullanilan standartlarin kromatogramlart Sekil 3.1.- 3.9’da

verilmistir.
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Sekil 3.91. Myricetin flavonoidin kimyasal yapist ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.92. Hyperoside flavonoidin kimyasal yapis1 ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.93. Isoquercetin flavonoidin kimyasal yapist ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.94. Quercitrin flavonoidin kimyasal yapist ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.95. Vitexin flavonoidin kimyasal yapis1 ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.96. Orientin flavonoidin kimyasal yapis1 ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.97. Hesperidin flavonoidin kimyasal yapis1t ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.98. Naringenin flavonodin kimyasal yapis1 ve HPLC kromatogrami
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Sekil 3.99. Rutin flavonodin kimyasal yapist ve HPCL kromatogrami
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3.2.2. Bitki Ekstraktlarimmn HPLC Kromatogramlari

Flavonoid bilesiklerine ait standartlarin HPLC cihazinda yiiriitiildiigii sartlarda
bitki oOrneklerine ait ekstraktlar yiiriitilerek calisilan her bir bitkinin HPLC
kromatogrami ¢ikarilmistir (Sekil 3.100- 3.129). Buradan elde edilen sonuclar ITK

plaklarinda elde edilen sonuclarla biiyiik benzerlik gostermektedir.

HPLC kromatogrami Ince Tabaka Kromatografisinde oldugu gibi 25
Alchemilla ve bir adet Potentilla tiiriine ait 30 farkli ornekte gerceklestirilmistir.
Caligilan tiirlerin isimleri su sekildedir: A. ovitensis, A. erythropoda, A. sericata, A.
hirtipedicellata, A. armeniaca, A. orthotricha, A. erzincanensis, A. cimilensis, A.
mollis, A. orduensis, A. ikizdereensis, A. porrectidens, A. oriturcica, A. bursensis, A.
persica, A. speciosa, A. hirsutiflora, A. holocycla, A. ciminensis, A. buseriana, A.
trabzonica, A. tiryalensis, A. stricta ve A. barbatiflora. A. orduensis, A. stricta ve A.
barbatiflora tiirlerinde iki farkli lokaliteden toplanmis orneklerde tiir i¢i varyasyon

gbzlenmistir.
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Sekil 3.100. A. oriturcica’nin HPLC kromatogrami.
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Sekil 3.101. A. hirtpedicellata’nin HPLC kromatogramu.
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Sekil 3.102. A. armeniaca’nin HPLC kromatogramu.
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Sekil 3.103. A. stricta’nin (1) HPLC kromatogrami.
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Sekil 3.104. A. barbatiflora’ nin (1) HPLC kromatogrami
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7mAU WVL:254 nm
4 N~
1000
. £
x
, 2
S
] £
500 9
. 5]
>
il o
(o]
i R
.. o N
e« ¥ morz ¥ @ ¥ 0
| | Pt —— |
| min
-200 T . T T L T I
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 15,0

Sekil 3.105. A. orthotricha’nin HPLC kromatogrami
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250 standart ve ekstrakilar #23 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 2
™ ImAU WVL:280 nm
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Sekil 3.106. A. erzincanensis’in HPLC kromatogrami
16.0 standart ve ekstraktlar #24 [2 peaks manually assigned] UVv_ VIS 2
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Sekil 3.107. A. ciminensis’in HPLC kromatogrami
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200 standart ve ekstraktlar #25 [modified by x, 1 peak manually assigned] UV_VIS 2
mAJ N WVL:280 nm
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Sekil 3.108. A. orduensis’in (1) HPLC kromatogrami
160 standart ve ekstrakilar #26 [2 peaks manually assigned] UVv_VIS 2
mAJ © WVL:280 nm
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Sekil 3.109. A. cimilensis’in HPLC kromatogrami
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standart ve ekstraktlar #28 [modified by x, 3 peaks manually assigned]

UV_VIS_3
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Sekil 3.110. A. mollis’in HPLC kromatogrami
90 standart ve ekstraktlar #27 [2 peaks manually assigned] UV_VIS 3
mAU o WVL:360 nm
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Sekil 3.111. A. orduensis’in (2) HPLC kromatogrami
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300 standart ve ekstraktlar #29 [3 peaks manually assigned] UV_VIS_3
mAU © WVL:360 nm
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Sekil 3.112. A. buseriana’nin HPLC kromatogrami
45.0 standart ve ekstrakilar #30 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
™ |mAU WVL:360 nm
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Sekil 3.113. A. erythropoda’nin HPLC kromatogrami
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100 standart ve ekstraktlar #31 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
mAJ ™~ WVL:360 nm
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Sekil 3.114. A. ikizderensis’in HPLC kromatogrami
90 standart ve ekstraktlar #32 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
|mAU WVL:360 nm
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Sekil 3.115. A. procerrima’nin HPLC kromatogrami
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700 standart ve ekstraktlar #33 [4 peaks manually assigned] UV_VIS 3
™ ImAU WVL:360 nm
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Sekil 3.116. A. porrectiolens’ nin HPLC kromatogrami
300 standart ve ekstraktlar #34 [4 peaks manually assigned] UV_VIS 3
mAJ c WVL:360 nm
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Sekil 3.117. A. oriturcica’nin HPLC kromatogrami
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40.0 standart ve ekstraktlar #35 [2 peaks manually assigned] Uv_ VIS 3
™ ImAU WVL:360 nm
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Sekil 3.118. A. bursensis’in HPLC kromatogrami
400 standart ve ekstraktlar #36 [1 peak manually assigned] UV_VIS 3
mAU WVL:360 nm
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Sekil 3.119. A. persica’min HPLC kromatogrami

211




400 standart ve ekstraktlar #37 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
7mAU WVL:360 nm
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Sekil 3.120. A. trabzonica’nin HPLC kromatogrami
200 standart ve ekstraktlar #39 [3 peaks manually assigned] UVv_ VIS 3
mAJ WVL:360 nm
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Sekil 3.121. A. tiryalensis'in HPLC kromatogrami
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standart ve ekstraktlar #40 [2 peaks manually assigned]

uVv VIS 3
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ekil 3.122. A. speciosa’nin HPLC kromatogrami
)4 g
350 standart ve ekstraktlar #41 [2 peaks manually assigned] UV_VIS 3
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Sekil 3.123. A. hirsutiflora’nin HPLC kromatogrami
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180 standart ve ekstraktlar #42 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
mAU N WVL:360 nm
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Sekil 3.124. A. stricta’nin (2) HPLC kromatogrami
800 standart ve ekstraktlar #43 [1 peak manually assigned] UV_VIS 1
7mAU WVL:254 nm
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Sekil 3.125. A. barbatiflora’nin (2) HPLC kromatogrami
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140 standart ve ekstraktlar #44 [3 peaks manually assigned] UVv_ VIS 2
mAU WVL:280 nm
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Sekil 3.126. A. sericata’ nin HPLC kromatogrami
400 standart ve ekstraktlar #47 [3 peaks manually assigned] Uv_ VIS 2
m AU WVL:280 nm
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Sekil 3.127. A. ovitensis’in HPLC kromatogrami
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3000 standart ve ekstraktlar #45 [2 peaks manually assigned] UVv_ VIS 2
mAU WVL:280 nm
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Sekil 3.128. A. holocycla’nin HPLC kromatogram
70.0 standart ve ekstraktlar #46 [3 peaks manually assigned] UV_VIS 3
™ mAU WVL:360 nm
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Sekil 3.129. Potentilla recta’nin HPLC kromatogrami
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4. TARTISMA VE SONUC

Yeryiiziinde 1000°den fazla tiirle” temsil edilmekte olan Alchemilla cinsinin
yurdumuzda 70’in iizerinde tiirii bulunmakta olup®>*, bu tiirlerin tamami Alchemilla
seksiyonuna aittir. Bu seksiyon 3 subseksiyon (Chirophyllum Rothm., Heliodrosium
Rothm. ve Calycanthum Rothm.) ve 6 seriye (Saxatiles Bus., Sericeae Bus.,

Pubescentes Bus., Vulgares Bus., Elatae Rothm. ve Calycinae Bus.) ayrilmistir.

Alchemilla cinsi tirlerinin Tirkiye Florasindaki tiir teshis anahtarinda ilk
karakter olarak yaprak loblar verilmistir. Yapraklari tabana kadar yada tabana yakin
bir yere kadar loblanan tiirler, bu 6zellikleriyle diger tiim Alchemilla tiirlerinden
ayrilmigtir. Bu tiirler teshis anahtarinda Grup A igerisinde verilmistir. Grup A disinda
kalan diger dort grup temel olarak sepallerin hipantiyumdan uzun olup olmamasina
gore ikiye ayrilmis olup, sepalleri hipantiyum kadar veya daha kisa olanlar Grup B
icerisine konulmugtur. Sepalleri belirgin bir sekilde hipantiyumdan uzun tiirler de
gdvde ve petiyollerinin patent, erekto-patent (Grup C) yada tiiysiiz veya adpres veya
subadpres tiiylii (Grup D ve E) olusuna gore iki gruba ayrilmistir. Grup D ve E
hipantiyumlarinin hepsinin en azindan kismen tiiyli (Grup D) ve hepsinin tiiysiiz

(Grup E) olusuna gore birbirinden ayrilmistir.

Giiniimiize kadar Alchemilla tirlerini birbirinden ayirmak igin sadece
morfolojik karakterler kullanilmigtir. Ancak tiirleri birbirinden ayirmak i¢in kullanilan
karakterlerin az sayida olmasinin yani sira, tiirlerin bilyiik bir kisminin tiy
ozelliklerine bagli olarak birbirinden ayrilmasi, diger bir ifadeyle zayif taksonomik
karakterlere bagli olarak yeni tiirlerin bilim diinyasina tanitilmasi herbaryumda bu

cinse ait olan bitkilerin teshisinde problemlerin yasanmasina neden olmustur. Bu
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nedenle, Alchemilla cinsinin taksonomistler tarafindan farkli biyosistematik metodlar

kullanilarak arastirllmasi geregi ortaya ¢ikmistir.

Baeva ve arkadaslan’® RAPD markirlarla Alchemilla cinsinde yapmis
olduklar1 molekiiler ¢alismada; bir tiiriin populasyonu icerisindeki genetik farkliligin

bazen degisik tiirler arasindaki farkliliklardan daha fazla oldugunu ifade etmislerdir.

Murbeck®® ve Strasburger(57) Alchemilla cinsi igerisinde c¢ok sayida tiiriin
apomiktik olarak iiredigini belirtmislerdir. Alchemilla cinsi tiirlerinin apomiktik
olmalar1 onlarin poliploit olmalarindan kaynaklanmaktadir. Kromozom sayilar tiirler
arasinda 64 ve 224 arasinda degisebildigi gibi, aym tiir icerisinde bile fazla miktarda

68,69,70,71,72,73,74,75
kromozom sayisinda farklilik bulunmaktadir.’ )

Alchemilla cinsi ile ilgili flavonid icerikli caligmalara literatirde cok az
rastlanmistir.  Bunlardan  Lamaison ve ark."”” yaptiklart  ¢alismada  A.
xanthochlora’dan ana flavonoid bilesigi olarak Quercetin 3-O-arabinopyranoside
saflastirmay1 basarmiglardir. Elin ve ark."” jzlanda’dan tic farkli Alchemilla tiirii (A.
faeroensis, A. alpina ve A. ulgaris) ile yaptiklart calismada, flavonoid bilesikleri

bulamadiklarin rapor etmislerdir.

Bu calismada temel olarak Alchemilla cinsine ait 25 tiir ve Potentilla cinsine ait
bir tiirde bulunan flavonoid bilesiklerinin izolasyonu ve tayini yapilmis olup, bu
bilesiklerin Alchemilla cinsine ait tiirlerde kemotaksonomik ©Onemi incelenmistir.
Boyle kapsamli kemosistematik bir calisma bu cins i¢in ilk defa yapilmistir. Bu
caligmada yer alan tiirlerin higcbirinde daha oOnceden flavonoid calismasi tespit
edilememistir. Ayrica calisilan tiirlerin biiyiik bir kismi sadece iilkemiz i¢in endemik
tiirler olup, yurdumuz disinda yayilisa sahip degildir. Bu tiirlerin isimleri su sekildedir:

A. ovitensis, A. armeniaca, A. erzincanensis, A. cimilensis, A. orduensis, A.
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ikizdereensis, A. oriturcica, A. bursensis, A. hirsutiflora, A. holocycyla, A. ciminensis,

A. buseriana, A. trabzonica, A. tiryalensis ve A. procerrima.

Bu calisma kapsaminda incelenen Alchemilla cinsine ait tiirler Tiirkiye

Florasindaki teshis anahtarinda bulunan gruplamaya gére asagida sunulmustur.

Grup A’ va ait tiirler: A. ovitensis

Grup B’ vye ait tiirler: A. erythropoda ve A. sericata

Grup C’ ve ait tiirler: A. hirtipedicellata, A. armeniaca, A. orthotricha,

A. erzincanensis, A. cimilensis, A. mollis, A. orduensis, A. ikizdereensis,
A. porrectidens, A. oriturcica, A. bursensis, A. persica, A. speciosa, A.

hirsutiflora ve A. holocycla

Grup D’ ve ait tiirler: A. ciminensis, A. buseriana, A. trabzonica, A.

tiryalensis, A. stricta ve A. barbatiflora

Grup E’ ve ait tiirler: A. procerrima

Bu c¢alismada temel olarak iki farkli yontemle (ITK ve HPLC) kimyasal
sonuclar elde edilmistir. Calisilan tiirlerde rutin (quercetin-3-rutinoside), orientin
(luteolin-8-C-glucoside), vitexin (apigenin-8-C-glucoside), hyperoside (quercetin-3-O-
galactoside), isoquercetin  (quercetin-3-glucoside), quercitrin  (quercetin-3-O-
rhamnoside) ile teshis edilemeyen Rf degerlerinin 0,36, 0,54 ve 0,68 oldugu
flavonoidler gozlenmistir (Cizelge 3.1). Adi gecen tiirlerde tespit edilen bu

flavonoidler ilk defa bu caligma ile bilim diinyasina tanitilmis olmaktadir.

Bu calismada, ITK plaklarindan elde edilen flavonoid bilesikleri MacClade

4.03 bilgisayar programina veri olarak yiiklendi. Alchemilla cinsine ait tiirler
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arasindaki flavonoid varyasyonu ve akrabalik iliskilerini belirleyebilmek icin bir

kladistik analiz programi olan PAUP 4.0b.10 kullanildi.

Yapilan kladistik analizde, maksimum parsimoni kriter olarak alinmistir. Bu
analize gore, 28 parsimoni agac topolojisi olusmus olup bunlardan 26’i korunmustur.
Olusan konsensus aga¢, 28 basamaklik (step) bir uzunluga sahiptir (Sekil 4.1 ve 4.2).
Yapilan calismada yirmibes (25) Alchemilla ve bir (1) Potentilla tiiriine ait 26
taksonun her birine ait 11 karakterden 2 karakter sabit, 9 karakter degisken ve
parsimoni agisindan bilgi verici (informatif) dir. Potentilla recta dig grup statiisiinde
calismaya dahil edilmistir. Biitiin veri seti ve agac topolojisi arasindaki iliskiyi
degerlendirmek icin en parsimonik aga¢ olusturulduktan sonra olusan agaglarin
dogruluk indeksi (consistency index, Cl) program tarafindan hesaplandi. Heuristic
search analizi sonucu elde edilen agaclarin tutarhlik indeksi (CI): 0.3214 olarak ve

homoplazi indeksi (HI): 0.6786 olarak hesaplanmstir.

Heuristic search sonucu elde edilen 26 adet aga¢ Majority Rule ve Adams
konsensus agaglar1 secenegiyle birlestirilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2) Majority rule ve
Adams Konsensus agaclar1 taksonlarin bulunduklar dallar ve olusturduklart gruplar

acisindan birbirlerine ¢ok fazla benzerlik gostermektedir.

Kladistik analizi mantigina gore elde edilen agaglar incelendiginde A. ovitensis
en fazla gelismis yapiya sahip takson olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Majority rule ve
Adams consensus agaclarinda (Sekil 4.1 ve 4.2) ortak olarak bulunan gruplar su
sekildedir: A. ovitensis, A. buseriana ve A. hirsutiflora tirleri birinci grubu, A.
armeniaca ve A. speciosa ikinci grubu, A. ovitensis, A. buseriana, A. hirsutiflora, A.
ikizdereensis, A. tiryalensis, A. barbatiflora (2), A. procerrima, A. erythropoda, A.

armeniaca, A. speciosa, A. orduensis (1), A. cimilensis, A. porrectidens, A. oriturcica,
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A. bursensis, A. persica, A. trabzonica, A. hirtipedicellata, A. barbatiflora (1), A.
stricta (1), A. mollis, A. orduensis (2),A. ciminensis ve A. stricta (2) liclincli grubu, A.
orthotricha ve A. erzincanensis dordiincii grubu, A.sericata besinci grubu ve A.
oriturcica ile A. holocycla altinci ortak grubu olusturmaktadir. Potentilla recta dis

grup statiisiinde olusan agacin en tabaninda yer almistir.

Maksimum parsimoni konsensus agaclari ile komsu baglanti (neighbour
joining) analizleri de biiyiik benzerlikler gostermektedir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3). Ancak
bu analizler kimyasal karakterlerin giiniimiize kadar morfolojik karakterlere dayali
olarak gerceklestirilmis olan cinsin siniflandirmasiyla ne tiir seviyesinde ne de cins
seviyesinde uyumlu oldugunu gostermistir. Ayrica kimyasal karakterlere dayali olarak
gerceklestirilen analizler cinsin ne grup, ne seri ne de altseksiyon temelinde ayrimini,
yani morfolojiye dayali cinsi¢i siiflandirilmasini desteklemistir. Bununla birlikte
yapilan bu calisma Baeva ve arkadaslari ® RAPD markirlarla Alchemilla cinsinde
yapmis olduklar molekiiler calismada elde edilen sonuglarla, kromozom sayisi iizerine

yapllan gahsn’lal211.11,1(68,69,70,71,72,73,74,75)

sonuglarina biiylik benzerlik gostermistir.
Ornegin tiir ici varyasyonun ikiser ornekle calisildigi A. barbatiflora, A. orduensis ve
A. stricta tirlerinde tiir i¢i varyasyonun tiirler arasindaki varyasyondan daha fazla

oldugu ortaya ¢ikmistir. Sekil 4.1-4.3’de goriillen maksimum parsimoni ve komsu

baglanti analizlerinde de bu durum agik bir sekilde goriilmektedir.

Potentilla cinsinden elde edilen flavonoidlerin Alchemilla cinsiyle benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum bu iki cinsin morfolojik karakterlerin yanisira

kimyasal karakterler acisindan da birbirlerine yakin cinsler oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.1. 25 Alchemilla ve bir Potentilla tiiriinden elde edilmis olan flavonoid
glikozitlerine dayali olarak yapilmis masimum parsimoni analizinden
ortaya ¢ikmis 28 basamakli 26 agacin Majority Rule konsensus agaci
(CI=0.3214; HI=0.6786 (informatif ve informatif olmayan karakterler
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. orduensis (2)

. stricta (1)
. orthotricha

. erzincanensis
. sericata

. oriturcica

holocycla

Potentilla sp.

dahil)). Agacin dallan {izerindeki sayilar Majority Rule degerleridir.
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A. ovitensis

A. buseriana

A. hirsutiflora

A. ikizdereensis

A. tiryalensis

A.barbatiflora (2)
A. procerrima

A. erythropoda

———A. armeniaca

. speciosa

. orduensis (1)

. cimilensis

. porrectidens

. oriturcica

.bursensis

I e N T T e

. persica

A. trabzonica

A. hirtipedicellata

A. barbatiflora (1)
A. stricta (2)

A. mollis

A. orduensis (2)

A. ciminensis

A. stricta (1)

—A. orthotricha

LA, erzincanensis

A. sericata

—A. oriturcica

A. holocycla

Potentilla sp.

Sekil 4.2. 25 Alchemilla ve bir Potentilla tiiriinden elde edilmis olan flavonoid
glikozitlerine dayali olarak yapilmis masimum parsimoni analizinden
ortaya ¢ikmis 28 basamakli 26 agacin Adams konsensus agaci (CI=0.3214;
HI=0.6786 (informatif ve informatif olmayan karakterler dahil).
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——— A. ovitensis

A. ciminensis

— A. buseriana
A. armeniaca

L— A speciosa

—— A. hirsutiflora
A. ikizdereensis
A. tiryalensis

A. procerrima

A.barbatiflora (2)
A. erythropoda

A. orduensis (1)

A. cimilensis

A porrectidens

A. oriturcica
A.bursensis
A. persica

A. hirtipedicellata
A. stricta (2)

A. barbatiflora (1)

A. trabzonica
A. orthotricha
A. erzincanensis

_| A. mollis
A. orduensis (2)

A. stricta (1)

| A sericata
A. oriturcica

A. holocycla

Potentilla sp.
Sekil 4.3. 25 Alchemilla ve bir Potentilla tiiriinden elde edilmis olan flavonoid
glikozitlerine dayali1 olarak yapilmis komsu baglanti (neighbour joining)

analizi agaci.
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Bu caligmada elde edilen sonuglar kisaca su sekilde 6zetlenebilir:

e Calisma kapsaminda iki farkli metot kullanilmis. Bu metotlar tiirlerdeki

flavonoid bilesikleri agisindan birbirlerini bityiik 6l¢iide dogrulamistir.

® Cogunlugu Tiirkiye’de endemik olarak bulunan Alchemilla L. cinsine ait 25

tiiriin flavonoid glikozitleri ilk bu ¢calismayla ortaya ¢ikarilmistir.

¢ FElde edilen sonuglar acisindan Rosaceae familyasina ait olan bu cinsin
flavonoid bilesikleri genellikle quercetin ve tiirevi bilesikler ile O-glikozit

formundaki sekerleri kapsayan flavonoid glikozitleri oldugu tespit edilmistir.

e Tiirkiye florasinda yer alan Alchemilla ve Potentilla cinslerine ait tiirlerde rutin
(quercetin-3-rutinoside), orientin (luteolin-8-C-glucoside), vitexin (apigenin-8-
C-glucoside), hyperoside (quercetin-3-O-galactoside), isoquercetin (quercetin-
3-glucoside), quercitrin (quercetin-3-O-rhamnoside) ile teshis edilemeyen Rf

degerlerinin 0,36, 0,54 ve 0,68 oldugu flavonoidler tespit edilmistir.

e Yapilan degerlendirmede elde edilen flavonoid bilesiklerinin tiirler arasinda
ciddi anlamda farklilik gostermedigi, bazi durumlarda tiir i¢ci varyasyonun

tiirler arasindaki varyasyondan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

¢ Kimyasal karakterlere dayali olarak gerceklestirilen analizler cinsin ne grup, ne
seri ne de altseksiyon temelinde ayrimini, yani morfolojiye dayali cins ici

siniflandirilmasini desteklemistir.

e Potentilla cinsinden elde edilen flavonoidlerin Alchemilla cinsiyle benzerlik

gosterdigi  goriilmiistir. Bu durum bu iki cinsin morfolojik karakterlerin
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yanisira kimyasal karakterler acisindan da birbirlerine yakin cinsler oldugunu

gostermistir.
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