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AJUGA POSTII Brig.ve AJUGA RELICTA P.H.Davis (Lamiaceae)
TURLERI UZERINE FARMASOTIiK BOTANIK YONUNDEN
ARASTIRMALAR

OZET

Relikt endemik tiirler olan A. postii Brig. ve A. relicta P. H. Davis’nin morfolojik
ve anatomik o6zellikleri belirlenmis olup molekiiler akrabalik iliskileri Ribosomal
DNA ITS bolgelerinin dizi analizleriyle ortaya konulmustur. Toplam fenol,
flavanoid ve flavanol madde miktar tayinleri ile fenolik bilesiklerin tanimlanmast,
ucucu yag analizleri ve antioksidan aktivite arastirmalar1 yapilmistir. Bu amagla
caligilan taksonlar ¢igeklenme zamanlarinda toplanmis, herbaryum ornekleri ile
anatomik calismalar i¢in %70’lik alkol i¢eren materyaller hazirlanmistir. Bitki
orneklerinin kok, gévde ve yaprak kisimlarindan alinan enine kesitler mikroskopta
Sartur reaktifi ile incelenmis, tespit edilen anatomik 6zellikler orijinal fotograflarla
aciklanmistir. Miktar tayini ve antioksidan aktivite calismalari igin bitkilerden
hekzan, etil asetat, metanol, %70 metanol ve ugucu yag balon alti sularindan
ekstreler hazirlanmistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-
Ciocaltaeu yontemi ile belirlenmis olup en yiiksek toplam fenolik madde miktari A.
relicta ugucu yag balon alt1 suyunda tespit edilmistir. Kimyasal bilesik analizleri
ise LC/MS ile gergeklestirilmistir. Calisilan ekstrelerin antioksidan aktivite
potansiyelleri B-karoten-linoleik asit sisteminde, serbest radikal stipiiriicii etkileri
DPPHe ve ABTSe+ metodlar ile belirlenmistir. Yapilan antioksidan aktivite
calismalarina gore her ti¢ deneyde de en yiiksek degerler A. relicta’nin %70 metanol
iceren ekstresinden elde edilmistir. Ugucu yaglarin kimyasal igerik belirlenmesine
yonelik yapilan ¢alismalarda safa yakimn bilinmeyen maddeler tespit edilmistir.
Bunlarin yaninda ¢alisilan tiirlerin giincel populasyon durumlari [IUCN kategorileri
ile agiklanmustir.

Anahtar Kelimeler: Ajuga, morfoloji-anatomi, ITS, toplam fenol-flavanol-
flavanoid madde miktarlari, antioksidan aktivite, ugucu yag



PHARMACEUTICAL BOTANY STUDIES on AJUGA POSTII Brig. and
AJUGA RELICTA P.H.Davis (Lamiaceae)

ABSTRACT

Ajuga postii and Ajuga relicta, which are relict endemic species, have been studied
for morphological and anatomical characteristics, molecular-phylogenetic
relationships with ribosomal DNA’s ITS regions, total quantifications of phenols,
flavonoids and flavanols, identification of the phenolic compounds, antioxidant
activities and essential oils. For this purpose, taxa were picked on flowering time,
were prepared materials for herbarium and anatomical studies. Cross-sections of
roots, stems and leaves were prepared with Sartur reagent. Hexane, ethyl acetate,
methanol, 70% methanol and deodorized water extracts of species were used for
quantitations and antioxidant activities. Total phenolic content of the extracts was
determined with Folin-Ciocalteu method and the highest total phenolic content was
on deodorized water of A. relicta. The chemical composition analyses was made
with LC / MS. Potential antioxidant activities of the extracts were determined with
[3-carotene-linoleic acid system; free radical scavenging effects were determined
with DPPH « and ABTS « + methods; the highest values were obtained in 70%
methanol extract of A. relicta. Pure unknown substances were determined on
chemical compositions of essential oils. The current population statuses of the
species were described with IUCN categories.

Keywords: Ajuga, morphology-anatomy, ITS, total phenol-flavonol-flavonoid
compounds, antioxidant activity, essential oil.



ICINDEKILER

OZGECMIS

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SEKILLER DIiZiNi

CiZELGELER DiZiNi

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi
GIRIS ve AMAC

KAYNAK BILGISI

Lamiaceae (Labiatae) Genel Ozellikler

Ajuga L.

Ajuga L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

Ajuga L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Ajuga Cinsi ile Yapilan Calismalar

Ajuga cinsi ile yapilan morfolojik ve anatomik ¢alismalar
Ajuga cinsi ile yapilan bitki fizyolojisi ¢alismalar:
Bitki kiiltiirii calismasi

Ucucu yaglarin belirlenmesine yonelik ¢alismalar
Kimyasal icerik belirlenmesine yonelik cahismalar
Bocekler ve larvalar iizerinde yapilan calismalar
Kanser hiicreleri iizerinde yapilan calismalar
Antimikrobiyal aktivite ¢calismalari

Yapilan antioksidan aktivite ¢alismalar:

Ureme biyolojisi calismasi

Etnobotanik ¢alismalar

Molekiiler calismalar

Bunlarin disinda yapilan calismalar

Materia Medica’da adi gecen Ajuga tiirleri ve kullanimlari

SAYFA

© © © W W N O o o U 0 MD G oW

e =
N B O



GERECLER ve YONTEMLER 13

Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Yontemler 13
Bitkisel Materyal 13
Makromorfolojik Calismalarda Kullamlan Yéntemler 14
Anatomik Cahsmalarda Kullanilan Yontemler 14
Molekiiler Calismalarda Kullamilan Yontemler 15
DNA ekstraksiyonu 15
Diliisyon hazirlama 15
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 16
PCR uygulamasi icin %1’lik agaroz jel hazirlama 16
Dizi analizi 16
Fitokimyasal Calismalar 17
Ekstrelerin hazirlanis 17
Miktar Tayini Calismalar: 17
Toplam fenolik madde miktar tayini 17
Toplam flavonoid madde miktar tayini 17
Toplam flavonol madde miktar tayini 17

Sivi kromatografisi/kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile ekstrelerin analizi 17

Antioksidan aktivite calismalar: 18
1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil ( DPPHe) radikalini siipiiriicii

etki tayini 18
ABTSe+ Radikal Siipiiriicii Etki 18
B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini 18
Ucucu Yag Eldesi 18
Distilasyon islemleri 18
Su distilasyonu 18
Analitik calismalar 19
Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi / kiitle

spektrometrisi sistemi (GK/KYS) 19
BULGULAR ve TARTISMA 20
Botanik Calismalara Ait Bulgular 20
Morfolojik ve Anatomik Ozellikler 20
A. postii 20

Anatomik Bulgular 22

Vi



A. postii kok anatomik ozellikleri

A. postii govde anatomik ozellikleri

A. postii yaprak enine kesit anatomik ozellikleri
A. relicta

Anatomik Bulgular

A. relicta kok anatomik ozellikleri

A. relicta govde anatomik ozellikleri

A. relicta yaprak enine kesit anatomik ozellikleri
Molekiiler Calismalara Ait Bulgular

Miktar Tayini Calismalarma Ait Bulgular
Toplam Fenolik Madde Miktar:

Toplam Flavanoid Madde Miktari

Toplam Flavanol Madde Miktari

Ekstrelerin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi
Antioksidan Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
Serbest radikal siipiiriicii etki

ABTSe+ Radikal Siipiiriicii Etki (TEAC)

p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ucucu Yag Analizlerine Ait Bulgular
SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

vii

22
22
23
25
27
27
27
28
34
36
36
39
41
43
50
50
52
53
56
62
63



SEKILLER DIiZiNi

SEKIL NO ve ADI SAYFA
Sekil 1 Ajuga postii’'nin Tirkiye’deki dagilist 13
Sekil 2 Ajuga relicta nin Turkiye’deki dagilis 13
Sekil 3 Clevenger apareyi 19
Sekil 4  A. postii 21
Sekil 5  A. postii ¢icek 21
Sekil 6  A. postii kok anatomik kesiti 22
Sekil 7 A. postii govde anatomik kesiti 23
Sekil 8  A. postii yaprak enine kesiti 24
Sekil 9 A. relicta 26
Sekil 10 A. relicta cigek 26
Sekil 11  A. relicta kok enine kesiti 27
Sekil 12 A. relicta govde anatomik kesiti 28
Sekil 13 A. relicta yaprak orta damar enine kesiti 29

Sekil 14 PCR sonrasi elde edilen iiriiniin agaroz jel izerindeki goriintiisiic 34
Sekil 15 Toplam fenolik madde miktar tayini deneyinde ekstrelerin

kolorimetrik goriintisleri 37
Sekil 16  Ajuga ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari 38
Sekil 17 Toplam flavanoid madde miktar tayini deneyinde

ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri 40
Sekil 18  Ajuga ekstrelerinin toplam flavanoid madde miktarlar 40
Sekil 19 Toplam flavanol madde miktar tayini deneyinde

ekstrelerin kolorimetrik goriintisleri 42
Sekil 20  Ajuga ekstrelerinin toplam flavanol madde miktarlari 42
Sekil 21 Ajuga ekstrelerinin toplam fenol, flavanoid ve flavanol

madde miktarlar1 43
Sekil 22  A. postii ekstrelerinin LC/MS analizi sonucu alinan iyon

Kromatogrami 44
Sekil 23 A. relicta ekstrelerinin LC/MS analizi sonucu alinan iyon

Kromatogrami 45

viii



SEKILLER DiZINI (DEVAM)

Sekil 24
Sekil 25
Sekil 26
Sekil 27
Sekil 28
Sekil 29
Sekil 30

Sekil 31
Sekil 32

DPPHe deneyinde ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri
Ajuga ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri
2,2’- azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTSe+)
sonugclari

B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu deneyinde
ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri

Ajuga ekstrelerinin B-karoten-linoleik asit sisteminde
absorbans egrileri

Ajuga tiirlerine ait ekstrelerin p-karoten-linoleik asit
deneyine gore antioksidan aktiviteleri

A. postii ugucu yag analizi spektrofotometre sonuglari
A. relicta ugucu yag analizi spektrofotometre sonuglari
Bazi1 Ajuga taksonlarinin akrabalik iliskileri

50
52

53

54

54

55

56

57
60



CIZELGELER DiZiNi

CIZELGE NO ve ADI SAYFA

Cizelge 1  Ajuga L. Cinsinin taksonomik olarak siniflandirilmasi 4

Cizelge 2  Ajuga L. Cinsinin APG Il Sistemi’ne (Angiosperm Phylogeny
Group 11 system) gore taksonomik olarak siniflandirilmasi 5

Cizelge 3  A. postii morfolojik 6zellikleri 30
Cizelge 4  A. relicta morfolojik 6zellikleri 32
Cizelge 5 En yakin akraba tiir ve benzerlik orani 35

Cizelge 6  Ajuga ekstrelerinin % verimleri ve 1 gr ekstrede mg

gallik asite esdeger toplam fenolik madde miktarlari 36
Cizelge 7  Ajuga ekstrelerinin 1 gr ekstrede mg kersetine

esdeger toplam flavanoid madde miktarlar 39
Cizelge 8  Ajuga ekstrelerinin 1 gr ekstrede mg kersetine

esdeger toplam flavanol madde miktarlar 41
Cizelge 9  A. postii ekstrelerinin LC/MS analiz sonuglari 46
Cizelge 10 A. relicta ekstrelerinin LC/MS analiz sonuglar1 48

Cizelge 11 Ajuga ekstrelerinin DPPHe serbest radikali tizerinden

tayin edilmis inhibisyon degerleri 51
Cizelge 12 Ajuga ekstrelerinin 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-

stilfonik asit (ABTSe+) antioksidan aktivite sonuglari 52
Cizelge 13 Ajuga ekstrelerinin g-karoten-linoleik asit deneyinde

% antioksidan aktivite degerleri 55



SIMGE ve KISALTMALAR DIiZIiNi

pL
ABTS+
BHT
DNA
DPPH’

Gk
Gk/Ks

gr
ICs0

ITS

LC/MS

m/z

mg

ml

mM

nm

NMR

PCR

TEAC
Tween® 20

 Mikrolitre (10" litre)
:2,2’-azonobis(3-etilbenzotizolin-6-sulfonat)
- Biitillenmis hidroksi toluen

: Deoksiriboniikleik asit

:1,1-Difenil-2-2 pikrilhidrazil radikali

: Gravity (Yergekimi)

: Gaz kromatografisi

: Gaz kromatografisi / Kiitle spektrometrisi
sistemi

: Gram

- Yuizde ellisini inhibe eden konsantrasyon
. Internal Transcribed Spacer

- Stvi Kromatografisi / Kiitle Spektrometrisi
: Kiitle/yiik orani

: Miligram

- Mililitre

: Milimolar

: Nanometre

: Niikleer Manyetik Rezonans

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Troloks’a esdeger antioksidan kapasite

: Polioksietilen-20-sorbitan monoelat



GIRIS ve AMAC

Tiirkiye sahip oldugu farkl: iklim 6zellikleri ve biyocografik bolgeleri ile zengin bir
biyogesitlilige sahiptir. Karasal, akdeniz ve karadeniz iklimlerinin etkilerinin
goriilmesinin yaninda, Tiirkiye diinya {lzerinde goriilen 34 biyocesitlilik
merkezinden t¢tini bir arada bulunduran tek iilkedir: Bunlar kuzeyde Avrupa-
Sibirya, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu’da Iran-Turan ile Bat: ve Giiney Anadolu’da
Akdeniz’dir (Sekercioglu ve ark., 2011). Tirkiye’de goriilen biyogesitlilik; farkli
iklim ve yiikseltiler sonucu olusan makro ve mikro habitatlar, Asya ve Avrupa
arasinda koprii olmasina ek olarak giineyde Etiyopya ile Arap yarimadasi ile bagl
olmasi, tektonik olusumlar ve buzul ¢aglar sirasinda birgok tiir i¢in korunakli alan
olarak gorev yapmasi sonucudur (Ciplak, 2003). Tiirkiye Floras1 173 familyaya ait
10,000’den fazla takson ve 1,225 cins ile temsil edilmektedir (Davis ve ark., 1965;
Davis ve ark., 1985; Davis ve ark., 1988; Giiner, 2000). Bu cinslerden 15 tanesi
endemik olup bu cinsler 2,650°nin tizerinde endemik bitki tiiriine sahiptir.
Tiirkiye’nin endemizm orani yaklasik %33 olup (Davis ve ark., 1965; Davis ve ark.,
1985; Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000; Ozhatay ve ark., 2011), en fazla
endemizm oranma sahip familyalar; Scrophulariaceae (52%), Campanulaceae
(49%), Lamiaceae (Labiatae) (44%), Asteraceae (Compositae) (38%)’dir.
Endemizm oraninin en fazla oldugu cinsler ise Ebenus (100%), Verbascum (80%)
ve Sideritis (78%)’tir (Baser, 2002). Fitocografik bolgeler arasinda ise Akdeniz
Bolgesi 633 endemik bitki tiirii ile endemizm sayisinin fazlaligina gore ilk sirada
yer almaktadir, bunu Dogu Anadolu Bolgesi izlemektedir (Topgu ve ark., 2009).

Tiirkiye’nin sahip oldugu bu durum ge¢misten giiniimiize kadar yerli ve yabanci
aragtirmacilarin dikkatini gekmistir. Tiirkiye bitkiler agisindan degerlendirildiginde
ilk ayrintili galigmalar 1867-1888 yillarinda Isvigre’li botanikei Boissier tarafindan
hazirlanan “Flora Orientalis” ile baslamistir. Daha sonra bu c¢alismayr Davis
editorliigiinde hazirlanan 10 ciltlik “The Flora of Turkey and East Aegean Islands”
adl1 eser izlemistir. Son olarak da Tiirk botanikgiler tarafindan on cilde ek olarak
on birinci cildin hazirlanmasiyla Tiirkiye Florasi’nin zenginligi bir kez daha ortaya
konulmustur.

Ajuga L. cinsi iiyeleri Avrupa, Asya, Afrika, Avustralya ve Kuzey Amerika'da
dogal olarak yetismekte ya da bahgelerde yetistirilmektedir. Bu cinse ait bitkilerin
cogu; antelmintik, ditiretik, anti-fungal, antienflamatuar ve antimikobakteriyel
ajanlar olarak, ates, dis agrisi, dizanteri, sitma, yiiksek tansiyon, seker hastaligi,
mide-bagirsak bozukluklar igin geleneksel tipta kullanilmaktadir. Bunun yaninda
hagere biiyiimesini Onleyici olarak kullanimlar1 vardir. Ajuga iyelerinden;
fitoekdisteroidler, neo-klerodan-diterpenler, diterpenler, triterpenler, steroller,
antosiyanidin-glikozitleri, iridoid glikozitleri, vithanolidler, flavonoidler,
trigliseridler ve wugucu vyaglar izole edilmistir. Bu bilesiklerin biyolojik,
farmakolojik ve tedavi edici 6zellikleri (anabolik, analjezik, antibakteriyel, anti-
ostrojenik, anti-fungal, anti-enflamatuar, anti-hipertensif, anti-l16semik,
antimalarial, antimikobakteriyel, antioksidan, antipiretik, kardiyotonik, sitotoksik,
hipoglisemik, damar rahatlatan ve bocek biiyiimesini 6nleyici) vardir. Bu nedenle,
Ajuga cinsi tibbi ve ekonomik 6neme sahiptir (Israili ve Lyoussi, 2009). Tiirkiye’de
Ajuga cinsi tyeleri idrar arttirici, terletici, tonik, adet soktiiriicti, yara iyi edici
olarak ve hayvan sokmalarina kars1 halk arasinda kullanilmaktadir (Baytop, 1999).



Ajuga cinsinin Anadolu’daki yayilisina bakilacak olursa Ajuga cinsi Anadolu’da 13
tiir ve 10 alt tiir olmak iizere toplam 23 takson ile temsil edilmektedir (Giiner ve
ark., 2012). Endemik tiirler olan A. postii Brig. ve A. relicta P.H.Davis 1350 ile
1500 m arasinda yayilis gostermektedir. Buna bagli olarak yasanan buzul ve
buzullar aras1 donemlerde korunakli alanlarda yasamlarin1 devam ettirdiklerini
sOylemek miimkiindiir.

Bu calisma ile endemik tiirler olan A. postii Briq. ve A. relicta P.H.Davis’in
morfolojik ve anatomik o6zellikleri, Kimyasal bilesenleri, antioksidan aktiviteleri ve
molekiiler akrabalik iliskileri belirlenmis olup bunun yaninda giincel popiilasyon
durumlart IUCN (International Union for Conservation of Nature) kategorileri ile
aciklanmistir. Bu amagla belirtilen taksonlar ¢igeklenme donemlerinde toplanarak
herbaryum materyali haline getirilmis, morfolojik incelemeler igin OGlgtimler
yapilmis ve anatomik caligsmalar i¢in gerekli preparatlar hazirlanmistir. Anatomik
incelemelerde ornekler Sartur Reaktifi ile mikroskopta incelenerek fotograf
cekimleri yapilmistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu
yontemi ile belirlenerek, LC/MS (Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi) ile
fenolik bilesiklerin analizi yapilmistir. Toplam flavanol ve flavanoid miktar
caligmalar1 ise kersetine es deger olacak sekilde gergeklestirilmistir. Lamiaceae
familyasi tiyeleri ugucu yag iceren tiirlerdir. Bu nedenle bitki taksonlarina ugucu
yag eldesi i¢in laboratuvarda Clevenger apareyinde su distilasyonu islemi
uygulanmistir. Daha sonra gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle
spektrometrisi sistemi (GK/KS) ile bilesiklerin analizi yapilmistir. Bunlarin
yaninda molekiiler akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde ITS (Internal Transcribed
Spacer) yonteminden yararlanilmistir.



KAYNAK BILGISi
Lamiaceae (Labiatae) Genel Ozellikler

Tarihte ilk defa Labiatac’den Genera Plantarum (1789)’da bahsedilmistir.
Kelimenin kokeni Latince “labium” olup iki dudakli zigomorfik ¢igek durumunu
tamimlamaktadir. Labiatae alternatif olarak kullanilan “Lamiaceae” ise ilk kez 1836
yilinda Ingiliz botanik¢i John Lindley tarafindan kullamilmistir. Daha sonra ise
1935 yilinda Botanik Nomeklatiiriine (ICBN) ge¢mistir.

Lamiaceae en az 23 familyanin ve 23000°den fazla tiiriin bulundugu Lamiales
ordusu i¢inde yer almaktadir (Schaferhoff ve ark., 2010). Lamiaceae diinyada 236
cinse ait yaklasik 7200 tiir ile temsil edilmektedir (Harley ve ark., 2004; Heywood
ve ark., 2007; Yuan ve ark., 2010). Tiirkiye’de ise Lamiaceae tigiincii biiyiik familya
olup 46 cins ve 580 tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirlerden 260’1 endemiktir ve
endemizm orani yaklasik %44°tiir (Davis ve ark., 1965; Davis ve ark., 1985; Davis
ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000; Dirmenci, 2012).

Bu familya tiyeleri kutup bolgeleri disinda ¢ok genis bir yayilis alanina sahiptir.
Akdeniz havzasi tilkeleri basta olmak tizere Avustralya, Giiney Bat1 Asya, Giiney
ve Kuzey Amerika’da yayilis gostermektedir (Giiner ve ark., 2000).

Lamiaceae tiiyeleri bir veya c¢ok yillik otsu bitkiler ya da ¢ali formlaridir. Salgi
tilylerinde ugucu yag tasirlar. Familyanin karakteristik 6zellikleri; govde 4 koseli,
yapraklar ¢ogu zaman basit, bazen pargali ve dekusat dizilislidir; ¢igekler her
nodusta vertisillastrum durumundadir; zigomorf ve bilabiattir; ugucu yag, sapi tek,
bas1 8 hiicreli ve pul seklindeki Labiatae tipi salg: tiiylerindedir. Hermafrodit olan
ciceklerde kaliks 5 loblu kalici, bazen bilabiat; korolla bilabiat, {ist dudak bazen
eksiktir. Stamen 4 tane, cogu zaman didinamdir; bazen 2 stamen bulunur. Ovaryum
2 karpelden meydana gelmis 4 gozlii ve iist durumludur, her gézde 1 oviil bulunur;
stilus ginobaziktir. Meyva 4 nukstan meydana gelen bir sizokarptir (Tanker ve ark.,
2007). Bocekler, kelebekler ve kuslar ile tozlasma goriilebilmektedir (Yildiz ve
Aktoklu, 2012).

Lamiaceae yedi alt familyadan olusmaktadir: Ajugoideae Kostel., Lamioideae
Harley, Nepetoideae  (Dumort.))  Luerss.,  Prostantheroideae  Luerss.,
Scutellarioideae (Dumort.) Caruel, Symphorematoideae Brig. ve Viticoideae Briqg.
(Harley ve ark., 2004). Lamiaceae’nin alt familyalarinin 6zellikleri ve evrimsel
gelismislikleri yapilan DNA ¢alismalar ile gosterilmistir. Buna gore Lamiaceae’de
bazi gruplarin  monofiletik oldugu disiiniilmektedir (Judd ve ark., 2008).
Ajugoideae (ya da Teucrioideae)’nin sizokarplarinin dort loplu olmasi, kalici
olmayan stiluslar1 ile monofiletik o6zellik gosterirler. Bu grup igerisinde
Clerodendrum, Teucrium, Trichostema ve Ajuga bulunmaktadir. Scutellaria ve
Holmskioldia Scutellarioideae altfamilyas1 igerisinde yer almaktadir. Bu grup
tiyelerinde yuvarlak kaliks loplari ve siskin tabanli ya da ince uzun sik tiiyli
nutletler goriilmektedir. Lamioideae ve Nepetoideae alt familyalar1 ise ginobazik
stiluslar1 ile monofiletik bir grup olustururlar. Ancak rbcL ve ndhF dizi analizlerine
gore Lamioideae; Scutellarioideae, Ajugoideae, Nepetoideae ve Chloanthoideae ya
da Callicarpa’nin igerisinde bulundugu grup igerisinde yer almaktadir. Nepetoideae
grubu icerisinde yer Glechoma, Dicerandra, Hyptis, Lycopus, Melissa, Mentha,
Monarda, Nepeta, Ocimum, Origanum, Plectranthus, Prunella, Pycnanthemum,
Pycnostachys, Salvia, Satureja, Lavandula, Thymus ve Basilicum cinslerinin



hepsinde heksakolpat polen yapisi ve benzer DNA dizilimleri goriilmektedir;
bunlarin disinda kalan diger cinslerde ise trikolpat polen yapist mevcuttur.
Nepetoideae alt familyasinda ise endosperm ve iridoidler bulunmazken, yiiksek
oranda ugucu terpenoidler bulunmaktadir. Lamium, Prasium, Galeopsis, Leonotis,
Physostegia, Marrubium, Pogostemon ve Stachys cinslerinin igerisinde yer aldigi
Lamioideae grubu monofiletik olup bu durum DNA verileri ile desteklenmistir.
Gmelina, Callicarpa, Vitex, Premna ve Cornutia cinsleri ise polifiletiktir.

Lamiaceae’nin Verbenaceae’den evrimlestigi kabul edilmektedir (Cronquist,
1981). iki familyada da karsilikl1 dizilmis yapraklar, zigomorfik ¢icek durumlari ve
iki karpelli ginekium yapilar1 benzerdir. Lamiaceae, Verbenaceae ile ginekium
taban1 ve meyve yapisi ile ayrilir. Lamiaceae dort loplu ovaryuma ve ginobazik
stilusa sahipken Verbenaceae tiyeleri lopsuz ovaryuma ve terminal stilusa sahiptir.

Lamiaceae ekonomik 6neme sahip bir¢ok bitki tiirli icermektedir. Bunlardan
Mentha, Lavandula, Marrubium, Nepeta, Ocimum (feslegen), Origanum (kekik),
Rosmarinus (biberiye), Salvia (adagay1), Satureja ve Thymus (kekik) cinsleri
baharat olarak kullanilmalarinin yaninda ugucu yaglar i¢ermektedirler. Stachys
cinsinin birkag tiirinden elde edilen tiiberler yenilebilmektedir. Tectona (tik agaci)
kereste imalinde kullanilmaktadir. Birgok cins siis bitkisi olarak yetistirilmektedir.
Bunlar; Ajuga, Callicarpa, Clerodendrum, Plectranthus, Holmskioldia, Leonotis,
Monarda, Pycmanthemum, Salvia, Scutellaria ve Vitex dir (Judd ve ark., 2008).

Ajuga L.
Ajuga L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

Cizelge 1. Ajuga L. Cinsinin taksonomik olarak simiflandirilmasi

Bolim Spermatophyta
Alt Bolim Angiospermae
Simif Dicotyledonae
Alt Stif Metachlamydeae
Takim Tubiflorae
Familya Lamiaceae

Alt Familya Ajugoideae

Cins Ajuga L.




Cizelge 2. Ajuga L. Cinsinin APG Il Sistemi’ne (Angiosperm Phylogeny Group 111 system)
gore taksonomik olarak siniflandirilmasi

Domain Eukaryota
Archaeplastida
Regnum Plantae
Cladus Angiosperms
Cladus Eudicots
Cladus Core eudicots
Cladus Asterids
Cladus Euasterids |
Ordo Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Teucrioideae
Genus Ajuga

Ajuga L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Ajuga cinsi tiyeleri tek yilliktan kuvvetli cok yilliga kadar degisen bitkilerdir. Taban
kisimlarda yaprakli ya da yapraksiz olabilirler. Govde yapraklarn diiz, disli ya da tig
pargaliya degisen formlardadir; brakteler govde yapraklarina benzer ya da
bunlardan farkl: olabilir. Vertisillastrumlar 2-6 ci¢eklidir. Kaliks + aktinomorfiktir.
Halkali korolla tiipii kisa veya uzundur; tist dudak kisadir, bifit ya da kaybolmustur,
alt dudak ¢ok uzundur, 2 yan lop ile genis emarginat orta lopludur. 4 stamenlidirler,
genellikle stamenler korolla tiipiinden disar1 ¢ikar. Stilus ginobazik degildir,
ovaryum lobunun tabaninin tistiinden baglanir. Nutletler ¢ok kiiciik ¢ukurlu veya
enine burusuk ¢izgilidir; meyveler nadiren bakkadir (Davis ve ark., 1985).

Ajuga Cinsi ile Yapilan Cahsmalar

Ajuga cinsi ile yapilan morfolojik ve anatomik ¢alismalar

A. reptans L.’in da i¢inde bulundugu farkli bitki gruplarinin yaprak saplarinin
anatomik yapisi incelenerek karsilastirmalar yapilmistir (Ak¢in ve ark., 2011). A.
reptans ile yapilan baska bir ¢alismada ise taksonun polen yapisi, morfolojik ve

anatomik o6zellikleri incelenmistir (Erkara ve Koyuncu, 2009). A. orientalis L. ile
yapilan morfolojik ¢alismada bitki tizerinde bulunan trikomlar incelenmistir (Cali
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ve ark., 2014). Tirkiye’de yetisen 8 farkli Ajuga taksonunun polen morfolojisi
incelenmistir (Kose ve ark., 2011). Pakistan’da yapilan bir ¢alismada A. bracteosa
Wall ex. Benth. ve A. parviflora Benth. 'nin polen morfolojisi ¢alisilmistir (Firdous
ve ark., 2015). A. reptans ve A. chamaepitys (L.) Schreber subsp. chia (Schreber)
Arcangeli var. chia (Schreber) Arcangeli {izerinde morfolojik ve anatomik
calismalar yapilmistir (Ak¢in ve ark., 2006). A. orientalis ile yapilan anatomik
calismada kok, govde, yaprak, petiyol, kaliks ve korolla yapilar1 ¢alisilmistir (Cals,
2014). Bu ¢aligmalarin yaninda proje kapsaminda Bat1 Anadolu’da yayilis gosteren
13 Ajuga taksonunun (A. orientalis, A. genevensis L., A. reptans, A. laxmanii (L.)
Bentham, A. salicifolia (L.) Schreber, A. chamaepitys (L.) Schreber, A. chamaepitys
subsp. chia var. chia, A. chamaepitys (L.) Schreber subsp. chia (Schreber)
Arcangeli var. ciliata Brig., A. chamaepitys (L.) Schreber subsp. palaestina (Boiss.)
Bornm., A. chamaepitys (L.) Schreber subsp. glaerosa P.H.Davis, A. chamaepitys
(L.) Schreber subsp. mesoginata (Boiss.) Bornm., A. chamaepitys (L.) Schreber
subsp. cuneatifolia (Stapf) P.H.Davis, A. chamaepitys (L.) Schreber subsp. cypria
P.H.Davis, A. bombycina Boiss) morfolojik ve anatomik incelemeleri yapilmistir
(Kose ve ark., 2011).

Ajuga cinsi ile yapilan bitki fizyolojisi ¢calismalar:

A. reptans’in sahip oldugu raffinoz oligosakkaritlerin floem tasimasinda ve
karbonhidrat depolanmasindaki énemi arastirilmig, bitkiden alinan yapraklardan
izole edilen cDNAlar karsilastirilarak buna goére degerlendirmeler yapilmistir
(Sprenger ve Keller, 2000). A. reptans L. var. atropurpurea’nin kok tiiylerinde
bulunan  klerosterol, 22-dehidroklerosterol ve kolesterol bilesiklerinin
biyosentezinin daha iyi anlasilabilmesi igin bu yapilardaki ?H- ve $3C- isaretlenerek
caligma gergeklestirilmistir (Fujimoto ve ark., 2000). Yapilan baska bir ¢alismada
ise; hava sicakliginin etkilerinin belirlenmesi i¢in her zaman yesil yaprakli olan ti¢
bitki tiirii A. reptans var. artropurpurescens, Aucuba japonica Thunb. ve Hedera
helix L. yapraklarindaki kilcal damarlardaki seker salimmi yaz ve kis
mevsimlerinde ayri ayr1 incelenmistir (Hoffmann-Thoma ve ark., 2001). Nektar
tiretimi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada; Lamium maculatum L., Lamiastrum
galeobdolon (L.) Crantz ve A. reptans’in 24 saat boyunca ¢igek basina toplam
nektar tretimi (INP) indeksi, ¢i¢ceklenme donemindeki nektar seker
konsantrasyonu, ¢icek omrii ve cicek sayisinin belirtildigi bir ¢calisma yapilmistir
(Macukanovi¢-Joci¢ ve ark., 2004). A. reptans’in yapraklarindan iki tane
oligosakkarit elde edilmis ve bunlarin fizyolojik islevleri incelenmistir (Bachmann
ve Keller, 1995). Yapilan bir ekofizyoloji calismasinda A. reptans’in farkli ekolojik
kosullarda farkli &zellikler gosterdigi ve ekotipinin yavas biiyiidiigii yapilan
calisma ile gosterilmistir (Golovko ve Dymova, 1999).

Bitki kiiltiirii calismasi

A. reptans’in g¢igeklerinden hazirlanan Kkallus kiiltiiriinde bulunan siyanidin ve
delfinidin pigmentlerinden, delfinidinin zamanla azaldig: belirlenmistir (Callebaut
ve ark.,1997).

Ucucu yaglarin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

A. chamaepitys ssp. chamaepitys’in sahip oldugu ugucu yag bilesimi (Velasco-
Negueruela ve ark., 2004) ile A. orientalis’in ugucu yag igerigi incelenmistir
(Sajjadi ve Ghannadi, 2004). Iran’da yetisen A. austro-iranica Rech. f. ugucu yag
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igerigi bakimindan incelenmis ve yagin igeriginde trans-verbenol, karyofillen oksit,
mirtenol gibi kimyasallar belirlenmistir (Javidnia ve ark., 2010). Yemen’de yapilan
bir calismada; A. bracteosa ve Lavandula dentata L. ‘dan elde edilen ug¢ucu yaglarin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir (Mothana ve ark., 2012). A.
pseudoiva Rob.’dan elde edilen ugucu yagin icerdigi bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesi incelenmis ve bazi fungal gruplar iizerinde yiiksek aktivite gosterdigi
bulunmustur (Mansour ve ark., 2013). iran’a endemik olan A. chamaecistus Ging.
ex Benth. 'un toprak stii kisimlarindan elde edilen ugucu yagda p-simen, B-pinen,
a-fellandren ve a-pinen bilesikleri tespit edilmistir (Mohammadhosseini ve ark.,
2011). A. chamaepitys’den elde edilen ugucu yagda yirmi bes bilesik elde
edilmistir. Bunlardan en 6nemlileri monoterpen hidrokarbonlar, aa-pinen ve Pp-
pinen’dir (Azizan ve ark., 2002). A. bombycina’dan su distilasyonu yoluyla elde
edilen ugucu yagdan yapilan analizler sonucunda kirk dort bilesik elde edilmistir.
Bunlardan en 6nemlileri B-pinen, a-pinen, germakren D, B-fellandren ve limonendir
(Baser ve ark., 2001). A. chamaecistus Ging. subsp. tomentella (Boiss.) Rech. f.’dan
elde edilen ugucu yagin bilesiminde bulunan en 6nemli bilesikler; timol, ekso-
fenkol, B-pinen, 1-okten-3-ol, a-terpineol, 2-hekzanol, o-tuyen ve a-pinendir
(Ardekani ve ark., 2010). A. orientalis’den elde edilen ugucu yagin bilesiminde otuz
bilesik tespit edilmistir. Bunlardan yogun olarak bulunanlar; fitol (36.7 %), n-
heksadekanoik asit (14.2 %) ve dodekanoik asit (12.2 %)tir (Kiigiikbay ve ark.,
2013). Tiirkiye’de bes farkli lokaliteden toplanan A. laxmannii (L.) Bentham ‘dan
elde edilen ugucu yagin bilesiminde; nonakozan, heptakozan, hekzahidrofarnesil
aseton, hekzadekanoik asit, dodekanoik asit, tetradekanoik asit ana bilesen olarak
bulunmustur (Kose ve ark., 2015). Sirbistan’da yapilan bir calisgmada A.
chamaepitys subsp. chia nin normal ortamda yetisen ve yangindan sonra toplanan
orneklerinden elde edilen bitkilerdeki ugucu yag bilesimleri incelenmistir. Buna
gore normal ortamda yetisen 6rneklerden 38 ve yangin sonrasi ortamda yetisen
bitkilerden 34 ugucu yag bileseni elde edilmistir (Mitic ve ark., 2011).

Kimyasal igerik belirlenmesine yonelik calismalar

[ran’da tedavi amaciyla kullanilan A. chamaepitys’in metanolik ekstraktlarindan
feniletanoid glikozitler, akteositler ve flavon glikozitleri ile krisoeriol 7-O-
glukopiranositler ve apigenin 7-O-ramnopiranositler solid-faz ekstraksiyonu (SPE)
ve hazirlayic ters fazli yiiksek-performansl sivi kromatografisi (prep-RP-HPLC)
ile izole edilmistir (Delazar ve ark., 2011). A. parviflora’da iki yeni anitfungal
vithanolit ekstre edilmistir (Nawaz ve ark., 2000). Yapilan baska bir ¢alismada ise;
A. reptans’dan elde edilen iki yeni klerodan diterpene “Ajugatansinler” denilmistir
(Carbonell ve Coll, 2001). A. bracteosa’nin yaprak ve kokiinde bulunan mineral
elementler incelenmistir (Ahmed ve Chaudhary, 2009). A. remota ekstraktlarindan
alt1 flavonol glikoziti belirlenmistir (Arot Manguro ve ark., 2006). Yapilan baska
bir ¢alismada ise; Anadolu’da yetisen Lamiaceae iiyesi olan Salvia, Teucrium,
Ajuga, Sideritis, Nepeta ve Lavandula cinslerine ait tiirlerden iki boyutlu NMR
teknikleri kullanilarak igerdikleri bilesikler tespit edilmistir (Topcu ve Ulubelen,
2007). Japonya’da yapilan bir caligmada 14 Ajuga taksonunun yaprak ve
ciceklerinden flavonlar ve antosiyaninler izole edilmistir (Inomata ve ark., 2013).
Bagka bir ¢aligmada ise; A. salicifolia’da ionon, iridoid ve feniletanoid glikozitleri
belirlenmistir (Akbay ve ark., 2003). A. salicifolia’dan ajugasalisigenin, ii¢ yeni
sterol glikosit ve ajugasalisiosidler F-H (2-4) izole edilmistir (Akbay ve ark., 2003).



A. reptans var. atropurpurea ile yapilan bir ¢alismada kuru koklerden izole edilen
asetillenmis ekdisteoidlerin  yapisal tayini spektroskobik yontemler ile
belirlenmistir (Calcagno ve ark., 1995). A. reptans ile yapilan bir ¢alismada
ciceklerinden dort ve hiicre kiiltiiriinden bir tane antosiyanin izole edilmistir. izole
edilen bu pigmentler delfinidin, iki sinnamik asitli siyanidin asetil glikozitlerdir
(Terahara ve ark., 1996). Lamiaceae’nin alt familyalar1 olan Saturejoideae,
Ajugoideae ve Scutellarioideae’nin nutlet yapilari i¢erisinde bulunan yag asitlerinin
bilesimleri belirlenmistir (Marin ve ark., 1991). A. chamaepitys’in de igerisinde
bulundugu 96 Lamiaceae taksonundan rozmarinik ve kafeik asit igerikleri ITK-
densitometrik yontem kullanilarak incelenmistir (Janicsak ve ark., 1999). Ajuga
bracteosa 'nin hekzanli ekstresinden 1,2-benzenedikarboksilik asit bis(2S-metil
heptil) ester izole edilmistir (Singh ve ark., 2006). Yapilan bir ¢aligmada A.
reptans’in metanol ekstresinden yeni bir nonsteroid ekdisteroid agonisti
belirlenmistir (Elbrecht ve ark., 1996). A. chamaecistus ssp. tomentella nin toprak
tstii kisimlarindan elde edilen metanol, n-hekzan, dietil eter, hidroalkolik
fraksiyonlari in vitro ortamda kansere karsi sitotoksik etkileri incelenmistir (Sadati
ve ark., 2012). Ajuga turkestanica nin toprak ustii, ¢icek, kok ve tohumlarindan
elde edilen yaglarin icerikleri, siniflari, ntral yaglarin yag asitleri kompozisyonlari,
glikolipitler, fosfolipitler arastirilmistir (Khidoyatova ve ark., 2012). A. reptans i
ciceklerinden dort tane antosiyanin elde edilmistir (Terahara ve ark., 2001). A.
ciliata’dan iki yeni neo-klerodan diterpen, (12S) -6a-asetoksi-4a, 18-epoksi-12-
hidroksi-19-tigloyloksi-neo-klerod-13-en-15,16-o0lid ve 60, 18-diasetoksi-4a-
hidroksi-19-tigloyloksi-neo-klerod-13-en-15,16-olid bilinen ii¢ analoglar ile
birlikte izole edilmistir (Guo ve ark., 2012).

Bocekler ve larvalar iizerinde yapilan calismalar

Dort Ajuga tiirtintin - metanolik  bilesiklerinin larvalar {izerindeki etkileri
incelenmistir (Fekete ve ark., 2004). Tunus’da yetisen 13 bitki Spodoptera littoralis
boisduval larvasina kars1 incelenmistir. A. pseudoiva’nin yapraklarindan elde edilen
aseton ekstraktlarinin sinek kovucu 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Jannet ve ark.,
2000). Avustralya’da Lamiaceae iiyeleri ile yapilan bir ¢alismada ham yaprak
oziitlerinin akarlar tizerindeki etkisi incelenmistir (Rasikari ve ark., 2005). A.
nipponensis ‘den elde edilen kimyasal bilesiklerin bocekler tizerindeki beslenme
karsit1 etkileri ¢izgili yaprak bocekleri tizerinde incelenmistir (Xu ve ark., 2009).

Kanser hiicreleri iizerinde yapilan calismalar

Dogal kaynaklar tizerinde yapilan kanser onleyici ajanlar ile ilgili olarak yedi
Labiatae iiyesi incelenmistir. A. decumbens’den elde edilen Iridoid glikozit, 8-
Asetilharpagid glikozitleri farelerde ikinci asamadaki kanser hiicreleri tizerinde
onleyici etki gostermistir (Konoshima ve ark., 2000).

Antimikrobiyal aktivite ¢calismalari

Rumex crispus L., Acinos rotundifolius Pers., A. chamaepitys ve Lycopus europaeus
L. in kok kisimlarindan hazirlanan ekstreler Gram negatif ve pozitif bakteriler
tizerinde incelenmistir (Ulukanli ve ark., 2005). Yapilan bagka bir caligmada ise; A.
chamaepitys (L.) Schreber subsp. euphratica P.H.Davis’nin metanol, su ve
kloroform ekstrelerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir
(Turkoglu ve ark., 2010). Yapilan antiviral aktivite belirleme ¢alismasinda ise; A.
chamaepitys ssp. chia var. ciliata 'nin DNA viriisii olan Herpes simplex (HSV) ve



RNA viriisii olan Parainfluenza (PI-3)’ya kars1 olan etkisi Madin-Darby sigir
bobregi ve Vero hiicreleri kullanilarak, kapiller gaz kromatografisi ve kiitle
spektrometresi ile analiz edilmistir (Orhan ve ark., 2009). Yilan isirmalarindan
kaynakli  bakteriyel enfeksiyonlarda geleneksel tedavide kullanilan A.
decumbens’in de iginde bulundugu 88 bitki tiirii incelenmistir (Liu ve ark., 2014).
A. remota’dan hazirlanan petrol eteri, diklorometan ve metanol ekstrelerinin
antifungal aktiviteleri incelenmis ve petrol eterinin etkinliginin en yiiksek oldugu
belirlenmistir (Kariba, 2001). A. lupulina Maxim’dan elde edilen lupulin A (1), B
(2), asit hidrolisat (5) ve lupulin D (4)’nin Staphylococcus aureus Rosenbach,
Pseudomonas aeruginosa (Schroter) Migula ve Escherichia coli (Migula)
Castelleni & Chalmers tizerinde antibakteriyal etki gosterdigi belirtilmistir (Chen
ve ark., 1996). Rize’de yapilan bir ¢alismada A. orientalis’in bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir (Yaldiz, 2012). Bolu’da baliklardan
izole edilen bakteriler iizerinde A. reptans’in da kullanildigi bir ¢alismada bazi tibbi
bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri ¢alisilmistir (Turker ve ark., 2009).

Yapilan antioksidan aktivite ¢alismalar:

A. iva (L.) Schreber’dan elde edilen sulu ekstrenin diyabetik fareler tizerindeki
etkisi incelenmistir (Taleb-Senouci ve ark., 2009). Bir baska calismada ise; A.
iva’nin sulu ekstrelerinin etkileri yiiksek kolestrol diyeti uygulanan fareler iizerinde
incelenmis, total kolesterol (TC) plazmasinda ve VLDL-kolesterol degerlerinde
azalmalar goriiliirken, HDL2-kolesterol degerlerinde artiglar gorilmiistiir (Chenni
ve ark., 2007). Ajuga iva, Marrubium vulgare L., Mentha pulegium L., ve Teucrium
polium L.’dan hazirlanan metanol ekstrelerinin antioksidan ve antibakteriyel
aktiviteleri incelenmistir (Khaled-Khodja ve ark., 2014). A. turkestanica’dan elde
edilen bilesiklerin antioksidan, sitotoksik ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir
(Mamadalieva ve ark., 2013). Ajuga chamaepitys 'in toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ugucu yaglar ile yapilan bir ¢alismada DNA koruma ve antioksidan
aktiviteleri incelenmistir (Yumrutas ve ark., 2012). Yapilan baska bir ¢calismada ise
A. orientalis’in antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir (Goger ve
ark., 2015).

Ureme biyolojisi cahsmasi

A. iva ve A. chamaepitys’in karsilagtirmali olarak degerlendirmesi yapilmistir (De
Clavijo, 1997).

Etnobotanik ¢alismalar

Uganda’da yapilan calismada belirlenen bir kabilenin hangi bitkileri hangi
hastaliklarin tedavisinde kullandig1 arastirilmigtir. Bu amagla A. alba’nin
yapraklarindan hazirlanan ¢aym soguk alginligi ve yorgunlukta kullanildig:
belirlenmistir (Hamill ve ark., 2003). Fas’da yapilan bagka bir ¢aligmada ise; A.
iva’'nin solucan disiiriicii olarak bagirsak bozukluklarina karsi kullanildigi
belirlenmistir (Ziyyat ve ark., 1997). Pakistan’da yapilan bir c¢alismada
Abracteosanin da iginde bulundugu bitki gruplar1 etnobotanik agidan
degerlendirilmis ve A. bracteosa nin bas agrisi, sivilce, kizamik, mide asitligini
diizenlemede, kolik, akne tedavisi, sarilik, hipertansiyon ve bogaz agrisina karsi
kullaniminin oldugu belirtilmistir (Qureshi ve ark., 2009). Yine Pakistan’da yapilan
baska bir calismada ise; A. parviflora’nin hepatit, ates diisiirme ve bademcik gibi
bogaz problemlerinde kullaniminin oldugu belirtilmistir (Ahmad ve ark., 2011).


https://en.wikipedia.org/wiki/Friedrich_Julius_Rosenbach
https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Migula

Hindistan’da yapilan bir calismada ise; A. bracteosa’nin taze yapraklarinin
cocuklarda goriilen mide sorunlarinda kullanildigi bunun yaninda sitma ve sarilik
ile agiz ulseri tedavisinde kullanildig: belirtilmistir (Kumar ve ark., 2009). Bosha
Hersek’te yapilan baska bir ¢alismada, A. reptans’in ishal ve yara tedavisinde
kullanildig1 belirlenmistir (Redzic, 2007). Kars’da yapilan bir ¢alismada ise; A.
orientalis’in hemoroid tedavisinde kulllanildig1 belirtilmistir (Giines ve Ozhatay,
2011). Kenya’da diyabet tedavisinde geleneksel tipta kullanilan bitkilerin
belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢caligmada A. remota’nin da kullanimi oldugu
belirtilmistir (Keter ve Mutiso, 2012). Pakistan’da yapilan bir etnobotanik
calismada deri hastaliklariin tedavisinde kulllanilan bitkiler arastirilmistir. Burada
A. bracteosa’nin toprak tstii kisimlarmin diseti iltihabi ve ¢iban tedavisinde
kullanildig1 belirtilmistir (Abbasi ve ark., 2010). Belgrat’ta yapilan baska bir
calismada ise; A. reptans’in toprak isti kisimlarmin safra kesesi ve mide
hastaliklari, agiz ve bogaz iltihabinda kullanildig: belirtilmistir (Menkovic ve ark.,
2011). Kenya’da sitma tedavisinde kullanilan etnobotanik ilaglarin belirlendigi
calismada A. remota’nin antiplasmodial aktivite gosterdigi belirtilmistir (Muthaura
ve ark.,, 2007). Fas’da yapilan bir g¢alismada A. iva’min sindirim sistemi
rahatsizliklarinda kullanildig: belirtilmistir (Ouhaddou ve ark., 2014). iran’da
yapilan bir ¢aligmada ise; A. chamaepitys subsp. tridactylites (Ging. ex Benth.)
P.H.Davis’in sarilik, eklem agrilari ve gut tedavisinde, A. reptans’in ates, astim ve
gut tedavisinde kullanildig: belirtilmistir (Naghibi, 2005). Tiirkiye’de yapilan bir
calismada yara iyilestirici Ozellige sahip tiirler calisilmis olup burada A.
chamaepitys’in bu o6zellige sahip oldugu belirtilmistir (Tiimen ve ark., 2006).
Mugla’da yapilan bir ¢alismada Lamiaceae’den 23 bitki tiirtiniin geleneksel tipta
kullammmlar1 ve antimikrobiyal aktiveteleri c¢alisilmistir. Buna gore; A.
chamaepitys’in ditiretik, bocek ve yilan 1sirmasinda zehire karsi, uyarici, yara
iyilestirici ve hemoroidde; A. chamaepitys subsp. chia var. chia nin ise hemoroidde
kullanimi vardir (Sarac ve Ugur, 2007). Elazig-Keban’da yapilan bir calismada A.
chamaepitys subsp. chia var. chia’nin hemoroidde ve yara iyilestirmede
kullaniminin oldugu belirtilmistir (Kilig ve Bagci, 2013). Bilecik-Osmaneli’de
yapilan bir ¢alismada; A. orientalis’in deri hastaliklarinda, A. chamaepitys subsp.
chia var. chia‘nin kuvvet verici olarak, A. laxmanii’nin ise hemoroid ve deri
hastaliklar1 tedavisinde kullanimlarinin oldugu belirtilmistir (Koyuncu ve ark.,
2010). Elazig-Maden’de yapilan bir ¢alismada endemik ve nadir bulunan bitkilerin
geleneksel tipta kullanimlar1 ¢alisilmis ve A. chamaepitys (L.) Schreb. subsp.
euphratica P.H.Davis’in antimikrobiyal aktiveteye sahip oldugu belirtilmistir
(Khatun ve ark., 2012). Isparta’da meralarda arilarin toplanmasinda kullanilan
aromatik bitkiler ile yapilan bir ¢calismada A. chamaepitys subsp. chia var. chia’nin
kullanimmin oldugu belirtilmistir (Fakir ve Babalik, 2009). Urdiin’de yapilan bir
calismada A. chia’nin yara iyilestirici etkisinin oldugu bildirilmistir (Oran ve Al-
Eisawi, 2015). Fas’da yapilan bir ¢alismada kanser hastalarna gesitli bitkiler
fitoterapi olarak verilmistir. Buna gore; A. iva’nin gogiis kanseri tedavisinde
kullanilabilecegi gosterilmistir (Kabbaj ve ark., 2012).

Molekiiler ¢calismalar

Hibrit bir tiir olan 4juga xmixta Makino’nin niikleer ribozomal DNA’s1 ile yakin
tiirler olan A. decumbens ve A. nipponensis’in DNA’larinin karsilastiriimasiyla A. x
mixta’nin polimorfizm gosterdigi bulunmustur (Kokubugata ve ark., 2011). A.
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chamaepitys subsp. cypria P.H.Davis, A. chamaepitys subsp. cuneatifolia (Stapf)
P.H.Davis, A. bombycina, A. orientalis, A. chamaepitys subsp. glareosa, A.
chamaepitys subsp. chia var. chia, A. reptans, A. chamaepitys subsp. mesoginata
(Boiss.) Bornm., A. laxmannii, A. genevensis ve A. chamaepitys subsp.
palaestina’nin ITS bolgelerine gore molekiiler akrabalik iliskileri belirlenmistir
(Kose ve ark., 2012).

Bunlarin disinda yapilan calismalar

A. bracteosa nin morfolojik, kimyasal igerik, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve
kardiyotonik aktivitesi ile etnobotanik kullanimi ¢alisilmistir (Upadhyay ve ark.,
2012). Ajuga cinsinin de igerisinde Yyer aldigi Lamiaceae’nin sahip oldugu
kimyasallarin belirlenmesine yonelik hazirlanan bilgisayar sistemi ile ilgili bilgi
verilmektedir (Alvarenga ve ark.,, 2001). A. reptans’in klonal yapist ve
kolonizasyonu morfo-ekolojik ve molekiiler genetik yaklasimlar kullanilarak
incelenmistir (Pfeiffer, 2005). Ingiltere’de yapilan bir flora calismasinda A.
pyramidalis ‘den bahsedilmistir (Rich ve ark., 1999). A. reptans’in da i¢inde
bulundugu Kuzey-Dogu Anadolu’dan toplanan 22 tiiriin kromozom sayilari
belirlenmistir (Inceer ve ark., 2007). Adana’da parklarda ve yol kenarlarinda siis
bitkisi olarak yetistirilen tiirler belirlenmistir. Buna gore A. chamaepitys subsp. chia
var. chia ve A. reptans’in yerli tiirler olduklar1 belirtilmistir (Karakus ve Tiirkmen,
2014). Koruma ve genetik bilgi transferi calismalari i¢in A. bracteosa nin
laboratuvar ortaminda mikro ¢ogaltimi gergeklestirilmistir (Kaul ve ark., 2013).

Calismamizda yer alan A. postii ve A. relicta tiirlerine ait ge¢miste yapilmis
caligmalar olduk¢a smirhidir. A. relicta ile yapilan bir ¢alismada sahip oldugu
steroitler belirlenmistir (Kokdil ve ark., 2002). Diger bir calisma ise flora
caligmasidir (Varol ve ark., 1998). A. postii ve A. relicta’nin da iginde bulundugu
farkli bitki gruplarmin methanol ekstresi hazirlanarak DNA iizerindeki etkileri
incelenmistir (Topgu ve ark., 2009). A. postii ile yapilan diger bir ¢alismada ise;
bitkiden elde edilen metanol ekstraktinin biyoanaliz-giidiimlii fraksiyon yontemi ile
yapilan incelemesinde DNA’da hasara neden olan bir iridoit glikozit belirlenmistir
(Goren ve ark., 2005). Bunun disinda A. postii’nin polen morfolojisi belirlenmistir
(Abu-Asab ve Cantino, 1993).

Calismanin yapildig: iKi tiiriin yayilis alanlarina bakilacak olursa A. relicta’nin tip
ornegi Kahramanmaras, Ahir Dagi’ndan 1907 yilinda toplanmistir. Ancak o
tarihten sonra belirtilen bu lokalitede bulunamamis ve yakin konumda bulunan
Cimen Dagi’nda varligina rastlanmistir (Varol ve ark., 1998). A. postii’nin ise
Tiirkiye Flora’sinda belirtilen tip 6rnegi Hatay Gavur Dagi’ndan toplanmis olup
daha sonra yapilan c¢alismalarda bu lokalitede bulunamayip Icel, Namrun,
Cehennem Deresi mevkiinde bulunan 6rnekler kullanilmistir (Goren ve ark., 2005).
Bunun disinda yakin iilke floralar1 incelendiginde siyasi nedenlerle Suriye sinirlari
igerisinde gosterilen Amanos Daglari’nda A. postii’ye ait bilgiler bulunmaktadir
(Edward, 1838-1909).
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Materia Medica’da adi gecen Ajuga tiirleri ve kullanimlari

Folia Ajugae chamaepitys (European ground pine, yellow bugle leaves); seyrek
ates, gut, romatizma ve safra rahatsizliklarinda hazirlanan infiizyonun bir damlasi
etkili olmaktadir. Diiiretik, uyarici ve emenegogtur. Aromatik tat ve koku igerir.

Herba Ajuga reptans (Bugle herb); hazirlanan infiizyon, dekoksiyon ya da toz
haline getirilmis yapraklar1 akciger ve dalagi temizler, sarilik ve romatizmaya karsi
kullanilir. Aci, buruk ve aromatik bir tat icerir. En 6nemli kullanimini akciger
kanamalar1 ve safra rahatsizliklari olusturmaktadir. Orta dercede yatistirict ve
tansiyon diistirticiidiir (Steinmetz, 1969).
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GERECLER ve YONTEMLER
Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyal ve Yontemler
Bitkisel Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan A. postii Briq. igel: Camliyayla, Namrun Kalesi,
1350 m, kayalik 10.07.2015 ve A. relicta P.H.Davis Kahramanmaras: Cimen dagi,
Yavsan tepesi, Pekmezpinari, 1500m, 03.06.2015 tarihlerinde toplanmistir. Ajuga
postii ve A. relicta’nin Tirkiye’deki dagilislart Sekil 1 ve 2’de verilmistir.
Toplanilan &rnekler preslenerek kurutulmus olup Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu (ESSE)’nda saklanmaktadir (ESSE no: 15083 ve 15084).

ety

—

Sekil 1. Ajuga poestii’nin Tiirkiye’deki dagilisi

il

Sekil 2. Ajuga relicta’nin Turkiye’deki dagilisi
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Makromorfolojik Calismalarda Kullamlan Yoéntemler

Bitki orneklerinin tayini Tiirkiye Florast kullanilarak gerceklestirilmistir (Davis ve
ark., 1965; Davis ve ark., 1985).

Morfolojik incelemeler, taksonlarin morfolojik karakterleri tizerinden yapilmistir.
Yeterli biiyiikliikteki bitki kisimlari i¢in 6l¢timlerde cetvel kullanilmistir. Kiigiik
olan yapilar stereo mikroskop altinda milimetrik kagit ile élgiilmiistiir. Olgiimlerde
her tiire ait en az 10 bitki 6rnegi kullanilarak olglimlerin ortalamasi verilmistir.
Tiirlerin genel 6zellikleri ortaya konulmus olup morfolojik calismalarda yaprak,
govde, cicek durumu, kaliks, korolla, stamen gibi karakterlerin belirlenmesi ve
Olgtimleri Nikon SMZ645 stereomikroskop altinda gergeklestirilmistir.

Anatomik Cahsmalarda Kullanmilan Yontemler

Anatomik calismalarda %70 lik alkol igerisinde muhafaza edilen kok, gévde ve
yaprak kisimlar1 incelenmistir. Bunun i¢in Sartur reaktifi kullanilmistir. Sartur
reaktifi bitki yapis1 icerisinde bulunan birden fazla elementin ayni anda
gozlemlenmesinde kullanilmaktadir. icerisinde yer alan maddeler ve etkileri
sOyledir:

Sudan 111, yag, kiitin ve siiberini turuncu renge boyar.
Laktik asit, kuvvetli asit 6zelligi gosterir. Dokular1 berraklastirir.
Anilin, lignin ile asitli ortamda sar1 renk verir.

fyot, nisasta ile reaksiyonu sonucu mavi-mor renge boyar.
Sartur reaktifinin hazirlanisi;

Sudan Il ile sogukta doyurulmus laktik asit 45.0 ml

Saf laktik asit 60.0 ml

Saf anilin 2.0 gr

Iyot 0.20 gr

Potasyum iyodiir 1.0 gr

Etanol 95° 10 mi

Distile su 80 ml

Potasyum iyodiir, etanol ve distile su reaktifte yardimc1 madde olarak yer alir
(Tanker, 2002). Yapilan tiim anatomik incelemelerde el ile kesitler alinmis ve
fotograflar1 Zeiss AXIO Lab. Al isik mikroskobu ve Axiocam ERc 5s kamera
kullanilarak ¢ekilmistir. Kesitler gliserin jelatin ile daimilestirilerek kapatilmistir.
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Molekiiler Calismalarda Kullanilan Yontemler
DNA ekstraksiyonu

Bitki o6rneklerine GE Nucleon PhytoPure Genomic DNA Extraction Kiti (GE
Helthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) ile ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmigtir. Belirtilen protokol su sekilde uygulanmustir:

1) Derin dondurucudan g¢ikarilan bitki 6rneginden 0.1 gram agirliginda 6rnek
alinarak tizerine siv1 azot dokiildi.

2) Ornek havanda doviilerek toz haline getirildi. Soguk ependorf tiipiine aktarilda.
3) 600 uL (mikrolitre) Reagent 1 eklenerek karistirildi.

4) 200 pL Reagent 2 eklenerek karistirildi.

5) 65 C° de su banyosunda 10 dakika bekletildi.

6) Daha sonra buz iizerinde 20 dakika bekletildi.

7) -20 C° de bekletirken tizerine kloroform 500 pl eklendi.

8) 100 uL Nucleon Phytopure reagent eklenerek oda sicakliginda 10 dakika
karistirildi.

9) 1300 G de 10 dakika santrifiij edildi.

10)  Supernatant baska bir tiibe aktarildi.

11) Uzerine esit hacimde izopropanol eklendi.

12) DNA da ¢okelme gergeklesene kadar ters yiiz edilerek karistirildi.
13) 4000 G de 6-7 dakika santrifiij edildi.

14) DNA peleti %70 lik etil alkol ile yikandi.

15) 4000 G de 6-7 dakika tekrar santrifiij edilerek iist kisim atildu.

16) Olusan pelet ultra saf su ile ¢6zdurildi.

17) DNA varligi agaroz jel elektroforezi ile gozlemlendi. Daha sonra elde
edilen total DNA, diliisyon isleminden gegcirilerek istenilen gen bdlgelerinin
eldesi i¢in PCR uygulandi.

Diliisyon hazirlama

Yontem her iki bitki tiirti i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir.

1/1diliisyon =4 uL DNA + 4 uL (DNA-RNA free su)
1/9 diliisyon = 1 pLL DNA + 9 pL (DNA-RNA free su)
Her bir 6rnek igin;
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1/1 diliisyon
1 uL PCR template 2 uL PCR template

22 uL mix 21 uL mix
1uLITS1 1uLITS1
1uLITS4 1uLITS4

25 pL total reaksiyon
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR yontemi internal transcribed spacers (ITS-1 ve ITS-4) bolgelerinin

cogaltilmas1 amaciyla gerceklestirilmistir. Istenilen spesifik ITS gen bélgelerinin
¢ogaltilmasi i¢in ITS-1 (5°-TTC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS-4 (5’-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’) primer setleri kullanilmigtir.

1. Asama denaturasyon islemi Total DNA 94 C° 10 dakika
2. Asama toplam 35 dongii 94 C° 45 saniye

Baglanma 57 C° 30 saniye

Uzama 72 C° 2 dakika
3. Asama son uzama 72 C° 8 dakika seklinde uygulanmistir.
Elde edilen iiriin +4 C°de saklanmustir.
PCR uygulamasi i¢cin %1°lik agaroz jel hazirlama

1) 1 gram agaroz tartilip 100 ml 1LXTAE tamponuna konuldu. Mikrodalgada seffaf
hale gelene kadar kaynatildi.

2) Soguyunca igerisine 5 ul etidyum bromir (10 mg/ml) eklendi.

3) Jel tablasi elektroforez tankina dik sekilde (tampona sivi girmeyecek sekilde)
yerlestirildi.

4) Uygun tarak segilerek yuvaya yerlestirildi.
5) Jel tablaya dokiildii. 15-20 dakika beklendi. Tarak ¢ikarildi.
6) Uzerine tampon ¢ozeltisi eklendi.

7) 1 puL boya parafin iizerinde 5 uL PCR 6rnegi ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklendi.

8) 1lk kuyucuga 5 uL. DNA marker yiiklendi.
9) Elektrotlarin uglar1 dogru sekilde yerlestirildi.
10) Yaklasik 100-200V arasinda 30 dakika yiiriitme islemi uygulandi.

11) Goriintiileme ve fotograf ¢ekimi UV 15181 altinda gergeklestirildi. Dizi analizi
islemine kadar -20°C’de saklandi.

Dizi analizi

DNA analizi hizmet alim1 olarak Refgen Biyoteknoloji Ltd.Sti.’ne yaptirilmistir.
Dizi analizi sonuglart BLAST tanimlayici program ile gergeklestirilmistir. Elde
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edilen veriler ulusal biyoteknoloji merkezi verileri (http://www.ncbi.nim.nih.gov)
ile karsilastirilarak en yakin eslesmeler belirlenmistir.

Fitokimyasal Calismalar
Ekstrelerin hazirlanisi

Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak tistii kisimlar1 kaba toz haline getirildikten
sonra Soxhlet apareyinde ¢oziicii olarak sirasiyla hekzan, etil asetat ve metanol
kullanilarak 8’er saat siireyle ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler vakum altinda
rotavaporda (< 40 °C) yogunlastirilmistir. %70 metanolde 24 saat bekletilen sulu
ekstre ile ugucu yag eldesi igin kullanilan su distilasyonu yonteminde balon
icerisinde kalan sulu kisim liyofilize edilerek kullanilmistir. Tim ekstreler analiz
anina kadar -20 °C’de saklanmustir.

Miktar Tayini Calismalar:
Toplam fenolik madde miktar tayini

Calisma kapsaminda elde edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-
Ciocalteu yontemi kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Biitiin 6rnekler
ve standart olarak kullanilan gallik asit metanolde ¢oziilmiistiir. 50 pL 6rnek, 4 ml
distile su, 250 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 750 uL sodyum karbonat ¢o6zeltisi
(Na2CO3) deney tiiptinde karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
Cozeltilerin absorbans degerleri 760 nanometre (nm)de spektrofotometrede suya
karst okunmustur. Toplam fenolik madde miktari gram ekstrede miligram (mg)
gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Ug paralel deney yapilarak
sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir.

Toplam flavonoid madde miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak
hesaplanmugtir. 50 uL metanolde hazirlanmis ekstre (10 mg/mL), 50 uL etanolik
aluminyum triklorit (20 g/L) ve 1150 pL etanol ile karigtirllmistir. Cozeltilerin
absorbanslar1 20 °C de 40 dakika bekletildikten sonra 415 nmde 6lgtlmiistiir. Kor
¢ozelti 50 pL ekstre ve 5 pL asetik asitin 1200 pL etanolik ¢ozeltisi olarak
hazirlanmistir. Kersetinin kalibrasyon egrisi etanolde ¢oziilerek ayni sekilde
hazirlanmistir. Butiin olgtimler ti¢ paralel olarak alinmis ve ortalama sonuglar
kullanilmastir.

Toplam flavonol madde miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonol miktarlar1 Kkersetine esdeger olarak
hesaplanmistir. Kersetinin kalibrasyon egrisi metanolde ¢oziilerek hazirlanmstir.
250 pL. metanolde hazirlanmis ekstre (10 mg/mL), 250 pL etanolik aluminyum
triklorit (20 g/L) ve 750 uL sodyum asetat (50 g/L) ile karistiritlmistir. Cozeltilerin
absorbanslar1 20 °C de 2.5 saat bekletildikten sonra 440 nmde okunmustur. Ayni
islemler seyreltik kersetin ¢ozeltileri igin yapilmistir. Kor ¢ozelti 250 pL. metanol,
250 pL etanolik aluminyum triklorit ve 750 uLL sodyum asetat ile hazirlanmistir.
Sonuglar ti¢ paralel deneyin ortalamasi olarak verilmistir.

Sivi kromatografisi/kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile ekstrelerin analizi

Calisilan ekstrelerin Stvi Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (LC/MS) sistemi ile
analizleri gergeklestirilmistir.
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Antioksidan aktivite calismalari
1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil ( DPPH?¢) radikalini siipiiriicii etki tayini

2 mg/25 ml oraninda DPPH' metanolde hazirlanmistir. Mikrotitrasyon petrisinin
Ilk sirasina her bir numuneden 200 pl, ikinci ve daha sonraki siralara 100 ul metanol
konulmustur. Seyreltme islemi uygulanmistir. Metanol ile karistirtlmis DPPH’
eklenmistir. En son aliman 100 pl atilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nmde okunmustur. Inhibisyon
yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir. Degerler {i¢ paralel deneyin
ortalamasi olarak verilmistir.

% inhibisyon = [(AbSkontroI— ADbSsmek) /AbSkontroI] x 100
ABTSe+ Radikal Siipiiriicii Etki

Standart TEAC metodu (Troloks’a esdeger antioksidan kapasite) yontemi, ABTS™
(2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikalinin siipiiriilmesi ve
vitamin E’nin suda ¢ozinen analogu olan troloks ile karsilastirilmasina
dayanmaktadir. 7 milimolar (mM) ABTS ve 2.5 mM sodyum persiilfat (Na2S20s)
karistminin karanlikta 12-16 saat bekletilmesi sonucu mavi yesil renkli radikal
olusumu saglanmistir. Cozeltinin 734 nmdeki absorbansi 0,8-0,7 olacak sekilde
absolii etanol ile seyreltilmistir. 10 pL 6rnek ve 990 uL hazirlanan ABTS™ ¢ozeltisi
karistirilarak, 1 dakikalik araliklarla 734 nmde absorbansi 30 dakika siire ile
Ol¢iilmiistiir. Troloksa esdeger antioksidan kapasitesi troloksun kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanmustir.

p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi B-karoten soldurma deneyine gére yapilmustir. 1
ml B-karoten (1 mg/ml kloroform igerisinde) igerisinde 120 mg Linoleik asit ve
1200 mg Tween 20 bulunan balon igerisine ilave edilmistir. Rotavaporda kloroform
uzaklastirilmistir. Daha sonra 10 dakika azot altinda yogunlastirilmistir. 300 ml
distile su eklenerek 10 dakika karigtirilmistir. Kontrol ve orneklerin sahitleri -
karotensiz olarak hazirlanmistir. Tim numunelerin  6rnekleri 470 nmde
spektrofotometrede 6lciilmiistiir. Ornekler termal otooksidasyon igin 50 °C de 105
dakika su banyosunda bekletilmistir. f-Karoten’in solma derecesi 15 dakikalik
araliklarla izlenmistir. Antioksidan aktivite sonucu {i¢ deneyin ortalamasi olarak
verilmistir.

Antioksidan Aktivite% = [1-(Ab%mek-Abs!®smek)/ (Ab’kontrol-Abs! ®kontro1)] x 100
Ucucu Yag Eldesi
Distilasyon islemleri

Bitkisel materyallerden ucucu yag elde edilmesi icin laboratuvarda Avrupa
Farmakopesinde (8.0) tarif edilen Clevenger apareyinde su distilasyonu islemi
uygulanmigtir.

Su distilasyonu

Laboratuvarda Clevenger apareyinde yapilan su distilasyonu isleminde A. relicta
herba yaklasik 100 gr ve A. postii yaprak ve ¢igek kisimlar1 35 gr tartilarak 2 litrelik
balona doldurulduktan sonra balonun 2/3’ne kadar distile su ilave edilerek 3 saat
siireyle distilasyon islemi gergeklestirilmistir. Ug saatin sonunda elde edilen ugucu
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yag alinmistir. Su distilasyonu islemi i¢in kullanilan Clevenger apareyi Sekil 3’de
gosterilmistir.

Sekil 3. Clevenger apareyi
Analitik ¢calismalar

Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi sistemi
(GKI/KS)

Elde edilen ugucu yaglarin es =zamanli gaz kromatografisi ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi sistemi ile analizleri yapilmigtir. GK
sisteminde kolonda ayrilan bilesikler FID (Alev iyonlagsma dedektorii) dedektor ile
tespit edilerek bilesiklerin bagil yiizdeleri belirlenmistir. GK/KS sistemine ait
kolonda ayrilan bilesiklerin kiitle spektrometrisi kisminda tek tek kiitle
spektrumlart alinmistir. Degerlendirme islemleri "Baser Ugucu Yag Bilesenleri
Kiitiiphanesi" nin yani sira Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder 2.1 Kiitiiphane
Tarama Yazilimlar kullanilarak yapilmigtir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Botanik Calhismalara Ait Bulgular

A. postii ve A. relicta endemik tiirler (Davis, 1985) olup morfolojik ve anatomik
ozellikleri belirlenerek fotograf ¢ekimleri ile desteklenmistir. Tiirlerin ¢igeklenme
doénemleri, belirtilen tip 6rneginin bulundugu lokalite bilgisi, ¢alismamizda bitki
orneginin toplandigi lokalite, habitat 6zellikleri, yiikseklik, endemizm durumu ve
bulundugu fitocografik bolge belirtilmistir. Bitkilerin morfolojik 6zellikleri
“Tirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi” kullanilarak ve arazi g¢aligmalari ile
toplanilan bitki orneklerinin incelenmesi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular
florada belirtilen bilgiler ile karsilastirilmali olarak verilmistir.

Anatomik ozellikler Sartur reaktifi ile hazirlanan preparatlar ile belirlenmis ve
fotograflar1 ¢ekilmistir.

Morfolojik ve Anatomik Ozellikler
A. postii Brig. in Bull. Herb. Boiss. 2:710 (1894).

Kuvvetli, cok yillik, 77-84 cm, kisa odunsu rizomlu. Gévde dar, boylu; dallanma
basit ya da iistte dallanmuis; tiiyler koselerde piloz. Govde ve gigek yapraklari kisa
sapli, yapraklar ovat-lanseolat, 3.5-10x1-4 cm, tam ya da diizensiz testere disli ya
da disli, seyrek, uzun tiiylii, taban attenuat, tepe akut. Cigekler her vertisillastrumda
2 tane, genis, yaklagik olarak floral yapraklarin yarist uzunlukta. Kaliks 8-12 mm,
pargal1 5 disli, disler uzun salgi tiiylii ya da tiiysiiz. Korolla koyu mor-pembe renkli
(kuruyunca morumsu), 24-50 mm, iist dudak eksilmis ya da kaybolmus, emarjinat;
alt dudak tiibiin 3 kat1, resupinat, yogun tiiyli. Stamen sayis1 4, 13-18 mm, filament
basit, uzun ve yiinsii tiylii. Stilus 22-24 mm, tiiysiiz, ginobazik degil, ovaryum
loplarinin iizerinden ¢ikar, stigma bifid. Meyve tiziimsii, belirgin olmayan 4 loplu,
yaklasik 3-6 mm, etli morumsu-siyah renkli perikarpli (Sekil 4 ve 5).

Tip ornegi: C6 Hatay: in montibus Amani, Gavur Dagi et ad Yokoun-Olouk prope
Antioch, [1200-1600 m], G. Post (holo. G).

Toplanilan yer: C5 Icel: Camliyayla, Namrun Kalesi, 1350m, Kayalik, K 37° 16.8
54.5> D 34° 60.1° 16.5”’(ESSE no : 15083).

Ciceklenme donemi: Haziran - Temmuz

Habitat: Fagus ormanlari, Quercus makilikleri ve kayalik dag yamagclari.
Yiikseklik: 60-1600 m.

Endemik, Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 4. A. postii

k

Sekil 5. A. postii ¢ice
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Anatomik Bulgular
A. postii kok anatomik ozellikleri

Periderma 2-3 siral1 olup basik hiicrelerden olusmaktadir. Peridermanin altinda yer
alan c¢ok tabakali korteks tabakasi ¢okgen ve parenkimatik hiicrelerden olusur.
Burada sklerankima hiicreleri bulunmaktadir. Floem ve ksilem arasinda yer alan
kambiyum belirgin degildir. Ksilemin trakeal elementlerini olusturan trake ve
trakeidler genis bir yer tutmaktadir. Oz bolgesi parenkimatiktir. Sekonder ksilemde
bulunan 6z kollar1 1-2 siralidir (Sekil 6).

Sekil. 6. A. postii kok anatomik kesiti, P: Periderm, Pa: Parenkima hiicresi, S: Sklerankima,
Fl: Floem, Ok: Oz kollar, Tr: Trake hiicresi

A. postii govde anatomik ozellikleri

Lamiaceae’nin tipik dort koseli otsu govde yapisina sahip olan A. postii ‘nin dis
kismu Kutikula tabakasi ile kaplidir. Epiderma tabakasi tek sirali olup koselerde ve
koseler arasi bolgede kollenkima goriilmektedir. Korteks oval, parenkimatik
hiicrelerden olusur ve dar bir alan1 kaplar. Endodermis tabakasi belirgin degildir.
Floem ve ksilem arasinda bulunan kambiyum tabakasi belirgin olmayip floem
elemanlar1 siki diizenlenmis bir yap1 gosterirken ksilem floeme gore daha genis bir
alan1 kaplamakta ve trake ile trakeidler ayirt edilebilmektedir. Oz bolgesi cokgen,
biiyiik, parenkimatik hiicrelerden olusmaktadir (Sekil 7).
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Sekil. 7. A. postii govde anatomik kesiti, E: Epidermis, Pa: Parenkima hiicresi, Fl: Floem, Tr:
Trake hiicresi, Oz: Oz

A. postii yaprak enine kesit anatomik ozellikleri

Alt ve iist epidermis tek tabakalidir. Uzeri ince bir kutikula tabakasi ile ortiiliidiir.
Epidermis tabakasinda ortii tiiyiine rastlanmaktadir. Ortii tiiyii basit olup 1-4
hiicrelidir. Uzeri ince bir kutikula tabakas1 ile kapldir. Palizat parenkimasi1 ve
slinger parankimasi birbirine benzer hiicrelerden olusmaktadir. Damarin orta
kisminda yer alan vaskiiler sistemde yapragin alt yiiziine bakan kisminda floem ve
tist yiizeyine bakan kisminda ise ksilem elemanlar1 bulunmaktadir (Sekil 8).

23



Sekil. 8. A. postii yaprak enine kesiti, Ot: Ortii tiiyii, K: Kutikula, Ue: Ust epidermis, Pp:
Palizat parenkimasi, Sp: Siinger parenkimasi, Ae: Alt epidermis, V: Vaskular sistem
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A. relicta P.H.Davis in Notes Roy. Bot. Gard. Edinburgh, 38: 444, 1980.

Cok yillik bitki, 23-49 cm. Govde kuvvetli, dik veya yiikselici, iist kisimlarda kisa
dalli. Yapraklar mizraks: (en azindan siirgiin koltuklarinda), tiiysiiz, taban
yapraklar1 mizraksi, taban asagida daralmig (attenuat), kenarlar tam ya da nadir
olarak disli, tepe akut, tiiysiiz, 3-4.6x0.9-1.2 cm. Govde tizerinde yapraklar tiggen
seklinde ve tabanda govdeyi sarict; yapraklar siirgiin koltuklarinda daha dar, tam
ya da nadiren disli, tepe akut, tiiysiiz 4-8.5x0.8-3.3 cm, tabanda daralmis ve hemen
hemen sapsiz. Cigcek durumu ucta, basaga benzer durumda, 3-14 cm, gigek
durumunun ana ekseni uzun-salg tiiyli, vertisillastrum yogun 6-14 (16) ¢icekli, en
azindan en alttakiler yaprak benzeri brakteler tarafindan tasinmakta, st
kisimlardakiler daha kisa. Brakteler lanseolat, taban semi-ampleksikaul, kenar tam,
tepe akut, tiiysiiz, 1.7-5x1-1.2 cm. Kaliks lanseolat 7-11 mm, uzun salg: tiiylii,
parcalanmis 5 disli, tepe akut-kuminat, gri lanat-villos tiiylii. Korolla 11-19 mm,
krem rengi, kuruyunca sarimsi-bej rengi, tiip silindir seklinde ve 3 loplu alt dudagin
yaklagik iki kat1 uzunlukta; tist dudak 1 mm, tabanda iki disli, gri lanat-villos tiiylii.
Stamen sayisi1 4, filament lanat-villos tiiylii, 4-7 mm. Stilus 10-14 mm, ginobazik
degil, stigma bifid. Meyve nutlet, retikulat-ruguloz, 1-1.5 mm, koyu sar1 renkli
(Sekil 9 ve 10).

Tip ornegi: C6 Kahramanmaras: Ahir dagi, 1830 m, 17.07.1907, Haradjian 1573.

Toplanilan yer: C6 Kahramanmaras: Cimen dagi, Yavsan tepesi, Pekmezpinari, K
37°28° 42>’ D 36°42° 21°(ESSE no : 15084).

Ciceklenme donemi: Haziran-Temmuz
Yetisme ortam: Cedrus libani ve Abies cilicica’nin bulundugu agikliklarda.
Yiikseklik: 1500m.

Endemik, Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 9. A. relicta

Sekil 10. A. relicta cicek
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Anatomik Bulgular
A. relicta kok anatomik o6zellikleri

Kokiin dis kisminda yer alan peridermanin en dis kisminda par¢alanmus hiicrelerden
olusan fellogen tabakasi bulunmaktadir. Fellogen tabakasinin altinda ise birkag
sirali felloderma yer almaktadir. Peridermanin altinda yer alan korteks tabakasi
katmanli olup oval parenkimatik hiicrelerden olugmaktadir. Burada sklerankima
hiicreleri goze c¢arpmaktadir. Floem ve ksilem arasinda yer alan kambiyum
belirsizdir. Biiyiikli, kiiciikli trakeal elementlerden olusan ksilem genis bir yer
tutmaktadir. Ksilem hiicreleri 6z bolgesine kadar uzanmaktadir. Oz bdlgesi belirgin
olup sekonder ksilem arasinda 1-2 siral1 1sinlar bulunmaktadir (Sekil 11).

Sekil 11. A. relicta kok enine kesiti, Pe: Periderm, P: Parenkima hiicresi, S: Sklerankima, Fl:
Floem, Ok: Ozkollari, Tr: Trake hiicresi, Oz: Oz

A. relicta govde anatomik ozellikleri

Ajuga relicta ve A. postii taksonlar1 govde anatomik kesitlerinde benzer 6zellikler
gostermektedirler. Ajuga relicta’nin dort koseli otsu gévde anatomik kesitinde
epiderma tabakasi 1-2 sirali olup iizeri ince bir kutikula tabakasi ile kaplhidir. Govde
lizerinde ortii ve salgi tiiyli gézlemlenmemistir. Koselerde epidermanin altinda
birkag sirali ve koseler arasi bir sirali diizensiz hiicrelerden olusmus kollenkima
bulunmaktadir. Korteks parenkimatiktir ve Kkloroplast igerir. Alt kisimda
sklerankima hiicreleri gdzlenmistir. Kambiyum belirsizdir. letim demetleri iyi
gelismistir. Floem sekilsiz, oval hiicrelerden olusmus olup dar bir alan1 kaplar.
Ksilem ise yuvarlak, oval, cokgen sekilli elemanlardan olusmustur. Oz kollar1 1-2
sirahidir. Oz bélgesi biiyiik cokgen, yuvarlak sekilli parenkimatik hiicrelerden
olugsmakta ve genis bir alan1 kaplamaktadir (Sekil 12).

27



Sekil 12. A. relicta govde anatomik kesit'i., = Epidermis, Pa: Parenkima hiicresi, Sk:
Sklerenkima, Fl: Floem, Tr: Trake hiicresi, Oz: Oz

A. relicta yaprak enine kesit anatomik ozellikleri

Epiderma enine kesitte tek sirali, basik hiicrelerden olusmaktadir. Uzeri ince bir
kutikula tabakasi ile kaplidir. Iletim demetleri kollateral tip olup demetin etrafi
parenkimatik bir kin ile sarihidir. Ksilem st epidermaya, floem alt epidermaya
bakan yonde yer almaktadir. Orta damar bolgesinde iist ve alt epidermanin altinda
1-5 sirali parenkima hiicreleri yer alir. Sklerenkima hiicreleri ise ksilemin iistiinde
ve floemin altinda yer almaktadir (Sekil 13).
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Sekil 13. A. relicta yaprak orta damar enine kesiti, Ku: Kutikula, Ue: Ust epidermis,
V:Vaskuler demet, Ae: Alt epidermis
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Yapilan morfolojik ¢alismalar sonucunda endemik olan A. postii ve A. relicta’nin
sahip oldugu karakterler Tiirkiye Florasi’nda belirtilen 6zellikler ile karsilagtirmali
olarak Cizelge 3 ve 4’de verilmistir. Burada belirtilen 6zeliklerin bazilar1 ilk kez
ortaya konulmustur.

Cizelge 3. A. postii morfolojik 6zellikleri

A. postii
Karakterler
Flora of Turkey Bulgular
Hayat formu Cok yillik, kisa agagsi rizomlu | Kuwvvetli, ¢ok yillik, kisa
odunsu koklii
Bitki boyu calm 77-84 cm
sekli Dar, boylu Dar ve boylu
Govde dallanma Basit ya da iistte dallanmis Basit ya da tistte dallanmis
tiiyliiliik Késelerde uzun tiiyli Koselerde uzun tiiylii
boyu 1.5-4 X 4-10 cm 3.5-10 X 1-4 cm
sekli Ovat- lanceolat Ovat- lanceolat
Govde taban - Attenuat
yapraklari
tepe - Akut
kenar Tam ya da diizensiz testere Tam ya da diizensiz
disli ya da disli testere disli ya da disli
tityliiliik Seyrek, uzun tiiyli Yaprak kenarlarinda
seyrek, uzun tiyli
Cicek cicek sayis1 2 2
durumu
boyu 1.5-4 X 4-10 cm 3.5-10 X 1-4 cm
sekli Ovat- lanceolat Ovat- lanceolat
Brakte kenar Tam ya da diizensiz testere Tam ya da diizensiz
disli ya da disli testere disli ya da disli
tepe -—-- Akut
tiiyliiliik Seyrek, uzun tiiyli Kenarlarda tiiyli
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boyu 8-11 mm 8-12 mm
dislerin sekli - Lanseolat
Kaliks dis sayis1 - Pargal1 5 disli
dislerin tepesi - Akut
tityliiliik Disler salg: tiiyli Disler uzun salg tiylii ya
da tiiysiiz
rengi Pembe-kuruyunca morumsu Koyu mor, pembe
(kuruyunca morumsu)
boyu 30-50 mm 24-50 mm
Koroll loplarin sekli Ust dudak kaybolmus Ust dudak eksilmis ya da
orofla kaybolmus, emarjinat, alt
dudak tibiin 3 kati,
resupinat
lop sayisi Alt dudak 3 loplu
tiiyliiliik - I¢ kistm uzun, yogun tiiylii
sayis1 -- 4
Stamen
boyu 13-18 mm
Filament tinyliiliik Basit, uzun, yiinsi tiyli
boyu 22-24 mm
Stilus
tiiyliiliik Tiiystliz
Stigma sekli Bifid
sekli Uziimsii, belirgin olmayan 4 | Uziimsii, belirgin olmayan
Mevve loplu 4 loplu, etli morumsu-
y siyah renkli perikarpl
boyu c. 6mm c. 3-6 mm
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Cizelge 4. A. relicta morfolojik dzellikleri

A. relicta
Karakterler
Flora of Turkey Bulgular
Hayat formu Cok yillik bitki Cok yillik bitki
Bitki boyu 30 cm’den fazla 23-49 cm
sekli Dik Kuvvetli, dik veya
yiikselici
Govde dallanma Ust ksimlarda kisa dalli Ust ksimlarda kisa dalli
tiiyliiliik Tiysliz Tlystliz
boyu 3-4.6x0.9-1.2 cm
sekli Mizraksi Mizraksi
taban Attenuat Attenuat
Taban -
yapraklar kenar Tam ya da.na.dlr olarak
disli
tepe Akut
tiiyliiliik Tiysliz Tlystliz
boyu 2.5-5¢cm 4-8.5x0.8-3.3 cm
sekli Lanseolat Lanseolat-dentat
Govde taban Ampleksikaul Ampleksikaul
yapraklari
tepe Akut
kenar Tam ya da seyrek disli
tiiyliiliik Tliystiz Tlysiiz
Vertisillastru cicek sayis1 Yogun 6-12 ¢igekli 6-14 (16) ¢igekli
m
boyu 3-14 cm
boyu 1.7-5x1-1.2 cm
sekli Lanseolat
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kenar Tam
Brakte tepe Akut
taban Semi-ampleksikaul
tiiyliiliik --- Tlystliz
boyu 8-11 mm 7-11 mm
dislerin sekli Lanseolat Lanseolat
Kaliks dis sayis1 --- 5
dislerin tepesi Akut-kuminat
tityliilitk Gri lanat-villos
rengi Krem rengi, kuruyunca
sarimsi-bej
boyu c. 16 mm 11-19 mm
Korolla lop sayisi Alt ((:ij ﬂg::: :(32Idoip:;1) , Ust
Alt dudak 3 loplu b dirgenmsis
tityliilitk Gri lanat-villos
Stamen sayis1 4
Filament boyu 4-7 mm
tityliililk Lanat-villos
Stilus boyu 10-14 mm
tinyliiliik Tiiysiiz
Stigma sekli Bifid
sekli Retikulat-ruguloz Retikulat-ruguloz
Nutlet
boyu 3.2-1.5mm 1-1.5 mm
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Molekiiler Calismalara Ait Bulgular

Yapilan PCR sonras1 elde edilen {iriiniin agaroz jel tizerindeki goriintiileri Sekil
14°de verilmistir. Orneklerin kodlamalar; 1) A. relicta 1/1: Diliisyon orani, 1 pl: 1
ul PCR iiriinii igeren 6rnek, 2 pl: 2 ul PCR iiriinii igeren 6rnek, 1/9: Diliisyon orani,
1 ul: 1 pl PCR iiriinii igeren 6rnek, 2 ul: 2 pul PCR iiriinii i¢eren 6rnek; 2) A. postii
1/1: Diliisyon orani, 1 pl: 1 pl PCR firiinii igeren 6rnek, 2 pl: 2 pl PCR {irlinii igeren
ornek, 1/9: Diliisyon orani, 1 ul: 1 pl PCR iiriinii igeren 6rnek, 2 ul: 2 ul PCR firiinii
iceren ornek seklinde verilmistir.

1kb 111 1wl 20 109 Tl 2al 2 171 1ul 20l 179 Tul 20l

Sekil 14. PCR sonrasi elde edilen iiriiniin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
Dizi analizleri sonrasi elde edilen veriler;
A. postii: ITS 4 dizi uzunlugu 583(790) ve baz dizilimi:

GGGTCTTGTTCTTTTGTTCCCCGCACAGACGACGTCTCGACAGCACGC
GAGTTGAAGATCAACCACCACTGGTCGCGACGTGCATCGCCGGGGGA
ACACATTTGGACCGGCCGCACGCCGGGGCGCACGGGAGGCCATTCTCC
GCCCCCACACCAGCACCGGGGCGCTAGAATGGGGGGCGACGCGATGC
GTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCAGCCTGACGGCTTCGGGCGCAAC
TTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAA
GTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCC
GTTGCCGAGAGTCGTTTTGGTATTACGACAGACGTCCTACCCCCGACA
CAGTCCGCAAACGGGGCGGCAGGGGCGGACAATCCTTTGAGTTTTCCT
TGGCGCATTCCGCGCCCGAGTTTGTTAGCCCAAGCGGCACGCGCGTGT
GCCCGCGCCGATAGGGGGTTTGGGGCGACAACCGAGGCTGCCGGTCC
CAATTTTGTTAAACACGTGTTCGCAGTCTGCTTTGCAGGTTTCGACAAT
GATCCTTCC
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A. relicta: ITS 4 dizi uzunlugu 625(790) ve baz dizilimi:

GGGTCGCGGTCGGAGGCACAATGCAATCGCATGCACCCTTTGGGTCTT
GTGTTTGTTCCCCACACGGACAACGCCTCTAATCCCGACAGCACGCGA
GTTGATGATCAACCACCACTGGTCGCGACGTGCGTCGCCGGGGGAACG
TATTTAGACCAGCCGCACACTGTGGCGTACGGGAGGCCATTCTCCGCC
CCCCACACGAGCACCGAAGTGCTGGAGGGGGGCGACGCGATGCGTGA
CGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCTGACGGCTTCGGGCGCAACTTGC
GTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTAT
CGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCGTTG
CCGAGAGTCGTTTTAGTATTACGACAGGCGTCCATCCCCCGACACAAT
CCGCAAACGGGGTGGCGAGGGTGGACAATCCTTTGAGTTTTCCTTGGC
GCATTCCGCGCCCGAGTTTGTTAGCCCGAGTGGCACGAGCGCAAGCGC
CCGCACCGACGGGGATCGGAGAGGCAGCCGAAGCTGCCCACCCAATA
TGGTTAAACACGTGTTCGCGGTCTGCCTTGCAGGTCTCGACAATGATC
CTT

seklindedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada iki taksonun sahip olduklar1 ITS 4 gen bolgelerine
gore yakin akraba tiirler Cizelge 5'de verilmistir.

Cizelge 5. En yakin akraba tiir ve benzerlik oram

Gen
Bankasindaki En

Bitki Tiirii Elde Efjllen Dizi | Eslesen Baz Yakin Karsihg Benzerlik
Uzunlugu Sayis1 Oram
A. postii 583 (790) 506/552 A. reptans %92

gblIN575347.1]

A. relicta 625 (790) 592/625 A. reptans %95
gblIN575347.1|

35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/395484380?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4M9HFB7V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/395484380?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4M9HFB7V016

Miktar Tayini Calismalarina Ait Bulgular
Toplam Fenolik Madde Miktar:

Ajuga postii ve A. relicta tiirlerine ait ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik asit tizerinden hesaplanmistir. Sonuglar
ve ekstrelerin kuru baz iizerinden % verimleri Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. Ajuga ekstrelerinin % verimleri ve 1 gr ekstrede mg gallik asite esdeger toplam
fenolik madde miktarlar:

Ekstraksiyon Verimi Toplam Fenolik Madde

Ekstreler (%) Miktarlar:

ES1A (A. relicta hekzan) 3,066 5,9
ES1B (A. relicta etil asetat) 13,63 9,7
ES1C (A. relicta metanol) 2,2 34,6
ES2A (A. relicta %70 metanol) 2,8 38,9
ES3A (A. postii hekzan) 1,76 12,5
ES3B (A. postii etil asetat) 1,56 33,4
ES3C ( A. postii metanol) 7,8 36,5
ES3D ( A. postii %70 metanol) 7,6 38,3

BE678D (A. relicta ugucu yag
balon alt1 suyu) 14,58 41,7

ES3E (A. postii u¢ucu yag balon
alt1 suyu) 31,25 42
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Toplam fenolik madde miktar tayini deneyinde oOrneklerin spektrofotometrik
okuma oncesi kolorimetrik goriiniisleri Sekil 15°de verilmistir.

Sekil 15. Toplam fenolik madde miktar tayini deneyinde ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri

Calisilan Ajuga tiirlerinden elde edilen ekstrelerin ¢6ziinen madde miktarlar1 kuru
agirlik iizerinden % verim olarak hesaplanmigtir. Elde edilen ekstrelerin verimleri
% 1,56 (A. postii etil asetat) ile % 31,25 (A. postii u¢ucu yag balon alti suyu)
arasinda degismektedir. Elde edilen ekstrelerin verimleri ES3B (A. postii etil asetat)
< ES3A (A. postii hekzan) < ES1C (A. relicta metanol) < ES2A (A. relicta %70
metanol) < ES1A (A. relicta hekzan) < ES3D (A. postii %70 metanol) < ES3C (A.
postii metanol) < ES1B (A. relicta etil asetat) < BE678D (A. relicta ucucu yag
balon alti suyu) < ES3E (A. postii u¢ucu yag balon alti suyu) seklinde
siralanmaktadir. Ekstre verimlerinden anlasilacagi tizere en yiiksek verim oranlari
calisilan taksonlara ait ugucu yag balon alt1 sularindan elde edilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda ekstrelerin i¢erdikleri toplam fenolik madde miktarlar
gram ekstrede mg gallik asite esdeger olarak belirlenmistir. Ekstrelerin siralamasi
ES1A (A. relicta hekzan) < ES1B (A. relicta etil asetat) < ES3A (A. postii hekzan)
< ES3B (A. postii etil asetat) < ES1C (A. relicta metanol) < ES3C (A. postii
metanol) < ES3D (A. postii %70 metanol) < ES2A (A. relicta %70 metanol) <
BE678D (A. relicta ugucu yag balon alti1 suyu) < ES3E (A. postii ugucu yag balon
alt1 suyu) seklindedir. En yiiksek toplam fenolik madde miktarlari ekstre verimleri
ile benzer olarak her iki bitkiye ait ugcucu yag balon alt1 sularinda tespit edilmistir
(Sekil 16).
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Sekil 16. Ajuga ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar:
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Toplam Flavanoid Madde Miktari

Ajuga postii ve A. relicta tirlerine ait ekstrelerin toplam flavanoid madde miktarlari
kersetin tizerinden hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Ajuga ekstrelerinin 1 gr ekstrede mg kersetine esdeger toplam flavanoid madde
miktarlari

Toplam Flavanoid
Ekstreler Madde Miktarlari
ES1A 0
ES1B 04
ES1C 33
ES2A 4,8
ES3A 11
ES3B 0
ES3C 0,6
ES3D 1,7
BE678D 2,4
ES3E 7,2
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Toplam flavanoid madde miktar tayininde 6rneklerin spektrofotometrik okuma
oncesi kolorimetrik goriiniisleri Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 17. Toplam flavanoid madde miktar tayini deneyinde ekstrelerin kolorimetrik
goriiniisleri

Calisilan Ajuga tiirlerinde toplam flavanoid madde miktarlar1 gram ekstrede mg
kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Calisilan orneklerin toplam flavanoid
madde miktarlar sirasiyla 1A =3B < 1B <3C <3A <3D <BE678D <1C <2A<
3E seklinde belirlenmistir (Sekil 18).

Toplam Flavanoid Madde Miktari
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Sekil 18. Ajuga ekstrelerinin toplam flavanoid madde miktarlari
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Toplam Flavanol Madde Miktari

Ajuga postii ve A. relicta tiirlerine ait ekstrelerin toplam flavanol madde miktarlar
kersetin tizerinden hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 8’de verilmistir.

Cizelge 8. Ajuga ekstrelerinin 1 gr ekstrede mg kersetine esdeger toplam flavanol madde
miktarlari

Toplam Flavanol Madde
Ekstreler Miktarlar:
ES1A 0
ES1B 0
ES1C 14,06
ES2A 6,38
ES3A 2,83
ES3B 0
ES3C 0
ES3D 4,72
BE678D 11
ES3E 0
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Toplam flavanol madde miktar tayininde orneklerin spektrofotometrik okuma
oncesi kolorimetrik goriiniisleri Sekil 19°da verilmistir.

Sekil 19. Toplam flavanol madde miktar tayini deneyinde ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri

Calisilan Ajuga tiirlerinde toplam flavanol madde miktarlar1 gram ekstrede mg
kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Caligilan 6rneklerin toplam flavanol madde
miktarlar1 sirasiyla 1A = 1B = 3B = 3C = 3E < BE678D <3A <3D <2A<1C
seklinde belirlenmistir (Sekil 20).

Toplam Flavanol Madde Miktari
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Sekil 20. Ajuga ekstrelerinin toplam flavanol madde miktarlar:
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Calisilan Ajuga taksonlarina ait ekstrelerde tespit edilen toplam fenol, flavanoid ve
flavanol madde miktarlar1 Sekil 21’de gosterilmektedir.

Toplam Fenol, Flavanoid ve Flavanol

Miktarlari
50
40
@ 30
s
10
coa i L
1A 1B 1C 2A 3A 3B 3C 3D 678D 3E
Ekstreler

mToplam Fenol  mToplam Flavanoid m Toplam Flavanaol

Sekil 21. Ajuga ekstrelerinin toplam fenol, flavanoid ve flavanol madde miktarlari

Ekstrelerin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi

Ekstrelerin igerdikleri bilesiklerin belirlenmesi amaciyla LC/MS analizleri
gergeklestirilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen A. postii’ye ve A. relicta’ya
ait iyon kromatogramlar1 Sekil 22 ve Sekil 23’de verilmistir. Analizler sonucunda
elde edilen pikler, MS degerleri, maddelerin bulundugu ekstreler ve tanimlanan
maddeler Cizelge 9 ve 10°’da verilmistir.
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Sekil 22. A. postii ekstrelerinin LC/MS analizi sonucu alinan iyon kromatogrami
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Sekil 23. A. relicta ekstrelerinin LC/MS analizi sonucu alinan iyon kromatogram
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Cizelge 9. A. postii ekstrelerinin LC/MS analiz sonuglari

Madde Rt M-H Parc¢alamalari Ekstreler Tamm
lama
1 7.53 393 347,185, 167, 141, 123 3D, 3C, 3B
2 10.36 651 489, 325, 179, 163, 119 3E
3 10.45 325 179, 163, 119 3D, 3C, 3B Kafeoil
glikoz
4 10.72 491 447, 429, 389, 347, 329, 185 3D, 3C
5 11.16 475 329, 311 3D, 3C
6 11.42 489 445, 427, 387, 327, 165, 125 3D, 3C
7 12.96 655 327,165, 147, 121 3E, 3D, 3C
8 13.97 651 325, 445, 427, 239, 163, 119 3E, 3D, 3C, 3B
9 14.43 433 387, 207 3C, 3B
10 15.15 785 623, 461, 315, 179, 161, 135 3D, 3C Forsytosi
de A+
glikoz
11 15.65 533 473, 443, 413, 383, 353 3E, 3D
12 15.65 519 357, 339, 313, 269, 241, 226 3E
13 16.15 435 389, 329, 221, 179 3E, 3D, 3C, 3B
14 16.32 623 461, 315, 297, 179, 161, 135 3D, 3C Forsytosi
de A
3-0-
Methylh
ypolaetin
7-O-
15 17.04 681 547, 351, 329, 315, 333 3E, 3D [6"O-

. 1 ’ ’ 1 ’ aCetyI]'
allosyl(1
2)glucosi
de

16 17.04 377 359, 253, 191, 185, 173, 147, 3E
129
17 17.13 519 414, 359, 340, 295, 249, 205, 3E, 3D

179
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18 17.37 525 479, 461, 443, 319, 301, 159 3E, 3D, 3C, 3B
19 17.55 651 489, 471, 445, 327, 309, 283, 3D
211, 163
20 18.17 799 637, 623, 605, 469, 461, 443, 3D Castonos
315, 193, 175 ide A

21 19.80 539 493, 319, 301, 173, 475 3E, 3D, 3C, 3B

22 20.80 843 513, 351, 337, 329, 179, 135 3E, 3D

23 22.05 477 431, 371, 161, 149 3B

24 22.10 505 329, 313, 298, 271 3E, 3D

25 22.88 421/ 289, 233, 211, 161, 149, 131, 3C, 3B

467 113
26 23.03 857 663, 527, 369, 333, 329, 193, 3E, 3D, 3C
163

27 23.3 651 475, 193, 175, 133 3C

28 24.13 543 319, 273, 229, 203 3D

29 27.8 209 153 3D, 3C
(N1,N5,
N10-Tri-
p_

30 28.75 581 462, 341, 316, 299, 273, 145, 3C, 3B (E.E,E)c

119 oumaroy

Ispermid
ine

31 30.87 327 309, 291, 229, 211 3E, 3D, 3C, 3B

32 32.13 635 473, 327 3B

33 32.7 329 314, 299, 271, 229, 211 3D, 3C Jaceosidi

ne
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Cizelge 10. A. relicta ekstrelerinin LC/MS analiz sonuglari

Madde Rt M-H Parc¢alamalari Ekstreler Tanmmlama

1 6.28 363 345, 319, 249, 201, 183, | 678D, 2A,1C, 1B

165
2 6.90 375 315, 213, 195, 169, 151 1C
3 7.36 393 375, 347, 185, 167, 141, 2A,1C, 1B

123
4 8.46 453 407, 347, 179, 161 1C
5 10.30 293 173,131 2A
6 10.57 405/ 363, 345, 327, 309, 165 | 678D, 2A, 1C, 1B

441
7 11.07 293 173,131 2A,1C
8 11.13 475 329, 311 1C, 1B
9 11.17 497 341, 335, 291, 179, 135 2A, 1C
10 11.94 481 319, 163, 361 678D, 2A, 1C
11 13.24 563 473, 443, 353, 383, 503 678D, 2A
12 13.24 639 505, 415, 343, 337, 301 678D, 2A
13 13.43 437 391, 331, 179 1B
14 13.86 335 179, 161, 135 678D, 2A, 1C, 1B
15 14.98 623 489, 337, 327, 285 678D
16 15.57 755 623, 593, 461, 315, 179, 2A Forsythoside
161, 135 B

17 15.80 623 489, 337, 327, 285 678D, 2A
18 16.05 435 389, 329, 179, 161, 149, 2A,1C, 1B

123
19 16.14 593 429, 285, 447 678D, 2A, 1C
20 16.23 785 623, 499, 337, 323, 285, 2A,1C

203, 161

21 16.30 497 335, 161 678D
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22 16.56 623 461, 285, 161 678D, 2A, 1C
23 16.6 131 113 2A,1C
24 16.63 607 473,321, 285 678D, 2A, 1C
25 17.4 447 285, 266, 255, 199 2A, 1C, 1B Luteolin
glikozit
26 17.96 799 623, 513, 461, 337, 285, 2A
193
27 17.98 623 461, 315, 297, 285, 179, 2A, 1C
161, 135
28 18.52 461 285, 175, 113, 327, 357, 678D, 2A, 1C Luteolin
369 glucuronide
29 18.60 769 623, 499, 483, 325, 285 2A
30 18.77 583 451, 421, 221, 161 2A, 1C
31 18.78 635 593, 471, 285 2A
32 18.94 319 201, 163, 155, 137, 119 1B Kumarik asit
+156
33 19.05 657 495, 465, 303 2A
34 19.64 637 461, 315, 297, 285, 193, 2A, 1B
175
35 19.79 461 285, 179, 161, 133 2A,1C, 1B Luteolin
glikolide
36 19.90 591 529, 489, 447, 321, 285, 2A
269
37 20.01 769 623, 461, 179, 161 2A
38 20.54 431 269, 240 2A Apigenin
glikoside
39 21.10 565 519, 501 2A, 1C, 1B
40 21.11 451 289, 161 2A
41 21.30 609 447 2A
42 21.32 813 637, 193, 175, 159 2A
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43 22.44 131 113 678D, 2A

44 23.13 651 505, 475, 327, 193, 175 2A,1C, 1B

45 23.50 131 113, 119 2A, 1C

46 25.61 489 391, 327, 309, 291 1C

47 25.68 375 195 1C

48 27.35 509 491, 481, 347, 267 2A,1C, 1B

49 30.99 327 309, 291, 229 678D, 2A, 1C, 1B
50 31.28 269 205 678D

51 33.00 329 311, 293, 229, 211 678D, 2A, 1C, 1B

Antioksidan Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

Serbest radikal siipiiriicii etki

DPPHe maksimum absorbansint 517 nmde gosteren istikrarli bir serbest radikal
olup antioksidan maddeler ile karsilastiginda serbest radikaller siipiiriiliir ve
emilimleri azalir (Mansour ve ark., 2013). Ajuga tiirlerinin toprak isti
kisimlarindan hazirlanan ekstrelerinin radikal siiptiriicii etkileri DPPHe serbest
radikali tizerinden belirlenmistir. Deneysel ¢alismalarda elde edilen kolorimetrik

sonuglar Sekil 24°de gosterilmistir.

Sekil 24. DPPHe deneyinde ekstrelerin kolorimetrik goriiniisleri

Sonuglar test edilen konsantrasyonlarda ICso degeri olarak verilmistir ve standart
antioksidan gallik asitin degerleriyle karsilastirilmistir. Orneklerin serbest radikal

stipiiriicii etkileri Cizelge 11°de verilmistir.
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Cizelge 11. Ajuga ekstrelerinin DPPHe serbest radikali iizerinden tayin edilmis inhibisyon
degerleri

ICs0 Degerleri

Ekstreler (mg/ml)
ES1A 0,97

ES1B > 1 mg/ml
ES1C 0,205
ES2A 0,16
BE678D 0,79
ES3A 0,34

ES3B > 1 mg/mi
ES3C 0,75
ES3D 0,19
ES3E 0,17
GA 1 mg/ml 0,01

DPPH- serbest radikal siipiiriicii etkinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada
diisiik 1Csp degerleri yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir. Buna goére GA >
2A > 3E > 3D > 1C > 3A > 3C > BE678D > 1A > 1B = 3B scklinde ekstreler
siralanmustir. Elde edilen sonuglar Sekil 25°de verilmistir.
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Sekil 25. Ajuga ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri
ABTSe+ Radikal Siipiiriicii Etki (TEAC)

Yapilan bu deney ile bilesiklerin sahip olduklari antioksidan aktiviteler ile ABTSe+
(2,2'-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonate) radikalini siipiiriicii etkinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calisilan ekstrelerin ABTSe«+ serbest radikalini inhibe
etme sonuglar1 Cizelge 12°de verilmistir.

Cizelge 12. Ajuga ekstrelerinin 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTSe+)
antioksidan aktivite sonuclari

Ekstreler MMTEAC Sonuglari
ES1A 0,476
ES1B 0,63
ES1C 2,30
ES2A 2,63

BE 678 D 2,40
ES3A 1,74
ES3B 1,87
ES3C 1,95
ES3D 2,50
ES 3E 1,15
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BHT

2,76

Gallik Asit

2,76

Yapilan TEAC deneyine gore ekstrelerin  ABTSe+ radikalini

stiplirmede

gosterdikleri etkinlikler siras1 ile su sekildedir: BHT = GA > 2A > 3D > BE678D
>1C>3C>3B>3A>3E>1B > 1A’dir. Sonuglar Sekil 26’da verilmistir.

TEAC (mM)
»—-

Sekil 26. 2,2’- azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTSe+) sonug¢lar:
B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

ABTS Sonuglari

BHT GA

2A 678D 3A

Ekstreler

Antioksidan aktivitenin belirlenmesine yonelik olarak yaptigimiz bir diger deneyde
B-karoten/linoleik asittir. Linoleik asit peroksidasyon igin kullanilan bir model
lipittir. Burada B-karotenin solmasmin oOnlenmesi yiiksek oranda antioksidan
aktivitenin varligin1 gostermektedir. Yapilan ¢aligmada kullanilan Ajuga cinsine ait

orneklerin ekstrelerinden elde edilen kolorimetrik

gosterilmistir.
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Sekil 27. pB-karoten/linoleik asit oksidasyonunu deneyinde ekstrelerin kolorimetrik
goriiniisleri

Calismada kullanilan ekstrelerin  zamana baglh olarak okunan absorbans
degerlerindeki degisimleri Sekil 28’de verilmistir.

Beta-Karoten Absorbans Egrileri

ABSORBANS DEGERLERI

45 60 75
ZAMAN (DAKIKA)

Sekil 28. Ajuga ekstrelerinin p-karoten-linoleik asit sisteminde absorbans egrileri

Ekstrelerin % antioksidan degerleri BE678D < ES3E < ES1A < ES1B < ES3B <
ES3D < ES3C < ES3A < ES1C < ES2A < BHT seklindedir (Cizelge 13, Sekil 29).
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Cizelge 13. Ajuga ekstrelerinin g-karoten-linoleik asit deneyinde % antioksidan aktivite
degerleri

Ekstreler Sonuclar
ES1A 15,349
ES1B 16,419
ES1C 38,486
ES2A 46,576

BE678D 0,23
ES3A 31,141
ES3B 27,129
ES3C 30,692
ES3D 28,453
ES3E 14,598
BHT 60,34

Beta-karoten-Linoleik Asit Antioksidan
Aktiviteler

70
60

50
40
3
2
- 8 J
—
1A 1B 1C 38 3C 3D 3E BHT

2A 678D 3A

Ekstreler

Antioksidan Aktivite
o o o O

Sekil 29. Ajuga tiirlerine ait ekstrelerin g-karoten-linoleik asit deneyine gére antioksidan
aktiviteleri
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Ucucu Yag Analizlerine Ait Bulgular

Ajuga postii ve A. relicta taksonlarina ait ugucu yag analiz sonuglar1 Sekil 30 ve
31’de verilmistir.
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Sekil 30. A. postii ucucu yag analizi spektrofotometre sonuclari
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Sekil 31. A. relicta ugucu yag analizi spektrofotometre sonugclari
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A. postii Hatay ve Mersin Bolgesi’nde, A. relicta ise Kahramanmaras-Cimen
Dagi’nda smirli bir alanda bulunmaktadir. Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi (Ekim
ve ark., 2000)’na gore; A. relicta tehlike altinda (EN) ve A. postii ise zarar gorebilir
(VU) kategorisinde yer almaktadir. IUCN Tehlike Altindaki Tirlerin Kirmizi
Listesi (http-1) (2015)’ne gore; tehlike altindaki (EN) ve zarar gorebilir
seviyesindeki (VU) tiirlerin tanimi soyledir;

Endangered (EN): Takson tehlike altindadir ancak bu diizey kritik degerde degildir.
Taksonun yakin gelecekte yiiksek oranda yok olma tehlikesi vardir. Habitat 500
km? ile 5000 km? arasinda tahmin edilmektedir. Populasyon pargalanmis veya
besten az lokalitede rastlanmaktadir. Ergin bireylerin sayisi yaklasik 2.500 diir.
Azalma oran1 bes yil i¢inde ya da iki kusak sonrasi % 20 olabilir. Tiim bireyler tek
bir populasyonda yer alabilir. Olgun bireylerin sayis1 250 nin altinda kalabilir.
Gelecek yirmi yil iginde ya da takip eden bes kusak sonras1 azalma orani yaklagik
% 20 olarak tahmin edilmektedir.

Vulnerable (VU): Takson gelecekte orta vadede yok olma tehlikesiyle karsi
karstyadir. Oniimiizdeki on yil igerisinde ya da takip eden ii¢ kusak sonrasinda
azalma orani1 yaklasik % 50 dir. Habitat 2000 km? ile 20 000 km?arasinda tahmin
edilmektedir. Populasyonda 10.000 den az olgun birey bulunmaktadir. Takip eden
on yil ya da ii¢ kusak sonrasinda azaltma orani yaklasik % 10 dur. Tiim bireyler tek
bir altpopulasyonda yer alabilir. Insan etmenine bagli olarak ergin bireylerin sayis
1000'den az olabilir.

Tiirkiye yasanan buzul ¢aglari sirasinda sahip oldugu iklim gesitliligi ve korunakli
alanlarinin bulunmasi ile birgok bitki tiiriiniin yagsamin1 devam ettirebildigi bir
tilkedir ( Sekercioglu ve ark., 2011). Uzerinde galistigimiz A. postii ve A. relicta
taksonlar1 da belirtilen ozellikler sonucu bulunmaktadirlar. Ajuga taksonlari
Lamiaceae iiyeleridir. Lamiaceae tiyelerinde tiy ortiist, bitkileri Akdeniz ikliminin
kuru ve sicak iklim ozelliklerinden koruyan bir adaptasyondur (Navarro ve El
Oualidi, 2000). A. relicta’nin govdesi lizerinde tily olusumu goriilmezken, A.
postii’'nin govdesi lizerinde seyrek tiiy olusumu gézlemlenmistir. Bunun yaninda
A. relicta’nin taban ve govde yapraklar ile brakteleri tiysiiz iken; A. postii’'nin
govde yapraklar1 ve brakteleri seyrek tiiyliidiir. Tiiy olusumlari A. relicta 'da kaliks,
korolla ve filamentte goriiliirken; A. postii'de kaliks disleri, korolla i¢ kismi ve
filamentler tiylidir.

Yapmis oldugumuz c¢alisma ile A. postii ve A. relicta nin anatomik ozellikleri ilk
kez tespit edilmistir. Her iki taksonda c¢ok yillik bitkilerdir. Buna bagl olarak kok
anatomik kesitlerinde sekonder gelisim goriilmektedir. Her iki tiiriin de kok korteks
yapilarinda sklerankima hiicreleri dikkati ¢cekmektedir. Her iki tiiriin kok anatomik
kesitlerinde floem ve ksilem arasinda kambiyum tabakasi gozlemlenmemistir.

Metcalfe ve Chalk (1972) tarafindan yapilan ¢alismada Lamiaceae’nin sahip
oldugu anatomik o6zellikler belirtilmistir. Buna gore; dort koseli govde yapisi ile
familya tiyeleri karakteristiktir. Koselerde kollenkima hiicreleri belirgindir. Benzer
ozellikler yapmis oldugumuz ¢alismada da gosterilmistir. Her iki tiirde de gévdede
epidermanmn altinda bulunan korteks tabakasinda klorankima bulunmasi
fotosentezin gerceklesmesini saglamaktadir. Vaskiiler sistemde floem dar bir alam
kaplarken ksilem elemanlar1 belirgin olarak daha genis bir alan1 kaplar. Floem ve
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ksilem arasinda kambiyum tabakasi belirgin degildir. Govde 6z bolgeleri
parenkimatik olup 6z kollar1 1-2 siralidur.

Bir¢ok Ajuga tiirii sahip olduklar1 anatomik yapilar bakimindan calisilmistir
(Erkara ve Koyuncu, 2009; Akgin ve ark., 2006; Kose ve ark., 2011; Cali, 2014).
Ake¢in ve arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan galismada A. reptans govde
anatomik kesitinde ortii ve salgi tityleri ve A. chamaepitys ssp. chia var. chia’da ise
hem gévde hem de yaprak anatomik kesitlerinde ortii ve salgi tiiyleri gézlenmistir.
Cal1 (2014) tarafindan A. orientalis tizerinde yapilan anatomik incelemelerde kaliks
ve korolla iizerinde salg: tiiylerine, govde, yaprak ve yaprak sapinda ise ortii
tilylerine rastlanmigtir. Kose ve arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alismada A.
chamaepitys subsp. cuneatifolia’da piloz, yar1 sessil salgi tiyleri ile A.
bombycina’'da tomentoz tity ortiisii gozlemlenmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada
ise; yaprak enine kesitlerinde salgi tiiylerine rastlanmamistir. Sadece ortii tiiyleri
gozlemlenmistir. Epidermanin  dis kisminda ince bir Kutikula tabakasi
bulunmaktadir. Epidermis her iki tiirde de tek siralidir. Lamiaceae iiyelerinde
cogunlukla diasitik tip stoma goriilmektedir (Metcalfe ve Chalk, 1972). Benzer
sonuglar A. postii ve A. relicta i¢in de sdylenebilir. Stomalar diasitik tip olup
yapraklar bifasiyaldir. Mezofil tabakasi her iki tiirde de genis bir alam
kaplamaktadir. Palizat ve silinger parankimalar1 birbirlerine benzer yapidadir.
Yaprak vaskiiler sistemlerinde ksilem, floem hiicrelerinden daha genis bir alani
kaplamaktadir.

Morfolojik ve anatomik oOzellikler tiirlerin  fenolojik  benzerliklerinin
karsilastirilmasina olanak verirken molekiiler ¢alismalar genlerde meydana gelen
varyasyonlar sonucunda yeni tiir olusumlari ve akrabalik iligkileri hakkinda bilgi
vermektedir. Elde ettigimiz ITS bolgesi dizi analiz sonuglarina gore, her iki Ajuga
tiri A. reptans ile yakin akraba tiirlerdir. Benzerlik oranlar1 % 90’dan fazladir
(Cizelge 5). Gen bankasindaki verilerle sonuglarimizi karsilagtirdigimizda A. postii
ve A. relicta tiirleri ile diger bazi Ajuga taksonlarinin akrabalik iligkileri Sekil 32°de
verilmistir. Buna gore A. relicta, A. postii, A. orientalis, A. genevensis ve A. reptans
tirleri bir grup olusturmaktadirlar. Bu tiirler ayn1 zamanda Ajuga cinsinin
Tiirkiye’de yetisen mor-mavi-krem cigekli tiirleridir. Sari ¢igekli olan taksonlar ayri
gruplar olusturmuslardir. Fenotipik olarak benzer tiirlerin molekiiler verilerle
yapilan analizlerde ayn1 grupta yer almasi sonuglarin dogru oldugunu
gostermektedir.

Kaliks yapilar1 incelendiginde ise A. postii, A. relicta ve A. reptans 5 disli iken A.
orientalis 5-7 dislidir. Kaliks tiiy ortiileri A. relicta ve A. orientalis’de gri lanat
villoz iken, A. reptans tiiysiize yakin kisa tiiyliidiir. Taksonlar arasinda goriilen yap1
farkliliklari ile tiir gesitlilikleri ortaya ¢ikmustir.
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A._chamaepitys_subsp._mesoginata_D7

A._genevensis_El

A._reptans_D6

A. orientalis_C5
A.relicta

A .postii

A. laxmannii D9

A._bombycina_C4

_l— A._chamaepitys_subsp._glareosa_D3
A._chamaepitys_subsp._cuneatifolia_B3

= A._chamaepitys_subsp._chia_var._chia_DS5

— A._chamaepitys_subsp._cypria_B2

—— A._chamaepitys_subsp._palaestina_E2

0.05
Sekil 32. Baz1 Ajuga taksonlarinin ITS bélgelerinin baz dizilimlerine gore akrabalik iliskileri

A. postii ve A. relicta ile yakin akraba tiirler olan A. reptans ve A. orientalis genis
yayiligh tiirler iken A. postii ve A. relicta siirl alanlarda bulunmaktadir. Burada
bitki tiirleri ile tozlagsmay1 saglayan bocekler ve kuslar dikkati ¢ekmektedir.
Lamiaceae iiyelerine 6zgii iki dudakli ¢igekler kendileri ile tozlasan bocekler ve
kuslar ile evrimlesmistir (Cla3en-Bockhoff, 2007). Lokal endemik tiirler sinirh
alanlarda kaldiklarindan tozlasmay1 saglayan canlilarinda beslenme mekanizmalari
sinirlandirilmastir.

Antioksidan etkiye sahip fenolik bilesikler, flavanoidler, flavanollar ve
triterpenoidler gibi bilesikler pek ¢ok bitkide dogal olarak bulunmakta ve insan
saglhigi tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir (Uysal ve Aktumsek, 2015).
Yapmis oldugumuz caligmada Ajuga cinsine ait taksonlarm toplam fenolik,
flavanoid ve flavanol madde miktar tayinleri yapilmistir. Buna gore; toplam fenolik
madde miktar tayinlerinde A. postii ve A. relicta’ya ait olan ugucu yag balon alt:
sularinda en yiiksek oranda madde miktarlar1 tespit edilmistir. Toplam flavanoid
madde miktarlarinda ise A. postii ugucu yag balon alti suyunda yiiksek degerler
gortiliirken, A. relicta’da %70 metanol iceren ekstrenin degerleri yiiksektir. Toplam
flavanol madde miktarlar1 deneyinde ise A. postii’nin %70 metanol igeren ekstresi
ile A. relicta min metanollii ekstrelerinde en yiiksek degerler tespit edilmistir.

Calisilan ekstreler icerisindeki antioksidan aktiviteli bilesiklerin arastirilmasi
amaciyla LC/MS analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan 6lgtimler sonucunda alinan
spektrumlarda fragmanlar tam olarak belirlenememektedir. A. relicta ekstrelerinin
Olgtimlerinden A. postii’den daha fazla pik tespit edilmis olup yapilan literatiir
taramalar1 ile calisilan Ajuga tiirlerine ait m/z (Kutle/yik orani) degerlerinde
eslesmelere rastlanmamustir.

Lamiaceae tiyeleri sahip olduklar: fenolik bilesikler ile yiiksek antioksidan aktivite
gosterirler. Antioksidan aktiviteler bitkileri normal hiicre metabolizmalarinda
olusan ya da UV gibi radyasyon igeren zararli 1sinlar ile toprakta ve havada olusan
kirlilik etmenleri ile hastaliklara bagl olarak ortaya ¢ikan serbest radikallerin
zararl etkilerinden korur (Trivellini ve ark., 2016). Yapmis oldugumuz ¢alismada
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bitkilerde kompleks fitokimyasallar bulundugundan birden fazla antioksidan
aktivite deneyi yapilmistir. Bu amagla DPPHe, TEAC ve Beta-karoten/Linoleik asit
deney sistemlerinden yararlanilmistir. Antioksidan aktivite ¢calismalarinda oksijen
ve nitrojen gibi serbest radikalleri siipiiriicti etkiler arastirilmaktadir (Yumrutas ve
ark., 2012). Calismamizda radikal siipiiriicii etkilerin gozlemlenmesi DPPHe ve
TEAC deneyleri ile gergeklestirilmistir. Burada DPPHe anyon ve ABTSe+ katyon
etkili radikaller i¢in kullanilmistir. Buna gére DPPHe+ deneyinde A. relicta icin en
yiiksek deger %70 metanol (2A) ekstresinden ve A. postii igin ise ugucu yag balon
alt1 suyundan (3E) elde edilmistir. TEAC deneyinde ise A. relicta ve A. postii i¢in
yine en yiiksek deger %70 metanol (2A ve 3D) ekstrelerinden elde edilmistir.
Antioksidan aktivite c¢alismalarindan Beta-karoten/Linoleik asit etkinliginin
inhibisyonu deney sonuglarina gore en yiiksek degerler A. relicta igin %70 metanol
(2A) ekstresinden ve A. postii igin ise hekzan (3A) ekstresinden elde edilmistir.
Antioksidan aktivite sonuglari genel olarak toplam fenolik madde miktarlari ile
benzer sonuglar gostermelerine ragmen c¢alismamizda benzer durum
gozlenmemistir. Toplam fenolik madde miktarlarinda en yiiksek degerler A. postii
ve A. relicta i¢in ugucu yag balon alti sularinda gozlenirken, antioksidan
deneylerinde farkli sonuglar alinmistir. %70 oraninda metanol (2A) igeren A. relicta
ekstresi her {i¢ antioksidan deneyinde de en yiiksek aktiviteyi gosterirken, A.
postii 'de farkli ekstreler yiiksek etkinlik gostermislerdir.

Yapilan ugucu yag analizleri sonucunda safa yakin bilinmeyen maddeler
belirlenmis olup daha sonraki asamalarda bu maddelerin teshisi Niikleer Manyetik
Rezonans Spektroskopisi (NMR) galismalari ile gergeklestirilecektir.
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SONUC ve ONERILER

Tez calismasi kapsaminda endemik tiirler olan A. postii ve A. relicta taksonlari
farmasotik botanik ozellikleri bakimindan incelemistir. Bu amagla A. postii
Mersin’den, A. relicta ise Kahramanmaras-Cimen Dagi’ndan toplanmistir. Ajuga
L. cinsine ait olan A. postii ve A. relicta taksonlarmin morfolojik ozellikleri
Tiirkiye Florasi ile karsilastirmali olarak verilmistir. Flora deskripsiyonunda eksik
olan bitki kisimlarinin 6l¢timleri yapilmistir. Lamiceae familyasi i¢erisinde yer alan
Ajuga cinsine ait olan iki taksonun anatomik 6zellikleri yapmis oldugumuz ¢aligma
ile ilk kez gosterilmistir. Anatomik kesitler elle alinmis olup preparatlara Sartur
reaktifi uygulanmistir. Taksonlarin morfolojik ve anatomik &zellikleri orijinal
fotograflarla desteklenmistir. Yapmis oldugumuz molekiiler ¢alismalar sonucunda
taksonlarin A. reptans ile yakin akraba olduklari belirlenmistir. Sahip olduklar
benzer genlerin oranlar1 A. postii i¢in %92, A. relicta i¢in ise %95°dir. Buna ek
olarak filogenik iliskileri gosterilmistir. Taksonlarin toprak istii kisimlarindan
hekzan, etil asetat, metanol, %70 metanollii ve ugucu yag balon alti sularindan
ekstreler hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreler ile taksonlarin igerdikleri fenolik,
flavanoid ve flavanol madde miktarlar1 belirlenmis olup kimyasal bilesik analizleri
yapilmustir. Bitkilerin igerdikleri sekonder bilesikler antioksidan aktivite yoniinden
zengindir. Bu amagla DPPHe ve ABTSe«+ radikallerini siipiiriicii etki deneyleri ile
Beta-karoten/Linoleik asit inhibisyonun belirlenmesine yonelik ¢aligmalar
yapilmistir. Son olarak ugucu yag kompozisyonunun belirlenmesine yoénelik
arastirmalar gerceklestirilmistir.

Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi’na gore; A. relicta tehlike altinda (EN) olup yakin
zamanda yok olma tehlikesi ile kars1 karsiyadir, A. postii ise zarar gorebilir (VU)
kategorisinde yer almaktadir. A. postii kritik diizeyde olmasa da orta vadede
gelecekte yiiksek tehdit altinda bulunmaktadir. Bu nedenlere bagli olarak
caligmanin 6nemi artmaktadir.

A. postii ve A. relicta taksonlar relikt tiirler olup tehlike kategorileri de dikkate
alinarak koruma stratejileri uygulanmasi biyogesitlilik agisindan 6nemlidir. Yapmis
oldugumuz ¢alisma ile Ajuga cinsine ait olan A. postii ve A. relicta’nin belirlenen
morfolojik ve anatomik ozellikleri diger Ajuga taksonlarnin 6zelliklerinin
karsilastirilmasinda Kullanilabilir. Molekiiler sonuglarin gelecekte yapilacak
caligmalara kaynak olusturmas: muhtemeldir. Antioksidan aktivite ¢alismalarina ait
bulgular farmakolojik ¢alismalarda farkli kullanim amaglarina kaynak olusturabilir.
Ayni sekilde benzer 6nerileri ugucu yag bilesenleri igin de sdylemek miimkiindiir.
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