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OZET

ANACAMPTIS LAXIFLORA VE SERAPIAS ORIENTALIS TURLERININ
TOHUMDAN URETIMI VE FITOKIMYASAL ICERIKLERININ
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Doktora, Temmuz/2024
Danisman: Prof. Dr. Yasemin OZDENER KOMPE

Diinya genelinde orkideler, ciddi bir yok olma tehdidi altindadir.Bu tehditlerin
basinda kiiresel 1sinma gelmektedir. Tiirkiye’de daha ciddi bir tehdit, “salep” iiretimi
icin dogadan orkide yumrularinin toplanmasidir. Bu tehdide karsi en 6nemli ¢6ziim
tohumdan ftiretim yoluyla kiiltiire almaktir.Avrasya karasal orkideleri i¢in bir diger
onemli konu, yumrularinin biyoaktif bilesenleri disinda, diger vejetatif kisimlarinin
kimyasal igerikleri ile ilgili ¢alismalarin ¢ok yetersiz olmasidir. Bu baglamda bu tez
calismasinda Tirkiye’de yaygin olarak bulunan ve yiliksek ekonomik degere sahip
orkideler olan Anacamptis laxiflora (Lam.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W.Chase
ve Serapias orientalis (Greuter) H. Baumann & Kiinkele tohumlarinin mikro-
morfolojik ozellikleri, ¢imlenme, gelisme ve dogal kosullarda hayat dongiisiiniin
tamamlanma siiregleri incelenmistir. Ex vitro simbiyotik ¢imlendirme ¢alismalarinda
S. orientalis tohumlar1 Tulasnella calospora (S6) izolat1 ile A. laxiflora tohumlar1 da
Ceratobasidium sp. (AL5) ile asilandiginda toplam ¢imlenme oranlari sirasiyla,
%62.58 (+3.37), %93.17 (+3.06) olarak fide olusturma oranlari ise sirasiyla %18.49
+ 1.98 ve %69.20 + 3.50 olarak belirlendi. Fidelerin dogal sartlara aktarilmasindan
yaklagik 30 ay sonra ilk c¢iceklenme meydana gelmis ve tohumdan cicekli sathaya
kadar farkli gelisimsel safhalardaki biyoaktif bilesikler, ¢esitli kimyasal analiz
yontemleri ile belirlemistir. Bu baglamda FTIR spektrumlari, her iki orkide tiirliniin
tohum, protokorm-primordium ve fidelerindeki kimyasal yapilarini tespit edilmistir.
Toprak tiistii kisimlariin yag asitleri ve aminoasit iceriklerinin analizi, bitkilerin
antioksidan potansiyellerini ve biyoaktif bilesen igerigini belirlemistir. S. orientalis ve
A. laxiflora tohumlarinda fenolik bilesikler ve yag asitleri analizi yapilmistir.
Calismalarda her iki tiirde de , p-kumarik asit en yiiksek fenolik madde olarak
belirlenmistir. En baskin yag asitler linoleik asit, palmitik asit , alpha linoleik asit,
oleik asit ve arasidik asit tespit edildi. Bu ¢alisma, tohumdan ¢igek asamasina kadar
olan siirecte A. laxiflora ve S. orientalis biyokimyasal 6zelliklerini ilk defa detayli bir
sekilde incelemektedir. Bu calisma, orkide yetistiriciligi ve biyoaktif bilesenlerin
anlasilmasi acisindan 6nemli bir katki saglamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Anacamptis laxiflora, Ex vitro Cimlenme, Fitokimyasal Analiz,
FTIR, GC-MS, LC-MS, Orkideler, Serapias orientalis



ABSTRACT

PRODUCTION FROM SEEDS AND DETERMINATION OF PHYTOCHEMICAL
CONTENTS OF ANACAMPTIS LAXIFLORA AND SERAPIAS ORIENTALIS
SPECIES

Erdi Can AYTAR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Biology

Ph.D., July/2024
Supervisor: Prof. Dr. Yasemin OZDENER KOMPE

Orchids worldwide face a severe threat of extinction, with global warming being the
foremost challenge. In Turkey, a more significant threat is the collection of orchid
tubers from the wild for obtaining salep. The most important solution to this threat is
cultivation through seed propagation. Another significant issue for Eurasian terrestrial
orchids is the inadequacy of studies regarding the chemical compositions of their
vegetative parts apart from their bioactive compounds. In this context, this thesis
examines the micromorphological characteristics, germination, development, and
completion of life cycle under natural conditions of Anacamptis laxiflora (Lam.) R.M.
Bateman, Pridgeon & M.W.Chase and Serapias orientalis (Greuter) H. Baumann &
Kiinkele seeds, which are widely distributed in Turkey and have high economic value.
In ex vitro symbiotic germination studies, when S. orientalis seeds were inoculated
with Tulasnella calospora (S6) isolate and A. laxiflora seeds with Ceratobasidium sp.
(ALD5), the total germination rates were determined as %62.58+3.37 and %93.17+3.06,
respectively, while the seedling formation rates were %18.49 + 1.98 and %69.20 +
3.50, respectively. Approximately 30 months after planting seedlings in natural
conditions, the first flowering occurred, and bioactive compounds at different
developmental stages from seed to flowering stage were determined using various
chemical analysis methods. In this context, FTIR spectra revealed the chemical
compositions of seeds, protocorm-primordium, and seedlings of both orchid species.
The analysis of fatty acids and amino acid contents of aboveground parts determined
the antioxidant potentials and bioactive compound contents of the plants. Phenolic
compounds and fatty acids were analyzed in S. orientalis and A. laxiflora seeds, with
p-coumaric acid identified as the predominant phenolic compound in both species. The
most abundant fatty acids detected were linoleic acid, palmitic acid, alpha-linolenic
acid, oleic acid, and arachidic acid. This study provides a detailed examination of the
biochemical properties of A. laxiflora and S. orientalis from seed to flowering stage
for the first time. It contributes significantly to orchid cultivation and understanding of
bioactive compounds.

Keywords: Anacamptis laxiflora, Ex vitro Germination, Phytochemical Analysis,
FTIR, GC-MS, LC-MS, Orchids, Serapias orientalis
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1. GIRIS

Koruma biyolojisi, biyolojik c¢esitlilikteki azalmaya sebep olan faktorleri
belirleyerek bunlari durdurmanin yollarin1t 6nermeyi amaglayan bir disiplindir
(Stipkova vd., 2021). Biyogesitliligin evrimsel ve islevsel mirasini korumak igin, tiir
diizeyinde gergeklesen cesitlendirme siireclerini ve mevcut genetik ¢esitliligi korumak
onemlidir (Bobo-Pinilla vd., 2022). Son yillarda artan kentlesme, arazi kullanim1 ve
tarimin yogunlasmasi, habitat kaybina ve par¢alanmasina neden olmaktadir. Bu da
bitki ve hayvan tiirlerinin yogunlugunda ve dagiliminda 6nemli 6lc¢lide bir azalma
meydana getirmektedir (Tsiftsis vd., 2011; Kull vd., 2016). Bu durumla basa ¢ikmak
icin Onerilen cesitli stratejiler arasinda, bitki tiirlerini kurtarma planlarinin yan sira
habitat koruma, popiilasyon degisikliklerinin izlenmesi ve iretilmesi gibi cesitli
yaklagimlar bulunmaktadir (Swarts ve Dixon 2009; Whigham vd., 2021).

Orchidaceae, c¢igekli bitkiler arasinda en fazla tiir ¢esitliligine ve diinya
genelinde en genis alana yayilma 6zelligine sahiptir. Ancak, bu familya iyeleri ayni
zamanda diinyanin en ¢ok tehdit altindaki bitkileri arasinda yer almaktadir (Kull ve
Hutchings, 2006).

Tiim orkidelerin ortak bir 6zelligi, orkide mikorizal funguslarina (OMF)
bagimliliklaridir. Bu durum, uygun fungus tiirlerinin orkide popiilasyonlarinin
kurulmasi ve devam ettirilmesi igin bir gereklilik haline gelir (Li vd., 2021). Orkide
funguslari, kortikal hiicrelerde fonksiyonel pelotonlarin bulunup bulunmadigina goére
mikorizal (OMF) ve mikorizal olmayan funguslar (ONF) olarak ikiye ayrilir. OMF en
az 17 Basidiomycetes ve 5 Ascomycetes icerir (Dearnaley vd., 2012). Tulasnellaceae,
Ceratobasidiaceae ve Serendipitaceae yaygmn olarak  Rhizoctonia grubu
Basidiomycetes olarak bilinir (Wang vd., 2019; Trivedi vd., 2020). Ilging bir sekilde,
orkidelerle iliskilendirilen Ascomycetes'lerin biiyiik bir kismi ONF'dir. Ornegin,
Helotiales endofitleri, farkli habitatlardaki ev sahibi orkidelerle iligkili baskin ONF
grubudur ve ¢esitli orman ekotiplerinde 6nemli bitki-fungus iiyeleridir (Jacquemyn
vd., 2015). Onceki ¢alismalarda, orkidelerle iliskilendirilen 76 cins Ascomycetes ve
32 cins Basidiomycetes dahil olmak tizere 110'dan fazla ONF cinsi tanimlanmistir
(Rasmussen ve Rasmussen 2009; Jacquemyn vd., 2017).

Orkide popiilasyonlarinin yayilist ve bollugu, biyotik ve abiyotik faktorler
tarafindan sinirlandirilmaktadir. Bu faktorler arasinda ¢imlenme ve gelisme igin

gerekli uygun funguslarin varligi, enlem derecesi, makro iklim, alan biiyiikligii, toprak
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ozellikleri, 151k kosullari, substrat tiirleri, tozlastiricilarin varligi, rakimin etkileri,
toprak nemi ve pH degerleri yer almaktadir (Djordijevic vd., 2016). Orkideler,
endosperm icermeyen ve toz benzeri yapiya sahip tohumlar iretirler ve orkidelerin
dogal yasam dongiisiinde ve cevresel etkilesimlerinde onemli bir rol oynayan,
mikoriza funguslar1 (OMF) ile iliskilendirilirler. Endomikoriza funguslari, orkidelerin
tohumlarinin ¢gimlenme siirecinde ve yeni fidelerin olugsmasinda kritik bir rol oynarlar.
Orkidelerin koklerinde besin alimini artirarak biiyiimeyi tesvik eder. Dogal
habitatlarda OMF bakimindan zengin mikro habitatlar genellikle daha fazla tohumun
¢imlenmesini ve fide olusumunu kolaylastirir. OMF yogunlugundaki degisiklikler
orkidelerin dagilimmi ve topluluk kompozisyonunu etkiler (Mccormick ve
Jacquemyn, 2014; Waud vd., 2016, Mccormick vd., 2018).

Tibbi amaglar icin kullanilan orkideler, 6nemli miktarda sekonder metabolit
iiretir ve bu metabolitler farmasétik agidan degerlidir. Ornegin, Dendrobium
amoenum'un kdklerinden elde edilen izoamoenilin, antibakteriyel 6zelliklere sahiptir.
Ayrica, Cymbidium hibridi, Listera ovata ve Epipactis helleborine gibi bazi
orkidelerden izole edilen mannoz ve spesifik lektinler, sitomegaloviriis (CMV) ve
influenza A gibi belirli virlis gruplarina kars1 inhibitor etkilere sahiptir. Bu nedenle,
tibbi  orkideler, saglik acisindan Onemli bilesiklerin  kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Qiu vd., 2007). Tibbi orkidelerde bulunan sekonder
metabolitlerin ¢esitli etkileri arasinda ates diisiiriicii, anti-inflamatuar, anti-kanserojen,
antikonviilzan (ndrolojik etki) ve idrar soktiiriicii gibi 6zellikler de bulunmaktadir
(Bhattacharyya vd., 2019; Suyal vd., 2020; Wani vd., 2020). Bu nedenle, bu tiir
orkidelerin in vitro veya ex vitro yontemlerle yetistirilmesi, farmakolojik aragtirmalar
icin 6nemli bir arag olabilir. Ayrica, ekonomik agidan 6nemli olan ve sayilar1 giderek
azalan tehdit altindaki orkide popiilasyonlarina yonelik baskiy1 azaltmaya da yardimcei
olabilir (Pradhan vd., 2016; Shah vd., 2019).

Ne yazik ki, ticarette 6nemli sayida orkide, ¢ogaltma yontemlerinin zorlugu ve
verimsizligi nedeniyle dogadan toplanmaktadir. Giinlimiizde tropikal orkide hibritleri
ve diger birgok orkide tiiriinii ¢imlendirmek i¢in kullanilan ana yontem asimbiyotik
tohum ¢imlenmesidir (Yam ve Arditti, 2009). Ancak bu yontem her bir orkide tiirii
icin ortam bilesenlerinin optimizasyonunu gerektirir. Bu nedenle zaman ve kaynak
tiketimi fazla olmaktadir. Ayrica islem boyunca tam aksenik duruma ihtiyag

duyuldugu i¢in pahali laboratuvar olanaklart zorunludur. Alternatif olarak orkide
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tohumlar1 orkide mikorizal funguslar kullanilarak ¢imlenebilir. Bu yoOntemin
asimbiyotik tohum ¢imlenmesinden istiin oldugunu gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (Rasmussen vd., 1990; Johnson vd., 2007; Nontachaiyapoom vd.,
2011; Deniz vd., 2022). In vitro simbiyotik tohum ¢imlenmesi, dncelikle koruma ve
aragtirma amagclar1 i¢in kullanilir (Zettler ve Dvorak, 2021). Simbiyotik tohum
¢imlenmesi i¢in Gi¢ yontem, in Situ, ex situ ve ex vitro tohum ¢imlenmesidir. In situ
simbiyotik tohum ¢imlenmesi, orkide tohumlarinin dogal habitatlarina gomiilerek
dogal ortamlarindaki uygun fungus ile simbiyotik birlik kurmasiyla gerceklesir
(Rasmussen ve Whigham, 1993). Dogal yasam alanlarindan tehdit altinda birakilan
bitkiler i¢in, botanik bahgelerinde ex situ koruma, kisa ve orta vadede hayatta
kalmalarmin bir yolu olabilir. Bu yaklasim, bitkilerin dogal ortamlarindan alinip
botanik bahc¢elerinde kontrollii kosullar altinda yetistirilmesini icerir. Bu sekilde, nadir
bitki tiirleri i¢in koruma ¢abalar1 artirilabilir ve tlirlerin soyunun devami saglanabilir.
(Zhao vd., 2021). Ex vitro simbiyotik tohum c¢imlenmesi, orkide tohumlarin
¢imlendirmek i¢in mikorizal funguslarla 6nceden asilanmis substratlarin kullanildigi
yontemdir (Quay vd., 1995; Yagame vd., 2007; Aewsakul vd., 2013; Kémpe ve Mutlu,
2021; Kompe vd., 2022; Deniz vd., 2022; Aytar vd., 2023; Aytar vd., 2024).

Bu tez ¢alismasinda hem ekonomiye alternatif iirlinler dahil edebilmek hem de
koruma ve yeni orkide popiilasyonlari olusturmak i¢in A.laxiflora ve S.orientalis’in ex
vitro simbiyotik yontem ile elde edilen fidelerden dogal ortamda ilk yumrularin
uretilmesi ve tohumdan c¢iceklenme asamasmma kadar yasam donglsiini
tamamlanmasina odaklanmaktadir. Ayrica gelisme evrelerinin (tohum, protokorm-
primodyum, ilk gercek yaprak) ve dogaya aktarildiktan sonraki olusan toprak tistii
organlarmin (yaprak ve ¢igek) fitokimyasal profillerinin ortaya konmasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda A. laxiflora’nin ve S. orientalis’in koklerinden daha
onceki calismalarda izole edilen sirasiyla Ceratobasidium sp. (AL5) ve Tulasnella

calospora (S6) izolatlar1 kullanilmistir (Kémpe vd.,2019; Kémpe vd., 2021).

Bu ¢alismanin iki ana hipotezi bulunmaktadir. Ilk hipotez, tehdit altinda
bulunan orkidelerin tohumdan baglayarak c¢icek asamasina kadar olan siirecte bir
popiilasyon olusturma amaglanmaktadir. Ikinci hipotez ise, orkidelerin biyokimyasal
stireglerinin ve toprak iistii kisimlariin kullanim potansiyelinin analiz edilmesiyle,
orkidelerin ¢imlenme ve gelisme siireglerindeki biyokimyasal degisimlerin, biyoaktif
bilesenlerin ve toprak iistli kisitmlarinin kimyasal iceriklerinin belirlenebilecegi ve bu
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sayede orkidelerin potansiyel kullanim alanlarinin ve antioksidan gibi degerli
bilesiklerin igeriklerinin ortaya ¢ikarilabilecegidir. Bu hipotezler, orkide yetistiriciligi

ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nemli bir temel olusturmay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Orchidaceae (Orkidegiller) Genel Ozellikleri

Orchidaceae, Angiosperm tiir ¢esitliliginin yaklasik %8'ini olusturan karasal,
epifit ve litofit formlarina dayali olarak diinya ¢apinda tahmini toplam 31.000-35.000
tir ile en biiyiik ¢igekli bitki familyalar1 arasindadir (Chase vd., 2015; Shukla vd.,
2022). Orkideler Antarktika ve ¢oller harig, tiim kitalarda bulunurlar ve karasaldan
epifitiklere kadar gesitli yasam formlarina sahiptirler (Givnish vd., 2016; Freestone
vd., 2021). Bir¢ok yerel endemik olan orkide tiirlerinin dagilimlari i¢in edafik ortamlar
gereklidir. Mikorizal funguslar ve tozlayicilarla spesifik iliskilerinden dolay1 kisith
tireme potansiyelleri vardir (Mccormick ve Jacquemyn, 2014; Gaskett ve Gallagher,
2018). Bircok tiir, habitat kayb1 ve yasadisi toplanmalar nedeniyle tehdit altindadir.
Kiiresel ticareti o kadar sorunlu ki, tiim orkide tiirleri, Nesli Tehlike Altinda Olan
Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Kasith Ticaretine Iliskin S6zlesme'nin (CITES)
kapsamina alinmistir. Karasal orkide tiirlerinin yaklasik {igte birini olusturan bu tiirler,
cesitli faktorler nedeniyle yok olma tehlikesiyle karsi karsiyadir (Hinsley ve Roberts,
2018). Bu nedenle, in situ ve ex situ koruma programlarina 6ncelik vermek igin en gok
tehlike altindaki tiirlerin belirlenmesine acil bir ihtiyag vardir.

Toz tohumlar1 olarak bilinen orkide tohumlari, her ¢icek tarafindan bol miktarda
tiretilir (Eriksson ve Kainulainen, 2011). Kapsiil bagina tohum sayis1 20 ile 4.000.000
arasinda degisebilir (Jolman vd., 2022). Bir orkide tohumu, bir testanin (tohum
kabugu) ¢evreledigi farklilasmamis bir embriyo, bir miktar besin ve genis hava
bosluklar1 igerir. Bu oOzelliklerin tohumlarin daha uzun mesafelere dagilmasina
yardimer olmaktadir (Prutsch vd., 2000; Yeung, 2017). Orkide tohumlarinin fiziksel
ozellikleri ve biyolojik islevleri, tohumun ¢imlenmesi iizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Bitki biiylime diizenleyicileri ve diger bilesikler de tohumun 6zelliklerini
etkileyebilir. Bu faktorlerin hepsi, tohumun ¢imlenme potansiyelini etkileyebilir ve
tohum bankacilig1 uygulamalarinda da 6nemli bir rol oynar (Pritchard ve Seaton, 1993;

Prasongsom vd., 2017).

Karasal orkide tiirlerinin tohumlari, simbiyotik bir fungus ortagina ihtiyag
duyduklart i¢in iiretken bir sekilde c¢imlenmeleri zorludur. Orkide tohumlari,
farklilagmamis dokulardan olusur ve kotiledon, endosperm ve radikulaya sahip

degillerdir. Orkideler, az miktarda karbon ve temel element igeren ¢ok kii¢lik tohumlar
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iretirler. Yetigkin bitkinin biiyiime ve gelismesi i¢in gerekli olan karbon ve temel besin
maddelerini saglanmasi orkide funguslarina bagimlidir (Dutra vd., 2008; Fay, 2018;
Alghamdi, 2020). Karasal orkidelerin yasam Oykiileri 6 ana asamadan meydana
gelmektedir. Bunlar; tohum, protokorm, geng¢, dormant ergin (yumru), vejetatif ergin
ve c¢igekli bireydir. Geng bireyleri potansiyel mikotrofik yer alt1 yapilar igerirler
(Shefferson vd., 2020). Bu yasam dongiilerinin her asamasinin kendine 6zgii hayati
oranlar1 vardir. Karakteristik mortalite olasiliklar1 ve diger asamalara gegisleri
populasyon biiyiikligiinii yildan yila etkilemektedir. Tek bir orkide tireme déneminde
birlerce tohum {iiretmesine ragmen ¢ok az sayida tohum yetiskin bitki olarak hayatta

kalmaktadir (Nicol¢ vd., 2005; Jacquemyn vd., 2010).

Son yillarda, yumrulu karasal orkide hasadi, yiiksek fiyatlari nedeniyle artmistir
ve ozellikle Tiirkiye, iran, Hindistan ve Pakistan’da ilgi giderek artmaktadir. Tiirkiye,
cografi konumu nedeniyle orkide cesitliligi agisindan 6nemli bir merkezdir. Ancak,
orkide yumrularmin hasadi, tiirlerin biiyiime asamasi, kis uzunlugu ve ilkbahar
sicaklig1 veya yagis gibi birgok faktore baglidir (Ghorbani vd., 2014). Bu nedenle, 1
kg yas veya kuru salep elde etmek icin hasat edilmesi gereken orkide yumru sayisi
farkli bolgelerde 220 ila 4348 arasinda degismektedir. Orkide yumrularinin asir
toplanmasi, tiirlerin tehdit altina girmesine ve nesillerinin azalmasina neden olabilir.
Bu nedenle, hasat edilirken siirdirilebilirlik ilkelerine uyulmast ve orkide
popiilasyonlarinin korunmasi 6nemlidir (Ebrahimi vd., 2020).

Modern koruma biyolojisi, tiirlerin dagilimi ve bollugunda zaman igindeki
degisimleri anlamak agisindan son derece dnemlidir (Fischer ve Stocklin, 1997).
Dogal kaynaklar ve habitatlar tizerindeki insan etkisi son yillarda artmistir ve bu
durum, birgok bitki ve hayvan i¢in uygun alanlarin sayisinda diisiis ve biiytik bir yok
olusa neden olmaktadir (Kull vd., 2002; Le Roux vd., 2019; Khapugin vd., 2020;
Knapp vd., 2021). Orchidaceae ait tiirlerin hepsi, CITES Ek II veya I altinda
listelenmistir. Su anda yaklasik 140 orkide tiirti Ek I'de listelenmektedir ve orkide
tiirlerinin uluslararasi ticareti, CITES tarafindan diizenlenmektedir (Cohen vd., 2020).
Meksika, Nepal, Cin ve Tiirkiye gibi bir¢ok iilkede, yabani orkide hasadini diizenleyen
protokoller bulunmaktadir. Ancak, bu protokoller yeterli bilimsel altyapiya
dayanmamaktadir ve izin alma prosediirleri genellikle gercekei degildir. Bu nedenle,
orkidelerin korunmasi i¢in daha etkili yonetim ve koruma stratejilerine ihtiyag vardir.
Bu stratejiler, bilimsel arastirmalarin desteklenmesi ve yerel topluluklarla is birligi
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iginde strdiiriilebilir kullanimi tesvik etmeyi icermelidir (Ticktin vd., 2023).
Orkidelerin korunmasi igin, dogal habitatlarin (in situ koruma) korunmasi, ex situ
koruma metodolojilerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi gereklidir. Bu nedenle,
orkidelerin biyolojisi, evrimi ve ekolojisi hakkinda daha derin arastirmalar yapilmasi
gerekmektedir. Geleneksel olarak, botanik bahgeleri 1iyi belgelenmis canhi
koleksiyonlar1 gelistirerek ve siirdiirerek orkidelerin korunmasinda basrolii
tistlenmistir (6rnegin, Birlesik Krallik'taki Kraliyet Botanik Bahgelerinde yaklasik
2700 tir bulunmaktadir). Tohumlarin depolanmasi, in Vvitro ¢ogaltma tesislerinin
kurulmas1 ve isletilmesi, kriyobanklarin ve daha yakin zamanda filogenetik
aragtirmalar i¢in DNA bankalarinin kurulmasi ¢aligmalar1 da yogunluk kazanmaktadir
(Kuppusamy vd., 2015; Popova vd., 2016).

Bitki doku kiiltiirii, bir bitkinin herhangi bir canli pargasini kullanarak in vitro
kosullarda 6zel organik ve inorganik besi iceren ortamlarda doku, organ ve hatta biitiin
bitkinin iretilebildigi bilimsel bir yontemdir (Brown ve Thorpe, 1995). In vitro bitki
doku kiiltirii teknolojisi, biiyiik Olgekli bitki ¢ogaltma igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ana bitkiden alinan kii¢iik bitki dokusu parc¢asindan (eksplant olarak
adlandirilir), yiizlerce ve binlerce bitkicik tiretmek i¢in kullanilabilir. Eksplantlar
aksiller tomurcuklar, yaprak ve govde bolimleri, kok ucu, slirgiin ucu, anter,
yumurtalik ve endosperm kisimlaridir (Idowu vd., 2010; Chun vd., 2020).

Orkide tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide biiylimesi i¢in optimal kosullar her tiire
6zeldir. Embriyolar iizerinde in vitro mineral beslenme calismalari, fide gelisiminde
yer alan ontogenetik ve biyokimyasal siliregleri anlamak i¢in 6zellikle 6nemli hale
gelmistir. In vitro {iremeye yanit veren orkideler, temel beslenme gereksinimlerine
gore iki genis gruba ayrilabilir. {1k grup, tohumlar1 basit bir besin bilesimine sahip bir
kiiltiir ortaminda, o6rnegin Knudson C (Knudson) icinde kolayca filizlenen
orkidelerden olusur. Ikinci grup, Murashige ve Skoog ortami gibi hem makro hem de
mikro besinler agisindan daha zengin, daha ayrintili bir kiiltiir ortam1 gerektiren
tiirlerden olusur (Suzuki vd., 2012). Koruma agisindan 6nemi olan bitkiler i¢in in vitro
cogaltma yontemleri gelistirilirken, tohum ¢imlenmesi yoluyla iiretim, doku kiiltiirii
yontemlerine kiyasla daha uygundur ¢iinkii daha genis bir genetik temeli korumaya
izin verirler (Chen vd., 2015). ilk olarak 1946 yilinda Knudson tarafindan tanitilan in
vitro kiiltiirle asimbiyotik tohum ¢imlendirme teknigi, orkide yetistirme konseptinde

devrim yaratmistir. O zamandan beri birgok orkide tiirii i¢in in vitro tohum ¢imlenme
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protokolleri olusturulmustur ve ¢imlenme ve ¢ogaltma i¢in bir dizi ortam, tuz ve bitki
biiylime diizenleyicisi kullanilmistir (Jitsopakul vd., 2022). [liman bdlgelerden gelen
karasal orkidelerin asimbiyotik tohum ¢imlenmesi, tropikal bolgelerden gelen epifitik
orkidelere kiyasla genellikle daha karmasiktir. Bazi iliman karasal orkidelerin
tohumlarimin dormant durumundan ¢ikmasi i¢in bir stratifikasyon islemi gerekir
(Yeung 2018). Aksine tropik orkide tohumlari, 6rnegin Phalaenopsis, Dendrobium ve
Oncidium cinslerine ait tiirleri, uygun besinlerin varliginda kolayca c¢imlenir
(Yamazaki ve Miyoshi, 2006).

Bir¢ok orkide tiirii i¢in asimbiyotik ¢imlenme yontemi basarili bir sekilde
kullanilmis olsa da ozellikle in vitro simbiyotik ¢imlenme daha yiiksek ¢imlenme
oranlar1 sagladig i¢in popiilerlik kazanmaktadir. Simbiyotik protokormlarin, birgok
calismada asimbiyotik protokormlardan daha hizli gelisebildigi gozlemlenmistir.
Ayrica, orkide mikorizal funguslarin su ve besin alimini kolaylastirdigi rapor
edildiginden, in vitro olarak yetistirilen simbiyotik fidelerin ex vitro kosullara daha
kolay uyum saglamaktadir (Mala vd., 2017). In vitro kosullar altinda, kapali petri
kaplar1 gibi kontrol edilebilir ortamlar, mikorizal funguslarin yerel ¢evre kosullarindan
bagimsiz olarak orkidelerin ¢imlenme ve fide biiylimesini kolaylastirma potansiyelini
ortaya ¢ikarabilir. Bu nedenle, in vitro yontemler, fungus-orkide uyumlulugu hakkinda
daha ayrmtili bilgi saglayabilir. Ozellikle, farkli mikorizal fungus tiirlerinin orkidelerin
¢imlenme ve biiyiimesini nasil etkiledigi, farkli in vitro kosullarda test edilebilir. Bu
yontem, daha yiiksek c¢imlenme oranlar1 elde etmek ve orkidelerin daha hizli
bliylimesini saglamak i¢in simbiyotik ¢imlenme yoOntemlerinin gelistirilmesine
yardimet olabilir (Shao vd., 2020). Dulig¢ vd. (2019), Sprianthes spiralis'in basarili bir
asimbiyotik tohum ¢imlenmesi i¢in yeni protokoller belirlemisler ve bu tiire ait
tohumlarin tiim ortam kombinasyonlarinda ¢imlenmesine ragmen en iyi purin ile
desteklenmis ortamda fide gelisimi sagladiklarint ortaya koymuslardir. Bu
protokollerin uygulanmas1 ile 1yi gelisen fideler 7 aylik Kkiiltiirden sonra sera
kosullarina alistirilmistir (Dulié¢ vd., 2019). Sazak ve Ozdener, (2006) tarafindan
yapilan arastirmada Rhizoctonia solani AG A’nin Dactylorhiza osmanica var.
osmanica ve S. spiralis orkide tiirleriyle de basarili bir simbiyotik iligski kurdugunu
gostermislerdir (Sazak ve Ozdener, 2006).

Bir mikorizal fungus tarafindan ilk kolonizasyondan sonra depo proteinleri ve

lipitler hizla mobilize olur ve 6zellikle bazal protokorm hiicrelerinde nisasta graniilleri
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birikmeye baslar (Richardson vd., 2011). Pelotonlar, protokormun bazal ucundaki
enfekte hiicrelerde kisa siirede olusur. Olusumlari mikorizal olusumun basarisini
gosterir. Pelotonun protokorm hiicreleri tarafindan sonraki sindirimleri, besin
maddelerini protokorm hiicreleri i¢in kullanilabilir hale getirir. Protokorm gelisim
modeli ve mikoriza olusum siireci birlikte diisiintildiigiinde, protokorm, besin i¢in bir
simbiyont barindirma ve bir siirgiin apikal meristemi olusturma konusunda net
yetkileri olan ¢ok sira dis1 bir yapidir. Ayrica, protokorm-fungus etkilesimi hassas bir
etkilesim gibi gorliinmektedir. Besin seviyelerindeki ve c¢evresel faktorlerdeki
degisiklikler, stabil bir simbiyozdan protokormun Oliimiine yol agan fungus

parazitligine doniisebilir (Beyrle vd., 2011).

Dogal habitatlara yeniden entegrasyon stratejileri, tehdit altindaki veya nadir
bulunan bitki tiirlerinin korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu strateji, bitki
tirlerinin dogal yasam alanlarindaki popiilasyonlarinin arttirilmasma ve tiirlerin
strdiiriilebilirliginin  saglanmasina yonelik Onemli bir aragtir. Ayrica, dogal
ortamlarinda yetisen bitkilerin, ekolojik etkilesimlerin siirdiiriilmesine ve
habitatlarinin diger canlilar1 i¢in 6nemli olan ekosistem hizmetlerinin devam etmesine

katki sagladigi bilinmektedir (Reiter vd., 2016).

Ex vitro simbiyotik tohum ¢imlenmesi, orkide tohumlarini ¢imlendirmek i¢in
uyumlu fungus ile dnceden asilanmis substratlarin kullanildigi yontemdir. Ancak bu
alanda yapilan ¢alismalar oluk¢a azdir. Aewsakul vd. (2013) yaptiklari ¢alismada iki
Epulorhiza izolatin1 (Dendrobium anosmum ve Paphiopedilum sukhakulii) farkli
substratlar (toprak, hindistan cevizi tozu, turba yosunu) iizerine asilamiglardir. Bu
substratlara Spathoglottis plicata tohumlarin1 ekmis ve basarili sonuglar elde
etmislerdir. Bu yontem, orkidelerin seri liretimi i¢in digerlerine gore daha avantajlidir
¢linkii laboratuvar imkanlar1 ve aksenik kosullar gerektirmez (Aewsakul vd., 2013).
Koémpe ve Mutlu, (2021) yaptiklar1 ¢aligmada Anacamptis coriophora ve Orchis
anatolica'nin tohumlarini, Ceratobasidium sp. (MN539158) hiflerini i¢eren basit bir
toprak karisiminda basariyla ¢cimlendirmisler ve fideleri dogal ortama dikmislerdir,
tohumlarinin ekilmesinden 7 ay sonra yumrularin olusmasi, dogal ortamlarina uyum
sagladiklarinin gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Bu yOntemin basarisi, uygun
fungusa ve kullanilan substrat tipine baghdir. Orkide tohumlarinin ¢gimlenmesi ve fide

biiyiimesi igin optimal kosullar her tiire 6zeldir. Tiirkiye'de A. laxiflora ve S. orientalis



lizerinde yapilan ¢esitli aragtirmalar, bu tiirlerin 6zel ihtiyaglarini ve uygun ¢imlenme
kosullarini belirlemeye yardime1 olmustur.

Ozkog (1991), A. laxiflora ve Serapias vomeracea subsp. laxiflora tiirlerinin
asimbiyotik ve simbiyotik olarak ¢imlendirme ¢alismalarini1 gerceklestirmistir.

Ozko¢ ve Dalc1 (1992), A. laxiflora tohumlarmi yulaf ve modifiye yulaf
ortamlarina ekerek, cimlenme ve bitki gelisimi iizerine farkli tilkelerden temin edilen
11 mikorizal fungal izolatinin etkisini aragtirmiglardir.

Ozkog (1994), Sodyum hipoklorit ¢dzeltileri kullanarak yiizey sterilizasyonu
gerceklestirmistir. Bu deneyler neticesinde, Serapias vomeracea subsp. laxiflora
tohumlarinin en yiiksek ¢imlenme oranmin %2 Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢inde
%0.05 Tween-80 ile 15 dakika siireyle sterilize edildiginde elde edildigi belirtmistir.
Calisma siirecinde, orkide tohumlarmmin ¢imlenme siirecinin zorlugu da
gbzlemlemistir.

Kompe vd. (2021) tarafindan ilk kez mevsimsel fungus izolasyonlari sonucu A.
laxiflora koklerinin mikorizal fungal cesitliligi belirlendi ve molekiiler teshis sonucu
bu izolatlarin Tulasnella, Ceratobasidium, Fusarium, Phoma ve Pezizales’e ait
oldugunu ortaya koymuslardir. Daha sonra bu izolatlarin tohum ¢imlenme etkinligi
test etmisler ve Ceratobasidium ve Tulasnella izolatlariin ¢imlenmeyi uyardigi
belirlemislerdir.

Mutlu ve Ozdener (2021), S. orientalis tohumlarmin simbiyotik ve asimbiyotik
yontemlerle ¢imlendirme ve fide gelisimi kosullarin1 belirlemistir. Asimbiyotik
c¢imlendirme i¢in bes farkli besin ortami kullanilmis, simbiyotik ¢imlendirme icin
koklerden fungus izolasyonu yapilmis ve Tulasnella sp. ve Fusarium oxysporum
olmak iizere iki farkli fungus elde edilmistir. F. oxysporum ile asilanan tohumlar
¢imlenmemis, kontrol grubunda ise %24 oraninda c¢imlenme goézlemislerdir.
Tulasnella ile agilanan tiiplerde ise %68 oraninda ¢imlenme meydana geldigini tespit
etmislerdir.

Kompe vd. (2019) ‘da 1988 yilindan beri 4°C'de saklanan A. laxiflora
tohumlarina canlilik testi yapmiglardir. En yiiksek canli tohum oran1 (%62), 8 saatlik
%5 Ca(ClO); uygulamasinda elde edilmistir. R. solani AG A ile asilanan tohumlar
%91,16 oraninda ¢imlendigini rapor etmislerdir.

Mutlu vd. (2020) S. orientalis koklerindeki mikorizal funguslarin molekiiler

tanimlamasini yapmiglardir. Rhizoctonia benzeri izolatlarin Tulasnella cinsi ile ve
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Rhizoctonia benzeri olmayan izolatlarin Fusarium oxysporum ile yakin iligkili oldugu
belirlenmistir.

Aytar ve Ozdener (2023), A. laxiflora tohumlarma Ceratobasidium sp.
inokiilasyonu yapilmis ve ¢esitli organik substratlar i¢eren ortamlardaki etkinliklerini
in vitro ¢imlendirme ve fidelerin gelisimi {izerinde degerlendirmislerdir. En yiiksek
cimlenme orani (%35,78), geng findik yapraklarinin eklenmesiyle elde edilen ortamda
goriilmistiir. A. laxiflora'nin tohumdan ex vitro kosullarda tiretilmesi ve dogaya adapte

edilmesi ilk defa basariyla gergeklestirilmistir.
2.2. Mikorizal Simbiyoz

Bitkiler ve funguslar arasindaki mikorizal simbiyotik iligki, vaskiiler bitkilerin
tahmini olarak %85'inde meydana gelmektedir ve karasal ekosistemlerin ekolojisinde
onemli bir rol oynamaktadir. Mikoheterotrofik bitkiler, beslenmeleri i¢in tamamen
mikorizal fungus ortaklarma bagimlidir (Freestone vd., 2021). Bu, funguslar1 bitkinin
ekolojik nisinin kritik bir parcasi haline getirir. Bu bitkilerin dagilimi, mikorizal
birlikteliklerin mevcudiyetinden dogrudan etkilenir (Mccormick ve Jacquemyn,
2014).

Orkide mikorizasi, orkide tohumlarinin ¢imlenmesini ve yetiskin bitkilerin
gelismesini saglayan belirli toprak funguslariyla tipik bir simbiyotik etkilesim tiirtidiir.
Orkide tohumlari, endosperm eksikligi nedeniyle sinirli bir gida rezervi igerir. Karbon
ve azot gibi ana besin maddelerinin saglanmasi i¢in uyumlu bir fungusun
kolonizasyonuna ihtiya¢ duyar (Balestrini ve Lumini, 2018). Tiim orkideler ¢cimlenme
i¢in mikorizal funguslara, bir¢ogu tozlagsma igin belirli hayvanlara ihtiya¢ duyarken,
saprofitik ve epifitik orkideler biiyiime i¢in belirli 6zelliklere sahip agag¢ konakgilarina
ihtiyag duyar (Fay, 2018; Liu vd., 2020).

Tiim orkideler ¢imlenme sirasinda tamamen mikoheterotrofiktir ve dogada
orkide mikorizal funguslar1 ile iliski kurmaya devam ederler (Rasmussen ve
Rasmussen, 2009). Aslinda endosperm icermeyen kiiciik tohumlarin ¢imlenmesi
protokorm ad1 verilen yumru benzeri bir yapimin olusumuna yol acar (Rasmussen,
2002). Protokormlar ¢ogu orkide tiirlinde tamamen heterotrofiktir ve mikorizal mantar
ortaklari tarafindan karbon ve diger besinlerle desteklenir. Bu strateji mikoheterotrofi
olarak adlandirilir. Protokormlar gelisimine devam ederek fide ve ergin bitkileri
olusturur. Bununla birlikte, yaklasik 200 orkide tiirii klorofilsiz olarak kalir ve biitiin

hayatlar1 boyunca tamamen fungus destekli karbon alinimina devam ederler (Tam
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mikoheterotrofi) (Hynson vd., 2013). Bir¢ok karasal orkide yesil yapraklar gelistirir.
Ancak yine de miksotrofi olarak adlandirilan bir strateji olan karbon i¢in kismen
(fotosentetik yapraklar gelisinceye kadar) fungus ortagina bagimli kalir (Selosse ve
Roy, 2009).

Trofik stratejilerden bagimsiz olarak, orkide yagsam dongiisiiniin tiim asamalari
dogada mikorizaldir ve orkidelerin ¢imlenen tohumlardan yetigkinlige kadar biiyiime
ve hayatta kalma icin simbiyotik mantar ortaklarina siki sikiya bagli olduklar
diistiniilmektedir (Dearnaley vd., 2012). Orkide mikorizal funguslarinin taksonomik
konumu ve ekolojik rolii, yetiskin konukcu bitkinin trofik stratejisini yakindan
yansitir. Fotosentetik orkidelerin ¢ogu, Cantharellales (Tulasnellaceae ve
Ceratobasidiaceae) ve Sebacinales (Serendipitaceae) takimlarinda taksonomik olarak
Agaricomycetes'e liye olan "Rhizoctonia™ kompleksindeki funguslarla birliktelik
olustururlar. Buna karsilik, ¢ogu mikoheterotrofik ve miksotrofik orkide, diger
konukgeu bitkilerde ektomikoriza olusturdugu bilinen Basidiomycetes ve Ascomycetes
ile iliskilidir (Bonnardeaux vd., 2007).

Orkide koklerinde pelotonlar, konake1 hiicrelerde bir adaptasyon mekanizmasi
olarak distiniilmektedir (Zhang vd., 2020). Konakg¢1 hiicrelerin iginde, pelotonlar bir
zar ile siirlanmistir. Zar, plazma zarma benzer ancak adenilat siklaz aktivitesinden
yoksundur. Enfeksiyon sirasinda, hiicre duvart mikrofibrillerinin ve mikrotiibiillerin
oryantasyonu, sitoplazmanin modifikasyonu ve pelotonlar1 ¢evreleyen membran
olusumu igin gerekli olabilecek sekilde degistirilir (Peterson vd., 1998). Orkideler,
fungus enfeksiyonunu kontrol etme yetenegine sahiptir ve mikrobiyotalar bu kontrol
stirecine uyarlanir. Mikorizal enfeksiyon tizerine hiicresel enzimlerin aktivitesi,
ornegin peroksidaz, oksidaz ve katalaz belirgin sekilde artar ve fungus pelotonlarinin
sindirimi meydana gelir (Blakeman vd., 1976).

Orkideler, fungus enfeksiyonunun derecesini fitoaleksinler gibi sekonder
metabolitlerle diizenleyebilir. Orchis protokormlarinda kesfedilen ilk fitoaleksin olan
Orchinol'iin fungus bilylimesini engelledigi bilinmektedir (Beyrle vd., 1995). Konake¢1
tarafindan tiretilen litik enzimler/fitoaleksinler/orkinoliin aktivitesi nedeniyle konak¢1
hiicreler ic¢indeki olgun pelotonlarin sindirildigi ve konukgu bitkiler i¢in fungus
govdesinden besinlerin salindig: artik agiktir. Daha sonra hiicrelerde yeni pelotonlar
gelisir. Pelotonlarin  sindirimi  ve olusumu eszamanli siireclerdir. Sindirilmis

pelotonlarin  bazi bilesenleri, funguslar tarafindan daha fazla kolonizasyonu
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kolaylagtiran fungus elisitorleri olarak islev goriir. Orkide mikorizasinin fungus
secicilerinin, protokormlarin yani sira orkide fidelerinin biiylime ve gelismesinde
onemli olduguna dair kanitlar vardir (Chen vd., 1994; Zhao vd., 2021).

Tirkiye'deki fungus gesitliligi izerine yapilan ¢caligmalar, farkli orkide tiirlerinin
mikorizal iligkilerini ve tohumlarinin ¢imlenme ve gelisimini in vitro, ex vitro ve in
situ simbiyotik yaklagimlarla arastirmaktadir. Bu c¢aligmalarda, Anacamptis
papilionacea, Neotinea tridentata, Orchis provincialis, S. orientalis ve Spiranthes
spiralis gibi ¢esitli orkide tiirlerinin koklerinden ve protokormlarindan fungus
izolatlar1 elde edilmistir. Elde edilen 13 mantar izolat, farkli orkide tiirlerine ve
protokormlarma ait mikorizal topluluklar1 temsil etmektedir. Izolatlarin
tanimlanmasinda ITS1-5.8-ITS2 bolgesinden iiretilen dizi verileri kullanilmistir ve
cesitli fungus taksonlarmin varligmi ortaya cikarmustir. Ozellikle, Basidiomycota
tiirlerinin tiim orkide 6rneklerinde tutarl bir sekilde tespit edildigi belirlenmistir. Cogu
izolat, Tulasnellaceae ve Ceratobasidiaceae aittir ve 0zellikle Tulasnella cinsi baskin
bir fungus tiirii olarak tanimlanmistir (Ozdener Kémpe ve Mutlu 2021; Harzli ve
Kompe, 2023). Ayrica, Serapias vomeracea koklerinden izole edilen mantar izolatlar
incelenmistir. Bu izolatlarin morfolojik ve molekiiler tanimlamalar1 yapilmastir.
Mikorizal birlikteliklerde yer alan tiim Rhizoctonia benzeri izolatlar, Tulasnella
calospora tiirii ile yakindan iligkilendirilmistir. Rhizoctonia benzeri olmayan izolatlar
ise Fusarium tricinctum, Aspergillus spelaeus ve Talaromyces pinophilus gibi farkli
tiirlere aittir (Kémpe vd., 2022). Dactylorhiza romana subsp. romana ve D. urvilleana
tiirlerinin mikorizal funguslarini izole etmek ve tanimlamak i¢in, bu tiirlerin kokleri
Karadeniz Bolgesinde ii¢ farkli habitattan toplanmistir. Genetik analizler, mikorizal
funguslarmin ~ ¢ogunlugunun  Basidiomycota’ya  ait  Tulasnellaceae  ve
Ceratobasidiaceae oldugunu gostermektedir. Bu aragtirmanin sonuglarina gore,
Dactylorhiza tiirlerinin mikoriza habitatlarina bagli olarak degisebilecegi
belirlenmistir (Kompe ve Mutlu, 2017). Bu bulgular, Tiirkiye'nin fungus ¢esitliligi
acisindan zengin oldugunu ve farkli habitatlardaki orkide tiirlerinin mikorizal

cesitliligini vurgulamaktadir.
2.3. Tezde Kullanilan Orkidelerin Ozellikleri
2.3.1. Anacamptis laxiflora (Lam.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W.Chase

Anacamptis laxiflora tiirii, baglangicta Renz ve Teubenheim (1984) tarafindan
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Tiirkiye Florasi'nda Orchis laxiflora tiirii olarak tanimlanmistir. Ancak, daha sonraki
taksonomik calismalar ve molekiiler analizler, bu tiirlin Anacamptis cinsine ait
oldugunu gostermistir. Bu nedenle, O.laxiflora tirii artik A.laxiflora olarak
bilinmektedir. Bu taksonomik yeniden smiflandirma, bitki tiirlerinin dogru
siniflandirilmasi ve taksonomik iliskilerinin daha iyi anlagilmasi agisindan énemlidir.
Diinyada Portekiz’den Orta Asya’ya kadar genis bir cografyada yayilis gosteren tiir,
yapilan calismalarda subsp. laxiflora, subsp. dielsiana ve subsp. dinsmorei olmak
tizere 3 alttiire ayrilir. Bu 3 alttiiriin kesisme alani Tirkiye’dir. A. laxiflora tiirtiniin
tipik bir alt tiirii olan subsp. laxifloramin morfolojik o6zellikleri su sekildedir:
Labellumun orta kismi agik renklidir ve orta lobu olduk¢a az gelismistir. Yan loblar
ise olduk¢a kisadir. Koyu renkli yan loblar ise iyi gelismis olup, birbirine hafifce
paralel bir sekilde asagi dogru uzanir. Bu karakteristik 6zellikler, subsp. laxifloranin
diger alt tiirlerden ayirt edilmesine katki saglamaktadir. Tiirkiye’de agirlikli olarak
Karadeniz Bolgesi'nin bati kiyilari, Marmara Bolgesi'nin bati ve kuzeyi ile Ege
Bolgesi'nin kiy1 seridini goriillen bu alttiir kuzeyde Orta Karadeniz, giineyde ise

Hatay’a kadar uzanir ve tiiriin diinyadaki yayilisinin en dogu kismin1 olusturur.

Cok yillik yumrulu olan A. laxiflora’nin genel morfolojik 6zellikleri; yumru 2
adet parcalanmamus, yar1 kiiresel veya elipsoit, hafif¢e konik, sapsiz veya kisa saplidir.
Govde 25-62 cm boyunda dik, diiz, bazen hafif zikzakli, iist kasimlar1 bazen
plirtizliidiir. Yapraklar gdvde boyunca aralikli dizilmis, 5-9 adet seritsi veya mizraksi
govdeye yaklasik 45 derecelik agiyla baghdir. Cigekler biiylik koyu menekse, pembe-

menekse, menekse-mor veya kirmizi menekse rengindedir (Deniz vd.,2023).

A.laxiflora’nin dogadaki genel goriiniimii Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1 A.laxiflora ‘nin dogadaki genel goriiniimii (Fotograflar Dr. Erdi Can Aytar
tarafindan c¢ekilmistir)

2.4. Serapias orientalis (Greuter) H. Baumann & Kiinkele

Serapias cinsi tyeleri Oncelikle Akdeniz havzasinda bulunur ve giiney
Italya'daki gesitlilik, Yunan adalarina kadar uzanir. Dagilim alam kuzeyde Kuzey
Britanya, glineyde Kuzey Afrika, batida Azor Adalar1 ve Kanarya Adalar1 ve doguda
Kafkasya ve Israil ile sinirlanmistir.  Serapias cinsi bitkilerin morfolojisi ve iireme
biyolojisi, diger bitki tiirlerinden belirgin sekilde farklilik gdsterebilir. Ozellikle, ¢icek
morfolojisi ve tozlagma mekanizmalari, adaptasyonlarina bagli olarak c¢evresel
faktorlere uyum saglamis olabilir. Bu bitkilerin ¢igek yapilari, cesitli 6zellesmis
Ozelliklerle tanimlanabilir ve bu 6zellikler, tiirler arasindaki farkliliklar1 ve evrimsel

iliskileri anlamak igin 6nemlidir (Giiner vd.,2023).

Tozlagsma sistemi, tozlasma organlarini korumak ve tozlasmay1 kolaylastirmak
i¢in ¢igek yapisinda adaptasyonlar gelistirebilir. Bu adaptasyonlar arasinda, tozlastirici

organlarin korolla yapisinda bir yuva deligi olarak bulunmasi veya soguk veya
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yagmurlu hava kosullarinda koruma saglamak amaciyla ¢icek parcalarinin bir araya
gelerek bir barmak olusturmasini saglar (Dafni vd., 1981). Uremeye (tozlasmaya) uzun
zamandir uygun boyutlardaki bdceklerin aracilik ettigi varsayillmistir. Bu sekilde,
korolun boyutu, bitki tiirlerinin ¢esitlenmesine yol agan zigotik bir engel olarak islev

gorebilir (Bellusci vd., 2008).

Serapias orientalis’in genel morfolojik 6zellikleri; yumru 2-5 adet, kiiresel-
yumurtamsinidr. Gévde saglam yapilt 12-30 cm boyunda yesilimsi, kirmizimsi-
morumsudur. Yapraklar 4-9 adet, dar ya da genis mizraksi, 6-16 cm uzunlugundadir.
Cigek durumu kisa ya da uzun, genellikle sik ciceklidir (Deniz vd.,2023).

S.orientalis’in dogada ki genel gortintimi Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

Sekil 2.2 S. orientalis dogadaki genel goriintimii (Fotograflar Dr. Erdi Can Aytar
tarafindan g¢ekilmistir)

2.5. Orkidelerin Geleneksel Kullanimlari

Salep kelimesi Tiirk¢ce kokenli olup (Yunanca'da 'salapi', Arapga'da 'sahlab')
karasal orkide yumrularini ifade eder. Tiirkler hem sicak igecek hem de igecegi lireten
orkide yumrusu i¢in bu terimi kullanmustir. Tlgili orkide tiirlerinin soluk sarimsi, kaba
ve sert kurutulmus yumrulari, glukomannan adi verilen besleyici bir polisakkarit igerir
ve ogitiilerek salep tiretimi i¢in kullanilir (Tekinsen ve Giliner, 2010; Musharof
Hossain, 2011). Salep, bir zamanlar libidoyu ve performans: arttirdig: iddia edilen
moda bir igecekti. Ancak doktorlar herhangi bir ilaci tavsiye etmeden 6nce kanit talep
edince salep itibarim1 kaybetti. Salep hala Tiirkiye ve Yunanistan'da sokak saticilari

tarafindan satilmaktadir (Teoh, 2019). Tiirkiye'de yaygin olarak tiiketilen ve sikca
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dondurma {iretiminde kullanilan Orchis, Anacamptis, Himantoglossum, Ophrys,
Serapias ve Dactylorhiza cinslerine ait 30 karasal orkide tiiriiniin yumrulari
kullanilarak hazirlanmaktadir (Sezik, 2002; Tekingen ve Giiner, 2010). Bu yumrular
glukomannan ve nisasta ana bilesenleridir. Yumru bilesimi tiirden tiire degismektedir.
Ornegin glukomannan icerigi Ophrys fuciflora'da (%9,6) en diisiik iken, Dactylorhiza
romana'da (%61,05) ise en yiiksektir (Ghorbani vd., 2017).

Tiirkiye'de, orkide yumrulart maksimum nisasta igeriklerine sahip olduklar yaz
sonunda toplanir. Yumrular, topraktan ¢ikarildiktan sonra, ac1 tadini ¢gikarmak i¢in kisa
bir siire kaynatilir ve yikanir. Ardindan, yumrular giineste veya diisiik sicaklikli bir
firmda kurutulur. Bu halleriyle uzun siire depolanabilirler. Kullanimdan once
kurutulmus yumrular 6giitiiliir (Sezik, 2002).

Daha 6nceki kayitlarda, istanbul’da 1892 yilinda 19 ton salep ihrac edildigi ve
ayrica 10 ton da rezerv saklandig bildirilmektedir. Izmir 1879 yilinda 6 ton ve 1905-
1908 yillart arasinda 10,5 ton salep ihra¢ edildigi, 19. yiizyilin son ¢eyreginde yilda
125 ton orkide yumrusu toplandigi tahmin edilmektedir. Bu orkide tiirlerinin tekrar
dikildigi iddia edilse de gelecek yilin hasadinin muhtemelen ©nceki yillarda
gormezden gelinen daha kii¢iik yumrulardan yapildigi tahmin edilmektedir (Lawler,
1984).

Hindistan'da satilan salep, Akdeniz ¢esidinden farklidir. Hindistan pazarlarinda
bulunan salep 6zellikle Eulophia nuda (syn. E. spectabilis), Eulophia dabia (syn. E.
campestris) ve Eulophia herbacea tiirlerinin gesitli tiirlerinden elde edilir (Misra vd,
2023). Hindistan salebinin diger orkide tiirleri arasinda Eulophia virens, Habenaria
commelinifolia, H. pectinata, Zeuxine strateumatica ve Cymbidium aloifolium
bulunmaktadir (Teoh, 2019).

Vanilya, Meksika kokenli bir tropikal orkideden elde edilir, ticaret ve yetistirme
acisindan 6nemli olan dort tiirii vardir: Vanilla fragrans, Vanilla pompona ve Vanilla
tahitensis ve V.planifolia. Bu tiirler arasinda V. planifolia, lezzet agisindan en degerli
olamdir ve gida katki maddelerinin {iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tamamen olgunlagmis vanilya meyveleri kurutularak elde edilir (Ramachandra Rao
ve Ravishankar, 2000). Vanilya ve 6zleri, yiyecek, icecek ve sekerlemelerde kullanilan
onemli ve popiiler dogal tatlandiricilardir. Ayrica, vanilya bir aromatik katki maddesi

olarak da kullanilir. Vanilya cekirdeklerinden 250'den fazla farkli bilesik izole
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edilmistir. Bunlar arasinda 4-hidroksibenzaldehit, 4-hidroksibenzoik asit gibi
bilesikler yer alir (Musharof Hossain, 2011; Buitimea-Cantaa vd., 2022).

Shi-Hu, Dendrobium tiirlerinden firetilen ve yaygin olarak kullanilan bir Cin
bitkisel ilacidir. En sik kullanilan tiirti Dendrobium nobile'dir (Bulpitt vd., 2007). Son
calismalar, Dendrobium cinslerine ait tiirlerdeki alkaloitlerin  bagisiklig1
artirabilecegini, yaslanma kaynakli oksidatif stresi azaltabilecegini ve anti-kanser
aktivitesine sahip olabilecegini gostermistir (Somade vd., 2023). Farkli ¢caligmalarda
diyabetik sican modellerinde ve hastalarda kan sekeri seviyesini diislirdiigii, insiilin
sekresyonunu ve insiilin duyarliligini artirdigi bilinmektedir (Hu vd., 2021).

Tian-Ma, Gastrodia elata’nin yumrularindan iretilen bir bagska Cin bitkisel
ilacidir (Kong vd., 2003). Deneysel calismalarda G.elata’nin anti-deliryum (zihin
islevlerinin bozulmasi) ve anti-konviilsan (anti-eliptik) etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Ek olarak bulunan amino asitlerin ve nitrik oksit sisteminin
ekspresyonunu modiile ederek kan basincini diisiirmekte ve merkezi sinir sistemini
korumaktadir (Ojemann vd., 2006; Wang vd., 2022; Wu vd., 2022). G.elata’nin
vazodilator (kan damarlariin genislemesi) gorevi gordiigii de bildirilmektedir. Ayrica
yiiksek tansiyonun neden oldugu hipertansif ataklar1 da 6nleyebilen 6zelliklere sahiptir
(Musharof Hossain, 2011). Bugiine kadar G. elata'dan agirlikli olarak fenolikler ve
glikozitleri, polisakkaritler, steroller ve organik asitler olmak tizere 81'den fazla bilesik
izole edilmistir. Ana aktif bilesenlerden biri olan gastrodinin, ndronal hiicreleri
koruma, anti-apoptotik, anti-oksidatif, antikoagiilan ve antitrombotik, anti-
inflamatuar, anti-aging ve analjezik aktiviteler gibi cesitli etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (Zhan vd., 2016).

Bai-Ji, Bletilla striata 'nin yumrularindan hazirlanan 6nemli bir Cin geleneksel
ilacidir (Kong vd., 2003). B. striata'nin metanol ve etanol ekstraktlarinda yapilan
deneysel ¢caligmalar, pihtilagsma stiresini kisalttigini, fibrinin bozulmasini engelledigini
ve trombozu ve yaranin iyilesmesini destekledigini gostermistir (Zheng vd., 1998;
Hossain, 2011). B. striata bibenziller, fenantren tiirevleri, malik asit tiirevleri,
steroidler ve polisakkaritler dahil olmak {izere birgok kimyasal bilesen igerir. Bu
kimyasal Dbilesenler, hemostaz, anti-inflamatuar, antibakteriyel, antikanser,
antioksidan ve antiviral aktiviteler gibi c¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahip
maddelerin temelidir (Jiang vd., 2020).
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2.6. Sekonder Metabolitler

Bitkilerdeki biyolojik gereksinimlere dayali olarak dogal olarak olusan
fitokimyasallar, genel olarak birincil metabolitler ve ikincil metabolitler olarak
smiflandirilabilir (Wuyts vd., 2006). Bitkilerdeki birincil metabolizma siireci
karbonhidratlar, yaglar, amino asitler ve niikleik asitler gibi metabolitleri iiretir
(Weinberg, 1971; Butnariu ve Bocso, 2022). Bu birincil metabolitler, bitki hiicresinin
biiylimesi, gelismesi ve liremesini igeren bitkilerdeki vazgegilmez biyolojik islevler
i¢cin Oncelikle 6nemlidir (Fraenkel, 1959; Fabregas ve Fernie, 2022). Bitkilerdeki
ikincil metabolizma siireci, ekolojik dengesizlik veya zararli enfeksiyonlarin neden
oldugu bitki hiicresinde koruyucu ve kendini savunma islevi i¢in énemli olan ikincil
metabolitlerin tiretimini saglar. Bu ikincil metabolitler, spesifik ve ¢esitli bitki gruplari
arasinda yaygin olarak bulunmaktadir (Divekar vd., 2022). Bitkilerde bulunan
sekonder metabolitler, farkli kombinasyonlarda bulunarak bitki tiirlerinin
siiflandirilmasinda 6nemli bir arag olarak kullanilmaktadir (Bourgaud vd., 2001). Bu
metabolitler, bitki tiirleri arasinda benzersiz kimyasal Ozelliklere sahiptir ve
taksonomik arastirmacilar tarafindan bitki tiirlerinin smiflandirilmasi i¢in kullanilan
onemli bir aragtir. Ozellikle bitki taksonomisi, morfolojik benzerliklerin yani sira
bitkilerin kimyasal bilesimlerinin benzerlikleri de dikkate alinarak yapilir. Bitki
metabolitleri, bitki siniflandirmasi i¢in 6nemli bir ara¢ oldugu gibi, bitkilerin biyolojik
etkilesimleri ve tibbi kullanim1 hakkinda da bilgi saglar (Stamp, 2003).

Bitki hiicrelerinin biyolojik iglevlerinden sorumlu birincil metabolitler ve ikincil
metabolitler esas olarak biyosentetik yolaklarda iiretilir. Biyosentetik yol sitrik asit
dongiisii sirasinda agiga ¢ikan enerji ve karbonhidratlarin glikoliziyle saglanan bir
enerji gereksinimi siirecidir (Kabera vd., 2014). Adenozin Trifosfat (ATP), birincil
bilesigin katabolik siirecinden ve amino asitlerin, yaglarin ve glikozun oksidasyonuyla
iretilen ana enerji molekiiliidiir. Koenzim A, anabolizma ve katabolizma
reaksiyonunda hidrojen verici veya hidrojen alicisindan sorumlu 6nemli bir
katalizordiir (Velu vd., 2018). Pentoz yolu, glikozitlerin biyosentezinden, sikimik asit
yolu ise fenollerin biyosentezinden sorumludur. Benzer sekilde mevalonik asit ve
asetat malonat yollari, steroidler ve alkaloitlerin biyosentezinden gorev almaktadir.
Asetil koenzim A, sikimik asit yolu, pentoz yolu, asetat malonat yolu ve mevalonik
asit yolu gibi ¢esitli yollardan ikincil metabolitlerin biyosentezi i¢in baslica 6nemli
birimlerdir (Giweli vd., 2013; Jan vd., 2021).
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Bitkiler, dogal sistemlerde bir dizi rakiple kars1 karsiyadir ve evrimsel siireg
icinde ¢esitli biyotik ve abiyotik stres tiirleriyle basa ¢ikabilmeleri i¢in ¢oklu direng
mekanizmalar1  gelistirmistir  (Ballhorn vd., 2009). Sekonder metabolitler,
farmasotiklerin  6nemli kaynaklaridir ve bitkilerin ¢evrelerine adaptasyonunda
dinamik bir rol oynarlar (Ramachandra Rao ve Ravishankar, 2002). Bitki biiyiime
diizenleyicileri (BBD'ler), bitki ikincil metabolitlerinin iiretimini uyarici olarak
kullanilmistir. Bitki biliytime diizenleyicileri, bitki biiylimesi tizerinde spesifik etkileri
olan ve diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olan basit molekiillerdir (Teale vd., 2006).
1940 yilindan bu yana, ¢cimlenme, biiyiime, vejetatif iireme, olgunlasma ve yaslanma
gibi gelisimsel siirecleri kontrol etmek i¢in tarimda dogal ve sentetik biiyiime
diizenleyicileri kullanilmaktadir. BBD'ler sadece antioksidan potansiyeli, temel
biliylime ve gelisim siireclerini kontrol etmekle kalmaz, ayni zamanda bitki doku
kiiltiirtinde bitki sekonder metabolit {liretimini de diizenler (Dérnenburg ve Knorr,
1995; Jamwal vd., 2018).

Sekonder metabolitlerin en 6nde gelen dort grubu vardir. Bunlar terpenler,

fenoller, azot ve kiikiirt iceren bilesiklerdir.
2.6.1. Terpenler

Terpenler, diinyadaki en Onemli ve yaygm olarak bulunan bitki ikincil
metabolitleridir (Grayson, 1988; Li vd., 2021). Kimyasal olarak terpenoidler,
cogunlukla reginelerde ve ugucu yaglarda bulunan sivi formdaki doymamis
hidrokarbonlardir (Nagegowda ve Gupta, 2020). Genellikle mevalonik asit yolu ile
asetattan tretilen izopren birimlerinden olusur (Ahumada vd., 2008; Reumann vd.,
2007; Sapir-Mir vd., 2008). Farkli sayidaki izopren birimleri terpenlerin yapisal
siniflandirmasinda cesitlilik gosteren biiyiik terpenler olusturmak i¢in bir araya gelir.
Tiim terpenoidlerin CsHg genel bir formiilii vardir. Iginde bulunan karbon atomu
sayisina gore Hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cio), seskiterpenler (Cis),
diterpenoidler (Cz), triterpenoid (Cso) ve tetraterponoid (Cao) olarak siniflandirilir
(Dudareva vd., 2007).

Terpenoidler {izerine yapilan fitokimyasal arastirmalar, bu bilesiklerin
farmakolojik aktivitelerinin hastaliklarin tedavisi ve yonetimi i¢in dnemli oldugunu
gostermistir (Velu vd., 2018; Chen vd., 2021; Huang vd., 2022; Ktos ve Chlubek,
2022). Bu bilesiklerin ¢ogunlukla bitkileri tiiketen bocekler ve memeliler igin

kisitlayic1 etkilere sahip olmalarmin nedeni, terpenlerin genellikle tat ve koku
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acisindan belirgin Ozelliklere sahip olmalar1 ve bdylece boceklerin ve memelilerin
beslenme davranislarini etkilemeleridir (Boncan vd., 2020; Plata-Rueda vd., 2020).
Terpenlerin bazilarinin genel fizyolojide birincil rol oynadigi (6rnegin, gibberellin
hormonlar1 ve zar sterolleri) bilinmektedir. (He vd., 2022; Yang vd., 2022). Cigek
kokularinda tozlayici ¢eken ugucu monoterpenler ve seskiterpenler gibi ¢ok sayida
metabolitler ekolojik olarak 6nemli gorevlere sahiptirler (Pichersky ve Raguso, 2018).

Terpenler ayrica anti-inflamatuar, anti-kanser ve sinir hiicrelerinin koruyucu
etkilerinden dolay1 insan sagligina faydalidir (Chang vd., 2022; Manikyam vd., 2021;
Sanchez-Martinez vd., 2022). Ornegin; Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
terimi, hiicre ¢ogalmasi ve ¢esitli hiicresel yanitlarin diizenlenmesi i¢in 6nemli olan
bir sinyal yolunu ifade eder. Terpenlerin etkisi, bu sinyal yolunun aktivasyonunu
modiile ederek veya inhibe ederek gerceklesebilir. Aktive edilmis B hiicrelerinin
niikleer faktor «-hafif zincir arttiricisi (NF-xkB) ise birgok hiicresel yanitin
diizenlenmesinde kilit bir rol oynayan bir protein kompleksidir. Terpenlerin etkisi, NF-
kB sinyal yolunun aktivasyonunu veya inhibisyonunu etkileyerek, hiicresel
inflamasyon ve immiin yanitlar1 diizenleyebilir. c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ise
hiicre stres yanitinin diizenlenmesinde 6nemli olan bir sinyal yoludur. Terpenler, JINK
sinyal yolunu modiile ederek hiicre stresine yanit1 diizenleyebilir. Dahasi, "interlokin
6 (IL-6)" ve "tiimor nekroz faktorii o (TNF-a)" gibi sitokinler, inflamatuar yanitin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan proteinlerdir. Terpenlerin etkisi, bu sitokinlerin
tiretimini modiile ederek inflamasyonun kontrol edilmesine katkida bulunabilir. Bu
sinyal yollar1 ve sitokinlerin etkilesimi, terpenlerin anti-inflamatuar ve diger biyolojik
etkilerinin altinda yatan karmasik mekanizmalar1 temsil eder. Bu mekanizmalarin
anlasilmasi, terpenlerin terapdtik potansiyelini degerlendirmek ve inflamatuar

hastaliklarin tedavisinde kullanimini yonlendirmek i¢in 6nemlidir (Cho vd., 2017).

Son zamanlarda, birkac bitkide 6zel terpenoid birikiminin endofit aracili
diizenlendigi bildirilmistir. Endofitik mikroorganizmalar (bakteriler ve funguslar)
herhangi bir hastalik semptomlar1 gostermeksizin hiicre i¢i alanlarda bitki dokularinda
bulunurlar (Schulz ve Boyle, 2005). Terpenoidler dahil olmak iizere bitkiye 6zel
metabolitlerin biyosentezini de diizenlerler (Yang vd., 2016). Kesin mekanizma heniiz
kesfedilmese de endofit-bitki iliskisinin kaynagi artirip (fotosentez), havuzu

genisleterek (glikoliz ve trikarboksilik asit donglisii) ve metabolizmay1 da artirarak
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iretimi (biyokiitle ve 6zel terpenoidler) iyilestirebildigi iddia edilmektedir (Yuan vd.,
2019).

2.6.1.1. Hemiterpenler

Hemiterpenler, Cs yapisina sahip en kiigiik ve en basit terpenlerdir. izopren en
iyi bilinen hemiterpendir. Birgok agacin (kozalakli agaclar, kavaklar, meseler ve
sogiitler dahil) yapraklarinda ve diger organlarinda bulunmaktadir (Ludwiczuk vd.,
2017; Reveglia vd., 2018). izopren bir sinyal ve savunma molekiilii gérevi yapar ve
kaucuk, aromalar ve potansiyel biyoyakitlarin sentezi i¢in énemli bir yap1 olmustur
(Yeom vd., 2018). Bir hemiterpen olan prenol’iin molekiiler ve ti¢ boyutlu yapis1 Sekil

2.3’de verilmistir.
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Sekil 2.3 Prenol bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

2.6.1.2. Monoterpenler

Monoterpenler iki izopren biriminden olusur ve bir¢ok bitkinin ugucu yaglarinda
bulunur (Gould, 1997; Hop ve Son, 2022). Kozmetik, parfim, gida ve ilag
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan aromatik bitkilerin ugucu yaglarinin ana
bilesenleri olarak gii¢lii kokular1 ve aromatik 6zellikleri iyi bilinmektedir (Booth vd.,
2017; Ludwiczuk vd., 2017). Ayrica bitkileri biyotik ve/veya abiyotik streslerle baga
cikma konusunda giiclendirecek 6zelliklere de sahiptirler. Mentol, limonen, geraniol,
linalool, okaliptol, borneol ve kafur, monoterpenoidlerin énemli temsilcilerinden
bazilaridir. Monoterpenler genellikle GPP'den, Terpen sentaz (TPS)-b, d1 veya g alt
familyalarina ait monoterpen sentazlarin (mTPS'ler) etkisiyle olusturulurlar (Ruan vd.,
2016; Tholl, 2015; Velu vd., 2018). Bir monoterpen olan mentol molekiiler yapis1 ve
tic boyutlu gosterimi Sekil 2.4’te verilmistir.
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Sekil 2.4 Mentol bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

2.6.1.3. Seskiterpenler

Seskiterpenler {i¢ izopren biriminden olusur ve en yaygin terpen sinifin1 temsil
eden bir Cis bilesikleri grubudur. Bunlar, TPS-al, a2, d1, d2, d3, e/f veya g alt
familyalarina giren seskiterpen sentazlarin (sTPS'ler) katalitik aktivitesi yoluyla
FPP'den (Fernesil difosfat) {iiretilen asiklik, monosiklik, bisiklik veya trisiklik
bilesiklerdir (Chen vd., 2011). Esas olarak yiiksek bitkilerde bulunurlar. Bazilar gii¢lii
antikanser, antiviral, sitotoksik ve antibiyotik 6zellikleri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir
(Yu vd., 2012). Ayrica ¢igek kokularmin bilesenleridir ve bitkilerin kendilerini
otcullara ve bitki patojenlerine karsi savunmasina yardimci olur. sTPS tarafindan
retilen seskiterpenler, gelismekte olan stigmayr patojenlerden korumak igin
acilmadan Once petunya ciceklerinin stigmalarinda birikir (Boachon vd., 2019).
Yaygin seskiterpenoidler karyofillen, farnesen, a-humulen, zingiberene, santalenes ve
santalol'diir (Chadwick vd., 2013). Bir seskiterpen olan kadinen’in molekiiler yapisi

ve li¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5 Kadinen bilesiginin molekiiler yapisi ve ti¢ boyutlu gosterimi

2.6.1.4. Diterpenler

Diterpenler, GGPP (Geranilgeranil difosfat sentaz)'den olusturulan bir Czo
hidrokarbon iskeletine sahip kimyasal olarak heterojen bilesikler grubunu kapsar.
Iskelet cekirdeklerine gore lineer, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik, pentasiklik veya
makrosiklik diterpenler olarak smiflandirilirlar (Onrubia vd., 2013). Ornegin;
diterpenler bitkilerin hem birincil hem de ikincil metabolizmalarina katkida
bulunurlar. Gibberellin (GA) fitohormonlar1 ve klorofilin fitol yan zinciri bitkilerin
birincil metabolizmasina katilirken, diterpen fitoaleksinlerin bitkilerin zararlilara veya
patojenlere kars1 direng sagladigi gosterilmistir (Zerbe ve Bohlmann, 2015). Simdiye
kadar bitkilerden 13.000 fazla farkli diterpen rapor edilmistir (Johnson vd., 2019).
Cesitli diterpenoidler insanlar tarafindan ilag ve parfiim olarak kullanilmaktadir. Ticari
olarak kullanilan baslica diterpenoidlerin bazilar1 arasinda Taxus brevifolia'dan kanser
Onleyici ilag taksolii (paklitaksel), sklareol ise Salvia sclarea'dan ve Stevia
rebaudiana'dan dogal tatlandirici olarak bulunur (Caniard vd., 2012; Schalk vd., 2012;
Philippe vd., 2014). Bir diterpen olan fitol’iin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi
Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6 Fitol bilesiginin molekiiler yapis1 ve ii¢ boyutlu gosterimi
2.6.1.5. Sesterterpenler

Sesterterpenler, bes izopren birimine sahip (Czs) bilesiklerdir. Lineer, mono, bi-
, tri-, tetra- ve makro siklik gibi ¢esitli formlarda bulunur (Ludwiczuk vd., 2017). 2019

yilina kadar, dogal kaynaklardan yaklasik 1400 sesterterpenoid kesfedilmistir ve diger
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terpenoidlerin aksine diterpenoidler ve triterpenoidler gibi nispeten kiigiik bir
terpenoid grubudur. Sesterterpenoidlerin ¢ogu deniz organizmalar1 veya funguslar gibi
kaynaklarda bulunurken, 170'ten fazla sesterterpenoid yiiksek bitkilerde rapor
edilmistir (Jiang vd., 2022). Sesterpenler, ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve karmasik
yapist nedeniyle, bitki konak-konakg1 etkilesimlerinde hayati bir rol oynarlar. Ornegin;
Arabidopsis thaliana'da, koke ozgii iki sesterterpenoidin eksikliginin, kok
mikrobiyotasinin birlesmesini 6nemli Ol¢iide etkiledigi tespit edilmistir (Chen vd.,
2019). Bir sesterterpen olan sibastasin A molekiiler yapisi ve ti¢ boyutlu gosterimi
Sekil 2.7°de verilmistir.
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Sekil 2.7 Sibastasin A bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

2.6.1.6. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusurlar (Cao) ve bir dizi 6nemli biyolojik
aktiviteye sahip genis bir bilesik sinifin1 igerir (Staniszewska vd., 2003; Tanaka vd.,
2021). Triterpenoidler normal biiyiime ve gelisme i¢in gerekli degildir. Ancak bitki
savunmasinda ve mahsul bitkilerinde gida kalitesinde 6nemli islevleri olan triterpen
glikozitler olarak bulunurlar (Kim vd., 2018). Triterpenoidler, kardiyak glikozitleri
igerirler ve sitotoksik, yatistirici ve anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir (Salminen vd.,
2008; Shi vd., 2016; El-Baba vd., 2021). Bunun yaninda, gida, kozmetik, ila¢ ve
endiistriyel biyoteknoloji sektorlerinde genis bir alana sahiptir. Simdiye kadar
20.000'den fazla farkl triterpenoid rapor edilmistir (Thimmappa vd., 2014; Kim vd.,
2015). Bir triterpen olan ursolik asit molekiiler yapis1 ve ii¢ boyutlu gosterimi Sekil

2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8 Ursolik asit bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

2.6.1.7. Tetraterpenler

Tetraterpenler sekiz izopren birimi igerir (Cao). Tetraterpenoidler 6nemli
pigmentleri (6rnegin beta-karoten, likopen) icerir ve renkli bitki kisimlarinda bulunur.
Tetraterpenoidlere ait karotenoidler 6nemli dogal pigmentlerdir ve A vitamininin ana
kaynagidir. Klorofillerden sonra en yaygin tetraterpenoidler, yeryiiziinde en bol
bulunan absisik asit ve strigolaktonlarin onciisii olan karotenoidlerdir (Nisar vd.,
2015). Bunlar dogal yagda ¢ozilinen pigmentlerdir veya temel likopen yapisina sahip
basit doymamis hidrokarbonlar ya da ksantofiller olarak bilinen oksijenli analoglaridir.
Karotenoidler renksiz veya sari, turuncu ve kirmizi g¢esitleri olabilir (Lopez-Juez ve
Pyke, 2004; Kilambi vd., 2013). Karotenoidler ve tiirevleri (apokarotenoidler),
fotosistemlerin birlestirilmesinde ve biiylime ve gelismenin diizenlenmesinde dnemli
roller oynarlar. Apokarotenoidler ayn1 zamanda sinyal molekiilleri olarak da hareket
ederler ve bitkinin ¢evreleriyle etkilesiminde rolleri vardir (Tian ve Dellapenna, 2001;
Joyard vd., 2009; Nisar vd., 2015). Insanlarda karotenoidler antioksidan gorevi goriir
ve yasa bagl gozdeki makula dejenerasyonunu (gérme alaninda bozukluk) azaltir ve
ayrica gida endiistrisinde boya ve renklendirici olarak kullanilir (Fiedor ve Burda,
2014; Nagegowda ve Gupta, 2020; Huang vd., 2022). Bir tetraterpen olan klorofil

molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.9’daverilmistir.
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Sekil 2.9 Klorofil bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi
2.6.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan en 6nemli bitki sekonder
metabolitleridir. Antioksidan, antikanser, antimikrobiyal, antiseptik ve anti-
inflamatuar aktivite gibi onemli farmakolojik 6zelliklere sahiptir (Pengelly, 2020; de
Elguea-Culebras vd., 2022). Fenolik bilesikler asagidaki esaslara gore
siniflandirilabilir:

(1) hidroksil fonksiyonel grup sayisina gore fenolik bilesikler 1-, 2-, 3- ve
poliatomik fenoller olarak siniflandirilir. Polifenoller, aromatik bilesiklerde birden
fazla hidroksil fonksiyonel grubu iceren fenolik bilesiklerdir;

(2) kimyasal konfigiirasyona gore fenolik bilesikler mono-, di-, tri-, oligo ve
polifenoller olarak siniflandirilir;

(3) karbon iskeletindeki yer degistirmeye, yan zincirdeki karbon atomu ve
aromatik halka sayisina gore siniflandirilabilir (Velu vd., 2018).

Bitkiler, aromatik bir halka iizerinde bir fenol grubu, bir hidroksil fonksiyonel
grubu iceren ¢ok cesitli sekonder metabolitler iiretirler. Bitki savunma sistemi, kok
parazitleri ve nematodlar1 dahil olmak iizere zararlilara ve hastaliklara kars1 fenolleri

kullanir (Park vd., 2001; Wuyts vd., 2006; Hernandez-Trejo vd., 2021).
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Kimyasal yapilar1 ile ilgili olarak, polifenoller iki veya daha fazla fenolik
hidroksil grubundan olusan ortak bir fonksiyonel grubu paylasirlar. Bitki kaynakli
fenolik bilesiklerin uygulamalar1 i¢in, orijinal yapilarin veya modifiye kimyasal
Ozelliklerinden uygun sekilde yararlanmak ¢ok oOnemlidir (Ejima vd., 2017,
Mikotajczak vd., 2021).

Bitki fenolik bilesikleri, biyosferde dolasan organik karbonun énemli bir kismint
olusturur ve siirdiiriilebilir yesil kimyasal siiregler i¢in biiylik pratik degere sahiptir.
Bu bilesikler, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in temel 6neme sahip olmanin yani
sira, cevresel uygulamalarda da cesitli avantajlar sunarlar. Ozellikle, bitki fenolik
bilesiklerinin ¢esitli ¢evresel uygulamalarda kullanimi, nadir metallerin veya zararli
metallerin geri kazanilmasi gibi siireclerde 6nemli bir rol oynar. Bu bilesikler,
bitkilerin kokleri araciligiyla topraktan su ve besin elementlerini alirken, ayn1 zamanda
cevrede bulunan bazi metalleri de alarak tutarlar. Dolayisiyla, bitkiler bu metalleri
biyolojik olarak baglayabilir ve tutabilirler, bu da g¢evredeki kirliligi azaltabilir ve
kaynaklar1 yeniden kullanilabilir hale getirebilir. Bu sekilde, bitkisel hammaddelerin
kullanimi, plastik gibi petrokimyasal iiriinlerin yerine gecerek fosil kaynaklarin
tasarruf edilmesine ve g¢evresel siirdiiriilebilirligin artmasina katkida bulunabilir. Bu
yoniiyle, bitki fenolik bilesiklerinin ¢evresel uygulamalari, ¢evre koruma ve
stirdiiriilebilirlik agisindan énemli bir potansiyele sahiptir (Kuppusamy vd., 2015; Ge
ve Li, 2018; Mark vd., 2019; Okumura, 2021).

2.6.2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler meyveler, sebzeler, baharatlar, tahillar gibi cesitli bitki
kaynaklarinda bulunan fenolik bilesikler altinda gruplanan biyoaktif kimyasallarin en
belirgin sinifidir (Stuper-Szablewska ve Perkowski, 2017; Karasawa ve Mohan, 2018).
Bitkilerin farkli kisimlarina dagilmislardir ve gidalarin tipik organoleptik (gida
tiriinlerinin insanin duyu organlarini uyaran) 6zelliklerine katkida bulunan renk, tat,
burukluk ve sertlik veren aromatik metabolitlerdir. Fenolik asitler, antioksidan, anti-
inflamatuar, immiin diizenleyici, anti-alerjik, anti-aterojenik (serbest kolesteroliin
disariya atilmasi), anti-mikrobiyal, anti-kanser aktiviteleri ve anti-diyabetik 6zelliklere
sahiptirler (Anantharaju vd., 2016; Kumar ve Goel, 2019; Zhang vd., 2019).

Fenolik asitler, fenolik bilesikler arasinda bilesenlerin {i¢te birini
olusturmaktadir. Aromatik halkadaki hidroksil gruplarinin konumlarina ve sayilarina

bagli olarak ve iki farkli karbon cerceveleri nedeniyle hidroksibenzoik asitler ve
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hidroksisinamik asitler olarak simiflandirihirlar  (Rashmi  ve Negi, 2020).
Hidroksibenzoik asitler, Ce-C1 yapisinda yedi karbon atomlu benzoik asit tiirevleridir.
Gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, ellagik asit, gentisik asit, protokatesik
asit, siringik asit ve vanilik asit aromatik halkanin modifikasyonuna gore kendi
aralarinda farklilik gosteren baglica hidroksibenzoik asitlerdir. Hidroksibenzoik
asitler, sekerler veya organik asitlerle konjuge (¢Oziinlir formda) veya hiicre
bilesenlerine bagli formda mevcuttur. Yenilebilir bitkiler genellikle ¢ok diisiik
seviyelerde hidroksibenzoik asit biriktirir (Keszycka vd., 2017; Qadir vd., 2019).
Hidroksisinnamik asitler ise Ce-Cs3 sahip olan sinnamik asitlerin tiirevleridir.
Hidroksisinamik asit ve tiirevleri arasinda p-kumarik asit, sinamik asit, kafeik asit,
ferulik asit, sinapik asitler, izoferulik asit ve p-hidroksisinamik asit en yaygin
olanlaridir (Raffo vd., 2006; Mattila ve Hellstrom, 2007; Ranilla vd., 2010).
Hidroksisinnamik asitler dogada hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindir ve
genellikle ¢esitli konjuge formlarda bulunur (Butts-Wilmsmeyer vd., 2020). Bir
fenolik asit olan gallik asittin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.10°da

verilmistir.
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Sekil 2.10 Gallik asit bilesiginin molekiiler yapis1 ve {i¢ boyutlu gdsterimi

2.6.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler genellikle suda ¢oziiniir bilesiklerdir. Flavonoidler sinifi bilesikler,
bitkilerde yaygin olarak bulunan ve ¢esitli biyolojik islemlerden sorumlu olan, dogal
olarak olusan polifenolik fitokimyasallardir. Bir¢ok flavonoid, ¢icek pigmentleri
olarak kolayca tanimlanir ancak cesitli bitkilerin tiim kisimlarinda bulunurlar
(Badshah vd., 2021). Flavonoidler, tozlasma igin bocegi ¢eken ultraviyole iginlarini
stizerek cicegin ta¢ yapraklari lizerinde giizel bir renk lireterek bitki tozlagmasinda

onemli bir rol oynar. Flavonoidler ayrica bitki hiicre dongiisiiniin inhibisyonu yoluyla
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bitki hiicresinin fizyolojik islevini diizenleyen bitkilerde kimyasal bir haberci gorevi
goriir (Ghorbani vd., 2019). Baslica 6nemli flavonoidler, toplam bitki tiirlerinin
neredeyse %70'inden fazlasinda yaygin olarak bulunan kuarsetin ve kaempferol'ii
igerir (Velu vd., 2018).

Flavonoidlerin flavonlar, flavanoller, flavanonoller, flavanonlar, izoflavonlar ve
antosiyanininler gibi bir¢ok alt sinifi vardir ve arastirmacilar 5000'den fazla flavonoid
tanimlamugtir (Castafieda-Ovando vd., 2009). Kimyasal olarak flavonoid, iki aromatik
A ve B halka ve C heterosiklik halka olarak tanimlanan polifenolik bilesiktir. Bazi
flavonoidlerde C halkasi yerine ii¢ karbon atomlu agik zincir bulunabilir (Rengasamy
vd., 2019).

Flavonoidler biyolojik etkilerinden dolay1 ¢esitli farmasotik uygulamalarda
vazgecilmez bir bilesendir. Bunun nedeni, temel hiicresel enzim fonksiyonlarini
modiile etme kapasiteleri ile birlikte antioksidan, anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve
anti-kanserojen ozelliklere sahiptirler (Martin ve Ernst, 2002; Das ve Rosazza, 2006;
Helenius, 2018; Peluso, 2016). Ayrica ksantin oksidaz (XO), siklo-oksijenaz (COX),
lipoksijenaz ve fosfoinositid 3-kinaz gibi ¢esitli enzimler i¢in giliglii inhibitorler
olduklar1 bilinmektedir (Metodiewa vd., 1997).

Flavonoller

Flavonoller, 4 konumunda bir okso grubunun varligi ve C halkasi iizerinde
konjugasyona izin veren 2,3-¢ift bag ile karakterize edilen flavonoid ailesinin bir alt
smifidir. A ve B halkalar1 arasindadir ve bu bilesiklerin redoks 6zelliklerini giiglii bir
sekilde etkiler. Bununla birlikte, 3 konumunda bir hidroksil grubunun (fenolik
olmayan tek grup) mevcudiyetiyle flavonlardan farklidirlar (Laoué vd., 2022; Sahu ve
Mishra, 2022). Cogunlukla O- glikozitler ve nadiren C- glikozitler olarak bulunurlar.
Bugiine kadar, 3-, 7-, 3'- veya 4'- O- glikozitlerin bir kombinasyonu olarak 900'den
fazla O- glikosil flavonol tanimlanmistir. En yaygin seker bilesigi glikozdur ve bunu
galaktoz ve ramnoz izler. Ayrica, arabinoz, ksiloz ve glukuronik asit de mevcut oldugu
bildirilmistir. Flavonun polimetoksiflavon alt grubuna benzer sekilde, flavonoller de
polimetoksile formlar1 olarak bulunabilir (Barreca vd., 2017, 2021; Dudek vd., 2016;
Tung vd., 2019).

Flavonoller ¢cay ve kirmizi sarapta glikoz veya ramnoz gibi bazi basit sekerlerle
glikolize edilmis formlarinda bol miktarda bulunur. Bazi meyvelerin dis kismi

yaklasik 5-10 farkli flavonol glikozit igerir (Herrero vd., 2012; Kumar ve Pandey,
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2013). Farkli meyvelerdeki (hatta ayni tiirden olanlar bile) flavonollerin
konsantrasyonu, biyosentezlerindeki farkliliklardan dolayr farklililk — gosterir
(Jeganathan vd., 2016). Bu durum, bitkilerdeki flavonol igeriginin, yapraklarin dis
kismindan i¢ kismina dogru degisen yogunlukta oldugunu belirtmektedir. Yapraklarin
dis kisimlari, i¢ kisimlarina gore daha yesil oldugu icin genellikle daha yiiksek
flavonol igerigine sahiptir. Bu, bitkilerin fotosentez ve ¢evresel stresle basa ¢ikma
yeteneklerini artirmak icin gelistirdikleri bir adaptasyon olabilir. Ozellikle giines
151g¢1na daha fazla maruz kalan yapraklarin, UV 1sinlarina karsi korunma amaciyla daha
yuksek flavonol igerigine sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu sekilde, bitkiler
flavonoller aracilifiyla fotosentezde ve cevresel stresle miicadelede énemli bir rol
oynarlar (Brooker vd., 2008). Flavonoller arasinda en iyi bilinen, en yaygin sekilde
yayilan ve en ¢ok ¢alisilan kuersetindir (Boots vd., 2008; Tahir vd., 2021). Kuersetinin

molekiiler yapisi ve ti¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.11° de verilmistir.
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Sekil 2.11 Kuersetin bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

Flavonoller SARS-CoV-2'yi inhibe etme yetenegi nedeniyle yakin zamanda
daha ¢ok onemli hale gelmistir (Abian vd., 2020; Quiles vd., 2020). Flavonollerin
antioksidan ozellikleri, bu bilesiklerin biyolojik 6nemini artiran 6nemli faktorlerden
biridir. Serbest radikallerin yiiksek seviyeleri, oksidatif stresin baskin oldugu belirli
fizyolojik durumlar1 indiikleyerek, kronik hastaliklarin baslangicina ve yaslanmaya
onemli 6l¢iide katkida bulunarak, organizma sagligi icin ciddi sorunlara neden olur
(Bagchi vd., 2021; Slika vd., 2022). Ayrica, oksidatif stres gidalarin raf dmriin,
stabilitesini ve ticari Kkalitesini Onemli Ol¢iide azaltabilir. Bu nedenle, diyet
flavonolleri, kronik hastaliklarin siddetini azaltmaya yardimci olabilecek oksidatif

hasar1 azaltarak ve gida iriinlerinin raf omriinii ve kalitesini uzatarak kilit bir rol
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oynamaktadir (Tripoli vd., 2007; Shahidi ve Ambigaipalan, 2015; Spagnuolo vd.,
2018).
Flavonlar

Flavonlar, C15H1002 molekiiler formiiliine flavonoidlerin bir alt smifidir. A-, C-
ve B-halkalar olarak adlandirilan Cs—C3—Ce olmak lizere ii¢ halka iskeletinden olusur.
Flavonlar, hidroksi (flavonollerde oldugu gibi), karbonil ve konjuge c¢ift baglar gibi
fonksiyonel gruplardan yararlanmak i¢in modifiye edilebilir ve bu, {i¢ fonksiyonel
grubun tiimii i¢in tipik olan reaksiyonlarla sonuglanir. Flavonun esanlamlilar1 2-fenil-
4H -kromen-4-on ve 2-fenil-1-benzopiran -4-on ‘dur. Flavonoid biyosentezi, kalkon
sentaz (KS) enzimi tarafindan gerceklestirilen, 1 molekiil 4-kumaroil-CoA ve
naringenin kalkon veren ii¢ molekiill malonil-CoA'nin yogunlastiriimasiyla baslar.
Kalkonun iki dogrudan Onciisii, birincil metabolizmanin iki farklt yolundan
kaynaklanir. Kumaroil-CoA, topluca genel fenil-propanoid yolu olarak adlandirilan tig
enzimatik adimla amino asit fenilalaninden sentezlenir. Malonil-CoA, krebs
trikarboksilik asit donglisiinde merkezi bir ara madde olan asetil-CoA'nin
karboksilasyonu ile sentezlenir. Kalkon, sonug¢ olarak, bir flavanon verecek sekilde
kalkon flavanon izomeraz (KFI) enzimi tarafindan izomerlestirilir (Singh vd., 2014).

Flavonlar, bitkilerde antosiyaninlerle birlikte pigmentler olarak, bitkilerde
ultraviyole B koruyuculari, boceklere ve fungus patojenlerine karsi koruma gibi ¢esitli
biyolojik rollere sahiptir (Hostetler vd., 2017; Li vd., 2020). Ayrica, endojen siiregler
sirasinda Uretilen serbest radikaller de dahil olmak iizere kimyasal kaynakli
kanserojenligi inhibe edebilir (Lopez-Lazaro, 2002; Chang vd., 2010).

Meyve ve sebzelerdeki flavonlarin konsantrasyonu flavonollerden daha azdir.
Flavonlar, tatli dolmalik biber, kereviz ve maydanoz da dahil olmak iizere ¢ok az
bildirilen kaynaklara sahip apigenin ve luteolin glikozitleridir. Bugday gibi tahillarda
flavonlarin glikozitleri olarak bulunurken turuncgil kabugunda ise, nobiletin,
sinensetin ve tangeretin dahil olmak tizere polimetoksile flavonlar olarak bulunurlar
(Stuetz vd., 2010). Bir flavon olan nobiletin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gdosterimi
Sekil 2.12°de verilmistir.
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Sekil 2.12 Nobiletin bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

Izoflavonlar

Flavonoidlerin alt sinifi olan izoflavonlar 6strojen reseptorlerine olan afiniteleri
nedeniyle fitodstrojenler olarak bulunur. Steroid olmamalarina ragmen, estradiol gibi
bir konfigiirasyonda 7’ ve 4' pozisyonlarinda -OH igerirler. izoflavonlar ve diger
flavonoidler arasindaki temel fark, Ca'teki benzen halkasi B'nin konumudur (Wang vd.,
2013).

Izoflavonlar, cesitli bitkilerde, dzellikle koklerde ve tohumlarda dogal olarak
bulunur. Arpa, brokoli, karnabahar, ac1 bakla ve soya fasulyesi gibi Fabaceae tiyeleri
arasinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir (Prasad vd., 2010).

Izoflavonlar, 3-fenil kromen-4-on kimyasal yapisal omurgasina sahip bir grup
bilesiktir. Bu bilesikler bitkilerde genis bir dagilim gosterirler ve glikozit formunda
bulunurlar. Ancak, aglikonlarmin biyoyararlanimi daha yiiksektir. Yani, memelilerin
sindirim sistemi tarafindan glikozitlere kiyasla daha hizli ve etkili bir sekilde emilirler.
Izoflavonlar gida matrisinde veya izole edilmis bilesikler halinde insan viicuduna
alindiginda, diger kimyasal yapu tiirlerine doniisebilirler. Bu dokularin veya hiicrelerin
kan tarafindan emilmesi ve biyoaktif etkiler saglamasi i¢in gereklidir. izoflavonlar in
vivo alindiktan sonra sindirim, metabolizma, absorpsiyon, dagilim ve eliminasyon ile
kars1 karsiya kalir ve sistemik dolasimdaki izoflavon bilesiklerinin tiiriinii ve miktarini
etkiler (Larkin vd., 2008).

2004 yilina kadar toplamda 1600'den fazla izoflavonoid tanimlanmistir
(Cheynier, 2005). Bir izoflavon olan daidzein molekiiler yapisi ve ti¢ boyutlu gosterimi

Sekil 2.13’te verilmistir.
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Sekil 2.13 Daidzein bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

Flavanonlar

Flavanonlar, turunggillerin baslica flavonoidleridir. Portakal i¢inde hesperitin,
limon’da eriodictyol ve greyfurt iginde ise aglikon olan naringenin bulunur.
Flavanonlar bir disakkarit tarafindan 7. pozisyonda biiyiik 6l¢iide glikosile edilirler.
Glikozil, bitkilerde bulunan seker tiirevlerinden biridir ve bir monosakkarit olan
glikozun bir disakkarit (iki monosakkaridin birlesmesiyle olusan bilesik) ile
birlesmesiyle olusur. Bu durumda, bahsedilen disakkarit, flavanonlarin 7.
pozisyonundaki hidroksil grubuna baglanmis glikoz molekiiliidiir. Bu glikozilasyon
islemi, flavanonlar1 glikozid formunda, yani glikoz molekiiliiyle birlesmis halde
bulunmalarini saglar. Bu sayede, flavanonlar daha stabil hale gelir ve su ¢oziiniirliigii
artar. Bu glikozileme islemi, bitkilerde bulunan birgok flavonoid bilesiginde goriiliir
ve bilesiklerin biyolojik aktivitesini, taginabilirligini ve stabilitesini etkiler. Bir bardak
portakal suyunda 40 ila 140 mg flavanon glikozitler bulunabilir (Kaur ve Kaur, 2014).
Narenciye meyvesinin kabuk kismi en yiiksek flavanon igerigine sahip oldugundan,
tim meyvenin flavanon glikozit igerigi 5 kat daha fazla olabilir. Ayrica nane gibi
aromatik bitkiler flavanon igerebilir (Alara vd., 2021).

Flavanonlar, basta Compositae, Leguminosae ve Rutaceae olmak tizere yaklasik
42 yiiksek bitki familyasinda yaygin olarak bulunmaktadir (Lwashina, 2000). Bitki
tiiriine bagh olarak, flavanonlar, bitkinin tiim kisimlarinda bulunabilir. Son yillarda,
yaglanma, iltihaplanma, ateroskleroz ve iskemi gibi cesitli fizyolojik ve patolojik
bozukluklarda yer alan membranlarin lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu rolleri
bulunmaktadir. Ayrica naringenin antioksidan, serbest radikal siipiiriicii, antikanser,
anti-inflamatuar veya immiinomodiilatér ajan ve hafiza giiglendirici olarak insan

saglig1 lizerinde faydali biyolojik etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Hesperidin ise
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antioksidan, kemik koruyucu ve lipid diisiiriicli etkilere sahiptir ve inflamasyon ve
kanser inhibisyonunda 6nemli bir rol oynar (Salas vd., 2011). Bir flavanon olan

narigenin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.14’te verilmistir.

Sekil 2.14 Narigenin bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

Flavanoller

Flavanoller ya katesinler ya da proantosiyanidinler olarak ortaya g¢ikar.
Monomerin A halkasi, 5. ve 7. konumlarda g¢esitli seviyelerde hidroksilasyona
ugrarken, B halkas1 3', 4' ve 5' konumlarinda ayn1 sekilde hidroksilasyona ugrar. C
halkasinin 3-pozisyonu ya gallik asit ile esterlesir ya da bir -OH grubu igerir.
Katesinler farkli meyvelerde bulunabilmesine ragmen, biiyilik 6l¢iide kirmizi sarap,
meyve sulari, ¢ikolata ve yesil ¢cay gibi iceceklerden elde edilmektedir (Arts vd., 2000;
de Pascual-Teresa vd., 2010). Gidalarda bulunan flavanoller, diger flavonoidlerde
oldugu gibi glikolize edilmez. Proantosiyanidinler veya yogunlastirilmis tanenler, B-
tipi proantosiyanidinler gibi 4-6 veya 4-8'de C-C bagiyla baglanan degisken
flavonollerdir (Katz vd., 2011).

Flavanollerin yutulmasi sonrasinda, bu bilesikler farkli biyoaktif molekiiller
ailesi 1ile sonuclanabilecek o©nemli degisikliklere ugrayabilir. Flavanoller ve
prosiyanidinler, mide asidi ve mide geg¢isi sirasinda nispeten stabil bir yapiya
sahiptirler. Ancak, ince bagirsakta, bu bilesiklerin yapist dnemli dl¢iide degisebilir ve
farkli metabolitlere doniisebilirler. Ozellikle, enzimatik hidroliz yoluyla flavanol
glikozitleri ve esterleri, flavan-3-oller ve diger flavanol tiirevleri olusabilir. Bu
metabolik doniistimler, biyoyararlanabilirlik ve biyoaktivite {izerinde etkili olabilirler.
Flavanollerin in vivo alinmasi, metabolik degisikliklere ve sindirim, absorpsiyon,

metabolizma ve eliminasyon siireclerine tabi tutulur, bu da sistemik dolasimdaki
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flavanol bilesiklerinin tipini ve miktarmi etkiler (Rios vd., 2002). Bir flavon olan

katesinin molekiiler yapisi ve li¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.15” de verilmistir.

OH < v
) Q «&g& z")):
HO o .~ g/o ’ g.{ 9
OH | y ) &8 )
‘ 5 7 f 3/ D

OH \v

OH

Sekil 2.15 Katesinin bilesiginin molekiiler yapis1 ve li¢ boyutlu gésterimi

Antosiyaninler

Antosiyaninler ¢esitli gidalarda pigment olarak bulunan ve bu tiir gidalarin mor,
kirmizi, pembe veya camgdbegi rengini veren en yaygin flavonoidlerdir (Azzini vd.,
2017). Yapisal olarak, flavilyum iyonunun bir bozunma {iriiniidiir. Bunlar bir aglikon
biriminin heterositleridir. Antosiyaninlerin farkli tiirleri, molekiiler yapilarindaki
cesitli 6zelliklere bagl olarak farklilik gdsterirler. Bu 6zellikler arasinda baglarin
yerlesimi, bagl sekerlerin tiirii ve sayisi, molekiillerdeki alifatik veya aromatik
karboksilatlarin varligi, aglikonlardaki hidroksillenmis gruplarin sayisi yer almaktadir.
Bu farkli 6zellikler, antosiyaninlerin kimyasal 6zelliklerini ve biyolojik aktivitelerini
etkileyebilir (Jaakola, 2013; Khoo vd., 2017).

Antosiyaninler tahillarda, kirmizi sarap, sogan, lahana, fasulyelerde bol miktarda
bulunur (Alvarez-Suarez vd., 2021). Insan diyetinde bulunan baslica antosiyaninler
pelargonidin, siyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin ve malvidin gibi
antosiyaninlerin glikozit formlaridir (Seeram vd., 2001; Cevallos-Casals ve Cisneros-
Zevallos, 2003; Castafieda-Ovando vd., 2009).

Antosiyaninler absorpsiyon iizerine hizla biyoaktif metabolitlere doniistiiriiliir
ve kiigiik bir yiizdesi mide duvarindan emilebilir. Bu da alimdan kisa bir siire sonra
plazmada ana antosiyanin formunun mevcudiyetinin gostergesidir (Cao vd., 2001).
Ince bagirsakta, antosiyanin glikozitleri kolaylikla emilir ancak cesitli tasiyicilar

tarafindan liimene geri akitilabilir. Kolona gegcen emilmeyen antosiyaninler ya



degradasyona ugrayabilir ya da kolonik mikrobiyota tarafindan hidrolize edilerek
metabolitlere ve fenolik asitlere doniisebilir (Garcia ve Blesso, 2021).

Antosiyaninler, hidrojen atomu transferi (HAT) ve tek elektron transferi (SET)
olmak tizere iki genel mekanizma ile reaktif oksijenlere karsi dogrudan antioksidan
aktivite gosterebilir. HAT mekanizmasi ile ilgili olarak, antioksidan, serbest radikale
bir hidrojen atomu (proton ve elektron) verirler ve bu nedenle onu daha kararli bir
iriine doniistiirtir. Bu reaksiyon, antioksidani bir radikale doniistiiriir. Ancak ilk
serbest radikalden ¢ok daha az reaktiftir ve bu nedenle oksidasyon siireci genel olarak
inhibe edilir. SET mekanizmasinda, serbest radikal antioksidandan bir elektronun
kabulii ile stabilize edilir ve antioksidan molekiiliin kendisi bir radikal katyon ara
maddesi haline gelir (Liang ve Kitts, 2014). HAT mekanizmasina benzer sekilde, yeni
iretilen antioksidan radikal ilk serbest radikalden daha kararlidir. Bir antosiyanin olan

malvidinin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.16°da verilmistir.

Sekil 2.16 Malvidinin bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

Stilbenler

Stilbenler, ¢ift bagl bir etilen kdpriisiiniin iki fenil halkasini birbirine bagladig:
14 karbon (Ce—C2—Cs) igeren temel bir iskelete sahip bir fenolik bilesikler sinifina aittir
(Akinwumi vd., 2018; Mattio vd., 2020). Stilbenler, bitkilerde patojenik
saldiri/enfeksiyon ve UV radyasyonu gibi dis streslere karsi bir savunma mekanizmasi
olarak sentezlenir (Hapeshi vd., 2019).

Stilbenler, genellikle Vitaceae ait bitkilerde bulunur. Vitaceae, tiziim (Vitis) ve
bazi diger meyve agaclar1 ve sarmasiklar gibi bitkileri igerir. Ciinkii stilbenler i¢in
anahtar biyosentetik enzim olan stilben sentaz (STS) her yerde dagilmamistir (Teka

vd., 2022).
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400'den fazla stilben tiirevi tanimlanmistir. Yapilart monomerlerden oktamerlere
kadar degisir ve glikosil, hidroksil, metil veya izopropil gruplar1 gibi farkli konumlarda
cesitli siibstitiientler tasir. En bilinen ve en iyi karakterize edilen stilben resveratroldiir
(3,4',5-trihidroksistilben) (Neveu vd., 2010). Stilbenlerin yapisi, antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-inflamatuar ajanlar gibi belirli biyolojik ozelliklere sahip
olmalarini saglar. Ek olarak, bu molekiillerin kardiyovaskiiler, kanser ve obezite gibi
saglik sorunlarina kars1 da koruyucu bir rol oynadigi gosterilmistir (Navarro-Orcajada
vd., 2022). Bir stilben olan olan resveratrol’iin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu

gosterimi Sekil 2.17°de verilmistir.
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Sekil 2.17 Resveratrol bilesiginin molekiiler yapisi ve ti¢ boyutlu gosterimi

Liganlar

Liganlar, iki fenilpropanoid (Ce-Ca) tiirevi tarafindan farkli sekillerde polimerize
edilirler. Cogunlukla dimerler olarak bulunurlar, ancak birkag1 trimerler ve tetramerler
seklinde de bulunabilir. Bu bilesikler dogada ¢ogunlukla serbesttirler ve bazilari
glikozit seklinde de bulunabilirler. Fenilpropan dimerler, fenilpropanoid monomerler
arasindaki 8,8' bagimin varligina veya yokluguna bagli olarak lignanlar veya
neolignanlar olarak siniflandirilabilirler (Wang vd., 2022).

Yaygin olarak incelenen baslica bilesikler sekoizolarisiresinol, lariciresinol,
matairesinol, pinoresinol, medioresinol ve syringaresinol'diir (Durazzo vd., 2018).
Lignanlar, bitkiler aleminde genis bir sekilde dagilmistir ve bitki kdklerinde,
rizomlarinda, govdelerinde, yapraklarinda, ¢iceklerinde, meyvelerinde, tohumlarinda,
ksileminde ve reginelerinde bulunurlar. Lauraceae ait 6zellikle Machilus, Ocotea ve
Nectandra gibi bitki cinsleri, lignan agisindan zengin kaynaklardir. EK olarak,

Annonaceae, Orchidaceae, Berberidaceae ve Schisandraceae familyalarma dahil
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bitkiler de ¢ok sayida lignan ve neolignan bileseni igerir. Bugiine kadar, bitkiler
aleminde 70’ten fazla familyada lignanlar bulunur ve bugiine kadar 200'den fazla
klasik lignan ve 100 neolignan karakterize edilmistir (Cui vd., 2020).

Yapisal ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesindeki ilerlemelerle birlikte, bu
bilesik siniflar1 antikanser, bocek oOldiirlicli, Ostrojenik, antiviral ve antioksidan
Ozelliklere sahip olmalariyla da bilinmektedir (Zalesak vd., 2019). Bir ligan olan

larisiresinol’iin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.18’de verilmistir.

Sekil 2.18 Larisiresinol bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

2.6.2.3. Kumarinler

Kumarinler, ¢esitli bitkilerde zenginlestirilmis benzopiron sinifina ait
heterosiklik bilesiklerdir (Fu vd., 2021). Sikimik asit yolu, kumarin bilesiklerinin
biyosentezinden sorumludur. O-hidroksisinnamik asit veya benzo-alfa-pironlarin
laktonlarinin hidroksil ve metoksi gruplarma sahip oldugu bilinmektedir (Baker,
1995). Bu tiir kumarin bilesikleri, etanol ve kloroform gibi organik bilesiklerde
kolaylikla ¢6ziiniirler ancak suda ¢ok az ¢6ziiniirler (Lake ve Grasso, 1996).

Kumarinlerin pargalanmasi, terapotik aktiviteye sahip aktif metabolitlerin
olusumuyla sonuglanir ve bu tiir molekiiller ila¢ Onciilleri olarak kabul edilir
(Stefanachi vd, 2018). Kumarinler, basit kumarinler, furano-kumarinler, pirano-
kumarinler ve piron-kumarinler olmak iizere dort tipte siniflandirilabilir (Carneiro vd.,
2021).

Kumarin, gidalarda aroma maddesi olarak kullanilan bir dizi bitkinin ugucu
yaglarinda bulunan dogal bir maddedir. Kumarinlerin aromast, tatli, aromatik, agir ve
keskin olarak tanimlanmistir (Sproll vd., 2008). Kumarinler ve tiirevleri,

antibakteriyel, antienflamatuvar, antioksidan, antitiimor, antiviral ve enzim inhibisyon
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etkisi gosterir. Ayrica kardiyovaskiiler rahatsizliklarin riskini azaltici etkiler gosterir
(Borges Bubols vd., 2013; Song vd., 2021). Bununla birlikte, yiiksek dozlarda
hepatotoksik olduklar1 bildirilmektedir (Iwata vd., 2016). Baz1 kumarin bilesikleri
ayrica parazitik savunma Ozelliklerine sahiptir ve parazit enfeksiyonlar1 bolgesinde
hizla biriken fitoaleksinler gibi davranir. Skopoletin ve eskuletin antiproliferatif,
antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelere sahip dogal kumarin analoglaridir (Wu vd.,
2020).

Klorikromen en kapsamli olarak incelenen kumarin bazli anti-inflamatuar
ilaglardan biridir. Klinik olarak kanitlanmis antikoagiilan ve antitrombotik etkilerin
yani sira, ¢esitli kumarin bazli dogal ve sentetik tiirevlerin de antikanser, anti-HIV
aktiviteleri vardir (Sousa vd., 2022; Yu vd., 2022). Bir kumarin olan umbeliferon’un

molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.19°da verilmistir.
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Sekil 2.19 Umbeliferone bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gdsterimi

2.6.2.4. Ligninler

Lignin, vaskiiler bitkilerin hiicre duvarinda bulunan, mekanik destek, stres
tepkisi, besin tagima ve tohum koruma dahil olmak iizere cesitli dokuya 6zgili amaglara
hizmet eden metoksillenmis aromatik bir polimerdir (Ralph vd., 2004; Liu vd., 2018).

Ligninler, ti¢ monolignoliin hidrojen giderici polimerizasyonuyla olusur. Bunlar;
p- kumaril, p- koniferil ve sinapil alkollerdir (Cesarino, 2019). Lignin ve ilgili
metabolizmasi, bitkilerin biiyiime ve gelismesinde 6nemli rol oynar. Kompleks bir
fenolik polimer olarak lignin, bitki hiicre duvari sertligini, hidrofobik ozellikleri
gelistirir ve bitkideki damar demetleri boyunca minerallerin taginmasini destekler
(Schuetz vd., 2014). Ayrica lignin, zararlilara ve patojenlere karsi koruma saglayan
onemli bir bariyerdir (Ithal vd., 2007).

Baz1 bitkilerde lignin birikimi, tohumlar i¢in 6nemlidir (Liljegren vd., 2000).
Bitki hiicre duvari, dis tehlikelere karsi ilk engeldir. Ligninin tohum kabugunda
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birikmesi, tohumlar1 dis olumsuz faktorlerden koruyabilir (Liu vd., 2015). Lignin
biyosentezi igin kaynak malzemelerden biri olan monolignol’iin (sinapil alkol)

molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.20’de verilmistir.
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Sekil 2.20 Monolignol (sinapil alkol) bilesiginin molekiiler yapisi ve iig
boyutlu gosterimi

2.6.2.5. Tanenler

Tanenler, 500 ila 30.000 Dalton arasinda molekiiler agirliga sahip bir polifenol
sifidir (Serrano vd, 2009). Iki ana tanen siifi vardir. Bunlar; hidrolize edilebilir
tanenler (HT'ler) ve yogunlastirilmis tanenler (CT)'ler (proantosiyanidinler) olarak da
bilinir.CT'ler vakuolde, genellikle yaprak ve meyvelerin epidermal veya subepidermal
katmanlarinda birikir (Kao vd., 2002). Buna karsilik, HT'lerin hiicre duvarinda,
ornegin Quercus robur'daki mezofil hiicrelerinde konsantre oldugu bilinmektedir
(Khanbabaee ve van Ree, 2001). Tanenler bitki savunma ajanlari olarak hareket ederek
agaclar1 funguslardan, patojenlerden, boceklerden ve ot¢ul hayvanlardan korur
(Radebe vd., 2013; Sharma, 2019).

Farkli tanen tiirevli bilesikler, obezite, arterioskleroz ve tromboza Kkarsi
koruyucu etkilere, trigliseritlerin  azaltilmasina, Gram-pozitif  bakterilerin
inhibisyonuna ve 16semi tedavisine yonelik potansiyel uygulamalari bildirilmistir
(Pizzi vd., 2009; Pizzi, 2021; Ucella-Filho vd., 2022) .

Ayrica esas olarak deri endiistrisi tarafindan ge¢mis ylizyillardan beri hem post
islemi hem de derinin rengi i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tanenlerin fenolik
yapisi, ahsap endiistrisi i¢in yapistiricilar, yalitkan koptikler, mineral endiistrisi, sarap
tiretim endiistrisi ve petrol endiistrisi gibi diger uygulamalarda kullanim potansiyeline
sahiptir (Tondi vd., 2009; Pizzi, 2008; Das vd., 2020). Tanenlerin molekiiler yapis1 ve
ic boyutlu gosterimi Sekil 2.21°de verilmistir.
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Sekil 2.21 Tanen bilesiginin molekiiler yapis1 ve {i¢ boyutlu gosterimi

2.6.3. Azot Iceren Sekonder Metabolitler

Cesitli bitki ikincil metabolitleri, alkaloidler, siyanojenik glukozitler ve protein
olmayan amino asitler gibi yapilarinin bir parcasi olarak azot icerir. Tibbi 6zellikleri

nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedirler (Jamwal vd., 2018).
2.6.3.1. Alkoloidler

Alkaloidler, genellikle protein molekiillerinin bir par¢asi olan amino asit yapisal
bilesenlerinden tiireyen ve c¢ogunlukla peptit yapisindaki hidrojen atomlarinin,
oksijenli radikallerle degistirilmesiyle olusan bilesiklerdir. Bu bilesikler, genellikle
protein molekiillerinin igerdigi ve nitrojen atomunu tutan bir amino asit yapisal
parcasina sahiptir. Alkaloit bilesiklerin ¢ogu, azot ile karbon, oksijen ve hidrojenden
olusur. Ancak alkaloid yapilarinda fosfor, klor, kiikiirt ve brom gibi baska elementler

de bulunabilir. Alkaloitlerin ¢ogunun kimyasal 6zellikleri, kirmizi turnusol kagidini
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maviye ¢eviren dogada baziktir. Alkaloit gruplarinda bulunan bazik yapidan sorumlu
birincil, ikincil ve tglinclil aminler, alkaloit grubunda bulunan azot atomu sayisina
bagli olarak smiflandirilir (Casado vd., 2022; Fox ve Adams, 2022). Cogu alkaloid
sadece bir azot atomuna sahiptir, ancak bazilarinda bese kadar vardir. Bu azot, birincil
bir amin (RNH seklinde olusabilir 2), ikincil amin (R, 2, NH) ya da tersiyer bir amin
(R, 3 H) seklinde olabilir. Karbon, hidrojen ve azot ek olarak, cogu alkaloid oksijen
igerir. Alkaloidler monomerler olarak ortaya ¢ikabilir veya dimerler (bisalkaloidler
olarak da bilinir), trimerler veya tetramerler olusturabilirler. Bu tiir oligomerler tipik
olarak homooligomerlerdir ancak heterooligomerler de olusur (Cushnie vd., 2014).

Alkaloitlerin ¢ogu kat1 formdadir, ancak karbon, hidrojen ve oksijen i¢eren daha
az alkaloid de siv1 formdadir (Casado vd., 2022). Alkaloidler, su molekiilleri olmadan
asitlerle birlikteliginde kendilerine 6zgii kristal tuzlarini olustururlar. Alkaloidlerin
kimyasal maddelerden elde edilen ¢ozeltilerinin tadi genellikle acidir. Alkaloitlerde
bulunan azot atomu, bitki hiicrelerini bakteri, virlis veya mikroorganizma
enfeksiyonuna kars1 koruyucu ve ayrica otgul saldirilara karsi bir savunma itici giig
gorevi goriir (Gao vd., 2019; Gyebi vd., 2020).

12.000'den fazla dogal alkaloid, diinyadaki mevcut bitki tiirlerinin %20'sinde
taninmaktadir ve alkaloit bilesiklerinin cogu genellikle sonunda -¢izgi ekine sahiptir.
Bitki kokenli alkaloidlerin 6nemli tibbi uygulamalar1 vardir. Analjezik olarak morfin,
antibiyotik olarak berberin, antikanser olarak vinblastin ve antikolinerjik (merkezi
sinir sistemi) olarak atropin kullanilir. Diger 6nemli alkaloidler ve kodein, koninin,
sitisin, nikotin, kinin, solanin, striknin ve tomatini i¢erir (Duwiejua vd., 2002; Schlager
ve Dréger, 2016; Velu vd., 2018; Wiesner, 2022).

Bazi alkaloidler olduk¢a zehirlidir ve birgok insan zehirlenmesi vakasi olmustur.
350 bitki tiirevli pirolizidin alkaloidi lizerinde yapilan caligmalarda, bir¢ogunun
hepatotoksik ve/veya kanserojen oldugu belirlenmistir (Stegelmeier vd., 1999; Zhang
vd., 2021). Bir alkaloid olan morfin’in molekiiler yapis1 ve {i¢ boyutlu gosterimi Sekil
2.22’de verilmistir.
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Sekil 2.22 Morfin bilesiginin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gosterimi

2.6.3.2. Siyonojenik Glikozitler

Siyanojenik glikozitler (a-hidroksinitril glikozitler), Val, lle, Leu, Phe ve Tyr
adli bes protein amino asidinden ve proteinojenik olmayan amino asit siklopentenil
glisin'den tiiretilir. Alt1 farkli yap1 tagindan tiiretilmis olmalarina ragmen, yaklasik 50
farkl1 bilinen yapiya sahip ¢ok kiigiik bir sinif olustururlar (Bjarnholt ve Meller, 2008).

Bazi bitkilerde, B-hidroksialkil ve y-hidroksialkil glukozitler, Leu veya lle'den
tiiretilen siyanojenik glukozitlerle birlikte olusur. a-hidroksinitril, -hidroksinitril ve
v-hidroksinitril glukozitlerin olusumunda rol oynayan anahtar enzim siniflart arasinda
sitokrom P450'ler ve glukoziltransferazlar bulunur (Meller, 2010).

Siyanojenik glikozitler bitkilerde genis bir dagilima sahiptir ve 2500'den fazla
farkli bitki tiiriiniin egrelti otlari, gymnospermler ve angiospermler dahil siyanojenik
glikozitler igerdigi rapor edilmistir (Yulvianti ve Zidorn, 2021). Pteridofitler ve
Gymnospermler aromatik amino asitlerden tiiretilen siyanojenik glukozitleri igerirken,
angiospermler alifatik veya aromatik amino asitlerden tiiretilenleri igerebilir
(Zagrobelny vd., 2008). Bitkilerdeki genel islevleri, toksik ugucu olan hidrojen
siyaniirli serbest birakmak i¢in B-glukosidazlar tarafindan aktivasyona ve ayrica otgul
ve patojen saldirisini savusturmak i¢in ketonlar veya aldehitlere baglidir (Cressey ve
Reeve, 2019; Mosayyebi vd., 2020). Bir siyanojenik glukozit olan sambunigrin’in

molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu gdsterimi Sekil 2.23’te verilmistir.
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Sekil 2.23 Sambunigrin bilesiginin molekiiler yapisi ve li¢ boyutlu gosterimi

2.6.4. Kiikiirt iceren Sekonder Metabolitler

Kimyasal yapilardaki ve etki tarzlarindaki gesitlilik nedeniyle kiikiirt iceren
dogal triinler bitkilere ¢cok ¢esitli potansiyel diismanlara karsi ¢ok yonlii kimyasal
savunma saglar. Brassicaceae'nin ¢ok sayida tiirlinlin baharatli tadindan sorumludurlar

(Jamwal vd., 2018).
2.6.4.1. Glukozinolatlar

Glukozinolatlar (GSL'ler), lahana, hardal ve diger Brassicales tiyeleri gibi belirli
bitkilerde bulunan, iyi tanimlanmis bir anyonik dogal iirlin sinifidir. Bu bilesikler, R-
N ortak yapilar1 sayesinde izotiyosiyanatlar (ITC'ler) olusturma potansiyeline
sahiptirler (Wu vd., 2021).

Bir GSL, bir tiyohidroksimat olan ve oksijene bagli bir siilfat ester grubu ile
kiikiirtte baglanmis bir glikoz kalintist igerir. Glikoz kalintisi, f-D-glukopiranozit
olarak adlandirilan bir piranoz formunda D-glukozun B-baglantisina baglidir. GSL'nin
geri kalan kismi aglukon olarak bilinir. Ci-N ¢ift bagi, potansiyel olarak iki
konfigiirasyonda bulunabilir, ancak GSL'lerde bu ¢ift bag Z-konfigiirasyonundadir
(Blazevi¢ vd, 2020). Glukozinolat tiirevleri, bitki savunmasina ve oksin homeostazina
katkida bulunarak insanlarda kanserin onlenmesine kadar uzanan derin biyolojik
aktivitelere sahiptir (Grubb ve Abel, 2006; Ji vd., 2021). Glikazonatlarin molekiiler
yapisi ve li¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.24°te verilmistir.
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Sekil 2.24 Glikazonat bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gésterimi

2.6.4.2. Glikozidler

Glikozitler, bitkilerde diizenli olarak olusan ikincil metabolit bilesikleri arasinda
yer alan seker kisminin veya glikonun, genellikle polisakkaritlerin seker olmayan
kismi veya aglikonla baglanmasi sonucu olusan bilesiklerdir (Kytidou vd., 2020).

Glikozitler, genellikle karbon, hidrojen, oksijen, kiikiirt ve azottan olusan kristal
yapiya sahip renksiz alkaloit bilesiklerdir (Velu vd., 2018; Tian vd., 2021). Bitkilerde
biriken glikozitlerin ¢ogu inaktif bilesiklerdir. Aktif olmayan glikozitler tizerindeki
enzim hidrolizi, bitki hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in potansiyel olarak faydali
olan aktif glikozitlerin olusumuyla sonuglanir (Wu vd., 2020).

Glikozitler ayrica 6n ilag olarak da bilinir. Cilinkii glikozitlerin farmakolojik
aktivitesi, sadece hidroliz sirasinda glikozitlerin aglikon kismi glikozitlerin glikon
kismindan ayrildiginda aktif hale gelir. Glikozitlerin aglikon kismindaki fenollerin,
terpenlerin ve steroidlerin ¢esitli hetero yapi ekleri, glikozitlerin siniflandirilmasinda
cesitlilik saglar. Glikozitlerde glikon ve aglikon baglanmasi, ¢oklu monosakkaritleri
farkli oligosakkaritlere ve polisakkaritlere birlestiren benzersiz glikozidik bagdan
olusur (Newman vd., 2008).

Glikozitlerin ¢ogu, tat alma sinirlerine etki eden lakton grubunun varligindan
dolay1 asir1 derecede acidir ve istah1 ve sindirimi artirmak icin tiikiiriiglin asir1
salgilanmasina neden olur. Kardiyak glikozitler, kalp rahatsizliklarindan baglica
sorumluyken, kalkon glikozitler esas olarak antikanser aktivitesi i¢in kullanilir
(Tagousop vd., 2018; Yang vd., 2018). Farmakolojik etkiden sorumlu olan 6nemli
glikozit, a-Terpineol, sinnamil asetat, Gjenol taksifolin-7-O-, B-glukozit i¢erir. Benzer

sekilde, antrasen glikozitler cilt enfeksiyonunun yonetiminden baslica sorumluyken,
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siyanojenik glikozitler farmasotik endiistrisinde aroma maddesi olarak kullanilir
(Caffrey ve Ebeler, 2021). Bir glikozit olan 6jenol’iin molekiiler yapisi ve {i¢ boyutlu

gosterimi Sekil 2.25’te verilmistir.

HO

-

Sekil 2.25 Ojenol bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gdsterimi

2.6.4.3. Fitoaleksinler

Fitoaleksinler, antimikrobiyal aktivite sergileyen ve elisitorler olarak
adlandirilan endojen veya eksojen sinyal molekiilleri (biyotik ve abiyotik stresorler)
tarafindan anlik olarak iiretilen diisitk molekiiler agirlikli sekonder metabolit grubudur.
Bunlar bitkinin savunmasinin 6nemli bir pargasidir (Pedras vd., 2011; Maia vd., 2022).

Noel Bernard, bir asirdan fazla bir stire 6nce her ikisi de orkide olan Orchis
morio ve Himantoglossum hircinum yumrularinin, Rhizoctonia repens tarafindan
enfekte edildikten sonra daha fazla fungus saldirisina kars1 direng kazandigini kesfetti
(Arditti vd., 1975; Grayer ve Kokubun, 2001). Bernard, fungus onleyici bilesiklerin
yayilabilir oldugunu gosterdi, ancak bilesigin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi birkag
on yil daha zaman alacakti. Fitoaleksin terimi ilk olarak, Phytophthora infestans ile
enfekte olmus patates yumrularinda belirlenmis olup Miiller ve Borger tarafindan bu
terim kullanilmistir. Fitoaleksinler, "bir parazitin istilasi sonucu canli bir hiicre
tarafindan tiretilen kimyasal bilesikler" olarak tanimland1 (Ejike vd., 2013).

Pisatin, 1960 yilinda Pisum sativum bitkisinden izole edilen ve Sclerotinia
fructicola fungus enfeksiyonu sonrasinda tanimlanan ilk fitoaleksindir. Giiniimiizde,
stilbenler, seskiterpenler ve kamaleksinler gibi en 6nemli fitoaleksinler, bitkilerde
fenilpropanoid (shikimat), terpenoid (izoprenoid) ve alkaloid yollar1 araciligiyla
sentezlenmektedirler (lriti ve Faoro, 2009; GroBkinsky vd., 2012). Bir fitoaleksin olan

pisatin’in molekiiler yapisi ve li¢ boyutlu gosterimi Sekil 2.26°ta gosterilmektedir.
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Sekil 2.26 Pisatin bilesiginin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu gosterimi

2.7. Orkidelerin Sekonder Metabolit Icerikleri

Orkide tiirlerinden elde edilen ekstreler farmakolojik ve sosyo-ekonomik
uygulamalara sahip O6nemli bir metabolit kaynagidir. Bu bitkilerden elde edilen
metabolitler antikanser, hipoglisemik, yaslanma karsiti, antikonviilsif, ndroprotektif ve

antimikrobiyal gibi etkileri i¢in kullanilir (Tiwari vd., 2023).

Biyoaktif metabolitler arasinda olan heptakozan ve oktakozanol, farelerde anti-
inflamatuar aktivite gésteren Vanda roxburghii'den izole edilmistir (Tiwari vd., 2023).
Calanthe discolor'dan izole edilen kalantosid ise deride kan akisinin diizenlenmesine
etki etmektedir (Yoshikawa vd., 1998). Stilbenoidler, fenantren ve stilbenlerin
hidroksillenmis tiirevleri, Dendrobium moschatum gibi bazi orkide tiiriinde
belirlenmistir (Majumder vd., 1998). Dihidrostilbenoidler ise Bletilla, Bulbophyllum,
Coelogyna, Cymbidium, Dendrobium, Ephemerantha, Epidendrum, Eria ve
Maxillaria gibi farkli orkide cinslerinde tespit edilmistir (Kovacs vd., 2008).Tibbi
orkidelerin ¢esitli alkaloid kategorileri igeren metabolitleri de rapor edilmistir.
Ornegin, Dendrobium nobile, seskiterpenoid kaynagi olarak belgelenmistir (Yang vd.,
2014). Dendrobium crepidatum ve Dendrobium polyanthum'dan ise indolizidin
alkaloidleri elde edilmistir (Wang vd., 2016). Tibbi orkidelerden izole edilen
metabolitler, ¢esitli biyoaktivitelere sahip olup farmakolojik 6nem tasimaktadir.
Ornegin, vanilin ve izoamoenilin antibakteriyel dzelliklere sahiptir (Sharma ve Ali,
2023). Gastriodia elata ise anti-inflamatuar Ozellik gosteren fenolik bilesikler
icermektedir (Xie vd., 2021). Ayrica, Maxillaria densa ve Scaphyglottis livida gibi
orkidelerin analjezik fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Daciga-Compos vd., 2005).

Cymbidium goeringii'de bulunan Cymbidine A ise diiiretik bazli rahatsizliklarin
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tedavisinde kullanilmaktadir (Watanabe vd., 2007). Denbinobin, Ephemeranthalon
chophylla bitkisinden elde edilen ve kanser onleyici ozellikleri olan bir bilesiktir. Bu
bilesik, timor biliylimesi ve metastazin baskilanmasinda etkili sonuglar gostermistir
(Chenvd., 2011; Shriram vd., 2010). Gigantol, Dendrobium officinale bitkisinden elde
edilen bir bibenzil bilesigidir. Bu bilesik, meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini
inhibe eder ve Dipeptidil-peptidaz kaynakli apoptoza neden olarak sinyal yollarinin
asagl regiilasyonunu artirir (Huang vd., 2021; Losuwannara vd., 2020). Euphia
macrobulbon genellikle Tayland, Laos, Myanmar, Vietnam ve Kambogya'da yetisen
bir orkidedir. Bu bitkinin gii¢lii biyoaktif bilesenleri 4-metoksi-2,7-fenantrendiol, 4-
metoksi-9,10-dihidro-2,7-fenantrendiol, 1,5,7-trimetoksi-2,6-fenantren-diol, 1-(4-
hidroksibenzil)-4,8-dimetoksi-2,7-fenantrendiol ve 1,5-dimetoksi-2,7-fenantrendiol
olarak bilinmektedir. E.macrobulbon ve bilesenleri, insan servikal adenokarsinom
hiicreleri (HeLa), insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri (CaCo-2) ve insan meme
adenokarsinomu hiicreleri (MCF-7) gibi farkli kanser hiicre dizilerine kars1 6nemli
hiicre apoptozu gostermektedir (Chen vd., 2008). Dendrobium moniliform bitkisinden
elde edilen moniliformmedikinon, hormon direngli metastatik prostat kanseri hiicreleri
olan DU-145 ve PC-3 hiicre hatlarinda hiicresel glutatyonu azaltarak DNA hasarina ve
hiicre dongiisiiniin S fazinda durmasina neden olur. Bunun sonucunda da hiicre 6limii
gerceklesir (Paudel vd., 2018). Spiranthes australis bitkisinin kdklerinden elde edilen
dihidroflavanoidlerin, ¢esitli kanser hiicre dizilerinde antikanser aktiviteleri oldugu
rapor edilmistir. Bunlar arasinda HT-29, MCF-7, K562, BEL-7402, A549, SGC-7901
ve A498 hiicre hatlar1 yer almaktadir (Peng vd., 2007). Pholidota cantonensis
bitkisinden elde edilen pholidonone bilesigi ise insan Gastrik kanser hiicrelerinde (GC)
hiicrelerinde giiclii sitotoksisite sergiler ve AGS ve BGC-823 hiicre dizilerinde
apoptozu tetikler (Liu wvd., 2019). Anoetochilus formosanus elde edilen
Arabinogalaktan bilesiginin, sitotoksik T-hiicrelerini ve tiimor hiicrelerini filtreleyen
dogal Kkatil hiicreleri (NK) hiicrelerini arttirdigi ve bu sayede gii¢lii anti-kanser ve
dogustan gelen immiinomodiilator aktiviteye sahiptir (Shyur vd., 2004; Yang vd.,
2013).

Orkideler, tibbi kullanimlar1 disinda ekolojik olarak da 6nemli metabolitler
icermektedir. Bitkiler, tozlastirici hayvanlarin dikkatini g¢ekebilmek igin cesitli
sinyaller kullanirlar. Bu sinyaller, tozlayict hayvanlarin koku alma, gorsel ve dokunma

duyularii hedef alir (Raguso, 2004). Bu cicek kaynaklari arasinda nektar, polen, yag,
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parfiimler ve balmumu yer alir (Martel vd., 2019). Ayrica ¢esitli bitkiler metabolitler
disinda dogustan gelen veya 6grenilmis tercihlerden yararlanan sinyaller araciligiyla
tozlasma vektdrlerini aldatirlar. Bu sinyaller, bitkilerin avlari, disileri ve barinak veya
kulugka alanlarini taklit ederek olusturulabilir (Jersakova vd., 2012; Oelschlagel vd.,
2015). Tozlastirict boceklerin viicutlarinda yer alan mum tabakasindan elde edilen
kiitikiiler hidrokarbon bilesikleri (CHC'ler), esey feromonlart olarak islev goriir
(Martin vd., 2013). Bu uzun zincirli hidrokarbon feromonlar disiik uguculuga sahip
olup, genellikle sadece bir cinsiyet tarafindan tretilir. Feromonlar kars1 cinsle yakin
mesafeden temas kurularak algilanir ve es tanima, kur yapma ve/veya c¢iftlesme
davraniglarin1 tetikleyerek ciftlesme basarisini etkiler (Nojima vd., 2007). Bu
davraniglar boceklerin ireme oranlarini belirleyerek ¢iftlesme basarisini artirir (Ginzel
vd., 2003; Mutis vd., 2009). Disi CHC'lerinde GC-MS analizinde n-pentakosan ve n-
heptakosan olmak {izere iki diiz zincirli alkan tespit edilmistir. Ayrica, diger
boceklerde esey ve iz feromonlarinin bir bileseni olarak gdrev yaptigr bildirilen n-
pentakosan da biyoanalizlerde tespit edilmistir (Geiselhardt vd., 2011; Martin vd.,
2013). Sallanma dansi1 kokusunun bilesenleri, énceden yapilan arastirmalarda bal
arilar1 tlizerinde tespit edilmistir. Z-(9)-trikozen, trikozan, Z-(9)-pentakozen ve
pentakozan, yiyecek arama ¢agindaki isci arilarin kiitikiillerinden heksan yikamasi ile
izole edilmis ve bal arilar1 tarafindan algilanabilir oldugu gosterilmistir (Blomquist
vd., 1980; Getz vd., 1987). Ancak, diger boceklerde sallanma dansi kokusunun
bilesenleri, daha farkl1 davranislarla iliskilendirilmistir. Ornegin, trikozan, pentakozan
ve Z-(9)-pentakozen, sosyal yaban aris1 Vespula vulgaris'in toplayicilarinin karasal iz
birakmak ve takip etmek i¢in kullandiklar1 bir feromon bilesikleridir (Steinmetz vd.,
2003). Sallanma dans1 kokusunun bilesikleri, sinekler gibi diger boceklerde de iyi
bilinen esey cezbedici maddelerdir (Thom vd., 2007). Santos vd. (2017)’de yaptiklar
caligmada Euglossa cordata erkeklerinin kutikiiler kimyasal profillerindeki ekolojik
belirleyicilerin bilesimlerinde yaklasik %9,88 oraninda pentakosan tespit etmislerdir
(Santos ve Nascimento, 2017). Kapali tohumlu bitkiler arasinda, Orchidaceae iiyeleri
aldatma konusunda uzmanlasmislardir. Bu familyanin {igte biri, yaklagik 10.000 tiirii,
tozlayicilart ¢ekebilmek igin bir tiir aldatmaca kullanir (Martel vd., 2019). Robustelli
della Cuna (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Anacamptis morio’da yapilan
analiz sonucunda %17,14 oraninda pentakozan, %7,07 oraninda trikozan ve %]1,22

oraninda tetrakozan tespit edilmistir. Orchis purpurea’da ise pentakozan %?2,2,
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heptakozan %1,06 ve heneikosan %0,87 oraninda bulunmaktadir. Himantoglossum
robertianum , A. morio gibi besinsel aldatici orkide tiirleri olup pentakozan orani
%40,17 olarak belirlenmistir. Ophrys sphegodes tiiriinde ise pentakozan orani
%12,33'tlir (Robustelli della Cuna vd., 2022). Gervasi vd. (2017) tarafindan yapilan
bir diger ¢alismada, Ophrys insectifera ve Ophrys aymoninii tiirlerinde sirasiyla, %12
ve %13 oraninda pentadoksan bulunmustur (Gervasi vd., 2017). Ek olarak, Calevo vd.
(2021) yaptiklar1 ¢alismada Orchis patens, Orchis provincialis ve Orchis fallax
tiirlerinde sirasiyla %7.16, %8,61 ve %7.69 oraninda pentadoksan tespit etmistir.Son
olarak, Zito vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Ophrys panormitana
cigeklerinin heksan ektresinde %9 oraninda pentakozan tespit edilmistir .Orkide
cigeklerinde de diger bitkilerde oldugu gibi nektar salgilanir. Nektarin biriktigi yerler
ise ¢icegin farkli kisimlari olabilir. Orchidaceae familyasi tiyelerinde, nektar genellikle
s1ig ve canak benzeri yapilar, labellumun tabani, uzun mahmuzlar, ¢igegin tabani,
ovaryumun yani ve yan loblarda veya labellumun merkezi olugu boyunca bulunabilir.
Nektar sunumu, bitki-tozlayici etkilesimlerini ve dolayisiyla tozlasmanin etkinligini
onemli Olciide etkiler. Nektarin erisilebilirligi, belirli tozlayic1 gruplari i¢in mevcut
olup olmadigina veya agikta bulunup bulunmadigina baghdir. Agikta bulunan nektar
bezleri (nektaryumlarda), buharlasmaya daha agik bir sekilde maruz kalirken nektar
igeriginde glikoz ve fruktoz baskindir, gizli nektar bezlerinde (nekteryumlarda) ise

siikroz baskindir.
2.8. Yag Asitleri

Yag asitleri, tlim canli organizmalar i¢in yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.
Bitkilerde yag asitleri, gliserol i¢eren lipidlerin veya gliserolipidlerin (galaktolipidler,
stilfolipidler, fosfolipitler, betain lipidleri, triasilgliseroller), sfingolipidlerin ve hiicre
dist lipidlerin (kiitikiiler mumlar ve lipid polyesterler) bir par¢asidir (Horn ve Benning,
2016; Li-Beisson vd., 2013).

Bitkilerde yag asidi i¢eren lipitler ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Bunlar arasinda
yapisal bilesen olarak zarlarin olusturulmasi, karbon ve enerji depolama sekli olarak
kullanilmast ve sinyal iletim aglarinda rol almasi yer alir. Yakin zamanda lipidlerin
bitkiler tarafindan arbiiskiiler mikorhizal funguslarla etkilesimlerin araci olarak
kullanildig1 ve karasal yasam alanlarinin evrimsel olarak gecisinde etkili oldugu

gosterilmistir. Ayrica, bitkileri kontrolsiiz su kaybindan koruyan lipit polyester kiitin,
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bitki kiitikiiliiniin bir bileseni olarak bulunmaktadir (Jiang vd., 2017).

Saf ugucu yag karisimlarinda genellikle, fenilpropanik tiirevler veya terpenler
igerir ve minimal yapisal ve kimyasal farkliliklara sahiptirler. Bu bilesenler iki sinifa
ayrilabilir:  Ugucu fraksiyon: toplam yag agirhiginin  %90-95'ini  olusturur.
Monoterpenler, seskiterpenler ve bu bilesiklerin oksijenli tlirevlerini igerir. Ayrica,
alifatik alkol, ester ve aldehitler de ugucu fraksiyonda bulunabilir. Ugucu olmayan
kalinti: toplam ucucu yagin agirliginin %1-10"unu olusturur. Bu kisimda yag asitleri,
hidrokarbonlar, steroller, balmumu, flavonoidler ve karotenoidler bulunur (Guo vd.,
2023). Ugucu yaglar, karbon ve hidrojenin yapi taglarindan olusan kimyasal bilesikleri
icerir ve izopren, temel hidrokarbon birimidir. Terpenler ise antiseptik, anti-
enflamatuar, bakterisidal ve antiviral oOzelliklere sahiptir ve seskiterpenler,

monoterpenler ve diterpenler olmak iizere siniflandirilabilir (Kim vd., 2023).

Ugucu yaglardaki alkoller, antiseptik, antiviral, bakterisidal 6zelliklere sahiptir.
Dogal olarak, alkoller serbest formda veya diger terpenler veya esterlerle birlesik
formda bulunabilir. Terpenler, hidroksil grubuyla birlikte alkol olarak adlandirilir.
Hidroksil grubu ile birlesen monoterpene monoterpenol denir. Ciltte, toksik reaksiyon
gostermedikleri i¢in giivenli bir sekilde kullanilabilir. Linalool, geraniol ugucu

yaglarda bulunan bazi yaygin alkollerin 6rnekleridir (Chatterjee ve Vittal, 2023).

Ucucu yaglarda aldehitlerin varligi, birgok fungal enfeksiyonlarin tedavisinde
etkili olduklarindan biiyiik tibbi 6neme sahiptir (Nikolic vd., 2023). Ugucu yaglarda
bulunan esterler, yatistirict ve dengeleyici etkilere sahiptir. Esterler, yapilarinda alkol
bulunmasi nedeniyle etkili antimikrobiyal ajanlardir. T1p alaninda, esterler sedatif ve
antifungal olarak karakterize edilir ve sinir sistemi {izerinde dengeleyici bir etkiye

sahiptir (Triyasmono vd., 2023).

Ugucu yaglarda bulunan ketonlar ise dogal olarak hiicre ¢ogaltici, yara
iyilestirici ve balgam soktiirticii 6zelliklere sahiptir (Risaliti vd., 2020). Laktonlar ise

anti-inflamatuar, ates diisliriicii ve balgam soktiiriicti 6zelliklere sahiptir (Deyno vd.,
2021).

Ugucu yaglarda bulunan asitler, anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Ugucu
yaglarda organik asitler serbest formda cok kii¢iik miktarlarda bulunur. Bitki asitleri,

asiditeyi kontrol etmek icin bilesenler veya tampon sistemleri olarak gorev yapar.
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Ornegin, benzoinde benzoik ve sinamik asit bulunur (Zhai vd., 2020). Bitkilerde, yag
asitleri cesitli karbon zinciri uzunluklar, ¢ift bag sayilari, pozisyonlart ve karbon
zinciri modifikasyonlarina sahiptir. Bitkiler aleminde 450'den fazla farkli yag asidi
tespit edilmistir. Ancak, zar lipidlerinde (fosfolipitler, galaktolipidler) ve depolama
yaglarinda (triasilgliseroller) yaygin olarak bes yag asidi bulunur. Bu yaygin yag
asitleri sunlardir: palmitik asit (16:0), stearik asit (18:0), oleik asit (18:1A9), linoleik
asit (18:2A9,12) ve a-linolenik asit (18:3A9,12,15) (Li-Beisson vd., 2013).

Doymamis yag asitleri (UFA'lar), genellikle yiiksek organizmalar i¢in temel
olan alfatik karboksilik asitlerdir ve ¢ogunlukla cis konfigiirasyonunda bir veya daha
fazla c¢ift baga sahiptir. Bir¢ok bitkide, baskin UFA'lar ti¢ 18-karbon (Cis) tiirtidiir.
Bunlar 18:1 (oleat), 18:2 (linoleat) ve 18:3 (a-linolenat) olarak adlandirilir. Burada
m:n ifadesi, m karbon atomu ve n ¢ift bag igeren bir yag asidi anlamina gelir (He vd.,
2018, 2020). Bu basit bilesikler, ¢esitli 6nemli roller tistlenir ve abiyotik ve biyotik
streslerle siki1 bir sekilde iliskilidir. C1s8 UFA'lar, gliserolipidlerin zar bilesenleri ve
modiilatorlerinin yani sira triasilgliserollerde (TAG'ler) karbon ve enerji rezervleri
olarak gorev yapar. Ayrica, Ci1s UFA'lar i¢sel antioksidanlar olarak iglev goriir, ¢esitli
biyoaktif molekiillerin (genellikle stres hormonu jasmonik asit) onciilleridir ve kiitin
ve suberin gibi hiicre dis1 bariyer bilesenlerinin bir parcasidir.Cig UFA'lar ayrica bitki
savunmasinda diizenleyici roller oynarlar. Ornegin, 18:1, patojen saldirisma karst
salisilik asit ve Jasmonis asit sinyal yollar1 arasindaki etkilesimde yer alir (Kachroo
vd., 2001; Lim vd., 2017). Cig UFA'lar ayrica yag bitkilerinin 6nemli ekonomik
ozellikleridir. Oncelikle, 18:2 ve 18:3 gibi iki ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA),
beslenme agisindan temel yag asitleridir. Insanlar bu yag asitlerini kendi viicutlarinda
tiretemezler, bu yiizden bunlar1 digsaridan besinler aracilifiyla almak zorundadirlar.
Yiiksek diizeyde 18:1 veya 18:3 ve diisiik diizeyde 18:2, saglik acisindan faydalidir.
Ayrica, bu organik bilesikler biyoyakitlar, kozmetikler, deterjanlar ve farmasotik

tirtinler gibi gesitli tirlinlerin hammaddeleridir (Millar vd., 2000).

Tim bitki hiicrelerinin yapisal zar lipitleri, genellikle 16-karbon ve 18-karbon
yag asitleri icerir ve en fazla ii¢ metilen bagi igerebilir (16:0, 16:1%*, 18:0, 18:1, 18:2,
18:3 ve baz tiirlerde 16:3). Bu yaygin yag asitleri genellikle ortak yag asitleri olarak
adlandirilir. Ancak, tohum depolama lipitlerinde, yapisal zar lipitlerinden farkli olarak,

bliyiik bir yag asidi ¢esitliligi bulunur. Bugiine kadar tohum yaglarinda 300'den fazla
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dogal yag asidi tanimlanmistir ve bitki aleminde binlerce daha fazla ¢esidin
bulunabilecegi tahmin edilmektedir. Bu yag asitlerinin zincir uzunluklar1 8 ile 24
karbon arasinda degisebilir ve alisilmadik konumlarda cift baglara veya hidroksil,
epoksit, siklik, halojen veya asetilenik grup gibi yeni fonkssiyonel gruplara sahip
olabilirler. Kimyasal yapilar1 yaygin yag asitlerinden 6énemli 6l¢iide farklilik gosterir
ve genellikle sadece birkac bitki tiirlinde bulunurlar.Bu nedenle bu yag asitleri
doymamus olarak kabul edilir. Cogu durumda, doymamais yag asitleri, bir bitki tiiriiniin

tohum yaginda baskin olan yag asitleridir (Harwood, 1996).
2.9. Aminoasitler

Bitki hiicreleri, seliiloz ve diger karbonhidratlar gibi yliksek miktarlarda bulunan
bilesikler nedeniyle, hayvan hiicrelerine kiyasla daha az miktarda protein igerir.
Bununla birlikte, proteinlerin ve amino asitlerin énemi goz ardi edilemez. Amino
asitler, proteinlerin yapi taslari olarak gorev yapmanin yani sira, bir¢ok hiicresel
reaksiyonda yer alir. Bu nedenle, bitki biiylimesi ve gelismesi, hiicre i¢i pH kontrolii,
metabolik enerji veya redoks giicii liretimi ve abiyotik ve biyotik streslere direng gibi

cesitli fizyolojik siiregler tizerinde etkili olurlar (Hildebrandt vd., 2015; Moe, 2013).

Bir bitkinin yasam donglisli boyunca, amino asit katabolik yollarla gerceklesen
akisin biiyiik 6lciide degismesi beklenir. Cimlenme sirasinda 151k olmadiginda, tohum
depolama proteinleri pargalanarak biiyliyen bitkinin ihtiya¢ duydugu proteinlerin
biyosentezi i¢in amino asitler saglar. Ayrica, geng bitkinin enerji ihtiyaci, fotosentetik
sistem tamamen islevsel hale gelene kadar amino asit oksidasyonu ve diger depolama
bilesiklerinin, 6rnegin yag asitleri ve nisasta, parcalanmasiyla karsilanmalhidir (Galili
vd., 2014). Cimlenme asamasinda, 1518in yoklugunda gergeklesen bu siireg, bitkiler
i¢in protein ve amino asit yikiminin yani sira protein biyosentezini gerektirir. Biiyiiyen
ve farklilagan hiicrelerde oOzellikle amino asit ve protein biyosentezi yiiksektir.
Bununla birlikte, en azindan stres olmadig: siirece, yetiskin hiicrelerde protein yikimi
yoluyla amino asitlerin protein biyosentezi i¢in saglandigr goriliir. Yaslanma
stirecinde, protein ve amino asit bozunmas1 6zellikle yiiksektir. Benzer sekilde, bu

durum karbon aglig1 veya stres donemlerinde de ortaya ¢ikabilir (Hildebrandt vd.,
2015).

Biiyiiyen fotosentetik hiicrelerde, protein sentezi i¢in substratlar saglamak tizere

amino asit biyosentezi regulasyonu artar. Bu asamada, protein dongiisii ve amino asit
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yikimi daha az Onemlidir. Bazi amino asitler (6rnegin, serin, prolin ve ldsin)
kendilerinin sinyal molekiilleri olarak hareket ettigi ve digerlerinin fitohormonlarin
veya sinyal islevine sahip diger ikincil metabolitlerin sentezi i¢in 6ncii olduklar
gosterilmistir. Ek olarak, sistein ¢ok reaktiftir ve bu nedenle belirli bir seviyenin
tizerinde birikmesine izin verilirse toksiktir (Hildebrandt vd., 2015; Ros vd., 2014;
Szabados ve Savouré, 2010).

Yaslanma siirecinde, besinler yapraklardan gelismekte olan tohumlar gibi
bliylime gostermeyen dokulara yonlendirilir ve bu nedenle protein ve amino asit
bozunmasi 6zellikle yliksektir (Watanabe vd., 2013). Amino asitler daha sonra geri
doniistiiriiliir ve besin sinirlamasi altinda gerekli olan spesifik proteinlerin sentezi igin
kullanilir. Ayrica, bitki yasam dongiisii boyunca veya karbon kisitlamasi gibi stresli
kosullar altinda, proteinlerin parcalanmasi yaygin bir olaydir. Bu siire¢, amino
asitlerinin tam oksidasyonunu igerir ve elde edilen enerji, 6zellikle stresli yapraklar
veya kokler gibi belirli bitki organlarinin 6zel ihtiyaglarini karsilamak i¢in kullanilir
(Araujo vd., 2010). Bu nedenle, amino asit seviyelerinin dogru algilanmasi, enerji
tiretimi kontrolii kadar, protein ve amino asit sentezi ve katabolizmasiin verimli bir
sekilde diizenlenmesi i¢in kritik bir noktay1 temsil eder. Ayrica, amino asit i¢eriginin,
akiglarinin ve bitki boyunca tasinmasinin diizenlenmesi, bitkinin karbon ve azot
durumuna adapte olmasi, gelisimi ve savunmasi i¢in bilylik 6nem tasir (Pratelli ve
Pilot, 2014; Zeier, 2013).

Amino asitler, metabolik stireglerde diizenleyici bir rol oynarlar ve bu stireglerde
dinamik olarak yer alir ve ¢ikarlar. Bu siireglerde, belirli bir vitamin ile etkilesime
girerler ve metabolik aktiviteleri diizenlerler. Tetrahidrofolatlar, folat (B9 vitamini)
metabolizmast ve islevi i¢in gerekli olan bir y-poliglutamil kuyrugu saglar. Folata
bagimli enzimler genellikle poliglutamatlanmig formlar1 tercih eder, -aslinda
poliglutamasyon kapasitesinin tamamen kayb1 embriyo icin oOliimcildir- zar
tastyicilart ise monoglutamat formlarini tercih eder (Mehrshahi vd., 2010; Miret ve
Munné-Bosch, 2014; Zhou vd., 2013).

Amino asitlerin diger 6nemli bir rolii, ana dondr olan glutamin/glutamat ¢ifti
aracilifiyla amino grup aktarmasidir. Bu ¢ift, bir dizi transaminaz yoluyla de novo
plrin niikleotid yolunda bir¢ok vitamin Onciisiiniin sentezi i¢in amino gruplarina

aktarir (Miret ve Munné-Bosch, 2014). Bu ¢ift, bir dizi enzimatik reaksiyon yoluyla
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birgok vitamin &nciisiiniin sentezi i¢in amino gruplarin1 bagislar. Ornegin, piridoksal
ve piridoksaminin birbirine doniistiiriilmesi i¢in piridoksamin-piruvat aminotransferaz
enzimi, Ala/piruvat ¢iftini gerektirir (Huang vd., 2011). Benzer sekilde, E vitamini
kromanol basinin biyosentezi i¢in tirozin ve ardindan gelen islemlerde Glu/2-
okzoglutarat ¢ifti kullanilir (DellaPenna ve Pogson, 2006). Amino asitler ayrica,
vitamin metabolizmasinda tek karbon donérleri olarak islev goriirler. Ornegin,
tetrahidrofolatin (THF) metilasyonu, C: metabolizmasinin temel bir reaksiyonudur ve
bu reaksiyon, serin hidroksimetiltransferaz (SHMT) ve glisin dekarboksilaz kompleksi
(GDC) tarafindan katalizlenir (Hanson ve Roje, 2003; Schirch ve Szebenyi, 2005).
Metiyonin, bir metil grubu donérii olan S-adenozil metionin (SAM) tarafindan
adenozillestirilir ve E vitamini sentezi gibi bir¢ok reaksiyonda rol oynar. SAM'm
vitamin biyosentezindeki katilimi, bu bilesigin bir kofaktor/kosubstrat olarak diger
fonksiyonlarini da igerir. Ayrica, bazi amino asit tastyicilarinin, 6zellikle nematodlar
icin, canli bitki dokularinda patojen beslenmesinde ©Onemli bir rol oynadigi
bulunmustur (Cheng vd., 2003; Méne-Saffrané ve DellaPenna, 2010). SAM'in vitamin
biyosentezindeki katilimi, bu bilesigin bir kofaktor/kosubstrat olarak diger
fonksiyonlarmi1 da igerir (Jurgenson vd., 2009).Bu nedenle, amino asitler,
omurgalarina dahil edilmis olarak veya amino, kiikiirt veya metil gruplarinin donorleri

olarak, vitamin biyosentezinde 6nemli roller oynarlar (Miret ve Munné-Bosch, 2014).

Amino asit konsantrasyonunun belirli bolgelerde degistirilmesi, stres tepkisini
tetikleyebilir ve ekzojen amino asitlerin bitki izerinde uygulanmasi savunma ve stresle
ilgili genlerin ifadesini indiikleyebilir. Bu nedenle, amino asitlerin bitkilerde savunma
tepkilerini tetikleme mekanizmasi, bitki savunma sistemlerinde bir alarm sistemi
olarak islev gorebilir. Ayrica, bitki-patojen etkilesimlerinde, amino asitlerin
patojenlerin beslenme gereksinimlerini karsilamasi ve bitki hiicrelerinde bir uyari
sistemi olarak islev gormesi olasidir. Bu durum, bitki immiinite yanitlarinin
tetiklenmesinde rol oynayan bir molekiiler modelle iliskilendirilir (Dinkeloo vd.,
2018).

Amino asitler, esansiyel ve esansiyel olmayan olarak siniflandirilir. Esansiyel
amino asitler, insanlar i¢in viicut tarafindan sentezlenemeyen ve diyet yoluyla alinmasi
gereken amino asitlerdir. Bu amino asitler arasinda 16sin (Leu), izol6sin (Ile), valin

(Val), fenilalanin (Phe), treonin (Thr), triptofan (Trp), metiyonin (Met), lizin (Lys) ve
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histidin (His) bulunur. Son yillarda yapilan arastirmalar, esansiyel amino asitlerin
sadece protein yapi taslart olmadigini, ayn1 zamanda sinyal molekiilleri olarak da
biyolojik siiregleri diizenledigini ortaya koymustur. (Wolfe vd., 2016). Hiicrelere

enerji kaynagi olan aminoasitlerin olas1 enerji verimleri Tablo 2.1 ‘de gosterilmektedir

Tablo 2.1Amino asitlerin tam oksidasyonundan olas1 enerji verimi

Amino Asit NADH FADH2 ) ATP
Tirozin 11 3 34
Losin 10 4 32
Lizin 10 3 31.5
[zoldsin 9 3 29
Prolin 8 3 25.5
Arjinin 8 2 24
Valin 8 2 24
Glutamat, Glutamin 7 2 22.5
Metionin, Treonin 6 1 17.5
Aspartat, Asparajin 4 1 12.5
Alanin, Serin, Sistein 4 1 12.5
Glisin 1 0 2.5
Glukoz 10 2 32

Diyet yonergeleri, protein gereksiniminin "yiiksek kaliteli" protein alimiyla
karsilanmasi gerektigini belirtir. Ancak, "yiiksek kaliteli protein” terimi belirsizdir. Bu
nedenle, baz1 durumlarda, bir diyetin toplam protein yerine tiim diyet i¢in vazgecilmez
amino asitlerin (IAA'lar) gereksinimlerini karsilama yetenegini dikkate almak faydali
olabilir. Bu yaklagim, protein kalitesinin, belirli bir miktarda protein aliminin,
[IAA'larin hedef alimlarim1 ne Olgiide sagladiginin degerlendirilmesini gerektirir
(Cowieson vd., 2017). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), protein
kalitesini Olgmek icin Protein Sindirilebilirligi-Diizeltilmis Amino Asit Puani
(PDCAAS) adi verilen bir yaklagim gelistirmistir. PDCAAS, test proteinindeki diyet
IAA'larinin profiline ve nispi miktarlarina dayali olarak diyet protein kalitesini 6l¢mek

icin kullanilan bir aragtir. Bir PDCAAS degeri 1'e esit oldugunda, yenen test
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proteininin miktar1 protein i¢in tahmini ortalama gereksinimi (EAR) karsiliyorsa, IAA
alim1 i¢in tim minimum gereksinimlerin karsilandigi anlamina gelir. PDCAAS degeri
1.0'dan biiyiik olan proteinler yiiksek kaliteli olarak kabul edilir. Asir1 diyet amino
asitleri kullanilmadigindan ve bu nedenle PDCAAS degerlerine dahil edilmediginden
kesim kullanilir (Fanelli vd., 2022).

PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score), proteinin
sindirilebilirligi ve amino asit igerigi temelinde kalitesini degerlendiren bir dl¢iimdiir.
Ancak, PDCAAS'n kesilmesi, yani maksimum puan olan 1.0'a ulasan proteinlerin
gorece kalite farklarini ayirt edememesi, yiiksek kaliteli protein kaynaklarim
belirlemede bazi sinirlamalar1 beraberinde getirir. Son zamanlarda, FAO (Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii), protein kalitesini 6lgmek icin yeni bir puanlama
sistemi olan DIAAS (Digestible Indispensable Amino Acid Score- Sindirilebilir
Vazgecilmez Amino Asit Puani) 6nerdi. DIAAS, PDCAAS"n yerini almay1 hedefler
ve proteinlerin kalitesini daha dogru bir sekilde belirlemeyi amaglar. DIAAS'n
kavramsal amaci, PDCAAS ile benzerdir; ancak, tek kaynakli proteinler i¢in kesilmis
bir puan degildir, bu da teorik olarak tiim diyet proteinlerinin kalitesini siralamay1
miimkiin kilar. Bir proteinin DIAAS degeri, Indispensable Amino Acid'larin (Ihtiyag
Duyulan Amino Asitler) sindirilebilir igerigine ve amino asit gereksinim modeline
baghdir. Protein kalitesinin dogru bir sekilde siralanmasi, genel anlamda protein
beslenmesinin gesitli yonlerini agikliga kavusturabilir ve 6zellikle diyet onerileri ve
yemek planlar1 olusturulurken degerli olabilir. Ancak, DIAAS'!m dogrulugu, cesitli
faktorlere baglhidir. Bunlar arasinda fhtiyag Duyulan Amino Asitlerin igerigi ve profili,
protein kaynagmin belirlenmesi igin kullanilan yontemler, Thtiyag Duyulan Amino
Asitler igin bireysel gereksinim degerlerinin dogrulugu, protein i¢in her bir Ihtiyag
Duyulan Amino Asit degerinin EAR'a (Estimated Average Requirement- Tahmini
Ortalama Gereksinim) béliinmesi ve DIAAS igin test proteinindeki her bir Ihtiyag
Duyulan Amino Asittin gercek sindirilebilirliginin dogrulugu yer alir. Bu faktorlerin
saglikli bir sekilde ele alinmasi, DIAAS'n etkili bir sekilde kullanilmasini saglar
(Abelilla vd., 2018).

2.10. Tezde Kullanilacak Analiz Yontemleri
2.10.1.1. Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR)

Bitkisel ilaglarin kalitesini belirlemek i¢in genellikle gaz kromatografi-kiitle
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spektrometrisi (GC-MS) kullanilir (Chen vd., 2007; Gao vd., 2012). Ayrica son on
yilda, FTIR spektroskopisi karmasik numunelerde ilgili analizlerin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarini tespit edebildigi ¢cok az numune hazirlig1 gerektirdigi igin nicel ve
nitel analizler i¢cin 6nemli bir teknik haline gelmistir (Sekil 2.27). Bu teknoloji ¢cok
cesitli malzemelere uygulanabilir ve kiiclik numune hacimleri ve minimum analiz

stiresi gerektirir. Bu da numune analizini 6nemli 6lgiide hizlandirir (Edelmann vd.,

2001; Nandiyanto vd., 2019).

1060 1160 1260 1360 1460 1560 1660

Wavelength (nanometers)

Sekil 2.27 FTIR genel goriintiisii

Bu teknik biyolojik bir 6rnegin kimyasal 6zelliklerini elde etmek i¢in hizli, ucuz
ve oldukca invaziv olmayan bir yontem sunar. Ana fonksiyonel gruplarin ve kimyasal
baglarin tanimlanmasin1 saglayarak numunede bulunan biyokimyasal bilesikler
hakkinda bilgi saglar (von Aulock vd., 2014). Ayni tiirden 6rneklerin spektral analizi,
kimyasal profillerindeki degiskenligin degerlendirilmesine izin verir. FTIR
spektroskopisi, yalnizca tiirler arasinda degil, ayn1 zamanda farkli ¢evresel kosullarda
bliyliyen Ornekler (ayni tiirden) arasindaki ana organik bilesiklerin oranlarindaki
degisiklikleri analiz etmek igin iyi bir aractir. Ornegin, bitkilerin cevresel faktorlere
tepkisi (Durak ve Depciuch, 2020), agir metallerin etkisi (Usman vd., 2019), su ve
sicaklik stresinin etkisi (Buitrago vd., 2016), bitki tanimlama ve smiflandirmasi

(Traoré vd., 2018), bitki farmasotik ozellikleri (Gendrin vd., 2008) ve meyvelerin
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kalitesi gibi ¢alisma alanlarinda kullanilmaktadir (Bureau vd., 2019).
2.10.1.2. Gaz Kromotografi-Kiitle Spektrofotometresi

Kiitle spektrometrisine (GC/MS) araylizlii gaz kromatografisi, ugucu ve yari
ucucu malzemelerin analizi i¢in iyi kurulmus ve giiclii bir yontemdir (Sekil 2.28).
Kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile karsilastinildiginda, GC/MS daha yiiksek
kromatografik ¢oziintirliik ve daha yiiksek tepe kapasitesi, alev iyonizasyon tespiti ile
daha kolay niceleme, tek bir mobil faz (helyum), ¢oziintirliikle ilgili daha az sorun gibi
avantajlara sahiptir. GC'den ¢ikan atik, ya dogrudan kapiller kaynasmis silika
siitunlarindan ya da daha yliksek gaz yiiklii siitunlar icin bir diferansiyel pompalama
asamasindan sonra kiitle spektrometresinin vakumuna verilir. Iyonizasyon ya elektron
iyonizasyonu ya da kimyasal iyonizasyon ile vakum kosullar1 altinda gerceklesir
(Mota vd., 2021). Kiitle spektrometrisine gaz veya sivi kromatografisi (GC—MS veya
LC-MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, bilimsel literatiirde
metabolik profilleme i¢in en yaygin kullanilan analitik yontemlerdir. GC-MS
genellikle cok yonlii bir analitik platform olarak kabul edilir. Bunun nedeni saglamligi,
miikemmel ayirma kabiliyeti, seciciligi, duyarliligi ve tekrarlanabilirligidir (Tsugawa
vd., 2011).

i

I

Sekil 2.28 GC-MS genel goriintiisii
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GC-MS'de kullanilan iki ana iyonizasyon sekli elektron iyonizasyonu (EI) ve
kimyasal iyonizasyondur (CI). Bugiine kadar, metabolomikteki ¢ogu GC-MS yontemi
El kullanir. EI tabanli GC-MS'ye karsilik gelen birka¢ kiitle spektral veri
tabaniin/kiitliphanesinin mevcudiyeti, onu birgok analist icin tercih edilen yontem
haline getirmeye yardimci olur. Daha sonra, tek bir dort kutuplu MS detektorii ile
birlestirilmis diisikk uclu bir GC sistemi yoluyla elde edilebilir. GC-MS, matriks
etkileri ve bilesiklerin birlikte yikanmasiyla iyon baskilanmasi gibi LC-MS'de yaygin
olan sorunlar1 bir sekilde onler ve boylece daha yiiksek kromatografik ¢6ziiniirliik elde
eder (Mastrangelo vd., 2015; Nagana Gowda ve Djukovic, 2014). Bununla birlikte,
GC-MS'deki dogal bir sinirlama, yalnizca diisiik molekiiler agirlikli (yaklasik 50-600
Dalton) ve ugucu bilesikleri ayirmak ve tanimlamak i¢in kullanilabilmesidir. Polar,
1stya dayanikli, ugucu olmayan metabolitlerin tespiti i¢in analizden 6nce kimyasal
tiirevlendirmenin kullanilmasi gerekir. Bu uguculugu, termal kararliligi, hassasiyeti ve
dedektdr yanmitini iyilestirir. GC-MS, metabolomik ¢aligmalarda yaygin olarak
uygulanmustir (Beale vd., 2018).

Son on yilda GC-MS tabanli aragtirmalar, bitki bilimi (Hong vd., 2016), tip
(Stringer vd., 2016; Ibafiez vd., 2013), ¢evre bilimi (Lankadurai vd., 2013), dogal
trtinler kimyas1 ve ilag kesfi (Wishart, 2016) ve biyoteknoloji (Mozzi vd., 2013)

alanlarda kullanilmaktadir.
2.10.1.3. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometrisine (MS) bagl s1vi kromatografisi (LC), yiiksek hassasiyet
nedeniyle metabolomik ¢alismalar icin yerlesik bir teknik haline gelmistir (Tadaka et
vd, 2018). Hedeflenen yaklagimlar, belirli metabolit siniflarini veya gruplarini
Olcebilir ve potansiyel olarak nicellestirebilirken, hedeflenmemis yaklasimlar
miimkiin oldugunca fazla metabolik bilgi edinmeyi amaglar. LC-MS metabolomikleri
i¢in enstriimantasyonun dogrulugu, ¢6ziiniirliigii ve hizi son on yilda iyilesmis olsa da
ornegin karmagikligini kapsamak biiylik bir zorluk olmaya devam ediyor. Tek bir
numune, degisen konsantrasyonlarda ¢esitli kimyasal yapilara sahip binlerce ila on

binlerce metabolit igerebilir (Cajka ve Fiehn, 2016).

GC veya LC ile birlestirilmis MS, her iki yontemin de gii¢lii yonlerinden
yararlanarak metabolomik analizde kullanilir (Zhang vd., 2011). Bu kombine

tekniklerde, biyolojik numunelerde bulunan binlerce metabolit, farkli kromatografik
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Ozelliklerine bagli olarak Oncelikle kromatografik sistem kullanilarak miimkiin
oldugunca birbirinden ayrilir (Theodoridis vd., 2011). Bu, duyarliligi kaybetmeden
MS sistemi ile analiz edilecek metabolit sayisinda bir artis saglar (Sekil 2.29). Aksi
takdirde, MS sisteminin iyon baskilanmasi veya asir1 yiiklenmesi gibi durumlar
hassasiyeti azaltabilir. Metabolitler ve kromatografik sistem arasindaki etkilesimler,
metabolitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin yan1 sira duragan fazin tipine dayanir ve
bu etkilesimler kromatografik sistemdeki eliisyon sirasini belirler. Normal olarak,
ucucu organik bilesiklerin, lipidlerin ve tiirevlendirilebilen molekiillerin analizi GC—
MS kullanilarak gerceklestirilir. Ote yandan, semi-polar metabolitlerin ¢ogu LC-MS
kullanilarak analiz edilir (Zhang vd., 2011; Zhao ve Li, 2020).

Relative abundance

6 8 10 12

Retention time

Sekil 2.29 LC-MS genel goriintiisii
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasallar arasinda kalsiyum kloriir (CaClz), helyum
gazi, 2N KOH (metanol i¢inde), heptan, %80 metanol, hipergade methanol (Merck),
%0.05 formik asit, 5 mM amonyum format, %5 NaNO:, %10 AlCl;, 1M NaOH, %2
sodyum karbonat ¢ozeltisi, %96 alkol, Folin-Ciocalteu reaktifi, galik asit esdegeri
(GAE), kuersetin esdegeri (QE), %10 AlCL, %5 sodyum asetat ¢ozeltisi, %2 AICls,
%50 metanol ve metanol igerisinde %4 sodyum karbonat bulunmaktadir. Kullanilan
cihazlar arasinda Fourier Transform Infrared (FTIR) spektrometresi, Thermo
Scientific Trace 1310 gaz kromatografisi (GC-MS) cihazi, 70 eV elektron iyonizasyon
(EI) modu, Auto Sampler Al 1310, Thermo Scientific Trace Gold TG-WaxMS kapiller
kolon, binokiiler mikroskop, Leica DM4000 B 151k mikroskopu, JEOL JMS-7001F
tarayici elektron mikroskopu (SEM), SC7620 SEM kaplama sistemi, altin-paladyum
kaplama, ultrasonik banyo, santrifiij cihazi, 121 °C’de 60 dakika ¢alisan otoklav, 25 +
2 °C sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyoda sahip klima odasi, Jasem LC-MS/MS amino
asit analiz Kiti, Agilent 1260 Infinity HPLC sistemi, Zorbax SB-C18 kolonu,
AGILENT 6460 LC-ESI-MS sistemi, AGILENT 1200 serisi HPLC, Agilent 6460
tandem kiitle spektrometresi, SHIMADZU GCMS-QP2010 kiitle spektrometrisi,
AOC-5000 oto enjektor, 30m x 0.25mm x 0.25 um Rxi-5MS kolon, NIST standart
referans veri taban1 ve Thermo Scientific Varioskan (UV spektrofotometre) yer

almaktadir.
3.2. Tohumlarin Toplanmasi

A. laxiflora ve S. orientalis kapsiilleri Haziran (2021) ayinda sirasiyla Samsun
ilinin Atakum ve Taflan ilgeleri ile Ondokuz Mayis Universitesi kampiisiindeki
popiilasyonlardan toplandi ve laboratuvarda kapsiiller agilip tohumlar alindi. Bir hafta
oda sicakliginda dogal kurumaya birakilan tohumlar daha sonra iginde CaCl, paketi

bulunan kahverengi siselere konularak buz dolabinda (4 °C) saklandi.

3.3. Tohumlarin Mikromorfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.1. Tohumlarin Kantitatif Ozelliklerinin Belirlenmesi
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Morfolojik parametreler tohum uzunlugu, tohum genisligi, tohum boy/en orani
ve tohum hacmini igermektedir. Embriyo oOl¢iimlerinde ise, embriyo uzunlugu,
embriyo genisligi, embriyo boy/en orani, embriyo hacmi, tohum hacmi/embriyo hacmi

ve hava boslugu 6zellikleri belirlenmektedir.

Tohum hacmi (mm?3 x 103), 2 [(L / 2) (W / 2)? (n / 3)] formiilii kullanilarak
hesaplandi. Burada L = uzunluk, W = genislik ve m =22/ 7 olarak alind1.

Embriyo hacminde ise (mm?3x 10®%), 4/3 n (L /2 (W /2)? formiilii kullanilarak
hesaplandi.

Her parametre i¢in 50’ser tohum 6l¢iildii (Arditti vd., 1980).

Hava boslugu (%), ((tohum hacmi-embriyo hacmi) / (tohum hacmi)) x %100
formiilii kullanilarak hesaplandi (Arditti ve Ghani, 2000).

3.3.2. Tohumlarin Isik Mikroskop Gériintiileri

Kuru tohumlar 151k mikroskobu (DM4000 B; Leica) altinda fotografland1 ve

gbzlemlendi.
3.3.3. Tohum ve Testa Hiicrelerinin SEM Goriintiileri

Elektron mikroskop ¢ekimleri i¢in kuru tohumlar stublar {lizerine ¢ift tarafh
karbon bant ile sabitlendi. Ornekler 12,5-15 nm altin-paladyum ile kapland1 (SEM
coating system, SC7620). inceleme ve ¢ekimler JEOL JMS-7001F Tarayici Elektron
Mikroskobunda (SEM) 5-15 KV’lik voltajla yapildi (Gamarra vd., 2012).

3.4. Funguslarin Aktiflestirilmesi

Bu tezde 4°C’de stok olarak saklanan funguslar, daha onceki ¢alismalardaki
orkidelerin koklerinden izole edilip molekiiler teshisleri yapilan izolatlardir. A.
laxiflora koklerinden izole edilen AL5 (MT605389) (Ozdener Kémpe vd 2021) ve S.
orientalis koklerinden izole edilen S6 (MT508985) (Kompe vd., 2019) funguslar
kullanildi. Bu izolatlarin stok kiiltiirlerinden kii¢iik parcalar alinip i¢inde steril fungus

izolasyon ortami1 (Clements vd., 1986) bulunan petri kaplarina asilandi.
3.5. Toprak Karisimmnin Hazirlanmasi ve Tohum Paketlerinin Gomiilmesi

Orkide habitatindan alinan toprak, tas ve bitki artiklarindan temizlendikten sonra

2:1 toprak: perlit karisim1 hazirland1 ve otoklavda (121 °C, 60 dk) sterilize edildi.
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Saksilarin (20x31x15 cm) i¢ yiizeyi %96 alkol ile silinerek steril toprak ile dolduruldu.
Tohumlar (0.001 g) iki sentetik kumas tabakasi arasina yerlestirildi ve dia ¢ergevesi
arasina sabitlendi (Rasmussen ve Whigham, 1993). Her bir fungus izolat1 i¢in ii¢ saks1
hazirland1 ve her saksiya 5 paket yerlestirildi ve daha sonra fungal izolatlar asilandi.
Saksilar, 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyodu ve 33 PAR (fotosentetik aktif
radyasyon) ile iklim odasinda 25 + 2 °C'de inkiibe edildi. Haftada bir kez steril distile
su ile suland1 (Kompe ve Mutlu 2021). Deneme diizeneginin kurulmasindan ii¢ hafta
sonra her saksidan rastgele secgilen 3 pakette ¢cimlenme ve fide gelisim asamalari
degerlendirildi. Gelisme asamalari, Clements 1986’ya gore Tablo 3.1

gosterilmektedir.

Tablo 3.1 Orkide tohumlarinin gelisme asamalari

Safha | Morfolojik Tanimlama

0 Cimlenmemis tohum

1 Tohum kabugu ¢atlamis embriyo sismis ve rizoidli
2 Protokorm

3 Yaprak primordiumu

4 2-3 yaprak ve/veya kok

3.6. Cimlenme ve Gelisim Siireclerinin Takibi

Haftalik periyotlarda paketler kontrol edildi. Toplam ¢imlenme oran1 ve gelisme
asamalarina ulagsma oranlar belirlendi. Her uygulama 3 bagimsiz deney ve 3 tekrarli

olarak yapildi.

3.7. Protokormlarin Morfolojik Ol¢iimleri

Protokormlarin uzunlugu, genisligi, boy/en orami O6zellikleri bir binokiiler

yardimiyla 50 tane protokorm olgiilerek degerlendirildi.

3.8. Protokormlarin Kritik Nokta Kurutma Cihaz1 ile Goriintiiye

Hazirlanmasi ve SEM Goriintiileri

Protokormlar Leica EM CPD300 Kritik Nokta Kurutma Cihazi ile
kurutulduktan sonra Elektron mikroskop cekimleri i¢in kuru Protokormlar disekte
edilerek stublar iizerine ¢ift tarafli karbon bant ile sabitlendi. Ornekler 12,5-15 nm

altin-paladyum ile kaplandi (SEM coating system, SC7620). inceleme ve ¢ekimler
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JEOL JMS-7001F Tarayict Elektron Mikroskobunda (SEM) 5-15 KV’lik voltajla
yapildi (Gamarra vd., 2012).

3.9. Exvitro Fidelerin Dogal Ortama Dikilmesi

Saksidaki paketlerde ¢imlenme ve gelisme durumlart sayisal olarak
degerlendirildikten sonra yaklasik esit biiylikliikte 30 fide 6nce saksilara sasirtilarak
bir ay iklim odasinda biiyiitiildii. Daha sonra sonbaharda (Kasim, 2020) dogal bir alana
dikildi ve yaklasik 28 hafta (7ay) sonra ilkbaharda (May1s, 2023) bitkiler sokiildii ve
yumrularin morfolojik 6zellikleri belirlendikten sonra tekrar ayni alana yumrular

gémiildii.
3.10. Fidelerin Morfolojik Ozellikleri ve Ciceklenme Donemi

Morfolojik Ozellikleri belirlenen yumrular ayni alana gomiildiikten sonra
ciceklenme asamasina kadar diizenli olarak takip edildi. Her iki tiire ait bireyler ¢icekli
asamada toprak Ustli kisimlar1 (yaprak, gévde ve cicekler) kimyasal analizler i¢in

kullanilmak tizere hasat edildi.
3.11. Orneklerin Kimyasal Analizleri
3.11.1. FTIR (Fourier transform kizilotesi) Analizi

Arastirmada kullanilacak olan A. laxiflora, S. orientalis tohumlari,
protokormlari, ilk gergek yapraklari kurutularak toz haline getirildi. Daha sonra
numuneler FTIR analizi i¢in +4 °C'de saklandi. Toz haline gelen numunelerin IR

spektrumu 25-27 °C'de ve 4000 cm-1 - 400 cm-1 dalga sayis1 araliginda alindu.

3.11.2. Yag Asiti Analizi

S.orientalis ve A.laxiflora’dan toprak iistii kisimlar yag ekstraksiyonu manuel
soxhlet cihazinda gercgeklestirildi. Elde edilen yag orneklerinin gaz kromatografisi
cihazinda (Thermo Scientific Trace 1310) analize uygun hale gelmesi i¢in yag asitleri,

metil esterlerine doniistiiriilerek tiirevlendirme yapildi.

Bunun igin, ekstrakte edilmis yagdan 0.25 g alinarak 4 mL heptan ilavesiyle
¢ozdiiriildii ve tizerine 0.4 mL 2N KOH (kromatografik saflikta metanol igerisinde
hazirlanmistir) eklenmistir. Bu karisim 2 dakika siiresince vortekste karistirilmig, daha
sonra 5 dakika 5000 rpm devir hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan

olusan berrak heptan fazindan 1.5-2 ml alinarak GC/MS analizi i¢in cam tiiplere
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aktarildi. Ornegin cihaza enjeksiyonu otomatik drnekleyici (Autosampler Al 1310) ile
gerceklestirildi. Ornekler Thermo Scientific ISQ LT modeli GC/MS gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi ile analiz edildi. Bu analiz icin 60 m uzunlugunda
0.25 pum i¢ ¢apinda, 0.25 um film kalinligina sahip Trace Gold TG-WaxMS kapiller
kolon (Thermo Scientific kod: 26088-1540) kullanildi. Enjeksiyon blogu sicakligi 240
°C ye ve kolon sicaklik programi1 da 3 dakika 100°C de sabit kalip daha sonra 4 °C/dak
lik artigla 240 °C ye yiikselecek sekilde ayarlandi. Tasiyicit gaz olarak sabit akista
helyum gazi (1 ml/dk) kullanilmis ve 1:20 split oran1 uygulandi. MS tinitesi (ISQ LT),
elektron iyonizasyon modunda kullanildi (70 eV). Yag asitleri, 37 bilesenden olusan
standart FAME karisiminin gelme zamanlarina bagl olarak karsilastirilmasiyla

tanimlandi (Liu 1994). Deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.11.3. Aminoasit Miktar1 Belirleme

Amino asit konsantrasyon olgiimleri, LC-MS/MS sistemiyle gerceklestirildi.
Bu calismada, bes farkli konsantrasyonda standartlar iceren bir kalibrator seti
kullanildi. Ayrica kararli izotop etiketli i¢ standart karisimi, mobil fazlar, reaktifler,
kromatografik ayrim ve kiitle dedeksiyon metod parametreleri kullanilarak asidik
hidroliz prosesi dahilinde modifiye numune hazirlig1 yapildi. Bu amagla Jasem LC-
MS/MS amino asit analiz kiti uygulandi. Hedef amino asitlerin konsantrasyonu,
elektrosprey iyonizasyonu (ESI) temelli ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu
kullanilarak belirlendi (Bilgin vd.,2018).

Amino asitlerin i¢in gerekli olan kalibrasyon egrisi, hidroliz islemine ihtiyag
duymadan kit numune hazirligina uygun olarak hazirland1 ve LC-MS/MS sisteminde
okunarak elde edildi. Analiz i¢in Agilent 1260 Infinity HPLC sistemi (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) kullanild1 ve 30°C'ye ayarlanmis Jasem amino asit
analitik kolonuna, hazirlanmis numuneden 3 pl enjekte edildi. Kromatografik ayrim,
0,7 mL/dakika akis hiziyla gradient programli mobil faz A ve B kullanilarak 7,5
dakikalik analiz siiresinde tamamlandi. Kiitle spektrometrik dedektor, Agilent 6460
tandem kiitle spektrometresi (Agilent Technologies) cihaziyla pozitif iyonizasyon
modunda ESI (elektrosprey iyonizasyonu) kullanilarak gergeklestirildi. Kiitle
dedektorii parametreleri gaz sicakligi 150°C, gaz akis1 10L/dakika, nebulizer basinci
40 psi ve +2000 volt kapiler voltaj olarak ayarlandi.
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Deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Pozitif ESI modunda MRM
(coklu reaksiyon izleme) kiitle gegisleri ile fragmentor voltajlar1 (FV) ve parcalanma

enerjileri (CE) Tablo 3.2°de gosterildi.

Tablo 3.2 Hedef amino asitlerin MRM (Multiple Reaction Monitoring)

kosullar1
Amino Asit | Onciil iyon | Uriin Iiyon | FV (v) | CE (V)
(m/z) (m/z2)
Taurine 126,1 44,3 110 14
Phenylalanine 166,1 120,1 80 6
Tyrosine 182,1 165 80 1
Methionine 150,1 104,1 80 4
Aspartic acid 134,1 74,1 90 10
Threonine 120,2 74,2 80 4
Serine 106,2 60,2 80 4
Alanine 90,2 442 80 4
Glycine 76,2 30,1 80 1
Proline 116,2 70,2 90 12
Cystine 241,1 74,2 100 24
Arginine 175,2 70,2 110 20
Histidine 156,1 110,1 100 8
Ornithine 133,2 70,3 80 14
Lysine 147,1 84,2 80 12
Glutamic acid 148,1 84,2 80 12
Leucine 132,2 43,3 100 24
Isoleucine 132,2 69,2 100 14
Valine 118,2 72,2 80 4

3.11.4. GC-MS Analizi ile Genel Fitokimyasal Profillerin Belirlenmesi

S. orientalis ve A. laxiflora toprak iistii kisimlart ve tohumlari bir havan
yardimiyla ezildi. Cai vd. (2004) tarafindan 6nerilen maserasyon yontemi kullanilarak
0.5 g 6rnek, 10 mL %80 metanol ile 35°C'de 24 saat siireyle ekstrakte edildi (Cai vd.,
2004).

GC-MS analiz yontemi Joshi vd. (2020) yontemine gore optimizasyon
yapilarak analiz edildi (Joshi vd., 2020) . Ornek 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij
edilerek siipernatant GC-MS analizi i¢in kullanildi.
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GC-MS analizi, SHIMADZU marka GCMS-QP2010 Kiitle Spektrometrisi ve
AOC-5000 Auto Injector kullanilarak gergeklestirildi. Analizde Rxi-5MS kolon (30m
x 0.25mm x 0.25 um) kullanildi ve tarama aralig1 30-450 Da arasindaydi.

Analiz kosullar1 su sekildedir:

e Elektron iyonizasyon sistemi kullanildi.

e Iyonizasyon enerjisi 70 eV olarak ayarlandi.

e Helyum gazi sabit bir akis hiziyla (1 ml/dk) kullanildi.

e Enjeksiyon hacmi 1.5 pl olup, bélme oran1 10:1 olarak belirlenmistir.

e Enjektdr sicakligi 250°C, iyon kaynagi sicakligt 200°C olarak
ayarlanmistir. Ornekler, 70°C'de 10 dakika sabit kaldiktan sonra
3°C/dk artigla 150°C'ye ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 5 dakika tutuldu.

e Daha sonra, ornekler 10°C/dk artisla 250°C'ye ¢ikarilmis ve bu
sicaklikta 5 dakika siireyle tutuldu.

e (oziici gecikmesi 0-2 dakika arasinda degismektedir.

e Toplam GC/MS calisma siiresi 56.67 dakikadir.

S1vi 6rnekleme yontemi kullanilarak metanolle ekstrakte edilen 6rnekler 100
kat seyreltilerek 1.5 ml'lik siselere yerlestirildi. Analiz i¢in NIST Standart Referans

veri tabani kullanildi.
3.11.5. LC-MS Analizi ile Fenolik Madde I¢eriklerinin Belirlenmesi

Ornekler, fenolik bilesiklerin miktarlarin1 belirlemek amaciyla iki kez Sivi
Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-ESI-MS) yontemi kullanilarak
analiz edildi. Analiz igin AGILENT 6460 Uclii Dort Kutuplu Sistem (ESI+Agilent Jet
Stream) ve AGILENT 1200 Serisi HPLC kullanildi (Ozdal vd.,2019).

Fenolik standart stok soliisyonlari, %100 Metanol (hipergrade, Merck,
Darmstadt, Almanya) i¢inde 5000 ppm konsantrasyonda hazirlandi. Her molekiil i¢in
1000 ppm stok ¢ozeltiler olusturuldu. Egri olusturma kalibrasyonu i¢in 0.005, 0.01,
0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 ppm konsantrasyonlarinda seyreltilen karisim
kullanildi. Standart fenolik bilesiklerin konsantrasyonlari, ekstrelerdeki pik
alanlarindan elde edilen lineer regresyon denklemi kullanilarak kalibrasyon egrileri

lizerinden belirlendi (R? = 0.99). Tiim diliisyonlar %50 metanol ile gerceklestirildi.
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Analiz i¢in Zorbax SB-C18 kolonu (2.1 mm x 50 mm x 1.8 um) 35 °C
sicaklikta kullanildi. ikili mobil faz olarak %0.05 formik asit + 5 mM amonyum format
iceren su (solvent A) ve Metanol (solvent B) kullanildi. Bu mobil fazlar, 13 dakika
caligma siiresinde 0.5 mL/dk akis hizinda uygulandi. Fenolik bilesikler, metanol

gradyani ile analiz edildi.

Tiim ornekler i¢in bes uL enjeksiyon hacmi kullanildi. ESI iyonizasyonu

asagidaki ayarlarla gergeklestirildi:

e Nebiilizor gazi sicakligi 350 °C,
e ¢az akis1 10 mL/dk,

e nebulizor gaz basinci 45 psi,

e kesme gazi sicaklig1 350 °C,

o kilif gaz1 akis1 9 mL/dk,

o kilcal gerilim 4000 V (+, -)

e meme voltaji 500 V (+, -).

Tespit ve nicelendirme islemleri, Agilent G3793AA Mass Hunter Optimizer
yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Segilen fenolik bilesiklerin saptanmasi ve miktar
tayini i¢in Mass Hunter Optimizer yazilimi1 (Agilent G3793AA) kullanildi. Deneyler
ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

3.12. Sekonder Metabolitlerin Spektroskopik Analizleri
3.11.1.Toplam Fenolik Madde icerigi

Oziitiin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak,
(Singleton ve Rossi, 1965) belirlendi. Bu ¢alismada, 200 uL methanol 6ziit (1 mg/mL),
200 pL seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi ile (distile suyla 1:1 seyreltilmis)
karistirildi. Reaksiyon karigimi oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra, 1
mL %2 sodyum karbonat ¢ozeltisi eklendi. Karanlikta oda sicakliginda 1 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra, 760 nm dalga boyunda bir UV spektrofotometre (Thermo
Scientific Varioskan) kullanilarak absorbans 6lgiildii. Toplam fenolik madde igerigi
kurutulmus 6ziit bagina miligram cinsinden (mg GAE/g 6ziit) galik asit esdegeri

(GAE) olarak ifade edildi. Tiim 6l¢timler ii¢ kez yapildi.
3.11.2.Toplam Flavonoid Icerigi
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Oziitlerin toplam flavonoid igerigi AlCl3 yontemi kullanilarak (Osuna-Ruiz
vd., 2016) belirlendi. Bu ¢alismada, 1 mL o6ziit (1 mg/mL), 6.4 mL distile su ile
karistirildi. Ardindan, 0.3 mL NaNO: (%5) eklenip karisim 5 dakika bekletildi.
Sonrasinda, 0.3 mL AICl3 (%10) eklenip ¢ozelti 6 dakika inkiibe edildi. Ardindan, 2
mL NaOH (1M) eklenip ¢ozelti oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Absorbans 510
nm dalga boyunda bir UV spektrofotometre (Thermo Scientific Varioskan) ile 6l¢iildii.
Toplam flavonoid igerigi kurutulmus 6ziit basina miligram cinsinden (mg QE/g 6ziit)

kuersetin esdegeri (QE) olarak ifade edildi. Tiim dl¢iimler ii¢ kez yapildi.
3.11.3.Toplam Flavanol icerigi

Toplam flavonol igerigi, aliminyum kloriir yontemi kullanilarak belirlendi
(Mahmoudi vd., 2023). 1 mL 6ziit (1 mg/mL), 2 mL AICIz (%2) ile karistirildi. Daha
sonra, 3 mL sodyum asetat ¢ozeltisi (%5) eklendi. Karigim, oda sicakliginda karanlik
bir ortamda 30 dakika boyunca bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, érnegin
absorbansi 415 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve ayni dalga boyunda standart olarak
kullanilan kuarseinin de absorbansi 6lgiildii. Toplam flavanol igerigi kurutulmus 6ziit
basina miligram cinsinden (mg QE/g) kuersetin esdegeri (QE) olarak ifade edildi. Tiim

analizler ii¢ tekrarli olarak yapildi.
3.11.4.Toplam Tanen Icerigi

Toplam tanen igerigi, (Lou vd., 2014) Folin—Ciocalteu reaktifi kullanilarak
belirlendi. Farkli galik asit konsantrasyonlarindan olusan bir kalibrasyon egrisi
hazirlandi. Analiz edilecek ornekler i¢in, 100 pLL metanol i¢inde 5 kat seyreltilmis
numuneler bir test tiipline eklenmistir. Standartlar ve 6rneklerin her birine 10 kat
seyreltilmis 500 pL Folin—Ciocalteu reaktifi methanol igine eklenmistir. Buna ek
olarak, her birine 2 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (4%, w/v) ilave edildi. Elde edilen
karigim calkalandi ve ardindan oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi, standartlar ve érneklerin her ikisinin de absorbans1 760 nm
dalga boyunda olgiildii. Toplam tanen igerigi kurutulmus oOziit basina miligram
cinsinden (mg GAE/g 6ziit) galik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edildi. Tiim

analizler {i¢ tekrarli olarak yapildi.
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3.11.5.Toplam Proantosiyanidin I¢erigi

Toplam proantosiyanidin igerigi, (Porter ve Woodruffe, 1984) n-biitanol/HCI
reaktifi kullanilarak belirlendi. Buna gore, seyreltilmis fenolik 6ziitlin (1:5, v/v) 500
uL'si, 3 mL n-biitanol/HCIl reaktifi (95:5, v/v) ile karistirildi. Ardindan 2N HCl i¢inde
%2 ferrik (Demir 11l1) amonyum siilfatdan 100 pL eklendi. Karisimlar 60 dakika
kaynatildi ve ardindan sogumaya birakildi. Cozeltilerin absorbansit 550 nm dalga
boyunda 6l¢iildii. Toplam proantosiyanidin ig¢erigi kurutulmus 6ziit basina miligram
cinsinden (mg CAE/g 6ziit) katesin esdegeri (CAE) olarak ifade edildi. Tiim analizler
ti¢ tekrarli olarak yapildi.

3.13. Orneklerin DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Aktivitesi

Oziitlerin serbest radikal yakalama yetenegi, 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil
(DPPH) deneyi kullanilarak degerlendirildi ve sentetik antioksidan askorbik asitin ICso
degeri ile karsilagtirildi (Braca vd., 2001).

Bu deneyde, farkli konsantrasyonlardaki (15.62, 31.25, 62.5,125,250,500 ve
1000 mg/mL) 1 mL o6ziit, bir tiipte metanol ¢6zeltisi i¢indeki DPPH radikali (0.1 mM)
ile kanistirildi. Oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibe edildikten
sonra, absorbans 517 nm dalga boyunda bir UV spektrometre kullanilarak bos bir
degere kars: 6l¢iildii. Referans standardi olarak askorbik asit kullanildi. Oziitin DPPH

radikali yakalama oran1 agagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:
DPPH yakalama aktivitesi (% inhibisyon) = [(Axontrol - Asmek) / Akontrol] X 100,

Burada Axontrol kontroliin absorbansi, Asmek ise 0ziit ile reaksiyon karigiminin
absorbansini temsil eder. Baslangictaki DPPH konsantrasyonunda %50 azalmaya
neden olacak 6ziit konsantrasyonunu belirlemek i¢in 6ziit konsantrasyonu inhibisyon
yiizdesi egrisi ¢izildi ve ICsp degeri lineer regresyon analizi ile elde edildi. Daha diisiik
bir 1Cso degeri daha yiiksek bir antioksidan aktiviteyi isaret eder. Tim analizler ii¢

tekrarli olarak yapildu.
3.14. istatiksel Analizler

Tohum ¢imlenmesi ve fidan biiylime evreleri, yag asitleri, aminoasitler
miktarlar1 , SPSS 21 WINDOWS kullanilarak istatistiksel analize edildi. Bu ¢alismada

tanimlanan bilesikler 6nce 2D yapilari elde etmek i¢in Chemdraw programinda ¢izildi
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ve daha sonra MolView kullanilarak 3D yapilar1 olusturuldu. Venn diyagramlari ve
aglar tekrar edilebilir ve diizenlenebilir sekilde ¢evrimic¢i Evenn olarak olusturuldu.
Olgiilen tohum boyutlarinin gruplamasini grafiksel olarak gostermek igin PCA (Temel

Bilesen Analizi) Past programi Siiriim 4.03 kullanilarak gergeklestirildi.
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4, BULGULAR
4.1. Tohumlarin Mikromorfolojik Ozellikleri
4.1.1.Tohumlarin Kantitatif Ozellikleri

Tezde kullanilan A. laxiflora ve S. orientalis tohumlarinin mikro-morfolojik
Ozellikleri Tablo 4.1°de gosterildi. Tohum (boy/en), embriyo (boy/en), tohum ve
embriyo (boy/en) orani, embriyo hacmi degerleri incelendiginde A. laxiflora
tohumlarinin S. orientalis tohumlarindan dikkati ¢ekici bir sekilde biiyiikk oldugu
goriilmektedir. Buna paralel olarak da S. orientalis tohumlarinin hacmi/embriyo hacmi

orani ve hava boslugu, A.laxiflora’den daha biiyiiktiir.

Tablo 4.1Tohumlarin mikromorfoloji 6lgiimleri (+ Standart sapma, n = 30)

Mikromorfolojik Ol¢iimler Anacamptis laxiflora | Serapias orientalis
Tohum boy (mm) 0,815+ 0,117 0,426 £ 0,058
Tohum en (mm) 0,184+ 0,030 0,119+0,026
Tohum boy/en orani 4,50+ 0,93 3,71+0,95
Tohum hacim 7,58+ 3,14 1,68+0,83
Embriyo boy (mm) 0,204+ 0,030 0,112+0,029
Embriyo en (mm) 0,131+ 0,020 0,078+0,016
Embriyo Boy/En orani 1,61+ 0,38 1,47+0,40
Embriyo hacmi 1,85+ 0,52 0,38+0,19
Tohum Hacmi / Embriyo hacmi 4,41+ 2,37 5,43£3,55
Bosluk yiizdesi 72,22+ 11,82 73,88+14,40

S. orientalis ve A. laxiflora tohum o&zellikleri PCA (Principal Companent
Analaysis) analizi ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Bu sonuglara gore her iki
tiire ait tohum 6zelliklerinde 6nemli farkliliklar tespit edildi. S. orientalis ve A.laxiflora
tohumlarindaki morfolojik farkliliklar nedeniyle PCA grafiginin X ekseninin farkl
kisimlarinda konumlanmiglardir. PC1, kantitatif verilerdeki genel varyasyonun
%95,3'ini agiklamaktadir ve bunu %2,1 ile PC2 takip etmektedir. Bu oranlar analizin
toplam varyansin %97,4'una katkida bulunmaktadir ve Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

PCA'da gozlenen gruplarin olusumuna yardimci olan baskin degerlere sahip kantitatif
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ozelliklerin pozitif ve negatif katki degerleri ise Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te

gosterilmektedir. PCA analizi dagilimi Sekil 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.2 Tohum 6lgiimlerinin PCA skorlari

PC Ozgiin Deger % Varyans
1 50771,8 95,393
2 1128,04 2,1194
3 897,884 1,687
4 403,695 0,75849
5 19,9428 0,03747
6 1,73937 0,003268
7 0,515066 0,00096774
8 0,0581549 0,00010927
9 0,0127347 2,3927E-05
10 0,00656996 1,2344E-05

Tablo 4.3Tohum morfolojik 6zelliklerinin PC1 ve PC2 tizerindeki etkileri

Olciilen parametreler PC1 PC 2
Tohum Boy 0,96216 -0,19928
Tohum En 0,14738 -0,072613
Embr-Boy 0,19971 0,92834

Embr-En 0,11141 0,15942
Tohum Boy/En 0,0023406 0,0013258
Embr Boy/En 0,00037449 0,0062681
Tohum Hacmi 0,01452 -0,014549
Emb. Hacmi 0,003106 0,0068556
Tohum Hacmi/Emb |5 55086503 :0,061587

Hacmi

Bosluk Yiizdesi 0,0023092 -0,25239

Tablo 4.4 Olgiilen degerlerin katki degerleri

Tohum morfolojik 6zellikleri

Pozitif Etki Negatif etKi

PC1 Tohum boy ve en,embriyo boy ve Tohum hacmi/embiriyo hacmi
en,tohum boy/en,embriyo boy/en,tohum
hacmi,embriyo hacmi,bosluk yiizdesi

PC2 Embriyo boy ve en,tohum Tohum boy ve en,tohum ve

boy/en,embriyo boy/en,embriyo hacmi

embriyo hacmi,tohum
hacmi/embriyo hacmi,bogluk
yiizdesi
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Component 2
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Sekil 4.1 Tohum ol¢iimlerinin tiirlere baglh degisimlerini gosteren PCA analizi
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4.1.2.Incelenen Tohumlarin Isik Mikroskobu ve Testa Hiicrelerinin SEM

Goriintiileri

A. laxiflora ve S. orientalis 151k mikroskop goriintiileri ve embriyosu, elektron
mikroskop goriintiileri ve testa hiicreleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmektedir.

Sekil 4.2 (A) A. laxiflora tohumlarinin 151k mikroskobu goriintiisii, A1 embriyo, (B)
tohumlarin SEM goriintiisii, (C) tohumlarin testa hiicrelerinin SEM
gorlintiisti (0l¢ek cubuklari, 151k mikroskobu 700 pm elektron mikroskobu
genel gorlinimii 100 pm ve testa hiicre goriintileri

Sekil 4.3 S. orientalis tohumlarinin 1g1k mikroskobu goriintiisii, A1 embriyo, (B)
tohumlarin SEM goriintiisii, (C) tohumlarin testa hiicrelerinin SEM
goriintiisii (0lgek ¢ubuklari, 151k mikroskobu 700 um elektron mikroskobu
genel goriintimii 100 um ve testa hiicre goriintiileri

4.2. Ex Vitro Simbiyotik Tohum Cimlenmesi

A. laxiflora koklerinden izole edilen ALS, S. orientalis koklerinden izole edilen
S6 ve fungus bulunmayan (kontrol) saksilardaki orkide tohumlarinin ex vitro

cimlenme gelisim evreleri Tablo 4.5’te gosterilmektedir.
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Tablo 4.5 S. orientalis ve A. laxiflora gelisme asamalar1 ve toplam ¢imlenme yiizdeleri (+ Standart sapma, n = 3)

Tiir

Gelisme Asamalar1 %

Toplam
Cimlenme %

GO Gl G2 G3 G4
S. orientalis+S6 37,40+3,36 | 16,93+1,70 1525+8,44 | 1190+4,92 | 18,49+1,98 62,58+3,37
A. laxiflora + AL5 5,97 + 1,67 7,16+ 5,35 793+3,71 9,72 +3,60 69,20 + 3,50 93,17+3,06
S. orientalis (Kontrol) | 100 + 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
A. laxiflora (Kontrol) 100 £+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
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S. orientalis’den izole edilen Tulasnella calospora (S6) izolati hem
¢imlenmeyi hem de fide gelisimini uyarmistir. Tohumlar ekildikten 20 giin sonra
protokorm meydana geldi ve 45 giin sonra paketlerdeki ¢imlenme ve gelisme durumu
sayildi. Bu sonuglara gore tohumlarin %62,58 (+3,37) ¢imlendigi, %18,49 (£1,98)
gelisen yapraklarla fide asamasina (asama 4) geldigi belirlendi. Ceratobasidium sp.
(AL5) ile asilanan A. laxiflora tohumlari, inkiibasyondan 15 giin sonra protokorm
asamasina gelisti ve 40 giin sonra paketlerdeki ¢imlenme ve gelisme durumu
degerlendirildi. Toplam ¢imlenme orant %93,17+ (3,06), yaprakli fide asamasina
ulagma orani da %69,20 + (3,50) olarak belirlendi. Her iki orkide tiiriinde de fungus

icermeyen kontrol gruplarindaki tohumlarin ¢gimlenmedigi gozlendi.
4.3. Protokormlarin Morfolojik Ol¢iimleri ve SEM Gériintiileri

S. orientalis ve A. laxiflora protokormlarinin boy, en ve boy/en oranlar1 tespit
edildi ve Tablo 4.6’da verildi. Yapilan 6l¢timlerin ortalamasina gore S. orientalis
protokorm boyu 984,76 mm, en 792,304 mm, boy/en orami ise 1,24’tlir. A.
laxiflora min ise protokorm boyu 1052,44 mm, en 810,569 mm, boy/en orani ise 1,29
olarak belirlendi. Protokormlarin boy ve en 6l¢timleri farkliliklar gostermektedir ancak

her iki tiirlinde boy/en oranlar1 arasinda istatistiki olarak 6nemli fark goriilmedi.

Tablo 4.6 S. orientalis ve A. laxiflora protokorm dl¢iimleri (+ Standart sapma,

n = 30)
Orkide Protokorm Boy | Protokorm En | Protokorm Boy/En
S. orientalis | 984,76+181,75 | 792,304+108,21 1,24+0,16
A. laxiflora | 1052,444+245,09 | 810,569+155,53 1,29+0,17

S. orientalis ve Allaxiflora’'nin tohum ve protokorm boyutlarinin
karsilagtiritlmast Sekil 4.4’te gosterilmektedir. S. orientalis tohum boyu gelisme
asamast olan protokorm safhasinda yaklasik 2,3 kat, en ise yaklasik 6,5 kat artarak
boy/en oranlari ise 3 kat azaldi. A. laxiflora da ise boy 1,2, eni ise 4,4 kat artarken

boy/en orani yaklasik 3,4 kat azaldi.
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Sekil 4.4 S. orientalis ve A. laxiflora tohum ve protokorm boyutlarmnin
karsilastirilmasi

S. orientalis ve A. laxiflora protokormlarin kritik kurutma cihazi ile
kurutulduktan sonraki elektron mikroskop goriintiileri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.5 A.laxiflora’in protokorm asamasinin elektron mikroskop goriintiisii
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4.4. S. orientalis ve A. laxiflora’nin Farkh Gelisim Asamalarindaki

kimyasal degisimlerin FTIR ile Analizleri

S. orientalis ve A. laxiflora orkidelerinin toz haline getirilmis tohum, protokorm-
primordium ve fidelerinde bulunan bilesiklerin kimyasal yapilarinin genel FTIR
spektrumlar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’te, fonksiyonel gruplari, kaynaklari sirastyla Tablo
4.7’ de gosterilmektedir.

S.orientalis’in tohum, protokorm-primordium ve fide asamalarinin FTIR
piklerinin detaylari, sirasiyla Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
A laxiflora’nin tohum, protokorm-primordium ve fide asamalarinin FTIR piklerinin

detaylar1 da sirastyla Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°te gosterilmektedir.

3268-3337 cm™ arasindaki tepe noktasi polisakkaritlerden kaynaklanan —OH
titresimine isaret etmektedir (Safapour vd., 2023), 2977-2922 cm™ ve 2845-2855 cm
! aras1 goriiniir pikler, lipid ve lignin bilesiklerinin yapisindan kaynaklanan C-H
titresimine isaret etmektedir (Boeriu vd.,2023), 1731-1743 cm™ arasi iceren pikler,
seliiloz tlirevlerinin C=0 titresimlerini gostermektedir (Shi vd.,2023). 1542-1540 cm”
! aras1 pikler, proteinlerin N-C=0 amid titresimine isaret etmektedir (Mozafarpour ve
Koocheki, 2023). 1612-1640 cm™ aras1 pikler, proteinlerin amid 1 titresimlerine isaret
etmektedir (Thombare vd.,2023). 1601-1605 cm™ aras1 pikler, lignin aromatik C=C
titresimlerini  gdstermektedir (Xi ve Chen, 2014). 1506-1516 cm™ arasi
hemiseliilozlarin  karboksil grubuna ait COO- titresimine isaret etmektedir
(Cherdkeattikul vd.,2023). 1443-1455 cm™ aras1 seliilozun C-H diizlem titresimine
isaret etmektedir (Kocheva vd.,2020) . 1407-1411 cm™ aras1 glikolize edilmis
fenollerin ve uronik asitin C=C ve C-OH titresimine isaret etmektedir (Akhter
vd.,2020; He vd.,2022), 1371-1369 cm™ aras: seliiloz ve lignine ait asimetrik CH>
bag: titresimi (Park ve Park, 2022) 1318-1312 cm™ arasi seliiloz ve ligninin CH> yatay
diizel titresimleri (Madhavan vd.,2023) , 1227-1233 cm™ aras1 seliiloz ve ligninin
diizlemsel -OH titresimi (Ahmad vd.,2022) , 1158-1152 cm? arasi selilloz ve
hemiseliilozun eter guruplarmin C-O titresimi (Kaur vd.,2023) gostermektedir. 1136-
1139 cm™? arasi fenolik asitlerin C-H titresimi (Jeyaram, 2022) , 1100-1102 cm™ arasi
ligninin ait C-H titresimi (Agatonovic-Kustrin vd.,2022) , 1020-1032 cm-! aras:
polisakkarit,lignin ve seliilozlarmn birincil alkol -OH titresimi 2018 , 836-831 cm

arast aromatik lignin,terpen ve alkenlerde gozlenen diizlem disi C-H piklerini (Le
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vd.,2023) gostermektedir.

—— Fide
—— Protokorm-Primodyum
—— Tohum

Serapias orientalis
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Dalga boyu (Cm™)

Sekil 4.7 S. orientalis farkli kisimlarinin genel FTIR spektrumu

—— Fide
—— Protokorm-Primodyum
—— Tohum

N\/\_,/“

Anacamptis laxiflora

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu (Cm™)

Sekil 4.8 A.laxiflora farkli kisimlarinin genel FTIR spektrumu
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Tablo 4.7 S. orientalis ve A. laxiflora tohum, protokorm-primodyum ve fide
kisimlarinin FTIR pikleri

Dalga sayisi(cm™)

Fonksiyonel gruplar

Kaynak

Referanslar

3342-3265

O-H titresimi

Polisakkarit

(Hospodarova vd., 2018;
Khiya vd., 2021;
Kurniawan vd., 2021

. Contreras  Sanchez-
Matamoros vd., 2018;
Kanniah vd., 2020;
Mujtaba vd., 2018)

2977-2919 ve 2855-2845

-CHga titresimleri (aromatik
metoksi gruplari ve metilen
ve metil gruplarn)

Lipid ve Lignin

(Boeriu vd., 2004; da
Silva Leite vd., 2022;
Hayat vd., 2020;
Horikawa vd., 2019;
Rincon-Lopez vd., 2021)

1743-1731

Karboksil ve asetil
gruplarmin C=0 titregimi

Hemiseliiloz

(Dubis vd., 1999; Poletto
vd., 2011; Popescu vd.,
2011; Sharma vd., 2021;
Trinsoutrot vd.,, 2001)

1640-1612

N-C=0 Amid 1

Protein

El-Sohaimy vd., 2022;
Siddiqui vd., 2006; Wang
vd., 2022)

1605 -1601

C=C aromatik titresimler

Lignin

Kacurakova vd., 1999;
Kendel ve Zimmermann,
2020; Kline vd.,, 2010;
Rashid vd., 2016)

1550-1546

N-C=0 Amid

Protein

(Asadova vd., 2020; Juliet
vd., 2018; Kumar vd.,
2011; Ramamurthy vd.,
2007; Yang ve Yen, 2002)

1516-1506

COO- titresimleri

Hemiseliiloz

(Antil vd., 2019;
Horikawa vd., 2019;
Vérban v vd., 2021; Wang
vd., 2009)

1455-1443

C-H diizlem titresimi

Seliiloz

(Alex vd., 2018; Farber
vd.,, 2019; Mokarom
Hossain ve Ahmed, 2023)

1411-1407

C=C ve C-OH titresimleri

Glikolize edilmis
fenoller, {ironik asit

(Khan vd., 2013; Samrot
vd., 2021; Scano, 2021;
Zhao vd., 2007)

1371-1369

CHa asimetrik titresimleri

Seliiloz ve Lignin

(Barsherg vd., 2018;

Fackler vd., 2011)

1318-1312

CH: diizlem titresimleri

Seliiloz ve Lignin

(Kopjar vd., 2022; Njoku
vd., 2020; Rafiq vd.,
2020; Yang vd.,, 2022)

1233-1227

Diizlemsel -OH titregimi

Seliiloz ve Lignin

(Tang vd.,, 2020; Zhou
vd., 2011)

1158-1152

Eter guruplarmin C-O
titregimi

Seliiloz ve
hemiseliiloz

(Butler vd., 2015; Chow
ve Ting, 2019; Hren vd.,
2000; Umar vd., 2021)

1139-1136

C-H titresimleri

Fenolik asitler

(Bensemmane vd., 2021;
Gurullah ve Abdullah Al
Ghamdi, 2021; Salvi vd.,
2022)

1102-1100

Aromatik C-H titresimi

Lignin

(Sangpueak vd., 2021;

Zancajo vd., 2020)

1032-1020

Birincil alkollerin OH
titresimi

Polisakkarit, Seliiloz
ve Lignin

(Cheong  vd.,,
Osman vd.,
Pokhriyal vd., 2023)

2023;
2023;

836-831

Diizlem dis1 C-H
titresimleri

Alken,Terpen ve
lignin

(David vd., 2019; Gerez
vd., 2022; Noor Hashim
vd., 2019; Traoré vd.,
2018; Zhang vd., 2014)
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Sekil 4.9 S. orientalis tohumlariin FTIR pikleri ve kimyasal bag
gorlinlimleri
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Sekil 4.10 S. orientalis protokorm-primordiumlarin FTIR pikleri ve kimyasal
bag goriintimleri
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Sekil 4.11 S. orientalis fidelerinin FTIR pikleri ve kimyasal bag goriiniimleri
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Sekil 4.12 A. laxiflora tohumlarin FTIR pikleri ve kimyasal bag gértiniimleri

88



T g T y T " T y T =
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayisi (Cm™)

Sekil 4.13 A. laxiflora protokorm-primordiumlarin FTIR pikleri ve
kimyasal bag goriintimleri
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Sekil 4.14 A. laxiflora fidelerinin FTIR pikleri ve kimyasal bag goriiniimleri

S. orientalis ve A. laxiflora FTIR piklerinin ayn1 frekanslara sahip bolgelerinin
sekonder piklerdeki absorbans degisikleri Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°ta gosterilmektedir.
Bu sonuglara gore hem S. orientalis hem de A.laxiflora’nin tohum, protokorm-
primordium ve fidelerinde goriilen 1233-1227 ve 1032-1020 cm™ pik degerleri
polisakkarit cesitliligi, A.laxiflora goriilen 1640-1612 cm™ pik araliklar1 protein
cesitliligi, S.orientalis goriilen 1318-1312 cm™  pik araligi ise polisakkaritler

bakimindan farklilik géstermektedir.
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Sekil 4.15 S. orientalis A) absorbans spektrumlarinin sahip tim numunelerin ikinci
tiirev spektrumlar1 B) 1318-1312 cm, C) 1233-1227 cm™ D) 1032-1020
cm? araliginda frekanslardaki kaymalarin tespiti ve ikinci tiirev {izerindeki
absorbans farklarinin belirlenmesi

Sekil 4.16 A. laxiflora A) Absorbans spektrumlarinin sahip tim numunelerin ikinci
tiirev spektrumlar1 B) 1640-1612 cm™, C) 1233-1227 cm™ D) 1032-1020
cm? arahiginda frekanslardaki kaymalarm tespiti ve ikinci tiirev
tizerindeki absorbans farklarinin belirlenmesi
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4.5. Orkidelerin Dogal Alanlara Fide Dikimi ve Ciceklenme Donemi

Ex vitro simbiyotik yontem kullanilarak tiretilen fidelerden yaklasik esit
biiyiikliikte olan 30 fide (yaklasik 2-3 cm) segilip sonbaharda (Kasim) dogal bir alana
dikildi. Fide dikiminden sonra ilkbahara kadar periyodik olarak takip edildi ve 28 hafta
(7 ay) sonra (Nisan ayinda) fideler topraktan sokiildii ve yumru olusum orani
belirlendi. Yumrularin O6l¢timleri alindiktan sonra tekrar aymi alana dikildi ve
ciceklenme siirecine kadar takip edildi. Cigeklenme, S. orientalis ve A. laxiflora
fidelerinin dogal alana dikilmesinden 30 ay sonra (Kasim 2020'dan Mayis 2023'ye
kadar - yaklasik 2,5 yil) meydana geldi. S. orientalis ve A. laxiflora’nin tohumdan

cicekli Dbireylerekadar olan gelisimleri sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de

gosterilmektedir.

BPisy i A, -

Sekil 4.17 S. orientalis’in tohumdan ¢igek asamasina kadar gelisimi A) tohumunun
elektron mikroskobu goriintiisii, B) protokorm C) primordium, D) fide, E) iki
veya daha fazla yaprakli fide, F) dogal alana dikilen fideler, G) ¢icekli
bireyler
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Sekil 4.18 A.laxiflora’nin tohumdan g¢igek asamasina kadar gelisimi A)
tohumunun elektron mikroskobu goriintiisii, B) protokorm C)
primordium, D) fide, E) iki veya daha fazla yaprakl fide, F) dogal
alana dikilen fideler, G) ¢icekli bireyler

4.6. 4.6. Yag Asitleri Analizi

S. orientalis ve A. laxiflora’nin toprak fistii kisimlarinin yag asitlerinin RT
(tutma stiresi), molekiiler formiil ve agirliklar1 ve pik yiizde alanlar1 Tablo 4.8 ve Tablo
4.9°da, GC-MS piklerinin genel goriintimleri ise Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’de
gosterilmektedir. Bu sonuglara gore S. orientalis *de 28 bilesik tespit edildi. Tespit
edilen yag asitlerinden, Linoleik asit (%21,72), palmitik asit (%20,22), alpha linoleik
asit (%16,87), oleik asit (%8,67), arasidik asit (%6,81) en bol bulunan bilesikler
oldugu tespit edildi. A. laxiflora’da ise 26 bilesik tespit edilmistir. Tespit edilen yag
asitlerinden linoleik asit (%21,72), palmitik asit (%20,22), alpha linoleik asit
(%16,87), behenik asit (%4,70) ve stearik asit (%4,50) en bol bulunan bilesiklerdir.
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Tablo 4.8 S. orientalis toprak iistii kistmlarinin yag asitleri (+ Standart sapma, n = 3)

No | Yag asitleri Tutma Molekiiler Molekiiler % Alan
Siiresi formiil kiitle
(dakika)
1 Undekanoik asit 14.08 C11H20; 186.29 0.16+0.01
2 Laurik asit 16.24 Ci12H240; 200.32 0.30+0.15
3 Miristik asit 20.46 Ci14H2502 228.37 0.83+0.02
4 Pentadekanoik asit 22.44 Ci5H300: 242.40 0.46+0.01
5 Palmitik asit 24.42 Ci16H320; 256.42 20.22+0.13
6 Palmitoleik asit 25.06 Ci16H3002 254.41 0.52+0.03
7 Heptadesenoik asit 25.84 C17Hs202 268.4 0.44+0.05
8 cis-10-Heptadesenoik asit 26.50 Ci17H3,02 268.4 0.23+0.02
9 Stearik asit 27.94 CisH3602 284.5 6.13+0.03
10 Oleik asit 28.56 CisH3405 282.5 8.67+0.07
11 Elaidik Asit 28.70 Ci8Hz402 282.5 1.414+0.03
12 Linoleik asit 29.68 CisH3,02 280.40 21.7240.19
13 gama-Linolenik asit 30.17 C18H3002 278.4 0.44+0.07
14 alfa -Linolenik asit 30.93 C1sH300- 278,43 16.87+0.12
15 Arakidik asit 31.15 C21H4202 326.60 6.81+0.05
16 cis-11-Eikosenoik asit 31.78 C20H350; 310.5 1.184+0.05
17 Linoelaidik asit 32.05 Ci1sH320: 280.4 0.67+0.06
18 cis-11,14-Eikosadienoik 32.70 C20H360- 308.5 0.27+0.02
asit
19 Heneikosanoik asit 33.01 C21H4220; 326.6 0.15+0.01
20 Arakidonik asit 33.31 C20H320: 304.5 0.11+0.03
21 | cis-8,11,14-Eikosatrienoik 33.52 C21H360- 320.5 2.69+0.07
asit
22 Behenik asit 34.18 C22Ha40; 340.6 3.35+0.37
23 Erusik asit 34.61 C22H420; 338.6 1.46+0.23
24 cis-5,8,11,14,17- 35.34 C2oH3002 302.45 0.10+0.03
Eikosapentaenoik asit
25 13,16-Dokosadienoik asit 35.57 C2H400- 336.6 0.8040.04
26 Lignoserik asit 36.94 C24H402 368.6 2.71+0.02
27 Nervonik asit 37.39 C24H4602 366.6 0.91+0.08
28 4,7,10,13,16,19- 38.47 C22H3,0, 328.5 0.20+0.08

Dokosaheksaenoik asit

*Standart sapma Formiil: (so = s/Vn)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H22O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H24O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H28O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H30O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H30O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H34O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H34O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H30O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H42O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H38O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H42O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H44O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H42O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H40O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H48O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H46O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H32O2

Tablo 4.9 A. laxiflora toprak iistii kisimlarinin yag asitleri (+ Standart sapma, n = 3)

No Yag asitleri Tutma | Molekiiler | Molekiiler | % Alan
Siiresi formiil kiitle
(dakika)
1 Laurik asit 16.22 Ci12H2402 200.32 0.23+0.01
2 Miristik asit 20.43 Ci14H2502 228.37 0.67+0.05
3 Pentadekanoik asit 23.07 Ci5H300; 242.40 0.39+0.01
4 Palmitik asit 24.40 C16H3,02 256.42 23.554+0.26
5 Palmitoleik asit 25.04 Ci16H3002 254.41 0.62+0.01
6 cis-10-Heptadesenoik asit 26.49 C17H3202 268.4 0.17£0.03
7 Stearik asit 27.92 C18H360:2 2845 4.50+0.06
8 Oleik asit 28.69 Ci1sH3402 282.5 2.44+0.76
9 Elaidik Asit 28.70 CisH3402 282.5 2.08+0.05
10 Linoleik asit 29.67 Ci1sH3,02 280.40 25.28+0.28
11 gama-Linolenik asit 30.16 CisH3002 278.4 0.15+0.01
12 alfa -Linolenik asit 30.93 C1sH300- 278,43 20.68+0.27
13 Arakidik asit 31.12 C21H4,02 326.60 4.11£0.07
14 cis-11-Eikosenoik asit 31.77 C20H350; 310.5 0.77+0.15
15 Linoelaidik asit 32.03 CisH30; 280.4 0.61+0.19
16 cis-11,14-Eikosadienoik asit 32.69 C20H360- 308.5 0.77+0.15
17 Heneikosanoik asit 33.01 C21H420; 326.6 0.18+0.05
18 | cis-8,11,14-Eikosatrienoik asit 33.52 C21H360- 3205 2.03+0.17
19 Behenik asit 34.18 Ca2Hu02 340.6 4.70+0.03
20 Erusik asit 34.61 C22H420; 338.6 1.46+0.11
21 Trikozonaik asit 35.24 Ca3H4602 354.6 0.21£0.11
22 cis-5,8,11,14,17- 35.34 C20H3002 302.45 0.19+0.04
Eikosapentaenoik asit
23 13,16-Dokosadienoik asit 35.57 C22H400: 336.6 0.93+0.07
24 Lignoserik asit 36.94 CasHi502 368.6 2.80+0.06
25 Nervonik asit 37.39 C24H1602 366.6 0.38+0.02
26 4,7,10,13,16,19- 38.47 Ca2H3,02 3285 0.23+0.09
Dokosaheksaenoik asit

*Standart sapma Formiil: (so = s/vVn)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H28O2
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H42O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H44O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H42O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H40O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H48O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H46O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H32O2
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Sekil 4.19 S. orientalis yag asitlerinin GC-MS pikleri
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Sekil 4.20 A. laxiflora yag asitlerinin GC-MS pikleri

S. orientalis ve A. laxiflora orkidelerinin major bilesiklerinin kimyasal
cizimleri Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 ve 4.27 gosterilmektedir.
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Sekil 4.21 Linoleik asit bilesiginin iki ve {i¢ boyutlu yapisi (S. orientalis
%21,79, A. laxiflora %25,28)

WOH

Tt R

Sekil 4.22 Palmitik asit bilesiginin iki ve ili¢ boyutlu yapist
(S. orientalis %20,22, A. laxiflora %23,55

Sekil 4.23 Alfa linoleik asit bilesiginin iki ve {i¢ boyutlu yapisi (S.
orientalis %16,87, A. laxiflora %20,68)
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Sekil 4.24 Oleik asit bilesiginin iki ve ii¢ boyutlu yapis1 (S. orientalis
%8,67, A.laxiflora %2,44)
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Sekil 4.25 Arakidik asit bilesiginin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapisi (S. orientalis
%6,81, A. laxiflora %4,11)
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Sekil 4.26 Behenik asit bilesiginin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yaps1 (S. orientalis
%3,35, A. laxiflora %4,70)
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Sekil 4.27 Steraik asit bilesiginin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapisi (S. orientalis
%6,13, A. laxiflora %4,50)

Ayrica Venn ag1 diyagramindan S. orientalis ve A. laxiflora’da ayn1 ve farkli
bulunan yag asitleri Sekil 4.28’de gosterildi. Bu diyagrama gore A. laxiflora ’da
trikosanoik asit (%0.21) ve S. orientalis 'de arakidonik asit, heptadesenoik asit ve
undekonoik asit varlig1 agisindan farklilik gériilmiistiir. Bu yag asitlerinin iki boyutlu
ve ii¢ boyutlu ¢izimleri Sekil 4.29,4.30,4.31 ve 4.32’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.28 Yag asitlerinin Venn ag1 diyagrami

100



Sekil 4.29 A.laxiflora’da bulunan trikozonaik asit 2d ve
3d yapisi ( %0,21)

Sekil 4.30 S. orientalis 'de bulunan arakidonik asit iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapisi
(%0,11)
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Sekil 4.31 S. orientalis 'de bulunan undekonoik asit iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapisi
(%0,16)

MOH

2.9, 9. 9 2 o9 O
AR HEESL,

Sekil 4.32 S. orientalis 'de bulunan heptadesenoik asit 2d ve 3d yapisi
(9%00,44)

4.7. 4.7. LC-MS ile Amino Asit Miktar Analizi

S. orientalis ve A. laxiflora’nin toprak istii kisimlarinin LS-MS ile analizi
sonucunda sirastyla 18 ve 19 aminoasit tespite edilerek miktarlar1 Tablo 4.10°da
gosterilmektedir. Her iki tiirde de bulunan aminoasitler gama-aminobiitirik asit, alanin,
arginin, aspartik asit, glutamik asit, glisin, izoldsin, l9sin, lizin, metiyonin, fenilalanin,
prolin, serin, treonin, tirosin, valin ve trans-4-hidroksipirolin olarak bulundu. Tespit
edilen aminoasitlerin karsilastirilmasi Sekil 4.33, yiizdeleri ise Sekil 4.34 ve Sekil 4.35
gosterildi. Ayrica bu aminoasitlerin 6zellikleri, molekiiler formiilleri ve molekiiler
agirliklart Tablo 4.11°de gosterildi. Ek olarak aminoasitlerin molekiiler yapilarinin iki
boyutlu ve ti¢ boyutlu yapis1 Sekil 4.36-53 arasinda gosterildi.
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Tablo 4.10 A. laxiflora ve S. orientalis aminoasit analiz sonuglar1 (+ Standart sapma,

n=3)

Aminoasit A. laxiflora (mg/g) S. orientalis (mg/g)
1-Metilhistidin - -
3-Aminoizobiitirik asit - -
3-Metilhistidin - -
Beta-Alanin - -
5-Hidroksi Lizin - -
Homosistein - -
Etilenamin 0,734+0,01 -
Gama-Aminobiitirik asit 0,924+0,01 0,845+0,01
2-Aminobiitirik asit - -
Alanin 4,22+0,01 4,33+0,01
Anserin - -
Arginin 5,83+0,06 5,69+0,01
Asparajin - -
Aspartik asit 10,26+0,01 9,05+0,01
Karnosin - -
Sitrulin - -
Sistationin - -
Sistein - -
Glutamik asit 8,87+0,12 12,30+0,13
Glutamin - -
Glisin 1,45+0,06 2,04+0,02
Histidin - -
Homositrulin - -
[zol6sin 3,36+0,04 3,08+0,01
Losin 10,21+0,06 7,99+0,01
Lizin 6,86+0,01 6,86+0,01
Metiyonin 1,27+0,01 1,32+0,01
Norvalin - -
Ornithin - -
Fenilalanin 6,52+0,01 5,19+0,04
Prolin 4,58+0,01 3,60+0,01
Serin 5,97+0,04 4.46+0,04
Treonin 7,234+0,02 4,81+0,06
Triptofan - -
Tirosin 4,63+0,01 4,27+0,06
Valin 7,09+0,04 5,87+0,08
Sarkozin - -
Taurin - -
Trans-4-Hidroksiprolin 1,24+0,02 1,25+0,01
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Sekil 4.33 A. laxiflora ve S. orientalis in aminoasit miktarlarinin karsilastirilmasi

(mg/g)
Valin Alanin Areini
7% 59 rginin
7%
Treonin
6% Aspartik asit
. 11%
Serin
6%
Prolin
4%

Fenilalanin Glutamik asit
6% 15%
Metiyonin

2% Glicin

Lizin )
% Losin izoldsin 3%
’ 10% 4%

Sekil 4.34 S. orientalis’in aminoasit yiizdesi
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Arginin
7%

Aspartik asit

Fenilalanin

7%

LGsin
12%

Lizin
8%

12%

Sekil 4.35 A. laxiflora 'nin aminoasit yiizdesi

Tablo 4.11 A. laxiflora ve S. orientalis ‘de bulunan aminoasitlerin kimyasal

ozellikleri
Aminoasit Ozellik Molekiiler Molekiiler
Formiil Kiitlesi g/mol
Etilendiamin Ozel aminoasit C2oHsN2 61,08
Gama-Aminobiitirik asit Ozel aminoasit C4HgNO; 103,12
Alanin Esansiyel olmayan aminoasit | C;H;NO, 89,09
Arginin Esansiyel aminoasit CeH1aN4O; 1742
Aspartik asit Esansiyel olmayan aminoasit | c,H,NO, 133,1
Glutamik asit Esansiyel olmayan aminoasit | c,H,NO, 147,13
Glisin Esansiyel olmayan aminoasit C,HsNO, 75,07
1zol6sin Esansiyel aminoasit CsH1sNO> 131,17
Losin Esansiyel aminoasit CeH1zNO; 131,17
Lizin Esansiyel aminoasit CsH14N20: 146,19
Metiyonin Esansiyel aminoasit CsH1:NO.S 149,21
Fenilalanin Esansiyel aminoasit CoHuNO> 165,19
Prolin Esansiyel olmayan aminoasit | CsHoNO- 115,13
Serin Esansiyel olmayan aminoasit | C;H;NOs 105,09
Treonin Esansiyel aminoasit C4HsNO3 119,12
Tirosin Esansiyel olmayan aminoasit | CoH1:NO3 181,19
Valin Esansiyel aminoasit CsH1:NO, 117,15
Trans-4-Hidroksiprolin Ozel aminoasit CsHgNOs 131,13
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Sekil 4.36 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan gama-aminobiitirik asit iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu yapis1 (0,845 ve 0,924 g/gr)

OH

NH,

Sekil 4.37 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan alanin’in iki boyutlu ve ii¢ boyutlu
yapisi (4,33 ve 4,22 mg/gr)

NH;

Sekil 4.38 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan arginin’in iki boyutlu ve {i¢ boyutlu
yapisi (5,69 ve 5,83 mg/gr)
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OH

o NH;

Sekil 4.39 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan aspartik asit iki boyutlu ve {i¢ boyutlu
yapist (9,05 ve 10.26 mg/gr)

HO OH

NH;

Sekil 4.40 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan glutamik asit iki boyutlu ve ti¢ boyutlu
yapisi (12,30 ve 8.87 mg/gr)

O

HgN\)J\
OH

Sekil 4.41 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan glisinin iki boyutlu ve ti¢ boyutlu
yapisi (2,04 ve 1,45 mg/gr)
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NH2>

Sekil 4.42 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan izolosinin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu
yapist (3,08 ve 3,36 mg/gr)

OH

NH;

Sekil 4.43 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan 16sin’in iki boyutlu ve {i¢ boyutlu
yapisi (7,99 ve 10.21 mg/gr)
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OH

NH;

Sekil 4.44 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan lizinin iki boyutlu ve ¢
boyutlu yapis1 (6,86 mg/gr)

NH;

Sekil 4.45 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan metiyoninin iki boyutlu ve
ti¢c boyutlu yapis1 (1,32 ve 1,27 mg/gr)
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OH

NH,

Sekil 4.46 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan fenialenin iki boyutlu
ve li¢ boyutlu yapist (5,19 ve 6,52 mg/gr)

OH

NH

Sekil 4.47 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan prolin iki boyutlu ve ti¢ boyutlu yapisi
(3,60 ve 4,58 mg/gr)
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Sekil 4.48 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan serin iki boyutlu ve {i¢ boyutlu yapisi
(4,46 ve 5,97 mg/gr)

OH O

OH

NH;

Sekil 4.49 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan treonin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu
yapist (4,81 ve 7,23 mg/gr)

OH

HO

Sekil 4.50 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan tirosin iki boyutlu ve ii¢
boyutlu yapisi (4,27 ve 4,63 mg/gr)
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Sekil 4.51 S. orientalis ve A.laxiflora bulunan valin’in iki boyutlu ve ii¢
boyutlu yapisi (5,87 ve 7,09 mg/gr)

OH

NH;

Sekil 4.52 S. orienatalis ve A.laxiflora bulunan trans-4-hidroksiprolin iki boyutlu ve
ti¢c boyutlu yapis1 (1,25 ve 1,24 mg/gr)

A laxiflora *da S.orientalis *den farkli olarak etilenamin aminoasiti tespit edildi
ve Sekil 4.53’de gosterildi.
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Sekil 4.53 A.laxiflora bulunan etilenamin iki boyutlu ve {i¢ boyutlu yapisi (0,734
mg/gr)

Aminoasit analizi sonucunda toplam aminoasit (TA), esansiyel aminoasitler
(EA), esansiyel olmayan aminoasitler (EOA), %EA/EOA, EA/TA, esansiyel
aminoasit skoru (EAA), esansiyel aminoasit indeksi (EAAI), aminoasit skoru (AAS)
ve diyet proteininin birimi basina en diisiik sindirilebilir esansiyel aminoasit ytlizdeleri
(DIAAS) Tablo 4.12°de A.laxiflora ve S.orientalis kalite parametrelerinin
karsilastirmalari ise Sekil 3.54 gosterilmektedir. Bu sonuglara gore A. laxiflora TA,
EA, EOA, %EA/EOA, EA/TA, EAA, EAAI ve AAS parametreleri S. oriantalis gore
daha fazla ¢ikarken %DIAAS daha diisiik ¢cikmistir.

Tablo 4.12 Tespit edilen aminoasitlerin kalite parametreleri

Parametreler S. orientalis | A. laxiflora
Toplam aminoasit (TA) 82,95 91,24
Esansiyel aminoasit (EA) 35,12 42,54
Esansiyel olmayan aminoasit 47,83 48,70
(EOA)

EA/EOA % 73,41 87,33
EA/TA 42,33 46,62
EAA 7,53 9,12
EAAI 0,62 0,79
AAS 13,40 34,82
DIAAS% 2,31 2,22
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Sekil 4.54 Aminoasit kalite parametrelinin karsilastirilmasi

4.8. GC-MS Genel Kiitiiphane Taramasi

S. orientalis’in tohum ve toprak lstii kisimlarinin metanol ekstresinin gesitli
biyoaktifigerdigi tespit edildi. Tutma siiresi (RT), molekiiler formiil, molekiiler agirlik
(MW), konsantrasyon (% pik alan) Tablo 4.13 ve Tablo 4.14’te gosterilmektedir. Bu
sonuclara gore tohumlarda 19, toprak iistii kisimlarda ise 20 fitokimyasal bilesik
belirlendi. Tohum kisminin ana bilesenleri 2,2-dimetoksi-butan (%18,03), biitirik asit
hidrazid (%12,84), butil 2-(2-(2-butoksi etoksi) etoksi) asetat (%8,19), silan,
dimetoksimetil- (%7,96), toprak tistii kisimlarinin ise pentakozan (%39,85), kolesterol
(%13,05), hidroksiasetik asit, hidrazid (7,38), dl-gliseraldehit (%5,42) ve semikarbazit
hidrokloriir (%5,06) olarak tespit edilmistir. S. orientalis tohum ve toprak istii
kisimlarinda ortak olan tek madde hidroksiasetik asit, hidrazid olarak belirlendi ve

Venn ag1 Sekil 4.55 gosterildi.

Alaxiflora’nin tohum ve toprak tstii kisimlarinin metanol ekstresinin gesitli
biyoaktif icerikleri tespit edildi. Tutma siiresi (RT), molekiiler formiil, molekiiler kiitle
(MM), konsantrasyon (% pik alan) Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’da gosterilmektedir. Bu
sonuglara gore tohumlarda 18, toprak {istii kisimlarda ise 19 fitokimyasal bilesik
bulunmaktadir. Tohum kisminin ana bilesenleri Hidroksiasetik asit, hidrazid
(%20,26), 2,2-dimetoksi-butan (%19,51), 2-propoksi-etanol (%12,28),
Hidrazinkarbotionamid (%7,21), 1,3-Dioksolan-4-metanol, 2-etil- (%6,12) toprak tistii
kisimlarmin ise Salisil (%20,76), 3-Hidroksi butanoik asit (%6,80), 1,1-Dipropoksi
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propan (6,51), 2-Deoksi-D-galaktoz (%5,15) olarak tespit edilmistir. A. laxiflora

tohum ve toprak istii kisimlarinda ortak olan tek madde 1,2-etandiol olarak tespit

edimistir ve Venn ag1 Sekil 4.56 gosterildi.

Tablo 4.13 S. orientalis tohumlarinin GC-MS analiz sonuglari

No Bilesik Ada Tutma | Molekiiler | Molekiiler Pik
Siiresi Formiil Agirhk | Alam%
(dakika)
1 Hidroksiasetik asit, 3.056 | C2HeN20O2 90.08 5.85
hidrazid
2 Biitirik asit hidrazid 3.260 | C4H10N20 102.14 12.84
3 Silan, dimetoksimetil- 3.474 | C3HyO,Si 105.19 7.96
4 Asetik asit, hidrazid 4.010 | C2HeN20O 74.08 0.61
5 2,2-dimetoksi-butan 5.027 | CeH1402 118.17 18.03
6 3,3-dimetoksi-2-butanon 7.111 | CeH1203 132.16 3.86
7 Butil 2-(2-(2-butoksi 7.311 | C10H2004 204.26 8.19
etoksi) etoksi)asetat
8 Dekan 10.502 | CioH22 142.28 451
9 1-Heksanol, 2-etil- 11.110 | CgH180 130.22 0.28
10 Undekan 12.384 | C11Ho4 156.31 2.09
11 Siklopentasiloksan, 13.265 | C10H3005Sis | 370.77 0.32
dekametil-
12 Benzotiyazol 14.672 | C7HsNS 135.19 0.73
13 Sikloheksasiloksan, 15.976 | C12H3606Sis | 444,92 0.41
dodekametil-
14 Longifolen 17.695 | CisH2s 204.35 0.59
15 Sikloheptasiloksan, 19.129 | C14H4207Si7 | 519.07 0.21
tetradekametil-
16 | Heksadekanoik asit, metil 34.967 | C17H3402 270.45 3.42
esteri
17 | 9,12-oktadekadienoik asit 42.417 | C19H3402 294.47 5.30
(Z, Z)-, metil ester
18 | 9-oktadekenoik asit (Z)-, 42.689 | C19H3602 294.48 3.79
metil ester
19 Metil stearat 43.883 | C19H380> 298.5 2.12
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Tablo 4.14 S.orientalis toprak tistii kisitmlarinin GC-MS analiz sonuglari

No Bilesik Ada Tutma | Molekiiler | Molekiiler Pik
Siiresi Formiil Agirhk | Alam%
(dakika)
1 Hidroksiasetik asit, 3.046 | C2oHeN20O2 90.08 7.38
hidrazid
2 Semikarbazit hidrokloriir 3.215 | CHsCIN3O 111.53 5.06
3 Asetik asit, aminookso-, 3.295 | C10H10N403S 266.28 5.34
hidrazid
4 Dl-gliseraldehit 3.417 | C3HeO3 90.08 5.42
5 | 2-Propanol, 1,1'-oksibis- 3.742 | CeH1403 134.17 1.04
6 | 1,3-Dioksolan-4-metanol, 3.885 | CeH1203 132.16 0.20
2-¢etil-
7 2-Pentanon, 4-amino-4- 24.109 | CeH1sNO 115.17 2.03
metil-
8 Ksantosin 32.247 | C10H12N4Oe 284.23 1.05
9 Heptadekan, 2,6,10,15- 46.729 | CaHas 296.57 0.32
tetrametil-
10 Izopropil miristat 47.381 | C17H3402 270.50 0.45
11 Siklononasiloksan, 47.585 | C1gH5400Sig 667.40 0.78
oktadekametil
12 | 1,2-Benzendikarboksilik 48.181 | C16H2204 278.34 1.07
asit, bis(2-metilpropil)
ester
13 | 8-Heptadesen, 1-kloro- 48.425 | Ci7Hs3ClI 272.90 0.38
14 Dibiitil ftalat 49.790 | C16H2204 278.34 0.30
15 | Heksadekanoik asit, metil | 50.234 | C17H3402 270.45 2.68
ester
16 Eikozan, 1-iyodo- 50.297 | CooHaul 408.40 0.71
17 1-Hentetrakontanol 51.397 | C41HssO 593.10 0.77
18 Oktadekan 51.562 | CigHsg 254.50 0.77
19 Pentakozan 52.756 | CasHsp 352.70 39.85
20 Kolesterol 54.896 | Co7H460 386.70 13.05
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Sekil 4.55 S. orientalis tohum ve toprak iistii kistmlarmin Venn agi
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Tablo 4.15 A. laxiflora tohumlarinin GC-MS analiz sonuglari

N Bilesik Ad1 Tutma Molekiiler | Molekiiler Pik
0 Siiresi Formiil Agirhk Alani
(dakika) %
1 | Hidroksiasetik asit, hidrazid 3.037 C2HeN202 90.08 20.26
2 2-propoksi-etanol 3.280 CsH1202 104.14 12.28
3 Hidrazinkarbotionamid 3.402 CHsN3S 91.135 7.21
4 | Trimetilsilil performatik asit 3.472 C4H100sSi 134.21 5.58
5 1,2-etandiol 3.975 C2HeO2 62.06 0.67
6 2,2-dimetoksi-butan 5.027 CeH1402 118.17 19.51
7 2-Propanol, 1,1'-oksibis- 7.107 CeH1403 134.17 1.50
8 | 2-Hidroksiizokaproik asit, 7.168 CsH1603 160.21 3.05
metil eteri, metil esteri
9 Di-sec-butanol eteri 7.253 CgH150 130.23 3.44
10 | 1,3-Dioksolan-4-metanol, 2- 7.314 CesH1203 132.16 6.12
etil-
11 Dekan 10.502 CioH22 142.28 4.44
12 1-Heksanol, 2-etil- 11.112 CgH150 130.22 0.32
13 Undekan 12.388 CuiHo4 156.31 1.91
14 Benzotiyazol 14.674 | C7HsNS 135.19 0.58
15 Sikloheksasiloksan, 15.980 C12H3606Si 444,92 0.45
dodekametil- 6
16 | Heksadekanoik asit, metil 34.979 C17H3402 270.45 1.15
ester
17 | 9,12-oktadekadienoik asit 42.421 C10H3402 294.47 2.34
(Z, Z)-, metil ester
18 | Metil ester 16-metil heptade 43.902 C19H3802 298.50 0.40
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Tablo 4.16 A. laxiflora toprak iistii kisimlarinin GC-MS analiz sonuglari

pentadekil ester

No Bilesik Ad1 Tutma | Molekiiler | Molekiiler Pik
Siiresi Formiil Agirhk | Alam%
(dakika)
1 Glikolaldehit dimer 3.056 | C4HgO4 120.10 4,22
2 3-Hidroksi butanoik asit 3.410 | C4HsOs 104.10 6.80
3 4-Hidroksibutirik asit 3.640 | C4H10N202 118.13 2.61
hidrazid
4 1,1-Dipropoksi propan 3.744 | CoH2002 160.25 6.51
5 Gliseraldehit 4,280 | C3HeO3 90.08 2.90
6 Metil karbamat 4915 | CoHsNO» 75.06 1.17
7 1,2-etandiol 4,957 | CoHeO2 62.06 0.71
8 Di hidroksi aseton 5.109 | C3HeO3 90.08 2.03
9 Etil eter 5.141 | C4H100 74.12 1.75
10 1,2,3-Propantriol 17.161 | CsHgOs3 92.09 4.58
11 | 6-Metil-3,4-di hidro-2-piron | 18.981 | CsHsO> 112.13 1.51
12 | 1,2,3-Propantriol, 1-asetat | 23.422 | CsH1004 134.13 4.01
13 2,3-Dimetil pentanal 24.090 | CsH1O 114.18 1.72
14 | Trans-2-etinil-2,4-dimetil- 25.311 | C7H1202 128.17 0.78
1,3 dioksolan

15 [zosorbit dinitrat 28.190 | CsHsN2Og 236.17 1.07
16 2-Deoksi-D-galaktoz 40.845 | CeH120s 164.16 5.15
17 Hekso piranoz 45.851 | CeH1206 180.15 2.80
18 Salisil 51.995 | Ci3H1807 286.28 20.76
19 | 2-Bromopropiyonik asit, 54.096 | CigH3sBrO2 | 364.40 4.08

S.orientalis ve A. laxiflora biitiin kisimlarinin ortak bilesiklerinin Venn ag1 Sekil
4.56°de gosterildi.
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Bu sonuglara gore S. orientalis ve A. laxiflora tohumlarinda ortak olan
molekiiller, benzotiyazol, dekan, undekan,2,2-dimetoksi-butan, sikloheksasiloksan,
dodekametil- ve 9,12-oktadekadienoik asit (Z, Z)-, metil ester’dir.

S. orientalis ve A. laxiflora biitiin kisimlarinin ortak bilesiklerinin Venn ag1
Sekil 4.57’de gosterildi. Bu sonuglara gore benzotiyazol, dekan, undekan, 2,2-
dimetoksi-butan, sikloheksasiloksan, dodekametil- ve 9,12-oktadekadienoik asit (Z,

Z)-, metil ester hem S. orientalis hem de A. laxiflora tohumlarinda bulunmustur.
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Sekil 4.57 S.oriantalis ve A.laxiflora bilesiklerinin Venn agi
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S. orientalis ve A. laxiflora’nin GC-MS sonucunda ¢ikan bilesiklerin iki

boyutlu ve ii¢ boyutlu yapilar1 Sekil 4.58 ile Sekil 4.101 arasinda gosterilmekledir.

(o}

HO\)J\N /NH2

H

Sekil 4.58 Hidroksiasetik asit, hidrazid iki ve {i¢ boyutlu yapisi

(0]
/\)k,\l/NH2 ‘
. O

Sekil 4.59 Biitirik asit,hidrazid iki ve {i¢ boyutlu yapis1

g g

Sekil 4.60 Silan, dimetoksimetil iki ve li¢ boyutlu yapisi
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O

Sekil 4.61 2,2-dimetoksi-butan iki ve li¢ boyutlu yapisi

\/\/‘)\/\o/\/"\/u\o/\/\

Sekil 4.62 Butil 2-(2-(2-butoksi etoksi)etoksi)asetat iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.63 Dekan iki ve {i¢ boyutlu yapisi

\/\/(/OH 4

Sekil 4.64 1-Heksanol, 2-etil iki ve {i¢ boyutlu yapisi
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Sekil 4.65 Undekan iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.67 6,12-oktadekadienoik asit (Z,Z)-, metil ester iki ve ii¢ boyutlu yapisi
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Sekil 4.68 9-oktadekenoik asit (Z)-, metil ester iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.69 Metil stearat iki ve ti¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.70 Pentakozan iki ve ii¢ boyutlu yapist
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Sekil 4.71 Kolesterol iki ve li¢ boyutlu yapisi

ZT

HoN NH;

Sekil 4.72 Asetik asit, aminookso-, hidrazid iki ve ii¢ boyutlu yapisi

OH

HO\)\/O

Sekil 4.73 dl-gliseraldehit iki ve ii¢ boyutlu yapisi
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H—Cl
HaN )J\
C
\ﬁ NH,

Sekil 4.74 Semikarbazithidrokloriir iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.75 2-Propanol, 1,1'-oksibis iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.76 2-Pentanon, 4-amino-4-metil iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.77 Ksantosin iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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Sekil 4.78 1,2-Benzendikarboksilik asit, bis(2-metilpropil) ester iki ve ii¢ boyutlu
yapisi

Sekil 4.79 Heksadekanoik asit, metil ester iki ve {i¢ boyutlu yapisi

W T o WL .
O

Sekil 4.80 2-propoksi-etanol iki ve ii¢ boyutlu yapisi

S
Q C
HyN )J\
’ \” NH;

Sekil 4.81 Hidrazinkarbotionamid iki ve li¢ boyutlu yapisi
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O

Sekil 4.82 Trimetilsilil performatik asit iki ve ii¢ boyutlu yapisi

0
No/
T
O

Sekil 4.83 2-Hidroksiizokaproik asit, metil eteri, metil esteri iki ve ti¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.84 Di-sec-butanol eteri iki ve ii¢ boyutlu yapisi

O R

Sekil 4.85 Glikolaldehit dimer iki ve ii¢ boyutlu yapisi
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OH 0 /
M .
OH

Sekil 4.86 3-Hidroksi butanoik asit iki ve li¢ boyutlu yapisi

O
HO\/\)]\ NH; ?y ! ?!,c
N
H

Sekil 4.87 4-Hidroksibutirik asit hidrazid iki ve ti¢ boyutlu yapisi

0 0

Sekil 4.88 1,1-Dipropoksi propan iki ve {i¢ boyutlu yapisi

OH ) -
HO\)\/O

Sekil 4.89 Gliseraldehit iki ve ti¢ boyutlu yapisi

0

L cglett

HaN 0

Sekil 4.90 Metil karbamat iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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OH

Sekil 4.91 Di hidroksi aseton iki ve {i¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.92 Etil eter iki ve ti¢ boyutlu yapisi

OH Q '
”O\)\/"“ @'Qgé‘

Sekil 4.93 1,2,3-Propantriol iki ve {i¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.94 6-Metil-3,4-di hidro-2-piron iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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Sekil 4.95 1,2,3-Propantriol, 1-asetat iki ve {i¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.96 2,3-Dimetil pentanal iki ve {i¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.98 2-Deoksi-D-galaktoz iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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HO

HO OH

OH

Sekil 4.99 Hekso piranoz iki ve ii¢ boyutlu yapisi

OH

HO

Sekil 4.101 2-Bromopropiyonik asit, pentadekil ester iki ve ii¢ boyutlu yapisi

4.9. Fenolik Bilesik Analizi-LC-MS

A. laxiflora ve S. orientalis in toprak iistii kisimlarinin LC-MS fenolik madde
analiz sonuglar1 Tablo 4.17°de gosterilmektedir. Bu sonuglara gore hem S. orientalis
hem de A. laxiflora’da en yiiksek fenolik madde miktar1 p- kumarik asit asit olarak
belirlendi. S. orientalis ve A. laxiflora’nin LC-MS sonucunda ¢ikan bilesiklerin iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu yapilar1 Sekil 4.102 ile Sekil 4.114 arasinda gosterilmekledir.

Sekil 4.115°de ise radar grafigi gosterilmektedir.
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Tablo 4.17 S. orientalis ve A. laxiflora toprak iistii kistmlarinin LC-MS analiz
sonuglari (+ Standart sapma, n = 3)

. Orkide
Fenolik maddeler S. orientalis A. laxiflora
Gallik asit 0,081 £+ 0,0008 0,081 + 0,0003
Klorojenik asit 0,245 £ 0,0005 0,193 +£0,0002
Vanilik asit 0,683 £ 0,0530 1,401 + 0,0979
Kafeik asit 3,258 £ 0,0013 2,548 +£0,0370
-) EGCG
( epigalI(glzateksin-S-gallat ) =0,02 =0,02
Sirinjik asit <0,02 <0,02
(-) Epikatesin <0,1 <0,1
Salisilik asit 0,045 £+ 0,0003 0,025 +0,0010
P-Kumarik asit 18,29 + 0,1891 9,29+ 0,0414
(+) Taksifolin 0,710 + 0,0196 0,934 + 0,0431
Trans ferulik asit 2,52 £0,0528 3,84 +0,0873
Kumarin <0,002 <0,002
Rutin hidrat 0,506 + 0,0233 0,096 + 0,0074
Trans- resveratrol <0,002 <0,002
Hesperidin <0,005 <0,005
Mirisetin <0,02 <0,02
Elajik asit <0,2 0,661+0,0760
Kuersetin dihidrat 0,131+ 0,0007 0,495 + 0,0039
Apigenin 0,029 + 0,0028 0,031+ 0,0002
Isorhamnetin 0,008 + 0,0003 0,063 + 0,0020

HO

HO

OH

Sekil 4.102 Gallik asit iki ve ii¢ boyutlu yapisi

OH
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Sekil 4.103 Klorojenik asit iki ve ii¢ boyutlu yapisi

o 2
o w
- ;O/L
HO J
2 0

Sekil 4.104 Vanilik asit iki ve li¢ boyutlu yapisi

HO

HO

Sekil 4.105 Kafeik asit iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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HO

OH

OH

Sekil 4.106 Salisilik asit iki ve ti¢ boyutlu yapisi

Sekil 4.108 Taksifolin iki ve ii¢ boyutlu yapist
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HO

Sekil 4.109 Trans ferulik asit iki ve ii¢ boyutlu yapisi

OH

Hz0

Ha0
HaOr

Sekil 4.110 Rutin hidrat iki ve ti¢ boyutlu yapisi
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Sekil 4.112 Apigenin iki ve {i¢ boyutlu yapisi
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OH

OH

OH o

Sekil 4.113 Isorhamnetin iki ve ii¢ boyutlu yapisi

Vanilik asit (-)EGCG
Trans ferulik asit (-) Epikatesin
15 Trans-resveratrol (+) Taksifolin
10
Sirinjik asit Apigenin
]
Salisilik asit Elajik asit
Rutin hidrat Gallik asit
P-Kumarik asit Hesperidin
Mirisetin Isorhamnetin
Kumarin Kafeik asit

Kuersetin dihidrat  Klorojenik asit

Fenolik Maddeler

Sekil 4.114 S. orientalis ve A. laxiflora toprak istii kisimlarinin fenolik
madde iceriklerinin radar grafigi
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4.10. A. laxiflora ve S. orientalis ’in Bazi Fenolik Bilesik Gruplar: ve

Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi

Calismanin sonuglari, S.orientalis ve A. laxiflora 'nin ¢igek, tohum ve govde
kisimlar incelenmis ve antioksidan aktivite ile birlikte toplam flavonol, flavonoid,

fenolik bilesik, proantosiyanidin ve tanen igerigi belirlenmistir.

S. orientalis'in ¢icek kisminda Olgiilen antioksidan aktivitesi ve biyoaktif
bilesen igerigi, bitkinin saglik a¢isindan Onemli potansiyeller tasidigini ortaya
koymustur. Benzer sekilde, A. laxiflora'nin ¢igek kismi da yiiksek antioksidan aktivite
ve zengin biyoaktif bilesen igerigi ile dikkat ¢ekmektedir (Tablo 4.18)

S. orientalis ve A. laxiflora’nin gigek, tohum ve gévde kisimlarinin antioksidan
aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testi kullanilarak degerlendirilmistir.

S. orientalis'in ¢igek kisminda antioksidan aktivitesi 75,48 + 7,07 mg/mL
olarak Ol¢lilmiistiir. Ayn1 kisimda toplam flavonol, flavonoid ve fenolik bilesiklerin
miktarlar sirasiyla 20,66 + 6,85 mg QE/g ekstrakt, 226,02 + 65,73 mg QE/g ekstrakt
ve 122,33 + 4,02 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlenmistir. Proantosiyanidin igerigi
171,97 + 8,59 mg CAE/g ekstrakt ve tanen igerigi 3,45 + 0,46 mg GAE/g ekstrakt
olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde, A. laxiflora'nin gigek kisminda antioksidan
aktivitesi 90,12 £ 14,60 mg/mL olarak Ol¢lilmiistiir. Bu kisimda toplam flavonol,
flavonoid ve fenolik bilesiklerin miktarlar sirasiyla 24,74 + 6,60 mg QE/g ekstrakt,
397,57 £ 10,03 mg QE/g ekstrakt ve 190,51 + 3,57 mg GAE/g ekstrakt olarak
belirlenmistir. Ayrica, proantosiyanidin igerigi 144,89 + 11,98 mg CAE/g ekstrakt ve
tanen igerigi 2,28 + 0,09 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlenmistir.Bu veriler, her iki
bitki tiirtiniin ¢esitli kistmlarinin antioksidan potansiyelini ve biyoaktif bilesen icerigi

acisindan onemli bir kaynak saglamaktadir.
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Tablo 4.18 S.orientalis ve A.laxiflora kisimlarinin antioksidan parametreleri (+ Standart Sapma, n = 3)

Toplam

Flavonol T°p'a”.‘ Toplam Fenolik Toplam Toplam Tanen
f. Flavonoid CL, P e,
Orkide ve Kistmlart DPPH Icerigi icerisi Icerigi Proantosiyanidin Igerigi (mg
(1Cs0 mg/mL) (mg QE/g senig (mg GAE/g Icerigi (mg CAE/g | GAE/g ekstrakt )
(mg QE/g
ekstrakt) ekstrakt) ekstrakt)
ekstrakt)
Serapias orientalis-
Cicek 75,48 £7,07 20,66 + 6,85 226,02 £ 65,73 122,33 + 4,02 171,97 +8,59 3,45 £0.46
Serapias orientalis-
Tohum 5437+14,73 | 27,21+3,72 177,84 + 8,75 100,14 + 1,18 133.42 439,82 2.36 0,16
Serapias orientalis-
Gévde 71,77 £ 6,46 7,98 £+ 3,66 67,11 £3,57 56,58 £5,10 126,52 +5.73 3.9240,44
Anacamptis
laxiflora-Cicek 90,12+ 14,60 | 24,74+6,60 | 397,57 +10,03 190,51 + 3,57 144,89 +11,98 2.8 40,09
Anacamptis
laxiflora-Tohum 109,04 £20,92 | 21,77+3,24 | 277,56 + 36,29 183,76 + 5,06 89,73 + 11,90 3,16 40.43
Anacamptis
laxiflora-Gévde 14,62 +£ 3,42 69,43 + 7,44 59,38 £3,32 37,49+ 3,14 138,34 +11.57 2.840.22

142




5. TARTISMA

Koruma ve ¢evre yoOnetimi genellikle resmi istatistiklere dayanir, ancak
ozellikle kacak avcilik ve ticaret gibi hassas konular ele alirken dogruluklar1 ve
giivenilirlikleri konusunda siipheler ortaya ¢ikar. Her gecen giin, resmi kayitlarda yer
almayan yaban bitkileri ve hayvanlari igeren yasa disi ticarete dair artan sayida 6rnek
bulunmaktadir. Bitkiler, yasadisi ticaret veya yasa dis1 yaban hayat1 ticareti (YDT)
nedeniyle tehlike altinda olan bir¢ok tiirlin korunmasi i¢in yapilan c¢alismalar ve
finansal destek, genellikle flora konusunu goz ardi eder. Bu durum, bitkilerin
hayvanlara gore asagiya dogru yanlis yonlendirilmis bir insan merkezli siralamasi
olarak adlandirilir. Botanik ticaretin, CITES ve IUCN listelenmis fauna tiirleri ticareti
ile birlikte hizla genisledigi ve bu durumun giiniimiizde ciddi bir endise kaynagi
oldugu bulunmustur, ¢linkii bu durum biyolojik ¢esitlilik ve ekoloji agisindan oncii bir
tehdittir. CITES, birgok tiirde uluslararasi ticareti izler. Orkideler gibi karasal bitkiler
de oOzellikle asir1 toplanmaya karst duyarlidir. Orchidaceae, 750'den fazla cins ve
30.000 - 35.000'den fazla tiirle ¢igekli bitkilerin en biiyiik ve en ¢esitli familyalarindan
biridir. Antarktika disinda her kitada kendine yer bulmustur (Chase vd.,2015; Phelps
ve Webb 2015). Yalnizca kisith bir orkide tiirii grubu [UCN Kirmizi Listesi tarafindan
degerlendirmeye tabi tutulmus olmasina ragmen, bulgular endise vericidir; 6rnegin, 85
tropikal Paphiopedilum tiiriiniin 84'iiniin yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya oldugunu
belirtmektedir (IUCN, 2020).

Orkideler, kiiciik popiilasyonlara, sinirli yasam alanlarina ve g¢evreleri ile
iklimdeki degisiklikler gibi cesitli tehlikelere karsi dogal olarak hassas olmalari
nedeniyle, asir1 hasat stresine 6zellikle duyarlidir. Bu durum, orkidelerin su anda
CITES'in Ekler I ve II'nde listelenmis tiim tiirler ile [TUCN Kiiresel Kirmiz1 Listesi'nde
yer alan 1601 tiir dahil olmak tizere tehlike altindaki bitki tiirlerinin listelerinde yer

aldiginm1 gostermektedir (Singh ve Duggal, 2009).

Tiirkiye'de, orkidelerin korunmasi ve ticareti konusunda benzer zorluklarla
karsilasilmaktadir. Ulkede bulunan orkideler de kiigiik popiilasyonlara ve smirli yasam
alanlarina sahiptir, bu nedenle asir1 toplama ve ticaret gibi tehditlerle karsi
karstyadirlar. Tirkiye'nin biyogesitlilik agisindan zengin bir iilke olmas1 ve c¢esitli
orkide tiirlerine ev sahipligi yapmasi, bu tiirlerin korunmasinin ve siirdiiriilebilir

ticaretinin 6nemini daha da artirmaktadir. Orkidelerin Tiirkiye'deki ticaretinde de yasa
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dis1 aktivitelerin varligma dair endiseler bulunmaktadir. Ozellikle nadir veya korunan
orkide tiirlerinin yasa dis1 toplanmasi ve ticareti, bu tlirlerin popiilasyonlarini tehlikeye
atmaktadir. Ancak, yasal ticaret ve koruma cabalar1 da mevcuttur. Tiirkiye'nin
orkidelerin korunmasi ve ticareti konusunda uluslararasi anlagsmalara taraf oldugunu
ve CITES gibi diizenlemelere uymakta oldugunu belirtmek onemlidir. Ancak, yasal
diizenlemelerin etkin bir sekilde uygulanmasi ve denetlenmesi gerekmektedir. Sonug
olarak, Tirkiye'deki orkidelerin korunmasi ve ticareti konusunda, ulusal diizeyde
giiclii koruma politikalar1 ve uluslararasi isbirligi gerekmektedir. Orkidelerin ekolojik
ve ekonomik Onemini anlayarak, siirdiiriilebilir bir sekilde yonetilmeleri ve
korunmalari 6nemlidir. Bu, hem yerel ekosistemlerin sagligina katkida bulunacak hem
de Tiirkiye'nin biyogesitliligini  koruyarak gelecek nesillere aktarilmasini

saglayacaktir.

S. orientalis ve A. laxiflora gibi orkide tiirleri, ne yazik ki salep iiretimi i¢in
toplanabilmektedir. Salep, orkide yumrularindan elde edilen bir dogal karbonhidrat
icerigidir ve geleneksel olarak bazi bolgelerde iceceklerde ve tatlilarda
kullanilmaktadir. Ancak, bu tiirlerin asir1 toplanmasi: dogal popiilasyonlarini ciddi
sekilde tehdit etmekte ve nesillerinin tehlikeye girmesine yol agmaktadir. Bu tiirlerin
salep tliretimi i¢in toplanmasi, sadece biyogesitliligin azalmasina degil, ayn1 zamanda
ekosistemlerin dengesinin bozulmasina da katkida bulunabilir. Bu nedenle, bu tiirlerin
korunmasi1 ve sirdiiriilebilir kullanimi ig¢in etkili koruma onlemleri alinmali ve

toplumun bu konuda bilinglendirilmesi gerekmektedir.

Her iki tiiriin tohumdan tiretimiyle ilgili olarak, S. orientalis ve A. laxiflora
tiirlerinin ¢ogaltilmasi, dogal popiilasyonlarinin korunmasi agisindan énemlidir. Bu
tirlerin tohumlari, uygun kosullarda uyumlu funguslarla simbiyotik olarak
cimlendirilerek elde edilebilir. Ozellikle "ex vitro" simbiyotik ydntemler, tohumlarin
laboratuvar disinda uygun kosullarda ¢imlenmesini saglar ve dogal ortama adaptasyon
stirecini destekler. Bu yontemlerle elde edilen fidelerin dogada basarili bir sekilde
populasyon olusturmasi, tiirlerin korunmasi ve biyogesitliligin siirdiiriilebilirligi

acisindan biiyiik 6nem tagir.

S.orientalis ile daha dnce yapilan ¢alismada bu tiiriin tohumlarinin simbiyotik
ve asimbiyotik yontemlerle ¢imlenme ve fide gelisimi kosullar1 belirlenmistir.

Tulasnella fungusu ile gergeklestirilen simbiyotik ¢imlendirme, S. orientalis'in
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cimlenme ve fide gelisimi iizerine 6nemli bulgular saglamaktadir. Bu ¢aligsma, tiiriin
stirdiiriilebilir korunmasi ve iiretimi i¢in temel bir adim olarak kabul edilebilir.
Asimbiyotik uygulamalarin ise kitlesel iiretim i¢in uygun olmadigi sonucuna
varilmistir. Bu bulgular, S. orientalis'in ekolojik ve biyolojik gereksinimlerinin daha
1yi anlagilmasi ve korunmasina yonelik ¢calismalarin yolunu agabilir (Mutlu ve Kémpe

2021).

Ozkog (1991), A. laxiflorain in vitro kosullarda simbiyotik ve asimbiyotik
¢imlenme ¢alismalarin1  yiritmiistir. Calismada, in vitro simbiyotik kiiltiir
kosullarinda ¢esitli Rhizoctonia benzeri fungal izolatlar farkli oranlarda ¢imlenme
elde edilmistir. Kompe vd., (2021), A. laxiflora tiiriine ait yetiskin bireylerin
koklerinden mevsimsel mikorizal fungus izolasyonu yaparak fungal g¢esitliligi
belirlemisler ve Tulasnella, Ceratobasidium, Fusarium, Phoma ve Pezizales
tiyelerinin mikorizal birlige katildigin1 ortaya koymuslardir. Bu izolatlardan sadece
Tulasnella ve Ceratobasidium’a dahil funguslarin c¢imlenmeyi tesvik ettigini
gozlemislerdir. Aytar ve Ozdener (2023) tarafindan gergeklestirilen calismada,
A.laxiflora tohumlaria Ceratobasidium sp. inokiilasyonu yapilmis ve ¢esitli organik
substratlar igeren ortamlardaki in vitro ¢gimlenme ve fide gelisimi takip edildi. Gerek
S. orientalis, gerekse A. laxiflora tizerinde yapilan bu 6nctii ¢alismalar, tez ¢alismalari
icin ilham kaynagi olmustur ve ex vitro simbiyotik kosullarda elde edilen fidelerin
dogaya aktarilmasi sonucu ilk kez A. laxiflora’nin dogal kosullarda hayat dongiisiinii

tamamlamasi1 basarilmstir.

Bu tezde , S. orientalis tohumlar: ekildikten 20 giin sonra ¢imlenip protokorm
olusmus ve 45 giin sonra ¢imlenme ve gelisme durumu degerlendirilmistir.
Tohumlarin %62,58 (£3,37) oraninda ¢imlendigi ve %18,49 (+1,98) oraninda gelisen
yapraklarla fide asamasina (asama 4) geldigi saptanmigtir. Ceratobasidium sp. (AL5)
ile agilanan A. laxiflora tohumlarmin ise inkiibasyondan 15 giin sonra protokorm
asamasina geldigi ve 40 giin sonra ¢imlenme ve gelisme durumunun degerlendirildigi
belirtilmistir. Toplam ¢imlenme oraninin %93,17 (+3,06) oldugu ve yaprakh fide
asamasina ulagma oranmnin %69,20 (£3,50) oldugu belirlenmistir. Dogaya aktarilan

fidelerin ilk kez ¢igeklenme meydana getirerek bir popiilasyon olusturmaktadir.

A. laxiflora ve S.orientalis bu calismada ilk kez tohumdan cicek asamasina

kadar olan hayat dongiisii tamamlanip dogada basarili bir populasyon olusturmasi
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saglanmis ve siirdiriilebilir orkide tiretim modeli gelistirilmistir. EX vitro simbiyotik
yontem kullanilarak elde edilen bu sonuglar, karasal orkidelerin tohumdan iiretilip
dogada populasyon olusturmalartyla birkag¢ ¢alismada biri olmasi sebebiyle 6zellikle

Onemlidir.

Birkag calisma, orkide iiretimi i¢in uyumlu funguslar aracilifiyla simbiyotik
fideleri elde etmenin, onlar1 dogaya basarili bir sekilde yeniden dahil etmenin
siirdiiriilebilir bir populasyon olusturmanin daha kolay ve verimli oldugunu
gdstermistir (Aewsakul vd., 2013; Aytar ve Ozdener Koémpe, 2023; Deniz vd., 2022;
Kompe vd., 2022). S. orientalis ile A.laxiflora dogada fenolojik siireci tamamlayarak
tohum iiretebilen bireyler elde edilmis ve dogal bir populasyon olusturulmustur. Bu
yontem, nesli tiilkenme tehlikesi altindaki orkide tiirlerinin korunmasi i¢in umut
vadetmektedir. Ayrica, bu yondeki c¢alismalar, yeni populasyonlar olusturarak
dogadaki bireylere zarar vermeden tiirlerin farmakolojik potansiyelini arastirma firsati

sunmaktadir.

Son yillarda, cesitli aragtirma gruplari, tehlikede olan kara tiirlerinde
simbiyotik ve asimbiyotik tohum ¢imlenmesinin molekiiler temellerini kesfetmek icin
calismalar yapmislardir. Bu baglamda, orkide tiirlerinin tohum ¢imlenmesi, protokorm
gelisimi ve bitki bliylimesi, 1liman iklimlerde tropik kosullara gore genellikle fiziksel
ve fizyolojik engellerin yani sira mikorizal funguslara olan bagimliliklari nedeniyle

daha zorlayic1 ve karmasik olarak kabul edilir (Rasmussen vd., 2015; Zhao vd., 2021).

S.orientalis’in metanol oOziitiinde pentakozan (%39), kolesterol (%13,05),
hidroksiasetik asit hidrazidi (%7,38), dl-gliseraldehit (%5,42) ve semikarbazon
hidrokloriir (%5.06) bol miktarda bulunmustur. Ornegin, hidroksiasetik asit hidrazidi
antimikrobiyal ozellikleri nedeniyle dnemli bir bilesiktir. Bitkilerde dogal olarak
bulunmasi, antimikrobiyal tedavi i¢in etken madde kaynagi saglar. Nergis bitkisinde
yapilan c¢alismalar, bitkinin etanol ve su Oziitlerinde bu bilesigin %4.8 oraninda
bulundugunu goéstermistir (Ahmad vd., 2021). Ayrica, diger ¢alismalar bu bilesigin
misir sapinda %4, Polyalthia bullata'da %9 ve Calotropis procera'da %0.23
oranlarinda bulundugunu gostermistir (Zaman vd., 2020; Ahmad vd., 2021) S.
orientalis bitkisinde hidroksiasetik asit hidrazidi %7.38 orani ile dikkat ¢ekici dlgiide
yiiksektir. Azomethine gruplari (-NH-N=CH-) iceren hidrazit-hidrazon tiirevleri

antimikrobiyal ajanlar olarak da etkilidir. Bu bilesikler ayrica ila¢ gelistirme
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siireclerinde ara {iriin olarak da kullanilabilirler. Bu nedenle, bitkilerde bu bilesiklerin
bulunmasi, antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi i¢in 6nemli bir kaynak
olabilir. Ayrica, Paudel ve Pant (2017), Dendrobium amoenum'da %0.37 oraninda
kolesterol 3-O[(2-asetoksi) etil] bulundugunu bildirmislerdir. bitkideki S.orientalis
%13'liik kolesterol oraninin D. amoenum'da bulunan orandan daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, literatiir arastirmalar1 dl-gliseraldehit'in orkide
bitkilerinde tespit edilmedigini gostermektedir. Ancak, dl-gliseraldehit, S. orientalis
bitkisinin metanol 6ziitlinde yaklasik %5 oraninda bulunmustur. Bir c¢alismada,
Seidenfia rheedii orkide tiiriiniin kloroform oziitiinde yaklasik %19 oraninda 2-(3-
hidroksi-4-metoksifenil) semikarbazid tespit edilmistir (Ruthiska vd., 2017). Bu oran,
S. orientalis bitkisine kiyasla yaklasik dortte bir kadardir. Literatiirden bilinmektedir
ki, bu bilesik sinifinin antiviral (Senkardes vd., 2016), anti-inflamatuar (Kumar vd.,

2015) ve antikanser aktiviteleri gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri vardir.

GC-MS analizinde, S. orientalis'in toprak istii kisimlarinda pentakozan
(%39.85) en bollukla bulunan bilesik olarak belirlendi. Robustelli della Cuna ve
ekibinin (2022) yaptig1 bir calisma, bitki tiirlerinde pentakozanin varligina dair 6nemli
kanitlar sunmustur. Ornegin, Anacamptis morio bitkisinde pentakozan oram %17.14
olarak saptanirken, Orchis purpurea bitkisinde bu oran %2.2 olarak tespit edilmistir.
Ayni sekilde, Himantoglossum robertianum da A. morio gibi bir gida aldatici bitki
olarak kabul edilir ve pentakozan diizeyi %40.17 olarak belirlenmistir. Diger bir 6rnek
olarak, Ophrys sphegodes bitkisinin pentakozan oran1 %12.33'tiir. Gervasi vd., (2017)
yaptig1 bir calismada, Ophrys insectifera ve Ophrys aymoninii tiirlerinde sirasiyla %12
ve %13 oranlarinda pentakozan tespit edilmistir. Ayrica, Calevo vd., (2021)
calismasinda, Orchis patens, Orchis provincialis ve Orchis fallax tiirlerinde sirasiyla
%7.16, %8.61 ve %7.69 oranlarinda pentakozan bulunmustur. Son olarak, Zito vd.,
(2018) yaptig1 ¢alismada, Ophrys panormitana gigeklerinin n-heksan oziitiinde %9
oraninda pentakozan tespit edilmistir. Pentakozan molekiilii, 6zellikle orkide ailesinin
tiyeleri arasinda 6nemli bir yer tutar. Bu molekiil, bitkilerin ¢igeklerinin karmagikligini
ve cesitliligini destekler, ¢linkli orkide ¢igekleri genellikle tozlasicilar1 kendilerine
cekmek i¢in karmasik ve g¢ekici goriinlimlere sahiptir. Pentakozan gibi bilesenler,
bitkilerin bu ¢igeklerdeki aldaticit hilelerini gii¢lendirir, bdylece tozlastiricilar
¢cekmeyi ve dollenmeyi saglar. Ayrica, pentakozan molekiilii, bitkilerin gevreleriyle

etkilesimlerini diizenleyen ve bu sekilde ekolojik dengenin korunmasina katkida
147



bulunan bir role sahiptir. Ornegin, bu molekiiliin varligi, bitkilerin cevresindeki
tozlasict boceklerin davraniglarini etkileyebilir ve bu da bitki ve bocek arasindaki
karsilikli iligkilerin gelisimine katkida bulunabilir. Pentakozan molekiilii ayrica
bitkilerin ¢evresel streslere karsi dayanikliligini artirabilir ve bu da bitkilerin
adaptasyon yeteneklerini iyilestirir (Robusta della Cuna vd., 2022). Ornegin, Euglossa
cordata erkeklerinde pentakozan diizeyinin %9,88 oldugunun bulunmasi, bu
molekiiliin disi bocekleri ¢ekmede Onemli oldugunu gostermektedir (Santos ve
Nasciemto 2017). S.orientalis’de yiiksek oranda bulunan pentakozan bilesigi bocekleri

kendilerine ¢ekmesi i¢in kullanilan bilesiklerin baginda gelmektedir.

S. orientalis ve A. laxiflora'nin toprak iistii kisimlarinin yag asitleri analizi, her
iki orkide tiiriinde de farkli yag asitlerinin bulundugunu gostermektedir. Ornegin, her
iki tiirde de palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve alfa-
linolenik asit gibi belirli yag asitlerinin bulundugu gézlemlenmistir. Ancak, tiirler
arasinda bazi farkliliklar da mevcuttur. S. orientalis'te en bol bulunan yag asitleri
palmitik asit (%23,55) ve alfa-linolenik asit (%20,68) iken, A. laxiflora'da en yiiksek
oranda linoleik asit (%25,28) ve alfa-linolenik asit (%21,75) tespit edilmistir. Bu
farkliliklar, her iki tlirlin biyokimyasal bilesimindeki gesitliligi ve adaptasyonunu
yansitabilir. Ayrica, her iki tiirde de omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin bulunmasi,
besin degerlerinin yanm1 sira biyolojik aktiviteleri de etkileyebilecek Onemli bir
faktordiir. Ornegin, alfa-linolenik asit, viicut igin esansiyel olan omega-3 yag
asitlerinin bir tlriidiir ve saglik agisindan 6nemli bir rol oynar. Bu sonuglar, S.
orientalis ve A. laxiflora'nin biyokimyasal 6zelliklerinin anlagilmasina ve bu orkide
tiirlerinin ekolojik rollerinin daha iyi belirlenmesine yardimci olabilir. Ayrica, bu
tiirlerin tibbi veya beslenme amagli kullanim potansiyelini degerlendirmek icin de

onemli bir temel olusturabilir.

S. orientalis lizerinde yapilan analizler, en yaygin yag asitlerinin palmitik,
stearik, oleik, linoleik, alfa-linolenik ve stearik asitler oldugunu gostermistir. Dalar
vd., (2015), endemik bir orkide tiirii olan Dactylorhiza chuhensis ¢igek oziitlerinde
%4.2 linoleik asit tespit etmistir. S. orientalis'te bu oran %22 olarak bulunmustur.
Palmitik asit, arilar i¢in enerji kaynagidir (Ferreira ve digerleri, 2019). Robustelli della
Cuna ve digerleri (2019), S. vomeracea'da palmitik asit oranini %0,77 olarak

belirlemistir. S. vomeracea ve S. orientalis ayni cinsteki bitki tiirleridir. Analiz
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sonuglarina gore, S. orientalis'te palmitik asit orani, S. vomeracea'nin yaklasik 25 kati
kadar yiiksektir. Oleik asit Dendrobium amoenum'da %26,95 (Paudel ve Pant, 2017),
Dendrobium aphyllum'un yaprak metanol 6ziitiinde %8,6 oranlarinda tespit edilmistir
(Rahamtulla vd., 2023). Ayrica, Lusia tenuifolia'nin %1,9 oleik asit icerdigi
bulunmustur (Sethuraman ve Ramachandran, 2022). S. orientalis'te bu oran,
Dendrobium aphyllum'un oranina ¢ok yakin bir sekilde %8,67'dir. Daha 6nceki bir
calismada, Pathak vd., (2023), in vitro kosullarda iiretilen Vanda cristata yapraklarinin
metanol 6ziitlinde %2,89 stearik asit bulmuslardir. Diantina vd., (2021), Dendrobium
cunninghamii, Dendrobium strebloceras, Grevillea cunninghamii, Pterostylis banksii
ve Thelymitra nervosa taze tohumlarinin yag asitlerini belirlemislerdir. Arastirmada,

taze tohumlarda farkli oranlarda palmitik asit, oleik asit ve stearik asit tespit edilmistir.

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), bitkilerden ugucu
bilesiklerin ayrilmasi ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Guo vd., 2022).GC-MS yontemi sonucunda A. laxiflora tohumlarinda
bulunan ana bilesenler, hidroksiasetik asit hidrazidi ve 2,2-dimetoksibiitan gelecekteki
aragtirmalarda potansiyel ilag etken maddeleri olarak degerlendirilebilir.Ornegin,
hidroksiasetik asit hidrazidi antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir bilesiktir.
Bitkilerde dogal olarak bulunmasi, antimikrobiyal tedavi i¢in bir kaynak saglar. Nergis
(Calendula officinalis) bitkisi iizerinde yapilan ¢aligmalar, bu bilesigin etanol ve su

ekstrelerinde yaklasik %4.8 oraninda bulundugunu géstermistir (Al-Mussawi, 2019).

A. laxiflora tohumlarinin metanol ekstresinde, hidrazinkarbottiyamid
bulunmaktadir. Karbokarbazit ve tiyokarbokarbazit, karbonik ve tiyokarbonik asitlerin
hidrazin tiirevleridir. Son yillarda, tiyokarbokarbazit tiirevleri, heterosiklik bilesiklerin
sentezinde, gecis metal komplekslerinin sentezinde ve farmakolojik calismalarda
uygulamalar1 nedeniyle oldukga dikkat ¢ekmistir. Ayrica, karbohidrazit tiirevleri, su
aritma sistemlerinde oksijen tutucular1 (metal pasivatorleri) olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Triazoller, bes iiyeli bir halka iceren ve ii¢ azot atomu igeren
heterosiklik bilesikler (Dincel vd., 2021). Triazol tiirevleri, antikonviilsan,
antidepresan, antioksidan, anti-enflamatuar, analjezik, antiseptik, antibakteriyel,
antimikobakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser, antiparazit, Soa-rediiktaz
inhibitdrii ve anti-lireaz aktiviteleri gibi ¢esitli biyolojik etkinliklere sahip oldugu i¢in

aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Ayrica, mevcut terapilerde kullanilan 1,2,4-triazol
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yapisina sahip ilaglar, flukonazol (antifungal), itrakonazol (antifungal), vorikonazol
(antifungal), rizatriptan (5-hidroksitriptamin 1 reseptor alt tipi agonisti/migren) ve
ribavirin (antiviral) gibi ilaglar icermektedir (Bastert vd., 2001). 1,2,4-triazol, orkide

tiirlerinde ilk kez tanimlanmustir.

Bitkiler, cesitli streslere karsi kendilerini korumak i¢in giiclii ve entegre
bagisiklik sistemleriyle evrimlesmislerdir. Salisilik asit, immiin tepkileri hem lokal
hem de sistemik olarak uyararak temel bir rol oynar. Dogal olarak meydana gelen bir
bitki hormonu olarak, ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar tizerinde gesitli
etkiler yapar ve biyotik ve abiyotik stres toleransina katkida bulunur (Alonso-Ramirez
vd., 2009). A. laxiflora'nin toprak tstii kisminin GC-MS analizi, salisilik asidin
varligini ortaya koymustur. Bu etken bilesik, standart farmasoétik ilaglarda kullanilan
salisilik asit tiirevlerini igerir. Salisilik asit, bitki krallig1 boyunca yaygin olarak
bulunur ve tarihi 1878'e kadar uzanir; ayn1 yil Almanya'da ilk sentezlenmis ve diinya
genelinde en ¢ok satan ilaglardan biri haline gelmistir. "Salisilik asit" kelimesi, Latince
"salix" kelimesinden gelir, bu da s6giit agacini ifade eder ve 1938 yilinda Rafacle Piria
tarafindan adlandirilmistir (Brereton vd., 2017; Thakur vd., 2023). Keratolitik,
bakteriostatik, fungisidal ve fotokoruyucu 6zellikleri nedeniyle salisilik asit genellikle
topikal olarak kullanilir. Topikal uygulama, keratinosit proliferasyon hizini azaltir ve
kolesterol siilfotransferazi inhibe eder, bu enzim kolesterol siilfat olusumundan

sorumludur (Fu vd., 2012; Wani vd., 2017).

Kumarik asit, sinamik asidin hidroksi tlirevidir ve dogada ti¢ farkli izomer
seklinde bulunur (orto, meta ve para). En yaygin bulunan form p-kumarik asittir (Boz,
2015). Notr ve fitokimyasal bir bilesik olan p-kumarik asit (4-hidroksi-sinnamik asit),
tahillarda ve bircok meyve ve sebzede 6nemli diizeylerde tanimlanir. Bu dogal fenolik
asit bilesigi patates, domates, fasulye, sogan, portakal, armut, elma, iziim, ¢ilek, misir,
yulaf ve bugday gibi cesitli sebzelerde, meyvelerde ve tahillarda bulunur. Cesitli
biyolojik ve farmakolojik Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle p-kumarik asit, son
yillarda biiytik ilgi gormiistiir. Bu 6zellikler arasinda anti-enflamatuar, antioksidan,
anti-amiloidojenik, anti-apoptotik, antidepresan, anksiyolitik ve mekansal biligsel
artirict etkiler bulunmaktadir. Ayrica, p-kumarik asidin nérokoruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir. Bunun yani sira, in vitro ve in vivo kosullarda omurilik iskemik

yaralanma, iskemik inme, lipopolisakkarit (LPS)-indiiklenmis beyin hasari,
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skopolamin indiiklenmis norotoksisite ve kortikosteron indiiklenmis noronal hasar gibi
cesitli hasarlara karsi etkilidir (Ghaderi vd., 2022; Khan vd., 2023). LC-MS nicel
analizine gére hem A.laxiflora hemde S.orientalis en yaygin bilesik p-kumarik asittir.
p-Kumarik asit (4-hidroksisinnamik asit), ¢esitli saglik faydalari sunan bir
fitokimyasaldir. Kimyasal yapis1 hiicresel melanogenezde yer alan tirozinaz i¢in dogal
bir substrat olan L-tirozin'e yakindan benzemektedir. Son zamanlarda p-kumarik
asidin insan tirozinazimin gii¢lii ve segici bir inhibitorii oldugu bulunmustur (Boo,

2019).

LC-MS analizine gore A.laxiflora ve S.orientalis toprak istii kisimlarinda en
fazla bulunan bilesiklerden bir digeri ise ferulik asittir. Ferulik asit yaygin olarak
bitkilerde bulunur ve antimikrobiyal, antioksidan, antikanser, antikoagiilan ve anti-
enflamatuar o6zellikler de dahil olmak iizere genis bir biyolojik aktivite yelpazesi
sergiler. Ayrica, ferulik asit ve tiirevleri bitki virlislerine karsi giiclii inhibisyon
aktivitesi gosterir. Trans-ferulik asit, iltihap, nefrotoksisite, oksidatif hepatotoksisite
ve oksidatif hasar gibi cesitli durumlarin tedavisinde potansiyel etkilere sahiptir.
Bunun yani sira, kolon kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkiler gosterir, serviks
kanseri hiicrelerinde radyo-duyarlilig1 artirir ve DNA iplik kiriklarina karsi koruyucu
etkiler sunar (Fang vd., 2008; Sergent vd., 2010; Wang vd., 2017). Son yillarda, ferulik
asit, antiviral potansiyeli ve gii¢lii antioksidan aktivitesi nedeniyle umut vadeden bir
fitokimyasal olarak dikkat cekmektedir. (Das et al., 2014). Ozellikle, diisiik
sitotoksisite ve yliksek biyoyararlanabilirlik puani ile 6n plana ¢ikan ferulik asit, ayni
zamanda CYP1A2 inhibitorii olarak rol oynar ve ilag¢ yar1 dmriinii artirir ve 6nemli ilag
etkilesimlerini engeller (Antonopoulou vd., 2022; Appiah-Opong vd., 2007). Ozet
olarak, ferulik asit bitkilerde bulunan 6nemli bir dogal bilesiktir. Hem S.orientalis hem
de A.laxiflora’da yiiksek miktarlarda genis bir biyolojik aktivite ve antiviral
potansiyele sahiptir. Sagligin tesvik edilmesinde Onemli bir rol oynayabilir ve

gelecekteki salgin hastaliklara kars1t miicadeleye katkida bulunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, A. laxiflora ve S. orientalis tohumlari, protokormlari, fideleri ve
yetigkin bitkilerinin morfolojik ve kimyasal o6zelliklerini kapsamli bir sekilde
incelemistir. Mikro-morfolojik verilerin analizi, A. laxiflora'nin S. orientalis'e kiyasla
tohum ve embriyo boyutlariyla 6nemli 6l¢iide daha biiylik oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte, S. orientalis'in tohum hacmi/embriyo hacmi oraninin ve hava
boslugu parametresinin A. laxiflora'dan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. iki orkide
tirtiniin  simbiyotik iligkileri incelenmis ve Tulasnella calospora (S6) ve
Ceratobasidium sp. (ALS5) izolatlariin sirasiyla S. orientalis ve A. laxiflora’da
tohumdan ¢igek asamasina kadar destekleyici rol oynadigi tespit edilmistir. Ek olarak,
ex vitro simbiyotik yontem kullanilarak elde edilen fidelerin dogal alana dikilmesi
sonucunda saglikli bir biiylime ve ¢igeklenme siireci gozlemlenmistir. Bu sonuglar, ex
vitro simbiyotik ¢imlendirme uygulamasinin siirdiiriilebilir orkide iiretimi i¢in ¢ok

umut verici oldugunu bir kez daha vurgulamustir.

Bitkilerin kimyasal bilesenlerinin analizi, tohum, protokorm, fide ve yetiskin
bitkilerin farkli kisimlarinda cesitli biyoaktif bilesiklerin bulundugunu gostermistir.
Ozellikle, cicek kisimlarinda yiiksek antioksidan aktivite ve zengin fenolik bilesik
icerigi belirlenmistir. Bu, hem S. orientalis hem de A. laxifloranin farmasétik agidan

onemli potansiyellere sahip oldugunu gostermektedir.

Arastirmanin sonuglari, A. laxiflora ve S. orientalis ’in biyolojik 6zellikleri ve
kimyasal bilesenleri hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir. Bu veriler, tarim, tip ve
endiistri gibi cesitli alanlarda kullanilabilecek 6nemli uygulamalar tesvik etmektedir.
Tarimsal uygulamalarda, simbiyotik iligkilerin bitki yetistiriciligine énemli katkilar
sundugu bilinmektedir. .A. laxiflora ve S. orientalis gibi orkide tiirlerinin 6zel olarak
yetistirilmesi ve simbiyotik iligkilerin kullanimiyla ilgili yontemlerin gelistirilmesi,
tarimsal lretimde verimliligi artirabilir. Tibbi uygulamalarda, bitkilerin antioksidan
aktiviteleri ve biyoaktif bilesik icerigi, farmasotik ve tibbi iirlinlerde kullanim
potansiyelini vurgulamaktadir. Bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin insan sagligina
faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Endiistriyel uygulamalarda, bitkilerden elde
edilen kimyasal bilesenlerin kozmetik, gida ve ila¢ endiistrilerinde kullanima,
potansiyel bir alandir. Bitkilerin yaglari, fenolik bilesikler ve diger biyoaktif

maddelerin endiistriyel tirlinlerin iiretiminde kullanilmasi, gesitli sektorlerde yenilikgi
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tirlinlerin gelistirilmesine olanak taniyabilir. Koruma ve restorasyon c¢alismalarinda,
A. laxiflora ve S. orientalis gibi orkide tiirlerinin dogal yasam alanlarinin korunmasi
ve restorasyonu Onemlidir. Bu tiirlerin habitatlarinin korunmasi, biyolojik c¢esitlilik
acisindan onemli olup, ormancilik uygulamalarinin yeniden diizenlenmesi ve dogal
alanlarin restorasyonu igin ¢aba gdsterilmesi gerekmektedir. Bu 6neriler, aragtirmanin
bulgularinin pratik uygulamalarin1 ve sonuglarinin toplum ve g¢evre iizerindeki olasi
etkilerini dikkate alarak yapilmistir. Bu alanda daha fazla arastirma yapilmasi ve cesitli
uygulamalarin gelistirilmesi, A. laxiflora ve S. orientalis potansiyelini tam olarak

ortaya cikarabilir.
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