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OZET

LOKAL ENDEMIK Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis (Fabaceae)
TAKSONU UZERINDE MiKROMORFOLOJIK, ANATOMIK VE SITOTOKSIK
ARASTIRMALAR
YUKSEK LISANS TEZI
SELIN KOC
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SELAMI SELVI)

(ES DANISMAN: DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
BALIKESIR, OCAK-2022

Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis, iilkemizde sadece Ayvalik/Balikesir ilgesinde
yayilisi tespit edilen ve VU (zarar gorebilir) kategorisinde degerlendirilen tek yillik lokal
endemik taksondur. Calismada, takson tizerinde ilk defa ayrintili olarak mikromorfolojik,
anatomik ve sitotoksik arastirmalar yapilmistir. Mikromorfolojik ve anatomik ¢aligmalarda
subsp. ayvalikensis taksonuna morfolojik olarak ¢ok benzeyen iki alttiir de (subsp.
coerulescens, subsp. kemerensis) incelenmistir. Mikromorfolojik ¢alismalarda; taksonlarin
trikom yapilar1 (govde-yaprak); tohum ve polen ornamentasyonu SEM-EDX cihazinda
incelenmistir. Anatomik ¢alismalar i¢in ii¢ taksonun yaprak, govde ve petiyollerinden elle
kesitler alinarak, Floroglusinol-HCI reaktifi ile boyandiktan sonra gliserin-jelatin yontemi
ile daimi preparat haline getirilmistir. Kesitlerin mikrofotograflari ¢ekilmis ve
“Alamet006” olgiim programi kullanilarak mikro oOlglimler yapilmistir. Bitkinin
tohumundan farkli ¢oziiciilerle elde edilen (saf su-hekzan-metanol-etanol-aseton)
ekstraktlarin sitotoksik etkisi arastirilmistir. Sitotoksik etkiyi incelemek i¢in MTT testi
yardimryla saglikli hiicre hatt1 olarak HUVEC, kanser hiicre hatlar1 olarak PC-3 ve SW480
kullanilmustir. Farkli ¢6ziictilerle hazirlanan ekstraktlar farkli doz ve siirelerle (24sa, 48sa,
72sa) hiicrelere uygulanarak, spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbans
alinmigtir. Calisma sonunda; subsp. ayvalikensis’ in diger iki alttiire mikromorfolojik ve
anatomik karakterler agisindan olduk¢a benzer oldugu goézlemlenmistir. Taksonlar
arasindaki en onemli karakterlerin; polen ornamentasyonu, 6z/gévde orani, petiyol sekli ve
petiyoldeki damar dizilisi oldugu goriilmiistiir. Sitotoksik ¢aligmalarda istatistiksel olarak
en anlamli azaltici etki PC-3 hiicre hattinda metanol, etanol, aseton ve hekzan
ekstraktlarinda goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Fabaceae, Trigonella, Anatomik, Mikromorfolojik,
Sitotoksisite, PC-3.
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ABSTRACT

MICROMORPHOLOGICAL, ANATOMICAL AND CYTOTOXIC STUDIES ON
THE LOCAL ENDEMIC Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis (Fabaceae)
TAXON
MSC THESIS
SELIN KOC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. SELAMI SELVI)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU )
BALIKESIR, JANUARY-2022

Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis is a annual local endemic taxon, which is
distributed only in Ayvalik/Balikesir district in our country and evaluated in the vulnerable
category. In this study, detailed micromorphological, anatomical and cytotoxic studies
were carried out on the taxon for the first time. In micromorphological and anatomical
studies, subsp. coerulescens, subsp. kemerensis that are morphologically very similar to the
subsp. ayvalikensis taxon were also examined. In micromorphological studies; trichome
structures of taxa (stem-leaf); seed-pollen ornamentation were examined in SEM-EDX
device. In anatomical studies, sections were taken from the leaves, stems and petioles of
three taxa, stained with phloroglucinol-HCI reagent and made into a permanent preparation
with the glycerine-gelatin method. Microphotographs of the sections were taken and micro
measurements were made with “Alamet006”. The cytotoxic effect of the extract obtained
from the seed of the plant with different solvents (pure water-hexane-methanol-ethanol-
acetone) was investigated. In cytotoxic studies, HUVEC as healthy cell line, PC-3 and
SW480 as cancer cell lines were used with the help of MTT test. The extracts prepared
with different solvents were applied to the cells at different doses and times (24h-48h-72h),
and absorbance was taken at 550 nm wavelength in the spectrophotometer. Consequently;
subsp. ayvalikensis was found to be quite similar to the other two subspecies in terms of
micromorphological and anatomical characters. The most important characters among
taxa; pollen ornamentation, pith/stem ratio, number of petiole veins and shape of petiole. In
cytotoxic studies, the most statistically significant reducing effect was seen (in methanol-
ethanol-acetone-hexane extracts) in PC-3 cell line.

KEYWORDS: Fabaceae, Trigonella, Anatomical, Micromorphological, Cytotoxicity, PC-
3.
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: Insan Kolon Kanser hiicre hatti

: Diinya Saglik Orgiitii

: Tiirleri

: Over kanseri

: Henrietta Lacks (Hiicre hatti)

: Meme kanseri hiicre hatt
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- mikrolitre

. mikrometre

: mikrogram
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: Siklin bagimli kinaz 1

: Siklin bagimli kinaz 2

: Karbondioksit

: ve digerleri

> Glimiis nanopartikiil

: Insan kornea epiteli

: Saat
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1. GIRIS

Diinya tizerinde Tiirkiye’nin konumu kuzey yarimkiirede 26-45° dogu meridyenleri ile 36-
42° kuzey paralelleri arasindadir. Bu alan iliman kusakta yer almaktadir ve bitki cesitliligi
cevresinde yer alan bircok iilkeye gore farklilik gdsterdigi i¢in yazarlardan bazilar1 bolgeyi
““‘Asia Mineure”’ veya ‘‘Kiiglik Asya’’ olarak adlandirmaktadir (Akkemik, 2014). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarin da eklenmesiyle Tiirkiye'nin yaklasik 12.000 bitki
taksonuna (tiir, alt tiir ve varyete) sahip oldugu tespit edilmistir (Avci, 2005). Sadece
belirli bir cografik bolgede yayilis gosteren bitki tiirleri endemik olarak adlandirilmaktadir.
Ulkemiz endemik tiir bakimindan Avrupa iilkelerine kiyasla zengin bir cesitlilige sahiptir.
Tiirkiye florasinin yaklasik 3649°unu (1/3 ‘liikk kism1) endemik taksonlar olusturmaktadir
(Giiner vd., 2012; Senkul ve Kaya, 2017). Ulkemizin bu &zelligi, cografi faktdrlerin
cesitliliginin  sonuglarindandir. iklim o6zelliklerinde kisa mesafelerde ortaya ¢ikan
degisiklikler, toprak tiplerinin farkliliklari, morfolojik o&zelliklerinden kaynaklanan
degisiklikler gibi ¢cok sayida cografi faktor, bitki formasyonlarinin ¢esitlenmesini ve tiirce
farklilasmasm saglamaktadir (Demir, 2013). Ulkemizin bitki gesitligine katki saglayan bu
ozellikler yaninda, Tiirkiye’de ii¢ farkli fitocografik elementin (Avrupa-Sibirya, iran-Turan
ve Akdeniz) temsil edilmesi de biiyiik 6nem tasimaktadir (Akkemik, 2014). Bu belirtilen
ozelliklere ek olarak tarih boyunca Anadolu’nun goé¢ yollari iizerinde bulunmasi ve bir¢ok
medeniyete ev sahipligi yapmasi da bitki cesitliliginin artmasinda énemli rol oynamistir

(Demir, 2013).
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Sekil 1.1: Ulkemizde goriilen fitocografik bolgelerin dagilimu.



Sekil 1.1 de tilkemizde goriilen fitocografik bolgelerin dagilimi gosterilmistir. Tiirkiye nin
zengin bitki florasindan dolayr bir¢ok tibbi ve aromatik bitkiye de sahip oldugu
bilinmektedir (Avcr 1993; Akkemik, 2014). Ulkemiz iklim ve bitki cesitliligi, cografi
konum ve tarimsal potansiyeli sayesinde tibbi ve aromatik bitkiler ticaretinde dnde gelen
iilkelerden biridir. Ulkemizde, tibbi amagla kullanilan bitkilerin sayis1 net olarak
bilinmemektedir, fakat 500 civarinda oldugu diisiiniilmektedir. Yaklasik 200 tibbi ve
aromatik bitkinin ise ihra¢ potansiyelinin oldugu ileri siiriilmektedir (Faydaoglu ve

Siiriiciioglu, 2011).

Trigonella L. Fabaceae familyasinda yer alan tibbi ve ekonomik degeri olan 6nemli bir
cinstir. Trigonella cinsi tiyeleri dilnyada Dogu Akdeniz, Bat1 Asya, Giiney Avrupa, Kuzey
ve Giiney Afrika, Yakin Dogu, Hindistan, Etiyopya gibi alanlarda yayilis gostermektedir
(Kog, 2002; Akan vd., 2020). Cinsin diinya {izerinde genel yayilis1 Sekil 1.2° de
gosterilmistir. Bu cins The Plant List’e gore diinyada 98’ i tanimlanmis (Accepted), ve 97’
si heniiz tanimlanmamis (Unresolved) 195 takson ile temsil edilmektedir (The Plant List,
2021). Ulkemizde ise 10’u endemik olmak iizere 32 tiirle (34 takson) temsil edilmektedir
(Gliner vd. 2012).

Sekil 1.2: Trigonella cinsinin diinya tizerindeki yayilig1 (Plants of the World online, 2021).

Sekil 1.2 incelendiginde; yesil renk ile gosterilen kisimlar; Trigonella taksonlarmin dogal

olarak yetistigi iilkeleri temsil ederken; mor renk ile gosterilen iilkeler ise sonradan olusan



ya da kiiltiire alinan tilkeleri temsil etmektedir. Kiiltiire alinan en 6énemli tiirii ise T. foenum

graecum olusturmaktadir.

Bitkilerin taksonomik agidan anlasilir bir sekilde incelenebilmesi igin mikromorfolojik ve
anatomik ¢alismalarin titizlikle yapilmasi gerekmektedir (Ayta¢ ve Kaptaner Igci, 2012).
Anatomik ve mikromorfolojik caligmalarin sistematikteki yeri olduk¢ca Onemlidir.
Anatomik c¢alismalarda epidermal yiizey, trikomlar, demet yapilari, kollenkima ve
sklerankimanin varligi, petiyol demet yapis1 ve sekli ile trake caplar1 gibi gesitli yapilar
familya ve alt taksonlar da 6nemli ayirt edici karakterlere sahip olmaktadir (Metcalfe ve
Chalk, 1950).

Viicudun herhangi bir yerinde (organ ya da doku) hiicrelerin kontrolsiiz sekilde gogalip
biliylimesiyle ortaya ¢ikan hastaliklara kanser denir. Kanser tiirleri olustugu dokuya gore
isimlendirilir. Diinya Saglhik Orgiitii’niin (DSO) verilerine gére 2020 yilinda kanserden
yaklagik 10 milyon kisi hayatin1 kaybetmistir. Daha sik goriilen ve erken teshis edilmedigi
zamanlarda Oliimle sonuglanan kanser tiirleri; akciger, mide, kolon, karaciger, mide ve
meme kanseri seklinde siralanmaktadir (World Health Organization, 2021). Kanser
tedavisi ile ilgili bircok arastirmalar yapilmaktadir. Kanserle ilgili yapilan ¢aligmalardan
biri de sitotoksisite deneyleridir. Sitotoksisite ¢alismalar1 invivo ve invitro ortamlarda
gerceklestirilebilmektedir. In vitro ¢alismalar hiicre kiiltiirii ortamlarinda yapilmaktadir.
Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvarlarda 6zel olarak
tasarlanmis ortamda, besin, 1s1, nem gibi ortam sartlarinin  kontrol edilerek

kontaminasyondan arindirilarak yasatilmasidir.

Sitotoksik, hiicre 6liimiine neden olan anlaminda kullanilmaktadir. Incelenen maddenin
dozuna ve etki siiresine bagli olarak hiicrelere farkli derecelerde zarar veren olaya
sitotoksisite denir. Hiicreler sitotoksik madde ile etkilesim sonucunda otofaji, apoptoz ve
nekroz gibi olaylardan dolay1 6lebilir ya da sitostazis durumundan dolay:1 proliferasyon
ozelliklerini kaybedebilirler. Sitotoksik maddeye maruz birakilan hiicrelerin, sonrasinda
canlilik oranlarinin (canli/6lii hiicre miktar1) belirlenmesi bu sitotoksisite ¢aligmalarinin

amacini olusturmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017).

T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonu 2017 yilinda Erdogan ve ark (2017) tarafindan
bir uluslararasi bir makale ile bilim diinyasina tanitilmistir.  Bu bitkinin yayilis

popiilasyonun sadece Ayvalik ilgesinin Badavut sahilleri ile Kii¢likk0y’ iin sahil kenarlari



tizerinde bulunmasindan ve antropojenik baskilara maruz kalma riski tasimasindan dolay1

VU (Vulnerable / Zarar gorebilir) kategorisinde degerlendirilmistir (Erdogan vd., 2017).

1.1 Fabaceae Familyasinin Diinya ve Tiirkiye’deki Takson Sayisi

Fabaceae (Leguminosae) familyasi yaklasik 730 cins ve 19400°den fazla tiir ile diinyanin
en zengin {i¢ familyasindan biridir. Insanlik i¢in 6nemli bir familya olan Fabaceae
ekonomik agidan da 6nemli bitki grubudur. Bu familyanin iiyeleri; Antartika kitasi harig
diinyanin hemen hemen her yerinde yayilis gosteren genis toleransli taksonlar igermektedir

(Gozen, 2012; Rahman ve Ara Parvin, 2015).

Ulkemiz fitocografyasinda Fabaceae familyas1 72 cins ve 383’ ii endemik olmak iizere

toplamda 1228 takson ile temsil edilmektedir (Giiner vd., 2012).

1.2 Fabaceae Familyasinin Ekonomik ve Tibbi Olarak Degerlendirilmesi

Fabaceae familyasi, Bugdaygillerden (Poaceae) sonra gidalarda en cok tiiketilen ikinci
besin kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Yapilarinda bulunan proteinden dolayi
hayvansal besin maddelerine daha yakin olup, hayvansal proteinlerin yeterli olmadigi
durumlarda protein acgiginin kapatilmasinda Onemli bitkisel besin kaynaklarini
olusturmaktadirlar. Ulkemizde et ve et iiriinlerine kiyasla daha ucuz olmalar1 ve kolay
saklama kosullarindan dolay1 tercih edilmektedirler. Tohumlari, protein yaninda
karbonhidrat, yag, cesitli vitaminler, potasyum, fosfor, kalsiyum ve demir gibi minareller
acisindan da zengindir. Ayrica yiiksek oranda diyetsel lif icermektedirler. Yiiksek miktarda
protein icermeleri, koklerinde havanin serbest azotunu tespit eden bakterilerin yasadigi
nodiillerin bulunmasina baglidir. Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium spp.
bakterileri bu  bitkilerin  koklerinde nodiiller olusturup, azot fiksasyonunu
gerceklestirmektedirler. Sekil 1.3’de bu bakterilerin bitki koklerinde olusturdugu nodiiller
ok isaretiyle gosterilmistir. Fabaceae familyasinda azot fiksasyonu, nodiil denilen
yumrucuklar sayesinde gergeklesmektedir. Gergeklestirilen bu azot fiksasyonu etkin olarak
kullanildigi zaman, baklagil bitkileri kdklerinde yasayan Rhizobium bakterileri yoluyla
atmosfer azotundan faydalanarak, tarimsal iiretimde daha az azotlu giibre kullanimi
saglanmaktadir (Ketenoglu vd., 2011; Uyanik vd., 2011;0zsoy Altunkaynak ve Ceyhan,
2018).



Sekil 1.3: Bakterilerin baklagil koklerinde olusturdugu nodiiller (Ozdermirpharma, 2017).

Fabaceae familyasinin c¢ogu {iyesi ilkemizde gida,

yem ve siis bitkisi olarak

kullanilmaktadir. Tablo 1.1’ de iilkemizde dogal yetisen ve c¢esitli amaclarla kullanilan

bitkiler verilmistir.

Tablo 1.1: Ulkemizde Yayilis1 Olan Fabaceae Familyasindaki Bazi Bitkilerin Kullanim

Amaglar1 (Gliner ve Ekim, 2014).

Bilimsel Adi

Tiirkce Ad1

Kullanim Amaci

Acacia dealbata Link

A. farnesiana (L.) Willd.

A. karroo Hayne

A. longifolia (Andrews) Willd.
A. mearnsii De Wild.

A. retinodes Schldtl.

A. saligna (Labill.) H.L.Wendl.
Amorpha fruticosa L.

Arachis hypogaea L.
Caesalpinia gilliesii (Hook) D.Dietr
Ceratonia siliqua L.

Gumiisi akasya
Tatli akasya
Akasya

Uzun akasya
Mersin akasyast
[zmir akasyasi
Kibris akasyasi
Civit agaci
Yer fistig1
Zampara biy181
Kegiboynuzu

Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Gida

Siis bitkisi
Gida



Cercis siliquastrum L.
Cicer arietinum L.

C. reticulatum Ladizinsky
Gleditsia triacanthos L.
Glycine max (L.) Merr.
Lathyrus cicera L.

L. hirsutus L.
L. odoratus L.

L. sativus L.

Lens culinaris Medik. subsp. culinaris

Lupinus albus L.

Medicago sativa L.

Onobrychis viciifolia Scop.
Parkinsonia aculeata L.

Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris

P. vulgaris L. var. nanus Asch.

P. coccineus L.

Pisum sativum L.

P. sativum L. subsp. sativum var arvense (L.)

Poir.

Robinia hispida L.
R. pseudoacacia L.
Styphnolobium japonicum (L.) Schott.

Trifolium pratense L. var. villosum DC.

T. repens L.

T. resupinatum L.

Trigonella foenum-graecum L.
Vicia ervilia (L.) Willd.

V. faba L. var. faba

V. narbonensis L.

V. pannonica Crantz.

V. sativa L.

V. sativa L. subsp. nigra (L.) Ehrh. var. nigra
V. sativa L. subsp. sativa
V. sericocarpa Fenzl. var. sericocarpa

V. villosa Roth subsp. dasycarpa (Ten.) Cav.

Erguvan
Nohut
Sigilli nohut
Giledigya
Soya
Colban

Kaba murdimuik

Kokulu miirdiimiik

Miirdiimiik
Mercimek
Termiye
Karayonca
Korunga
Siiliinagaci
Fasulye

Bodur fasulye

Bombay fasulyesi

Bezelye
Yemlik bezelye

Killi akasya
Yalanci akasya
Sofora

Cayir ticgiilii
Ak giil
Anadolu tiggiilii
Cemenotu
Burgak

Bakla

Koca fig
Macar Figi

Fig

Esek giirtilii
Fig

Citfigi

Dag eferigi

Siis bitkisi
Gida

Gida

Siis bitkisi
Gida

Yem bitkisi
Yem bitkisi
Siis bitkisi
Yem bitkisi
Gida

Yem bitkisi-Gida
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Siis bitkisi
Gida

Gida

Gida

Gida

Yem bitkisi

Siis bitkisi
Siis bitkisi
Siis bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi-Gida
Yem bitkisi
Gida

Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi
Yem bitkisi



V. villosa Roth subsp. villosa Tiyli fig Yem bitkisi
Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. Boriilce Gida

unguiculata

1.3 Fabaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Fabaceae familyasi tek yillik otsulardan agacglara kadar genis bir hayat formuna sahip ve
kozmopolit 6zellikte olup, diinya iizerinde genis bir alanda yayilis gosterir. Diinya lizerinde
750 cins ve yaklasik 20.000 tiir icermektedir. Tiirkiye Florasi’nda ise 83 cins ve 1145 tiirle
temsil edilmekte olup bunlarin 472 si (%41.2) Tirkiye i¢in endemiktir. Fabaceae
familyas1 Papilionoideae, Mimosoideae ve Caesalpinioideae olmak lizere 3 alt familyaya
sahiptir. Bu familyanin karakteristik ortak 6zelligi leglimen tipi meyveye sahip olmasidir.
Fabaceae familyasi otsu, calilar, agaglar ve sarilicilardan olusan dikenli ya da dikensiz
taksonlardir. Yapraklari; paripinnat, imparipinnat, bipinnat veya nadiren palmat loblu ya da
trifoliat, tendrilli veya dikenlidir. Genellikle stipulaya (kulak¢ik) sahip familya tiyelerinin
bazilarinda stipullar diken seklini almistir. Cigekler diizenli ya da diizensiz (aktinomorf
veya zigomorf) simetrilidir; ovaryum yapisina gore hipogin veya perigin ve ¢icekler
hermafrodit (iki eseyli) yapidadir. Cicekler tek, rasem, spika veya semsiye hallerinde
goriiliir. Sepaller (4-) 5, petaller (1-) 5, tabanda serbest veya birlesik. Stamenler 5 veya
genelde 10 adet, monodelfus (birlesik) veya diadelfus (ayr1) ya da bazen tamami serbesttir.
Meyveler bir veya ¢ok tohumludur (Davis,1970; Denarie vd., 1992; Brockwell
1995;Kocabas 2014).

1.4 Trigonella L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Tiiylii ya da tiiysiiz tek yillik (Tiirkiye’de) trifoliat yaprakli otsular. Yaprakciklar genellikle
disli, emarginat; stipiiller petiyole bitisik; 1-5-9 x 0.5-4 mm boyutlarinda, ovat, lanseolat
kuneat, obovat, oblong, obkordat, orbikular, romboid sekillerdedir. Cigekler koltuk
altlarinda tek ya da cogunlukla bas¢iklarda, basak (spika) ya da kisa rasemli. Kaliks 5 disli,
kampanulat ya da bazen tiipsii; diizenli ya da dudakli, 1.5-1 mm uzunlugundadir. Korolla
sar1, menekse, pembemsi, soluk lila, mavi, portakal ya da nadiren beyaz renklidir. Standart
oblong ya da obovat, 2.5-0 x 1-8 mm. Kayik¢ik obtuz, seritsi-obovat, oblong kanatlardan
daha kisadir. Stamenler petallerden ayri, diadelfus. Filamentler ugta genislememis,
beyazimsi, tilysiiz; anterler dorsifiks, stigma kapitat. Meyve ¢ogunlukla kaliksten tagmus,
diiz ya da biikiilmiis; seritsiden oblong ya da ovata kadar bazen subovat, gagali ya da

gagasiz; kanatsiz, 1-¢ok tohumlu. Tohumlar ¢ogunlukla tiiberkiillii ya da burusuk, nadiren



diizdir (Akan vd, 2020). Tirkiye'de dogal olarak yayilis gosteren Trigonella
coerulescens'in li¢ alt tiiri bulunmaktadir Tiriin teshis anahtar1 asagida verilmistir

(Erdogan vd., 2017).

1. Brakte 3-6 mm, kaliks 6-9 mm, disler subulat, yaprakg¢iklar obovat-kuneat ve
yogunca villoz, tohumlar ovoid-0bIoNg...............cooiiiiiii e 2

1. Brakteler 2-2.5 mm, kaliks 5 mm, disler linear, yaprak¢iklar obovat ve yogunca

tomentoz, tohumlarovat...............ccooiiiiiiii subsp. kemerensis
2. Brakteler 4-6 x 2.25 mm, kaliks 7-9 mm, ¢igek durumu 6-15 ¢igekli, pedunkul 15-
65 mm uzunlukta ve yogun hirsut, stipiiller 6-7 mm................... subsp. coerulescens

2. Brakteler 3-5x5-10 mm, kaliks 6-7 mm, ¢igek durumu 15-25 ¢igekli, pedunkul 6-30

mm, uzun ve yogun tomentoz, stiptil 3-6 mm....................... subsp. ayvalikensis

Sekil 1.4: T. coerulescens taksonlarinin iilkemizdeki yayilig alanlari. A) subsp.
coerulescens, B) subsp. kemerensis, C) subsp. ayvalikensis (Bizim Bitkiler, 2013).

T.. coerulesnces taksonlarmin {ilkemizdeki genel yayilis alanlar1i Sekil 1.4° te
gosterilmistir. Bu taksonlardan {ilkemizde en genis yayilisa sahip olan subsp. coerulescens

taksonudur. Bu takson; Giiney Marmara Boliimii, Dogu Karadeniz Bolimii, Orta



Kizilirmak Boliimii, ve Orta Firat Boliimiinde dogal olarak yayilis gdstermektedir. Diger
iki takson lokal endemiktir. Subsp. kemerensis sadece Antalya, Cirali’da yayilis
gosterirken; subsp. ayvalikensis’te Balikesir Ayvalik ilgesinde yayilis gostermektedir
(Sekil 1.4).

T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonu Trigonella cinsinin  “Biebersteinianae”
seksiyonunda yer almaktadir. Takson morfolojik olarak; tabandan itibaren dallamus,
kadifemsi tliylii; govde dik ya da hafif yatik, 5-20 cm boylarindadir. Stipiiller ovat, disli;
yaprakgiklar obovat, yogun villoz tiiylii, 8-15 X 3-10 mm. Pediinkiil 1.5-5 cm. Cigek baslari
12-15 ¢igekli, yogun ovat; meyvede oblong, 15-30 x 10-15 mm. Kaliks tubular, 7-9 mm,
disler subulat. Korolla mavi, 11-15 mm. Meyve hirsut, lanseolat, olduk¢a kavisli, 10-15 X

2-3 mm, 4-6 tohumlu. Tohumlar ovat, 2 mm boyundadir.

1.5 Trigonella L. Cinsinin I¢eriginde Bulunan Etken Maddeler

Trigonella cinsi tohumlar1, flavonlar, izoflavonlar ve polisakkaritlerin yaninda en ¢ok
bulunan bilesikler steroidal saponinler olan birka¢ sekonder metabolit grubunu igerdigi
bilinmektedir. Tohumlardaki steroidal saponin kompleksi, diiz veya dalli seker zincirlerine
sahip farkli spirostanol ve furostanol saponinlerden olusmaktadir. Ana aglikonlar (steroid
saponinler) diosgenin ve 25 epimer yamogenin oldugu bilinmektedir. T. foenum-graecum
tohumlarinda meydana gelen saponinler {izerine yapilan arastirmalar, bir¢ok bagimsiz
calismanin konusu olmustur ve sonug olarak, ayni kimyasal yapiya sahip bilesiklere,
ornegin protodiosin/bilesik C, protoneodiosin/trigonellasit C gibi farkli ortak isimler
verilmistir (Krol-Kogus vd., 2020) .

Krol-Kogus vd., (2021) tarafinda yapilan ¢alismada, T. foenum-graecum tohumlarindan
%70’1ik metanol ¢ozeltisi ile elde ettikleri ekstraktt HPLC yontemiyle analiz ederek
iceriginde en ¢ok flavon C-glikozitlerinden; izoviteksin, vicenin-1 ve viteksin bulundugunu

tespit etmislerdir.

Stefanowicz-Hajduk vd. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada, T. foenum-graecum bitkisinin
tohumlarin1 fitokimyasal olarak analiz ederek, steroid saponinler ( yamogenin, tigogenin,
diosgenin), flavon C-glikozitler (viteksin, orientin, izoorientin, vicenin-1, vicenin-2,

vicenin-3) ve alkaloid (trigonellin) bilesiklerinin bulundugunu tespit etmislerdir.

Abas ve Naguib (2019) tarafindan yapilan caligmada T. foneum ekstraktinin fitokimyasal
bilesenlerinin, alkaloid, flavonoid, fenolik, steroid, saponin, trigonellin, fitat, glikozidik

siyaniir ve tanenden olustugunu tespit etmislerdir.



1.6 Trigonella L. Uzerine Yapilmis Calismalar

1.6.1 Trigonella L. cinsi ile ilgili yapilan mikromorfolojik-anatomik ¢calismalar
Literatiir arastirmalarinda; Trigonella tiirleri tizerine yapilmis az sayida mikromorfolojik
ve anatomik calismalara rastlanmistir. Bu calismalarda daha cok; govde, yaprak ve
pedunkul gibi organlarin anatomik yapisi arastirilmistir. Morfolojik ¢aligmalarda ise polen
ve tohum yiizeyleri incelenmistir. T. coerulescens’ in alt tiirleriyle yapilmis herhangi bir

morfolojik ve anatomik ¢alismalara rastlanmamustir.

Ranjbar ve Hajmoradi (2016); T. spruneriana Boiss. tiiriiniin yetistigi 15 farklh
poplilasyondan alinan oOrnekler iizerinde anatomik arastirmalar gergeklestirmislerdir.
Anatomik caligmalar; kollenkima, parankima, sklerenkima lifi tabaka sayis1 ve damar
demetlerinin sayisi, enine kesit sekli, yapraklarin adaksiyal yiizeyindeki stomalarin
yogunlugu ve boyutu, stoma tipi ve epidermal hiicre sekli gibi ¢esitli anatomik karakterler
lizerinde yiirttilmistiir. Ayrica, calismadan elde edilen anatomik karakterlere dayali
karsilastirmali tabloda verilmistir. Sonug olarak tiiriin intraspesifik bir ozellik tasidigi

anatomik verilere gore ortaya konulmustur.

Ranjbar ve Hajmoradi (2015); Trigonella seksiyonundan yeni bir tiir olan Trigonella
bakhtiarica tiirii lizerinde sitogenetik ve anatomik caligmalar gergeklestirmislerdir. Bu
caligmalarinda T. bakhtiarica tiirii ile birlikte bu tiire ¢ok yakin olan T. aphanoneura
tirtintin karsilagtirmali gévde anatomik yapisi ile yaprak iist ve alt yilizeyinin anatomisini

arastirmiglardir.

Ghadri vd. (2014); Trigonella cinsine ait 5 takson tizerinde (T. monantha subsp. monantha,
T. orthocera, T. foenum-graecum, T. monspeliaca, T. grandiflora) karsilastirmali
morfolojik, anatomik ve palinolojik arastirma yiiriitmiislerdir. Morfolojik c¢alismalarda;
vejetatif ve floral yapida gozlenen karakterler UPGMA kullanilarak cluster analiziyle
yakinlik dereceleri ortaya konulmustur. Anatomik caligmalarda gdvde ve yapraklarin
anatomik oOzellikleri incelenmis ve karsilastirmali olarak farkliliklar ve benzerlikler
gosterilmigtir.  Palinolojik ¢alismalarda polen ornekleri iizerinde asetoliz yoOntemi
uygulanmis ve sonra O6rnekler SEM’ de incelenmistir. Calismanin sonucunda; tiirler
arasinda govdedeki ksilem sklerankimanin tipinde ve trake ¢aplarinda 6nemli varyasyonlar
tespit edildigi belirtilmistir. Palinolojik calismalarda da polen ornamentasyonunun

taksonlarin siniflandirilmasinda 6nemli katkilari oldugunu ifade etmislerdir.
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Pmar vd. (2014); Tiirkiye’de yetisen 38 Trigonella tiiriniin polenlerini 11k (LM) ve
taramali elektron mikroskopunda (SEM) morfolojik olarak incelemislerdir. Calismada
incelenen polenler Wodehouse yontemine gore hazirlanmistir. Calismada, T. coerulescens

subsp. coerulescens taksonunun polen morfolojisi de ele alinmistir.

Ranjbar vd. (2014); Iran’ da yeni bir tiir olarak tespit edilen ve Ellipticae seksiyonunda yer
alan Trigonella khalkhalica tiirii tizerinde mikromorfolojik ve anatomik ¢alismalar
yirtitmislerdir. Bu g¢alismalarinda T. khalkhalica tiirli sistematik agidan yakin olan T.
elliptica tirii ile karsilastirilmistir. Anatomik calismalarda; gévde anatomik yapisi ile
yaprak iist ve alt yiizeyinin anatomisini arastirilmigtir. Morfolojik calsimalarda 151k

mikroskopunda polen de (Wodehouse yontemiyle) arastirilmustir.

Dinu vd. (2013); T. foenum graecum ve T. caerulea tiirlerinin tohumlarint morfolojik ve

kimyasal acidan degerlendirmislerdir. Ayrica SEM’ de ¢icek yapisini da arastirmislardir.

Turki vd. (2013); Trigonella cinsine ait 19 tiirin tohum morfolojisini LM ve SEM’de
incelemislerdir. Tohum morfolojisinde; sekil, renk, hilum sekli ve konumu ile tohum
yiizeyi gibi Karakterleri incelemislerdir. Daha sonra elde edilen karakterlere dayali

filogenetik agag olusturulmustur.

Ranjbar vd. (2012) Iran’da Ellipticae seksiyonuna dahil edilen yeni bir tiir (T. yasujensis
Ranjbar, Z. Hajmoradi & Karamian) iizerinde taksonomik ¢aligsmalar yiiriitmislerdir. Bu
caligmalarinda yeni tiiriin anatomik ve palinolojik 6zellikleri de arastirilmistir. Anatomik
caligmalarda yeni tiirle beraber bu tiire en yakin olan T. elliptica tiirliniin govde ve
pedunkul yapist LM’ de incelenmistir. Palinolojik ¢alismalar LM’de gerceklestirilmstir.

Sonugta iki tlir arasinda benzerlik ve farkliliklar tablo halinde sunulmustur.

Ceter vd. (2012); Tirkiye’de dogal olarak yetisen Trigonella taksonlarmin tohum
morfolojisi arastirmislardir. Calismada 37 taksonun tohum morfolojisi ayrintili olarak hem
stereomikroskop hem de SEM ile ayrintili olarak calisilmistir. Calisilan taksonlardan

birisini de T. coerulescens subsp. coerulescens olusturmaktadir.

Ranjbar vd. (2010); tarafindan Iran’da yayilis gdsteren T. disperma Bornm. ex Vassilcz
tiirliinlin yaprak epidermis morfolojisi ve pedunkul anatomisi arastirilmistir. Anatomik
calismalarda; kollenkima, parankima, sklerenkima fibrilleri, vaskuler demet say1
yogunlugu, stoma tipi, yaprakeiklarin adaksiyal ve abaksiyal stoma yogunluklari gibi

onemli anatomik karakterler ortaya konmustur.

11



1.6.2 Trigonella L. cinsi ile ilgili yapilan sitotoksisite calismalari

Stefanowicz-Hajduk vd. (2021), T. foenum-graecum bitkisinin tohumlarindaki
bilesiklerden (sapojeninler, flavon C-glikozitler, alkaloid trigonellin) ekstrakt elde ederek,
SKOV-3, HeLa ve MOLT-4 kanserli hiicre hatlarinin sitotoksik aktivitelerini
degerlendirmeyi amaglamiglardir. Arastirmacilar tohumlardan iki farkli ekstrakt (metanol-
su) ve ayrica tohumlart petrol eteri-kloroform ile saflastirilip metanol ile ekstrakte ederek
fraksiyon hazirlamislardir. Hazirlanan bu fraksiyonun kanserli hiicre hatlar1 iizerinde giiclii
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica fraksiyonun, ROS {iretimini ve

hiicrelerdeki kaspaz aktivitesini nemli dl¢lide arttirdigi gozlenmistir.

Mahapatra vd. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada; T. foenum-graecum bitkisindeki Fe (1)
Schiff baz kompleksinin etki mekanizmasi; morfolojik, sitolojik, biyokimyasal ve
molekiiler yaklagimlar kullanilarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada Fe (II) Schiff baz
kompleksinin anti-tiimor aktivitesinin degerlendirilmesi i¢gin MCF-7 hiicre hatt1 ve kati
timor modeli kullanilarak daha fazla fonksiyonel karakterizasyon gergeklestirilmistir.
Aragtirmacilarin yaptigir deney sonuglari, DNA'da ¢ift sarmal kirilmalarin indiiksiyonunda
Fe (II) Schiff baz kompleksinin etkinligini gostermistir. Bu duruma goére de Trigonella
fidelerinde acik¢a sitotoksik ve genotoksik hasarin tetiklendigini bildirmislerdir.
Calismada, Fe-kompleks tedavisi, Trigonella fidelerinde riskli CDK1, CDK2 ve CyclinB1
proteini ekspresyonu ile ATM-ATR kinaz aracili DNA hasart yanit yolunun
aktivasyonuyla hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugunu gozlemlemisler, ayrica
kiiltiirlenmis MCF-7 hiicrelerinde, Fe (II) Schiff baz kompleksinin hiicre i¢i ROS {iretimi
yoluyla sitotoksisiteyi ve DNA parcalanmasini indiikledigini de bildirmislerdir. Fe-
kompleks tedavisinin, kati tiimor modelinde de tiimér bityiimesinin herhangi bir yan etki

olmaksizin inhibe ettigini saptamislardir.

Thakur ve Ahirwar (2019) tarafindan yapilmis c¢alismada; T. foenum graecum
tohumlarindan izole edilen steroidal bilesik, etil izo-allokolat’in A549 akciger kanseri
hiicrelerine in vitro ve in vivo olarak sitotoksisitesi, antitimor, antimetastatik ve
antianjiyojenik etkilerini arastirmuslardir. Izole edilen tiim bilesikler arasinda etil izo-
allokolat’in, en yiiksek sitotoksisite potansiyeli sagladigimi gdzlemlemislerdir. In vitro
verilerle tutarli olarak, zebra baliklarinda etil izo-allokolat, en yiiksek yiizde tiimor
bliylimesi inhibisyonunu gdsterdigini saptamislardir. Arastirmacilar yapmis olduklar1 bu
deney sonuglarina gore, T. foenum-graecum tohumlarindan izole edilen steroidal tiirevin,

kanser hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu indiikledigini ve in vivo tiimor biiylimesini,
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metastazi ve anjiyogenezi azalttigini ve normal dokular {izerinde giivenli oldugunu

gbzlemlemislerdir.

Allaoui vd. (2019); T. foenum graecum’un iki tane protein hidrolizatinin (Purafect ve
Esperase) kolorektal kanserin tedavisi ve ilerlemesi {izerindeki olast etkisini
aragtirmiglardir. Purafect ve Esperase adl1 iki enzimi ayr1 ayr1 kullanarak hidrolize etmigler
ve daha sonra farklilasmis ve farklilasmamis insan kolonik adenokarsinomu Caco2 / TC7
hiicreleri lizerinde test etmislerdir. Her iki hidrolizatin, farklilagmis hiicrelerin biiylimesini
etkilemezken, G1 fazinda erken apoptoz ve hiicre dongiisii durmasi ile farklilasmamis
hiicre proliferasyonunda bir azalmaya neden oldugunu gozlemlemislerdir. Bu durumun,
mitokondriyal membran gegirgenligi, sitokrom C'nin sitoplazmaya salinmas1 ve kaspaz-3
aktivasyonu ile tetiklendigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ek olarak, T. foenum graecum
proteinlerinin hidrolizatlari, ROS'un hiicre i¢i seviyelerini disiirdiikleri i¢in antioksidan
aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir. Bu bulgulara gore arastirmacilar, T. foenum
graecum proteinin hidrolizatlarinin kolorektal kanser tedavisinde nutrasotik molekiiller

olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.

Rao ve Grant (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, T. foenum-graecum ekstratinin iyi
huylu prostat hiperplazisi (BPH) semptomlar1 iizerindeki etkisini ¢ift-kér randomize,
plasebo kontrollii bir g¢alisma kullanarak degerlendirmislerdir. Caligmalarinda, BPH
semptomlar1 olan 45 ile 80 yaslar1 arasindaki 100 saglikli erkegi dikkate almislardir.
Katilimeilari, giinde 600 mg T. foenum-graceum veya 12 hafta boyunca plasebo oral
dozuna randomize etmiglerdir. Arastirmacilar deney sonuglarina gore, T. foenum-
graceum'un BPH semptomlarini iyilestirme iizerinde bir etkisinin olmadigim
gostermislerdir. Hormon seviyelerinin, glivenlik markorleri ve prostata 6zgili antijenin 12

hafta sonra degismeden ve normal sinirlar i¢inde kaldigin1 gézlemlemislerdir.

Abas ve Naguib (2019) tarafindan yapilan c¢aligmada T. foenum graecum’ un kuru
tohumundan ve ¢imlenmis tohumundan iki farkli sulu ekstrat hazirlayarak, antikanser
aktivitesi lizerindeki etkisini degerlendirmeyi amaclamiglardir. Her iki ekstraktin da MCF7
insan gogsii ve pankreas (AsPC-1) hiicreleri iizerindeki biiylimeyi Onleyici etkisini
arastirmiglardir. Deney sonuglarina gore arastirmacilar, hem kuru hem de ¢imlenmis
ekstratlarin  her iki hiicre hattinda da apoptozu indiikledigini gdstermislerdir.
Cimlendirilmis ekstraktin etkisinin kuru ekstraktinkinden daha yiiksek oldugunu

gbzlemlemislerdir.
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Goyal vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, T. foenum-graecum (TFG) tohum ekstrati
kullanilarak glimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler) sentezi icin basit ve ¢evre dostu bir
yontem belirlenmistir. Antibakteriyel aktivitelerde; Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus kullanilmistir. Arastirmacilar elde
ettikleri sonuclardan, TFG-AgNP'lerin gram pozitif bakteri lizerinde daha fazla etkiye
sahip oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica biyosentezlenmis TFG-AgNP'lerin, deri
kanseri hiicre hattina (A431) kars1 kayda deger antikanser etkinligi gosterdigini ve 6nemli

antioksidan etkinlik sergiledigini tespit etmislerdir.

Al-Dabbagh vd. (2018) tarafindan yapilan in vitro arastirmada; T. foenum-graecum
tiirlinlin ekstraktlarinin antioksidan aktiviteyi, toplam fenolleri ve flavonoidleri belirleyerek
antiproliferatif aktivitesini degerlendirmislerdir. Calismada, test edilen ekstraktlarin
etkilerini insan hepaselluler kanser hiicre hattina (HepG2) karsi arastirmislardir. Test
edilen tim ekstratlarla tedavi edilen hiicrelerde hiicre canliliginda doza bagli bir azalma

rapor edilmis ve HepG2 kanser hiicre hattin1 yok edici etkisi gozlemlenmistir.

Iranmanesh vd. (2018); T. foenum-graecum tohumunun hidroalkolik ekstratinin anti-
anjiyojenik aktivitesini in vitro ve in vivo olarak arastirmislardir. Arastirmacilar,
tohumun hidroalkolik ekstratin1 ve talidomidini (kanser tedavi edici oldugundan pozitif
kontrol olarak kullanilmig) insan saglikli endotelyal hiicre hatt1 (HUVEC'ler) ve 3T3
fibroblast hiicrelerinin canliligi tizerindeki etkisini, tiyazolil mavi tetrazolyum bromiir
(MTT) deneyi ile degerlendirmislerdir. T. foenum-graecum tohumunun hidroalkolik
ekstratininin  anti-anjiyojenik etkisini incelemek i¢in in vivo model olarak civciv
koryoallantoik membran1 (CAM) kullanmislardir. Deney sonuglarina goére, tohumun
hidroalkolik ekstratinin, talidomide benzer sekilde, HUVEC'lerin ve 3T3 hiicrelerinin
canliligini 24 saat sonra doza bagl olarak 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gozlemlemislerdir.
CAM modelinde tohumun hidroalkolik ekstrati1 ve talidomid, neovaskiiler noktalarin
sayisinda ve 1. ve 2. derece damarlarin miktarinda 6nemli bir diisiise neden oldugunu
gbzlemlemislerdir. Sonug olarak; T.foenum-graecum’ un vitro ve in vivo olarak sitotoksik

ve anti-anjiyojenik etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur.

Habib-Martin vd. (2017); T. foenum-graecum’un ham ekstratlarinin farkli fraksiyonlarini
hazirlamislar ve bunlarin antianjiyojenik 6zelliklerini, ex vivo sican aortik halka deneyi ve
in vivo tavuk embriyo koryoallantoik membrant (CAM) deneyini kullanarak

degerlendirmislerdir. MTT testini kullanarak MCF7 hiicrelerinde dogrudan sitotoksik
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aktivite tayini yapmislardir. Arastirmacilarin yapmis olduklari deney sonuglarina gore,
etanol ekstrati, sican aortik halka deneyinde birincil doku eksplantlarindan kan damari
biliylimesine %100 inhibisyon gosterdigini, diger ekstratlarin anlamli antianjiyojenik
aktivite  gostermedigini  belirtmislerdir. Etanol ekstratinin  bu nedenle c¢esitli
konsantrasyonlarda denemigler ve onemli bir doza bagimli etki sergiledigini ortaya
¢ikartmislardir. Etanol ekstratinin, yeni kan damarlari olusumunda 6nemli bir inhibisyon
gosterdigini, CAM testi aortik halka testinin sonuglariyla ayni zamana denk geldigini
gozlemlemislerdir. Ekstratlarin yalnizca MTT testinde MCF7 gogiis kanseri hiicre hatlarina

kars1 en yiliksek konsantrasyonda anti-proliferatif aktivite gosterdigini gozlemlemisglerdir.

Ahmed vd. (2017) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada T. foenum graecum tiiriniin metanol ve
etil asetat ekstraktlarmin, fare beyninde kanser hiicre hatlar1 ve NaNO:2 kaynaklh
norodejenerasyona karst koruyucu etkilerini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Deneylerde
yetiskin erkek albino farelerine, 15 giin boyunca 300 mg / kg'lik bir dozda agizdan NaNO-
uygulamiglardir. Kontrol grubunda damitilmis su ve normal fare beslenmesini
uygulamiglardir. Deney gruplarina T. foenum graecum’ un metanol ve etil asetat
ekstraktlar1 15 giin siireyle agizdan 100 ve 200 mg / kg olmak iizere iki farkli doz seklinde
verilmistir. Beynin histopatolojik incelenmesi kresil moru ve H&E boyama yardimi ile
yapilmistir. Ekstratlarin ~ sitotoksisitesini, insan kornea epiteli (HCEC), MCF-7 ve Hep2
hiicre hatlarma karst MTT deneyi ile degerlendirmislerdir. Deney sonuglarina gore
aragtirmacilar, T. foenum graecum tohumlarinin metanol ve etil asetat ekstraktlari, kontrol
grubuna kiyasla beynin hipokamp ve korteks bdlgelerinde norodejenerasyonu inhibe
ettigini saptamiglardir. Ayrica ekstratlarin, Hep2 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 antikanser
aktivite ve HCEC'ye kars1 diisiik sitotoksisite sergiledigini ve in vitro saglikli hiicrelerini

korudugunu gézlemlemislerdir.

1.6.3 Trigonella L. cinsi ile ilgili yapilan diger calismalar

Noohpisheh vd. (2020)’ nin yapmis olduklar1 ¢alismada; T. foenum-graecum fiizerinde Ag-
ZnO nanokompozitlerinin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri degerlendirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite ig¢in; gram-pozitif Staphylococcus aureus ve Gram-negatif
Escherichia coli bakterileri, antifungal aktivite i¢in; Candida albicans kullanilmstir.
Calisma sonucunda; Ag-ZnO nanokompozitlerinin, test edilen tiim mikrobiyal ve fungal
suglara kars1 toksik oldugu ortaya konulmus; ayrica, Ag-ZnO nanokompozitlerinin DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikallerine kars1 6nemli antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu bildirmislerdir.
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Khan vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada; T. foenum-graecum’ un sulu yaprak 6ziitii
kullanilarak sentezledikleri giimiis nanopartikiiller (AgNP), bitki patojenik bakterisi
Pseudomonas syringae ve bitki patojenik fungusu Alternaria alternata’ ya karsi in vitro
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilmistir. Antifungal deney sonuglarinda,
cesitli yerlerde mantar miselyumunun bozuldugunu goézlemlemislerdir. Benzer sekilde,
antibakteriyel deney sonuglarinda da inhibisyon bdlgelerini gozlemlemisglerdir.
Aragtirmacilar bu protokoliin AgNP'lerin sentezi i¢in zararsiz yani toksik olmayan bir
yontem oldugunu tespit etmislerdir. Deney sonuglarina gore aragtirmacilar, sentezlenen
AgNP'lerin ¢esitli patojenik mikroorganizmalar i¢in etkili bir bliyiime inhibitdrii olarak
kullanilabilecegini ve mikrobiyal sistemleri kontrol etmek i¢in uygulanabilecegini

kanitlamislardir.

Ashraf vd. (2019) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda; T. foenum-graecum’ un ugucu yaginin
kimyasal bilesimini gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile analiz ederek,
ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir. Calismalarda; Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Candida albicans, Penicillium pinophilium, Saccharomyces
cerevisiae, Rhodococus equi, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Cronobacter
sakazakii, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
Clostridium perfringens, Micrococcus luteus, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Salmonella enterica, Shigella, Enterococcus hirae, Listeria ivanovii ve
Listeria innocua mikroorganizmalarini kullanmiglardir. Calisma sonucunda; T. foenum-
graecum ucucu yagmin mikrobiyal suslara karsi onemli bir antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir.

Varghese vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada; T. foenum graecum’ un tohum
ekstresini  kullanarak sentezledikleri AgNP'lerin antimikrobiyal mekanizmalari ve
antikanser Ozellikleri arastinlmigtir. Calisma sonuglarma goére; AgNP'ler 6nemli gram
pozitif bakterilerin, gram negatif ve filamentli mantarlara gore klinik olarak ©nemli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, gram negatif bakterilerin
biiyiimesinin AgNP'ler tarafindan gram pozitif bakterilere kiyasla nispeten baskilandig
ortaya konulmustur. Bunlara ilaveten, deney sonuglarindan AgNP'lerin MCF7 ve vero

hiicre hatlarina kars1 6nemli antikanser aktivite sergiledigi bildirilmistir.
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Subhapriya ve Gomathipriya (2018) tarafindan yapilan ¢alismada;  sentezlenmis
biyosentezlenmis nanopartikiillerin (TF-TiO2NP) antimikrobiyal aktivitesini ve bu etkinin
secilen mikrobiyal tiirler (Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli,
Proteus wvulgaris, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
enterocolitica, Bacillus subtilis ve fungus Candida albicans) ile olan bagimliligini
degerlendirmeyi amaglamiglardir. Biyosentezlenmis nanopartikiillerin (TF-TiO2NPS)
antimikrobiyal aktivitelerini Kirby-Bauer yontemini kullanarak incelemislerdir. Deney
sonuglarma gore, TF-TiO2 nanopartikiillerinin, test edilen tiim mikroorganizmalara karsi

onemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Nateqi ve Mirghazanfari (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada; T. foenum graecum’dan elde
edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesini, toplam fenolik igerigini, insanlarda ve
hayvanlarda fusariosis etkenlerinden biri olan toprak saprofiti ve 6énemli bir bitki patojeni
olan Fusarium solani'nin biiytimesi {izerindeki antifungal aktivitelerini arastirmiglardir.
Aragtirmacilar deney sonuglarina gore T. foenum-graecum'un 6nceki ¢aligmalarinda 6nemli
Olciide antibakteriyel ve antifungal aktiviteler gdstermesine ragmen, mevcut c¢aligmada
referans bitkinin etkili olmadigin1 ve F. solani susunu inhibe etme kabiliyetinin az

oldugunu bildirmislerdir.

Omezzine vd. (2017) tarafindan yapilmis arastirmada; ii¢ gelisim sathasinda (vejetatif,
ciceklenme ve meyve verme) hasat edilen diploid ve miksoploid T. foenum-graecum
tiirlinlin toprak iistii kistmlarinin organik ekstraktlarinin etkinligi, Fusarium oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici (FORL) ve F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) antifungal
aktiviteleri agisindan degerlendirmislerdir. Test edilen tiim ekstraktlarin, FORL ve FOL
miselyal biiylimesini inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Calisma sonuglarina gore; T.
foenum-graecum’ un toprak istii kisimlarinin metanolik ekstraktlarinin FOL ve FORL'ye
kars1 oldukga aktif oldugu ve fungal bitki patojenlerine karsi aktif olan dogal iiriinlerin

kaynaklarindan biri olarak kabul edilebilecegi vurgulanmustir.

1.7 Calismanin Amaci

Bu c¢aligmada iilkemizde lokal endemik olarak tespit edilen T. coerulescens subsp.
ayvalikensis tizerinde mikromorfolojik, anatomik ve sitotoksik aktiviteleri ayritili olarak
ilk defa arastirilmistir. Bu kapsamda caligsmalar 3 ana basamakta yiirtitiilmiistiir (Bknz akis

diyagrami (Sekil 1.5).
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Lokal endemik takson toplanirken, mikromorfolojik ve anatomik ¢alismalarda
karsilagtirma yapmak i¢in diger alttiirler de (T. coerulescens subsp. coerulescens, T.
coerulescens subsp. kemerensis) temin edilmistir.

a. Mikromorfolojik calismalarda; taksonlarin trikom yapilar1 (gévde ve yaprak) ile
birlikte tohum yiizeyi ve polen ornamentasyonu c¢alisilmistir. Fotograflar Zeiss
EVO 50 taramali elektron mikroskopu ile g¢ekilmistir. Tohum mikromorfolojisi
caligmalar1 SEM-EDX cihazinda gergeklestirilmistir.

b. Anatomik ¢alismalarda; gerekli olan bitki materyalleri toplanarak %70' lik etanol
iceren plastik kapakli cam siselerde saklanmistir. Her takson ig¢in farkl
lokalitelerden toplanan ¢igekli bitkilerin gévde, yaprak ve petiyolleri kullanilmistir.
Yapraklarin orta bolgelerinden elle enine ve ylizeysel; gévde ve petiyoliin orta
bolgelerinden ise elle enine kesitler alinmigtir. Bu kesitler floroglusinol-HCI
reaktifi ile boyandiktan sonra gliserin-jelatin yontemi ile (Yakar Tan, 1982) daimi
preparat halinde preperat kutusunda anatomik caligsmalarda kullanilmak tizere
saklanmistir. Preperatlar Olympus BX 53 marka mikroskopta incelenmis ve her bir
preperattaki ornegin mikro fotograflar1 g¢ekilmistir. Cekilen fotograflar iizerinde
“Alamet 006" Ol¢lim programi kullanilarak kesitler iizerinde mikro olgiimler
yapilmistir. Elde edilen 6l¢iimlerin ortalama ve standart sapmalari bulunmustur.

c. Antikanser aktivite ¢aligmalarinda (Sitotoksik aktivite deneyleri); MTT yontemi
kullanilmigtir. MTT metodu; sitotoksik analiz, hiicre canliligi ve poliferasyonu i¢in
tercih edilen, kantitatif kolorometrik yontemlerden biridir. Bu metot apoptozun
erken evresindeki veya canli hiicrelerin mitokondrileri vasitasiyla gergeklestirdigi
reaksiyonda, MTT c¢ozeltisindeki tetrazolium halkasi hiicre mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri tarafindan parcalanip, renkli formazan kristallerini
meydana getirir. MTT metodu, saglikli hiicrelerin mitokondrilerinin MTT
boyasinin tetrazolium halkasin1 pargalamasi yontemi olarak bilinmektedir.
Deneyden onceki giin hiicre sayimi yapilarak, hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 5000-15000 (hiicre hattina gore degiskenlik gostermektedir, HUVEC
i¢cin 5000, PC3 i¢in 10000, SW480 i¢in 5000) hiicre olacak sekilde paylastirilmistir.
Farkli ¢oziiciilerle (saf su, hekzan, metanol, etanol, aseton) hazirlanan ekstratlar
farkli dozlarda (Metanol, Etanol, Hekzan, Aseton i¢in: 325 pg/ul - 187,5 pg/ul —
93,75 png/ul — 46,875 pg/ul — 23,45 pg/ul ; Saf su igin: 250 pg/ul — 125 pg/ul —
62,5 ng/ul — 31,25 pg/ul — 15,62 pg/ul ) hiicrelere uygulanmustir. insan Saglikli
Endotelyal Hiicre Hatti (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC)
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Kontrol grubu olarak kullanilip, Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1 (Human Prostate
Cancer Cell Line, PC-3) ve Insan Kolon Kanseri Hiicre Hatt1 (Human Colon
Cancer Cell Line, SW480) ile karsilastirilmistir. Uygulamadan 24 sa, 48 sa ve 72 sa
saat sonrasinda son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde her kuyuya stok
MTT soliisyonu eklenip, 4 saat boyunca 37 °C, %5 COz igeren inkiibatérde inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonunda medyum uzaklastirilip, 0.004 M HCI igeren
izopropanol ile kristaller ¢oziilmiis ve spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda
absorbans alinmustir.

Bu calismanin ileride, benzer cins ya da taksonlarla yapilacak sistematik
caligmalara ve sitotoksisite deneylerinde kullanilmak tizere elde edilen ekstraktlarin

farkli kanserli hiicre hatlar1 tizerindeki etkisini gésteren arastirmalara 6nemli bir

kaynak olacagini iimit etmekteyiz.

Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis

\ 4 A4 v A v
Bitki 6rneklerinin Anatomik Calismalar Mikromorfolojik Ekstrakt Hazirlama Hiicre kiiltiirii
toplanmasi Cahsmalar cahismalan
: 1 : i 1 i
1 ] 1 ] ]
v v v A A
Lokal  endemik Bitki drneklerinin % [ SEM incelemeleri Saf su Hiicrelerin rutin
taksonun 70°lik etanol igeren ) ) pasaj ile cogaltilmasi
herbaryum, sigelere konulmast 1)Epidermal yiizey Hekzan (PC-3, SW480 ve
anatomik Caligmalar o
; 1 Metanol
gahgriclar e 1 2)Tohum i
ekstrakt eldesi igin v omzmentasyorm Etanol ;
toplanmasi T
| hBo}.-a] cozeltilerinin 3)Polen \\ Aseton s v
| azirlanmasi \\omamentas_vonu / deney dizaym
v : (Tripan mavisi ile
Mikromorfolojik v lfJO)'ama Ve sayma
ve anatomik iglemlers)
calismalarda Bitki organlarindan
kargilagtirm: kesttlerin jiletle :
yapmak icin diger alinmasi ve da.lmx H
alttiirlerin preparat haline
herbaryum getirilmesi 216 ku}}:{u pllakalara
Srneklerinin temin | MAATIUCICAAO
edilmesi | farkls dozlarda
v ekstrat uygulamalan
(T coerulescens i
subsp. Prgpamtlann !
coerulescens mikroskopta (LM) v
incelenmesi ve -
T. coerulescens fotograflarm gekilmesi MTT testiile
subsp. kemerensis) sno_toksﬂ( et_kxlerm
belirlenmesi

Sekil 1.5: Tez ¢calismasina ait akis diyagrama.
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2. MATERYAL-METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitkisel Materyal

Calismanin materyalini olusturan lokal endemik Trigonella coerulescens subsp.
ayvalikensis taksonu, Balikesir’ in Ayvalik ilgesinin iki farkli lokasyonundan toplanmuistir.
Bitki tek yillik hayat formunda (annual) oldugundan; ciceklenme donemi, Mart - Nisan;
tohum dénemi ise Mayis - Haziran aylarinda arazi calismalar1 yapilmis ve taksonun hem
cicekli hem de meyveli 6rnekleri habitat alani, deniz seviyesindeki kiy1 kumullar1 ve sahil
kenarlarindan toplanmistir. Taksonun toplandig1 lokaliteler asagida verilmistir. Ayrica
Sekil 2.1 * de bitkinin genel goriintiisii ve Sekil 2.2° de de taksonun toplandig1 lokaliteler
harita iizerinde sunulmustur.

B1 Balikesir: Ayvalik, Kiiciikkdy, Badavut sahil kenari, kumul alanlar, deniz seviyesi,
12.03.2020, 39°1623" K, 26°37'43" D, SV 1616.

Bl Balikesir, Ayvalik, Izmir-Canakkale Yolu Uzeri, Kiiciikkdy Tuz Golii, 1-2 m,
7.06.2020, 39°15'44" K, 26°42'39" D, SV 1644.

Sekil 2.1: Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis. A) Genel goriiniis, B) Cigek, C)
Meyve.
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Tez calismasi icin toplanmis olan bitki 6rneklerinin belirli bir miktart herbaryum &rnegi
yapilip, etiketlenerck Balikesir Universitesi Altinoluk Meslek Yiiksekokulu Botanik
Laboratuvarinda saklanmistir. Belirli miktar1 da anatomik ¢aligmalarda kullanilmak tizere
%70’lik alkol iceren plastik kapakli cam kavanozlara konularak {iizeri etiketlenmistir.
Mikromorfolojik ve anatomik incelemeler, taze ve kuru herbaryum Ornekleri iizerinden

yapilmustir.

AYVALIK 4 TURKIYE

Sekil 2.2: incelenen taksonun toplandig1 lokaliteler (Toplanma lokaliteleri yildiz ile
gosterilmistir.)

2.1.2 Calismalarda Kullamlan Kimyasallar
Tez calismasinda gerekli kimyasal materyallerin hepsi deneysel siiregler igin uygun
strerillik ve safliktadir. Ekstrakt elde edilmesinde ve sitotoksisite deneylerinde kullanilan

kimyasal malzemeler Fermantas ve Thermo Scientific tireticilerinden saglanmustir.
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Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar ve iireticileri

Kimyasallar Uretici
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Sigma
Bromide - Tiazolil Mavi Tetrazolyum
Bromiir)
PBS (Phosphate Buffered Saline - Fosfat Sigma
Tamponlu Salin)
Isopropanol (C3HsO) Thermo Fisher Scientific
HCI (Hidroklorik asit) Sigma-Aldrich
DMEM EuroClone
FBS (Fetal Bovine Serum — Fetal Sigir EuroClone
Serumu)
EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit) Sigma
Tripsin Sigma
DMSO (Dimethly Sulfoxide - Dimetil Sigma-Aldrich
Siilfoksit)
Hekzan (CH3(CH2)4CHs Kimetsan
Etanol (C2HsOH) Merck
Aseton (C3HeO) Sigma-Aldrich
Metanol (CH3z0OH) Sigma-Aldrich

2.1.3 Calhismalarda Kullamlan Arac-Gerecler

Tablo 2.2: Calismadan kullanilan cihazlar-modelleri

Kullanilan Cihazlar

Modelleri

Otomatik Pipetler

Axygen, Thermo

Vorteks

Elektromag

Santrifiij (15 mI’lik falkon)

Niuive NF 815

Santrifiij (50 mI’lik falkon)

Rotofix 32 A Hettich Zentrifugen

Evaporator

Heidolph Hei-VAP Precision

Hassas Terazi

Denver Instrument

Laminar Air Flow

Telstar BIOII

Buz Makinesi

Fiochetti Frigoriferi Scientifici
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Inverted Mikroskop Cihazi Nikon

Buzdolab1 Arcelik

-80°C Derin Dondurucu Thermo

Saf Su Cihazi Thermo, Comecta Sa
CO2 'li inkiibatér Nuair Nuair
Spektrofotometre Cihazi Thermo

Otoklav

Hirayama HG-80

Etiv WTB, Germany, Niive, Tiirkiye
Calkalayici Biosan 3D, Sunflower Mini-Shaker
SEM-EDX Zeiss EVO 50
Isik Mikroskopu Olympus BX 53
Kaplama Cihazi BAL — TEC SCD 005
SEM Cihazi NeoScope JCM-5000

2.2 Metot

2.2.1 Deneylerde Kullanilan Malzemelerin ve Ortamin Sterilizasyonu

Calismalarda kullanilan soliisyonlar ve cam malzemelerin tamami, ependorf, pipet uglari,
erlen gibi yiiksek sicakliklara dayaniklilik gosteren malzemeler 20 dakika 121°C’de
otoklavda steril edilmistir. Otoklav cihazindan ¢ikarilan soliisyonlar normal sicakliga
geltikten sonra uygun saklama kosullarina alinip, diger materyaller ise 80 °C ‘de bulunan

etiive yerlestirilerek kurutma islemi gergeklestirilmistir.

Mikromorfolojik ve anotamik calismalarda kullanilan mikroskop cesitlerinden kaliteli
fotograf goriintiisii elde edebilmek i¢in mikroskoplarin okiiler ve objektif kisimlarinin
temiz olmasina dikkat edilmistir. Hazirlanan preparatlarda hava boslugu kalmamasina

dikkat edilerek lam ve lamel yiizeyinin temiz olmasi saglanmustir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda ¢alismaya baslamadan 6nce laminar flow igerisinde bulunan
UV lamba en az yarim saat agilarak ortamin sterilligi saglanmis, sonrasinda virkonlu su,
sodyum hipoklorit (NaOCI) ve seyreltilmis etil alkolle (%70’lik) silinip temizlenmistir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda kullanilan inkiibatér cihazinda
bulunan, ortamin nemini ayarlayan su tablasinin herhangi bir kontaminasyona yol
agmamasi i¢in saf su otaklavlanarak konulmus ve saf su diizenli araliklarla yenilenmistir.

Inkiibatér cihazina bagli CO> tiipiiniin ¢alisir durumda oldugunun kontrolii saglanmustir.
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2.2.2 Mikromorfolojik ve Anatomik Calismalar

2.2.2.1 Mikromorfolojik Calismalar

Mikromorfolojik g¢alismalarda taksonlarin trikom yapilar1 (gévde ve yaprak) ve tohum
ylizeyi ornamentasyonu g¢alisilmistir. Calisma siiresince bitkinin govde ve yapraklarindan
alinan pargalar ile tohum oOrnekleri her iki yiizeyinde yapigkan karbon bant bulunan
disklere uygun sekilde yerlestirilmis ve altin ile kaplanmistir. Fotograflar Zeiss EVO 50
taramali elektron mikroskopu ile ¢ekilmistir. SEM c¢alismalar1 Manisa Celal Bayar
Universitesinde gergeklestirilmistir. Tohum mikromorfolojisi calismalar1 SEM-EDX
cihazinda gergeklestirilmistir. Tohumlarin yilizey ornamentasyonlarinin goriintiisii Manisa
Celal Bayar Universitesi Arastirma Laboratuvarindaki SEM-EDX cihazinda
gerceklestirilmistir.

Tohum morfolojisinde her bir taksondan 10 olgun tohum ornegi alinmig ve Olglimler
yapilmistir. Tohum morfolojisinde Bojnansky & Fargasova (2007) ve Corner (1976)’ in

eserinden faydalanilmstir.

Polenler her iki yiizeyi de yapiskan karbon bant bulunan aluminyum disklere uygun sekilde
yerlestirilmis ve BAL — TEC SCD 005 kaplama cihazi yardimiyla Altin—Paladyum ile 160
saniye siireyle kaplanmistir. Kaplanmis olan &rnekler, Balikesir Universitesi Arastirma
Merkezi’'nde bulunan NeoScope JCM-5000 SEM cihazi ile 10 kV’de incelenmis ve

mikrofotograflart ¢ekilmistir.

Palinolojik isimlendirmelerde Erdtman (1969), Kapp (1969), Faegri ve Iversen (1975),
Wagstaff (1992) ve Punt (2007) terminolojileri kullanilmistir.

2.2.2.2 Anatomik Calismalar

Anatomik incelemeler i¢in gerekli olan bitki materyali toplanarak %70' lik etanol iceren
plastik kapakli cam siselerde saklanmistir. Anatomik ¢alismalarda her bir takson igin farkli
lokalitelerden toplanan cicekli bitkilerin goévde, yaprak ve petiyolleri kullanilmistir.
Yapraklarin orta bolgelerinden elle enine ve ylizeysel; govde ve petiyoliin orta
bolgelerinden ise elle enine kesitler alinmistir. Bu kesitler floroglusinol-HCI reaktifi ile
boyandiktan sonra gliserin-jelatin yontemi ile (Yakar Tan, 1982) daimi preparat halinde
preperat kutusunda anatomik c¢alismalarda kullanilmak tizere saklanmustir. Preperatlar
Olympus BX 53 marka mikroskopta incelenmis ve her bir preperattaki drnegin mikro

fotograflar1 c¢ekilmistir. Cekilen fotograflar {izerinde “Alamet 006 Ol¢iim programi
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kullanilarak kesitler tizerinde mikro dlgimler yapilmistir. Elde edilen 6lgiimlerin ortalama

ve standart sapmalar1 bulunmustur.

Yapraklarm iist ve alt yiizeylerinden alian kesitlerde mm? deki stoma ve epidermis sayisi
sayilarak stoma indeksi hesaplanmistir. Bunun igin kesitler Olympus BX 53
mikroskopunda, 4 X Objektif ve 1 mm? lik kareli okiiler ile incelenerek sayilmistir.

Stoma indeksi ve stoma indeks oraninin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir

(Meidner ve Mansifield, 1968).

Stoma Sayisli

Stoma Indeksi = Stoma Sayis1 + Epidermis Sayisi X 100

Ust Stoma Indeksi

St Indeks O = :
oma tnde rant Alt Stoma Indeksi

Anatomik calismalarda govde, yaprak ve petiyolden alinan kesitlerin yorumlanmasinda
cesitli anatomik kitaplarindan faydalanilmistir (Metcalfe ve Chalk, 1950; Esau, 1962;
Fahn, 1990; Metcalfe ve Chalk, 1971; Yentiir, 1973; Mauseth, 2008; Dickison, 2000).

2.2.3 Ekstrakt Hazirlanmasi

Balikesir’ in Ayvalik il¢esine bagli Badavut mevkiinde toplanan Trigonella coerulescens
subsp. ayvalikensis bitkisinin tohumlar1 oda kosullarinda 1s1k almayan serin ve havadar bir
ortamda 2 giin siireyle bekletilerek kurumaya birakilmistir. Kuruma asamasi gerceklesmis
olan tohumlar daha sonra metal havanda iyice 6giitiiliip toz haline getirilmistir. Toz haline
getirilen bitki 6rneginden hasas terazi ile 0.75 gram tartilarak 50 ml’lik 5 tane falkona
konulmustur. Bu ¢alismada 5 farkli ¢oziicii ile (etanol, metanol, hekzan, aseton, saf su)
ekstrakt hazirlanmistir. Tartilip falkonlara konulan toz halindeki tohum 6rnekleri {izerini
her bir ¢oziiciiden 10 ml eklenerek, + 4 °C’de calkalamali inkiibatorde 1 gece
bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra {istte kalan siv1 kisimlar dikkatli bir sekilde 5 ayr1
falkona aktarilip, tiim falkonlarin {izerine ¢oziiciileri yazilarak etiketlenmistir. Altta kati
kisimlarin kaldigi falkonlarin her birine kendi ¢dziiciilerinden 10°ar mL eklenerek oda
kosullarinda dibe ¢okene kadar (yaklasik olarak 1 saat) bekletilmistir. Bekleme siiresinden
sonra ¢oziiciilerine gore etiketlendirilmis falkonlara (siv1 kisimlarin bulundugu falkonlar)
uistte kalan s1v1 kisimlar dikkatli bir sekilde aktarilmistir. Altta kalan kat1 kisimlarin iizerine
tekrar ayni sekilde kendi ¢oziiciilerinden 10’ar ml eklenip, 4000 RCF ‘de 10 dakika

santrifiij yapilmistir. Bu islemden sonra her bir falkonun tizerindeki sivi kisimlar alinip
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kendi ¢oziiciileri ile etiketlendirilmis falkonlara (sivi kisimlarin bulundugu falkonlar)
aliarak, altta kalan kati kisimlar ortamdan uzaklastirilmistir. Sonu¢ olarak 5 farkl
¢oziicliden hazirlanmis olan ekstraktlar kendi ¢oziiciilerine gore etiketlenmis falkonlarda
birlestirilmistir. Elde edilen bu ekstraktlar sirayla 100 mL hacminde balona konulup,
vakumlu doner buharlagtirici (rotary evoporatdr) cihazi kullanilarak c¢oziiciiler
uzaklastirilmis ve ekstre alim islemi gergeklestirilmistir (Sekil 2.3). Elde edilen ekstraktlar
balonlardan DMSO ile ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti haline getirilmistir. Su ile elde edilen
ekstrakt yogun oldugu i¢in 1,5 ml DMSO’da, diger 4 ¢oziicii ile (metanol, etanol, hekzan,
aseton) elde edilen ekstraktlar ise 1 ml DMSO’da ¢6zdiiriilerek stok ¢ozelti elde edilmistir.
Etanol, metanol, hekzan ve asetondan elde edilen ekstraktlarin stok ¢6zelti konsantrasyonu
750 pg/ul iken saf sudan elde edilen ekstraktin stok ¢ozelti konsantrasyonu 500 pg/ul’dir.
Hazirlanan stok ¢ozelti daha sonra veya hemen kullanilabilmesi i¢in -20°C buzdolabinda

muhafaza altina alinmigtir (Habib-Martin vd. 2017).

Sekil 2.3: Ekstrakt elde edilmesinde kullanilmis vakumlu doner buharlastirici (rotary
evoporatdr) cihazi.
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2.2.4 Sitotoksik Calismalar
2.2.4.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemelerin Hazirhgi

2.2.4.1.1 FBS (Fetal Sigir Serum) Hazirlanmasi

FBS (Fetal Sigir Serum) taginmast soguk zincirle yapilip, -20 °C’de saklanmigtir. Stok
serum ilk kullanimdan 6nce +4 °C’de bir gece boyunca buzlarinin ¢éziinmesi saglanmistir.
Bu asamadan sonra 37 °C’ de 15 dakika ve 56 °C’ de 35 dakika 1s1 ile inaktive edilerek
alikotlar1 yapilip filtrelendikten sonra tekrar -20 °C de saklanmustir.

2.2.4.1.2 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan hiicre hatlarina besiyeri olusturmak icin ticari
olarak alinan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) kullanilmistir. Bu besiyeri
bazi hiicre hatlar1 i¢in yiiksek miktarda glukoz igerirken, bazi hiicre hatlar1 i¢in de diisiik
miktarda glukoz igermektedir. Her iki besiyerinde de yiikksek miktarda glutamin
bulunmaktadir. Bu besiyerinin igerisine %10’luk FBS eklenerek kiiltir medyumu

hazirlanmistir.

Bu calismada SW480 (insan Kolon Kanseri Hiicre Hatt1)), HUVEC (insan Saglikli
Endotelyal Hiicre Hatt1) ve PC-3 (Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1) hiicre hatlari
kullanilmistir. SW480 ve HUVEC hiicre hatlarinda ticari olarak temin edilen EuroClone
markali besiyerinden yiiksek miktarda glukoz igeren, PC-3 hiicre hattinda ise EuroClone
markali F12 besiyeri tercih edilmistir. PC3 hiicreleri Ege Universitesi Biyomiihendislik
Boliimii’nden Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz’dan; SW480 hiicreleri Orta Dogu Teknik
Universitesi Biyolojik Bilimler Boliimii'nden Prof. Dr. Sreperna Banerjee’nden temin

edilmistir.
2.2.4.1.3 PBS (Fosfat Tamponlu Salin) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Sigma firmasindan ticari olarak temin edilen PBS tabletleri, her 200 mL basina 1 tablet
olacak sekilde saf su icerisinde ¢ozdiiriilerek, 121 °C’ de 20 dakika otoklav yapilip steril
edildikten sonra +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildiktan

sonra flask yiizeyi yikamalarinda kullanilmistir.
2.2.4.1.4 Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tripsin-EDTA soliisyonu hazirlamak igin steril cam malzemeler kullanilmistir. %0,05

Tripsin ve 0,5 mM EDTA, steril (otoklavlanmis) PBS (1 X) igerisinde ¢oziilerek, 0,22
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um’luk filtrelerden gegirilip, -20 °C’de saklanmustir. Tripsin-EDTA hiicrelerin flask

yiizeyinden kaldirilmasi isleminde kullanilmistir.

2.2.4.2 Hiicre Hattinin Biiyiitiilmesi

Uzun siireligine -80 °C’de korunan hiicreler dondurucudan ¢ikarilarak, 37 °C’deki su
banyosunda hizlica ¢oziinmeleri saglanmistir. Coziinmiis hiicreler %10 FBS igeren 5 ml
DMEM ortamina alinarak, alt st edilip, 5 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve
siipernatant uzaklastirilmistir. Ortaya ¢ikan pellet %10’luk FBS igeren DMEM’le ¢oziiliip,
son hacmi 15 ml seklinde 75 cm?’lik flasklara ekim yapilmistir. Flasklarin her biri isim,
pasaj numarasi Ve tarih yazilip etiketlenerek, 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatore kaldirilan

hiicreler biliylimeye birakilmistir.

2.2.4.3 Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Hiicrelerin biiyiimesi rutin araliklarla mikroskopta incelenerek kontrol edilmistir. Flask
yiizeyini %80-90 civarinda dolduran hiicreler i¢in pasajlama yapilmistir. Flask icerisindeki
eski medyum uzaklagtirilarak, PBS ile yikama iglemi yapilip daha sonra PBS’de ortamdan
uzaklastirilmustir. Hiicleri bulunduklari yiizeyden kaldirmak igin 25 cm? flasklara 1 ml, 75
cm? flasklara 3 ml Tripsin EDTA uygulanip, inkiibatorde 3-4 dakika bekletilerek
tripsinizasyon islemi gerceklestirilmistir. Hiicreler yiizeyden ayrildigi zaman Tripsin
EDTA’nin aktivasyonunu inaktif hale getirmek igin, kullanilmis Tripsin EDTA miktarina
gore iki kati olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM eklenmistir. Falkonlara alinan
hiicreler, 5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriilmistiir. Bu islem
sonrasinda Siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Falkondaki pellet ise bdoliinmesi
gereken her bir flask i¢in %10 FBS iceren DMEM’in 2 ml’sinde ¢0ziillip, icerisine
oncesinden %10 FBS icerikli DMEM’ den 13 ml eklenen 75 cm? * lik flasklara alinarak
etiketleme yapildiktan sonra hiicrelerin pasajlanma islemi tamamlanmistir. Flasklar 37
°C’de %5 COz igeren inkiibatore kaldirilmistir. Bu yontemle PC-3, SW480 ve HUVEC
hiicre hatlar1, yaklagik olarak 1 ya da 2 kez (haftada) pasajlama islemi yapilarak, hiicrelerin

cogaltilmasi saglanmistir.

2.2.4.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin  dondurulmasinda yukarida anlatilan 2.2.4.3 bdliimdeki siipernatantin
uzaklastirilmasindan sonra pellet, 1 ml ye %10 DMSO igeren FBS ile birlikte dikkatlice
¢oziilerek, cryovial tiiplere konulmus, etiketlenip -80 °C’ deki doncurucuya dik konumda

uzun siireli muhafaza etmek i¢in kaldirilmstir.

28



2.2.4.5 Canh Hiicrelerin Sayilmasi ve Deney Tasarim

Canliligin1 koruyan hiicrelerin tespiti ve hiicreleri saymak igin Tripan Blue (Tripan Mavisi)
ad1 verilen soliisyonun kullanildigi boyama yontemlerinden biri uygulanmistir. Toplam
hiicre siispansiyonunun bir mililitresinde bulunan hiicre sayisini tespit etmek i¢in Thoma
(hemositometre) Lami kullanilmistir. Thoma lamy, {izerinde 25 kiigiik kareye sahip, 1mm?
alan bulunduran, 0,1 mm derinlige sahip ve bu sayede hacmin tamaminin belirlenebildigi,
hiicre sayiminda kullanimasi uygun olan bir malzemedir (Sekil 2.4). Flasklara tripsin
EDTA uygulanip, tripsinizasyon islemiyle yiizeyden ayrilan hiicreler 5 dakika siiresince

1000 rpm’de santrifiijlenmistir.

6 ml % 10 FBS igerigi olan DMEM’de ¢o6ziilmistir. Canliligint koruyan ve cansiz
hiicreleri belirlemek i¢in 1: 1 diliisyon oraninda olacak sekilde hiicre siispansiyonundan 10
ul ve Tripan mavisinden de 10 pl Karistirtlip oda sicakliginda 3-5 dakika inkiibe edilmis ve
sonrasinda pipetaj ile homojenizasyon saglanmistir. Hazirlanan bu karigimdan 10 pl
alinarak Thoma lamina konulmus ve mikroskop altinda Thoma laminin kesisim alaninda
gdriilen boyanmayan hiicreler sayilmgtir. Olii hiicreler maviye boyanirken, canli hiicreler
boyanmamistir. Bu asamada her hiicre hatt1 igin iki tekrarli boyama yapilmig ve her bir
boyamada 2 kez sayim yapilip 4 toplam sonucunun aritmetik ortalamasi alinip, asagidaki

formiille mililitredeki hiicre sayis1 belirlenmistir.
Stispansiyonun 1 mililitresinde bulunan toplam hiicre sayisi:

Toplam canli hiicre sayis1 / ml = Hemositometre sayim sonucu X 2 X 10

?

I mm

%

I mm

I mm

!

Sekil 2.4: Hemositometre
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2246 MTT

MTT metodu; sitotoksik analiz, hiicre canliligi ve proliferasyonu igin tercih edilen,
kantitatif kolorometrik yontemlerden biridir. Bu metot apoptozun erken evresindeki veya
canli hiicrelerin mitokondrileri  vasitasiyla  gerceklestirdigi  reaksiyonda, MTT
cozeltisindeki tetrazolium halkas1 hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri
tarafindan parcalanip, renkli formazan kristallerini meydana getirir. MTT metodu, saglikli
hiicrelerin mitokondrilerinin MTT boyasiin tetrazolium halkasini parcalamasi yontemi

olarak bilinmektedir. Gerekli soliisyonlar Tablo 2.3’ de gésterilmistir.

Deneyden onceki gilin hiicre sayimi yapilarak, hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 5000-15000 (hiicre hattina gore degiskenlik gostermektedir, HUVEC igin 5000,
PC3 igin 10000, SW480 icin 5000) hiicre olacak sekilde paylastirilmistir. Farkli
coziiclilerle (saf su, hekzan, metanol, etanol, aseton) hazirlanan ekstratlar farkli dozlarda
(Metanol, Etanol, Hekzan, Aseton igin: 325 pg/ul - 187,5 pg/ul — 93,75 ng/ul — 46,875
ng/ul — 23,45 pg/ul ; Saf su icin: 250 pg/pl — 125 pg/ul — 62,5 pg/ul — 31,25 pg/ul — 15,62
ug/ul ) hiicrelere ti¢ tekrarlt olarak uygulanmistir. HUVEC hiicre hatti kontrol grubu
olarak kullanilarak PC-3 ve SW480 hiicre hatlar1 ile karsilagtirilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik
uygulama siirelerinden sonra, son konsantrasyonun 0.5 mg/mL seklinde her bir kuyu igin
stok MTT c¢ozeltisi eklenip, 37 °C’de 4 saat siireyle, %5 CO3 igeren inkiibator cihazinda
bekletilmistir. 4 saat sonunda medyum ortami uzaklastirilip, 0.004 M HCI igerigi olan
izopropanolle birlikte kristaller ¢oziilerek, spektrofotometrede 550 nanometre(nm) dalga
boyunda absorbans alimmistir. Sonuglar GraphPad Prism 8 programi kullanilip
grafiklendirilmistir. Programda One Way Anova ile sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir).

Tablo 2.3: MTT yonteminde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanisi

Cozeltinin Ad1 Hazirlanis1

0,25 gram tartitlan MTT, 50 mL steril PBS igerisinde (5
MTT ¢ozeltisi mg/mL konsantrasyonda) ¢oziiliip hazirlanir. + 4 °C’de 1s1ksiz

ortamda saklanir.

0,004 M HCI igeren | 500 mL’lik 2- Propanol icerisine 210 pul HCI eklenerek, oda

isopropanol sicakliginda saklanir.
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3. BULGULAR

3.1 Anatomik Bulgular

3.1.1 Govde Anatomisi

3.1.1.1 Trigonella coerulescens subsp. coerulescens

Taksonun govde enine kesiti incelendiginde; en dista tek sirali epidermis hiicreleri
goriilmektedir. Bu hiicreler yuvarlak ya da kiibik sekillerde olup genislikleri 6,07-14,9
um, uzunluklar1 8,71-16,03 um olgiilerindedir. Epidermisin iizerinde ince bir kiitikula
tabakas1 yer almaktadir (0,77 — 3,5 um). Govdenin epidermal yiizeyi yogun olarak ortii ve
seyrek olarak salgi tiiyleriyle kaphdir. Ortii tiiyleri; taban1 genislemis, ¢ok hiicreli ve basit
sekilli iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bas kismini icermektedir.
Epidermisin hemen altinda korteks tabakasi gelmektedir. Bu tabaka; kollenkima,
parankima ve endodermis hiicrelerden olugmaktadir. Kollenkima tabakasi govde
koselerinde ¢ok tabakali iken (3-8 sirali) kose aralarinda az tabakalidir (1-2 sirali). Korteks
parankima hiicrelerinin genislikleri 9,14-18,2 pm, uzunluklar1 35,8-49,45 pum boyutlarinda
olup kollenkimanin hemen altinda yer almaktadir. Bu tabakanin hiicreleri yuvarlak ve ince
ceperli gozlenmesine ragmen ara sira hiicreler arasi bosluklar géze ¢arpmaktadir. Korteks
tabakasinin en i¢ kismint olusturan endodermis tabakasi 1-2 sirali parlak hiicreli ve
dikdortgenimsi ya da yassilagsmis hiicrelerden olusmaktadir. Endodermisin hemen altinda
iletim demetleri gelmektedir. Iletim demetleri floem ve ksilemden olusmus olup acik
kollateral demet tipi gdzlenmektedir. Iletim demetleri gévde iizerinde 9-13 adet halkasal
bir dizilis sergilemektedir. Merkez 6z bolgesinden olusmaktadir. Oz hiicreleri yuvarlak ya
da ¢okgen sekilli ve ince geperli parankimatik hiicrelerden olusmaktadir. Oz parankima
hiicrelerinin genislikleri 6,85-67,24 um arasindadir (Sekil 3.1-Sekil 3.2).
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Sekil 3.1: Govde genel goriiniis. Ep: epidermis, 6t: ortii tiiyii, kol: kollenkima parankimast,
id: iletim demeti, ks: ksilem, 0p: 6z parankimasi.

Sekil 3.2: Govde kose goriiniisii. Ep: epidermis, 6t: ortii tiiyii, kol: kollenkima
parankimasi, ku: kutikula, ks: ksilem, 6p: 6z parankimasi, fl: floem, p: parankima.
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3.1.1.2 Trigonella coerulescens subsp. kemerensis

Taksonun govde enine kesiti incelendiginde; en dista tek sirali epidermis hiicreleri
goriilmektedir. Bu hiicreler yuvarlak ya da kiibik sekillerde olup genislikleri 5,84-10,76
um, uzunluklar1 5,61-11,92 um olgiilerindedir. Epidermisin iizerinde ince bir kiitikula
tabakasi1 yer almaktadir (1,09 — 2,85 um). Govdenin epidermal yiizeyi yogun olarak ortii ve
seyrek olarak salgi tiiyleriyle kapldir. Ortii tiiyleri; taban1 genislemis, ¢ok hiicreli ve basit
sekilli iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bas kismini igermektedir.
Epidermisin hemen altinda korteks tabakasi gelmektedir. Bu tabaka; kollenkima,
parankima ve endodermis hiicrelerden olusmaktadir. Kollenkima tabakasi govde
koselerinde (2-3 sirali) ve kose aralarinda az tabakalidir (1-2 sirali). Korteks parankima
hiicrelerinin geniglikleri 9,76-25,62 um, uzunluklari 13,48-55,81 pum boyutlarinda olup
kollenkimanin hemen altinda yer almaktadir. Bu tabakanin hiicreleri yuvarlak ve ince
ceperli gbzlenmesine ragmen ara sira hiicreler arasi bosluklar géze carpmaktadir. Korteks
tabakasinin en i¢ kismint olusturan endodermis tabakasi 1-2 sirali parlak hiicreli ve
dikdortgenimsi ya da yassilasmis hiicrelerden olusmaktadir. Endodermisin hemen altinda
iletim demetleri gelmektedir. Iletim demetleri floem ve ksilemden olusmus olup acik
kollateral demet tipi gbzlenmektedir. Iletim demetleri gévde iizerinde 13-17 adet halkasal
bir dizilis sergilemektedir. Merkez 6z bolgesinden olusmaktadir. Oz hiicreleri yuvarlak ya
da c¢okgen sekilli ve ince geperli parankimatik hiicrelerden olusmaktadir. Oz parankima
hiicrelerinin genislikleri 12,65-44,65 um arasindadir (Sekil 3.3- Sekil 3.4).
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Sekil 3.3: Govde gemel goriiniis. Ep: epidermis, 6t: ortii tiiyii, kol: kollenkima
parankimasi, pa: parankima, ks: ksilem, 6p: 6z parankimasi, en: endodermis, fl: floem.

20

Sekil 3.4: Govde kose goriiniisii. Ep: epidermis, pa: parankima, kol: kollenkima
parankimasi, ks: ksilem, 6p: 6z parankimasi, fl: floem, tr: trake hiicresi, en: endodermis.
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3.1.1.3 Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis

Taksonun govde enine kesiti incelendiginde; en dista tek sirali epidermis hiicreleri
goriilmektedir. Bu hiicreler yuvarlak ya da kiibik sekillerde olup genislikleri 8,76-19,62
um, uzunluklar1 9,89-24,62 um olgiilerindedir. Epidermisin iizerinde ince bir kiitikula
tabakas1 yer almaktadir (0,98— 2,15 pm). Govdenin epidermal yiizeyi yogun olarak ortii ve
seyrek olarak salgi tiiyleriyle kaplhdir. Ortii tiiyleri; taban1 genislemis, cok hiicreli ve basit
sekilli iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bas kismini igermektedir.
Epidermisin hemen altinda korteks tabakasi gelmektedir. Bu tabaka; kollenkima,
parankima ve endodermis hiicrelerden olusmaktadir. Kollenkima tabakasi govde
koselerinde ¢ok tabakali iken (3-10 sirall) kose aralarinda az tabakalidir (1-2 sirali).
Korteks parankima hiicrelerinin genislikleri 23,43-49,22 um, uzunluklar 14,62-25,12 um
boyutlarinda olup kollenkimanin hemen altinda yer almaktadir. Bu tabakanin hiicreleri
yuvarlak ve ince c¢eperli gézlenmesine ragmen ara sira hiicreler arasi bosluklar goze
carpmaktadir. Korteks tabakasinin en i¢ kismini olusturan endodermis tabakast 1-2 sirali
parlak hiicreli ve dikdortgenimsi ya da yassilasmis hiicrelerden olusmaktadir.
Endodermisin hemen altinda iletim demetleri gelmektedir. Iletim demetleri floem ve
ksilemden olusmus olup acik kollateral demet tipi gozlenmektedir. iletim demetleri govde
tizerinde 12-16 adet halkasal bir dizilis sergilemektedir. Merkez 6z bdlgesinden
olusmaktadir. Oz hiicreleri yuvarlak ya da gokgen sekilli ve ince ceperli parankimatik
hiicrelerden olusmaktadir. Oz parankima hiicrelerinin genislikleri 13,43-50,8 pm
arasindadir (Sekil 3.5- Sekil 3.6).
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Sekil 3.5: Govde gemel goriiniis. Ep: epidermis, 6t: ortii tiiyl, kol: kollenkima
parankimasi, id: iletim demeti, Op: 6z parankimasi, pa: parankima.

50 n

Sekil 3.6: Govde kose goriiniisii. Ep: epidermis, en: endodermis, kol: kollenkima
parankimasi, ks: ksilem, Op: 6z parankimasi, tr: trake hiicresi, fl: floem,
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3.1.2 Yaprak Anatomisi (Lamina Anatomisi)

3.1.2.1 Trigonella coerulescens subsp. coerulescens

Taksonun yaprak enine kesiti incelendiginde; iist ve alt epidermis hiicrelerinin iizerinde
ince bir kiitikula tabakasinin oldugu gozlenmistir. Ust epidermis hiicreleri (genislikleri:
30,04-51,64 pum, uzunluklari: 17,37-30,98 pum) alt epidermis hiicrelerine (genislikleri:
12,67-28,63 pm, uzunluklari: 11,26-17,37 pm) nazaran daha iri boyutlardadir. Epidermis
hiicreleri sik1 dizilmis, {ist ve alt ¢eperler yan ¢eperlere gore daha kalinlasmis; yuvarlak,
kiibik ya da dikdortgenimsi sekillerde goriilmektedir. Epidermis hiicrelerinin iizerinde 6rtii
ve salgr tilyleri goriilmektedir. Ortii tityleri; taban1 genislemis, ok hiicreli ve basit sekilli
iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bas kismimi igermektedir. Mezofil
tabakasi; palizat parankimasi, siinger parankimasi ve parankima hiicreleri i¢ine gomiilmiis
biiyiiklii kiigiiklii iletim demetlerinden olusmakta olup 62,24-78,37 um genisligindedir. Ust
epidermisin hemen altinda yer alan palizat parankimast 2 sirali, silindirik sekilli, bol
kloroplastli ve siki dizilmis hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler 4,57-22,25 um boy ve
3,84-9,14 um genisligindedir. Siinger parankimasi 3-5 sirali, diizensiz sekilli, hiicreler
aras1 bosluklar1 goriilen ve daha az kloroplast iceren hiicrelerden olugmaktadir. Mezofil
tabakasi1 icerisinde kollateral tipte demetler daha ¢ok palizat ve siinger parankimalarin
aralarinda yer almaktadir (Sekil 3.7-3.8). Yaprak {lizerindeki stomalar incelendiginde;
stomalarin epidermis hiicreleriyle ayni seviyede oldugu (mezomorfik) ve her iki ylizeyde
de bol bulundugu (amfistomatik) goriilmiistiir. Yapragin iist yiizeyinde 1 mm? de 102, alt
yiizeyinde ise 214 stoma bulunmaktadir. Yapragin tst yiizeyindeki epiderma hiicre sayisi
371, alt yiizeyindeki epiderma hiicre sayisi ise 660’ dir. Ust yiizeyde stoma indeksi 21.6,
alt ylizeyde 24.4 bulunmustur. Stoma indeksin orani ise 0.89 olarak olgtilmiistiir. (Tablo
4.4).
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Sekil 3.7: Lamina mezofil tabakasi. Mt: mezafil tabakasi, pp: palizat parankimasi, sp:
slinger parankimasi, iie: tist epidermis, ae: alt epidermis.

50 1

Sekil 3.8: Lamina orta damar1. Me: mezofil tabakasi, pp: palizat parankimasi, sp: slinger
parankimasi, iie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ot: Ortii tiiytl, ks: ksilem, fl: floem.
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3.1.2.2 Trigonella coerulescens subsp. kemerensis

Taksonun yaprak enine kesiti incelendiginde; tist ve alt epidermis hiicrelerinin iizerinde
ince bir kiitikula tabakasinin oldugu gozlenmistir. Ust epidermis hiicreleri (genislikleri:
23,44-37,32 um, uzunluklari: 18,18-24,88 um ) alt epidermis hiicrelerine (genislikleri:
11,48-14,83 um, uzunluklari: 8,61-11,96 pm) nazaran daha iri boyutlardadir. Epidermis
hiicreleri siki dizilmis, tist ve alt ¢eperler yan ¢eperlere gore daha kalinlagmis; yuvarlak,
kiibik ya da dikdortgenimsi sekillerde goriilmektedir. Epidermis hiicrelerinin iizerinde ortii
ve salg1 tiiyleri goriilmektedir. Ortii tiiyleri; taban1 genislemis, ¢ok hiicreli ve basit sekilli
iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bag kismini igermektedir. Mezofil
tabakasi; palizat parankimasi, slinger parankimasi ve parankima hiicreleri i¢ine gomiilmiis
biiyiliklii kiigiiklii iletim demetlerinden olusmakta olup 216,4-336,5 pm genisligindedir.
Ust epidermisin hemen altinda yer alan palizat parankimasi 2 sirali, silindirik sekilli, bol
kloroplastli ve siki dizilmis hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler 18,19- 60 pm boy ve
19,63-39,27 pm genisligindedir. Siinger parankimasi 3-6 sirali, diizensiz sekilli, hiicreler
aras1 bosluklar1 goriilen ve daha az kloroplast iceren hiicrelerden olusmaktadir. Mezofil
tabakas1 icerisinde kollateral tipte demetler daha cok palizat ve slinger parankimalarin
aralarinda yer almaktadir (Sekil 3.9- Sekil 3.10).

Yaprak tiizerindeki stomalar incelendiginde; stomalarin epidermis hiicreleriyle ayni
seviyede oldugu (mezomorfik) ve her iki yiizeyde de bol bulundugu (amfistomatik)
goriilmiistiir. Yapragin iist yiizeyinde 1 mm? de 103, alt yiizeyinde ise 155 stoma
bulunmaktadir. Yapragin iist yiizeyindeki epiderma hiicre sayis1 360, alt yiizeyindeki
epiderma hiicre sayis1 ise 508 dir. Ust yiizeyde stoma indeksi 22.2, alt yiizeyde 23.3

olarak bulunmustur. Stoma indeks orani ise 0.95 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.4).
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Sekil 3.9: Lamina mezofil tabakasi. pp: palizat parankimasi, me: mezofil tabakasi, sp:
stinger parankimasi, ae: alt epidermis, lie: iist epidermis, id: iletim demeti, 6t: Ortii tiiyii.

50 1

Sekil 3.10: Lamina orta damar1. Tr: trake hiicresi, p: parankima, sk: sklerankima, ae: alt
epidermis, 6t: ortii tiyd, fl: floem, ku: kutikula.
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3.1.2.3 Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis

Taksonun yaprak enine kesiti incelendiginde; tist ve alt epidermis hiicrelerinin iizerinde
ince bir kiitikula tabakasinin oldugu gozlenmistir. Ust epidermis hiicreleri (genislikleri:
23,47-36,61 um, uzukluklari: 17,84-22,06 ) alt epidermis hiicrelerine ( genislikleri: 12,67-
15,96 pum, uzukluklari: 10,32-15,49 pum) nazaran daha iri boyutlardadir. Epidermis
hiicreleri siki dizilmis, tist ve alt ¢eperler yan ceperlere gore daha kalinlagsmis; yuvarlak,
kiibik ya da dikdortgenimsi sekillerde goriilmektedir. Epidermis hiicrelerinin iizerinde ortii
ve salg1 tiiyleri goriilmektedir. Ortii tiiyleri; taban1 genislemis, ¢ok hiicreli ve basit sekilli
iken salgi tiiyleri 1-2 hiicreli bir sap ve yuvarlak bir bas kismini icermektedir. Mezofil
tabakasi; palizat parankimasi, slinger parankimasi ve parankima hiicreleri i¢ine gomiilmiis
biiyiiklii kiigiiklii iletim demetlerinden olusmakta olup 292-351,6 pm genisligindedir. Ust
epidermisin hemen altinda yer alan palizat parankimasi 2 sirali, silindirik sekilli, bol
kloroplastli ve siki dizilmis hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler 11,2-33,03 um boy ve
5,13-14,24 pm genisligindedir. Siinger parankimasi 3-5 sirali, diizensiz sekilli, hiicreler
aras1 bosluklar1 goriilen ve daha az kloroplast iceren hiicrelerden olugmaktadir. Mezofil
tabakas1 icerisinde kollateral tipte demetler daha cok palizat ve slinger parankimalarin
aralarinda yer almaktadir (Sekil 3.11- Sekil 3.12). Yaprak iizerindeki stomalar
incelendiginde; stomalarin epidermis hiicreleriyle ayni seviyede oldugu (mezomorfik) ve
her iki yiizeyde de bol bulundugu (amfistomatik) goriilmistiir. Yapragin iist yiizeyinde 1
mm? de 122, alt yiizeyinde ise 227 stoma bulunmaktadir. Yapragm {ist yiizeyindeki
epiderma hiicre sayis1 409, alt yiizeyindeki epiderma hiicre sayis1 ise 723” diir. Ust
yiizeyde stoma indeksi 22.9, alt ylizeyde 23.9 olarak bulunmustur. Stoma indeks orani ise
0.95 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.4).
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Sekil 3.11: Lamina mezofil tabakasi. Mt: mezofil tabakasi, pp: palizat parankimasi, sp:
slinger parankimasi, {ie: iist epidermis, ae: alt epidermis, ks: ksilem, 6t: ortii tiiyii.

Sekil 3.12: Lamina orta damari. Pp: palizat parankimasi, sp: siinger parankimasi, {ie: iist
epidermis, ae: alt epidermis, ks: ksilem, 6t: ortii tiiyii, fl: floem, pa: parankima.
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3.1.3 Yaprak Anatomisi (Petiyol Anatomisi)

3.1.3.1 Trigonella coerulescens subsp. coerulescens

Petiyolden alinan enine kesitlerde asagidaki elementler gozlenmistir. Epidermisin iizeri
ince kiitikula ile ortiiliidiir. Abaksiyal ve adaksiyal epidermis hiicreleri yuvarlak, kiibik ya
da dikdortgen sekillerde olup hemen hemen esit boylardadir. Ust geperler alt ve yan
ceperlere kiyasla daha kalindir. Epidermisin {izerinde ortii ve salgi tiiylerine rastlanmustir.
Epidermis hiicrelerinin hemen altinda ¢ok tabakali (genislikleri: 17,17-31,7 pm,
uzunluklar:: 13,17-30,23 um) yuvarlak sekilli ve ince c¢eperli parankima hiicreleri
gelmektedir. Iletim demetleri, parankimatik hiicreler tarafindan cevrilmistir. Petiyolun
ortasinda biiyiikk ve genis bir iletim demeti goriliitken; petiyol kanatlarinda iletim
demetleri goriilmemistir. iletim demetleri ksilem ve floem elemanlarini igermektedir.
Iletim demetleri halkasal olarak ¢ok tabakali (4-6 sirali) sklerenkimatik bir kin ile
cevrilmistir. Ksilem petiyolun adaksiyal yiiziinde; floem ise abaksiyal yliziinde yer
almaktadir. Floem 3-5 sirali yuvarlak ya da ezilmis sekillidir. Ksilem, trake ve aralarinda

yer alan parankimatik hiicrelerden olugmustur (Sekil 3.13-Sekil 3.14) .
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Sekil 3.13: Petiyol genel goriiniisii. Ot: ortil tilyii, ep: epidermis, pa: parankima, sk:
sklerenkima, ks: ksilem, fl: floem.

Sekil 3.14: Petiyol orta damari. Pa: parankima, sk: sklerenkima, fl: floem, tr: trake hiicresi.
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3.1.3.2 Trigonella coerulescens subsp. kemerensis

Petiyolden alinan enine kesitlerde asagidaki elementler goézlenmistir. Epidermisin iizeri
ince kiitikula ile ortiiliidiir. Abaksiyal ve adaksiyal epidermis hiicreleri yuvarlak, kiibik ya
da dikdortgen sekillerde olup hemen hemen esit boylardadir. Ust g¢eperler alt ve yan
ceperlere oranla daha kalindir. Epidermisin tizerinde ortii ve salgi tiiylerine rastlanmuistir.
Epidermis hiicrelerinin hemen altinda ¢ok tabakali (genislikleri: 25,6-44,8 um, uzunluklart:
28,95-45,12 um) yuvarlak sekilli ve ince ¢eperli parankima hiicreleri gelmektedir. iletim
demetleri, parankimatik hiicreler tarafindan gevrilmistir. Petiyolun ortasinda biiyiik ve
genis bir iletim demeti goriiliirken; petiyol kanatlarinda da kiigiik iletim demetleri (1+1)
goriilmiistiir. Tletim demetleri ksilem ve floem elemanlarini igermektedir. fletim demetleri
halkasal olarak ¢ok tabakali (3-7 sirali) sklerenkimatik bir kin ile ¢evrilmistir. Ksilem
petiyolun adaksiyal yiiziinde; floem ise abaksiyal yiiziinde yer almaktadir. Floem 3-8 sirali
yuvarlak ya da ezilmis sekillidir. Ksilem, trake ve aralarinda yer alan parankimatik

hiicrelerden olugmustur (Sekil 3.15-Sekil3.16).
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Sekil 3.15: Petiyol genel goriiniisii. Pa: parankima, fl: floem, sk: sklerenkima, &t: ortii
tiyl, ks: ksilem, ad: adaksiyel, ab: abaksiyel, kd: ksilem demeti.

Sekil 3.16: Petiyol orta damari. Pa: parankima, sk: sklerenkima, fl: floem, tr: trake hiicresi.
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3.1.3.3 Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis

Petiyolden alinan enine kesitlerde asagidaki elementler gozlenmistir. Epidermisin iizeri
ince kiitikula ile ortiiliidiir. Abaksiyal ve adaksiyal epidermis hiicreleri yuvarlak, kiibik ya
da dikdortgen sekillerde olup hemen hemen esit boylardadir. Ust geperler, alt ve yan
ceperlere kiyasla daha kalindir. Epidermisin {izerinde ortii ve salgi tiiylerine rastlanmistir.
Epidermis hiicrelerinin hemen altinda ¢ok tabakali (genislikleri: 19,54-33,55 um,
uzukluklart: 17,1-36,92 um) yuvarlak sekilli ve ince c¢eperli parankima hiicreleri
gelmektedir. Iletim demetleri, parankimatik hiicreler tarafindan g¢evrilmistir. Petiyolun
ortasinda biiyiikk ve genis bir iletim demeti goriiliirken; petiyol kanatlarinda da iletim
demetleri goriilmiistiir. Iletim demetleri ksilem ve floem elemanlarini igermektedir. Tletim
demetleri halkasal olarak ¢ok tabakali (2-3 sirali) sklerenkimatik bir kin ile ¢evrilmistir.
Ksilem petiyolun adaksiyal yiiziinde; floem ise abaksiyal yiiziinde yer almaktadir. Floem
3-6 sirali yuvarlak ya da ezilmis sekillidir. Ksilem, trake ve aralarinda yer alan

parankimatik hiicrelerden olusmustur (Sekil 3.17-Sekil 3.18) .
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Sekil 3.17: Petiyol genel goriiniisii. Ot: ortii tilyii, kd: ksilem demeti, od: orta damar, pa:
parankima, ep: epidermis.

Sekil 3.18: Petiyol orta damari. Pa: parankima, ks: ksilem, tr: trake hiicresi, kol:
kollenkima parankimasi, fl: floem, ep: epidermis, sk: sklerenkima.
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3.2 Mikromorfolojik Bulgular

3.2.1 Govde ve Yaprak Mikromorfolojisi

T. coerulescens taksonlarinin govde yaprak yiizeyi SEM’de incelenmistir. Tiim alttiirlerin
gbovde ve yapraklarinin kadifemsi yogun tiiylerle kapli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.19,
3.20). Yogunluk olarak kiyaslandiginda subsp. coerulescens taksonu diger iki taksona gore
daha yogun tiiyler icermektedir. Her ii¢ taksonun govde ve yaprak yiizeyinde ortii ve salgi
tiiyleri gdzlenmistir. Ortii tiiyleri daha fazla yer kaplarken; salgi tiiyleri daha seyrek ve
nadir olarak gozlenmistir. Govde trikomlarin yapist incelendiginde; tek sirali ve ¢ok
hiicreli (3-6), dallanmamis, taban1 gogunlukla genislemis, sivri uglu, diiz, kivrilmis ya da

yatik sekillerdedir.

Sekil 3.19: Trigonella coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali SEM Go6vde
mikromorfolojisi. T. coerulescens subsp. coerulescens (A-C); T. coerulescens subsp.
kemerensis (D-F); T. coerulescns subsp. ayvalikensis (G-I). st: stoma, gt: salgi tiiyii.

(Mikropapiller okla gosterilmistir).

Trikomlarin iizerinde kiitikular mikropapiller gézlenmektedir. Ozellikle subsp. kemerensis
taksonunda bu mikropapiller ¢ok bariz gozlenmistir (Sekil 3.19-F). Salg tiiyleri kisa bir

sap ve yuvarlak bir bas hiicresinden olusmaktadir. Sap kismi 1-3 hiicreli ve tek siral
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dizilmistir (Sekil 3.19C). Subsp. ayvalikensis’ in govde trikom yapisi da diger alttiirlere
cok benzemektedir. Ancak diger taksonlardan farkli olarak trikom yapisinin diger
taksonlara gore daha seyrek oldugu ve kiitikular mikropapillerin daha zayif olusu
sOylenebilir (Sekil 3.19 G-I). Ayrica tiim taksonlarin govde epidermal ylizeylerinde stoma

hiicrelerine rastlanmistir (Sekil 3.19.-1).

Sekil 3.20: Trigonella coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali SEM yaprak
mikromorfolojisi. T. coerulescens subsp. coerulescens (A-C); T. coerulescens subsp.
kemerensis (D-F); T. coerulescns subsp. ayvalikensis (G-1). ad: adaksiyal epiermis, st:

stoma, gt: salgi tiiyli. (Mikropapiller okla gosterilmistir).

Taksonlarin yaprak yiizeyi incelendiginde (Sekil 3.20); tim taksonlarin yogun bir ortii
tilyliyle yaprak yiizeyini kapladigi ve salgi tiiylerinin Ortii tiiyleriyle gizlendigi ve daha
seyrek oldugu goriilmektedir. Ortii tiiyleri; gévde tilyleri gibi benzer morfolojik yapiya
sahiptir. Cok hiicreli, tek sirali, dallanmamuis, tabani ¢ogunlukla genislemis, sivri u¢lu, diiz,
kivrilmis ya da yatik sekillerdedir. Trikomlarin iizerinde govde trikomlarina benzer
kiitikular mikropapiller gézlenmektedir. Salgi tiiyleri ise kisa bir sap ve yuvarlak bir bas
hiicresinden olusmaktadir. Sap kismi 1-3 hiicreli ve tek sirali dizilmistir (Sekil 3.20 H).
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3.2.2 Tohum Mikromorfolojisi

T. coerulescens alttiirlerinin tohum mikromorfolojisi genellikle benzer oldugu
gozlenmistir. Subsp. coerulescens takasonlarinin genel tohum morfolojisi incelendiginde;
tohumlarin ovat ya da ovat reniform sekillerde ve 1.4-2.2 x 1-1.6 mm o0l¢iilerinde oldugu
gozlenmistir. Tohum renkleri agik kahverengiden koyu kahverengiye dogru degisen
renklerdedir. Tohum yiizeyi ornamentasyonu; ruminat, akuleat ve verrukat sekillerde
oldugu goriilmektedir. Hilum; her ii¢ taksonda da beyaz renkli, 0.10-0.14 mm dlgiilerinde
ve eliptik sekillerdedir (Tablo 3.1). Trigonella coerulescens alttiirlerinin tohum morfolojik

yapist Sekil 3.21°de verilmistir.

Tablo 3.1: T. coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali tohum karakterleri

Tohum karakterleri

Taksonlar | Uzunluk | Genislik Hilum (mm)

Min Max Sekil Renk Ornamentasyon Sekil/renk Boyut
(mm) (mm)
subsp. 1422110/ 15 Ovat Acik _ Akuleat- Eliptik/beyaz | 0,10-0.14
coerulescens kahverengi verrukat
iUbSp' . 1512113 |14 O_vat- Kahverengi Ruminat Eliptik/ibeyaz | 0.10-0.12
emerensis reniform
subsp. 9399 (12| 16| OV Koyu | piminat | Eliptikibeyaz | 0.10-0.13
ayvalikensis reniform | kahverengi
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TOHUM GENEL GORUNUSU TOHUM YUZEYI

Sekil 3.21: Trigonella coerulescens alttiirlerinin tohum morfolojik yapisi. A) subsp.
coerulescens, B) subsp. kemerensis, C) subsp. ayvalikensis
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3.2.3 Polen Mikromorfolojisi

T. coerulescens alttiirlerinin polen morfolojisinin genellikle birbirine benzer oldugu
gbzlenmistir. Subsp. coerulescens taksonlarinin genel polen morfolojisi incelendiginde;
polenlerin simetrik ve izopolar, ekvatoral goriiniis oblong ve polar goriiniis sirkular, polen
taneleri prolat; polar eksenler 28.5-42.8 um ve ekvatoral eksenler 17.9 —28.7 pm

Ol¢iilerinde goriilmiistiir (Tablo 3.2 ve Tablo 3.3).

Tablo 3.2: T. coerulescens taksonlarinin karsilagtirmali kantitatif polen 6zellikleri
(degerler um olarak verilmistir.)

Polar eksen (P) Ekvatoral eksen (E) Kolpus Por

Taksonlar
Min Max Ort. Min | Max | Ort. | Gen. | Uz. | Gen. | Uz

subsp.

28.5 41.6 348 | 179 | 257 | 23,1 1.9 25.6 7.1 7.2
coerulescens

subsp. 31.9 428 | 347 | 192 | 273 | 248 | 21 | 283 | 7.2 7.4
kemerensis
subsp. 30.7 418 | 338 | 189 | 287 | 241 | 18 | 274 | 6.9 7.2
ayvalikensis

Tablo 3.3: T. coerulescens taksonlarinin karsilastirmali kalitatif polen 6zellikleri

Ornamentasyon
Taksonlar P/E | Polen sekli Apertiir tipi
Ekvatoral Polar
subsp. coerulescens | 1,5 Prolate Trikolporat Retipilat Perforat
subsp. kemerensis 1.4 Prolate Trikolporat Mikroretikulat Psilat-perforat
subsp. ayvalikensis 1.4 Prolate Trikolporat Mikroretikulat Psilat-perforat
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Sekil 3.22: Trigonella coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali SEM polen
mikromorfolojisi. A,C,E: Polen ekvatoral goriiniis; B,D,F: Polen yiizey ornamentasyonu.
T. coerulescens subsp. coerulescens (A-B); T. coerulescens subsp. kemerensis (C-D); T.

coerulescns subsp. ayvalikensis (E-F).
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3.3 Hiicre ve Dokularin Biyometrik Ol¢iimleri

Trigonella coerulescens taksonunun 3 alt tiirii tizerinde biyometrik ol¢iimler yapilmistir.
Taksonlarin hiicre ve dokularinda yapilan tiim 6l¢iimler Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’
da gosterilmistir.

Biyometrik dl¢limlerde taksonlarin; govde, yaprak ve petiyollerindeki hiicre ve dokularin
genislik (um) ve uzunluklar1 (pm) alinarak standart sapmalar1 hesaplanmistir. Her ti¢
taksonun biyometrik Slgiimleri birbirine benzer boyutlarda oldugu goriilmiistiir. Govde
enine kesitlerinde; kiitikula, epidermis tabakasi, korteks tabakasi, kollenkima tabakasi,
parankima hiicreleri, endodermis tabakasi, floem tabakasi, floem hiicreleri, trake c¢api, 6z
hiicreleri iizerinde biyometrik Slglimler yapilmis ayrica; govde iletim demet sayisi da

hesaplanmustir (Tablo 3.4-3.6).

T. coerulescens sl. taksonunun govde biyometrik Olglimlerine bakildiginda; kiitikula
tabakasinin 0.77-2.85 pum boyutlarinda oldugu goézlenmistir. Epidermis hiicreleri 5.84-
19.62 um genislik ve 5.61-24.62 pm uzunluklardadir. Korteks tabakasi 32.45-76.13 um
boyutlarinda olup 6z bdlgesinden sonra govdede en fazla yer kaplayan alan oldugu tespit
edilmistir. Korteks tabakasinin en iistiinii olusturan ve epidermis tabakasinin hemen altinda
bulunan kollenkima tabakasi genisligi koselerde (21.5-57.1 um) ve kose aralarinda (7.61-
19.87 um) farkl tabaka ve genisliklerde oldugu goriilmiistiir. Parankimatik hiicrelerden
olusan parankima tabakas1 9.14-26.11 um 6lgiilerindedir. Olgiimlere gére kdse aralarinda
korteks tabakasini olusturan dokularin en genis kismini olusturmaktadir. Korteksin en i¢
kismini olusturan ve 1 sirali (nadiren 2 sirali) tespit edilen endodermis hiicreleri ise 5.58-
15.12 pum dlgiilerinde oldugu tespit edilmistir. iletim demetlerinden floem tabakas1 13.75-
33.48 pum boyutlarinda iken floem hiicrelerinin 2.09 — 9.33 um c¢aplarinda oldugu tespit
edilmigtir. Trake ¢aplar1 4.80 — 20.72 um ile ¢ok degisik boyutlarda oldugu gozlenmistir.
En kiigiik trake ¢aplarma subsp. ayvalikensis (4.80 um)’ de rastlanirken en biiyiik trake
caplari ise (20.72 um) subsp. coerulescens’ te goriilmiistiir. Oz bolgesi her 3 taksonda da
gdvdenin en genis yer kaplayan kismini olusturmaktadir. Bu bolgeyi olusturan hiicelerin
caplar1 da govdedeki en biiylik hiicre ¢aplarini olusturmaktadir. En kii¢lik 6z hiicresi 6.85
um ile subsp. coerulescens taksonunda goriiliirken; en biiyiik 6z hiicre ¢ap1 da (67.24 um)
ayn1 taksonda gozlenmistir. Govdedeki iletim demet sayilari ise 9-17 arasinda
degismektedir. En az iletim demet sayis1 (9 demet) subsp. coerulescens’te iken en fazla

demet sayis1 (17 demet) subsp. kemerensis’ te sayilmistir.

55



Her 3 taksonun yaprak bityometrik lgiimleri; mezofil tabakasi ve orta damari olusturan
hiicreler iizerinde gerceklestirilmistir. Mezofil tabakasinin genisligi en kiiclik subsp.
coerulescens (162 um) taksonunda en biiyiik ise subsp. ayvalikensis (306 um) taksonunda
gorilmistiir. Kiitikula tiim taksonlarda ¢ok ince ve 0.16 — 1.67 um dlgiilerindedir. Yaprak
ist ve alt epidermis hiicrelerinin dl¢timlerine gore list epidermis hiicrelerinin (23.44 —
51.64 pm) alt epidermis hiicrelerine gore (11.48 — 28.63 um) daha biiyiilk boyutlarda
oldugu ortaya konulmustur. Palizat tabakasini olusturan hiicrelerin uzunlugu genisliginin
en az 5 kati boyutlarinda olup uzun siilindir seklinde gorilmektedir. Palizat hiicre
genislikleri 5.13 — 19.27 um arasinda iken; palizat hiicre uzunluklari 27.9 — 56.5 pm
araliklarinda degiskenlik gostermektedir. Siinger parankimasinin hiicreleri yuvarlak
sekillerde ya da bazen pargalanmis goriilmektedir. Hiicrelerin genislik (16.1 — 35.4 pm) ve
uzunluklart (10.51 — 41.3 pm) hemen hemen benzer boyutlarda oldugu goriilmiistiir.
Yaprak orta damarinda parankima hiicreleri ve iletim demetleri Olgiilmiistiir. Subsp.
coerulescens’ in (11.03 — 14.71 pm genislik ve 5.51 — 11.26 um uzunluk) parankima
hiicreleri subsp. kemerensis (25.68 — 46.3 um genislik ve 20.65 — 39.42 um uzunluk) ve
subsp. ayvalikensis’ ten (18.8 — 44.4 um genislik ve 12.39 — 40.28 um) oldukga kiiciik
oldugu belirlenmistir. Floem hiicreleri ise en kii¢iikk subsp. coerulescens (1.95 pum)’ te
ol¢iiliirken en biiyilik subsp. kemerensis’te (12.5 um) dlglilmiistiir. Taksonlarin trake c¢aplari
govde trake caplarina gore ¢ok kiiclik oldugu tespit edilmistir (4.02 — 14.92 um).

Taksonlarin petiyol iizerindeki biyometrik Ol¢iimleri; abaksiyal, adaksiyal epidermis
hiicreleri, parankmia hiicresi ve trake hiicreleri lizrinde gerceklestirilmistir. Abaksiyal
hiicreler (10.08 — 32.6 um genislik ve 9.21 — 33.72 um uzunluk), adaksiyal hiicrelere gore
(14.68 — 34.5 um genislik ve 11.86 — 35.2 um uzunluk) daha kiigiik 6lgiilerde oldugu tespit
edilmistir. Petiyol enine kesitlerinde en fazla alan1 kaplayan kismi teskil eden parankima
hiicreleri yuvarlak sekillerde ve genellikle boyu enine esit hiicreler olarak gdzlenmistir
(17.7 — 44.8 pm genislik ve 13.17 — 45.12 um uzunluk). Trake g¢aplari tiim taksonlarda
birbirine ¢ok yakin 6l¢iilerde oldugu gézlenmistir. En kiigiik trake ¢ap1 subsp. coerulescens
(3.24 pm) taksonunda oOlgiiliirken en biiyiik trake ¢api subsp. ayvalikensis (8.18 pum)

taksonunda ol¢tilmiistiir.
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Tablo 3.4: Trigonella coerulescens subsp. coerulescens taksonu iizerinde biyometrik

olgtimler
Genislik (um) Uzunluk (pm)
Min. Max. Ortalama + SS Min. Max. Ortalama + SS
GOVDE
Kiitikula 0,77 3,5 2,05+0,89 - - -
Epidermis hiicresi 6,07 14,94 9,59 + 2,33 8,71 16,03 12,97 £2,21
*Korteks tabakasi 32,45 53,1 37,99 £ 9,65 - - -
Kollenkima hilere | g 45 | 1538 | 13,89+2,58 : . :
capi
> -
Kollenkima 9,02 | 16,18 | 11,43+2,04 i i i
tabaka genisligi
** 1
Kollenkima | »58 | 369 | 3184+491 : . :
tabaka genisligi
Parankima hiicresi 9,14 18,2 14,74 + 2,44 35,8 49,45 39,5+10,44
Endodermis hiicresi | 6,22 14,59 8,89 £ 2,52 7,39 20,81 13,96 + 3,50
Floem tabakasi 15,87 | 26,77 20,91 +£2,92 - - -
Floem hiicresi ¢ap1 2,62 9,33 5,58 £2,32 - - -
Trake hiicre ¢ap1 6,85 20,72 13,56 £ 3,95 - - -
Oz hiicre capi 6,85 | 67,24 | 29,41+20,19 - - -
Iletim demet sayis1 9 13 11+1,69 - - -
YAPRAK
Kutikula 0,16 0,48 0,32+0,12 - - -
Ust
epidermis 30,04 | 51,64 42,54 £ 7,16 17,37 30,98 24,56 £ 5,25
hiicresi
Alt
= | epidermis 12,67 | 28,63 16,95+ 5,10 11,26 17,37 14,55+2,19
g hiicresi
= | Mesofil
162,24 | 278,37 | 194,68 + 35,007 - - -
tabakasi
Palizat 384 | 9,14 6,77 + 1,85 457 | 2225 | 14,59+ 4,40
parankimasi
Stinger 17,9 | 3333 | 2231+9,31 10,51 | 41,31 18,56 + 8,76
parankimast
_ | Parankima | yq 03 | 1471 | 12414148 | 551 | 1126 | 8194192
s hiicresi
& | Floemhiiere |y g5 | 379 | 2542053 i i i
< | sapt
G | Trakehiiere |y 0y | 689 | 545+095 . . i
¢api
PETIYOL
Abaksiyal hiicre 15,12 32,6 22,6 +7,74 19,52 33,72 29,4 +2,67
Adaksiyal hiicre 19,6 34,5 29,03 + 3,93 18,82 35,29 26,22 +5,79
Parankima hiicresi 17,17 31,7 24,72 £6,91 13,17 30,23 20,22 + 8,64
Trake hiicre ¢ap1 3,24 571 4,69 +0,71 - - -

*Kose aralarindaki kollenkima tabakasi ; ** Koselerdeki kollenkima tabakasi
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Tablo 3.5: Trigonella coerulescens subsp. kemeresis taksonu iizerinde biyometrik

Ol¢ciimler
Genigslik (um) Uzunluk (um)
Min. Max. Ortalama + SS Min Max. Ortalama + SS
GOVDE
Kiitikula 1,093 2.85 2.3+0,45 - - -
Epidermis hiicresi 5,84 10,76 8,78 + 2,83 5,61 11,92 9.15+ 1,08
*Korteks tabakasi 39,67 67,93 48,38 + 19,28 - - -
Kollenkima hiicre ¢ap1 3,38 10,53 6,86 + 2,07 - - -
< :
Kollenkimatabaka | 761 | 1442 | 1082251 : : .
genisligi
** 1
Kollenkimatabaka | 515 | 2752 | 24724393 . : :
genisligi
Parankima hiicresi 9,76 25,62 18,83 + 5,45 13,48 | 55,81 34,01 +£12,2
Endodermis hiicresi 5,58 14,26 8,49 + 2,63 13,33 27,16 17,79 £ 4,21
Floem tabakasi 16,26 33,48 25,13 £ 6,03 - - -
Floem hiicre gapi 2,09 7,44 4,22 +1,52 - - -
Trake hiicre ¢ap1 5,97 11,78 8,31+ 2,06 - - -
Oz hiicre ¢api 12,65 44,65 26,09 + 8,68 - - -
Tletim demeti say1s1 13 17 15+ 1,69 - - -
YAPRAK
Kutikula 0,23 1,67 0,79 £ 0,53 - - -
Ust
epidermis 23,44 37,32 28,7+4,6 18,18 | 24,88 22 +244
hiicresi
Alt
= epidermis 11,48 14,83 12,91 + 1,11 8,61 11,96 10,38 £ 1,05
ﬁ hiicresi
= | Mesofil 2164 | 2954 | 246,11+3336 | - - -
tabakasi
Palizat 063 | 1927 | 1561+413 | 292 | 565 | 40,12+ 1387
parankimast
Stnger 19,15 | 3544 3024+577 | 14,36 | 32,72 | 21,63+9,35
parankimast
_ | Parankima | op 60 | 4635 | 34007+932 | 2065 | 3942 | 30,8247,98
g hiicresi
§ | Floemhiiere | g5 | 151 | 935+2,05 : : :
8 cap1
O | Trakehicre | 4165 | 1492 | 1392+1,06 - . -
capi
PETIYOL
Abaksiyal hiicre 12,19 22,85 16,23 £ 3,14 19,85 | 31,28 25,36 £5,13
Adaksiyal hiicre 21,33 31,23 27,61 £3,25 19,8 31,23 26,07 £ 3,38
Parankima hiicresi 25,6 44,8 69,06 + 18,16 28,95 | 45,12 37,54+ 8,51
Trake hiicre ¢ap1 3,7 8,18 6,09 £ 1,45 - - -

*Kose aralarindaki kollenkima tabakasi ; ** Koselerdeki kollenkima tabakasi
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Tablo 3.6: Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis taksonu {izerinde biyometrik

Ol¢ciimler
Genislik (um) Uzunluk (um)
Min. Max. Ortalama + SS Min. Max. Ortalama + SS
GOVDE
Kiitikula 1,99 4,79 3,35+0,82 - - -
Epidermis hiicresi | 14,6 25,99 | 19,88 +3,43 19,3 35,15 | 27,62 +4,05
*Korteks tabakasi 47,15 | 76,13 58 +£10,04 - - -
Parankima hiicresi 23,43 49,22 34,88 + 8,40 14,62 25,12 21,85+3,43
Endodermis hiicresi | 10,29 17,4 13,13 £ 2,31 451 7,51 6,50 = 0,81
Floem tabakasi 13,75 20,64 17,84 £2,31 - - -
Floem hiicre ¢ap1 2,78 6,88 441 +1.22 - - -
Trake hiicre ¢ap1 2,80 12,36 7,77 + 3,005 - - -
Oz hiicre capi 13,43 | 50,8 37,51+ 11,69 - - -
Kollenkima hilere | 1616 | 2549 | 212204290 | - : .
capi
= .
Kollenkima 18,12 | 26,87 | 21,93+2,93 - - -
tabaka genisligi
** 1
Kollenkima 9502 | 2287 | 18102+41,13 | - - -
tabaka genisligi
Iletim demeti sayis1 | 12 16 14+ 1,69 - - -
YAPRAK
Kutikula 0,15 0,65 0,37+0,16 - - -
Ustepidermis | 53 47 | 3661 |  20,008:4,0 | 17,84 | 2206 | 19,79+ 1,52
hiicresi
_ | Altepidermis | 1567 | 1506 | 1475+12 | 1032 | 1549 13,54 + 1,88
&= | hiicresi
5 | Mesofil 202 | 3516 | 31825+2122 | - - -
= | tabakasi ! ’ ’
Palizat 513 | 1424 | 8404282 11,2 | 33,03 17,24 5,32
parankimast
Stnger 16,12 | 3532 | 28,66+5,76 18,6 | 53,33 31,91 49,39
parankimast
_ | Parankima 183 | 4444 | 3094+7,66 | 939 | 2928 | 17,58+528
& | hiicresi
% Floem hiicre
© 3,26 6,53 522+1,17 - - -
& | ¢ap1
O| Trakehiere | 421 | 966 | 7364204 i ; ;
¢ap1
PETIYOL
Abaksiyal hiicre 10,08 | 20,61 13,71 £2,89 9,21 16,22 12,84 + 1,89
Adaksiyal hiicre 14,68 | 25,42 18,71 £ 3,5 11,86 | 20,33 1597 £2.,74
Parankima hiicresi 4144 | 83,55 61,65+ 14,78 17,1 55,92 35,47 £ 10,6
Trake hiicre ¢ap1 3,68 6,6 49 +1,04 - - -

*Kose aralarindaki kollenkima tabakasi ; ** Koselerdeki kollenkima tabakasi
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3.4 MTT Analizi

Hiicreler, kiiltiir ortaminda bolim 2.2.4.2 ve 2.2.4.3° de anlatil§id1 gibi c¢ogaltilmistir.
Deney oOncesi giin hiicre sayimi1 yapildiktan sonra boliim 2.2.4.6’da anlatildig1 sekilde 96
kuyucuklu plakalara her kuyuda 5000-15000 (hiicre hattina gore degiskenlik
gostermektedir, HUVEC icin 5000, PC3 i¢in 10000, SW480 i¢in 5000) hiicre olacak
sekilde paylastirilmistir. Farkli ¢oziiclilerle (saf su, hekzan, metanol, etanol, aseton)
hazirlanan ekstratlar farkli dozlarda (Metanol, Etanol, Hekzan, Aseton i¢in: 325 pg/ul -
187,5 pg/ul — 93,75 pg/ul — 46,875 pg/ul — 23,45 pg/ul ; Saf su igin: 250 pg/ul — 125
pg/ul — 62,5 pg/ul — 31,25 pg/ul — 15,62 pg/ul ) hiicrelere ¢ tekrarli olarak
uygulanmistir. HUVEC hiicre hatti kontrol grubu olarak kullanilarak, PC-3 ve SW480
hiicre hatlar1 ile karsilastirilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik uygulama siirelerinden sonra, son
konsantrasyonun 0.5 mg/mL seklinde her bir kuyuya stok MTT ¢ozeltisi eklenip, 37 °C’de
4 saat siireyle, %5 CO2 igeren inkiibator cihazinda inkiibasyon islemine tabii tutulmustur.
4 saat sonunda medyum ortami uzaklastirilip, 0.004 M HCI igerigi olan izopropanolle
birlikte kristaller ¢oziilerek, spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbans

alinmigtir. Sonuglar GraphPad Prism 8 programi kullanilip grafiklendirilmistir.

Absorbans 550 nm

97 mm DMSO-Kontrol
=3 23,45 pg/ul
£ 1.0 =3 46,875 pg/ul
'.': =3 93,75 podul
é 054 = * * Em 187.5 pa/ul
1 E N E T & = 375 pgiyl

2453 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.23: Metanol ile hazirlanmig ekstraktin PC-3 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

PC-3’de Trigonella coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun metanol ekstraktinda
kontrol gruplarina kiyasla 24. saatte uygulanan 23,24 pg/ul dozunda arttirict etki
gozlemlenirken, 24. Saatin artan dozlarinda ayrica 48. ve 72. saatlerde uygulanan tiim

dozlarda azaltici bir etki gozlemlenmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.23).
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Absorbans 550 nm

197 mm DMSO-Kontrol
=3 23,45 pg/ul
@ 4.0- = 46,875 g/l
'E =3 93,75 pgiul
g 0.5 x i . Ea 1875 pog/ul
g - . =1 375 pgil

24=a 48=a 72sa

Zaman
Sekil 3.24: Etanol ile hazirlanmis ekstraktin PC-3 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

PC-3’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun etanol ekstraktinda 24. saatte
uygulanan 187,5 ug/ul ve 375 pg/ul dozlarinda; 48. ve 72. saatte uygulanan tiim dozlarda
kontrol grubuna kiyasla azaltici etki gozlemlenmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir;

Sekil 3.24).

Absorbans 550 nm

197 mm DMSO-Kontrol
= 23,45 pg/ul
® 4.0 =3 46,875 pg/jl
'E = 93,75 pglul
g N = 1875 ug/l
S =1 375 g/l

24<a 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.25: Aseton ile hazirlanmis ekstraktin PC-3 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

PC-3’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun aseton ekstraktinda 24. saatte

uygulanan 23,45 pg/ul ve 93,75 pg/ul dozlarinda kontrol grubuna kiyasla arttirict etki
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gozlemlenirken, 48. ve 72. saatlerde uygulanan tim dozlarda kontrol grubuna kiyasla

azaltic1 bir etki gozlemlenmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.25).

Absorbans 550 nm

97 mm DMSO-Kontrol
= 23,45 pg/ul
@ 4.0 = 46,875 g/l
'E = 93,75 po/ul
g 05 = 1875 ug/yl
=3 375 paglul

24sa 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.26: Hekzan ile hazirlanmis ekstraktin PC-3 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

PC-3’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun hekzan ekstraktinda uygulanan
tim dozlarda kontrol grubuna kiyasla azaltici bir etki gozlemlenmistir. PC-3 hiicre hattina
uygulanan ekstraktlar arasinda kontrol grubuna kiyasla en azaltici etkiyi gosteren hekzan

ekstrakti oldugu gozlemlenmistir. (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.26 ).

Absorbans 550 nm

2.0

mm Su-Kontrol

151 » = 15,62 pg/ul
c £y . = 31,25 pg/ul
£ 1.0- r ) ol =3 62,5 pg/yl
3 L - = 125 pgipl
<<

0.5 = 250 pgiul

0.0l

24sa 48sa T2sa

Zaman

Sekil 3.27: Saf su ile hazirlanmis ekstraktin PC-3 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.
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PC-3’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun saf su ekstraktinda 24. saatte
uygulanan tiim dozlarinda ve 48. saatte uygulanan 125 pg/ul ve 250 pg/pl dozlarinda
kontrol grubuna kiyasla arttiric1 etki gbzlemlenirken; uygulanan diger dozlarda kontrol

gruplarina kiyasla azaltict bir etki gozlemlenmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir;

Sekil 3.27).

Absorbans 550 nm

1.5

mm DMSO-Kontrol
= 46,875 pg/pl
2104 7T, X = 93,75 ug/l
J.': hLoT, =3 1875 g/l
é 0.5- = 375 pgiul
0.0-
24sa 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.28: Metanol ile hazirlanmis ekstraktin SW480 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

SW480°de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun metanol ekstraktinda 48. Saatte
uygulanan 46,875 pg/ul ve 375 pg/ul dozlarinda; 72. saatin tiim dozlarinda kontrol
grubuna kiyasla azaltici etki gozlemlenirken, diger uygulanan dozlarda kontrol grubuna

kiyasla arttirici etki gézlemlenmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.28).

63



Absorbans 550 nm

1.5
mm DMSO-Kontrol
= 23,45 pgiul
2 1.0 * 1 x I B 46,875 pgipl
m W W *
'.g . - T, =3 93,75 pg/pl
a 3 . = 1875 ug/pl
< 0.5-
= 375 palul
0.0- . dul
24sa 48sa T2sa
Zaman

Sekil 3.29: Etanol ile hazirlanmig ekstraktin SW480 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi

SW480’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun etanol ekstraktinda 24. saatte
uygulanan 46,875 ug/ul, 187,5 pug/ul ve 375 ng/ul, dozlarinda; 48. saatte uygulanan 187,5
ug/ul dozunda kontrol grubuna kiyasla arttirict etki gézlemlenirken, 24. saatte uygulanan
23,45 pg/ul ve 93,75 pg/ul dozlarinda; 48. saatte uygulanan 23,45 ug/ul, 46,875 pg/ul ve
375 pg/ul dozlarinda; 72 saatte uygulanan 23,45 pg/ul, 46,875 pg/ul, 187,5 ng/ul ve 375
ug/ul dozlarinda kontrol gruplarina kiyasla azaltict bir etki gézlemlenmistir (p<0,05 *
anlaml kabul edilmistir; Sekil 3.29).

Absorbans 550 nm

1.0
: mm DMSO-Kontrol
0.8 I . =3 46,875 pg/pl
o hI. = 93,75 ug/ul
@ 0.6- I
g . =3 187.5 pg/ul
2 0.4- . I = 375 pg/pl
q 3
0.2
0.0-
24sa 48sa 72sa
Zaman

Sekil 3.30: Aseton ile hazirlanmig ekstraktin SW480 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.
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SW480°de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun aseton ekstraktinda 24. saatte
uygulanan tiim dozlarinda kontrol grubuna kiyasla arttirici etki gézlemlenirken, 48. ve 72.
saatte uygulanan tiim dozlarda kontrol grubuna kiyasla azaltict bir etki gozlemlenmistir

(p<0,05 * anlaml1 kabul edilmistir; Sekil 3.30).

Absorbans 550 nm

1.0
* o mm DMSO-Kontrol
0.84 [ 5 = 23,45 pg/ul
c I o3 = 46,875 ug/yl
w 0.6 . ul
£ =N L =3 93,75 g/l
2 0.4+ * Em 187.5 po/ul
"
i
0.2 = 375 pgiul
0.0l =il -
24=a 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.31: Hekzan ile hazirlanmig ekstraktin SW480 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

SW480°de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun hekzan ekstraktinda 24. Saatte
uygulanan 23,45 pg/ul, 46,875 pg/ul, 187,5 pg/ul ve 375 pg/ul dozlarinda kontrol grubuna
kiyasla arttirici etki gézlemlenirken, diger tiim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla azaltici
bir etki gozlemlenmistir. SW480 hiicre hattina uygulanan ekstraktlar arasinda kontrol
grubuna kiyasla en azaltici etkiyi gosteren hekzan ekstrakti oldugu goézlemlenmistir

(p<0,05 * anlaml1 kabul edilmistir; Sekil 3.31).
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Absorbans 550 nm

2.9

mm Su-Kontrol

2.0+ . T = 15,62 po/ul
i x T /
C s I = 31,25 pg/ul
'.g = 62,5 pgiul
2104 MAAF = 125 pgipl
<<

/
0.5 = 250 pgiul
0.0- S
24sa 48sa 72sa

Zaman
Sekil 3.32: Saf su ile hazirlanmis ekstraktin SW480 hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

SW480°’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun saf su ekstraktinda 24. Saatte
uygulanan tiim dozlarda kontrol grubuna kiyasla arttirict etki gézlemlerinirken, diger
uygulanan tiim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla azaltici bir etki gozlemlenmistir

(p<0,05 * anlaml1 kabul edilmistir; Sekil 3.32).

Absorbans 550 nm

197 mm DMSO-Kontrol
=3 46,875 pg/ul
21.04 N = 93,75 pg/pl
8 iE N T . =1 187,5 ug/ul
é 0.5 . * B3 375 pg/ul
0.0-
24sa 48sa T2sa

Zaman

Sekil 3.33: Metanol ile hazirlanmis ekstraktin HUVEC hiicre hattina ait sitotoksisite
grafigi.

HUVEC’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun metanol ekstraktinda 24. saatte

uygulanan 46,875 pg/ul ve 93,75 pg/ul dozlarinda kontrol grubuna kiyasla arttirict etki
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gozlemlenirken, 48. ve 72. saatte uygulanan tiim dozlarda kontrol gruplarma kiyasla

azaltict bir etki gézlemlenmistir ( p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.33).

Absorbans 550 nm

1.5
mm DMSO-Kontrol
1 =3 23,45 pg/ul
£ 1.0 ol ‘o = 46,875 pg/pl
™ I _i_ i &
£ ) : I =3 93,75 g/l
a Ea 1875 palpl
< 0.5-
I . =3 375 pgiul
0.0- L dusien
24sa 48sa 72sa
Zaman

Sekil 3.34: Etanol ile hazirlanmis ekstraktin HUVEC hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

HUVEC’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun etanol ekstraktinda 24. saatte
uygulanan 93,75 pg/ul dozunda; 48. saatte uygulanan 46,875 pg/ul dozunda; 72. saatte
uygulanan 23,45 pg/ul dozunda kontrol gruplarina kiyasla arttirict bir etki gézlemlenirken,
24. saatte uygulanan 23,45 ug/ul, 187,5 pg/ul ve 375 pg/ul dozlarinda; 48. saatte
uygulanan 23,45 ug/ul, 93,75 pg/ul, 187,5 ug/ul ve 375 pg/ul dozlarinda; 72 saatte
uygulanan 46,875 pg/ul, 93,75 ug/ul ve 375 nug/ul dozlarinda kontrol gruplarina kiyasla
azaltic1 bir etki gézlemlenmistir ( p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.34).
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Absorbans 550 nm

1.5

mm DMSO-Kontrol
= 46,875 pgipl
€ 1.0- e 93,75 pg/l
8 7 =3 187.5 g/l
gu.a- 1K .- . = 375 g/l

24sa 48sa T2sa

Zaman
Sekil 3.35: Aseton ile hazirlanmis ekstraktin HUVEC hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

HUVEC’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun aseton ekstraktinda 24. saatte
uygulanan 46,875 ug/ul ve 93,75 ug/ul dozlarinda kontrol grubuna kiyasla azaltict bir etki
gozlemlenirken, diger tim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla azaltict bir etki

gozlemlenmistir ( p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.35).

Absorbans 550 nm

1.5
m DMSO-Kontrol
= 23,45 pgiul
2 1.0- =3 46,875 pg/ul
|
g N X = 93,75 pg/ul
a . B 5 : 1 mEm 1875 g/l
< 0519, ., . L
x T = 375 ug/ul
24sa 48sa T2=sa

Zaman

Sekil 3.36: Hekzan ile hazirlanmis ekstraktin HUVEC hiicre hattina ait sitotoksisite
grafigi.

HUVEC’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun hekzan ekstraktinda uygulanan

tim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla azaltic1 bir etki gézlemlenmistir. HUVEC hiicre
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hattina uygulanan ekstraktlar arasinda kontrol grubuna kiyasla en azaltic1 etkiyi gosteren

hekzan ekstrakti oldugu gézlemlenmistir ( p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.36).

Absorbans 550 nm

2.5
m Su-Kontrol

2.0 .. i X = 15,62 pg/ul
« ; . =3 31,25 pg/l
o ].5- * &
1:—, L L x 2 = 62,5 pgiul
£ 1.0 Z = 125 pg/l
<

/
0.5 = 250 pgiul
0.o-MiLEl — duiiay
24sa 48sa T2sa
Zaman

Sekil 3.37: Saf su ile hazirlanmis ekstraktin HUVEC hiicre hattina ait sitotoksisite grafigi.

HUVEC’de T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun su ekstraktinda 72. Saatte
uygulanan tiim dozlarda; 48. Saatte uygulanan 250 pg/ul dozunda kontrol gruplarina
kiyasla azaltici bir etki gozlemlenirken, diger tiim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla

arttirict bir etki gozlemlenmistir ( p<0,05 * anlamli kabul edilmistir; Sekil 3.37).
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4. TARTISMA-SONUC

4.1 Mikromorfolojik ve Anatomik Tartisma

Bu tez ¢alismasinda, T. coerulescens subsp. ayvalikensis’ in mikromorfolojik ve anatomik
ozellikleri ilk defa ortaya konulmustur. Ayrica; bu taksona morfolojik &zellikleri
bakimindan ¢ok benzer olan 2 alt tiir de (T. coerulescens subsp. coerulescens ve T.
coerulescens subsp. kemerensis) mikromorfolojik ve anatomik yonden incelenmistir.
Taksonlar arasindaki en 6nemli karakterlerin; polen ornamentasyonu, 6z/ gévde orani ile
petiyol damar sayisi ve petiyol seklinde oldugu goriilmiistiir.

Mikromorfolojik ¢aligmalarda; T. coerulescens subsp. ayvalikensis’ in tohum morfolojisi
incelendiginde; tohumlarin 1.3- 2.1 X 1.2-1.6 um boyutlarinda ve k.rengiden koyu
kahverengine dogru degisik renk tonlarinda oldugu gozlenmistir (Sekli 3.21). Tohum
yiizey ornamentasyonu ruminat tiptedir. Hilum gizlenmis, beyaz renkli ve eliptik sekillidir
(Tablo 3.1). Subsp. ayvalikensis taksonu diger alttiirlere goére kiyaslandiginda subsp
kemerensis taksonuna daha yakim oldugu goriilmektedir. Ozellikle her iki taksonun hem
tohum ornamentasyonlari hem de sekilleri birbirine benzerdir (Tablo 3.1). Su ana kadar
subsp. ayvalikensis tizerine yapilmig tohum calismasina rastlanmamugtir. Ceter ve ark.
(2012); Turkiye’de yetisen 37 Trigonella taksonunun karsilastirmali tohum morfolojisini
arastirmiglardir. Bu taksonlar igerisnde bulunan T. coerulescens subsp. coerulescens
taksonunu da incelemislerdir. Caligsmada; ilgili taksonun 1.5-2 X 1-1.5 mm boyutlarinda,
Ovoid sekillerde ve agik kahverenkli oldugu belirtilmistir. Tohum ornamentasyonunun
akuleat-verrukat tipte oldugu ve hilumun beyaz ve eliptik sekilli, 0.12 mm boyutlarinda
oldugu vurgulanmigtir. Ceter ve ark. (2012)’ nin ¢alismasindan elde edilen morfolojik
veriler ile bizim calisgmamizdaki ayni taksonla yapilmis morfolojik caligmalarin benzer
veriler icerdigi tespit edilmistir (Tablo 3.1). Turki ve Abozeid (2015), baz1 Trigonella
tirlerinin tohum morfolojisini arastirmiglardir. Calismalarinda T. coerulescens tiiriinii de
incelemislerdir. Bu tiir iizerinde elde edilen morfolojik karakterlerde tohumun 0.7-0.8 X
0.6-0.8 mm olg¢iilerinde, ovoid sekilli, sar1 renkli oldugu, hilumun dairesel sekilli ve 0.55-
0.61 mm boyutlarinda oldugu ifade edilmisir. Bizim aym taksonla yapilmis
callsmalarimizda; tohum 1.4-2.2 X 1-1.5 mm boyutlarinda, ovoid sekilli ve krengi renkli
oldugu goriilmiistir. Bu bakimdan boyutlarin ve tohum renginin farkli oldugu
anlasilmaktadir (Tablo 3.1).

T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun polen morfolojisi ilk defa arastirilmistir.

SEM incelemelerinde; polar eksen ortalama 33.8 pum; ekvatoral eksen ise ortalama 24.1
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um olarak hesaplanmistir. Bu verilere gore P/E orani 1.4 (prolat) olarak belirlenmistir.
Taksonun apertiir tipi trikolporattir. Polen ornamentasyonu ise ekvtoral goriiniiste
mikroretikulat; polar goriiniiste ise psilat-perforat olarak belirlenmistir (Tablo 3.2, Tablo
3.3). 3 taksonun Kalitatif ve kantitatif polen morfolojik yapilar1 incelendiginde; subsp.
kemerensis ve subsp. ayvalikensis taksonlarinin polen ornamentasyonundaki karakterlere
gore birbirine daha yakin oldugu soOylenebilmektedir. Subsp. coerulescens’ in
ornamentasyon tipi retipilat (ekvatoral) ve perforat (polar) iken diger iki taksonun
mikroretikulat (ekvatoral) ve psilat-perforat (polar) oldugu goriilmiistiir. Diger kalitatif ve
kantitatif polen verilerinde ise dikkate deger bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 3.2, Tablo
3.3).

Polen morfolojisi tizerine Trigonella taksonlari ile ilgili yapilmis en kapsamli galisma
Pinar ve ark (2004) tarafindan yapilmis ¢alismadir. Bu ¢alismada T. coerulescens subsp.
coerulescens’ in polen morfolojisi ve ornamentasyonuna da yer verilmistir. Bu taksonun
polen sekli prolat, P/E orani 1.45, apertiir tipi trikolporat; ornamentasyon ekvatoryal
eksende retipilate ve polar eksende ise perforat olarak verilmistir. Bizim ¢alismamizda yer
alan subsp. coerulescens’ in polen sekli prolat, P/E oran1 1.5, apertiir tipi trikolparat;
ornamentasyon retipilat (ekvatoral) ve perforat (polar) olarak bulunmustur (Tablo 3.3).
Sonug olarak ¢alismadaki verilerle ¢ok yakin benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Govde ile ilgili anatomik farkliliklar incelendiginde tiirler arasinda 6nemli farkliliklar
goriilmemis sadece tabaka sayilarinda (kollenkima, korteks, floem) degisiklikler tespit
edilmistir. Ancak, parankimatik 6z bolgesinin tiim govdeye kapladig1 ylizdelik oranlarda
belirgin ve dikkati ¢eken farklar tespit edilmistir. Govde ile ilgili anatomik karakterlerin

karsilastirilmast Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: T. coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali govde anatomik karakterleri

Kollenkima Floem tabakasi Lo
tabakasi Iletim w
= Korteks = = 0z/Govde
Taksonlar Kose Koseler | Kose demet 0
Koseler tabakasi sayisi orant (%)
aralar aralari
subsp. coerulescens 3-8 1-2 5-7 4-6 2-4 9-13 50-53
subsp. kemerensis 2-3 1-2 3-8 3-5 2-3 13-17 29-34
subsp. ayvalikensis 3-10 1-2 9-14 4-8 2-5 12-16 69-72

T. coerulescens subsp. ayvalikensis’ in yaprak anatomik yapisi Fabaceae familyasinin

genel karakteristik ozelliklerini gostermektedir (Metcalf ve Chalk, 1950). Yapraktan alinan
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enine ve ylizeysel kesitlerde taksonlar arasindaki 6nemli farkliliklara daha g¢ok orta damar
bolgesinde rastlanmistir. Tiim taksonlarda orta damarin adaksiyal ylizeyi diiz ve hafif
kivrik (konkav); abaksiyal yiizeyinin ise disa dogru bombeli ve ¢ikik (konveks) oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.10, Sekil 3.12). T. coerulescens alttiirlerinin karsilastirmali
yaprak anatomik karakterleri Tablo 4.2 de sunulmustur. Tablo 4.2° de gorildigii gibi
taksonlar arasinda en Onemli farkin sklerenkimatik tabakanin varligidir. Sklerenkima
hiicrelerinin bulunusu anatomide, taksonlar arasindaki farkliligi ortaya koyan oOnemli
anatomik karakterlerden biridir (Metcalf ve Chalk 1950; Esau, 1962). Bu ¢alismada subsp.
kemerensis taksnunda barizce skleenkimatik hiicre ve tabakaya rastlanirken diger iki

taksonda bu yapilar gézlenmemistir.

Tablo 4.2: T. coerulescens alttiirlerinin karsilagtirmali yaprak anatomik karakterleri.

Mezofil Tabakasi Orta Damar Bolgesi
Taksonlar Palizat p. | Siinger p. Kollemkima | Parankima | Floem | Sklerenkimat
sirast sirasi ik tabaka
subsp. coerulescens 2 3-5 4-6 2-4 3-5 Gozlenmedi
subsp. kemerensis 2 3-6 3-5 2-5 3-6 Gozlendi
subsp. ayvalikensis 2 3-5 3-5 2-4 2-5 Gozlenmedi

Petiyolden alinan enine ve yiizeysel kesitlerde taksonlar arasindaki 6nemli farkliliklara
vaskiiler demet sayilarinda rastlanmistir. Tiim taksonlarin orta bolgesinde 1’ er adet biiyiik
yapili iletim demeti gozlenistir. Ancak kanatlarda iletim demetlerine subsp. coerulescens
hari¢ diger iki taksonda 2 demet ile rastlanmistir. Bu demetler kanatlarda yer almakta ve
orta damara gor oldukca kiiciikk yapilidir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.17). Tablo 4.3’te T.
coerulescens alttiirlerinin karsilagtirmali petiyol anatomik karakterleri karsilagtirmali

olarak verilmistir.

Tablo 4.3: T. coerulescens alttiirlerinin karsilagtirmali petiyol anatomik karakterleri

Vaskiiler demet sayist Tabaka say1st Sklerenkima
Taksonlar i i
Orta Bolge Kanatlar Kollenkima Parankima tabakasi

subsp.

coerulescens 1 ) 1-2 -9 3-6
subsp. kemerensis 1 1+1 1-2 5-8 2:4
subsp.

ayvalikensis 1 1+1 1-2 58 2-4
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Trigonella coerulescens alttiirlerinin stomalari; yapragin her iki yiizeyinde de goriilmekte
olup alt kisimda daha yogun sekildedir. Enine Kkesitteki epiderma hiicreleriyle aymi
seviyede (mezomorfik stoma) nadiren daha yukari seviyededirler (higromorfik stoma).
Stomalar anomositik tipte diizenlenmistir. Tablo 4.4’te 3 taksonun karsilastirmali bir
sekilde stomalarinin ozellikleri gosterilmistir. Tablodan da goriilecegi gibi stomalarn,
yapragin alt yiizeyinde daha yogun oldugu gdzlenmistir. Ust ve alt epidermiste en fazla
stomaya subsp. ayvalikensis’ te (iist epidermis 122; alt epidermis 227) rastlanmustir.
Taksonlarin stoma indeks oranlar1 (10) 0.89-0.95 arahiginda yer alip birbirine oldukga
yakin degerlerdedir.

Tablo 4.4: T. coerulescens alttiirlerinin stoma 6zellikleri.

Ust Epidermis Alt epidermis
Taksonlar Stomatipi "gi"TEhs [ Su | S | Sts | Ehs | st | Sw(w | ©
()
subsp. Anomositik | 102 | 371 21.6 | 22-23 | 214 660 24.4 | 21-23 0.89

coerulescens

subsp. kemerensis | Anomositik | 103 | 360 22.2 | 20-22 | 155 508 23.3 | 19-21 0.95

subsp. Anomositik | 122 | 409 22.9 | 20-22 | 227 723 23.9 | 19-22 0.95
ayvalikensis

Kisaltmalar: , Ehs: Epidermis hiicre sayisi, Sts: Stoma sayisi, Sto: Stoma indeks orani, Sti: Stoma indeksi,
St6: Stoma 6l¢iimii, 10: Indeks oram

4.2 Sitotoksik Tartisma

Viicudun herhangi bir yerinde (organ ya da doku) hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalip
biliylimesiyle ortaya cikan hastaliklara kanser denir. Daha sik goriilen ve erken teshis
edilmedigi zamanlarda 6liimle sonuglanan kanser tiirleri; akciger, mide, kolon, karaciger,

mide ve meme kanseri seklinde siralanmaktadir (World Health Organization, 2021).

Kanser tedavisi ile ilgili birgok arastirmalar yapilmaktadir. Kanserle ilgili yapilan
caligmalardan biri de sitotoksisite deneyleridir. Sitotoksisite ¢aligmalari in-vivo ve in-vitro
ortamlarda gerceklestirilebilmektedir.  /n-vitro olarak hiicre kiiltiirii ortamlarinda
yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvarlarda

0zel olarak tasarlanmis ortamda, besin, 1s1, nem gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek
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kontaminasyondan arindirilarak yasatilmasidir. Sitotoksik, hiicre oliimiine neden olan
anlaminda kullanilmaktadir. Incelenen maddenin dozuna ve etki siiresine bagl olarak
hiicrelere farkli derecelerde zarar veren olaya sitotoksisite denir. Hiicreler sitotoksik
madde ile etkilesim sonucunda otofaji, apoptoz ve nekroz gibi olaylardan dolay1 dlebilir ya
da sitostazis durumundan dolay1 proliferasyon o6zelliklerini kaybedebilirler. Sitotoksik
maddeye maruz birakilan hiicrelerin, sonrasinda canlilik oranlarinin (canli/6li hiicre

miktar1) belirlenmesi yapilan bu sitotoksisite c¢alismalarinin amacim1 olusturmaktadir

(Tokur ve Aksoy, 2017).

Sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan yontemlerden bir tanesi de MTT metodudur. MTT
metodu; sitotoksik analiz, hiicre canliligi ve poliferasyonu igin tercih edilen, kantitatif
kolorometrik yontemlerden biridir. Bu metot apoptozun erken evresindeki veya canli
hiicrelerin mitokondrileri vasitasiyla gergeklestirdigi reaksiyonda, MTT c¢ozeltisindeki
tetrazolium halkasi canli hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri tarafindan

pargalanip, renkli formazan kristallerini meydana getirir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Bu tez caligmasinda T. coerulescens subsp. ayvalikensis’ in sitotoksisite ¢alismalariyla
ilgili bilgiler ilk kez ortaya konulmustur. Literatiirde bu bitki ile ilgili sitotoksisite

calismalarina rastlanmamustir.

Genel olarak Trigonella cinsinin tohum igeriginin fitokimyasal analizine bakildig1 zaman
flavonoid (viteksin, orientin, izoorientin, vicenin-1, vicenin-2, vicenin-3), saponin
(yamogenin, tigogenin, diosgenin) ve alkaloid (trigonellin) bilesiklerinin yiiksek miktarda
bulundugu tespit edilmistir (Stefanowicz-Hajduk vd. ,2021; Krol-Kogus vd., 2021; Krol-
Kogus vd., 2020).

Bu ¢alismada T. coerulescens subsp. ayvalikensis’ in tohumlarindan farkli ¢oziiciilerle (saf
su, hekzan, metanol, etanol, aseton) hazirlanan ekstratlar farkli dozlarda (Metanol, Etanol,
Hekzan, Aseton i¢in: 325 pg/ul - 187,5 pg/ul — 93,75 pg/pl — 46,875 pg/ul — 23,45 pg/ul ;
Saf su igin: 250 pg/ul — 125 pg/ul — 62,5 pg/ul — 31,25 pg/ul — 15,62 pg/ul ) hiicrelere tig
tekrarli olarak uygulanmustir. Saglikli durumun temsili icin HUVEC (Insan Saglikli
Endotelyal Hiicre Hatt1) hiicre hatti, kanser hiicre hatlar1 olarak ise PC-3 (insan prostat
kanser hiicre hatt1) ve SW480 (insan kolon kanser hiicre hatt1) kullanilmistir. Uygulamalar
24 sa, 48 sa, 72 sa seklinde ¢alisilarak daha sonra spektrofotometre cihazinda 550 nm dalga

boyunda absorbans alinmistir. Daha sonra sonuglar GraphPad Prism 8 programi kullanilip
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grafiklendirilmistir. Programda One Way Anova ile sonuclar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (p<0,05 * anlamli kabul edilmistir).

Literatiir taramalar1 sonucunda Trigonella L. cinsi ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda
PC3 ve SW480 hiicre hatlar1 ile ilgili herhangi bir ¢calismanin yapilmamig oldugu tespit
edilmistir, bundan dolay1 tez calismasinda sitotoksisite deneyleri i¢in bu iki hiicre hatti

secilmistir.

Literatiirde Trigonella cinsinin tohumlarindan elde edilen ekstraktlarla yapilan sitotoksisite
calismalarinda Stefanowicz-Hajduk vd. (2021), SKOV-3, HeLa ve MOLT-4 hiicre
hatlarinda; Thakur ve Ahirwar (2019) A549 (akciger kanseri) hiicre hattinda; Abas ve
Naguib (2019), MCF-7 ve AsPC-1 hiicre hatlarinda; Goyal vd. (2018) A431 (deri kanseri)
hiicre hattinda; Al-Dabbagh vd. (2018) HepG2 (insan hepatoseliiler kanseri) hiicre

hattinda kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gozlemlemislerdir.

Bu tez caligmasindaki sitotoksisite ¢aligma sonuglarina gore ise PC3 hiicre hattinda T.
coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun saf su ile hazirlanmig ekstrakti hari¢ diger
dort ¢ozicii ile hazirlanmis tiim ekstraktlarinda (metanol, etanol, aseton, hekzan) anlamli
sitotoksik etki saptanmistir. PC-3’de kontrol gruplarina kiyasla en azaltic1 etkiyi hekzan
ekstraktinin  gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 3.26). SW480 hiicre hattinda ise T.
coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun aseton ekstraktinda 48. ve 72. saatlerde
uygulanan tiim dozlarda kontrol gruplaria kiyasla azaltici bir etki gézlemlenmistir (Sekil
3.30). SW480 hiicre hattinda kontrol gruplarina kiyasla en azaltici etkiyi ise hekzan
ekstraktinin 48. ve 72. saatte uygulanan dozlarda gosterdigi saptanmistir (Sekil 3.31).
HUVEC hiicre hattinda ise T. coerulescens subsp. ayvalikensis taksonunun aseton
ekstraktinda 48. ve 72. saatlerde uygulanan tiim dozlarda kontrol gruplarina kiyasla azaltici
bir etki gézlemlenmistir (Sekil 3.35). HUVEC hiicre hattinda kontrol gruplarina kiyasla en
azaltic1 etkiyi ise hekzan ekstraktinin gosterdigi saptanmistir (Sekil 3.36).

Sonu¢ olarak elde ettigimiz veriler ileride, benzer cins ya da taksonlarla yapilacak

sistematik ¢aligmalara ve kanser ¢alismalarina 6nemli bir kaynak olacagi kanaatindeyiz.
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