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OZET

Bu tez ¢alismasinda, denizel bitkisel mataryal olarak Deniz Boriilcesi (Salicornia europaea)
tirtinden elde edilen gesitli ekstraktlarin biyomedikal ve kozmetik alanlarindaki potansiyel
kullanimi tespit edilmis ve degerlendirilmistir. Deniz Boériilcesi Salicornia europaea tiirii
Adana/Tuzla Lagiinii'nden elde edilmistir. U¢ boliimden olusan tez calismasi kapsaminda
birinci boliimde S. europaea tiiriiniin biyomedikal ve kozmetik alanlarinda kullanimi igin
kimyasal yap1 analizleri yapilmistir. Bu amagcla; S. europaea tiiriiniin tiiriiniin Soxhlet
ekstraksiyonu ile elde edilen sabit yagi GC/MS cihaz1 ile analizi yapilarak
gerceklestirilmistir. Mineral degerleri ICP/AES analizi ile, vitamin E (a-tokoferol) orani ise
LC/MS-MS analizi ile tespit edilmistir. Kristalografik dokusu ve bilesimi X Isini
Kristalografisi (XRD) analizi ile gergeklestirilen S. europaea’nin elementel kompozisyonu
ve kimyasal yapist SEM-EDS analizleri ile tespit edilmistir. S. europaea'nin sabit yag orani
%15,15 olarak bulunmustur. ICP/AES cihazinda elde edilen mineral oranlari, sirasiyla
Sodyum (47 ppm), Magnezyum (51,98 ppm), Potasyum (45,86 ppm) ve Kalsiyum (14,27
ppm) olarak tespit edilmistir. LC/MS-MS analizi sonucu vitamin E (Alphatocopherol)
oranini hekzan ile muamele edilen 6rnekte 2,1/100g, zeytinyagi ile muamele edilen 6rnekte
ise 551,98 pg/ml olarak bulunmustur. XRD analizi sonucunda ise %354,5 oraninda
Stronsiyum Lantan Demir (111) Kalay (IV) Oksit bulunmustur. EDS kullanilarak elde edilen
elementel kompoziyonunda ise Oksijen (O), Sodyum (Na), Magnezyum (Mg), Potasyum
(K) ve Kalsiyum (Ca) elementleri en yiiksek enerji seviyesinde tespit edilmistir.

Ikinci béliimde S. europaea’nin antimikrobiyal aktivitesine bakilmis ve, S. europaea’dan
aseton, metanol, etenol ve saf su kullanarak elde edilen ekstraktlar gram negatif bakteri
suslarindan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae, gram pozitif bakteri suslarindan ise
Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus, Candida albicans ve C. parapsilosis maya
suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Aragtirmada Spektrofotometrik Broth
Mikrodiliisyon ve Disk difiizyon yontemleri kullanilmistir. Spektrofotometrik Broth
Mikrodiliisyon yontemi igin en giiclii antimikrobiyal aktivite, 8,35 uL MIK degeri ile
metanol ekstaraktindan E. coli bakterisine kars1 belirlenmistir. Disk difiizyon yontemi igin
ise en yiiksek, B. subtilis bakterisi iizerinde 3,8 mm’lik inhibisyon zon ¢ap1 ile metanol
ekstaraktinda belirlenmistir. S. europaea’nin antimikrobiyel etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir.

Ugiincii boliimde ise DNA barkodlama teknigi ile Salicornia europaea’nmn diger benzer
tirlerden ayirimi ¢alismasi yapilmistir. DNA dizi analizi sonucunda kullanilan rpln32-trnl
gen bolgesinin uzunlugu 805 bg olarak bulunurken, 800 bg’lik kismi evrimsel silirecten
etkilenmemis bolge 5 bg’lik kism1 degisen bolge, 2 be’lik kismi ise parsimoni anlamli bolge
gorevi gormiistiir. Niikleotid kompozisyonu A= %37,9, T= %11,9, C= %37,6 ve G= %12,6
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olarak tespit edilmistir. Tiirlerin dizin analizi ile 21 haplotip g6zlenirken, tiirler arast haplotip
cesitliligi 0,9217 olarak bulunmustur. Tiim tiirler arasindaki ortalama genetik cesitlilik
degeri 0,01721 olarak bulunmustur. Tiirler arasindaki genetik iliski Maksimum Parsimoni
ve Komsu Kalitimli Soyagaci kullanirak test edilmis ve her iki aga¢ da benzer dallanmalar
gostermistir. Buna gore S. europaea nin her iki agagta da kendi i¢inde dallanma gdstererek
diger tiirlerden ayrildig tespit edilmistir.

Tez Calismasindan elde edilen sonuglar, S. europaea 'dan elde edilen yag ve ekstraktlardaki
biyoaktif maddeler kullanilarak denizel kaynakli dogal bir iiriin olarak kozmetik ve tibbi
alanlarda kullanabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler : Deniz Boriilcesi, Salicornia europaea, biyomateryal, kozmetik,
antimikrobiyal aktivite, DNA barkodlama
Sayfa Adedi . 58

Danigsman . Prof. Dr. Cemal TURAN
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ABSTRACT

In this thesis, the potential use of various extracts obtained from Glasswort (Salicornia
europaea) as marine herbal material in biomedical and cosmetic applications have been
determined and evaluated. Glasswort Salicornia europaea species were obtained from
Adana / Tuzla Lagoon. Thesis study is consist of three parts. In the first part, chemical
structure analyzes were made for the use of S. europaea in biomedical and cosmetic fields.
For this purpose, oil yields analysis of S. europaea species were carried out by GC / MS
analysis. Mineral values were determined by ICP/AES analysis, and vitamin E (a-
tocopherol) ratio was determined by LC/MS-MS analysis. The crystallographic texture and
composition of S. europaea, which was performed by X-Ray Crystallography (XRD)
analysis, were determined by SEM-EDX analyzes. The fixed oil rate of S. europaea was
found to be 15.15%. The mineral ratios obtained in the ICP / AES device were determined
as Sodium (Na) 47 ppm, Magnesium (Mg) (51.98 ppm), Potassium (K) (45.86 ppm) and
Calcium (14.27 ppm), respectively. LC / MS-MS analysis result of vitamin E
(alphatocopherol) ratio in samples treated with hexanes 2.1 / 100g, while the samples treated
with olive oil 551.98 mg / ml, respectively. As a result of XRD analysis, 54.5% Strontium
Lanthanum Iron (I11) Tin (V) Oxide was found. In the elemental composition obtained by
using EDX, Oxygen (O), Sodium (Na), Magnesium (Mg), Potassium (K) and Calcium (Ca)
elements were detected at the highest energy level.

In the second part, the antimicrobial activity of S. europaea was examined and extracts
obtained from S. europaea using acetone, methanol, ethenol and purified water were found
to be gram negative (Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae), gram positive (Bacillus
subtilis and Staphylococcus aureus) bacterial strains and yeast (Candida albicans and C.
parapsilosis) strains were determined by Disk diffusion and Spectrophotometric Broth
Microdilution methods. The strongest antimicrobial activity for the spectrophotometric
Broth Microdilution method was determined against E. coli bacteria from methanol extract
with a MIC value of 8.35 pL. For the disk diffusion method, methanol extract with 3.8 mm
inhibition zone diameter was found to be most effective against B. subtilis bacteria. It has
been determined that S. europaea has an antimicrobial effect.

In the third part, the differentiation of Salicornia europaea from other similar species was
done by DNA barcoding technique. As a result of DNA sequence analysis, the length of the
rpIin32-trnl gene region was found to be 805 bp; while, the 800 bp part was not affected by
the evolutionary process, the 5 bp part served as the changed region, and the 2 bp part served
as the parsimony significant region. The nucleotide composition was determined as A =
37.9%, T = 11.9%, C = 37.6% and G = 12.6%. While 21 haplotypes were observed by
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sequence analysis of the species, the haplotype diversity between species was found to be
0.9217. The average value of genetic diversity among all species was found to be 0.01721.
The genetic relationship between the species was tested using Maximum Parsimony and
Neighbor-Joining, and both trees showed similar branching. Accordingly, it has been
determined that S. europaea differs from other species by showing branching within itself
in both trees.

The results obtained from the thesis study showed that it can be used in pharmaceuticals and
cosmeceutical applications as a marine-derived natural product by using extract and oil of S.
europaea.

Key Words . Glasswort, Salicornia europaea, biomaterial, cosmetics, antimicrobial,
activity, DNA barcoding
Page Number : 58

Supervisor . Prof. Dr. Cemal TURAN
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Derece santigrat

ul Mikrolitre

b¢ Baz cifti

g Gram

mg Miligram

ml Mililitre

Kisaltmalar Aciklamalar

A2415 Asetonda 24 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
A4815 Asetonda 48 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
A7215 Asetonda 72 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
A2430 Asetonda 24 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
A4830 Asetonda 48 saat bekletilmis 30 gramlik drnek
A7230 Asetonda 72 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
E2415 Etanolda 24 saat bekletilmis 15 gramlik 6rek
E4815 Etanolda 48 saat bekletilmis 15 gramlik drnek
E7215 Etanolda 72 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
E2430 Etanolda 24 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
E4830 Etanolda 48 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
E7230 Etanolda 72 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
EDS Enerji yayilimli X-1g1n1 analizi

GC/MS Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
ICP/AES Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
M2415 Metanolda 24 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
M4815 Metanolda 48 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
M7215 Metanolda 72 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
M2430 Metanolda 24 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
M4830 Metanolda 48 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
M7230 Metanolda 72 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
MiK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
LC/MS-MS S1vi kromatografi-kiitle spektrometrisi

S2415 Saf suda 24 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
S4815 Saf suda 48 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
S7215 Saf suda 72 saat bekletilmis 15 gramlik 6rnek
S2430 Saf suda 24 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
S4830 Saf suda 48 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
S7230 Saf suda 72 saat bekletilmis 30 gramlik 6rnek
SEM Taramali1 elektron mikroskobu

XRD X Isini Kristalografisi



1. GIRIS

Biyoteknoloji, biyolojik sistem ve canli organizmalar1 ya da bunlarin tiirevlerini kullanarak
spesifik bir kullanim i¢in {iriin veya islemleri doniistirmek veya olusturmak amaciyla
kullanan teknolojik uygulamalardir. Farkli bir ¢ok acidan degelendirilen biyoteknoloji,
geleneksel biyoteknoloji ve modern biyoteknoloji olmak {izere ayrilmaktadir. Geleneksel
biyoteknoloji; doymus ve oturmus bir teknoloji anlami tasirken, modern biyoteknoloji;
siirekli yenilenen, giderek biiylimesine ragmen potansiyeli sinirsiz olan “molekiiler
biyoloji”’de yapilan temel bilim arastirmalarina bagimli bir teknolojidir (DPT, 2000).
Insanlik tarihinden itibaren mevcut olan geleneksel biyoteknoloji, son yillarda molekiiler
biyoloji ve genetik alanlarinda yapilan bilimsel ¢alismalar sayesinde yeni bir anlam ve
oneme sahip olmustur (Sahin, 2003). Biyoteknolojik uygulamalarin bir ¢ok alanda kullanim1
bulunmaktadir. Multidisipliner 6zellige sahip olan bu uygulamalar; Ila¢ endiistrisi, kimya
endiistrisi, gida endiistrisi, tarim ve ziraat, elektronik endiistrisi, kagit endiistrisi, ¢evre

temizligi, kriminal ¢alismalarda DNA analizleri gibi alanlarda kullanilmaktadir.

Okyanuslar ve denizlerin yerkiiremizin %70’ini kapsayan ve tiim kiiresel biyogesitliligin
yaklasik %50'sini olusturan zengin kaynaklar oldugu ele alindiginda deniz ekosistemi
karasal ekosistemle kiyaslandiginda daha zengin biyoaktif kaynagi olarak goriilmekte
oldugundan denizel biyotada yapilan ¢alismalar "Blue Biotechnology” olarak tanimlanarak
hizli bir gelisim siirecine girmistir (Bollinger, Thies, Katzkeve, Jaeger, 2018). Bu amagla
denizel ve/veya tatlisu biyolojik kaynaklarindan biyomateryallerin eldesi ve bunlardan
proteinlerin, enzimlerin ve sekonder metobolitlerin ¢ikartilmasina olanak saglayacak
teknolojileri gelistirmek, gidada, kozmetikte ve saglikta yeni ticari tirlinler sunarak sucul
biyomateryal olarak polimerler, enzimler ve biyolojik materyaller gibi sucul kokenli

isletilebilir tirtinlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Denizde yasayan canli organizmalardan ya da bu organizmalardan biyoteknolojik
yontemlerle elde edilen dogal {irlinlerden teknoloji, enerji ve hizmet {iretilmesi ise “denizel
biyoteknoloji” olarak tanimlanmaktadir. Denizel kaynakli gidalarin iiretiminin saglanmasi,
deniz canlilarindan insan sagligi i¢in kullanilacak biyomolekiillerin eldesi, biyopolimerlerin
ve bir ¢ok farkli amag¢ i¢in kullanilabilecek ¢esitli biyomateryallerin iiretimi, denizel

biyoteknolojinin kullanim alanlaridir.



Denizin; yeni ve biyoaktif bilesikler elde etmek icin zengin bir kaynak olarak taninmasi
artmaktadir. Bir¢ok deniz kaynakli etken maddenin deniz canlilarinin dokularinda oldugu ve
bu nedenle o canliya dzgii iiriinler oldugu bilinmektedir (Ozkaya, Erdogan ve Altunok,
2013). Bununla birlikte daha pek ¢ok iiriin, o canli ile endobiyotik ya da epibiyotik iliskiye
sahip mikroorganizmalarca da tiretilmektedir. Denizel kaynakli sekonder metabolitlerin de
sahip oldugu antitiimdr, antiproliferatif, fotoprotektif, antibiyotik ve antimalaryal aktiviteler
gibi aktiviteler farmasotik icin her gegen giin daha da artarak ilgi ¢ekici bir alan haline
gelmistir (Cragg ve Newman, 2013). Savunma, farklilasma, diizenlenme, morfogenez,
tasima, hiicresel haberlesme gibi olaylarin gergeklesmesinde sekonder metabolitler etkili rol
oynarlar. Giiniimiizde en ¢ok arastirmasi yapilan bitki sekonder metabolitleri alkaloidler,
terpenoidler ve fenolik bilesiklerdir. T1bbi uygulamalar ve endiistride sabun, parfiim, bitkisel
yag, boya, yapiskan, dogal plastik, pestisit ve insektisitlerin tretiminde resinler,
antosiyaninler, taninler, saponinler ve ugucu yaglar kullanilmaktadir (Oskay ve Oskay,

2009).

Denizel biyogesitlilik agisindan olduk¢a zenginlige sahip olan {ilkemizde denizel
biyoteknoloji ve genomik iizerine c¢alismalar gerceklestirerek Oncelikli olarak ilaglar,
tedaviler ve biyomateryallerin olusturulmasi igin kullanilacak bilgilere ulagsmak igin denizel
biyogesitlilige sahip multidisipliner ¢alismalarin gelistirilmesi énem arz etmektedir. Bu
nedenle dogal laboratuvar 6zelligi tasiyan denizel alanlarda biyoteknolojik ¢aligmalari

gelistirmek olduk¢a 6nemli bir ihtiya¢ olmustur.

Denizel biotadan elde edilen sekonder metobolitlerin iirettigi bilesikler, yapilan bir ¢ok
arastirma sonucunda hastaliklarin tedavisi i¢in veya kozmetik alaninda kullanilabilecek olan
driinlerin merkezini olustururlar. Kozmetik formiilasyonlarda bitkisel ekstraktlarin
kullanimi, son yillarda hayvansal kaynakl ekstraktlara gore oldukga artmistir. Etkili madde
olarak monoetanolamin, dietanolamin, sodyum lauril siilfat, trietanolamin gibi sentetik
maddeleri igeren kozmesotik iriinlerinde alerjik kontakt dermatit (derinin birtakim
maddelerle temasi sonucu olusan reaksiyon), irritan kontakt dermatit (cilde disaridan temas
eden bir takim kimyasal maddelerin, cildi tahris etmesi), fototoksisite (derinin 1518a karsi
asir1 duyarlilik gostermesi) ve fotoalerjik reaksiyonlar (1s1ga maruz kalan deride alerji
meydana gelmesi) gibi yan etkilere neden olmalar1 bitkisel ekstrelere olan ilgiyi olduk¢a
arttirmistir. Dogal cilt bakim tiriinleri yiizeysel katmanlardan kolaylikla absorbe olmakta ve
genellikle hipoalerjenik olarak bilinmektedir (Maity, Nema, Abedy, Sarkar ve Mukherjee,

2011). Bitki kisimlarinin cilt bakiminda kullanim alanlari, serbest radikal siipiiriicii,



antienflamatuvar (iltihap azaltici), yaslanma karsit1 ve cilt koruyucu etkileri yaninda
kuruluk, egzema ve akne tedavisi olarak sayilabilir. Sa¢ bakiminda da sa¢ uzama stimulant,
sa¢ renklendirici ve kepek gibi sa¢ ve sag derisi sikayetlerinde kullanilirlar. Bunun yani sira
ucucu yaglar da cildi yumusatmak ve elastikiyetini arttirmak, parflimeride giizel koku
vermek, sa¢c bakim {iriinlerinde ise parlaklik vermek ve nemlendirmek amaciyla

kullanilmaktadir (Aburjai ve Natsheh, 2003).

Bitkilerin tiir tayininde, yeterli fenotipik 6zellik bulunmadiginda ya da morfolojik agidan
birbirine benzer 6zellik gosterdiginde DNA dizileri ¢cok sayida karakter sagladiklarindan
daha ¢o6ziimleyici olabilirler. Bu amagla herhangi bir organizmaya ait DNA’nin PZR ile
cogaltilacak biiytikliikteki kisa ve standart bir fragmaninin dizilenmesi ile tanilanmasini
saglayan DNA barkodlama (Yatkin ve Giiz, 2018), canlilarin siniflandirilmasi, filogenetik
yaklagimlar ve kriptik tiirlerin ortaya g¢ikarilmasinda (Hebert, Penton, Burns, Janzen ve
Hallwachs, 2004) kullanilmaktadir. DNA barkodlama yontemi standart bir DNA bdlgesinin
hizli, dogru ve otomatik sekilde tiirlerin tanimlanmasinda kullanilmasi ve tiirler arasinda
karsilastirma yapmak amaciyla dort farkli niikleotidin karisimindan olusan kisa bir DNA
dizisinin kullanilmasi prensibine dayanmaktadir (Arnot, Roper ve Bayoumi, 1993). Bu kisa
diziler tiirler icin ¢ok yonlii ve kapsamli bir analiz saglayarak akrabaliklarmin ve

tanimlanmalarina da olanak saglamaktadir (Hajibabaei, Singer, Hebert ve Hickey, 2007).

Son yillarda insan saghigi ve tiiketiminin bitkisel kokenli medikal ve kozmetik sektoriinde
alternatif bir kullanim olarak ivme kazanmasi ii¢ tarafi denizlerle cevrili ve deniz
biyogesitliligi acisindan olduk¢a zengin olan {ilkemizde, bu konuda biyoteknolojik ¢alisma

yapma amact olusturmustur.

Salicornia europaea Atlantik ve Akdeniz kiyilarinda yaygin olan, 1slak veya kumlu zeminde
bulunan denizel bir bitki olan 1spanak (Amaranthaceae) familyasina ait bir bitki tiiridiir. S.
europaea, tadi nedeniyle insanlar tarafindan tiiketilen yillik bir halofitik bitkidir (Davy,
Bishop ve Costa, 2001). Salicornia cinsinin yedi tiiriiniin rapor edildigi (Piirainen, 1991) ¢ok
benzer ve ayirt edilemeyen S. pusilla, S. europaea, S. obscura, S. ramosissima, S. nitens, S.

fragilis, S. dolichostachya tiirleri vardir.

Tez calismasi kapsaminda; sahip oldugumuz denizel kaynaklarin biyogesitliliginden
yararlanarak sucul bitkilerden olan Deniz Boriilcesi (Salicornia europaea)’nin biyomateryal
olarak faydali bilesikler eldesi ile, daha ucuz ve kolay ulasilabilen, insan sagligina zarar

verebilen kimyasal igerikli iiriinlere alternatif olan ve yeni ¢dziimler olusturma 6zelligine



sahip olan tibbi ve kozmetik firiinlerinin ortaya ¢ikarilmasi ic¢in biyokimyasal ve
antimikrobiyal 6zelliklerinin aragtirilmas1 amaglanmistir. Bu kapsamda molekiiler diizeyde
DNA barkodlama yontemi kullanarak tiir tespitini yaptigimiz Salicornia europaea’dan elde
edilen biyomateryallerden mineral igerikleri, yag igerigi ve oranlari, antimikrobiyal
aktivitesi arastirllmasi ve  gerekli iriin formiilasyonlarinin gelistirilmesi ile krem,
antibakteriyel ve antifungal 6zellikli sabun gibi iirlinlerin elde edilmesi i¢in biyokimyasal

analizler gerceklestirilmistir.

Caligmamizda, morfolojik olarak benzer 6zellik gosteren ve genetik acidan tiir tayini
tilkemizde gergeklestirilmemis olan Salicornia europaea tiirlinlin tayini igin DNA
barkodlama tekniginin kullanilarak farmasotik ve kozmesdtik uygulamalarda dogru tiirlerin

kullanimina katkida bulunmasi da hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Biyokimyasal I¢erik Ile flgili Yapilan Cahismalar

Anwar, Bhanger, Nasir, ve Ismail ve digeleri (2002) Pakistan'da yetistirilen Salicornia
bigelovii tohum yaginin analitik karakterizasyonunu arastirdiklari ¢alismalarinda hekzan ile
ekstrakte edilmis yag igerigini %27,2-32,0 olarak bulmuslardir. Yagda bulunan tokoferol

miktarini ise 200 mg/kg olarak bulmuslardir.

Rupérez (2002) yenilebilir deniz yosunlarindan olan Laminaria digitata, Fucus vesiculosus,
Undaria pinnatifida, Chondruscrispus, Porphyra tenera tiirlerinin mineral igerigini
inceledikleri c¢alismalarinda yosun kiillerini atomik absorpsiyon spektrofotometrisi
kullanarak analiz etmislerdir ve makrominarellerin (8,083-17,875 mg/100g; Na, K, Ca, Mg)
ve iz elementlerin (5,1-15,2 mg/100 g; Fe, Zn, Mn, Cu) yenilebilir kara bitkilerinden daha
fazla oldugunu bildirmislerdir.

Eganathan, Subramanian, Latha ve Rao (2006) calismalarinda Salicornia brachiata
tohumlarinda yag analizi ger¢eklestirmislerdir. Hekzan ekstraksiyonu yaparak S. brachiata

tohumlarindan %22.4 maksimum yag icerigi saglamislardir.

El-Said ve El-Sikaily (2013) Misir’daki farkli deniz yosunlarinin kimyasal kompozisyonunu
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda kirmizi yosunlardan; Gracilaria verrucosa, Jania rubens,
Pterocladia capillacea, Gracilaria compressa ve Hypnea musciformis, yesil yosunlardan;
Enteromorpha intestinalis, Ulva lactuca, Codium tomentosum ve kahverengi yosunlardan
Colpomenia sinuosa, Sargassum linifolium tiirlerini incelemislerdir. Arastirma sonuglarinda
yesil yosunlardaki kalsiyum oranmin kirmizi ve kahverengiye gore daha fazla oldugunu,
kirmiz1 ve kahverengi yosunlarin Sodyum ve Potasyum oranlarinin ise yesil tiirlere gore

daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Elsebaie, Elsanat, Gouda ve Elnemr (2013) Salicornia fruticosa tohumlarinin yag ve yag asit
kompozisyonunu incelemislerdir. Kloroform ve metanol karisimi ekstraksiyonu ile S.

fruticosa tohumlarindan %28,59 yag elde etmislerdir.

Bertin ve digerleri (2014) iki farkli bolgede yetisen Sarcocornia ambigua tiiriiniin biyoaktif
icerigini de arastirmiglardir. Calisma sonucunda, Sodyum, Potasyum, Magnezyum ve

Kalsiyum miktarlarin1 Palhoga sahilinden yaptiklar1 6rneklemede sirasiyla; 10,19 mg/g, 2,9



mg/g, 0,92 mg/g ve 0,54 mg/g bulmuslardir. Florianopolis’dan yaptiklari 6rneklemede ise
sirasiyla 16,57 mg/g, 1,81 mg/g, 1,30 mg/g ve 0,53 mg/g olarak bulmuslardir.

Yabalak, Emire, Adigiizel, Konen Adigiizel ve Gizir (2020) Origanum munzurense’nin
elementel kompozisyonunu; Sodyum i¢in 13,13 ppm, Potasyum igin 128,1 ppm,
Magnezyum i¢in 38,3 ve Kalsiyum i¢in 161,57 ppm olarak bulmuslardir.

Turan, Sangiin, Karan ve Turan (2021) beyaz niliifer Nymphaea alba’nin biyoaktif igerigini
arastirdiklar1 caligmalarinda mineral igeriklerini Sodyum, Magnezyum, Potasyum ve
Kalsiyum igin sirasiyla 12864, 1864,14, 5144,35, 8262,34 ppm olarak bulmuslardir. Ayrica,

N. alba’nin yag oranin1 %1,7, alfatokeforol oranini ise 5,6/100 g olarak bulmuslardir.

2.2. Antimikrobiyal Aktivite le Tlgili Yapilan Cahsmalar

Manikandan, Neelakandan ve Rani (2009) Salicornia brachiata'nin antibakteriyel etkinligini
agar diflizyon ve seyreltme yontemleri ile ¢alismislardir ve S. brachiate yapraklarinin
metanolik Oziitiiniin  Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Micrococcus luteus ve

Staphylococcus aureus bakterilerine karsi sulu 6ziitiinden daha etkin oldugunu bulmuslardir.

Coban, Biyik ve Uzun (2009) Salicornia europaea’nin da bulundugu ve Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans’a karsi antimikrobiyal aktivitenin arastirildigi
calismalarinda aseton, eter, etanol ve su kullanarak hazirladiklar1 ekstraktlarda, Salicornia
europaea’nin eter ekstraktlarinin diger ekstraktlara gore calisilan tiim bakteri ve maya

suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Yu, Zhang, Shao ve Xu (2012) Salicornia herbacea ekstraktlarinin antibakteriyel ve
antioksidan aktiviteleri {izerine gergeklestirdikleri ¢alismalarinda Lactobacillus casei, E.
coli, Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae ve Aureobasidium pullulans bakterilerini
kullanmuglardir. En yiiksek inhibisyon oranini E. coli ve S. cerevisiaei gosterdigini ve her
ikisinin de L. casei'ye yaklagik 12 kat daha fazla inhibisyon orani degeri olusturdugu

sonucuna varmiglardir.

Essaidi ve digerleri (2013) Salicornia herbacea L., metanol ekstresinin antioksidan,
antimikrobiyal ve sitokrom P450 (CYP'ler) inhibe edici aktivitelerini fitokimyasal olarak
incelemiglerdir. Bu amagla iki gram pozitif bakteri (Staphylococcus aureus ve
Streptococcus) ve 4 gram negatif bakteriyi (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

enteritidis, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae) disk difiizyon yontemi ile test



etmislerdir. Gram pozitif bakterilerin literatiirde yakin zamanda bildirilen gram negatif

bakterilerden daha biiylik inhibisyon bolgesi gosterdigi sonucuna varmislardir.

Kannan, Arumugam, lyapparaj, Thangaradjou ve Anantharaman (2013) yaptiklari
aragtirmada Halodule pinifolia ve Cymodocea rotundata tiirlerinin Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Salmonella paratyphi ve Shigella boydii'ye karsi

baskin antimikrobiyal ajanlara sahip oldugunu bildirmislerdir.

Rad, Alfatemi, ve Rad (2014) Salicornia herbacea L. tohumunun antibakteriyel aktiviteleri
iki gram negatif ve iki gram-pozitif bakteri agar disk difiizyonu ve MIK yéntemleriyle
degerlendirmislerdir. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli i¢in inhibisyon bélgelerini sirasiyla 9,5 mm, 6,2 mm, 4 mm ve 3,5 mm
olarak bulmuslardir. S. aureus ve E. coli bakterileri i¢in MIK degerlerini sirastyla 189,5

mg/ml ve 420 mg/ml olarak bulmuslardir.

Santhanakrishnan, Shankar ve Chandrasekaran (2014) Salicornia brachiata'nin
antibakteriyel verimliligini de ¢alistiklar1 aragtirmalarinda bitkinin metanolik 6ziinden mikro
dilisyon yontemiyle iki gram pozitif (Bacillus subtilis ve Streptococcus sp.) ve iki Gram
negatif (Klebsiella pneumoniae ve Vibrio parahaemolyticus) tiir olan bakterileri test
etmislerdir. Arastirma sonucunda sirasiyla, Bacillus subtilis, Streptococcus sp., Klebsiella
pneumoniae, Vibrio parahaemolyticus igin degerleri 25 mg/L, 12,5 mg/L, 50 mg/L ve 100
mg/L olarak bulmuslardir.

Kharrati-Koopaee ve digerleri (2016) Salicornia iranica’nin Salmonella typhimurium’a
kars1 antimikrobiyal aktivitesini asetil asetat, n-hekzan, butanol, etanol, metanol ve
diklorometan kullanarak arastirmislardir. Calisma sonucunda, butanol ekstrakti en yiiksek
etkiye sahip olurken sirasiyla diklorometan, etanol, metanol, n-heksan ve asetil asetatin da

S.typhimurium’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Rahmani ve Heydarian (2016) Salicornia iranica’ nin in vitro antifungal aktivitesini
Aspergillus niger ve Candida albicans olmak {izere iki mantar tiiriinde arastirmislardir.
Sonug olarak, S. iranica'nin test edilen mantarlar lizerinde inhibit6r etkisinin olmadigini

bulmuslardir.



2.3. DNA Barkodlama ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Chen ve digerleri (2010) Tibbi bitki tiirlerinin belirlenmesi i¢in ITS2 bdlgesinin yeni bir
DNA barkodu ¢alismislardir. Bu amagla sifali bitki tiirlerinden yedi aday DNA barkodunu
(psbA-trnH, matK, rbcL, rpoCl, ycf5, ITS2 ve ITS) karsilastirmiglar ve 753 ayr1 cinse ait
4800 tiire ait 6600'den fazla bitki 6rneginde ITS2'nin ayirt edici 6zelliklerini test etmis ve
ITS2 ile basarili bir sekilde tespit edilme oraninin tiirler diizeyinde %92,7 oldugunu

bulmuslardir.

de Vere ve digerleri (2012) Galce florasi, Rubus, Taraxacum ve Hieracium'un apomiktik
gruplari i¢in agrega tiirlerini kullanan 1143 yerli ve arkeofit ¢igekli bitki ve kozalakl tiiriinii
(455 cins, 95 aile ve 34 sira) iceren toplam 4272 birey 6rnekldikleri ¢calismalarinda DNA
barkod kaynagi olusturmak adina bitki DNA’s1 barkodlamak i¢in kullanilan rbcL and matK
isaretliyicilerini kullanmiglardir. Rbcl geni kullanarak elde ettikleri 3304 sekansin %97,7’si,
matK geni kullanarak elde ettikleri 2419 sekansin %90,2’sinin eslesme sagladigini

bulmuslardir.

Zhang ve digerleri (2012) Lysimachia (Myrsinaceae) tiirleri ile yakin iligkili gruplarin test
edilmesi igin yaptiklart DNA barkod ¢alismasinda ¢ekirdek barkod (rbcL ve matK) ve iki ek
aday barkod (trnH-psbA ve niikleer ribozamal ITS) kullanmiglardir. Arastirma sonucunda
Lysimachia gruplarinda rbcL+matK ile kombine edilmis TrnH-psbA 1yi bir sonug
gostermezken, ITS tek basina ya da rbcL+matK ile kombine edilmis haliyle yiiksek

ayristirma 6zelligi sundugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Yang, Geraldino ve Kim (2013) Kirmiz1 alg Gracilaria salicornia Manila, Filipinler, Asya
ve Hint Okyanusu'na dagilim gosterdiginden dolayr yasanan tiir tanimlama ve genetik
cesitliligi karmasin1 gidermek amaciyla mitokondriyal genomun COI genini kullanarak
DNA barkod ¢alismasi yapmislardir. Tiirler i¢inde COI geni %0,0-1,3 niikleotid farklilik ile
2 dizi verdigini, bu farkliligin kirmiz1 algler i¢in tiirler i¢i farkliliktan daha ytiksek oldugunu
ve G. salicornia i¢in Filipinler'den HI-H3; Japonya'daki Okinawa'dan H4; Malezya, Tayland
ve Cin'den H5 — H7; ve Tayland'dan H8 toplam 8 haplotip bulmuslardir.

Dong, Liu, Yu, Wang ve Zhou (2012), yiiksek degisken kloroplast belirtegleri kullanarak
bitki filogenisini degerlendirmek i¢in DNA barkodlama yapmislardir. Rpl32-trnL lokusunun

onemli uzunluk varyasyonu ve taksonlar arasinda yiiksek seviyede konumsal varyasyon



gosterdigini ve diziler agik¢a hizalanabilirse, rpl32-trnL bolgesinin tlir tanimlamasi igin

uygun olacagini bildirdiler.

Peterson, Romaschenko ve Soreng (2014), Leptochloa s.l.'deki DNA barkodlarini matK,
rbcL, rpl32-trnL ve (ITS) kullanarak belirttigi ¢alismalarinda rpl32-trnL bolgesinin
taksonomik olarak yakindan iligkili tiirler arasinda yiliksek diizeyde bir dizi varyasyonu
gosterdigini ve Dinebra chinensis'in dogru bir sekilde tanimlanmasina izin veren benzersiz

bir dizi sundugunu bildirmislerdir.

Brandt, Lomonosova, Weising, Wagner ve Freitag (2015), Suaeda subg. Brezia ve rpl32-
trnL markoriiniin en yiiksek giivenilir performansi ve en yiiksek ¢esitliligi ortaya ¢ikardigini

belirtmislerdir.

Steffen, Ball, Mucina ve Kadereit (2015), Sarcocornia ve Salicornia'nin biyocografik
kaliplar1 ¢ikarmak igin tanimlanmasi i¢in niikleer ribozomal DNA (harici transkripsiyonlu
aralayici)) ve kloroplast DNA'min (atpB-rbcL, rpl32-trnL) uygulanabilirligini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda Salicornia'nin  Sarcocornia'da agik¢a yerlestigini

bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma Iskenderun Teknik Universitesi, Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi nde

bulunan Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir.

3.1. Materyal

Tez ¢aligmasinda denizel bitkilerden olan Deniz Boériilcesi Salicornia europaea tiirii

kullanilmastir.

3.1.1. Materyalin sistematikteki yeri

ALEM : Plantae

ALT ALEM : Tracheobionta
BOLUM : Magnoliophyta

SINIF : Magnoliopsida

ALT SINIF : Caryophyllidae
TAKIM : Caryophyllales
FAMILYA : Chenopodiaceae

CINS : Salicornia

TUR: : Salicornia europaea L.

3.1.2. Salicornia europaea’r diger tiirlerden ayiran ozellikler

Deniz Boriilcesi etli, tek yillik otsulardandir. Yapraklar1 karsilikli ve dekussat, pulsu, her bir
ciftin tabani etlidir. Govdesi 40 cm’ye kadar boylanabilen, siiriiniicii veya dik duruslu tuzcul
bir bitkidir. Cok dalli olup onceleri yesil olan gévde meyve olgunlastik¢a sari, kirmizi-
erguvan veya mat erguvan rengine doniisiir. Meyveleri kapsiil sekline sahip olan, kursun otu
veya Tuzlu ot olarak da bilinen, Deniz Boriilcesi, 1spanakgiller (Amaranthaceae)
familyasinda bir bitkidir. Bu isim altinda morfolojik olarak ¢ok benzer ve ayirt edilmesi zor
olan alt tiirler bulunur (Piirainen, 1991). S. pusilla, S. europaea, S. obscura, S. ramosissima,
S. nitens, S. fragilis, S. dolichostachya tiirleri genelde bilinen tiirlerdir. Boylar: ortalama 10-
45 cm arasinda olan tiiriin renkleri ise yesilin tonlari, kahverengi, pembemsi, sar1 ve mor
olarak degisim gostermektedir (Davy ve digerleri, 2001; Karan, Turan, Sangun ve Eliuz,
2021).

En ¢ok dagilim gosterdigi yerler kuzey yarim kiirede orta enlemlerdeki deniz ve tuzlu gol

kiyilaridir. Su altinda kalma ve tuza dayaniklik 6zelliklerinden dolayr denize dogru en fazla
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yayilim gosteren bitkiler icindedirler. Avrupa'da Baltik Denizi, Atlantik Okyanusu ve
Akdeniz kiyilarinda oldukga yayilim gostermektedir. Ayrica tuzlu géllerin kiyilarinda da
goriilebilir. Bitkiler agik gelgit camurlar1 tizerinde saf ayaklar olarak yetisir ve ayrica diger
halofitlerle iliskili olduklar1 tuz batakliklarinda da bulunur (Wiehe, 1935; Ball ve Brown,
1970; Brereton, 1971). Sukulent gévdelerden olusan ve gelisim 6zellikleri bolgelere gore
farklilik gosteren bir bitkidir. Popiilasyonu ve morfolojik 6zellikleri esnek olan, (Davy ve
digerleri, 2001) deniz kiyilarinda gel-git olayindan sonra sular ¢ekildiginde yetisen bir

turdur.

3.1.3. Ornekleme bélgeleri

Deniz boriilcesi ornekleri, tiiriin dagilim gosterdigi Adana-Tuzla bélgesinden toplanmistir
(Sekil 3.1).

29° 33° 36° 40°
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Sekil 3.1. S.europaea 6rnekleme haritasi

3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Elde Edilmesi ve Korunmasi

Doktora tezi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalara deniz boriilcesi Salicornia
europaea nin dogal ortamindan toplanmasi ve analizlere hazirlanmasi ile baslanmistir.
Bunun i¢in, Adana/Tuzla Lagiin’iine arazi ¢calismasi gergeklestirilmis ve 6rnekler toplanarak

polietilen torbalara aktarilmistir (Resim3.1).
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Resim 3.1. S. europaea 6rneklerinin toplanmasi

Toplanan 6rnekler Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi’'nde bulunan Molekiiler Ekoloji
ve Balik¢ilik Laboratuvari’na gotiirilmiistiir. Laboratuvara getirilen Ornekler tiir tayini
gerceklestirildikten sonra yikanarak bir kismi kurutulmaya birakilmis bir kismi ise analizler

icin yas halde birakilmistir.

3.2.2. Birinci boliim: Kozmetik

Tezin ilk boliimiinde, sahip oldugumuz denizel kaynaklarin biyogesitliliginden yararlanarak
denizel bitki olan S. europaea tiirii kullanilmigtir. S. europaea tiirtinii biyomateryal olarak
ele alarak faydali bilesikleri ortaya g¢ikartarak tibbi ve kozmetik iiriinlerin eldesi igin
kimyasal yapisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla, daha ucuz ve kolay ulasilabilen,
insan sagligina zarar verebilen kimyasal icerikli {irlinlere alternatif olabilme ve yeni
coziimler olusturma Ozelligine sahip iriinlerin  kullamilabilirliginin ~ belirlenmesi

amaclanmustir.

Salicornia europaea orneklerinin nem analizi

Bitkinin i¢erdigi nem miktarini tespit etmek amaci ile yas halde ayirilmis olan 6rneklerden
nem analizini gergeklestirilmistir. Nem analizinde, igerigindeki madde bilinen bir bilesimde
degismez bir kiitleye gelinceye kadar 1sitma islemine tabi tutulan sabit tartim yontemi
kullanilmistir. Bu amagla, 3 tekerriir olmak tizere 3 ayr petri kabi tartilarak 105°C etiivde
2,4 ve 6 saat bekletilerek sabit tartima gelmesi beklenmistir. Sabit tartima gelen petrilerin
tizerine sirasiyla 10,017 g, 10,032 g, 10,019 g bitki 6rnegi eklenmistir ve tekrar 105°C etiivde

2,4 ve 6 saat bekletilmis, siire sonunda etiivden ¢ikartilan 6rnekler vakumlu desikator
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yardimiyla oda sicakligina getirilmis ve tartimi yapilmistir. Bu islemler bitkilerde sabit

tartima gelene kadar tekrarlanmigtir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Nem tayini 6ncesi tartilan yas 6rnekler

Sabit vag asitleri analizi

Deniz Boriilcesi’nin sabit yag asitlerini tespit etmek i¢in Soxhlet analizi yapilmistir. Soxhlet
analizi Hatay Mustafa Kemal Universitesi'ndeki Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Analiz i¢in ayrilmis olan yas 6rnekten 95,909 g tartilmis
ve ornekler kiiciik parcalara ayrilmistir. Soxhlet cihazinda kartusa konulan 6rnekler, ¢oziicii
olarak n-Hekzan kullanilarak 400° C’de muamele gormiistiir (Resim 3.3). Islem sonucunda
elde edilen yag 0,20 um kaligindaki siringa filtre yardimiyla siiziilmiistir ve GC/MS

analizine hazir hale getirilmistir.

Resim 3.3. Soxhlet analizi
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Elde edilen iiriiniin sabit yag asitlerini belirlemek i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi,
Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde GC/MS analizi
gerceklestirilmigtir. GC/MS analizi, AGILENT (Hewlett Packard 6890) markali cihaz

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Mineral analizleri

S. europaea bitkisinin mineral igeriklerini ortaya ¢ikartmak i¢in yas yakma metodu
kullanilarak ICP/AES cihazi kullanilmistir. Yas yakma igin, kiiglik pargalara ayrilip 1 gr
tartilmistir ve tizerine 8 ml %65 nitrik asit eklenmis ornek hotplate tizerinde 300-350°C’de
wsitilarak tizerine 2 ml Perklorik asit eklenmistir. Yakma islemi tamamlandiktan sonra
sogumaya birakilan 6rnek daha sonra 1 numara kiilsiiz whatman filtre kagidindan gegirilerek

stiziilerek, analiz i¢in ICP/AES cihazinda okumasi yapilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4. Soxhlet ektrasksiyonu sonucu elde edilen yag

E Vitamini analizi

S. europaea bitkisinin igeriginde bulunan E vitamin oranimi elde etmek i¢in LC/MS-MS
analizi yapilmistir. Bu amagla 6rnekleri analize hazirlamak igin Ultrasonik Ekstraksiyon
yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon i¢in dncelikle 9 ml methanol (%30), 21 ml Etil Asetat
(%70) ile 30 ml ¢ozelti hazirlanmustir. 2 tekerriir yapilan deneyde ilk numuneye sadece

methanol eklenirken ikinci numuneye hazirlanan 30 m1’lik ¢6zeltiden eklenmis ve toplamda
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1 saat siireyle ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Cihazdan ¢ikartilan 6rnekler siringali

filtre ile siiziildiikten sonra LC/MS-MS cihazinda analizi yapilmistir (Resim 3.5).

S. europaea bitkisinden yag elde etmek amaciyla kimyasal ¢ozgenlere alternatif olarak dogal
bir yontem olan saf zeytinyaginda bekletilerek infiizyon yontemiyle yag eldesi saglanmustir.
Bu amagcla 200 ml saf zeytinyag: igerinde 9,82 g yas S. europaea ornekleri 1 ay siireyle
bekletilmistir. Bekletilen 6rnekler 1,5 saat Ultrasonik su banyosunda muamele edilmistir.
Cihazdan ¢ikartilan 6rnekler siringali filtre ile siiziilerek, LC/MS-MS cihazinda analizi

gerceklestirilmistir.

Resim 3.5. Ekstraksiyon sonucu elde edilen 6rnegin siiziilmesi

Salicornia europaea orneklerinin X Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi

Salicornia europaea orneklerinin, Optik mikroskop yontemleri ile belirlenemeyecek kadar
kiiclik tane boyutuna sahip minerallerinin kristal yapisini inceleyerek mineralojik bilesimini

bulmak i¢in X Isin1 Kristalografisi (XRD) teknigi kullanilmstir.

Analizi yapilacak Salicornia europaea 6rnegi 6ncelikle kurutularak 6gitiiciilerde 22 mikron
altina gececek boyutta toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen numune alimiinyum
numune tutucunun i¢ini dolduracak sekilde yerlestirilmis ve numune en az yonlendirme ile

yani dik preslenerek analize uygun hale getirilmistir. Analiz RIGAKU Smart Lab markali
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X-151n toz difraktometresi’nde, Hatay MKU’de bulunan Teknoloji ve Arastirma Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (MARGEM) gergeklestirilmistir.

Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM) Enerji vayilimli X-Isin1 Analizi (EDS)

S. europaea oOrneklerinin elementel kompozisyonu, yiizey topografyasi, kristal yapi,
kimyasal bilesimini 6grenmek amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Enerji
yaytlmli X-Isin1 Analizi (EDS) analizleri yapilmistir. Analizler Cukurova Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda (CUMERLAB) gerceklestirilmistir. Toz haline
getirilen Salicornia europaea ornekleri numune tutucusuna (stub) ilistirilmistir. Enerji
yayilimli X-Isin1 Analizi (EDS) ile elementel kompozisyonu belirlenmis, Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile numunenin yiizeyi yiiksek enerjili elektronlarla taranarak goriintii

elde edilmistir.

3.2.2. ikinci boliim: Antimikrobiyal Analiz

Antimikrobivyal Aktivitelerinin Arastirilmasi Islemi

Tez ¢alismasi1 kapsaminda S. europaea bitkisini kullanarak medikal ve kozmetik kremin elde
edilmesi ve krem formiilasyonunda kullanilacak 6zlit miktarinin belirlenmesi amaciyla

bakteri ve mayalar kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri aragtirilmistir.

Oziit Hazirlama Islemi

S. europaea o6ziitlerinin ve farkli konsantrasyonlarinin elde edilmesinde kurutulmus ve toz
haline getirilmis olan S. europaea kullanilmigtir. Yontem paralel olarak 15 g ve 30 g olarak
tartilan 6rneklerin farkli bekletme siirelerinde yiiriitiilmiis ve ekstraksiyonda bekletme siiresi
olarak 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenmistir. Buna gore, ilk olarak toz Deniz Boriilcesinden
15 g (0,001 hassasiyet) tartilmis ve beherlerin igerisine koyulmustur. 100’er ml etanol,

metanol, aseton ve saf su toz deniz boriilcelerinin lizerine ilave edilmistir (Resim 3.6).
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Resim 3.6. Tartilmis toz S. europaea’nin 6ziit hazirlama agamasi

Karanlik bir ortamda 24, 48 ve 72 saat boyunca bekletilmistir. Ikinci olarak, toz Deniz
Boriilcesinden 30 g (0,001 hassasiyet) tartilarak beherlerin i¢erisine koyulmustur. Her birine
olmak tizere 100 ml etanol, metanol, aseton ve saf su toz deniz boriilcelerinin lizerine ilave
edilmistir. Karanlik bir ortamda 24, 48 ve 72 saat boyunca bekletilmistir. Sonra her bir
karisim filtre kagidindan stiziilerek 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Her bir ¢ozelti
vakum evaporatorde 50-60°C’de 5-10 dk’da buharlastirilarak uzaklastirilmistir (Resim 3.7).
Kalan 6ziit miktarlar tek tek tartildiktan sonra 6ziitlerden 1’er g alinarak 10 ml (0,1g/ ml)

saf su ile ¢oziilmustiir. Hazirlanan o6ziitler antimikrobiyal analiz i¢in +4°C de bekletilmistir.
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(

Resim 3.7. Hazirlanan ¢ozeltilerin vakum evaporatorde uzaklastirilmasi islemi

Bakteri Suslarimin Hazirlanmasi Islemi

S. europaea tiiriinden elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmast islemi
Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM),
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir. Calismada, Escherichia coli (ATCC 25922)
ve Klebsiella pneumoniae tiirleri gram negatif bakteri suslar1 olarak, Bacillus subtilis (ATCC
6633) ve Staphylococcus aureus ise gram pozitif bakteri suslart olarak kullanilmistir.
Mayalardan ise Candida albicans ve C. parapsilosis kullanilarak antimikrobiyal aktivite
arastirilmigtir. Testten once bakterilerin TSA (TSA-triptik soya agar), mayalarin ise SDA
(Sabouraud dextrose agar) kati besiyerlerine ekimleri gerceklestirilmis ve 37°C'de 1 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bir giinliik inkiibasyondan sonra agar plagindaki tek
diismiis kolonilerden dogrudan bir 6ze ile koloni alinarak serum fizyolojik ile McFarland
(Bakteriler icin ~ 10* CFU, mantarlar i¢in ~ 10° CFU) sayis1 ayarlanmistir (McFarland,
1987). Ampisilin pozitif kontrol antibiyotigi olarak bakteriler i¢in, flukonazol ise mantarlar
icin kullanilmigtir. S. europaea oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri spektrofotometrik

broth mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemleri kullanilarak arastirilmastir.
Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Hazirlanan S. europaea oziitlerinin her biri i¢in ayr1 steril 96 kuyucuklu plakalar
hazirlanmistir. Teste baslamadan once tiim suslar kati besiyerine (TSA- triptik soya agar)
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ekim yapilmis ve 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bir giin siiren
inkiibasyondan sonra agar plagindaki tek diismiis kolonilerden dogrudan bir 6ze ile alinarak
serum fizyolojik ile McFarland 0,5 olarak bulaniklik ayarlanmistir (McFarland, 1987).
Spektrofotometrik  broth mikrodiliisyon yontemine gore; steril 96 kuyucuklu
mikroplaklardaki bulunan kuyucuklara 50 pl mikroorganizmalar i¢in hazirlanmis olan
Mueller Hinton Broth besiyerinden konulmustur. Daha sonra, ilk kuyucuga 50 pl
konsantrasyonu hazirlanmis madde soliisyonundan ilave edilmis ilk on sira boyunca ¢ift katli
diliisyonu yapilmistir. Son iki siituna ise pozitif kontrol, besiyeri kontrol ve negatif kontroller
yerlestirilmistir. En son, 10 pl bakteri madde ve antibiyotik bulunan kuyucuklara
eklenmistir ve inkiibasyona birakilmistir. Bakteriler igin 600 nm’de, mayalar i¢in ise 415
nm’de Inkiibasyon dncesi (to.saat) ve inkiibasyon sonrasinda (tz4. Saat) spektrofotometrik
Olgtimler gergeklestirilmistir. Ek olarak, maddelerin diliisyona bagli renk degisimleri
spektrofotometrik olarak ayni1 absorbsiyonda (600 ve 415 nm) o6l¢iilmiis ve sonuglardan
cikarilmigtir. Deneyler 3 tekerriir olarak yapilmis ve ortalama degerlerin yiizde inhibisyon
degerleri (= 1-(ODtestt24-t0/ODkontrolt24-t0)*100) olarak hesaplanmistir. Inhibisyon
grafikleri cizilerek, elde edilen dogrusal egim ¢izgisi olan R?iizerinden ve MIK (Minimum
Inhibisyon  Konsantrasyonu;  mikroorganizmalarin ~ %99,9’unu  dldiiren  madde
konsantrasyonu) hesab1 yapilmistir (Patton, Barett, Brenna ve Moran, 2005, Erdogan Eliuz,
Ayas ve Goksen, 2017). Elde edilen MIK verileri Tek Yénlii Anova, Post-Doc (Tukey)
testleri ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (p<0,01).

Disk Difiizyon Yontemi

Mikroorganizma ¢ozeltisi belirli orandaki McFarland 0,5’e gore ayarlanmig, MHA agarli
petriye yayilmis ve ¢ farkli alana bos antimikrobiyal diskler (6 mm ¢apinda)
yerlestirilmistir. Her diske, 5 ul ekstrakt damlatilarak 37°C'de bir giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir (Resim 3.8). Sonuglar degerlendirilirken, inhibisyon bdolgelerinin ¢aplari
milimetrik kumpas ile 6l¢iilmistiir. Negatif kontrol olarak ise steril distile su kullanilmis ve
biitiin testler ti¢ tekerriir olarak yapilmistir (Tepe, Daferera, Sokmen, Sokmen ve Polissiou,
2005; Bouhadjera, Bendahou ve Tabti, 2005).
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Resim 3.8. MHA’11 petrideki bos antimikrobiyal disklere ekstakt yerlestirme islemi

3.2.3. Uciincii Boliim: Genetik Barkodlama

Tez ¢aligmasinin tiglincii boliimiinde, morfolojik olarak benzer 6zellik gdsteren ve genetik
acidan tiir tayini tilkemizde gerceklestirilmemis olan Salicornia europaea tiirliniin tayini i¢in
DNA barkodlama tekniginin kullanilarak farmasotik ve kozmesotik uygulamalarda dogru

tiirlerin kullanimina katkida bulunmasi amaglanmustir.

DNA ektraksiyonu

Deniz boriilcesi bitkisinin genetik analizler kismi igin ilk asama olarak DNA eldesi
gergeklestirilmistir. DNA eldesi i¢in gesitli protokoller denenmis, sonug elde edilememistir.
Son olarak modifiye edilmis standart fenol-kloroform yontemi uygulanmistir (Sambrook,
Fritsch ve Maniatis, 1989). Kurutulmus bitki 6rnekleri 0,16 g tartilarak vida kapakl tiiplere
aktarilmis ve tizerlerine 1 ml CTAB eklenerek 55°C” de 30 dk boyunca etiivde bekletilmistir.
Etlivden ¢ikan Ornekler tizerine 1 ml kloroform-isoamil alkol eklenmis ve 1 dk boyunca
vortexlenmistir. Daha sonra 13,000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmis ve elde edilen katman yeni

tiiplere aktarilarak (Resim 3.9; 3.10) kloroform reaksiyonu yeniden tekrarlanmustir.
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Resim 3.9. DNA ekstraksiyonu sirasinda santirifiij islemininde olusan katmanlar

Resim 3.10. DNA ekstraksiyonu sirasinda drneklerin yeni tiiplere aktarilmasi

Elde edilen iist katman yeni tiiplere aktarilarak iizerine 2/3 hacminde soguk isopropanaol
alkol eklenmistir ve 30 dk -20°C’de ¢okmeye birakilmistir. Buzluktan alinan 6rnekler 13,000
rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenmis ve iist kismi1 bosaltilmistir. Uzerlerine 1 ml etonol
eklenerek 10,000 rpm’de 5 dk siireyle santirifiilenmistir (Resim 3.11). Son olarak tiiplerden
etonol uzaklastirilarak kurumasi i¢in oda sicakligina birakildiktan sonra iizerleirne 100 pl

ultra safsu eklenmis ve kontrol i¢in %0,7’lik agoroz jelde yiiriitilmistiir.



22

-~
A‘ -
Resim 3.11. DNA ekstraksiyonu sonucunda S. europaea’dan elde edilen pelet

DNA’nin kalite ve kantitesinin belirlenmesi

DNA o6rneklerinin miktar1 belirlendikten sonra kalitesinin tespiti i¢in % 0,7’lik agaroz jel
tizerinde yiiriitilmistiir. Bunun igin 0,175 g agaroz tartilmis tizerine 25 ml saf su eklendikten
sonra karistirilip mikrodalga firinda homojen hale getirilmistir. Homojene hale gelmis jel
iizerine 0,5 ml seyreltilmis 1x TBE Buffer ve 1,5 pl Ethidium Bromide eklenmis ve 60°C’
ye kadar sogutulan jel elektroforez kiivetine dokiilerek sogumaya birakilmigtir. Jel
soguduktan sonra, igerisinde seyreltilmis 10xTBE Buffer bulunan elektroforez tankina
koyulmus ve 3 pl DNA Orneginden 6 p’lik loading buffer ¢ozeltisinden karistirilarak
sirastyla jeldeki kuyulara yerlestirilmistir. Gii¢ kaynagi 10 dk siire ile 25 mA ve 50 V olarak
ayarlanmistir. Elektroforetik gé¢ sonrasi jel, elektroforezden alinmis ve UV transilluminator

cihazinda, 6rneklerin DNA yapilar gozlenmistir (Resim 3.12).
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Resim 3.12. DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen DNA’nin %0,7°lik agaroz jel iizerinde
kontrolii

Polimeraz Zincir Reaksiyonu /le rpL32—trnL Spacer Geninin Cogalt:imas:

Deniz Boriilcesi populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla Kloroplast DNA (cpDNA) rpL32-trnL (Shaw, Lickey, Schilling ve Smith, 2007)
geni kullanilmistir. DNA ekstraksiyonu gergeklestirildikten sonra, bitkiler i¢in universal
olan primerler kullanarak PZR ile cpDNA rpL32—trnL genleri ¢ogaltilmistir (Steffen ve
digerleri, 2015). PZR ile uygulamasinda; ilk dnce 94°C’de 60 saniye denatiirasyon iglemi
uygulanmigtir. Bunu takiben amplifikasyon islemi 94°C’de 30 sn, 52°C’de 50 sn, 72°C’de
60 sn PZR sicaklik profili 35 dongii olacak sekilde uygulandi ve 72°C’de 8 dakika son uzama
safhasi izlenmistir. Bunun i¢in asagida dizinleri verilen universal primerden yararlanilmistir
(Cizelge 3.1). PZR iiriinii elde edildikten sonra kalitesinin tespiti i¢in % 1,5’lik agaroz jel
tizerinde ytritilmistiir (Resim 3.13).

Cizelge 3.1. rpL32-trnL lokusuna ait primer dizisi

Marker Primer Dizilim

rpL32-trnL 5’-CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT-3’
5’-CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC-3’




Resim 3.13. PZR sonucu elde edilen PZR’ 1 %1,5’lik agaroz jel tizerinde kontrolii

Kloroplast DNA Dizin Verilerinin Analizi
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Anlagsmali firmaya PZR iirlinli temizlendikten (piiriifikasyon) sonra génderilen ve firma

tarafindan DNA dizin analizi yapilan 6rnekler BioEdit (Hall, 1999) programinda kontrol

edilmis ve oldukga saglikli dizin analizleri elde edilmistir (Sekil 3.2). Genetik verilerin
analizinde MEGA (Tamura ve digerleri, 2011) ve DnaSP (Librado ve Rozas, 2009)

bilgisayar paket programi kullanilmistir. Haplotip ve Niikleotid c¢esitliligi analizleri igin

ARLEQUIN v3.5. (Excoffier, Laval ve Schneider, 2005) kullanilmistir.

IL_KARAN 071020 \SERPIL KARAN_SES_RPL32-F_2020-10-07-02-13-04F08.3b]
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Sekil 3.2. DNA dizin analizi sonucu elde edilen rpL32—trnL geninin BioEdit programi ile

incelenmesi
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Salicornia tiirlerinin sekanslarin GenBanktan alinmistir (Cizelge 3.2). RpL32-trnL

sekanslariin dizilemeleri BioEdit (Hall, 1999) ile ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3.2. GenBanktan alinan tiirler ve GenBank numaralari

Tiir Gen Bank Tiir Gen Bank
No. No.
Sarcocornia ambigua KM984553  Sarcocornia mossiana KM984530
Sarcocornia andina KM984554 KM984531
Sarcocornia blackiana KM984508 KM984532
Sarcocornia capensis KM984510 KM984533
KM984515 Sarcocornia natalensis KM984541
KM984514 KM984542
KM984511 KM984543
KM984509 KM984544
KM984513 KM984545
KM984512 Sarcocornia neei KM984556
Sarcocornia cf. pulvinata KM984560 KM984555
Sarcocornia decumbens KM984517  Sarcocornia pacifica KM984558
KM984518 KM984557
KM984519  Sarcocornia pillansii KM984536
Sarcocornia decussata KM984521, KM984537
KM984522, KM984538
KM984523 KM984539
Sarcocornia freitagii KM984546,  Sarcocornia aff. pillansii KM984540
KM984547  Sarcocornia pillansii x KM984535
Sarcocornia mossiana
Sarcocornia fruticosa KM984528  Sarcocornia pillansii x KM984534
Sarcocornia tegetaria
KM984529  Sarcocornia tegetaria: KM984520
Sarcocornia littorea KM984524 Sarcocornia terminalis KM984548
KM984525 KM984549
KM984526 KM984550
KM984527 KM984551
Sarcocornia utahensis KM984561

KM984559
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kozmetik Sonug¢lari
4.1.1. Salicornia europaea orneklerinin nem analizi sonuglar:

Salicornia europaea 6rneklerinin nem miktarini belirlemek amaciyla sabit tartim yapilmis

ve % nem miktar1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Resim 4. 1).
m, —m
—2—2x100
mp; —my

% Nem =

mz: Kurutulmus bos kurutma kab1 ve kapaginin agirligi (g)
My: Analiz 6rnegi + kurutma kab1 ve kapaginin agirlig (g)

ms: I¢inde analiz 6rnegi bulunan kurutma kabi ve kapaginin kurutma isleminden sonraki

agirhigi (g)
Nem analizi sonucuna gore S. europaea’nin nem miktar1 %8, 69 olarak bulunmustur (Resim
4.1).

Resim 4.1. Nem tayini sonrasi etiivden alian 6rnekler

4.1.2. Sabit yag asitleri analizi sonuclari

Sabit yag asitlerini elde etmek igin n-Hekzan ile muamele edilerek Soxhlet ile
gerceklestirilen analiz sonucunda S. europaea bitkisinin yag orami %15,15 olarak
bulunmustur. GC/MS analizi ile S. europaea’dan elde edilen yagdan 12 adet yag asidi
bilesigi elde edilmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen bu bilesikler igerisinden Oleik asit
(%36,55), 9-Oktadekenoik asit, metil ester (%13,77), 8-Oktadekenoik asit, metil ester
(%10,63), 7-Oktadekenoik asit, metil ester (%11,31) major bilesikler olarak bulunmustur
(Sekil 4.1). Diger bilesikler ise Palmitik asit (%5,12), Stearik asit (%4,07), 10-Oktadekenoik
asit, metil ester (%3,48 ), 11-Eikosenoik asit, metil ester (%3,42), 11-Oktadekenoik asit,
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metil ester (%3,35), Palmitoleik asit (%3,27), 2,6,10,14,18,22-Tetracosahekzan (%2,30)

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. S. europaea’nin yag asidi bilesimi

Siire KE Yag Asidi Formiil Molekiiler Yiizde
(dk) Agirhk (%)
36,27 2315 Palmitik asit C16H3202 256,42 5,12
37,71 2387 Palmitoleik asit C17H320, 268,43 3,27
38,21 2411 Oleik asit C18H3402 282,46 36,55
49,38 3120 7-Oktadekenoik asit, metil ester C19H3602 296,49 11,31
4952 3128 8-Oktadekenoik asit, metil ester C19H3602 296,49 10,63
4994 3153 9-Oktadekenoik asit, metil ester C19H3602 296,49 13,77
50,18 3167 9- Oktadekenoik asit (Z)-, metil CioH3602 296,49 2,73
ester
50,31 3175 10-Oktadekenoik asit, metil ester  CigH3602 296,49 3,48
50,41 3181 Stearik asit C19H3s02 298,50 4,07
58,94 3553 11-Oktadekenoik asit, metil ester  Co1H420- 326,56 3,35
61,40 3684 11-Eikosenoik asit, metil ester C21H4002 324,54 3,42
72,77 4285  2,6,10,14,18,22-Tetracosahekzan CsoHso 410,39 2,30
KE: Kovats Endeksi
CHs;
O
AN HSC\ AN
HO
HsC
O
Ci1sH3402 C19H3602

Sekil 4.1. S. europaea’nin yag asidinin major bilesikleri

4.1.3. Mineral analizleri sonuclari

Mineral igeriklerini ortaya ¢ikarmak i¢in ICP/AES cihazinda yaptifimiz analiz sonucunda

S. europaea bitkisinde Sodyum miktar1 47 ppm, Magnezyum miktar1 51,98 ppm, Potasyum

miktar1 45,86 ppm ve Kalsiyum miktar1 14,27 ppm olarak tespit edilmistir.

4.1.4. E Vitamini analizi sonuclari

S. europaea bitkisinin E vitamini varligini ve miktarini tespit etmek amaciyla ¢6zgen olarak

methanol ve zeytinyag kullandigimiz analizler sonucunda, hekzan ile muamele edilen

ornekte vitamin E (Alpha tocopherol) oranini 2,1 + 0.3mg/100g bulunmusken, zeytinyagi



ile muamale edilen 6rnekte bu oran 551,98 pg/ml olarak bulunmustur
MS/MS kromatogramlart Sekil 4.2°de gosterilmistir.

uy
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Sekil 4.2. LC-MS/MS kromatogramlari

rin

4.1.5. Salicornia europaea orneklerinin X 1s1m Kristalografisi analizi sonuclar:

S. europaea bitkisinin X Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi sonucunda kristallografik doku

ve kompozisyonunda en yiiksek %54,5 oraninda Strontium Lanthanum Iron (III) Tin (IV)

Oxide olarak bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. XRD sonuglarina gére Salicornia europaea bitkisinin igerdigi bilesenler

% Ref. kodu Bilesen Ad1 Kimyasal Formiil
*16,6 98-017-4207 Perovskit Mo103Sry
*19,0 98-004-4727 Kalsiyum-alfa Ca:

*54,5 98-007-2169 Stronsiyum Lantan Demir (I11) Kalay Fe:LaiOeSn1Sry
(V) Oksit
*9,9 98-018-0530 Potasyum Demir Dioksit Fe1K102

XRD analizi sonucunda bitkinin igeriginde bulunan bilesenlerin grafiksel

edilmistir (Sekil 4.3).

goriintiisii de elde
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Peal List

e e e e e e e e e e e e

98-017-420

98-018-0530

20 30 40 50 60 70 50 %
Position [20] (Copper (Cua))
Sekil 4.3. S. europaea'da bulunan bilesiklerin XRD sonuglarini gosteren grafiksel
goruntusu

4.1.6. Taramah elektron mikroskobu ve enerji yayihmh X-1s1m analizi sonuglari

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile S. europaea yiizey goriintiisii 40 um, 50 pm,50
um ve 400 pm dlgeklerinde biiyiitillerek elde edilmistir (Sekil 4.4).

v'.-

Sekil 4.4. S. europaea’nin 40 pm (a), 50 um (b), 50 pm (c), 400 pm (d) 6l¢eklerinde yiizey
goriintiileri

Enerji yayilimli X-Isim1 Analizi (EDS) kullanilarak elde edilen sonuglara gore S. europaea
bitkisinin elementel kompozisyonu elde edilmistir. Bu sonuglara gore, tespit edilen elemetler
sirastyla Oksijen, Sodyum, Magnezyum, Potasyum ve Kalsiyum olarak bulunmustur (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5. Elementlerin varligin1 gésteren EDS analizi grafigi

4.1.7. Krem Formiilasyonu Hazirlama

Caligmada elde edilen biyokimyasal veriler ile su i¢inde yag (O / W) emiilsiyon bazli bir
krem (yar1 kati formiilasyon) formiile edilmistir. Emiilgator olarak (Stearik asit)
kullanilarak, yagda ¢6ziiniir bilesenlerden Setil alkol ve badem yagi yag fazinda iyice
coziindiiriilerek 75°C'ye 1sitilmistir. Koruyucular ve diger suda ¢oziiniir bilesenler (Metil
paraben, Propil paraben, Trietanolamin) Salicornia europaea'nin etanol 6ziitii olan propilen
glikol, sulu fazda ¢oziindiriilmiis ve 75°C'ye 1sitilmistir. Isitildiktan sonra sulu faz,
emiilgatoriin  sogumasi1 ger¢eklesene kadar siirekli karistirarak yag fazina yavas

yavas eklenmistir (Resim 4.3).

-

Resim 4.2. Salicornia europaea ekstarkti kullanilarak krem olusturma
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4.2. Antimikrobiyal Analiz Sonuclar:

S. europaea tiirlinlin antimikrobiyal aktivitesinin farkli bakteri ve mayalar iizerine etkisi

farkli ¢oziicii, farkh siire ve farkli konsantrasyon dozlar1 i¢in arastirilmistir.

4.2.1. Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Sonuclar:

Etanol, metanol, aseton ve su eksraktlarin MiK degerleri, calisilan bakteri ve mayalarda 8,
35 ile 4671,03 ul arasinda deger gostermistir. En yiiksek MIK degeri, 15 gram’lik 6rnek
iceren 72 saat bekletilerek elde edilen metanol ekstraktindan E. coli’ye Kkarsi
gdzlemlenmistir. Etanol, metanol, aseton ve su eksraktlarin MIK degerleri Cizelge 3’te
gosterilmistir (P<0,05).

Istatistiksel olarak, B. subtilis'e kars1 15 gramda 72 saatte hazirlanan etanol ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesinin, 15 gramda 48 saatte hazirlanan saf su ekstraktindan 6nemli
Olgiide farkli oldugu bulunmustur (P<0,05). C. albicans'a kars1 15 gramda 24 saatte
hazirlanan metanol ekstrakti ve C. parapsilosise karsi gramda 48 saatte hazirlanan sulu
ekstraktin diger ekstraktlardan 6nemli dlgiide farkli oldugu bulundu (P <0,05).

Genel olarak, 100 pl'nin altindaki tiim ekstraktlar mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdi. En yiiksek MiK degerini, E. coli'ye kars1 15 gramda 72 saatte hazirlanan
Metanol ekstarkti (8,35 puL), ardindan E. coli'ye kars1 30 gramda 72 saatte hazirlanan aseton
ekstarkt1 (8,75 pL), gostermistir. 30 gram 72 saattte hazirlanan aseton ekstrakti K.
pneumoniae'ye karsi (9,11 puL), 30 gramda 24 saatte hazirlanan etanol ekstrakt1 (9,57 uL),
15 gramda 48 saatte hazirlanan aseton 6zii ekstrakti ise C. parapsilosise ye kars1 (9,64 plL)
gostermistir (Cizelge 4.2; 4.3).
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Cizelge 4.3. Spektrofotometrik Mikrodilisyon yontemine gore E. coli, K. pneumoniae,
B.subtilis ve S. aureus ile ayr1 ayri inkiibe edilmis S. europaea ekstraklarinin

MIiK degerleri
Ekstraklar
(ul)/ Siire MIiK+ OSH *
(Saat)
Agirhk Aseton E. coli K. . B.subtilis S. aureus
(9) pneumoniae
24 14,152 104 94,69% 32 12,98 + 54 616,37%:504.1
15 48 197,88% 11571 24,4334 23,980+, 14,10% 105
72 13,012 40,96 16,487 5 22,923 454 24,707 55
24 13,942 ) 13,6127 14,79 +,7 79,832 1678
30 48 177,98 11656 36,5905 16,63% 4,5 38,772 123
12 8,75% 102 9,11b:t0,2 11,83% +03 12,98% 110
Etanol
24 12,682 L6 10,42° 101 19,90% 494 27,942 .58
15 48 12,082 .02 10,82 495 11,30%° +gg 25,342 478
72 11,172 L0 11,00° .1 g 10,832 494 24,812 .79
24 23,902 125 13,83° 423 19,902 +105 9,57 407
30 48 15,962 .24 15,15° 14, 12,76% +1 4 13,152 .95
72 22,292 437 33,66":156 13,16% 433 19,332 160
Metanol
24 337,718 3174 12,9644 42,62 Lp6 41,73 s
15 48 22,572 .06 11,78 404 18,77% .45 20,15%6
72 8,35% 10,15 11,56° .03  14,21% o2 47,69 1334
24 19,38% .17 40,84° 9, 12,66% o5 35,48 .37
30 48 67,332 .35 151,06%.g35 16,7 .p6 27,75% 1741
72 13,807 12, 36,32 62 22,10%° L3 25,142 4y 4
Safsu
24 10,962 109 15,84° .16 29,60%° 568  47,06%2008
15 48 10,36 402 43,77° 11643 49,52° 46 20,43%.461
72 10,60% 003 15,60° 117 12,73% 444 75,47% 348
24 63,422 .68 20,55° .65 18,697 . 402 2459155
30 48 11,67% + 006 11,31° 404 29,21 .4 o9 21,56%10.4
72 17,117 366 13,32° 108 23,19% 114 14,5%11
A 16 +£0,06 16 £0,1 32+0,4 32+0,3
= - - - -

* OSH: Ortalamanin standart hatasi. Ortalama MIK, standart sapma (+) ve anlamlilik diizeyi
Tukey testi ile ifade edildi (ANOVA, P <0,05). Aynu siitunda farkl1 iistel harflerle isaretlenen

degerler 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. A: Ampisilin (ug / ml),

F: Flukonazol (ug / ml).
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Cizelge 4.4. Spektrofotometrik Mikrodilisyon yontemine gore C. albicans ve C. parapsilosis

ile ayr1 ayr1 inkiibe edilmis S. europaea ekstraklarinin MiK degerleri.

Ekstraklar (ul)/ MIiK+ OSH *
Siire
(Saat)
C. albicans C. parapsilosis
Agirhik (g) Aseton
15 24 10,32° 1o, 15,64° .1 5
48 14,84° +1,9 9,64bi0,04
72 30,76° 124 15,00° 5
24 21,00° .50 18,04%. 5
30 48 366,09° 1566 15,3606
72 30,05° 4137 41,533
Etanol
24 58,2447 8 19,24° 144
15 48 15,256 17,05° 127
72 15,59 2,506 20,12° .55
24 24,713 39 18,38%504
30 48 16,40 P.,37 17,14°41 4
72 11,300 33 13,2806
Metanol
24 4671,03%33790  68,18D 155
15 48 18,71%.93 41,3015 58
72 16,80°.3 1 22,16° .17
24 17,32bil,45706 22,30bi7,01
30 48 152,25.45.01 83,9555
72 11,13% 14 22,78% %
Safsu
24 25,82%.10.9 25,85%75
15 48 18,3862 623,102 307.2
72 1576,49% 15031 74,63°:315
24 20,2133 21,153
30 48 21,1319 15,26.4.2
72 121,76 1019 13,8926
A - -
F 128435 128+0,5

* OSH : Ortalamanin standart hatasi. Ortalama MIK, standart sapma () ve anlamlilik diizeyi

Tukey testi ile ifade edildi (ANOVA, P <0,05). Ayni siitunda farkl1 iistel harflerle isaretlenen

degerler 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. A: Ampisilin (ug / ml),
F: Flukonazol (ug / ml).

4.2.2. Disk difiizyon sonuclari

Salicornia europaea’nin Etanol, metanol, aseton ve sulu eksraktlarin bakteri ve mayalara

kars1 aktivitesi Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Buna gore en yiliksek inhibisyon

capt 30 gram’lik Ornek iceren 48 saat bekletilerek elde edilen methanol ekstaraktindan B.

subtilis bakterisine kars1 gozlemlenirken (3.8 mm), bunu takiben yine 30 gram’lik 6rnek
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iceren 24 saat bekletilerck elde edilen methanol ekstaraktindan C. albicans’a karsi

gozlemlenmistir (2.5 mm).

Cizelge 4.5. S. europaea ekstraktlarinin disk difiizyon methodu ile elde edilen inhibisyon

zon c¢aplari

Ekstraklar )
(nly/ Siire Inhibisyon Capi (mm) + OSH *
(Saat)
Agirhk (g) Aseton E. coli K. pneumoniae B.subtilis S. aureus
24 0,0%:00 0,0%+0,0 0,0°.0,0 0,2:02
15 48 0,020, 0,020, 05P.05 0,303
72 0,020, 0,020, 0,6%:06 0,000
24 0,0%.00 0,0%.00 0,0%.00 0,7%:04
30 48 0,0%.00 0,0%.00 0,0%.00 1,1%:00
72 0,02 40,0 0,040, 0,0P.00 0,404
Etanol
24 0.0%:00 0.0%:00 1.9%.0»  0.0°:00
15 48 0,020 0,020 0,4°.04 0,0°.00
712 0,020 0,020 O,2bi0,2 0,0bi()’()
24 0,020 0,0%00 1,0%.05 1,4%.;
30 48 0,020, 0,000 0,0°.00 0,3".03
72 0,0%:00 0,0%.0, 0,0°:00 0,0°.00
Metanol
24 1,5bio,4 0,020 O,?b:t()] O,Ob:tO70
15 48 l,9bio,3 1,3%:03 1,3b:tO,7 0,905
72 2,1°.07 1,4%409 1,1%.07 1,024
24 0,92 .09 1,2%.06 2,0%01  0,0°.0p
30 48 1,5% 402 1,7% 409 38%06 1,9%02
72 0,020 2,427 2,7% 06 15%.2
Safsu
24 0,020 0,020 0,0biO’O 0,0bi()’()
15 48 0,020 0,020 0,0biO’O 0,0bi(),()
72 0,000 0,5%:05 0,0bi0,0 0,0bi(),()
24 0,020, 0,020, 0,0%.00 0,000
30 48 0,0%.0, 0,0%.0, 0,000  0,0°00
72 0,020 0,020 0,0b:t0,0 0,0bio,o
A 10.1+0,1 12.0+0.4 4.340.8 7.7+1.1
F - - -

* OSH: Ortalamanin standart hatasi. Ortalama Inhibisyon Capi, standart sapma () ve
anlamlilik diizeyi Tukey testi ile ifade edildi (ANOVA, P <0,05). Ayni siitunda farkli iistel
harflerle isaretlenen degerler 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. A:
Ampisilin (ug / ml), F: Flukonazol (ng / ml).
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Cizelge 4.6. S. europaea cekstraktlarinin disk difiizyon methodu ile elde edilen inhibisyon
zon c¢aplart.

Ekstraklar ~ Inhibisyon Capi (mm) + OSH *

(ul)/ Siire
(Saat)
C. albicans C. parapsilosis

Agirhik (g) Aseton
15 24 2,0%.10 0,0° 00
48 0,8%.07 0,0° 0,0
72 223411 0,0°.00
24 0,2%.01 0,1%.00
30 48 0,0%.00 0,1%.00
72 0,1%.01 0,0bi0,0

Etanol
24 142413 0,0bio,o
15 48 1,1%.06 0,0°.00
72 1,4%.05 0,000
24 1,0%:08 0,0° 0,0
30 48 2,8%.05 0,0%.00
72 1,5%:13 0,0 40,0

Metanol

24 0,02400 0,0bi0,0
15 48 0,020 0,0° +0,0
72 0,020 0,0bi0,0
24 2,5%:09 0,0°.00
30 48 2,3%.23 0,0%.00
72 0,7% 07 0,0bi0,0

Safsu
24 0,020 0,0bi0,0
15 48 0,020, 0,000
72 0,020, 0,000
24 0,42 .04 0,0b:t0,0
30 48 0,020 0,0°.00
72 0,020 0,0bi0,0

A - -

F 1.1+0.18 24401

* OSH: Ortalamanin standart hatasi. Ortalama Inhibisyon Capi, standart sapma (£) ve
anlamlilik diizeyi Tukey testi ile ifade edildi (ANOVA, P <0,05). Aynu siitunda farkli iistel
harflerle isaretlenen degerler 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. A:
Ampisilin (ug / ml), F: Flukonazol (ng / ml).

4.3. Genetik sonuclar
4.3.1. Salicornia europaea genetik sonuglari

Yapilan model test sonucu verilerimize uygun en iyi model Tamura 3-parameter modeli

bulunmustur (Tamura, 1994) ve Salicornia europaea ornekleri arasindaki genetik gesitlilik
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ve farklilasmanin derecesi bu model esas alinarak belirlenmistir. Elde edilen verilerden
Neighbor-Joining metodu kullanilarak tiirler arasindaki genetik iligkinin sekli belirlenmistir.
Analiz edilen rpIn32-trnl bolgesinin uzunlugu 805 bg olarak saptanmistir. Dizi analizi
sonucunda elde edilen niikleotid kompozisyonu analizini ger¢eklestirdigimiz S. europaea
i¢in; A bazinin oran1 %37,9 olarak, T bazinin oran1 %11,9 olarak, C bazinin oran1 %37,6

olarak, G bazinin oran1 %12,6 olarak belirlenirlenmistir.

DNA dizi analizi yapilarinda gésterilen 805 bg’lik bolgesi galisilan rpln32-trnl geninin 800
b¢’lik kismi evrimsel siirecten etkilenmemis bolgelerden olusurken 5 bg’lik kismu ise tiirler
arasinda cesitli sebeplerden dolay1 degisen bolge olarak tespit edilmistir. 2 bg’lik bolge ise
tiirler arasinda parsimoni anlamli bolge gorevi gormiistiir. Ornekler arasi1 ortalama haplotip

cesitliligi ise 0,8222 olarak bulunmustur.

Modeltest sonucu en iyi model Tamura 3-parameter modeli secilmis olup analizler bu
modele gore yapilmistir. S. europaea ornekleri arasindaki ortalama genetik c¢esitlilik degeri
0,00202 olarak bulunmustur. Ornekler aras1 genetik ¢esitlilik degerleri Cizelge 4.7’ de
verilmistir.

Cizelge 4.7. S. europaea dizileri arasi karsilastirmali genetik cesitlilik degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9
. europaea- 1 -
. europaea -2 0,0025 -
. europaea -3 0,0037 0,0012 -
. europaea -4 0,0050 0,0025 0,0012 -
. europaea-5 0,0025 0,0000 0,0012 0,0025 -
. europaea -6 0,0037 0,0012 0,0000 0,0012 0,0012 -
. europaea -7 0,0025 0,0000 0,0012 0,0025 0,0000 0,0012 -
. europaea -8 0,0050 0,0025 0,0012 0,0000 0,0025 0,0012 0,0025 -
. europaea -9 0,0025 0,0000 0,0012 0,0025 0,0000 0,0012 0,0000 0,0025 -
0 S.europaea-10 0,0062 0,0037 0,0025 0,0012 0,0037 0,0025 0,0037 0,0012 0,0037
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4.3.2. Salicornia tiirleri arasindaki genetik sonuclar

Yapilan model test sonucu verilerimize uygun en iyi model Tamura 3-parameter modeli
bulunmustur (Tamura, 1994) ve Salicornia europaea 6rnekleri arasindaki genetik ¢esitlilik
ve farklilasmanin derecesi bu model esas alinarak belirlenmistir. Elde edilen verilerden
Neighbor-Joining metodu kullanilarak tiirler arasindaki genetik iligskinin sekli belirlenmistir.
Analiz edilen rpIn32-trnl bolgesinin uzunlugu 805 bg olarak saptanmistir. Genbanktan alinan

Salicornia tiirleri ile birlikte yapilan dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotid
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kompozisyonu A, T, C, G bazlar igin sirastyla % 37,3, % 11,6, % 38,1 ve % 13,0 olarak

belirlenmistir.

DNA dizi analizi yapilarinda gosterilen 805 bg’lik bolgesi ¢alisilan rpln32-trnl geninin 737
be¢’lik kismi evrimsel siirecten etkilenmemis bolgelerden olusurken 68 bg’lik kisma ise tiirler
arasinda cesitli sebeplerden dolay1 degisen bdlge olarak tespit edilmistir. 54 b¢’lik bolge ise

tiirler arasinda parsimoni anlamli bolge gérevi gérmiistiir.

Tim tiirler kullamilarak gergeklestirilen DNA dizin analizi ile 62 sekansda toplam 21
haplotip gozlenmistir (Cizelge 4.6). Haplotip 1, Haplotip 2, Haplotip 3, Haplotip 4 ve
Haplotip 5 sadece Salicornia europea tiiriinde, Haplotip 6 S. ambigua, Haplotip 7 S. andina
ve S. neei, Haplotip 8 S. blackiana, Haplotip 9 S. capensis ve S. decussata, Haplotip 10 S.
cf. pulvinata, Haplotip 11 S. decumbens ve S. capensis, Haplotip 12 S. freitagii, Haplotip
13 ve Haplotip 14 S. fruticosa, Haplotip 15 S. littorea, Haplotip 16 S. mossiana ve S.
natalensis, Haplotip 17 S. pacifica, Haplotip 18 S. pillansii, S. aff. pillansii, S. pillansii x S.
ossiana, S. pillansii x tegetaria ve S. terminalis, Haplotip 19 S. tegetaria, Haplotip 20 ve
Haplotip 21 S. utahensis tiirlerinde belirlenmistir. Tiirler arasi ortalama haplotip ¢esitliligi

ise 0,9217 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Salicornia tiirlerindeki rpIn32-trnl haplotiplerinin frekanslari ve tiirlere gore
dagilimi

S. ambigua

S. andina

S. blackiana

S. capensis

S. decussata

S. cf._pulvinata

S. decumbens
S. freitagii

S. fruticosa
S. littorea

S. mossiana
S. natalensis
S. pacifica

S. pillansii

S. aff._pillansii
S. pillansii x
S neciana
S. pillansii x
tenetaria

S. terminalis
S. tegetaria
S. utahensis

S. neei

7| S. europea
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p17
Ha 4 1 1 1 4

p18

p19

Ha 1

p20

Ha 1

p21

Tot
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o 1 1 2 1 7 3 1 3 2 2 4 4 5 2 4 1 1 1 4 1 2

Salicornia tiirlerindeki niikleotid farkliliklarina dayali filogenetik iliskilerini gosteren agac
olusturmada asgari tarama agaci (Minumum spanning tree, MST) yontemi kullanilmistir
(Sekil 4.6). Asgari tarama agacina gore; Haplotip 1 baslangi¢ noktasindadir ve Haplotip 1
haploidinden dallanmis olan Haplotip 2 haploidi goriilmektedir. Haplotip 2 haploidinden
ise Haplotip 4 ve Haplotip 5 haploidleri dallanirken, Haplotip 4 ve Haplotip 5’ten Haplotip
3 haploidi dallanmistir. Haplotip 3 haploidinden Haplotip 15 ve Haplotip 19 ve Haplotip
11 haploidi dallanmistir. Haplotip 11’den Haplotip 7, 10 ve 20 haploidi, Haloptip 7’den ise
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Haplotip 6, 17 ve 21 haploidleri dallanmistir. Haplotip 19 haploidinden Haplotip 9
haploidinin dallandig1 goriilmektedir. Haplotip 9’dan Haplotip 16 dallanirken; Haplotip
16’dan Haplotip 12 ve Haplotip 18 dallanmi1s, Haplotip 8’den ise Haplotip 13 ve Haplotip
14 haploididin dallandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Haplotipler arasindaki iliskileri gdsteren asgari tarama agaci

Modeltest sonucu en iyi model Tamura 3-parameter modeli segilmis olup analizler bu
modele gore yapilmistir. Tiim tiirler arasindaki ortalama genetik ¢esitlilik degeri 0,01721
olarak bulunmusgtur. Tiirler aras1 genetik farklilik diizeyi incelendiginde en yiiksek genetik
cesitlilik degeri (0,0352) S. fruticosa ile S. europea tiirleri arasinda bulunmustur. Tirler igi
genetik farklilik diizeyi incelendiginde en yiikksek genetik farklilasma diizeyi 0,0125 ile

S.utahensis tiirtinde bulunmustur.

Tiirler arasindaki genetik iliskiyi gostermek adina negatif brans uzunluguna izin verilen
Komgsu Kalittimli Soyagact ve Maksimum Parsimon agaci kullanilmistir. Soyagacinin

olusturulmasinda giivenirligi saglamak igin her bir agaca 1000 tekrarli bootstap testleri
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uygulanmigtir. Her iki agacta birbirine benzer dallanmalar gerceklestirmistir. Komsu
kalitml1 soyagacina gore, iki ana filogenetik dallanma tespit edilmistir; ilk ana dallanmada
S. pillansii, S. terminalis, S. freitagii, S. pillansii x S. tegetaria, S. pillansii X S. mossiana
birlikte gruplanmistir. Ikinci ana dallanmada 5 dal tespit edilmis; Birinci dalda S. natalensis
ve S. mossiana, ikinci dalda S. blackiana gruplanmistir. Ugiincii kolda ise S. decumbens, S.
capensis, S. decussata, S. tegetaria ve S. littorea kardes grup olarak gruplanmistir. S.
utahensis ve S. cf. pulvinata, S. fruticose dordiincti, S. europaea dizileri ise besinci olarak

kendi tiirinde gruplanmustir (Sekil 4.7).
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Salicornia europaea- 1
Salicornia europaea- 9
Salicornia europaea- 2
Salicornia europaea-7
Salicornia europaea- 5
Salicornia europaea- 4
Salicornia europaea- 10
Salicornia europaea- 8
Salicornia europaea- 6
Salicornia europaea- 3
Sarcocornia ambigua-KM984553
Sarcocornia utahensis-KM984559
Sarcocornia andina-KM984554
Sarcocornia neei -KM984555
Sarcocornia neei-KM984556
Sarcocornia pacifica-KM984558
Sarcocornia pacifica-KM984557
Sarcocornia cf. pulvinata-KM984560
Sarcocornia utahensis-KM984561
Sarcocornia fiuticosa-KM984528
—100: Sarcocornia fiuticosa-KM984529
% Sarcocornia decumbens-KM984517
Sarcocornia capensis-KM984515
Sarcocornia capensis-KM984514
Sarcocornia decumbens-KM984519
Sarcocornia decumbens-KM984518
Sarcocornia capensis-KM984510
Sarcocornia capensis-KM984513
Sarcocornia decussata-KM984523
Sarcocornia littorea -KM984524
Sarcocornia littorea-KM984525
Sarcocornia littorea-KM984526
Sarcocornia littorea-KM984527
Sarcocornia tegetaria-KM984520
Sarcocornia capensis-KM984509
Sarcocornia decussata-KM984522
Sarcocornia decussata-KM984521
Sarcocornia capensis-KM984511
Sarcocornia capensis-KM984512
Sarcocornia blackiana-KM984508
Sarcocornia mossiana-KM984530
Sarcocornia natalensis-KM984545
Sarcocornia mossiana-KM984532
Sarcocornia natalensis-KM984541
Sarcocornia natalensis-KM984542
Sarcocornia mossiana-KM984533
Sarcocornia natalensis-KM984544
Sarcocornia mossiana-KM984531
Sarcocornia natalensis-KM984543
Sarcocornia terminalis- KM984550
100 e SciycOCOINI fi€itagii-KM9S84546
e Sarcocornia fieitagii -KM984547
Sarcocornia pillansii-KM984536
Sarcocornia pillansii-KM984539
Sarcocornia pillansii -KM984538
Sarcocornia aff. pillansii -KM984540
Sarcocornia pillansii x Sarcocornia mossiana-KM984535
Sarcocornia pillansii-KM984537
Sarcocornia terminalis-KM984548
Sarcocornia pillansii x Sarcocornia tegetaria-KM984534
Sarcocornia terminalis-KM984549
Sarcocornia terminalis-KM984551

100

0.6
Sekil 4.7. Salicornia tiirlerinin genetik iligkisini gosteren komsu katilimli agag

Maximum Parsimony filogenetik agacinda iki ana filogenetik dallanma tespit edildi; ilk
dallanmada S. capensis, S. decussate, S. tegetaria ve S. littorea birlikte gruplanmistir. S.
natalensis ve S. mossiana gruplanirken, S. pillansii, S. terminalis, S. freitagii, S. pillansii x
S. tegetaria, S. pillansii x S. mossiana gruplanmistir. S. utahensis, S. cf. pulvinata, S.

fruticose, S. pacifica, S. neei, S.andina ve S. ambigua birlikte gruplandig: goriilmiistiir. S.
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europaea dizileri ise ayn1 dalda gruplanmistir (Sekil 4.8). Komsu kalitimli soyagaci ve
Maksimum Parsimoni filogenetik yaklasimlari, benzer aga¢ topolojileriyle sonuglandigi
gorilmiistiir.

e Salicornia europaea- 1
= Salicornia europaea- 2
= Salicornia europaea- 9
= Salicornia europaea-7
99 f==— Salicornia europaea- S
— Salicornia europaea- 4
= Salicornia europaea- 10

= Salicornia europaea- 8
= Salicornia europaea- 6
— Salicornia europaea- 3
: Sarcocornia fruticosa-KM984528

%9 Sarcocornia fiuticosa-KM984529
Sarcocornia ambigua-KM984553
Sarcocornia utahensis-KM984559
= N Sarcocornia andina-KM984554

—E Sarcocornia neei -KM984555
Sarcocornia neei-KM984556

Sarcocornia pacifica-KM984558
Sarcocornia pacifica-KM984557
Sarcocornia cf. pulvinata-KM984560
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Sarcocornia blackiana-KM984508
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Sekil 4.8. Salicornia tiirlerinin genetik iligkisini gésteren maximum parsimoni agag
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5. TARTISMA

Tez ¢alismasinin birinci boliimiinde, S. europaea tiiriinlin GC/MS analizi ile sabit yag
analizi, ICP/AES analizi ile mineral degerleri tespit edilmistir. LC/MS-MS analizi ile ise
vitamin E (a-tokoferol) orani belirlenmistir. Ek olarak, S. europaea’nin kristalografik
dokusu ve bilesimi X Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi kullanilarak belirlenmistir.
Elementel kompozisyonu, kimyasal yapist SEM-EDS analizleri ile tespit edilmistir. Ikinci
boliimde, S. europaea’dan elde edilen aseton, metanol, etenol ve saf su ekstarktlar1 gram
pozitif ve gram negatif bakteri suglarina ve mayalara kars1 antimikrobiyal aktivitesi tespit
edilmistir. Ugiincii boliimde ise, S. europaea’nin tiir tayini DNA barkodlama teknigi

kullanilarak taksonomik olarak arastirilmistir.

5.1. Kozmetik
5.1.1. Nem Analizi

Nem analizi sonucuna gore S. europaea’nin nem miktart %8, 69 olarak bulunmustur (Resim
19). Min ve digerleri (2002) Salicornia herbacea L.'nin kimyasal kompozisyonunu ve nem
icerigini inceledikleri ¢aligmalarinda nem oranini %9,09 olarak bulmuslardir. Barroca ve
digerleri (2020), Sarcocornia perennis’in fiziko-kimyasal ozelliklerini de arastirdiklari
calismalarinda S. perennis’in nem oraninm1 %11,09 olarak bulmuslardir. Bertin ve digerleri
(2014), iki farkli bolgeden Ornekledikleri Sarcocornia ambigua tiiriiniin - besin
kompozisyonu incelemislerdir ve yaptiklari arastirmada nem miktart sirastyla %88,15 ve
%88,57 bulmuslardir. Lu ve digerleri (2010), Salicornia bigelovii’nin beslenme
karakterizasyonu arastirmislardir ve nem oranin1 %88,42 olarak bulmuslardir. Orneklemeyi
yaz mevsiminde gergeklestirmemiz sularin ¢ekilmis olmasi sebebiyle nem miktarimin diger

caligsmalara gore diisiik ¢itkmasinin nedeni olarak agiklanabilir.

5.1.2. Yag Analizi

Sabit yag asitlerini elde etmek igin n-Hekzan ile muamele edilerek Soxhlet ile
gergeklestirilen analiz sonucunda S. europaea bitkisinin yag orani %215,15 olarak
bulunmustur. Oleik asit miktari ise %36,55 olarak bulunmustur. Anwar ve digerleri (2002),
Salicornia bigelovii’nin tohum yaginin analitik karakterizasyonunu arastirdiklar
calismalarinda yag oranini %29,2 olarak bulmuslardir. Eganathan ve digerleri (2006),

Salicornia brachiate tohumlarindaki yag miktarin1 bulmak i¢in hekzan ile ekstrakte
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etmiglerdir ve yag miktarim %?22,4 olarak bulmuslardir. Elsebaie ve digerleri (2013),

Salicornia fruticosa tohumlarinda %28,59 yag orani tespit etmislerdir.

5.1.3. Mineral Analizi

Mineral iceriklerini ortaya ¢ikarmak i¢in ICP/AES cihazinda yaptigimiz analiz sonucunda
S. europaea bitkisinde Sodyum miktarin1 47 ppm, Magnezyum miktarin1 51,98 ppm,
Potasyum miktarin1 45,86 ppm ve Kalsiyum miktarin1 14,27 ppm olarak tespit edilmistir.
Austenfeld (1986), S. europaea tohumlarini inceledikleri ¢alismalarinda Kalsiyum miktarini
30 mmol, Magnezyum miktarini ise 138 mmol bulmuslardir. Lima ve digerleri (2020), farkli
tuzluluk oranlarinda yetistirilen Salicornia ramosissima tiiriiniin mineral kompozisyonlarini
Sodyum i¢in 8,36- 17,4 mg/g, Potasyum igin 1,41-2,23 mg/g, Kalsiyum i¢in 0,41- 1,45 mg/g
ve Magnezyum i¢in 0,17- 0,23 mg/g olarak bulmuslardir. Rupérez (2002), deniz yosunlari
olan Fucus vesiculosus, Laminaria digitata, Undaria pinnatifida, Chondruscrispus,
Porphyra tenera tiirlerini kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda Na, K, Ca ve Mg mineral
iceriklerini 8,083—17,875 mg/100g olarak bulmuslardir. Bertin ve digerleri (2014), yaptiklart
calismalarinda Sarcocornia ambigua’ nin Sodyum, Potasyum, Magnezyum ve Kalsiyum
miktarlarin1 Palhoga sahilinden yaptiklar1 6rneklemede sirasiyla; 10,19 mg/g, 2,9 mg/g, 0,92
mg/g ve 0,54 mg/g, Barra da Lagoa, Florianopolis’dan yaptiklar1 6rneklemede ise sirasiyla
16,57 mg/g, 1,81 mg/g, 1,30 mg/g ve 0,53 mg/g olarak bulmuslardir.

5.1.4. E Vitamini analizi

Calismada hekzan ile muamele edilen 6rnekte vitamin E (Alphatocopherol) oranini 2,1 +
0,3mg/100g bulunmusken, zeytinyagi ile muamale edilen drnekte bu oran 551,98 pg/ml
olarak bulunmustur. Choi ve digerleri (2014) Salicornia herbaciea tohumlarini kullanarak
yaptiklari ¢alismalarinda Alphatocopherol oranini 249, 2 mg/kg olarak bulmuslardir. Lima
ve digerleri (2020), ¢alismalarinda topraksiz sistemlerde iiretilen Salicornia ramosissima
tirtiniin farkli tuzluluk oranlarinda ki besin kompozisyonu ve anti oksidan kapasitesini
arastirmiglardir ve 35 mM tuzluluktaki S. ramosissima’nin alphatocopherol oranini 241 + 10

ug/100 g olarak bulmuslardir.

5.1.5. X 1sin1 kristalografisi (XRD) analizi

S. europaea bitkisinin X Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi sonucunda kristallografik doku

ve kompozisyonunda en yiiksek eslesme % 54,5 oraninda Stronsiyum Lantan Demir (I11)
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Kalay (1V) Oksit olarak bulunmustur. S. europaea’nin igerdigi diger bilesikler ise Kalsiyum-

alfa, Perovskit ve Potasyum Demir Dioksit olarak tespit edilmistir.

5.1.6. Taramal elektron mikroskobu ve enerji yayihmh X-i1s1m analizi

Taramal1 Elektron Miksroskobu ile 40 pm, 50 pum, 50 um ve 400 um 6l¢eklerinde goriintii
elde edilmistir. Enerji yayilimli X-Isin1 Analizi ile elementel kompozisyonu en yiiksek
enerji seviyesi olan K seviyesinde Oksijen, Sodyum, Magnezyum, Potasyum ve Kalsiyum

tespit edilmistir.
5.2. Antimikrobiyal aktivite

Salicornia cinsine ait metabolitlerinin antimikrobiyalleri iizerine bir¢ok ¢alismanin yapildigi
gorilmiistir (Rowley ve digerleri, 2002; Kannan, Arumugam ve Anantharaman, 2010;
Kannan, Arumugam ve Anantharaman, 2012). Santhanakrishnan ve digerleri (2014), S.
brachiata'nin B. subtilis ve K. pneumoniae'ye karsi metanolik ekstraktinin MIK degerleri
sirastyla 25 ve 50 mg/ mL olarak bulmuglardir. Calismamizda S. europaea'nin MIK degerini
B. subtilis ve K. pneumoniae igin sirasiyla 12,96 mg / mL ve 42,62 mg / mL olarak
bulunmustur. Rad ve digerleri (2004), Salicornia herbacea tohumunun etanol 6ziitiiniin S.
aureus'a karst MiK degerini 189,5 mg / mL, E. coli’ye kars1 MiK degerini ise 420 mg / mL
olarak bulmuslardir. Tez c¢alismasinda ise S. europea’nin maksimum inhibisyon
konsantrasyonunun 24 saatlik inkiibasyonda MiK degerinin S. aureus’a kars1 9,57 mg / mL
bulurken, 72 saatlik inkiibasyonda E. coli’ye kars1 11,17 mg / mL olarak bulunmustur.
Manikandan ve digerleri (2009), Salicornia brachiata’nin antibakteriyal aktivitelerini
arastirdiklar1 calismalarinda metanolik ekstraktinin B. subtilis ve S. aureus'a karst MiK
degerini 1,7 mg / mL olarak bulurken, K. pneumoniae karst MiK degerini ise 7,2 mg / mL
olarak bulmuslardir. Ayn1 zamanda sulu ekstraktlarin B. subtilis ve S. aureus'a karst MiK
degerini 7,2 mg / mL, K. pneumoniae karst MIiK degerini ise 6,1 mg / mL olarak
belirlemislerdir. Kharrati-Koopaee ve digerleri (2016), Salicornia iranica’nin Salmonella
typhimurium’ a kars1 antimikrobiyal aktivitesini 6 farkli ¢ozgen (Asetil asetat, n-hekzan,
butanol, etanol, metanol ve Diklorometan) kullanarak arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
butanol ekstarkt1 en yiiksek etkiye sahip olurken sirastyla diklorometan, etanol, metanol, n-
heksan ve asetil asetatin da S.typhimurium’ a karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini

belirtmislerdir.
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Coban ve digerleri (2009), Salicornia europaea’nin da bulundugu ve E. coli, S. aureus,
Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivitenin arastirildigi ¢alismalarinda aseton, eter,
etanol ve su kullanarak hazirladiklar1 ekstraktlarda, Salicornia europaea‘nin eter
ekstraktlarimin diger ekstraktlara gore calisilan tiim bakteri ve maya suslarina karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Rahmani ve Heydarian (2016),
Salicornia iranica'nin etanolik oziitiiniin 72 saat inkiibasyonun sonunda 25°C'de sonunda
Aspergillus niger ve Candida albicans'a karsi antifungal aktiviteye sahip olmadigini
gozlemlemislerdir. Fakat tez ¢alismasinda S. europaea etanol 6ziitlinlin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda C. albicans'a kars1 ¢esitli inhibisyon bdlgeleri belirlenmistir. 300 mg / mL
konsantrasyonu igin, 24 saatlik inkiibasyonlardayken minimum boélge (1,0 mm) bulunurken,
48 saatlik inkiibasyonlardayken maksimum bdlge (2,8 mm) olarak bulunmugstur. Bu,
Salicornia tiirlerinin farkli etanol 6zleri igerigine sahip oldugunu gostermektedir. Essaidi ve
digerleri (2013), Salicornia herbacea'nin metanolik ekstraktinin disk difiizyon yontemi ile
bazi patojenlere karsi antibakteriyel performansini inceledikleri calismalarinda 20 mg / mL
ekstraktin 24 saatlik inkiibasyondan sonra E. coli ve K. pneumoniae iizerinde herhangi bir
aktivitesinin olmamakla birlikte, 100 mg / mL ekstrakt 6 ila 10 mm bolge arasinda inhibe
ettigini bulmuslardir. Calismamizda ise, 300 mg / mL metanolik ekstraktin E. coli ve K.
pneumoniae'ye karst 1,5 mm bolgeye sahip oldugu bulunmustur. Bu iki ¢alismaya gore,

diger farkliliklarin yan sira konsantrasyon farkliliginin bolge genisligini etkiledigi agiktir.

Kannan ve digerleri (2013), yaptiklar1 arastirmada Halodule pinifolia ve Cymodocea
rotundata tiirlerinin Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae,
Salmonella paratyphi ve Shigella boydii'ye karsi baskin antimikrobiyal ajanlara sahip
oldugunu bildirmislerdir. Essaidi ve digerleri (2013), Cymodocea serrulata, Halophila
ovalis ve Zostera capensis'in farkli ekstraktlarinin antibakteriyel 6zelliklerinin
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. subtilis gibi bazi1 patojenlere karsi test ettikleri
calismalarinda en 1iyi aktivitenin etil asetat ve metanol -ekstraktinda oldugunu
belirlemislerdir. Benzer sekilde, calismamizda da disk difiizyon yontemine gére metanol

ekstraktinin mikroorganizmaya kars1 digerlerinden daha aktif oldugu goriilmiustiir.

5.3. DNA Barkodlama

Tez cgalismasi kapsaminda denizlerimizde bulunan Salicornia tiiriiniin barkod ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Adana/Tuzla bolgesinde bulunun deniz boriilcesinin genetik olarak

tanim1 ve dizilimi ortaya ¢ikarilmistir. Salicornia europaea tiirii ile diger tiirler arasinda
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ortak Haplotip tespit edilememistir ve DNA barkod dizileri tiim Salicornia tiirleri arasindaki

taksonomik durumu ortaya ¢ikarmaistir.

Tirler i¢indeki genetik ¢esitlilik, S. decumbens, S. decussata, S. freitagii, S. littorea, S.
mossiana, S. natalensis, S. neei, S. pacifica, S. pillansii ve S. terminalis i¢in sifir olarak
bulunmustur. Bu diisiik genetik cesitlilik, bu ¢aligmada Genbank'tan alinan 6rnek sayisinin

az olmasiyla ag¢iklanabilir.

Calismamizda, rpL32 — trnL bolgesi uzunlugu 805 bg¢ olarak bulunmustur. Nasrollahi,
Kazempour-Osaloo, Saadati, Mozaffarian ve Zare-Maivan, (2019), iki plastid (rpl32-trnL ve
trnH-psbA) markorii kullanarak Onosma tiirlerini arastirmis ve rpl32-trnL bolgesi icin
niikleotid uzunlugu 780 bp olarak bulmuslardir. Rpl32-trnL gen bdlgesinin ortalama
uzunlugu 1018 bg'dir, ancak 543 ile 1417 bg arasinda degistigi belirtilmistir (Shaw ve

digerleri, 2007). Calismamizda da baz uzunlugu bu degerler arasinda bulunmustur.

Bu c¢alisma, diger benzer g¢aligsmalara uygun olarak rpl32-trnL'nin tiir tanimlamasi igin
giciinii desteklemektedir. Steffen ve digerleri, (2015), Sarcocornia ve Salicornia'nin
biyocografik kaliplar1 ¢ikarmak i¢in tanimlanmasi igin niikleer ribozomal DNA (harici
transkripsiyonlu  aralayici) ve  kloroplast DNA'min  (atpB-rbcL, rpl32-trnL)
uygulanabilirligini degerlendirdikleri ¢alismalarinda Salicornia'min Sarcocornia'da agik¢a
yerlestigini bulmuslardir. Kadereit, Mucina ve Freitag (2006), atpB-rbcL gen bolgesini
kullanarak 67 Salicornioideae 6rneginin filogenisini aragtirmistir. Dong ve digerleri (2012),
yiiksek degisken kloroplast belirtegleri kullanarak bitki filogenisini degerlendirmek i¢in
DNA barkod yontemini kullanmislardir. Rpl32-trnL lokusunun 6nemli uzunluk varyasyonu
ve taksonlar arasinda yiiksek seviyede konumsal varyasyon gosterdigini ve diziler agikca
hizalanabilirse, rpl32-trnLL bdlgesinin tiir tanimlamasi ig¢in uygun olacagini bildirmislerdir.
Peterson ve digerleri (2014), Leptochloa s.1.'deki DNA barkodlarin1 matK, rbcL, rpl32-trnL
ve (ITS) kullanarak belirttigi ¢alismalarinda rpl32-trnL. bolgesinin taksonomik olarak
yakindan iligkili tiirler arasinda yiiksek diizeyde bir dizi varyasyonu gosterdigini ve Dinebra
chinensis'in dogru bir sekilde tanimlanmasina izin veren benzersiz bir dizi sundugunu
bildirmislerdir. Brandt ve digerleri (2015), Suaeda subg. Brezia ve rpl32-trnL. markdriiniin
en yliksek giivenilir performansi ve en yiiksek ¢esitliligi ortaya ¢ikardigini belirtmislerdir.
Tim bu calismalar, plastid barkod dizileri arasinda en yiiksek dizi farkliligin1 gosteren ve

kodlamayan bolgede biiyiik miktarda polimorfik alan igeren rpl32-trnL barkodlar ile genetik
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tanimlamanin (Shaw ve digerleri, 2007) tiirleri tanmimlamak i¢in yararli bir arag

saglayabilecegini gostermistir.

Literatiire bakildiginda DNA barkodlama tekniginin yeni bir teknik olmasi ve bitkilerle ilgili
ilk DNA barkodlamasi ¢alismasinin 2005 yili gibi yakin bir zamanda yapilmasi sebebiyle
heniiz bitkilerle ilgili fazla ¢alismanin olmadigin1 gérmekteyiz. Ancak DNA barkodlama
tekniginin ¢ok fazla avantaji olmasi ve bitkilerle ilgili cok farkli alanlarda kullanilabilirligi
olmasi sebebiyle bu teknikle ilgili ve bitkilere 6zgii evrensel bir barkodun bulunabilmesi i¢in
aragtirmalar devam etmektedir. Daha 6nce bitkilerle ilgili gergeklestirilmis olan ¢calismalarin
sonuglarina baktigimiz zaman birgok ¢aligmanin elde etmis oldugumuz verilerle paralellik

gosterdigi gorilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Deniz Boriilcesi Salicornia europaea tiiriiniin tibbi ve kozmetik alanlarinda kullanimi ve
genetik analizlerinin birlikte gergeklestirildigi herhangi bir caligmaya yapilan literatiir
arastirmasinda rastlanmamustir. Tez ¢alismasinda, Adana Tuzla Lagiinii’nden 6rneklemesi
gergeklestirilen S. europaea tiiriiniin GC/MS analizi ile sabit yag orani, ICP/AES analizi ile
mineral degerleri belirlenmistir. LC/MS-MS analizi ile a-tokoferol (vitamin E) orani tespit
edilmistir. Kristalografik dokusu, bilesimi, elementel kompozisyonu ve kimyasal yapisi da
sirastyla, X Isin1 Kristalografisi (XRD) analizi ve SEM-EDS analizleri ile tespit edilmistir.
Aseton, metanol, etenol ve saf su kullanarak S. europaea’dan elde edilen ekstraktlar disk
difiizyon ve spektrofotometrik broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak antimikrobiyal
aktivitesi belirlenmistir. S. europaea’dan metanol kullamilarak elde edilen ekstrakt,
Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak gram negatif bakteri
suslarindan E. coli bakterisine karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Disk difiizyon
yontemi kullanilarak yine metanol ekstaraktinda gram pozitif bakteri suslarindan en yiliksek

B. subtilis bakterisi lizerinde etki gosterdigi belirlenmistir.

S. europaea’nin GC/MS analizi ile gerceklestirilen yag asiti orant %15,15 bulunurken, 12
adet yag asidi bilesigi saptanmistir. Elde edilen bu bilesikler igerisinden Oleik asit, 9-
Oktadekenoik asit (%36,55), metil ester, 8-Oktadekenoik asit, metil ester (%10,63), 7-
Oktadekenoik asit, metil ester (%11,31), Palmitik asit (%5,12), Stearik asit (%4,07) major
bilesiklerdir. Bitkisel yaglarin yag asidi bilesikleri, yagin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi
vericidir. Genellikle, yag asidi bilesimi, bir yagin besleyiciligi veya uygulamalarda
kullanimlari igin belirleyicidir (Comlekgioglu, Kocabas, ve Aygan, 2020). Tespit ettigimiz
bu yag asidi bilesiklerinden oleik asit; cilt hiicrelerinde bol bulununan ve 6zellikle esnekligin
onemli oldugu cilt dokusunda bulunan yag asitlerindendir. Oleik asit agisindan zengin
yaglar genellikle ¢ok emicidir ve sonug olarak cilt bakimi endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Hyde, Bahkali ve Moslem, 2010). Metil oleat (9-Oktadekenoik asit, metil
ester) ise, kisisel bakim tirlinlerinde, sabun yapiminda, cilt bakim tirlinlerinde emiilgator ve
viskozite olusturucu olarak kullanilmaktadir. Tespit edilen bu yag asidi bilesiklerinin S.
europaea’nin yagimnin denizel kaynakli bir metobolit olarak kozmetik ve medikal
sektorlerinde hammadde olarak kullanilmasi siirecinde 6nemli bir yol gosterici olacaktir.
LC/MS-MS analizi ile ise alphatokoferol tespit edilmistir. Tokoferoller, antioksidan ve

antienflamatuvar etkilerinden dolay1 obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet ve
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Alzheimer hastaliginin 6nlenmesinde koruyucu bir role sahiptir (Shahidi ve De Camargo,
2016). Bu koruyucu etkilerinden dolayr dermatoloji ve kozmetik sektoriinde birgok iiriinde
kullanilmaktadir (Keen ve Hassan, 2016; Aksoz, Korkut, Aksit, ve Gokbulut, 2020). Bu
ozelliklere sahip olmasindan dolay1, S. europaea’da bulunan alfatokoferol’tin kozmetik ve
medikal drlinlerin iceriklerinde hammadde olarak kullanilmast adina gerekli
formiilasyonlarin olusturulup yapilmasi, kimyasal igeriklere alternatif olarak yeni bir
yaklagim saglamak igin yapilabilecek baska g¢alismalara da yol gosterici olarak fayda

saglamis olacaktir.

Bitkiler eski zamanlardan beri gida dis1 ve sifa amacli olarak kullanilmaktadir. Kisisel bakim
endiistrisindeki yeni egilim, bitkilerin biyolojik aktivitesini kozmetik ve kisisel bakimla
birlestiren "Kozmesotikler" adi verilen yeni bir kozmetik tiriin kategorisi yaratmistir (Dorni,
Amalraj, Gopi, Varma ve Anjana, 2017). Kozmesotik terimi artik yaygin olarak farmasdtik
bir terapdtik fayda saglayan bir kozmetik iiriinii tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Choi ve
Berson 2006). Bu nedenle kozmesétikler, tibbi veya ilaca benzer yararlar1 oldugu iddia
edilen biyolojik olarak aktif bilesenlere sahip kozmetik iiriinlerdir. Dermatolojik
arastirmalar, kozmesotiklerde kullanilan biyoaktif bilesenlerin gercekten de kremler,
losyonlar ve merhemler gibi geleneksel kozmetiklerin tesinde faydalara sahip oldugunu
gostermektedir (Schiirch, Blum ve Ziilli, 2008). Kozmetik i¢in bilesen olarak yaygin sekilde
kullanilan bir dizi Kimyasal bilesen vardir. Bu nedenle, son yillarda kozmetiklerin ve
iceriklerinin toksikolojik giivenligi giderek artan bir ilgi ¢cekmistir ve glinlimiizde, herhangi
bir yan etkisi olmayan dogal igerikler igeren kisisel bakim iiriinlerine yonelik artan bir
tilketici talebi vardir (Antignac, Nohynek, Re, Clouzeau ve Toutain, 2011). Bu sebeple
bitkilerden yeni ve yenilik¢i dogal igerikleri kesfetmeye yonelik siirekli bir bilimsel merak
ve endistriyel talep olusmustur. Tez c¢alismamiz da, biyomedikal ve kozmetik
uygulamalarda denizel bitkilerden elde edilen biyomateryallerin kullanimina yonelik bir

arastirma alanina katki saglayabilecek sonuglar1 igermektedir.

Tez calismasinda, S. europaea ckstraktlarmin (etanol, metanol, aseton ve saf su) farkli
ekstraksiyon siirelerinde antimikrobiyal etkileri ortaya ¢ikartilmistir. Antimikrobiyal etki
kozmetik, ila¢ ve gidalarda, kalite ve giivenligin korunmasi agisindan oldukca 6nemlidir.
Kozmetikler arasinda biiyiik miktarda su, karbon ve nitrojen kaynaklari saglayan besinler ve
mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilen bitkilerden veya mikroorganizmalardan elde
edilen dogal malzemeler bulunmaktadir. Kozmetiklerde ki mikrobiyal kontaminasyon,

kokular1, renkleri, viskoziteyi degistirerek ve hatta emiilsiyonun daha da koétiiye gitmesiyle
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uriiniin  kalitesini  diislirir ve tiiketicinin saghgmi etkileyebildiginden mikrobiyal
kontaminasyona kars1 hassastir ve bazi sorunlara neden olabilmektedir. Mikroorganizma ile
kontamine olmus bir kozmetik, yarali cilde uygulanirsa enfeksiyon veya iltihaplanmaya
neden olabilir. Bu sebeplerden dolayi, tez calismasinda S. euopaea’nin farkli protokellerle
farkli eksraktlar kullanarak antimikrobiyal aktivitesini ortaya c¢ikartarak kozmetik ve
medikal iiriinlerde kullanimi igin bilgi verecek ve bu sonuglardan yola ¢ikarak kozmetik

formiilasyonlarin olusturulmasi adina da yol gosterici olacaktir.

Tez ¢alismasinin son boliimiinde farmasétik ve kozmesotik uygulamalarda dogru tiirlerin
kullanimina katkida bulunmasi amaciyla DNA barkodlama yontemi kullanilmigtir. DNA
barkodlama i¢in ilk olarak 6rneklerden DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
DNA’lar bitkiler i¢in universal olan cpDNA rpL32-trnl geni ile PZR metodu uygulanarak
cogaltilmigtir. Genetik analizlerde yapilan model test sonucu verilerimize uygun en iyi
model Tamura 3-parameter modeli bulunmustur (Tamura, 1994). Analiz edilen rpIn32-trnl
bolgesinin uzunlugu 805 bg olarak saptanmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotid
kompozisyonu analizini gerceklestirdigimiz S. europaea igin; A bazinin orani1 %37,9 olarak,
T bazinin oran1 %11,9 olarak, C bazinin orani %37,6 olarak, G bazinin orani %12,6 olarak
belirlenmistir. S. europaea ornekleri arasindaki ortalama genetik gesitlilik degeri 0,00202
olarak bulunmustur. S. europaea’nin diger tiirlerle olan karsilastirilmasin1 yapmak icin
Genbank’tan alinan verilerle yapilan analizlerde toplam 62 sekansda 21 haplotip
g6zlenirken, tiirler arasi ortalama haplotip gesitliligi ise 0,9217 olarak bulunmustur. Genetik
iligkiyi belirlemek amaciyla Komsu Kalitimli Soyagact ve Maksimum Parsimon agact
kullanilmistir. Her iki agagta da benzer dallanmalar gozlenirken S. europaea orneklerinin

kendi arasinda gruplandig: goriilmiistiir.

Tiir diizeyinde filogenetik sorunlari ¢ézmek veya DNA dizilerini kullanarak tiirleri
tanimlamak i¢in ¢ok yiiksek evrim oranlarina sahip bdlgelerin tanimlanmas: gereklidir.
DNA barkodlama da, genomda standart ve iizerinde anlasmaya varilmis bir konumdan kisa
bir DNA dizisi kullanarak organizma tiirlerini karakterize etmek kullanilan bir tekniktir.
DNA barkodlama; kriptik tiirleri ortaya ¢ikarmada (Hebert ve digerleri, 2004), ekolojik ve
cevresel genomik caligmalarda (Valentini ve digerleri, 2009), tiirleri tespit ederek gida
giivenligi ve etiketlemenin gergekligini destekleme (Galimberti ve digerleri, 2012; Huxley-
Jones, Shaw, Fletcher, Parnell, ve Watts, 2012) gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Bitkiler
icin ise DNA barkodlama, farkli DNA bdlgelerinin performans karsilagtirmalarinin 6tesine

gecerek pratik uygulamalara dogru kaymaktadir. Bu uygulamalardan ilki tiir diizeyinde
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taksonomiye iligkin i¢gorii saglamak ve tiirlerin tanimlanmasi ve sinirlandirilmasina iliskin
taksonomik siirece katkida bulunmaktir. Ikinci ve ana uygulama ise, bilinmeyen &rneklerin
bilinen tiirlere tanimlanmas siirecine yardimeci olmaktir. Bitkilerdeki DNA barkodlama,
basit morfolojileri olan, ¢ok genis dagilimlar1 olan, boyut olarak kiigiik olan ve/veya sahip
olduklart gesitliligi yeterli sekilde karakterize etmek icin yetersiz taksonomik dikkati ¢eken
gruplarda tiir diizeyinde taksonomi hakkinda fikir vermesi i¢in kullanilir (Long, Paton,
Squirrell, Woodhead ve Hollingsworthi, 2006; Miwa ve digerleri, 2009). Tez ¢alismamizda
da tiir tanimlanmasi morfolojik olarak zor olan ve lilkemizde DNA barkod teknigine dayali
tiir tespiti yapilmamis olan S. europaea tiiriiniin barkod c¢alismasi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar Deniz Bortilcesi olarak adlandirilan tiiriin S. europaea oldugunu gostermektedir ve
bu tiiriin kozmetik ve medikal tiriinler i¢in kullaniminda ortaya ¢ikabilecek tiir karmagasina

yol gosterici olacaktir.
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